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OZET :

Cahsmamizda, cesitli insan beyin tiimérlerinden hazirlannus hiicre kiiltiirlerinde, intermedyer
filamentlerin degerlendirilmesi ile tiimérlerin smiflandirlmasi, timériin “‘grade” ile ilgisinin belir-
lenmesi diisiintilmiis ve béylece patolojik taniya yardima olunmasi amaglanmistir.

Degerlendirme sonucunda, Glial fibriler asidik protein (GFAP) ve nérofilament (NF) icin kontrol
grubunda 6zgiil olmayan boyanma gériilmemis, glial tiimérler dismdaki ¢esitli neoplazmlarda (néri-
nom. non-Hodgin lenfoma, papiller adenokarsinom) negatif boyanma, cesitli tipte glial tiimérlerde
ise belirgin pozitif boyanma saptannustir.

Calisilan tiimérlerde NF antikoruna kars: pozitif reaksiyon gézlenmemistir.
Anahtar Sézciikler : In vitro, insan beyin timérleri, Glial Fibriler asidik protein, nérofilament

SUMMARY :

In this study, the dassification of tumors, determination of the relationship between a tumor
and a "grade” on the cell culture, prepared from the various human brain tumors are planned and
using these findings about intermediate filaments to assist the pathological diagnosis is aimed.

In conclusion, GFAP and NF nonspecific fluorescence staining was not seen on control group.
Negative fluorescence staining was observed in various neoplasms (neurinoma, non-Hodgin
lenfoma, papillary adenocarcinoma) which were not glial tumors. Positive fluorescence staining was
observed in various type of glial tumors.

Positive reaction against NF antibody was not seen on the tumors which are being examined.
Key Words : In vitro, human brain tumors, Glial fibrillary acidic protein, neurofilament.

GiRiS Tiimérleri, giintimiizde, bilinen histolojik
tekniklerle ulasilamayan kesinlikte ayirmak
icin, IF'lere kars1 antikorlar kullanilarak tiimér
hiicre kokeni tanimlanabilmektedir. IF protein-
lerine kars: olusan antikorlarin, immuiinosito-
kimyasal yontemlerle ve indirekt immiinoflo-
resans teknigiyle timér ve metastazlann saptan-
masmda kullanildiklan bildirilmistir (1.5.6.9).

Son yillarda, hiicre iskeleti elemanlarindan
Intermedyer Filamentlere (=IF) olan ilginin art-
masinda en énemli neden, bunlarnn doku veya
hiicre tiplendirilmesinde kullanilabilecek birer
isaretleyici (marker) olduklarinin anlagilmasidir
(2). Yapilan calismalar, tiimér hiicrelerinin ké-
ken aldiklan hiicre ile ayni IF tipine sahip ol-

duklarmi, metastazlarda da, orijin hiicrede veya
primer tiimoérde gozlenen IF tipinin bulundugu-
nu gostermektedir. (2,5,9).

Vimentin, desmin ve keratin filament mo-
noklonal antikorlar, néronal ve glial orijinli ol-
mayan (sarkom, adenokarsinom, rabdomiyo-
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sarkom gibi) tiimérlerin gelisimini saptamada sik-
likla kullanihirken, glial ve néronal tiimérlerin di-
agnostik calismalan icin de anti-glial fibriller
asidik protein ve anti-nérofilament monoklonal
antikorlannin kullanildif bilinmektedir (6.7).

Baslangita, doku kiiltiirtindeki hiicrelerde
hiicre iskeletine ait elemanlarin organizasyonu
i¢in baslanan bu ¢aligmalar, patologlar tarafin-
dan, farkli hiicre tiplerinin direkt olarak ayirde-
dilebilmesini ve tiplendirilmesini saglayan
énemli bir yéntemin gelistirilmesine araa ol-
mustur.

Intermedyer filamentlerin diferansiye ve in-
diferansiye tiimérler arasinda ayirimi sagladig
ve bu yolla hastaligin prognozu hakkinda bilgi
verdigi, timér malignitesi ile immiin boyanma
yogunlugu arasinda da negatif bir korelasyon
varhigs gosterilmistir (1,3.4,12).

In vitro hiicre kilttirii kosullarinda yapilan
bu calismada, insan santral sinir sistemi timér
hiicreleri monoklonal antikorlar kullanilarak,
glial filament ve nérofilament varhg agisindan,
indirekt immiinofloresans yéntemiyle taranmis-
tir. Calismamizda, intermedyer filamentlerin be-
lirleyici 6zelliklerinden yararlamlarak, hiicre
tiplerinin ayirdedilmesi, timérlerin simflandirl-
masi, timériin “grade” ile ilgisinin belir-
lenmesi ve béylece patolojik taniya yardima
olunmas: amaclanmgtir.

MATERYAL ve METOD

Bu galisma sirasinda, Ege Univ. Tip Fak. Néro-
sirurji Anabilim Dalindan saglanan cesitli beyin
tiimér dokularindan hazirlanan hiicre kiiltiirleri
ve Ege Univ. Tip Fak. Cocuk Saglig1 Anabilim Da-
lindan alinan deri biyopsisinden hazirlanan fib-
roblast kiiltiirii kullanmilmigtir. Timérlerin
patolojik simiflandirma ve tanilan Ege Univ. Tip
Fak. Patoloji Anabilim Dalinda yapilmustir.

Fragmant yéntemi ile hazirlanan hcreler, 25
am? yiizeyli 50 ml hacimli hiicre kiiltiir kaplarin-
da ve % 20 Fétal Dana Serumu, 100 U/ml Penisi-
lin 100 mcg/ml Streptomisin igeren DMEM
(Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium
20mM Hepes tamponlu) i¢inde 37°C normal
etiivde inkiibe edilmistir.

KULLANILAN SERUMLAR: Bu calismada,
Monoklonal Anti-Glial Fibriler Asidik Protein
(GFAP) galisma solusyonu 1:400, Monoklonal
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Anti-Neurofilament 200 ¢alisma solusyonu 1:40
ve Anti-fare IgG (tim molekiil) FITC konjugat ca-
lisma solusyonu 1:64 olarak PBS ile sulandinl-
mustir.

IIF BOYAMA: Indirekt immufluoresans bo-
yama, anti-GFAP, anti-NF serumlan ile tiim ti-
mor ve kontrol hiicrelerin kargilagtinlmas: ile
yapilmigtir. Anti-fare FITC konjuge serum (kegi)
isaretleyici marker serum olarak kullanilmustur.

SONUGLAR

Glial filament ve nérofilamentlerin gésteril-
mesi igin galismaya alinan 30 hastaya ait timor
dokusu anti-GFAP ve anti-NF monok-
lonal antikorlan ile ¢ahsilmigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Beyin Tiimérlerinde anti-GFAP ve
anti-NF monoklonal antikor ¢alisma
sonuglarinin genel dokiimii.

No | Hasta| C | Yas| Patolojik tam GFAP| NF | PBS
1 |MU | K | 33 | Astrositom G [-II t+ | - | -
2 | MT K | 35 | Astrositom G [=[l ++ | - | -
j [ AY K | 42 | Astrositom G Il -1 ¢ -
4 | MS E | 38 | Astrositom G Il |- | -
5 |OM | E | 35 | Astrositom G [[I-IV - -] -
6 | NO E | 46 | Astrositom G-IV 8 - | -
7 | OE E | 39 | Astrositom G III-IV = = | =
8 | Y K | 40 | Astrositom G IV L B
9 | IK E | 64 | Astrositom G IV ++ ] =] -
007 [ K [5 | Ependimom G-IV | 4= | = | -
11 | YG K | 12 | Ependimom G II-IV ++ | = | -
12 | HS E 7 | Ependimom G II-IV I e
I E [ 4| Ependimom GII-IV | ++ | - | -
14 | 8¢ E | & | Mediloblastom |- | -
15 | AA E | 5 | Medilloblastom I
6 [FA | K | 21 | Medilloblastom |- |-
17N | E | 52| Glioblastoma multiforme| +- | - | -
18 [B{ | E | 65 | Glioblastoma multforme| ++ | - | -
19 [NE | K | 53| Glioblastoma multiforme| ++ | - | -
20 | GE K | 38 | Oligodendrogliom T
2 [HA | K | 34| Oligodendrogiiom =+ - | -
2 [E | K | 50| Oligodendrogliom 1 -1-
BAA | E | 39| Gangliogtiom G Il | -

W |FY | E | 56 | Papiller adenokarsinom | - | ¢ | -
25 | SA K | 15 | Kavemnom =1 -] =
6 [MA | E | 07 | Karsinom metastaz -1 =-1-
7700 | E | 39 | Non-Hodgkn lenfoma | - | - | -
BT [ E | 2| YuvHicMalign Tm. - - | -
W& [ E [ 20| Pnecblastom R
UK E | 70| Nornom - - -

Deri Fibroblast -1 -1-

GFAP = Glial Fibriller Asidik Protein, NF = Néro Filament, PBS =
Fosfat Tampon Solisyonu;

(++) = Kuvvetli pozitif. (+—) = Zayif pozitif. (—) = Negatif. (¢) = Cal-
silmad.



Hiicre kiiltiiriindeki canh hiicrelerin fotograf-
lan Olympus IMT-2 Inverted Phase-Contrast
Mikroskobunda gekilmigtir (Sekil 1,2).

ey

Sekil 1: Glioblastoma multiforme hiicreleri, 200x.

e W Sl
Sekil 2 : Medulloblastoma hiicreleri, 200x.

Astrositom G I tams: alan tiimérde ani-
GFAP antikoruyla kuvvetli pozitif reaksiyon ve-
ren hiicreler gézlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3 Astrositom G II hiicrelerinde GFAP'e kars: pozitif
reaksiyon, 800x.

Astrositom G III'ten bir tanesi zayif pozitif ve-
rirken digeri kuvvetli pozitif reaksiyon vermistir

(sekil 4)

Sekil 4: Astrositom G III'te GFAP'e kars: pozitif reaksiyon
veren hiicreler, 320x.

Ug tane astrositom G III-IV'tin bir tanesi ¢al-
silmamus diger iki tanesi zayif pozitiflik géster-
migtir.

Astrositom G IV'iin bir tanesinde zayif pozi-
tiflik reaksiyon veren hiicreler gézlenmis-
tir.

Dért tane Ependimom G III-IV'iin bir tane-
sinde daha az sayida ve daha az yogunlukta
GFAP'e karg: pozitiflik veren hiicreler gériiltirken
digerlerinde GFAP poritif hiicre sayis1 ve yogun-
lugu fazla olarak gozlenmistir (Sekil 5).

Sekil 5: Ependimom G III-IV'te GFAP'a kars: kuvvetli po-
zitif reaksiyon gosteren hiicreler, 500x.

Gahisilan medulloblastomlarda GFAP agisin-
dan kuvvetli pozitiflik veren hiicreler gézlenmis-

tir. (Sekil 6).
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Sekil 6 : Medulloblastom hiicrelerinde gézlenen pozitif

reaksiyon, 320x.

Glioblastoma multiforme'nin bir tanesinde
zayif pozitiflik veren hiicreler gozlenirken diger
iki tanesinde kuvvetli pozitiflik gésteren hiicre-
ler bulunmustur (Sekil 7).

Sekil 7: Glioblastoma multiforme’de GFAP agisindan kuv-
vetli pozitiflik veren hiicreler, 800x.

Oligodendrogliomlarda da aym sonug elde
edilmistir (Sekil 8).

Gangliogliom G III'te kuvvetli pozitiflik gés-
teren hiicreler bulunurken, kavernomda zayif po-
zitiflik veren hiicreler gézlenmistir. Sonug olarak
GFAP cahilan 22 glial kékenli tiimérlerin hep-
sinde (%100) olumlu sonu¢ alinmstir.

Karsit olarak, pineoblastom, nérinom, non-
Hodgin lenfoma ve papiller adenokarsinomda
negatif sonuglar elde edilmistir. Karsinom metas-
tazi tamis1 almis bir vakada ise, yer yer GFAP-
pozitif hicreler gorilmistir. Non-glial
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Sekil 8: Oligodendrogliom hiicrelerinde GFAP'e kars gériile
pozitif reaksiyon, 500x.

kékenli timérlerin % 71,4'inde GFAP negatif bu-
lunmustur. GFAP degerlendirmesinde glial ve gli-
al olmayan tiimérlerin aymminda istatistiksel
olarak degeri anlamh bulunmustur. (Studentt test
ile p<0.001)

Bu tiimérlerde nérofilament belirlenmesi
amaayla yapilan boyama sonucunda, tiimiiniin
negatif sonug verdigi gézlenmistir.

TARTISMA

Yapilan cahsmalarda diisiik dereceli astrosi-
tomlarda indiferansiye ézellige bagh olarak bek-
lenilen kuvvetli pozitif reaksiyon gériiliirken, yiik-
sek dereceli astrositomlarda zayif pozitiflik gézlen-
mistir. Bu sonuglar, pozitif reaksiyonun yogunlugu
ile tiimériin malignitesi arasinda bir iligki oldu-
gunu gésteren immunohistokimyasal ¢calismalar-
la paralellik gostermektedir (1.3.4,12). Ancak
yiiksek dereceli astrositomlardan iki tanesinde
kuvvetli pozitif reaksiyon veren hiicrelerin bulun-
mas! patolojik tamyla farkhihk géstermistir.

Medulloblastomlarda ve oligodendrogliom-
larda pozitiflik veren hiicreler gézlenirker, bir
oligodendrogliomda zayif pozitiflik saptanmig-
tir. GFAP-pozitiflik agsindan 6zellikle oligo-
dendrogliomlar ve medulloblastomlar arasinda
farkliliklar oldugu cesitli arastirmacilar tarafin-
dan da gosterilmektedir (1.4.11.12).

Ependimom ve glioblastoma multiforme’de
de zayif ve kuvvetli pozitiflik gériilmesi. bu ko-
nuda ¢alisan arastinalann elde ettikleri sonug-
lara uymaktadir (1)



Negatif sonuglan gézledigimiz timor tipleri,
diger arastirmacilarnin bulduklarn sonuglarla bir-
birine uygunluk géstermektedir (1,4,10,12). An-
cak bir karsinom metastazinda negatif sonug
beklenirken ¢ok az sayida pozitif reaksiyon gos-
teren hiicre bulunmasi, bu tiimérde normal do-
ku hiicreleri ile kontaminasyon olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bir pineoblastom olgusunda
ise anti-GFAP antikorlan ile negatif reaksiyon
gozlenmistir. Ancak olgu sayisi kisith oldugun-
dan pineoblastoma i¢in genel bir kaniya varmak
dogru degildir.

Glial farkhlasma potansiyeli olan hiicrelerin
bulunabilecegi diigiiniilen kavernom ve yuvar-
lak hiicreli malign tiimér zayif pozitiflik géster-
migtir.

Anti-NF antikorlan ile negatif sonuglarin el-
de edilmesi, calisilan tiimérlerde néronal koken-
li hiicre bulunmadifini géstermektedir.
Norofilament varhig agisindan biitiin timérler-
de elde edilen negatif sonuglar, daha daha 6n-
ce yapilmis benzer ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur (8).

Gahsmada, 6ézgiil olmayan bir boyanma go-
riilmeyisi ve tekrarlanan boyamalarla hep aym
sonuglarn elde edilmis olmasi, yéntemin duyar-
I1 ve dogrulukla tekrarlanabilir oldugunu kanit-
lamistir. Degerlendirmelerin hepsi, patolojik ta-
n1 esas alinarak yapilmistir. Ancak, intermed-
yer filamentlerin immunolojik boyanmasinin
patolojide kullamilmakta oldugunu ve konvan-
siyonel patolojik yéntemlere destek oldugunu
da g6z ardi etmemek gerekir.
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