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OZET

Giindogdu F, Eriskin tipi difiiz gliomlarin tiplendirilmesinde molekiiler
yontemlere alternatif olarak immiinhistokimyasal vekil biyobelirteclerin kullanima,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Tezi, Ankara, 2023. Eriskin tipi
IDH (izositrat dehidrogenaz)-mutant difiiz gliomlar, 1p/19q kodelesyonunun varlig1 ya
da yokluguna gore astrositom, IDH-mutant ve oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q
kayipli olarak iki gruba ayrilmaktadir. Astrositomlarin derecelendirmesinde 2021 Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) siniflamasinda yer alan degisiklige gére CDKN2A/B homozigot
delesyonu (HD) iceren tiimorler, mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz
icermeseler dahi derece 4 olarak smiflandirilmaktadir. Giiniimiizde IDH-mutant difiiz
gliomlarin tanisinda ve derecelendirmesinde erisimi zor ve pahali molekiiler
yontemlerin kullanimi zorunlu hale gelmistir. Biz bu ¢aligmada molekiiler yontemlere
alternatif olabilecek erisimi daha kolay ve ucuz immiinhistokimyasal (IHK) vekil
biyobelirtecler bulmay1 hedefledik. Hacettepe Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda 2014-2021 yillar1 arasinda tani almis 93 astrositom ve 73 oligodendrogliom
vakasi kullanilarak doku mikrodizinleri hazirlanmistir. Bunlardan elde edilen kesitlere
1p/19q ve CDKN2A FISH calismalar1 ile H3K27me3 ve MTAP IHK c¢alismalari
yapilmistir ve boyamalar iki gdzlemci tarafindan degerlendirilmistir. CDKN2A HD ile
MTAP ekspresyon kaybi arasindaki iligki ve 1p/19q kodelesyonu ile H3K27me3
ekspresyon kaybi arasindaki iligski incelenmistir. CDKN2A HD bakilan 161 tiimdriin
25’inde (%]15,1) delesyon saptanmisken, birinci goézlemci 164 tiimoriin 30’unda
(%18,1), ikinci gozlemci 29’unda (%17,5) MTAP kaybi saptamigtir. CDKN2A FISH’e
alternatif olarak MTAP’in sensitivitesi %88, spesifisitesi %95,52-96,27 olarak
hesaplanmistir. Oligodendrogliomlarin %67,1-68,5’inde, astrositomlarin ise %?21,1-
22,6’sinde H3K27me3 ekspresyon kaybi goriilmiistiir. 1p/19q FISH e alternatif olarak
H3K27me3’lin  sensitivitesi %77,42-76,34, spesifisitesi  %65,75-67,12  olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak, MTAP IHK calismas1t CDKN2A FISH igin giivenilir bir
vekil biyobelirte¢ iken; H3K27me3 IHK calismas1 1p/19q FISH calismasia alternatif
olabilecek sensitif ve spesifik bir belirte¢ degildir.

Anahtar Kelimeler: IDH-mutant Difiiz Gliom, Siklin Bagimli Kinaz 2A, MTAP,
H3K27me3, 1p/19q kaybi



ABSTRACT

Gundogdu F, Use of immunohistochemical surrogate biomarkers as an alternative
to molecular methods in classifying adult-type diffuse gliomas, Hacettepe
University Faculty of Medicine, Pathology Thesis, Ankara, 2023. Adult-type IDH
(isocitrate dehydrogenase)-mutant diffuse gliomas are divided into two groups as
astrocytoma, IDH-mutant and oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19q codeleted, on
the basis of 1p/19q status. According to the 2021 World Health Organization (WHO)
classification; astrocytomas containing CDKN2A/B homozygous deletion (HD) are
graded as grade 4 even in the absence of microvascular proliferation and/or necrosis.
Nowadays, the use of difficult-to-access and expensive molecular methods has become
mandatory in the diagnosis and grading of IDH-mutant diffuse gliomas. In this study,
we aimed to find accessible and cheap immunohistochemical (IHC) surrogate
biomarkers that could be an alternative to molecular methods. Tissue microarrays were
prepared using 93 astrocytoma and 73 oligodendroglioma cases diagnosed between
2014-2021 in Hacettepe University Department of Medical Pathology. 1p/19q and
CDKN2A FISH and H3K27me3 and MTAP IHC studies were performed and two
observers evaluated the staining. The relationship between CDKN2A HD and loss of
MTAP expression and the relationship between 1p/19q codeletion and loss of
H3K27me3 expression were investigated. CDKN2A HD was detected in 25 (15.1%) of
161 diffuse gliomas, while the first observer detected MTAP loss in 30 (18.1%) out of
164, and the second observer in 29 (17.5%). As an alternative to CDKN2A FISH, the
sensitivity and specificity of MTAP were calculated as 88% and 95.52-96.27%. Loss of
H3K27me3 expression was observed in 67.1-68.5% of oligodendrogliomas, and 21.1-
22.6% of astrocytomas. As an alternative to 1p/19q FISH, the sensitivity of H3K27me3
was 77.42-76.34% and the specificity as 65.75%-67.12%. In conclusion, MTAP THC
appears to be a reliable surrogate biomarker to CDKN2A FISH however loss of
H3K27me3 expression is not sensitive and specific enough as an alternative to 1p/19q
FISH.

Keywords: IDH-mutant diffuse glioma, Cyclin Dependant Kinase 2A, MTAP,
H3K27me3, 1p/19q codeletion
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1. GIRIS ve AMAC

Erigkinlerin tipi difiiz gliomlar primer malign intrakraniyal timorlerin 6nemli bir
kismini olusturmaktadir. 2016 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) santral sinir sistemi (SSS)
timorleri smiflamasinda difliz gliomlar yalmizca mitotik aktivite, mikrovaskiiler
proliferasyon ve/veya nekroz gibi histolojik bulgulara gore derecelendirilmekteydi (1,
2). Bu smiflamada prognozun daha dogru bir sekilde tahmin edilmesi ve uygun tedavi
seciminin saglanmasi amaciyla histolojik oOzellikler ile genetik oOzelliklerin entegre
edilmesi Onerilmisti (2). Buna gore, eriskin tipi difiiz gliomlar, izositrat dehidrogenaz
(IDH) 1/2 mutasyonu (3) ve 1p/19q kodelesyonu (4) temelinde farkli kategorilere
ayrilmists. Diisiik dereceli difiiz gliomlar 2016 DSO smiflamasinda IDH-mutant difiiz
astrositom, IDH-mutant olmayan difiiz astrositom ve 1p/19q kayipli, IDH-mutant
oligodendrogliom olarak ii¢c gruba ayrilmisti (5). Glioblastomlar ise IDH-mutant
olmayan ve IDH-mutant olarak kategorize edilmekteydi (2).

Ancak glioma biyolojisinde her gegen giin dagarcigimiza yenileri eklenen
molekiiler gelismelerin 2016 DSO smiflamasinda karsilik bulamamasi, cIMPACT-
NOW olarak bilinen (SSS Tiimér Taksonomisine Molekiiler ve Pratik Yaklasimlari
Bilgilendirme Konsorsiyumu — Resmi Olmayan DSO) bir insiyatifin kurulmasina vesile
oldu. Bu uzmanlar toplulugunun yayimladig: giincellemeler gerek rutin uygulamalarda
yol gosterici olurken 2021 DSO SSS tiimér siniflamasiin temellerini olusturdu (6-10).
2021 DSO SSS tiimérleri siniflamasinda difiiz gliomlar erigkin ve pediatrik tip difiiz
gliomlar olarak ayrilmistir. Erigkin tip difiiz gliomlar ise IDH mutant astrositom, IDH
mutant ve 1p/19q kayiph oligodendrogliom ve IDH mutant olmayan glioblastom olmak
lizere {ic ayr1 grup olarak siniflandirilmistir (11). 2021 DSO  simiflamas:
immiinhistokimyasal (IHK), floresan in situ hibridizasyon (FISH) gibi doku temelli
testlerle desteklenen histolojik bulgulara dayali olmaktan &te molekiiler bir siniflama
olarak patoloji pratigine girmistir (11-13).

Son donemde IDH-mutant difiiz astrositom olgularinda, siklin bagimli kinaz
inhibitorii 2A ve B'yi (CDKN2A/B) kodlayan genlerin homozigot delesyonu (HD) kotii
prognozu 6ngdérmek icin kullanilabilecek bir biyobelirteg olarak karsimiza ¢ikmustir.

CDKN2A/B HD’nin, IDH-mutant difiiz astrositik gliomlarda kd&tii prognoz ve kisa



sagkalim siireleri ile iligkili oldugu pek c¢ok retrospektif ¢alismada da gdsterilmistir (14-
16). Ocak 2020 tarihinde yayinlanan “cIMPACT-NOW” 5. giincelleme makalesinde,
CDKN2A/B HD igeren IDH-mutant astrositomlarin, mikrovaskiiler proliferasyon veya
nekroz yoklugunda dahi, DSO derece IV (2016) astrositom olarak kabul edilmesi
onerilmisti (6). 2021 yilinda yaymlanan DSO SSS tiimérleri simiflamasinda IDH-mutant
astrositomlarin derecelendirmesinde yer alan degisiklige gore; CDKN2A/CDKN2B HD
iceren tiimorler, mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz i¢cermeseler dahi derece 4
olarak siniflandirilmaktadir (11). 2022 yilinda “Collage of American Pathologist”
(CAP) yayinladig: difiiz gliomlarin tanisinda molekiiler belirteglerin kullanimi ile ilgili
rehberinde bu zamana kadar bu konuda yapilmis tiim prospektif ve retrospektif
caligmalar1 inceleyerek IDH-mutant astrositom vakalarinda CDKN2A HD durumunun
bakilmasini 6nermis ve bu Onerinin kanit diizeyini “orta” olarak derecelendirmistir (17).
Oligodendrogliomlarda CDKN2A/B HD DSO SSS derece 3 tiimérlerin bir kisminda
(<%10) goriiliirken, DSO SSS derece 2 tiimorlerde goriilmemekte olup varlig
mikrovaskiiler proliferasyon ve nekrozdan bagimsiz olarak kisa sagkalim siireleri ile
iligkili bulunmustur (12).

Su anda, CDKN2A HD genellikle FISH, karsilastirmali genomik hibridizasyon
(CGH) veya multipleks ligasyona bagli prob amplifikasyonu (MLPA) teknikleri
kullanilarak ya da yeni nesil dizileme (NGS) ve DNA metilasyon bazli profilleme gibi
daha yeni teknikler ile degerlendirilebilmektedir. Ancak yiiksek maliyetleri, uzun
raporlanma siireleri ve tiim merkezlerde bulunmamasi nedeniyle bu molekiiler
yontemlerin kullanimi sinirlidir. Bu nedenle, immiinhistokimya temelli yaklagimlar gibi
daha kolay ulasilabilir ve diisiik maliyetli yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir.

CDKN2A HD durumunu saptamak i¢in; metiltioadenosin fosforilaz (MTAP)
immiinhistokimyasal ekspresyon kaybmin molekiiler yoOntemlere alternatif olarak
potansiyel bir vekil biyobelirte¢ olarak kullanilmasi amaciyla malign mezotelyoma,
cesitli epitelyal tiimorler, meningiom ve pleomorfik ksantoastrositom (PXA) vakalari
iizerinde yapilmis c¢alismalar mevcuttur (18-24). MTAP immiinohistokimyasal
boyamasinin, malign mezotelyomayi reaktif mezotelyal hiicre proliferasyonundan ayirt
etmek icin CDKN2A HD'nin giivenilir bir vekil biyobelirteci olarak kullanabilecegi
gosterilmistir (sensitivite: %78, spesifite: %96) (25). CDKN2A HD i¢in MTAP

immiinohistokimyasinin 6ngoriicii rolii, difiiz gliomlarda tam olarak bilinmemekle



birlikte 2020°de Satomi ve ark. IDH mutant astrositomlarda MTAP
immiinohistokimyasal ekspresyon kaybinin CDKN2A HD’sini 6ngormede %88
sensitivite ve %98 spesifiteye sahip oldugu bildirmistir ve hem CDKN2A HD hem de
MTAP ekspresyon kaybi, IDH mutant astrositomlar i¢in genel sagkalimda énemli kotii
prognostik faktorler olarak saptanmistir (26).

Astrositik ve oligodendroglial tiimdr tipleri arasindaki ayrim hem hasta tedavisi
hem de klinik gidis iizerinde yadsinamaz bir etkisi oldugundan olduk¢a 6nemlidir. IDH1
(R132H), ATRX ve p53 immiinhistokimyasal caligmalari, 1p/19q testi i¢in vakalarin
triajina yardim amaciyla rutin olarak kullanilmaktadir (27). Su anda, 1p/19q
kodelesyonunun degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak FISH veya PCR tabanl
heterozigotluk kaybi analizlerinden faydalanilmaktadir. Yeni nesil dizileme ve DNA
metilasyon bazli profilleme de kullanilabilecek oldukca giivenilir yeni teknikler
arasindadir.

Feller ve ark. 2019 yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda yiiksek oranda spesifik
kiitle spektrometri  dl¢limlerinde oligodendrogliomlarda H3K27me3 (histon 3
proteininin lizin 27'sinin trimetilasyonu) seviyelerinde azalma saptadiklarin1 ve histon
metilasyonundaki alterasyonlarin difiiz gliomlarin tiplendirmesinde kullanilabilecegini
sOylemislerdir (28). Hemen ardindan Filipski ve ark. yaptig1 calismada IDH mutant ve
1p/19q kodelesyonu igeren oligodendrogliomlarin biiylik c¢ogunlugunda (%96,2)
H3K27me3 niikleer ekspresyon kaybinin goriildiiglinii bildirmis ve H3K27me3 kaybi
olan, IDH1 (R132H) pozitif ve ATRX ekspresyonu korunmus difiiz gliomlarin 0.9678
tahmini olasilikla oligodendrogliom oldugunu o6ne siirmiistiir (29). Dolayisiyla
H3K27me3 kaybmin IDH-mutant difiiz gliomlarin hiicre tipine bagli olarak
smiflamasinda potansiyel ek bir immiinhistokimyasal belirte¢ olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir. Yine yakin zamanda yapilan benzer bir ¢alismada ise Pekmezci ve
ark. IDH mutant ve 1p/19q kodelesyonu iceren oligodendrogliomlarda H3K27me3
niikleer ekspresyon kaybinin sik goriildiigii (%75) ancak yeterince sensitif ve spesifik
bir belirteg¢ olmadigini sdylemektedirler (30). Dolayisiyla 1p/19q kodelesyonu ile
niikkleer H3K27me3 ekspresyon kaybi arasindaki iliski i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ bulunmaktadir.

Ozetle; molekiiler bir siniflama 6zelligindeki 2021 DSO beyin tiimérleri

siiflamasi ile pahali yontemlerin sik¢a kullanimi kaginilmaz olmustur. Diinyanin



cesitli bolgelerinde genomik ve proteomik Ozelliklerin incelenmesi miimkiin
olamayacagindan immiin vekil biyobelirteglerin kullanilabilecegi bir algoritmik
yaklagim ile bu tiimoérlerin siniflanabilmesi alternatif stratejiler gelistirmemize olanak
saglayacaktir.

Bu ¢alismada eriskin tip IDH mutant difiiz gliomlarda 1p/19q kodelesyonu ile
H3K27me3 ekspresyon kaybi arasindaki iliski ve CDKN2A HD ile MTAP ekspresyon
kayb1 arasindaki iliskinin incelenmesi, bu immiinhistokimyasal yontemlerin sensitivite
ve spesifisitelerinin belirlenmesi ve immiinhistokimyasal ve molekiiler ¢calisma sonuglari
ile histopatolojik ve klinikopatolojik o&zellikler arasindaki iliskinin incelenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Eriskin Tipi Difiiz Gliom

2021 DSO SSS tiimérleri smiflamasinda difiiz gliomlar eriskin ve pediatrik
tip difiiz gliomlar olarak ayrilmistir. Erigkin tip difiiz gliomlar IDH-mutant
astrositom, IDH-mutant ve 1p/19q kayipl oligodendrogliom ve IDH mutant olmayan

glioblastom olmak iizere ii¢ ayr1 grup olarak siniflandirilmastir (Sekil 2.1).

Astrositom, IDH-mutant
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Sekil 2.1. 2021 DSO SSS siniflamasinda eriskin tipi difiiz gliomlar
2.2.  Astrositom, IDH-mutant

2.2.1. Epidemiyolojik, Klinik ve Radyolojik Ozellikler

IDH-mutant astrositomlarin insidanst hakkinda niifusa dayali kesin veriler
mevcut degildir. Hastalarin ¢cogu tant aninda 3-4. dekatta (ortalama yas 38) olup
DSO SSS derece 2 veya 3 tiimore sahiptir. Derece 4 tiimérler daha ileri yaslarda
gorlilmektedir (31). Pediatrik yas grubunda goriilen gliomlarda IDH mutasyonlar
nadirdir; mevcut olduklarinda genellikle adeldsanlarda goriiliirler (32). IDH-mutant
astrositomlar, 55 yas Ustii hastalarda nadiren goriiliir (33).

IDH-mutant  astrositomlar santral sinir sisteminin her bolgesinde
goriilebilmekle birlikte en sik supratentoriyal bolgede Ozellikle de frontal lobda
yerlesim gosterirler (11). Yavas biiyiiyen tiimorler olduklarindan, noéroplastisiteye
olanak saglamalar1 nedeniyle ndrokognitif fonksiyonlarda bozulma IDH-mutant

olmayan tiimorlere gore daha azdir (34). En sik goriilen klinik semptom ndbet



olmakla birlikte dil-konugma bozukluklar1 ya da ozellikle frontal lob yerlesimli
tiimorlerde davranis-kisilik degisiklikleri goriilebilmektedir (11).

Radyolojik bulgular tiimdriin lokalizasyonuna, yayilimina ve derecesine gore
degismektedir. DSO derece 2 tiimérler genellikle sinirlart belirsiz, homojen, diisiik
dansiteli, kontrast tutmayan kitleler seklinde prezente olur (11). MRG bulgular: tipik
olarak T1 hipodansitesi ve T2 hiperintensitesi ile tutulum gosteren bolgelerde
genisleme ve distorsiyon ile karakterizedir. T2 hiperintensitesi siklikla FLAIR
sekanslarda rolatif hipointensite ile eslestirilir. Bu bulgu DSO SSS derece 2 ve
derece 3 IDH-mutant astrositomlar i¢in yiiksek oranda spesifik bir bulgudur (35).
DSO derece 4 tiimorlerde ise orta hat deviasyonu, belirgin 6dem, kontrast tutulumu,

nekroz nedeniyle santral hipodansite goriiliir (11).

2.2.2. Etyoloji

Cogu IDH-mutant astrositom ailesel ya da herediter tiimdr yatkinlik
sendromlar ile iligkili olmayip sporadik olarak gelisir. Baz1 genomik ¢aligmalarda
8924.21 lokalizasyonunda diisiik frekansli bir tek niikleotid polimorfizm (SNP)
varligt IDH-mutant gliom gelisimi i¢in artmis risk ile iliskili olarak bulunmustur
(36). Li-Fraumeni sendromu gibi bazi nadir genetik timoér sendromlari ve Ollier
hastalig1 gibi baz1 kalitimsal hastaliklarda IDH-mutant astrositom goriilme sikligi
artabilmektedir (11). Cocuklarda ve genc¢ eriskinlerde IDH1-mutant astrositomlar

DNA hatali eslesme tamir genlerinde mutasyonlar igerebilir (37).

2.2.3. Patogenez ve Genetik Profil

Patogenez

IDH-mutant astrositomlarin kdken aldig1 hiicrelerin belirlenmesi halen aktif
bir arastirma alanidir. Mevcut veriler IDH-mutant astrositomlarin astrositik ve
oligodendroglial hiicre dizileri ve noral Onciil hiicrelerin bir karigimindan gelistigi
fikrini  desteklemektedir. IDH-mutant gliomlar ile IDH-mutant olmayan

glioblastomlarin farkli hiicrelerden koken aldig diistiniilmektedir (11).

Genetik profil
IDH mutasyonlari ilk olarak 2008 yilinda 22 adet glioblastoma multiforme

vakasinin NGS ile incelenmesi sonucu vakalarin %12’sinde IDH1 geninin 132.



kodonunda mutasyon saptanmasi ile taninmistir (38). Daha sonra 445 SSS ve 494
non-SSS tiimdriinde sekanslama ile IDH1 ve IDH2 mutasyonu bakildiginda DSO
grade II ve III astrositom, oligodendrogliom ve daha diisiik dereceli lezyonlardan
geligen sekonder glioblastomlarin %70’inde IDH1 geninin 132 kodonunu etkileyen
mutasyonlar ve IDH1 mutasyonu icermeyen tliimdrlerin bir kisminda da IDH2
geninin  172. kodununda mutasyon gorilmiistiir (3). IDH mutasyonlar
gliomagenezde erken donemde goriilen bir olay olup tiimor progresyonu boyunca
kalmaktadir. En sik gorilen IDHI mutasyonu olan IDH1:c.395G>A
p-R132H mutasyonu IDH-mutant gliomlarin %83-91’inde goriilmektedir. Daha nadir
goriilen diger mutasyonlar IDH1:c.394C>T p.R132C, p.R132G, p.R132S ve
p-R132L mutasyonlaridir (39).

Gliomlardaki IDH2 mutasyonlari, p.R172 bélgesinde yer alir ve p.R172K
mutasyonu en sik goriilenidir (3). IDH-mutant astrositomlarda IDH2 mutasyonlari,
IDH1 mutasyonlarindan daha nadirdir.

IDH1 ve IDH2 mutasyonlari, ilgili metabolik enzimler IDHI ve IDH2 ile
IDH enziminin onkometaboliti olan 2-hidroksiglutarat iizerinde fonksiyon
kazanimina neden olur (40). 2 -hidroksiglutarat asir1 liretimi hiicresel epigenomik
durumlar ve gen regiilasyonu iizerinde onemli etkilere sahiptir. Mutant IDHI1
astrositlerde spesifik histon belirteglerinde alterasyonlara ve yaygin DNA
hipermetilasyonuna neden olur (41).

O6-metilguanine-DNA  metiltransferaz (MGMT) promotér metilasyonu,
IDH-mutant gliomlarda yaygin olarak gozlenir. MGMT, promutajenik alkil
gruplarint DNA'daki guaninin O6 konumundan uzaklastiran bir DNA onarim
proteinini kodlar, bu sayede bazi alkilleyici ajanlarin tedavi etkilerini azaltir (42).

IDH-mutant astrositomlar TP53 ve ATRX (Alpha thalassemia/mental
retardation syndrome X-linked) genlerinde fonksiyon kayb1 mutasyonlar1 da igerirler.
ATRX geni telomer disfonksiyonunda ve epigenomik disregiilasyonda gorevli bir
protein kodlar. ATRX mutasyonlari telomerin alternatif yoldan uzamasina neden olur
(43). ATRX mutasyonlar1 bir bagka alternatif telomer uzama mekanizmasi olan ve
siklikla IDH-mutant oligondendrogliom ve IDH-mutant olmayan glioblastomlarda
goriilen TERT(“telomerase reverse transcriptase”) promoter mutasyonlart ile

birbirini diglayan mutasyonlardir (44).



ATRX mutasyonlar1 neden olduklar1 genomik instabilite nedeniyle p53-
bagimli hiicre o6limiinii ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, IDH-mutant
astrositomlardaki TP53 mutasyonlari, ATRX kaybi1 durumunda tiimor hiicrelerinin

hayatta kalmasini sagliyor olabilecegi diisiiniilmektedir (45).

Tiimor progresyonu ile iliskili genetik alterasyonlar

Yapilan ¢ok sayida retrospektif ¢alisma sonucunda CDKN2A/B HD’lerinin
DSO SSS derece 2 ve 3 IDH mutant astrositomlarda, DSO SSS derece 4 tiimérler ile
benzer sekilde kisa sagkalim siireleri ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir (6).
Bunun yaninda RB1 yolak alterasyonlari, PDGFRA amplifikasyonlari, MET
alterasyonlar, MYCN amplifikasyonlari, PIK3R1 ve PIK3CA mutasyonlar: da kisa
sag kalim siireleri ve tiimor progresyonu ile iligkili diger genetik degisikliklerdir

(11).

2.2.4. Histopatoloji

Histolojik ozellikler ve Dereceleme

IDH-mutant astrositomlar 1iyi diferansiye, hiposeliiler, yavas biiyliyen
tiimorlerden (DSO SSS derece 2), anaplastik/pleomorfik, hiperseliiler, hizl1 biiyiiyen
tiimorlere (DSO SSS derece 4) kadar genis bir spektrumda karsimiza ¢ikabilmektedir
(Tablo 2.1).

DSO SSS derece 2 tiimdrler; noral parankimi diffiiz olarak infiltre eden,
genellikle gevsek mikrokistik bir zeminde dagilmis, hafif-orta derecede seliilarite
gosteren, iyi diferansiye fibriler glial hiicrelerden olusan tiimorlerdir. Niikleer atipi
minimaldir. Normal astrositler ile karsilastirildiginda neoplastik astrositlerde niikleer
irilesme, niikleer kontur diizensizlikleri, kromatin dagiliminda bozulma ve
hiperkromazi gibi bulgular goriilmektedir. Niikleoller genellikle belirgin degildir.
Mitotik aktivite yoktur ya da ¢ok azdir (Resim 2.1).



Resim 2.1. DSO SSS derece 2 (2021) astrositom (200x H&E)

DSO SSS derece 3 tiimorlerin derece 2 tiimdrlerden temel fark: artmis mitotik
aktivite ve hiicresel anaplazidir (11) (Resim 2.2). IDH-mutant astrositom
kohortlarinda mitoz icin kesin bir esik deger belirlenememis olmakla birlikte kiiciik
stereotaksik kor biyopsilerde izlenen tek bir mitoz bile derece 3 tayini igin yeterli
iken, rezeksiyon materyallerinde daha ¢ok mitoz goriilmesi gereklidir (6). Benzer
sekilde proliferasyon tayini agisindan Ki67 proliferasyon indeksi i¢in kabul goren bir
esik deger mevcut degildir. DSO SSS derece 2 tiiméorlerde Ki67 proliferasyon
indeksi genellikle <%4 iken, DSO SSS derece 3 tiimorlerde %4-10 arasindadir.
Derece 3 tiimorlerde hiicresel seliilarite ve atipi derece 2 tiimorlere gore daha
fazladir. Multiniikleer tiimor hiicreleri ve anormal mitozlar goriilebilir.

Mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz goriilmez (11).
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Resim 2.2. DSO SSS derece 3 (2021) astrositom (200x H&E)

DSO SSS derece 4 tiimorler, derece 3 tiimorlerde izlenen 6zelliklere ek
olarak mikrovaskiiler proliferasyon (Resim 2.3) ve/veya nekroz (resim 2.4) igerirler.
Aymi zamanda DSO SSS 2021 siniflamasina gére CDKN2A ve/veya CDKN2B HD
iceren tiimorler, mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz igermese dahi derece 4

olarak smiflandirilirlar (11).
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H&E)

Resim 2.4. DSO SSS derece 4 astrositom (2021), psddopalizatlanma nekrozu (100x
H&E)
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“Glioblastom” terimi son DSO smiflamast ile artik DSO SSS derece 4 IDH-
mutant astrositomlar i¢in kullanilmamaktadir. IDH-mutant olmayan glioblastomlar
ile DSO SSS derece 4 IDH-mutant astrositomlar histolojik olarak benzer 6zellikler
gosterebildiginden ayrim i¢in IDH mutasyon testlerinin yapilmasi gereklidir (11).
Ancak morfolojik olarak birtakim farkliliklardan da s6z edilmektedir. Zonal iskemik
alanlar, palizatlanma nekrozu DSO SSS derece 4 IDH-mutant astrositomlarin
%350’sinde goriilmekle birlikte IDH-mutant olmayan glioblastomlarin %90’1inda
goriiliir. Fokal oligodendrogliom benzeri alanlar DSO SSS derece 4 IDH-mutant
astrositomlarda daha sik olarak goriiliir (46).

Gemistositik farklilagma IDH-mutant astrositomlarda fokal ya da yaygin
olarak goriilebilir ancak IDH-mutant astrositomlara spesifik degildir. Gemistositler
genis, camsi, eozinofilik sitoplazmali, egzantrik yuvarlak/ovak niikleuslu, kapali
kromatinli, belirgin niikleollii hiicrelerdir. Tiim tiimor hiicrelerinin %20°den daha
fazlasin1 olusturdugu zaman major patern olarak diisiiniilebilir (47). Bu paternin

klinik seyir ile bilinen bir iligkisi mevcut degildir.

Tablo 2.1. DSO 2021 smiflamasmna goére IDH mutant astrositom icin
derecelendirme kriterleri

Derece Kriter

SSS DSO derece 2 IDH1 ya da IDH2 mutasyonu gdsteren iyi diferansiye,
anaplazi gostermeyen difiiz infiltratif astrositik gliom

Mitotik aktivite yok ya da ¢ok az

Mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz ve CDKN2A ve/veya
CDKN2B homozigot delesyonu yok

SSS DSO derece 3 IDHI1 ya da IDH2 mutasyonu gosteren, fokal ya da dagimik

olarak anaplazi gdsteren difiiz infiltratif astrositik gliom
Mitotik aktivite belirgin

Mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz ve CDKN2A ve/veya
CDKN2B homozigot delesyonu yok

SSS DSO derece 4 IDH1 ya da IDH2 mutasyonu difiiz infiltratif astrositik gliom

Mikrovaskiiler proliferasyon veya nekroz veya CDKN2A
ve/veya CDKN2B homozigot delesyonu ya da bunlarin

herhangi bir kombinasyonu
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Immiinfenotipik 6zellikler

IDH-mutant astrositomlara ait timor hiicreleri immiinfenotipik olarak degisen
oranlarda GFAP ve Vimentin eksprese ederler. Bir transkripsiyon faktorii olan Olig-2
ile gliglii niikleer boyanma gosterirler. Genetik alterasyonlar i¢in kullanilan IDHI
(R132H), p53 ve ATRX gibi immiinhistokimyasal belirteclerden tanisal molekiiler

patoloji boliimiinde detayli olarak bahsedilecektir.

2.2.5. Tanisal Molekiiler Patoloji
IDH-mutant astrositomlarin ¢ogu molekiiler 6zellikleri immiinhistokimyasal
caligmalar ile tespit edilebilmektedir. Erigkin tip difliz gliomlarin tiplendirmesi
amaciyla ilk olarak IDH1 p.RI32H, p53 ve ATRX’ten olusan bir
immiinhistokimyasal panel kullanilmaktadir (27) (Sekil 2.2).

Eriskin Tipi Diffiiz Gliom
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Sekil 2.2. Erigkin Tipi Difiiz Gliomlarin Siniflandirmasinda Algoritmik Yaklagim

Izositrat Dehidrogenaz (IDH) Mutasyonu

Gliomagenezis sirasinda erken donemlerden itibaren goriilen ve tiimdr progresyonu
boyunca kalic1 olan IDH mutasyonlariin tespiti amaciyla 2009 yilinda tim IDH
mutasyonlariin %90’ mint olusturan IDH1 p.R132H mutasyonu i¢in monoklonal
antikor gelistirilmistir. Immiinhistokimyasal IDHI1 p.R132H boyamas1 (Resim 2.5)
IDH1 p.R132H mutasyonu i¢in yiiksek oranda sensitif ve spesifik bir belirtectir (48).
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Dolayistyla IDH1 p.R132H antikoru difiiz gliomlarin siniflamasinda ilk basamak
olarak kritik bir dneme sahiptir (Sekil 2.2). Aymi zamanda neoplastik hiicre
infiltrasyonu ile reaktif gliozis ayriminda da yardimcidir (49). Supratentorial
yerlesimli astrositomlarin %90’ minda IDH1 p.R132H mutasyonu goriildiigii i¢in bu
antikor ile supratentorial astrositomlarda IDH mutasyonlarinin = %901
saptanabilmektedir. Daha nadir olarak goriilen infratentorial yerlesimli
astrositomlarda ise %80 oraninda p.R132H dis1 IDH mutasyonlar1 goriilmektedir
(50). 55 yas ve altindaki hastalarda, IDHI p.R132H immiin negatif oldugu ya da
boya ile suboptimal sonu¢ elde edildigi durumlarda, p.R132H dis1 IDH
mutasyonlarini diglamak amaciyla IDH1 132. kodon ve IDH2 172. kodona yonelik
gen sekanslama calismalarinin yapilmas: 6nerilmektedir (3). 55 yas istii hastalarda
goriilen DSO SSS derece 4 gliomlarda IDH1 ve IDH2 mutasyon gériilme sikligmin
az olmasi nedeniyle IDHI p.R132H immiin negatif oldugu durumlarda gen

sekanslamasi yapilmasina gerek olmadigi bildirilmektedir (51).
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Resim 2.5. Neoplastik astrositik hiicrelerde sitoplazmik IDH1 R132H boyanmasi
(200x)

TP53 Mutasyonu
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IDH-mutant gliomlarda TP53 geninde fonksiyon kaybi mutasyonlari
goriilmektedir. Immiinhistokimyasal p53 ¢alismas1 ile izlenen difiiz ve kuvvetli
niikleer pozitif boyanma (Resim 2.6) TP53 mutasyonlar1 i¢in vekil belirte¢ olarak
kullanilmaktadir ve IDH mutant astrositom tanisini destekleyici bir bulgudur (27)
(Sekil 2.2). TP53 mutasyonlar1 protein degradasyonunun azalmasina ve yikilamayan
proteinin niikleusta birikmesine neden olur. IDH-mutant gliom vakalarinda timor
hiicrelerinin >%10’unda kuvvetli niikleer p53 pozitifligi TP53 mutasyonlari ile
yiiksek oranda korele olmakla beraber morfolojik bulgular ve ATRX gibi diger
immiinhistokimyasal belirtecler ile degerlendirilmesi en dogru yaklasimdir (52, 53).
Genel olarak %10 esik deger olarak kullanilmaktadir ancak aslinda ¢ogu IDH-mutant
astrositom vakasinda >%>50 hiicrede p53 ekspresyonu gérﬁldﬁgﬁ bilinmektedir (53).
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Resim 2.6. Neoplastik astrositik hiicrelerde immiinhistokimyasal olarak niikleer p53
boyanmasi (200x)

ATRX Alterasyonlari

IDH-mutant astrositomlarda TP53 mutasyonlar1 yani sira ATRX geninde
fonksiyon kaybi mutasyonlart goriilmektedir. Bu inaktive edici mutasyonlar
sonucunda niikleer ATRX ekspresyonunda kayip goriiliir. Endotel hiicrelerinde ve
ndronlarda goriilen niikleer ekspresyon ATRX immiinhistokimyas: i¢in i¢ kontrol

olarak kullanilmaktadir (27). Immiinhistokimyasal olarak niikleer ATRX
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ekspresyonunun kaybi (Resim 2.7) IDH-mutant astrositom tanist i¢in giiglii bir
destekleyici bulgudur (Sekil 2.2) ancak vekil belirte¢ degildir, ¢iinkii H3 altere difiiz
gliomlarda ve bazi IDH-mutant olmayan gliomlarda da goriilebilmektedir (54). Ek
olarak ATRX ekspresyon kaybi supratentoriyal vakalarin >%90’inda goriiliirken,
infratentoryal vakalarin yaklasik olarak %350’sinde goriilmektedir (50). Difiiz bir
gliomda IDHI1/IDH2 ve ATRX mutasyonlarin beraber goriilmesi IDH-mutant
astrositom tanisi i¢in yeterli kabul edilmekte ve oligodendrogliom tanisini diglamak

icin 1p/19q testi yapilmasina gerek olmadigi bildirilmektedir (11).
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Resim 2.7. Neoplastik astrositik hiicrelerde immiinhistokimyasal ATRX niikleer
ekspresyon kaybi (endotelyal ve inflamatuar hiicrelerde ekspresyon korunmus)
(200x)

2.2.6. CDKN2A/B Homozigot Delesyonu
CDKN2A/B genleri kromozom 9p21.3’de lokalize olup CDKN2A; pl6
(INK4A) ve pl4 (ARF) tiimor baskilayici proteinlerini, CDKN2B; pl5 (INK4B)
tiimor baskilayici proteinini kodlamaktadir. Bu sayede hiicrelerin G1’den S fazina

gegcisini inhibe etmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. CDKN2A/B genlerinin hiicre dongiisii iizerine etkisi (Gorsel “Mayo
Clinic’s Media Support Services”den (55) alinmistir.)

CDKN2A/B kodlayan genlerin homozigot delesyonlarmin, IDH-mutant difiiz
astrositik gliomlarda kotii prognoz ve kisa sagkalim siireleri ile iligkili oldugu pek
cok retrospektif calismada gosterilmistir (6). 2018 yilinda yapilan bir calismada
biitiin IDH-mutant astrositomlarda (derece 2-4) CDKN2A/B HD’nun, tek degiskenli
analizlerde kotii prognoz ile kuvvetle iligkili oldugu ve CDKN2A/B HD igeren
derece 3 IDH-mutant astrositomlarda derece 4 tiimorlere benzer kisa sagkalim
gortldiigii saptanmistir (15). IDH-mutant astrositomlarda CDKN2A/B homozigot
delesyonu goriilme yiizdeleri derece II timorlerde %0-12, derece III tiimorlerde %6-
20 ve derece IV tiimorlerde %16-34 olarak saptanmistir (12, 14). Besinci cIMPACT-
NOW giincelleme yazisinda, CDKN2A/B HD igeren IDH-mutant astrositomlarin,
mikrovaskiiler proliferasyon veya nekroz olmasa bile, DSO derece IV tiimor olarak
kabul edilmesi &nerilmistir (6). Bu dogrultuda 2021 yilinda yayimlanan DSO SSS
siniflamasinda  CDKN2A/2B HD igeren tiimdrler, mikrovaskiiler proliferasyon

ve/veya nekroz igermeseler de derece 4 olarak siniflandirilmaktadir (11).
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9p21 lokalizasyonundaki homozigot delesyon sadece CDKN2A/B lokusunu
degil, MTAP ve FOCAD genleri ile “arm level” somatik kopya sayisi
alterasyonlarin1 da etkilemektedir (56-58). MTAP geni 9p21 lokalizasyonunda
CDKN2A’ya 100 kb telomerik olarak bulunur (59) (Sekil 2.4). CDKN2A HD
goriilen vakalarin yaklastk %80-90’nda MTAP HD da gorilir (60).

Chromosome 9
138.3Mbp 43.0 Mbp 0 Mbp
|

P16/ s
9p21.3 CDKN2B INK4A MTAP

I HiHHH

P14/ARF

v ’ 50 kb
100 kb

Sekil 2.4. CDKN2A/B ve MTAP gen bdlgelerinin 9. Kromozom iizerindeki
yerlesimleri (Marjon ve ark. (59)’dan alinmistir.)

Normal bir hiicrede MTAP geni tarafindan kodlanan MTAP proteini
adenozin monofosfat ve metiyonin sentezinde “salvage” yolaginda goérevli kritik bir
enzimdir. Metiltiyoadenozinin (MTA); adenin ve daha sonra methiyonine metabolize
olacak metiltiyoriboz 1-PO4’ a doniisiimiinii katalizler (61, 62) (Sekil 2.5). Normal
sartlar altinda biitiin hiicrelerde MTAP protein ekspresyonu goriilmektedir. Ancak
MTAP HD sonucunda, MTAP protein sentezinde olusan defekt nedeniyle hedef

hiicrelerde MTAP antikoru ile immiinhistokimyasal boyanma kayb1 goriiliir.
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Sekil 2. 5. Metiyonin biosentez yolaklar1 (Tang ve ark. (61)’dan Tiirk¢elestirilmistir.)

MTAP antikoru ile immiinhistokimyasal ¢alismanin CDKN2A/B HD i¢in
giivenilir bir vekil biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi mezotelyoma, pek cok
epitelyal tiimor, meningiom ve PXA vaka serilerinde gosterilmistir (18-25). 2020
yilinda Chapel ve ark. MTAP immiinboyamasinin CDKN2A HD'nin vekil
biyobelirteci olarak malign mezotelyoma reaktif mezotelyal hiicre proliferasyonu
ayriminda %78 sensitivite ve %98 spesifisite ile oldukca giivenilir bir vekil
biyobelirteg oldugunu gostermislerdir. (25). Ayrica MTAP antikoru ile
immiinreaksiyon degerlendirilmesinde goézlemciler arasi uyumun cok iyi oldugu
kaydedilmistir (25). MTAP immiinhistokimyasal boyamasinin CDKN2A HD
ongormedeki rolil, difiiz gliomlarda tam olarak bilinmemekle birlikte Satomi ve ark.
IDH mutant astrositomlarda MTAP immiinhistokimyasal ekspresyon kaybinin
CDKN2A HD’sini 6ngérmede %88 sensitivite ve %98 spesifiteye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Hem CDKN2A HD hem de MTAP ekspresyon kaybi, IDH mutant
astrositomlar icin genel sagkalimda oOnemli kotii prognostik faktorler olarak
saptanmistir. Diigiik dereceli astrositomlarda CDKN2A HD ya da MTAP
immiinhistokimyasal ekspresyon kaybi IDH-mutant glioblastomlara benzer kotii
prognoz iligkili iken oligodendrogliom ve IDH-wild tip glioblastomlarda ise prognoz

ile herhangi bir iligki saptanmamustir (26).
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IDH mutant astrositomlarda MTAP immiinhistokimyasal kaybinin CDKN2A
HD’sini 6ngdrmede yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu bildirilmekle
birlikte MTAP boyanmast ve CDKN2A HD durumu arasinda uyumsuzluk gosteren
olgular da mevcut oldugu bilinmektedir. Bir calismada CDKN2A HD olan 230 difiiz
gliomun %10’unda MTAP kopya sayis1 korunmus olarak saptanmistir. Ancak
CDKN2A HD olmadan MTAP HD’nin ¢ok nadir (0.5%) goriildiigii kaydedilmistir
(63).

2.2.6.Prognoz

IDH-mutant astrositomlarda klinik olarak gen¢ yas ve daha uzun sagkalim ile
iliskilendirilmistir (15). Rezeksiyon genisligi ve postoperatif rezidiiel timor varlig
da genel sagkalim ile koreledir (64, 65). Histopatolojik derecelendirmede kullanilan
mitoz, nekroz ve mikrovaskiiler proliferasyon gibi 6zellikler prognoz ile iliskilidir.
IDH-mutant DSO SSS derece 2 tiimdrlerde ortalama sagkalim 10 yilin {izerinde iken;
mitoz ve anaplazi iceren fakat nekroz ve mikrovaskiiler proliferasyon igermeyen
derece 3 tlimorlerde ortalama sagkalim 5-10 yil arasindadir (15, 66). Nekroz,
mikrovaskiiler proliferasyon ya da CDKN2A/B HD iceren derece 4 IDH-mutant
astrositomlarda beklenen sagkalim siiresi ise ortalama 3 yildir (66). 2019 yilinda
yapilan bir ¢calisgmada IDH mutant astrositomlarda ve 1p/19q kodelesyonu igeren
IDH mutant derece 3 oligodendrogliomlarda CDKN2A HD kétii prognoz ile iliskili
ve her iki vaka grubunda da mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz varligi
sadece CDKN2A HD yoklugunda prognostik olarak anlamli bulunmustur. Grade 2
gliomlarda ise CDKN2A HD saptanmamuistir (12).

CDKN2A/B HD yanmi sira RB1 HD (15), CDK4 amplifikasyonu (14),
PDGFRA amplifikasyonu (14, 15), MET amplifikasyonu (67), MYC amplifikasyou
(15) ve kromozom 14q kayb:r gibi diger pek ¢ok molekiiler alterasyonun da kotii

prognoz ile iligkili olabilecegini gdsteren ¢aligmalar mevcuttur.

2.3. Oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q kayiph

2.3.1. Epidemiyolojik, Klinik ve Radyolojik Ozellikler
Molekiiler olarak tanimlanmis oligodendrogliom icin net epidemiyolojik
veriler heniiz mevcut degildir. Histolojik olarak tanimlanmis oligodendrogliomlarin

epidemiyolojik smiflamasina bakildiginda DSO SSS derece 2 oligodendrogliomlar
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tim beyin tiimérlerinin - %0,9’unu  olustururken DSO  SSS  derece 3
oligodendrogliomlar %0,4’linli olusturmaktadir (68). Derece 2 tiimdrlerin ortalama
goriilme yas1 43, derece 3 tlimorlerin ortalama goriilme yast 50°dir. Cok hafif kadin
cinsiyet baskinligt mevcuttur (K/E:1,2/1) (68). Oligodendrogliomlar c¢ocuklarda
nadiren goriiliir (69).

“The Central Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS)” veri
tabani (https://cbtrus.org/) ve “French national POLA network” veri tabanina
(https://epidemiologie-france.aviesan.fr/fr/content/view/full/87575) gore
oligodendrogliomlarin %59-62’si frontal lob, %14-16’s1 temporal lob, %10-15’1
parietal lob, %1-6’s1 oksipital lob yerlesimlidir. Daha az siklikla posterior fossa,
bazal ganglionlar ve beyin sap1 yerlesimli olabilirler. Ozellikle rekiirren vakalarda
leptomeningeal yayilim goriilebilir (70). Nadiren gliomatosis serebri paterni ile
karakterize yaygin intraserebral yayilim (71) veya multifokal timorler (72)
goriilebilecegi bilinmektedir.

Klinik bulgular genellikle spesifik olmayip timor lokalizasyonu ve tlimoriin
biliylime hiz1 ile iligkilidir. Hastalarin yaklasik 2/3’1 klinik olarak ndbet ile prezente
olur. Bas agrisi, intrakranial basing artisi, fokal norolojik bozukluklar ve kognitif
fonksiyonlarda bozulma diger sik goriilen klinik semptomlardir (11). Goriintiileme
yontemlerinin gelismesi nedeniyle bu tiimorlerin rastlantisal olarak saptanma orani
son yillarda artmis olup bir calismada bu oran %10 olarak bildirilmistir (65).

Radyolojik olarak, IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlar BT
goriintillemede kortikal ve subkortikal beyaz madde yerlesimli, hipointens ya da
izointens kitle lezyonlar1 olarak goriiliir (73). Kalsifikasyonlar ¢ok sik goriiliir ancak
tanisal degildir. Bazi tiimoérlerde intratiimoral kanama veya kistik dejenerasyon
goriilebilmektedir (73). MRG’de T1’de hipointens ve T2’de hiperintens sinirlar
belirsiz kitle olarak goriiliirler. Mikrovaskiiler proliferasyon ve daha kotii prognoz ile
iliskili gadolinyum kontrast tutulumu; DSO SSS derece 2 oligodendrogliomlarin
<%20’sinde saptanirken DSO SSS derece 3 oligodendrogliomlarin  >%70’inde
saptanmaktadir (74). MR spektroskopi ile artmig 2-hidroksiglutarat seviyelerinin
gosterilmesi IDH-mutant gliomlarin tanisinda  kullanilabilecek non-invaziv

yontemlerden biri olarak gelecek vadetmektedir (75).


https://cbtrus.org/
https://epidemiologie-france.aviesan.fr/fr/content/view/full/87575
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2.3.2. Etyoloji ve Patogenez

IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin etyolojisi net degildir.
Cogunlukla herhangi bir genetik zemin olmadan sporadik olarak gelisirler. Nadir
olarak ailesel vakalar bildirilmistir (76). Literatiirde yer alan bazi c¢aligmalarda
GLTSCR1 ve ERCC2 genlerinde goriilen SNP’lerin artmis oligodendrogliom riskine
yol agtig1 gosterilmistir (77). POT1 genindeki germline mutasyonlar ile iligkili ailesel
oligodendrogliom vakalar1 mevcuttur (78). Gliomlarin germline BRCAIl
mutasyonlari, yapisal “missmatch repair deficiency” sendromu, Lynch sendromu,
herediter retinoblastom sendromu gibi ailesel kanser sendromlar1 ile birlikte
goriilebilecegi bilinmekte olup bu sendromlarda oligodendrogliom goriilme olasilig:
oldukea diisiiktiir (11). Etyolojide viral ajanlarin rolii tartismalidir. Nadir olarak HIV
enfeksiyonu, immiinsiipresyon ve demyelinizan hastalik iligkili oligodendrogliom
vakalari bildirilmistir (79, 80).

IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin hangi hiicrelerden
koken aldigi heniliz net olarak bilinmemektedir. Mevcut veriler bu tiimorlerin
astrositik ve oligodendroglial hiicre dizileri ve noéral prekiirsoér hiicrelerin bir

karigimindan gelistigi fikrini desteklemektedir (11).

2.3.3. Genetik Profil

Oligodendrogliomlar molekiiler olarak IDH1 kodon 132 ya da IDH2 kodon
172 “missense” mutasyonlart ve 1p ve 19q “whole arm” delesyonlarinin birlikteligi
ile karakterizedir (11). Oligodendrogliomlarda goriilen IDH mutasyonlarinin
>%90’1m1 IDH1 p.R132H mutasyonu olusturmaktadir. Mutasyonlarin kalan kismini
agirhikli  olarak IDH2 mutasyonlar1 olusturmaktadir. IDH2 mutasyonlari
astrositomlarla  karsilastirildiginda  oligodendrogliomlarda daha sik  olarak
goriilmektedir (81, 82). 1p/19q kodelesyonu kromozom 1 ve 19 arasindaki dengesiz
translokasyon sonucu gelisir. Bu kodelesyonun altta yatan mekanizmasini
aydinlatmak icin yapilan metafaz FISH calismalarinda kromozom 1 ve 19 arasindaki
“whole arm” translokasyon olusurken biri 1q ve 19p digeri 1p ve 19q iceren iki adet
tiirev (“derivative’”) kromozomun olustugu kaydedilmistir. Bu tiirev kromozomlardan
der(1;19)(q10;p10) korunurken der(1;19)(p10;q10) kayb1 1p ve 19q’un es zamanh
kaybina neden olmaktadir (83). Her iki kromozomda goriilebilen tam olmayan ya da

parsiyel delesyonlar IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliom tanisi igin
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yeterli degildir; ¢iinkii IDH-mutant astrositom veya IDH-mutant olmayan
glioblastomlarda da goriilebilmektedir (84).

IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin biiylik kisminda TERT
promoter mutasyonlar1 goriilmektedir. TERT promoter mutasyonlart 1p/19q
kodelesyonu varlig:r ile kuvvetle iligkili iken ATRX mutasyonlar1 ile birbirini
dislayan  mutasyonlardir (44, 85, 86). TERT promoter mutasyonlari
oligondendrogliom gelisiminde erken donemlerden itibaren goriiliirler (87) ve timor
progresyonu ve rekiirrens durumlarinda da goriilmeye devam ederler (88). TERT
geni telomeraz enzimininin katalitik kismin1 kodlar. TERT promoter mutasyonlari
TERT ekspresyonunun transkripsiyonel olarak artigina ve bunun sonucunda telomer
stabilizasyonu, hiicresel 6liimsiizliik ve cogalmaya yol agarlar (89).

IDH-mutant ve 1p/19q kodelesyonu gosteren oligodendrogliomlarin yaklagik
%70’inde kromozom 19q13.2 yerlesimli CIC (“the human orthologue of the
Drosophlia melanogaster capicua gene”) geninde mutasyonlar goriillmektedir (90,
91). CIC, reseptor tirozin kinaz ve MAPK aracilifiyla hiicresel biiylime, gelisme ve
metabolizmada gorev alan yapisal bir transkripsiyonel inhibitdér gendir (92).
Oligodendrogliomlarda  goriillen CIC  mutasyonlart  “nonsense/truncating”
mutasyonlar ya da rekiirren “missense” mutasyonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Rekiirren “missense” mutasyonlar oligodendrogliomlara spesifik olup diger CIC-
mutant tiimorlerde goriilmemektedir (93-95). CIC mutasyonlar1 ayni1 zamanda IDH
mutasyonlarina benzer sekilde 2-hidroksiglutarat iiretimini de artirmaktadir (96).

IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin  %20-30’unda
kromozom 1p31.1 bolgesinde lokalize FUBP1 (“far-upstream element (FUSE)
binding protein 1”) geninde somatik mutasyonlar mevcuttur (90). FUBP1 kok hiicre
yenilenmesinde ve tiimor baskilayict gen ve onkogenlerin diizenlenmesinde gorevli
bir transkripsiyonel diizenleyicidir (97, 98). CIC ve FUBP1 “nonsense/truncating”
mutasyonlarin vekil belirteci olan CIC ve FUBPI1 protein ekspresyonlarinin
azalmasi/kaybi1 daha erken rekiirrens ile iligkili bulunmustur (99).

IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin yaklasik %15’inde kotii
prognozla iliskili olabilecegi diislinilen NOTCHI geninde mutasyonlar
goriilmektedir (5, 100). SETD2, PIK3CA ve SWI/SNF kromatin yeniden diizenleme
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sistemine ait genlerde goriilen mutasyonlar oligodendrogliomlarda daha nadir olarak
goriilen diger mutasyonlardir (5).

Oligodendrogliomlarda gériilen CDKN2A/B HD; DSO SSS derece 3 tiimér,
MRG’de artmis kontrast tutulumu ve daha kisa sag kalim siireleri ile iligkili, koti
prognoz gostergesi bir genetik alterasyondur (12). PIK3CA mutasyonu (101), TCF12
mutasyonu (102) ve MYC alterasyonlar1 (103) tiimor progresyonu ile iligkili diger
genetik degisikliklerdir.

Oligodendrogliomlarda IDH mutasyonu, 1p/19q kodelesyonu ve TERT
promoter mutasyonlart erken donemde goriilen klonal alterasyonlar iken CIC,
FUBPI1, TCF12 vs. gibi mutasyonlar subklonal olup ¢cogunlukla timér progresyonu
ile iligkilidir (87).

2.3.4. Histopatoloji

Histolojik ozellikler

Oligodendrogliom hiicreleri; histolojik olarak normal oligodendroglial
hiicrelerden daha biiyiik, uniform, yuvarlak, santral yerlesimli niikleusa ve smirlari
belirgin, genis, seffaf sitoplazmaya sahip hiicrelerdir. Bu karakteristik hiicreler
oligodendrogliomlar i¢in tipik olan “bal petegi” ya da “sahanda yumurta”
goriiniimiinii olusturur (Resim 2.8). Bu goriiniim esas olarak takip-tespit artefakti
oldugu i¢in yaymalarda, frozen kesitlerde ya da hizli fiksasyon sonrasi takibe alinan
dokularda goriilmez. Oligodendrogliomlarda yuvarlak egzantrik niikleuslu, genis
eozinofilik sitoplazmali minigemistosit ya da mikrogemistosit olarak adlandirilan
timor hiicreleri de goriiliir (11). Gliofibriler oligodendrositler tipik oligodendroglial
hiicreler gibi goriinen, ancak GFAP ile ince periniikleer bir rim seklinde boyanan
tiimor hiicreleridir (104). Minigemistositler ve gliofibriler oligodendrositlerin DSO
SSS derece 3 tiimdrlerde daha sik goriildiigii bilinmektedir. Ozellikle DSO SSS
derece 3 tiimorlerde multiniikleer hiicreler bulunabilir (11). Tiimdr hiicreleri arasinda
daginik olarak reaktif astrositler bulunur. Mukositler, tagh yiiziik hiicreleri (105),
eozinofilik graniiler hiicreler (106) nadiren goriilebilir. Yine nadir olarak ndrositik
(107) ya da gangliogliom benzeri (108) farklilagsma bildirilmistir. Eger timoér IDH
mutasyonu ve 1p/19q kodelesyonu gosteriyorsa bu degisken morfolojik spekturuma
ragmen oligodendrogliom tanisi konulabilir. Oligodendrogliomlarda sarkomat6z

alanlar izlenebilir. Literatiirde sarkomatoz farklilasma ve belirgin retikiilogenez ile
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karakterize, genellikle oligodendrogliomlardan kdken alan ya da de novo olarak

gelisebilen ve “oligosarkom” olarak isimlendirilen nadir vakalar mevcuttur (109-

111).

Resim 2.8. DSO SSS derece 2 oligodendrogliom (200x H&E)

Oligodendrogliomlar tipik olarak “tavuk kiimesi” benzeri ince, dallanan
kapiller damar ag igerirler (Resim 2.8). DSO SSS derece 3 tiimorlerde fokal ya da
yaygin olarak mikrovaskiiler proliferasyon goriiliir. Bazi tiimorlerde intratiimoral
hemoraji izlenebilir (11).

Oligodendrogliomlarda tiimér ig¢inde ya da infiltrasyon alanlarinda
mikrokalsifikasyonlar (Resim 2.8) olduk¢a sik olarak goriiliir. Zaman zaman
ekstraseliiler miisin birikimi gdsteren alanlar ve/veya mikrokistler izlenebilir (11).

Oligodendrogliomlar korteks ve beyaz maddeyi diffiiz olarak infiltre ederler.
Bazen her iki beyin lobunu da infiltre ederek gliomatosis serebri benzeri bir tabloya
neden olurlar. Kortekste siklikla perindronal satellitoz (Resim 2.9), perivaskiiler

agregatlanma ve subpial birikim gosterirler (11).
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Resim 2.9. DSO SSS derece 2 oligodendrogliom, perindronal satellitoz (200x H&E)

DSO SSS derece 3 tiimdrlerde mitotik aktivite cok az ya da hi¢ yoktur. DSO
SSS derece 3 tiimorlerde ise belirgin bir mitotik aktivite goriiliir. >2,5 mitoz/mm?2
goriilmesi daha kisa sagkalim siireleri ve DSO SSS derece 3 tiimérler ile iliskili
bulunmustur (112). Ki67 proliferasyon indeksi DSO SSS derece 2 tiimérlerde
genellikle <%5 iken, DSO SSS derece 3 tiimdrlerde >%10’dur (112, 113).

Dereceleme

Oligodendrogliomlar DSO siniflamasinda prognostik 6zelliklerine gore DSO
SSS derece 2 ve derece 3 tiimorler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.6). Ancak
bu iki grup arasinda ayrim i¢in kullanilacak kriterler net degildir. Artmis seliilarite,
belirgin sitolojik atipi, artmis mitotik aktivite, mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz
DSO SSS derece 3 tiimérler ile iliskilendirilen histopatolojik &zelliklerdir (11).
Mitotik aktivite i¢in kesin bir esik deger mevcut olmamakla birlikte >2,5 mitoz/mm?2
(=6 mitoz/10 BBA) artmis mitoz olarak kabul edilmekte olup daha kisa sagkalim
stireleri ile iliskili bulunmustur (113, 114).



27

CDKN2A/B HD DSO SSS derece 3 tiimérlerin bir kisminda (<%10)
goriiliirken, DSO SSS derece 2 tiimérlerde goriilmemekte olup varligi mikrovaskiiler
proliferasyon ve nekrozdan bagimsiz olarak kisa sagkalim siireleri ile iliskili
bulunmustur (12). Dolayistyla arada kalinan vakalarda CDKN2A/B HD derece tayini
icin molekiiler bir yardime1 olarak kullanilabilir ve varligt DSO SSS derece 3 tiimérii

destekler.

SSS DSO Derece 2 IRFSGATEDTERTE
» Artmis mitotik aktivite (>2,5 mitoz/mm2

ya da >6 mitoz/10 BBA)
* Mikrovaskiiler proliferasyon
* Nekroz
» » Ki67 (grade 3 tiimorlerde >%10)
SSS DSO Derece 3 * CDKN2A/B HD (grade 3 tiimérlerin <% 10’unda)

®

Sekil 2.6. DSO 2021 smflamasmma goére IDH mutant, 1p/19q kayiph
oligodendrogliomlar i¢in dereceleme kriterleri

Immiinfenotipik Ozellikler

Immiinhistokimyasal olarak oligodendrogliomlar MAP2, S100, CD57, Oligl,
Olig2 ve Sox10 pozitiftir. Ancak bu belirtegler astrositik gliomlarda da pozitif olup
ayrimda yardimci degildir. GFAP ekspresyonu minigemistosit ve gliofibriler
oligodendrositler gibi neoplastik hiicrelerde ve reaktif astrositlerde goriiliir.
Oligodendrogliomlarin biiyiik kismi: IDHI p.R132H ile pozitif, niikleer ATRX
ekspresyonu korunmus ve p53 ile yaygin boyanma gostermeyen tiimorlerdir (11).

Oligosarkomlar ise kdken aldiklar1 oligodendrogliomlara benzer sekilde IDH
mutasyonu igerirken; primer oligodendrogliomlarin aksine yaygin p53 pozitifligi,
Olig2 ekspresyon kaybi, H3K27me3 ekspresyon kazanimi, YAPI1 artmis
ekspresyonu  gosterebilmekte olup bazi vakalarda 1p/19q kodelesyonu

saptanmamaktadir (111).
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IDH-mutant, 1p/19q kayiplt oligodendrogliomlarda 1p/19q kodelesyonu i¢in
vekil immiinhistokimyasal belirte¢ arayislart mevcuttur. Bir calismada 1p/19q
kodelesyonu gosteren vakalarda “a-internexin’ protein ekspresyonu oldugu goriilmiis
(115) ancak 1p/19q kodelesyonu icin vekil belirte¢ olarak kullanilamayacagi
sonucuna varilmistir  (116). NOGO-A ekspresyonu da benzer sekilde
oligodendrogliomlarda yaygin olarak bulunmustur ancak vekil belirte¢ olarak
kullanilamayacagi gosterilmistir (117). Son donemde H3K27me3 niikleer ekspresyon

kaybinin 1p/19q kodelesyonu ile iliskili olabilecegi lizerine yayinlar mevcuttur.

2.3.5. Histon 3 Proteininin Lizin 27'sinin Trimetilasyonu (H3K27me3)

H3K27me3; gen ekspresyonlarmin diizenlenmesinde gorevli, histon metil
transferaz aktivitesine sahip PRC2 (the polycomp repressive complex 2)’nin hedef
molekiillerinden biridir. PRC2’nin enzimatik subunitlerinden olan EZH1 ve EZH2
H3K27°nin  metilasyonunu  katalizlerler. = H3K27’nin  metilasyonu  gen
ekspresyonlarinin baskilanmasi ile iligkilidir ve H3K27me3 gen transkripsiyon
baskilayic1 olarak embriogenez ve neoplastik siireglerde rol oynamaktadir (118)
(Sekil 2.7).  PRC2 genlerinde goriilen mutasyonlar sonucunda H3K27’nin
metilasyonu saglanamayacagindan normal sartlar altinda hiicrelerde beklenen
niikleer ekpresyonun kaybi goriiliir. Boyanma kaybi difiiz ya da heterojen (mozaik)
olabilir (119).

PRCZ Embryonic Stem Cells Somatic Cells

I 1 I

Active Transcription

Di/tri methylation of H3K27
Chromatin Compaction

Sekil 2.7. PRC2 sematik gosterimi ve embriyonik kok hiicre ve somatik hiicrelerde
PRC2 hedef genlerindeki kromatin 0&zellikleri (Margueron ve ark (118)’dan
alinmustir.)

H3K27 trimetilasyonunun pediatrik tip yliksek dereceli diiffiiz gliomlar, PFA

grubu posterior fossa ependimomlari, meningiomlar ve malign periferik sinir kilifi
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timorleri (MPNST) gibi tiimdrlerde rolii iyi bilinmektedir (119-123). Ancak
oligodendrogliomlarda H3K27me3 ekspresyonu ve 1p/19q kodelesyonu ile niikleer
H3K27me3 ekspresyon kaybi arasindaki iligkiyi inceleyen sinirli sayida yaymn
mevcuttur.

Feller ve ark. 2019 yilinda yaptiklar1 calismada H3K27 metilasyon durumunu
belirlemek i¢in yakin zamanda gelistirilmis ‘data-independent acquisition’ (DIA)
tabanli  kiitle  spektrometrisi  yontemi  uygulanarak  degerlendirilen 12
oligodendrogliom 6rneginin H3K27me3 seviyelerini, 14 astrositom Ornegine kiyasla
ortalama olarak iki kat daha diisik saptamis ve histon metilasyonundaki
alterasyonlarin  difliz  gliomlarin  tiplendirmesinde  kullanilabilecegini  one
stirmiiglerdir. DNA metilasyon profili bakilarak siniflandirilmig 118 IDH mutant
oligodendrogliom ve astrositomdan olusan serilerinde 2 farkli H3K27me3
antikorunun ekspresyonu degerlendirmislerdir. Poliklonal antikor (klon 07449,
Millipore) ile analiz edilen tiim 6rneklerde H3K27me3 ekspresyonunun korunmus
oldugunu (10/10 oligodendrogiom ve 10/10 astrositom) ve monoklonal antikor (klon
C36B11) ile tim oligodendrogliomlarda niikleer ekspresyon kaybi (74/76 kayip,
%97) saptanirken, astrositomlarin ¢ogunda niikleer ekspresyonun korunmus (7/42
vakada kayip, %17) oldugunu gérmiislerdir. (28).

Bunun hemen ardindan Filipski ve ark. IDH mutant ve 1p/19q kodelesyonu
iceren oligodendrogliomlarin biiyiilk ¢ogunlugunda (%96,2) H3K27me3 niikleer
ekspresyon kaybinin goriildiigiinii  bildirmistir. H3K27me3 kaybi1 olan, IDHI1
(R132H) pozitif ve ATRX ekspresyonu korunmus difiiz gliomlarin 0.9678 tahmini
olasilikla oligodendrogliom oldugu ve H3K27me3 immiinekspresyon kaybinin IDH-
mutant difiiz gliomlarin hiicre tipine baglh olarak smiflamasinda potansiyel ek bir
immiinhistokimyasal belirte¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir (29).

Pekmezci ve ark., 102 erigkin tipi gliom (28 oligodendrogliom, 34 IDH-
mutant astrositom, 40 IDH mutant olmayan astrositom) olgusunda H3K27me3 (klon
C36B11) ekspresyonunu degerlendirip oligodendrogliomlarin  21’inde (%75)
H3K27me3 ile komplet niikleer ekspresyon kaybi saptarken, IDH mutant
atsrositomlarin 9’unda (%27) ve IDH mutant olmayan astrositomlarin sadece 1’inde
komplet niikleer ekspresyon kaybi saptamislardir (30). Bu ¢alisma sonucunda IDH
mutant ve 1p/19q kodelesyonu igeren oligodendrogliomlarda H3K27me3 niikleer
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ekspresyon kaybinin sik goriildiigii (%75) ancak yeterince sensitif ve spesifik bir
belirte¢ olmadig bildirilmistir (30).

Ammendola ve ark. kendi serilerinde yer alan 60 oligodendrogliom vakasinin
58’inde H3K27me3 kaybi saptamiglar ve korunmus ATRX ekspresyonu ile
H3K27me3 kaybinin beraber oldugu durumun oligodendrogliom tanis1 koymak igin
%96 sensitif ve %100 spesifik oldugunu bildirmislerdir (124).

145 gliom vakasinin incelendigi bir baska calismada ise astrositik ve
oligodendroglial tiimorlerde ve IDHI p.R132H ve “non-canonical” (non-R132H)
IDH1/2 mutant oligodendrogliomlarda FISH ve DNA sekanslama sonuglari ile
H3K27me3 immiinhistokimyasal boyamasi karsilastirilmistir. IDHI-R132H mutant
oligodendrogliomlarin 36/40 (%90)’1nda H3K27me3 kaybi goriiliirken IDH1-R132L
ya da IDH2 mutant oligodendrogliomlarin (5 vaka) higbirinde H3K27me3 kaybi
saptanmamustir (125).

24 oligosarkom vakasinin incelendigi bir ¢alismada Onciil oligodendrogliom
vakalarinda H3K27me3 ekspresyon kaybi mevcut iken ikincil olarak gelisen
oligosarkomlarda H3K27me3 ekspresyonunun yeniden kazanimi dikkati ¢ekmistir

(111).

2.3.5. Tanisal Molekiiler Patoloji
Oligodendrogliomlar molekiiler olarak IDH1 veya IDH2 mutasyonlar1 ve
1p/19q kodelesyonu ile tanimlanmaktadir. Tiimdrlerin ¢ok biiyiikk kisminda TERT
promoter mutasyonu goriiliirken ATRX niikleer ekspresyon kaybi goriillmez. TP53
mutasyonlart ve p53’iin yaygin niikleer immiinhistokimyasal ekspresyonunun

goriilmesi beklenmez (Sekil 2.2).

IDH Mutasyonu

Oligodendrogliom tanisi i¢in IDHI p.R132H immiinhistokimyasal boyamasi
(Resim 2.10) ya da IDHI/IDH2 sekanslamasi ile IDH mutasyonunun varlig
gosterilmelidir. Oligodendrogliomlarda goriillen IDH mutasyonlarinin >%90’1m1
IDHI1 p.R132H mutasyonu olusturmaktadir. Mutasyonlarin kalan kismin1 ise agirlikli
olarak IDH2 mutasyonlar1 olusturur (81). Immiinhistokimyasal olarak IDHI
p.R132H negatifligi durumunda p.R132H dist IDH mutasyonlarin1 saptamak
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amaciyla IDH1 132. kodon ve IDH2 172. kodona ydnelik gen sekanslama ¢aligmalari

yapilmalidir (11).

Resim 2.10. Immiinhistokimyasal IDH1 R132H boyamas: gdsteren difiiz gliom
(200x)

1p/19q Kodelesyonu

Oligodendrogliom tanisi i¢in FISH ya da molekiiler genetik testler ile 1p/19q
kodelesyonunun gosterilmesi gereklidir; IDH1 p.R132H pozitifligi ve niikleer ATRX
ekspresyonunun varligi tek basma yeterli degildir.  1p/19q kodelesyonunun
saptanmast i¢in Onerilen spesifik bir test mevcut degildir. FISH, PCR tabanh
heterozigotluk analizleri, NGS, DNA metilasyon bazli profilleme gibi yontemler
kullanilabilir.  Kullanilan yontemin “whole arm” kromozomal kayiplar
gosterebilmesi gereklidir (11). Parsiyel delesyonlar ya da 1p veya 19q’da izole
kayiplar IDH-mutant astrositom veya IDH-mutant olmayan glioblastomlarda da
goriilebilecegi icin IDH-mutant ve 1p/19q kodelesyonu gosteren oligodendrogliom
tanist i¢in yeterli degildir (84). 1p/19q kodelesyonu gosteren oligodendrogliomlarin
bir kisminda FISH analizinde tiimor hiicrelerinde 1q ve 19p’nin ikiden fazla olmasi

ile karakterize polizomi saptanabilmektedir. Bu durumun erken rekiirrens ve daha

kisa sagkalim siireleri ile iligkili oldugu bilinmektedir (126).
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TERT Promoter Mutasyonu

IDH-mutant, 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin ¢ok biiylik kisminda
TERT promoter mutasyonlar1 goriilmektedir (85). Ancak IDH-mutant bir gliomda
TERT promoter mutasyonlarmin saptanmasi kesin olarak oligodendrogliom tanisi
koydurmaz ¢iinkii TERT promoter mutasyonlart 1p/19q intakt, IDH-mutant
astrositomlarin bir kisminda da goriilebilir (127, 128). Ayn1 zamanda ozellikle
adOlesanlarda  goriilen oligodendroliomlarda TERT promotor mutasyonu

goriilmeyebilir (129).

2.3.6. Prognoz

IDH-mutant ve 1p/19 kodelesyonu gdsteren oligodendrogliomlar genellikle
tedavi yanit1 iyi olan nispeten iyi prognozlu tiimdrlerdir. Ortalama sag kalim siiresi
>10 yildir. Lokal rekiirrens ya da leptomeningeal yayilim gosterebilirler. Rekiirrens
sirasinda progresyon gosterebilirler (11).

Klinik olarak gen¢ tani yasi, frontal lob yerlesimi, nobet ile prezentasyon,
postoperatif yiiksek Karnofsky puani ve tam cerrahi eksizyon iyi prognoz ile iliskili
faktorlerdir (130). Radyolojik goriintiilemelerde kontrast tutulumu olmasi kotii
prognoz gostergesidir (131).

Histolojik olarak nekroz, yiiksek mitoz sayisi, artmig seliilarite ve
mikrovaskiiler proliferasyon kétii prognoz ile iliskilidir. Ancak bu faktorlerin her biri
tek basina prognozu &ngérmede yeterli degildir. Onceki bilgilere gore
oligodendroglial tiimorlerde derece, sag kalimi 6ngdrmede bagimsiz bir prediktor
olarak degerlendirilmekteydi. Giincel literatiirde ise DSO SSS derece 2 tiimérlerin
DSO SSS derece 3 tiimdrlere oranla daha iyi prognoza sahip oldugunu sdyleyen
yaymlarm (132-134) yaninda DSO SSS derecesinin prognozu éngérmede smirli rolii
oldugunu (135) ya da rolii olmadigini (136) sdyleyen yayinlar da mevcuttur.

Proliferatif faktorlerden Ki67 proliferasyon indeksinin >%15 ve mitoz
sayisinin >2,5 mitoz/mm2 (>6 mitoz/10 BBA) olmast kotii prognoz ile iliskilidir
(112).

Molekiiler olarak FISH ile saptanan 1q ve 19p ko-polizomisi erken rekiirrens
ve kisa sagkalim siireleri ile iliskilidir (126). DSO SSS derece 3 tiimérlerin bir
kismida (<%10) goriilebilen ancak DSO SSS derece 2 tiimérlerde goriilmeyen

CDKN2A/B HD kdétii prognoz ile iligkili molekiiler alterasyonlardan biridir (12).
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PIK3CA mutasyonu (101), TCF12 mutasyonu (102) ve MYC alterasyonlar1 (103)
tiimor progresyonu ile iligkili diger genetik alterasyonlardir. PTEN mutasyonu DSO

SSS derece 2 oligodendrogliomlarda kisa sag kalim siireleri ile iligkili bulunmustur
(137).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Secimi ve Histopatolojik Degerlendirmeler

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan ¢alisma izni alindiktan sonra (karar no: 2021/17-08) Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan THD-2022-19901
numarali bilimsel arastirma projesi olarak desteklenmistir.

Hastane otomasyon sistemi (nucleus) kullanilarak yapilan taramalarda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda 2014-2021 yillar1 arasinda
tan1 almis 133 adet IDH mutant astrositom ile 100 adet IDH mutant- 1p/19q kayiph
oligodendrogliom vakasi oldugu tespit edilmistir. Yapilan arsiv taramalarinda parafin
bloklarina ulasilabilen ve parafin bloklarinda yeterli doku bulunan 158 hastaya ait 93
adet IDH-mutant astrositom ve 73 adet IDH-mutant, 1p/19q kayipli oligodendrogliom
vakasi calismaya dahil edilmistir. Bu vakalara ait H&E kesitler biri ndropatoloji
alaninda deneyimli olmak {izere 2 patolog tarafindan yeniden degerlendirilip tani teyidi
yapilmustir.

Hastalara ait yas, cinsiyet, biyopsi ve dosya numaralari, ameliyat tarihleri,
rekiirrens ve 6liim durumlari, varsa rekiirrens ve 6liim tarihleri, tiimor histopatolojik ve

immiinhistokimyasal 6zellikleri kaydedilmistir.

3.2. Doku Mikrodizin (TMA) Olusturma

Secilen 168 olguya ait kesitlerin histopatolojik incelemeleri sirasinda, TMA
olustururken kullanilacak olan tiimorlii uygun alanlar H&E boyali preparatlarda
isaretlenmistir. Isaretlenen alanlara karsilik gelen formalin fikse parafine gomiilii
bloklardan deri punch biyopsi setleri kullanilarak manuel olarak, her tiimdr i¢in 3’er mm
caplt 2 kor halinde tiimdr dokulari alinarak 11 adet TMA blogu hazirlanmistir.
Olusturulan 11 adet TMA blogundan pozitif yiiklii lamlara 4 um kalinlikta alinan

boyasiz kesitlere ayrica H&E boyama yapilarak doku 6zelligi degerlendirilmistir.

3.3. Morfolojik Parametreler
Calismaya dahil edilen vakalara ait H&E boyali preparatlar tekrar

degerlendirilmis olup morfolojik ozellikler teyit edilmistir. Mitoz, nekroz ve
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mikrovaskiiler proliferasyon durumu kaydedilmistir. Mitoz i¢in astrositomlarda 10
BBA’da 2 mitoz, oligodendrogliomlarda 10 BBA’da 6 mitoz esik deger olarak kabul
edilmistir. Morfolojik bulgular ile DSO SSS 2016’ya gore derecelendirme yapilmustir.

3.4. Klinik Veriler

Hastalara ait klinik veriler Hacettepe Universitesi hastane otomasyon
sisteminden (nucleus) ve T.C. Saglik Bakanligi e-nabiz portalindan elde edilmistir.
Hastalarin yaslari, cinsiyetleri, tant anindaki yaslari, mortalite olup olmadig:
kaydedilmistir. Hastalar tan1 aldiklar yaglara gore gerekli analizlerde kullanilmak iizere

35 yas ve alt1, 36-55 yas ve 55 yas iizeri olarak gruplandirilmistir.

3.5. CDKN2A FISH Cahsmasinin Degerlendirilmesi

CDKN2A FISH uygulamas1 TMA bloklar ile yapilmistir. TMA bloklarindan 4
um kalinlikta kesitler elde edilmistir. Kesitler etiivde 75° C’de 2 saat bekletildikten
sonra deparafinizasyon icin ksilolde 2x5dk, alkolde 2x5 dk bekletilmistir. Preparat
cesme suyunda yikandiktan sonra %10’luk sitrat tampon soliisyonunda 3 dakika yiiksek
basingta kaynatilmigtir. Tekrar cesme suyunda yikanan preparat 20 dakika siireyle 37°
C’de pepsin 20 soliisyonunda bekletilip, takiben 2x5 dk siireyle PBS (fosfat tampon
soliisyonu) ile yikanip havada kurutulmustur. Tamponlu formalinde 10 dakika fikse
edildikten sonra tekrar 2x5 dk siireyle PBS ile yikanip havada kurutulmustur. Sonra
uygun prob damlatilarak iizeri lamel ve “rubber cement” isimli yapistiriciyla
kapatilmistir. Bu asamada ZYTOLIGHT SPEC CDKN2A/CEN 9 DUAL COLOR
PROBE probu uygulanmistir. Preparat Thermo Brite cihazinda 80°C’de 5 dk, ardindan
38°C’de 18 saat siireli programda bekletilmis, program sonunda rubber cement ve lamel
kaldirilmis, preparat 72°C’deki 2 dakika siireyle SSC (Saline Sodium Chloride) + %0,3
NP40 soliisyonunda yikanmistir. Preparat kuruduktan sonra DAPI (diamidino-2-
fenilindol) damlatilmis, lamelle kapatildiktan sonra degerlendirmeye kadar gegen siirede
+4°C’de karanlik ortamda saklanmigtir. Hazirlanan preparatlar Olympus VS120 sanal
slayt mikroskopi tarama sistemi ile taranmig ve dijital goriintiiler elde edilmistir.

CDKN2A FISH c¢alismasinin degerlendirmesinde hem karanlik alanda
immiinfloresan mikroskobu ile hem dijital slaytlarda iist iiste olmayan en az 100
neoplastik hiicre sayilmistir. FISH calismasinda CDKN2A probu (test prob) yesil,

CEN9 probu (referans prob) turuncu renk sinyal vermektedir. Delesyon igermeyen bir
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hiicrede iki turuncu iki yesil sinyal goriilmesi beklenmektedir. Iki CDKN2A ve iki
CEN@9 sinyali igceren endotelyal hiicreler, lenfositler ve neoplastik olmayan glial hiicreler
ic kontrol olarak kullanilmigtir. CDKN2A FISH sonuglar1 asagidaki gibi
yorumlanmigtir;

Delesyon yok: iki turuncu (CEN9) iki yesil (CDKN2A) sinyal igeren neoplastik
hiicre sayisinin >%90 oldugu durum (Resim 3.1)

Delesyon var: En az bir turuncu sinyal (CEN9) iceren ve her iki yesil sinyalde
(CDKN2A) kayip izlenen hiicre sayisinin >%10 oldugu durum (Resim 3.2)

Resim 3.1. FISH calismasinda CDKN2A HD icermeyen neoplastik hiicreler
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Resim 3.2: FISH ¢alismasinda CDKN2A HD igeren neoplastik hiicreler a) Neoplastik
hiicrelerin >%90’1nda delesyon b) Neoplastik hiicrelerin %30 unda delesyon

3.6. 1p/19q FISH Calismasinin Degerlendirilmesi

Oligodendrogliom tanist olan tiimorlerin ¢ok biiylik bir kismma (72/73) ve
astrositom tanist olan tiimorlerin bir kismina (13/93) tani sirasinda 1p/19q FISH
caligmast uygulanmis olup bu vakalarda 1p/19q kodelesyonu durumu mevcut FISH
raporlarindan elde edilmistir. Difliz bir gliomda IDH1/IDH2 ve ATRX mutasyonlarin
beraber goriilmesi IDH-mutant astrositom tanisi i¢in yeterli kabul edilmekte oldugundan

ve oligodendrogliom tanisini diglamak i¢in 1p/19q testi yapilmasina gerek olmadigi
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bilindiginden bu grupta 1p/19q testi uygulanmamistir. 1p/19q FISH uygulamasi; daha
once 1p/19q kodelesyonu durumuna bakilmayan, IDH mutant, ATRX ekspresyonu
korunmus 5 vakaya uygulanmistir.

Bu vakalara ait timdr igeren uygun parafin bloklardan 4 pm kalinlikta kesitler
elde edilmistir. Kesitler etiivde 75° C’de 2 saat bekletildikten sonra deparafinizasyon
icin ksilolde 2x5dk, alkolde 2x5 dk bekletilmistir. Preparat ¢esme suyunda yikandiktan
sonra %10’luk sitrat tampon soliisyonunda 3 dakika yiiksek basingta kaynatilmistir.
Tekrar c¢esme suyunda yikanan preparat 20 dakika siireyle 37° C’de pepsin 20
soliisyonunda bekletilip, takiben 2x5 dk siireyle PBS ile yikanip havada kurutulmustur.
Tamponlu formalinde 10 dakika fikse edildikten sonra tekrar 2x5 dk siireyle PBS ile
yikanip havada kurutulmustur. Sonra uygun prob damlatilarak iizeri lamel ve “rubber
cement” isimli yapistirictyla kapatilmistir. Bu asamada ZYTOLIGHT GLIOMA 1P/19Q
PROBE SET problart uygulanmistir. Preparat Thermo Brite cihazinda 80°C’de 5 dk,
ardindan 38°C’de 18 saat siireli programda bekletilmis, program sonunda rubber cement
ve lamel kaldirilmis, preparat 72°C’deki 2 dakika siireyle SSC + %0,3 NP40
solisyonunda yikanmigtir. Preparat kuruduktan sonra DAPI damlatilmig, lamelle
kapatildiktan sonra degerlendirmeye kadar gecen silirede +4°C’de karanlik ortamda
saklanmustir.

1p/19q FISH ¢alismasinin degerlendirmesinde 1p36/1q25 ve 19q13/19p13 FISH
problar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. 1p FISH probu ile normal bir hiicrede 1p36 gen
bolgesine (test prob) ait iki turuncu sinyal ve 1q25 bolgesine (referans prob) ait iki yesil
sinyal goriilmesi beklenmektedir. 19q FISH probu ile normal bir hiicrede 19q13 gen
bolgesine (test prob) ait iki turuncu sinyal ve 19p13 bolgesine (referans prob) ait iki
yesil sinyal goriilmesi beklenmektedir. Her iki prop i¢in karanlik alanda {ist iiste
olmayan en az 100 neoplastik hiicre sayilarak degerlendirme yapilmistir. Turuncu ve
yesil sinyallerin toplam sayilarinin birbirine oranlar1 ve referans prob/test prob orani 2
olan hiicrelerin yiizdesi hesaplanmistir ve asagidaki gibi yorumlanmaistir;

Delesyon yok: test prob/referans prob orani >0.8 (Resim 3.3 a-b).

Delesyon var: test prob/referans prob orant =<0.8 ve referans prob/test prob

orani 2 olan hiicrelerin ylizdesi =>35 (Resim 3.3 c-d)
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Resim 3.3: 1p/19q FISH calismasimnin degerlendirilmesi a) Intakt 1p36 gen bolgesi, b)
Intakt 19q13 gen bolgesi, c) 1p36 gen bolgesinde delesyon, d) 19q13 gen bolgesinde
delesyon.
3.7. MTAP Immiinhistokimyasal incelemesi

MTAP IHK uygulamasi TMA bloklarindan elde edilen 4 um kalinlikta kesitler
kullanilarak yapilmistir. Her kesitte kontrol olarak kolon dokusu kullanilmistir. Kesitler
Leica Bond-Max immiinohistokimya cihaz1 (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya)
kullanilarak “Methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) (1:1000 diliisyon; rabbit
monoklonal antikor, klon EPR6893; Targeted Retrieval Solution, pH 9.0, Abcam,
Cambridge, UK) primer antikoru ile immiinhistokimyasal yontemle boyanmuistir.
Kesitler 75°C’de Bond Dewax ¢ozeltisi (Leica Microsystems, Kat. No: AR9222) ile
deparafinize edilmistir. %96’lik alkol serisi ile muamelenin ardindan EDTA (Leica
Biosystems, Newcastle Ltd., Newcastle Upon Tyne; ingiltere, kat. no: AR9640) icinde
100°C’de 20 dakika siireyle antijen aciga c¢ikarma islemi gerceklestirilmistir. Takiben
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doku kesitleri oda sicakliginda primer antikor ile 25 dakika inkiibe edilmistir. Adimlar
arasinda yikama i¢in Tris tamponlu salin (Leica Microsystems, Kat. No: AR9590)
kullanilmistir. Ardindan proteinlerin gosterilmesi i¢in “Bond Polymer Refine Detection”
kiti (Leica 39 Microsystems, Newcastle Ltd., Newcastle Upon Tyne; Ingiltere, Kat. No:
DS9800) uygulanmustir. Kit, sirasiyla endojen peroksidaz aktivitesini blokaj i¢in %3-
4’liik hidrojen peroksit (oda sicakliginda 15 dakika), kullanima hazir sekonder antikor
(oda sicakliginda 9 dakika), horse radish peroksidaz-IgG polimeri (oda sicakliginda 9
dakika), 3'-3- diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB) kromojen (oda sicakliginda 7
dakika) ve karsit boyama i¢in hematoksilen (oda sicakliginda 8 dakika) igermektedir.

Hazirlanan preparatlar Olympus VS120 sanal slayt mikroskopi tarama sistemi ile
taranmig ve dijital goriintiiler elde edilmistir. Degerlendirme asamasinda dijital slaytlar
ve konvansiyonel 151k mikroskobu beraber kullanilmigtir. MTAP immiinhistokimyasal
caligmas1 i¢in literatiir bilgileri de g6z Oniine alinarak degerlendirme kriterleri
olusturulmustur.

MTAP boyamasinin degerlendirmesinde literatiirde belirtildigi gibi MTAP
antikoru ile sitoplazmik boyanma gosteren hiicreler pozitif olarak kabul edilmistir (21-
26). Sitoplazmik boyanma bazi tiimorlerde daha kuvvetli iken (Resim 3.4a), bazi
tiimorlerde daha zayif olarak izlenmistir (Resim 3.4b). Bazi hiicrelerde sitoplazmik
boyanmaya niikleer boyanmanin da eslik ettigi kaydedilmistir (Resim 3.4c¢). Sitoplazmik
ekspresyonun goriilmedigi neoplastik hiicreler MTAP ekspresyon kaybi olarak
degerlendirilmistir (Resim 3.4d) (21-26). Hedef dokular icinde MTAP ile sitoplazmik
boyanma gosteren endotelyal hiicreler, lenfositler ve neoplastik olmayan glial hiicreler
i¢ kontrol olarak kullanilmigtir (Resim 3.4d) ve bu hiicrelerde ekspresyon izlenmeyen
vakalar MTAP degerlendirmesine dahil edilmemistir.

Tim TMA’lara uygulanan MTAP immiinhistokimyasal boyamas: iki patolog
tarafindan birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilmis olup MTAP ekspresyonu
asagidaki gibi skorlanmistir (Resim 3.4);

Skor 0: Kuvvetli veya zayif sitoplazmik MTAP ekspresyonu mevcut

Skor 1: Sitoplazmik MTAP ekspresyon kayb1
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Resim 3.4: MTAP immiinhistokimyasal ¢alismasinin skorlanmasi a) Kuvvetli MTAP
immiinhistokimyasal boyanmasi (skor 0) (200x) b) Zayif MTAP immiinhistokimyasal
boyanmast (skor 0) (200x) c¢) Nikleer boyanmanin eslik ettizi MTAP
immiinhistokimyasal boyanmasi (skor 0) (200x) d) MTAP immiinhistokimyasal
ekspresyon kaybi (skor 1) (200x)
3.8. H3K27me3 Immiinhistokimyasal Incelemesi

H3K27me3 IHK uygulamast TMA bloklarindan elde edilen 4 pm kalinlikta
kesitler kullanilarak yapilmistir. Her kesitte kontrol olarak kolon dokusu kullanilmigtir.
Kesitler Leica Bond-Max immiinohistokimya cihaz1 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Almanya) kullanilarak “H3K27 trimethylation (H3K27me3) (klon C36B11, 1:200
dilisyon, Cell Signaling Technology, Danvers, MA)” primer antikoru ile

immiinohistokimyasal yontemle boyanmistir. Kesitler 75°C’de Bond Dewax ¢ozeltisi

(Leica Microsystems, Kat. No: AR9222) ile deparafinize edilmistir. %96’lik alkol serisi
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ile muamelenin ardindan EDTA (Leica Biosystems, Newcastle Ltd., Newcastle Upon
Tyne; Ingiltere, kat. no: AR9640) iginde 100°C’de 20 dakika siireyle antijen agia
cikarma iglemi gergeklestirilmistir. Akabinde doku kesitleri oda sicakliginda primer
antikor ile 25 dakika inkiibe edilmistir. Adimlar arasinda yikama i¢in Tris tamponlu
salin (Leica Microsystems, Kat. No: AR9590) kullanilmistir. Ardindan proteinlerin
gosterilmesi icin “Bond Polymer Refine Detection” kiti (Leica 39 Microsystems,
Newcastle Ltd., Newcastle Upon Tyne; Ingiltere, Kat. No: DS9800) uygulanmustir. Kit,
sirastyla endojen peroksidaz aktivitesini blokaj icin %3-4’liik hidrojen peroksit (oda
sicakliginda 15 dakika), kullanima hazir sekonder antikor (oda sicakliginda 9 dakika),
horse radish peroksidaz-IgG polimeri (oda sicakliginda 9 dakika), 3'-3- diaminobenzidin
tetrahidrokloriir (DAB) kromojen (oda sicakliginda 7 dakika) ve karsit boyama i¢in
hematoksilen (oda sicakliginda 8 dakika) icermektedir.

Hazirlanan preparatlar Olympus VS120 sanal slayt mikroskopi tarama sistemi ile
taranmig ve dijital goriintiiler elde edilmistir. Degerlendirme asamasinda dijital slaytlar
ve  konvansiyonel 151tk mikroskobu  beraber  kullanilmistir.  H3K27me3
immiinhistokimyasal c¢aligmasi1 i¢in literatlir bilgileri de g6z Oniine alinarak
degerlendirme kriterleri olusturulmustur (29, 30, 124).

H3K27me3 immiinhistokimyasal boyamasinin degerlendirilmesinde hiicrelerde
izlenen niikleer boyanma pozitif kabul edilmistir. Niikleer ekspresyonun izlenmedigi
neoplastik hiicreler H3K27me3 ekspresyon kaybi olarak degerlendirilmigtir. Hedef
dokular i¢ginde H3K27me3 ile niikleer boyanma gosteren endotelyal hiicreler, lenfositler
ve neoplastik olmayan glial hiicreler i¢ kontrol olarak kullanilmistir ve bu hiicrelerde
ekspresyon izlenmeyen vakalar ¢calismaya dahil edilmemistir.

Tim TMA’lara uygulanan H3K27me3 immiinhistokimyasal boyamas: iki
patolog tarafindan birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilmis olup H3K27me3
ekspresyonu asagidaki gibi skorlanmistir (Resim 3.5);

Skor 0: >%5 tliimor hiicresinde niikleer boyanma mevcut (H3K27me3
ekspresyonu korunmus)

Skor 1: <%S5 tiimor hiicresinde niikleer boyanma ve/veya paraniikleer boyanma

mevcut (H3K27me3 ekspresyon kaybi)
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Resim 3.5. H3K27me3 immiinhistokimyasal ¢alismasinin skorlanmasi; a) >%95 tiimor
hiicresinde niikleer ekspresyon (skor 0) b) %5-95 tiimor hiicresinde niikleer ekspresyon
(skor 0) ¢) <%S5 tiimor hiicresinde niikleer ekspresyon (skor 1) d) Paraniikleer noktasal
boyanma (skor 1)

3.8. Istatistik
Istatistiksel analizler SPSS versiyon 25.0 (IBM, New York, ABD) programinda

yapilmig ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Siirekli verilerin normal
dagilip dagilmadigi histogramlarin  gorsellestirilmesi ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilan siirekli veriler ortalama ve standard sapma ile,
kategorik veriler say1 ve yiizde ile raporlanmistir. Siirekli verilerden olusan iki bagimsiz
grup arasinda fark bagimsiz t-testi ile degerlendirilmistir. Kategorik degiskenler
arasindaki iligki Ki-Kare veya Fisher’in Kesin Testi ile arastirilmistir. Testlerin tanisal
kesinligini degerlendirmekte sensitivite, spesifisite, pozitif ve negatif olasilik orani,
pozitif ve negatif Ongdrii oran1 ve kesinlikleri %95 giiven araliklaniyla ile

degerlendirilmistir. Iki gézlemci arasindaki uyum Kappa katsayi ile degerlendirilmistir
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ve 0-0.2 aras1 yok, 0.2-0.4 aras1i minimal, 0.4-0.6 aras1 zayif, 0.6-0.8 aras1 orta ve 0.8-1.0

aras1 neredeyse miikemmel olarak siniflandirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Epidemiyolojik ve Klinik Bulgular

Calismada 2014 -2021 tarihleri arasinda eriskin tipi difiiz gliom tanist alan 158
hastaya ait 166 tiimor incelenmistir. Hastalarin 56’s1 (%33,7) kadin, 110’u (%66,3)
erkektir. Ortalama tan1 yas1 34,7 (SS 12,2)’dir. Ortalama tani yaslar1 tan1 gruplarinda
incelendiginde oligodendrogliom vakalarinda ortalama tan1 yast 44,3 (SS 12.5),
astrositom vakalarinda 34,9 (SS 9,7) oldugu goriilmiistiir.

Tlimdrlerin yerlesim yerleri incelendiginde 94 (9%56,0) tiimoriin frontal lob, 55
(%32,7) tiimoriin temporal lob, 18 (%10,7) tiimoriin parietal lob ve 1 (%0,6) tiimdriin
oksipital lob yerlesimli oldugu goriilmistiir (Sekil 4.1).

Tumor lokalizasyonu
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m Oligodendrogliom  m Astrositom

Sekil 4.1. Astrositom ve oligodendrogliomlarin yerlesim yerleri.

4.2. Histopatolojik ve Immiinhistokimyasal Bulgular
Calismada yer alan 166 hastanin 73’1 (%43,9) oligodendrogliom, IDH-mutant
ve 1p/19q kayipli, 93’1 (%56,1) astrositom tanis1 almistir (Sekil 4.2).
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TUamor dagilimi

Oligodendrogliom

Astrositom
56,0%

Sekil 4.2. Tiimdrlerin tan1 dagilimlari

Astrositom grubunda tanm1 aninda DSO 2016 smiflandirmasina gore 36 (%38,7)
tiimdr DSO SSS derece 11, 28 (%30,1) tiimdér DSO SSS derece 111 ve 29 (%31,2) timor
ise DSO SSS derece IV olarak derecelendirilmisti. CDKN2A/B  durumu
degerlendirildikten sonra DSO 2021°e gore derece degisikligi olan tiimorlerden bdliim
“4.3”’te bahsedilecektir. Oligodendrogliom grubunda hem DSO 2021°e gore 28 (%38,4)
timdér DSO SSS derece 2, 45 (%61,5) tiimdér DSO SSS derece 3 olarak
degerlendirilmistir.

Astrositom tanisi alan 93 tiimoérden 89’unda (%95,7) immiinhistokimyasal olarak
IDH1 (R132H) pozitifligi, 84’tiinde (%90,3) ATRX ekspresyon kaybi (90 hastada
bakilmig) ve 83’iinde (%89,2) p53 mutasyonu (92 hastada bakilmig) saptanmustir.
Oligodendrogliom tanist alan 73 tiimorden 71’inde (%97,3) immiinhistokimyasal olarak
IDH1 R132H pozitifligi, 68’inde (%100) ATRX ekspresyonun korunmus oldugu,
65’inde (%89,0) ise p53 negatifligi saptanmastir.

IDH-mutant difiiz gliomlarin 6 tanesinde tani sirasinda IDH1(R132H) antikoru
ile negatif sonu¢ alinmis olup IDH mutasyon varlig1r yoniinde mevcut olan siipheler
(hastanin <55 yas olmasi, immiinhistokimyasal ATRX ekspresyon kaybi, p53
immiinhistokimyasinin mutant paternde boyanmasi) olmasi nedeniyle yapilan RT-PCR
caligmalarinda oligodendrogliom tanis1 verilen 2 vakada IDH2 geninde kodon 172°de,
astrositom tanist verilen 4 vakada IDH1 geninde kodon 132'de nokta mutasyon (R132H
ve R132C dis1) saptanmugtir.
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4.3. CDKN2A FISH Cahsmasimin Sonuc¢lari

CDKN2A  FISH c¢alismada yer alan 166  timorin  161’inde
degerlendirilebilmistir. 166 tiimoriin 5 tanesinde (3 astrositom, 2 oligodendrogliom)
tespit takip artefakti nedeniyle CDKN2A FISH c¢alismasinda sinyal elde edilememistir.
FISH ile CDKN2A HD bakilan 161 tiimoériin 25’inde (%15,1) delesyon saptanmustir.
Oligodendrogliom grubunda yer alan 73 timérde CDKN2A HD bakilan 71 tiimdriin
5’inde (%6,8) delesyon saptanmisken; astrositom grubunda yer alan 93 tlimorde
CDKN2A HD bakilan 90 tiimoriin 20’sinde (%21,5) delesyon saptanmastir.

Tam aninda DSO 2016’ya gére morfolojik olarak derece II, III veya IV olan
astrositomlarda CDKN2A HD goriilme yiizdeleri incelendiginde derece II olarak
degerlendirilen 35 tiimoriin 2’sinde (%5,7), derece III olarak degerlendirilen 27 tiimdriin
8’inde (%29,6), derece IV olarak degerlendirilen 28 tiimoriin 10’unda (%35,7)
CDKN2A HD goriilmiistiir. Tan1 aninda morfolojik olarak derece 2 veya 3 olan
oligodendrogliomlarda derece 2 olarak degerlendirilen 28 tiimoriin higbirinde CDKN2A
HD goriilmemigsken derece 3 olarak degerlendirilen 43 tiimoriin 5’inde (%11,6)

CDKN2A HD saptanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. DSO 2016 kriterlerine gore derecelendirilen astrositom ve
oligodendrogliom gruplarinda CDKN2A HD gériilme sayilar1 ve yiizdeleri.

Astrositom Say1 (Toplam Say1) Yiizde (%)
DSO SSS derece 11 2 (35) 5,7%
DSO SSS derece 111 8 (27) 29,6%
DSO SSS derece IV 10 (28) 35,7%
Oligodendrogliom

DSO SSS derece 11 0 (28) 0,0%
DSO SSS derece 111 5(43) 11,6%

Astrositomlarda CDKN2A HD durumu degerlendirildikten sonra DSO SSS 2016
ve 2021 smiflandirmalart karsilastirildiginda 10 (%6,2) hastanin DSO SSS derecesi
degismistir. 2 (%1,2) hastanin DSO 2016 simiflandirmasina gére 11 olan DSO SSS
derecesi, DSO 2021 kriterlerine gore 4; 8 (%4,9) hastanin ise DSO 2016
siniflandirmasima gére DSO SSS derece 111 olan derecesi DSO 2021 kriterlerine gore 4
olarak giincellenmistir (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Astrositomlarda DSO 2016 ve DSO 2021°e gére tiimdr derecesinin
karsilastirilmast

4.4. MTAP immﬁnhistokimyasal Calismasimin Sonuclari

MTAP boyamas: ¢alismada yer alan 166  timoriin  164’linde
degerlendirilebilmistir. 166 tiimdriin 2 tanesinde (2 astrositom) teknik nedenlerden
dolay1 saglikli sonug¢ alinamamistir. 166 timoér i¢inde FS gozlemcisi taratfindan MTAP
boyamasi degerlendirilen 164 tiimoériin 30’unda (%18,1), FG gozlemcisi tarafindan ise
29’unda (%17,5) MTAP kayb1 saptanmistir. Oligodendrogliom grubunda her iki
gozlemci MTAP boyamasi degerlendirilen 73 tiimoriin 7’sinde (%9,6) MTAP kaybi1
saptamistir.  Astrositom grubunda FS gozlemcisi tarafindan MTAP boyamasi
degerlendirilen 91 tiimoriin 23’iiniinde (%24,7), FG gozlemcisi tarafindan ise 91
tiimoriin 22’sinde (%23,7) MTAP kaybi1 saptanmastir.

Vakalarin biiylik kisminda (160/164) MTAP boyamast homojen dagilim
gostermekte olup 1 vakada belirgin intratlimoral heterojenite saptanmistir (Resim 4.2a).
Diger 3 vakada heterojenite belli belirsiz olmakla beraber gézlemciler arasinda uyumsuz
degerlendirmeye neden olmustur.

MTAP ekspresyon kaybinin tespiti icin FS ve FG gozlemcileri arasindaki uyum
Kappa katsayisi ile degerlendirildiginde 0,938 ile neredeyse mikemmel uyum

bulunmugtur.
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4.5. CDKN2A HD ile MTAP immiinhistokimyasal Ekspresyon Kayb1 Arasindaki
Mliskinin Degerlendirilmesi

CDKN2A HD bakilan 161 tiimoriin 25’inde (%15,1) delesyon saptanmisken, FS
gozlemcisi MTAP boyamast degerlendirilen 164 tiimoriin 30’unda (%18,1), FG
gozlemcisi ise 29°unda (%17,5) MTAP kaybi saptamistir. Oligodendrogliom grubunda
CDKN2A HD bakilan 71 tiimoriin 5’inde (%6,8) delesyon saptanmisken, FS ve FG
gbzlemcisi MTAP boyamasi degerlendirilen 73 tiimdriin 7’sinde (%9,6) MTAP kaybi
saptamistir. Astrositom grubunda CDKN2A HD bakilan 90 tiimoériin 20’sinde (%21,5)
delesyon saptanmigken, FS gozlemcisi MTAP boyamas: degerlendirilen 91 tiimdriin
23’lnde (%24,7), FG gozlemcisi ise 91 tiimoriin 22’sinde (%23,7) MTAP kaybi
saptamistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. CDKN2A HD ve MTAP kaybi goriilme sikliklar

Say1 (Toplam Bakilan Say1) | Yiizde

Tiim vakalar:

CDKN2A HD 25 (161) %15,1

MTAP Kaybi (FS) 30 (164) %18,1

MTAP Kaybi (FG) 29 (164) %17,5
Oligodendrogliom:

CDKN2A HD 5(71) %6,8

MTAP Kaybi (FS) 7(73) %9,6

MTAP Kaybi1 (FG) 7(73) %9,6
Astrositom:

CDKN2A HD 20 (90) %21,5

MTAP Kaybi (FS) 23 (91) %24,7

MTAP Kaybi (FG) 22 (91) %23,7

CDKN2A HD varlig: ile FS ve FG gozlemcilerinde MTAP ekspresyonu kaybi
arasindaki iligki Fisher’in Kesin Testi ile degerlendirildiginde CDKN2A HD varliginda
MTAP ekspresyon kaybinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,001).
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Tablo 4.3. FS ve FG gozlemcilerinde CDKN2A HD varligi ile MTAP
ekspresyonu kaybi arasindaki iligki.

CKDN2A HD var | CKDN2A HD yok |p
FS gozlemcisi
MTAP kaybr1 var 22 (%88,0) 6 (%4,5) <0,001
MTAP kayb1 yok 3 (%12,0) 128 (%95.5)
FG gozlemcisi
MTAP kaybr var 22 (%88,0) 5 (%3,7) <0,001
MTAP kayb1 yok 3 (%12,0) 129 (%96,3)

Tiim vakalarda FS gozlemcisi icin CDKN2A HD tespitinde kullanilan FISH
yontemine alternatif olarak MTAP immiinhistokimyasal boyanma kaybinin sensitivite
ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %88,00 (%95 GA %68,78 - %97,45),
spesifisite %95,52 (%95 GA %90,51 - %98,34), pozitif olasilik oran1 19,65 (%95 GA
8,87 — 43,54), negatif olasilik oran1 0,13 (%95 GA 0,04 — 0,36), pozitif 6ngdrii orani
%78,54 (%95 GA %62,30 - %89,02), negatif dngdrii oran1 %97,71 (%95 GA %93,66 -
%99,20) ve kesinlik %94,34 (%95 GA %389,53 - %97,38) olarak bulunmustur (Tablo
4.4).

Tiim vakalarda FG gozlemcisi icin CDKN2A HD tespitinde kullanilan FISH
yontemine alternatif olarak MTAP immiinhistokimyasal boyanma kaybinin sensitivite
ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %88,00 (%95 GA %68,78 - %97,45),
spesifisite %96,27 (%95 GA %91,51 - %98,78), pozitif olasilik oran1 23,58 (%95 GA
9,86 — 56,41), negatif olasilik oran1 0,12 (%95 GA 0,04 — 0,36), pozitif dngorii orant
%81,45 (%95 GA %64,74 - %91,31), negatif dngdrii oran1 %97,73 (%95 GA %93,71 -
%99,20) ve kesinlik %94,97 (%95 GA %90,33 - %97,80) olarak bulunmustur (Tablo
4.4).

Tablo 4.4. Tiim vakalarda FS ve FG gozlemcisinin CDKN2A HD FISH
yontemine alternatif olarak MTAP IHK boyanma kaybinin degerlendirmeleri

FS FG
Sensitivite %88,00 %88,00
Spesifisite %95,52 %96,27
Pozitif Olasilik Oran1 19,65 23,58
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Negatif Olasilik Orani 0,13 0,12

Pozitif Ongorii Oram %78,54 %381,45
Negatif Ongérii Orani %97,71 %97,73
Kesinlik %94,34 %94,97

Sadece astrositom vakalarinda FS gozlemcisi i¢in CDKN2A HD tespitinde
kullanilan FISH yoOntemine alternatif olarak MTAP immiinhistokimyasal boyanma
kaybinin sensitivite ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %90,00 (%95 GA
%68,30 - %98,77), spesifisite %95,59 (%95 GA %87,64 - %99,08), pozitif olasilik
orani0,05 (%95 GA 0,02 — 0,15), negatif olasilik oran1 9,56 (%95 GA 2,56 — 35,63),
pozitif dngorii oran1 %85,71 (%95 GA %66,28 - %94,82), negatif dngdrii orant %97,01
(%95 GA %89,71 - %99,18) ve kesinlik %94,32 (%95 GA %87,24 - %98,13) olarak
bulunmustur (Tablo 4.5).

Sadece astrositom tanili vakalarda FG gozlemcisi icin CDKN2A HD tespitinde
kullanilan FISH yOntemine alternatif olarak MTAP immiinhistokimyasal boyanma
kaybinin sensitivite ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %85,00 (%95 GA
%62,11 - %96,79), spesifisite %95,59 (%95 GA %87,64 - %99,08), pozitif olasilik orani
0,05 (%95 GA 0,02 — 0,16), negatif olasilik oran1 6,37 (%95 GA 2,24 — 18,11), pozitif
ongorii orant %85,00 (%95 GA %64,86 - %94,56), negatif ongorii orant %95,59 (%95
GA 9%88,40 - %98,40) ve kesinlik %93,18 (%95 GA %85,75 - %97,46) olarak
bulunmustur (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Astrositomlarda FS ve FG gozlemcisinin CDKN2A HD FISH
yontemine alternatif olarak MTAP IHK boyanma kaybinin degerlendirmeleri

FS FG
Sensitivite %90,00 %385,00
Spesifisite %95,59 %95.59
Pozitif Olasilik Oran1 9,56 6,37
Negatif Olasilik Orani 0,05 0,05
Pozitif (")ngé')rﬁ Orani 285,71 %095,59
Negatif Ongorii Orani %97,01 %93,18
Kesinlik %94,32 %85,00
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Sadece oligodendrogliom tanili vakalarda FS gozlemcisi icin CDKN2A HD
tespitinde kullanilan FISH yontemine alternatif olarak MTAP immiinhistokimyasal
boyanma kaybinin sensitivite ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %80,00 (%95
GA %28,36 - %99,49), spesifisite %95,45 (%95 GA %87,29 - %99,05), pozitif olasilik
orani 4,77 (%95 GA 0,83— 27,57), negatif olasilik oran1 0,06 (%95 GA 0,02 — 0,19),
pozitif dngorii orant %57,14 (%95 GA %28,87 - %81,41), negatif 6ngorii oran1 %98,44
(%95 GA %91,60 - %99,73) ve kesinlik %94,32 (%95 GA %386,20 - %98,44) olarak
bulunmustur (Tablo 4.6).

Sadece oligodendrogliom tanili vakalarda FG gozlemcisi i¢in CDKN2A HD
tespitinde kullanilan FISH yontemine alternatif olarak MTAP immiinhistokimyasal
boyanma kaybinin sensitivite ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %100,00 (%95
GA %47,82 - %100,00), spesifisite %96,97 (%95 GA %89,48 - %99,63), negatif olasilik
orani 0,03 (%95 GA 0,01 — 0,12), pozitif 6ngdrii orant %71,43 (%95 GA %38,97 -
%90,73), negatif ongorii oram1 %100,00 ve kesinlik %97,18 (%95 GA %90,19 -
%99,66) olarak bulunmustur (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Oligodendrogliomlarda FS ve FG gozlemcisinin CDKN2A HD FISH
yontemine alternatif olarak MTAP IHK boyanma kaybinin degerlendirmeleri

FS FG
Sensitivite %380,00 %100,00
Spesifisite %95,45 %96,97
Pozitif Olasilik Oram 4,77
Negatif Olasilik Orani 0,06 0,03
Pozitif (")ngé')rﬁ Orani %57,14 %71,43
Negatif Ongorii Orani %98,44 %100,00
Kesinlik %94,32 %97,18

CDKN2A durumu ve MTAP ekspresyonu arasinda uyumsuzluk gosteren 8 adet
vaka mevcuttur. Bu vakalardan 3 tanesinde CDKN2A HD mevcut olmasina ragmen
MTAP kaybi izlenmezken (Resim 4.1 a-b), 5 tanesinde ise CDKN2A HD olmadan
MTAP ekspresyon kayb1 goriilmiistiir (Resim 4.1 c-d).
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Resim 4.1: MTAP-CDKN2A uyumsuz vaka oOrnekleri. Birinci vaka; a) MTAP
ekspresyonu korunmus b) CDKN2A HD mevcut. ikinci vaka; ¢c) MTAP ekspresyonu
kayip d) CDKN2A normal.

Vakalardan birinde MTAP boyamasinda birbirinden keskin bir smirla ayrilan
belirgin intratiimoral heterojenite goriilmiis olup (Resim 4.2a), bu heterojenite CDKN2A
FISH calismasi ile de desteklenmistir. MTAP ekspresyonunun korundugu timor
alanlarinda CDKN2A HD goriilmezken (Resim 4.2b), MTAP kaybi gosteren timor
hiicrelerinde CDKN2A HD goriilmiistiir (Resim 4.2c).
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Resim 4.2: MTAP boyamasinda intratiimoral heterojenite a) MTAP boyamasinda
birbirinde keskin sinirla ayrilan korunmus ekspresyon (sol) ve ekspresyon kaybi (sag)
gosteren neoplazm b) CDKN2A HD igermeyen neoplastik hiicreler ¢) CDKN2A HD

iceren neoplastik hiicreler

CDKN2A HD ve MTAP kayb ile tani yaslar1 arasindaki iliski incelendiginde

anlamli bir iligki saptanmamaistir (p=0,740, p=0,999, p=0,999) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. CDKN2A HD ve MTAP kaybu ile tan1 yas1 arasindaki iliski

<35 yas 36-55 yas > 56 yas p
CDKN2A HD Var | 63 (%80,8) 60 (%85,7) 13 (%86,7) 0,740
Yok | 15(%19,2) 10 (%14,3) 2 (%13,3)
MTAP Kayb1 (FS)  Var | 62 (%80,5) 59 (%80,8) 13 (%81,3) 0,999
Yok | 15(%19,5) 14 (%19,2) 3 (%18,8)
MTAP Kayb1 (FG) Var | 63 (%81,8) 59 (%80,8) 13 (%81,3) 0,999
Yok | 14 (%]18,2) 14 (%19,2) 3 (%18,8)
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Cinsiyet ile CDKN2A HD kaybi arasindaki iligki incelendiginde erkek hastalar
(CDKN2A HD goriilme oran1 %15,1) ve kadin hastalar (CDKN2A HD goriilme orani
%16,4) arasinda bir fark saptanmamistir (p=0,822). MTAP kaybu ile cinsiyet arasindaki
iliski incelendiginde FS gozlemcisinde MTAP kaybi acisindan erkek hastalar (MTAP
kaybi1 orant %18,3) ve kadin hastalar (MTAP kaybi oram1 %18,2) arasinda bir fark
saptanmamistir (p=0,999). FG gozlemcisinde MTAP kaybi agisindan erkek hastalar
(MTAP kayb1 oran1 %17,4) ve kadin hastalar (MTAP kayb1 oran1 %18,2) arasinda bir
fark saptanmamistir (p=0,999) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Cinsiyet ile CDKN2A HD ve MTAP kaybi arasindaki iligkisinin
incelenmesi.

Erkek (Say1 (Yiizde)) Kadim (Say1 (Yiizde)) P
CDKN2A HD: Var 16 (%15,1) 9 (%16,4) 0,341
Yok 90 (%84.,9) 46 (%83,6)
FS-MTAP Kayb1:  Var 20 (%18,3) 10 (%18,2) 0,813
Yok 89 (%81,7) 45 (%81,8)
FG-MTAP Kayb1:  Var 19 (%17,4) 10 (%18,2) 0,853
Yok 90 (%82,6) 45 (%81,8)

Timorlerin  yerlesim yerleri ile CDKN2A HD varligi arasindaki iliski
incelendiginde frontal lob (CDKN2A HD oram1 %14,0), oksipital lob (CDKN2A HD
orani %#4,0), parietal lob (CDKN2A HD oran1 %8,0), ve temporal lob (CDKN2A HD
oran1 %44,0) arasinda bir fark saptanmamigtir (p=0,101). Tiimdrlerin yerlesim yerleri
ile MTAP kayb1 arsindaki iliski incelendiginde FS gozlemcisinde MTAP kaybr ile
frontal lob (MTAP kayb1 oran1 %46,7), oksipital lob (MTAP kayb1 oran1 %3,3), parietal
lob (MTAP kayb1 oran1 %10,0), ve temporal lob (MTAP kayb1 oran1 %40,0) yerlesimi
arasinda bir fark saptanmamistir (p=0,183). FG goézlemcisinde ise MTAP kaybi ile
frontal lob (MTAP kayb1 oran1 %48,3), oksipital lob (MTAP kayb1 oran1 %3,4), parietal
lob (MTAP kayb1 orant %10,3), ve temporal lob (MTAP kayb1 oran1 %37,9) yerlesimi
arasinda bir fark saptanmamistir (p=0,217).

4.6. 1p/19q FISH Calismasinin Sonuglari
Oligodendrogliom tanist olan 73 tiimoriin 72’sinde tan1 anmnda 1p/19q

kodelesyonu mevcut oldugu hastalara ait mevcut FISH raporlarindan 6grenilmistir. Tan1
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aninda 1p/19q kodelesyonu bakilmayan tek hastaya yapilan FISH c¢alismasinda 1p/19q
kodelesyonu saptanmistir. Astrositom grubunda yer alan 93 tiimdrden 13 tanesine tani
aninda yapilan FISH ¢aligmasinda 1p/19q kodelesyonu saptanmamuistir. Diger 80 vaka
icinde IDH1/IDH2 ve ATRX mutasyonlarin beraber goriildiigii 76 vakaya 1p/19q FISH
caligmas1 yapilmamis olup 1p/19q kodelesyonu negatif kabul edilmistir. IDH1/IDH2
mutant ancak ATRX ekspresyon kaybi gostermeyen 4 vakaya yapilan FISH

caligmasinda vakalarin hi¢birinde 1p/19q kodelesyonu saptanmamuistir.

4.7 H3K27me3 immiinhistokimyasal Calismasimin Sonuclari

Tiim vakalar iginde H3K227me3 ekspresyon kaybi olan ve olmayan olgular
incelendiginde FS gozlemcisi 69 (%41,6) tiimérde H3K27me3 kayb1 ve 97 (%58,4)
timorde korunmus ekspresyon bildirirken, FG gozlemcisi ise H3K27me3
ekspresyonunu 71 (%42,8) timorde kayip, 95 (%57,2) tiimorde korunmus olarak
degerlendirmistir (Tablo 4.9).0Oligodendrogliom olgular1 i¢gin H3K27me3 ekspresyon
durumu incelendiginde FS gozlemcisi 49 (%67,1) timorde kayip, 24 (%32,9) timorde
korunmus; FG gozlemcisi ise 50 (%68,5) tiimorde kayip, 23 (%31,5) timoérde korunmus
olarak bulmuslardir (Tablo 4.9). Astrositom olgulari icin H3K27me3 ekspresyon
durumu incelendiginde FS gozlemcisi 20 (%21,1) timorde kayip, 73 (%78,5) timorde
ise korunmus; FG gozlemcisi ise 21(%22,6) timorde kayip, 72(%77,4) timorde ise

korunmus olarak degerlendirmislerdir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Tiim vakalar, oligodendrogliomlar ve astrositomlar i¢gin H3K27me3
kayb1 olan ve olmayan olgularin incelenmesi

H3K27me3 kayip | H3K27me3 korunmus
(Sayr/Yiizde) (Sayr/Yiizde)
Tiim vakalar
FS gozlemcisi 69 (%41,6) 97 (%57,4)
FG gozlemcisi 71 (%42,8) 95 (%57,2)
Oligodendrogliom
FS goézlemcisi 49 (%67,1) 24 (%32.,9)
FG gozlemcisi 50 (%68,5) 23 (%31,5)
Astrositom
FS gozlemcisi 20 (%21,1) 73 (%78,5)
FG gozlemcisi 21 (%22,6) 72 (%77,4)
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H3K27me3 boyamasinin degerlendirilmesinde icin FS ve FG gozlemcileri
arasindaki uyum Kappa katsayisi ile degerlendirildiginde 0,951 ile neredeyse
miikemmel uyum bulunmustur.

H3K27me3 ile 35 (%21) tiimorde parsiyel boyanma (%5-95 hiicrede niikleer
ekspresyon) izlenmis olup bu vakalar H3K27 ekspresyonu korunmus olarak
degerlendirilmistir.

DSO SSS derece 2 ve 3 oligodendrogliomlarda H3K27me3 ekspresyonu
arasinda fark olup olmadigi bakildiginda FG ve FS gozlemcilerinde derece 2 ve 3
oligodendrogliom ile H3K27me3 ekspresyonu arasinda bir fark bulunmamistir

(p=0,202, p=0,306) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. FS ve FG gozlemcilerinde derece 2 ve 3 oligodendrogliom ile
H3K27me3 ekspresyonu arasinda iligki

H3K27me3 kayip | H3K27me3 korunmus | P
(Sayr/Yiizde) (Sayr/Yiizde)
FS Gozlemcisi: Derece 2 16 (%32,7) 12 (%50,0) 0,202
Derece 3 33 (%67,3) 12 (%50,0)
FG Gozlemcisi: Derece 2 17 (%34,0) 11 (%47,8) 0,306
Derece 3 33 (%66,0) 12 (%52,2)

Tan1 yas1 35 yas ve alti, 36-55 yas ve 55 yas iizeri olarak gruplandiginda ve bu
gruplar ile H3K27me3 kaybi arasindaki iliski FS ve FG gozlemcilerinde ayri ayri
incelendiginde H3K27me3 kaybr ile yas kategorileri arasinda bir iligki saptanmamistir
(p=0,240, p=0,252) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. FS ve FG go6zlemcilerinde H3K27me3 kaybi ile yas kategorileri
arasindaki iligki

H3K27me3 kayip | H3K27me3 korunmus (Sayi/Yiizde) | p
(Sayr/Yiizde)
FS Gozlemcisi: <35 yas 27 (%39,1) 51 (%52,6) 0,240
36 -55yas | 34 (%49,3) 38 (%39,2)
>55 yas 8 (%11,6) 8 (%8,2)
FG Gozlemcisi: <35 yas 28 (%39,4) 50 (%52,6) 0,252
36 —-55yas | 35(%49,3) 37 (%38,9)
>55 yas 8 (%l11,3) 8 (%8,4)
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H3K27me3 kaybi ile cinsiyet arasindaki iligki incelendiginde FS gozlemcisinde
cinsiyet gruplart ile H3K27me3 ekspresyonu arasinda bir iligki bulunmamistir
(p=0,069). FG gozlemcisinde ise H3K27me3 kaybmin kadinlarda (%42,3) erkeklere
gore (27,4) daha fazla gorildiigii bulunmustur (p=0,049) (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. FS ve FG go6zlemcilerinde H3K27me3 kaybi ile cinsiyet arasindaki

iligki
H3K27me3 kayip | H3K27me3 korunmus | p
(Sayr/Yiizde) (Sayr/Yiizde)
FS Gozlemcisi: Erkek 40 (%58,0) 70 (%72,2) 0,069
Kadin 29 (%42,0) 27 (%217,8)
FG Gozlemcisi: Erkek 41 (%57,7) 69 (%72,6) 0,049
Kadin 30 (%42,3) 26 (%27,4)

Timor lokalizasyonlar1 ile H3K27me3 kaybi arasindaki iliski FS ve FG
gozlemcilerinde ayr1 ayri incelendiginde H3K27me3 kaybi ile tiimor lokalizasyonlari
arasinda bir iliski saptanmamstir (p=0,651, p=0,452). (Oksipital yerlesimli bir tiimor

oldugu i¢in bu timor analize dahil edilememistir) (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. FS ve FG gozlemcilerinde H3K27me3 kaybu ile tiimdr lokalizasyonu
arasindaki iligki

H3K27me3 kayip | H3K27me3 korunmus | p
(Sayr/Yiizde) (Sayr/Yiizde)
FS Gozlemcisi: Frontal Lob 41 (%59,4) 53 (%54,6) 0,651
Oksipital Lob 1 (%1,4) 0 (%0)
Parietal Lob 7 (%10,1) 11 (%11,3)
Temporal Lob 20 (%29,0) 33 (%34,0)
FS Gozlemcisi: Frontal Lob 43 (%60,6) 51 (%53,7) 0,452
Oksipital Lob 1 (%1,4) 0 (%0)
Parietal Lob 8 (%11,3) 10 (%10,5)
Temporal Lob 19 (%26,8) 34 (%35,8)

FS ve FG gozlemcilerinde IDH1 R132H mutant ve R132H-dis1 IDH1 mutant
olgular ile H3K27me3 ekspresyonu arasinda iligki incelendiginde anlamli bir iligki

saptanmamistir (p=0,999) (Tablo 4.14).



59

Tablo 4.14. H3K27m3 ekspresyonu ile IDH1 R132H mutant ve R132H-dis1
IDH1 mutant olgular arasinda iligkinin incelenmesi

IDH1 R132H IDH1 R132H p
mutasyonu var | mutasyonu yok
FS Gozlemcisi: 67 (%97,1) 2 (%2.9) 0,999
H3K27me3 ekspresyon kaybi
H3K27me3 ekspresyonu korunmus 93 (%95,9) 4 (%4,1)
FG Gozlemcisi: 69 (%97,2) 2 (%2,8) 0,999
H3K27me3 ekspresyon kaybi
H3K27me3 ekspresyonu korunmus 91 (%95,8) 4 (%4,2)

4.8. 1p/19q Kodelesyonu ile H3K27me3 Immiinhistokimyasal Kayb1 Arasindaki

Mliskinin Degerlendirilmesi

FS gozlemcisinde 1p/19q kodelesyonu varligi ile H3K27me3 ekspresyon kaybi

arasindaki iliski incelendiginde H3K27me3 ekspresyon kaybi, 1p/19q kodelesyonu olan

olgularda (%69,6), 1p/19q kodelesyonu olmayan olgulara gore (%30,4) daha yiiksek

bulunmustur (p<0,001). Benzer sekilde, FG gozlemcisinde de 1p/19q kodelesyonu

varlig1 ile H3K27me3 ekspresyon kaybi arasindaki iliski incelendiginde H3K27me3

ekspresyon kaybi, 1p/19q kodelesyonu olan olgularda (%69,0), 1p/19q kodelesyonu

olmayan olgulara gore (%31,0) daha yiiksek bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. 1p/19q kodelesyonu varligi ile H3K27me3 ekspresyon kaybi

arasindaki iligki

1p/19q 1p/19q p
kodelesyonu var | kodelesyonu yok
FS Gozlemcisi: 48 (%69,6) 21 (%30,4) <0,001
H3K27me3 ekspresyon kaybi
H3K27me3 ekspresyonu korunmus | 25 (%25,8 72 (%74,2)
FG Gozlemcisi: 49 (%69,0) 22 (%31,0) <0,001
H3K27me3 ekspresyon kaybi
H3K27me3 ekspresyonu korunmus | 24 (%25,3) 71 (%74,7)
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Tiim vakalarda FS gozlemcisi i¢in 1p/19q kodelesyonu tespitinde kullanilan
FISH yontemine alternatif olarak H3K27me3 immiinhistokimyasal boyanma kaybinin
sensitivite ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %77,42 (%95 GA %67,58 —
%85,45), spesifisite %65,75 (%95 GA %53,72 - %76,47), pozitif olasilik oram 2,26
(%95 GA 1,62 — 3,16), negatif olasilik oran1 0,34 (%95 GA 0,23 — 0,52), pozitif dngorii
orani %74,23 (%95 GA %67,29 - %80,12), negatif dngorii oran1 %69,57 (%95 GA
%60,24 — %77,52) ve kesinlik %72,29 (%95 GA %64,82 - %78,94) olarak bulunmustur
(Tablo 4.16).

Tiim vakalarda FG gozlemcisi i¢in 1p/19q kodelesyonu tespitinde kullanilan
FISH yontemine alternatif olarak H3K27me3 immiinhistokimyasal boyanma kaybinin
sensitivite ve spesifisitesi hesaplandiginda; sensitivite %76,34 (%95 GA %66,40 —
%84,54), spesifisite %67,12 (%95 GA %55,13- %77,67), pozitif olasilik orant 2,32
(%95 GA 1,64 — 3,28), negatif olasilik oran1 0,35 (%95 GA 0,24 — 0,53), pozitif dngorii
orani %74,74 (%95 GA %67,65 - %80,71), negatif dngorii oran1 %69,01 (%95 GA
%359,91 — %76,85) ve kesinlik %72,29 (%95 GA %64,82 - %78,94) olarak bulunmustur
(Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Tiim vakalarda FS ve FG goézlemcisinin 1p/19q FISH yontemine
alternatif olarak H3K27me3 IHK boyanma kaybinin degerlendirmeleri

FS Gozlemcisi FG Gozlemcisi

Sensitivite %77,42 276,34
Spesifisite %65,75 %67,12
Pozitif Olasilik Orani 2,26 2,32

Negatif Olasilik Oran1 | () 34 0,35

Pozitif Ongérﬁ Orani %74,23 %74,74
Negatif Ongérii Orani %79,99 %69,01
Kesinlik %69,57 %69,57
Hastalik Prevelansi %056,02 256,02
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5. TARTISMA
5.1. CDKN2A-MTAP iliskisi

2009 yilinda IDH1/2 mutasyonlarinin kesfi (3) ile baslayan siirecte 2021 DSO
SSS tiimorleri siniflamasia gore erigkin tipi gliomlar IDH1/2 mutasyonlar1 ve 1p/19q
kodelesyonu durumlarina gore siniflandirilmaktadir (11). Erigkin tipi IDH-mutant
gliomlar 1p/19q kodelesyonunun varligi ya da yokluguna gore astrositom, IDH-mutant
ve oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q kayipli olarak iki major gruba
ayrilmaktadir. IDH-mutant astrositomlarin derecelendirmesinde 2021 DSO SSS
timorleri siniflamasinda yer alan degisiklige gére CDKN2A/CDKN2B HD igeren
timorler, mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz icermeseler dahi derece 4 olarak
siniflandirilmaktadir (11). Ciinkiit CDKN2A/B HD’nin derece 2 ve 3 IDH mutant difiiz
astrositik gliomlarda derece 4 tiimorlere benzer sekilde kotli prognoz ve kisa sagkalim
stireleri ile iliskili oldugu pek c¢ok retrospektif calismada gosterilmistir (6, 14-17).
Dolayistyla IDH-mutant, ATRX ve/veya p53 mutasyonu iceren ve nekroz ve/veya
mikrovaskiiler proliferasyon igermeyen difiiz astrositik tiimorlerin dogru bir sekilde
derecelendirilebilmesi i¢in CDKN2A/B HD durumunun belirlenmesi gereklidir. Yine
oligodendrogliomlarda DSO SSS derece 2 tiimorlerde goriilmeyen ancak derece 3
timorlerin bir kisminda goriilebilen CDKN2A/B HD, mikrovaskiiler proliferasyon ve
nekrozdan bagimsiz olarak kisa sagkalim siireleri ile iliskili bulunmustur (12). Bu
nedenle oligodendroglial tlimorlerde derecelendirmede arada kalinan vakalarda
CDKN2A HD delesyonu bakilmasi yararli olmaktadir.

Bu calismada astrositom ve oligodendrogliom tanis1 verilen 166 IDH-mutant
eriskin tipi difiiz gliom vakasinda CDKN2A HD durumu ve CDKN2A HD i¢in vekil
biyobelirte¢ olarak MTAP immiinhistokimyasal boyamasinin sensitivite ve spesifisitesi
incelenmistir. 166 timorden FISH ile CDKN2A HD bakilan 161 tiimoriin 25’inde
(%15,1) delesyon saptanmustir. Bu oran Appay ve ark. (12) yaymladig1 “French
national POLA network” kohortuna ait vakalar ile elde edilen sonug (%13.9, 127/911)
ile benzerdir. 93 astrositom vakasindan CDKN2A HD bakilan 90 tiimoériin 20’sinde
(%21,5) delesyon saptanmistir. Bu oran literatiirde yer alan Appay ve ark.(12) (%11,
47/428) ve Shirahata ve ark.(15) (%14, 31/224) kohortlarinda elde edilen oranlardan
daha yliksek olmakla birlikte Korshunov ve ark. (138) tarafindan bildirilen kohorttan
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(%43, 42/97) daha disiiktiir. CDKN2A HD saptanan vakalardan 2 tanesi tani aninda
DSO 2016’ya gore morfolojik olarak derece 11, 8 tanesi derece I1I ve 10 tanesi derece IV
(IDH mutant GBM) olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak 90 astrositom vakasindan
10 tanesinin (%9) derecesi CDKN2A HD saptanmasi nedeniyle DSO 2021°e gore
derece 4 IDH mutant astrositom olarak degismistir.

Oligodendrogliom grubunda yer alan 73 tiimoérde CDKN2A HD bakilan 71
tiimoriin 5’inde (%6,8) delesyon saptanmis olup bu tiimérlerin tamami1 DSO SSS derece
3 tiimorlerdir. Derece 2 tiimorlerin hicbirinde CDKN2A HD saptanmamistir. 2020
yilinda Appay ve ark. yayinladigi genis kohortta bizim sonucumuza benzer sekilde
derece 3 oligodendrogliomlarda %7 (33/483) oraninda CDKN2A HD goriildiigiinii,
derece 2 tiimorlerde ise CDKN2A HD goérmediklerini ve oligodendroglial tiimdrlerde
CDKN2A HD’nin nekroz ve mikrovaskiiler proliferasyon bagimsiz olarak azalmisg
sagkalim ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (12). Dolayistyla bu sonugtan yola ¢ikarak
IDH-mutant ve 1p/19q kayiph oligodendroglial tiimoérlerin derecelendirmesinde arada
kalinan vakalarda CDKN2A testi yapilabilecegi ve HD saptanmas1 DSO SSS derece 3
lehine degerlendirilecegi sonucuna ulasabiliriz.

Literatiirde CDKN2A HD saptanmasinda molekiiler yontemlere alternatif olarak
daha ucuz ve ulasilabilir MTAP immiinhistokimyasal boyamasinin kullanilabilecegine
dair 6neriler mevcuttur. Ancak bu konuda difiiz gliomlar {izerinde yapilmis sinirl sayida
calisma mevcuttur. Bu calismada vaka serimizde yer alan tiimorlere ait MTAP
imminhistokimyasal ~ boyamasi iki gozlemci tarafindan bagimsiz  olarak
degerlendirilmistir. Gozlemcilerden biri MTAP boyamasi degerlendirilebilen 164
timoriin  30’unda (%18,1), digeri ise 29’unda (%17,5) MTAP ekspresyon kaybi
saptamistir. MTAP immiinhistokimyasal boyanma kaybinin sensitivite ve spesifisitesi
hesaplandiginda; sensitivite her iki gozlemci i¢in %88, spesifisite %95,52 ve %96,27
olarak hesaplanmistir. Bu bulgu difiiz gliomlarda yapilmis tek ¢aligma olan Satomi ve
ark. bildirdigi %88 sensitivite ve %98 spesifisite ile oldukca benzerdir (26). Yine benzer
sekilde yakin zamanda 23 PXA vakasi ile yapilan bir c¢alisjmada MTAP
immiinhistokimyasinin sensitivitesi %86.7, spesifisitesi %100 olarak bulunmustur (18).
Diger tiimorler i¢in duruma baktigimizda Chapel ve ark. (25) yaptigi calismada
mezotelyoma i¢gin MTAP immiinhistokimyasinin %87 sensitivite ve %98 spesifisite

sahip oldugu kaydedilmistir. Sasaki ve ark. ise 2022 yilinda yayinlanan 30 meningiom
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vakasinin incelendigi ¢aligmalarinda CDKN2A HD saptanan 5 vakanin tiimiinde MTAP
kaybi1 saptamis olup MTAP sensitivite ve spesifisitesini %100 olarak bildirmislerdir
(23). Bu bulgular ile MTAP immiinhistokimyasal boyamasinin CDKN2A HD igin
yiiksek sensitivite ve spesifisiteye sahip giivenilir bir vekil biyobelirte¢ oldugu sonucuna
ulasabiliriz.

Bununla birlikte CDKN2A durumu ve MTAP ekspresyonu arasinda uyumsuzluk
gosteren vakalar da mevcuttur. Bizim c¢alismamizda CDKN2A HD mevcut olan 25
vakadan 22’sinde MTAP kaybi izlenmis olup 3 tanesinde MTAP kaybi1 saptanmamustir.
CDKN2A HD icermeyen 134 vakadan 5 tanesinde ise MTAP ekspresyon kaybi
goriilmistiir. Kromozom 9p21°de delesyon oldugu zaman CDKN2A ile beraber bu gene
100 kb telomerik olarak bulunan MTAP geninde de %80-90 oraninda HD goriildiigii
bilinmektedir (60). Ancak delesyonun biiyiikligiine gére bazen CDKN2A HD’ye
MTAP HD eslik etmeyebilir. 230 gliom vakasinin dahil oldugu bir ¢aligmaya gore
9p21°de delesyon oldugu zaman %10 vakada MTAP delesyonu olmadan CDKN2A
delesyonu oldugu bildirilmistir (63). CDKN2A HD sik goriildiigi (%40) kanserlerden
olan pankreas ve periampuller bolge kanserleri ile yapilan bir ¢alismada ise vakalarin
yarisinda MTAP HD olmadan CDKN2A HD goériildiigii bildirilmistir (20). Dolayisiyla
baz1 vakalarda mevcut CDKN2A HD’ye MTAP HD eslik etmedigi i¢cin MTAP
immiinhistokimyasal kayb1 goriilmemektedir. Bu bulgulardan yola c¢ikilarak bizim
serimizde yer alan CDKN2A HD i¢ermesine ragmen MTAP kayb1 gostermeyen 3 vaka
icin bu durumun gegerli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Buradan ¢ikarilacak sonug ise
korunmus MTAP ekspresyonunun her zaman CDKN2A HD’yi kesin olarak ekarte
etmeyecegidir.

Yine nadiren CDKN2A HD olmadan MTAP HD goériilebilen vakalarin (%0,5)
mevcut oldugu bildirilmistir (63). Bu durum bizim serimizde yer alan 5 vakaya benzer
sekilde CDKN2A HD igermemesine ragmen immiinhistokimyasal MTAP kaybi
gosteren tiimorler olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bu tiir vakalar icin CDKN2A HD
olmadan MTAP HD goriilmesi bir neden olabilecegi gibi bir bagka olast agiklama ise
MTAP protein inaktivasyonunun HD dis1 mekanizmalarla olabilecegi ihtimalidir (139).

MTAP immiinhistokimyasal ¢aligsmasi i¢in en ¢ok kullanilan 2 klon “EPR6893”
ve “2G4” dir. Bu calisgmada EPR6893 klonu kullanilmis olup immiinhistokimyasal

boyamanin degerlendirmesi mevcut vakalarda neoplastik hiicrelerde ve i¢ kontrollerde
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optimal diizeyde gerceklestirilebilmistir. Benzer sekilde Lou ve ark. PXA vakalarinda
EPR6893 klonu ile efektif bir boyanma elde ettiklerini bildirmislerdir (18). Ancak
Satomi ve ark. kendi difiiz gliom serilerinde EPR6893 klonu ile vakalarin %61’ini, 2G4
klonu ile ise %64 iinii kolaylikla degerlendirebildiklerini ve 2G4 klonu ile daha kuvvetli
bir boyanma goriilmesine ragmen boyanmay: skorlarken her iki klon igin benzer
zorluklar ile karsilastiklarint sdylemislerdir (26). MTAP immiinhistokimyasinin
degerlendirmesinde en biiyiik problem yetersiz fiksasyon ve boyama islemi sirasindaki
teknik nedenlerden dolay1 boyanma olmamasini yanlis pozitif olarak yorumlamaktir. Bir
vakayr MTAP kaybi1 olarak degerlendirmeden 6nce endotel hiicreleri, inflamatuar
hiicreler, neoplastik olmayan glial hiicreler gibi i¢ kontrollerin boyandigindan emin
olmak son derece dnemlidir. Arada kalinan vakalarin CDKN2A FISH ile desteklenmesi
faydal1 olacaktir.

Bizim ¢aligmamizda MTAP ekspresyon kaybimin tespiti i¢in her iki gézlemci
arasindaki uyum Kappa Kkatsayis1 ile degerlendirildiginde 0,938 ile neredeyse
miikemmel uyum bulunmustur. Benzer sekilde Chapel ve ark. mezotelyoma vakalarinda
MTAP boyamasinda 4 gozlemci (Kappa katsayis1 0,85) ve 2 laboratuar (Kappa katsayisi
0,77) arasinda mitkemmele yakin bir uyum oldugunu goéstermislerdir (25). Dolayisiyla
MTAP immiinhistokimyasi, degerlendirmesi kolay ve goézlemciler aras1 uyumun yiiksek
oldugu giivenilir bir vekil biyobelirte¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Calismamizda MTAP immiinhistokimyasal ekspresyonunda timor ici
heterojeniteyi gozlemleyebilmek igin her bir tiimor i¢in farkli alanlardan 3’er mm ¢apl
2 aynt kor almarak TMA bloklar1 hazirlanmigtir. MTAP immiinhistokimyasal
boyamasinin vakalarin biiyiik cogunlugunda her iki kor i¢in homojen oldugu gozlenmis
olmakla birlikte 4 vakada tiimor ici heterojenite goriilmiistiir. Vakalarin birinde MTAP
kayb1 gosteren alan ile korunmus MTAP ekspresyonu gosteren alanin keskin bir sinirla
ayrildig1 goriilmiis olup bu heterojenite CDKN2A FISH ¢alismasi ile de desteklenmistir;
MTAP ekspresyonunun korundugu timor alanlarinda CDKN2A HD gdriilmezken,
MTAP kaybi gosteren tiimor hiicrelerinde CDKN2A HD goriilmiistiir (Resim 4.2).
DNA metilasyon teknikleri kulanilarak yapilan bazi ¢aligmalarda difiiz gliomlarda
intratlimoral heterojenitenin goriilebildiginden bahsedilmistir (140, 141). CDKN2A/B
HD i¢in tiimor ici heterojeniteden ise ilk olarak Vega ve ark. 39 gliom ve meningiom

vakasinda DNA metilasyon profili yardimiyla tiimoér i¢i heterojeniyi degerlendirdikleri
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caligmalarinda bahsetmis olup ¢alismada yer alan 2 IDH-mutant astrositomdan birinde
CDKN2A/B HD’de intratiimoral heterojenite saptadiklarini ve bu durumun IDH-mutant
astrositomlarin yanlis derecelendirmesine yol agabilecegini bildirmislerdir (140).
Dolayistyla, bazi vakalarda MTAP boyamasinda goriilen intratiimdral heterojenite
CDKN2A HD’de goriilen heterojenitenin bir yansimasi olabilir. Bu nedenle MTAP
immiinhistokimyasini degerlendirirken intratlimoral heterojenitenin goriilebilme ihtimali
mutlaka aklimizin bir kdsesinde olmalidir.

Hem CDKN2A HD hem de MTAP ekspresyon kaybi, IDH-mutant astrositomlar
icin genel sagkalimda onemli kotii prognostik faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Literatiirde bildirildigi tizere CDKN2A HD ve MTAP ekspresyon kaybi hem astrositom
hem oligodendrogliom grubunda kotii prognostik faktorlerdir. Caligmamizda CDKN2A
HD ve MTAP kaybi ile yas, cinsiyet ve tiimor yerlesimi gibi klinik parametreler
arasinda herhangi bir iliski saptanmamustir.

CDKN2A HD’ye eslik etmesinin yaninda MTAP inaktivasyonunun epigenetik
mekanizmalar araciligiyla Ozelllikle glioblastom vakalarinda gliomageneze katki
sagladig1 (56) ve tedavi agisindan hedef bir molekiil olabilecegi (56, 142) ile ilgili
yaymlar da mevcuttur. Ilerleyen zamanlarda alta yatan mekanizmalarin aydinlatiimas:
ve yeni hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi ile MTAP diagnostik ve prognostik
ozelliklerinin yaninda terdpatik 6zellikleri ile de karsimiza ¢ikabilecek potansiye sahip

bir belirtectir.

5.2. 1p/19q Kodelesyonu - H3K27me3 iliskisi

Oligodendrogliom tanis1 i¢in IDH mutasyonu ve 1p/19q kodelesyonunun beraber
bulunmasi gerekmektedir. 1p/19q durumuna pek ¢cok merkezde FISH ya da PCR temelli
heterozigotluk analizleri ile bakilmaktadir. Ancak bu yoOntemler nispeten pahali ve
ulagilmasi zor testlerdir. Bu nedenle bu molekiiler yontemlere alternatif, erisimi kolay ve
ucuz vekil biyobelirte¢ arayist mevcuttur. Oligodendrogliomlarda H3K27me3 niikleer
ekspresyon kaybi ile 1p/19q kodelesyonu arasinda korelasyon oldugunu bildiren
yayinlar mevcut olmakla birlikte 1p/19q kodelesyonu icin vekil belirte¢ olarak
H3K27me3 immiinhistokimyasal boyamasinin sensitivite ve spesifisitesi ile ilgili farkli

bulgular elde edilmistir. Buradan yola ¢ikarak biz kendi vaka serimizde H3K27me3
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kayb1 ile 1p/19q kodelesyonu arasindaki iliskiyi ve H3K27me3 boyamasinin sensitivite
ve spesifisitesini inceledik.

Serimizde yer alan tiim vakalarin %41,6 (FS) / %42,8 (FG)’inde H3K27me3
ekspresyon kaybi1 saptanmis olup bu oran oligodendrogliomlar i¢in %67,1 (FS-49/73) /
%68,5 (FG-50/73) iken astrositomlar i¢in %21,1 (FS-20/93) / %22,6 (FG-21/93) olarak
bulunmustur. Literatiirdeki sonuglara baktigimiz zaman bizim serimizden farkli olarak
Feller ve ark. oligodendrogliomlarin %97’sinde, astrositomlarin %17’sinde (28),
Filipski ve ark. kendi serilerinde yer alan oligodendrogliomlarin 9%96,2’sinde,
astrositomlarin  %30,4’tinde  (29), Ammendola ve ark. oligodendrogliomlarin
%96,6’sinda (58/60) (124), Habiba ve ark. IDH1-R132H mutant oligodendrogliomlarin
%90’1nda (36/40) (125) H3K27me3 niikleer ekspresyon kaybi goriirken; Pekmezci ve
ark. bizim sonuclarimiza benzer sekilde oligodendrogliomlarin  %75’inde,
astrositomlarin %27’sinde (30) niikleer ekspresyon kayb1 saptanmistir.

Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak (28-30, 124) difliz gliomlar i¢inde,
1p/19q kodelesyonu goriilen vakalarda goriilmeyenlere oranla H3K27me3 ekspresyon
goriilme olasiligt daha fazla bulunmustur (p<0,001). H3K27me3’lin sensitivite ve
spesifisitesi hesaplandigimizda ise sensitivite %77,42-76,34, spesifisite %65,75-67,12
olarak karsimiza c¢ikmistir. Buradan yola g¢ikarak H3K27me3 ekspresyon kaybinin
oligodendrogliomlarda sik goriildiigiinii ancak oligodendrogliom tanist koymada 1p/19q
FISH yontemine alternatif olarak sensitivite ve spesifisitesinin diisiik oldugu sonucuna
ulagilabilmektedir.

H3K27me3 kaybi gosteren difiiz gliom vakalarinin bir kisminda kadinlardaki
kromatin yeniden diizenlenmesi nedeniyle goriilen X kromozom inaktivasyonuna bagli
periniikleer noktasal boyanma goriilebildigi bilinmektedir (29, 30, 124). Bizim
serimizde yer alan vakalarin %21’inde H3K27me3 ile noktasal boyanma goriilmiistiir.

Literatiirde yer alan 145 gliom vakasinin incelendigi bir calismada IDHI
p-R132H mutant tlimoérlerin aksine R132H digi1 IDH1/2 mutant oligodendrogliomlarin (5
vaka) higbirinde H3K27me3 kayb1 saptanmamuistir (125). Biz kendi serimizde yer alan 6
adet R132H dis1 IDH1/2 mutant difiiz gliom vakalar1 ile H3K27me3 ekspresyonu
arasindaki iliskiyi inceledigimizde anlamli bir iligki saptamadik (p=0,999).

Feller ve ark. yaptiklar1 g¢alismada bizim de calismamizda kullandigimiz

monoklonal antikor (klon C36B11) ile piyasada yer alan poliklonal antikoru (klon 07—
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449) karsilastirmis ve poliklonal antikor ile analiz edilen tiim Orneklerde H3K27me3
ekspresyonunun korunmus iken monoklonal antikor ile oligodendrogliomlarin biiyiik
kisminda niikleer ekspresyon kaybi oldugunu gostermislerdir (28). Dolayisiyla
H3K27me3 boyamasi i¢in monoklonal antikorun (klon C36B11) kullanilmasi daha
dogru olacaktir kanisinday1z.

Ammendola ve ark.; Pekmezci ve ark. serisinde diger ¢alismalardan farkli olarak
daha az oranda H3K27me3 kayb1 goriilmiis olmasini antikor diliisyonu (1/50 vs 1/200)
ile ilgili olabilecegini 6ne slirmiistiir. Kitehama ve ark. difiiz gliomlar ile MPNST ler
arasinda H3K27me3 ekspresyonunu karsilagtirdiklar1 c¢alismalarinda; MPNST ile
karsilastirildiginda difiiz gliomlarda H3K27me3 ekspresyonun antikor diliisyonundan
daha fazla etkilendigini ve difiiz gliomlarda daha diisiik konsantrasyonda (1/200) antikor
kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir (143). Ancak biz ¢alismamizda 1/200 antikor
dilisyonu kullanmamiza ragmen benzer bulgular elde edemedik. Bu nedenle kohortlar
arasindaki farkli sonuglarin antikor diliisyonu yani sira pek cok bagka faktdrden
kaynaklantyor olabilecegi sonucuna varilabilir.

H3K27me3 immiinhistokimyasal ~ boyanmasinin degerlendirilmesinde
boyanmanin heterojen olabildigi vakalarin mevcut olmast nedeniyle literatiirde
H3K27me3 kayb: icin farkli esik degerler kullanilmistir. Ozellikle difiiz gliom ve
meningiom serilerinde arastirmacilar %95 ve {izeri neoplastik hiicrede niikleer
ekspresyon kaybi varsa H3K27me3’ii kayip olarak degerlendirirken (29, 30, 120, 121,
124), MPNST serilerinde ve birkag¢ gliom serisinde parsiyel kayip gosteren vakalar1 da
H3K27me3 kayb1 olarak degerlendirmislerdir (119, 144, 145). Bizim serimizde de
parsiyel kayip gosteren vakalar (%21) goriilmiis olmakla birlikte bu vakalar korunmus
H3K27me3 ekspresyonu olarak degerlendirilmistir. H3K27me3 ile heterojen boyanma
daha &nceki calismalarda da kaydedilmis olup nedeni aydinlatilamamistir. Intratiimoral
heterojeniteyi yansitiyor olabilecegi gibi bazi vakalarda tespit ve takibe bagl veya
dogrudan antikorun homojen yayilmamasi nedeniyle heterojen bir boyanma goriiliiyor
olabilir.

H3K27me3 boyamasini degerlendirmede giicliik yaratan 6nemli diger durumlar
infiltrasyon zonunu temsil eden Ornekler ve kiiciik biyopsiler olarak kargimiza
¢ikmaktadir. Ozellikle infiltrasyon zonunu temsil eden Orneklerde neoplastik

hiicrelerdeki ekspresyon kaybini ve kaybin yiizdesini degerlendirmek oldukca zordur.
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Bu nedenle H3K27me3’lin degerlendirilmesinde bu orneklerin kullanilmamas: faydali
olacaktir. Yine heterojen boyanmalarin goriilebilmesi nedeniyle kii¢iik biyopsi 6rnekleri
tiimoriin tamamini temsil edemeyeceginden suboptimal sonug elde edilebilir.

Pediatrik ependimomlarda H3K27me3 kaybi1 gosteren PFA grubu posterior fossa
ependimomlarinin kotli prognoz gosterdigi bilinmektedir (122). Benzer sekilde derece 1
ve 2 meningiomlarda H3K27me3 kayb1 daha yiiksek rekiirrens riski ile iliskilidir (120,
121). Gliomlarda ise H3K27me3 kayb1 gosteren olgularin géstermeyenlere gore daha iyi
prognoza sahip olduklarint gdsteren calismalar mevcuttur (29, 124). Bizim
calismamizda H3K27me3 kaybi ile cinsiyet, yas ve tiimor yerlesimi arasinda da anlamh
bir iliski saptanmamustir.

Difiiz gliomlarda neden H3K27me3 ekspresyon kaybi goriildiigii net olarak
bilinmemektedir. Feller ve ark. 2019 yilinda yayinladiklar1 caligmalarinda yiiksek
oranda spesifik kiitle spektrometri Ol¢iimlerinde oligodendrogliomlarda H3K27me3
seviyelerinde azalma saptamiglar ve histon metilasyonundaki alterasyonlarin difiiz
gliomlarin tiplendirmesinde kullanilabilecegini sdylemislerdir (28). Filipski ve ark.
kendi serilerinde yer alan vakalarin hi¢birinde H3K27M mutasyonu saptamadiklarini
bildirmislerdir (29). Dolayisiyla H3K27 trimetilasyonun kaybi ilgili gendeki mutasyon
sonucu degil epigenetik mekanizmalar nedeniyle gelismekte gibi durmaktadir. Difiiz
gliomlarda IDH mutasyonu nedeniyle neoplastik hiicrelerdeki artmis 2-hidroksigluterat
seviyelerinin histon metilasyonunda artisa neden oldugu (146) ve bu durumun “CpG
island hypermethylation™ fenotipi ile iliskili oldugu (41) diisiiniildiiglinde o6zellikle
oligodendrogliomlarda goriilen H3K27me3 ekspresyonunun kaybi diisiindiiriictidiir.
Altta yatan mekanizmalar1 aydinlatabilmek i¢in yeni ve kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. IDH-mutant erigkin tipi difiiz gliomlarda CDKN2A HD goriilme yiizdesi
%16,1°dir.

2. IDH-mutant astrositomlarda CDKN2A HD goriilme yiizdesi %21,5dir.

3. DSO SSS derece 3 oligodendroglial tiimérlerde CDKN2A HD goriilme yiizdesi
%06,8 iken, derece 2 oligodendrogliomlarda CDKN2A HD izlenmemistir.

4. CDKN2A HD i¢in vekil biyobelirte¢ olarak MTAP immiinhistokimyasinin
sensitivitesi %88, spesifisitesi %95,52-96,27 olarak hesaplanmustir.

5. CDKN2A HD i¢in MTAP immiinhistokimyasal calismasi, degerlendirmesi kolay
ve gozlemciler aras1t uyumun yiiksek oldugu giivenilir bir vekil biyobelirte¢ olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

6. Oligodendrogliomlarin %67,1-68,5’inde, astrositomlarin ise %21,1-22,6’sinde
H3K27me3 ekspresyon kaybi1 goriilmiistiir.

7. 1p/19q kodelesyonu varligi ile H3K27me3 ekspresyon kaybi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski mevcuttur (p<0,001).

8. 1p/19q FISH testine alternatif olarak H3K27me3 antikorunun sensitivitesi %77,42-
76,34, spesifisitesi %65,75-67,12 olarak hesaplanmistir.

9. IDH-mutant ve 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarda H3K27me3 niikleer
ekspresyon kaybi sik goriilmekle birlikte 1p/19q FISH calismasina alternatif
olabilecek diizeyde sensitif ve spesifik bir belirte¢ degildir.
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