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OZET

Babaoglu B, Medulloblastom subtiplendirmesinde  immiinohistokimyasal
yaklasim, Hacettepe Universitesi, Patoloji Tezi, Ankara, 2017. Cocukluk ¢aginin en
sik izlenen malign beyin tiiméri olan medulloblastomlar, DSO 2007 siniflamasinda
histomorfolojiye dayali olarak siniflanmakta iken DSO 2016 molekiiler grup ve
histolojik fenotipin entegre edilmesi ile taniya ulagilmasini 6nermektedir.

Son yillarda molekiler patolojide yasanan gelismeler dogrultusunda gen ekspresyon
ve metilasyon profillerini baz alarak molekiler alt tiplerin kullanimi 6nerilmektedir.
Bu dogrultuda WNT, SHH, Grup 3 ve Grup 4 olmak lzere 4 alt tip belirlenmistir.

Bu calismada HUTF Patoloji Anabilim Dal’nda 1981-2015 vyillari arasindaki
medulloblastom vakalari incelenmistir. Calismaya demografik verilerine ulasilabilen
ve parafin bloklarinda yeterli miktarda doku iceren olgular dahil edilmistir.

Arastirmada formalin fikse parafine gomuli dokulardan olusturulacak doku
dizinlerinden elde edilen kesitler immunohistokimyasal protein (B-katenin, GAB1,
YAP1, Filamin A ve p53 antikor paneli) ekspresyonu ve FISH yontemleri (N-myc ve C-
myc amplifikasyon varligi) igin kullaniimigtir.

Timorler vyas, cinsiyet gibi epidemiyolojik 6zellikleri, rekiirrens ve yayillim
gostermeleri gibi klinik 6zelliklerine gore yeniden degerlendirilmistir. Bolimimuzde
medulloblastom tanisi almis 218 hastaya ait kesitler histomorfolojik 6zelliklerine
gore yeniden gozden gecirilmis; hastalarin prognoz ve sag kalim gibi klinik bilgileri ile
histopatolojik fenotiplerin, molekiiler medulloblastom alt tipleri ile iliskisine
bakilmistir. Tim degiskenler igin tanimlayici istatistiksel ¢alismalar yapilmis olp
kategorize degiskenlerin arasindaki iliskiler Fisher kesin test ve Fisher-Freeman-
Halton ile degerlendirilmistir; sag kalim analizinde Kaplan Meier sag kalim
egrisinden faydalaniimistir.

Bu c¢alismada molekiiler yontemlere gerek duymadan, immiinohistokimyasal
yontem sonuglari ve histomorfolojik 6zellikler birlestirilerek medulloblastom
subtiplendirmesinde somut verilere ulasilacaktir. Bu durum daha agresif seyredecek
gruptaki hastalara yogun bir tedavi protokoll sunulmasini, daha iyi prognoza sahip
alt gruptaki hastalarin gereksiz tedavi almasinin 6niine gecilmesini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: medulloblastom, molekiler, pediatrik, immiinohistokimya



ABSTRACT

Babaoglu B, Immunohistochemical approach in medulloblastoma sub typology,
Hacettepe University, Pathology Thesis, Ankara, 2017. While medulloblastomas
being the most observed malign brain tumor of childhood are classified based on
histomorphology in DSO 2007 classification, they suggest the reaching of diagnosis
by integrating DSO 2016 molecular group and histological phenotype.

The use of molecular subtypes is suggested by taking the gene expression and
methylation profiles in direction of the developments experienced in molecular
pathology in recent years. In this respect, 4 subtypes have been determined under
the names of WNT, SHH, Group 3 and Group 4.

In this study, medulloblastoma cases between 1981-2015 at Pathology Department
of Hacettepe University Medical School have been examined. Cases that can be
reached in terms of demographic data and that include sufficient amount of tissue
in paraffin embedded blocks are included in the study.

Sections obtained from tissue indexes to be created by tissues embedded in
formalin fixed paraffin have been used for immunohistochemical protein (B-katanin,
GAB1, YAP1, Filamin A and p53 antibody panel) expression and FISH methods (N-
myc and C-myc amplification existence).

Tumors have been re-evaluated according to epidemiologic features such as age,
gender and clinical features such as recurrence and showing dissemination. At our
department, sections belonging to 218 patients with medulloblastoma diagnosis
have been re-examined according to their histomorphological features; the
relationship between molecular medulloblastoma subtypes and histopathological
phenotypes with clinical information such as survival and prognosis of patients.
Defining statistical studies for all variables have been done and the relationships
among categorized variables have been evaluated with Fischer exact and Fischer-
Freeman-Halton tests; for survival analysis Kaplan Meier survival curve has been
used.

In this study, tangible data will be reached in medulloblastoma subtypology by
combining immunohistochemical method results and histomorphological features
without needing molecular methods. This situation will provide patients in a more
aggressive group with an intense treatment protocol and prevent the unnecessary
treatment of patients in subgroups with a better prognosis.

Key words: medulloblastoma, immunohistochemistry, molecular, pediatri
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1. GiRiS

Santral sinir sistemi (SSS) embriyonel tiimorleri, tercihen cocuklari etkileyen
kot diferansiye malign tlimorleridir. Genel olarak embriyonel SSS neoplazileri
kategorisinde su timorler yer alir: Medulloblastom, santral sinir sisteminin primitif
noroektodermal timorh (PNET), Atipik Teratoid/Rabdoid Tumor (AT/RT), cok
katmanli rozet olusturan embriyonel timor ve pineoblastom. Grup olarak bu
lezyonlar hem kraniospinal radyasyon hem de kemoterapi ile agresif tedavi edilirler.
Tedaviye verilen yanit ve sagkalim farkh antiteler arasinda degismekle birlikte,
SSS’nin tiim embriyonel tiimdrleri, malign ve Diinya Saglik Orgiiti (DSO) grade IV
olarak kabul edilimektedir(1, 2).

2007 DSO SSS Timéorleri  medulloblastom  siniflamasi  temelde
histomorfolojiye dayali olarak yapilmakta olup klasik, desmoplastik/nodiler, MBEN
(ileri derecede noddlarite gosteren medulloblastom), biylik hiicreli ve anaplastik alt
tipleri mevcuttur(1).

Son zamanlarda molekiler patolojide yasanan gelismeler dogrultusunda
medulloblastom alt tiplerini molekiiler olarak siniflamak ve bu alt tipleri prognozla
ilislilendirmek mimkin olmustur. 2014 Haarlem Konsensus Toplantisi ve
Uluslararasi Medulloblastom Calisma Grubu yani sira DSO 2016 bu amacla gen
ekspresyon ve metilasyon profillerini baz alarak molekdiler alt tiplerin kullanimini
Onermistir. Bu dogrultuda WNT, SHH, Grup 3 ve Grup 4 olmak lizere 4 genetik alt
tip belirlenmistir(3-5).

Bu tezde, imminohistokimyasal yontemlerin molekiler alt tiplerin
saptanmasinda kullanilmasi ve belirlenen genetik alt tiplerin histolojik alt tiplerle

iliskisi yani sira prognozla iliskilendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Medulloblastom Genel Bilgiler
2.1.1. insidans ve epidemiyoloji

Cocuklarda meydana gelme egilimindeki medulloblastomlar, bu yas
grubunda en sik goérilen malign primer santral sistem malignitesi olup ¢ocukluk
doéneminin pilositik astrositomdan sonra en sik gorilen beyin timoériddr. Olgularin
cogu yasamin ilk 4 yilinda gorilir ve insidans geng yetiskinlik boyunca gittikge diser.
Nadiren de olsa, medulloblastomlar, yedinci on yila kadar yasli hastalarda olusabilir,
bu ylzden hasta yasl, tek basina medulloblastom tanisini ekarte ettirmez. Erkek

kadin orani 1.5:1 civarindadir. (1, 3, 6)

M Glial timorler

H Medulloblastom
mAT/RT

W PNET

H diger embriyonel tm
1% g V%

m glial ve embriyonel disi
timorler

Sekil 1: CBTRUS (2009-2013) verilerine gore ¢ocukluk donemi beyin timorlerinin

dagihmi (7) no’lu referanstan revize edilmistir.

2.1.2. Klinik bulgular
Medulloblastomlar, 6zellikle ependimomlar gibi, diger posterior fossa

kitlelerine benzer klinik 6ykliye sahiptir. Bebeklerde, tam kapanmamis kranial



suturler nedeniyle artmis kafa ici basinci kafa g¢evresinde genislemeye neden
olabilirken, biraz daha blyilik ¢ocuklarda, artmis intrakranial basing ve hidrosefali,
genellikle bas agrisi, bulanti/kusma, bas donmesi ve ataksi ile kendini belli eder(1, 8,

9)
2.1.3. Radyolojik bulgular

Tanim olarak, medulloblastomlar posterior fossada yerlesir. Olgularin ¢ogu,
serebellum orta hatti veya vermisten kaynaklanir ve bazen dordiinci ventrikdl icine
uzanarak BOS akisina engel olur. ileri derecede nodilarite gdsteren
medulloblastomlarda histolojik nodiler paternin yansimasi olan “Gzim benzeri”
nodularite ¢ok tipiktir. Erken c¢ocukluk doéneminde nodiler /desmoplastik
medulloblastom, Gorlin sendromunun varhgini distindirmektedir. Goriintilemede,
medulloblastomlar, parlak bazen heterojen kontrast tutan, kesintili sinirhlik
gosteren solid kitle olma egilimindedir. Subaraknoid mesafeye uzak ekilim,
norogorintilemede tespit edilebilir ve sagkalim oranlarinda azalma ile iliskilidir.
Yaygin veya cografik nekroz, radyolojik incelemede nadirdir ve genellikle AT/RT igin
klinik siphe uyandirmaktadir. Son zamanlarda gindeme gelen medulloblastom
molekiler siniflamasi, radyolojik korelasyona dair yeni bilgilerin de glindeme
gelmesine sebep olmustur. Bu ¢alismalardan bir kismina gore; WNT aktif timoérler
genellikle serebellar pedinkiil ve serebellopontin sisterna; SHH aktif timorler
serebellar hemisfer; grup 3 ve grup 4 timorler ise ortahat yerlesimli olma

egilimindedir(1, 10, 11).
2.1.4. Histogenez

Medulloblastomlar dordiincii ventrikll ¢atisindaki pirimitif néroektoderm
remnatlarindan koken alan bir timor olarak kabul edilmekte olup halen
medulloblastomlarin histogenezi net aciklanamamistir. Bilindigi lizere serebellum
gelisiminde, dista ventrikiiler zon, icte ise serebellar eksternal graniler tabaka yer
almaktadir. Hipotezlerden ilkine gore medulloblastomlar serebellumun eksternal

graniler tabakasindan koken almaktadir. Bu tabakadaki prekiirsér noronlarin



kontroliinde SHH’un yer almasi, ve bu yolaga ait reseptorlerden biri olan PTCH
mutasyonunun sporadik medulloblastomlarda kesfedilmesi bu hipotezin bir kaniti
olarak sunulmaktadir (12). Bir diger hipoteze gore ise medulloblastomlar birden
fazla hiicre orjinine sahiptir. Bu timodrler embriyonel hiicrelerden veya gelisimin en
erken safhasindaki immatiir hiicrelerden kaynaklandigi distiniilse de aslinda hiicre
kokeni, alt gruba bagh olarak degisiklik gostermektedir (13). WNT aktive
medulloblastomlarin kékeni olan hicrelerin alt rombik dudaktan kéken alan dorsal
beyin sapi hiicreleri oldugu kabul edilmektedir. (14) . SHH aktive medulloblastomlar
ise internal graniler tabakaya go¢ etmeyen persistant eksternal graniler tabaka
hiicrelerinden koken almaktadir (12). Grup 3 ve grup 4 medulloblastomlar ise arka
beyin veya beyin sapindaki néral kék hiicrelerinden kéken almaktadir.

Yanisira bu tdmorlerin olusumunda N-myc, C-myc veya ERBB2 gibi
onkogenlerin rol aldigi ve genellikle kotli prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir

(13).
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Sekil 2: Medulloblastomlarin hiicre orijinleri (13) no’lu referanstan aynen alinmistir
(WNT aktive medulloblastomlar alt rombik dudaktan kéken alan dorsal beyin sapi
hicrelerinden, SHH aktive medulloblastomlar persistant eksternal graniler tabaka
hicrelerinden, Grup 3 ve grup 4 medulloblastomlar ise arka beyin veya beyin

sapindaki noral kdk hiicrelerinden kdken almaktadir).



2.1.5. Genetik Yatkinhk

Medulloblastomlarin etiyolojisinde halen aydinlatilamamis pek c¢ok nokta
vardir. Ancak bir grup medulloblastomun bazi genetik sendromlarla birlikte
olabildiginin goriilmesi altta yatan mutasyonlarin da tanimlanmasi agisindan yararli
olmustur. Medulloblastom ile birlikte en fazla gériilen sendromlar Gorlin ve Turcot
sendromudur.

Gorlin ya da diger adiyla bazal hicreli nevis sendromu, PTCH timor
supresyon geninde germline mutasyon sonucu goérilen nadir bir otozomal dominant
hastaliktir.  PTCH geni, SHH vyolaginda goérevli bir transmembran proteinin
kodlanmasindan sorumludur. Gorlin sendromlu hastalar blylk viicut boyutuna
sahip, iskelet anomalileri gosteren, bazal hiicreli karsinom ve medulloblastomlarin
artmig insidansinin izlendigi bir hastalik grubudur. Bu hastalarin yaklasik %3-5’inde,
genellikle yasamin ilk 2 yili icinde, 6zellikle SHH yolaginin aktif olmasi sebebiyle
desmoplastik/noduler tip medulloblastomlar gelisir. (15)

Turcot sendromu ya da diger adiyla beyin timoérl polipozis sendromu ise
birden ¢ok timoriin bir arada gorilebildigi otozomal dominant nadir bir hastaliktir.
Sendromun bir kolunda DNA tamir (mishmatch repair) genlerindeki mutasyonlar
sebebiyle Lynch sendromuna yatkinlik ve malign gliomlar gorilmektedir. Diger
kolunda ise APC gen mutasyonuna bagli olarak ailesel adenomatoz polipozis (FAP)
sendromuna vyatkinlik ve medulloblastom birlikteligi izlenmektedir(1). APC gen
mutasyonu bu sendromun karakteristik 6zelligidir. APC; Wnt sinyal yolaginda goreuvli
bir gendir ve B-kateninin fosforilasyonunda goérevlidir. (15)

Medulloblastomlarin eslik ettigi bir diger sendrom ise Li-Fraumeni
sendromudur. Tp53 timor supresér genindeki mutasyon sonucu izlenen bu
sendromda sarkomlar, 16semi, premenopozal meme kanseri, beyin tliimorleri ve
adrenokortikal karsinomlar icin artmis risk mevcuttur. Tp53 mutasyonu sporadik
medulloblastomlarda daha nadir oranda bildirilmistir (16, 17).

Genis basparmak, mental retardasyon gibi bozukluklar ile karakterize nadir
bir otozomal dominant sendrom olan Rubinstein-Taybi sendromu da

medulloblastom ile iliskili bulunmustur(1, 9).



Son yillarda OTX2 genindeki kazanilmis kopya sayisininin medulloblastom
olgularinin yaklasik %10’unda gorilebildigine dair yeni bilgiler de mevcuttur. Bu
mutasyonlarin 6zellikle grup 3 ve grup 4 timorlerde saptanmis olmasi non-
WNT/non-SHH grubundaki tiimorler igin potansiyel hedefe yonelik tedavi

secenekleri umudu dogurmustur(18).

2.2. Medulloblastomlarin Histopatolojik Siniflamasi

Geleneksel olarak medulloblastomlar histopatolojik alt tiplere ayrilarak
siniflandiriimaktadir.  Histolojik alt tiplerin prognozla iliskilendirilebilmeleri
nedeniyle patoloji raporlarinda yer almasi énemsenmektedir(3, 19). Bu dogrultuda
medulloblastomlar; klasik, desmoplastik/noduler, ileri derecede noduler farkhilasma

gosteren ve anaplastik/blylk hiicreli olmak tzere dort alt tipe ayrilmistir(1, 3, 20).

2.2.1. Klasik Medulloblastom

Klasik medulloblastom histolojik gortinimu, “kliclik mavi hicreli timor”lere
0zgl dar sitoplazmali monoton, az diferansiye hiicre tabakalarindan olusur.
Tabakalar halinde biiyiimeye ek olarak palizatlanma, belirgin rozetler ve
perivaskiler aseliler alanlar gibi diger paternler de goriilebilir. Neoplazmi olusturan
hiicreler, serebellar graniler néronlar ve bunlarin fetlis ve bebeklerdeki dnciilleri
olan dis serebellar graniler tabaka hiicreleri ile benzer 06zellikleri paylasirlar.
Olgularin yarisindan azinda bulunan fibriller veya néroblastik rozetler (Homer
Wright), medulloblastoma 06zgli degildir, bu nedenle de gerekli bir tani kriteri
sayllmaz. Ancak bunlarin varligi immatilr noronal farklilasma gosteren bir lezyonu
destekler. Mitoz ve genellikle timor kitlesinin sadece kiglik bir kismini icermesine
ragmen nekroz siktir. Timor gekirdekleri, tipik olarak hiperkromatiktir ve sekilleri
yuvarlak-dizenliden koseliye dek degisir, yer yer nikleer kaliplanma (“molding”)
gosterir. Nukleol genellikle farkedilmez. Bu hiicreler ¢cogu kez leptomeninkslerin
altinda serebellum ylizeyi ve penetran damarlarin perivaskiler bosluklari boyunca

parankim icine uzanmaktadir. Bazen, timor hicreleri ependimomlarda gorilen



perivaskiler psodorozet benzeri yapilar olusturarak, kan damarlarinin etrafinda
dizilenebilirler.

Medulloblastomlarda mezenkimal diferansiasyonun, kikirdak, kas, adip6z ve
melanositik dahil olmak tizere cesitli tirleri bildirilmistir. 2007 DSO siniflamasinda
ayri bir patern olarak siniflandirilmis olsa da myojenik farklilasma gosteren
medulloblastom higbir prognostik veya tedaviye yonelik 6neme sahip degildir.
Benzer sekilde melanositik farklilasma gosteren medulloblastom ayirt edici klinik
davranisi olmayan nadir morfolojik bir varyant olarak kabul edilir.

Bazen, dnceden tedavi edilmis medulloblastom hastasindan alinan biyopside
kiicik mavi hiicrelerden daha biylk, olgun ganglion hiicrelerine neredeyse tam
gecis gorilebilir. Bu durum, radyasyon ve kemoterapi ile tetiklenen rezidiel
medulloblastom hicrelerinin olgunlasmasini temsil etmektedir. Bu lezyonlarin
proliferatif hizi ¢cok duslktiir ve daha tipik timor elemanlari eslik etmedigi stirece
rezidiiel medulloblastom olarak rapor edilmemelidir. Bu gibi durumlarda, yiksek
farklilasma derecesini ve distk proliferasyon hizini agiklayan bir yorum egsliginde “

atipik ganglion hiicre lezyonu” makul bir tanidir. Bu degisikligin uzun dénem klinik

onemi su anda bilinmemektedir(2, 9, 10).

Resim 1: Klasik medulloblastom (kiiglik blylitme) ve Homer Wright rozetleri.

2.2.2. Desmoplastik/nodiler medulloblastom

Kavramsal olarak bu patern artmis noéronal farklilasma odaklari igeren

medulloblastomu temsil eder. Prototip tiimor, fibriler néropil zeminde seyrek timor



hicreleri igeren sinirli, yuvarlak, retikilinden fakir nodiller ve bunlari ayiran
retikilinden zengin arka plan i¢cinde yogun timor hiicre dizilerinden olusur. Soluk
nodiller artmis sinaptofizin ve norofilaman ekspresyonu, daha dizglin nikleer
Ozellikler ve azalmis proliferasyon gostermektedir. Nodiiller icinde olgunlasan veya
olgun ganglion hucreleri bulunabilir. Bunun aksine, internodiler doku daha az
farklilasmis, daha pleomorfik ve daha proliferatiftir. Bazen nodiller kolayca
farkedilirler, ancak kiclik blyltmede internodiler dokunun icine kaynasmis
olabilirler. Nodiller nadiren o kadar barizdir ki neredeyse internodiler doku
olmaksizin birbirine bitisik gortnirler. Bu patern lezyonun tamamini olusturdugu
zaman, DSO 2007 siniflamasina gére yaygin nodilarite gésteren medulloblastom
olarak kategorize edilebilir. Desmoplazi bazen, iginde hapsolmus timor hiicreleri
bulunduran yogun kollajen odaklar olarak gorilmektedir. Bu ozellik, tek basina

nodiler/desmoplastik patern teskil etmez ve klasik veya nodiler/desmoplastik

patern kapsaminda meydana gelebilir(6).

Resim 2: Desmoplastik/nodiler medulloblastom ve retikllin boyasinda tipik

retiklinden fakir nodiller ve internodiler desmoplazi
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2.2.3. ileri derecede nodiiler farklilasma gésteren medulloblastom

Genellikle yenidogan ve gen¢ cocukluk déneminde izlenen bu patern
desmoplastik/nodiiler tip medulloblastom ile histopatolojik ve genetik olarak biyuk
oranda benzerlikler gostermektedir. Noropil zeminde ndrositik ve ganglion
hiicrelerinin olusturdugu retikiilinden fakir genis nodiller ve onlari saran
desmoplastik matriks icindeki az diferansiye timor hiicrelerinden olusmaktadir. Bu
timorlerde de desmoplastik/nodiler tip timorler gibi Gorlin sendromu ile birliktelik
bildirilmistir. Serebrospinal sivi yoluyla lokal relaps ve metastaz yapmasina karsin iyi
prognoza sahiptirler. Kontrast verilmis T1 agirhkli imajlarda “lzim benzeri”

gorinim bu timorlerin radyolojik gorinimleri igin tipik bir bulgudur(1).

Lin 5" G
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o

Resim 3: ileri derecede nodiiler farklilasma gdsteren medulloblastom ve

retikllinden fakir genis noddiller
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2.2.4. Buyiik Hiicreli / Anaplastik medulloblastom

Bu lezyonlar, yiiksek derecede sitolojik atipi ve daha biiylk hiicre boyutu ile
klasik medulloblastomdan farklidir. Anaplastik terimi genis, pleomorfik ve
hiperkromatik c¢ekirdeklerin mozaik benzeri bir paternde yan yana geldigi
durumlarda kullanilir. Buna karsilik, biiyik hicrelerin agik veya vezikiler kromatinli,
belirgin nikleolll, daha yuvarlak nikleuslari ve ince bordiir seklinde eozinofilik
sitoplazmalari vardir.

Her iki paternde de, artmis mitoz, sik apoptotik debri ve hiicrelerin birbirini
sardig1 (“cell wrapping”) gorilir. 2007 DSO siniflamasinda, bu ikisi ayri paternler
olarak kabul edilse de biyilik hicreli ve anaplastik medulloblastomun, artmis
metastaz egilimi ve tedaviye daha az elverisli olmalari nedeniyle benzer agresif

fenotipleri temsil ettikleri disinllmektedir. Piar blyuk hicreli medulloblastom

olduke¢a nadir olup siklikla anaplastik alanlar eslik etmektedir(1).

Resim 4: Anaplastik/buyuk hicreli medulloblastom, belirgin pleomorfizm ve “cell

wrapping” gosteren hiicreler
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2.3. Medulloblastomlarin Molekiiler siniflamasi

Son zamanlarda molekiiler patolojide yasanan gelismeler dogrultusunda
medulloblastomlar molekiler olarak alt tiplere ayrilmis ve bu alt tipler prognozla
iliskilendirilmistir. DSO 2016 bu amacla gen ekspresyon ve metilasyon profillerini
baz alarak molekiiler alt tiplerin kullanimini 6nermistir. Bu dogrultuda WNT, Shh,

Grup 3 ve Grup 4 olmak Ulzere 4 alt tip belirlenmistir(1, 3).
2.3.1. WNT yolagi aktif medulloblastom

WNT; gen ekspresyonu ve hiicreler arasi iletisimi koordine eden, embriyonik
gelisimde rol alan bir proteindir. WNT sinyalleri hiicre diferansiasyonu ve mitojenik
stimiilasyonu diizenler. insanda 19 tane WNT geni tanimlanmistir. WNT geninin
kullandigi 2 tip yolak vardir; birincisi “canonical” (dogal) yolaktir ki tiimorogenezde
bu yolak 6nemli olup B-katenin Gzerinden gen transkripsiyonu kontrol edilmektedir.
Diger “non-canonical” (dogal olmayan) yolak ise intraselller kalsiyum salinimini
dizenlemektedir. WNT yolagi ayrica siklinD1, C-myc gibi bazi proteinlerin de
transkripsiyonunu dizenler. WNT proteinleri transmembran aile Uyesi olan Frizzied
genine baglanir, LDL reseptor iliskili proteinle birlikte trimerik membran kompleksi
olusur ve interseliiler sinyal Uretimi baslar. Bu kompleks normalda B-katenin
degredasyon kompleksine baglanir ve B-katenini fosforile hale getirir. Eger
degradasyon ve fosforilasyon basarili olmazsa pB-katenin hiicre niikleusunda
birikmeye baslar (bknz: Sekil 3). Bu durum bazi genlerin (c-myc, siklin D1 gibi)
transkripsiyonunu tetiklenir ve sirec timor olusumu ile sonlanir. APC gen kaybi da
WNT yolagindaki stireglerin bir parcasi oldugu icin FAP ve Turcot sendromlarindaki
medulloblastom  olusma  sebebi bu yolla agiklanmaktadir.  Sporadik
medulloblastomlarda izlenen B-katenin somatik mutasyonlari (CTNNB1) da yine bu

yolagi kullanan tiimorlerde izlenen esas problemdir(21, 22).
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Sekil 3: WNT vyolag ve B-katenin degradasyonu (23) no’lu referanstan aynen

alinmistir

WNT vyolagl aktif timorler tim medullolastomlarin %10-14’Un0
olusturmaktadir(4, 22). Bu tiimorler dorsal beyin sapindaki progenitér hiicrelerden
koken almaktadir. Genellikle serebellar pedinkiil ve serebellopontin yerlesimlidir.
Bu grupta siklikla klasik histoloji, daha az oranda ise anaplastik/buytk htcreli

morfolojideki timorler izlenmektedir.

Kromozom 6 kaybi, CTNNB1 (B-katenin) somatik mutasyonu yanisira daha az
oranda Axin, APC, Tp53, SMARCA4 ve DDX3X mutasyonlari izlenebilir. Kromozom 6
kaybi yada CTNNB1 mutasyonu WNT vyolagindaki timorlerin %85’inde
immunohistokimyasal veya gen ekspresyon profili ile saptanabilir.
immiinohistokimyasal olarak B-katenin mutasyonu niikleer pozitiflik ile
saptanmakta olup nikleer pozitifligin %5-10 hicreden fazla olmasi gerektigini

savunan yayinlar bulunmaktadir(21, 24).

WNT vyolagi aktif timorler iyi prognoza sahiptir (1, 20, 22, 25, 26). Cerrahi ve
adjuvan tedavi sonrasi %100’e varan genel sagkalim mumkiindir. SHH grubunun

aksine Tp53 mutasyonunun da direk prognoza yansimasi bildirilmemistir(1).
2.3.2. SHH yolagi aktif medulloblastom

Hh (hedgehog) geni 7. Kromozomun uzun kolunda yerlesen, notokord ve

néral tiip olusumundan sorumlu bir gendir. ilk olarak drosofilia’larin mutant
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formdaki larvalarinda  vicut ve organ dismorfizmi ile iliskili  bulunmustur.
Vertebralilarda Desert Hh, Indian Hh ve Sonic Hh olmak Uzere 3 homolog gen
tariflenmistir. SHH geni hicre biylmesi, hlicre diferansiasyonu ve beyin, spinal
kord, goz, ekstremitelerin normal sekillenmesinde 6nemli role sahiptir. Genin

islevindeki kusurlar holoprosensefali ve mikroftalmi gibi hastaliklara yol agmaktadir.

Hh geni yanisira bu yolakta SUFU, Gli3, SMO ve PTCH gibi gen mutasyonlari

da SHH yolagini aktive eden mutasyonlardir (20).
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Sekil 4: SHH yolagi (27) no’lu kaynaktan aynen alinmistir. SHH geni yani sira PTCH,
SMO, SUFU, Gli3 genlerindeki mutasyonlar hem Gorlin sendromlu hastalarda hem

de sporadik medulloblastomlarda SHH yolagini aktive eden mutasyonlardir.

SHH aktive timorler tim medulloblastomlarin %30’unu olusturmaktadir.
Serebellar graniil ndron hiicrelerinden gelismektedir. Genelikle serebellar vermis ve
hemisfer yerlesimlidirler. Bu grup tiimorler prognostik agidan belirgin farkhlik
gostermesi sebebiyle Tp53 mutasyonu varligina gore “p53 mutant” ve “p53 mutant
olmayan - wild tip” olarak iki ana gruba ayrilmaktadir (1, 28). Her yas grubunda
izlenmekle birlikte p53 mutant olan grup cocuklarda; mutant olmayan grup infant

ve eriskinlerde daha siktir.
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p53 mutant grupta klasik, buylk hicreli/anaplastik ve desmoplastik/noduler

morfoloji izlenebilmekte olup siklikla buyuk hiicreli/anaplastik morfoloji hakimdir.

p53 “wild tip” olan grupta ise klasik, bulylk hicreli/anaplastik,
desmoplastik/nodiler vyanisira ileri derecede nodilarite gosteren morfoloji
izlenebilmekte olup sikhkla desmoplastik/nodiiler ve ileri derecede nodilarite

gosteren morfoloji hakimdir.

Tp53 mutasyonu gorilen grup SHH yolagini kullanan medulloblastomlarin
%20’sini olusturmakta ve bir kismi Li-Fraumeni sendromu ile iliski gostermektedir.
Bu hastalarda p53 yani sira GLi2, MYCN, SHH mutasyonlari ve kromozom 17q kaybi
da sik gorilmektedir. Bu timorler daha ylksek SSS yayilimi ve metastaz riski

tasidiklarindan dolayi kéti prognozla iliskilendirilmistir.

p53 mutant olmayan grupta ise PTCH1, SUFU, SMO ve TERT mutasyonlari

izlenmektedir. Bu grup timoérler Gorlin sendromu ile de iliskilendirilmistir(20, 22).

Son zamanlarda glndeme gelen molekiler siniflandirmayr hedefleyen
immunohistokimyasal calismalardan bazilari GAB1, YAP1 ve filamin A panelinin
kullanimini 6nermektedir. Bu antikorlardan GAB1, SHH aktivasyonunu veya PTCH1
mutasyonu gosterirken; YAP1 ve/veya Filamin A, SHH veya WNT yolagini

gostermektedir.
2.3.3. WNT/SHH yolagi aktif olmayan grup 3 medulloblastom

Bu timérler tim medulloblastomlarin %20’sini olusturmaktadir. Ozellikle
infant ve cocuklarda izlenir. Genellikle ortahat yerlesimli timorlerdir. Cogunlukla
klasik histolojik morfoloji hakim olsa da non-WNT/non-SHH tiimérler icinde buyuk
hicreli/ anaplastik morfolojinin daha sik izlendigi tumorler grup 3’tir. Bu
timorlerde GAB1, YAP1, Filamin A ve B-katenin negatiftir. Grup 3 timorlerin %25’
C-myc amplifikasyonu gosterirler. Grup 3 timorler genellikle kotlu prognoz ile

iliskilendirilmistir(4, 29, 30).
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2.3.4. WNT/SHH yolag aktif olmayan grup 4 medulloblastom

Bu grup timorler tim medulloblastomlarin %40’ini olusturmaktadir. 5-15
yas arasi cocukluk donemi en sik izlendigi donemdir. Grup 3 tiimorler gibi bu grup
timorlerde genellikle ortahat yerlesimlidir. Klasik histolojik tip nadiren de bulylk
hicreli/anaplastik morfoloji sergilerler. En sik KDM6A mutasyonu izlenmekte olup
daha nadiren de SNCAIP, MYCN, CDK6, KMT2C, ZMYM3 mutasyonlari
izlenmektedir(4, 29, 30). Tipki grup 3 timorler gibi GAB1, YAP1, Filamin A ve B-

katenin negatiftir.
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Sekil 5: Medulloblastom molekiler subgruplarin yasa bagh dagilimi(31) no’lu

kaynaktan aynen alinmistir.
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2.4. immunohistokimyasal ve molekiiler belirtegler
2.4.1. Tanisal belirtegler

Medulloblastomlar aslinda néronal farkhlasma gosteren tlimorlerdir fakat
noron disi protein ekspresyonu da gosterebilirler. Sinaptofizin, néropil benzeri
fibriler alanlari boyamasi yanisira 6zellikle desmoplastik/nodiler medulloblastom ve
ileri derecede nodiler farkhlasma gosteren medulloblastomda nodiilleri
belirginlestirmektedir. NeuN, NSE, NCAM, MAP2'de sinaptofizin gibi norositik
farklilasmanin bir belirteci olarak kullanilmaktadir. GFAP pozitifligi 6zellikle klasik
medulloblastomlarin = %10’una yakin izlenmekle birlikte genelllikle reaktif
astrositlerde boyanmaktadir. Ozellikle kiiciik hiicreli astrositik tiimérlerle ayirici
taninin yapildigi olgularda GFAP pozitifligi agisindan dikkatli olunmalidir. Kiglik
hiicreli astrositik timorlerde GFAP pozitifligi hem daha yaygin olmakta hem de
OLiG2 ekspresyonu ile birlikte izlenmektedir (1, 9, 10).

Desmoplastik/nodiler medulloblastomlarda ve ileri derecede nodiler
farklilasma gosteren medulloblastomlarda nodil periferlerinde yiksek Ki-67
proliferasyonu ve retikiilin boyamasinda belirgin retikiilogenez izlenirken nodiil
iclerinde hem retikilogenez izlenmez hem de Ki-67 proliferasyonu oldukga
disiiktir. Ozellikle bu iki tip genetik olarak yeni tanimlanan SHH yolag aktive
timorler grubunda izlenmekte olup Tp53 mutasyonu acisindan da incelenmelidir.
Tp53 mutasyonu gosteren tiimorler genellikle daha agresif gidis veya Li-Fraumeni
sendromu ile birliktelik gdstermesi agisindan belirtilmelidir(1).

Son yillarda genetik ve molekiiler siniflandirmanin hayatimiza girmesiyle
populerligi artan baska immuinohistokimyasal yontemler mevcuttur. Bunlardan ilki
B-katenin olup bu belirtecin niikleer pozitifligi WNT yolagi aktif medulloblastomlar
icin karakteristiktir. Bu pozitifligin %5 veya %10 timor hiicresinden daha fazlasinda
olmasi bu yolagi géstermede anlamli bulunmustur(21, 24). GAB1 boyamasi ise SHH
yolagini kullanan medulloblastomlarda izlenmektedir. YAP1 ve Filamin A pozitifligi
WNT veya SHH yolagini kullanan medulloblastomlari géstermektedir ki negatifligi bu
yolaklar disindaki grup 3 ve 4 timorler icin tipiktir(4, 14, 20, 22, 24, 32).
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2.4.2. Molekiiler alt tiplendirmede onerilen belirtegler
2.4.2.1. B-katenin (CTNNB1)

B-katenin; CTNNB1 geninde (retilen, kadherin-katenin kompleksleri
aracihgiyla hicre adezyonunda gorevli bir proteindir. Ayni zamanda WNT sinyal
yolaginda transkripsiyonel bir reglilatuar protein olarak gorev yapmaktadir.
Normalde fosforile halde bulunan pB-katenin eger fosforile olamazsa, bu
deregilasyon pek c¢ok malignite olusumunda o6nemli rol oynar. pB-katenin
sinyallerinin deregilile olmasi basta kolon kanseri olmak Uzere medulloblastom,
melanom, hepatoseliler karsinom, over ve endometrium kanserleri,
pilomatriksoma ve prostat kanseri gibi pek cok kanserin olusumundan sorumlu
tutulmustur. B-katenin sinyallerinin deregililasyonu B-katenin ile etkilesimde olan
Axin, APC, GSK3-beta, T-cell faktoér, C-myc, LEF (lenfoid enhancer factor), e-kadherin

ve siklin D1 gibi molekiller araciligi ile de timor olusumuna yol agabilir.

B-katenin hem niikleer hem de sitoplazmik eksprese edilebilir. Sitoplazmik -
katenin inaktiftir ve APC, GSK-3B ve Aksin’i iceren multimerik protein kompleksi ile
dizenlenmektedir (bknz: sekil 6). B-katenin bu inaktive fazda GSK-3( tarafindan
fosforile hale gelerek ubikuitin-protezom yolagina gecer. Bu degredasyon ve
fosforilasyon basarili olamazsa o durumda B-katenin hiicre niikleusunda birikmeye
ve T-hicre faktortu (TCF) ve LEF (“lymphoid enhancer factor”) gibi transkripsiyon
faktorlerine ko-aktivator olarak davranmaya baslar ki bu silire¢ hiicre siklus
progresyonunu ve apoptozisi olumsuz etkiler. iste bu nedenle niikleer B-katenin
pozitifligi WNT sinyal yolagi aktivasyonunun bir belirteci olarak kullanilmaktadir(33-
35).
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Sekil 6: WNT yolagi ve timorigenezis (36) no’lu kaynaktan aynen alinmistir.
2.4.2.2. YAP1 (Yes associated protein 1)

YAP1 geni tarafindan Uretilen 65 kDA agirhginda bir proteindir. Bu gen
gelisme, bliylime, onarim ve homeostazda gorev alan Hippo sinyal yolaginin
dizenlenmesinde gorevlidir. Bu genin, bu sinyal yolaginin bir transkripsiyonel
diizenleyicisi olarak birden fazla kanser gelisiminde ve ilerlemesinde roli oldugu

bilinmektedir ve kanser tedavisi icin potansiyel bir hedef gorevi gorebilmektedir.

YAP1'in diizenlenmesi, medulloblastomlarin bir alt kiimesinde, 6zellikle SHH
ve WNT yolaklari tarafindan dizenlenen medulloblastomlarda gosterilmistir. YAP1
ayni zamanda medulloblastomlarin alt tipi icin koken olarak goésterilen serebellar

granll néron prekirsorlerinde de diizenlenmektedir (37, 38).
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Sekil 7: YAP1 ve Hippo yolagi; YAP1'in hiicre nikleusunda bir grup molekil igin
transkripsiyon ko-aktivatori olarak rol oynadigi gérilmekte (39) no’lu kaynaktan

aynen alinmistir.

2.4.2.3. GAB1 (GRB2 associated-binding protein 1)

GAB1 geni tarafindan Uretilen bu protein dallanma tiibilogenezinde 6nemli

bir mediatordir ve hiicresel blylime, transformasyon ve apoptozda rol
oynamaktadir. GAB1 ekspresyonu hiicresel biylime ve transformasyonu arttirir.
GAB1 ayni zamanda reseptor tirozin kinaz aktivasyonuna cevap olarak PI3 kinaz ve
diger efektor proteinleri isgal eder. GAB1 proteinin medulloblastomlarin bir
kisminda eksprese edildigi bilinmektedir. Bu grup timérler SHH grubu olarak ele

alinmaktadir(40).

2.4.2.4. Filamin A

Filamin A, FLNA geni tarafindan kodlanan 280 kDA agirliginda bir proteindir.
Hiicre iskeletinin yenilenmesi, hiicre sekli ve goc¢lin modiilasyonunda merkezi bir
noktadir. Filamin A'nin upregllasyonu veya asiri ekspresyonu, medulloblastomlarin
da icinde bulundugu cesitli kanser tiplerinde gozlemlenmistir. (32, 41) Gunlik pratik
kullanimda YAP1 ile kombine kullanilmasi WNT veya SHH aktive bir alt tipi isaret
etmektedir (24).
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2.4.2.5.Tp53

Tp53 geni bir timor baskilayici gendir, yani aktivitesi timor olusumunu
durdurur. Bir kisi Tp53 geninin yalnizca bir islevsel kopyasini ebeveynden devralirsa,
kansere yatkin olur ve genellikle yetiskinlik doneminde cesitli dokularda birkag
bagimsiz timor gelisir. Bu durum nadirdir ve Li-Fraumeni sendromu olarak bilinir.
Tp53'teki mutasyonlarin p53 proteinin kompleks molekiler olaylar silsilesine katkida
bulunarak tiimor olusumuna neden olmasidir. Hiicrede, p53 proteini DNA'yi baglar
ve bu da, bir hiicre béliinmesini uyaran protein (cdk2) ile etkilesime giren p21 adli
bir protein Uretmek Uzere baska bir geni uyarir. P21, cdk2 ile kompleks hale
getirildiginde hicre bir sonraki hiicre bolinmesine gecemez. Mutant p53 artik
DNA'y1 etkili bir sekilde baglayamaz ve sonug olarak p21 proteini, hiicre béliinmesi
icin 'durdurma sinyali' olarak gorev yapamaz. Boylece hiicreler kontrolsiiz olarak
béliiniir ve timérler olustururlar. immiinohistokimyasal olarak ekspresyonu, Tp53
mutasyonunu iki farkli bicimde gosterebilir. Daha sik goriilen patern, hicrelerin
%60’Indan fazlasinda diffliz kuvvetli nikleer boyanma seklindedir. Bu patern
missense mutasyonu gosterir. Nonsense mutasyonu gosteren, tamamen boyanma
yoklugu seklinde izlenen diger paternde p53 proteini tam olusamaz.
immunohistokimyasal olarak p53 antikoru ile %60’dan fazla hiicrede niikleer
pozitiflik gosteren olgular sekans analizlerinde %95’lere varan oranda Tp53

mutasyonu ile koreledir(42).

Sporadik medulloblastomlarin yaklasik %10’unda Tp53 timor baskilayici
gende mutasyon gorildigi rapor edilmistir (4, 43). Tp53 mutasyonu WNT aktif
timorlerin aksine 6zellikle SHH aktif medulloblastomlar icin koétl prognoza isaret

etmektedir (20, 22, 28).
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2.4.3. Molekiiler alt tiplendirmede onerilen diger ¢galismalar

2.4.3.1. N-myc

N-myc proteinini kodlayan MYCN geni, gelismekte olan beyinde yliksek
ekspresyona sahip ve normal eriskin dokularda ise 6nemsiz ekspresyona sahip bir
proto-onkogendir. Gen amplifikasyonu noéroblastom olgularinin  %25’inde
izlenmekte olup ayni zamanda medulloblastomlarin %5’inde, glioblastomlarin %
5’inde, alveoler rabdomiyosarkomlarin %25’inde, kucuk hicreli akciger
kanserlerinin %15-20’sinde, noroendokrin prostat kanserilerinin %40’ inda ve
prostat adenokarsinomlarinin %5’inde izlenebilmektedir. N-myc amplifikasyonlari
agresif hastalik ve/veya kotu prognoz ile iliskilidir. Varligini saptamak hastalari
agresif tedavi icin kategorize etmek adina yararli olabilir. Bu anlamda ¢ok sayida

tedavi modalitesi gelistiriime agsamasindadir(44).

N-myc; metastaz, hayatta kalma, proliferasyon, rejenerasyon ve anjiogenez
ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive edebildigi gibi, farklilasma, hicre siklus
arresti yanisira metastaz ve anjiogenezi antagonize eden genlerin ekspresyonunu

baskilayabilir.
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Sekil 8: N-myc pek cok malignite olusumunda ve hiicre siklus devamhliginda rolii

olan bir proto-onkogen.(44) no’lu kaynaktan aynen alinmistir.

N-myc insan noroblastomunda ilk kez tanimlandiginda V-myc ile homolog
fakat C-myc ile farkli bir amplifiye gen olarak tanimlanmistir. Yapisal olarak her
ikisini de kodlayan gen bdlgeleri benzer olsa da vicutta aktif olarak bulunduklari
asama ve yerlesim yerinde farkhliklar anlasiimistir. Biyolojik olarak C-myc, N-myc
gibi sican embriyo fibroblastlarinda transformasyonu tesvik etmekte ve hiicre
dongisinin ilerlemesini indliklemektedir. C-myc veya N-myc fare embriyonik kok
hiicrelerinden farkli zamanlarda cikarildiklarinda, farelerin yine de normal morfoloji
gostermeleri C-myc ve N-myc'nin  muhtemelen birbirlerini telafi ettigini

desteklemistir(44).

N-myc ekspresyonu doku spesifiktir ve embriyonun erken gelisim evreleri
sirasinda bulunurken, C-myc ekspresyonu daha geneldir. N-myc ve C-myc igin

farkhlik gosteren baska bir yapi ise serebellumdur. Sinir kdki ve progenitor
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hicrelerde N-myc'nin kasith olarak silinmesi serebellar grandl sinir éncillerinin
¢cogalmasini belirgin sekilde azaltmistir. Bununla birlikte, bu etki C-myc'nin
silinmesiyle gorilmemistir. Bu farkhlik SHH aktive gruptaki medulloblastomlarda N-

myc amplifikasyonunu agiklamaktadir(44, 45).

N-myc amplifikasyonu SHH grubu medulloblastomlar yanisira grup 4

medulloblastomlarda izlenmektedir(4).
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Sekil 9: N-myc sikhkla noral dokularda eksprese edilirken C-myc’nin diger dokularda

da eksprese oldugu gorilmekte. N-myc yetiskin donemde neredeyse hic eksprese
edilmezken, C-myc 6zellikle timus, dalak ve B hiicrelerinde ekprese edilmeye devam

etmekte(44). no’lu kaynaktan aynen alinmistir.

2.4.3.2. C-myc

Bu gen tarafindan kodlanan protein, hiicre doénglsi ilerlemesinde,
apoptozda ve hiicresel transformasyonda rol oynayan c¢ok islevli, nikleer bir
fosfoproteindir. Belirli hedef genlerin transkripsiyonunu dizenleyen bir
transkripsiyon faktorl olarak islev goriir. Bu genin mutasyonlari, asiri ekspresyonu,
yeniden diizenlenmesi veya translokasyonu; Burkitt lenfoma da dahil olmak Uzere

cesitli hematopoetik timorler ile iliskilendirilmistir(44).

C-myc amplifikasyonlari medulloblastomlarin %5-15’inde izlenmekte olup
grup 3 timorlerde %20’lere varan oranda saptanabilmektedir. Bunun disinda daha
az oranda WNT aktif, SHH ve grup 4 medulloblastomlarda izlenebildigi bildirilmistir
(1, 22, 46).
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2.5. Medulloblastomlarda prognostik ve prediktif faktérler

Medulloblastomlarin histopatolojik siniflandirmasi her ne kadar prognozu bir
miktar yansitsa da genetik ve molekiler siniflandirmanin prognoza etkisi giderek
artmaktadir. Spinal yayillim yani sira medulloblastomlarin %7’sinde kemik, lenf
nodu, karaciger ve akciger gibi organlara yayilim izlenmektedir. Histopatolojik tip
géz Online alindiginda 6zellikle desmoplastik/nodiler medulloblastom ve ileri
derecede nodiiler farklilasma gosteren medulloblastomlarin prognozunun diger
tiplere oranla daha iyi oldugu gorilmektedir(19). KT ve ameliyatla birlikte 6zellikle
yenidoganlarda 8 yillik izlemde progresyonsuz sag kalimin bu alt tiplerde %95’lere
vardigl dikkati ¢ekmektedir. Ancak bu tiplerin molekiler olarak iligkili bulundugu
SHH yolagi icinde degerlendirildiginde Tp53 mutasyonu gosteren olgular kéti gidis
gostermektedir. Buyuk hicreli/anaplastik medulloblastomlar ise sik metastaz ve
kotlu prognozla iliskilendirilmistir. 5 yilik sag kalim %30’lara kadar dismektedir.
Histopatolojik tipten bagimsiz olarak tani aninda metastaz bulunmasini en koti
prognostik faktor olarak gosteren yayinlar mevcuttur(29, 45, 47, 48).

Hastanin izlemi sirasinda prognozu o6ngdrmek igin kullanilan sistemlerin
basinda Pediatrik Onkoloji Grubunun yaptigi risk grup klasifikasyonu gelmektedir
(49). Bu klasifikasyona gore hastalar standart ya da yiksek risk grubuna dahil

edilerek RT ve KT planlamasi yapiimaktadir.

Standart risk Yiiksek risk
Yas >3 <3
Metastaz (M) Yok (MO) Var (M+)
Postoperatif kalinti <1,5 cm? >1,5 cm?

Tablo 1: Pediatrik Onkoloji Grubunun Yaptigi medulloblastom risk grup

klasifikasyonu

Daha onceleri timor boyutu ¢ok 6nemli bir kriterken artik prognoza etkisinin
olmadigi anlasilmis ve; yas, tani aninda metastaz durumu ve genetik 6zellikler daha
da 6nemli bir hal almistir. Bu siniflamaya gore standart risk grubuna dahil edilen

hastalar; 3 yasindan biiyik olan, metastazi bulunmayan ve postoperatif timor yiki
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1,5 cm® den dusuk olan hastalardir. Ciinkii 3 yasindan kiiciik olan hastalarda hem
timor biyolojisi daha agresiftir, hem de total rezeksiyon sansi daha azdir. Bu
hastalarda halen beyin gelisimi devam ettigi icin radyoterapi verilememesi de bu
durumun nedenlerinden biridir. 3 yasindan kiiciik olan, metastazi bulunan ve
postoperatif tumaor yikii 1,5 cm® den fazla olan hastalar ise yiksek risk grubuna
dahil edilir ve bu grupta yer alan hastalar icin daha yakin klinik izlem ve daha agresif
tedavi disiinilmelidir.(50, 51) DSO 2016 da belirtilen molekiiler alt gruplar ele
alindiginda ise WNT grubu ve yenidoganlardaki SHH aktif tiimoérler daha iyi prognoza
sahipken, grup 3 ve MYC-N amplifikasyonuna sahip hastalar daha koti prognoz
sergilemektedir. Grup 4 ve yenidoganlar disinda izlenen SHH grubu timorler orta

gidisata sahiptirler(45).
2.6. Tedavi protokolleri

Tedavide multimodal vyaklasim o©nerilmektedir. Cerrahi sonrasinda
radyoterapi ve kemoterapinin birlikte kullanimi tedavinin temelidir. Son yillarda
hedeflenmis radyoterapi ve kemoterapi ila¢ seceneklerinin artmasi daha yiz
glldiirtict sonucglar dogurmaktadir. Cocuk hastalarda tedavi eriskinlere gére daha
zor olmaktadir. Bunun esas nedenlerinden bazilari; ¢ocuklarda genellikle orta hat
yerlesimi nedeniyle sinirli cerrahi girisim, cerrahi morbidite ve mortalitenin yliksek
olmasi, radyoterapi toleransinin daha dislik olmasi ve 3 yasindan Once beyin

gelisimini olumsuz etkilememek adina radyoterapi verilmemesidir.

Tedavi modalitelerinin belirlenmesinde 1969’dan beri kullanilan Chang
evreleme sistemi esas olarak timor boyutuna gore yapilmaktaydi. Daha sonraki
yillarda kullanilan Laurent ve arkadaslarinin evreleme sistemi ise radyoloji ve
operasyon bulgularini kriter olarak almaktaydi. Ancak son vyillarda tercih edilen
pediatrik onkoloji grubunun yaptigi risk klasifikasyonu yas, operasyon sonrasi tiimor
boyutu ve metastaz durumunu 6nemsemekte olup daha glincel ve saghkli bir

yaklasim saglamaktadir(49, 52).
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Hastalar oncelikle standart ya da yliksek riskli kategorisine konur. RT ve KT
bu grup ozelliklerine gore belirlenir. Daha onceleri timoér boyutu ¢ok énemli bir
kriterken artik prognoza etkisinin olmadigi anlasiimis ve; yas, metastaz durumu ve

genetik 6zellikler 6nem kazanmistir.(50, 51, 53)

3 vyastan kicik hastalarda hem total eksizyon sansi azalir hem de beyin
gelisimini etkilememek amaciyla RT verilmez. Bu nedenle bunlarda metastaz olasiligi
daha yliksektir. TUmor biyolojisi de daha agresiftir. Operasyon sonrasi kalinti yiki

ise metastaz olmayan hastalarda bile kotli prognozla iliskilendirilmistir.

Cerrahi tedavide o©nemli olan glvenli marjinle maksimum timor
eksizyonudur. Bu hem tani dogrulamasi, hem kafa i¢i basincin azaltilmasi hem de
timor yiakinl azaltip lokal kontrol saglanmasi igin  6nemlidir. Norolojik
komplikasyonlarin kontrolliini saglamakta zorluk olabilecek durumlarda total
eksizyondan kaginilmalidir. Clinkli son dénemlerde yapilan ¢alismalarda geride kalan
timor boyutu yani sira histolojik ve molekiler alt tiplerin de prognoz ile daha yakin

iliski gosterdigi gortlmugtar. (19)

Cerrahi oOncesinde hidrosefalinin agir oldugu olgularda deksametazon

tedavisi ve ventrikiloperitoneal sant uygulanmasi dnerilir.

Radyoterapi ise 3 yastan bliylk hastalarda standart tedavi modalitesinin
icinde yer almaktadir. Medulloblastom nispeten radyosensitif tiimorler olarak kabul
edilmektedir. Glnimiizde YART (yogunluk ayarli RT) sayesinde direk tiimore
radyasyon verilirken diger normal dokular daha az etkilenir. Ancak yine de
radyoterapinin nérokognitif bozukluk, néroendokrin bozukluk ve sekonder malignite

gelisim riski ile iliskili komplikasyonlari da bildirilmistir.

Kemoterapi secenekleri arasinda en c¢ok tercih edilen ilaglar ise 6zellikle cocuk ve
infantlarda etkinligi gosterilmis karboplatin ve vinkristin yani sira lomustin (CCNU),
sisplatin ve etopozid gibi ilaclardir. Rekiirrens hastalarda tirozin kinaz inhibitorleri
bir baska secenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son dénemlerde giindeme gelen

SHH grubu hastalara verilen SMO antagonisti vismodegib ve benzimidazol gibi ilaglar
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da kullanima girmistir. Yine rekiirrens ile Cerb-B2 pozitifligi arasinda iliski gdsterilmis

olup bu hastalarda transtuzumab kullanimi da 6nerilmektedir(50, 51, 53).
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Olgularin se¢imi

Bu calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’'ndan c¢alisma izni alindiktan sonra (karar no: GO 16/160) Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan THD-

2016-11393 numarali bilimsel arastirma projesi olarak desteklenmistir.

1981 ve 2015 yillari arasinda bélimimiizde medulloblastom tanisi almis,
parafin bloklarina ulasilabilen ve parafin bloklarinda yeterli doku bulunan 218 vaka
degerlendirmeye alinmistir. Degerlendirme biri noropatoloji alaninda deneyimli,
proje yiriticisi olmak lzere 2 patolog tarafindan yapilmistir. Hastalara ait klinik
bilgilere Hacettepe Universitesi bilgisayar agi veri giris sistemi kullanilarak ulasiimis,
ancak 2000 yili 6ncesindeki olgularin blyutk bir kismi icin hasta dosya arsivleri

kullanilmistir.

Hastalarin yas, cinsiyet, biyopsi ve dosya numaralari, operasyon tarihleri,
rekiirrens ve 6lim durumlari, varsa rekirrens ve Olim tarihleri yanisira raporda yer
alan timor histopatolojik tipleri kaydedilmistir. Ayrica yapilan operasyonun total
veya subtotal olmasi durumu, tani aninda yayilim ve risk klasifikasyonu verileri klinik

dosyalardan elde edilmeye ¢alisiimistir.
3.2. Histopatolojik Kriterlerin Tanimlanmasi

Calismaya elverisli oldugu dislinilen ve parafin bloklarinda yeterli miktarda
doku bulunan olgular histopatolojik olarak tekrar degerlendirilmistir. Bunun
sonucunda retikilinden yoksun nodiiller ve noddlllerin gevresinde yogun retikilin
lifleriyle karakterize olgular desmoplastik/nodiler medulloblastom, asiri nodularite
ve nodillerin iclerinde uniform, morfolojisi noérositleri andiran, ince fibriler bir
zeminde yayillim gosteren hiicrelerden olusan olgular ileri derecede nodilarite
gosteren medulloblastom, tipik Homer Wright rozetleri sergileyen, kiiclik yuvarlak

hiicreli malign tim&r morfolojisine sahip olgular klasik tip medulloblastom, fokal ya
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da yaygin olarak genis sitoplazmali vezikiler niikleuslu, belirgin nikleollli, yaygin

“cell wrapping” sergileyen, pleomorfizm gosteren atipik hiicrelerden olusan olgular

ise anaplastik/blylik hicreli medulloblastom olarak isimlendirilmistir.

Resim 5: Medulloblastom-histopatolojik siniflandirma; klasik tip medulloblastom
(sol Ust), desmoplastik/nodiler tip medulloblastom (sag Ust), anaplastik/blyik
hicreli medulloblastom (sol alt), ileri derecede nodiler farklilasma gosteren

medulloblastom (sag alt)
3.3. immunohistokimyasal Calisma ve Degerlendirme

Kesitlerin morfolojik incelemeleri sirasinda H&E boyall preparatlardan doku
mikrodizini olustururken kullanilacak alanlar isaretlenmistir. isaretli olan alanlardan
4 mm’lik deri punch biyopsi setleri kullanilarak parafin bloklara biyopsi numaralari
siralanarak dizilmis ve manuel olarak TMA (tissue micro array) (doku dizin) bloklari

hazirlanmistir. Hazirlanan bu bloklardan elde edilen kesitler (+) yukli lamlara
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alinarak GAB1, YAP1, Filamin A, B-katenin ve p53 immiinohistokimyasal boyamalari

icin kullanilmistir.

Segilen insan primer timor olgularinin parafin bloklarindan boyasiz kesitler
hazirlandiktan sonra 60°C'de deparafinize edilmistir. Daha sonra ksilen ve dereceli
alkol solisyonlarindan gecirilen kesitlere rehidrasyon yapilmistir. Endojen
peroksidaz ozelligi %3’lik H,0, soliisyonu ile ortadan kaldirildiktan sonra sitrat ile
antijen retrieval islemi yapilmistir. Daha sonra kulandigimiz antikor ile streptavidin
biotin peroksidaz metodu kullanilarak (DAKO Kit) primer antikor 1 saat sire ile oda
sicakliginda uygulanmistir. Sekonder antikor ile reaksiyonun tamamlanmasi
sonrasinda ise isaretleme reaksiyonunun gerceklesmesi icin son asamada DAB (3,3’-
Diaminobenzidine)  kullanilarak  1stk  mikroskobunda reaksiyon  sliresi
degerlendirilerek islem tamamlanmistir. Zit boyama icin Hematoksilen kullanildiktan
sonra slaytlar ik musluk suyunda yarim saat yikanmistir. Dehidrasyon igin dereceli
alkolden gecirilen slaytlar, ksilen soliisyonunda bekletildikten sonra balsam ile

kapatilarak mikroskobik olarak degerlendirilmistir.

Resim 6: 4 mm’lik deri punch biyopsi setleri ile manuel olarak yapilmis doku

mikrodizin parafin bloklari
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immunohistokimyasal ¢alismalar igin tablo 2’de belirtilen diliisyonlar ve belirtilen
klonlar; Tp53 ve B-katenin i¢in kolon adenokarsinomu, filamin A i¢cin normal kolon
mukozasi, GAB1 ve YAP1 igin ise meme duktal karsinomu ve tonsilden olusan

kontrol blogu kullanilarak uygulanmistir.

ANTIKOR DiLUSYON MARKA KLON
B-katenin /CTNNB1 1/400 EDTA Biocare 14

GAB1 1/400 EDTA Gene Tex GTX111253
YAP1 1/400 EDTA Gene Tex GTX129151
Filamin A 1/400 EDTA Gene Tex GTX61826
p53 1/200 EDTA Biocare DO-7

Tablo 2: immunohistokimya antikorlarinin marka, diliisyon ve klonlari
3.3.1. B-katenin

Bu ¢alismada B-kateninin pozitifliginin %5’ten fazla hiicrede olmasi niikleer
pozitiflik olarak degerlendirilmis ve bu olgular 2+ olarak; <%5 hilicrede niikleer
pozitiflik veya sitoplazmik pozitiflik bulunmasi 1+ boyanma; hi¢c boyanma olmamasi

ise 0 olarak degerlendirilmistir.

B-katenin ile 2+ olan vakalar WNT vyolag aktif timorler kategorisine

alinmustir.

- ; : ‘ N TN o } L =) A
Resim 7: %5’ten fazla nikleer B-katenin pozitifligi (sol) ve membranéz B-katenin

By

pozitifligi
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3.3.2. YAP1

Bu calismada YAP1'in %50 ve daha fazla hiicrede sitoplazmik ve/veya nikleer
boyanmasi 2+; %50’den az hiicrede boyanma olmasi 1+; hi¢ boyanma olmamasi ise

0 olarak degerlendirilmistir.

YAP1 imminohistokimyasal boyama sonuglari Filamin A ile kombine edilerek
degerlendirilmis olup pozitif olgular WNT veya SHH grubu timorler kategorisine

alinmistir.

Resim 8: Sitoplazmik YAP1 boyanmasi

3.3.3. GAB1

Bu galismada GAB1’in %50 ve daha fazla hiicrede sitoplazmik boyanmasi 2+;
%50’den az hiicrede sitoplazmik boyanma olmasi veya tlimor hicrelerinde niikleer

boyanma olmasi 1+; hi¢ boyanma olmamasi ise 0 olarak degerlendirilmistir.

GAB1 immiuinohistokimyasi ile 2+ boyanma gosteren vakalar SHH grubu

olarak kategorize edilmistir.
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Resim 9: Sitoplazmik GAB1 boyanmasi (2+ olarak kabul edilmistir), nikleer GAB1

boyanmasi (1+ olarak kabul edilmistir)

3.3.4. Filamin A

Bu calismada Filamin A’'nin %50 ve daha fazla hicrede sitoplazmik
boyanmasi 2+; %50’den az hiicrede sitoplazmik boyanma olmasi veya timor
hicrelerinde niikleer boyanma olmasi 1+; hic boyanma olmamasi ise 0 olarak

degerlendirilmistir.

Filamin A immunohistokimyasal boyama sonuglari YAP1 ile kombine edilerek
degerlendirilmis olup pozitif olgular WNT veya SHH grubu timorler kategorisine

alinmistir.

Resim 10: Sitoplazmik Filamin A boyanmasi
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3.3.5. p53

Bu calismada p53 immiin boyamasi literatiirde (54) belirtildigi gibi hiicrelerin
%50’sinden fazlasinda kuvvetli boyanma olmasi ya da timiyle negatif olmasi
durumunda mutant olarak degerlendirilmis olup hiicrelerde %1-50 arasi boyanmalar
fokal patern olarak kabul edilip mutant olmayan (wild-tip) kategorisinde
degerlendirilmistir.

F TN G EITT AR
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Resim 11: p53 mutant (sol) ve p53 wild tip (sag) medulloblastom olgulari
3.4. Molekiiler Caligmalar

Yapilacak olan N-myc ve C-myc FISH c¢alismalari icin maliyeti ve dolayisiyla
blok sayisini azaltmak amaciyla imminohistokimyasal c¢alismalar igin kullanilan
manuel olarak yapilmis TMA bloklari yerine, timor isaretli alanlardan 1 mm ¢apli
timoral dokular yeniden alinarak, doku mikrodizin cihazi “Advanced Tissue Arrayer”
(ATA100 CTR scientific) araciligiyla parafin bloklar tekrar olusturulmustur.
Hazirlanan bu yeni parafin bloklardan elde edilen kesitler ise FISH g¢alismasinda

kullanilmistir.
3.4.1. N-myc

FISH calismasinda; 4 adet kontrol vakasi iceren 1 mm’lik timoér 6rneklerine
sahip doku mikro dizin bloklarindan (+) yukli lamlara alinan 4 mikron kalinligindaki
kesitlere ZytoLight SPEC MYCN/2ql11 Dual Color Probe kullanilarak isik

mikroskobunda 100x’lik incelemede amplifikasyon durumlarina bakildi. Hiicre
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basina diisen iki kirmizi ve iki yesil sinyal normal olarak; 10’dan fazla sinyal igeren

veya sayisiz siki kiimelere sahip hiicreler timor hiicrelerinin %10’undan fazla ise N-

myc amplifikasyonu olarak degerlendirilmistir.

Resim 12: N-myc normal (sol), N-myc amplifiye (sag) 6rmekler

3.4.2. C-myc

FISH calismasinda; 4 adet kontrol vakasi iceren 1 mm’lik timor 6rneklerine
sahip doku mikro dizin bloklarindan (+) ytkli lamlara alinan 4 mikron kalinligindaki
kesitlere ZytoLight SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe’lari kullanilarak isik
mikroskobunda 100x’lik incelemede amplifikasyon durumlarina bakildi. Hiicre
basina disen iki kirmizi ve iki yesil sinyal normal olarak; 10’dan fazla sinyal iceren
veya sayisiz siki kiimelere sahip hiicreler timor hiicrelerinin %10’undan fazla ise C-

myc amplifikasyonu olarak degerlendirilmistir.

Resim 13: C-myc normal (sol), C-myc amplifiye (sag) 6rmekler
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3.5. istatistiksel Analiz

218 olguya ait klinik veriler (yas, cinsiyet, operasyon tarihi, histopatolojik tip,
varsa rekirrens ve 6lim tarihleri, cerrahilerinin total veya subtotal yapilma durumu,
risk klasifikasyon gruplari) belirlenmis, tarihler ay olarak hesaplanmistir. Tim veriler
Hacettepe Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dali’'nda “IBM-SSPS statistics 23”
medikal istatistik paket programina aktariimistir. Tanimlayici istatistiklerden,
kategorik degiskenler icin sayi ve ylzde degerleri ile sayisal degiskenler icin ortanca,
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri kullanildi. Nitel
degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesinde Fisher kesin test ve Fisher-Freeman-
Halton testi kullaniimistir. Sag kalim sirelerinin hesaplanmasinda Kaplan Meier
analizi kullanilarak sag kalim egrileri ¢izilmis, log-rank testi ile sag kalimlar ve gesitli
diger degiskenler arasindaki iliskiler tek degiskenli olarak incelenmistir. Cok
degiskenli sag kalim analizi i¢in geriye dogru degisken eleme teknigi kullanilarak Cox
orantisal hazard regresyon analizi kullaniimistir.

Batln kullanilan istatistiksel testler icin, yanilma dizeyi (a) 0,05 olarak
secilmis ve 0,05’den kiiclik P degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

EFS (“event-free survival” - progresyonsuz sagkalim) tanidan progresyon veya
reklrrense kadar gecen sire, OS (“overall survival” - genel sagkalim) ise tanidan

Oliime kadar gecen siireyi ifade etmektedir.
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4. BULGULAR

Parafin bloklarinda yeterli doku bulunan, eksizyon materyalleri incelenen
218 hasta histomorfolojik, immiinohistokimyasal ve molekiler o6zelliklerine gore

gruplandirildi.
4.1 Genel bulgular

Olgularin 133’0 erkek (%61); 85’i kadindir (%39). ilk tani aninda olgularin
ortalama yasi 11,6 £ 9,2’dir. En geng hasta 6 aylik, en yash hasta ise 51 yasindadir.

Olgularin yas ve cinsiyet dagihmlari sekil 10’da gosterilmistir.

>20 yas
11-20yas
7-10 yas B Kadin
M Erkek
4-6 yas
<3 yas
0 5 10 15 20 25 30 35

Sekil 10: Cinsiyet-yas dagihmi

izlemlerine ulasilabilen hastalar 6len hastalar dahil edilmediginde minimum

43, maksimum 206 ay takip edilmistir. Hastalarin ortalama takip stireleri 69 aydir.

73 hasta (%33,5) takip sureleri icinde eksitus olmustur. 49 hasta (%22,5) sag

olarak izlenmektedir. 96 hastaya (%44) ait eksitus durumuna ulasilamamistir.

218 hastanin 58’inde (%26,6) hastaliga bagh niiks izlenmektedir. 55 hastada
(%25,2) niks izlenmemigtir. 105 hastanin ise (%48,2) niks bilgilerine

ulasilamamistir.
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Tani aninda metastaz (ya da spinal yayilim) olan hasta sayisi 23’tiir (%10,6).
42 hastada (%19,3) tani aninda metastaz izlenmemistir. 153 hastanin ise (%70,2)

tani aninda metastazi olup olmadigi bilinmemektedir.

218 hastanin 84’lUinde (%38,5) timor cerrahi ile total olarak gikarilabilmistir.
32 hastada (%14,7) subtotal cerrahi yapilmistir. 102 hastada ise (%46,8) cerrahinin

subtotal mi total mi yapilmis oldugu bilgisine ulasilamamistir.

Pediatrik onkolojik risk klasifikasyonu baz alindiginda, hastalarin 3 yasin
altinda olmasi, tani aninda metastaz bulunmasi ve subtotal cerrahi islem yapilmig
olmasina gore bu hastalar ylksek risk kategorisinde ele alinirken, tam tersi durumda
ise standart risk kategorisinde degerlendiriimektedir. Bu risk klasifikasyonu
olgularimiza uygulandiginda 144 hasta (%66,1) standart risk; 74 hasta (%33,9)

ylksek risk kategorisinde yer almistir. Bu oran literatiir ile uyumludur (49).
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Cinsiyet N(%)
Kadin 85 (%39)
Erkek 133 (%61)
Tani yasl il
Minimum-maksimum 0,5-50,5
Ortalama 11,6
Eksitus durumu N(%)

Sag 49 (%22,5)
Eksitus 73 (%33,5)
Bilinmiyor 96 (%44)
Niiks durumu N(%)

Niks var 58 (%26,6)
Nuks yok 55 (%25,2)

Niiks bilinmiyor

105 (%48,2)

Cerrahi durumu

N(%)

Total cerrahi

84 (%38,5)

Subtotal cerrahi

32 (%14,7)

Bilinmiyor 102 (%46,8)
Tani aninda metastaz durumu N(%)

Var 23 (%10,6)
Yok 42 (%19,3)
Bilinmiyor 153 (%70,2)
Risk klasifikasyonu N(%)
Yiksek risk 74 (%33,9)
Standart risk 144 (%66,1)
Takip stresi Ay
Minimum-maksimum 43-206
Ortalama 69

Tablo 3: Olgularin klinik 6zellikleri
4.2. Histomorfolojik alt tiplendirme bulgulari

218 hasta histomorfolojik &zellikleri baz alinarak 4 farkh DSO
medulloblastom histolojik alt tipine ayrilmis olup dagilimlari su sekildedir: 148 hasta
(%67,9) klasik tip, 34 hasta (%15.6) noduler / desmoplastik tip, 28 hasta (%12,8)
anaplastik/blylk hiicreli tip, 8 hasta (%3,7) ise ileri derecede nodularite gosteren

tip medulloblastom.
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histomorfolojik dagilim

| Klasik
B DNMB
m ENMB
N LCA

Sekil 11: Olgularin histomorfolojik dagilimi
4.2.1. Histolojik alt tip-cinsiyet iliskisi

Histolojik tipleri cinsiyet dagilimina gore inceledigimizde genel olarak her 4
grupta da erkek hasta hakimiyeti oldugu goriilmektedir. ileri derecede nodiilarite
gosteren tipte diger tiplere oranla erkek insidansi; desmoplastik/noduler tipte ise
kadin insidansi nispeten yliksek olmakla birlikte histolojik tipler ile cinsiyet arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,503).

Histolojik alt tip Kadin (N-%) Erkek (N-%)
Klasik 59 (%39,9) 89 (%60,1)
DNMB 14 (%41,2) 20 (%58,8)
ENMB 1(%12,5) 7 (%87,5)
LCA 11 (%39,3) 17 (%60,7)

Tablo 4: Histolojik alt tip-cinsiyet dagilimi
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4.2.2. Histolojik alt tip-eksitus durumu

218 hastanin 73’0 takip donemi iginde kaybedilmistir. Klasik tip
medulloblastomlarda 48 hasta (%32,4), desmoplastik/nodiiler medulloblastomlarda
10 hasta (%29,4), ileri derecede nodilarite gosteren tip medulloblastomlarda 3
hasta (%37,5), anaplastik/buyuk hicreli medulloblastomlarda ise 12 hasta (%42,9)
eksitus olmustur. Bu durum anaplastik morfolojinin prognoza olan olumsuz
yansimasinin bir gostergesi olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir farklilhk

izlenmemistir (p=0,842).

4.2.3. Histolojik alt tip- niiks durumu

Hastalarin histolojik alt tipleri ile niks durumlari incelendiginde istatistiksel
olarak anlaml bir farklilk izlenmemistir (p=0,6). Bununla birlikte klasik tip
medulloblastomlarda 38 hastada (%25,7), desmoplastik/nodiler
medulloblastomlarda 7 hastada (%20,6), ileri derecede nodilarite gosteren
medulloblastomlarda 3 hastada (%37,5), anaplastik/blyik hiicreli
medulloblastomlarda 10 hastada (%35,7) niiks saptanmistir. Anaplastik/blylk
hiicreli morfoloji literatir ile uyumlu olarak niks ve eksitus lehine 6nemli bir
Ozelliktir.  Serimizde ileri derecede nodilarite goésteren medulloblastom
olgularindaki niks ve eksitus oranlari literatiirde bildirilenden ylksektir; bu

durumun serimizdeki sinirli olgu sayisi ile aciklanabilecegi distnilmustar.

4.2.4. Histolojik alt tip-risk klasifikasyon durumu

Risk klasifikasyonuna bakildiginda olgularin ¢ogunlugunun (144-%66,1)

standart risk kategorisinde oldugu gorulmustr.

Klasik tip medulloblastomlarda 95 hasta (%64,2), desmoplastik/noduler
medulloblastomlarda 23 hasta (%67,6), ileri derecede nodilarite gosteren tip
medulloblastomlarda 4 hasta (%50), anaplastik/buyik hiicreli medulloblastomlarda

ise 22 hasta (%78,6) standart risk kategorisindedir.
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Ancak histolojik alt tipler ile risk klasifikasyonu arasinda anlaml bir farklilhk

izlenmemistir (p=0,375).

ileri derecede nodiilarite gésteren medulloblastom vakalari siklikla 3 yasin
altinda ve total cerrahinin mimkiin olmadigi hastalar olmakta ve bu hastalar yiiksek
risk kategorisinde kabul edilmektedir. Daha olumlu prognoz géstermesine ragmen
bu vakalarin yarisinin yiksek risk kategorisinde olmasi yas ve subtotal cerrahi ile

iliskilendirilmistir.
4.2.5. Histolojik alt tip-tani aninda metastaz iliskisi

Tani aninda oransal olarak klasik MB ve anaplastik/blyltk hicreli
medulloblastomda daha yliksek metastaz varligi, desmoplastik/noddler tipte daha
disik oranda metastaz izlenmesi istatistiksel olarak anlamli goziikmektedir
(p=0,045). Ancak klinik takiplerine ulasilamayan olgu sayisinin yiiksekligi bu veriye
golge diisirmektedir (bknz: Tablo 5).

Metastaz var

Histolojik alt tip

Metastaz yok

Bilinmiyor

Klasik 19 (%12,8) 24 (%16,2) 105 (%70,9)
DNM 2 (%5,9) 7 (%20,6) 25 (%73,5)
ENMB 0 0 8 (%100)
LCA 2 (%7,1) 11 (%39,3) 15 (%53,6)

Tablo 5: Histolojik alt tip-tani aninda metastaz durumu

4.2.6. Histolojik alt tiplerin molekiiler alt tip dagilimi

Histolojik tiplerin molekiler alt tip dagilimina baktigimizda literatiirle uyumlu
(1, 22) olarak desmoplastik/nodiiler ve ileri derecede nodilarite go6steren
medulloblastomlarinin timinin SHH grubunda izlendigi dikkati ¢ekmistir. Klasik
medulloblastomlarin blyidk kismi (%68,9) non-WNT/non-SHH grubuna dahildir.
Anaplastik/biylk hicreli medulloblastomlarin ise en sik (%35,7) SHH-p53 mutant
olmayan grupta izlendigi goriilmustir. Histolojik tiplerin molekiiler siniflandirmadaki

dagilimlari tablo 6’da goruldugi gibidir.



44

WNT aktif SHH aktif- SHH aktif-p53 | non-WNT/ non | Toplam

p53 “wild” tip —SHH

Mutant
Klasik 13 (%8,8) 6 (%4,1) 27 (%18,2) 102 (%68,9) 148
DNMB 0 4 (%11,8) 30 (%88,2) 0 34
ENMB 0 1(%12,5) 7 (%87,5) 0 8
LCA 6 (%21,4) 4 (%14,3) 10 (%35,7) 8 (%28,6) 28
Toplam 19 15 74 110 218

Tablo 6: Histolojik alt tiplerin molekiiler alt tiplere gore dagilimi
4.3. Molekiiler alt tiplendirme bulgulan

218 hasta DSO 2016’ya goére GAB1, YAP1, Filamin A ve PB-katenin
immunohistokimyasal boyamalari yapilarak WNT aktif, SHH aktif ve non-WNT/non-
SHH olarak siniflandiriimistir. Bu yontemleri en basit ve en temel sekilde
kullandigimizda YAP1 ve/veya Filamin A pozitifligi WNT aktif ya da SHH aktif bir
gruba isaret etmektedir. Her iki antikor bir digerininin daha zayif boyandigi
durumlarda tamamlayici olarak kullanilabilir. Bu iki antikorda izlenen pozitiflik
yaninda GAB1 ile sitoplazmik pozitiflik SHH aktive bir grubu, Beta-katenin ile %5
hicre ve daha fazlasinda nikleer pozitiflik ise WNT aktive bir grubu temsil
etmektedir. Beta-kateninde nikleer pozitiflik olmamasi, GAB1 boyamasinda non-
spesifik nikleer pozitif boyanma veya hic boyanmama olmasi, YAP1 ve Filamin A

negatifligi ise bir timord non-WNT/non-SHH grubuna dahil etmektedir (bknz tablo 7
ve sekil 12)(1, 24)

GAB1 YAP1 Filamin A B-katenin
WNT aktif Negatif Nikleer veya | Sitoplazmik | >%5 niikleer pozitif
sitoplazmik
SHH aktif Sitoplazmik | Nukleer veya | Sitoplazmik | Sitoplazmik + veya negatif
sitoplazmik
non-WNT / non-SHH | Negatif Negatif Negatif Sitoplazmik + veya negatif

Tablo 7: Molekiler alt tiplerin immunohistokimyasal profil
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Non WNT/SHH SHH WNT

YAP1

Filamin A

B-katenin

GAB1

Sekil 12: immunohistokimyasal yéntemler ile molekiiler alt tiplerin belirlenmesi

Grup 3 ve Grup 4 ayrimi icin imminohistokimyasal yontemler ve FISH
calismalari tek basina yeterli olmadigindan bu sinif sadece non-WNT/non-SHH grubu

olarak tiplendirilmistir.

Buna gore; WNT aktif olan grupta 19 hasta (%8,7), SHH aktif grupta 89 hasta
(%40,8), non-WNT/non-SHH grubunda ise 110 hasta (%50,5) bulunmaktadir. SHH

grubundaki hastalar prognostik 6nemi acisindan p53 mutant ve p53 mutant
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olmayan (“wild”) olarak iki kategoriye ayrildiginda ise SHH grubu p53 mutant olan

15 hasta (%6,9), p53 mutant olmayan 74 hasta (%33,9) bulunmaktadir.

molekiiler alt tip dagilimi

B WNT aktif

B SHH aktif p 53 mutant

m SHH aktif p53 mutant olmayan
B nonWNT/nonSHH

Sekil 13: Olgularin molektler dagilimi

4.3.1. Molekiiler alt tip-cinsiyet iliskisi

Molekiler alt tipler ile cinsiyet arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel
olarak anlamh bir fark mevcuttur (p=0,012). Bu fark SHH aktif timorler, non-
WNT/non-SHH grubu timarlerde izlenen erkek hakimiyetinin WNT aktif tiimorlerde
izlenmemesidir. Bu durum literatiir ile uyumlu olarak gozlenmistir(4). WNT aktif
timorlerde olgularin %73,7’si kadin hasta olup, SHH aktif-p53 mutant tlimorlerde
bu oran %40, SHH aktif-p53 “wild” timorlerde %33,8, non-WNT/non-SHH grubu

timorlerde ise %36,4’tlr. Bu durum tablo 8’de 6zetlenmistir.
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Erkek Kadin Toplam
WNT aktif 5 (%26,3) 14 (%73,7) 19
SHH aktif-p53 mut. 9 (%60) 6 (%40) 15
SHH aktif-p53 wild 49 (%66,2) 25 (%33,8) 74
Non-WNT/non-SHH 70 (%63,6) 40 (%36,4) 110
Toplam 133 85 218

Tablo 8: Molekiiler alt tipler ile cinsiyet iliskisi

4.3.2. Molekiler alt tip-eksitus durumu

Molekdiler alt tipler ile eksitus durumuna bakildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark izlenmemistir. Ancak eksitus olan hastalarin orani nispeten literatir
ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. WNT aktif grupta 3 hasta (%15,8), SHH-p53
“wild” tip grupta 22 hasta (%29,7), SHH aktif p53 mutant grupta 5 hasta (%33,3) ve
non-WNT/non-SHH grubunda 43 hasta (%39,1) eksitus olmustur (p=0,30).

4.3.3. Molekiiler alt tip-niiks durumu

Ayni sekilde molekdler alt tiplerin niiks durumlari eksitus durumlarina paralel
bir dagihm sergilemekte ve literatlr ile uyumlu seyretmekle birlikte istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik gostermemektedir. WNT aktif grupta 1 hasta (%5,3), SHH-
p53  “wild” tip grupta 18 hasta (%24,3), SHH aktif-p53 mutant grupta 4 hasta
(%26,7) ve non-WNT/non-SHH grupta ise 35 hasta (%31,8) takip sliresince niks

gostermistir (p=0,29).

4.3.4. Molekiiler alt tip-risk klasifikasyon durumu

Risk klasifikasyonuna bakildiginda olgularin ¢ogunlugunun (n=144, %66,1)
standart risk kategorisinde oldugu gorilmustir. WNT aktif grupta 12 hasta (%63,2),
SHH aktif p53 mutant grupta 12 hasta (%80), SHH aktif p53 “wild” grupta 50 hasta
(%67,6), non-WNT/non-SHH grupta 70 hasta (%63,6) standart risk kategorisindedir.
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Ancak molekdiler alt tipler ile risk klasifikasyonu arasinda anlamh bir farkhlik

izlenmemistir (p=0,629)

4.3.5. Molekiiler alt tip-tani aninda metastaz iligkisi

Tani aninda metastaz durumu ve molekiler alt tipler arasindaki iligki
incelendiginde WNT aktif timarlerin hi¢ birinde tani aninda metastaz bulunmadigi
dikkati ¢ekmistir. Non-WNT/non-SHH grubu ise tani aninda en fazla metastaz
izlenen olgularin bulundugu gruptur. Bu durum istatistiksel olarak da anlamh
bulunmustur (p=0,042). SHH aktif-p53 “wild” tip grupta 4 hastada (%5,4), SHH aktif-
p53 mutant grupta 1 hastada (%6,7), non-WNT/non-SHH grubunda 18 hastada

(%16,4) tani aninda metastaz izlenmistir.

Molekiiler alt tip Metastaz var Metastaz yok Bilinmiyor
WNT aktif 0 7 (%36,8) 12 (%63,2)
SHH / p53 mutant 1 (%6,7) 3 (%20) 11 (%73,3)
SHH/ p53 wild 4 (%5,4) 11 (%14,9) 59 (%79,7)
non-WNT/non-SHH 18 (%16,4) 21 (%19,1) 71 (%64,5)

Tablo 9: Molekiler alt tip-tani aninda metastaz durumu
4.3.6. Molekiiler alt tiplerin histolojik alt tip dagilimi

Molekiler gruplarin histopatolojik tip dagiimina baktigimizda ise yine
literatiir ile uyumlu veriler elde edilmistir(1, 22). DSO 2016’ya gore ileri derecede
nodilarite gosteren medulloblastomlarin neredeyse timinin SHH aktive-p53
“wild” grupta oldugu bilinmesine karsin SHH aktive-p53 mutant grupta bir olgu ileri
derecede nodilarite gosteren medulloblastom olarak siniflandiriimistir. Bu
durumun olgunun konsiltasyon olmasi ve neoplazmin kiglik bir alaninin

degerlendirilmis olmasi ile iliskili oldugu distnidlmistar.
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WNT aktif timorler klasik veya anaplastik/biyuk hicreli medulloblastomlari,
SHH aktif timorler tim morfolojideki medulloblastomlari, non-WNT/non-SHH

timorler ise klasik veya anaplastik/blylk hicreli medulloblastomlari icermektedir.

Molekuler alt tiplerin histopatolojik siniflamadaki dagilimi tablo 10’da

goruldugi gibidir.

Klasik DNMB ENMB LCA Toplam
WNT aktif 13 (%68,4) 0 0 6 (%31,6) |19
SHH aktif-p53 | 6 (%40) 4 (%26,7) 1(%6,7) | 4(%26,7) | 15

mutant

SHH aktif-p53 | 27 (%36,5) | 30 (%40,5) | 7(%9,5) | 10 (%13,5) | 74

“wild”

Non-WNT/ 102(%92,7) 0 0 8 (%7,3) 110
non-SHH

Toplam 148 34 8 28 218

Tablo 10: Molekdler alt tiplerin histolojik alt tiplere gore dagilimi

4.4. N-myc ve C-myc amplifikasyonu bulgulari

Tum hastalar molekiiler ve histolojik tiplerinden bagimsiz olarak N-myc ve C-
myc amplifikasyon durumlarina goére de degerlendirilmistir. 11 hastada (%5) N-myc

amplifikasyonu, 19 hastada (%8,7) C-myc amplifikasyonu saptanmistir.

166 hasta (%76,1) N-myc amplifikasyonu 162 hasta (%74,3) C-myc

amplifikasyonu gostermemektedir.

N-myc icin 41 hastada (%18,8), C-myc icin ise 37 hastada (%17,7) doku dizini
parafin bloklarinda meydana gelen doékilme nedeniyle FISH c¢alismasindan sonug

alinamamustir.
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N-myc amplifikasyonu gosteren hicbir hastada C-myc amplifikasyonu; ayni
sekilde C-myc amplifikasyonu gosteren higbir hastada N-myc amplifikasyonu

izlenmemistir.

4.4.1. Amplifikasyon ve eksitus durumu

N-myc ile eksitus durumu iliskisine bakildiginda amplifikasyon izlenen grupta
11 hastanin 5’inin (%45,5), non-amplifiye gruptaki 166 hastanin ise 63’inlin (%38)
eksitus oldugu ve bu durumun istatistiksel olarak anlamli oldugu gorulmustir

(p=0,012).

C-myc ile eksitus durumu iliskisine bakildiginda amplifikasyon izlenen 19
hastanin 7’sinin (%36,8), non-amplifiye gruptaki 162 hastanin ise 58’inin (%35,8)
eksitus oldugu gorilmustiir. Bu durum istatistiksel olarak anlaml bir fark
gostermemekle birlikte C-myc amplifikasyon varhiginin eksitus durumu lehine oldugu

gorilmustir (p=0,265).

4.4.2. Amplifikasyon ve niiks durumu

Ayni sekilde N-myc amplifikasyonu ile niks iligkisi de istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (p=0,030). Amplifikasyon izlenen 11 hastanin 6’sinda (%54,5),
amplifikasyon izlenmeyen 166 hastanin ise 46’sinda (%27,7) takip sureleri icinde

niiks izlenmistir.

C-myc amplifikasyonu ve niiks iliskisi incelendiginde amplifikasyon gosteren
19 hastanin 5’inde (%26,3); amplifikasyon gostermeyen 162 hastanin 45’inde
(%27,8) niks izlenmistir. Bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0,536).

4.4.3. Amplifikasyon ve risk klasifikasyonu durumu
Risk klasifikasyonuna bakildiginda olgularin g¢ogunlugunun (144-%66,1)

standart risk kategorisinde oldugu gortlmustur.
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N-myc amplifiye olan 9 hasta (%81,8) standart; 2 hasta (%18,2) yiksek risk
kategorisindedir. N-myc amplifikasyonu ile risk klasifikasyonu arasinda anlaml bir

farkhhk izlenmemistir (p=0,403)

C-myc amplifiye olan 14 hasta (%73,7) standart; 5 hasta (%26,3) yuksek risk
kategorisindedir. C-myc amplifikasyonu ile risk klasifikasyonu arasinda anlamh bir

farkhlik izlenmemistir (p=0,739)

4.4.4. Amplifikasyon ve histolojik alt tip iliskisi

Bizim olgularimizda histopatolojik tipler icindeki C-myc ve N-myc
amplifikasyon dagilimlarinin iliskisi tablo 9’de gosterildigi gibidir. Buna goére C-myc
amplifikasyonu klasik tip ve anaplastik/blyuk hicreli tipte daha sik izlenirken ileri
derecede nodilarite gosteren medulloblastom vakalarinda izlenmemistir, ve bu
durum istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,008). N-myc amplifikasyonu da C-myc
amplifikasyonu gibi klasik ve LCA alt tiplerinde daha sik izlenmis, ileri derecede
nodilarite gésteren medulloblastom vakalarimizda saptanmamistir. Fakat bu oran

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,81).

C-myc amp. | C-myc nonamp | N-myc amp. | N-myc honamp.
Klasik 11 (%57,9) | 105 (%64,8) 5 (%45,5) 110 (%66,3)
DNMB 1 (%5,3) 31 (%19,1) 2 (%18,2) 30 (%18,1)
ENMB 0 7 (%4,3) 0 7 (%4,2)
LCA 7 (%36,8) 19 (%11,7) 4 (%36,4) 19 (%11,4)
Toplam 19 162 11 166

Tablo 11: Histopatolojik alt tipler igindeki

dagilimlarinin iliskisi

N-myc ve C-myc amplifikasyon
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4.4.5. Amplifikasyon ve molekiiler alt tip iligkisi

Literatlire baktigimizda C-myc amplifikasyonlari Grup 3 ve Grup 4
timorlerde, daha nadiren ise WNT aktif tlimorlerde izlenmektedir. N-myc
amplifikasyonlari ise daha siklikla grup 4 tiimorlerde izlenirken, daha az oranda SHH
grubu timorlerde izlenmektedir(30). Her iki amplifikasyon da kot prognoz ile

iliskilendirilmistir. (4)

Bizim olgularimizda molekiler alt tipler icindeki N-myc ve C-myc
amplifikasyon durumuna baktigimizda ise literatlirle uyumlu olarak N-myc
amplifikasyonu non-WNT/non-SHH grubu ve SHH aktive grupta izlenirken, WNT
aktif timorlerde N-myc amplifikasyonu saptanmamistir. Bununla birlikte bu durum

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,441).

C-myc amplifikasyonu ise tim molekiler alt gruplarda degisen oranlarda
izlenmekle birlikte anlamh bicimde non-WNT/non-SHH grubunda saptanmistir

(p=0,006).

SHH aktive tiimorlerde N-myc amplifikasyonu yani sira nadiren oranda C-myc
amplfikasyonunun da goriilebilecegini gosteren yayinlar bulunmaktadir(46).

Molekdiler alt tipler icindeki C-myc ve N-myc amplifikasyon dagilimlarinin
iliskisi tablo 12’de gosterildigi gibidir.

C-myc amp. C-myc nonamp N-myc amp. N-myc nonamp.
WNT aktif 5 (%26,3) 11 (%6,8) 0 15 (%9)
SHH-p53 mut 1(%5,3) 12 (%7,4) 1(%9,1) 11 (%6,6)
SHH-p53 wild 3 (%15,8) 65 (%40,1) 6 (%54,5) 59 (%35,5)
Non-WNT/non-SHH 10 (%52,6) 74 (%45,7) 4 (%36,4) 81 (%48,8)
Toplam 19 162 11 166

Tablo 12: Molekiiler alt tipler igcindeki N-myc ve C-myc amplifikasyon dagilimlarinin

iliskisi
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4.5. Tp53 mutasyonuna ait bulgular

Tim hastalar molekiiler ve histolojik tiplerinden bagimsiz olarak
immunohistokimyasal yontem ile Tp53 mutasyonu agisindan da degerlendirilmis; 20
hastada (%9,2) p53 ile mutant paternde kuvvetli boyanma izlenmistir. 198 hastada

ise (%90,8) p53 “wild” tip boyanmistir. Bu oran literatir ile uyumludur (43, 46)

Tp53 mutasyonu yine literatirle uyumlu olarak anaplastik/blyik hicreli
medulloblastomlarda daha yaygin izlenmektedir(22, 28). Bununla birlikte histolojik
alt tip dagihmina baktigimizda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik izlenmemistir
(p=0,636). Anaplastik/buyik hucreli medulloblastomlarin 4’tinde (%14,3); ileri
derecede nodilarite  gosteren medulloblastomlarin l’inde (%12,5);
desmoplastik/nodiiler MB’larin 4’tiinde (%11,8) ve klasik medulloblastomlarin

11’inde (%7,4) p53 mutant paternde boyanma gostermistir.

p53 mutant 20 hastanin molekdiler alt tip dagilimina baktigimizda literatir ile
uyumlu olarak 15 hastanin (%75) SHH aktif, 3 hastanin (%15) WNT aktif, 2 hastanin
(%10) ise non-WNT/non SHH grupta oldugu gorilmustir (28). SHH aktif p53 mutant
ve p53 wild tip olarak kategorize edildiginden dolayr p degeri saglikl

hesaplanamamaktadir.

Tp53 mutasyonu ile N-myc amplifikasyonu (p=0,82), C-myc amplifikasyonu
(p=0,863), eksitus durumu (p=0,757), niiks durumu (p=0,79), tani aninda metastaz
durumu (p=0,715) ve risk klasifikasyonu (p=0,218) arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkhlik gézlenmemistir.
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4.6. Yagsam analizi sonuglari
4.6.1. Yas faktori

Hastalari Pediatrik Onkoloji grubu risk klasifikasyonunda esik deger olarak
belirtilen 3 yasina gore siniflandirdigimizda 3 ve 3 yasin altindaki hastalarda medyan
sag kalim siliresi 9 ay, 3 yasindan blylik hastalarda ise 99 ay oldugu gorilmektedir.
Bu durum genel sagkalim (“overall survival”) analizlerinde p degeri <0,001 olacak

sekilde anlamli bulunmustur.
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Sekil 14: Yas faktoriine gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi
4.6.2. Cinsiyet faktori

Kadin ve erkek cinsiyetin prognoza olan etkisine baktigimizda kadin cinsiyetin
literatlirde belirtildigi gibi (26) olumlu prognostik bir faktér oldugu gosterilmistir.
Kadin hastalarin halen yaridan fazlasi yasiyor oldugundan medyan sag kalim siresi
hesaplanamamis; erkek hastalarda bu siire 52 ay olarak bulunmustur. Kadin

cinsiyetin genel sagkalima olan etkisi istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,031).
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Sekil 15: Cinsiyet faktoriine gére Kaplan Meier genel sagkalim egrisi
4.6.3. Histolojik alt tip faktori

Hastalar histolojik alt tiplere gore genel sagkalim acisindan incelendiginde
ortanca degerler desmoplastik/nodiler alt tip 114 ay, ileri derecede nodilarite
gosteren tip 104 ay, anaplastik blyik hiicreli alt tip 62 ay, klasik alt tip ise 52 ay
olarak hesaplanmistir. Desmoplastik/noduler ve ileri derecede nodiilarite gosteren
alt gruplari genel sagkalim analizlerinde nispeten benzer sonuclarindan dolayi
nodiler medulloblastomlar olarak tek bir grupta birlestirdigimizde literatiir (20, 22)
ile uyumlu bulgular elde edilmis ancak bu deger sayisal olarak anlamh

bulunmamistir (p=0,687).
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Sekil 16: Histolojik alt tipe gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi
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EFS (event-free survival) analizlerinde ise rekirrens veya progresyona kadar
gecen sire klasik MB’da 33 ay, desmoplastik/nodiler medulloblastomda 141 ay,
ileri derecede nodularite gosteren MB’da 92 ay, anaplastik/buyuk hicreli

medulloblastomda ise 15 ay olarak hesaplanmistir (p=0,684).
4.6.4. Molekiler alt tip faktori

Molekiler alt tiplerin medyan sagkalim siireleri hesap edildiginde SHH aktif
p53 wild tip olan medulloblastomlarin 104 ay ile en uzun ortanca degere sahip
oldugunu saptadik. Non-WNT/non-SHH grupta 52 ay, SHH aktif p53 mutant grupta
ise bu deger 32 aydir. WNT aktif olan gruptaki hastalarin yaridan fazlasi halen
yasiyor oldugundan medyan sag kalim degeri hesaplanamamistir. Genel sagkalim
analizlerinde literatir (20) ile uyumlu bir grafik ¢izilmis olmasina karsin klinik
izlemine ulasilan hastalarin oransal azligi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli bir

sonug elde edilememistir (p=0,468).
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Sekil 17: Molekiler alt tipe gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi.

EFS (event-free survival) analizlerinde ise rekirrens veya progresyona kadar
gecen slire SHH aktif-p53 wild tip olan grupta 70 ay, SHH aktif p53 mutant grupta 25
ay, non-WNT/non-SHH grupta 23 ay olarak hesaplanmistir (p=0,291). WNT aktif
medulloblastomlarin yaridan fazlasinda rekiirrens ve progresyon izlenmediginden

EFS ortanca degeri hesaplanamamistir (p=0,291).
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4.6.5. Tp53 mutasyon faktori

Tim medulloblastom olgulari histolojik ve molekiler alt tipten bagimsiz
olarak Tp53 mutasyonu acisindan incelendiginde immiinohistokimyasal olarak
kuvvetli nikleer p53 eksprese eden olgular p53 mutant kabul edilmis ve bu grup
hastalarda medyan sagkalim sliresi 25 ay, “wild” tip patern gosteren hastalarda ise
35 ay olarak belirlenmistir. Bu durum literatiir ile uyumlu bulunmus ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,553).
4.6.6. N-myc amplifikasyon faktorii

N-myc amlifikasyonu gosteren olgularda genel sagkalim siresi 19 ay iken,
nonamplifiye olgularda 52 aydir. Tek degiskenli genel sagkalim analizlerinde N-myc

amplifikasyonu kotl prognostik faktor olarak belirlenmistir (p=0,009).
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Sekil 18: N-myc amplifikasyonuna gére Kaplan Meier genel sagkalim egrisi

EFS (event-free survival) analizlerinde ise rekiirrens veya progresyona kadar
gecen slire N-myc amplifiye olgularda 14 ay iken, non-amplifiye olgularda 33 ay

olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,012).
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4.6.7. C-myc amplifikasyon faktorii

C-myc amlifikasyonu gosteren olgularda medyan sagkalim siiresi 24 ay iken,
nonamplifiye olgularda 55 aydir. Tek degiskenli genel sagkalim analizlerinde C-myc

amplifikasyonu kotl prognostik faktor olarak belirlenmistir (p=0,034).
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Sekil 19: C-myc amplifikasyonuna gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi

EFS (event-free survival) analizlerinde ise rekirrens veya progresyona kadar
gecen sire C-myc amplifiye olgularda 20 ay, non-amplifiye olgularda 31 ay olarak

hesaplanmistir (p=0,137).
4.6.8. Tani aninda metastaz faktorii

Tani aninda metastaz bulunan hastalarin medyan sagkalim siiresi 62 aydir.
Metastaz olmayan hastalarin yaridan fazlasi halen yasamakta oldugundan ortanca
sag kalim slresi hesaplanamamistir. Bu hastalarda ortalama yasam siresi 138 ay
olarak belirlenmistir. Genel sagkalim analizlerinde metastaz varligi 6nemli bir kot

prognostik faktor olarak belirlenmistir (p=0,008)
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Sekil 20: Tani aninda metastaz durumuna gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi

4.6.9. Cerrahi faktoru

Subtotal cerrahi gegirilmis olmasi bilindigi gibi koti prognostik faktér olup
ayni zamanda hastanin yiksek risk kategorisinde degerlendirilmesine sebep
olmaktadir. Serimizdeki 218 hastanin 84’inde (%38,5) timor cerrahi ile total olarak
cikarilabilmistir. 32 hastada (%14,7) subtotal cerrahi yapilmistir. 102 hastada ise
(%46,8) cerrahinin subtotal mi total mi yapilmis oldugu bilgisine ulasilamamistir.
Takip edilen hastalarda medyan sagkalim total cerrahi gecirmis hastalar icin 47 ay
iken, subtotal cerrahi gecirmis hastalar icin 143 ay olarak hesaplanmistir. Bu durum
literatlr ile uyumsuz olup cerrahinin boyutuna ulasilamamis hastalarin oraninin

yuksekligi ile iliskili olabilir.
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Sekil 21: Cerrahi durumuna gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi

4.6.10. Risk klasifikasyonu faktorii

Standart risk kategorisinde olmak yiliksek risk kategorisinde olmaya gore
daha az niks ve eksitus oranlar ile istatistiksel olarak anlaml dlzeyde
iliskilendirilmistir. Standart risk kategorisindeki 144 hastanin 34’U (%23,6); ylksek
risk kategorisindeki 74 hastanin ise 39'u (%52,7) eksitus olmustur ve bu durum
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Standart risk kategorisindeki 144 hastanin
29’unda (%20,1); yuksek risk kategorisindeki 74 hastanin ise 29’unda (%39,2) takip

sureleri icinde niks izlenmistir ve bu durum istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Tek degiskenli genel sagkalim analizlerinde ise standart risk kategorisindeki
hastalarin medyan sagkalim siresi 99 ay iken, yiiksek risk kategorisindeki hastalarda
69 ay olarak hesaplanmistir. Bu durum literatiir ile uyumlu (55) ancak istatistiksel

olarak anlamli degildir (p=0,349).
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Sekil 22: Risk klasifikasyonuna gore Kaplan Meier genel sagkalim egrisi.
4.6.11. Tim yasam analiz sonuglarinin degerlendirilmesi

Tek degiskenli analizler sonucunda, genel sagkalim acisindan istatistiksel
olarak anlamli bulunan faktorler yas, cinsiyet, N-myc amplifikasyonu, C-myc
amplifikasyonu ve tani aninda metastaz durumu olarak belirlenmistir (Tablo 13).
Buna gore 3 yasin altinda olmak, erkek cinsiyet, N-myc veya C-myc amplifikasyonu
gostermek ve tani aninda metastaz izlenmesi kot prognostik faktérler olarak 6ne

ctkmaktadir.
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Degiskenler Alt grup 0OS (medyan) | Ki-kare P degeri
(ay) degeri*

Yas <3l 9 23,937 <0,001
>3 il 99

Cinsiyet Kadin NA 4,639 0,031
Erkek 52

Histolojik alt tip Klasik 52 1,481 0,687
DNMB 114
MBEN 104
A/LC 62

Molekdler alt tip WNT NA 2,541 0,468
SHH p53 mutant 32
SHH p53 wild 104
Non-WNT/non-SHH 52

p53 Wwild 35 0,352 0,553
Mutant 25

N-myc Yok 52 9,33 0,009

amplifikasyonu Var 19

C-myc Yok 55 6,75 0,034

amplifikasyonu Var 24

Tani aninda yok NA 9,59 0,008

metastaz Var 62

Cerrahi Total 47 2,37 0,123
Subtotal 143

Risk grubu Dusuk 99 0,878 0,349
Yiksek 69

Tablo 13: Tek degiskenli analizlerde, sagkalim agisindan anlamli bulunan degiskenler

(*Log rank ki-kare testine gore. NA: Vakalarin %50 sinden fazlasi halen yasiyor

oldugundan medyan sagkalim hesaplanamamaktadir).

Tum faktorler bir arada degerlendirildiginde prognoza en olumsuz veya en olumlu

yansiyan bagimsiz 6zelliklerin arastirilmasi igin ¢ok degiskenli Cox orantisal hazard

regresyon analizi kullanilmistir. Bu analiz sonucunda OS agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir faktér saptanmamistir (Tablo 14).




Degiskenler Alt grup* Hazard Orani P
degeri
Yas <3l 2,911 0.088
>3 il Ref
Cinsiyet Kadin Ref
Erkek 1.812 0.077
Histolojik alt tip Klasik Ref
DNMB 0,895 0,836
MBEN 0,261 0,089
A/LC 1,572 0,288
Molekiiler alt tip WNT Ref
SHH p53 mutant 0,561 0,688
SHH p53 wild 1,232 0,793
Non-WNT/non-SHH 2,480 0,203
p53 Wild Ref
Mutant 2,921 0,348
N-myc amplifikasyonu Yok Ref
Var 1,902 0,226
C-myc amplifikasyonu Yok Ref
Var 1,511 0,396
Tani aninda metastaz yok 1,626 0.407
Var Ref
Cerrahi Total 1.555
Subtotal Ref 0.303
Risk grubu Dusuk Ref
Yiksek 1.436 0.613

Tablo 14. Cok degiskenli Cox orantisal hazard regresyon analizi
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sonucunda, tim

faktorler bir arada ele alindiginda sagkalim acisindan anlamli bulunan degiskenler.

(Ref: Hazard Orani hesaplamalarinda referans alinan grup)

Kurulan Cox orantisal hazard modeli igin

-2 Log-likelihood= 506,641, p<0.001,

model anlamli, ancak degiskenlerin bireysel 6nemliligine bakildiginda higbiri

istatistiksel olarak anlamli cckmamistir. Bu durumda ¢oklu baglanti (multicollinearity)

sorunundan siphelenilmis ve dolayisiyla bir sonraki asamada geriye dogru eleme

yontemi kullanilarak degisken secimine gecilmistir (Tablo 15).
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Degiskenler Alt grup* Hazard Orani P degeri
Yas <3yl 3,108 0.001
>3 il Ref
Cinsiyet Kadin Ref
Erkek 1.924 0.041
Histolojik alt tip Klasik Ref
DNMB 0.558 0.133
MBEN 0.179 0.011
A/LC 1.422 0.341
Tani aninda metastaz yok 1.580 0.242
Var Ref
Cerrahi Total 1.22 0.608
Subtotal Ref

Tablo 15. Cok degiskenli Cox orantisal hazard regresyon analizi sonucunda, geriye
dogru eleme degisken se¢im yontemi kullanilarak sagkalim agisindan en _anlamli

bulunan degiskenler. (Ref: Hazard Orani hesaplamalarinda referans alinan grup).

Buna goére tim faktorler dikkate alindiginda ortalama yasam siresini en
anlaml olarak etkileyen faktorler yas, cinsiyet ve histolojik alt grup bulunmustur.
Yasi 3 yas ve daha kiiglk olanlar 3 yasindan blyik olanlara gore 3,108 kat daha fazla

olum riski tagimakta ve bu durum istatistiksel olarak anlaml ¢ikmaktadir (p=0,001).

Erkekler kadinlara gore 1,924 kat daha fazla Olim riski tasimaktadir

(p=0,041)

Histolojik alt tiplere baktigimizda klasik MB’lu hastalarin 6lim riski, MBEN
alt tipine gore 5.58 kat daha fazladir (p=0.011).
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5. TARTISMA

Molekiler calismalardaki gelismeler, saptanan yeni mutasyonlar, gen
ekspresyon ve metilasyon profillerinin belirlenmesi ile, diger sistemlerde oldugu gibi
noropatolojide ve medulloblastomlarda da genetik kdkenin aydinlatiimasini, glincel
tedavi modalitelerinin gelistirilmesini ve daha saglkli prognostik verilere ulagilmasini
saglamistir. Bu anlamda o6zellikle son 10 yil igerisinde molekiiler mekanizmanin
kesfedilmesine ve molekiler alt gruplarin belirlenmesine yonelik pek ¢ok arastirma

yapilmistir (4, 20, 22, 30, 47, 56-58).

Molekiler alt tiplerin tanimlanmasi yalnizca medulloblastomun kdkenini
anlamamizi saglamakla kalmamis, klinige de tedavi ve prognozla ilgili dnemli bilgiler
vermistir(22, 43). Ornegin WNT aktif tiimérlerin daha iyi prognozlu oldugu veya SHH
aktif tumorler icin SUFU, SMO antagonistleri gibi ilaglarin kullanilabilecegi bu

calismalar sonunda kesfedilmistir(5, 56, 59).

Bu baglamda yapilan ilk calisma 2006 yilinda Thompson ve arkadaslari
tarafindan metilasyon profilleri kullanilarak yapilan ve medulloblastomlari A’dan
E'yve kadar 5 farkh molekdler alt tipe ayiran 46 vakalik seri olmustur (60). Calismada
“B” ve “D” olarak adlandirilan alt gruplarin sonraki ¢alismalarda WNT ve SHH aktif

timorleri temsil ettigi anlasiimistir.

Bu calismadan iki yil sonra Kool ve arkadaslari 62 vakalik bir seri ile
Thompson ve ark.nin yapmis olduklari ¢alismayi tekrarlamis ancak alt tipleri harf

yerine aktif oldugu genetik yolak ile isimlendirmenin adimlarini atmislardir(32).

2010 yilinda Cho ve ark. yani sira Northcott ve ark. birbirinden bagimsiz
olarak iki farkli calisma yapmis ve DNA kopya sayisi, mRNA profili ve klinik gidise
bakarak medulloblastomlari molekiler olarak siniflandirmiglardir. Her ki

arastirmanin sonucunda benzer 4 farkh molekdler alt tip olusturulmustur (29, 61).

2010 yilinda Boston’da bir araya gelen ve ortak sonuglu calismalari olan bu
gruplar bir uzlasi toplantisi yapmis ve WNT aktif, SHH aktif, Grup 3 ve Grup 4 olmak

Gzere 4 farkh molekiler alt tip oldugunu bildirmislerdir (30).
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2014 yilinda Haarlem’de diizenlenen bir konferans ile molekiler alt gruplarin

histolojik alt gruplar ile birlikte taniya entegre edilmesine karar verilmistir (5).

Tim bu calisma ve toplantilarin sonucunda ise sadece histomorfolojik
siniflamayi esas alan yaklasim yerine molekiler alt gruplarin kullaniminin da
oneminin arttigi yaklasim 2016 yilinda yayinlanan DSO sinir sistemi timorleri
siniflamasinda yerini almistir (1, 3). Klasik medulloblastom, desmoplastik/nodiler
medulloblastom, ileri derecede nodilarite gosteren medulloblastom ve buylk
hicreli/anaplastik medulloblastom olarak 4 histolojik alt tip yani sira
medulloblastomlarin WNT aktif, SHH aktif, Grup 3 ve Grup 4 olmak lzere 4

molekdler alt tipinin de belirtilmesinin gerekliligi vurgulanmistir (1).

Ancak transkripsiyon-metilasyon profili ve gen ekspresyonlari baz alinarak
olusturulan bu yeni molekiler alt tipler pratik kullanimda kolay uygulanabilir ve
uygun butceli olmadigl icin bu konuda imminohistokimya basta olmak Ulizere

patologlarin kolaylikla uygulayabilecegi alternatif arayislar glindeme gelmistir.

ilk olarak 2011 yilinda Nortcott ve ark. DKK1, SFRP1, NPR3 ve KCNA1
panelinden olusan immunohistokimyasal ¢alismalar yardimiyla molekdler alt tipleri
belirlemeye calismislardir (29). Bu calismada gen ekspresyon profilleri ve DNA kopya
sayisi da arastirilmis olan 294 medulloblastom vakasi incelenmistir. Birbiri ile
cakismayan 4 farkli molekiler alt grubun immiinohistokimyasal panel ile olusturulan
molekdler alt gruplar ile tutarliigi incelemislerdir. Buna gére DKK1 antikoru WNT
aktif timorleri, SFRP1 antikoru SHH aktif timorleri, NPR3 antikoru grup 3 tlimorleri,

KCNA1 antikoru ise grup 4 timorleri %98 oraninda secebilmektedir.

Daha sonrasinda yine Northcott ve ark. tarafindan yeni nesil dizileme (NGS-
“next generation sequencing”) yontemi ile 22 adet medulloblastom alt grup spesifik
gen tanimlanmistir (57). Buna gore WNT aktif (WIF1, TNC, GAD1, DKK2, EMX2), SHH
aktif (PDLIM3, EYA1, HHIP, ATOH1, SFRH1), grup 3 (IMPG2, GABRAS, EGFL11, NRL,
MAB21L2, NPR3) ve grup 4 (KCNA1, EOMES, KHDRBS2, RBM24, UNC5D, OAS1)
medulloblastomlara spesifik genler tanimlanmis olup bu genlere yodnelik

immunohistokimyasal yontemlerin kullanilabilirligi glindeme gelmistir. NGS’nin
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immunohistokimyasal yonteme goére daha net sonuclarina karsin yavas ve pahali
olmasi kullanimini en g¢ok sinirlandiran faktér olarak nitelendirilmistir. Bu sebeple
rutin kullanimda, 6zellikle de gelismekte olan tlkelerdeki ticari problemler sebebiyle

yaygin kullanima gecilemeyeceginden bahsedilmistir.

Zaman iginde 6zellikle Ellison ve ark. yapmis olduklari calismalarda daha az
saylda immiinohistokimyasal belirte¢ kullanimi ile WNT aktif, SHH aktif ve non-

WNT/non-SHH gruplarinin daha pratik sekilde yapilabilecegini 6ne stirmuslerdir(24).

Bu Oneriye gore; YAP1 ve Filamin A birbirinin kombinasyonu olarak
kullanilmakta ve WNT veya SHH yolagini isaret etmektedir. Bu iki antikorda pozitiflik
gorilmesi durumunda belirleyici olan iki immunohistokimyasal boyama ise GAB1 ve
B-katenin’dir. GAB1’in sitoplazmik pozitifligi SHH yolagini; B-katenin ile en az %10
hicrede nukleer pozitiflik gortlmesi ise WNT yolagini isaret etmektedir. YAP1,
Filamin A, GAB1 negatifligi yani sira B-katenin ile niikleer pozitiflik gériilmemesi

durumunda ise olgular non-WNT/non-SHH MB olarak siniflandirilmaktadir.

Kaur ve ark. yani sira Goschzik ve ark.nin yapmis olduklari benzer

calismalarda ise B-katenin ile boyanma siniri %5 olarak belirtilmistir (21, 47).

Tum bu siniflandirmalarin erismeye calistiklari esas amag ise hem prognostik
anlamda daha fazla veriye ulasabilmek, hem de hedefe yonelik ilaglarin kullanimi

icin olanak saglamaktir.

Literatlirdeki immunohistokimyasal yontemler kullanilarak yapilan en genis
seride (Ellison ve ark.) medulloblastomlarin histolojik siniflamasinda klasik MB’lar
%72, desmoplastik MB’lar %17, anaplastik/buyuk hiicreli medulloblastomlar ise %10
oraninda olarak belirtilmistir. Desmoplastik medulloblastomlarin yaklasik %70’
desmoplastik/nodiler alt tip, %20’si ileri derecede nodiilarite gosteren alt tip olarak

yorumlanmustir.

Bu calismada medulloblastomlari molekiler olarak siniflandirdiklarinda ise
WNT aktif grubta %14, SHH aktif grupta %31, noWNT/nonSHH grupta ise %55 olgu

oldugu gorilmistir(22).
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Serimizdeki histolojik alt tipler icinde en baskin grup klasik alt tip (%67,9),
sirasiyla desmoplastik/nodiler alt tip (%15,6), anaplastik/blylk hicreli alt tip
(%12,8) ve ileri derecede nodilarite gosteren alt tip (%3,7) olarak bulunmus;
molekiiler alt tipler iginde ise en baskin grup non-WNT/non-SHH (%50,5), SHH aktif
tip (%40,8) ve WNT aktif tip (%8,7) olarak belirlenmistir. Bu durum literatir ile uyum

sergilemektedir(22).

Molekiler siniflamaya gére WNT aktif tiimorler gogunlukla klasik histolojik
alt tip, daha az oranda ise buyuk hiicreli/anaplastik morfoloji gostermektedir. Grup
3 ve grup 4 tumorler klasik ve blyuk/hicreli anaplastik morfoloji sergilemektedir.
Desmoplastik/nodiler MB  ve ileri  derecede nodilarite  gosteren
medulloblastomlarin timi SHH aktif tiimorlerdir. Desmoplastik MB’lar disinda daha
az oranda klasik ve buyuk hicreli/anaplastik tip MB’lar da SHH aktif grupta yer
almaktadir. SHH aktif timorler Tp53 mutasyonu acisindan degerlendirildiginde p53
mutant grupta anaplastik/buyik htcreli morfolojinin p53 wild tip olan gruba

baskinhgi dikkati cekmektedir (1, 4, 22)

Serimizdeki histolojik tiplerin molekiler alt tip dagilimina baktigimizda
literatirle uyumlu olarak desmoplastik/nodiler ve ileri derecede nodilarite
gosteren medulloblastomlarinin timiiniin SHH grubunda izlendigi dikkati cekmistir.
Bununla birlikte klasik medulloblastomlarin biytik kismi (%68,9) non-WNT/non-SHH
grubuna dahildir. Anaplastik/blylk hicreli medulloblastomlarin ise en sik (%35,7)

SHH-p53 mutant olmayan grupta izlendigi gérilmastdr.

Molekdler tiplerin histolojik dagilimi verilerimize gére ise WNT aktif timorler
klasik veya anaplastik/blyik hiicreli medulloblastomlari, SHH aktif timorler tim
morfolojideki medulloblastomlari, WNT/SHH disi tumorler ise klasik veya
anaplastik/blyik hucreli medulloblastomlari icermektedir. WNT aktif tumorlerin
%68,4'U  klasik  morfoloji, %31,6’si anaplastik/bliylk htcreli  morfoloji
gostermektedir. SHH aktif grupta desmoplastik medulloblastomlar siklikla p53 wild

iken, anaplastik/biytk hucreli morfoloji sergileyenler de daha ziyade p53 mutant
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olarak izlenmistir. Non-WNT/non-SHH tumoérlerde %92,7 oraninda klasik morfoloji,

%7,3 oraninda ise anaplastik/blyiik hiicreli morfoloji gorilmustr.

Zhukova ve arkadaslarinin Tp53 mutasyonuna yonelik yapmis olduklari
calismada tim medulloblastomlarin %10’unda p53 mutasyonu izlenmistir. p53
mutant hastalarin yaklasik olarak %68’i SHH, %27’si WNT aktif, %2,4’G ise non-
WNT/non-SHH grubuna dahildir. Genel sagkalim analizlerine gére p53 mutant ve
p53 wild gruplari karsilastirdiklarinda SHH aktif grupta yer alan olgularda mutasyon
varliginin ciddi bir kot prognostik faktor oldugu, WNT aktif gruptaki olgularda ise
anlaml bir degisiklige yol agmadigi dikkati cekmektedir (28).

Bu nedenle o6zellikle SHH aktif grubu Tp53 mutasyon durumuna goére

kategorize etmek prognostik agidan dnemlidir.

Serimizdeki 218 hastanin 20’sinde (%9,2) p53 ile mutant paternde kuvvetli

boyanma izlenmistir. 198 hastada ise (%90,8) p53 “wild” tip boyanmistir.

Tp53 mutasyonu oransal olarak literatlrle uyumlu olarak anaplastik/buyuk
hiicreli medulloblastomlarda daha yaygin izlenmektedir. Bununla birlikte histolojik
alt tip dagihmina baktigimizda istatistiksel olarak anlamh bir farklilik izlenmemistir
(p=0,636). Anaplastik/blyik hicreli medulloblastomlarin 4’tGnde (%14,3); ileri
derecede nodilarite  gosteren medulloblastomlarin 1’inde (%12,5);
desmoplastik/nodiiler MB’larin 4’tinde (%11,8) ve klasik medulloblastomlarin

11’inde (%7,4) p53 mutant paternde boyanma gostermistir.

p53 mutant 20 hastanin molekdler alt tip dagilimina baktigimizda literatir ile
uyumlu olarak 15 hastanin (%75) SHH aktif, 3 hastanin (%15) WNT aktif, 2 hastanin

(%10) ise non-WNT/non SHH grupta oldugu gorilmustir(28).

Bizim serimizde Tp53 mutasyonu tek basina anlaml bir prognostik faktor
olarak bulunmamis olsa (p=0,553) da SHH p53 mutant grubun SHH p53 mutant
olmayan gruba gbre daha fazla eksitus ve niliks oranina sahip oldugu dikkati

cekmektedir.
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Literatlirde medulloblastomlarin prognozuna histolojik ve molekiler alt
tipler kadar etkisi olan sitogenetik degisiklikler de tanimlanmistir. Genellikle FISH
(floresan in situ hibridizasyon) yontemi ile bakilan bu degisikliklerden bir kismi N-
myc ve C-myc amplifikasyonlari, monozomi 6, GLi2 ve OTX2 amplifikasyonlari, 1q
kazanci, 17p kaybi, 17q kazanci, izokromozom 17, 10q kaybi ve CDK6
amplifikasyonudur. Bu degisiklikler icinde en sik goruleni (%80) izokromozom 17’dir.
Monozomi 6 genellikle WNT aktif tlimorlerde tanimlanmis olup iyi prognozla
iliskilendirilmistir. Diger sitogenetik degisiklikler ise genellikle kotli prognoz

gostergesidir.(1, 62, 63)

Grup 3 ve grup 4 timorleri ayirt etmek igin ise gold standart transkripsiyon

profillerine bakilmasidir (30).

WNT aktif timorler, grup 3 tiimorler ve daha az oranda SHH aktif tiimorler C-
myc amplifikasyonu, SHH aktif timorler N-myc amplifikasyonu, grup 4 timorler ise
disik oranda N-myc ve C- amplifikasyonu godstermektedirler. Histolojik ve
molekiler alt tiplerden bagimsiz olarak N-myc ve C-myc amplifikasyonlari koti

prognoz ile iliskilendirilmistir (21, 22, 24, 30, 47, 48, 58, 61).

Serimizde 11 hastada (%5) N-myc amplifikasyonu, 19 hastada (%8,7) C-myc
amplifikasyonu saptanmistir. Bu dagilim literatlr ile uyumludur (46). N-myc
amplifikasyonu gosteren hicbir hastada C-myc amplifikasyonu; ayni sekilde C-myc

amplifikasyonu gosteren hicbir hastada N-myc amplifikasyonu izlenmemistir.

C-myc amplifikasyonu klasik tip ve anaplastik/blylk hicreli tipte daha sik
izlenirken ileri derecede nodilarite gosteren medulloblastom vakalarinda
izlenmemistir, ve bu durum istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,008). N-myc
amplifikasyonu da C-myc amplifikasyonu gibi klasik ve LCA alt tiplerinde daha sik
izlenmis, ileri derecede nodilarite gosteren medulloblastom vakalarimizda

saptanmamistir. Fakat bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p= 0,81).

Bizim olgularimizda molekiler alt tipler icindeki N-myc ve C-myc

amplifikasyon durumuna baktigimizda ise literatlirle uyumlu olarak N-myc
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amplifikasyonu non-WNT/non-SHH grubu ve SHH aktive grupta izlenirken, WNT
aktif timorlerde N-myc amplifikasyonu saptanmamistir. Bununla birlikte bu durum

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,441).

C-myc amplifikasyonu ise tim molekiler alt gruplarda degisen oranlarda
izlenmekle birlikte anlamh bicimde non-WNT/non-SHH grubunda saptanmistir
(p=0,006). C-myc amplifikasyonu gosteren 19 hastanin 4’0 ise SHH aktif grupta yer
almaktadir. Grup 3 ve WNT aktif tiimorlere oranla daha az oranda da olsa SHH aktif

timorlerde de C-myc amplifikasyonunu bildiren yayinlar mevcuttur(22, 64).

N-myc (p=0,034) ve C-myc (p=0,009) amplifikasyonu, histolojik ve molekiler
alt tiplerden ve diger faktorlerden bagimsiz olarak kotl prognostik faktor olarak

saptanmistir.

Kool ve ark’nin yapmis oldugu 402 vakalik seride histolojik alt tiplerin
prognostik ozelliklerine bakildiginda desmoplastik medulloblastomlarin en iyi, klasik
medulloblastomlarin orta, anaplastik/buyuk hiicreli medulloblastomlarin ise en k6t
seyirli oldugu gorilmistir (20). Desmoplastik medulloblastomlari kendi iginde
inceledigimizde ise ileri derecede nodularite gosteren MB’larin

desmoplastik/nodiiler tipe gore cok daha iyi prognozlu oldugu bilinmektedir (1)

Massimino ve ark.nin yapmis oldugu baska bir calismada medulloblastom
histolojik alt tiplerinin prognoza en oOnemli katki yapan faktor oldugu
belirtiimektedir. Bu calismaya gore 5 yilik EFS (event-free survival) oranlarina
histolojik varyantlarin katkilari incelenmis ve desmoplastik medulloblastomlarda
%82, klasik medulloblastomlarda %78, anaplastik/blyik hicreli
medulloblastomlarda ise %44 bulunmustur (p=0,01) (19)

Molekdiler alt tiplerin prognoza olan yansimasina bakildiginda ise WNT aktif
timorlerin iyi, SHH aktif ve grup 4 timorlerin orta, grup 3 timorlerin ise kot

prognozlu olduklari gosterilmistir.(22, 24, 47, 56, 61, 62)

Serimizde histolojik alt tiplere gbére genel sagkallm agisindan

desmoplastik/nodiler alt tip 114 ay, ileri derecede nodularite gésteren tip 104 ay,
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anaplastik bliytuk htcreli alt tip 62 ay, klasik alt tip ise 52 ay olarak izlenmistir.
Desmoplastik/nodiler ve ileri derecede nodilarite gosteren alt gruplari genel
sagkalim analizlerinde nispeten benzer sonuglarindan dolayr nodiler
medulloblastomlar tek bir grupta birlestirdigimizde literatir ile uyumlu bulgular elde

edilmis ancak bu deger sayisal olarak anlamli bulunmamistir (p=0,687).

Molekiler alt tiplerin prognoza olan yansimasina baktigimizda ise medyan
sagkalim sureleri SHH aktif p53 wild tip olan medulloblastomlarda 104 ay, non-
WNT/non-SHH grupta 52 ay, SHH aktif p53 mutant grupta ise 32 aydir. WNT aktif
olan gruptaki hastalarin yaridan fazlasi halen yasiyor oldugundan medyan sag kalim
degeri hesaplanamamistir. Genel sagkalim analizlerinde literatlir ile nispeten
uyumlu bir grafik cizilmis olmasina karsin klinik izlemine ulasilan hastalarin oransal

azligi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (p=0,468).

Calismamizda beklenilenin aksine (22, 24, 47, 56, 61, 62) non-WNT/non-SHH
gruptaki hastalar, SHH aktif p53 mutant gruba gore daha uzun medyan sag kalim
suresine sahiptir. Ancak bu durum daha detayli incelendiginde molekiler alt
gruplarin prognoza olan etkilerinde, yas faktérinin de o6nemli bir yansimasi
oldugudur. Schwalbe ve ark. yani sira Kool ve ark.nin yapmis olduklari calismalarda
SHH aktif timorlerin infantlarda daha iyi prognozlu iken; cocuk ve yetiskinlerde
daha kotu seyredebilecegi gortlmustir (20, 58). Bu durum non-WNT/non-SHH
grubundaki timorlerle prognostik olarak karsilastirildiginda yasa bagli olarak farkl

sonuclar ¢citkmasina sebep olmustur.

Tek degiskenli analizler sonucunda, genel sagkalim agisindan istatistiksel
olarak anlamh bulunan faktorler yas, cinsiyet, N-myc amplifikasyonu, C-myc
amplifikasyonu ve tani aninda metastaz durumu olarak belirlenmistir. Buna gore 3
yasin altinda olmak, erkek cinsiyet, N-myc veya C-myc amplifikasyonu gostermek ve

tani aninda metastaz izlenmesi kétl prognostik faktorler olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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6. SONUG VE ONERILER
Sonuglar:

1) Bu ¢alisma ile bélimimizde medulloblastom tanisi alan 218 olgu histomorfolojik
Ozelliklerine gore yeniden incelenmis; GAB1, YAP1, Filamin A, B-katenin ve p53
imminohistokimyasal yontemleri kullanilarak DSO 2016’ya gére molekiiler alt
tiplendirme yapilmistir. Tim hastalar yasam sireleri analizleri ve karsilastirmal

analizler ile degerlendirilmistir.

2) Tim vakalarda FISH yontemi kullanilarak N-myc ve C-myc amplifikasyonlari

degerlendirilmistir.

3) Serimizdeki histolojik ve molekiler alt tip dagilimlari, amplifikasyon oranlari ve

prognostik veriler literatir ile uyumlu bulunmustur.

4) WNT aktif olan grupta 19; SHH aktif grupta 89, non-WNT/non- SHH grubunda ise
110 hasta bulunmaktadir. SHH grubundaki hastalar prognostik 6nemi agisindan p53
mutant ve p53 mutant olmayan olarak iki kategoriye ayrildiginda ise SHH grubu p53

mutant olan 15, p53 mutant olmayan 74 hasta izlenmistir.

5) Prognostik olarak olgular incelendiginde desmoplastik/nodiler ve ileri derecede
nodilarite gosteren medulloblastomlar iyi, klasik tip medulloblastomlar orta,
anaplastik/blylk htcreli medulloblastomlar ise en kotl prognozlu grup olarak

belirlenmistir.

6) Molekdller alt tipleri prognostik olarak inceledigimizde ise WNT aktif grup iyi, SHH
aktif p53 “wild” tip orta, SHH aktif p53 mutant ve non-WNT/non-SHH grubu ise koti

prognozlu olarak degerlendirilmistir.

7) Tp53 mutasyonu tim olgular ele alindiginda anlamh bir kotl prognostik faktor
olarak bulunmamistir ancak SHH aktif gruptaki timorler arasinda p53 mutant

olanlar p53 “wild” tip olan gruba gore daha kisa medyan sag kalim siiresine sahiptir.
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8) Tek degiskenli analizler sonucunda, genel sag kalim agisindan istatistiksel olarak
en anlamh bulunan faktorler vyas, cinsiyet, N-myc amplifikasyonu, C-myc
amplifikasyonu ve tani aninda metastaz durumu olarak belirlenmistir. Buna gore 3
yasin altinda olmak, erkek cinsiyet, N-myc veya C-myc amplifikasyonu géstermek ve

tani aninda metastaz varligi kotli prognostik faktorler olarak 6ne ¢cikmaktadir.

9) Geriye dogru eleme degisken secim yontemi kullanilarak yapilan ¢ok degiskenli
Cox orantisal hazard regresyon analizi sonucunda genel sagkalimi en anlaml olarak
etkileyen faktorler yas, cinsiyet ve histolojik alt grup olarak bulunmustur. 3 yasin
altinda olmak, erkek cinsiyet kot prognostik faktor iken MBEN histolojik alt

grubuna dahil olmak iyi prognostik faktordr.

10) Yas, metastaz durumu ve postoperatif timor yiikii degerlendirilerek tani aninda

olusturulan risk klasifikasyonu prognostik agidan halen degerlidir.

11) immunohistokimyasal yontemlerle olusturulan molekiiler alt gruplarin
karsilastirmasini yapmak amaciyla literatiirde gold standart olarak transkripsiyon
profili ve sitogenetik ¢alismalar ile gen mutasyonlarinin gésterilmesi yer almaktadir
(30). Yanisira prognostik onemleri acisindan tim medulloblastom olgularinda

ozellikle izokromozom 17 ve monozomi 6 varhgi arastiriimahdir(65).

12) CGalismamizin en 6nemli eksigi bu karsilastirmayi yapabilmek adina yeterli
teknolojik imkana sahip olmayisimizdir. Bununla birlikte  kullandigimiz
immunohistokimyasal panel ile olusturulan molekiiler alt gruplar hem dagilim, hem

de prognostik olarak literatiirle uyumlu veriler elde edilmesini saglamistir.
Oneriler

1) Medulloblastomlarin histomorfolojik alt tip yani sira molekiler alt tip olarak

siniflandiriimasi prognostik agidan ¢cok 6nemlidir.

2) Molekiiler yontemlerin 06zellikle Ulkemiz sartlarinda her labarotuarda

bulunmamasi gdéz oOnine alindiginda daha pratik bir yontem olan
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immunohistokimyasal yontemler ile bu alt tiplerin belirlenmesi hastalarin takibi ve

muhtemel tedavileri agisindan anlamhdir.

3) YAP1 ve/veya Filamin A yani sira GAB1, B-katenin ve p53 bu molekiler yontemleri
en pratik sekilde olusturmada kullanilabilecek olan immiinohistokimyasal

antikorlardir.

4) Molekiiler alt tiplerin belirlenmesi ve patoloji raporlarinda histopatolojik alt tipler

ile birlikte, entegre tani olarak kullaniimasi klinige daha somut bilgiler verecektir.

5) Miimkin oldugu her durumda, histopatolojik ve molekdiler alt tipler yani sira tim
medulloblastom olgularinin, prognostik agidan dnemi olacagi dislinilerek N-myc, C-

myc amplifikasyon durumlari ve Tp53 mutasyon durumu da degerlendirilmelidir.

6) Teknolojinin ve imkanlarin genislemesi durumunda immunohistokimyasal panel
kullanilarak olusturulan molekiiler alt gruplarin dogrulanmasi igin transkripsiyon
profillerine bakilmasi, sitogenetik calismalar yapilmasi veya NGS ile tim gen

analizinin g¢ikarilmasi uygun olacaktir.
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2. Incelenen hastalarin biyopsi numaralar
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hasta biyopsi | histolojik | Tp53 molekiler TMA
no yil no alt tip mutasyonu | alt tip N-MYC C-MYC blok no
1 1981 1158 1 2 3 2 2 1
2 1981 1361 |1 2 1 2 2 1
3 1981 3634 |1 2 4 3 3 1
4 1981 3964 |1 2 3 3 3 1
5 1981 4252 1 2 4 3 3 1
6 1981 4494 |1 2 4 2 2 1
7 1981 5990 |1 2 3 2 2 1
8 1981 6205 |1 2 4 2 2 1
9 1982 549 1 2 4 2 2 1
10 1982 716 1 2 4 2 2 1
11 1982 811 1 2 4 2 2 1
12 1982 1548 |1 2 4 2 2 1
13 1982 3075 1 2 4 2 2 1
14 1982 4669 |1 2 4 2 1 1
15 1982 6335 |4 2 4 2 1 14
16 1982 7053 |2 2 3 2 2 1
17 1982 9534 1 2 1 2 1 2
18 1983 393 1 1 4 2 2 2
19 1983 2448 |2 2 3 1 2 2
20 1983 2691 |1 2 3 3 3 2
21 1983 4960 1 2 4 2 2 2
22 1983 5374 |1 2 4 2 2 2
23 1983 5375 |1 2 4 2 2 2
24 1983 5607 |1 2 4 2 2 2
25 1983 6468 |1 1 2 3 2 2
26 1983 7336 |3 2 3 2 2 2
27 1983 7940 1 2 4 3 3 2
28 1984 916 2 2 3 2 2 2
29 1984 2251 1 2 4 3 3 2
30 1984 2840 |1 2 4 2 2 2
31 1984 3508 |1 2 4 2 2 2
32 1984 3828 |1 2 3 2 2 3
33 1984 6168 |4 2 1 3 2 3
34 1984 7131 |1 2 3 3 3 3
35 1984 8666 |1 2 3 2 2 3
36 1985 580 1 2 4 3 3 3
37 1985 2367 |1 2 3 2 2 3
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38 1985 2903 |1 2 4 1 2 3
39 1985 5091 |1 2 4 2 2 3
40 1985 5925 |1 2 4 2 1 3
41 1985 6101 |4 2 1 2 1 14
42 1985 6779 |1 2 4 2 2 3
43 1985 7590 |1 2 4 2 2 3
44 1985 7625 |1 2 4 2 2 3
45 1985 8432 |1 2 3 2 1 3
46 1985 9093 |3 2 3 2 2 3
47 1986 173 1 2 3 2 2 3
48 1986 2979 |1 2 4 2 1 4
49 1986 4876 |1 2 4 3 3 4
50 1986 6540 |1 2 4 2 2 4
51 1986 7022 |2 2 3 2 1 4
52 1986 9169 |2 2 3 2 2 4
53 1986 9964 |2 1 2 2 2 4
54 1986 11095 |1 2 4 1 2 4
55 1987 805 2 2 3 2 2 4
56 1987 3066 |1 2 4 2 2 4
57 1987 6056 |1 2 4 2 2 4
58 1987 7403 |3 1 2 3 3 4
59 1987 7971 |1 2 4 2 2 4
60 1987 9372 |2 2 3 2 2 4
61 1987 10775 |1 2 4 2 2 4
62 1988 82 1 2 4 3 2 4
63 1988 2185 |1 2 3 1 2 5
64 1988 2683 |1 2 1 2 2 5
65 1988 4465 |1 2 1 2 2 5
66 1988 5153 |1 2 4 2 2 5
67 1988 7002 |1 1 1 2 2 5
68 1988 9441 |1 2 4 2 2 5
69 1988 9615 |1 2 3 2 2 5
70 1988 10081 |1 2 4 2 2 5
71 1988 11284 |2 2 3 2 2 5
72 1988 11425 |4 2 4 2 2 14
73 1989 7152 |2 2 3 2 2 5
74 1989 8289 |2 1 2 2 2 5
75 1989 8561 |1 2 4 3 3 5
76 1989 9156 |2 2 3 2 2 5
77 1989 9983 |2 2 3 2 2 5
78 1989 11439 |1 2 4 2 2 5
79 1990 2252 |1 2 4 3 3 6
80 1990 5792 |1 2 4 3 3 6
81 1990 6122 |1 2 4 2 2 6
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82 1990 6869 |1 2 4 2 2 6
83 1990 9779 |1 2 4 2 2 6
84 1990 11312 |1 2 4 2 2 6
85 1990 11451 |1 2 4 2 2 6
86 1990 11588 |1 2 3 2 2 6
87 1990 12734 |1 2 3 3 3 6
88 1991 4121 |1 2 4 2 2 6
89 1991 8344 |1 2 3 2 2 6
90 1991 12719 |1 2 4 3 2 6
91 1991 13822 |1 2 4 2 2 6
92 1992 26 2 2 3 2 2 6
93 1992 210 1 2 3 2 2 6
94 1992 357 1 1 2 2 2 7
95 1993 3579 |1 2 4 2 2 7
96 1993 3588 |1 2 1 2 2 7
97 1993 5533 |1 1 4 2 2 7
98 1993 6105 |1 2 4 3 2 7
99 1993 7679 |1 1 2 2 2 7
100 1993 9748 |1 2 4 2 2 7
101 1994 2536 |4 2 3 1 2 14
102 1994 2687 |1 1 2 2 2 7
103 1994 7340 |1 2 4 3 3

104 1994 12627 |4 2 3 1 2 14
105 1995 4311 |1 2 4 2 1 7
106 1995 5273 |1 2 4 2 2 7
107 1995 5559 |1 2 4 2 1 7
108 1995 11555 |1 2 4 1 2 7
109 1995 14817 |1 2 4 2 2 7
110 1995 16454 |1 2 3 2 2 8
111 1996 6238 |1 2 4 3 2 8
112 1996 9343 |4 2 3 1 2 8
113 1996 10522 |3 2 3 2 2 8
114 1996 12359 |4 2 4 3 2 14
115 1996 14056 |2 2 3 2 2 8
116 1996 15197 |2 2 3 2 2 8
117 1997 1455 |1 2 4 3 2 8
118 1997 1808 |1 2 4 2 3 8
119 1997 5379 |2 2 3 2 2 8
120 1997 17809 |1 2 4 2 2 8
121 1998 907 2 2 3 2 2 8
122 1998 1514 |1 2 3 2 2 8
123 1998 5471 |1 2 4 2 2 8
124 1998 7951 |1 2 4 2 3 8
125 1998 8332 |1 2 4 3 3 8
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126 1998 9043 |1 2 4 2 3 9

127 1998 10664 |1 2 4 2 3 9

128 1998 10962 |1 2 4 3 3 9

129 1998 12625 |3 2 3 2 2 9

130 1998 13176 |5 1 2 2 3 9

131 1998 13848 |4 2 1 2 1 14
132 1999 674 1 2 4 2 3 9

133 1999 5907 |1 2 4 3 3 9

134 2004 3298 |4 2 1 2 1 9

135 2004 3591 |1 2 4 2 2 9

136 2004 6781 |1 2 4 2 1 9

137 2004 7148 |2 2 3 2 2 9

138 2004 11222 |1 2 3 2 2 9

139 2004 12520 |1 2 4 2 2 9

140 2004 12797 |1 1 2 2 2 10
141 2004 15009 |2 2 3 2 2 10
142 2004 15786 |1 2 4 2 2 10
143 2004 15788 |4 2 3 2 2 15
144 2004 16704 |1 2 4 2 2 10
145 2004 16896 |1 2 4 3 3 10
146 2005 3397 |2 2 3 2 2 10
147 2005 3686 |1 2 4 2 2 10
148 2005 7331 |1 2 4 2 2 10
149 2005 13079 |2 1 2 2 2 10
150 2005 18232 |1 2 1 2 2 10
151 2005 18302 |1 2 4 2 2 10
152 2006 239 4 2 4 2 2 15
153 2006 5854 |2 2 3 3 3 10
154 2006 9096 |1 2 4 2 3 10
155 2006 9951 |1 1 1 3 3 10
156 2006 14289 |1 2 1 2 2 10
157 2006 15923 |1 2 4 3 3 10
158 2006 17058 |4 2 3 3 1 15
159 2006 17168 |1 2 3 2 2 11
160 2007 354 2 2 3 2 2 11
161 2007 1211 |4 2 3 2 2 15
162 2007 4493 |1 2 4 2 2 11
163 2007 5212 |2 2 3 1 2 11
164 2007 6068 |1 2 4 3 3 11
165 2007 6770 |1 2 4 2 2 11
166 2007 7111 |2 2 3 3 2 11
167 2007 11821 |5 1 2 2 2 11
168 2007 13384 |1 2 1 2 2 11
169 2007 13469 |1 2 4 2 1 11
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170 2007 18855 |4 2 4 2 2 11
171 2008 2249 |1 2 4 3 3 11
172 2008 4614 |1 2 3 2 2 11
173 2008 5238 |1 2 3 2 2 11
174 2008 5695 |1 2 4 2 2 11
175 2008 9410 |4 2 1 2 1 11
176 2008 11631 |2 2 3 2 2 11
177 2008 12602 |1 2 4 2 2 11
178 2008 13671 |2 2 3 2 2 12
179 2008 18128 |4 1 2 3 2 15
180 2008 19793 |1 2 4 2 2 12
181 2008 20527 |1 1 2 2 2 12
182 2008 21481 |1 2 4 2 2 12
183 2009 2853 |1 2 3 3 3 12
184 2009 3374 |4 2 3 2 2 12
185 2009 6564 |1 2 3 3 2 15
186 2009 7383 |1 2 4 2 2 12
187 2009 8618 |2 2 3 2 2 12
188 2009 11502 |4 2 3 2 2 12
189 2009 14625 |1 2 1 2 2 12
190 2009 19519 |1 2 3 2 2 12
191 2010 3774 |1 2 4 2 1 12
192 2010 4631 |2 2 3 2 2 12
193 2010 5736 |1 2 4 2 2 12
194 2010 7597 |3 2 3 2 2 13
195 2010 11822 |2 2 3 2 2 13
196 2010 18009 |4 2 4 3 3 13
197 2010 19162 |3 2 3 2 2 13
198 2011 4730 |4 2 4 2 3 13
199 2011 8752 |1 2 4 2 1 13
200 2011 10360 |1 2 4 2 2 13
201 2011 11581 |1 2 4 2 2 13
202 2011 12611 |1 2 3 2 2 13
203 2011 13771 |1 1 1 3 3 13
204 2011 19565 |1 2 4 1 2 13
205 2012 2618 |1 2 4 2 2 13
206 2012 4649 |4 1 2 1 2 15
207 2012 18099 |4 2 3 2 2 15
208 2012 18101 |4 1 2 2 1 15
209 2013 1660 |4 2 1 2 2 13
210 2013 1937 |1 2 4 3 3 13
211 2013 10580 |4 2 3 2 2 15
212 2014 3684 |2 2 3 2 2 13
213 2014 8573 |3 2 3 2 2 13
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214 2014 8946 |1 2 3 2 2 13
215 2014 10176 |4 2 4 2 2 15
216 2014 10191 |1 2 1 3 3 14
217 2014 12079 |1 2 4 2 2 14
218 2014 13009 |2 2 3 2 2 14

Veri girisleri: Histolojik alt tip: 1:klasik tip, 2:DNMB, 3:ENMB, 4:LCA

Tp53 mutasyonu: 1:mutant, 2:”wild” tip

Molekiiler alt tip: 1: WNT aktif, 2: SHH aktif p53 mutant, 3: SHH aktif p53 “wild” tip,

4: Non-WNT/non-SHH

C-myc veya N-myc: 1: amplifiye, 2: non-amplifiye, 3:dékiilme sebebiyle sonu¢

alinamayanlar




