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OZET:

<;al1~mamlzda,<;e~itliinsan beyin tiimorlerinden haZ1rlanml~ hiicre kiiltiirlerinde. intermedyer
filamentlerin degerlendirilmesi ile tiimorlerin s1fllflandmlmasl. tiimoriin "grade" ile ilgisinin belir
lenmesi dii~iiniilmii~ ve boylece patolojik tamya yardlma olunmaSl ama9anml~tlT.

Degerlendirme sonucunda. Glial fibriler asidik protein (GFAP)ve norofilament (NF)i<;inkontrol
grubunda 6zgiilolmayan boyanma goriilmemi~. glial tiim6rler dl~1fldaki <;e~itlineoplazmlarda (nori
nom, non-Hodgin lenfoma. papiller adenokarsinom) negatif boyanma. <;e~itlitipte glial tiimorlerde
ise belirgin pozitif boyanma saptanml~tJ.r.

<;all~llantiim6rlerde NF antikoruna kar~l pozitif reaksiyon gozlenmemi~tir.

Anahtar Sozciikler : In vitro. insan beyin tiim6rleri. Glial Fibriler asidik protein. norofilament

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 condusion. 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.
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GiRi~

Son Ylllarda. hucre iskeleti elemanlanndan
intermedyer Filamentlere (= IF)olan ilginin art
masmda en anemli neden. bunlann doku veya
hucre tiplendirilmesinde kullamlabilecek birer
h;;aretleyid (marker) olduklanmn anla:;>1lmaSldlr
(2). Yapllan ~ah~malar. tiimar hucrelerinin ka
ken aldlklan hucre ile aym IF tipine sahip 01

duklanm. metastazlarda da. orijin hucrede veya
primer tiimarde gazlenen IF tipinin bulundugu
nu gastermektedir. (2.5.9).

Tumarleri. gunumuzde. bilinen histolojik
tekniklerle ula~llamayan kesinlikte aYlrmak
i~in. IF'lere kar~l antikorlar kullamlarak tumar
hucre kakeni tammlanabilmektedir. IF protein
lerine kar~l olu~an antikorlann. immunosito
kimyasal yantemlerle ve indirekt immunoflo
resans teknigiyle tiimar ve metastazlann saptan
masmda kullamldlklan bildirilmi~tir (1.5.6.9).

Vimentin. desmin ve keratin filament mo

noklonal antikorlan. naronal ve glial orijinli 01

mayan (sarkom. adenokarsinom. rabdomiyo-
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sarkom gibi)tUrnarleringeh~imini saptamada sIk
hkla kullamhrken, ghal ve naronal tiimarlerin di
agnostik ~ah~malan iQn de anti-glial fibriller
asidik protein ve anti-narofilament monoklonal
antikorlanmn kullamldl8J bihnmektedir (6.7).

Ba~langI~ta, doku kiiltiiriindeki hiicrelerde
hiicre iskeletine ait elemanlann organizasyonu
iQn ba~lanan bu ~ah~malar, patologlar tarafm
dan, farkll hiicre tiplerinin direkt olarak aYIrde
dilebilmesini ve tiplendirilmesini saglayan
anemli bir yantemin geh~tirilmesine araa 01

mu~tur.

intermedyer filamentlerin diferansiye ve in
diferansiye tiimarler arasmda aymml sagladlgl
ve bu yolla hastahgm prognozu hakkmda bilgi
verdigi. tiimar malignitesi ile immiin boyanma
yogunlugu arasmda da negatif bir korelasyon
varhgl gasterilmi~tir (1.3.4,12).

in vitro hiicre kiiltiirii ko~ullannda yapIlan
bu ~ah~mada, insan santral sinir sistemi tiimar
hiicreleri monoklonal antikorlar kullamlarak.

glial filament ve narofilament varhgl a~lsmdan,
indirekt immiinofloresans yantemiyle taranml~
tlr. <;:ah~mamIzda,intermedyer filamentlerin be
lirleyici azelliklerinden yararlamlarak. hiicre
tiplerinin aYIrdedilmesi. tiimarlerin slmflandml
maSI, tiimariin "grade" ile ilgisinin belir
lenmesi ve baylece patolojik tamya yardIma
olunmasl ama~lanml~tlr.

MATERYAL ve METOD

Bu ~ah~maslrasmda, EgeUniv. TIP Fak. Naro

~irurji Anabilim Dahndan saglanan ~e~itlibeyin
tiimar dokulanndan haZlrlanan hiicre kiiltiirleri

ve Ege Univ. TIP Fak. <;:ocukSagh8JAnabilim Da
hndan alman deri biyopsisinden haZlrlanan fib
roblast kiiltiirii kullamlml~tu. Tiimarlerin
patolojik slmflandIrma ve tamlan Ege Univ. TIP
Fak. patoloji Anabilim Dalmda yapIlml~tlr.

Fragmant yantemi ile haZlrlanan hiiaeler. 25
cm2 yiizeyli 50 ml hacimli hiicre kiiltiir kaplann
da ve % 20 Fatal Dana Serumu, 100 U/ml Penisi

lin 100 mcglml Streptomisin i~eren DMEM
(Dulbecco's Modification of Eagle's Medium
20mM Hepes tamponlu) iQnde 37°C normal
etiivde inkiibe edilmi~tir.

KULLANILAN SERUMLAR: Bu ~ah~mada,
Monoklonal Anti-Glial Fibriler Asidik Protein

(GFAP) ~ah~ma solusyonu 1:400, Monoklonal

232

Anti-Neurofilament 200 ~ah~rna solusyonu 1:40
ve Anti-fare IgG (tUrnmolekiil) FITC konjugat ~
h~ma solusyonu 1:64 olarak PBS ile sulandml
ml~tlr.

I1FBOYAMA: indirekt immufluoresans bo

yama. anti-GFAP. anti-NF serurnlan ile tiirn tii
mar ve kontrol hiiaelerin kar~da~tmlmasl ile
yapIlml~tlr. Anti-fare FITC konjuge serum (keQ)
i~aretleyici marker serum olarak kullamlml~tlr.

SONUC;LAR

Glial filament ve narofilamentlerin gasteril
mesi iQn ~ah~maya ahnan 30 hastaya ait tiimar
dokusu anti-GFAP ve anti-NF monok

lonal antikorlan ile ~ah~llml~tlr (Tablo 1).

Tablo 1. Beyin Tiimorlerinde anti-GFAP ve
anti-NF monoklonal antikor ~~ma
sonu~lannm genel dokiimii.

No HastaCYasPatoloiik tam GFAPNFPBS

I
MU K33Astrositom G ]-Il ++

--
2

MT K35Astrositom G HI ++
--

3

AY K42Astrositom G m t-c-
4

MS E38Astrositom G m ++--
5

OM E35Astrositom Gm-IV t-
--

6

NO E46Astrositom Gm-IV c
--

7

OE E39Astrositom G m-IV t-
--

8

2Y K40Astrositom G IV t---
9

iK E64Astrositom G IV ++
--

ID
tiT K5Ependimom Gm-IV t-
--

II
YG K12Ependimom Gm-IV ++
--

12

HS E27Ependimom Gm-IV ++
--

13

1Y E45Ependimom Gm-IV ++
--

14
S\ E8Mediilloblastom ++
--

15

AA E5Medillloblastom ++--
16

FA K21Medillloblastom ++
--

17

NB E52Gboblastoma multiformet-
--

18
B\ E65Gboblastoma multiforme++
--

19

NE K53Gboblastoma multiforme++
--

20

GE K38Obgodendrogliom ++
--

21

HA K34Obgodendrogliom ++
--

22
E~ K50Oligodendrogliom t-

--
23

AA E39Gangliogliom G m ++
-

24

FY E56Papiller adenokarsinom
-C

-
25

SA K15Kavemom t---
2b

MAEb2Karsinom metaslaZl ---
27

00E59Non-Hodgkin lentoma
---

L~

Ltl hL4ruv.l1uc.MaJlgn Tm. t-
--

LY

lA hLUPmeoblastom
---

jU

rK K7UNormom
---

Deri Fibroblast

---

GFAP = Glial Fibriller Asidik Protein. NF = Noro Filament. PBS =

Fosfat Tampon Soliisyonu:
(++) = Kuvvetli pozitif. (+-) = Zayli pozitif. (-) = Negatif. (<;) = ~ah
~lhnadl.



Ruae kultiiriindeki canh huaelerin fotograf
lan Olympus IMT-2 Inverted Phase-Contrast
Mikroskobunda ~ekilmi~tir (~ekil 1.2).

:;;ekil 1 : Glioblastoma multiforme hiiaeleri, 200x.

:;;ekil 2 : Medulloblastoma hiiaeleri, 200x.

Astrositom G HI tamsl alan tiimarde ani

GFAP antikoruyla kuvvetli pozitif reaksiyon ve
ren huaeler gazlenrni~tir (~ekil 3).

:;;ekil 3 Astrositom G HI hiiaelerinde GFAP'e kar~l pozitif
reaksiyon, 800x.

Astrositom G III'ten bir tanesi zayIfpozitif ve
rirken digeri kuvvetli pozitif reaksiyon vermi~tir
(~ekil 4).

:;;ekil 4: Astrositom G IlI'te GFAP'e kar~l pozitif reaksiyon
veren hiiaeler, 320x.

u~tane astrositom G Ill-IV'un bir tanesi ~ah
~llmaml~ diger iki tanesi zayIf pozitillik gaster
mi~tir.

Astrositom G IV'un bir tanesinde zayIf pozi
tiflik reaksiyon veren hucreler gazlenmi~
tiro

Dart tane Ependimom G IIHV'un bir tane
sinde daha az saYlda ve daha az yogunlukta
GFAP'e kar~lpozitillik veren huaeler garWurken
digerlerinde GFAP pozitifhuae saYlslve yogun
lugu fazla olarak gazlenmi~tir (~ekil 5).

:;;ekil 5: Ependimom G IIHV'te GFAP'a kar~l kuvvetli po
zitif reaksiyon g6steren hiiaeler. 500x.

~ah~llan medulloblastomlarda GFAP aQsm
dan kuvvetli pozitillik veren huaeler g6zlenmi~
tiro (~ekil 6).
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Seltil 6: Medulloblastom hiicrelerinde gazlenen pozitif
reaksiyon, 320x,

Glioblastoma multiforme'nin bir tanesinde

zayrl"pozitiilik veren hiicreler gozlenirken diger
iki tanesinde kuvvetli pozitiilik gosteren hiiae
ler bulunmu~tur (~ekil 7).

Sekil 7: Glioblastoma multiforme'de GFAP a9smdan kuv
vetli pozitiflik veren hiicreler, 800x,

Oligodendrogliomlarda da aym sonue; elde
edilmi~tir (~ekil 8),

Gangliogliom G III'te kuvvetli pozitiflik gos
teren hiiaeler bulunurken. kavemomda zayrl"po
zitillik veren hiiaeler gozlenmi~tir. Sonue;olarak
GFAP e;ah~llan22 glial kokenli tiimorlerin hep
sinde (%100)olumlu sonue; ahnml~tIr.

Kar~lt olarak. pineoblastom, norinom. non
Hodgin lenfoma ve papiller adenokarsinomda
negatif sonuc;larelde edi1mi~tir.Karsinom metas
tazl tamsl alml~ bir vakada ise, yer yer GFAP
pozitif hiicreler goriilmii~tiir. Non-glial
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Sekil 8: Oligodendrogliom hiicrelerinde GFAP'e ~ gariile
pozitif reaksiyon, 500x,

kokenli tiimorlerin % 71.4·inde GFAP negatifbu
lunmu~tur. GFAP degerlendirmesinde glial ve gli
al olmayan tiimorlerin aymmmda istatistiksel
olarak degeri anlarnh bulunmu~tur. (Studentt test
lie p<O,OOl)

Bu tiimorlerde norofilament belirlenmesi

amaayla yapllan boyama sonucunda. tiimiiniin
negatif sonue; verdigi gozlenmi~tir.

TARTI~MA

Yapllan c;al1~malardadii~iik dereceli astrosi
tomlarda indiferansiye ozellige bagh olarak bek
lenilen kuvvetli pozitif reaksiyon goriiliirken, yiik
sek dereceli astrositomlarda zayrl"pozitiilik gozlen
~tir. Bu sonuc;lar.pozitif reaksiyonun yogunlugu
lie tiimoriin malignitesi arasmda bir ~ki oldu
gunu gosteren irnmunohistokimyasal c;al1~malar
la paralellik gostermektedir (1.3.4.12). Ancak
yiiksek dereceli astrositomlardan iki tanesinde
kuvvetli pozitif reaksiyon veren hiiaelerin bulun
maSl patolojik tamyla farkhhk gostermi~tir.

Medulloblastomlarda ve oligodendrogliom
larda pozitiflik veren hiiaeler gozlenirker. bir
oligodendrogliomda zaYlfpozitiflik saptanml~
tIro GFAP-pozitiilik a9smdan ozellikle oligo
dendrogliomlar ve medulloblastomlar arasmda
farkllhklar oldugu e;e~itliara~hrmaalar tarafm
dan da gosterilmektedir (1.4.11.12).

Ependirnom ve glioblastoma multiforme'de
de zaYlfve kuvvetli pozitillik goriilmesi. bu ko
nuda e;ah~anara~tmalann elde ettikleri sonue;
lara uymaktadn 11\



Negatif sonw;lan gozledigimiz tiimor tipleri.
diger ara~tIrmacllann bulduklan sonw;J.arlabir
birine uygunluk gostermektedir (1.4.10.12).An
cak bir karsinom metastazmda negatif sonu<;
beklenirken <;okaz saYIdapozitif reaksiyon gos
teren hucre bulunmasl, bu tiimorde normal do

ku hucreleri ile kontaminasyon olabilecegini
du~undurmu~tiir. Bir pineoblastom olgusunda
ise anti-GFAP antikorlan ile negatif reaksiyon
gozlenmi~tir. Ancak olgu sayIS1 kISIth oldugun
dan pineoblastoma i<;ingenel bir kamya varmak
dogru degildir.

Glial farkhla~ma potansiyeli olan hucrelerin
bulunabilecegi du~unulen kavernom ve yuvar
lak hucreli malign tiimor zaYIfpozitiflik goster
mi~tir.

Anti-NF antikorlan ile negatif sonu<;lann el
de edilmesi. <;ah~llantiimorlerde noronal koken
li hucre bulunmadlgml gostermektedir.
Norofilament varhgI a<;lsmdanbutun tiimorler
de elde edilen negatif sonu<;lar, daha daha on
ce yapllmI~ benzer <;ah~malarla uyumlu
bulunmu~tur (8).

~ah~mada, ozgul olmayan bir boyanma go
rulmeyi~i ve tekrarlanan boyamalarla hep aym
sonu9arm elde edilmi~ olmasl, yontemin duyar
h ve dogrulukla tekrarlanabilir oldugunu kamt
laml~tIr. Degerlendirmelerin hepsi, patolojik ta
mesas almarak yapllmI~tIr. Ancak. intermed
yer filamentlerin immunolojik boyanmasmm
patolojide kullamlmakta oldugunu ve konvan
siyonel patolojik yontemlere destek oldugunu
da goz ardI etmemek gerekir.
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