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Grade IV Glial Timdrlerde, Mitotik Aktivite, Ki-67 ve Platelet
Voliim Indeksinin Prognostik Belirte¢ Olarak Karsilastiriimasi

Comparasion Between Mitotic Activity, Ki-67 Index and Platelet Volume Index as a
Prognostic Marker in Gliablastomas
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Amagc: Tani aninda kayit edilen platelet sayisindaki artis, gliablastoma ve diger intrakraniyal patolojiler icin bagimsiz bir risk faktortdiir ve kotii
prognoz gdstergesidir. Timdr mikro-dolasimi kaynakli, bircok sitokin ve faktdrlerin salinmasi sonucu plateletlerin aktive olmasi ve néroenflamasyonda
aktif rol oynamasi bu hipotezin temelini olusturur. Glial tlimorlerde proliferasyon gostergesi olarak, Ki-67 indeksi ve mitotik aktivite siklikla
kullanilmaktadir. Glial tiimorlerde,yliksek Ki-67 indeks orani ve mitotik aktivite agresif klinik progresyon,vaskiiler invazyon ve kotu prognoz ile
karakterizedir. Ortalama platelet hacminin platelet sayimina orani olan platelet voliim indeksini (PVi), bircok intrakraniyal patolojilerde prognostik
faktdr olarak kullaniimasini 8neren calismalarda artis meveuttur. Bu calisma da ilk defa PVi, immiin yanit belirteci olarak, Ki-67 ve mitotik ativite ile
karsilastirdik. Boylelikle, hizl hesaplanabilen ve de disiik maliyetli yeni bir prognostik faktdrii ortaya koymayr amacladik.

Gerec ve Yontem: Girisimsel olmayan klinik ¢alisma icin etik kurul onayr alindiktan sonra - son iki yil icerinde dahil edilme kriterlerini saglayan-
gliablastom multiforme tanisi almis 65 hasta retrospektifolarak degerlendirildi. Rutin patolojik tani siireclerinden gecen hastalarin Ki-67 indeksi
ve mitoz sayisi Kayit edildi. PVi, ameliyat 6ncesi degerlendirme amaci ile yapilan tam kan sayimi testinden platelet sayisi ve hacmi kullanilarak
hesaplandi. Calisma retrospektif oldugu icin hicbir hastanin tedavi siirecini etkilemedi. PVi; Ortalama platelet hacmi (fL) x100/Platelet sayisi (per
1000) olarak tanimlandi.

Bulgular: PVi ile Ki-67 ve mitoz sayisi arasinda; negatif yonde, zayif derecede korelasyon bulundu.

Sonugc: Bu calisma PVi azalirken, Ki-67 ve mitoz sayisinin arttigi ortaya konuldu. Yiiksek gradli glial timérlerde PVi, prognostik ve prediktif bir faktor
olarak kullanilabilir. Fakat, yine de bu hipotezimizin, daha cok olgu sayisi ve tlimor alt gruplarini da ortaya koyan calismalara ihtiyaci vardir.
Anahtar Kelimeler: Gliablastoma, GBM, Platelet, Ortalama Platelet Hacmi, Platelet Voliim indeksi, PVi

Abstract

Objectives: An elevated platelet count is considered an independent prediction of survey in glioblastoma and various other intracranial entities.
Activity of the tumor microcirculation resulting in platelet activation and release of several cytokines and factors from activated platelets has
been suggested to play an active role in neuro-inflammation. Ki-67 index and mitotic activity are markers which could be showed proliferation in
the glial tumor. High Ki-67 expression and mitosis rate of high grade glial tumors have been more aggressive clinical progression, poor prognosis,
more vascular invasion than low. Recently, Mean Platelet Volume (MPV) to platelet count (PLT) ratio has become a trend indicator to anticipate the
outcome of a patient suffering from intracranial pathologies. The study aims to determine first time whether the comparison of the Volume Index
(PVI) as an immune response marker with the Ki-67 and mitotic activity could be used as a prognostic factor in gliablastoma (WHO Grade IV)
Materials and Methods: In the retrospective study, we studied 65 patients diagnosed with glioblastoma who had inclusion and exclusion criteria.
The correlation between PVI, Ki-67 and mitotic activity was examined all cases after pathologically diagnosed, by the routine processes of the
pathological preparates. PVl was calculated from pre-operative first complete blood count (CBC) and was defined as MPV value (fL)x100/PLT (per
1000). The Kolmogorov-Smirnov test and Spearman's correlation coefficient was used in the analysis of the interrelationship.

Results: The correlation between the PVI, Ki-67 and mitotic index was found to be leak statistically correlation.
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Conclusion: It was determined that PVI is decreased, Ki-67 immunoreactivity and mitotic index are increased. The PVI may be used as a prognostic,
predictive factor for glioblastoma. Nevertheless, further studies concerning the prognosis of glioblastoma are needed to confirm this hypothesis.
Key Words: Glioblastoma, GBM, Platelets, Mean Platelet Volume, Platelet Volume Index, PVI

intrakraniyal primer maligne tiimérler kéken aldigi stromal
hicre mimarisine gore adlandirihpsiniflandirilirlar. Astrositlerden
astrositomalar,  oligodendrositlerden  oligodendrogliomalar
ve ependimal hiicrelerden ise ependimomlar meydana gelir.
Bunlar icinde en agresif olan ve en sik gorileni gliomalardir.
Gliomalar, beynin primer maligne tlimorlerinin yaklasik %80'ini
olustururlar. Bu sistem histopatolojik gortinimlerine gore
derecelendirmektedir (derece=grad) (1-3). Tumoral dokudaki
mitoz orani derecelendirmenin baslica belirleyicisidir. Mitoz
oraninin artmasi, biylime potansiyelinin artmasina ve dolayisi
ile kotli prognoza isaret eder (4). Mitoz oranini gostermede
proliferatif indeks (Ki-67) proliferasyon indeksi siklikla
kullaniimaktadir. Ki-67, tlimor icerisindeki prolifere hucreleri
gosteren antikordur. Ki-67 pozitif hicrelerinin orani Ki-67
proliferasyon indeksini belirler. Literatiirde, Ki-67 fraksiyonunun
yiiksek oldugu glial timdrlerin daha agresif seyrettigine dair
bircok calisma mevcuttur (5,6). Diger yandan, iskemik strok
veya subaraknoid kanama gibi intrakraniyal patolojilerde
platelet voliim indeksi (PVi) ve prognoz ile ilgili yayinlarda artis
goriilmektedir. PVi; ortalama platelet hacminin, platelet sayimina
orani olarak ifade edilir. Bu indeks, intrakranial patolojilere
yanit olarak ortaya cikan néroenflamasyon gostergesi olarak
kullamlmistir (7-9). Biz de calismamizda, tam kan sayiminda
rutin bulunan parametreler ile hesaplanan PVi'nin glioblastoma
icin bir prognostik faktér olup olmadigini arastirdik. Bu amagla
calismamizda, glioblastomalarda iyi bilinen bir prognostik faktor
olan mitotik aktivite, Ki-67 indeksi ve PVi'yi karsilastirdik.

Gerec ve Yontem

Girisimsel olmayan klinik ¢alisma etik kurul onayi alindiktan
sonra, Ocak 2016- Aralik 2018 tarihleri arasinda gliablastoma
nedeni ile tedavi géren hastalar listelendi (2018. 876). Bunlarin
icinde hematolojik ve hepatik fonksiyonlari yeterli olan hastalar
degerlendirmeye alindi. (Hemoglobin>10g/dL, mutlak nétrofil
sayisi>1500/mm?, platelet sayisi >100.000/mm?®; total serum
bilirubin < normalin 1,5 kati ve karaciger fonksiyon degerleri
< normalin 3 kati). Calismamizda, hematolojik ve hepatik
fonksiyon vyetersizligi, baska bir maligniteye sahip olunmas,
aktif enfeksiyon, kronik enfeksiyon veya herhangi bir immiin
yetmezlik sendromu (Edinsel bagisiklik yetmezligi sendromu,
l6semi) bulunan hastalar ise degerlendirme disina alindi.
Calisma, tedavi siirecini etkilemeden retrospektif dijital kart
analizini icermektedir. Gliablastoma tanili 65 hasta ile cahsildi

(Tablo 1). Noéro-gérintileme ve fizik muayene ile ameliyat
endikasyonu konulan tiim hastalardan basvuru aninda yapilan
tam kan sayimi kayitlar listelendi. Sonrasinda tiim hastalar
beyin cerrahi kliniginde tedavi altina alindi. Elde edilen
patoloji preperatlar tek patolojist tarafindan Hemotoksilen-
Eozin ve immiinohistokimyasal boyamalar ile degerlendirildi.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflamasina gore primer tanilari
konularak derecelendirildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Tim histopatolojik drneklerin primer tanilari tek patoloji
uzmani esliginde degerlendirilerek raporlandi. Bu amacla,
hemotoksilen ve eosin boyama ile immiinohistokimyasal
boyamalar, Dako Autostainer Link 48 (Dako/Agilent
Technologies, CA, USA) ve sekonder antikoru kromojen (Dako/
Agilent Technologies, CA, USA) kullanilarak yapildi. Analiz igin
dijital taramalar Leika Aperio AT2 otomatik slayt tarayici (Leica
Biosystems Inc., IL, USA) (original magnification of digital
slides 400x ) kullanilarak yapildi. Ki-67 indeksi, streptoavidin-
biotin ortaminda primer antikorlar ile immiinreaktivitesi
1stk mikroskobu ile degerlendirilmistir. Ki-67 icin 100 tiimor
hicresi sayilmis (10'luk biiyiitme alaninda) ve niikleer boyanma
gosteren hicreler oranlanmistir (Sekil 1). On biiylk biytitmede,
hiperkromatik farkl biiytikliiklerde niikleuslar, pembe sitoplazma
ve multiple fibriler uzantilar iceren mitotik figtrlerde sayilarak
not edildi. Ki-67 ile yogun boyanan en az li¢ alan secildi. Ki-
67 pozitif hiicrelerin sayisi toplam hiicre sayisina oranlandi ve

Tablo 1: Olgularin yas, cinsiyet ve tiimor yerlesim yeri dagilimi

Yas 57,82 (minimum=13, maksimum=78,
SD +14,38)

Cinsiyet Kadin Erkek
30 (%46,2) 35 (%53,8)

Tiimor yerlesim Dagihm  Yiizde Stereotaktik biopsi

lokalizasyonu (n=65) (%) sayist (n=20)

Sag frontal lob 2 3,1 -

Sag temporal lob 7 10,8 1

Sol temporal lob 17 262 -

Sol frontal lob 9 13,8 2

Sag pariyetal lob 9 138 2

Basal ganglia 3 4,6 3

Korpus kallozum 4 6,2 4

Sol frontopariyetal 2 3,1 2

Talamus 8 12,3 6

Sag oksipital 2 3,1 -

Sol frontotemporal 2 3.1 -

SD: Standart deviasyon
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U¢ alanin ortalamasi alindi. Degerlendirmede sadece tlimor
hiicrelerindeki niikleer boyanmalar kabul edildi. Nekroz cevresi
alanlar ve vaskiiler endotel boyanmalari degerlendirmeye
alinmadi. Bunlar heterojen yapiya sahip glial timérlerde sonug
standartizasyonu icindir. Bu islemler rutin patolojik tani icin
kullanilan stireclerdir. Veriler ilgili kayitlardan retrospektif elde
edildi.
Platelet Sayisi ve Hacmi

Calismaya dahil edilen olgularin ameliyat dncesi en son kan
sayimi hesaplamalar icin kullanildi. Bu kan sayimlarinin tamami
ameliyat oncesi degerlendirme amaci ile alinan orneklerden
olusmaktadir.

Sekil 1: Olgu grubumuzun patolojik incelemelerinden elde edilen,
200 biiyik blylitmede, Ki-67 antikor boyamalari ile elde edilen, orta
yogunlukta boyanan ve Ki-67 indeksi %30 olarak hesaplanan doku
ornegi

Sekil 2: Yiiz biyiik biiyiitmede elde edilen Ki-67 antikor boyamasi
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Platelet Voliim indeksi Hesaplanmasi

PVi, x100 olarak tamimlandi. Tek arastirmaci tarafindan,
hastalarin Ki-67 degerleri ve klinik durumlari bilinmeden
hesaplandi.

istatiksel Analiz

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) yaziliminin
24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) versiyonu ile veriler analiz edildi.
Normallik analizi icin Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Non-
parametrik tiim verilerin (Ki-67 indeksi, mitoz sayisi ve PVi)
Spearmans Correlation testi ile korelasyon analizleri yapildi. P
degeri <0,05 olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Son iki yil icerisinde, histopatolojik incelemelerde
gliablostom multiforme (WHO, Grade IV Glioma) tanisi konulan
65 hasta calismaya dahil edildi. Otuz kadin (%46,2), 35 erkek
(%053,8) ve yas ortalamasi 57,82 [minimum=13, maksimum=78,
standart deviasyon +14,38] bulundu. Yerlesim yeri; 15 frontal
lob, 24 temporal lob 9 pariyetal, lic basal ganglion, dort korpus
kallosum, sekiz talamus, iki oksipital lob olarak tanimlandi. Kirk
bes hastada eksizyonel, 20 hastada stereotaktik oGrnekleme
yapildi (Tablo 1). Platelet sayi ortalamasi 245,800+73,94301
(min=125,000, maks=485.000), ortalama platelet hacmi
8,30015+1,847664 (min=5,520, maks=12,900), platelet hacim
indeks ortalamasi 3,64+1,22 (min=1,280, maks=7,04), Ki-
67 indeksi ortalamasi 36,62+13,11 (min=15, maks=70), on
blylk biyiitmede mitoz sayi ortalamasi 13,65+11,04 (min=2,
maks=45) bulunmustur (Tablo 2).

Ki-67 indeksi ile mitoz sayisi arasinda; pozitif yonde, orta
derecede ve istatiksel olarak anlamli bir korelasyon (baginti)
bulundu (r =0,405, p=0,01). PVi ile mitoz sayisi arasinda; negatif
yonde, zayif derecede ve istatistiksel olarak anlamli olmayan
bir korelasyon ortaya konuldu. (r=0,063, p= 0,619). PVi ile Ki-
67 indeksi arasinda; negatif yonde, zayif ve istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir iliski bulundu (r=0,170, p=0,175).

Tablo 2: Olgularin PLT, MPV, PVi, Ki-67 ve mitoz degerlerinin
ortalama, ortanca degerleri

PLT MPV PVi Ki-67 Mitoz

n 65 65 65 65 65
Ortalama 2458000 8,30015 3,64738 3662 13,65
Ortanca 229,0000 8,10000  3,60000 3500 10,00
SD 73,94301 1,847664 1,227435 13,113 11,049

Minimum 125,00 5,520 1,280 15 2

Maksimum 48500 12900 7,040 70 45
Yiizdelik 25 192,0000 6,80000 2,55000 30,00 5,00
75 280,0000 9,35500  4,49000 40,00 20,00

PLT: Trombosit sayimi, MPV: Ortalama platelet volimdi, PHi: Platelet voliim indeksi, SD:
Standart deviasyon
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insanin tiimoral hastaliklari icinde maligne beyin tlimorleri,
yiiksek oOlim oranina sahip ve sinirh tedavi imkanlari ile
giden hastalik grubunu olustururlar. Metastatik tlimorler
dislandiginda, yliksek dereceli glial tlimdrler bu grubun en
stk ve agresif kismini olusturur. Diinya saghk o6rgutiiniin
siniflama sistemine gore grad 4 glial tiimorler glioblastoma
multiforme (GBM) olarak adlandirilir. Ortalama goriilme en
stk 56-60 yaslarinda gorilir (10). Bizim olgu grubumuzda
da yas ortalamasi 57,82'dir. Erkek cinsiyette goriilme sikligi
kadinlardan daha fazladir. Cahismamizda da 9%53,8 ile erkek
cinsiyet agirhktadir (11). GBM'ler hizli ¢ogalma, anjiyogenez,
mikrovaskdler proliferasyon, beyin dokusuna invazyon ve nekroz
ile karakterizedir. Glial tiimorler histopatolojik olarak ayni
olmasina karsin farkli proliferatif potansiyelleri olabilmektedir.
Bu proliferatif potansiyeller icin , mitotik indeks ve Ki-67 indeksi
siklikla kullanilmaktadir. Mitototik indeks, hemotoksilen-eosin
boyasi ile mitotik figlrlerin 10 biliylitme alaninda sayilabilen
mitotik figiir sayisinin basitce sayimina dayanir. Ki-67 tlimor
icerisindeki prolifere hiicreleri gosterebilen bir antikordur. Ki-67
ise hticresiklusunun G1,S, G2 ve M fazlarinda bulunan non-histon
niikleer proteinde lokalize bir epitopudur. Parafin kesitlerde
monoklonal antikorlar ile Ki-67 indeksi pratik bakilabilmektedir.
Hiicre proliferasyon siklusunu tanimlayan G1, S, G2 ve dzellikle
de M fazlarinda, Ki-67 fraksiyonlari ortaya cikar. Eksprese olan
bu proteinlerin antikor ile tayinleri, tiimoriin proliferasyonu,
invazyon ve vaskilarizasyonu hakkinda anlamh bilgiler verir.
Boylelikle glial tiimorlerin proliferasyon potansiyelleri ortaya
konulur (12-14). Calismamiz da mitoz sayisi ve Ki-67 indeksi
arasinda olumlu, orta derecede korelasyon bulduk. Bu bulgumuz
literattr ile uyumludur (4,5). Palizatlasan hiicre nekrozu GBM'nin
patolojik karakteristik 6zelliklerinden birisidir. Bu nekroza
hipoksinin katkisi oldugu gibi tiimoral dokunun mikrocevresinin
de katkisi vardir. Makrofajlar, eosinofiller, notrofiller ve T lenfosit
gibi immiin hicrelerin infiltrasyonu ve bunlarin salgiladiklari
sitokinler tiimor mikrogevresine ve nekroza katki saglar. Tiimoral
dokuyu yabanci cisim ve doku hasari olarak algilayan immiin
sistem aktive olarak immiin mediatorler salgilar. Bu mediatorler
proliferasyona, anjiogenezise, invazyona ve hatta tlimor
hiicrelerinde genetik ve epigenetik degisikliklere sebep olur
(15-17). Enflamasyon, daha dogru ifade ile néro-enflamasyon
tim tumoral siire¢ boyunca aktif rol oynar. Trombositler,
GBM'lerde noro-enflamasyonun ana hiicrelerinden biridir. Daha
onceki calismalarda, tani anindaki trombositozun bagimsiz
bir risk faktorl oldugu ve beklenen yasam siiresini kisalttig
ortaya konulmustur. Tlimoral dokunun trombo-poetik faktorler
Uretmesinin platalet sayi ve fonksiyonarindaki artisa anlamli
katkisi vardir. interlékin-6 (IL), megakaryositopoezis lizerinde

stimiile edici etkili bir sitokindir. Yapimi IL-1 tarafindan aktive
edilir. Hem IL-1, hemde IL-6 gliablastoma hiicreleri tarafindan
sekrete edilir. Grandilosit koloni stimiile edici faktor ve graniilosit
makrofaj koloni stimile edici faktor benzer sekilde gliablastom
hiicrelerinden salinir. Bunlar otokrin olarak gliablastoma
hicrelerini potansiyelize ettigi gibi trombopoezisi de destekler
(18-20). Dolayisi ile trombosit sayisi ile tiimoral hiicre aktivitesi
arasinda bir korelasyon vardir. Fakat, megakaryositopoezisin
de aktif olmasindan dolayr dolasimda plataletler tek formda
bulunmazlar. Farklrhacim ve sayida platalet alt gruplari heterojen
bir sekilde bulunur. Bu ylizden platelet ile ilgili trombo-noro-
enflamasyonu tahmin etmekte daha spesifik bir indeks olarak
platalet volim indeksi artan siklikta kullaniimaktadir.

Bizde calismamizda hem kolay ortaya konulabilen hem de
maliyeti diisiik PVi'yi bir néro-enflamasyon belirteci olarak mitoz
sayisi ve Ki-67 indeksi ile iliskisini arastirdik. PVi ile mitoz sayisi
ve Ki-67 arasinda zayif ve negatif yonde bir baglanti bulduk.
Yani mitoz sayisi veya Ki-67 arttik¢a PVi azalma egilimindedir.
Bu durum 6ne siirdiglimiiz ndro-enflamasyonun potansiyalize
edildigi hipotezimize uyumlu olmakla beraber istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0,619 ve p=0,175). Olgu sayisinin
sinirli olmasi istatistigi etkiledigini diisinmekteyiz.

Bu calismada, yiiksek gradli glial tiimérlerde PHi'nin bir
prognostik faktor olabilirligini arastirdik. Mitoz sayisi ve Ki-67
uzun yillardir prognoz belirlemede guvenilir belirtecler olarak
kullanilmistir. PVi ise bu amacla, literatiirde ilk defa GBM'li
hastalarda analiz edilmistir.

Glial timor hastaliginin baslama zamani belirsizdir. Alinan
hematolojik incelemeler ameliyat 6ncesi alinan tetkiklerdir. Tlim
olgularin, timor baslama zamani farkl olabileceginden ndéro-
enflamasyonun siiresi de farklidir. Heterojen bir grup olusturmak
oldukca zordur. Calisma retrospektif ve sinirli sayida olgu ile
yapildigindan GBM alt gruplarinda inceleme yapilmamasi diger
bir yetersizligidir. Mitotik indeks ve Ki-67 giinliik pratikte siklikla
kullanilmasina ragmen, zayif prognostik faktor olarak gosteren
az sayida cahismalar mevcuttur. Diger yandan calismamizda
mitoz sayisi, Ki-67 ve PVi arasinda zayif derecede korelasyon
bulunmustur. Mevcut kullanilan korelasyon analiz testleri
verilerin u¢ degerlerinden ve olgu sayisindan etkilenmektedir.
Hem olgu sayisinin az olmasi hem de GBM alt gruplarinda farkh
ug¢ degerlerin goriilmesi istatistik hesaplari da etkilemektedir
(21,22).

GBM'lerde genetik ve molekiiler diizeyde bircok prognostik
faktorlerin tanimlandigi giintimiizde PVi, maliyet olarak ucuz ve
kolay hesaplanan bir yontemdir. Homojen olarak olusturulmus
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ve subgruplar da iceren daha fazla &rnekler ile guvenilirligini
arttiracak calismalara ihtiyac vardir.
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