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OzZET

Amag: Osteosarkom, genelde uzun kemikleri tutan,
en sk gorilen primer kemik tumdradir. Geng
bireylerde daha sik gorliir. Osteosarkomlarin % 5-
13'0 ¢ene kemiklerinde ortaya cikmaktadir. Cene
osteosarkomlari, daha geg yaslarda goriilmeleri, daha

uzun hayatta kalma sireleri, lokal niiks ve geg
metastaz  gibi  Ozellikleri  ile  uzun  kemik
osteosarkomlarindan ayrilirlar. Gene

osteosarkomlarinin, uzun kemik osteosarkomlarindan
daha iyi bir prognoza sahip olmasi, tiimor tipi ve disik
evreleri ile iligkili olabilir. Bu calismada, c¢ene
osteosarkomlarinda tiimér hiicrelerinin proliferasyon
(codalma) indeksi uzun kemik osteosarkomlarinin
¢odalma indeksi ile karsilastirnlmis ve timériin
histolojik tipi, selllleritesi ve evre ile olasi iliskisi
tartisiimistir.

Geregc ve Yontem: Toplam 10 adet osteosarkom
vakasl Ki-67 antikoru ile avidin biotin kompleks
yontemi ile imminhistokimyasal olarak boyanmis ve
proliferatif fazdaki hiicreler sayilip, derecelendirme
yapilmistir. Cene osteosarkomlar ile uzun kemik
osteosarkomlarinin proliferasyon indeksleri birbiri ile
kiyaslandigi gibi, klinik bulgular, histolojik tip ve
selllerite ile iliskisi gdzden gegirilmistir.

Bulgular: Galismamizda, uzun kemik
osteosarkomlarinda  Ki-67  ekspresyonun  gene
osteosarkomlarina  kiyasla daha fazla oldudu

gosterilmistir. Ayni zamanda ¢ene osteosarkomlarinin
histolojik evreleri de uzun kemik osteosarkomlarindan
daha disiik olarak saptanmistir.

Sonug: Artmis proliferasyon indeksi uzun kemik
osteosarkomlarinda izlenen vylksek evre ile iligkili
olabilir ve bu iki farkl lokalizasyondaki timérin
sergiledigi farkll biyolojik davranislari agiklayabilir.
Cene osteosarkomlarinda prognostik belirteg olarak
proliferasyon ideksinin  yerinin ileride yapilacak
aragtirmalar igin de faydal olacad diistiniilmektedir.
Anahtar kelimeler: Osteosarkom, Ki-67.

ABSTRACT

Aim: Osteosarcoma is the most common primary
malignant bone tumour that affects frequently long
bones of young people. Approximately 6 % of all
ostesarcoma occurs in jaw bones. Jaw osteosarcoma
is generally accepted to be a pathologically distinct
entity due to older age at presentation, longer median
survival, local recurrences and low incidence of
metastasis. It has been suggested that better
prognosis of jaw osteosarcoma of the jaw bones those
in the long bones, may related to the type and the
lower stage of the tumour. In this study, proliferation
rate of tumour cells in jaw osteosarcoma with
comparing long bone osteosarcoma and possible
correlation with grading, cellularity and histological
type were discussed.

Materials and Method: Immunohistochemistry was
performed by Ki-67 antibody using avidin biotin
complex, in a total of 10 ostesarcoma cases and
detection of the cells at proliferative phase was
performed.

Results: Results of the study displayed the increased
Ki-67 expression in long bone osteosarcoma cases
when compared to the jaw osteosarcoma. The
histological grades of jaw osteosarcomas were lower
than long bone osteosarcomas.

Conclusion: These results may be related to the
grade of the tumours and explain the different
biological behaviours. Using proliferation index as a
prognostic marker in jaw osteosarcoma could be
useful for further researches.
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GIRIS

Kemik sarkomlari, mezenkimden kdken alan,
nadir goriilen, yiksek evreli tumoérlerdir Y 2
Osteosarkom (0S), kemidin en sik gorilen primer
sarkomudur % 3 Histolojik olarak sarkomatoid
hiicrelerin malign osteoid (iretimi ile karakterlidir . Az
gorilen bir timér olan osteosarkomlar, tim
sarkomlarin = %20 kadarini  olustururlar.  Agresif
davraniglari nedeni ile tedavileri konusunda degisik
yontemler ({zerinde durulmaktadir. Genel olarak
osteosarkomlar; genc bireylerde ve diz eklemi
gevresinde olusurlar. Cocukluk ve geng eriskin
déneminin en sik gorilen Gglinci malign timaoruddr.
Siklikla izlendigi bolgeler femur distali, tibia ve
humerus proksimalidir ¥ %4,

Cene osteosarkomlari (COS), tim OS'larin %
5-13' {ni olustururlar %8 COS'lar, uzun kemik
osteosarkomlarina (UOS) gb6re daha ileri yaslarda
ortaya ¢ikmaktadirlar ¢, Uglincli ve dérdiincii dekatlar
en sik izlendigdi yaslardir. Cene kemiklerinde maksillada
en sk izlenirken, bunu mandibula ve paranasal
sintsler takip etmektedir. COS, sag kalim sirelerinin
goreli olarak daha uzun olmasi, geg ve nadir metastaz
yapmalari, hastaligin lokal kontrolliniin zorlugu gibi

dzellikleri ile UOS'larindan ayrilmaktadirlar 57
Dinya Saghk Orgiti (DSO); OS'larn,
lokalizasyon, klinik davranis ve hiicresel atipi

seviyesine gére varyantlarini siralamistir (Tablo 1) 2.
Kemidin medullasinda gelisen, konvensiyonel veya
klasik tip osteosarkom en sik goriilen alt tiptir ve kendi
icinde, timor hiicelerinin Urettigi ekstraseliler matriks
cinsine gore, osteoblastik, kondroblastik ve fibroblastik
tip olarak alt gruplara ayriimaktadir. COS, genelde
intramediiller ve kondroblastik osteosarkomlardir > 1,

Hiicre proliferasyonu, hicre bélinmesiyle ilikili
nukleer antijenlerin  immunhistokimyasal  olarak
boyanmasi ile saptanabilmektedir. Bunun igin PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) ve Ki-76 antikorlari
siklikla kullanilmaktadir. Ki-67, G, diginda, hiicre
siklusunun tim evrelerinde, g¢ogalan hiicrelerde
ekprese olan non-histon bir niikleer proteindir ¥ !
Wang ve ark. proliferasyon indeksini OS’larda,
tlimorin biylime fraksiyonunu saptamakta kullanmig
ve prognoz ile iliskilendirmislerdir °.

Bu calismanin amac, COS'larinda tumor
hiicrelerinin gogalma indeksini UOS ile karsilastirmak
ve timorin histolojik tipi, selllleritesi ve evre ile olasi
iliskisini tartismaktir.
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Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii Osteosarkom Siniflamasi:

Santral (Medullar) :

Yiiksek dereceli
Konvansiyonel
Osteoblastik
Kondroblastik
Fibroblastik
Telenjektatik
Kiiglik hicreli
Epiteloid
Osteoblastom benzeri
Kondroblastom benzeri
Fibrohistiyositik
Dev hiicreden zengin
Diislik dereceli
Diisik dereceli santral
Fibroz displazi benzeri
Dezmoplastik fibroma benzeri

Yiizeyel (Periferal) :

Diislk dereceli
Parosteal

Orta derece

Periosteal

Yiksek dereceli
Dediferansiye parosteal

Intrakortikal

Cene Osteosarkomlari

Iskelet disi

Diisuk dereceli
Yiksek dereceli
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GEREG VE YONTEM

Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakdltesi Oral
Patoloji A.D ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
A.D arsivindeki toplam 10 konvansiyonal osteosarkom
tanisi almis vaka galismaya dahil edildi. Vakalardan 5
tanesi COS, 5 tanesi ise USO idi.

Tim vakalara ait parafin bloklardan 4p
kalinhlginda kesitler alinarak rutin hematoksilen-eozin
(HxE) boyasi ile boyandi ve iki farkli patolog tarafindan
yapilan  mikroskobik  degerlendirmenin  ardindan
imminhistokimyasal boyama icin uygun blok segildi.

Isik mikroskobunda tiimérlere ait hematoksilen-
eozin boyall kesitlerde, selliilerite derecesi, nekroz
varligi ve tipik-atipik mitoz sikh§i g6z ©niinde
bulundurularak  histolojik  evreleme  (malignensi
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derecelendirmesi) asagidaki gibi yapildi 8.

. Evre 1: Her blylk blyitme alaninda 1-2 mitoz
ve diislk sellilerite

. Evre 2: Her biyik biyiitme alaninda 4-5 mitoz,
atipik mitoz varlidi ve orta dercede seliilerite

. Evre 3: Nekroz varligi, her biyik biyitme
alaninda 8-10 mitoz, atipik mitoz varlhgi ve
yiiksek sellilerite

Immiinhistokimyasal boyama, Streptavidin
biotin compleks (Polyvelant streptavidin detection
system, Neomarkers, CAT NO:TP-015-HA Labvision
Co, Ca, USA) metodu ile Ki-67 (clone SP6, rabbit
monoclonal antibody, Neomarkers, Ca, USA) primer
antikoru kullanilarak daha o6nce tarif edildigi gibi
yapildi*3.  Goriintileme icin kullanilan kromojen
peroksidaz isaretli Aminoethyl Carbazole (AEC, red,
Zymed Lot No:11067520 San Francisco, USA) ticari
olarak kullanima hazir kitler seklinde bulunmaktaydi.

Kesitler 56°C derecelik etlivde 12 saat sire ile
birakildi ve ksilolde 30 dakika bekletildikten sonra, 15
dakika slre ile % 96’k etil alkolden gegirilerek
deparafinize ve dehidrate edildi. Cesme suyunda ve
sonrasinda distile suda yikanan kesitler antijen
retrieval soliisyonu (0. 01M sitrat buffer, pH:6. 0) ile
mikrodalga firinda 15 dakika muamele edildi. Oda
isisinda 30 dakika bekletildikten sonra % 3'lik hidrojen
peroksit (H,0,) ile 10 dakika endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. Kesitler fosfatla tamponlanmis
salin (PBS, pH:7. 6) sollisyonu ile yikandi ve spesifik
olmayan boyamalar bloke etmek icin Ultra V blokta 5
dakika bekletildi. Primer antikor kesitleri kapatacak
sekilde uygulanarak 2 saat sire ile oda sicakliinda
inkiibe edildi. Sonrasinda sirasiyla sekonder (baglayici)
antikor ve Streptavidin —biyotin kompleksi 10’ar dakika
ile uygulandi ve kesitler PBS soliisyonu ile yikandi.
Goruntilemeyi sadlamak amaci ile
aminoethylcarbazole (AEC) 20 dakika sire ile
uygulandi ve distile su ile yikandi. Zemin boyamasi
Mayer's hematoksilen ile yapilip, distile su ile
yikandiktan sonra kesitler su bazl kapatma balzami ile
kapatildi. Pozitif kontol dokusu olarak tonsil dokusu
kullanildr.

Dederlendirme 15tk mikroskobunda (Leica DM
4000B, Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) x 400
bliyitmede, her iki gruba ait kesitlerde timor stromasi
icinde Ki-67 pozitif hiicre varhidinin tespiti ile
gergeklestirildi. Nukleuslari kirmizi boyanan hiicreler
pozitif kabul edildi. Her vakadan, rastgele secilen (ic
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biylk blyitme alanindaki tiim hiicreler ve pozitif
hucreler sayildi (Leica QWin Ver3 Image Analyser
Prog., Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya). Bu
degerlerin ortalamalari alinarak, pozitif hiicrelerin, tim
hiicrelere oranlanmasi ile proliferasyon indeksi (PI)
hesaplandi.

Istatistiksel analizler, SPSS 16.0 programi ile
yapildi ve iki grup arasindaki farklliklar uygun
parametrik ve nonparametrik testlerle, Ki-67
ekspresyonu ve PI ile yas, cinsiyet, lokalizasyon
arasindaki korelasyon ise Fisher test, Mantel-Haenzel
test, Mann Whitney test analizleri ile yapildi.

BULGULAR

Klinik Bulgular:

COS ve UOS gruplarinin yas ortalamasi sirasi ile
26+14 (14-50) ve 20+4 (13-25) olup, gruplar arasinda
bir farkllk izlenmemigtir. COS’lerde kadin (% 60),
UOS'lerde erkek bireyler baskindir (% 60). Toplamda
cinsiyet dagiimi esittir.

COS vakalarinin doérdi (% 80) maksillada
izlenmistir. Bunlarin ikisi palatal bolge, ikisi maksilla
anterior yerlesimli, UOS vaklarinin (g tanesi femur (%
60), bir tanesi tibia (% 20) ve bir tanesi (% 20) de
humerus yerlesimlidir (Tablo 2).

Tablo 2. Vakalarin demografik 6zellikleri ve histolojik
bulgulari.
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NO Lokalizasyon Yas Cinsiyet Hiset‘?::jik 'é; (,l:/f)
. paatnal 50 E 3 + 098
-
e % :
g, [olathnal 25 K 3 + 569
5. Mandibula 14 K 3
6. Femur 13 E 3 5,73
7.  Humerus 20 E 3 + 6,54
8. Tibia 25 E 3
9. Femur 19 K 3 + 580
10. Femur 23 K 1

Histolojik Bulgular:

Hem COS hem UOS vakalar histopatolojik
olarak birbirine oldukga benzer gorinimdeydi.

Vakalarin tiimiinde, atipi ve pleomorfizm gdsteren


http://www.google.com.tr/url?q=http://www.niehs.nih.gov/research/atniehs/labs/lep/path-support/immuno/reagents.cfm%23aec&usg=AFQjCNFtshwLN1jsDd88WLnk0WuSyvEIEw&ei=o4qgS_6lJYmqnAO2nOnpDA&sa=X&oi=section_link&resnum=1&ct=legacy&ved=0CAgQygQ
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malign timor hiicrelerinin hiperkromatik, poligonal-
oval, bazilarinin ise igsi hiicreler oldugu gdézlenmistir.
Bu neoplastik hiicrelerin yer yer tabakalar halinde veya
kiictik hiicre gruplar seklinde yerlesmis oldugu ve tipik
olarak eosinofilik boyanan, vyer vyer graniler
mineralizasyon gdsteren malign osteoid Urettigi dikkati
cekmistir. Ozellikle seliiler alanlarda ok sayida tipik ve
atipik mitoz ve bazi vakalarda nekroz alanlari ile timor
dev hiicreleri izlenmistir (Resim 1).

Resim 1. Maksilla yerlesimli COS “de seliler alanda izlenen
atipik mitozlar (ok) (x100, H&E).

COS ve UOS'larinin histolojik derecelendirme-
lerinin sonuglan Tablo 2'de verilmistir. COS'larin Ugu
(% 60) kondroblastik tip osteosarkom (Resim 2), ikisi
osteoblastik tip osteosarkom iken, UOS'larin timi
konvansiyonel osteosarkom (Resim 3) olarak degerlen-
dirilmigtir.

COS vakalarinin ikisi Ki-67 ile pozitif boyanmis
olup ortalama proliferasyon indeksi 3,34tir. UOS
vakalarinin {igli Ki-67 ile pozitif boyanma gostermistir
(ortalama proliferasyon indeksi:6.02). Uzun kemik
osteosarkomlarinin  proliferasyon indeksi istatistiksel
olarak anlamh olmasa da, ¢ene osteosarkomlarindan
yiiksektir (p<0,2). UOS'larinda daha kuvvetli ve diffiiz
bir boyanma izlenirken (Resim 4), COS'lerde tlimor
hiicrelerinde daha fokal ve zayf bir boyanma paterni
(Resim 5) dikkati gekmistir.
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Resim 2. Kondroblastik tip gene osteosarkomuna (palatinal
kemik) ait kesitte izlenen genis kikirdak alani (ok) (x40, H&E).

Resim 3. Malign osteoid (ok) yapimi ile karakterli uzun kemik
(femur distali) osteosarkomu (x100, H&E)

Resim 4. Ki67 pozitif timor hiicreleri (ok) (x100, H&E).
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Resim 5. Cene osteosarkomuna (maksilla anterior) ait kesittle
izlenen soluk boyanmig Ki67 pozitif timér hiicreleri (ok)
(x100, H&E).

TARTISMA

COS, UOS'lerden Kklinik seyir, tedavi modeli ve
prognoz gibi yénlerden ayrilir >7. Cene kemikleri tiim
iskelet kemiklerinin % 0,86’ sini, COS'ler ise tiim
osteosarkomlarin % 5 - % 13’ {inii olusturmaktadir >
Bu oranlar g6z 6niine alindiginda COS’larinin diistinil-
digu kadar nadir olmadigi ortaya ¢ikmaktadir ve UOS
ile olan farkliliklari halen arastirmaya deder bulun-
maktadir.

COS eriskinlerde ve siklikla erkeklerde izlenen
bir timoérdir 7. Istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmasa da calismamizdaki COS vakalarinin yas ortala-
masi, UOS vakalarinin yas ortalamasindan ytiksektir.
LiteratUr bilgisine paralel olarak, calismamizda maksilla
daha fazla tutulan cene kemididir. Bazi arastirmacilar,
yasin ve hastaligin ortaya ciktidi lokalizasyonun
progroz ile iliskili olabilecegini, ileri yastaki hastalarda
daha iyi bir prognoz izlendigini 6ne siirmiiglerdir 2*°,

Osteosarkomlarin nedeni tam olarak bilinmese
de, birkag risk faktori siralanmistir. Adelosanlarda ve
genelde uzun kemiklerin metafizyel biylime alani
yakinlarinda  gelisim  gdstermeleri, hizli  kemik
biylimesini en &nemli suclu haline getirmektedir >.
Ancak COS’ler UOS'lerden en az bir veya iki dekat
sonra goriilmektedir ¥ 5, COS icin radyasyon gibi cev-
resel faktorler, p53 mutasyonu gibi genetik faktorler
ve Ozellikle yash hastalarda Paget’s hastalifi veya
fibréz displazi gibi primer kemik lezyonlari risk faktoru
olarak siralanabilir®'®.  Calismamizdaki hastalarin
higbirisi daha 6nce bas-boyun bdlgesine radyoterapi
almamis olup, ©ncl lezyonlari bulunmamaktayd.
Osteosarkomlar, aksi belirtiimedikge, histolojik olarak
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yiiksek evreli tiimérlerdirl. UOS'larinin biiyiik cogun-
lugu, Broders'in evrelemesine gore - timor hiicreleri
tarafindan sergilenen hiicresel atipiyi esas alir- % 85'i
evre 3 veya evre 4 olarak rapor edilmistir **.

Calismamizdaki COS'lerin histolojik evreleri,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, UOS'lere gbre
daha disik saptanmistir. Histolojik evrenin diglk
olmasi COS'lerin daha iyi diferansiye oldugunu goster-
mektedir. Ancak histolojik evre ile prognoz arasinda
pozitif yonde bir iliski olduguna dair bir fikir birligi bu-
lunmamaktadir. COS'lerde baskin alt tipin kondrob-
lastik tip oldugu belirtilse de baz aragtirmacilar
osteoblastik varyantin daha fazla izlendigini ileri
siirmektedir >®. Bulgularimiz kondroblastik tipin daha
baskin (% 60) oldugunu géstermektedir. Clark ve ark.
COS'lerde kondroblastik tipin daha iyi bir prognoza
sahip oldugunu rapor etmistir **. Ancak farkli histolojik
alt tipler arasinda prognoz agisindan belirli bir
farklihlgin  olduguna vyonelik fikir  birligi heniiz
olugturulmamigtir.

Ki-67 proteini, 345-395 kDa, hiicre blylime-
sinde rol alan ve G, haricinde hiicre bdlinmesinin tim
evrelerinde eksprese olan bir proteindir. Ki-67
boyanma indeksi (proliferasyon indeksi), tlimorin
bliyliime fraksiyonunu ifade eden doku igerisinde Ki-67
ile boyanan hiicrelerin oranini vermektedir 12,

Birgok timorde Ki-67 immiinreaktivitesi ile
saptanan hiicre proliferasyon orani, timoriin evresi ve
klinik gidig iligkilendirilmektedir. Non-Hodgkin lenfoma,
Burkitt lenfoma, gliomlar, astrositom, Barrett's 6zofajiti
ve overin serdz timorleri Ki-67 proliferasyonunun rutin
olarak kullanildigi ve prognostik 6nemi olan timoral
yapilardir 12,

Sarkomlarda da Ki-67 proliferasyonu bir kag
calismada dederlendirilmis, ancak prognoz veya klinik
gidis ile iliskisine dair kesin sonuglara heniiz
ulasilamamigtir.

Calismamizda COS'larinin Ki-67 pozitifliginin ve
proliferasyon indeksinin UOS’larina gore daha dusuk
oldugu gorilmils, ancak istatistiksel olarak bir
anlamlihik saptanmamistir (p<0,2).

Ayrica Ki-67 pozitifligi gosteren tim vakalarin
histolojik olarak yiiksek evreli (evre 3) oldugu dikkati
cekmistir. Osteosarkomlarda proliferasyon indeksi ile
prognoz arasindaki iliski cok agik olmasa da, Takama
ve ark. 25 vakallk COS serilerinde PCNA ve Ki-67 (-)
vakalarin 10 yiIl sonunda halen sag olduklarini rapor
etmiglerdir.
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COS'lerde metastaz UOS'lere gére daha gectir.
Sirasiyla akciger, beyin ve diger kemikler siklikla uzak
metastazin oldugu bdlgelerdir. Timorin histolojik
evresi arttikca, daha agresiv bir davranis sergileyecegi
ve metastaz riskinin daha yiksek oldugu disinil-
mektedir Y. Prolifrasyon indeksi bir timoriin cogal-
ma fraksiyonunun belirteci oldugundan, PI verileri ile
timorin agresivitesi ve biyolojik davraniglar 6ngoriile-
bilmektedir. Wang ve ark. osteosarkomlarda, bir baska
proliferasyon belirteg olan PCNA ile timorin histolojik
evresi ve malign potansiyeli arasinda pozitif bir iligki
oldugunu gdstermislerdir 8,

COS'leri UOS'larina gére daha iyi prognoza
sahiptirler. COS’lerde 5 yillik sag kalm % 59-72, 10
yillik sag kalim ise % 33-49 olarak bildirilmektedir ©.

Pre-operatif kemoterapi, radikal cerrahi tedavi
ve post-operatif kemoterapi protokoli en sik uygula-
nan tedavi yaklagimlari olmakla birlikte kemoterapinin
tedavideki yerinin ve prognoza olan katkisinin, COS-
‘lerde UOS kadar etkili oldugu gosterilmemistir. Osteo-
sarkomlar radyoterapiye direncli tiimorler olduklarin-
dan, radyoterapinin tedavide pek yeri bulunmamak-
tadir 1°,

COS'lerde en biiylik sorun lokal rekirrenstir.
Prognozu etkileyen en biyiik etken, hastaligin lokal
kontrollidiir ve COS'li hastalarin 6liim nedenlerinin
basinda halen lokal rekiirrens gelmektedir % %18:20.2L,

Calismamizin  sonuglar osteosarkomlarda PI
indeksinin histolojik evre ile iliskili olabilecedi ve ayrica
gene osteosarkomlarinin uzun kemiklere oranla daha
disiik cogalma fraksiyonuna sahip olabilecegini telkin
etmektedir. Ancak galismayi sinirli sayida bulunan OS
vakalarinda yiriitmis olmamiz, istatistiksel diizeyde
anlamh  verilere ulasmamizi  engellemistir. Cene
osteosarkomlarinda prognostik belirteg olarak Pi'nin
yeri ve histolojik evre ile bagintisinin, ileride yapilacak
daha genis serili arastirmalarla ortaya konacagini
dusunmekteyiz.
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