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Astrositomalarda BCL-2 ve
Cyclin A Ekspresyonu ve
Prognoz ile lliskisi

The Relationship of BCL-2 and
Cyclin A Expression and Prognosis
in Astrocytomas

oz

AMAC: Yiiksek gradeli astrositomalar cerrahi, radyoterapi, kemoterapiye ragmen;
major mortalite ve morbidite nedeni olmaktadir. Bu galismada, astrositomalarda
Cyclin A ve bcl-2 diizeylerini belirleyerek, yiiksek grade’li (grade III-IV) olgularda
sagkalima etkisini arastirdik.

YONTEMLER: Calismaya toplam 28 supratentorial diffiiz astrositoma olgusu dahil
edilmistir. Calismada, retrospektif dosya bilgileri kullanilmistir. Parafin bloktaki
doku 6rnekleri kullanilarak biotin-streptavidin immiinoenzimatik antijen gosterme
sistemiyle cyclin A ve bcl-2 diizeyleri saptanmis ve sonuglar istatistiksel olarak Mann
Whitney U, Kruskal-Wallis ve Spearman korelasyon testleri ile degerlendirilmistir.

BULGULAR: Grade II astrositomalarda saptanan % 3.4(+1.7) cyclin A oram ile
grade III %18.4(+10.1) ve grade IV %15.5(+8.8) astrositomalarda saptanan cyclin A
oranlari arasinda belirgin farklilik bulundu. Bcl-2 diizeyleri grade II (1.6+0.9), grade
I 1.8(x0.8), grade IV %2.2+(0.6) olarak saptandi. Sagkalim grade III
astrositomalarda 85.6 +26.1 hafta, grade IV astrositomalarda 43.1 +12.2 hafta olarak
bulundu.

SONUC: Calismada, grade II astrositomalarda cyclin A ve bcl-2 diizeyleri arasinda
saptanan korelasyon, grade IIl ve IV astrositomalarda izlenmedi. Ortalama bcl-2
diizeylerinin histolojik malignite ile iligkili oldugu goriildii.

ANAHTAR SOZCUKLER: Astrositoma, bcl-2, cyclin A, immunohistokimya,
prognoz

ABSTRACT

OBJECTIVE: Although the combined surgery, radiotherapy and chemotherapy
treatments, high grade astrocytomas are still cause for major mortality and
morbidity. In our study, concentrations of cyclin A and bcl-2 were measured in
astrocytoma cases and morbidity effect were examined in high grade (grade III-IV)
cases.

METHODS: In our study 28 supratentorial diffuse astrocytoma cases were included.
Retrospective details were collected from the personal files. Cyclin A and bcl-2 levels
were measured with biotin streptavidin immuno-enzymatic antigen staining system
from tissue paraffin blocks. Results were evaluated with Mann-Whitney U, Kruskal-
Wallis and Spearman correlation tests.

RESULTS: Cyclin A concentrations were measured in all groups showed significant
differences especially between grade II (3.4+1.7%), grade III (18.4+10.1%), grade IV
(15.5£8.8%). Bcl-2 levels were measured as grade II (1.6+0.9%), grade III (1.8+0.8%),
grade IV (2.2£0.6%). Postoperative survival for grade III were 85.6+ 26.1 weeks and
43.1+12.2 weeks for grade IV astrocytomas.

CONCLUSION: In our study, grade II astrocytomas showed significant correlation
between cyclin A and bcl-2 levels, but not for grade III and IV astrocytomas. Mean
bcl-2 levels showed correlation with histological malignity.
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GIRIS

Noroepitelyal grup icindeki astrositomalar;
inkomplet rezeke edilebilmeleri ve bazilarmin hizl
proliferasyonlar1 nedeniyle, kombine onkolojik
yaklasimlara ragmen tedaviye direnclidir.
Astrositomalar biyolojik davraniglarinda degisim
gostermeleri, hizli proliferasyonlari, neden olduklar:
morbidite ve mortalite nedeniyle aragtirma konusu
olmaya devam etmektedir. Molekiiler biyolojideki
gelismeler, timor olusumunda tiimor baskilayict
genlerdeki allel kaybimni ortaya c¢ikarmistir. Buna
gore; P 53 timor baskilayict genin apoptozu
(programlanmus hiicre 6liimii) regiile ettigi, Rb gen
mutasyonunun retinoblastoma ve sarkomlara yol
actig1 (4), apoptotik hiicre sayisinda azalma ve bcl-2
(B Cell lenfoma-2) yiiksekliginin =~ malignite ile
iligkili oldugu(14) ve cyclin A ve Bi in
astrositomalarda malignite derecesini yansittig:
gosterilmigtir(1).

Yiiksek grade’li astrositomalarda radikal cerrahi;
hastanin yasi, fonksiyonel durumu ve timor
lokalizasyonuna gore planlanir. Postoperatif
eksternal radyoterapi, tedaviye eklenir. Kombine
yaklasimlara ragmen ortalama sagkalim
glioblastomada 50 haftayla sinirhdir. Yiiksek gradeli
astrositomalarda 2 yillik % 20 olan sagkalim, tani
aninda 40 yas altinda olan, postoperatif rezidii
timortit  olmayan,  postoperatif = Karnofsky
performans: yiiksek olan hastalarda daha iyidir.
Ancak agresif tedavi yapilan olduk¢a iyimser
serilerde bile 36
gecmemektedir (4,6).

aylik sagkalim  %20yi

Cyclin A ve bcl-2 ekspresyonunun; glioblastoma
(grade IV) grubundaki hastalarda prognostik
degeri; yas, preoperatif semptom
postoperatif performans skoru,

stiresi,
yasam stiresi ile
karsilagtirilarak tartigilmistir.

GERECLER VE YONTEM

Bu calismada,1996-2001 yillar1 arasinda Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi (23 hasta) ve Marmara
Universitesi Norolojik Bilimler Enstitiisiinde opere
edilen (5 hasta) toplam 28 supratentorial diffiiz
astrositoma olgusunun dosya bilgileri retrospektif
olarak degerlendirilmistir. Olgularin 9'u grade II (%
32.1), 5’i grade Il (%17.9), 14’1 grade IV (%50) olarak
tespit edilmistir. 151 kadin (%53.5), 13'ii erkek
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(%46.5) olan toplam 28 hastanin yaglar1 10-74
arasinda (ortalama yas 42.2) degismektedir.
Olgularin hepsine  oncelikle cerrahi tedavi
uygulanmis, grade II-IV hastalara postoperatif
donemde total 50-60 Gy radyoterapi uygulanmistir.
Grade IV hastalarda ise, takip stiresi 24-64 hafta,
ortalama 42.7 haftadur.

Parafin doku bloklarinda immunohisto-kimyasal
calisma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi patoloji
laboratuvarinda yapilmistir. Biotin-Streptavidin
immiino-enzimatik antijen gosterme yontemi
(Ultravision mouse HRP-AEC kit detection system)
ile bcl-2 antibody (MS-123-R7 Neomarker Labvision,
USA), cyclin-A antibody (MS-1061-R7 Neomarker
Labvision, USA) kullanilmigtir. Parafin doku
bloklarindan alinan 4 mikron kalinliginda kesitler,
ksilen ile deparafinize edildikten sonra etanol ile
hidrate edilmis, biotin ve streptavidin ile yapilan
islem sonrasi cyclin A ile niikleer boyanma ve bcl-2
ile stoplazmik boyanma 1sik mikroskopunda 400
biiylitmede manuel olarak degerlendirilmistir. 200
biiytitme ile 500 hiicre sayilarak (nekroz, lenfosit,
damar  duvarlar1  degerlendirme  diginda
tutulmustur) boyanma ytizdesi saptanmustir.

[statistiksel sonuglar, bilgisayarda Windows
altinda SPSS 10.1 istatistik programinda Mann-
Whitney U, Kruskal-Wallis ve Spearman korelasyon
testleri ile degerlendirilmistir.

BULGULAR

Olgulara ait veriler Tablo-I'de 6zetlenmis,
prognostik degerlendirmeye sadece grade IV olan
hastalar dahil edilmistir. Tiimoér hiicrelerinin
immiinohistokimyasal boyanmalar1 resimlerde
gortilmektedir. Sekil-1,2,3,4,5,6.

Glioblastomalarda (grade IV) ortalama sagkalim
43.14 £12.2 hafta olarak bulundu.

Bcl-2 boyanma yiizdesi; grade II 1.6 (+0.9),
grade III 1.8 (+0.8), grade IV 2.2 (+0.6) olarak
bulundu. Histolojik olarak malignite ile bcl-2
boyanma diizeyleri arasinda iligki istatistiksel olarak
gosterilemedi (p=0.077).

Cyclin A oranlari, grade II % 3.4 (£1.7), grade III
% 18.4 (£10.1), grade IV %15.4 (£8.8) bulundu. Cyclin
A oranlar1 grade II ile grade III-IV arasinda anlaml
farklilik saptandi (p=0001).
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Tablo-I: Olgulara ait klinik ve immunohistokimyasal sonuglar

PATOLOJI YAS CINS SEMPTOM KPS SAGKALIM BCL-2 CYCLIN A
SURESI HAFTA
HAFTA

1 GRADE I 23 K %2.6 % 6.8
2 GRADE I 22 E %2.2 % 4.1
3 GRADE II 16 E %1.4 % 1.28
4 GRADE II 45 K %0.8 % 3.57
5 GRADE II 26 K %1.2 % 3.36
6 GRADE I 66 K %1.8 % 3.63
7 GRADE I 43 K %1.0 % 1.13
8 GRADE I 46 K %0.8 % 2.56
9 GRADE II 10 E %2.2 % 3.74
10 GRADE III 65 K 18 90 84 %0.8 % 19.01
11 GRADE III 39 E 6 80 64 %0.4 % 20.51
12 GRADE III 42 K 14 60 64 %1.0 % 33.33
13 GRADEIII 29 E 40 100 128 %1.6 % 13.27
14 GRADE III 40 K 20 90 88 %1.4 % 5.88
15 GRADE IV 48 K 6 80 44 %2.8 % 11.37
16 GRADE IV 46 E 10 90 56+ %0.8 % 7.89
17 GRADE IV 64 E 8 60 28 %1.4 % 19.53
18 GRADE 1V 60 E 10 90 40 %1.8 % 11.76
19 GRADE IV 70 K 5 90 28 %2.8 % 18.09
20 GRADE IV 65 E 2 90 40 %3.6 % 10.11
21 GRADE IV 28 E 8 80 64 %1.2 % 3.40
22 GRADE IV 71 E 5 70 32 %0.6 % 10.41
23 GRADE IV 53 E 18 100 48 %1.4 % 7.74
24 GRADE IV 20 K 4 60 24 %1.2 % 32.45
25 GRADE IV 13 K 16 100 56 %4.2 % 13.84
26 GRADE IV 74 K 7 80 40 %0.4 % 13.30
27 GRADE IV 20 E 12 100 48 %5.2 % 24.52
28 GRADE IV 39 E 10 100 56 %2.8 % 32.07
Kruskal-Wallis testiyle cyclin A oranlar1  Tablo-II: Histolojik grade ile BCL-2 ve Cyclin A

karsilastirildiginda anlamli farklilik tespit edildi.
Mann Whitney U testi ile yapilan ikili
karsilastirmalarda farkliligin Grade II grubundan
kaynaklandig1 saptandi.

Grade II astrositomalarda bcl-2 ve cyclin A
arasinda anlamli korelasyon bulundu. Spearman
korelasyon katsayisi r = 0.83 (p=0.005) Grade III ve
IV arasinda benzer iliski saptanmadi. Tablo-II

Grade IV astrositomalarda; Yas ile sagkalim
arasinda negatif korelasyon r=0.526 (p=0.05),
preoperatif semptom siiresi ile sagkalim arasinda

oranlarinin kargilastirilmasi

GRADE II |GRADE III | GRADE IV | P

(N=9) (N=5) (N=14)

Ortalama |Ortalama |Ortalama

(SD) (SD) (SD)
BCL-2 1,56 (0,88) |1,80 (0,84) [2,21(0,58) [0,077
CYCLIN A |3,36(1,68) 18,4 (10,1) |15,4 (8,8) |0,001*
*p< 0,05
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pozitif korelasyon r=0.653 (p=0.01), postoperatif
Karnofsky performans skalasi ile sagkalim arasinda
pozitif korelasyon r=0.606 (p=0.022) bulundu.
Tablo-1II

Tablo-III: Grade IV olgularda yasam siiresinin
prognostik parametrelerle korelasyonu

N=14
YASAM SURESI Spearman  Korelasyon | P
katsayzst (r)

YAS -0,52 0,05*

" - . Sekil 3: Grade III astrositoma; bcl-2 immunohistokimyasal
SEMPTOM SURESI 0,65 0,011 boyanma, mikroskopik 400 biiytitme
POSTOP KPS 0,6 0,022*
BCL2 -0,04 0,88
CYCLIN A -0,4 0,14
*p<0,05

Sekil 4: Grade III astositoma; cyclin A immunohisto-
kimyasal boyanma, mikroskopik 400 biiytitme

Sekil 1: Grade II astrositoma; bcl-2 immunohistokimyasal
boyanma, mikroskopik 400 biiytitme

Sekil 2: Grade II astrositoma; cyclin A immunohisto- Sekil 5: Grade IV astrositoma; bcl-2 immunohisto-
kimyasal boyanma, mikroskopik 400 biiytitme kimyasal boyanma, mikroskopik 400 biiytitme
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Sekil 6: Grade IV astrositoma; cyclin A immunohisto-
kimyasal boyanma, mikroskopik 400 biiytitme

TARTISMA

Cyclin’ler hiicre dongtisti kontroliinde gorev alan
diizenleyici proteinlerdir. Hiicre dongtisti; p16, CDK

(cyclin-depended  kinase), cyclin ve pRB
kontroliindedir(4). Cyclin  ABi,DLE  siklus
regiilatorii  iken, diger cyclinlerin  hiicre

maturasyonu disindaki rolleri bilinmemektedir.
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), MIB-1 ve
S faz1 flow sitometri baglica proliferasyon
gostergeleridir. Cyclinler ve CDK tiimor baskilayici
genlerin kontroliindedir. Cyclin A ge¢ G1 fazinda
S fazi (DNA sentezi) oncesindeki bir molekiildiir.
Hematolojik tiimorler, meme karsinomu ve
kolorektal =~ karsinomunda  yiiksek  olarak
saptanmistir. Normal beyin dokusunda, cyclin A
ekspresyonu saptanmazken, astrositik tiimorlerde
cesitli serilerde histolojik grade’e gore farkli
oranlarda boyanma ytizdeleri saptanmustir (1, 2, 11).
Cyclin A diizeyini etkileyen diger faktorler P53,
pRB, CDK2 diizeyidir (2). Cyclin D1 erken Gi
fazinda fonksiyoneldir. 46 glial kitleli hasta
grubunda cyclin D1 grade IV astrositomada en
yliksek bulunmus, sonugta gen amplifikasyonu
olmadan cyclin D1 diizeyinin glial tiimorde agresif
biyolojik davranigla iligkili oldugu gosterilmistir
(13).

Son yillardaki yayinlarda genel olarak
astrositomalarda farkli proliferasyon gostergelerinin
histolojik grade ile korelasyonu gosterilmesine karsi,
olgularin sagkalimi1 ile korelasyonu tartisma
konusudur. Bizim g¢alismamizda, S fazina spesifik
proliferasyon gostergesi olarak cyclin A diizeyi

grade II astrositomalarda %3.4 bulundu. Grade III-IV
hastalarda cyclin A diizeyinin yiiksekligi dikkat
cekiciydi, ancak bu calismalarin tersine bizim
calismamizda grade III astrositomada %718.4 olan
cyclin A orani grade IV hastalarda %15.4 bulundu.
Cyclin A oranlar1 ile yasam stireleri arasindaki
negatif korelasyon, istatistiksel olarak glioblastoma
olgularinda gosterilemedi.

Bcl-2 geni programlanmus hiicre 6liimiinii kontrol
eden kompleks grup genlerden birisidir. Apoptozu
bloke ederek hiicrenin yasam siiresini uzatir, bu
ylizden tiimér prognozunu etkileyen bir gendir. Bcl-
2 expresyonu ilk kez B hiicreli lenfomada
gosterilmistir. Bcl-2 varligr gliomlarda invazyon ve
migrasyonu artirmaktadir. Bcl-2 yiiksekligi diisiik
gradeli astrositomalarda da gosterilmis, ancak
prognoza etkisi gosterilememistir (3, 5). Bcl-2
ekspresyonuyla iligkili apoptoz ile proliferasyon
arasindaki dengenin tiimér prognozundaki Snemi
vurgulanmistir. Bcl-2 asir1 ekspresyonu  adjuvan
tedaviye direncle ilgilidir. Apoptoz ana kontrol
noktasi p53 kontrolii altindadir. Bununla iliskili wild
tip p53 expresyonu ile bcl-2 ekspresyonun yiiksekligi
gosterilmistir. Nakasu ve arkadaslari tarafindan
tekrarlayan gliomalarda bcl-2 yiiksekligi gosterilmig
ancak sagkalim ile korelasyon bulunamamugtir (10).

168 glioblastoma olgusunu igeren c¢alismada
PCNA, bcl-2, EGFR, p53 degerleri arastirilmis; p53
ile bcl-2 degerleri prognozla iliskili bulunmamistir
(6). Bcl-2 boyanma ytizdesi grade IV astrositomalar
icin ortalama %9.5 olarak belirtilmistir.

Bizim ¢alismamizda, apoptotik siirecin inhibitor
proteinlerinden bcl-2, Grade II olgularda 1.56 (+£0.88),
Grade III olgulardal.80 (+0.84), Grade IV olgularda
2.21 (40.58) olarak bulundu. Calismamizda,
histolojik grade ile bcl-2 diizeyleri arasinda
korelasyon izlendi. Ayrica Grade II astrositomalarda
bcl-2 ve cyclin A arasinda anlamli korelasyon
bulundu. [Spearman korelasyon katsayist 0.83
(p=0.005)]. Proliferasyon ytiksekligi ile apoptozdaki
inhibisyonun korelasyonu anlamina gelen bu iliski
Grade III ve IV astrositomalarda gosterilemedi.

SONUC

28 astrositoma olgusunu igeren calismamizda,
grade II ile grade III ve IV astrositomalar arasinda
cyclin A dtiizeyleri arasinda belirgin farklilik
saptadik. Ancak grade III astrositomalarda cyclin A
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diizeyi grade IV astrositomalardan daha yiiksek
bulundu. Bu sonucun gruplardaki hasta
sayilarindaki farkliliktan dolay:r kaynaklandigi
distiniildt. Ortalama bcl-2 diizeyleri ile histolojik
grade arasinda korelasyon izlendi. Grade II
astrositomalarda bcl-2 ve cyclin A diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak gosterilen korelasyon grade III ve
IV astrositomalarda gozlenmedi.

Grade IV astrositomalarda proliferasyon
gostergesi olarak cyclin A ile sagkalim arasinda iligki
saptanmadi. Apoptoz inhibitérii olan bcl-2 diizeyi
ile sagkalim arasinda iliski izlenmedi.

Cyclin A ve bcl-2'nin  histolojik gradelemede
bilinen parametrelere ek olarak kullanilabilecegi;
apoptoz inhibitérii olan bcl-2'nin tek bagina apoptoz
stirecini yansitmadig1, bu nedenle daha genis hasta
grubunda o6zelikle kompleks bir siire¢ olan
apoptozis ile iligkili diger proteinleri de igeren
caligmalarin yapilmas: gerektigi diistiniildii. Ancak
literatiirdeki diger calismalarda goriildtigt gibi
bizim c¢alismamizda prognoza iliskin olarak
anaplastik astrositoma diginda glioblastomada
prognostik faktor olarak anlamlilik g6zlenmemistir.
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