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GiRiS

Kiigiik yuvarlak mavi hiicreli tiimorler genellikle pediatrik yas grubunda goriilen ve
kotii prognoza sahip bir tiimdr grubudur. Bu grup icerisinde Ewing sarkom/Primitif
noroektodermal  tiim6r(ES/PNET), rabdomyosarkom, noroblastom, malign lenfoma,
dezmoplastik yuvarlak hiicreli tiimorler, noéroendokrin karsinom, hepatoblastom, az
diferansiye sinoviyal sarkom, mezenkimal kondrosarkom, kiiciik hiicreli osteosarkom,
erigskinlerde kiiciik hiicreli anaplastik karsinom ve yuvarlak hiicreli liposarkom sayilabilir.
Morfolojik olarak benzerlik gostermelerine ragmen prognoz ve tedavi protokollerindeki
farkliliklar nedeniyle bu tiimorler arasinda ayiric1  tam  yapilmast  Onemlidir.
Immiinhistokimyasal 6zelliklerinin de ortiismesi, ayiric1 tam1 yapabilmek icin elektron
mikroskobisi ve sitogenetik gibi yontemlere bagvurulmasina neden olmustur. Son zamanlarda
molekiiler patolojideki gelismeler; fleuroscent in situ hybridisation (FISH) ve reverse
transcriptase polimerase chain reaction (RT-PCR) analizleri; kiiclik yuvarlak mavi hiicreli
timorlerin siniflandirilmas1 ve ayirici tanisinda kolayliklar saglamistir (22, 34, 35, 40).
ES/PNET vakalarindaki EWS/FLI1 translokasyonu (t(11;22)(q24;q12)),
rabdomyosarkomdaki PAX3/NCOAI1 translokasyonu (t(2;2)(q35;p23)), noroblastomdaki N-
Myc amplifikasyonu, dezmoplastik yuvarlak hiicreli tiimorlerdeki EWS/WT1 translokasyonu
(t(11;22;21)(p13;q12;922-1)) ve Willm’s timorlerindeki WT-1 gen ekspresyonu FISH
yontemi ile cesitli problar kullanilarak gosterilebilmektedir (15, 40, 64, 98, 124).

Ayrica; 6zellikle ES/PNET ailesi olmak iizere kii¢iik yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerde
bir tirozin kinaz reseptorii olan c-kit ekspresyonu da saptanmistir ve bunun timor
progresyonunda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. 4. kromozomda lokalize olan kit geni, anti-
apopitotik rolii olan bir proto-onkogendir. Tiimorde bu ekspresyonunun saptanmasi, tedavide

c-kit inhibitorii olan imatinib mesylate kullanimi yoniinden timit vericidir (2, 26, 75).



Bu calismada 58 kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimor olgusu retrospektif olarak
incelenmis, H&E kesitleri ve immiinhistokimyasal boyalar1 tekrar gézden gecirilmis, yas,
klinik evre, timor boyutu, tiimor lokalizasyonu ve klinik gidis gibi klinikopatolojik
parametreler degerlendirilmistir. Ayrica kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimoérlerin ayirici
tanisinda EWS/FLI1 translokasyonu, N-MYC amplifikasyonu ve PTEN  mutasyonu
arastirilmis ve bu tiimorlerin  tedavisinde iimit olabilecek olan c-kit ekpresyonu

degerlendirilmistir.



GENEL BILGILER

“Kiigiik yuvarlak mavi hiicreli tlimorler” terimi; genellikle pediatrik yas grubunda
goriilen, niikleus/sitoplazma orani artmis, kiiciik ve monoton, undiferansiye hiicrelerden
olusan, son derece agresif giden bir grup tiimorii tamimlamak igin kullanilmaktadir (22).
Benzer morfolojik goriintimleri nedeniyle ayirici tanilari problem yaratmaktadir ama bu
kategoriye giren tiimorlerin prognoz ve tedavileri farkli oldugu i¢in dogru taniy1 tam koymak
onemlidir (124, 126). Kiiciikk yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerin ayirict tanist genistir ve
Ewing’s sarkom/Primitif noéroektodermal tiimor (ES/PNET), rabdomyosarkom, noroblastom,
az diferansiye sinovial sarkom, mezenkimal kondrosarkom, kiiciik hiicreli osteosarkom,
yuvarlak hiicreli liposarkom, malign lenfoma, dezmoplastik kii¢iik yuvarlak hiicreli timor ve
eriskinlerde kii¢iik hiicreli anaplastik karsinomlar1 bulundurur . Bu tiimérlerin ayirici tanisinda
15tk mikroskobik 6zellikler ve klinik o©zelliklerin smirli olarak kullanilabilmesi ve
immiinhistokimyasal 6zelliklerin tiimorlerin bir¢ogunda Ortiismesi nedeni ile genellikle
elektron mikroskobisi, sitogenetik ve molekiiler genetik calismalara (FISH ve RT-PCR)

basvurulmaktadir (34, 35, 40).

EWING’S SARKOM/ PNET AILESI

Ewing’s sarkom/PNET ailesi (ES/PNET) siklikla cocuk ve geng erigkinlerde goriilen,
kemik-yumusak dokunun malign tiimoriidiir, Ewing’s sarkom, Primitif néroektodermal tiimor
ve Askin tiimdriinii bulundurur (58, 73, 87).

Ewing sarkomu (ES) olarak bilinen patolojik siire¢ ilk olarak 1866 yilinda Lucke
tarafindan tarif edilmistir. Daha sonra 1918’de Arthur Purdy Stout undiferansiye yuvarlak
hiicrelerden olusan, rozet formasyonlar1 iceren ulnar sinir tiimérii rapor etmis, bundan 3 yil

sonra James Ewing 14 yaginda kiz ¢ocugunda, radiusta yuvarlak hiicreli neoplazm raporlamas,



buna “kemigin diffiiz endotelyomas1” adin1 vermistir. 1975 yilinda Angervall ve Enzinger
tarafindan ilk defa yumusak dokunun Ewing’s sarkomu (ekstraskletal Ewing’s sarkom)
tanimlanmis, 1979°da Askin ve arkadaglar1 PNET ile benzer histolojik o6zellikler ve
klinikopatolojik profil iceren “torakopulmoner bolgenin malign kiigiik hiicreli tiimorii”(Askin
tiimorii)nii rapor etmislerdir (36, 124).

Orjinalinde ES ve PNET tamamen farkli antiteler olarak tanimlansalar da 1975°de
Angervall ve Enzinger’in “ES’a benzeyen ekstraskletal neoplazmi”ve 1984°de Jaffe ve
arkadaslarim “kemigin noroektodermal tiimorii” tanimlamalar ile bu ayirim bozulmaya
baglamis, en sonunda ES ve PNET vakalarinin her ikisinde birden %90’dan fazla oranda
benzer genetik Ozelligin saptanmasi iizerine ortak histolojik spektruma sahip bu tiimorler
“Ewing ailesi tiimorler” bagligr altinda toplanmislardir. Bu iki tiimoérde de proto-onkogen (c-
myc, c-myb, c-src, c-mil/raf) ekpresyon patternleri aymdir ve hem Ewing’s sarkom hem de
PNET’in %95’ inde MIC2 gen iiriinii ekspresyonu bulunmustur (36, 124).

Koken aldiklari hiicre hala bilinmemektedir. Giiniimiizde kabul edilen hipotez kaynak
hiicrenin bir¢ok hiicreye farklilagsabilme yetenegini koruyan bir mezenkimal kok hiicre ya da
erken primitif noroektodermal hiicre oldugudur (56).

ES/PNET primer malign kemik tiimorlerinin %6-8’ini olusturur ve ¢ocuklarda kemik
ve yumusak doku sarkomlar arasinda osteosarkomdan sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Cok belirgin olmamakla beraber erkeklerde daha sik goriilmekte olup erkek/kadin oram 1.4/1
dir (34, 51, 58). Beyazlar daha sik etkilenirler. En sik 5-20 yas arasinda (ortalama 14 yas)
goriiliir. 40 yasindan sonra ve 5 yasindan 6nce goriilmesi seyrektir (3, 56, 58).

Herhangi bir ailesel yatkinlik veya cevresel faktorle iligskisi saptanamamistir. Ama
ES/PNET ailesi tiimorlerin tedavisi sonrasi sekonder kanser insidansi artmistir. Bunlardan en

sik goriilenler 6zellikle radyasyon nedenli osteosarkom ve tedavi iligkili akut 16semidir.



Genellikle uzun kemiklerde, bunlardan da en sik femur, daha sonra tibia, fibula ve
humerusta goriiliir. 2. siklikta goriildiigii pelvik kemiklerden baska kosta, skapula, vertebra,
klavikula ve kafatas1 dahil olmak iizere tiim kemikleri etkileyebilir. Yumusak doku, deri ve
visseral organlar gibi viicudun herhangi bir yerinden de kaynaklanabilir. Nadiren ES/PNET
intrakranial yerlesimli de olabilir (santral PNET) (56, 93).

Tiimorler genel olarak hizli biiyiirler, siklikla derin lokalizasyonlu olmakla birlikte
nadiren siiperfisyal de olabilirler. Tani aninda belirti ve bulgular hem konstitiisyonel, hem de
hastaligin ¢iktigr yer ile ilgilidir. Cogunlukla ilk ortaya cikan semptomlar primer timor
bolgesinde lokalize agr1 ve kitledir. Uzun kemiklerde lokalize tiimorlerde %15 vakada
patolojik fraktiir, 6zellikle ileri evreli hastalarda ates, kilo kayb1 gibi sistemik semptomlar da
olabilir (56, 125). Diiz grafilerde tipik olarak kemigin diafizinde veya daha seyrek olarak
metafizyal/diafizyal bolgede sinirlar1 belirsiz destriiktif lezyonlar, sogan zar1 seklinde periost
reaksiyonu ve yumusak doku kitlesi goriilir. MRI ve CT kemik ve yumusak dokuda yayilimin
gosterilmesinde yardimei ¢alismalardir (34).

Ciplak gozle genellikle 5-10 cm boyutunda, multilobiile, yumusak ve cabuk
parcalanan kitleler olusturur. Kesit yiizii sari-gri renkli olmakla birlikte nekroz, kist ve
hemoraji alanlanni siktir. Yaygin nekroza ragmen kalsifikasyon seyrektir. Histopatolojik
goriiniim bir spektrum gostermektedir. Ewing sarkom bu spektrumun daha undiferasiye,
PNET ise noral diferansiasyonun bulundugu formudur. Klasik Ewing sarkom lobiiler
patternde dizilim gosteren, kiiciik hiperkromatik niikleuslu, belirsiz niikleollii, dar
sitoplazmalt monomorfik yuvarlak hiicre tabakalarindan olusur. Baz1 vakalarda intraselliiler
glikojen depolanmast sonucu irregiiler vakuoller bulunur. Bunlarin miktar1 tiimérden tiimore
degistigi gibi benzer neoplazmlarin farkli alanlarinda degiskendir. Mitotik figiir sayisi

degiskendir. Vaskiiler yapilardan zengin bir tiimordiir. Yaygin nekroz ve damarlar cevresinde



korunmus tiimor hiicreleri bulunabilir. Ozellikle niiks ve tedavi sonrasi belirgin sitolojik atipi
ortaya cikabilir. Tipik PNET tabakalar ve lobiiller seklinde dizilmis, koyu boyanan yuvarlak
veya oval niikleuslu hiicrelerden ibarettir. Sitoplazmanin sirlarinin diizensiz oldugu
alanlarda hiicreler daha matiirdiir, sa¢c benzeri sitoplazmik uzantilar bulundururlar ve rozet
formasyonlart olustururlar. Rozetler siklikla santralinde norofibriler materyalden ibaret solid
kor iceren Homer-Wright rozetleri veya daha nadiren merkezinde bir liimen veya vezikiil
iceren Flexner-Vintersteiner rozetleri seklindedirler. Baz1 tiimorler kiigiik yuvarlak hiicre
kordonlar1 veya trabekiillerinden ibarettirler. PNET lerin yaklasik %10-20’sinde igsi alanlar
vardir ve primitif fibrosakom veya malign schwannoma benzerler. Nadiren tiimoérler glial,
ependimal, kartilajindz veya epitelyal diferansiasyon da bulundurabilirler (17, 56, 124).

Bu histolojilerin yaninda ES/PNET ailesi i¢inde bazi varyantlar da bulunmaktadir (56,
64, 124):

“Adamantinoma benzeri” ES/PNET: Adalar tarzinda biiyiime patterni gosteren, orta
derecede pleomorfik ve hiperkromatik hiicrelerden olusan, belirgin periferal palizadlanma ve
belirgin dezmoplastik konak cevabi olusturan tiimoral lezyondur. Bazi vakalarda pearl
formasyonu olabilir.

- Spindle hiicreli sarkoma benzeri ES/PNET:Tipik PNET te goriilenden fazla igsilesme vardir.
Iyi gelismis dallanan damarlara sahiptir. Sinovial sarkomu andrir.
- Sklerozan ES/PNET:Sklerozan epiteloid fibrosarkom veya skleozan rabdomyosarkomu
andiran abondan hiyalinize matriksi vardir.

- Biiyiik hiicreli ES/PNET(“Atipik ES”): Tipik ES’un yapisal 6zelliklerini gosterir ama
orta derecede niikleer genisleme, irregiiler niikleer kontiir ve sik, belirgin niikleol nedeniyle

“Atipik ES” adi verilmistir. ES, Atipik ES (large cell varyant) ve PNET ayiriminin bazi
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kriterleri tanimlanmistir (Tablo-I). Bu lezyonlar histogenetik olarak iliskili tiimérler olduklar
icin ES, atipik ES veya PNET’li bir vakada bu kriterlerin varlig1 ¢ok da kritik degildir.

Tablo-I: ES/PNET ailesinin 11k mikroskobik ozellikleri:

OZELLIK KLASIK ES ATIPIK ES PNET
Hiicre sekli Uniform, yuvarlak irregiiler irregiiler
Kromatin Ince Kaba Kaba
Niikleol Toplu igne basi Siklikla belirgin Belirgin
Glikojen Abondan Orta Dar
Rozet Yok Yok Var

Histokimyasal olarak %65°1 abondan intrasitoplazmik glikojen icerir (91).

Immiinhistokimyasal olarak FLI-1 ve CD-99 yiiksek oranda sensitif markerlardir (35).
ES/PNET ailesinde NSE, NF, CD-56, Leu-7, S-100, Sinaptofizin, kromogranin, PGP 9.5 gibi
noral markerlar da pozitiftir. Sitokeratin, SMA ve desmin pozitifligi de gosterilmistir (40, 47,
124).
- FLI-1 (Friend Leukaemia virus integration 1) , CD-99 ile karsilagtirldiginda daha spesifik
bir markerdir ve niikleer boyandig i¢in bunun pozitifligini saptamak membranz boyanma
gosteren CD-99’un pozitifligini saptamaktan daha kolaydir. Ayrica doku i¢inde hemen her
zaman bulunan endotelyal hiicrelerinde pozitif kontrol olarak kullanilmasi CD-99’a gore
avantajidir. Normalde endotelyal hiicreler, T-lenfositler gibi hematopoetik hiicrelerde
ekspresse edilir ve selliiler proliferasyon, endotelyal diferansiasyon, kan damar1 gelisimi ve
timorogeneziste rol alir. FLI-1 proteini ES/PNET icin %71-94 oraninda sensitif ve yiiksek
oranda (%92) spesifik bir markerdir (35, 36, 56, 73). FLI-1 protein ekspresyonu sadece
ES/PNETlerde degil lenfoblastik lenfoma, Non-Hodgkin lenfomalar, néroblastom, Merkel

hiicreli karsinom, melanom, vaskiiler timorler (benign ya da malign), meme karsinomu,
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akciger karsinomu ve DKYHT de de goriilebilmektedir (35, 36, 99). Mhavech- Fauceglia ve
ark ile Llombart- Bosch ES/PNET tanis1 i¢in CD-99 ve FLI-1’in kulanilabileceklerini rapor
etmislerdir (66, 73).

Histolojik ozellikleri gibi ultrastriiktiirel 6zellikleri de genis bir spektrum icerir. Tipik
ES spesifik ozellikleri olmayan uniform yuvarlak hiicrelerden ibarettir ve abondan glikojen
depozitleri ile karakterlidir. Ribozomlardan fakirdir. Diger yandan PNET dens-kor graniiller,
noritik hiicre uzantilari, norofilamanlar ve norotiibiiller gibi degisik derecelerde noral
diferansiasyon bulgulan gosterir.

ES/PNET ailesi tiimorlerde karakteristik olarak 22ql12 bolgesindeki EWS genini
ilgilendiren resiprokal bir translokasyon bulunur. t(11;22)(q24;q12) translokasyonu olgularin
%85-95’inde goriilir Bu translokasyondan bagka 4 farkli translokasyon daha goze
carpmaktadir. En sik goriilen 2. translokasyon EWS/ERG t(21;22)(q22;q12)’ye tiimorlerin
%5-10’unda raslanmaktadir. Seyrek goriilen diger translokasyonlar ise sirasiyla EWS-ETV1
t(7;22)(p22;q12), EWS-EIAF t(17;22)(q12;q12) ve EWS-FEV t(2;22)(q33;q12)’dir. Bu
timorlerde belirleyici kromozomal translokasyonlara ek olarak Trizomi 8, Trizomi 12;
del(22), del(16q) ve del(1p36) gibi kromozom anomalilerine de rastlanir.

Lokalize tiimorii olan hastalarda tedavi kiiratif cerrahi, radyasyon terapisi/ multiajan
kemoterapisidir. Yiiksek riskli hastalarda kemik iligi transplantasyonu yapilabilir (124).

Baslica prognostik faktorler, tant aninda tiimoriin yaygin olmasi, kemoterapiye timor
cevabi, cerrahi tedavi sonrasi tiimor nekrozunun derecesidir. Ayrica, timoriin  yumusak
dokudan kaynaklanmasi, metastaz, pozitif cerrahi sinir, noral diferansiasyon, Tip-1 digindaki

gen fiizyon transkriptlerinin de kotii prognostik faktorler olduklar1 bilinmektedir (64,124).
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RABDOMYOSARKOM

Rabdomyosarkom (RMS), cocuklarda en sik goriilen yumusak doku sarkomu olup
morfolojik, immiinfenotipik veya ultrastriktiirel olarak cizgili kas diferansiasyonu gosteren
hiicreler icerir (25, 55, 81, 90). Cocuklarda malign yumusak doku tiimorlerinin yaklasik
%50’ sini olusturur (25).

Siklikla sporadik olarak meydana gelir. Genetik faktorlerin rol oynayabilecegi
diisiiniilmiis olup konjenital anomalilerle beraberligi tanimlanmistir (124).

Baslica 3 histolojik alt gruba ayrilir: 1- Alveolar rabdomosarkom (ARMS), 2-
Embriyonel rabdoyosarkom (ERMS) ve 3- Pleomorfik rabdomyosarkom (PLRMS). ()
ERMS’un kendi i¢inde botroid, igsi hiicreli ve anaplastik varyant olmak iizere 3, ARMS un
tipik oOzellikli, solid pattern ve hem alveolar hem de embryonel RMS’un histolojik
ozelliklerini gosteren mikst tip olmak iizere 3 alt tipi vardir (25, 34, 64).

Genel olarak rabdomyosarkomlar en sik bas-boyun bolgesi, genitoiiriner sistem ve
retroperiton, alt ve {st ekstremitelerden kaynaklanmakla birlikte klinik o6zellikleri ve
lokalizasyonlari, histolojik alt tiplerine gore degiskenlik gostermektedir (124).
RABDOMYOSARKOM ALT TIPLERI

Embriyvonel Rabdomyosarkom

Embriyonik ¢izgili kasin fenotipik ve biyolojik 6zelliklerini gosteren primitif, malign
bir yumusak doku sarkomudur. Tiim rabdomyosarkomlarin yaklasik %49 unu olusturur.

Genel olarak 3-12 yas arasindaki cocuklarda goriiliir. Erkeklerde goriilme siklig
kadinlardan biraz daha fazladir. Beyaz irkta goriilme orani daha siktir.

En sik bag-boyun bolgesinden (6zellikle orbita, nazofarenks, orta kulak ve oral kavite)
kaynaklanir. Retroperitoneum, bilier kanal, iirogenital sistem, daha az siklikla ekstremite,

torakal kavite ve deriden de gelisebilir.



13

Embriyonel rabdomyosarkom farkli anatomik yerlesimlerine bagh olarak genellikle
kitle etkisi ve obstriiksiyon ile iligkili cesitli klinik semptomlar ile gelir. Bas-boyun
bolgesindekiler proptozis, diplopi, siniizit ve unilateral isitme kaybina neden olurlar.
Genitoiiriner lezyonlar skrotal kitle ve iiriner retansiyon, bilier tiimorler sarilik yaparlar.
Kitlenin hizli bityiimesine bagh semptomlar da olabilir.

Histolojik olarak embriyonik cizgili kasin analogu olan embriyonel rabdomyosarkom
myogenezisin ¢esitli evrelerindeki primitif mezenkimal hiicrelerden yani rabdomyoblastlardan
olusur. Sik goriilen ozellikleri: 1-) yogun, genellikle perivaskiiler alanlarda ve epitel altinda
lokalize hiperselliiler alanlar ile daha gevsek yapida miksoid alanlar1 de8isen oranlarda igeren
cesitli derecelerde selliilarite, 2-) oryantasyonlar1 bozulmus, kiigiik, hiperkromatik, yuvarlak
veya igsi sekilli undiferansiye hiicreler ve karakteristik eozinofilik sitoplazmas1 ile
rabdomyoblastlarin yani diferansiye hiicrelerin karisimi, 3-) az sayida kollajen ve degisen
miktarlarda miksoid materyal iceren bir matriks. A¢ik amfofilik sitoplazmali ve santral oval
niikleuslu stellat hiicreler siklikla bu spektrumun en primitif halleridir. Bu hiicreler diferansiye
oldukga progressif olarak daha fazla sitoplazmik eozinofili ve uzamis sekil kazanirlar, %50-
60 oraninda goriilen sitoplazmik enine ¢izgilenmeler, belirgin myotiip olusumlart ve ¢ok
niikleusluluk terminal diferansiasyonun gostergesidir. Tiimorde degisen derecelerde anaplazi
saptanabilir (64, 124).

Embriyonel rabdomyosarkom terimi igsi hiicreli, botroid ve anaplastik varyantlar
icine alir (34).

Embriyonel Rabdomyosarkomun Igsi Hiicreli Tipi: Tk defa 1992 yilinda Cavazzana ve
arkadaslan tarafindan genellikle erkeklerde goriilen ve 6zellikle paratestikiiler alanda lokalize
olan, selliiler diferansiasyonun ge¢ evresinde fetal myotiipleri taklid eden belirgin elonge, igsi

hiicrelerden ibaret ve iyi prognoza sahip farkli bir antite olarak tanimlanmistir. EM-RMS’un
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nadir bir tipidir, tim RMS’larin %5’inden azin1 olusturur. Paratestikiiler alan (%38) yani sira
bas-boyun bolgesi (%27) , ekstremiteler (%10), genitoiiriner sistem (%10) ve diger alanlarda
(%15) da goriilebilir. Histolojik olarak dens dizilen, girdap veya fasikiiller olusturan igsi
hiicreleri icerir. Sigara seklinde nukleuslu, belirgin niikleollii, elonge fuziform hiicrelerden
ibarettir. Tiimor hiicreleri ileri evre fetal myoblastlara benzer sekilde hiicre sinirlart belirgin
eozinofilik fibriler sitoplazmaya sahiptirler (25, 64, 124).

Embriyonel Rabdomyosarkom’un Botroid Tipi: Yunanca “iizim” kelimesinden
tiretilen ve c¢iplak gozle iiziim benzeri polipoid biiyiime ile karakterize, tiim
rabdomyosarkomlarin yaklasik %6’sin1 olusturan, siklikla nazal kavite, nazofarinks, bilier
kanal, mesane ve vajina gibi mukoza ile doseli i¢i bos organlarda bulunan bir tiimordiir.
Undiferansiye timor hiicrelerinin subepitelyal yogunlasmasi ile karakterize ‘“kambium
tabakas1” intakt yiizey epiteli ile gevsek stroma zonunu birbirinden ayirir ve tani koymak i¢in
bu tabakanin varligt onemlidir. Tiimor hiicreleri primitif kiigiik hiicrelerden myoblastik
diferansiasyonunu tamamlamig hiicrelere kadar degisen goriiniimde olabilir. Stroma tipik
olarak gevsek selliiler, miksoid goriiniimdedir (64, 124).

Embriyonel Rabdomyosarkom’un Anaplastik Tipi: Anaplastik varyant ERMS’lar
nadirdir. Anaplazi kriterleri; biiyiik, lobiile, hiperkromatik niikleus (normal niikleusun en az 3
kat1 kadar) ve atipik (asikar, multipolar) mitotik figiirdiir. Anaplastik hiicrelerin dagilimina
gore 2 gruba ayrilir: 1-) fokal (grup I) anaplazi;non-anaplastik hiicrelerin arasinda dagilmis
tek veya birkag hiicreden ibarettir. 2-) diffiiz (grup II) anaplazide anaplastik hiicreler kiimeler
veya tabakalar olusturmustur. Diffiiz anaplazi kotii gidisli bir histolojidir ve 5 yillik sag kalim
%?2 civarindadir. Kodet ve arkadaslar selliiler pleomorfizmin sadece diffiiz oldugunda kétii

yorumlanabilecegini ve tiim timorlerde bulunabilecegini sdylemislerdir. Anaplastik varyant
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ERMS’un eriskin pleomorfik RMS’dan ayiriminin yapilmasi zordur ve tipik ERMS
alanlarinin tanimlanmasi yardime1 olabilir (9, 124).

Alveolar Rabdomyosarkom

ARMS ve ERMS’un klinik gidis ve tedavi yaklasimlarindaki farkliliklar nedeniyle
birbirlerinden ayirimlarinin yapilmasi gerekmektedir (90). Alveolar rabdomyosarkom,
sitolojik olarak lenfomaya benzeyen ve parsiyel iskelet kas1 diferansiasyonu gosteren primitif,
malign, yuvarlak hiicreli bir neoplazmdir. Mikroskopta akciger benzeri yapisi nedeniyle bu
isim verilmistir (124).

Ikinci siklikta goriilen alt tiptir, tiim rabdomyosarkom’larin yaklasitk %31’ini
olusturur. Her yasta goriilebilmekle birlikte genellikle ERMS’dan daha biiyiik yas grubunu
etkiler. En sik goriildiigli yaslar 10-25 yas arasidir. Erkek/kadin orani hemen hemen esittir.
Cografi veya rksal yatkinlik géstermez (69, 97, 124).

ARMS siklikla ekstremitelerin derin yumusak dokularindan kaynaklanir, tiim
ekstremite rabdomyosarkomlarinin yaklagik %50’sini meydana getirir. Ek olarak bas-boyun
bolgesi, govde, pelvis, retroperitoneum, paraspinal, perineal bolge ve paranazal siniislerde de
goriilebilir (69, 124).

Tipik olarak hizli biiyiiyen ekstremite kitlesi ile kendini gosterir. Paranazal lezyonlar
proptozis veya kranial sinir defisiti ile gelebilirler, perirektal tiimorler ise konstipasyona
neden olabilirler.

3 major histolojik alt tipi vardir: 1-tipik 6zellikli 2- solid patternli 3- mikst embryonel
ve alveolar pattern. Genel histopatolojik oOzellikleri; fibrokollajenoz septa ile ayrilmuis,
kohezyonunu kaybetmis minimal primitif kas diferansiasyonu gosteren “kiiciik yuvarlak mavi
hiicre” gruplarinin varlhigi, tipik olarak alveolar hiicre adalarinda ayrisma artefaktlar1 ve

santral kiimelerde yiizityormus gibi kistik bir goriiniimdiir. Alveollerin periferindeki hiicreler
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fibroz septaya yapisiktirlar ve fibroz septa iizerinde tek sirali olarak dizlirler. Multiniikleer
dev hiicreler belirgindir ve alveolar rabdomyosarkomlarda tanimsal énemli bir 6zelliktir.

ARMS’un solid varyanti alveolar patternin kayboldugu, fibrovaskiiler stroma
icermeyen ve cesitli rabdomyoblastik diferansiasyon gosteren yuvarlak hiicrelerin siki gruplar
halinde diziliminden olusur. Bu haliyle embriyonel rabdomyosarkomun yuvarlak hiicreli
alanlarina benzer ama selliiler uniformite daha fazladir ve fibrozis yok veya ¢ok azdir.

Mikst embriyonel/alveolar rabdomyosarkom adinda da anlagilacagi gibi hem alveolar
hem de ERMS ozellikleri gosterir.

Graniiler sitoplazmali neoplastik rabdomyoblastlar ERMS’dan daha az sikliktadir,
vakalarin yaklasik %30’unda bulunur. Alveolar alandaki rabdomyoblastlarin ¢ogu yuvarlak
veya oval konfigiirasyondadir, fibroz septa icindeki veya septaya bagli olan hiicreler serit
seklinde veya igsi olma egilimindedirler. Eger ¢capraz striasyonlar varsa hemen hemen daima
igsi hiicrelerdedir (90, 124).

Pleomorfik Rabdomyosarkom

Pleomorfik rabdomyosarkom, hemen hemen sadece eriskinlerde goriilen, bizar,
poligonal, yuvarlak veya spindle hiicrelerden olusan, iskelet kasi diferansiasyonu gosteren
yiiksek dereceli bir sarkomdur. Embriyonel ve alveoler komponent icermez ve tiim RMS’lar
arasinda en az goriilen gruptur.

Bu lezyonlar hemen hemen daima 45 yasindan biiyiik eriskinlerde goriiliirler (ortalama
56 yas). Erkekler daha sik etkilenirler.

Genellikle ekstremitelerde, ozellikle de kalca bolgesinde goriiliirler. Daha nadiren
gdgiis duvari, retroperitoneum ve bas-boyun bolgesinden de kaynaklanabilirler. Siklikla

hastalar birka¢ ayda hizli biiyiiyen agrisiz sislik ile bagvururlar.
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Histopatolojik olarak gevsek bir zeminde dagilmis hiperkromatik niikleuslu ve koyu
eozinofilik sitoplazmali biiyiik, yuvarlak veya pleomorfik hiicrelerden ibarettir. Var olan
rabdomyoblastlar genellikle daha biiyilkk ve daha irregiiler sekillidirler. Tiimor hiicreleri
dagmik bir patternde dizilmis olabilirler ama malign fibroz histiositomdaki gibi storiform bir
pattern veya leiyomyosarkom benzeri fasikiiler bir pattern goriilebilir. Tanida en yardimei 151k
mikroskobik 6zellik koyu eozinofilik sitoplazmali bilyiik bizar timor hiicrelerinin
bulunmasidir. Nadiren lezyonlar belirgin niikleolus igeren periferal yerlesimli vezikiiler
niikleus ve intrasitoplazmik eozinofilik hiyalin inkliizyon bulunduran rabdoid morfoloji ile
karakterize hiicreler icerebilir. Diger oOzellikleri tiimor hiicrelerinin  fagositozu,
intrasitoplazmik glikojen valig1 ve orta yogunlukta lenfohistiositik infiltrattir.

Agresif neoplazmlardir ve siklikla erken donemlerde metastaz yaparlar (64, 124).

Tiim RMS alt tiplerinde tanida fosfotungstik asid-hematoksilen gibi 6zel boyalar kullanarak
capraz-striasyonlarin gosterilmesi kullanilabilir. Ayrica immiinhistokimyasal olarak myojenik
diferansiasyonu degisik derecelerde gosteren desmin, MSA (HHF35), myoglobin, sarkomerik
a-aktin (%73), Miyozin (%81), Tropomiyozin, a-aktinin, titin ve Z-protein gibi makerlarin
pozitifligi olabilir ve myogenik regiilatér gen ailesinin iiyeleri olan myogenin ve myoDI
kullanilabilir (64, 89, 124). Vimentin tiim RMS’larda ekspresse edilmektedir ama
undiferansiye olanlarda iyi diferansiyelerden daha belirgindir (124). RMS’larin kiiciik bir
kismnda NSE, sitokeratin ve NF gibi nonmyojenik markerlar da rapor edilmistir (89).

Bu tiimorlerde 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik bulgular koreledir. Z-band,
hekzagonal yerlesimli ince ve kalin filamentler, kalin flament iceren bir A bandi, H ve M
bandi, leptomerik yapilar gibi sarkomer iligkili yapilarin tamimlanmasi ile RMS tanisi

konfirme edilebilir (64).
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ERMS’da kromozom 11q’da delesyon meydana gelir (24, 43, 61). Alveolar
rabdomyosarkom tanis1 konan tiimérlerin %75-80’1 PAX3-FKHR veya PAX7-FKHR fiizyon
transkriptlerini ekspresse ederler. ARMS’larin yaklasik yarisinda N-myc amplifikasyonu
varken ERMS’da bulunmaz (64, 124).

Multimodal tedaviler sayesinde RMS’da sag kalim 1970’lerde %25 iken giiniimiizde
%70’lere ulasmistir. Multimodal tedaviler cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiden ibarettir
(25).

Sik kullanilan prognostik parametreler; prezentasyon aninda hastanin yasi, hastaligin

yayginligi, primer tiimor alan1 ve boyutu, histolojik tipi ve verilen tedavi tipidir (55).

NOROBLASTIK TUMORLER

Periferal noroblastik tiimorler; ndroblastom, gangliondroblastom ve gangliondrom’u
bulundururlar ve ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen noroblastik ekstrakranial solid tiimorlerini
olustururlar (35, 109). Bunlar ortak bir neoplazmin matiirasyonlar1 farkli 3 alt grubudurlar.
Noroblaston bu yelpazenin en ilkel kismimi olustururken gangliondroblastom primitif
noroblastlar ve matiire ganglion hiicrelerini icerir ve icerdigi bu hiicrelerin sayisi ile dizilimi
sonucu biyolojik davramigi farkliliklar gosterir. Gangliondrom tiimii ile diferansiye bir
timordiir ve matiir schwann hiicreleri ile ganglion hiicrelerinin karigimi ile karakterizedir
(124).

Noroblastom adrenal medulla veya sempatik ganglionlarda normalde bulunan
primordial noral krest hiicrelerinden koken alir ve tim c¢ocukluk cagi kanserlerinin %8-
10’unu olusturur. Erkeklerde 1,22-1,26 kat daha sik goriilmektedir. Genellikle erken cocukluk
doneminde goriilmekte olup en sik prezentasyon yasi 18 aydir. Noroblastom’un etyolojisi

bilinmemektedir. Beckwith-Wiedemann Sendromu, Hirschsprung hastaligi, ailede
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feokromasitom tanisi, fetal hidantoin sendromu, fetal alkol sendromu ve nesidioblastozis gibi
bazi hastaliklarla birlikteligi s6z konusudur (15, 64, 124).

Yaklasik %70’1 retroperitoneal yerlesimlidir ve bunlarin da biiyilk cogunlugu
adrenalde lokalizedir. Mediasten, servikal bolge, sakral bolge gibi diger alanlardan da
kaynaklanabilir. Genel prezentasyonu ilk olarak ailenin fark ettigi abdominal kitledir. Seyrek
olarak vakalarda sulu diare, Cushing Sendromu, heterokromia iridis, Horner Sendromu
(tumor servikal veya mediastinal ise), opusklonus/ myoklonus (paraneoplastik, otoimmiin
sendrom da olabilir) goriilebilir. Tamda laboratuar bulgulari ve radyolojik bulgular
yardimeidir. Radyolojik olarak kalsifikasyon karakteristik bir bulgudur ve tiimorlerin yaklasik
yarisinda vardir. Tipik olarak kalsifikasyon tiimoriin santral kisminda ince noktasal dansite
seklindedir. Noroblastomlu hastalarin %80-90’1nda katekolamin (epinefrin ve norepinefrin)
seviyesi ve bunlarin metobolitlerinin (vanilmandelik asit (VMA), homovalinik asit (HVA) ve
3- metoksi-4- hidroksifenilglikol (MHPG)) seviyesi artar. Bu maddelerin Ol¢iimii tani
koymada ve tedavi boyunca hastaligin monitorizasyonunda kullanilabilir (64, 124).

Ciplak gozle genellikle biiyiik, yumusak, gri renkli ve nispeten iyi sinirli, lobiile
timorlerdir. Hemoraji, nekroz ve Xkalsifikasyon alanlar1 siklikla bulunur. Histopatolojik
incelemede kullanilan Uluslararasi  Noroblastom Patolojik ~ Siniflamasi  (Shimada
klasifikasyonunun modifikasyonu ile olusturulmusg) tiimoriin morfolojik ozellikleri ve
prognoza dayanan bir siniflamadir (15, 44, 64).

Siniflandirma (International Neuroblastoma Pathology Comittee-1999)

1. Ganglionérom (GN)
-GN, matirlesmekte : Timorlin tamamina yakini gangliondromatoz
komponentten olusmakta, ancak sinirlar1 belirsiz odaklarda ya da serpintiler

halinde noroblastomat6z komponent vardir.
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- GN, matiir : Tiimoriin tamanm gangliondromatéz komponentten olusmaktadir.

Ganglionoéroblastom (GNB)

- GNB, nodiiler (klasik) : Timoriin %50’ sinden fazlas1 gangliondromatoz
komponentten olusmaktadir. Bu komponente ek olarak, makroskopik iyi sinirh
noroblastomatdz (hemorajik) nodiil/nodiiller vardir.

- GNB, intermikst : Tiumoériin %50’ sinden fazlas1 gangliondromatoz
komponentten olugsmaktadir. Bu alanlarin icerisinde mikroskopik olarak sinirlari
ayirt edilebilen noroblastomatoz fokiisler vardir.

- GNB, atipik : Timor daha baskin olarak noroblastomatéz komponenentten
olugmaktadir. Ancak tiimoriin cevresinde ya da iclerindeki septalarinda

gangliondromatéz komponent alanlar1 vardir.

Noroblastom (NB)

- NB, andifferansiye: Noroblast differansiyasyonu ya da matiirasyonu kriterleri
olan niikleer vezikiilasyon, niikleol belirginlesmesi, sitoplazmanin genislemesi ve
eosinofilik-amfofilik 6zellik kazanmasi ve noropil zemini yoktur.

- NB, az differansiye: Noroblastlarin %5’ inden azinda differansiyasyon kriterleri
vardir.

- NB, differansiye: Noroblastlarin %35’ inden fazlasinda differansiyasyon kriterleri
vardir.

- NB, NOS (not otherwise specified) Subtipleme ya da prognostik kategorinin

degerlendirilemedigi yetersiz biyopsilerde bu terminoloji kullanilmalidir .

Genel olarak noroblastom ince inkomplet fibroz septalar nedeniyle belli-belirsiz

nodiiler bir biiyiime patterni gosterir. Hemoraji siktir, bazen psoddovaskiiler veya alveolar

yapilar meydana getirebilir. Kalsifikasyon cok belirgin bir 6zellik olabilir, toz gibi bazofilik
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noktalanmalar gibi goriinebilir, yuvarlak konsantrik agregatlar olusturabilir veya timor
hiicrelerini tek tek g¢evreleyerek “kiimes teli” goriiniimiine neden olabilir. Nekroz yaygin
olabilir ve kan damarlar1 cevresinde viabl timor hiicreleri bulunur. Timor hiicreleri
lenfositten hafif biiyiik, koyu boyanmis yuvarlak niikleuslara sahip, sinirlann belirsiz ~ dar
sitoplazmal1 kiiciik ve regiiler hiicrelerdir. 34 vakada belirgin bir kan damarn ile iligkisiz ve
santral limen bulundurmayan, ortada fibriler bir materyal ile dolu alan cevresinde dizilmis
tiimor hiicrelerinden ibaret HomerWright rozetleri bulunur (44, 97, 124).

Noroblastik tiimorlerde noroendokrin antijenler (NSE, NF protein, S-100 protein,
PGP-9,5, Kromogranin, vazoaktif intestinal peptid ve sinaptofizin) degisen oranlarda pozitif
boyanirlar. Ayrica monoklonal bir antikor olan NB-84 néroblastoma hiicrelerinde bulunan
57kDa’luk sensitif ama spesifik olmayan bir markerdir.

- NB84, 57 kDa agirliginda bir molekiildiir (85). Noroblastik tiimorlerde yiiksek sensitif bir

antikor olarak tanimlanmakla birlikte komplet spesifikligi yoktur (124). Medulloblastom,
rabdomyosarkom, nefroblastom, kiiciik hiicreli osteosarkom, ONB ve lenfoblastik lenfomada
da pozitif olabilecegi rapor edilmistir (85). Miettinen ve ark, NB-84’tin KYMHTIerin ayiric1
tanmisindan ziyade NB oldugu diisiiniilen vakalarin tanmisinda kullanilabilecegini rapor
etmislerdir (74).
- NB hiicreleri 66/a-internexin, periferin, Gangliozid-2 antikoru, sekretogranin II, vazoaktif
intestinal peptid ve mikorotiibiil iliskili protein ile de pozitif olabilirler (64, 74).

Ultrastriktiirel olarak NB’lar genis bir sitolojik diferansiasyon araligma sahiptirler.
Daha az diferansiye hiicreleri diger timorlerin primitif hiicrelerinden ayirmak zordur, ¢linkii;
dar rim seklinde sitoplazma, serbest ribozomlar haricinde az sayida organeller ve az sayida 50
nm. boyutunda heterojendz graniile sahiptirler. Daha diferansiye hiicelerde ince

noroflamentler (8-12nm.) ve mikrotiibiiller (24-26 nm.) boyutunda sitoplazmik prosesler



22

bulunur. Boyle tiimorlerde ganglionik diferansiasyon mitokondri, ribozom, polizom ve
periniikleer golgi aparatlarinda artis sonucu sitoplazmada artis ile iligkilidir.
Gangliondromatdz alanlar matiir ganglion hiicrelerine ek olarak bazal lamina ile iligkili uzun
koni seklinde sitoplazmik proseslerle karakterli schwann hiiceleri igerirler (124).
Noroblastom’da tiimor hiicrelerinde gosterilmis genetik degisiklikler hastaligin
patogenezinde ve prognozunda rol oynayabilmekte ve tiimoriin biyolojik yapisi hakkinda bize
bilgi vermektedir. Ayrica olgularin risk gruplarina ayrilmasi ve hedeflenmis tedavilerin
planlanmas1 yoniinden ¢ok onemlidir.
- Noroblastom hiicresindeki DNA miktar1 normal (diploid) veya artmis (near-triploid) olabilir.
Ozellikle infantlarda prognostik 6énemi vardir. Hiperdiploid tiimor, diploid tiimére gore daha
iyi prognozu gosterir (15). Hastalarda hiperdipldidi iyi gidisle korele iken diploidili hastalarda
kemoterapotik ajanlara diren¢ s6z konusudur. Hiperdiploid hastalar diploid hastalarda daha az
yogun kemoterapotik ajanlarla tedavi edilirler (14).
- 17q bolgesinde dengesiz fazlalik: Noroblastom’larin yaklasik yarisinda 17. kromozom uzun
kolunda allelik fazlalik saptanmaktadir. Varligi agresif timor ve kotii prognozla iligkilidir.
- 1p delesyonu: Tani sirasinda tiimor dokusunda %?25-35 oraninda saptanmaktadir. ileri evre
hastalarda daha sik olup N-myc amplifikasyonu ile birlikteligi fazladir. 1p36 bolgesindeki
delesyon bu bolgedeki tiimor supresor genin kaybina sebep olmaktadir. Varhigr kotii
prognozla iligkilidir (15). Caron ve ark 1p delesyonunun N-myc’den bagimsiz olarak kotii
gidisle iliskili oldugunu belirtmislerdir (14).
- 11q delesyonu: Tanida olgularin %35 inde vardir. Ilging olarak 11q delesyonu varsa MYCN
amplifikasyonu asla bulunmaz. Ancak yine de yiiksek risk ozellikleri (ileri evre, biiyiik yas,
koti  patoloji) ile birliktelik gostermekte ve kotii  prognostik  gosterge olarak

degerlendirilmektedir.
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- Norotrofin Reseptorlerinin ekspresyonlari: Sempatik sisteme ait ndroblastlarin nasil
noroblastom hiicrelerine malign doniisiim gosterdigi hala tam bilinmemektedir. Noroblastlarin
normal diferansiasyonunu uyaran norotropin reseptor yolaklarinin bu malign doniisiimde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Norotrofin reseptorleri olan TrkA, TrkB ve TrkC’nin ligandlar
NGF, BDNF ve NT-3’diir. TrkA aktivasyonu hiicrelerin diferansiasyonunu saglarken, bu
aktivitenin inhibisyonu hiicreyi apopitozise yonlendirir. TrkA/NGF yolagi noroblastlarin
ganglion hiicresine diferansiasyonunu veya apopitozis yoluyla tiimoriin spontan regresyonunu
kontrol eder Tiimor dokusunda TrkA yiiksek ekspresyonu iyi klinik ozellikler (kiiciik yas,
diisiik evre), MYCN amplifikasyonunun yoklugu ile iliskilidir ve iyi prognozu isaret eder.
TrkB yiiksek ekspresyonu ise agresif timor ve MYCN amp. ile gii¢lii olarak iliskilidir.
TrkB/BDNF yolagi hiicrenin ilag direncini belirler. TrkC ise TrkA reseptorii ile ayni
ozelliklere sahiptir, ek bir prognostik 6nemi yoktur (14, 15).

- Telomeraz aktivitesi: Noroblastom hiicrelerinde hiicre diferansiasyonu ve apopitozisle
iliskili genlerin ekspresyonu arttifinda telomeraz aktivitesi diisiik bulunurken, hiicre siklusu
ile iligkili genler ve transkripsiyon faktorlerinin overekspresyonu yiiksek telomeraz aktivitesi
ve kotii prognozla iligkilidir (15).

NB tedavisi hastalifin evresine baglidir. Cerrahi eksizyon, multiajan kemoterapi ve
kemik iligi transplantasyonunu icerir.

3 yillik sag kalim %30 civarindadir. Prognostik faktorler; hastanin yasi, tiimoriin
lokalizasyonu, evresi, histolojik tipi, S-100 protein boyasinin yayginligi, tiriner VMA/HVA
diizeyi, kromozom Ip’nin allelik kaybi, kromozom 17q artisi, N-myc amplifikasyonu, TRK
gen ekspresyonu, ve serum ferritin, NSE ve laktat dehidrogenaz seviyesi gibi baz1 laboratuar

bulgular1 olarak sayilabilir (64, 124).
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OLFAKTOR NOROBLASTOM

Olfaktor noroblastom; ilk defa 1924 yilinda Berger ve Luc tarafindan tanimlanan,
olfaktor membranin primitif bazal hiicrelerinden kaynaklanan nazal kavitenin nadir goriilen
ozel bir malign noroektodermal tiimoriidiir (1, 8, 114). Tim intranazal kitle nedenlerinin
%3’tini olusturur (23). Farkli morfolojik goriiniimlerinin olmasindan dolay1 orjini tartisma
konusudur ve histolojik prekiirsor lezyonlar heniiz tamimlanmamigtir. Tiimor hiicrelerinin
embriyogenezis sirasinda gelisen ve adelosan yasta yerini respiratuar mukozaya birakan
noroepitelyumdan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Diger olas1 orijin alanlan olfaktor plakod,
Jacobson’un vomeronasal organi ve sfenopalatin gangliondur. Siklikla nazal kavitede
goriilmekle birlikte nadiren nazofarinks, maksiler siniis ve etmoid siniisten de kaynaklanabilir
(8, 83, 114). 2-90 yaslart arasinda her yasta goriilebilir ama daha ¢ok 20°1li ve 50’li yaslarda
bimodal yas dagilim1 gosterir. Erkek ve kadinda esit siklikta meydana gelir. Beyazlarda daha
sik goriiliir. Yiiksek vaskiilaritesi olan bu tiimorlerde en sik goriilen klinik semptomlar,
lokalize lezyonlar igin nasal obstriikksiyon, anosmi ve epistaksistir. Radyografik olarak
timorde benekli kalsifikasyon saptanabilir. Tiimoériin yayilimina bagh spesifik kemik
degisiklikleri olabilir (23, 57, 124).

Ciplak gozle lezyonlar yumusak, vaskiilarize, gri, polipoid kitlelerdir. Hemoraji ve
nekroz icerebilirler. Histolojik olarak 2 patterni vardir: “noroblastom benzeri” ve
“noroendokrin karsinom benzeri” pattern. “Noroblastom benzeri” olfaktdor noroblastomun
tipik mikroskobik goriiniimii yuvarlak niikleuslu, dar sitoplazmali uniform kiiciik hiicrelerden
olusan selliiler bir timor olmasidir. Diger norojenik tiimorlerde oldugu gibi fibriler veya
retkiiler bir zemini vardir. Rozetler bulunabilir. Tiimor hiicre adalarini ayiran abondan
fibrovaskiiler bir stroma bulunabilir. Vaskiiler proliferasyon bazen tiimoriin gergek dogasini

kapatacak kadar florid olabilir. baz1 vakalarda tiimor hiicrelerinin sitoplazmalarinda melanin



25

bulunabilir. Bazen biiyiik hiicrelerden olusan solid biiyiime patterni gosterebilir ve bazen de
bunun bir modifikasyonu olarak uniform-ovoid niikleus, belirsiz niikleol, rolatif olarak
abondan , hafif eozinofilik, graniiler sitoplazmali hiicrelerin olusturdugu orta biiyiikliikte
poligonal selliiler organizasyon yapar, kollajen bandlarla lobiilasyonlara ayrilabilir ve
paragangliomay1 andiran zellballen goriiniimii ortaya cikabilir. “Noroendokrin karsinom
benzeri” patternde ise goriiniim karsinoid tiimorii andirir ve tiimor daha biiyiik, daha bol
sitoplazmaya sahip, solid adalar olusturmus, epitelyal goriiniimdeki hiicrelerden olusur (57,
97, 124).

Immiinhistokimyasal olarak tiim tiimorlerde bir veya daha fazla noéral marker
(sinaptofizin(%64-100), kromogranin, NSE (%84-100), NF(%73)) ekspresyonu goriiliir.
Paraganglioma varyantinda periferde lokalize sustentakiiler hiicrelerde S-100 pozitiftir (48,
57, 124).

Ultrastriktiirel olarak hiicreler primitif ndroblast dzelliklerine sahiptirler: nérosekretuar
graniiller ve mikrotiibiil iceren hiicre uzantilari, siklikla ¢cok sayida pleomorfik mitokondri ve
yaygin paraniikleer golgi kompleksi vardir. Sustentakiiler benzeri hiicrelerin uzun silendir
uzantilarinin tiimor hiicrelerinin her birini veya gruplarni kapladig goriilebilir (1, 124).

Tedavi yaklasimi komplet cerrahi rezeksiyon ve postoperatif radyoterapidir (23).

Olfaktor noroblastomun 5 yillik yasam siiresi %50-66 olarak bildirilmektedir.
Rekiirrens siktir. Mikroskobik pattern, histolojik Ozellikler ve ultrastriiktiirel 6zellikler ile

klinik davranig arasinda bir iligki yoktur (64).

DEZMOPLASTIK KUCUK YUVARLAK HUCRELI TUMORLER

Dezmoplastik kiiciik yuvarlak hiicreli timorler (DKYHT), ilk olarak 1989 yilinda

Gerald ve Rosai tarafindan tanimlanan, geng¢ erkeklerde abdominal ve/ veya pelvik peritonda
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birlikte lokalize olan agresif klinik gidise sahip, tedaviye cevabi cok kotii olan seyrek goriilen
bir antitedir (38, 85, 95).

Ozellikle 2. ve 3. dekaddaki erkek hastalar1 (6 ile 49 yas arasinda, ortalama 22 yas)
etkiler. Erkek/ kadin orani: 2/1- 5/1 arasinda degismektedir. Tipik olarak c¢ok sayida
peritoneal implantlarin bulundugu biiyiik intraabdominal kitlelerle prezente olurlar (38, 124).
Paratestikiiler alan, over, plevra, tunika vajinalis, parotis bezi ve santral sinir sisteminde de
tamimlanmistir (38, 84, 95, 124). En sik semptom ve bulgulari, karin agrisi, palpabl abdominal
kitle, abdominal distansiyon ve hepatomegalidir (38).

Ciplak gozle biiyiik, solid, multilobiile kitleler olusturur. Kesit yiizii gri, gri-beyaz
renktedir, bazen distorsiyone olarak kistik degisiklikler ve nekroz alanlar1 bulundurur. Bazen
miksoid degisiklikler igerebilir. Mikroskobik olarak tiimorlerin ¢ogu hipervaskiiler
dezmoplastik bir stroma i¢ine gomiilmiis kiiclik yuvarlak veya oval hiicrelerin degisken
boyutlu, keskin sinirli adalarindan ibarettir. Biiyiik tiimor hiicre adalari siklikla santral nekroz
alanlar1 bulundurur. Tipik olarak selliiler agregatlar sadece dagilmis igsi sekilli fibroblastlar
ve myofibroblastlardan olusan abondan fibroz bag doku ile ayrilir ve g¢evrelenir. Timor
hiicreleri kiiciik hiperkromatik niikleus, belirsiz niikleol ve dar eozinofilik sitoplazma igerir ve
undiferansiye goriiniimdedir. Mitoz goriilebilir. Vakalarin ¢ogunda niikleus uniform
goriinimde iken bazi tiimorlerde fokal alanlarda artmis atipi vardir. Hiicreler degisik
patternlerde dizilebilirler: santral nekrozlu biiyiik adalar, tiibiil benzeri yapilar, “zelballen”
patternine benzer sekilde fibrovaskiiler septalarla ayrilan trabekiiller ve memenin lobiiler
karsinomuna benzer sekilde tek hiicre kordonlar1 olusturabilirler. Hiicre adalari ¢evresinde
palizadlanmalar goriilebilir (38, 84, 124).

Tiimor epitelyal, mezenkimal ve noral markerlarin ekspresyonunun goriildiigii

polifenotipik bir profil ile karakterlidir. En sik kullanilan markerlar epitelyal diferansiasyon
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icin EMA ve CK, mezenkimal diferansiasyon icin Vimentin ve desmin, noral diferansiasyon
icin NSE ve CD-57 (Leu 7)’dir. Ayrica WT-1 ile kuvvetli pozitiflik gosterir.

- WT-1: DKYHT lerin biiyiik ¢ogunlugunda WT-1 ile kuvvetli pozitiflik oldugu belirtilmistir
(85). Barnoud ve arkadaslart WT (C-19)’un DKYHT’ler i¢in sensitif ve spesifik bir marker
oldugunu, diger KYMHT lerden ayirimlarinda kullanilabilecegini rapor etmislerdir (5). Ama
WT-1’in bobrek, gonadlar, uterus, beyin, mezotel ve dalak gibi normal dokularda da
saptanabilecegi, DKYHT e ek olarak Wilms' tumorii, renal hiicreli karsinom, mezotelyoma,
papiller ser6z karsinom, melanom ve bazi 16semilerde de pozitif olabilecegi unutulmamalidir
(5, 83).

- Myojenik diferansiasyonun gostergesi olan myogenin ve myo-D1 gibi niikleer myojenik
regiilatuar proteinler siklikla negatif olmasina ragmen nadiren lezyonlar MSA veya SMA
ekspresse edebilirler. Ama bu ¢ok yogun ve kuvvetli degildir (85, 124).

- CD-99 DKYHT’lerin 1/3’iinde pozitiftir.

- NB-84 %50’sinden fazlasinda pozitiftir.

- Yiksek molekiil agirlikli bir glikoprotein olan CA-125’in de DKYHT hiicrelerinde
ekspresyonu bulunmustur (124).

Bu tiimoriin en belirgin ultrastriktiirel 6zelligi genellikle niikleus kenarinda lokalize
intraselliller mikroflament girdapsi1 yapilan ve paketleridir. Siklikla niikleus kompresse ve
perifere dogru itilmistir. Orta sayida mitokondri, serbest ribozomlar ve kiiciik glikojen
golciikleri vardirMyojenik diferansiasyon icin Z band materyali, kalin veya ince filamentler
goriilmez.

DKYHT’ler 22. kromozomda lokalize EWS geni (Ewing’s sarkoma geni) ile 11.

kromozomda lokalize WTI1 geni (Willm’s tiimor geni) arasinda Kkarakteristik bir
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translokasyona sahiptir. Nadir bazi tiimorlerde ES/PNET ailesi i¢in karakteristik olarak
tanimlanan EWS/ERG ve EWS/FLI-1 de rapor edilmistir (98, 124).

Tiimoriin  siirlarinin diizensiz olmas1 ve peritonda multipl implantlarinin varlig
nedeniyle komplet eksizyon siklikla miimkiin olmamaktadir (124). Cok fatal seyirlidir.
Hastalar genellikle tan1 anindan sonra 6 ay ile 4 yil icinde Oliirler.Cerrahi rezeksiyon

kemoterapi ve radyoterapi ile kombine edilerek hastanin sag kalim siiresi uzatilabilir (38, 48).

KUCUK HUCRELiI OSTEOSARKOM

Kiigiik hiicreli osteosarkom (KHO); ilk defa 1979 yilinda tamimlanan, degisik
derecelerde osteoid iireten kiiciik hiicrelerden ibaret, nadir goriilen bir osteosarkom formudur
(80, 34). Tiim osteosarkomlarin yaklasik %1.5’unu olusturur. Hastalarin yas araliklar1 5-83
olmakla birlikte en sik 2. dekadda goriiliir. Kadin-erkek orami 1.1/1°dir. Genellikle uzun
kemiklerin metafizlerinde goriiliir. Nadiren multipl kemik tutulumu da olabilir (34). Hastalar
genellikle kisa siirede gelisen sislik ve agn sikayetleri ile bagvurular. Radyolojik goriiniim
genistir; litik-sklerotik, permeatif-destriiktif lezyonlar olabilir (37).

Ciplak gozle konvansiyonal osteosarkoma benzer. Histolojik olarak osteoid iiretimi
ile iliskili kiiciik hiicrelerden ibarettir (34). Kiiciik hiicreli osteosarkomun histolojik
spektrumu ilk defa Ayala ve ark tarafindan tanimlanmis, o donemde Ewing sarkom benzeri,
lenfoma benzeri ve igsi hiicre olmak iizere ii¢ alt tipinin oldugu belirtilmistir (80).
Giiniimiizde ise yuvarlak hiicreli ve kisa igsi hiicreli tip olarak iki gruba ayrilir. Yuvarlak
hiicrelerin boyutlar1 degiskenlik gostermekte olup kiiciik-orta arasindadir. Daha kiiciik
olanlar Ewing sarkoma, daha biiylikk olanlar biiyiik hiicreli lenfomaya benzerler.
Sitoplazmalar1 dar ve niikleuslar1 ince dagimik kromatine sahip, yuvarlak-ovaldir. Daha az

goriilen igsi hiicreli tipte niikleuslar kisa, oval-igsi, belirsiz niikleollii ve graniiler, dar
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sitoplazmalidir. Tiimor hiicreleri arasinda dantela benzeri osteoid iiretiminin goriilmesi
onemlidir ve Kiicilik hiicreli osteosarkom tanisi sadece osteoid iiretiminin goriilmesi ile
konulmaktadir. Ama bu genellikle fokal alanlarda vardir ve o6zellikle kiiciik bir biyopsi
geldiginde dogru ayiric1 tan1 ¢ok zor olabilir (33, 34, 37, 80).

KHO’a spesifik bir immiinhistokimyasal boya yoktur. Tiimor hiicreleri CD-99,
vimentin, osteokalsin, osteonektin ve alkalen fosfataz pozitiftir. Hiicrelerin biiyiik cogunlugu
MSA, Leu-7, S-100 ve CK pozitif olabilirler.

Elektron mikroskobik olarak niikleus irregiiler veya diiz konturlu olabilir ve biiyiik bir
niikleol igerirler. Sitoplazma az diferansiyedir, degisen miktarlarda mikrofilament, ribozom,
mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum bulundurur. %30 vakada glikojen bulunur. igerdigi
ribozomlar1 sayesinde ribozomdan fakir olan ES/PNET’ten ayiriminda MGP pozitifligi
yardimec1 olabilir. Ayrica, hidroksiapatit kristalleri veya matrikste belirgin depozitler
mevcuttur (34, 37).

Tedavi cerrahi ve neoadjuvan kemoterapidir (80).

Kiiciik hiicreli osteosarkomun prognozu konvansiyonal osteosarkomdan daha kotiidiir.

Prognoz histoloji ve goriintilleme bulgular ile iliskili degildir (34, 37).

MALIGN LENFOMA

Malign lenfoma kemikte tiim malign kemik tiimorlerinin yaklasik %5’ini, yumusak
dokuda ise tiim yumusak doku tiimorlerinin %1’ini olusturur ve primer veya daha siklikla
jeneralize bir hastalik tutulumu olarak bulunur (48, 86, 97). Erkekler ve geng eriskinlerde
daha sik goriiliir. Iskelet sisteminin herhangi bir yerinden kaynaklanabilecegi gibi en sik
femur, vertebra ve pelvik kemikler etkilenir. Hastalar genellikle agr ile bagvururlar. Sistemik

semptomlar da goriilebilir. Radyolojik olarak litik ve sklerotik lezyonlarin karisimi ile
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karakterli, destriiktif permeatif lezyonlarin bulundugu yaygin kemik tutulumu mevcuttur.
Periost reaksiyonu da goriilebilir. (48)

%70’1 diffiiz biliyiik B-hiicreli lenfomadir. Daha az siklikla Hodgkin lenfoma,
anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, Burkitt lenfoma, follikiiler lenfoma, plazma hiicreli
myelom, plazmositom veya retikulum hiicreli (dentritik veya fibroblastik) tiimorler de
olabilir. Cocuklarda kemigin primer lenfomasi sik olmamakla birlikte vakalarin 6nemli bir
kismini lenfoblastik lenfoma olusturur. (86, 98)

Ciplak gozle balik eti goriiniimiindedir. Bazen tiimor goriilemez ve lezyon asir1 kemik
yapimi ile karakterlidir (48). Spesifik morfolojik bir 6zelligi olmadig1 icin diger kiigiik
yuvarlak mavi hiicreli timorlerle karisabilir. Histolojik olarak kortikal kemik, komsu
kikirdak ve yumusak doku invazyonu gosterebilen kiiciik-orta biiyiikliikte ve biiyiik hiicrelerin
karisik olarak bulundugu hiicre tabakalarindan meydana gelir. Tiimor hiicreleri dar,
eozinofilik sitoplazmali, sitoplazmik sinirlar1 belirgin, irregiiler veya konviile niikleuslu, ince,
dagmik niikleer kromatin ve belirgin niikleollii hiicrelerdir. Mitoz degisken derecededir ve
yaygin nekroz bulunabilir. Tek tek hiicreleri veya hiicre gruplarimi ¢evreler tarzda retikiilin
lifleri vardir. Zeminde tiimor hiicreleri arasinda dagimik matiir kiiciik lenfosit ve plazma
hiicresi bulunabilir (86, 97). Yaygin apopitotik cisimciklerin varligi, néroblastom ve
lenfomalarda dikkati ceken bir bulgudur.

Malign lenfomalar hemen daima LCA ekprese ederler. Siklikla T hiicreli lenfoblastik
lenfomalarda CD-99 bulunmasi1 ve nadiren bunlarda LCA ekspresyonunun olmamasi
nedeniyle T ve B hiicre markerlarin1 (CD-20 ve CD-79a gibi) ve TDT yi de bulunduran bir
panelin yapilmasi hatali tan1 vermemek i¢in onemlidir (124).

Tedavide genellikle radyoterapi ve kemoterapi kombinasyonu kullanilir (97).
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Baz1 calismalarda kemigin malign lenfomasinin prognozunun histolojik alt tip ile
iliskili oldugu, digerlerinde ise hastaligin evresinin histolojik alttipten daha 6nemli oldugu
belirtilmistir. Genel olarak kemikte malign lenfomas1 bulunan bir hastada iskelet sisteminin
diger alanlarinda tiimor bulunsa bile yumusak doku ve organ tutulumu yoksa prognoz daha

iyidir (48).

MEZENKIMAL KONDROSARKOM

Mezenkimal kondrosarkom (MK), ilk defa 1953 yilinda tanimlanan, seyrek goriilen bir
neoplazmdir ve tipik olarak geng eriskinlerde meydana gelir. Kadin ve erkekte esit siklikta
goriiliir (43, 33). Kemikte genis bir dagilim gosterir. Kraniofasial kemikler (6zellikle ¢ene),
kosta, ilium ve vertebra en sik tuttugu bolgelerdir. Multipl kemik tutulumlar1 da olabilir (34).
1/3’4i yumusak doku ve meninkslerden kaynaklanir (33). Kardinal semptom giinler-yillar
icinde gelisen sislik ve agridir.

Ciplak gozle gri-beyaz, gri-pembe renkte yumusak, nispeten diizgiin sinirli, 3-30 cm
boyutlarinda tiimorlerdir (34). Histolojik olarak iyi diferansiye kartilaj nodiilleri ile
hiperkromatik niikleuslu, dar sitoplazmali, yuvarlak veya hafif igsi undiferansiye hiicrelerin
karisimindan ibaret bifazik bir goriiniimii vardir. Hemanjioperisitomatéz vaskiiler pattern
siktir. Bifazik patternin goriilemedigi kiiciikk biyopsilerde diger kiiciik yuvarlak hiicreli
tiimorlerden ayirimi zor olabilir (43).

Ayiricr tant i¢in kullanilabilecek spesifik bir boyasi yoktur. Leu-7, vimentin ve CD-99
pozitif olabilir. Kondroid alanlarda S-100 pozitifligi goriilebilir.

Elektron mikroskobik olarak tiimor hiicrelerinin bifazik natiirii gosterilebilir.

Kartilajin6z odaklar konvansiyonal kondrosarkomda goriilen kondrosit benzeri goriiniime
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sahiptirler. Undiferansiye kiiclik hiicreli alanlar primitif mezenkimal hiicrelere benzer az
interselliiler matriks iceren yuvarlak veya oval uniform hiicre tabakalarindan ibarettirler (34).
Prognozu belirsiz olmakla birlikte uzun siireli prognozu kétiidiir. Histolojik

ozelliklerin prognoz iizerine etkisi yoktur (33).

AZ DIFERANSIYE SINOVIAL SARKOM

Az diferansiye sinovial sarkom (ADSS) tiim sinovial sarkomlarin yaklagik %20-
36’sim olusturan, yiiksek oranda metastaz goriilen agresif bir bir formudur. Tipik sinovial
sarkomlara benzer sekilde daha ¢ok geng erigkinleri etkiler ve genellikle ekstremitelerde
lokalizedir (34, 110).

Histolojik olarak 3 pattern gosterir: 1- biiyiik hiicre veya epiteloid pattern:
belirgin niikleollii, degisken boyutta yuvarlak niikleuslardan ibarettir. 2- kiiciik hiicreli
pattern: diger KYMHT lere benzer niikleer 6zelliklere sahiptir. 3- igsi hiicreli pattern:kaba
kromatin, yiiksek dereceli niikleer ozellikler ve yiiksek mitotik oran gosteren igsi sekilli
hiicrelerden ibarettir. Genel olarak ADSS’lar kiiciik biiyiitmede genellikle hiyalin materyal,
band ve kalsifikasyon icermeyen selliller mavi alanlar olarak tanmimlanirlar. Biiyiik
bilyiitmede niikleer atipi ve artmis proliferatif aktivite ile karakterlidirler. Siklikla nekroz
eslik eder. Tumorler siklikla hemanjioperisitomaya benzeyen ince duvarl vaskiiler alanlarin
bulundugu zengin vaskiiler pattern gosterirler. Diger alanlarinda diisiik gradeli bifazik veya
monofazik alanlar bulunmadigi siirece bu timorleri diger kiiciik yuvarlak mavi hiicreli
tiimorlerden ayirmak son derece zordur (110, 124).

Sadece %50’sinde CK ve bir kisminda CD-99 pozitifligi vardir. %60-70 oraninda CK-

7 ve CK-20 pozitifligi goriiliir (124).
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Elektron mikroskobik c¢aligmalarda interselliiler yarik benzeri alanlar olusturan timor
fragmanlar1 ve fibroblast benzeri tiimor hiicrelerinde erken epitelyal diferansiasyon ile iliskili
olabilecek az gelismis junctional kompleksler vardir (128).

Sinovial sarkom t(X; 18), SYT-SSX1 veya SYT-SSX2 fiizyon transkriptleri ile
iliskilidir ve daha iyi gidisli hastalarda goriilen SYT-SSX1 lokalize hastalikla karakterlidir
(115).

Az diferansiye alanlarin bulunmasi lokal rekiirrens, metastaz ve Oliimle yakin
iliskilidir. Az diferansiye alanlarin orani arttikga metastaz ve 6liim orani1 da artar. Bir seride

ortalama sag kalimin 33 ay oldugu rapor edilmistir (34, 110).

YUVARLAK HUCRELI LIPOSARKOM

Yuvarlak hiicreli liposarkom (YHL), spesifik bir subtip degil, diisiik gradeli bir timor
olan miksoid liposarkomun az diferansiye bir formudur ve tipik olarak yiiksek dereceli
sarkom gibi davranir (97, 111). Tim liposarkomlarin yaklasik %15’ini olusturur ve miksoid
liposarkomla benzer yas, lokalizasyon, sitogenetik anormallikler gosterirler. Miksoid/yuvarlak
hiicreli liposarkomlar en sik 5. dekadda goriiliirler. %75°1 alt ekstremite, 6zellikle kalca ve
popliteal bolge ve daha az siklikla retroperitoneal alanda lokalizedirler. Radyolojik
goriintiileri degiskendir. Tipik olarak heterojenoz kitleler olustururlar (32, 124).

Ciplak gozle miksoid liposarkom multinodiiler, jelatindz kitleler olusturur. Yuvarlak
hiicreli liposarkom alanlar1 miksoid kitle icerisinde yerlesmis opak, beyaz kitleler seklinde
goriiliir. Histolojik olarak yuvarlak hiicreli liposarkom iki sekilde goriiliir: miksoid
liposarkom zemininde piir yuvarlak hiicreli liposarkom veya tabakalar seklinde
niikleus/sitoplazma oranlar1 artmis ve belirgin niikleollii primitif yuvarlak hiicre tabakalart

seklinde olabilir. Hiicreler nispeten uniform, kiiciik, yuvarlak, vezikiiler niikleus ve belirgin
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asidofilik sitoplazmalidirlar. Mitoz miksoid formdan daha siktir. Miksoid liposarkom i¢in
karakteristik olan pleksiform vaskiilarizasyon yuvarlak hiicreli alanlarda siklikla belirsizdir.
Dagmik lipoblastlarin varligi tamy1 koydurur. Ozellikle miksoid liposarkom komponentinin
bulunmadig kiigiik biyopsilerde bu tiimorii tammak zor olabilir (97, 111, 124).

Vakalarin ¢ogunda immiinhistokimyaya gerek duyulmaz. Genellikle S-100 diffiiz,
kuvvetli pozitiftir (34).

Miksoid/ yuvarlak hiicreli liposarkomlar t(12;16)(q13;p11) ile karakterlidirler ve bu
RT-PCR ile saptanabilen CHOP/TLS fiizyon proteininin iiretimi ile sonuglanir.

Smith ve ark yuvarlak hiicre komponenti %5’in {izerinde oldugunda rekiirrens,

metastaz ve hastaliktan 6liim oraninin arttigim rapor etmislerdir (111).

N/ ™R N/ 22 N/

KUCUK YUVARLAK MAVI HUCRELI TUMORLERDE MOLEKULER CALISMALAR

Kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerde sitogenetik ve molekiiler calismalar, 6zellikle
histolojik ve immiinhistokimyasal olarak ayirici taninin yapilamadigi durumlarda taniya
yardimc1 olur ve timor patogenezini anlamamizi saglar. Tablo-II’de bazi mezenkimal

tilmorlerdeki genetik degisiklikler ve bunlarin sikligi goriilmektedir.

Tablo-1I: Mezenkimal tiimorlerde fiizyon genleri

TUMOR TiPi TRANSLOKASYON FUZYON GENi INSIDANS
ES/PNET t(11;22)(q24:q12) EWS-FLI1 85
ES/PNET 1(21;22)(q22:q12) EWS-ERG 10
ES/PNET t(7:22)(p22;q12) EWS-ETV1 Nadir
ES/PNET t(17;22)(q12:q12) EWS-E1AF Nadir
ES/PNET 1(2:22)(q33;q12) EWS-FEV Nadir
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TUMOR TiPi TRANSLOKASYON FUZYON GENI INSIDANS
DKYHT t(11;22)(p13;q12) EWS-WTI 95
Mikzoid/yuvarlak hiicreli | t(12;16)(q13;p11) TLS-CHOP 95
liposarkom

Mikzoid/yuvarlak hiicreli | t(12;22)(q13;q12) EWS-CHOP 5
liposarkom

Ekstraskeletal ~ mikzoid | t(9;22)(q22;q12) EWS-CHN 75
kondrosarkom

Yumusak dokunun | t(12;22)(q13;q12) EWS-ATF1 Bilinmiyor
malign melanomu (seffaf

hiicreli sarkom)

Sinovial sarkom t(X;18)(p11.23;q11) SYT-SSX1 65
Syiovial sarkom t(X;18)(p11.21;q11) SYT-SSX2 35
Alveolar RMS t(2;13)(q35:;q14) PAX3-FKHR 75
Alveolar RMS t(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR 10

DFSP t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB Bilinmiyor
Konjenital fibrosarkoma | t(12;15)(p13:;q25) ETV6-NTRK3 Bilinmiyor
ve mezoblastik nefroma

DFPS: Dermatofibrosarkoma protiiberans yerine kullanilmustir.

EWS/FLI1 TRANSLOKASYONU

Neredeyse tiim ES/PNET grubu tiimorlerde 22q12 bolgesindeki EWS  genini
ilgilendiren resiprokal bir translokasyon vardir ve bu ilk olarak 1983 yilinda Aurias ve
arkadaslar1 tarafindan tamimlanmigtir. Bu translokasyonlar, konvansiyonel sitogenetik
calismalar, Southern blot ve Northern blot analizler, fluoresan in situ hibridizasyon ve RT-
PCR teknikleri ile saptanabilir. EWS/FLI1 t(11;22)(q24;q12) translokasyonu olgularin %385-
95’inde goriiliir ve 11. kromozom iizerindeki ets transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesi
olan murin FLI 1 geninin insan homologunun DNA baglayici bolgesi ile 22. kromozom
tizerindeki EWS geninin 5’ ucunun iist iiste gelmesi ile sonug¢lanir. Bu translokasyondan
baska ES/PNET grubu tiiméorlerde 4 farkhi translokasyon daha goze carpmaktadir. En sik

goriillen diger 2. translokasyon EWS/ERG t(21;22)(q22;q12)’ye tiimorlerin %5-10’unda
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raslanmaktadir. Seyrek goriillen diger translokasyonlar ise sirasiyla EWS-ETVI
t(7;22)(p22;q12), EWS-EIAF t(17;22)(q12;q12) ve EWS-FEV t(2;22)(q33;q12) dir.
ES/PNET grubu tiimérlerin tiimiinde biiyilk c¢ogunlukla EWS-FLI1 ve EWS-ERG
translokasyonlarinin olmasi ortak bir histogeneze sahip olduklarin1 gosterir ve bu tiimérleri
cocukluk cagimin diger kiigiik yuvarlak hiicreli tiimérlerinden ayirmaya yarayan 6zgiin bir
tanisal karakteristik olusturur

EWS-FLI1 fiizyon transkripti FLI1’in transkripsiyonel aktivasyon 6zelligini degistirir
ve hiicre kiiltiirlerinde NIH3T3 fibroblastlarimi transforme etme yetenegi olan bir kimerik
protein meydana getirir. Bu ve diger translokasyonlarla meydana gelen proteinler hiicre sinyal
iletisi, hiicre proliferasyonu ve biiylimesi, apoptoz , doku invazyonu ve tiimor metastazi gibi
durumlarla iligkili genlerin fonksiyonlarin1 bozarlar. Sitolojik touch preparasyonu iizerindeki
interfazik hiicrelere veya tiimor arsivinden elde edilen dokulara FISH yontemi uygulanarak
translokasyonlar saptanabilir. Bu yontem 10 Kb’lik bir rezoliisyonda iki kirtlma noktasinin
yerini belirleyebilen ve hizli ve giivenilir bir yontemdir. Benzer sekilde RT-PCR da az
miktarda doku iizerine uygulanabilen bir tekniktir.

Molekiiler diizeyde EWS-FLI1 fiizyonu bircok farkli sekilde gerceklesir. EWS ve
FLI1 den bir¢ok farkli ekson kombinasyonlar1 farkli uzunlukta ve igerikte kimerik proteinler
olustururlar (91, 94). 8 farkli EWS/FLI1 fiizyon transkripti vardir. En sik goriileni EWS/FLI1
tip-1°dir (41). Bu fiizyon transkriptlerinin molekiiler farkliliklar1 fonksiyonel ve klinik 6neme
sahiptirler. Tip 1 EWS-FLI1 fiizyonunun varli§i sag kalimi olumlu yonde etkileyen bir
ozelliktir (91, 94).

EWS/FLI1 veya EWS/ERG fiizyon genleri ¢ok nadiren baska tiimorlerde de rapor

edilmekle birlikte ES/PNET tanis1 i¢in son derece spesifiktir (14, 22, 40, 49).
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t(11;22)(q24;q12) iceren tiimorler (124):

- Skletal ve ekstraskletal Ewing sarkom

- PNET

- Askin tiimorii (torakopulmoner bolgenin malign kiigiik hiicreli tiimorii)

- Olfaktor noroblastom

- Kiiciik hiicreli osteosarkom

- Mezenkimal kondrosarkom

- Polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimor

- DKYHT

De Alava ve Pardo ES/PNET’te molekiiler degisikliklerin saptanmasinin tani,
klasifikasyon, prognoz ve hatta gelecekte tedavi agisindan Onemli yer tuttugunu rapor

etmislerdir (19).

N-MYC AMPLIFIKASYONU

Myc genleri, DNA’ ya baglanan ii¢ niikleer fosfoproteini kodlar. Bu proteinler hiicre
proliferasyon ve diferansiyasyonunda etkilidirler ve DNA sentezinin baglamasinda rol alirlar.
Klonlandiklar kiiltiirlere ve elde edilme sartlarina gore bu genler, c-myc, N-myc ve L-myc
dan olusur.

N-myc geni ilk defa 1983 yilinda tanmimlanan 2p23-24 de lokalize selliiler bir
protoonkogendir ve noroektodermal gelisim ve diferansiasyonun diizenlenmesinde onemli bir
transkripsiyon faktorii olan N-myc’i kodlar (103, 125). N-myc proteini hiicre siklus
progresyonunun arttirilmasi ve hiicre diferansiasyonunun inhibe edilmesi gibi pek ¢ok yolakta
etki eder ve dolayisiyla pek cok tiimorde overekspresse ve amplifiye edilir. En karakteristik

N-myc amplifikasyonu NB’da goriilir ve NB hiicre dizilerinde N-myc amplifikasyonunun
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normalden 700 kat fazla oldugu gosterilmistir (125). NB i¢in kotii prognostik faktordiir, erken
evreli hastalarda amplifikasyon goriilme oram1 %35 iken ileri hastaligi bulunanlarda bu oran
%30-40’tur (70, 125). Ayrica N-myc amplifikasyonu retinoblastom, kiiciik hiicreli akciger
karsinomu, mediilloblastom ve RMS’larin kiigiik bir kisminda da tanimlanmistir. N-myc
durumunu belirlemede southern blot yontemi altin standarttir, ama bazen diisitk ampl lar
tanimlamasi zor olabilir. son yillarda FISH alternatif bir metoddur ve tek tek hiicrelerde

MYCN kopya sayisinm1 vermesi nedeniyle yiiksek sensitiviteye sahiptir (125).

PTEN DELESYONU

[k defa 1997 yilinda Cowden’s Sendromunda tanimlanan PTEN (phosphatase and
tensin homolog deleted on choromosome 10) geni kromozom 10qg23 bolgesinde lokalize olan,
timor baskilayict bir gendir (30). Bu genin kodladigi 403 aa.lik bir protein olan PTEN,
fosfotidilinozitol 3,4,5-trifosfatin D3 pozisyonundaki fosfati ortadan kaldiran bir lipid
fosfatazdir ve direk olarak fosfotidilinozitol 3-kinazin (PI3K) etkisini antagonize eder (12,
13).

PTEN yoklugunda hiicrelerde PIP3 birikimi AKT/PKB sinyal onkoproteinini aktive
eder. Aktive AKT kaskad seklinde apopitozis ve hiicre siklus regiilasyonunda 6nemli olan
BAD, CASP3, CASPY9, MDM?2, p27 ve FOXO transkripsiyon faktorlerini de bulunduran
pekcok hedefi uyarir ve mammalian tagret of rapamycn (mTOR) ve WNT/CTNNBI gibi
diger AKT substratlari; selliiller proliferasyon, diferansiasyon ve invazyona neden olurlar
(101, 129). Yani tiimor olusumunda PTEN inaktivasyonunun asil rolii, PI3K/AKT yolagi
tizerine negatif diizenleyici etkisinin ortadan kalkmasidir (13).

PTEN gen delesyonu veya mutasyonu ozellikle glioblastoma multiforme ve prostat

kanserlerinde tanimlanmistir ama endometrium, meme, akciger, bobrek, mesane, testis, bas-
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boyun kanserleri, malign melanom ve lenfomada da goriilebilir. Ayrica Cowden Hastalig1 ve
Bannayan-Zonana Sendromu gibi bazi genetik hastaliklarda da olabilir.

Calismalar PTEN’in hiicre biiylimesi, apopitozis, ekstraselliller matriks ile iligkiler,
hiicre migrasyonu ve invazyonun diizenlenmesinde rolii oldugunu gostermistir. PTEN geninin

bircok dokuda onkogeneziste kritik rol oynadigi ileri siiriilmektedir (117).

C-KiT EKSPRESYONU

KIT geni 1986’da Besmer ve arkadaglar tarafindan tanimlanan, 4. kromozomun uzun
kolunda lokalize olan bir protoonkogendir ve tip-III reseptor tirozin kinazin 145-165 kD’luk
bir transmembran proteinini kodlar (26, 75). KIT normalde gastrointestinal sistemdeki kajal
hiicreleri, mast hiicreleri, hematopoetik kok hiicreler, germ hiicreleri, osteoblast,
myofibroblast ve melanositler gibi degisik hiicre tiplerinde ekspresse edilir (2, 25, 75, 82,
100). KIT’in Oonemi mutasyon ile inaktive oldugunda iligkili hiicre tiplerinin tamirinde
bozukluk ile makrositik anemi, sterilite ve deri pigmentasyonunda kayba yol actig1 goriiliince
anlasilmstir (75).

C-kit proteinin ekstraselliiler kismina bunun ligand: olan stem cell faktor (SCF)(mast
cell growth faktor, onceleri Stell faktor olarak bilinirdi.)  baglandigi zaman sonucta
fosforilizasyon olur ve intrasitoplazmik sinyal kaskadi baslar. Bu, apopitozisin diizenlenmesi ,
hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu, adezyonu ve motilitesinde artis ile sonuglanir. Bu
normal rollerine ek olarak GIST, seminom, mastositozis, memenin fillodies tiimérii, sinovial
sarkom, yumusak dokunun leiomyosarkomu, RMS, anjiosarkom, adenoid kistik karsinom ve
diger yumusak doku tiimorleri gibi bazi tiimorlerde KIT deregiilasyonunun 6nemli rol

oynadig diistiniilmektedir (2, 25, 26, 42, 64, 75, 82).
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ES/PNET’te C-kit ekspresyonu ilk defa Ricotti ve arkadaslart ile Landuzzi ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir. Bu immiinhistokimyasal olarak gosterilebilir ve
Western blotting yontemi ile konfirme edilmistir. Cesitli serilerde ES/PNET’te C-kit
ekspresyon diizeyleri %?20-82 arasinda rapor edilmistir. iImatinib mesylat C-kit tirozin kinaz
reseptoriinii bloke eder ve 6zellikle ES/PNET’1i hastalarda C-kit ekspresyounun saptanmasi
Imatinib Mesylat ile tedavi icin hasta ve doktorlar1 iimitlendirmistir. ES/PNET te imatinib
mesylatin in-vitro ortamda tiimoriin biiyiimesini siipresse ettigi saptanmistir. Ama imatinib’in
ES’da etkili olabilmesi i¢in genel klinik dozundan daha fazla konsantrasyonda kullanilmasi
gerekmektedir (2, 22, 51, 75).

KIT gen mutasyonu veya doku ekspresyonunun farkl tiimorlerde biiylime ve metastaz
yetenegini arttirdign rapor edilmistir. Ornegin, bir NB serisinde 75 tiimoriin 10’unda Kit
ekspresyonu saptanmis ve bu vakalarin daha agresif gittigi ve N-myc amplifikasyonu ile
iliskili oldugu belirtilmistir. Imatinib in vivo ve in-vitro kosullarda néroblastoma hiicrelerinin
bilyiimesini inhibe eder (25, 51, 123).

RMS’larda C-kit ekspresyonu ile ilgili olarak sadece 2 biiyiik calisma vardir flging
olarak KIT ekspresyonu daha agresif gidis gosteren ARMS’da bulunmazken ERMS’da

yiiksek oranda (%77) vardir (25).
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GEREC VE YONTEM
HASTALAR:

1999-2007 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na
gelen kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimor tanisi almig toplam 57 olgu incelendi. Vakalarin
dagilimi 24 olgu ES/PNET, 12 olgu rabdomyosarkom, 11 olgu noroblastom, 1 olgu
desmoplastik kiiciik yuvarlak hiicreli tiimor, 1 olgu polifenotipik kiiciik yuvarlak hiicreli
timor ve 7 olgu undiferansiye kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimor seklinde idi. Tim
olgularin Hematoksilen-Eozin boyali ve immiinhistokimyasal inceleme preparatlari
retrospektif ~ olarak  degerlendirildi. Ayrica  vakalarin  biiyik  ¢ogunlugu  icin
immiinhistokimyasal panel uygulandi. Hastalarin klinik takip dosyalarindan yas, timor
boyutu, radyoloji bilgileri, tedavi ve prognoz bilgilerine biiyiik oranda ulasildi.

IMMUNHISTOKIMYASAL YONTEM:

Formalin ile tespit edilen dokulara ait parafin bloklardan 4 mikrometre kalinlikta
kesitler polilizinli lamlara alindi. C-kit ekspresyonunu belirlemek i¢in streptavidin-biyotin
ticli indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak immiinhistokimyasal boyama yapildi.
yapildi. Kullanilan antikor anti-C-kit (CD117), poliklonal rabbit, anti-human (DAKO) olup,
1:20 oraninda PBS ile diliie edildi. Kullanilan biyotinlenmis baglayic1 (sekonder) antikor,
streptavidin-biyotin kompleksi ve kromojen olarak kullanilan 3,3-diaminobenzidine (DAB)
ticari olarak kullanima hazir kitler seklinde idi.

Pozitif doku kontrolii igin C-kit pozitif gastrointestinal stromal tiimor (GIST)
kullanildi.

Hazirlanan parafin doku kesitleri C-kit antikoru ile asagidaki prosediire gére boyandi:

1- Polilizinli lam {izerine alinan 4 mikron kalinligindaki kesitler, 56°C’lik etiivde 12 saat

bekletilerek deparafinize edildi.
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30 dakika ksilolde bekletildi.

Her birinde beser dakika bekletilerek sirasiyla %100, %95 ve %90’lik alkolden
gecirilerek dokularin hidrasyonu saglandi.

Cesme suyu ile yikandi.

Endojen peroksidazi bloke etmek igcin %3’liikk hidrojen peroksitte 10 dakika siire ile
oda sicakliginda bekletildi.

PBS buffer (pH 7.6) ile 5 dakika siiresince yikandi.

0,01 M. Sodyum sitrat buffer (pH 6.0) i¢inde toplam 30 dakika mikrodalga firinda
islemden gegirildi.

30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Distile su ile 3 kez yikand.

Kesitler 10 dakika siire ile non-immiin protein bloklama serumunda bekletildi.

Primer antikor olan CD-117, c-kit (clone: A4502, DakoCytomation) lam iizerindeki
doku kesitlerini kapatacak sekilde damlatildi ve oda sicakliginda 2 saat siire ile
bekletildi.

3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi ve kurulandi.

Baglayic1 (sekonder) antikor (Multi-species ultra streptavidin detection system-HRP;
Signet, Massachusetts, USA) ile oda sicakliginda 20 dakika siire ile inkiibasyon
yapildi.

3 kez 5’er dakika PBS ile yikand.

Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 30 dakika bekletildi (DakoCytomation).

3 kez 5’er dakika PBS ile yikand.

Renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla DAB (diaminobenzidine tetraklorid;

Lab-Vision, Neomarkers, USA) ile 10 dakika siire ile inkiibasyon yapildi.
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18- 5 dakika distile su ile yikandi.

19- Hizli boyama ydntemi Mayers Hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi.

20- Dehidrasyon i¢in kesitler sirayla 590, %95 ve %100’lik alkollerde S5’er dakika
tutuldu.

21- Ksilolde seffalagtirildi.

22- Doku kesitleri entellan kullanilarak kapatildi.

Boyanma derecelerinin degerlendirilmesi:

Boyanma derecesi yar1 kantitatif bir yoOntemle farkli zamanlarda iki kez
degerlendirildi. Pozitif boyanan tiimor hiicrelerinin tiim tiimor dokusuna oranmi belirlendi.
Tiimor hiicrelerinin %20’den fazlasi boyanmigsa pozitif olarak kabul edildi (26). Boyanan
timor hiicreleri oram1 %20’den az ise negatif olarak kabul edildi. Ayrica antijenlerin
ekspresyon kuvvetini karsilastirmak i¢in pozitif ekspresyon oranlar1 derece-1, derece-1I ve
derece-1II olarak derecelendirildi. Buna gore; boyanan tiimér hiicreleri GIST kontroliinde
oldugu gibi diffiiz kuvvetli boyanirsa derece-1, diffiiz zayif, sitoplazmik boyanirsa derece-II
ve orta kuvvette boyanirsa derece-III olarak kabul edildi.

FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION (FISH) YONTEMI:

Pozitif sarjli lam iizerine alinan 3 mikron kalinhigindaki kesitler 56°C’lik etiivde 12
saat bekletilerek deparafinize edildi.
1- 3 kez 10’ar dakika siire ile %100 xylol iceren salede oda sicakliginda bekletildi.
2- 2 kez 5’er dakika siire ile %100 etanol igeren salede oda sicakliginda bekletildi.
3- 45-50 derecelik hotplate iizerinde 2-5 dk. kurutuldu.
4- 20 dk. siire ile 2 N HCL igeren salede oda sicakliginda bekletildi.
5- 3 dk. siire ile distile su iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

6- 3 dk. siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.
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7- 30 dk. siire ile 80 derecelik su banyosunda Onceden bu 1siya getirilmis pretreatment
soliisyonu (Paraffin Pretreatment Kit, Vysis) igeren salede inkiibe edildi.

8- Lamlar 1 dakika siire ile distile su iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

9- 2 kez 5’er dakika siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

10- 10 dk. siire ile 37 derecelik etiivde 6nceden bu 1s1ya getirilmis protease solution iceren
salede bekletildi.

11-2 kez 5’er dakika siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

12- 45-50 derecelik hotplate tizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

13- 10 dk. siire ile %10 tamponlanmis formalin i¢eren salede oda sicaklifinda bekletildi.

14-2 kez 5’er dakika siire ile wash buffer igeren salede oda sicakliginda bekletildi.

15- 45-50 derecelik hotplate tizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

16-Her birinde 3’er dakika bekletilerek sirasiyla %70, %85 ve %100’liikk etanolden
gecirildi.

17-45-50 derecelik hotplate tizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

18- Bundan sonraki agamalar karanlikta gergeklestirildi.

19- Onceden oda 1s1sina getirlimis prob tiipii vortekslendi, mikrosantrifiijde spin atild1 ve
tekrar vortekslendi.

20- Herbir lamin hedef alanina 10 pl prob (LSI® EWSRI (22q12) Dual Color, Break
Apart Rearrangement Probe, Vysis; LSI N-MYC (2p24.1) SpectrumOrangeTM Probe,
Vysis; LSI® PTEN (10g23) / CEP® 10 Dual Color Probe, Vysis) damlatildi ve hemen
uygun boyutta bir lamelle hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi.

21- Lamellerin etrafi rubber cement ile cevrelendi.

22-Lamlar Hybrite cihazina yerlestirilip kapagi kapatildi ve Onceden programlanan

prosediir baslatildi. (denatiirasyon 73°C — 5 dk., Hibridizasyon 37°C — 16 saat)
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23-Bir gece hibridizasyondan sonra lamlarin {izerinden rubber cement ayrildi ve oda
1s1sindaki yikama soliisyonu igerisinde calkalanarak lamellerin ayrilmasi saglandi.

24-2 dk. siire ile su banyosunda Onceden 73°C a getirilmis olan yikama soliisyonu
icerisinde bekletildi.

25-Lamlar oda 1sisinda distile su iceren saleye batirilip c¢ikarildiktan sonra karanlikta
kurumaya birakildi.

26- Herbir hibridizasyon alanina 10 pl. 4°,6-diamidino-2-phenylinodole (DAPI 1I
Counterstain, Abbott Laboratories) damlatilarak uygun boyutta lamelle kapatildi.

27- Lamlar analiz 6ncesi en az 15 dakika buzdolabinda bekletildi.

FISH degerlendirilmesi:

LSI® EWSR1 (22q12) ve LSI® PTEN (10q23) / CEP® probelari icin her bir
preparatta 200 tiimor hiicresi sayild1 ve bu 200 hiicre i¢inde pozitif hiicrelerin yiizdeleri
hesaplandi. LSI® EWSRI (22q12) Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe i¢in %20
ve iizerindeki hiicrede bir fiizyon, bir kirmiz1 ve bir yesil sinyalin varligi, LSI® PTEN
(10g23) / CEP® 10 Dual Color Probe i¢in %30 ve iizerindeki hiicrede bir kirmiz1 ve iki yesil
sinyalin bulunmasi pozitif kabul edildi. LSI N-MYC (2p24.1) Spectrum Orange' ™ Probe i¢in
ise 40 hiicre sayildi ve bu tiimor hiicrelerinde N-myc gen/ CEP2 oram 2 ve tizerinde ise
amplifikasyon var, 10’un {izerinde ise yiiksek diizeyde amplifikasyon var olarak kabul edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS for windows paket programi
kullanildi. Elde edilen sonuclar ortalama =+ std. sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasinda
farklilik olup olmadigi Chi-Square testi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05

alinda.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 57 kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimor tanist alan hastanin
32°si (%56.1) kadin, 25’1 (%43.9) erkekti. (tiim kiicilk yuvarlak mavi hiicreli timor
olgularinin histopatolojik tanilarinin cinsiyete gore dagilimi Tablo-1II'de gosterilmektedir.)

Ortalama yas 14.89+13.2 y1l (1-79 y1l) idi.

Tablo-III: Kiiciik Yuvarlak Mavi Hiicreli Tiimorlerin Histopatolojik Tanilarina Goére Dagilimi

Histopatolojik tani Erkek n(%) | Kadin n(%) Toplam (%)
ES/PNET 10 (41.7) 14 (58.3) 24 (42.1)
Rabdomyosarkom 541.7) 7 (58.3) 12 (21.1)
Noroblastom 6 (60) 4 (40) 10 (17.4)
ONB 1 (50) 1 (50) 2(3.5)
PYHT 0 1 (100) 1(1.8)
DKYHT 0 1 (100) 1(1.8)
Undiferansiye KYHT 3 (42.9) 4(57.1) 7(12.3)
Toplam 25 (43.9) 32 (56.1) 57 (100)

ES/PNET: Ewing Sarkom/Periferik Noroektodermal Tiimor, ONB: Olfaktér Noroblastom, PYHT: Polifenotipik Yuvarlak
Hiicreli Tiimor, DKYHT: Dezmoplastik Kiiciik Yuvarlak Hiicreli Tiimor, Undiferansiye KYHYT: Undiferansiye Kiigiik

Yuvarlak Hiicreli Tiimor yerine kullanilmistir.

Tiimor boyutu 2,8-18 cm. arasinda olup ortalama 7.1+3.4 cm idi.
Tiim kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerin lokalizasyonlara gore dagilimi saptandi
(Tablo-IV). Buna gore bizim olgularimizda en sik yerlesim yerinin bag-boyun bolgesi oldugu

dikkati cekti.
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Tablo-1V: Kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimérlerin lokalizasyonlarina gore dagilimi

Bas- Intrakranial . Vertebra
Histopatolojik | Abdomen | Ekstremite Toraks | Pelvis | Adrenal GUS
boyun (santral) (periferik)
tani n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
n(%) n(%) n(%)
ES/PNET 3(13) 5(21,7) 2(8.6) 11 (47.8) 1(4,3) 0 0 0 1(4,3)
RMS 0 1(8,3) 7(58,3) 0 1(83) | 1(83) 0 2(16,6) 0
Noroblastom 0 0 1 (10) 0 0 2 (20) 6 (60) 0 1(10)
ONB 0 0 2 (100) 0 0 0 0 0 0
PYHT 0 1 (100) 0 0 0 0 0 0 0
DKYHT 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Undiferansiye 0
0 2(28,6) 2(28,6) 1(14.3) 0 0 0 1(14.3)
KYHT
Toplam 4(7,3) 9(16,4) 14(25.4) 11 (20) 3(5,5 [ 355 | 6(10,9 | 2(3,6) 3(5.,5)

Toplam 33 olgunun klinik izlem verilerine ulasildi. Hastalarin ortalama takip siireleri
31425 aydi. Takipli hastalarin %27.2’sinin hastalik nedeniyle 61diigii, %30.3’iinde daha sonra
hastaligin niiks ettigi veya metastaz ortaya ¢iktig1 ve %48.9’unun takip siiresi sonunda hayatta
oldugu gozlendi.

Bu 57 olgunun 24 tanesi Ewing sarkom/PNET, 12 tanesi rabdomyosarkom, 10 tanesi
noroblastom, 2 tanesi olfaktdr noroblastom, 1 tanesi polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimor, 1
tanesi dezmoplastik kiiciik yuvarlak hiicreli tiimor ve 7 tanesi undiferansiye kii¢iik yuvarlak
mavi hiicreli tiimor olarak tani almisti. Retrospektif olarak incelenen preparatlarin ikinci
inceleme ile ilk tamilar karsilastirildiginda , tanilar arasinda bir farklilik dikkati cekmedi.
Ayrica var olan ve ek olarak uygulanan immiinhistokimyasal caligsmalar sonrasinda kiigiik
yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerde immiinhistokimyasal parametreler belirlendi ( Tablo-V).
Immiinhistokimyasal olarak CD-99 boyas1 19 ES/PNET vakasina uygulandi ve bunlarin 12
tanesinde (%63.2) porzitif boyanma saptandi. Negatif olan 7 vakadan 6 tanesi intrakranial 1
tanesi ekstremite yerlesimli idi. Bu vakalarin 19 tanesine vimentin boyasit uygulandi ve

intrakranial yerlesimli tiimorlerin 3 tanesi negatif, 6 tanesi pozitif saptanirken periferik
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timorlerin 2 tanesinde negatiflik, 8 tanesinde pozitiflik goriildii. ES/PNET vakalarinin
yaninda 1 polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimor, 2 undiferansiye kiiciik yuvarlak mavi hiicreli
timor ve 2 rabdomyosarkom vakasinda da CD-99 pozitifligi izlendi. Higbir ndroblastom
vakasinda boyanma mevcut degildi. Tiimor tipleri ile CD-99 immiinreaktiviteleri arasinda
istatistiksek olarak Ki-kare testi ile anlamli bir fark saptanmadi.

Tablo-V: Kiigiik yuvarlak mavi hiicreli timorlerde immiinhistokimyasal bulgular

P?t.ans1yel . Pozitif Negatif immiinhistokimyasal
Tam Pozitif /megatif Saptanan Belirlevici 1 1
Belirleyici Belirleyici cirieylcl calisma yapiimayan
ES/PNET Vimentin 14/24 5/24 5/24
CD-99 12/24 7/24 5/24
Noral markerlar® 15/24 9/24 -
Rabdomyosarkom Vimentin 3/12 2/12 7/12
Aktin, desmin 6/12 2/12 4/12
Myojenik
regiilatuar 6/12 2/12 4/12
proteinler{
Noroblastom Vimentin - 8/10 2/10
CD-99 - 4/10 6/10
Noral markerlar® 9/10 - 1/10
ONB Vimentin 12 1/2 -
Noral markerlar® 2/2 - -
DKYHT Vimentin 1/1 - -
Noral markerlar® - 1/1 -
EMA 1/1 - -
Desmin 1/1 - -
PYHT Vimentin 1/1 - -
CD-99 1/1 - -
Noral markerlar™® 1/1 - -
GFAP 1/1 - -
Faktor-13a 1/1 - -

*Noral markerlar: Sinaptofizin, Kromogranin, NSE, NF, PGP-9.5
+tMyojenik regiilatuar proteinler: Myogenin, Myo-D1

Toplam 54 vakaya immiinhistokimyasal olarak C-kit uygulandi (Tablo-VI). Farkli
tiimor tipleri ile C-kit boyanmasi ve bu boyanmanin derecesi arasinda bir farklilik saptanmadi.
Ayrica C-kit boyanma patternleri de degerlendirildi ve 23 ES/PNET vakasinin 5 tanesinde
(%21.7), 10 noroblastom vakasinin 1 tanesinde (%10) sitoplazmik+membrandz boyanma

saptanirken diger tiim vakalarda sadece sitoplazmik boyanma goriildii.
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Tablo-VI: Kiiciik yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerde c-kit boyanma dereceleri

Negatif Pozitif Derece-1 Derece-II Derece-I1I

Histopatolojik tani
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

ES/PNET 12 (52.2) 11 (47.8) 1(4.3) 521.7) 5(21.7)
Rabdomyosarkom 5(41.6) 7(58.4) 1(8.3) 2(16.7) 4(334)
Noroblastom 1(11.1) 7 (88.9) 1(11.1) 2(22.2) 5(55.6)
ONB 1(50) 1 (50) 0 1(50) 0
PYHT 0 1 (100) 0 1 (100) 0
DKYHT 1 (100) 0 0 0 0
Undiferansiye

1(14.3) 6 (85.7) 0 0 6 (85.7)
KYHT
Toplam 21 (38.8) 33(61.2) 3(5.6) 11 (20.4) 19 (35.2)
ES/PNET AILESI

Incelenen 24 olgunun 14 tanesi (%58,3) kadm, 10 tanesi (%42,7) erkekti. Hastalarin
ortalama yaglar1 15,22+6,78 yil (2-29 yil) idi. Tiimor boyutu 4-15 cm. arasinda olup ortalama
7.9743.86 cm idi. Hastalarin ortalama takip siireleri 29.3+25.9 ay (1-81 ay) idi. Tiimorlerin en
sik intrakranial bolgede (11 vaka, %47.8) yerlestikleri, sonra sirasi ile ekstremite (5 vaka,
%21.7), abdomen (3 vaka, %13), bas-boyun (2 vaka, 8.7), toraks (1 vaka, %4.3) ve vertebrada
(1 vaka, %4.3) lokalize olduklar saptandi.

Tiimorler, dar sitoplazmali, irregiiler niikleer kontur bulunduran hiperkromatik
niikleslu ve belirsiz niikleollii hiicre tabakalarindan olusuyordu (Resim-I). Bazi vakalarda
yaygin nekroz alanlar1 ve damarlar cevresinde viabl timor hiicreleri izlendi. Ayrica bazi
vakalarda Homer-Wright rozetleri ve Flexner-Wintersteiner rozetleri goriildii. 1 vakada
timor hiicreleri arasinda osteoid benzeri eozinofilik amorf materyal izlendi. Bu vakada

uygulanan trikrom boyasi ile bunun kollajen degil interselliiler fibrinoid materyal oldugu

saptandi (Resim-II).
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Resim-I: ES/PNET. Dar sitoplazmali, hiperkromatik niikeluslu hiicrelerden olusan

tiimor (Hematoksilen-eozin x 200)

i G
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Resim-II: A ve B, Kiiciik hiicreli osteosarkom benzeri ES/PNET. A, Tiimor hiicreleri
arasinda osteoid benzeri eozinofilik amorf materyal (Hemotoksilen-eozin x 200). B, Trikrom

boyasi ile boyanmayan interselliiler fibrinoid materyal (Trikrom x 200).

Immiinhistokimyasal olarak CD-99 19 vakaya uygulandi. 12 vakada (%63.2) diffiiz

membranéz boyanma saptanirken 7 vakada (%36.8) boyanmanin olmadigi gozlendi.
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Boyanma olmayan bu vakalardan 6 tanesinin intrakranial yerlesimli , 1 tanesinin ekstremite
yerlesimli oldugu dikkati cekti. Intrakranial lokalizasyonlu bu santral PNET’ler ile diger
bolgelerdeki ES/PNET’lerin CD-99 immiinreaktiviteleri arasinda anlamli iligki oldugu
saptandi (p=0.02). Bu iki grup arasinda hastaligin gidisi a¢isindan anlamh bir fark
saptanmadi.

Olgularin 23 tanesine immiinhistokimyasal olarak C-kit uygulandi. 12 olguda (%52.2)
ekspresyon saptanmazken 11 olguda (%49,8) C-kit ekspresyonu goriildii. Bu olgularda 1
tanesinde (%4.3) derece-I, 5 tanesinde (%21.7) derece-II ve 5 tanesinde (%21.7) derece-III
diizeyinde boyanma gozlendi (Resim-III). Klinikopatolojik 6zellikler (cinsiyet, lokalizasyon,
timor boyutu ve hastalifin gidisi) ile olgulardaki C-kit ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir fark gozlenmedi (Tablo-VII).

Resim-III: ES/PNET’te immiinhistokimyasal olarak C-kit boyas1 ile timor

hiicrelerinde sitoplazmik boyanma (C-kit x 400)
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Tablo-VII: ES/PNET olgularinda klinikopatolojik dzellikler ile C-kit ekspresyonlarinin iliskisi

Olgu sayist (%) | Negatif (%) | Porzitif (%) | p degeri
Cinsiyet
Kadin 14 (60.9) 8(57.1) 6 (42.9) 0.784
Erkek 9(39.1) 4 (44.4) 5(55.6)
Lokalizasyon
Abdomen 3(13.6) 2 (66.7) 1(33.3)
Ekstremite 5(22.7) 2 (40) 3 (60)
Intrakranial 11 (50) 7 (63.6) 4 (36.4) 0.593
Bas-boyun 14.5) 0 1 (100)
Toraks 1(4.5) 1 (100) 0
Vertebra 1(4.5) 0 1 (100)
Tiimor boyutu
<5cm. 2 (16.7) 2 (100) 0 0.336
>5cm. 10 (83.7) 6 (60) 4 (40)
Hastaligin gidisi
HNE 3(221.4) 1(33.3) 2 (66.7)
Remisyon 4 (28.6) 3(75) 1 (25) 0.231
Niiks 2 (14.3) 1(50) 1 (50) ’
Metastaz 2 (14.3) 1(50) 1 (50)
Rezidii 3(21.4) 3 (100) 0

20 olguda FISH yontemi ile EWS/FLII translokasyonu bakildi. Bunlarin 13 tanesinde
(%65) EWS/FLII translokasyonu saptanirken 6 tanesinde (%30) mevcut degildi (Resim-IV).
Asit takip sonras1 incelenen bir vakada probe calismadi. ES/PNET olgularinda
klinikopatolojik  ozellikler ile EWS/FLI1 translokasyonlarmin iligkisi Tablo-VIII’da
gosterilmektedir. Buna goére EWS/FLI1 translokasyonu ile hastalarin cinsiyetleri, timor
lokalizasyonlari, tiimor boyutlar1, C-kit ekspresyonlar1 ve hastaliin gidisi arasinda anlamli bir
iliski saptanmadi. FISH yontemi ile EWS/FLII translokasyonu degerlendirilen olgulardan 11
tanesi intrakranial bodlgeden kaynaklanmakta iken 1 tanesi primer tiimor lokalizasyonu
bobrekte olup beyin metastazi bulunan olgu idi. Bu toplam 12 olgudan beyin metastazi
bulunan olgu ve primer santral sinir sistemi yerlesimli 6 olguda translokasyon saptanirken
kalan 5 olguda translokasyon goriilmedi. Santral yerlesimli ES/PNET’ler ve periferik
ES/PNET’lerde EWS/FLI1 translokasyonlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulundu (p=0.044).
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Resim-IV: ES/PNET te FISH yontemi ile LSI® EWSR1 (22q12) Dual Color, Break

Apart Rearrangement Probe’u kullanarak saptanan EWS/FLII translokasyonu

Olgulardan 9 tanesinde FISH yontemi ile PTEN delesyonu degerlendirildi ve vakalarin
hicbirinde delesyon saptanmadi.
Tablo-VIII: ES/PNET Olgularinda Klinikopatolojik Ozellikler ile EWS/FLI1

Translokasyonunun iliskisi

Olgu sayisi (%) | Negatif (%) | Pozitif (%) | pdegeri
Cinsiyet
Kadin 13 (65) 4 (30.8) 9(69.2) 0.523
Erkek 7 (35) 2 (28.6) 4(57.1)
Lokalizasyon
Abdomen 2 (10) 0 2 (100)
Ekstremite 4 (20) 0 3(75)
Intrakranial 11 (55) 5(45.5) 6 (54.5) 0.492
Bas-boyun 1(5) 0 1 (100)
Toraks 1(5) 1 (100) 0
Vertebra 1(5) 0 1 (100)
Tiimor boyutu
<5cm. 2(15.4) 0 2 (100) 0.584
>5cm. 11 (84.6) 4 (36.4) 7 (63.6)
Hastaligin gidisi
HNE 3(21.4) 2 (66.7) 1(33.3)
Remisyon 4 (28.6) 2 (50) 2 (50) 0.605
Niiks 2(14.3) 0 2 (100) ’
Metastaz 2(14.3) 0 2 (100)
Rezidii 2 (14.3) 2 (100) 0
C-kit 10 (50) 4 (66.7) 6 (46.2)
Negatif 10 (50) 2(33.3) 5(43.8) 0.366
Pozitif 1(5) 0 1(7.7) ’
Derece-1 5(25) 1(16.7) 3(23.1)
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Derece-11 4 (20) 1(16.7) 3(23.1)
Derece-II1

RABDOMYOSARKOM

Incelenen 12 olgunun 7 tanesi (%58,3) kadin, 5 tanesi (%42,7) erkekti. Hastalarin
ortalama yaslann 21.09+22.44 yil (2-79 yil) idi. Tiimor boyutu 2.8-8 cm. arasinda olup
ortalama 5.45+1.61 cm idi. Hastalarin ortalama takip siireleri 35.8+£24.4 ay (6-74ay) idi.

Olgulardan 6 tanesi alveolar tip, 4 tanesi embriyonel tip, 1 tanesi igsi hiicreli tip ve 1
tanesi de pleomorfik tip rabdomyosarkom olarak tan1 aldi. ERMS vakalariin kesitlerinde yer
yer hiperselliiler, yer yer hiposelliiler alanlarin bulundugu, arada miksoid matriksin yer aldigi,
oryantasyonlar1 bozulmus, kiigiik, hiperkromatik, yuvarlak veya igsi sekilli undiferansiye
hiicreler ve rabdomyoblastlardan olusan tiimoral lezyon izlendi. ARMS’lar fibrokollajenoz
septa ile ayrilmis alveolar bir yap1 gosteriyorlardi. Bu yapinin merkezinde kohezyonunu
kaybetmis minimal primitif kas diferansiasyonu gosteren dar sitoplazmali, hiperkromatik
hiicreler yer yer hiicre adalar1 olusturuyorlardi. Alveollerin periferindeki hiicreler fibréz septa
lizerinde tek sirali olarak dizili idiler (Resim-V). igsi hiicreli RMS vakasinin histolojik olarak
dens dizilen, girdap veya fasikiiller olusturan igsi hiicrelerden olustugu izlendi. Pleomorfik
RMS vakasi ise koyu eozinofilik sitoplazmali, hiperkromatik niikleuslu, pleomorfik
hiicrelerden olusuyordu.

Tiim olgular g6z 6niine alindiginda en sik yerlesim bolgesi bas-boyun (%58.3) olarak
saptandi. Rabdomyosarkom alt tiplerinin lokalizasyonlarma gore dagilimi Tablo-IX’de

gosterilmektedir.
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Resim-V: Alveolar rabdomyosarkom. Fibrokollajen6z septa ile ayrilmig alveolar

pattern gosteren yer yer kohezyonunu kaybetmis hiicre adalar1 ve bu alveollerin periferinde

fibroz septa iizerinde tek sirali olarak dizilen tiimoral hiicreler (Hemotoksilen-eozin x 200)

Tablo-IX: Rabdomyosarkom alt tiplerinin lokalizasyonlarina gére dagilimi

Rabdomyosarkom Bag-boyun Toraks Pelvis Ekstremite Genitotiriner
alt tipi n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Alveolar RMS 3 (50) 1(16.7) 1(16.7) 1(16.7) 0
Embriyonel RMS 3(75) 1(25) 0 0 0
Igsi hiicreli RMS 0 0 0 0 1 (100)
Pleomorfik RMS 1 (100) 0 0 0 0
Toplam 7 (58.3) 2 (16.7) 1(8.3) 1(8.3) 1(8.3)

Toplam 12 olgunun 7 tanesinin klinik izlem verilerine ulasildi. Buna gore 1 olgunun

hastalik nedeniyle 6ldiigii, 1 hastada metastaz gelistigi ve 5 hastanin remisyonda takip edildigi
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goriildii. Ayrica hastalik nedeniyle 6len hastanin alveolar RMS, metastaz gelisen hastanin ise
pleomorfik tipte RMS oldugu tespit edildi ve tiimor tipleri ile hastaligin gidisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptandi (p=0.029). Tiimér lokalizasyonu ve boyutu ile
hastaligin gidisi arasinda iliski goriilmedi.

Tiim olgularda C-kit ekspresyonlar1 degerlendirildi ve 5 olguda (%41.6) ekspresyonun
olmadig, 7 olguda (%58.4) ekspresyonun bulundugu, bunlardan da 1 tanesinde (%8.3) C-kit
ekspresyonunun derece-I, 2 tanesinde (%16.7) derece-1I ve 4 tanesinde (%33.3) derece-III
diizeyinde oldugu izlendi. Tiim vakalarda sitoplazmik boyanma saptandi (Resim-VI).

Resim-VI: Embriyonel rabdomyosarkomda immiinhistokimyasal olarak C-kit boyasi

ile tiimor hiicrelerinde sitoplazmik boyanma (C-kit x 400)
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6 tane ARMS olgusunda FISH yontemi ile N-myc amplifikasyonu degerlendirildi ve
hi¢birinde amplifikasyonun olmadigi saptandi.
FISH yontemi ile PTEN delesyonu degerlendirilen 8 olgunun hig¢birinde delesyon

saptanmadi.
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NOROBLASTOM

Incelenen 10 olgunun 6 tanesi (%60) kadin, 4 tanesi (%40) erkekti. Hastalarin
ortalama yaslar1 2,69+4,16 yil (1-7 yil) idi. Tiimor boyutu 5.5-12cm. arasinda olup ortalama
7.31£3.23 cm idi. Hastalarin ortalama takip siireleri 27.7+31.1 ay (0-102 ay) idi.

Tiimor kesitlerinde yer yer nodiiler biiyiime patterni gosteren, arada norofibriler bir
zeminin bulundugu, dar sitoplazmali, hiperkromatik niikleslu hiicreler ve merkezindeki
norofibriler materyal cevresinde tiimor hiicrelerinin dizilmesi ile olusan rozet formasyonlar
izlendi (Resim-VII).

Resim-VII: Noroblastom. Norofibriler zeminde yer yer rozet formasyonlart olusturan
dar sitoplazmali, hiperomatik niikleuslu hiicrelerden olusan tiimor (Hemotoksilen-eozin x

200)

Olgulardan 6 tanesi (%60) adrenal gland, 2 tanesi (%20) pelvis, 1 tanesi (%10) bas-

boyun bolgesi ve 1 tanesi (%10) vertebrada lokalize idi. Tiimor lokalizasyonu ile N-myc
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amplifikasyonu, C-kit boyanma derecesi ve patterni, hastaligin gidisi arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark saptanmada.

Klinik izlemlerine ulasilan 8 hastadan 4 tanesinin (%40) hastalik nedeniyle 6ldiigii, 2
tanesinin (%?20) remisyonda oldugu, 1 tanesinde (%10) metastaz gelistigi ve 1 tanesinin
(%10) operasyon sonrasi hemen 0ldiigii gozlendi. Ayrica 7 olgunun evresine ulasilabildi ve
tiimiiniin ileri evre (Evre III ve IV) olduklar1 saptandi.

9 olguya immiinhistokimyasal olarak C-kit uygulandi ve 1 olguda (%11.1) ekspresyon
saptanmazken 8 olguda (%88.9) C-kit ekspresyonu gozlendi. 1 hastada (%11.1)
sitplazmik+memban6éz boyanma saptanirken diger tiim vakalarda sadece sitoplazmik
boyanma goriildii (Resim-VIII). NB’lu hastalarda C-kit ekspreyonu ile hastalifin gidisi,
hastalarin yaslari, cinsiyet ve tiimor lokalizasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (Tablo-X).

Resim-VIII: Noroblastomda immiinhistokimyasal olarak C-kit boyasi ile tiimor

hiicrelerinde sitoplazmik pozitiflik (C-kit x 400)




Olgularin

timiine N-myc
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amplifikasyonu degerlendirildi.

3 olguda (%30)

amlifikasyon saptanmazken 4 olguda (%40) N-myc amlifikasyonu (Resim-IX), 3 olguda

(%30) da N-myc overamplifikasyonu (Resim-X) goriildii. N-myc amlifikasyonu ve

overamplifikasyonu bulunan olgularda hastaligin gidisleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklihik olmadigi saptandi. Ayrica bu hastalarla yas, cinsiyet ve tiimor lokalizasyonlar

arasinda da iligski olmadig izlendi (Tablo-X).

Tablo-X: Noroblastom olgularinin klinikopatolojik 6zellikleri ile C-kit ekspresyon ve

N-myc amplifikasyonlar arasindaki iligki

N-myc amplifikasyonu C-kit ekspresyonu
Soai/%; Negatif Pozitif p degeri Soai/%; Negatif Pozitif p defferi
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Cinsiyet
Kadin 4 (40) 1(25) 3(75) 0.691 3(33.3) 0 3 (100) 0.667
Erkek 6 (60) 2(33.3) | 4(66.7) 6 (66.7) 1(16.7) | 5(83.3)
Yas
<1 yas 5(50) 1(20) 4 (80) 0.741 4 (44.5) 1(25) 3 (75)
<1 yas 5 (50) 2 (40) 3 (60) 5 (55.6) 0 5 (100) 0,261
Lokalizasyon
Adrenal 6 (60) 1(16.7) | 5(83.3) 6 (66.7) 1(16.7) | 5(83.3)
Pelvis 2 (20) 0 2 (100) 1(11.1) 0 1 (100)
Bag-boyun 1 (10) 1 (100) 0 0.492 1(11.1) 0 1 (100) 0.856
Vertebra 1 (10) 1 (100) 0 1(11.1) 0 1 (100)
Hastaligin gidisi 4 (40) 3 (75) 1(25) 4 (44.5) 0 4 (100)
HNE 2 (20) 0 2 (100) 2(22.2) 0 2 (100)
Remisyon 1 (10) 0 1 (100) 0,349 1(11.1) 0 1 (100) 0,035
Metastaz 1 (10) 0 0 1(11.1) 0 1 (100)
Lezyon (+) 1 (10) 0 1 (100) 1(11.1) 1 (100) 0
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Resim-IX: Noroblastomda FISH yontemi ile LSI N-MYC (2p24.1) Spectrum

Orange™ Probe’u kullanarak saptanan N-myc amplifikasyonu

Resim: X: Noroblastomda FISH yontemi ile LSI N-MYC (2p24.1) Spectrum

Orange™ Probe’u kullanarak saptanan N-myc overamplifikasyonu

7 olguda FISH yontemi ile PTEN delesyonu degerlendirildi ve hi¢birinde delesyon

saptanmadi.
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OLFAKTOR NOROBLASTOM

Incelenen 2 olgudan 1’i nazal kavitede 7 cm. boyutunda, cevre dokulara invazyonu
bulunan 18 yasinda kadin hasta, digeri ise olfaktdr néroblastom nedeniyle 4 kez opere olan ve
lomber 5 hizasina metastazi bulunan 30 yasinda erkek hasta idi.

Ik lezyonun Kkesitlerinde; fibrotik bir zeminde adalar tarzinda biiyiime patterni
gosteren ve yer yer rozet formasyonlart olusturan dar sitoplazmali, hiperkromatik niikleuslu
kiiciik-orta boyuttaki hiicrelerden olusan tiimoral lezyon izlendi . Immiinhistokimyasal olarak
tiimor hiicrelerinde sinaptofizin ve NSE ile pozitiflik goriildii. Bu hiicreler vimentin, CD-99
ve myogenin ile negatif idi. Ama vimentin ile zemin ve rozetlerin merkezindeki noropilde ve
yer yer adalar icindeki sustentakiier benzeri hiicrelerde pozitiflik dikkati ¢ekti. Orta derecede
(derece-II) ve sitoplazmik C-kit ekspresyonu mevcuttu (Resim-XI). FISH yontemi ile N-myc
amplifikasyonu ve PTEN delesyonunun bulunmadigi saptandi.

Resim-XI: Olfaktér noroblastomda immiinhistokimyasal olarak C-kit ile timor
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Ikinci olgunun metastatik kitlesinin kesitlerinde; uniform goriiniimde, tabakalar
halinde gelisim patternine sahip, kiiciik niikleus, dar sitoplazma ve belirsiz niikleol
bulunduran tiimor hiicreleri izlendi. Tiimor hiicreleri CD-99, fokal S-100 ve seyrek vimentin
pozitif olup sinaptofizin, kromogranin, NSE, NF, PGP-9.5, MSA, myogenin, LCA, TDT ve
CK negatifti. Olguda C-kit ekspresyonu saptanmadi. FISH yontemi ile N-myc amplifikasyonu

ve PTEN delesyonu goriilmedi.

DEZMOPLASTIK KUCUK YUVARLAK HUCRELI TUMOR

13 yasinda kadin hastada intraabdominal bolgede saptandi. Lezyonun kesitlerinde
dezmoplastik bir stromada uniform, dar sitoplazmali, hiperkromatik-kiiciik niikleuslu hiicreler
izlendi (Figiir-XV). Immiinhistokimyasal calismada vimentin, desmin ve EMA ile pozitiflik
saptanirken sinaptofizin, kromogranin, PGP-9.5, NSE, S-100, CD-99, myogenin, Myo-DI,
LCA ve CK ile boyanma goriilmedi.

Immiinhistokimyasal olarak C-kit ekspresyonu goriilmezken FISH yontemi ile
EWS/FLII translokasyonu saptandi (Resim-XII).

Resim-XII: DKYHT de FISH yontemi ile LSI® EWSR1 (22q12) Dual Color, Break

Apart Rearrangement Probe’u kullanarak saptanan EWS/FLII translokasyonu
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POLIFENOTIPIK YUVARLAK HUCRELI TUMOR

48 yasinda kadin hastanin tiimorii sag omuzda lokalize idi. Lezyonun kesitlerinde;
kemik dokuya infiltrasyon gosteren, histolojik olarak polifenotipik goriiniimde tiimoral lezyon
izlendi. Bazi alanlarda immatiir mezenkimal goriinimdeki timor hiicreleri demetler ve
girdaplar olusturuyordu. Yer yer miksoid bir zeminde yildizs1i veya igsi hiicrelerin
olusturdugu alanlarin yam sira yer yer epiteloid ya da gangliomatéz diferansiasyonu
diisiindiiren kiigiik gruplar halinde eozinofilik sitoplazmali epiteloid hiicrelerin olusturdugu
alanlar goriildii. Yaygin hemanjioperisitomatdz pattern, jeografik nekroz ve kanama alanlari
izlendi. immﬁnhistokimyasal olarak tiimor hiicrelerinde vimentin, CD-99, sinaptofizin,
kromogranin, NSE, NF, PGP-9.5, faktor-13a, GFAP ve Leu-7 ile boyama goriildii. S-100,
EMA ve CK negatifti.

Tiimor hiicrelerinde derece-II diizeyinde sitoplazmik C-kit boyanms1 goriildii.

FISH yontemi ile olguda PTEN delesyonunun bulundugu saptandi (Resim-XIII). N-

myc amplifikasyonu mevcut degildi.

Resim-XIII: PYHT de FISH yontemi ile LSI® PTEN (10q23) / CEP® 10 Dual Color

Probe’u kullanarak saptanan PTEN delesyonu
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UNDIFERANSIYE KUCUK YUVARLAK HUCRELI TUMORLER

Bu grupta bulunan 7 olgun 6 tanesinde C-kit ekspresyon diizeyleri degerlendirildi. 1
olguda (%16.7) boyanma saptanmazken 5 olguda (%83.3) kuvvetli boyanma goriildii. 1
hastada sitoplazmik+membranoz, 5 olguda sadece sitoplazmik boyanma izlendi.

Tablo-XI: KYMHT’lerde C-kit ekspresyon diizeyi ve patterni, EWS/FLI1

translokasyon, N-myc amplifikasyon ve PTEN delesyon durumlari

Vaka Tam C-kit EWS/FLI1 N-myc PTEN
1 ES/PNET )
2 ES/PNET )
3 ES/PNET Derece-11I, S+M 25/200 he.
4 ES/PNET Derece-11, S )
5 ES/PNET Derece-1II, S )
6 ES/PNET Derece-I1, S 20/200 hc.
7 ES/PNET Derece-11, S Calismad:
8 ES/PNET (O] - (O]
9 ES/PNET Derece-1, S 25/200 hce.
10 ES/PNET )
11 ES/PNET ) N
12 ES/PNET ) 31/200 he. )
13 ES/PNET ) 27/200 hc.
14 ES/PNET ) 180/200 he. )
15 ES/PNET Derece-1I, S+M 80/200 hc.
16 ES/PNET Derece-1II, S+M 180/200 he. )
17 ES/PNET Derece-11I, S+M 160/200 hc. )
18 ES/PNET ) 21/200 he.
19 ES/PNET Derece-III, S
20 ES/PNET ) )
21 ES/PNET Derece-1I, S+M 60/200 hc. )
22 ES/PNET ©) ¢) )
23 ES/PNET ) 190/200 he. )
24 ES/PNET ) 2007200 he. )
25 NB ) Amplifikasyon (ort 3 hc.)
26 NB Derece-1I1, S Overamplifikasyon
27 NB Derece-I11, S (-) (-)
28 NB Derece-11, S Overamplifikasyon )
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Vaka Tam C-kit EWS/FLI1 N-myc PTEN
29 NB () Amplifikasyon (ort 3 hc.) (-)
30 NB Derece-III, S Amplifikasyon (ort 5 hc.) (-)
31 NB Derece-TI1, S ) O]
32 ONB Derece-11, S ) )
33 NB Derece-II1, S )

34 NB Derece-II, S+M Amplifikasyon (ort 6 hc.) (-)
35 NB Derece-1, S Overamplifikasyon )
36 ARMS ) )

37 ARMS Derece-I11, S (-)

38 ARMS Derece-11, S ) )
39 ARMS Derece-1II, S ) )
40 PIRMS Derece-11, S (-)
41 ERMS Derece-III, S (-)
42 ARMS Derece-II, S (-)

43 ERMS “) O]
44 [HRMS ) ©)
45 ARMS Derece-1, S (-) (-)
46 ERMS -) )
47 ERMS )

48 UKYMHT Derece-1II, S

49 UKYMHT Derece-III, S

50 UKYMHT ©

51 UKYMHT Derece-1II, S

52 UKYMHT | Derece-1II, S+M

53 ONB )

54 PYHT Derece-11, S (-) Delesyon
55 DKYHT ) ) Q)
56 UKYMHT Derece-1II, S

57 UKYMHT

ES/PNET: Ewing sarkom/primitif noroektodermal tiimor, NB: Noroblastom, ONB: Olfaktor néroblastom, ARMS: Alveolar
rabdomyosarkom, ERMS: Embryonel rabdomyosarkom, THRMS: Igsi hiicreli rabdomyosarkom, PIRMS: Plemorfik rabdomyosarkom,
PYHT: Polifenotipik yuvarlak hiicreli timor, DKYHT: Dezmoplastik kii¢iik yuvarlak hiicreli timor

* S+M: Sitoplazmik+membranoz, S: Sitoplazmik
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TARTISMA

Yumusak doku tiimérlerinin ilk tanimlandigi donemlerde o6zellikle cocukluk caginda
goriilen birka¢ tiimor tipi histolojik goriiniimleri gdz Oniine alinarak malign yuvarlak hiicreli
neoplazmlar icinde gruplandirilmistir. Klinik, laboratuar ve radyolojik bulgulart benzerlik
gosteren bu tiimorlerde ayirici tami i¢in; rabdomyosarkomlarda sitoplazmik ¢apraz-striasyonlar
veya noroblastomlarda norofibriler zemin ve rozet varligi gibi histolojik parametreler
kullanilmistir. Daha sonra tamisal elektron mikroskobisinin  kullanilmasi ile bu siniflama
genislemis, undiferansiye NB gibi tiimorler tamimlanabilmistir. Immiinhistokimyanin da
gelismesi ile ES/PNET ve DKYHT gibi farkli ve daha nadir goriilen tiimorler taninmis, en
sonunda genetik analizin de ilerlemesi ile yuvarlak hiicreli tiimorlerde son sema olusturulmustur
(87).

Literatiirde “kiigiik yuvarlak mavi hiicre” fenotipine sahip, spesifik molekiiler
degisiklikler — gosteren, sik goriilen embriyonel pediatrik tiimorlerin  tanisinda
immiinhistokimyasal marker panelinin kullanilabilecegi belirtilmektedir. KYMHT lerin sik

kullanilan immiinhistokimyasal 6zellikleri Tablo-XII gosterilmektedir (106).

Tablo-XII: KYMHT’lerde immiinhistokimyasal profili

Vimentin | CD- | NSE | NF | S- NB- | Myogenin/ | Desmin | LCA | CK
99 100 | 84 Myo-D1
ES + + +/- - - +/- - - - -
PNET + + + + +- | +- - - - -
RMS + +/- +/- +- |- +/- + + - -
NB + - + + +- |+ - - - -
DKYHT + +/- + + - +/- - + - +
Lenfoma +/- +/- - - - - - - + _
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ES/PNET’TE IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR:

- CD99: HBA-71 antijen, O-13, p30/32MIC2 veya MIC2 gene iiriinii olarak da bilinir ve X-Y
seks kromozomlarinda lokalize psddootozomal genin kodladigi 30-32 kDa’luk bir ylizey
glikoproteinidir (83). ES/PNET’lerin yaklasik %90’1nda pozitif olan bu markerin baslangicta
cok spesifik oldugu diisiiniilmiis daha sonra ayirici tamidaki diger tiim yuvarlak hiicreli
tiimorlerde de goriilebildigi saptanmistir. Ayrica daha bircok neoplastik ve normal dokuda da
pozitifligi  gosterilmistir  (Tablo-XIII). CD-99’un fonksiyonel rolii tam olarak
anlagilamamistir. Monoklonal anti-CD-99 antikorlarinin apopitozisi indiikledigi, biiyiimeyi
inhibe ettigi ve ES/PNET’de kemoterapotik ajanlarin sensitivitesini arttirdigi bulunmustur
(17, 47, 49, 56, 99, 119). Bizim calismamizda CD-99 pozitifligi ES/PNET’te %63.2
oraninda saptanmis olup 1 polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimér, 2 undiferansiye kiigiik
yuvarlak mavi hiicreli timor ve 2 rabdomyosarkom vakasinda da CD-99 pozitifligi gézlenmis
ve hicbir nodroblastom vakasinda boyanma goriilmemistir. Literatiirle benzer bu bulgular
sonucunda CD-99 pozitifliginin ES/PNET ailesi icin yiiksek oranda sensitif oldugu ama
spesifikliginin bulunmadigi ve immiinhistokimyasal panelin bir pargasi olarak kullanilmasi
gerektigi diistintilmiistiir.

Literatiirde en az %80 olarak belirtilen CD-99 pozitifligi bizim calismamizda %63.2
oraninda bulunmustur. Bunun sebebinin; ES/PNET c¢alisma grubumuzun biiyiik
cogunlugunun (%55) intrakranial yerlesimli olmasi ve bu lokalizasyonda ES/PNET te CD-99
negatifliginin sik goriilmesi oldugu diisiiniilmiistiir. Literatiirde nadir olarak goriilen beyin ve
sinir sisteminde lokalize olan ES/PNET santral veya periferal olarak ikiye ayrilir (71). Santral
PNET ilk defa 1999 yilinda Jay ve arkadaslar tarafindan rapor edilmistir (93). Her iki grup
timor mikroskop altinda aymi goriinse de klinik-biyolojik davranislart ve tedavi

protokollerinin farkli olmasi nedeniyle ayirimlari yapilmahdir. t(11;22) translokasyonu ve
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CD-99 porzitifliginin genellikle santral PNET lerde bulunmamasi ve dura mater-komsu kemik
yapilara invazyon goéstermemesi nedeniyle tiimoriin beyin-kafatas1 kemikleri ile iliskisi santral
PNET ile periferal PNET’i ayirmada yardimci olabilmektedir (27, 47, 71). Bizim
calismamizda intrakranial yerlesimli 11 olguda bagka bir yerde tiimor olmaksizin lezyonlarin
primer olduklari, kafatas1 kemikleri ile iligkisiz, intraparankimal yerlestikleri goriilmiis ve bu
olgular santral PNET olarak kabul edilmislerdir. %85.7 oraninda CD-99 negatif olduklar
saptanmistir. Ayrica primer bobrek lokalizasyonunda tiimorii bulunan 1 vakada beyine
intraparankimal metastaz goriilmiis ve bu olguda CD-99’un pozitif oldugu gozlenmistir.
Santral/periferal PNET ler ile CD-99 immiinreaktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmus (p=0.02), intraparankimal yerlesimli ES/PNET’lerde bu ayirimin
yapilabilmesi i¢in radyolojik bulgulara ek olarak CD-99 negatifliginin kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir.

Tablo-XIII: Normal ve Neoplastik dokulardaki CD-99 immiinreaktivitesi ile kiiciik

yuvarlak mavi hiicreli tiimorlerde CD-99 immiinreaktivite sikligi

Normal dokular Neoplastik dokular Siklig1 (%)
Lenfositlerin bir kismi1 ES/PNET 95
Kolumnar epitelin bir kism1 T-hiicreli lenfoblastik lenfoma 92
Pankreatik adalar Az diferansiye sinovial sarkom 50
Renal toplayic1 kanallar ve | Kiigiik hiicreli osteosarkom 23
distal tiibiiller RMS 21
Urotelyum DKYHT 16
Vajinal skuamoz epitel Kiigiik hiicreli karsinom 9
Sertoli hiicreleri Merkel hiicreli karsinom 9
Granuloza hiicreleri Noroblastom 0
Fibroblastlar (degisken) Leiomyosarkoma
Endotelyum (degisken) Malign fibroz histiositom

Kondrosarkoma

Fibrosarkoma

Timoma

Schwannom

Astrositom

Noroendokrin tiimorler

Mesane tiimorleri

Ozofageal karsinomlar
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Glioblastom
Ependimom

Wilm’s timorii

Uterin stromal sarkom

- ES/PNET ailesinde NSE, NF, CD-56, Leu-7, S-100, Sinaptofizin, kromogranin, PGP 9.5

gibi noral markerlar cesitli derecelerde pozitif olabilmektedir. PNET lerde noral marker

pozitifligi ES’lardan daha fazla olmakla birlikte ES’larda da pozitiflik goriilebilmektedir (40,
124). Bizim calaismamizda ES/PNET tanis1 alan 19 olguya uygulanan immiinhistokimyasal

calismalarda 11 olguda en az bir noral marker pozitif bulunmustur.

RABDOMYOSARKOM’DA IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR:

- Sitoplazmik filamentler (desmin ve MSA):

Desmin; RMS tamis1 i¢in olduk¢a sensitif bir markerdir ama spesifik degildir.

Leiomyosarkom, noroblastoma, DKYHT, alveolar soft part sarkom, inflamatuar
myofibroblastik tiimor, anjiomatoid fibroz histiositom, blastemal komponent pozitif Willm’s
tiimorii, malign mezotelyoma, schwannoma, PNET gibi pek cok tiimorde pozitif olabilir.
Ozellikle frozen dokularda sensitif bir markerdir ama formalin fiske dokuda bu sensitivitesini
kaybeder. RMS’da negatifligi nadirdir. Morotti ve ark ileri derecede undiferansiye tiimorlerde
desminin negatif olabilecegini ileri siirmiislerdir (77, 121, 124). Bizim c¢alismamizda
immiinhistokimyasal olarak 8 olguya desmin uygulanmis ve 6 tanesinde pozitif saptanmustir.

MSA ise rabdomyosarkom icin sensitif bir marker olmakla birlikte bu tlimoriin
leiomyosarkomdan aymrimi i¢in faydali degildir. Morotti ve ark yaptiklar1 calismalarinda

MSA’nin RMS tanist ve ekartasyonu icin sensitivite ve spesifitesinin diisiik oldugunu rapor
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etmislerdir (77, 124). Bizim c¢aligmamizda immiinhistokimyasal olarak 7 olguya MSA
uygulanmis ve 6 tanesinde pozitif saptanmustir.

- Oksidatif proteinler (myoglobin): Embryonik myogeneziste desminden daha sonra ekspresse

edilir ve daha biiyiikk, abondan sitoplazmali, elektron mikroskobik olarak myogenezisin
saptanabildigi myoblastlarda pozitiftir. RMS’larda %29 oraninda ekspresse edilir (77, 89,
121). Bizim c¢alismamizda immiinhistokimyasal olarak sadece 1 olguya myolglobin
uygulanmis ve negatif saptanmistir.

- Mpyogenin, myoD-1: Myojenik diferansiasyon yolu; mezodermal prekiirsorlerin

myoblastlara doniismesi, myoblastlarin myotiiblere farklilagmasi ve son olarak myotiiblerin
iskelet kas1 myofibrillerine doniismesi seklinde 6zetlenebilir. Myogenik regiilatuar proteinler
(MyoD1, myogenin, MRF4 ve myf-5) desmin, aktin miyozin gibi yapisal proteinler ile
karsilastirildiklarinda normal ¢izgili kas diferansiasyonunun daha erken fazinda (myoDlI
myoblastlarin diferansiasyonu dncesinde, myogenin ise diferansiasyonu sonrasinda) ekspresse
edilirler ve digerlerinden daha primitif hiicreleri boyarlar (77, 85, 121). Dolayisiyla her ikisi
de myogenezisin erken fazlarinda boyanirlar (77). Myogenin ve myoDI1 ekspresyonu
RMS’larda %91 oraninda bulunur. Bu ikisinin ekspresyon oranlar arasinda onemli derecede
fark yoktur ama myogeninin MyoD1 {izerine bazi avantajlar1 vardir. MyoD1, normal doku,
NB ve ES/PNET’in bir kisminda sitoplazmik ve graniiler pozitif olabilir. Myogeninin boyle
yalanci pozitif sitoplazmik boyanmasi yoktur ve sadece fetal cizgili kas dokusunda, RMS’da
ve rabdomyojenik diferansiasyon goOsteren malign tiimorlerde, niikleer boyanir (121).
Myogenin, sadece RMS’u diger KYMHT lerden ayiran bir marker degil, ayn1 zamanda
ERMS ile ARMS’un da ayiriminda kullanilabilen bir markerdir (24). Morotti ve ark 956
vakalik calismalarinda ARMS’da %50-100 oraninda, kuvvetli ve homojen, ERMS’da ise daha

az, daha zayif ve sacilmig goriinimdeki hiicrelerde myogenin pozitifligi oldugunu
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bulmuglardir (77). Bunun nedeni ARMS’un myogenin pozitif progenitér hiicrelerden
kaynaklanirken ERMS’1n myogenin ekspresyonu oncesi myogeneziste bloke olan hiicrelerden
kaynaklanmasidir. ERMS’da myogenin pozitif hiicrelerin bulunmasi ise c¢evreyle iliskili
fenotipik varyasyona baghidir. ARMS kotii prognoz ile iliskili oldugu i¢in myogeninin
kuvvetli ekspresyonu RMS’larda kotii prognozun bir marker: gibi kullanilabilir. Ayrica
PAX3-7/FKHR tramslokasyonu ile myogenin ekspresyonu arasinda kuvvetli bir iliski oldugu
saptanmistir. Myo-D1 hem ARMS hem de ERMS’da ekspresse edildigi i¢cin bu ikisini
ayiriminda kullanilmaz (24).

Nonneoplastik dokularda da (reaktif lenf nodu gibi) benign niikleuslarda niikleer
myogenin ve myoD-1 pozitifligi olabilecegi, bu hiicrelerin orjininin ¢ok agik olmadigi,
myojenik potansiyeli olan basit nonneoplastik hiicreleri yansitabilecegi belirtilmektedir.
Ayrica rabdomyoblastik komponenti bulunan ploropulmoner blastom, germ hiicreli timér ve
postkemoterapotik doku, iilser yatag: gibi dokulardaki reaktif myositlerde (nekrotizan fasiitis
vb.) de hem myogenin hem de myoD1 ile pozitiflik olabilmektedir (77). Bizim ¢alismamizda
immiinhistokimyasal olarak 8 olguya myogenin uygulanmis ve 6 tanesinde pozitif
saptanmistir. Myo-D1 ise 3 olguya uygulanmais, tiimiinde pozitif bulunmustur.

Bizim caligmamizda genel olarak 12 RMS olgusunun 9 tanesinde MSA, desmin,
myogenin veya myoD-1 ile pozitiflik saptanmis olup kalan 3 olguda koyu eozinofilik
sitoplazmal1  karakteristik rabdomyoblastlar goriilmiis ve rabdomyosarkom tanisi

dogrulanmaistir.

NOROBLASTOM’DA IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR:

- Noroendokrin antijenler: Tiim noroblastik tiimorlerde tanimlanmakla birlikte genel olarak

bunlarin yayginligi ve kuvveti diferansiasyon seviyesine gore degisir.
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NSE; NB’da oldukga sensitif ama daha az spesifik bir markerdir. Az diferansiye tiimorlerde
daha az, fokal olmakla birlikte GNB ve GN gibi daha diferansiye tiimorlerde yogunlugu artar.
NF protein, néronal hiicrelerin intermediate filamentlerine o6zgiidiir. NB’larin cogunda
tanimlanmakla birlikte immiinreaktivite biiyiik oranda diferansiasyon derecesi ve fiksasyon
metoduna baglhdir.

S-100 protein bu tiimorlerin ganglionéromatdz kisminda kuvvetle ekspresse edilir. Shimada
ve ark S-100’{in tiimor adalar ¢evresindeki stromada bulunan elonge-spindle hiicrelerde de
baz1 timorlerde pozitif olabilecegini ve bu hiicrelerin diferansiye néromat6z stromayi iireten
prekiirsor hiicreler olabilecegini, S-100 protein varliginin iyi prognostik kriter oldugu rapor
etmislerdir.

NB’un tanisina yardimei diger markerlar PGP-9.5, kromogranin ve sinaptofizindir (124).
Bizim ¢aligmamizda 10 noroblastom olgusunun 9 tanesinde immiinhistokimyasal olarak noral
markerlar uygulanmis ve tiimiinde en az bir néral marker poztif saptanmistir.

Literatiirde bir¢cok ¢alismada CD-99’un ES/PNET’li hastalarin hemen hemen tiimiinde
ve diger yuvarlak hiicreli tiimorlerde diisiik oranda saptanmakla birlikte NB’da bulunmadigi
ve CD-99’un membranéz immiinreaktivitesinin NB tanisim1 ekarte ettirece§i rapor
edilmektedir (47). Bizim ¢alismamizda da NB olgularinin tiimiinde néroendokrin marker
pozitifligi saptanirken hicbir olguda CD-99 pozitifligi goriilmemistir. Ayrica vimentin de tiim
NB olgularinda negatif bulunmus, istatistiksel olarak fark saptanmamasina ragmen literatiirde
boyle bir bilgiye rastlanmamakla birlikte vimentin negatifliginin, biiylik oranda vimentin
immiinreaktivitesi gosteren ES/PNET ten ayirici tanida kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

ONB’DA IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR:

- Noroendokrin antijenler: ONB’da bir veya daha fazla noroendokrin marker

(sinaptofizin(%64-100), kromogranin, NSE (%84-100), NF(%73)) ekspresyonu goriiliir.
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Sinaptofizin ve kromogranin daha ¢ok paraganglioma benzeri tiimorlerde ekspresse edilirken
NF siklikla néroblastoma benzeyen tiimorlerde ekpresse edilir (48. 124).

- Paraganglioma varyantinda periferde lokalize sustentakiiler hiicrelerde S-100 pozitiftir (57).
Paragangliomada S-100 pozitif olan sustentakiiler hiicreler S-100 ve vimentin ile pozitiftir ve
bu ayirici tanilarinda 6nemlidir (124).

- NB benzeri tiimorlerde CK (1/3 vakada) ve EMA gibi epitelyal markerlar negatitken NE-
karsinoma benzer tiimorlerde pozitiftir (48, 57). Bu néroendokrin karsinomun tipik diffiiz
sitokeratin pozitifliginin tersi bir durumdur (124).

- NB benzeri ONB’lar yiiksek proliferasyon indekslerine (%10-50) sahiptirler (57).

Bizim ¢alismamizda nazal kavite lokalizasyonunda tiimorii bulunan 18 yasinda kadin
hastada uygulanan immiinhistokimyasal ¢alismalarda tiimor hiicrelerinde sadece sinaptofizin
ve kromogranin ile boyanma izlenmistir. Vimentin ile blastik hiicrelerde boyanma
goriilmemis olup tiimor adalar cevresindeki sustentakiiler benzeri hiicrelerde ve blastik
hiicreler arasindaki denritik hiicre benzeri hiicrelerde pozitiflik saptanmistir. Olgu sayisindaki
simmirhilik  nedeniyle genelleme yapilamamakta olup literatiirde boyle bir bilgiye
rastlanmamakla birlikte bu boyanma patterninin tanm1 koymada faydali olabilecegi

diisiintilmiistiir.

DKYHT’DE IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR:

- Epiteyal markerlar: Sitokeratin ile %86- 95, EMA ile %93-96 oraninda pozitif boyanma

rapor edilmektedir. Bazen CK sitoplazmik dot-like patterninde boyanir. CK-20 (merkel
hiicreli karsinomda (+)) ve CK 5/6 (malign mezotelyomada (+)) DSRCT’de negatiftir.
Bununla birlikte MOC-31 ve BerEP4’ii de iceren epitelyal markerlar siklikla ekspresse

edilirler (85, 124).
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- Tiimii vimentin ile boyanir. Bu antijen ile boyanan vakalarin %90’1ndan fazlasinda tipik
olarak periniikleer noktasal boyanma patterni vardir.
- Desmin ile noktasal boyanma patternini gosterir.

- Noroendokrin antijenler: DKYHT’lerde en sik NSE ve Leu-7 olmak iizere noral antijenler

saptanir. NSE %82, Leu-7 %49 seklinde rapor edilmistir. Bununla birlikte noroendokrin
diferansiasyonun daha spesifik marekerlar1 olan sinaptofizin ve kromogranin nadiren pozitiftir
(124).

Literatirde DKYHT’lerde %10-20 oraninda keratin, desmin, NSE negatif oldugu
rapor edilmistir (78). Bizim ¢alismamizdaki DKYHT tanist alan olgu, DKYHT lerin tipik
prezentasyonu olan palpabl intraabdominal kitle nedeniyle bagvuran bir hastadir ve
immiinhistokimyasal olarak vimentin , desmin ve EMA ile boyanma saptanmistir. Olgumuzda
noroendokrin markerlardan sinaptofizin, kromogranin, NSE ve PGP-9.5 uygulanmis ve

negatif bulunmustur.

N/ (] N/ 5 N/

Goriildiigii gibi KYMHT lerde immiinhistokimyasal parametrelerden spesifik olarak
tanimlanan cogu markerin daha sonralart bagka pek cok tiimorde de bulunabildigi
saptanmistir. Bazen bu immiinhistokimyasal boyanma patternlerinin cakistiklar1 ya da
vakalarin geleneksel boyanma patternlerini gostermedikleri goriilmiistiir.Literatiir bilgileri ile
birlestirildiginde ¢alismamiz sonucunda 6zellikle sinirh bir panel uygulamanin yanlhishklara
neden olabilecegi, vimentin, desmin, CD99, iki veya daha fazla noroendokrin marker

(sinaptofizin, kromogranin, NSE, NF, Leu-7, veya PGP-9.5), myogenin veya myo-DI,
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sitokeratin, S-100 protein, CD45, TDT, CD-43 ve CD-79a’min bulundugu bir paneli
uygulamanin KYMHT lerin ayirci tanisim1 yapmak icin gerekli oldugu diisiiniilmiistiir.
Literatiirde 151k mikroskobik &zellikler, klinik 6zellikler (yas, tiimoriin lokalizasyonu)
ve immiinhistokimyasal 6zellikler birlestirildiklerinde bile KYMHT lerin ayiric1 tanilarinin
yapilamayabilecegi, bunun i¢in elektron mikroskobisi, sitogenetik ve hatta molekiiler genetik
calismalarin (FISH ve RT-PCR) gerektigi belirtilmektedir (40, 73). Bulgularimizin 1s1ginda

bu yaklagim bi¢imi akilc1 ve dogru goziikmektedir.

ES/PNET’TE MOLEKULER GENETIK

ES/PNET’te olgularin %85-95’inde goriilen t(11;22)(q24;q12) translokasyonu, 2.
siklikta goriilen EWS/ERG t(21;22)(q22;q12) translokasyonu ve diger translokasyonlar olan
EWS-ETV1 t(7;22)(p22;q12), EWS-EIAF t(17;22)(q12;q12) ve EWS-FEV t(2;22)(q33;q12)
translokasyonlar1 sonucu medyana gelen fiizyon transkriptleri hiicre sinyal iletisi, hiicre
proliferasyonu ve biiyiimesi, apoptoz , doku invazyonu ve timor metastazi gibi durumlarla
iliskili genlerin fonksiyonlarim bozarlar (19). Bizim calismamizda ES/PNET’li olgularda
EWS/FLII translokasyon oranmi %65 olarak saptanmistir. Bu degerin literatiirde belirtilen
degerden (%85-95) daha diisiik olmasinin nedeninin, olgularimizin %355’lik kismimi santral
PNET’in olusturmas1 ve santral PNET’lerde EWS/FLI1 translokasyonun genellikle
bulunmamasi oldugu diisiiniilmiigtiir. Santral PNET’ler disinda sadece gogiis duvari
yerlesimli bir olguda translokasyon negatif bulunmus ve ES/PNET tanisinda EWS/FLI1
translokasyonunun gosterilmesi oldukga sensitif olarak degerlendirilmistir.

Literatiirde diger translokasyonlarla karsilagtirildiginda EWS/FLI-1 iceren hastalarin
sag kaliminin 6nemli 6lciide fazla oldugu ve EWS-ERG fiizyonu bulunan vakalarin 34’iiniin

hizli progresyon gosterdikleri rapor edilmistir (72, 94). Bizim calismamizda ES/PNET
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olgularinda EWS/FLI1 translokasyonu ile hastaligin gidisi , hastalarin yasi, cinsiyeti ve timor
lokalizasyonu gibi bazi klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark elde
edilmemistir.

EWS/FLI-1’in en az 18, EWS/ERG’nin ise en az 4 fiizyon tipi tanimlanmistir (18,
56). t(11;22)(q24;q12) sirasinda en sik goriilen fiizyon EWS’ye ait ekson 7 ile FLII'e ait
ekson 6 (tip 1; olgularin %55-60’1nda) ve EWS’ye ait ekson 7 ile FLI1 e ait ekson 5 arasinda
(tip 2; olgularin %?25’inde) meydana gelir (41). Bu fiizyon yapilann ve klinik davranig
arasindaki iliskinin altinda yatan biyolojik mekanizma ¢ok agik degildir. Tip-1’in kodladig
transkripsiyon faktorlerinin daha zayif transkripsiyon etkisinin oldugu, hedef genlerde daha az
aktivasyon yaptig1 ve daha diisiik proliferasyon indeksine sahip oldugu bulunmustur (12, 18,
87). Tip-1 EWS/FLI-1 transkriptine sahip olan hastalarda hastaliksiz sag kalim %60-70 iken
diger EWS/FLI-1 transkriptine sahip olan hastalarda hastaliksiz sag kalim %?20 civarindadir
(87).

Bu translokasyonlar, kovansiyonel sitogenetik calismalar, Southern blot ve Northern
blot analizler, fluoresan in situ hibridizasyon ve RT-PCR teknikleri ile saptanabilir. Ozellikle
nitrik asitte dekalsifiye edilmis preparatlarda translokasyon gosterilemeyebilir (91). Bizim
calismamizda formik asit ile dekalsifikasyon islemi sonrasinda isleme alinan ekstremite
yerlesimli bir olguda FISH yontemi ile EWS/FLI1 translokasyonu saptanamamaistir.

Bridge ve ark KHMHT lerde FISH ve RT-PCR yontemlerini karsilagtirmislar ve
FISH yonteminin sensitivite ve spesifitenin %90 gibi oranlarla ¢ok yiiksek oldugunu, yalanci
pozitifligin olmadigini, RT-PCR ile ise yalanci pozitifliklerin olabilecegini, spesifitesinin
%85, sensitivitesinin ise %354 oldugunu bulmuslardir. Bu oransizligin teknikten, doku
fisasyonundan, sekonder bir degisiklik ile bu translokasyonun gelistigi tiimor hiicrelerinin

mindr bir klonunu saptamasindan, arsivde kalan bloklardaki dokularda RNA
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degradasyonunun olmasindan veya parafin materyali ile c¢apraz kontaminasyonlardan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (7). Qian ve ark lar1 ise RT-PCR’1n daha avantajh bir
teknik oldugunu, FISH yontemi ile EWS’nin tiim tiplerini aralarinda ayirim yapmadan
saptarken RT-PCR ile translokasyon tiplerini ayr1 ayr1 saptayabildiklerini, spesifik
translokasyon tiplerinin prognostik degeri olabilecegini rapor etmislerdir. Ama FISH ile tiim
EWS translokasyonlarim saptanabildigi icin t(7;22) ve t(2;22) gibi RT-PCR’1n saptayamadigi
vakalarin da bulunabilecegi unutulmamalidir (94). Sonug olarak giiniimiizde yine de FISH ile
RT-PCR’1n spesifite ve sensitiviteleri arasinda farklilik yok gibi kabul edilmekte olup sadece
FISH yonteminin daha pratik bir teknik oldugu sdylenmektedir (107).

EWS/FLI-1 veya EWS/ERG fiizyon genleri cok nadiren polifenotipik yuvarlak hiicreli
tiimorler, NB , RMS ve DKYHT’lerde de rapor edilmekle birlikte ES/PNET tanis1 icin son
derece spesifik olarak kabul edilmektedir ve bu translokasyonlarin gosterilmesinin ES/PNET
tanist i¢in altin standart oldugu soylenmektedir (14, 22, 36, 40, 49). Thorner ve ark sadece
sitogenetik veya RT-PCR ile t(11;22(q24;q12) nin saptanmasinin kesin tan1 koymak i¢in ¢ok
da yeterli olmadigini, fenotipik 6zelliklerin ve CD-99 pozitifliginin de buna eslik etmesinin
taniya faydali olacagimi belirtmislerdir (119). Bridge ve arkadaslar1 derlemelerinde tanida bir

algoritma One siirmiisler (73):

EWS/FLII (+) | ES/PNET
Diger
CD-99/FLI1p (+) | markerlar EWS/FLII (-) » ES/PNET
" )
CD-99/FLIIp () | | Diger EWS/FLII (+) | Yeterli bilgi yok
» markerlar
©) EWS/FLII (-) » ES/PNET
ekarte edilir.




78

Visseral, kemik ve yumusak dokudan kaynaklanan ES/PNET’lerde genetik
calismalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamakla birlikte intrakranial
yerlesimli ES/PNET lerde t(11;22) translokasyonunun ozellikle periferal ve santral PNET
ayiriminda yardimci oldugu bilinmektedir. Ciinkii primer santral PNET lerde EWS/FLI1
translokasyonu genellikle bulunmaz (27, 40). Bizim c¢aligmamizda da santral PNET olarak
kabul edilen 11 vaka ile diger bolgelerde yerlesen ES/PNET’ler arasinda EWS/FLII
translokasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistir (p=0.04). Ayrica
intrakranial metastazi bulunan primer bobrek yerlesimli olgunun metastatik kitlesinde
EWS/FLII translokasyonu saptanmistir. Literatiir bilgileri 1s18inda intrakranial yerlesimli bir
ES/PNET olgusunda santral/periferal PNET ayirnminda EWS/FLI1 translokasyonunun
saptanmasinin kullamlabilecegi sonucuna varilmistir. Santral PNET lerin prognozunun daha
kotii olmasi nedeniyle bu iki ES/PNET tipini birbirinden ayirmanin énemli oldugu bilinmekle
birlikte bizim caligmamizda klinik gidisleri yoniinden santral/periferal PNET ler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.536).

ES/PNET’te goriilen molekiiler degisikliklerin gosterilmesinin tedavide ©nemli
olabilecegi diisiiniilmektedir (19). Deneysel ¢alismalar aberan bir transkripsiyon faktorii olan
EWS/FLI-1’in tiimdrogenezisi baslattigini, transforme hiicrelere spesifik oldugunu ve normal

hiicrelerde ekspresse olmadigin1 gostermistir. Buna yonelik cesitli tedavi yaklasimlar
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kullanilmaktadir. EWS/FLI1 antisens oligoniikleotidlerinin veya siRNA’larinin her birinin
inhibisyonunun EWS/FLI1 bulunduran hiicrelerde in-vitro olarak biiylimeyi inhibe ettigi,
apopitozisi arttirdigi ve hiicrelerin metastatik fenotiplerini azalttigi goriilmektedir. Bununla
birlikte bu ilaclarin in-vivo etkileri stnirhidir ciinkii ¢abuk yikilir ve intraselliiler penetrasyonu
azdir (18, 19, 58).

Bu tiimor grubunda trizomi-8 (vakalarin %44’ii) , trizomi-12 (vakalarin %16’s1), 16q
ve 19q kayb1 ve t(1;16) (vakalarin %]18’i) gibi sekonder sitogenetik anormallikler
tanimlanmistir (10, 19, 56, 124). Bunlarin tami icin spesifite ve sensitivitesi yoktur ama daha

agresif gidis ile iliskili olduklari diisiiniilmektedir (3, 124).

RMS’DA MOLEKULER GENETIK

Embryonel ve alveolar rabdomyosarkomlardaki sitogenetik anomaliler farklidir.
Siklikla embriyonel rabdomyosarkomda 11pl5 kromozomunda allel kaybi karakteristiktir
(14, 124). Ayrica Embriyonel rabdomyosarkomun sitogenetik incelenmesinde kromozom 2, 8
ve 13’de kompleks yapisal ve sayisal kromozomal degisiklikler bulunmustur (9, 24, 25, 61,
64, 124).

ARMS’larin biiyiikk bir kismi (%80) kromozom 2 ve 13 veya daha az siklikla
kromozom 1 ve 13 arasinda spesifik kromozomal traslokasyonlarla iligkilidir. Ilki PAX3
transkripsiyon faktorii ile, 2. si ise PAX7 transkripsiyon faktorii ile baska bir transkripsiyon
faktorii olan FKHR (FOXO1A) arasinda fiizyona yol agar (43, 44, 61, 69, 81). PAX3/FKHR
flizyonu %76 hastada, PAX7/FKHR %10 hastada meydana gelir (19). PAX7/FKHR daha
geng hasta, daha lokalize hastalik ve primer ekstremite tutulumu ile iliskilidir (4, 44, 55, 61).
Kalan %20-25 vaka translokasyon veya fiizyon negatif vakalardir. Mikst alveolar-embryonel

RMS’Iu vakalar gercek fiizyon negatif vakalarin bilyiik ¢cogunlugunu olustururlar. Bununla
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birlikte varyant translokasyonlar da (PAX3-AFX ve PAX3-NCOA1) tamimlanmistir. Bu
translokasyonlarin arasinda aymrim yapilmasit Onemlidir ¢iinkii histolojik olarak ayirim
yapilamasa da t(2;13)’e sahip hastalar daha kotii klinik gidise sahiptirler (4, 81, 90).
PAX3/FKHR gen fiizyonu koti gidisli hastalarda bagimsiz bir prognostik faktoérken
PAX7/FKHR c¢ok daha iyi bir gidisle iliskilidir. Fiizyon negatif olan grup, bu iki grup
arasinda intermadiate bir gidise sahiptir (44). Proliferasyon, apopitozis ve diferansiasyonun
kontroliinii degistirerek onkojenik etki gosteririler. Scheidler ve arkadaslar1 bu chimeric
fiizyon proteininin doku kiiltiiriinde fibroblastlara degisme yetenegi verdigini gostermistir.

Ek olarak sitogenetik caligmalarda reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) veya fluorescence in situ hybridization (FISH) yontemleri ile bu molekiiler
anomaliler ortaya cikarilabilir. Yiiksek sensitiviteye sahip bu teknikler fikse edilmis parafin
bloklardaki dokularin az bir kismi ile basarili sonuglar verir. bu diger rabdomyosarkom
subtiplerinden ve ayiric1 tanidaki diger yuvarlak hiicreli neoplazmlardan ayrilmasini saglar.

Alveolar rabdomyosarkomun bir kisminda tipik PAX/FKHR gen fiizyonu rol oynamaz
ve genetik olarak heterojendzdiir. Bazi vakalarda diger genlerle alternatif fiizyonlar
gosterilmistir, bazilarinda ise gergek bir fiizyon ve fiizyon iiriinii gosterilememistir. ARMS’da
¢cok sik goriilen amplifikasyonlar hemen hemen her 3 vakanin birinde meydana gelir ve
12q13-15 ve 2p24 kromozomal alanlan igerir. 12q13-15 alam1 GLI, CDK4 ve MDM2 gibi
bir¢cok biiyiime iligkili geni ve 2p24 alan1 da néroblastom gibi bircok tiimorde amplifiye
edilen MYCN onkogenini barindirir. Daha az siklikla goriilen amplifikasyonlar ise 13q31,
2q34-qter, 15q24-26 ve 1q36°dur.

PLRMS: Sadece 6 pleomorfik rabdomyosarkomda kromozomal aberasyon
raporlanmistir. Hepsi fazla kompleks karyotipe sahiptir ve higbirinde t(1;13) ve t(2;13)

translokasyonlar1 saptanmamistir (124).
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Literatirde RMS’da N-myc amplifikasyonlar1 tizerine pek cok calisma yapilmis ve
bunun ARMS’da oldugu, ERMS’da bulunmadigi rapor edilmistir (61, 64). Driman ve ark;
ARMS’larin = %43’iinde N-myc amplifikasyonu saptarlarken ERMS’larin  higbirinde
amplifikasyon saptamamislar, ayrica klinik gidis ile arasinda onemli bir iliski olmadigin
rapor etmislerdir. Toffolatti ve ark da RMS’larda N-myc ampl ile histoloji veya klinik gidis
arasinda bir iligki olmadigim belirtmislerdir. Hachitanda va ark ise ARMS’da %60 ampl
oldugunu ve bunun sag kalimla 6nemli bir iligkisinin oldugunu rapor etmislerdir. Kouraklis ve
ark RMS hiicre dizisinde yiiksek N-myc eksp nun biyolojik davranis iizerine etkisini
aragtirmislar, yiikksek N-myc eksp bulunduran hiicre dizilerinde xenogaftlarda daha invaziv bir
biiylime patterni oldugunu bulmuslardir. Williamson ve ark lart 155 RMS (44 ARMS, 53
ERMS ve 6 ayirim yapilamayan RMS) vakasimin bulundugu calismalarinda N-myc
overekspresyon ve gen kopyalarinin artmasinin ARMS ve ERMS’da ortak bir fenomen
oldugu ama ekspresyon ve gen kopya sayisinin ARMS’da ¢ok daha fazla oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica gen kopya sayisi ve overekspresyonunun ARMS’li hastalarda kotii
prognozla iligkili oldugunu belirtmislerdir. Vakalarda N-myc proteini immiinhistokimyasal
olarak da gosterilebilmektedir (125). Bizim ¢alismamizda 6 ARMS’lu olguda FISH yontemi
ile N-myc amplifikasyonu degerlendirilmis, hicbir olguda amplifikasyon olmadigi
saptanmistir. Litertirde %50’lere varan N-myc amplifikasyonunun hi¢bir ARMS’da
bulunmamasinin nedeninin; olgu sayisindaki azlik, dokulardaki tespit problemi veya teknikle

iliskili problemler olabilecegi diisiiniilmiistiir.

NB’DA MOLEKULER GENETIK

- N-myc amplifikasyonu : En 6nemli prognoz gostergelerinden biridir (15). N-myc 2p23’de

lokalize bir protoonkogendir (103). Ilk defa 1983 yilinda tanimlanmasindan bu yana NB’da
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N-myc onkogeninin prognostik rolii iizerinde durulmaktadir. Bu transkripsiyon faktoriiniin
hiicre siklus progresyonu iizerine etkisi vardir ve apopitozise sesitiviteyi arttirir (116). Bu
genin amplifikasyonu sitogenetik olarak 2 sekilde gosterilmektedir; d-mins (double minutes
kromatin cisimcikleri) ekstra kiiciik kromozom parcalarinin olmasi, HSR (homojen boyanan
bolgeler) ise ayni kromozom icinde bir bolgenin yinelenmesi seklinde tanimlanmaktadir.

Tiimor hiicresinde N-myc amplifikasyonu degisik molekiiler tekniklerle (southern blot, FISH,
kantitatif PCR, immunhistokimya gibi) gosterilebilir (15). Southern blot ve RT-PCR
teknikleri igin yeterli miktarda DNA’nin izole edilmis olmasi1 gerekmektedir. Bu
yaklagimlarda tiimor dokusu normal 16kosit, lenfosit, non-malign stromal hiicrelerle biiyiik
oranda karisir ve bunlar kiiciikk undiferansiye alanlarda N-myc amplifikasyonu
degerlendirilmesini  zorlagtirabilir. FISH imprint veya doku kesitlerinde hiicre
niikleuslarindaki spesifik niikleotidleri saptar. NB’da immatiir alanlarda daha fazla N-myc
amplifikasyonu olur ve FISH bu tiimér i¢i N-myc amplifikasyon heterojenitesini saptayabilir.
Sartelet ve ark FISH ile NB larda heterojenitenin oldugunu, amplifikasyonun degisken
derecelerde olup yalmizca undiferansiye alanlarda buundugunu ve FISH tekniginin NB’larda
N-myc amplifikasyonu saptamada son derece sensitif oldugunu rapor etmislerdir (103).
Hachitanda ve ark da benzer sonuglar elde etmisler, FISh’in daha hizli oldugunu ve aym
tiimor dokusunda hiicreler arasinda N-myc amplifikasyonu heterojenligini gosterebildigi icin
daha avantajli oldugunu rapor etmislerdir. Onlar GNB’larda veya daha diferansiye NB’larda
N-myc amplifikasyonu olmadigini belirterek bu tiimorlerde karisik ya da odaklar halinde
diferansiye alanlar bulundugunu sdylemisler ve N-myc heterojenligini daha diferansiye
alanlarda N-myc amplifikasyonu bulunmamasina baglamiglardir (46). Tanaka ve ark benzer

sonuclar elde etikleri calismalarinda FISH yodnteminin yiiksek oranda sensitif ve spesifik
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oldugunu, PCR sistemi ile FISH metodunun kombinasyonunun NB’da N-myc
amplifikasyonunu degerlendirmede son derece efektif oldugunu belirtmislerdir (118).

NB’da N-myc amplifikasyon oram1 %20-25’tir. NB’un prognozu iizerine N-myc
amplifikasyonunun 6nemi hakkinda pek ¢ok calisma yapilmistir (124). Genel olarak N-myc
amplifikasyonu ile ileri evre, kotii prognoz, tedaviye koti cevap, hizli timor biiyiimesi ve
yiiksek relaps arasinda kuvvetli bir iliski vardir. ileri evre hastalarin %30-50’sinde N-myc
amplifikasyonu varken erken evreli hastalikta bu oran % 5-10 arasindadir (14, 70, 124).
Amplifikasyon goriilen tiimorlerde hasta yast ve timor evresi klinik gidiste ©6nemli
belirteclerdir. Amplifikasyon bulunan 1 yasindan kiiciik ve evre-4 dis1 tiimorler digerlerinden
daha iyi prognoza sahiptirler (103, 116). Yine Spitz ve ark, Cohn ve ark, Alvarado ve ark
amplifikasyon bulunan lokalize NB’lu hastalarda daha iyi klinik gidis oldugunu rapor
etmislerdir (116). Bizim ¢calismamizda 10 NB’lu olgunun 4 tanesinde N-myc amplifikasyonu,
3 tanesinde N-myc overamplifikasyonu saptanmis olup toplam N-myc amplifikasyonu
goriilme orant %70 olarak bulunmustur. N-myc amplifikasyonu saptanan hastalarin 3
tanesinin evrelerine ulagilamamakla birlikte digerlerinin hepsinin ileri evre (Evre III ve IV)
olduklart izlenmistir. Olgu sayisinin az olmast nedeniyle bu fark istatistiksel olarak
degerlendirilememekle birlikte amplifikasyon oraninin literatiirde belirtilen orandan (%20-25)
daha fazla olmasinin, vakalarin daha cogunun ileri evre olmasindan kaynaklandigi
diigiiniilmiistiir. Ayrica N-myc amplifikasyonu ile hastalarin cinsiyetleri, yaslari ve timor
lokalizasyonlari karsilagtirildiginda fark saptanmamistir.

Kopya sayisi arttik¢ca gen ekspresyonu da artmaktadir. Kopya sayisinin 10 ve iizerinde olmasi
prognostik dneme sahiptir (15). Seeger ve arkadaslar1 diisiik seviyede amplifikasyonunun (3-
10 kat) yiiksek amplifikasyonundan daha iyi prognoza sahip oldugunu belirtmislerdir. Spitz

ve arkadaslar ise yiiksek ve diisiik seviyede amplifikasyonu olan tiimorlerde prognoz arasinda
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bir fark olmadigin1 rapor etmislerdir (116). Bizim calismamizda overamplifikasyonun
goriildiigli 1 hastanin hastalik nedeniyle oldiigii, 1 hastada rezidii tiimor bulundugu ve 1
hastanin da remisyonda takip edildigi goriilmiistiir. Yine remisyonda 1 hastada, metastazi
bulunan 1 hastada ve operasyon sirasinda 6len bir hastada N-myc amplifikasyonu saptanmis,
hastalik nedeniyle o6len 4 hastada hicbir amplifikasyonun bulunmadigi goriilmiistiir.
Overamplifikasyon/ amplifikasyon goriilen ve hicbir amplifikasyon goriilmeyen olgularda

klinik gidisler karsilagtirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmustir.

ONB’DA MOLEKULER GENETIK

Morfolojik olarak benzerliklerine ragmen ONB’lar genetik olarak klasik NB’lardan farkhi
neoplazmlardir. NB benzeri ONB’larda NB’da bulunan 1q delesyonu, MYCN ampl, tirozin
hidroksilaz ve norotrofin reseptor TrkA ekspresyonlar1 bulunmaz (57).

Olfaktor NB’un %75°1 anoploid veya poliploiddir ama pléidi durumu ile klinik gidis
arasinda iliski yoktur. Olfaktor NB sitogenetik olarak daha az degerlendirilmekle birlikte
bazilarinda kompleks sitogenetik aberasyonlar goriilmektedir. ES/PNET ailesi icin
karakterisitik olan t(11;22)(q24;q12) baz1 olfaktor NBlarda da tanimlanmistir (124). Sorensen
ve ark RT-PCR, FISH ve Southern blot yontemlerini kullanarak ONB vakalarinda
t(11;22)(q24;q12) EWS/FLI1 gene fiizyonunu gostermisler ve EWS/FLI-1 fiizyon
transkriptlerini ekspresse ettikleri i¢in ONB’larin ES/PNET ten ayrilamayacagini, belki bu
aileden bir grup olabilecegini rapor etmislerdir (1, 114). Yine 4 ONB vakasinin 2’sinde
EWS/FLII fiizyonunun saptandig1 benzer ¢alismalar vardir. Argani ve ark 12 ONB vakasinda
EWS/FLI-1’1 negatif bulmuslar ve sonug olarak molekiiler ve immiinhistokimyasal bulgularin

kombinasyonu ile ONB’un ES’PNET ten farkl: bir antite oldugunu belirtmislerdir (1).
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Bizim ¢alismamizda nazal kavite yerlesimli ONB olgusunda FISH yontemi ile N-myc
amplifikasyonu degerlendirilmis, negatif saptanmistir. Literatiir bilgilerinde benzer bu bulgu

sonucunda ONB’un klasik NB’dan farkli bir molekiiler degisiklik gosterdigi diistiniilmiistiir.

DKYHT’DE MOLEKULER GENETIK

Bu tiimorlerde tanimlanan sitogenetik anormallik t(11;22)(p13;q12) DSRCT’iin farkh
bir klinikopatolojik antite olarak kabul edilmesine yardimcidir. Kirilma noktasi 22q12’de
EWS geni ve 11p13°’de Willm’s timor geni (WT1)ndedir. WT-1 bir tiimor siipresor gendir.
Normalde PDGF-A gibi biiyiime faktorlerinin kontrol ekspresyonunu baglatir. Potent bir
mutajen, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler i¢in kemoatraktandir. Boylece bu tiimorlerin
histolojik karakteristikleri ve translokasyonlar1 arasinda potansiyel bir baglanti var gibi
goriinmektedir.

Fiizyon transkripti molekiiler genetik teknikler (RT-PCR ve FISH gibi) ile
saptanabilir. Bu fiizyon en siklikla EWS’nin 7. eksonu ve WT-1’in 8. eksonundadir. Nadir
varyant fiizyonlar tamimlanmistir (124). EWS-WTI1 fiizyon diiriinii sadece DSRCT’de
tanimlanmakla birlikte bazi tiimorlerde ES/PNET ailesi i¢in karakteristik olarak tanimlanan
EWS/ERG ve EWS/FLI-1 de rapor edilmistir (40, 78, 98, 124). Bizim olgumuzda da
EWS/FLII translokasyonunun bulundugu saptanmistir. Vakalarin ¢ok biiyiik bir kisminda
EWS/WTI1 gosterilse de DSRCT’lerde t(2;21;22), 22q delesyonu ve 11p13 delesyonu gibi
varyant genetik anomaliler de saptanabilmektedir (95).

Literatirde simdiye kadar hicbir DKYHT’de N-myc amplifikasyonu rapor
edilmemekle birlikte bizim ¢alisgmamizda N-myc amplifikasyonu degerlendirilmis ve negatif

bulunmustur.
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N/ ™R N/ 22 N/

Ayrica calismamizda tiim KYMHT lerde PTEN delesyonu degerlendirilmis, FISH
yontemi uygulanan 9 tane ES/PNET, 8 tane RMS, 8 tane NB ve 1 tane ONB vakasinin
hicbirinde PTEN delesyonu goriilmezken polifenotipik kii¢iik yuvarlak hiicreli tiimorde
PTEN delesyonunun varligi saptanmistir. Literatiirde glioblastoma multiforme, prostat
kanserleri ve daha az siklikla endometrium, meme, akciger, bobrek, mesane, testis, bag-boyun
kanserleri, malign melanom ve lenfomada tamimlanan PTEN delesyonu daha Once
polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimoérlerde hi¢ saptanmamistir ve bizim olgumuz PTEN

delesyonu saptanan ilk polifenotipik YHT diir.

N/ (] N/ ) N/

KYMHT lerde o6zellikle farkli klinik prezentasyonlarla gelen vakalarda genis bir
immiinhistokimyasal panele ragmen tiimor tiplendirilmesi yapilamamaktadir ve
KYMHT lerin tanisinda molekiiler teknikler/sitogenetik analiz altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ayrica bu analiz yontemlerinin tan1 yaninda prognozu gostermede de onemleri
bulunmaktadir (62). Ama KYMHT lerin tanisinda bazi genetik degisikliklerin birden fazla
timorde saptanabilmesi nedeniyle bazi otorler bu verilerin her zaman klinik, radyolojik,
histopatolojik ve immiinhistokimyasal parametrelerle beraber degerlendirilmesi gerektigini

ileri siirmektedirler (Tablo-XIV) (74, 119).
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Tablo-XIV: Kiiciik Yuvarlak Mavi Hiicreli Tiimorlerde Ayirici Tan:

Tam Klinik Histopatoloji Histokimya Molekiiler
Immiinhistokimya teknikler
ES/PNET | Ort 14 yas Lobiiler biiyiime patterni | Intrasitoplazmik PAS (+) [EWS/FLII trans.
glikojen varlig1 EWS/ERG trans.
Lokalizasyon: uzun | Dar sitoplazmali, EWS-ETV1 trans.
kemikler, pelvik | hiperkromatik  niikleuslu, | CD-99 (%90) EWS-EIAF trans.
kemikler, ekstraskeletal |belirsiz niikleollii hiicreler |FLI1 (%92) EWS-FEV trans.
NE markerlar
Semptom: lokalize agri|Rozet varligi Nadir goriilenler:
ve sislik sitokeratin, SMA ve
desmin
RMS Geng eriskin ERMS’da PTAH ile capraz | ERMS’da:
hipo/hiperselliiler alanlar, | striasyon varlig1 Kromozom 11q
Lokalizasyon: bas-boyun, | ARMS’da alveolar pattern delesyonu
genitoliriner sistem, Desmin ARMS’da:
ekstremite Daha hiperkromtaik ve | Aktin PAX3-FKHR trans.
daha irregiiler kontiirlii | Myoglobin PAX7-FKHR trans.
Semptom: kitle etkisi niikleuslar Myogenin
MyoD1
Sitoplazmik capraz | Sarkomerik a-aktin
striasyonlar Miyozin
Tropomiyozin
Daha eozinofilik, daha | a-aktinin
abondan sitoplazmali | Titin
rabdomyoblastlar Z-protein
NB Erken ¢ocukluk Zeminde noropil varligr ve | NB-84 1q delesyonu
ganglionik diferansiasyon |NE markerlar N-myc
Lokalizasyon: amplifikasyonu
retroperitoneal (en sik | Kalsifikasyon CD-99 negatiftir. 11q delesyonu
adrenal gland), 17q artist

mediasten, servikal bolge

Semptom: abdominal
kitle
idrar katekolamin

seyiyesi yiiksekligi

Rozet varlig1
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Tam Klinik Histopatoloji Histokimya Molekiiler
Immiinhistokimya teknikler
ONB 20 ve 50’1 yaslarda|Lobiiler bityiime patterni | PAS (-) EWS/FLII trans (+/-
bimodal yas dagilimi Retikillin ile lobiiller|)
Norofibriler bir stromada |¢evresinde boyanma
Lokalizasyon: nazal | dar sitoplazmall,
kavite hiperkromatik  niikleuslu | NE markerlar
hiicreler Cevredeki sustentakiiler
Semptom: nazal hiicrelerde S-100
obstriiksiyon, anosmi, | Rozet varligi
epistaksis
DKYHT |Geng eriskin, erkek Desmoplastik stroma ile | WT-1 EWS/WTI trans.
ayrilmis  keskin  sinirli | Vimentin EWS/FLI1 trans.
Lokalizasyon: timor adalari Desmin, dot-like
intraabdominal bolge, EMA
multipl peritoneal | Tiimor adalar1 cevresinde | Sitokeratin
implantlar palizadlanma ve santral | NE markerlar
nekroz CD-99 (%20)
KHO 2. dekad Osteoid tiretimi CD-99 EWS/FLII trans.
Vimentin (+/-)
Lokalizasyon: uzun Osteokalsin
kemiklerin metafizleri Osteonektin
Alkalen fosfataz
Semptom: sislik, agr1 Nadir  goriilenler:MSA,
Leu-7, S-100, CK
ML Geng eriskin Kiiciik-orta  biiyiikliikte | Tek tek hiicreleri veya

Lokalizasyon: femur,

vertebra, pelvik kemikler

Semptom: agr1

hiicre tabakalar1

sitoplazmik sinirlari
belirgin, irregiiler veya
konviile niikleuslu,

belirgin niikleollii hiicreler

hiicre gruplarini
cevreler tarzda retikiilin

lifleri

LCA

T veya B  hiicre
markerlar1 (CD-20, CD-
79a, CD-43)

TDT

CD-99 (+/-)
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Tam Klinik Histopatoloji Histokimya Molekiiler
Immiinhistokimya teknikler
MK Geng eriskin Kikirdak adalar Leu-7 EWS/FLII trans.
Vimentin (+/-)
Lokalizasyon: Hemanjioperisitomatoz S-100
kraniofasial kemikler, | vaskiiler pattern CD-99 (+/-)
Kosta, ilium
Semptom: sislik, agr
ADSS Geng eriskin Diisiik dereceli monofazik | CK (%50) SYT-SSX1 veya
ve bifazik alanlar CD-99 (bir kismi1). CK-7 | SYT-SSX2 trans.
Lokalizasyon: ekstremite (%60-70)
CK-20 (%60-70)
YHL 5. dekad Zeminde miksoid | S-100 CHOP/TLS trans.
liposarkom komponentinin
Lokalizasyon: alt| varlig1
ekstremite, kalga,
popliteal bolge Daginik lipoblastlar

Her ne kadar bu grup tiimorlerin spesifik klinik bulgular1 bulunmasa da yas,
lokalizasyon gibi baz1i ozellikler ayirici tanida yol gosterici olabilmektedir. Ornegin;
noroblastom, grubun diger tiimorlerinden daha kiiciik yastaki ¢ocuklarda goriiliir.
Noroblastom en sik bebeklik ve erken ¢cocukluk déneminde goriilirken ES/PNET 5-20 yas
arasinda (ortalama 14 yas), rabdomyosarkom ¢ocuk-adolesan-geng erigkinlerde (40 yasindan
once) ortaya ¢ikar (124). Bizim ¢alismamizdaki olgularda ortalama yaslar literatiir bilgilerine
benzer sekilde ES/PNET’te 15.2 yas, rabdomyosarkomda 21.0 yas ve noroblastomda 2.6 yas
olarak saptanmistir. Ayrica eriskinlerde goriilen bir RMS alt tipi olan pleomorfik RMS tanisi
alan bir olgumuz da 43 yasindadir.

Tiimor lokalizasyonlar1 arasinda da farkliliklar olabilmektedir. ES/PNET daha sik

olarak uzun kemiklerde, 6zellikle femurda yerlesmekle birlikte ekstraskletal de goriilebilir.
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Rabdomyosarkomun en sik yerlestigi alan bas-boyun bolgesi iken noroblastom %70 oraninda
retroperitneal, en sik adrenal gland lokalizasyonunda bulunur (34, 124). Bizim calismamizda
tiimorlerin en sik lokalize oldugu alanlar ES/PNET’li olgularda intrakranial bolge (%55),
rabdomyosarkomlu olgularda bas-boyun bolgesi (%58.3) ve noroblastomlu olgularda adrenal
glanddir (%60). Rabdomyosarkom ve noroblastomda tiimor yerlesimleri literatiirde belirtilen
bolgelere benzerlik gostermekle birlikte ES/PNET’li olgularin ekstremiteler yerine en sik
intrakranial bolgede lokalize olmasinin nedeninin santral formun fazla olmasi oldugu
diisiiniilmektedir.

PNET ve ES arasinda histolojik olarak ayirim yapilmaya ¢alisilsa da bu iki tiimoriin
ayrilmasinin klinik bir 6nemi yoktur. ES ve PNET gibi lezyonlar1 simiflandirmak igin
kriterler degistikce ayirnm daha da zorlagsmaktadir. Bazi calismalar PNET tanisi i¢in
histolojik olarak rozet formasyonunun olmasi gerektigini, diger caligmalar ise rozet olsun
veya olmasm néral diferansiasyonun immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi gerektigini
ileri siirerler (124). ES ve PNET ayiriminda kullanilabilecek diger kriterler; ES’da CD-99’un
daha diffiiz ve uniform boyanmasi, Vimentin ile pozitifligin daha belirgin olmasi ve
intrasitoplazmik glikojen varligi, PNET te siklikla NF varligi olarak sayilabilir (40). Schmidt
ve arkadaslar1 ¢calismalarinda PNET demek i¢cin Homer-Wright rozetlerinin olmasi ve 2 veya
daha fazla noral markerin immiinhistokimyasal koekpresse edilmesi gerekmektedir sonucuna
varmislardir. Bu kriterler kullanilarak PNET tanis1 konan vakalarin kliniginin ES’dan daha
agresif gidecegini bildirmislerdir. Diger otorler iyi tamimlanabilen Homer-Wright veya
Fleksner Vintersteiner rozetleri varligi, 2 veya daha fazla noral marker pozitifligi veya
ultrastriktiirel olarak noral diferansiasyon varliginda PNET tanis1 koyduklarini, yaptiklar
prospektif ¢aligmalarda bu iki tiimor arasinda klinik bir farklilik olmadigini belirtmislerdir.

Raporlamada; bu tiimorleri ES/PNET ailesi olarak tamimlayip 151k mikroskobik,
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immiinhistokimyasal veya ultrastriiktiirel olarak noéral diferansiasyonun olup olmadigini
belirtmek uygun olabilir.

Kii¢iik hiicreli osteosarkom ES/PNET’te goriilene benzer hiicrelerden ibarettir ve tani
sadece osetoidin taninmasi ile konabilir ama osteoid genellikle fokal alanlarda bulundugu
icin ozellikle kiiciik bir biyopsi geldiginde bu taniy1 koymak ¢ok zor olabilir (124). Asil
problem mineralizasyon olmadigi zaman olmaktadir ki bu osteoidi hiyalinize kollajenden
ayiran en Onemli kriterdir. Polarize 1s1ikta kollajen ile osteoidin refraksiyon patternlerinin
farklilign yardimci olabilir. ES/PNET’te hiicreler arasinda fibrin depozitleri sik olarak
goriilmektedir ve bazen bunu osteoidden ayirmak son derece zor olabilir (80). Bizim
calismamizda da sol uyluk anterolateralinde 18 cm. boyutlarinda kistik komponent de iceren
tiimoral lezyonu bulunan 18 yasindaki erkek hastanin lezyonundan hazirlanan kesitlerde dar
sitoplazmali, kiigiik-orta boyutta, hiperkromatik niikleuslara sahip belirsiz niikleollii timor
hiicrelerinin arasinda eozinofilik, homojen, osteoid benzeri matriks izlenmistir. KHO’daki
mineralize olmayan osteoidden ayirmak i¢in trikrom boyasi uygulanmis ve zemindeki bu
maddenin fibrin oldugu saptanmistir. Literatiir bilgilerine benzer sekilde kiiciik hiicreli
osteosarkom-ES/PNET ayirimimi yapmak igin 151k mikroskobik olarak osteoidin dikkatlice
arandiktan sonra arada kalinan vakalarda bu maddeyi fibrinden ayirmak i¢in trikrom ve fibrin
boyalarini faydali olabilecegi diistiniilmiistiir.

Malign lenfomay1 diger anitetelerden, ozellikle ES’dan ayirmak onemlidir ¢iinkii
tedavi ve klinik gidisleri son derece farklilik gostermektedir. Ozellikle ¢ocuklarda primer
kemik lenfomalar1 genellikle yanlis tan1 alirlar. Bunlara en sik yanlis olarak konulan tani
ES’dur (86). ES/PNET’te niikleuslarin daha monoton- uniform goriinmesi, ince fibroz
septalarla ayrilmis hiicre tabakalar1 ve lobiiler goriiniim, ince niikleer rim ve niiekleoliin

bulunmamamasi, boyanabilir glikojenin varligi, timor lobiillerinde retikiilin liflerinin
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yoklugu ve yaygin apopitozis olmamasi ile ayirimlar1 genellikle yapilabilmektedir (48, 124).
Ayrica malign lenfomalarda hemen daima LCA ekpresyonu goriilmektedir. Ama o6zellikle
lenfoblastik lenfomalarda CD-99 bulunmasi ve nadiren bunlarda LCA ekspresyonunun
olmamas1 durumunda bu ayirim ¢ok zorlasmaktadir. Ozellikle alt tiplendirme yapilamayan
KYMHT’lerde LCA negatifligi ile yetinilmemeli, T ve B hiicre markerlarin1 (CD-20, CD-43
ve CD-79a gibi) ve TDT’yi de bulunduran bir panel uygulanmalidir (124). Bizim
caligmamizda klinik olarak hematolojik malignensi diisiinilmeyen 38 yasinda bir kadin
hastadan gonderilen kemik iligi biyopsisinde bulunan dar sitoplazmali, hiperkromatik
niikleuslu, niikleolleri belirsiz olan tiimor hiicrelerinde sadece vimentin ve CD-99 ile
pozitiflik saptanmis ve o donemde uygulanan LCA ile negatiflik goriilmesi iizerine olguya
ES/PNET tanis1 verilmistir. Hastanin klinik tablosunun diizelmemesi {izerine daha sonra
gonderilen kemik iligi biyopsisinde immiinhistokimyasal olarak TDT’de uygulanmis ve
goriilen benzer tiimor hiicrelerinde pozitiflik saptanmasi iizerine tani lenfoblastik lenfoma
olarak degistirilmistir. Bu olguda FISH yontemi ile EWS/FLI1 translokasyonu
degerlendirilmis ve negatif saptanmistir.  Literatirde de  belirtilen  sekilde
immiinhistokimyasal panele TDT. CD-20, CD-79a ve CD43’iin de eklenmesi gerektigi
sonucuna varilmistir.

ONB’u o6zellikle nazal kavite lokalizasyonlu ES/PNET ten ayirimak 6nemlidir ¢iinkii
bu iki tlimoriin tedavi ve prognozlari farklilik géstermektedir. ONB’un cerrahi ve radyoterapi
ile 5 yillik sag kalim oram1 %358-75 iken ES/PNET’te bu oran %30 civarindadir (39).
ES/PNET’lerde %95 oraninda pozitif olan CD-99’un ONB’larda negatif olmasi, PAS ile
yapilan histokimyasal c¢alismada tiimor hiicre sitoplazmasinda glikojen birikiminin
goriilmemesi ve tiimor lobiillerinin cevresindeki sustentakiiler benzeri hiicrelerde S-100

pozitifliginin saptanmasi bu ayirimda yardimci olmaktadir (1, 8). Bizim calismamizda
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ES/PNET tanis1 alan olgulardan bir tanesi intranazal yerlesimlidir. 18 yasinda kadin hastanin
timoriinden hazirlanan kesitlerde hiperkromatik niikleuslu, sitoplazmadan fakir, yer yer
niikleol belirginligi olan, bazi alanlarda rozet yapilar1 olusturan monoton hiicresel
popiilasyon izlenmigtir. CD-99 ve vimentin ile diffiiz kuvvetli boyanma saptanan olguda
FISH yontemi ile EWS/FLI1 translokasyonu degerlendirilmis ve 180 hiicrede
translokasyonun bulundugu (pozitif oldugu) goriilmiistiir. Ayrica ONB’dan farkli olarak

hicbir noroendokrin marker ile boyanma saptanmamastir.

N/ ™R N/ 22 N/

Kiigiik yuvarlak mavi hiicreli tiimorler genel olarak son derece agresif tiimorlerdir ve
multimodal terapotik yaklasimlara ragmen 5 yillik sag kalim siireleri oldukca diisiiktiir.
Tedavilerinde efektif ilaglarin bulunmamasi, yiiksek dozlarda yan etkilerin olugmasi nedenleri
ile yeni terapotik stratejilere ihtiya¢ oldugu bilinmektedir. Bu tedavilerde patogenez ve
progresyonda kritik rol oynayan molekiiller iizerinde durulmaktadir. Ozellikle ES/PNET ailesi
timorlerde {iizerinde durulan ilaglardan biri olan imatinib mesylate (Gleevec, Novartis
Pharma, Basel, Switzerland, formerly known as ST1571), ABL, KIT ve PDGFRA/B’nin
tirozin fosforilzasyonunu bloke eden selektif bir tirozin kinaz inhibitoriidiir ve giiniimiizde
metastatik ve rezeke edilemeyen GISTs’lerin tedavisi ile kronik myeloid losemilerde etkili
oldugu bilinmektedir (26, 75).

ES/PNET AILESi TUMORLERDE C-KiT EKSPRESYONU: KIT aktivasyonu
apopitozisin azalmasi, hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu, adezyonu ve motilitesinde artis
ile sonuglanir. ES/PNET’lerde tiimor patogenezinde bu yolun o©nemli oldugu ileri

siiriilmektedir (75, 112). C-kit downregiilasyonu yapilmig ES/PNET hiicreleri fareye enjekte
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edildiginde akciger ve kemik metastazlarinin azaldigi ve in-vitro ortamda tiimoriin
biiylimesinin siipresse oldugu saptanmis olup  C-kit’in farmakolojik inhibisyonunun
ES/PNET tedavisinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (2, 105). Gonzalez ve arkadaslar1 da
imatinibin KIT reseptor sinyalini inhibe ederek ES/PNEThiicre proliferasyonunu inhibe
edebilecegini ve KIT inhibisyonunun bu hiicrelerde doksorubisin ve vinkristin sensitivitesini
arttiracagimi rapor etmisler, KIT ekspresse eden refrakter veya metastatik vakalarda diger
kemoterapotik ajanlarla birlikte imatinibin kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir (42).
Hotfilder ve arkadaslarn diger tiimorlerde kullanildign dozu ile ES/PNET’in  in vitro
kosullarda Imatinibe direngli oldugunu gostermisler ve Imatinib’in ES/PNET’te etkili
olabilmesi ic¢in genel klinik dozundan daha fazla konsantrasyonda (10mikrom’den fazla)
kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir (2, 51, 75).

ES/PNET’lerde immiinhistokimyasal olarak KIT pozitifligi siktir ve bu Western
blotting yontemi ile dogrulanabilmektedir (75). Cesitli serilerde ES/PNET’te C-kit ekspresyon
orant %20-82 arasinda bulunmustur.Bu genis aralik; metodlardaki farklilik, teknik farkliliklar,
vaka secimi, antikor se¢imi ve immiinhistokimyasal protokol (6rnegin; antijen retrieval
kullanip  kullanmama, antikor spesifikligi  (poliklonal-monoklonal)) nedenleri ile
olabilmektedir (2, 22).

Scotlandi ve arkadaglar1 101 ES/PNET’li hastada C-kit ekspresyonlarini
degerlendirmisler ve bu hastalarda C-kit’in %31 oraninda pozitif oldugunu rapor etmislerdir.
C-kit boyanmasi ile yas, anatomik saha ve kemoterapi sonrasi tiimor nekrozu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigini bulmuslar ve sonug olarak C-kit pozitifliginin
prognostik bir 6nemi olmadigini, sadece tedavi ag¢isindan Oneminin bulunabilecegini

belirtmiglerdir (105). Benzer sekilde Shimithey ve arkadaslari da %71 oraninda C-kit
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pozitifligi saptadiklar1 ¢aligmalarinda boyanma ile hastaligin gidisi veya metastatik hastalik
arasinda iligki bulamamiglardir (112).

Ahmed ve arkadaslari ES/PNET ailesinde C-kit boyanma oraninin %65 oldugunu, C-
kit ekspresyonunun metastatik hastalik ve yiiksek Ki-67 oram ile iliskili olabilecegini,
tiimoriin progresyonunda rol oynayabilecegini ileri siirmiisler ama bunun istatistiksel olarak
Oonemini saptayamamiglardir (2).

Do ve arkadaslar1 yaptiklarn caligmalarinda bu orami %38 olarak saptarlarken en
yiiksek oran De alava ve arkadaslarmin 110 vakalik ES/PNET’li olguda antijen retrieval
kullanarak, poliklonal C-kit ile yaptiklarnn calismada elde edilmistir ve %82 olarak
bulunmustur (20, 26).

Bizim calismamizda ES/PNET olgularinda C-kit ekspresyon orami %49.8 olarak
bulunmus olup C-kit ekspresyonu ile hastalarin cinsiyetleri, tiimor lokalizasyonlari, timor
boyutlar1 ve hastalifin gidisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig
saptanmistir. Scotlandi ve arkadaslar1 ile Shimithey ve arkadaglarinin sonuclarina benzer
bulgular elde edilen bu calisma sonucunda; yine onlara benzer sekilde C-kit ekspresyonunun
ES/PNET’in prognozuna etkisinin olmadigi ama olgularin yaklasik yarisinda pozitifliginin
bulunmasi nedeniyle buna yonelik tedavinin ES/PNET’lerde kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir.

RMS’'DA C-KiT EKSPRESYONU: RMS’larda C-kit ekspresyonu ile ilgili olarak

yapilan 2 bilyiik ¢alismanin ilki Schimithey ve arkadaslarinindir ve onlar 31 RMS olgusunda
C-kit boyanma oranim1 %48.3 olarak saptarlarken bu tiimoérler icinde en yiiksek boyanma
oraninin ERMS’da (%77) oldugunu rapor etmislerdir. Hicbir ARMS olgusunda pozitiflik
izlememisler, KIT ekspresyonunun daima kotii prognostik etki ile iliskili oldugunu ve daha

agresif gidis gosteren ARMS’da bulunmamasinin ilging oldugunu belirtmislerdir (25, 112).
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Ikinci biiyiik c¢aligmayr yapan Hornick ve Fletcher 365 tane yumusak doku
sarkomunda KIT ekspresyonunu degerlendirmisler ve bunlarin arasinda bulunan 25 RMS’lu
olgunun higbirinde pozitiflik saptamamislardir. Tiim sarkomlarda diisiik bir oranda (sadece
%6)oraninda, zayif ve fokal bir boyanma bulmuslar ve daha 6nceki caligmalardaki yiiksek
orandaki boyanmalar1 zemin boyanmalar1 nedeniyle yanls degerlendirmeye baglamislardir
(25, 52).

Diniz ve arkadaslar1 da Hornick ve Fletcher’inkine benzer sonuglar elde etmisler,
sadece ERMS olgularinda %4.34 oraninda boyanmanin bulundugunu, bunu da igsi hiicreli
varyantin olusturdugunu rapor etmislerdir. Onlar igsi hiicreli RMS’da tiimérogenezisin farkli
olabilecegini, bunlarin daha iyi prognozlu olduklarini, KIT pozitifliklerinin bulundugunu ve
ileri evre igsi hiicreli RMS olgularinin imatinib mesylat tedavisinden fayda gorebileceklerini
belirtmislerdir. Ayrica; C-kit ekspresyonu ile histoloji ve yas arasinda anlaml iligki
saptarlarken sag kalim arasinda iliski bulamamiglardir (25).

Landuzzi ve arkadaglar1 yaptiklari calismalarinda hem alveolar hem de emryonel
RMS’da soluble SCF iiretiminin ve C-kit ekspresyonun oldugunu ve bunun myojenik
diferansiasyondan bagimsiz oldugunu rapor etmislerdir (64).

Sabah ve arkadaslar1 ise 144 vakalik yumusak doku sarkomunun bulundugu
calismalarinda 10 tane RMS’lu vakanin 2 tanesinde %10’un altinda zayif, 3 tanesinde diffiiz
kuvvetli boyanma saptamislardir (100).

Bizim calismamizda ise 12 RMS olgusunda C-kit ekspresyonu %58.4 oraninda (7
olguda) saptanmis olup bunlarin %71.4’iini (5 olgu) ARMS, %13.4‘lnii (1 olgu) ERMS,
%13.4Unt (1 olgu) pleomorfik RMS’un olusturdugu ve igsi hiicreli RMS olgusunda
ekspresyonun bulunmadig1 saptanmustir. Olgu sayist az olmakla birlikte literatiirde belirtilen

oranlardan farkli bulunan bu degerler 1s18inda C-kit ekspresyonun daha cok, daha agresif
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gidisli olan ARMS ve pleomorfik RMS olgularinda saptanmasi, iyi prognozlu igsi hiicreli
RMS olgusunda negatif olmasi nedeniyle agresif gidisle iliskili oldugu, buna yonelik
tedavinin RMS olgularinda kullanilabilecegi, ama tiim bu bulgularin daha fazla olgu sayisinin
bulundugu bagka ¢alismalarla dogrulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

NOROBLASTIK TUMORLERDE TUMORLERDE C-KiT EKSPRESYONU: Korja
ve arkadaglari noroblastik tiimorlerde C-kit ekspresyonunu %10.8 oraninda , Vitali ve
arkadaslan %13 oraninda, Krams ve aradaslan %32.4 oraninda ve Shimithey ve arkadaslar
%55 oraninda bulmuglardir (59, 112). Baska bir c¢alismada noroblastik tiimorlerde
immiinhistokimyasal olarak %27 oraminda C-kit ekspresyonunun bulundugu, &zellikle bu
oranin diferansiye formlarda daha yiiksek oldugu, gangliondroblastomlarin yaklagik yarisinda
var oldugu ve undiferansiye néroblastomlarda %13-%19 oraninda bulundugu rapor edilmistir.

Noroblastik tiimorlerin klinik davranisinda C-kit ve SCF’in rolii hala tartigsmalidir.
Bazilar1 bunlar arasinda korelasyon olmadigim sdylerlerken Uccini ve arkadaslart C-kit/SCF
ekspresyonunun N-myc amplifikasyonu ile korele oldugunu ve agresif klinik gidis ile iliskili
bulmuslardir (120). Benzer baska bir seride 75 tiimoriin 10’unda Kit ekspresyonu saptanmis
ve bu vakalarin daha agresif gittigi ve N-myc amplifikasyonu ile iliskili oldugu belirtilmistir.
Bu otorler C-kit ekspresyonunun agresif tiimorlerde in-vivo olarak daha fazla oldugunu, bu
sinyallerin in-vitro olarak noroblastom hiicre proliferasyonunu aktif olarak arttirdigini ve
imatinib mezilatin bunu selektif olarak inhibe ettigini gostermislerdir (123). Vitali ve
arkadaslar1 da N-myc amplifikasyonu goriilen tiimorlerde C-kit ekspresyonunun daha fazla
oldugunu ve bunlarda daha agresif bir gidis goriildiigiinii rapor etmislerdir. Krams ve
arkadaslarn ise 155 noroblastom olgusunda yaptiklar1 caligmalarinda C-kit ekspresyonu ile
diisiik timor evresi ve diisiik N-myc amplifikasyonu ve dolayisiyla iyi prognostik gidis

arasinda iligki saptamislardir (6, 59, 61).



98

NB hiicre dizisinde in-vitro ve in-vivo kosullarda C-kit’in inhibe edilmesi hiicre
proliferasyonunu azaltir. Ayrica tedavide kullanilan retinoik asitle de in-vitro kosullarda
sinerjizm gosterir. Bu olduk¢a agresif olan noroblastomda bu tedavi protokoliiniin
kombinasyon olarak veya tek basina verilebilecegini diistindiirmektedir (6).

Bizim c¢alismamizda 10 NB olgusunda C-kit ekspresyon oraninin %88.9 oldugu
saptanmis olup bu oranin literatiirdeki degerlerden ¢ok farkli ve yiiksek olmasinin nedeninin
olgu sayisindaki azlik yan sira olgularin biiyiik cogunlugunu ileri evre hastalarin olusturmasi
oldugu, ayrica timor icindeki heterojenlik ve teknik farkliliklarin da rol oynayabilecegi
diistiniilmiistiir.

Calismamizda NB’lu hastalarda C-kit ekspresyonu ile hastaligin gidisi, hastalarin
yaslar1 (1 yas alti ve iistii), tiimor lokalizasyonlari ve N-myc amplifikasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamis olmakla birlikte kétii prognoza sahip olan 1
yasin tizerindeki olgularda C-kit ekspresyonun daha yiiksek derecelerde saptanmasi (%50
derece-II ve %50 derece-III diizeyinde) noroblastik tiimorlerde C-kit ekspresyonunun kotii
prognozla iliskili olabilecegini diistindiirmiistiir.

DKYHT’ LERDE C-KIT EKSPRESYONU: L. Fine ve arkadaslari DKYHT’lerde

immiinhistokimyasal olarak C-kit ekspresyonun degerlendirmiler ve 35 hastanin 7 tanesinde
(%35) pozitiflik saptamislardir. Onlar DSRCT’lerde mutant C-kit reseptor diizeylerinin
degerlendirilmedigini, bu agresif gidisli timorlerde  Imatinib ile tedavi olasiligimni
degerlendirmek icin buna yonelik calismalar yapilmasi gerektigini belirtmislerdir (31).
Shimithey ve arkadaslar1 ise yaptiklart calismalarinda DKYHT’lerde boyanma
saptamamiglardir (112). Bizim calismamizda da DKYHT olgumuzda C-kit ekspresyonu

saptanmamigtir.
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Primer ONB olgumuzda derece-Il diizeyinde sitoplazmik C-kit boyanmasi
saptanmakla birlikte metastatik ONB olgumuzda C-kit ekspresyonu goriilmemistir.
Literatiirde benzer bir ¢aligmaya rastlanmamakla birlikte tedaviye cevap vermeyen ve C-kit
ekspresyonu saptanan ONB’lu olgularda buna yonelik tedavinin denenebilecegi

diisiintiilmiistiir.

N7 (1 N/ 5 N/

SONUC OLARAK CALISMAMIZDA;

1- Immiinhistokimyasal boyanma patternleri ¢akisabilecegi i¢cin KYMHT lerde sinirli bir
panel uygulamanin yanligliklara neden olabilecegi, vimentin, desmin, CD99, iki veya daha
fazla noroendokrin marker (sinaptofizin, kromogranin, NSE, NF, Leu-7, veya PGP-9.5),
myogenin veya myo-DI, sitokeratin, S-100 protein, CD45, TDT, CD-43 ve CD-79a’nin
bulundugu bir paneli uygulamanin KYMHT lerin ayirci tanisin1 yapmak icin gerekli oldugu
diisiintilmiistiir.

2- Santral PNET’lerde %85.7 oraninda CD-99 negatifligi saptanmis, beyin metastazi olan bir
hastada CD-99’un pozitif oldugu goriilmiis ve santral/periferal PNET’ler arasinda CD-99
immiinreaktivitesi agicindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.02). Santral
sinir sisteminde intraparankimal yerlesimli ES/PNET’lerde bu ayirimin yapilabilmesi i¢in
radyolojik olarak kemik dokularla timoriin iliskisi gibi bulgulara ek olarak CD-99
negatifliginin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

3- ES/PNET olgularinda CD-99 pozitiflik oram1 %63.2 olarak saptanmis olup literatiirde
belirtilenden (%90) daha az oranda bulunmasinin nedeninin olgularin %55’ini santral

PNET’in olusturmasi oldugu diisiiniilmiistiir.
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4- CD-99 porzitifligi ES/PNET yanisira 1 polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimor, 2
undiferansiye kiiciik yuvarlak mavi hiicreli timor ve 2 rabdomyosarkom vakasinda da
gozlenmis ve CD-99 pozitifliginin ES/PNET ailesi i¢in yiiksek oranda sensitif oldugu ama
spesifikliginin bulunmadigi ve immiinhistokimyasal panelin bir pargasi olarak kullanilmasi
gerektigi diistintilmiistiir.

5- Diger tim KYMHT’ lerde goriilebilen CD-99 pozitifligi hi¢cbir néroblastom olgusunda
saptanmamis ve spesifik membrandz CD-99 immiinreaktivitesinin ES/PNET ayiric1 tanisinda
yardimci1 olabilecegi sonucuna varilmastir.

6- Tiim noroblastom olgularinda vimentin negatif bulunmus, bunun biiyiik oranda vimentin
immiinreaktivitesi gosteren ES/PNET ten ayirici tanida kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

7- ONB olgumuzda immiinhistokimyasal calismada vimentin ile blastik hiicrelerde boyanma
goriilmemis olup tiimor adalari cevresindeki sustentakiiler benzeri hiicrelerde ve blastik
hiicreler arasindaki denritik hiicre benzeri hiicrelerde pozitiflik saptanmistir. Bu boyanma
patterninin tanm1 koymada faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir.

8- Santral PNET olarak kabul edilen 11 olgu ile diger bolgelerde yerlesen ES/PNET’ler
arasinda EWS/FLI1 translokasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir
(p=0.04). Ayrica intrakranial metastazi bulunan primer bobrek yerlesimli olgunun metastatik
kitlesinde EWS/FLI1 translokasyonu saptannustir. Intrakranial yerlesimli bir ES/PNET
olgusunda santral/periferal PNET ayiriminda EWS/FLII translokasyonunun saptanmasinin
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

9- Santral/periferal PNET ler arasinda klinik gidisleri yoniinden istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark saptanmamistir (p=0.536).

10- ES/PNET’li olgularda EWS/FLI1 translokasyon oram1 %65 olarak saptanmistir. Bu

degerin literatiirde belirtilen degerden (%85-95) daha diisiik olmasinin nedeninin,
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olgularimizin %55°1ik kismini santral PNET in olusturmasi ve santral PNET’lerde EW S/FLI1
translokasyonun genellikle bulunmamasi oldugu diistiniilmiistiir.

11- Santral PNET ler disinda sadece gogiis duvari yerlesimli bir olguda translokasyon negatif
bulunmus ve ES/PNET tanisinda EWS/FLI1 translokasyonunun gosterilmesi oldukca sensitif
olarak degerlendirilmistir.

12- ES/PNET olgularinda EWS/FLII translokasyonu ile hastaligin gidisi , hastalarin yas,
cinsiyeti ve tiimor lokalizasyonu gibi bazi klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark elde edilmemistir.

13- 10 NB’lu olgunun 4 tanesinde N-myc amplifikasyonu, 3 tanesinde N-myc
overamplifikasyonu saptanmis olup toplam N-myc amplifikasyonu goriilme oran1 %70 olarak
bulunmustur.

14- N-myc amplifikasyonu saptanan hastalarin 3 tanesinin evrelerine ulasilamamakla birlikte
digerlerinin hepsinin ileri evre (Evre III ve IV) olduklar izlenmistir. Amplifikasyon oraninin
literatiirde belirtilen orandan (%20-25) daha fazla olmasinin, vakalarin daha ¢ogunun ileri
evre olmasindan kaynaklandig diistiniilmiistiir.

15- NB’larda N-myc amplifikasyonu ile hastalarin cinsiyetleri, yaslarnt ve timor
lokalizasyonlan karsilagtirildiginda fark saptanmamistir.

16- NB’lu olgularda overamplifikasyon/ amplifikasyon goriillen ve hicbir amplifikasyon
goriilmeyen olgularda klinik gidisler karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 saptanmastir.

17- 6 ARMS’lu olguda FISH yontemi ile N-myc amplifikasyonu degerlendirilmis, hicbir
olguda amplifikasyon olmadig saptanmistir. Literatiirde %50’lere varan N-myc
amplifikasyonunun hi¢cbir ARMS’da bulunmamasinin nedeninin; olgu sayisindaki azlik,

dokulardaki tespit problemi veya teknikle iliskili problemler olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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18- Primer ONB olgusunda FISH yontemi ile N-myc amplifikasyonu degerlendirilmis,
negatif saptanmistir. Bu bulgu sonucunda ONB’un klasik NB’dan farkli bir molekiiler
degisiklik gosterdigi diistintilmiistiir.

19- DKYHT’de N-myc amplifikasyonu degerlendirilmis ve negatif bulunmustur.

20- Tiim KYMHT’lerde PTEN delesyonu degerlendirilmis, FISH yontemi uygulanan 9 tane
ES/PNET, 8 tane RMS, 8 tane NB ve 1 tane ONB vakasinin hi¢birinde PTEN delesyonu
goriilmezken polifenotipik kiigciik yuvarlak hiicreli tiimoérde PTEN delesyonunun varlig
saptanmistir. PTEN delesyonu daha oOnce polifenotipik yuvarlak hiicreli tiimorlerde hic
saptanmamistir ve bizim olgumuz PTEN delesyonu saptanan ilk polifenotipik YHT diir.

21- Calismamizdaki olgularda ortalama yaslar literatiir bilgilerine benzer sekilde ES/PNET te
15.2 yas, rabdomyosarkomda 21.0 yas ve noroblastomda 2.6 yas olarak saptanmistir. Ayrica
eriskinlerde goriilen bir RMS alt tipi olan pleomorfik RMS tanisi alan bir olgumuz da 43
yasindadir.

22- Tiimorlerin en sik lokalize oldugu alanlar ES/PNET’li olgularda intrakranial bolge (%55),
rabdomyosarkomlu olgularda bas-boyun bolgesi (%58.3) ve noroblastomlu olgularda adrenal
gland (%60) olarak saptanmistir. Rabdomyosarkom ve noroblastomda tiimor yerlesimleri
literatiirde belirtilen bolgelere benzerlik gostermekle birlikte ES/PNET’li  ogularin
ekstremiteler yerine en sik intrakranial bolgede lokalize olmasinin nedeni olarak merkezimize
basvuran hasta popiilasyonunun farkli nitelikte olmasi oldugu diisiiniilmektedir.

23- Kiiciik hiicreli osteosarkom-ES/PNET ayirimin1 yapmak igin 151k mikroskobik olarak
osteoidin dikkatlice arandiktan sonra arada kalinan vakalarda bu maddeyi fibrinden ayirmak

icin trikrom, fibrin boyalar1 ve polarize 151k 6zelliklerinin faydali olabilecegi diistiniilmiistiir.
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24- Malign lenfomalarda CD-99 pozitifligi olabilecegi gibi bunlarda LCA’nin da negatif
olabilmesi nedeni ile immiinhistokimyasal panele TDT. CD-20, CD-79a ve CD43’iin de
eklenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

25- ES/PNET olgularinda C-kit ekspresyon orant %49.8 olarak bulunmus olup C-kit
ekspresyonu ile hastalarin cinsiyetleri, timor lokalizasyonlari, tiimor boyutlar ve hastaligin
gidisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig saptanmstir.

26- C-kit ekspresyonunun ES/PNET’in prognozuna etkisinin olmadigi ama olgularin yaklasik
yarisinda pozitifliginin bulunmasi nedeniyle buna yonelik tedavinin ES/PNET’lerde
kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

27- 12 RMS olgusunda C-kit ekspresyonu %58.4 oraninda (7 olguda) saptanmis olup bunlarin
%71.4’tnl (5 olgu) ARMS, %13.4‘lini (1 olgu) ERMS, %13.4lnii (1 olgu) pleomorfik
RMS’un olusturdugu ve igsi hiicreli RMS olgusunda ekspresyonun bulunmadig saptanmaistir.
28- RMS’larda C-kit ekspresyonun daha ¢ok, daha agresif gidisli olan ARMS ve pleomorfik
RMS olgularinda saptanmasi, iyi prognozlu igsi hiicreli RMS olgusunda negatif olmasi
nedeniyle agresif gidigle iligskili oldugu, buna yonelik tedavinin RMS olgularinda
kullanilabilecegi, ama tiim bu bulgularin daha fazla olgu sayisinin bulundugu baska
calismalarla dogrulanmasi1 gerektigi sonucuna varilmistir.

29- 10 NB olgusunda C-kit ekspresyon oraninin %88.9 oldugu saptanmis olup bu oranin
literatiirdeki degerlerden ¢ok farkli ve yiiksek olmasinin nedeninin olgu sayisindaki azlik yani
sira olgularin biiyiikk ¢ogunlugunu ileri evre hastalarin olusturmasi oldugu, ayrica timor
icindeki heterojenlik ve teknik farkliliklarin da rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir.

30- NB’lu hastalarda C-kit ekspresyonu ile hastaligin gidisi, hastalarin yaslar1 (1 yas alt1 ve
tistill), tiimor lokalizasyonlar1 ve N-myc amplifikasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamhi

bir fark saptanamamis olmakla birlikte kotii prognoza sahip olan 1 yasin tizerindeki olgularda
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C-kit ekspresyonun daha yiiksek derecelerde saptanmasi (%50 derece-II ve %50 derece-III
diizeyinde) noroblastik tiimorlerde C-kit ekspresyonunun kotii prognozla iliskili olabilecegini
diistindiirmiistiir.

31- Primer ONB olgumuzda derece-II diizeyinde sitoplazmik C-kit boyanmasi saptanmakla

birlikte metastatik ONB olgumuzda C-kit ekspresyonu goriilmemistir.
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