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OZET

Amac: Bu calismanin amaa ependimomalarin MIB-1 (ayni zamanda Ki-67
olarak bilinen) isaretleyicisi ile hem proliferatif aktivitesini belilemek hem
de p53 ve bcl-2 proteinlerinin immiinohistokimyasal analizi ile ependimo-
ma subtipleri ve tiimor derecesi arasinda iliski olup olmadigini degerlen-
dirmektir.

Metod: Marmara Universitesi Norolojik Bilimler Enstitiisii Noropatoloji Bo-
liimiinde ependimal tiimor olarak kayith 33 hastanin spinal kord ve beyin
biyopsi drneklerine ait formalinle fikse parafin bloklari tekrar incelendi.
Calismaya histopatolojik 6zelliklerini gosteren 2 subependimoma, 3 mikso-
papiller ependimoma (Grade I), 13 ependimoma (Grade II), ve 15 anaplastik
ependimoma (Grade Il) alindi.

Bulgular: Grade | ve Grade Il ependimomalar diisiik proliferatif aktivite
gosterdi. Tiim p degerleri atipide p=0.00034, nekrozda p=0.0011, mi-
tozda p=0.00447 ve dansitede p=0.0000 anlamli idi. MIB-1 proliferatif
indeksi anaplastik ependimomalarda %78 oraninda gériildii. Bcl-2 prote-
in ekspresyonu ozellikle miksopapiller ependimomalarda belirgin olmak
lizere biitiin ependimoma subtiplerinde ve gradelerinde tespit edildi.
7 tiimor (%21.2) farkli boyanma yiizdelerinde niikleer p53 pozitivitesi
gosterdi. Pozitivite anaplastik ependimomalarda anlamli idi (%33.4).
Supratentorial ve infratentorial ependimomalarin LI degerleri arasinda
anlamli iligki bulundu (Mann-Whitney-U testi, p=0.0012) 18 yas alti ve
listii hastalanin Ki-67 LI degerleri arasinda da ayni testle korelasyon tespit
edildi (p=0,0018).

Sonug: Bu veriler yiiksek MIB-1 ve p53 degerlerinin yiiksek dereceli epen-
dimomalarda belirleyici olabilecegini diisiindiirdii. Ependimomalarda
komplet, uzun siireli klinik takipli ¢cok sayida hastayi ve bcl-2, p53 eks-
presyonu, MIB-1 hiicre kinetik calismalarini iceren ilave arastirmalara
ihtiyac vardir.
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EPENDYMAL TUMORS: CORRELATION OF PROLIFERATIVE (MIB-1), TUMOR SUPRESSOR
(P53) AND ANTI-APOPTOTIC (BCL-2) INDICES WITH HISTOLOGIC TYPES AND GRADING

ABSTARCT

Background: The objectives of this study are to investigate both prolifera-
tive activity of ependymomas as determined by MIB-1 (also known as Ki-
67) labeling index (LI) and p53 and bcl-2 proteins by inmunohistochemical
analysis to assess their expressivity and to correlate findings with epend-
ymoma subtypes and tumor grades.

Methods: We investigated routinely formalin-fixed, paraffin-embedded brain
and spinal cord biopsy tissues from 33 patients with ependymal neoplasms re-
trieved from the files of the Neuropathology division, Institute of Neurological
Sciences, Marmara University. This study covers 33 tumors with the histologi-
cal features of 2 subependymomas, 3 myxopapillary ependymomas (Grade I),
13 ependymomas (Grade 1), and 15 anaplastic ependymomas (Grade IlI).

Results: Grade | and Grade Il ependymomas showed low proliferative activ-
ity. P values were significant for atypia p=0.00034, for necrosis p=0.0011, for
mitosis p=0.00447, for density p=0.0000. MIB-1 immunexpressivities were
seen in 78% of anaplastic ependymomas. Protein expression of bcl-2 was
detected in all of ependymoma subtypes and grade, specifically prominent
in myxopapillary ependymomas. Seven tumors (%21.2) showed nuclear p53
positivity with different percentages with staining of nuclei. Positivity was
significant in anaplastic ependymomas (%33.4). We found LI values with sig-
nificant correlation between supratentorial and infratentorial ependymomas
(Mann-Whitney-U test, p=0.012) Ki-67 LI values and patients with >18 years
old and <18 years old were significant by the sane test (p=0,0018).

Conclusions: These data suggest that high MIB-1 and p53 immunolabeling
might be objective indicators of high grade ependymomas. Additional ex-
periments involving larger numbers of cases with complete and long term
clinical follow-up are needed to determine the clinical relevance of bcl-2
and p53 _expression and MIB-1 cell kinetic studies in ependymomas.
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ve ventrikilleri doseyen hiicrelerden kaynakla-

nan nadir malignitelerdendir. Tim noroepitel-
yal timorlerin %3-9'unu olusturan ependimomalarin
prognozu icin klinik ve histolojik kriterler bilinse de
biyolojik davranisi dnceden belirleyebilecek immiino-
morfolojik parametreler heniiz olusturulmamistir (1-4).
Bununla birlikte néropatolojide SSS (santral sinir siste-
mi) malignitelerinin gelisim hizini ve prognozunu tespit
etmede hiicre siklusu arastirmalari cok énemli bir yer
tutmaktadir.

E pendimal timorler spinal kordun santral kanalini

Monoklonal antikor olan Ki-67, Go fazi hari¢ tim hiicre-
lerde immunreaktiviteyi gosteren bir nikleoproteindir.
Bu nedenledir ki Ki-67 antikorunun tespiti timérlerin ge-
lisme fazlarinda iyi bir belirteg olarak kullanilmistir. SSS
(santral sinir sistemi) timorlerinde Ki-67 immunohisto-
kimyasi temel alinarak histolojik grade ve MIB-1 indeksi
icin yapilan ¢ok sayida ¢alisma vardir (5-12). Ancak glial
tiimorlerin malign biyolojik davranisi sadece proliferatif
potansiyele degil ayni zamanda hasta yasina, histolojik
dereceye, timor lokalizasyonuna, invazivlik potansiyeli-
ne, anjiogeneze, apoptozise, tedavi tipi ve postoperatif
komplikasyonlara baglidir (1-4,13-15). Calismamizda bu
amacla nikleer atipi, mitoz, nekroz ve dansiteyi iceren
histopatolojik parametreler ile Ki-67 LI arasindaki iligki
test edildi.

Dokularin yapisi ve butinliginiin korunmasi prolife-
rasyon ve programli hiicre 6limu arasindaki dengenin
kontrolii sonucudur. Apoptozisin tiimor gelisiminde ve
tedaviye cevapta 6nemli bir belirleyici faktor oldugu
bilinmektedir (1,4,14,16,27). Bcl-2 onkogeni 18. kromo-
zomun uzun koluna lokalize 239 aa dizilimli hiicrenin i¢
mitokondrial membranina, periniikleer membrana ve
endoplazmik retikiiluma lokalize 26 kD luk bir proteini
kodlayan ve programli hiicre 6limiini 6nleyen bir anti-
apoptotik gendir (1-4). Proliferasyonun ne zaman olaca-
g1, programh hiicre 6limu ya da diferansiye olmak gibi
secenekler otonom olaylar olmayip, cevredeki hiicrele-
rin de etkisiyle diizenlenen bir etkilesim zinciridir. Glial
timorlerde bcl-2 veya epidermal growth faktor resep-
torlerinin (EGFR) deregiilasyonu, normal p53 gen fonk-
siyonun kaybi gibi blyliime kontrol genlerinin diizenlen-
mesindeki bozukluk tedaviye direncin gelisiminde iliskili
olabilir. P53 geni ise hicrelerin kontrol edilemeyen ¢o-
galmalarini 6nleyerek tiimor gelisiminde temel rol oynar.
P53 geninin fonksiyonunun kaybolmasi ya da azalmasi
SSS'ni de iceren ¢ogu neoplazilerin gelisiminde biiyiik
oneme sahiptir (1-4,18,19).

Gendeki nokta mutasyonlari 24 saat gibi daha uzun
omre ve normal degerlerden 10-100 kat gibi daha yuk-
sek htcresel seviyelere ulasan, fonksiyon gérmeyen
mutant formlarinin ekspresyonuna yol acar ki bunlar
imminohistokimyasal olarak saptanabilir. Bu veriler
1Isiginda ¢calismamizda; ependimomalarin MIB-1 immi-
nohistokimyasi ile tespit edilen proliferatif aktivitesinin
sonuclari, ilave olarak p53 ve bcl-2 protein ekspres-
yonunun ependimoma grade ve subtipleriyle iliskisi
arastinldi.

Materyal ve metodlar

1- Tim&r materyali

Cahismaya Marmara Universitesi Nérolojik  Bilimler
Enstitlisii néropatoloji laboratuvarina gelen 33 epen-
dimoma olgusu alindi. %10 nétral formalinle fikse edil-
mis parafin bloklar ve lamlar arsivden cikarild. ikisi
noropatolog olmak Uzere 3 patoloji uzmani tarafin-
dan revize edilen tiimorlerin WHO 2000 siniflamasina
gore histolojik subtipleri ve gradeleri belirlendi (20).
immiinohistokimyasal boyanma icin &zellikle timor
morfolojilerini en iyi yansitan ve az nekroz iceren bir adet
parafin blok secildi. Ucii primer antikor biri H&E boyasi
icin 3'er mikron kalinhiginda 4 kesit alindi. Ki-67 ve bcl-2
icin lenf nodu, p53 icin meme karsinomu kontrol doku
olarak kullanildi.

2- Immiinohistokimyasal calisma

(i) Ki-67 ve bcl-2

Ki-67 ve bcl-2 proteininin immunohistokimyasal boyan-
masinda antijen retrieval metodu uygulandi. Parafin
bloklardan elde edilen 3 mikron kalinhgindaki kesitler-
den her olguya ait ikiser lam bir gece oda sicakhdinda
bekletildi. Daha sonra 60 C'de bir saat inkiibator icinde
tutulduktan sonra Ug kez beser dakika ksilen ile depa-
rafinize edildi. iki kez 10’ar dakika siireyle %100 alkol ve
distile su ile hidrate edildi. Peroksid blokaji preparatla-
rin %3’lik hidrojen peroksid icinde 20 dakika tutulmasi
ile yapildi. Daha sonra PBS sollisyonu ile iki kez beser
dakika yikandi. Olgularin birer kesitine primer antikor
olarak S.S. Mouse Anti Ki-67 (SP6, RM 9106 Biogen,
1:100) diger kesitine ise S.S Mouse Anti bcl-2 (RB-
1151 Biogen, 1:40) primer antikoru kullanildi. 37 C'de
iki saat bekletildi, PBS yikamasindan sonra sekonder
Biotnylated anti-mouse antikor kullanildi. iki kez beser
dakika stireyle PBS yikamasi yapilan 6rnekler Gzerine
peroxidase conjugated streptavidine (label) damlatildi.
Enziamatik reaksiyondan sonra Mayer’s hematoksilenle
niikleus boyamasi yapildi.
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(ii) P53

P53 immiunohistokimyasi icin avidin-biotin kompleks
(ABC) metodu uygulandi. Poly-L lysine kaph lamlara ali-
nan 3 mikron kalinhdindaki kesitler ksilene alindiktan
sonra dereceli alkolde dehidrate edildi. Endojen perok-
sit blokaji %1 hidrojen peroksit sollisyonunda abso-
lut metanol ile yapildi. Nonspesifik baglanma lamlarin
PBS solisyonlarinda 20 dakika kalmasi ile bloke edildi.
Kesitlerin gece boyunca +4 C'de primer poliklonal anti-
korla (wild type p53 RP-9333 Biogen,1:1000 diliisyon) ilk
inkiibasyona tabi tutulmasini takiben sekonder biotinli
anti-rabbit antikor (1:100 dilisyon) ve ABC uygulandi.
islemin her asamasinda PBS ile yikandi. H&E boyamasin-
dan sonra kapatildi.

3- immiinreaktivitenin analizi

(i) Ki-67

Degerlendirme x10 blyutmede hemoraji-nekroz icerme-
yen, kesit periferinden uzak olan, proliferatif aktivitenin
yuksek oldugu, hiicre yogun alanlar (hot-spot) secilerek
yapildi. X40 biyiutmede 1000 neoplastik hiicre sayilarak
bunlarin icinden boyanma yogunluguna bakilmaksizin
Ki-67 eksprese eden niikleuslar secildi. TUmoriin vaskiiler
komponentini olusturan hicreler dislandi. Pozitif boya-
nan hicrelerin sayisi tim hiicre sayisina boltnerek Ki-67
labelling indeksi hesaplandi.

(ii) Bcl-2 ve p53
Asagidaki kriterler esas alinarak 4 kategoride yapilds;

0 veya nadir hiicre boyanmasi 0,

Tumor hiicrelerinin < 1/3 boyanmasi 1+,

Tumor hiicrelerinin 1/3-2/3 arasinda boyanmasi 2+,
Tumor hiicrelerinin >2/3 boyanmasi 3+ kabul edildi. Bcl-2
icin sitoplazmik, p53 icin nikleer boyanmalar degerlen-
dirmeye alind.

4- Histopatolojik analiz

Her olgu SSS tiimérlerinin 2000'de yapilan WHO sinifla-
masina gore incelendi. Nikleer pleiomorfizm, nekroz,
mitotik aktivite (mitoz sayisi/10 biiylik biyitme alani),
vaskdler proliferasyon ve hiicre dansitesine gore de-
recelendi. Ependimoma subtipleri ise belirgin yapisal
paternle uyumluluga gore miksopapiller ve subepen-
dimoma (WHO grade 1), selliiler, berrak hiicreli, klasik
(WHO grade 2), anaplastik varyant (WHO grade 3) olarak
siniflandirildi.

Nekroz az ya da genis alanda koagtilasyon nekrozu sek-
linde bulunusuna gére -/+ seklinde degerlendirildi. izole
nekrotik hiicreler anlamli sayilmadi. Niikleer atipide pleo-
morfizm esas alindi. Hiicre dansitesi ve niikleer atipi Ugli
nimerik degerlendirme ile yapildi.

0; dustik dansite/atipi, 1+; orta dansite/atipi, 2+; ytksek
dansite/atipi

Mitotik aktivite 10 blyuk blyttmede selliiler alanlarda deger-
lendirildi; 0; 0 ya da bir mitotik figlr, 1+; 2-3 mitoz, 2+; >3 mitoz

5-Klinik veri analizi
Klinik verilere hasta yasi, cinsiyeti ve timor lokalizasyonu da-
hil edildi. Postopreatif RT,KT ve sagkalim bilgileri toplandi.

6- Istatiksel analiz

istatistiksel degerlendirmenin amaci ependimoma subtip-
lerini WHO grade ile uyumlu olacak sekilde siniflandirmak
ve degiskenlerle iliskisini saptamakti. istatistik analizler
SPSS programinda yapildi. Her gradenin kendi icindeki ve
gruplar arasindaki homojenitesi Bolette homojenite tes-
ti ile arastinldi. P<0.05 degeri anlamh kabul edildi. Temel
kategoride grade, Ki-67 LI, p53, bcl-2, niikleer atipi, hiic-
re dansitesi, mitotik aktivite ve nekrozun varhigi/yoklugu
degiskenler arasi iliskisi incelendi. Ayrica yas, lokalizasyon,
sagkalim ve Ki-67 LI degerleri karsilastirildi. P53 degeri ile
gradeler Chi-Square testinde kiyaslandi. Ki-67 ve grade
eslestirmesinde non parametrik Kruskal-Wallis testi kul-
lanildi. Ki-67 LI ve mitoz, dansite, atipi gibi histopatolojik
Ozellikler arasindaki iliski Kruskal-Wallis testi ile MIB-1 LI ve
nekroz kiyaslamasi Mann-Whitney-U Wilcoxon Rank Sum
W testi ile yapildi. 4 histolojik parametrenin her biri ile
grade arasindaki iliskide Chi-Square testinden faydalanil-
di. Sag kalanlar ve Olenler arasindaki korelasyon t testi ile
yapildi. Supratentorial ve infratentorial yerlesimli tiimorle-
rin Ki-67 LI degerleri ve 18 yas alti-tstl hastalarin Ki-67 LI
degerleri arasinda iliski Mann-Whitney-U testi ile dlculd.

Bulgular

1- Klinik veriler

Hastalarimizin yas araligi 1-70 olup ortalama 24 idi. 33 has-
tanin 17'sini (%51) erkekler, 16'sin1 (%49) kadinlar olustur-
maktaydi (E/K=1,06 Grafik 1). Calismaya 5 (%15) grade 1
ependimoma, (subependimoma %6, miksopapiller epen-
dimoma %9), 13(%40) grade 2 ependimoma ve 15(%45)
grade 3 ependimoma olgusu alindi.
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2- Histopatolojik analiz

Olgularimiza ait tiim veriler Tablo 1'de listelendi. Grade
60-69 1 ependimomalar nekroz, selllilarite ve mitoz sergilemez
iken orta derecede atipi gosterdi. Atipi subependimoma-

3 e : larda %50 oraninda iken miksopapiller ependimomalarda
| [mMale %67 idi. 13 grade 2 ependimomada selliilarite %77 olup
20-29 E | |2 Female . n . - .
; alti tanesi sellliler ependimoma idi. Elonge ve belirgin
09 | fibriler goriiniimdeki bir olgu tanistik ependimoma tanili
0 5 10 idi. iki olgu hari¢ grade 2 tiimérlerin hepsi diisiik mitotik

aktivite sergiledi. 15 anaplastik ependimoma hastamizin
tiimiinde orta derecede ya da siddetli niikleer atipi izlendi

Hasta sayma

Grafik 1. Ependimomalarda yas ve cinsiyete gore dagiim. Erkeklerde 9 yas
altinda belirgin bir yilkselme mevcut.

Tablo 1. 33 ependimoma olgusunun klinikopatolojik ve immiinohistokimyasal verileri.

Ki-67 Sagkalm /
Sira Yas/cinsiyet Lokalizasyon Grade Operasyon RT KT LI Bcl-2 p&3 hafta
1 15/K L4-5 | GTR _ 0 3+ 0 146
2 47/K supratent. | GTR 0,1 3+ 0 109
3 19/E T12-S3 | GTR 0,3 3+ 0
4 24/K cauda eq. | GTR + 72 3+ 0 22*
5 50/K lat.vent. | SR 1,2 1+ 0
6 11/E 4th vent Il SR 0,8 3+ 0 39
7 19/K post.fossa I SR 0 1+ 0
8 12/E post.fossa Il GTR + 25 2+ 0
9 38/K sol temp. I GTR 0 3+ 0
10 42/K C7-T5 Il SR 0,5 3+ 0
11 25/K C3-T1 Il GTR 0,6 3+ 0 80
12 5/E post.fossa Il SR + 47 1+ 1+
13 43/K spinal I SR 0 3+ 0
14 29/K |at.vent. Il SR 3 1+ 1+
15 53/K T13-L1 I SR 0 3+ 0
16 1K tmp-pr-ok Il SR 8 cur 0,2 3+ 0
17 37/E C4-6 Il GTR _ 1,2 2+ 0 67
18 70/K spinal I SR 0 3+ 0
19 6/E post.fossa 1l SR + 56 3+ 3+ 30*
20 9/E frontal I SR 0,5 3+ 1+
21 7/E pons 1l SR + 17,6 2+ 1+
22 60/K T8-9 I SR 0 3+ 0
23 41/E vent-crblim. I SR 6 3+ 1+
24 11/K sag temp 1l SR + 19,5 3+ 0
25 5/E post.fossa 1l SR + 0 0 0
26 6/E post.fossa I SR + 22 2+ 1+
27 9K tmp-pr-ok 1l SR Nonsp 3+ 0
28 6/E post.fossa I SR + + 33,2 2+ 0 75
29 37/K ponto-md I SR + 0,6 2+ 0 14*
30 14/K iK I SR + 2,5 3+ 0 70
31 6/E post.fossa 1l SR 18,2 0 0
32 31/K post.fossa I SR 0 3+ 0
33 3/E iK I SR 22,4 3+ 0

(GTR: Gros total rezeksiyon. SR: Subtotal rezeksiyon, RT: Radyoterapi, KT: Kemoterapi
* isaretli hastalar hastaliklan nedeniyle 6Imiistir.)
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Sekil 1. Ependimoma subtiplerine ait H&E 6rnekler;
subependimoma (x200-A), miksopapiller ependimoma
(x400-B), grade 2 ependimoma (x400-C), anaplastik
ependimoma (x400-D).

Sekil 2. Ki-67 imminreaktivitesi; subependimoma
(x400-A), miksopapiller ependimoma (x400-B), grade
2 ependimoma;(+ +) boyanma (x400-C), anaplastik
ependimoma; (++ +) boyanma (x200-D).

Tablo 2. Ependimoma subtiplerinin histopatolojik dzellikleri.

Tiimar tipi atipi% nekroz%  mitoz% a* dansite% a** Grade n oran ort. LI
Subep. 50 0 0 0 Sub.ep. 2 0.1-1.2 0.65
Myx. Ep. 67 0 0 0 Myx.ep. 3 0-7.2 25
Grade Il 92 38 30 10 Grade Il 13 0-4.7 1.03
Anap. Ep. 100 86 86 1 Grade lIl 15 0-56 14.17
(a*: minimum bir mitoz / bilyiik biiyiitme, a**: 2+ selliilarite) Total 33 0-56 6.9

(Sekil 1). Mitoz orani degiskenlik gostermekle birlikte ¢o-
gunda (%86) mevcuttu. Ependimoma subtiplerinin histo-
patolojik verilerle kiyaslamasi Tablo 2'de 6zetlendi.

3- immiinohistokimyasal analiz
(i) Ki-67 (MIB-1) Labeling Indeks
Histolojik subtiplerin boyanma yogunluguna gore da-
gihmi Tablo 3'de gosterildi. Buna gore 33 ependimoma

olgusunun 23 tanesinde (%71) Ki-67 immiinekspresyo-
nu gorildi. Dokuz tanesinde pozitiflik saptanmazken
bir tanesinde nonspesifik zemin boyanmasi mevcuttu.
Grade 1 timorlerden Ki-67 boyanmasi gosteren 4 olgu
(%80) var iken grade 2 tiimorlerde 8 olgu (%62) vardi.
Anaplastik ependimomalarda MIB-1 immiinekspresyo-
nu %78 olarak tespit edildi (Sekil 2). 27 nolu hasta yaygin
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Grafik 2. Ependimoma subtiplerinde ortalama LI degerleri.

zemin boyanmasi nedeniyle degerlendirmeye alinmadi.
Ortalama Ki-67 LI 6,9 olup en yliksek deger 14,17 ile grade
3 timorlerde bulundu (Grafik 2).

(i) Bcl-2 immiinohistokimyasal analiz bulgulari

Tumor hicrelerindeki boyanmalar intrasitoplazmik,
hafif veya kuvvetli yogunlukta kahverenkli idi (Sekil-
3A-B-C). Bcl-2 ile pozitif boyanma genis sitoplazmaya
sahip timor hiicrelerinde daha carpici izlendi. Damar
ya da ependimal tubullerin ¢evresinde kuvvetli boyan-
ma mevcuttu. 33 ependimoma olgumuzun 21 (%64)
tanesi, miksopapiller ependimomalarin timiu ve bir
tane subependimoma glicli bcl-2 pozitivitesi gosterir-
ken diger subependimoma olgusu 1+ immunreaktivite
verdi (Grafik 3). Grade 2 ependimomalarin 3 tanesinde
1+ sitoplazmik boyanma mevcut iken anaplastik epen-
dimomalarin 2 tanesi 0 ya da ¢ok az boyanma gosterdi
(Tablo 4).

Grafik 3. Ependimoma subtiplerinde hiicre yogunlugu temelinde bcl-2
boyanmasi.

Tablo 4. Ependimoma subtiplerinde Bcl-2 pozitivitesi.

Grade n 0 1+ 2+ 3+
Sub.ep. 2 0 1 0 1
Myx.ep. 3 0 0 0 3
Gradell 13 0 3 2 8
Gradelll 15 2 0 4 9
Total % 6.1 12.1 18.2 63.6

(iii) p53 iImmiinohistokimyasal analiz bulgulari

Tumor hicrelerindeki boyanmalar intranikleer, hafif
veya kuvvetli yogunlukta kahverenkli idi. Grade 2 timor-
lerin %15,4’UG 1+ immunekspresyon gosterirken grade 3
ependimomalarda %6.7 oraninda 3+ boyanma (Sekil 3D),
%26.7 oraninda 1+ olmak lizere toplam %33.4 imm{inre-
aktivite saptandi (Grafik 4). Genel olarak immunreaktif
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hiicrelerin timorin herhangi bir alanina rastgele dagdil-
digi spesifik yapilarla iliskili olmadigi gézlendi. P53 bo-
yanmasinin yogunlugu Tablo 5'de 6zetlendi.

p33
10011 1
80 =
8]
60
21+
40 B2+
20 m3+
e _____am
subep. myxep gradell gradell

Tablo 6. Ki-67 LI ve histolojik parametreler arasindaki P degerleri

Histolojik parametreler p degeri
Atipi 0.0163

Mitoz 0.0486

Nekroz 0.2216

Dansite 0.7916

Tablo 7. Histolojik parametreler ve grade arasindaki P degerleri

Grafik 4. Ependimoma subtiplerinde hiicre yogunluguna gére p53 boyanma
dagihimi.

Tablo 5. Ependimoma subtiplerinde hiicre yogunlugu temelinde p53

boyanma dagilimi. Grade | timdrlerin timiinde ve grade II'lerin cogunda
immuinreaktivite yok.

Grade n 0 1+ 2+ 3+
Sub.ep. 2 0 0 0
Myx.ep. 3 3 0 0 0
Grade Il 13 11 2 0 0
Grade lIl 15 10 4 0 1
Total % 78.8 18.2 0 3

4- [statistiksel analiz bulgulari

P53 degeri ile gradeler arasinda anlaml bir fark bulunma-
di (p=0.496). Ki-67 ve grade eslestirmesinde p=0.064 de-
geri zayif da olsa anlamli kabul edildi. Ki-67 LI ve mitoz,
dansite, atipi gibi histopatolojik 6zellikler arasindaki iliski-
de p degeri mitoz ve atipi icin anlamli idi (Tablo 6) ancak
dansite korelasyon gostermedi. MIB-1 LI ve nekroz kiyasla-
masinda da iliski bulunmadi. Atipi, nekroz, mitotik aktivite
ve dansite ile grade arasindaki iliskide tim p degerleri an-
lamli bulundu (Tablo 7). Postopreatif klinik bilgisine ulasa-
bildigimiz on hastanin sag kalim siireleri 39-146 hafta ara-
sinda degismekte idi. En kisa 6lim siresi 14, en uzun ise
30 hafta oldugu gorildi. Sag kalanlar ve 6lenler arasinda-
ki korelasyon anlamli bulundu (p=0.0176). Supratentorial
ve infratentorial yerlesimli tiimorlerin Ki-67 LI degerlerinin
kiyaslamasi anlamli bulundu (p=0.0012/Grafik 5). Ayni test
ile yapilan 18 yas alti-Ustii hastalarin Ki-67 LI de@erleri ara-
sinda iliski saptandi (p=0.0018/Grafik 6).
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Histolojik parametreler p degeri
Atipi 0.0003
Nekroz 0.0011
Mitoz 0.0044
Dansite 0.0000
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Grafik 5. Supratentorial ve infratentorial ependimomalarin LI degerleri.
Supratentorial neoplazmlar yiiksek LI degeri gosteriyor
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Grafik 6. 18 yag alti/Usti hastalann LI degerleri. 18 yas alti hastalarda yiiksek
LI degeri dikkati gekmekte.

Tartisma

Ependimal neoplazmlar ventrikiler sistemin her yeriy-
le iliskili olabilen, morfolojik olarak farkli sekillerde orta-
ya cikan sik gorilmeyen timorlerdir. Cocuklarda daha
stk olmakla birlikte eriskinler de etkilenebilir (1-5,13).
Histolojik subtiplerle prognoz arasindaki iliskinin varhg
ependimomalarin biyolojik heterojen bir grup oldugunu
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desteklemektedir. Histolojik gradeleme, prognoz tahmi-
ninde ve tedavi plani olusturmada degerli bilgiler saglar.
Fakat, borderline lezyonlar ile kiiclik steriotaksik biyop-
silerin dogru tanimlanmasinda ve derecelendirmesinde
proliferatif indeks gibi daha objektif kriterlere ihtiyac var-
dir (5-12).

Calismamizi 2 subependimoma, 3 miksopapiller ependimo-
ma, 13 grade 2 ependimoma ve 15 anaplastik ependimoma
olmak Uzere toplam 33 hasta olusturmaktadir. Olgularimiz
1-70 yaslari arasinda olup 24 yas ortalamasi ve K/E=1.06 ora-
ni Zilch ve Schiffer'in serileri ile uyumluluk gostermektedir
(2,5). Anaplastik varyant yayinlarda en fazla %25 oraninda
iken bizde %46 gibi ¢ok yiiksek bir degerdedir. Bunun nedeni
Norolojik Bilimler Enstitiisti'nlin tiim ulke capindaki beyin ti-
mori olgularina cevap veren bir merkez konumunda olmasi
ve hastalarin sosyoekonomik, kiiltirel seviyelerinden dolayi
hastaliklarinin son asamalarinda gelmeleri olabilir.

Bir cok arastirmaci Ki-67 proliferatif indeks ve grade ara-
sinda istatistiksel olarak iliski tespit etmisler, bazi yazarlar
prognoz ile korelasyon saptarken bir kismi boyle bir ko-
relasyon bulamamislardir (6-12,21-29). Prayson ve arka-
daslar (9) 61 ependimoma olgusuna uygulanan MIB-1
immdinohistokimya calismasinda; MIB-1 indeksinin ti-
morln biyolojik davranisinda énceden belirleyici olma-
digini, mitotik figir, sellularite, vaskiler proliferasyon ve
nekrozun agresif davranista daha yardimci oldugunu,
MIB-1 seviyesinin dordiin Uzerinde olan hastalarda fata-
lite ve rekirrensin daha yiksek oldugunu belirtmislerdir.
Olgularimizda Ki-67 LI %0-56 arasinda olup ortalama 6.90
dir. grade 1 ve grade 2 arasinda ortalama Ki-67 LI degi-
siklik gostermezken anaplastik ependimomalarda 14.17
dir. Subependimomalar ortalama 0.65 LI degeriyle diger
serilerle (6,7) uyumluluk gosterirken, anaplastik ependi-
momalarda farkh sonuglar vardir. Ortalama Ki-67 LI dege-
ri Eva Karamitopolou ve arkadaslarinin (6) calismasinda
6.89, Rushing ve arkadaslarinin (13) calismasinda %14,
Schroder ve arkadaslarininkinde (14) %9.5 olarak bildiril-
mistir. Ancak grade 3 hasta sayilari incelendiginde sirasiyla
1,2 ve 4 oldugu gorulmektedir. Onbes grade 3 ependimo-
ma olgumuz g6z 6niine alindiginda sonuglarimizin daha
tutarl ve istatistiksel olarak daha anlamli oldugu inancin-
dayiz. Kruskal-Wallis non parametrik testi ile yapilan grade
3 ependimoma ve Ki-67 LI korelasyonunda buldugumuz
p=0.0646 dederi sinirda bir anlam ifade etmekle birlikte
grade 1 ve Ki-67 Ll arasinda iliski bulunamadi. Bunun ne-
deni olasilikla grade 1 timorin sinirli sayida olmasidir.

Subependimoma ve miksopapiller ependimomalar WHO
siniflamasina gore grade 1 ile uyumlu olup biyolojik olarak
benign kabul edilir. Patologlar arasinda bu neoplazmlarin
agresif davranisini yonlendirecek, anaplastik 6zelligi 6n-
ceden kestirecek kriterler tizerinde genel bir goriis yoktur.

Miksopapiller ependimoma olgularimizin Ki-67 LI %0-7.2
arasinda olup ortalama 2.5 LI degeriyle subependimomala-
rin dort katidir. Dikkat ¢ekicidir ki, Ki-67 LI 7.2 olan 24 yasin-
daki bir kadin hastamiz operasyon sonrasi 22. haftada has-
taligi nedeniyle hayatini kaybetmistir. immiinekspresyon
goOstermeyen diger miksopapiller ependimoma hastasi ha-
len sag olup 146 haftalik sag kalimla hala hayattadir. Prayson
ve arkadaslarinin (29) yaptigi ondoért olguluk miksopapiller
ependimoma calismasi MIB-1 LI'nin tiimor rekirrensini 6n-
ceden kestirmede faydali olmayacagini gostermistir.

Calismamizda MIB-1 LI ile mitotik aktivite ve niikleer atipi
arasinda guclu korelasyon saptarken, nekroz ve dansiteyi
iceren histopatolojik 6zellikler arasinda anlam bulunama-
di. Rushign ve arkadaslarinin (7) calismasinda her doért pa-
rametre ile MIB-1 LI arasinda iliski mevcuttur. Sellilarite ile
MIB-1 LI arasinda iliski kurulamayisi fokal proliferatif akti-
vite ile agiklanabilir. Nekroz ile MIB-1 LI uyumsuzlugu belki
de biyolojik davranis farkliigindan kaynaklanmaktadir.

Toplam 33 ependimoma olgumuzun dokuz tanesi Ki-67
immdunreaktivitesi gdstermedi. Bir olgu yaygin nonspesifik
zemin boyanmasi nedeniile ¢calismaya dahil edilmedi. Ki-67
LI degerlerindeki degiskenligin (%0-56) bu kadar yiiksek ol-
masi timorlerdeki proliferatif aktivite ile aciklanabilir.

Otuzii¢ olgumuzun yalnizca on tanesinin postopreratif
sagkalim bilgisine ulagilabilmis olup her gradede yeter-
li sayr bulunmadigindan sagkalim analizi yapilamadi.
Gliomlarin malign biyolojik davranisi sadece proliferatif
potansiyele bagl degildir. Bu amacla yas ve lokalizasyona
goOre MIB-1 LI de@erleri ve 18 yas alti-Ustl hastalarn Ki-67
LI degerleri karsilastirildi. Proliferatif aktivite supratentori-
al lokalizasyonda ve 18 yas alti cocuklarda Schroder ve ar-
kadaslarinin (8), Nazar ve arkadaslarinin (28) sonuclariyla
uyumlu olarak ¢ok yuksekti. Jaing ve arkadaslari (26) cer-
rahi rezeksiyon boyutu ve yasin istatistiksel olarak anlaml
prognostik faktorler oldugunu gosterdi. Ancak bazi hasta-
larin kemoterapiye iyi cevap verip vermemeleri ya da adju-
van terapiye ihtiya¢c duyup duymamalari acik degildir. Bu
sorularin cevabi icin daha ileri arastirmalar gerekmektedir.

Wolfsberger ve arkadaslar (11) Ki-67 LlI'nin intrakranial
ependimomali hastalarda bagimsiz bir prognostik faktor
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oldugunu ve seyrin dogru tahmininde énemli oldugunu
gosterdi. Nitekim 6len ve sag kalan olgular arasindaki
farklilik 6lctldiigiinde anlamli sonu¢ bulundu (p=0.0176).
Ama uzun dénem takibini yapabilecegimiz her gradede
yeterli sayida hastaya ihtiyacimiz oldugu asikardir.

Bcl-2 proteini hiicre 6mriinii uzatan ve apoptozisi azalttigi
bilinen bcl-x, bax, mcl-1 ve A-1 iceren protoonkogen ailesi-
nin bir Gyesidir. Beyin tiimorlerinde bcl-2 siklikla eksprese
edilir. Ekspresyonun sikhigi timor hiicrelerinin nonneoplas-
tik kompartmaninin nétral koruyucusu ile dogru orantihidir.
Ornegin ependimal hiicreler ve Schwan hiicreleri normal-
de bcl-2 eksprese ederler ve ayni dokularin neoplastik lez-
yonlarinda da siklikla bcl-2 pozitiftir. Koroid pleksus papil-
lomlari da genellikle bcl-2 pozitiftir. Astrositik tiimorler ve
meningiomlar gibi diger beyin timorleri nisbeten daha di-
sik bcl-2 pozitivitesi gosterirler. Bu durum normal astrosit
ve meningotelyal hiicrelerin negatif bcl-2 yapisini yansitir.
Dikkate deger bir nokta da reaktif astrositler ve araknoid
kistteki bazi meningotelyal hiicrelerde bcl-2 bulunmasidir.
Mekanizmasi bilinmese de bcl-2 negatif bir kisim hiicre en
azindan 6zel durumlarda (iskemik beyin hasari) protein eks-
prese edebilecek bir potansiyele sahiptir (2,3,14,17).

Bcl-2 ekspresyonu gliomlarda malignite ile dogru oranti-
hdir.. Calismamizda grade ile bcl-2 ekspresyonu arasinda
anlaml bir iliski saptanamadi (p=0.271).

Rushing (7) ve Nakasu (16) onderligindeki arastirmalarda da
korelasyon bulunmadigi rapor edilmistir. Dikkatimizi ¢ceken
bir baska nokta grade 1 ependimomalarin dustik proliferas-
yon oranina (ortalama LI %1.76) sahipken gui¢lii bcl-2 ekspres-
yonu gosterdigidir. Bu yolla dusiik gradedeki ependimal hiic-
reler devamliliklarini stirdirebilmek icin asiri bcl-2 ekspresyo-
nuna yol acarak kendilerini apoptozdan koruyor olabilirler.

Bcl-2 proteini, neoplastik hiicreleri radyoterapi ve ke-
moterapinin neden oldugu apoptozdan korurlar. Bu da
timorun tedaviye vereceg@i cevabi biyik olclide etkiler.
Nitekim bcl-2 degeri 3+ olan kauda equina lokalizasyonlu
bir hastamiz radyoterapi almis ve yirmiiki hafta sonra 6l-
mustir. Bcl-2 eksprese eden malign gliomlar hem tedavi-
ye direnclidir hem de erken rekiirrens gosterirler. Rekirren
timorlerdeki bcl-2 ekspresyonu ilk timore gore artmistir.
Bunun muhtemel nedeni; ya baslangicta bcl-2 vardir ya da
tedavi bcl-2 nin artmasina yol aciyordur (16). Bu nedenle
rutin olarak glial timoérlerde bcl-2 ekspresyonunun tespiti
tedaviyi yonlendirmede ve dolayli olarak prognozu tah-
min etmede yararli olabilir.

Siklikla astrositik tiimorlerde mutant gen olarak tespit edi-
len p53'Un insan kanserlerinin bir cogunun gelismesinde
kritik rol oynadigdi bilinir ama ependimomalarin timéroge-
nezinde kesin olmayan bir rol oynar. Rushing (7), Suzuki (10),
Saini (30) ve arkadaslari malignitenin histolojik derecesi ile
p53’un iliskili oldugunu gosterdi. Bizim ¢alismamiz ependi-
momalarda p53 ekspresyonunun varligini dogruladi ancak
daha 6nceki arastirmalarin sonuclarindan farkl idi. Biz p53
ekspresyonunu anaplastik ependimomalarda %33.4, tim
olgularimizda ise %21 tespit ettik. Grade 1-2 ve p53 arasin-
da istatistiksel anlam yoktu, ¢linkl p53 her gradede genel-
de 0 degerinde kiimelenmisti. Kaybedilen 2 tane anaplastik
ependimoma olgusunun p53 degerlerinin 3+ ve 0, sagka-
limlarinin ise sirasiyla 30 hafta ve 14 hafta olmasi bize bu ti-
morlerin biyolojik olarak farkl davranis bicimlerinde olabi-
lecegini distindurdii. Korshunov ve arkadaslari (31) grade,
hasta yasi, lokalizasyon ve tiimorlerin diferansiasyonuna
gore gen ekspresyon paternlerini gosterdi. Calismanin so-
nuclar biyokimyasal yolaklarda 6zellikle ependimomalarin
patogenezinde yeni bakis sagladi ve molekiiler olarak farkli
hastaliklardan olustugunu destekledi. Beyin timor kayit-
larina gore 103 olguluk Japon serisinde on yillik sag kalim
ependimomalar icin %68.3, anaplastik ependimomalar icin
ise %9.5 olarak raporlandi (32).

Ependimomalarin onkogenezisi heniiz astrositik timorler
kadar aydinlanmis degildir. P53 gen mutasyonu anaplas-
tik astrositomlarda %35, GBM'de %24, oligodendrogliom-
larda %1.1, medulloblastomlarda %0.8 olarak bulunmus-
tur (33). Ling-Ling ve arkadaslarn (19) ependimomalarda
diger SSS timorleri gibi sik p53 mutasyonu tespit etme-
diklerini bunun da ependimal timorlerin patogenezinde
ve progresyonunda tanimlanmayan yolaklarin varligini
destekledigini raporladilar.

Bizim sonugclarimiz yiiksek MIB-1 ve p53 imminekspresyo-
nunun high grade ependimomlarda objektif bir indikator
olabilecegini gosterdi. Bu bulgular literatiirle uyumlu idi
ve ependimomalarin biyolojik davranisina ileride 151k tu-
tabilecek veriler icermekteydi. Ayni zamanda intrakranial
ependimomalarda Ki-67 indeksinin degerlendirilmesinin
rutin tani sonrasinda hastaligin seyrini tahminde faydali
olabilecegini de gosterdi.

Tesekkiir

Yazarlar essiz istatistik analizleri icin Nural Bekiroglu'na ve
immiinohistokimya eksperligi icin Eser Omeroglu'na te-
sekkiir ederler.
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