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Ozet: Bu calismada 1991-1996 yillar1 arasinda
bolimiimiizde glial tiimor tanis alan 100 glial timor
incelenmistir. Hastalar 3-78 yas arasinda olup, erkek kadin
orant 2/1 dir. Tiimorler 1993 WHO ‘ya gore tip ve
derecelendirilmistir. Tiimorlerin tamamina AgNOR ve
55'ine de immiinohistokimyasal olarak Ki-67 boyasi
uygulanmustir. Glial tiimérlerin yas ile dogru orantih
olarak derecesinin arttig1 ve en sik derece 4 olarak
kargimiza ciktig1 gozlenmistir. Derece yiiksekligi ile yasam
stiresi ve 2 yilik yasam oram arasinda ters iliski oldugu
saptanmistir. Hasta yasinin ortalama yasam siiresi ve 2
yillik yasam oram ile ters orantili oldugu izlenmistir.
AgNOR degerleri ile Ki-67 “labelling indeks’ (LI) inin de
dereceye, yasam siiresine ve 2 yillik yasam oranina etkili
bir parametre oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: AgNOR, derece, glial timér, Ki-67

Abstract: A hundred glial tumors, diagnosed between
1991-1996, in our department were examined in this study.
The patients' age between 3 to 78 years. Male to female
ratio was 2/1. Histopathological typing and grading was
made according to the WHO (1993) classification. All
tumors stained with AgNOR and 55 of them were stained
with Ki-67 by immunohistochemical technique,
respectively. There was a linear relationship between the
patients’ age and grade of the tumors. Most common grade
was 4 in our group. There was a reverse relationship
between grade of the glioma and the survival time. There
was a reverse relationship between patients” age, mean
survival time, 2-years survival ratio. Also there was a
statistically significant correlation between grade of the
tumor, mean survival time, 2 year survival ratio and
AgNOR value and Ki-67 labelling index (LI).
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GIRIS

Glial tiimorler primer beyin tiimorleri icinde en
sik goriilen grubu olusturur. Bunlar néroekto-
dermden gelisir ve noroglial orijinlerine gore baslica;
astrositom, oligodendrogliom ve epandimom olarak
ayrilr.,

Glial timorlerde prognostik faktorler cok
cesitlidir. Bunlar icinde &zellikle tiimoriin

histopatolojik derecesi énemli bir yer tutmaktadir
(4,10,14). Prognozu belirlemede son yillarda
tzerinde durulan konulardan birisi tiimortin
proliferasyon potansiyelinin belirlenmesidir. Bu
amagla PCNA, Ki-67 ve AgNOR gibi cesitli
markerler ile proliferasyon gosterilmeye calisil-
maktadir.

Ki-67, Ig G ailesinden, ilk kez 1983 yilinda
gelistirilmis bir antikordur ve hiicre siklusunda G
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disindaki tiim fazlarda eksprese edilmektedir. Bunun
parafin dokularda kullananilabilen MIB-1 ve MIB-3
antikorlar1 bulunmaktadir. Hiicre proliferasyon
aktivitesini 6lgmede, Ki-67 degeri, glial timorleri de
iceren pek cok tiimorde ¢alisilmis ve anlamh sonuclar
caikmustir (1,7,14).

NOR (Nucleolar Organizer Region)'lar hiicre
siklusunda gozlenen DNA halkalar: olup, rRNA
genlerini tasirlar. NOR’lar non-histon ve kismen
arjirofilik proteinlerle birlikte bulunurlar ve giimts
boyasiyla gosterilebilir. Bunlar “argyrophilic
nucleolar organizer region proteins”’ (AgNOR's)
olarak adlandirilir (11,13). Bu yontem histopatolojide
ilk kez 1987'de kullanilmistir (7). Giimiisle boyanan
NOR'larin sayisi ile tiimorlerin biyolojik davranist
arasinda iliski oldugu gesitli calismalarda
gosterilmistir (11,12,13).

Bu ¢alismanin amac: degisik klinik ve
histopatolojik parametreler ile tizerinde daha énce
de calisilmis ama kesin sonuclar elde edilememis
hiicre proliferasyonu belirleyicileri olan Ki-67
“Labelling Indeks” (LI) ve AgNOR degerlerinin
prognozla iligkisini saptamaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada boliimiimiizde Ocak 1991- Aralik
1996 tarihleri arasinda glial timor tarusi alan ve klinik
bilgilerine ulasilabilen 100 timor incelenmistir.
Hastalarda izlem siiresi 6-131 aydir. Her olguda,
hastalarin yas1 yaninda, tiimorlere ait H&E boyali
preperatlar, 1993 WHO smiflamasma gore yeniden
tiplendirilmis ve derecelendirilmistir (8). Segilen 100
olguya AgNOR, 55’ine Ki-67 boyanmas1 uygu-
lanmustir.

Ki-67 boyanmas1 igin parafin bloklardan
S5um’lik kesitler alinmis, deparafinizasyon ve
rehidratasyondan sonra Antijen Retrieval Solusyonu
icerisinde 700 watt'lik mikrodalga firinda iki kez
10"ar dakikalik sikluslar seklinde 1sitilmistir.
Soguduktan sonra % 3'luk H,0, ‘de 5 dakika islem
gortip kullanima hazir MIB-1 antikoru (YLEM) ile
bir gece inktibasyona birakilmistir. Daha sonra
sekonder antikor ile streptavidin-biotin kompleksi
30"ar dakika uygulanmistir (DAKO). AEC kromojen
ile 25 dakika inkube edilen kesitler Mayers
hematoksilende 1 dakika birakilmistir.

Ki-67 ile boyanan kesitlerde timorlerin tip ve

derecesi bilinmeksizin en ¢ok niikleer boyanmanin
oldugu alanlar segilerek 1000 timor hiicresi sayilnus
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ve boyanan hiicrelerin ylizdesi bulunmustur.
Boyanma gosteren her hiicre boyanma siddeti
dikkate alinmadan (+) olarak degerlendirilmistir.
1000 hiicre iginde boyanma gosteren hiicre sayisi
oranlanarak Ki-67 “labelling indeks”” (LI)
bulunmustur.

AgNOR yontemi i¢in parafin dokulardan
5mm’lik kesitler hazirlanmis, deparafinizasyon ve
rehidratasyondan sonra 100 ml distile su icinde
coztilen 1 gr formik aside 2 gr. jelatin katilarak
c¢ozlinmesi saglanmis ve AgNOR cozeltisi
hazirlanmistir. Bagka bir kapta 500 ml distile su
icerisinde 250 gr glimiis nitrat ¢ozulerek, %50lik
glimus solusyonu hazirlanmistir. Karanlhik ortamda
AgNOR c¢ozeltisinden 1, glimiis nitrat cozeltisinden
2 6lcti kanistinlarak kullanima hazir hale getirilmistir.
Bu soliisyon icerisinde kesitler 35 dakika
bekletildikten sonra deiyonize su ile yikanmus, ksilol
ile rehidrate edilmistir.

AgNOR saymu i¢in 1000 buiytitmede 100 ttimor
hticresi sayilmistir. Timor hiicrelerinde niikleus
icerisinde boyanan tiim siyah- kahverengi
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Sekil 1: Bir astrositik timérde Ki-67 boyanmasi. X400
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Sekil 2: Bir astrositik tiimorde AgNOR boyanmast. X400
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noktaciklar sayima dahil edilmistir. Nikleol
icerisindeki secilebilen noktaciklar da sayilmistir. Her
timor hiicresi icinde sayilan tiim noktalar toplanmis
ve hiicre basina diisen ortalama AgNOR sayis:
hesaplanmistir (3).

Istatistiksel olarak Mann Whitney-U ve
Spearman korelasyon testi ile parametrelerin
biribirleriyle iliskisi degerlendirilmistir. Kaplan-
Meier yasam analizi ve log-rank testi ile yasam
durumlar incelenmistir.

SONUCLAR

Incelenen 100 glial tiimdriin 77’sinin astrositom
(71 astrositom, 5 gemistositik astrositom, 1 pleomorfik
ksantoastrositom) oldugu saptanmis, bunlarin 5
tanesinin derece 1, 24'linlin derece 2, 15"inin derece 3,
33 tanesinin ise derece 4 oldugu gozlenmistir. Olgular
ayrica 11 oligodendrogliom, 8 epandimom ve 4 mikst
oligoastrositom da igermekte olup oligodendrog-
liomlarin 10 tanesinin derece 2, 1 tanesinin ise derece
3 oldugu, epandimomlarin tamaminn ise derece 2
ozelliginde bulundugu dikkati cekmistir. Timor tipleri
homojen dagilhim gostermediginden, ve oligo-
dendrogliomlarmn 10 tanesi, epandimomlarin tamanu
derece 2 ozelliginde oldugundan bunlar arasinda
prognoz tayini yapilamamustir.

Timor biytikliga ve Karnofsky Performans
skalas1 (KPS) konusunda her hastada geligskili ve
saglikli olmayan veriler bulundugundan bu
parametreler degerlendirme dis1 tutulmustur.

Gros total rezeksiyon yapilan olgular ile
subtotal rezeksiyon yapilanlar arasinda prognoz
acisindan anlaml farklilik gozlenmemistir.

Tumor niiksii ve hasta cinsiyetinin prognoza
etkili olmadig saptanmustir.

Yag13-78 arasinda olan ve glial timorii bulunan
hastalar izlenmistir. Bu olgularin % 45 ‘inin 21-40
yaslar arasinda oldugu gézlenmistir.

Hastalarda yas arttikga sagkalim stiresinin
distiigii izlenmistir. Bu sonuclar Kaplan-Meier
yasam analizi, log rank testine gore istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (P=0.0003). Bu sonuclar Tablo
I'de gosterilmistir.

Serimizde derece 1 tlimorlii hastalarin timi
yasamakta olup timor derecesi arttikca sagkalim
stiresi ve 2 yillik sagkalim orami belirgin olarak

Bozdogan: Glial Tiimorlerde

TabloI: Glial tiimorlerde yas gruplarma gore
yagsam durumlari

| YASAM DURUMU 0-40 Yas|41-60 Yas| 61-80 Yas
ORT. YASAM 39.1AY | 12AY 48 AY
| 2YILYASAMORANI | %637 | %149 %0.0

azalmaktadir (Kaplan-Meier yasam analizi, log rank
testi, P=0.0002). Bu sonuclar Tablo II'de
gosterilmistir. Ayrica yapilan multivariate analizinde
derecenin prognoza etkili bagimsiz bir parametre
oldugu saptanmistir.

Glial tiimorlerde Tablo III'de gosterildigi gibi
derece arttikga Ki-67 LI ve AgNOR sayisinin arttig
izlenmistir. Bu degerler Mann-Whitney U, Wilcoxon
Rank Sum W test'ine gore anlamh kabul edilmistir
(P=0.004 ve P=0.0001).

Astrositik timorlerde Ki-67 LI ve AgNOR
degerleri arttikca ortalama yasam stiresi azalmakta
ve 2 yillik yasam orani diismektedir (Tablo IV). Bu
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (Kaplan-
Meier yasam analizi, log rank testi P=0.0005,
P=0.002).

Tablo II: Glial tiimérlerde dereceye gore ortalama
yasam ve 2 yillik yasam oranlan

ORTALAMA 2 YIL YASAM
DERECE 8 YASAM %
DERECE 1 - 100
DERECE 2 97.7 AY 84
DERECE 3 492 AY 65
DERECE 4 109 AY 13

Tablo III: Glial timorlerde Derece ile Ki-67 ve

AgNOR iliskisi

DERECE & Ki-67 (%) AGNOR
DERECE 1 17.00+ 3.46 4.10+0.84
DERECE 2 16.56+ 15.12 4.38+1.62
DERECE 3 22.85+21.91 5.06=1.60
DERECE 4 35.93x18.65 5.90+1.60
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Tablo IV: Astrositomalarda Ki-67 ve AgNOR degerleri ile yasam iliskisi

YASAM Ki-67 LI AGNOR

DURUMU %0-10 %10.1-20 %201 0-4.5 4.6-6 6T
ORT.YASAM 442 AY 33.3AY 16.8 AY 46 AY 23 AY 21 AY
2 YIL YASAM % 88 % 88 % 25 % 72 % 33 % 30

Tablo V' de gosterildigi gibi glial tiimorlerde yas
ile Ki-67 ve AgNOR iligkisine bakilmis, yas arttikga
Ki-67 indeksinin artis gosterdigi saptanmustir. Bu
artis istatistiksel olarak “p” degeri agisindan dusiik
derecede anlamhlik gstermesine ragmen korelasyon
degeri 0.3 den diisiik oldugu icin aralarindaki
iliskinin gok zayif oldugu ve deger tasimadig:
distniilmistiir (P=0.034, korelasyon degeri= 0.28).
AgNOR degerleri ile yas arasinda ise iligki
saptanamamustir (P=0.087) (Spearman korelasyon
testi).

Tablo V: Yas artis1 ile Ki-67 ve AgNOR
degerleri arasindaki iliski

YAS Ki-67 AGNOR
0-20 YAS 19.35+14.2 4.12+0.9
21-40 YAS 20.84+17.1 5.16+1.9
41-60 YAS 30.01+20.9 5.12+1.6
61-80 YAS 46.00+18.7 5.39+1.7

Oligodendrogliomlar ve epandimomlarda hem
hasta sayis1 daha az, hem de 6len hasta sayisi cok az
oldugundan saghkli bir yasam analizi
yapilamamustir.

TARTISMA

Intrakranial tiimorlerin biiyiik kismim
olusturan glial timorlerde prognostik faktorler cok
degiskendir. Lokalizasyon, yas gibi klinik faktorlerin
yaninda tiimoriin tipi, biiytikligi, histopatolojik
derecesi prognozda onem tagimaktadir. Serimizde
de klasik bilgilerle uyumlu olacak sekilde hasta yasi
arttikca ortalama yasam siiresi ve 2 yillik yasamin
azaldig1 saptanmustir. Bununla birlikte prognozu
belirlemede daha objektif kriterlere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢alismada Ki-67 LI ve AgNOR
say1s1 gibi proliferasyonu degerlendirmede goreceli
olarak daha objektif yontemler kullanilarak bunlarin
prognostik onemi arastirilmistir. Gerek farkh
histopatolojik tipteki tiimorler arasinda gerekse tiim
glial tiimorler birlikte ele alindiginda, histopatolojik
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derecenin, sagkalim siiresinin en 6nemli belirleyicisi
oldugunu gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir.
Hatta baz1 aragtinicilar derecenin yasam siiresi ve
sagkalima etkili en 6nemli parametre oldugunu
gostermislerdir (2,4,10,14). Bizim calismamizda da
bunlarla uyumlu olacak sekilde derecenin yasam
stresine etkili bir parametre oldugu gosterilmistir.
Derece 2-3-4 tiimorlerin yasam siiresi ve 2 yillik
yasam oranlarinin derece artigi ile belirgin korelasyon
gosterdigi saptanmustir. Derece 1 timorlerinin izlem
stiresi boyunca tamaminin yasadig: dikkati
cekmektedir. Ayrica yapilan multivariate analizinde
serimizde derecenin diger tiim parametrelerden
bagimsiz olarak sagkalima etkili en 6nemli faktor
oldugu gozlenmistir.

Degisik santral sinir sistemi tumorlerinde Ki-
67 LI'nin olgiildiigii calismalarda derece 3 ve derece
4 astrositomalarin yiiksek LI gosterdigi gozlenmistir
(5,7). Serimizde de derece 4 astrositomalarin en
yuksek ortalama Ki-67 LI gosterdigi saptanmistir.
Ayrica yine serimizdeki glial tiimorlerde derece artisi
ile paralel olarak Ki-67 LI'nin ve AgNOR degerlerinin
arttig1 dikkati ¢cekmistir.

Ki-67 LI'nin tek basina veya diger prognostik
parametrelerle birlikte prognoza etkisi gesitli
calismalarla arastirilmistir (1,5,7,14). Bununla birlikte
genis olgu sayisi iceren seriler ¢ok fazla degildir.
Bizim ¢alismamizda da Ki-67 ekspresyonu artisi ile
2 yillik yagam ve ortalama yasam stirelerinin azaldig
saptanmusg olup ayrica oldukca genis bir seri olmasi
bakimindan da énemlidir.

SSS tiimorlerinde yapilan ¢ok sayidaki
calismada AgNOR degerlerinin direkt prognozla ve
prognozu etkileyen diger parametrelerle iliskisi
oldugu gosterilmistir. Bu parametrelerden 6zellikle
derece ile AgNOR iligkisi 6nem kazanmaktadir
(6,11,12). Calismamizda da derece’den bagimsiz
olarak AgNOR degerindeki artis ile ortalama yagam
sturesi ve 2 yillik yasam oranlarinin azaldig:
saptanmigtir. Ayrica serimizde glial tiimorlerde
derece artttkca AgNOR degerinin artmis oldugu
gozlenmistir. Ozellikle derece 2-3 ile derece 3-4
astrositomalar arasinda AgNOR degerleri agisindan
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istatistiksel olarak anlaml fark tesbit edilmistir. Bu
sonuclarimiz dogrultusunda derecesine karar
verilemeyen ya da arada kalinan timorlerde prognoz
ve dereceyi tayin etmek agisindan AgNOR
uygulamasinin anlamh olacag: diistintilebilir.

SSS titmorlerinde yapilan cesitli galismalarda
proliferasyon markerlerinin birbirleriyle iliskilerine
bakilmis ve bunlar arasinda bir korelasyon
bulunduguna dikkat ¢ekilmistir (9,11,12). Literatiirle
uyumlu olacak sekilde serimizde Ki-67 ve AgNOR
degerlerinin derece ile paralel artis gosterdigi
izlenmistir. Bu nedenle daha kolay bir yontem olan
ve immiinohistokimyanin uygulanamadig yerlerde
tek basina AgNOR’un kullanilabilecegini
diistinmekteyiz.

Sonug olarak bu galismada daha 6nce yapilan
pek cok calismada gosterildigi gibi glial timorlerde
prognozu etkileyen en énemli parametrenin timor
derecesi oldugu saptanmugtir. Ayrica bir kisim
literatiirde iliskisi oldugu gosterilen ancak hentiz
kesin sonuclara ulasilamayan proliferasyon
belirleyicilerinin de (Ki-67 ve AgNOR) prognoza
etkisi oldugu gosterilmistir.

Bu calisma TUBITAK Saglik Bilimleri Arastirma
Grubunun Alt Yapr Destekleme Fonundan saglanan
finans ile gerceklestirilmistir.

Bu caligma 1998 yilinda yapilan 2. Balkan
Oncology” kongresinde sozlii bildiri olarak sunulmugtur.
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