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Ozet

Oligodendrogliom eriskin dénemin yaygin infiltratif bir gliomudur. DSO 2007 siniflamasi
oligodendrogliomlar1 iyi differensiye tiimorler (Derece 1I) ve anaplastik tiimdrler (Derece III)
olmak ftizere iki derecede simiflandirir. Osteopontin ekstraselliller matriks iligkili sialik asitten
zengin fosfoglikoprotein yapisinda integrin baglayan bir protein olup, farkli tiimorlerde derece ve
rekiirens gibi parametreler ile iliskili oldugu ydniinde veriler ortaya konmus olan bir immiin
belirtectir. Bu ¢alismamizda Oligodendrogliomlarda Osteopontin ekspresyon oranlarini
immiinohistokimyasal olarak degerlendirerek histolojik derece, rekiirens ve sag kalim ile iliskisini
arastirmay1 amagladik. S.B Ankara Digkapt Egitim Arastima Hastanesi Beyin Cerrahisi Klinigi
tarafindan 2008- 2011 yillar1 arasinda ameliyat edilen ve hastanemiz patoloji kliniginde tani
konulmus olan toplam 27 oligodendrogliom olgusu ¢aligma kapsamina alindi. Bu degerlendirmede
olgularin 14 tanesi diisiik dereceli (Derece 2, DSO 2007), 12 tanesi yiiksek dereceli (Anaplastik,
Derece 3, DSO 2007) oligodendrogliom olarak tam alirken, 1 olgu Oligodendroglial komponentli
Glioblastom (Derece 4, DSO 2007) olarak degerlendirildi. Olgularin 10 tanesinde Osteopontin ile
boyanma yaygmligi %25’in altinda izlendi. Bu 10 olgunun 9 tanesi diisik dereceli
oligodendrogliom, 1 tanesi yiiksek dereceli oligodendrogliomdu. Diisiik dereceli olgulardan geri
kalan 5 tanesinde %25’in altinda immiin boyanma izlendi. Histolojik derece ve Osteopontin
ekspresyonlar1 goz oniine alindiginda yiiksek dereceli tiimorlerde boyanma yayginligi ve boyanma
yogunlugu diisiik dereceli tiimorlerle karsilastirildiginda belirgin olarak yiiksek diizeyde saptandi
(p<0,01). Yiiksek dereceli tiimorlerde osteopontin ekspresyon skorlarinin, diisiik dereceli
timorlere oranla anlamli olarak yiiksek seyrettigi saptandi (p<0,05). Boyanma yiizdesi ile
boyanma siddeti arasinda ayni1 yonli istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptandi (r=0,790 ve
p<0,001). Caligmamizin sonucunda osteopontin ekspresyon oranlarmin oligodendrogliomlarin
histolojik derecelendirme, rekkiirens ve sag kalim ile iligkili oldugunu ve belirleyici bir deger
olarak kullanilabilecegini gosterdik.

Anahtar sozciikler: Sag kalim, oligodendrogliom, osteopontin

Abstract

Oligodendrogliomas are diffuse infiltrating gliomas of adulthood. The WHO 2007 classification
criteria classifies oligodendrogliomas as well-differentiated tumors (Grade 2) and anaplastic
tumors (Grade 3). Osteopontin is a sialic acid-rich phosphoglycoprotein extracellular matrix
component and it is an immune marker shown to be associated with parameters such as grade and
recurrence in different tumors. The purpose of this study was to investigate the relationship
between osteopontin and histological grades, recurrence and survival in the oligodendroglioma
cases by analyzing its expression rates. Twenty-seven cases of oligodendroglioma operated at the
Turkish Ministry of Health Ankara Diskapt Education and Research Hospital, Brain Surgery
Clinic between 2008 and 2011 and diagnosed at our hospitals’ pathology clinic were included in
the study. Fourteen cases were diagnosed as low-grade (Grade 2, WHO 2007) oligodendroglioma
and 12 as high-grade (anaplastic, Grade 3, WHO 2007), and one case was evaluated as
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glioblastoma with oligodendrogliomal component (Grade 4, WHO 2007). Osteopontin staining
density was below the 25% in 10 cases. Nine out of those 10 cases were low-grade
oligodendroglioma and one was high-grade. Immunostaining below the 25% was observed in the
remaining five low-grade cases. On the basis of histological grade and expressions of osteopontin,
density of staining was significantly higher in the high-grade tumors (p<0.01). Osteopontin
expression scores were significantly high in high-grade tumors (p<0.05). A significant correlation
in the same direction was determined between staining percentage and intensity of staining
(r=0.790 and p<0.001). In conclusion, osteopontin expression rates could be associated with
histological grades, recurrence and survival of oligodendriomas and could be used as a predictive
value.
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Giris

Oligodendrogliom erigskin dénemin yaygin infiltratif bir gliomudur. Tipik olarak serebral
hemisferlerde yerlesir. En sik goriildiigli yaslar 40-45 arast olup ¢ocukluk caginda
oldukca nadir goriilen bir tiimérdiir [1]. Oligodendrogliomlar genellikle Derece 11 (DSO
2007) timorler olmakla beraber histolojik olarak oligodendroglial tiimorlerin iyi
differansiye tiimdrlerden belirgin malign dzellikler tasiyan tlimorlere uzanan genis bir
spektrumu icerdikleri bilinmektedir. DSO siniflamasi oligodendrogliomlar icin iki derece
tammlamaktadir: lyi differensiye tiimorler igin Derece Il, anaplastik tiimorler igin ise
Derece Il (Resim 1, 2). Yakin zamanli ¢ok sayidaki ¢alismaya gore bu derecelendirme
oligodendrogliomlarda sag kalim siirelerini tahmin etmede en 6nemli belirleyicidir [1, 2].

Oligodendrogliomlarda Ki67 proliferasyon indeksinin de prognostik 6nemini arastiran
¢cok sayida calisma vardir. Bu calismalarda genel olarak %5’in {izerindeki Ki67
indekslerinin kot prognoz ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Sag kalim siireleri
acisindan 6nemli oldugu gosterilmis diger bir parametre de 1p/19q kromozom kaybidir.
Birgok calismada 1p/19q kayb1 uzun sag kalim siiresi ile iligkilendirilmistir [1].

Osteopontin ekstraselliiler matrix iligkili sialik asitten zengin fosfoglikoprotein yapisinda
integrin baglayan bir protein olup kemik resorpsiyonu, yara iyilesmesi, doku yenilenmesi,
immunolojik yanitlar, vaskiilarizasyon gibi normal fizyolojik siiregleri diizenler [3, 4, 5,
6]. Ayn1 zamanda apopitoz, proliferasyon, adezyon, invazyon, metastazda da rol aldigi
bilinmektedir. Son bulgular osteopontinin tiimér iliskili stromal hiicrelerde de exprese
oldugunu gostermistir [6, 7, 8]. Buna bagli olarak osteopontin expresyonu cesitli
kanserlerde arastirilmis; mesane, kolon, bobrek, larinks, tiikriik bezi tiimorlerini i¢eren bir
calismada osteopontin ekspresyon diizeylerinin tlimdr evresi ile iligkili oldugu yoniinde
bulgular ortaya konmustur. Meningiomlar ile yapilan ¢alismalarda osteopontin
ekspresyonunun Derece 1 meningiomlarin erken donem rekiirrenslerini ongorebildigi
bildirilmistir. [6, 10-12].

Calismamizda oligodendrogliomlarda osteopontin ekspresyon oranlarini
immiinohistokimyasal olarak degerlendirerek histolojik derece, tiimor yinelemesi ve sag
kalim ile iliskisini arastirmay1 amagladik.
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Resim 1. Yiiksek dereceli oligodendrogliom olgusunda siddetli Osteopontin boyanmasi
(Osteopontin x 100).

Resim 2. Diisiik dereceli oligodendrogliom olgusunda hafif siddette Osteopontin boyanmasi
(Osteopontin x 200).

Gereg ve yontem

Saglik Bakanligi Ankara Digskapir Egitim Arastima Hastanesi Beyin Cerrahisi Klinigi
tarafindan 2008-2011 yillar1 arasinda ameliyat edilen ve hastanemiz patoloji kliniginde
tan1 konulmus olan toplam 27 oligodendrogliom olgusu calisma kapsamina alindi.
Olgularm 11 tanesi kadin, 16 tanesi erkek olup yas dagilimi 31 ila 63 arasindaydi.

Prognoz yoniinde veri toplayabilmek i¢in her hasta ameliyattan sonraki 1 yil siiresince
yineleyen tiimor ve sag kalim agisindan arastirildi. Tiim olgulara ait preparatlar patoloji
arsivinden ¢ikarilarak uzman patolog tarafindan yeniden degerlendirildi. Bu
degerlendirmede olgularin 14 tanesi diisiik dereceli (Derece II, DSO 2007) (%51,8), 12
tanesi yiiksek dereceli (Anaplastik, Derece III, DSO 2007) (%44,4) oligodendrogliom
olarak tan1 alirken, 1 olgu Oligodendroglial komponentli Glioblastom (Derece IV, DSO
2007) (%3,8) olarak degerlendirildi. Histolojik derecelendirme DSO 2007
klasifikasyonuna gore mitoz, nekroz ve mikrovaskiiler proliferasyon varligi dikkate
almarak yapildi.
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Immiinohistokimya

Immiinohistokimyasal ¢alisma igin olgulara ait %10’luk tamponlu formalin ile fiksasyon
sonrasi rutin takip ile hazirlanmis bloklardan 3-5 um kalinliginda kesitler poly-lysine ile
kapli lamlara alindi. Her olgu igin iicer kesit hazirlandi. Kesitler bir gece boyu 37
derecelik etiivde bekletildi. Ardindan iki ayr1 ksilen banyosunda beser dakika siire ile
deparafinize edildi. Dehidratasyon islemi absolu alkolde iki kez beser dakika bekletilerek
yapildi. Distile suda yikanan kesitler daha sonra 1/1’lik sitrat-EDTA soliisyonunda 20
dakika siire ile kaynatildi. Phosfat Buffer Saline (PBS) soliisyonu ile muamele edilen
kesitler oda 1si1sinda sogumaya birakildi. Nem kabina alinan kesitler %0,3’liik hidrojen
peroksit (H202) soliisyonunda 15 dakika inkiibe edildi. PBS ile yikamanin ardindan Ultra
V Blok soliisyonu damlatilip bes dakika bekletildi. Tekrar PBS ile yikanan kesitler primer
antikor ile (Osteopontin; Neomarker, monoclonal) ile inkiibe edildi. Primer antikor PBS
ile yikandiktan sonra sekonder antikor biotinli goat anti-polivalent ile 20 dakika
inkiibasyon uygulandi. Yine 20 dakika siire ile streptavidin peroksidaz ile muamele edilen
kesitlere PBS ile yikamanin ardindan kromojen uygulamasi i¢in Diaminobenzidine
(DAB) damlatilip 10 dakika bekletildi. Distile suda yikama ve Mayer Hematoksilen ile
yapilan zit boyamanin ardindan kesitler immunomount ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal degerlendirme

Her preparatta osteopontin ekspresyon orani boyanma yiizdesi ve yogunlugu tlizerinden
ayr1 ayr1 degerlendirildikten sonra her olgu i¢in bu iki veriyi igeren tek bir ekspresyon
skoru olusturuldu. Boyanma yiizdesi 4, yogunlugu ise 3 asamada skorlandi. Boyanma
yiizdesi hi¢ boyanma gdstermeyen veya %25 ve altinda bir alanda boyanma gdsteren
olgular i¢in 1, %25-%50 ‘lik bir alanda boyanma gosteren olgular i¢in 2, %50-%75
arasinda boyananlarda 3 ve %75’ten daha yaygin boyanma gosteren olgular i¢in 4 olarak
skorlandi.

Benzer sekilde bir skorlama boyanma yogunlugu i¢in de uygulandi. Boyanma olmayan ya
da hafif yogunlukta boyanma gdsteren olgular Skor 1, orta diizeyde boyanma gosteren
olgular Skor 2, siddetli boyanma gosteren olgular Skor 3 kategorisine dahil edildi.
Boyanma yiizdesi ve siddetini birlikte hesaplayan ekspresyon skoru ise her olguda
boyanma yiizdesi ve siddetini ¢arpimui ile elde edildi. Bu ¢arpim sonucu 1 ile 12 arasinda
degisen ekspresyon skorlarina ulasildi.

Calisma grubundaki olgu sayis1 géz dniine alinarak, istatistiksel anlam analizi yapabilmek
amaci ile olgular ekspresyon skoru 6’dan diisiik ile 6 ve iizeri olanlar seklinde iki gruba
ayrildi. Buna gore diisiik dereceli olgularin tiimii ilk gruba dahil olurken, yiiksek dereceli
olgularin 1 tanesi 6’dan diisiik, digerleri ise 6’dan yiiksek skora sahip oldu.

Istatistiksel analiz

Verilerin analizi SPSS for Windows 11,5 paket programinda yapildi. Tammlayici
istatistikler siirekli degiskenler ig¢in ortalama + standart sapma olarak siralanabilir
degiskenler ortanca (minimum-maksimum) seklinde, kategorik degiskenler ise olgu sayisi
ve (%) bigiminde gosterildi. Gruplar arasinda ortanca degerler yoniinden farkin 6nemliligi
Mann Whitney U testi ile incelendi. Kategorik degiskenler Fisher’in Kesin Sonuglu Ki-
Kare testiyle degerlendirildi. Siralanabilir degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon olup olmadigi ise Spearman’in Korelasyon testiyle arastirildi. Sonuglar,
p<0,05 i¢in istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Olgulardan 2 tanesinde (%7,4) yineleyen tiimér mevcuttu. ki yillik sag kalim siiresi
dikkate alindiginda, 3 olgu (%11,1) ex grubunda istatistiksel degerlendirmeye alindi.

Olgularm 10 tanesinde osteopontin ile boyanma yayginligi %25’in altinda izlendi. Bu 10
olgunun 9 tanesi diisiik dereceli oligodendrogliom, 1 tanesi yiiksek dereceli
oligodendrogliomdu. Diislik dereceli olgulardan geri kalan 5 tanesinde %25’in altinda
immiin boyanma izlendi. Bu 5 olgunun 3 tanesinde boyanma orta yogunlukta iken, 2
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olguda hafif yogunluktaydi. Yiiksek dereceli olgularin 8 tanesinde boyanma yayginligi
%350’nin tlizerindeydi. Boyanma yogunlugu dikkate alindiginda yogun diizeyde boyanma
gosteren olgu sayis1 da 8 adet olup bu olgulardan 1 tanesi %50’nin iistiinde boyanma
gosteren gruba ait degildi. Benzer sekilde %50 iizerinden yaygin boyanma gosteren
olgulardan 1 tanesinde boyanma orta yogunlukta skorlanmisti.

Ekpresyon skorlar1 tiim olgularda hesaplandi. Diisiik dereceli oligodendrogliomlarda en
yiikksek ekspresyon skoru olan 4 olup, 3 olguda belirlendi. Yiiksek dereceli
oligodendrogliomlardan ise 4 olguda ekspresyon skoru 12 olarak hesapland. istatistiksel
analiz amaciyla iki gruba ayrilan ekspresyon skorlarma gore olgu dagilimi
hesaplandiginda ise diisiik dereceli olgularin timii diigiik skor gdsterirken, yiiksek
dereceli oligodendrogliom olgularinin ise 2 tanesinde ekspresyon skoru 6’nin altindaydi
(Tablo 1). Histolojik derece ve osteopontin ekspresyonlar1 goz oniine alindiginda, yliksek
dereceli timorlerde boyanma yayginlhigi ve yogunlugu belirgin olarak yiiksek diizeyde
saptandi (p<0,01) (Resim 1). Disiik dereceli tiimorlerde boyanma yayginligi ve
yogunlugu istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik diizeylerdeydi (p<0,05) (Resim 2).

Ekspresyon skorlar1 ile yapilan istatistiksel degerlendirmede yiiksek dereceli tiimdrlerin
%83’linde ekspersyon skoru 6’nin lizerinde saptandi ve yiiksek dereceli tiimdrlerde
osteopontin ekspresyon skorlarinin anlamli olarak yiiksek seyrettigi saptandi (p<0,05).
Boyanma yiizdesi ile boyanma yogunlugu arasinda ayni yonlii istatistiksel olarak anlamli
korelasyon saptand1 (r=0,790 ve p<0,001).

Tablo 1. Diisiik dereceli ve yiiksek dereceli oligodendrogliomlarda boyanma yogunlugu ve
yaygihg.

Ozellikler Boyanma yayginhgr Tiimér proliferasyonu
Hafif Hafif Yogun

Diisiik dereceli %40 %40 %0 %25 Yok

oligodendrogliomalar

Yiiksek dereceli %0 %0 %100 %50 Var

Oligodendrogliomalar

Tartisma

DSO 2007 smiflamasi ile tanimlanan histolojik derecelendirmenin oligodendrogliomlarda
prognoz acisindan en Onemli parametre oldugu bilinmektedir. Bunun disinda Ki67
proliferasyon indeksi ve 1p/19q korelasyonunun prognostik 6nem tasidigi da kabul
gormektedir. Ancak yeni glindeme gelen ve baska organ tiimorlerinde anlamli sonuglar
ortaya koymus olan immiin belirtecler bu noktada yeni alternatifler olarak arastilmaktadir
[13-15]. Bu belirtegler prognostik degerlerinin yani sira 6zellikle kiigiik ve hatta kirinti
halindeki biyopsi orneklerinde mikroskopik derecelendirme asamasinda Onem
tagimaktadir. Osteopontin de farkli tiimorlerde derece ve rekiirens gibi parametreler ile
iligkili oldugu yoniinde veriler ortaya konmus olan bir immiin belirtegtir. Osteopontin
apopitoz, proliferasyon, adezyon, invazyon, metastaz ve angiogenezde rol aldigi bilinen
integrin baglayan bir proteindir. Ozellikle hiicresel invazyon ve anjiogenezdeki rolii
nedeni ile osteopontinin meningial ve glial tiimorlerdeki diizeyleri ve bu diizeylerin diger
prognostik parametreler ile olan iliskisi bir¢ok biyokimyasal ve histopatolojik calismada
arastirilmaya baglanmistir. Tseng ve ark. [16-18]’in meningiomlar ile yaptigi bir
calismada Derece I olgularda osteopontin asir1 rekspresyonunun yakin donem rekiirens ile
iligkili oldugu saptanmustir. Ayrica yine aymi g¢alismada osteopontin, insiilin benzeri
biiylime hormonu-2 (IGF-2) ve siklin D2’yi kodlayan genlerin, dereceden bagimsiz
olmak fizere, meningiomlarin sirasiyla %13-75, %26-89 ve %35-75 kadarinda
overekspresyon gosterdigi saptanmustir.

Glial timdr hiicre kiiltiirleri ile yapilan bir baska ¢alismada ise osteopontin
overekspresyonunun tiimor biliylimesi ve hiicresel invazyon ile korele oldugu
gosterilmistir.
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Aym ¢alismada glial tiimorlerdeki invazyon kapasitesindeki farkliliklarin osteopontin
diizeyleri ile yakindan iligkili oldugu yoniinde goriis belirtilmistir [3, 6, 7].

Chih-Kung Lin ve ark.’nin [3] atipik meningiomlar ile yaptigi immiinohistokimyasal
caligmada atipik ve malign meningiomlarda benign (Derece I) meningiomlara kiyasla
Osteopontin boyanma yiizdesi, boyanma yogunlugu ve immiinohistokimya skoru (bizim
calismamizda ekspresyon skoru) belirgin diizeyde yiiksek bulunmustur. Yetmisbes
meningiom olgusu ile yapilan bu ¢aligmaya benzer sekilde bu calismamizda da yiiksek
dereceli oligodendrogliomlarda osteopontin boyanma yaygmligi (p<0,01), boyanma
yogunlugu (p<0,01) ve ekspresyon skoru (p<0,01) anlamli olarak yiiksektir. Ozellikle
diisiik dereceli oligodendrogliomlarin hi¢ birinde yiiksek ekspresyon skoru izlenmemis
olmas1 dikkat c¢ekici bir sonu¢ olarak goze g¢arpmaktadir. Ayrica yiiksek dereceli
oligodendrogliomlardan sadece 1 tanesinde osteopontin boyanmasi izlenmemistir. Bu
olgu istatistiksel degerlendirmeye alinmis olmakla beraber antijenite kaybi agisindan
stipheli oldugu diisiiniilmiistiir.

Calismamizda osteopontin ekspresyon oranlarmin histolojik derece ile iligkisi yani sira
yineleyen tiimor ve sag kalim agisindan da 6nemini arastirmak iizere istatistiksel analiz
yapilmigtir. Olgulardan 1 tanesinde yineleyen timor gelismis, 3 olgu ex olmustur.
Calisma grubumuzdaki olgularin bazilarinda ameliyat tarihinin yakin olmasi nedeni ile en
fazla 2 yil stireli takip yapilabildigi i¢in yineleyen tiimor saptanan olgu sayisinin gercek
yineleme oranlarin1 yansitamadigi diisiincesindeyiz. Osteopontin ekspresyonu ile
yineleyen tiimor arasinda korelasyon agisindan yapilan istatistiksel analiz de bu anlamda
bir fikir ortaya koymamustir.

Bu ¢alisma, Ingilizce literatiirde oligodendrogliomlarda osteopontin ekspresyon oranlarini
immiinohistokimyasal olarak aragtiran bilgimiz dahilindeki ilk c¢alismadir. Histolojik
derece ve osteopontin ekspresyonlar1 arasindaki iligki dikkate alindiginda caligmamiz
diger tiimorlere ait literatiir verileri ile uyumlu sonuglar ortaya koymustur. Yineleyen
timor ve sag kalim siireleri agisindan ise istatistiksel anlama ulasilamamis olmasinin
calisma grubundaki olgu sayisi ve takip siiresine bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu
nedenle daha uzun siireli takip saglayan genis gruplu benzer ¢aligsmalar ile osteopontinin
oligodendrogliomlar ve diger glial timdrlerde tani, prognostik degerlendirme ve hatta
tedavi agisindan degerli bir immun belirte¢ olmaya aday oldugu fikrindeyiz.

Sonug olarak; osteopontin ekspresyon oranlariin oligodendrogliomlarin histolojik
derecelendirme, yineleyen tiimor ve sag kalim ile iliskili oldugunu ve prediktif bir deger
olarak kullanilabilecegini gosterdik.
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