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COCUKLUK CA GI SOLID TUMORLER iNDE KANSER KOK HUCRE
BELIRTECI OLARAK P iWiL2 EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI VE
PIWIL2'N iN BiYOMARKER OLARAK KULLANILAB iLECE GiNiN
GOSTERILMESI

OZET

Giri s ve Amag: Piwil2 (P-element-Induced wimpy testis like ) gelndicre gekiminde
ve onariminda esansiyel bir role sahip olan arg@nproteinlerinin alt grubudur. Germ
kok hucresinin kendi kendini yenilemesinden, hud@&ngisi, RNA interferansi,
epigenetik modulasyon ve kromatinin yeniden dizemkesinden sorumludur. Ayrica
kanser kok hucrelerinde sinyal ileti yolaklarindaolfgerasyon ve apopitozisi
dizenleyen anahtar gorevleri vardir. Yapilansgadlarda kolon kanserlerinde, over ve
endometrium timorlerinde, bébrek, gastrointestugapankreas tiimorlerinde kok hiicre
belirteci olarak Piwil2 gosterilngiir. Bu calsmada amag, cocukluk ga solid
tumarlerinde bir kanser kdk hicre belirteci olawil ekspresyonunun atarilmasi ve
biyomarker olarak kullanilabilegein gosterilmesidir.

Hastalar ve Metod: Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocukzl§a ve
Hastaliklari Anabilim dali, Pediatri Hematoloji-Qulkji Departmani tarafindan 2000-
2011 yillan arasinda takip edilen, Erciyes Uniitess Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali tarafindan solid timor tanisi verignwe parafin bloklari givienmis 150 hasta
dahil edildi.immunohistokimyasal yontemler kullanilarak Piwil2iglmnal antikoru ile
solid timor preparatlari boyandi. Boyanan prepardd Piwil2 boyanma oranlari bir

uzman patolog ve bir pediatri hematoloji uzmarafiadan dgerlendirildi.

Bulgular: 150 hastadan ojan calsma grubunda; solid timorlerde Piwil2
immunohistokimyasal boyanmasi ile kanser kok hitirgkisi ve Kklinik 6zellikler
karsilastirildi. 30 hasta (%20) noéroblastom, 42 hasta (%28)n’s tUmord, 44 hasta
(%29,3) sarkom, 34 hasta (%22,7) ise germ hickghor tanisi alngti. TUmor
gruplarina goére bakil@inda noroblastom tanisi alan 30 hastanin 11'ind86{%zayif
boyanma, 5’inde (%16,7) orta derecede boyanmad®&'i®616,7) kuvvetli boyanma
goruldd. Wilm’s tumoriunde ise 42 boyamadan 15'iizépyanirken (%35), orta veya

kuvvetli boyanma gorulmedi. Sarkom tanisi glralan 44 hastanin 10’ unda (%22,7)
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zayIf boyanma, nde (%11,4) orta derecede boyanma, 4'Unde (%%d)kuvvetli
boyanma gorildi. Bu grupta osteosarkom vakalarfPisal?2 ile kuvvetli boyanma
digerlerine gére anlamli idi. Otuzdért germ hicrelintir dokusunun boyanmasinda
6'sinda (%17,6) zayif boyanma, 6’sinda (%17,6)a alerecede boyanma ve 6’sinda
(%17,6) kuvvetli boyanma goérialdiNéroblastom ve germ hucreli tumoér gruplarinda
orta ve kuvvetli Piwil2 boyanma paternigdr timor gruplarina gore anlamli yiksek idi
(p<0,05). Germ hdcreli timdrde hem nukleer hem sitopli& patern gorulirken ger

tumorlerde sitoplazmik boyanma paterni goruldu.

Sonug: Cocukluk c¢& solid timdrleri igerisinde noOroblastom ve germ ciali
tumorlerde istatistiksel agidan anlaml Piwil2 gdizigi goralda. Bu durum ozellikle
kok hicrelerin germ hicrelerde olmasi ve Piwil2'mjarm hicrelerde ilk kez tespit
edilmesi ile aciklanabilir. er timorlerde sadece stoplazmik boyanma varken germ
hicreli timorlerde hem nikleusta hem de stoplazne@nma gorildi. Nikleusta
boyanma olmasi ise Piwil2'nin germ hicre geli ve dongisunde roli olmasindan
kaynaklanabilir. Noroblastomda yakila 1/3 vakada belirgin Piwil2 ekspresyonu, zaten
prognozu kotu ve tedavisi sikintili néroblastom alak icin anlamli olabilir. Sarkom
grubunda osteosarkom vakalarinda tespit edilenndnlRiwil2 pozitifligi, bu grupta
tedavilerdeki zorluklardan dolayr anlamli olabiliflging olarak Wilm’s timori
vakalarinda, Piwil2 normal bébrek dokusunda batitiglenirken, timor dokusunda ¢ok
az vakada goruldiileri calsmalarda Piwil2, Wilm’s timori icin negatif markee v

cerrahi sinir belirlemede kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Piwil 2, Kanser Kok Hucre, Biyomarker, Cocukluk geSolid

TUmorleri



INVESTIGATION OF P iWiL2 EXPRESSION AS A CANCER STEM CELL
MARKER AND DEMONSTRATION OF ITS AVAILABILITY AS A
BIOMARKER IN SOLID TUMORS OF CHILDHOOD

ABSTRACT

Objective: Piwil2 (P-element-Induced wimpy testis like) bedsnto a subgroup of
argonaute proteins, which has an essential rolgenm cell development and repair.
Piwil2 is associated with cell cycle, RNA interfaoe, epigenetic modulation and
chromatin rearrangement in the regeneration of getem cell. In addition, it has a
pivotal role in the regulation of proliferation, dmpoptosis in signaling pathways in
cancer stem cells. Recent studies reported thatZPias been demonstrated as a stem
cell marker in colon cancers and ovarian endonmgfgestrointestinal and pancreatic
tumors. In the present study, we aimed to evaltiexpression of Piwil2, as a cancer
stem cell marker in childhood solid tumors, to destoate the availability of Piwil2 as

a biomarker.

Patients and method: The study included 150 patients who have diagnosih
pediatric solid tumor and have available paraffiocks at the Pathology Department of
Erciyes University Medicine School and had beelofeéd between 2000-2011 years in
Pediatric Hematology and Oncology Department ofiyesc University.. Solid tumor
preparations were stained with polyclonal Piwil2 tileedy by using
immunohistochemical methods. The Piwil2 stainingsvessessed by an experienced

pathologist and pediatric hematologist.

Results: The clinical characteristics and features of Piwil2munohistochemical

staining, and cancer stem cells in the study grthgt consisted 150 pateint were
evaluated. . 30 patients (20%) were diagnosed métiroblastoma, while 42 patients
(28%) have Wilm’s tumor, 44 patients (29.3%) haaesma; 34 patients (22.7%) were
diagnosed with germ cell tumor. Assessment ofttingor sub-groups showed that, of
30 patients with neuroblastoma, there was wealknigtaiin 11 (36.0%), moderate
staining in 5 (16.7%), and strong staining in 5.7%). Of 42 patients with Wilm’s

tumor, it was seen that there was weak staining5n(35.0%), but no moderate or

strong staining. Of 44 patients with sarcoma, is waen that there was weak staining in



10 (22.7%), moderate staining in 5 (11.4%), andngjrstaining in 4 (9.1%). In the
sarcoma group Piwil2 staining was stronger in thgepts with osteosarcoma. .Of 34
patients with germ cell tumor, there was weak stgiin 6 (17.6%), moderate staining
in 6 (17.6%) and strong staining in 6 (17.6%). W®taining rates were statistically
significant in neuroblastoma and germ cell tumops0(05). Both nuclear and
cytoplasmic staining patterns were observed in geet tumors, whereas only

cytoplasmic staining pattern was observed in dtin@or types.

Conclusion: Among the solid tumors of childhood, significantvi2 positivity was
observed in neuroblastoma, and germ cell tumorss fiilding can be explained that
cancer stem cell in these tumors are associatddgetm cells, and Piwil2 expression
was previously shown in the germ cells. Stainiraswbserved in both nucleus and
cytoplasm in germ cell tumors while only cytoplasrsiaining was observed in other
tumor types. The presence of nuclear staining neayelated to the role of Piwil2 in
germ cell development and cycle. In the patients weuroblastoma, 1/3 of the cases
showed significant expression of Piwil2, this maydignificant in this kind of patients
with poor prognosis. In the sarcoma group, sigaiftcPiwil2 expression was observed
in the pateins with osteosarcoma, which has treatmadractory, and dismal prognosis.
Interestingly in cases of Wilm's tumor, significdPiwil2 was observed in the normal
kidney tissue, whereas Piwil2 expression was raoddgerved in the tumor tissue.

Piwil2 expression can be used for determining tirgisal margin in further studies .

Keywords: Piwil 2, cancer stem cell, biomarker, solid tumofghildhood.
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1. GIRIS VE AMAC

Gelisen kok hicre ve molekiler biyoloji cginalari  sayesinde kanser
etyopatogenezinde kok hicre ealalari 6nem kazanmaktadir. Son geiien
hipotezlere gore kanserin timor dokusundasaukok hicrelerden kdoken aidione
surtlmektedir (1). Kanser kok htcrelerinin, kandssilatan, ilerleten ve klasik tedavi
sekillerine direng geftirmesinden sorumlu olan ve cerrahi veya kemotersaprasi

relaps ve metastazi@ayan hicreler oldgu disinulmektedir (1, 2, 3).

Insanda bulunan doku veya hicrelerin birtakim eksajeya endojen uyaranlarla
uyariimasi sonucu aktive olan kanser kdk hicrelermal devam eden huicre siklusunu
bozup programlanmihiicre 6limi olan apoptoz kontrolden c¢ikar ve oakidj aktivite
baslamis olur. Tumor olgum ve yayihm safhasina kadar gdn olaylara ¢ok sayida
medyator aracilik etmektedir. Batlin bu olaylar sirzile balangi¢ noktada bulunan kok
hicrelerinin tespit edilmesi hastah teshisinden tedavisine kadar hegaamada
aydinlatict olacaktir. En 6nemli faz olanshes noktasinda kdk hicrelere 6zgu ve

saptanabilen bir biyomarker ile timérin tespit@aiiimesi mimkan olabilir (2,3).

PIWIL2, kelime anlami olarak “P element induced wimpgtis-like2” kelimelerinden
olusmaktadir. PWiL2 fare ve insanda piwi gen ailesinin tyesidir (%,4). Ozellikle
testiste exprese edilir. Toplam 973 aminoasiddeguolve 100-110 kiloDalton (kd)
agirhgindadir. PAZ ve C terminal olmak Uzere iki kisimdaosmaktadir. PAZ alani
384-496 aminoasidden alwr. C terminal kismi ise 668-959 aminoasidden
olusmaktadir. C terminal alani hiicre RNA'sI ile etkiheektedir. (6,7)



Piwil2 germ hiicrelerde exprese edilir. Ozellikleemayotik ve erken mayotik germ
hiicrelerinde ve géli kanser kok hiicrelerinde Uretilmektedir.(9) Nual hicrelerde ve
inflamatuar hicrelerde bulunmaz. Germ hicrelerdsisebirsekilde beklerken, hiicre
siklusu genlerinin ekspresyonu inhibe gidwwaman normal kék hiicre proliferasyonunu
deprese etmek icin ortaya cikar. Piwil2 eksprespanuartsi apoptozu baskilamaktadir.
Bununla korele olarak Piwil2 proteininin kaybi héccgalma hizi ve bdélinme
kapasitesinin azalmasi ile sonuclanmaktadir. Pimii2bgta seminomatdz tumorler
olmak Uzere insanda prostat, meme, gastrointesist&m, over, endometriyum, farede

ise meme, rabdomyosarkom ve medulloblastomda exdifdizi gosterilmitir. (8)

Cocukluk c&i solid tumorleri icinde ndroblastom, rabdomyosank®ilm’s timoru ve
germ hucreli timorler 6nemli bélumua eturur. Bu hastalarin erken tani alabilmeleri,
bu hastaliklara i§kin bulgu ve belirtilerin bilinmesi ve hizla taniygidilmesi ile
mumkindar. Ulkemizde cocuk hastalaringgdleri evrelerde tani almaktadir. Kanser
kok hucre belirteci olan Piwil2'nin solid timorlexdgosteriimesi erken tani, tedauvi,
tumorin relapsi ve metastazi acisindan ©Onemlididmdr dokusunda bulunan
hiicrelerden sadece bir kismi kék hicre ogeltledir ve bu hilcreler kemoterapi ve
diger tedavisekillerine direnclidir. Kanser kok hucreleri ile vidi2 proteini iligkisi
gOsterilerek, tumdrin daha kolay tani almasi veedonrasi nikslin ve metastazin

gelisip gelismeyecgi anlasilabilir. (2)

Bu calsmada amag¢ cocukluk ga solid timorlerinde immunohistokimyasal
yontemlerle, Piwil2 ekspresyonunu gdsterebilmek@dylece literatirde ilk kez
cocukluk ca& solid timorlerinden néroblastom, Wilm’s timor@ébdomyosarkom ve
germ hcreli timdrler icin Piwil2 ekspresyonlarilibenmis olacaktir. Bu ¢catmada

cocukluk ca& tumodrleri icin Piwil2'nin bir kanser kok hicre lrgeci olarak

kullanilabilecgi ve Piwil2 ekspresyonu ile bu timorlerin klinik vprogrnostik

Ozellikleri arasindaki ikkiler aydinlatiimasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

Her yil dinyada 10 milyon yeni kanserli hasta tdanmaktadir. Kanserler her yil 6
milyon insanin 6limdne neden olmaktadir. Dunyadékn 6lumlerin %12 si kanser
sonucu olmaktadir. Gehnis Ulkelerde kanserden 6lum kardiyovaskiler hastaiddn
sonra en sik ikinci nedeni olarak gérilmektedir (7)

Cocuklarda kanser gorulme s@lil5 ya altinda milyonda 110-150 arasindadir.
Ulkemizde 0-14 yagrubunda her yil 2,500-3,000 civarinda kanser smka gorilmesi
beklenmektedir. Cocuklarda kanserkinlere kiyasla daha nadir olup, tim kanserlerin
% 0,51 15 yaindan kucguklerde gorulmektedir. Bununla birliktedavi baarisinin
yuksekligi ve cocuklarin beklenen yam siresinin uzunfiu erken ve etkin tedaviyi,

yasam kalitesini, psikososyal yaklan1 daha da 6énemli hale getirmektedir (8).

Cocukluk ¢cg& kanserleri icinde lI6semi ve lenfomalar en sikidgm kanser tipleridir.
Loésemi ve lenfomalardan sonra sirasiyla santrat sistemi timoérleri, néroblastom,
yumwak doku sarkomlari, Wilm’s tumori, kemik timorlee germ hicreli timorler
gelmektedir (8).

Ulkemizdeki ve Amerika Birlgik Devletleri'ndeki gocukluk ¢gi kanserlerinin dalmi

asagidaki gibidir.



ABD’de cocukluk caginda gorulen kanserlerin siklik sirasina gore dglimi
sOyledir:

- Losemiler %30

- Santral sinir sistemi timorleri %19
- Lenfomalar %13

- Noroblastom %8

- Yumuwak doku sarkomlari %7

- Wilm’s timaoru %6

- Kemik timorleri %5

- Diger timorler %12 (Retinoblastom, Germ hucreli tumriKaracger kanserleri ve
diger kanserler) (7,10)

Ulkemizdeki d&ilim ise tablo 1'de verilngtir. Lenfomalar ikinci siklikta gorilmektedir
(8).

Tablo 1. Turk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)/Turk Pediatritkematoloji Derngi
(TPHD) Pediatrik Tumaor Kayitlari, 2009-2011. Tarmu@larinin Dgilimi (8)

Tamoér Tipi n %
1 Lésemiler, miyeloproliferatif ve miyelodisplastilastaliklar 1098 27,2
2 Lenfomalar 764 18,9
3 Santral sinir sistemi tumorleri 546 13,5
4 Noroblastom 304 7,5
5 Yumusak doku sarkomlari 301 7.4
6 Malign kemik timoérleri 265 6,6
7 Germ hucreli timorler 233 5,8
8 Renal timorler 215 53
9 Retinoblastom 140 3,5
10 Diger malign epitelyal tumdorler ve melanom 96 2.4
11 Hepatik Tumorler 65 1,6
12 Diger malign tumorler 15 0,4
Toplam 4042 100,0




2.1. COCUKLUK CAGI SOLID TUMORLER i

Bu calsmada cocuklarda lenfomalar ve beyin timorlegirdla kalan solid timarler

calisiimistir.
2.1.1. Noroblastom

Noroblastom adrenal medulla ve sempatik ganglioalagorilen ve ilkel néral krest
hicrelerinden orijin alan bir tGmorddr. gar timorlerle kanlastirildiginda primer
tumorun, metastatik hast@in  ve paraneoplastik sendromlarin  farkli  klinik
presentasyonu olabilir. Spontan regresyonlar (behigstalga farklilgsma) ve blyuk
cocuklarda prognozun kot seyretmesi, noroblastorfarkli davranglarina 6rnek
olarak verilebilir. Tum cocukluk ¢a malignitelerinin %8-10 kadarini aiturur.
Prevalansi 7000 canl gomda 1'dir. Onbg yas alti cocuklarda yillik insidansi
ortalama milyonda 10’dur. Tani %36 olguda Isigaaltinda, %75 olguda 4 ya
altinda, %90 olguda 10 ya altinda konulur. Erkek/kiz orani 1,2'dir (11,12)

Cevresel faktorlerin etyolojide major roli gosteniemstir. Hamilelikte ilag kullanimi,
kimyasallar, virUsler ve radyasyonla gucligklsi yoktur. Daha ¢cok embriyolojik olarak
noral krest gedim bozukliguna bglh gelistigi distindlmektedir. Noroblastomlu
hastalarin bir boliminde bu hastahl gelsiminde bir yatkinhk oldgu ve bu
yatkinlikta kalitimin otozomal dominant bir yoluntoulund@gu gdsterilmgtir. TUm
noroblastomlu hastalarin %22 kadarinda germinalasyan oldgu distndlmektedir.
Noroblastomdaki genetik catnalarla 16. kromozomun kisa kolunda kalitsal yatkin

bdlgesi tespit edilngtir (11).

Noroblastom sempatoadrenal yolda ndral krest héignelen gekir. Noroblastomlarin
kaynaklandgl bolgeler spinal sempatik gangliyon ve adrenalmadin hicrelerini
iceren sempatik sinir sistemidir. Maturasyon veegihsiyasyona gore 3 Kklasik
histopatolojik 6rngi vardir. No6roblastom malign; ganglionéroblastomtehnejen;
ganglionérom tam farklilamis ve benign grupta yer almaktadir.

N-myc (No6roblastoma miyelomatosis onkogeni), néastdm icin kotl prognoz
gostergesi olan bir belirtecdir. N-myc ekspresyamunartsi hicre siklusu

progresyonunu ve DNA sentezini artirir. Noroblastotradavisinde kullanilan



farmakolojik ajanlarin n-myc ekspresyonuna etkisimt olarak aciklanmasgtir.
Kullanilan sitotoksik ajanlar bir miktar ekspreyormzaltasa da amplifikasyon ayni

kalmaktadir.

Noroblastom sempatik sinir sisteminin bir timdoridér sempatik ndral yol boyunca
herhangi bir yerde gorulebilir. @anlukla primer timdér abdomende goriltr (%65) ve
bdlgede gorilme orani ¢ocuklarda (%40) bebeklere ¢%25) biraz daha yuksektir.
Ayrica bebeklerde servikal ve torasik primer tirdéha fazla goérilmektedir. Yall
%1 hastada primer tumor saptanamayabilir. Tani danialgularin %75 kadarinda
metastaz mevcuttur. Metastaz, lenfatik ve hematgia oluur. Lokalize timorli
hastalarin %35’inde bélgesel lenf nodu metastanrilgbilir. Diger bélgelere metastaz
olmaksizin bu durumun goérulmesi iyi prognozdur. Hémen yayilim, siklikla kemik
ili gi, kemik, karacter ve deri (subkutan doku), nadiren gecive beyin parankimine
olur. Akciger ve beyin parankimine metastaz genellikle relsson donem hastalikta
gorultr. Klinik bulgular timorin primer anatomik Igési veya metastaz yapii

bdlgeye gore degsmektedir.

Abdominal kitle varlgl, lokalizasyonu ve boyutu, hepatomegali, lenf noguligi,
Horner sendromu, ataksi, opsomyoklonus gartikkatli bir sekilde aratiriimalidir.
Goruntuleme yontemleri diz radyografi, kalsifiyedaminal kitle veya posterior
mediastinel kitle varfiinin aratiriimasi amaciyla istenmelidir. Abdominal USG ve
komputerize tomografi, abdomen, pelvis, posterioedasten goérintilemesi igin,
magnetic rezonans ise paraspinal lezyonlarigedendiriimesi agisindan faydalidir.
Meta-iyodobenzilguanidin  (MIBG) sintigrafisi; eveshe ve tedavi cevabini
deserlendirmede kullanilabilcek sintigrafik yontemdiiskelet survey ve kemik
sintigrafisi kemik metastazini gerlendirmede kullanilabilir. Kemik @ aspirasyonu
ve biyopsisi kemik ilgi tutulumunu dgerlendirmek igin yapilmahdir (11,15).

Noroblastom tutulum yerleri ve cerrahisine gore edamir. No6roblastom da evre

hastalgin tedavisi ve prognozu ile gkilidir.



Evreleme (International Neuroblastoma Staging system-INSS)

Evre 1: Makroskobik olarak tam cikarinliokalize tumoér (mikroskobik rezidi olsun

veya olmasin)

Evre 2A: Makroskobik olarak tam ¢ikarilamantokalize timor, ayni taraf lenf nodu

tutulumu yoktur.

Evre 2B: Makroskobik olarak tam veya kismen cikarllokalize timéorle birlikte ayni

taraf lenf nodu tutulmgiur.
Evre 3: Orta hatti gecen ve cikarilamayan timor

Evre 4:iskelet sistemi, kemik i, yumusak doku, uzak lenf bezleri gibi uzak organ ve

doku tutulumu

Evre 4S: Evre 1 veya 2'deki lokal hastalikla berabaka uzak metastaz olmaksizin
deri, karacter velveya kemik ifii tutulumunun olmasidir (kemik metastazi
olmaksizin)(13,14)

Patoloji; Kuguk-yuvarlak-mavi hicreli timoérler grubundadiu Brupta; N6éroblastom,
Ewing sarkomu, non-Hodgkin Lenfoma, Wilm’'s timodrte vrabdomyosarkom
bulunmaktadir. Kiicik, homojen, yuvarlak hiicrelersanda noropil tipiktir. Eosinofilik
noropil cevresindeki noroblastlar "Homer-Wright pderozet’lerini  olgturur.
Ganglionoroblastom: Histolojik bulgular noéroblastove ganglionérom’un bulgularini
birlikte iceren heterojen bir tumérdar. Diffuz  veydokal olabilir, fokal
gangliondroblastom daha agresifdir ve ndroblastkngonent MYCN amplifikasyonu
tasiyabilir. Ganglionérom: Tamamen diferansiye beniggmdrdir. Matlir ganglion
hicreleri, noropil ve Schwann hucreleri tumord salour. Noroblastomu ¢ocukluk
caginin diger “kucuk, mavi, yuvarlak hicreli tumoér’lerindendge g1k mikroskobu ile
ayirt etmek zordur ve ger teknikleri gerektiririmmunhistokimyasal analiz ile timor
hiicreleri sinaptofizin ve NSE (ndron spesifik ezdl@r) bulunur. Elektron mikroskopik
bulgulari da tipiktir.

Tedavi; Evre 4S hastalik g@inda, timorin en az %90’'nini glivenle cikartmak
mimkinse, tanida timor eksizyonu yapilmaligedi durumlarda biyopsi ile tani

konulmalidir. Eer cerrahi sonrasi reziduel tiumor kaldiysa kemptesrasinda
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izlenmeli ve kemoterapi sonrasi kalan reziduel tiifkincil cerrahi ile gikariimalidir.
Noroblastomda metastatik hastalik giklyizinden radyoterapinin (RT) kiratif etkisi
sinirhdir. Kabul edilmi timor 6ldurict doz 15-30 Gy'dir ve bu doz hastayas,
tumorun yerlgim yeri, volimu ve lokalizasyonuna goregdgr. Son yillarda 6zellikle
gec yan etkileri arttirmadan hastalik kontrolindddasariyr arttirmak amaciyla
hiperfraksiyone RT artan siklikla kullaniimaktaddemoterapi 6zellikle orta ve yiuksek
risk grubundaki hastalarin ya dasdl risk grubu olup hayati organlarin tutulumu
nedeniyle cerrahi tedavinin uygulananfadolgularda temel tedavidir. Kemoterapi
protokolleri hastanin risk grubuna gére belirlentedk. Son zamanlarda 6zellikle
relaps noroblastom vakalarinda metaiodobenzylguamid(l-131MIBG) tedavisi
uygulanmaktadirintravendz yolla verildikten sonra tumor dokulamafendan absorbe
edilir ve timor hicreleri oldaralir. Normal dokuarise secisi olarak zarar
vermemektedir. Kemoterapi ile kiyaslagehda ygam kalitesine daha az negatif etkisi
bulunmaktadir (14). Evre 4 vakalarda kemikgiilnakli bu hastalarin prognozlarini
artirmaktadir. Bununla birlikte néroblastomlarddaeiye cevap 6zellikle ileri vakalarda

iyi degildir ve prgonoz koétudur. Bu nedenle yeni tedauntgimlerine ihtiyac vardir.
2.1.2. Wilm’s TUmora

Cocukluk c&inda gorilen primer bobrek timorleri, Wilm's (ndftastoma),seffaf
hiicreli sarkom (clear cell sarkom), bdgire rabdoid timoérd, konjenital mezoblastik
nefroma, renal hicreli sarkom ve renal medullersikamlardir. Wilm’s timoru
cocukluk c&nda en sik gorulen bobrek timdoru olup, Wilm’sidprimer bobrek
tiumorleri ise tim bobrek tumorlerinin %10’dan aziolusturur. Wilm’s tamord
multidisipliner yaklaimla buyik oranda Bari ile tedavi edilebilen cocukluk ga
kanserlerinden birisidir. Gecgte yalnizca cerrahi ile tedavi edilen hastalard&'/#&rde
olan ygam oranlar gunumuizde %90‘in Uzerine ¢cimi Pek cok pediatrik timdorde
oldugu gibi Wilm’s timoriinde de wam oranlarindaki bu asti 6zellikle etkin
kemoterapi kombinasyonlarinin kullaniimasi, uygwestdkleyici tedaviler, cerrahi ve
radyoterapi tekniklerindeki ilerlemelerin birlikigl ile elde edilmgtir. Wilm’s timaoru
tedavisi cocuk onkolojisi alaninda oOnemli bir seaya sahip olmakla birlikte
ginimuizde birden fazla tlkede ¢ok merkezlisga& gruplar halen tedavi protokolleri

Uzerinde cabmakta ve yuksek kir oranlarinin korunmasi ve &rtasi yaninda, yam



suresi uzayan hastalarda ortaya cikan tedavigé bac¢ yan etkilerinin azaltilmasina
calisiimaktadir (16,17).

Wilm’s timori tim cocukluk ga malign timdrleri icinde yakkak %6 siklikla goraltr.
Vakalarin % 98'i 7 yaaltinda olup hastalik en sik 3-4steortaya cikar. Tek tarafli ve
iki tarafli tumor varlgl farkl epidemiyolojik 6zelliklere sahiptir. Telatafli hastaiia
gore iki tarafli hastalik daha erkenshmda ortaya cikar. Tirk Pediatrik Onkoloji
Grubu’nun (TPOG) Ulusal Wilm’s timora ¢ginasina dahil olan 16 yaltindaki 131
hastanin incelenmesinde ortanca Yayil bulunmgtur. Arastirmalarda cevresel risk
faktorleri ile Wilm’s timori gelimesi arasinda ggmdan once veya gamdan sonra
bir iliski gosterilememitir (16). Genetik ve herediter risk faktorleri bdmstaliklarin
gelismesinde rol alabilmektedir. Wilm’s timorli cocuklao 1-2'sinde bir veya daha
cok yakininda ayni kanserler gorulebilir. Bu ¢coeuldileden gelen bir anormal genden
dolay! Wilm’s tumor gekme riski tgiyabilirler. Wilm’s timord ile dgum anomalileri
arasinda guclt bir gki vardir. Wilm’s timorlt hastalarin yaklik %10'nu d@gumsal
anomalilere sahiptir. Bunlar aniridi, hemihipertrgeya hizli biyime sendromlari ve
genitouriner anomalilerdir. Hastalarin % 0,5’'indeé mali bdbrek anomalisi de
gorilebilir. Hipospadias, kriptgidizm ve renal flizyon anomalileri Wilm’s tumoru ile
birliktelikleri % 4,5 oraninda goérulen genitourin@anomalilerdir. Kriptogidizm ve
Wilm's timora olan hastalarin  dortte birinde  WT1 ngemutasyonu vardir.
Hemihipertrofili hastalarda Wilm’s timaort ggine riski %3-5 arasindadir. Anomalisi
olan cocuklarin ilk 6 yiIl 3 ayda bir, daha sonrawgelsimi tamamlanana dek yilda
bir abdominal ultrasonografi ile izlenmesi OneriliBu yontemle gejebilecek bir

tumorun erken evrede tani almasi mimkun olacak®il{).

Hastalarin ¢gu rutin doktor muayenesi sirasinda, banyo yaplkeh veya giydirilirken
tesadufen farkedilen kitle veya kargigligi ile getirilir. Karin grisi, makroskobik
hematuri, yuksek age kabizlik veya kilo kaybi gik eden dger bulgulardir. Fizik
incelemede karindaki kitlenin yegleni ve buyuklEtne dikkat edilmelidir. Genellikle
karinda solunumla hareket etmeyegrisiz, buyik kitle palpe edilir. Fizik incelemede
splenomegali veya ndroblastom ile kabilecei unutulmamalidir. Solunumla hareket
etmemesi Wilm’s tumorindn ayirt edici bir 6zgitlir. Renin aktivitesinde aga basli

olarak yaklaik %25 hastada hipertansiyon olabilir (18).



Radyolojik inceleme kar bébregin durumu, inferior vena kava ve kalpte trombiispolu
olmadginin ve akaierlerde metastazin gosteriimesi amaciyla planlamimallk tercih
edilen radyolojik inceleme genellikle abdominalrastonografi olup kitlenin kdkeni,
boyutlari kistik-solid 6zellikleri, doppler USG igenal ven ve inferior vena kava gibi
biyluk damarlarin durumu ve kan akimi hakkinda bigrir. Kontrast kullanilarak
yapilan abdominal bilgisayarli tomografi (BT), USI& edinilen bilgilere ek olarak
bobreklerin fonksiyonu, icerdikleri kiicik lezyonlditle uzanimi ve kogu yaplilar ile
ilgili daha ayrintili  bilgi verir. inferior vena kavanin acikgh mutlaka

degerlendirilmelidir (18).

Tedavi; Hastalgin evresi ve tumorin histopatolojisi iki ana risakorudir. Tam
calismalarda tedavide amag¢ en yiksekaya oranlari yaninda en gik morbiditeye
neden olacak tedavi yaklanlarinin uygulanmasidir. Wilm’s timoérli hastalayagam
oranlarinda ulusal ve uluslararasi galalarla dnemli ilerlemeler olngtur. Bu alanda
“(NWTS)”, once primer nefrektomi, ardindan adjuv&kemoterapi ve radyoterapi
verilmesini Onerirken, “International Society of d?a&ric Oncology (SIOP)” grubu
preoperatif kemoterapi verilmesini, daha sonra elfmi yapilarak postoperatif
histolojik tani ve evrelendirme ile kemoterapinitarganmasini 6nerir. Preoperatif
tedavi ile diguk riskli hastalarda cerrahi sirasinda timor riiptalasiigr disurtlerek

morbiditenin azald) ve sg kalim oraninin dgilk oldusu bildirilmektedir (19).

Evreleme; Hastalgin evresi dgrudan yaam ile iligkili oldugundan d@ru evreleme
hastanin dgru tedavi plani icin ¢cok 6nemlidir. Bu nedenle denee calymalari, klinik
ve radyolojik bulgular, cerrahi bulgular ve histogajinin birlikte dezerlendiriimesi ile
cabuk ve dgru yapilmalidir. Tumoérin zedelenmeden cerrahi lsunmegatif olacak
sekilde tam cikartiimasi cok ©6nemlidir. Hasgah kesin evrelendirmesi cerrahi

sonrasinda belirlenen anatomik timaor yayiliminag@pilir.
Wilm’s tumdrtinde “(NWTS)”, ye gore evreleme kritenl asagida verilmitir (20).

Evre |: Bobrekte sinirli, tumoér tam cikgnjcerrahi sinirlar negatif), renal kapsul veya

sinUs damarlarinda tutulum yok (intrarenal damaritum olabilir)
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Evre II: Bobrek dyina ¢ikmg, renal kapsulu ve/veya perirenalgydokusunu penetre
etmis veya renal parankim gndaki renal sinis damarlarina invazyon yapama tam

rezeksiyon yapilmgi(cerrahi sinir ve lenf nodu negatif)

Evre lll: Ameliyat sonrasi gozle gorilir veya migkobik timoér var (vital yapilara
infiltrasyon nedeniyle tam rezeksiyon yapilamgmcerrahi sinirda timor var,
intraabdominal veya pelvik lenf nodu metastazi wegerasyon éncesinde veya sirasinda

tumor peritona yayilmgiveya tumor trombusu parcalaryolabilir.

Evre IV: Hematojen metastaz (genellikle aar) veya karin ve pelvis gdnda lenf nodu

metastazi

Evre V: Tani aninda her iki boébrekte Wilm’'s tumokier iki bobrek yukaridaki

kriterlere gore ayri ayri evrelenir)(20)

Patoloji; Wilm’s timaort primitif metanefrik blastemin ggimindeki bozukluklar
sonucunda ortaya c¢ikan embriyonal bir neoplazm@ogunlukla soliter tek lezyon
seklinde gorulen Wilm’s timoérd %6 iki tarafli, %12aminda ise tek bobrekte birden
fazla odakli olabilir. Wilm’s timérd cok nadir okt bdbrek dunda genellikle
retroperitoneal olarak da yeglm gosterebilir. Wilm’s tumoért blastemal, stromad v
epitelyal komponentleri olan embriyonal ve trifazikellikte olup bu alt gruplarin her
biri farkh histolojik yapi ve farklilama 6zellikleri gosterebilir. Hakim olan hicre tipin
gore de histopatolojik alt grup tanimlanir. Histpajik alt tiplerin tanimlanmasinin
Klinik seyir ve prognoz bakimindan onemi vardir. IWg tUmorl histopatolojik
degerlendirmede anaplazinin varolup olmamasina gore (fgvorable) ve koti
(unfavorable) histolojili olarak iki grupta taninmia. Anaplazi varkg timorin ‘koti
histolojili’ oldugunu gosterir. Anaplazi %5 oraninda gorulir, gikliasla birlikte artar.

Kicuk bebeklerde nadiren gorilurken 5 vatiinde siklik%10’a yukselir (21).

Tedavi Sonuglari ve Prognostik Faktorler; Gunumuzde ¢ok merkezli ¢ginalarda
Wilm’s timdrtinde tim hastalarda genejam hizlari %90'in tzerinde bildirilmektedir.
Evre 4 hastalarda bile y@m oranlari % 80 ve Uzerinde olup tani aninda rtedths
hastalgl olan hastalarda yam % 80 ve bilateral hastalikta ise %73 olarak
bildirilmektedir. Yuksek riskli hastalarda ve teKeyan hastalik sonrasinda isesaan
oranlari %50’ye dgmektedir. Tedavi yontemlerinin ¢ok etkili olmasi nscunda
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prognostik gostergelerde glgkenlikler olsa da tumoérin evresi ve buyGkii
histopatolojik 0Ozellikler (anaplazi vagl), lenf nodu metastazi ve cevre yapilara
invazyon durumu prognostik parametreler olmaklalikbe en 6nemli prognostik
gostergeler evre ve anaplazi vaudir. Tani aninda 2 yaaltinda olan vakalarda
prognozun daha iyi oldiu bildiriimisse de etkin tedaviler ile son yillarda hastaurya
onemi azalmgtir. GUnumuzde yeni biyolojik prognostik gostergaieerinde cagmalar
artms olup 169 ve 1p’deki heterozigosite kaybinin vei@yranéploidi varfiinin koti

prognoz ile ilgkili oldugu bildirilmistir (21).

2.1.3. Sarkomlar

Bu grup igerisinde yurmgak doku ve kemik kaynakli sarkomlar incelegimni
Rabdomyosarkom

Yumusak doku sarkomlari, primitif mezenkimden kaynaklar@zgili veya diz kas,
sinir, ygz, damarsal dokular ve gbr destek dokulara farklgma potansiyeli gosteren
heterojen bir grup malign hastaliktir. Yugalk doku sarkomlari tim cocukluk ga
kanserlerinin  %8-10’'unu ofturur. Rabdomiyosarkom cocuklarda en sik gortlen
yumwak doku sarkomudur ve c¢ocukluk gcayumwak doku sarkomlarinin yaridan
fazlasini olgturur.  Rabdomiyosarkom c¢ocukluk gga malignitelerinin %5-8'ini
olusturur. Ortanca gorulme ya5 ysstir; 2-6 ve 15-19 y@arasinda iki pik yaparlar.
Erkeklerde, kiz cocuklardan biraz daha fazla gar(2@).

Tumorin yerlgim yerine gore farkll belirti ve bulgular goraliEn sik bulgu

cogunlukla &risiz olarsisliktir (22,23).

Rabdomiyosarkom vicudun herhangi bir bélgesindayartcikabilir. Siklik sirasina
gore primer yerlgm bolgeleri ba boyun (orbita, paramenengeal, orbita ve
paramenengeal ¢ bas boyun), genitouriner bdlgeler (erkeklerde pardtéter,

mesane, prostat, kizlarda vajen, uterus gerjlive ekstremite sayilabilir (22,23).

Patoloji; Rabdomyosarkom embriyonal mezenkimden kaynaklavearcizgili kasa
farklilasma potansiyeli gosteren malign bir timorddr. Anogikgili kas olmayan

yerlerde de gorulir. Horn ve Enterline’a gore Higik alt gruplarsdyledir:
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1. Embriyonal

2. Botrioid (embriyonalin alt tipidir)
3. Alveolar

4. Pleomorfik

Tedavi; Cocukluk c¢&nin en sik gorilen yumgak doku timérd olan
rabdomiyosarkomlarda cerrahi ve/veya radyoterapmlesan lokal tedaviye, sistemik
kemoterapinin eklenmesi ile @@alm % 20’lerden % 70’lere cikgtir. TUmordn

yerlesim yeri, evresi, histopatolojik alt tipi veastanin y@ dikkate alinarak cerrahi,

kemoterapi ve radyoterapi uygulanir (24).
Osteosarkom

Osteosarkom ve Ewing ailesi timorleri ile cocuklrdgl kemik kanserlerinin %6’sini

olusturur. Ulkemizde 15 yaaltinda her yil yakkak 150 yeni osteosarkom olgusu
beklenmektedir. Pediatrik onkolojideki tim getielere kagin, osteosarkomdaki ga

kalim hizlarinda son 10 yilda belirgingigklik yoktur (25).

Ergenlik doneminde gérulme siglidoryza ulgan bu tumor, iskelet biyumesinin hizli
oldugu ysslarda siktir. Dolayisiyla ergenlik 6ncesi osteosarkolgulari daha az

beklenmektedir. Hastalar genelde erkek ¢cocuklgp akzun boyludurlar (25).

Hastalar ortalama 3 aylik belirti ve bulgularla thol bgvururlar. En sik olarak gu
(%90), kemiktesislik (%50), hareket kisithfii (%45) ve patolojik kirik (%8) goruldr.
Bazen uzun kemiklerin hizli buyimesi ve eklem etiimy nedeniyle eklemisligi de
gorulebilir. En 6nemli tutulan alanlar yuk binenleske yakin tibuler kemiklerin
metafizleridir: Femur distali (%50), tibia proksitng%25) ve humerus proksimali
(%10), fibula proksimali (%5) ve cene sik tutuladidelerdir. Nadiren diafizlerden de
tumor balayabilir. Osteosarkomda genel olarakska metastaz odaklari aranmaz.
Hastallk metastazi neredeyse gkcie O0zdeglesmistir ve ileride rekirensler buradan
olur (25).

Patoloji; Osteosarkom, osteoid Ureten bir timoérdir. Anajdagtomal hticrelerin ve

onlarin Uretti osteoid Uretiminin gosterilmesi tani koydurucu¢2®).
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Tedavi; Osteosarkom tedavisinde cerrahi ve kemoterapioeknlidir. ikisi de mutlaka
yapilmak zorundadir. Parosteal ve periosteal tiendel bazen cerrahi yeterli olabilir.
Gunumuzde izlenen sira 6nce kemoterapi (neoadjwega pre-operatif), cerrahi ve
sonra tekrar kemoterapieklindedir (adjuvan veya post-operatif). Osteosariia
radyoterapinin ggaltici 6zellgi yoktur. Olabilmesi icin 80 Gy ve (zeri dozlar gkir ki,
bu da olasi d&ldir (26).

Ewing sarkom

Ewing sarkomu, osteosarkomdan sonra en silgilggftan primer malign kemik
tumaoriadur. Hastalarin %75’i, tani sirasinda ilk dekatta ve ortalama 13 syada olup
nadiren 30 ygin Uzerindedir. Ewing sarkomu her k@mtutabilir. Kemigin meduller
kanalindan cikan bir timérdir. Yapilan gnanalar timorlerin - %53’Undn
ekstremitelerden, %47’'sinin ise santral aksistenyni&@llandgini, ekstremite
tumorlerinin %52’'sinin distal %48’inin proksimal dugunu, santral aksis timaorlerinin
%45’inin pelvisten, %34’Unun gdis duvarindan, %12’sinin omurga veya paravertebral
bdlgeden, %9’unun Baoyun bdlgesinden cilgini gostermytir. Genetik altyapi olarak
neredeyse tim kicuk yuvarlak mavi hiicreli timoee2@g12 boélgesindeki EWS genini

ilgilendiren resiprokal bir translokasyon vardii7 (28).

Agr vesislik en sik rastlanilan semptomdurgi bsglangigta araliklidir ancak zamanla
ciddi ve surekli bir hal almaya dar (29).

Primer timordn yerini ve bilylkEiini tayin edebilmek optimal lokal tedavinin
planlanmasi ve uygulanabilmesi acisindan c¢ok OmEmliBu amagla hastgn
evreleme incelemeleri olarak diz grafiler, primétgenin MR gorunttlemesi, akgr

BT'si ve kemik sintigrafilerinin yapiimasi gerekntelir (29).

Patoloji; Ewing sarkomu, klasik olarak; gentabakalar, blyuk yuvalar cfwran,
uniform, ufak, hicre sinirlari belirsiz, dar solsitoplazmali, poligonal hicrelerden
olusur (30).

Tedavi; Tedavi protokoli, genellikle lokal ve sistemik kaoilerin isiginda belirlenir.
Sistemik kemoterapi, mikroskopik ve makroskopik astdizlara etkili olmanin yaninda,

lokal timor volimini azaltmada da etkilidir. TUmé@iminin azalmasi, radyoterapi
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ile lokal kontrol sansini arttirir ve cerrahi rezeksiyonu kolaylar. Lokal hastal
cerrahi veya radyoterapi ile kontrol altina alirdgularin, %90’dan fazlasi metastatik
hastalik nedeni ile 6lur. Lokal radyoterapi geddliamputasyona tercih edilir, ¢ciink;
hastanin kalan hayatinda ekstremite fonksiyonlamukmu olur. Radyoterapi ile
primer timorun lokal kontrolt, %50-77 oranindglaair. Etkili coklu kemoterapinin
devreye girmesiyle, hem mikroskopik metastazlaemhtde radyoterapi sonrasi primer
tumorun lokal kontrolinde gelne sglanmstir. Buna bgll olarak da hastalarin

toplam yaam sureleri uzargtir (31,32,33).
2.1.4. Germ Hucreli Tumorler

Germ hdacreli timorler (GHT) cocukluk gatiimaorlerinin %2-3’'Unu olgturmaktadir.
En sik U¢ ya alti ve 12 ya Ustlinde goralur. Kiz erkek orani genel olargik @makla
beraber yga, timdorin lokalizasyonuna ve histolojik tipine gddesiskenlik gosterir.
Germ hiicreli timérler 6ncil (primordial) germ hilersnden koken alir. Oncil germ
hiicreleri c¢eitli embrionik ve embrio du (stromal) yapilara farklikema kapasitesine
sahip (“totipotent”) htcreler olup, normalde sperenovumu olgturmaya yonelnsiir.
Oncil germ huicreleri ilk kez embrionun 4. haftasisar kesede ortaya cikar ve arka
barsak cevresinden defaak ileride gonadlari ojturacak olan genital kabartiya goc
eder. Bu hareket germ hucreleri tzerindeki c-kgemori ve onun lgayicisi kok

hiicre faktoru (“steel faktor”) sayesinde gerceikl€34).

Tamorin koken alga primordial germ hicrelerinin ggim evresine gore ve embrionik
veya embrio dn dokulara farklilama kapasitesine gore farkli germ hucreli timorler
olusur (Sekill).
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Onciil germ hiicreleri (totipotansiyel)

T

Farklilasmamis germ hiicreleri (multipotansiyel) IIkel germ hiicreleri (unipotansiyel)
Embrio digi farklilasma Embrionik farklilik Germinom

T~ |

. . Endodermal sinus timaéri . .
Koriokarsinom (trofoblast) (sar kese) Embrional karsinom Teratomlar

Sekil 1. Germ hcreli timdrlerin siniflamasi(36)

Embrionik farklilggma kapasitesine sahip htcrelerden embrional karsinge
teratomlar, embrio e vyapilara farklilama kapasitesine sahip hicrelerden
koriokarsinom ve endodermal sints tumoérl, farkida kapasitesine sahip olmayan

ilkel germ htcrelerinden ise germinomlar meydana ¢&5).
Teratomlar

Teratom over ve ekstragonadal bolgelerde en sikilgiorgerm hicreli timorlerdir.
Yaklasik 1/3'0 sakrokoksigeal bdlgede gorilur. Ug germprggina (endoderm,
ektoderm, mezoderm) ait dokulari iceren bir timérduimoér dokusunda cilt ve ekleri,
yag dokusu, beyin, kemik, kikirdak, gli intestinal epitel, intestinal bez yapilari
izlenebilir. Bazi dokular ise sadece belli bélgelgizgin olarak gortlir. Orpie
hematopoetik, pankreatik ve pituter dokular medhastteratomlarda gorilebilirken
diger bolgelerde oldukg¢a nadirdir. Tumordeki kompoteribiyolojik olarak aktif olup
enzim, hormon aktivitesi gosterebilir. Gonadal temalar kapsuilli olup gonad
disindakilerde kapsul sékar dezildir. Teratomlar makroskopik olarak solid ve Kisti
alanlar icerebilir. Tumoér tamamen matir dokularerigorsa “matir teratom”,
beraberinde 6zellikle noroepitelium omak Uzere itimalokular da varsa “inmatar
teratom* seklinde ifade edilmektediimmatiir teratomlar, inmatiir dokunun miktarina
gore 1'den 3'e kadar derecelendirilir. Over teratmnmda peritonda ve/veya lenf
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nodlarinda matur glial elementlerden g@no nodiller bulunabilir. Bu durum

“gliomatozis peritonei” olarak adlandirilir (35).

Tumorin evresini ve prognozu etkilemez Teratomlabdaelikle endodermal sinus
tumoru olmak tzere malign germ htcre elementletudmbilir. Bu taktirde “malign
teratom” olarak adlandiriimaktadir. Tanida serumdakor belirleyicilerinin yuksek
olmasi faydali olabilir. DOrt ya Ustindeki teratomlarin %50 sinde malign
komponentlerin mevcut olgu saptanmgtir. Bazen endodermal sinus tumoéri
komponenti c¢cok kucik olabilginden ve alfafetoprotein  (AFP) ile

boyanmayabildiinden kolaylikla gozden kacabilmektedir (35).

Embriyonel Karsinom; Cocuklarda nadiren saf formda gorilur. Genellikigsnhgerm
hicreli tumoriin komponenti olarak bulunur. Testékil/eya over kaynakli olabilir.
Hastalarin %60’'inda HCG ve AFP yuksgkimevcuttur (36,37).

Endodermal Sinls Tumoril; Kigiuk cocukta en sik goérilen malign germ hucrel
tiumorlerdir. Gonadal ve gonad sdiyerlesimli olabilir. Adélesanda gonad di
bolgelerde saf olarak bulunmasi nadirdir, ancak sinikpin komponenti olarak
bulunabilir. Dért patolojik tipi olup psédopapilleip ve retikiler tip ¢cocukta en sik
gorulenleridir. Kiiguk, undiferansiye embrional héler ve yildizseklinde mezodermal
hiicrelerden olgan bir timo6rdur. Santral yegienli kiigik kan damarlari ve onu §atan
iki sira tumor huacrelerinden afan “SchullerDuvall” cisimcikleri tipiktir. Yassi
hiicrelerle kaplh kicuk kaviteler gliwran kistik yapilar bulunabilir. TUmor hicrelerini
sitoplazmasinda ve huicre sohda, PAS, eozinofilik globillerde AFP pozitfii
saptanabilir. Serum AFP duzeyi genellikle yiukseltakat AFP seviyesi ile prognoz
arasinda ikki yoktur (36,37).

Germ Hucreli Tumorlerde Klinik Ozellikler

Koryokarsinom; Gestasyonel trofoblastik hasgah alt tipidir. Vajinal kanama vega
seklinde bulgular verir. Hastalarda serum Beta H@@eyi artmgtir. Hizli buydmesine
ragmen kemoterapiye oldukca iyi cevap verir. Prognogdir nadiren histerektomi
gerekir.(36)
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Disgerminom; Overler ve santral sinir sisteminde en sik gorugrm hicreli
tumorlerdir. Testiste ve nadiren mediastende dellgtr Overdeki disgerminom,
testisteki seminom olarak adlandirilir. Seminom| aslarak genc egkin yasta
gorulmekle birlikte 6zellikle inmergitestisle birlikte cocuklarda da gorulebilmektedir.
Germinom kapsulli bir timoérdir. Fibréz doku bantgiar ayrilms kimeler halinde
tumor hiacreleri ve dgsken miktarda lenfositler izlenir. TUmor icinde dieticre iceren
granilomlar gorilebilirimmunhistokimyasal olarak plasental alkalen fosfgRizAP)
ve c-kit ile kuvvetle pozitif boyanr. Tiumdrde inskarionik gonadotropinin, alt tnitesi
Beta HCG ile pozitif boyanan sinsityotrofofoblasénzeri dev hicreler bulunabilir,
ancak bu prognozu dstirmez. Tumorde sitotrofoblastlarin buluriglu embrional

karsinom adaciklarina rastlanabilir. Bu durumdagpoz daha kétadar (38).

Klinik 6zellikler patolojinin yani sira timorin lakzasyonuna, evresine ve hastanin
yasina b&li olarak dgismektedir. Kiz/erkek orani genel olarak 1.1/1'dier@ hcreli
tumorler gonadlarda (testis, over), ekstragonaddgdierde (sakrokoksigeal bdlge,
mediasten, pelvis, pineal bdlge) gorulebilmektedin sik sakrokoksigeal bdlgede
(%42), ikinci olarak da overlerde (%24) lokalizeddiger vakalarin %9'u testiste, %7’i
mediastende, %4°'U retroperitonda, %6’i santralrsasteminde ve %8'i @er gonad
disi bolgelerde gorulir. Ysaadasilimi timaorin patolojisine gore farkhlik gosterntedir.
Median ya germinom igin 12 koriokarsinom icin 11, embriornarsinom igin 8,
endodermal sinus timoru icin 2syaeratomlar icin 5 aydir. Tumorin lokalizasyonuna
gore de gorilme ya desismektedir. Sakrokoksigeal teratomlar en sik yepato
doneminde gorulirken overian teratomlar 6-14laraa tani almaktadir. Endodermal
sinls timora testiste 2 yaltinda gorulirken, overlerde 14-18shigada daha sik tani
almaktadir. Germ hcreli timdrler en sik lenf nod{adlgesel, paraaortik, prerenal ve
supradiagfragmatik) ve peritoneal yizey olmak Uzakeger, karacter, kemik, kemik

ili gi ve santral sinir sistemine metastaz yapabili{3t,38).

Tedavi; Teratom gibi benign timorlerin tedavisinde sademgahi eksizyon yeterlidir.
Sakrokoksigeal bolgede koksiksin de eksizyonu detiekKoksiks eksize edilmez ise
niks orani %37’e ylkselmektedir. Matir lezyonlarsi@ kalim oranlarn %95’e
ulasmaktadir. Bu hastalarin dikkatli monitorizasyonued@r. Cunkiu rezidi dokunun
niksid malign transformasyon gosterebilir veya mgitololarak fark edilmeyen malign

odaklar nedeniyle ntiks gorulebilir (38).
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2.2. KOK HUCRE BiYOLOJisi

Kok htcreler viicudumuzda buttin doku ve organlasstofan ana hicrelerdir. Heniiz
farklilasmamg olan bu hicrelerin kendilerine 6zgu ¢ dnemli bgelardir. Bunlar;
sinirsiz bolunebilme, kendini yenileme, organ vé&ulara dongebilme yetengidir.
K6k hucreler, dier vicut hicrelerimiz gibi rutirglevliere sahip olmagdi icin gerekli
kosullar s&landiginda istenilen hiicre tipine dégebilmektedir. Yaklaik 50 yillik bir
gecmie sahip olan kdk hicre atamalarinda oldukca yol kat edilgnive buyuk

gelismeler yganmestir.

Yeteneklerine gore g tip kok hicre bulunmaktaBunlar Totipotent, pluripotent ve
multipotent kok hucrelerdir. Kok hucrelerin Bakilde siniflandiriimasinin nedeni kok
hiicrelerin farklilama yetilerinin birbirinden farkh olmasidir. Totifent kok hiicre tek
basina bir organizmayi okiuracak giice sahipken, pluripotent kdk hicre bilitém
hiicre tiplerine doniebilmekte ancak bir organizmayi gluramamaktadir. Multipotent
kok hicre ise bulundiw doku ve organdaki hicre tiplerine dgekilmesine katin

diger hticre tiplerine déogg@memektedir (39).
2.3. KOK HUCRENIN TARIHCESI

Insanglunun kok hicreler ile tagikligi 1960’ yillara kadar uzanmaktadir. O yillarda
kemik iligimizde bulunan bir grup hiicrenin kan sisteministluan hicreleri yapginin
belirlenmesiyle, “kék hicre” terimi tip terminolsjne girdi. Kemik ilgindeki bu
hicrelerin tim kan sistemi hicrelerini gurma yetenginden oldukca yararlanildi.
Basta I0semiler olmak tzere bir¢cok genetik kan hagtaln tedavisinde, kemik ginin
salikl bireylerden hastalara nakliyle g@ili sonuglar elde edildi. Bu yontem kemik
ili gi nakli olarak baari ile uygulanmaktadiilerleyen yillarda viicutta dajan periferik
kandaki kok hucrelerin kullanilabilegieanlagiimistir. Bunun icin 6nce hastaya biyume
faktora verilerek kemik igindeki kok hicrelerin hizla galip kana gegmesi ganir.
Daha sonra, filtre (aferez) yardimiyla kandan toplae kalan kan viicuda geri verilir.
Bu yontem de periferik kok hticre nakli olarak uyayuhaktadir. 80'li yillarin anda,
yeni dggan bebeklerin kordon kaninda da kok hicrelerinrbisdkarda bulundgu ve bu
hiicrelerin tedavide kullanilabilegiefikri ortaya atiimstir. Elde edilen kordon kani
belirli kosullar altinda toplanip dondurularak saklanabilmektimha sonra gerek
duyuldysunda c¢ozilerek kullaniimaktadiiik olarak Dr. David Harris, 1992 yilinda

19



oglunun kordon kanini kendi laboratuarinda dondurasakladi. Daha sonra bu
uygulamanin halka acmasi ile 1994 yilinda dunyadikiKordon Kani Bankasi
Amerika Birlesik Devletleri'nde kuruldu (40,41).

2.3.1. Totipotent Kok Hucreler

1998 yilinda ABD’li bilim adami James Thomson vebgkilk defa “insan embriyonik
kok hucrelerini’ laboratuarda embriyondan ayrdilar ve c¢galttilar.(40) Bu oldukca
onemli bir gelgmeydi, clinkd bu hicrelerin galma ve farklilama potansiyelleri
eriskin bir insandan elde edilen kdk hiicrelere (kerhiik kok hicreleri gibi) oranla ¢ok
daha fazlaydi. Thomson ve ekibi, insan embriyonik ktcrelerini kisirhk tedavisi
amaclyla yapay dollenme ya da tip bebek yontengieratuvar keullarinda elde
edilen embriyonlardan aygtirdilar. Bu hicreleri uzun zaman dilimleri boyunca
laboratuvarda ggalttilar ve farkli uyaranlarla ggsik vicut hicrelerine déiimlerini
gerceklatirdiler. Sonraki birgok ¢cagmayla, bu htcrelerin viicudumuzdaki hemen tim
hiicre ceitlerine donigturebilecgi saptandi (40,41).

Embriyonik kdk hicreler, tam olarak fonksiyonel barganizmanin gealimini
sglayabilen hucrelerdir. Ayrica memelilerde bir tatipnt kok hicre, yani fertilize
olmus bir oosit, yaklaitk 200 6zellgmis somatik hiicre tipini iceren karm& bir
organizmay! olgturabilme yetengine sahiptir. Erkgin spermi ile kadinin yumurtasi
birlestiginde yani dollenme meydana geglaide olgan hicre (zigot) tek kaa tim
organizmayl meydana getirebilecek genetik bilgiye glice sahiptir. Bu hticrelere

hegeyi yapabilen anlamina gelen totipotent hiicre d@akil2).
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Sekil 2. Kok Hucre Ceitleri (15)

Ancak hicrenin totipotent olma 6zgllidéllenmeden sonraki 5. gline kadar devam eder.
Bu da blastula evresine denk gelir.sBei giinden yani blastula evresinden itibaren

hicre bitlin organizmayi ghurrabilecek gucinit kaybeder (41,42).
2.3.2. Pluripotent Kok Hucreler

Dollenmeden sonraki 5. glinden itibaren meydananghlécrelerblastosist denilen
kuresel bir sekil alir. Bu kurenin icindeki hicreler vicuttakiind htcrelere
donisebilecek potansiyele sahip olmalaringmen, artik tek bdarina tim organizmayi
olusturacak giice sahip gdlerdir. iste bu tir hiicrelere pluripotent hiicreler denir.
(Sekil2) Bu hucreler bilinen yakigk 200 hiicre c¢gdine donigebilme yetengine
sahiptir (41,42).

2.3.3. Multipotent Kok Hicre

Anne karnindaki organizmanin sonraki geli asamalarinda hicreler biraz daha 6zel
gorevlere sahip olurlar ve ¢kin kok hicrelerine dondirler. Hematopetik kok
hicreleri, kemik ilginde bulunur ve gereldinde lokositler, eritrositler veya
trombositlere dongebilirler. Yani hicreler gelim asamalarn ilerledikce farklikama
Ozelliklerini de yava yavag kaybederler. Sonugta multipotent hicreler sadece
bulunduklari doku ve organlardaki hicre tiplerinéndebilirler. (Sekil2) Burada
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zamanin etkisiyle farklikama 6zelliklerinde ¢ikan hiyergk bir siralamadan s6z edilir
(43,44).

2.4. ELDE EDILDIKLER i KAYNAKLARA GORE KOK HUCRELER
2.4.1. Embriyonik Kok Hucreler

Insani olgturan ilk hiicre, babadan gelen sperm ile anneddenggumurtanin
birlesmesiyle meydana gelir. Bu ilk hiicreye yani dollepmimurtaya “zigot” denir.
Daha sonra bu hicre béluntp 2, 4, 8 hicrgtotarak her 36 saatte bir sayisini ikiye
katlar.ilk dort guin icerisindeki hiicrelerin her biri tekskina bir insan olgturabilecek
potansiyele sahiptir. Blastosist adi verilen burklkiimesinden alinan hicrelerin her
birine “embriyonik kok hucre” denir. Daha sonra bicreler kuiltirlerde ggaltilarak

bilimsel argtirmalarda kullanilabilir (45,46,47).

Eriskin kok hicrelerden farkli olarak embriyonik kékdnéler cok daha hizli galma
gucundedir. Cgalma caitlili gi olarak da embriyonel kok hicreler, daha gebir
yelpazeye sahiptirler. Yani farkldma potansiyeli egkin kok hicrelere goére daha
fazladir. Embriyonel kok hicrelerin telomerleri ¢cakun oldgu icin ¢ok uzun sire
cogalabilirler. Laboratuar ortaminda bu hicreler ikidgn uzun stre yatilabilirler
(47,48).

2.4.2. Erigskin K6k Hucreler

Eriskin kok hicreler, farklilsmis dokularda bulunan farkliganis hicrelerdir. Her
yastaki insanda bulunan bu hicreler kendilerini yeyelalir ve ihtiyac duyuldgunda
bulunduklar dokulardaki ggsik htcre turlerine dorgebilirler. Eriskin kok hicreler,
organizma ygadgl sure boyunca kendilerinin kopyalarini Ureterekgagwlar. Bu
hicreler bulunduklar dokulardaki gtg defektif veya 6l hicrelerin yerine yenilerini
Ureten yedek parca kaynaklari olarak gorev yapafdgkin kok hicreler kemik ifii,
kas g0z, sinir karager ve deri gibi dokularda bulunabilirldinsan viicudunda en fazla
erigkin kok hacresinin bulundiu yer ise kemik ilidir. Bu tur hicreler cgtli
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir. Ogfie kemik iliginden elde edilen

hematopoetik kok hicreleri 16semi tedavisinde nakihach kullanilabilir. Egkin
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hematopoetik kdk hicresinden, sinir, kas ve k@eachucreleri elde edilebilmektedir
(49,50).

Eriskin kdk hicrelerin klturlerde Uretilmesi, embriyokok hiicrelerin Gretiimesinden
daha zordur. Egkin kok hicrelerin biyumeleri ve galmalari daha uzun zaman
gerektirir. Ayrica, egkin kok hucrelerin eldesi ve bircok dokuda tespdilraesi
oldukca zordur. GUnumuze kadar sadece beyin, kelrgk kan, iskelet kasi, deri,
sindirim sistemi, di, g6z ve pankreastaki gkin kok hicreleri tespit edilngiir. Diger
organ ve dokulardaki kék htcreleri bulmak icin galalar devam etmektedir. kkin
kok hucrelerin boélinme ve gagim potansiyelinin az olmasi ve zor elde edilebilenel
nedeniyle bilimsel ¢ajmalarda tlip bebek Unitelerindenglsaan embriyonik kok
hiicreler tercih edilmektedir. Ancak embriyonik k&kicre kullaniminda ciddi etik,

kaltarel ve dini problemler vardir (50,51,52).
2.4.3. Fetal Kok Hucreler

Bu kok huicreler sinirsiz sayida bolinme ve kendilgrenileme 6zeline sahiptir.
Embriyolardan elde edilen fetal kék hiicreler “phatent” yapida, yani gerekli kollar
sgilandginda kas, sinir, karager gibi her hicre tirine déggbilme kapasitesindedirler
(Sekil2). Bu hucreler tekrar farklgarak kromozom sayilarini yariya indirip yumurta
veya sperm hicresine de déekiililer. Ancak tek bglarina yeni bir organizma
olusturamazlar, yani “totipotent” dgdirler. Intrauterin biraz daha buyumiplan
organizmada, ileride sperm veya yumurta olacak érbiicreleri de kok hticresi olarak
kullanilabilir. Bu hicreler de kultir ortaminda timicre turlerine donsbilirler. Yani
embriyonik kok hiicresine benzer davkangdOsterebilirler. Bu nedenle bilimsel
calismalarda embriyonik kok hicrelerine alternatif olar&ullanilabilirler. Ancak
fetlisten elde edilen bu kok hiicreler gatin daha ge¢ safhasinda ofduicin ¢gzalma
potansiyeli bir miktar daha dikttr. Dsik yapan kadinlardan elde edilen fetisler veya
cesitli sakatliklar nedeniyle gebgle son verilip alinan fetsler bu ttr kok hicrelgni
kaynak olgturabilir (53,54,55).
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2.4.4. Kanser Kok Hucreleri

Farkli organlardaki kdk hucrelerin ggin potansiyelinin dgisik olmasina kagn, bitin
kok hucreler kendi kendini yenileme ve farkj@a arasindaki dengeyi korumakla
yukumlidar. Kanserle ilgili bircok sinyal ileti ¢&mi kok hicrelerin kendi kendini
yenileme ve farklilgmasini da dizenlemektedigekil3'de bu sinyal ileti sistemi
Ozetlenmgtir. Wnt, Hedgehog, Shh ve Notch sinyal ileti yollan kok hicrelerinin
kendi kendini yenileme 6zefiinin dizenlenmesindeki rollerinin aglamasi, tumor

olusumunun anlgilmasina yenisik agmstir.

D werlogrimental Cheovical
regulators modulators
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BMPs and TGF - Retinoic
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Sekil 3. Kanser Kok Hiicre Yenilenmesinde Sinjlati Yollari (58)

Normalde kok hicrelerinin kendi kendilerini yenilesini dizenleyen sinyal ileti
sistemlerindeki bozukluk timor alumuna énciluk eder (56,57).

Ornek olarak BCL- 2 onkogeninin ekspresyonuyla aprigin engellenmesi in vivo
olarak hemapoetik kok hicre (HKH) sayisinin artmi@ssonuclanir, bu da HKH'lerin
homeostasisin diizenlenmesinde hiicre 6lumunin radini gostermektedir. Kanser
kok hucresi ile normal kdk hicre arasindaki kendndini yenilemenin mekanistik

farklih gl kanser tedavisinde kullanilabilir, bOylece nork@k hiicrelere zarar vermeden
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kanser kok hucreleri hedef olarak kullanilabilimi&er kok hiicre teorisine gore, bunlar
kanser hucrelerinin kendi kendilerini yenileme fgenewal” ve farklilama ozellgi
olan alt gruplaridir. Yalniz bu iki 0zelle sahip hicreler kanser kok hicresi olarak
adlandirilir. Son zamanlarda kan, meme, beyin kddlag ve boyun, kolon, deri ve

over kanserlerinde kanser kok hicrelerinin gldbildiriimektedir (59).

Son yillarda kanser kok hicre hipotezi ile kanséiimor dokusunda ojan kok veya
Ooncu hicrelerden oftugu 6ne surulmektedir. Kanser kdk hicreleri veya kans
basglatan hticreler olarak da adlandirilan kanser ongirdterinin, kanserin Blamasi,
ilerlemesi ve klasik tedavgekillerine direnc géstermesinden sorumludurlar. ®&im
gelisimindeki kanser kok hiicre modeli, hasta timé6r dakdsn izole edilen son derece
timaorojenik kanser kok hticrelerinin in vivo ve ek olarak farklilgmis kanser hicre
kitlesi olusturdusu ve bunlarin timér olwmundan sorumlu oldwnun goésterilmesi ile
desteklenmektedir (60,61).

2.5. KANSER KOK HUCRE MODEL i

Kanser kok hucrelerin bir tanesi hiyegiirolarak kanseri bgatma surdirme-galtma
kapasitesine sahiptir. Sekil4’de kanseri bgatan kok hicre ve tiumdr dokusunun

olusumu gosterilmitir (62).
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Nature Review Cancer, Vol 8:755-768, Oct. 2008

Sekil 4. Kanser Kok Hiucre Modeli (62)
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2.5.1. Kanser Kok Hucrelerinde Tedaviye Direnglilik

Kanser tedavisinde son yillarda 6nemli ilerlemédaydedilmektedir. Daha etkili tedavi
ve prognostik yontemlerin geinesi klinikte daha erken tedavi ol@naaslamaktadir.
Gunumuzde klinik olarak tanisi kongtarklh kanser tiplerinde en sik kullanilan tedavi
yontemleri, tumoér dokusunun cerrahi olarak cikaagm radyoterapi, kemoterapi ve
hormonal tedavidir. Bu klasik tedaviler, tedavinbslangic aamasinda etkilidir.
Kanserin invaziv veya metastatik olarak ilerlemesya relaps durumunda genellikle bu
tedaviler yetersiz kalir. Kanserin tekrarlamasi daanhicrelerindeki genetik ve/veya
epigenetik dgisikliklerin birikimi ile ili skilidir. Bu genetik ve/veya epigenetik
degisiklikler kontrolstiz hiicre ggalmasina, hiicrenin yamasi ve invazyonuna olgiu
kadar klinik olarak tedaviye direnclilikten de sorimdurlar. Kanser hiicrelerinde sayisiz
biyime faktdrinin, “adenosine 5’-triphosphate (AbRding cassette (ABC)
multidrug efflux transporters”, antiapoptotik fak&rin (MYC, Bcl2, NF-kB ve
survivin) aktivasyonun dgsmesi ve/veya @ri sentezlenmesi kadar tiumor baskilayici
genlerin (TP53, PTEN) aktivasyonun azalmasi veyatez@in azalmasi da ilaca
direnclilik ve hastafin relapsi ile ilgili olabilir (63,64). Bunun yarda kanser kok
hiicre hipotezinde olgw gibi tedavi sirasinda oldirtlemeyen bir kanset kdcresi,
hastalgin tekrar bglamasindan sorumlu olabilir.

Tam farkh kanser kok hucrelerinin limitsiz g@lma potansiyeli ve @er organlara
yayllma (metastaz) yetegie vardir. Bu nedenle, kanseri tedavi icin kansek ko
hicrelerini belirlemek ve hedefleyerek dldirmekefenektedir. Kanser kok hucreleri
izole edilip tanimlanabil@ine gore, daha etkili olabileceksteste kullanilabilecek yeni
hiicre yuzey belirtecleri ve tedavi hedefleri deumalbilir (65,66).

Tumor bldyumesi ve metastazi kiguk orandaki kang@k kicreleri tarafindan
sglaniyorsa, busu andaki tedavilerin neden damisiz oldgu da agciklanabilir.
Konvansiyonel tedaviler gerek birincil ve gerekseetastaz yapmi tumorin
kiculmesini sglar ancak kok hiicreye etki etmez ise kanser tamategavi edilmg
olmaz. Bunu ikisekilde aciklamak mumkundir; birincisi, kanser hienede tedaviye
kargi direnc gemesi; ikincisi ise, guncel kullanilan tedavileriariser kok hticrelerini
etkili bir sekilde oldirmemesidir. Bugin var olan tedasgkilleri timor hicre
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toplulugunu  Oldirecek sekilde  gelgtirilmistir,  cUnkd  tumoérin  boyutunu
kucultmektedirler (67).

Degisik dokulardaki normal kok hicreler, ayni dokudakjun hicre tiplerine goére ilaca
daha direnclidirler. Bunun sebebi bilinmemektedincak anti-apoptotik proteinlerin
veya ilaca direnclilik geni gibi ABC tayicilarinin yuksek dizeyde sentezlenmesi ile
ilgili olabilir. Ayni durum kanser kok hucreleri it de gecerli ise kanser kok
hicrelerinin timor hicrelerinden ilaca daha direalghalari beklenir. Son zamanlarda
farkll tip kanserlerden elde edilen kanser kok Blaginin glinimuzde kullanilan
ilaglara direnglilik gosterdikleri bildiriimektedirBu da kanserle micadele etmek igin
kanser kok hucrelerini oldirecek daha etkili tetin gelstiriimesi gerekigini
disundurmektedir (68,69).

PIwiL2

Piwi(P-element-induced wimpy testis) germ hicrasgainde ve onariminda esansiyel
bir role sahip olan argonaute proteinlerinin altlgrdur. PWI/AGO gen ailesi oldukca
korunmy ve kompleks bir yapidir. Bu grup insanda 8. krooroda, farede 14.
kromozomda yerkgmis 973 aminoasitten ojmus 110 kDalton girhiginda, 23 exondan
olusan bir gen toplulgudur. insan ve fare gen sekanslarl %88 benzerlirisa.
Piwi/AGO proteinler Piwi ve PAZ domainleri icerirleve germ kok htcresinin kendi
kendini yenilemesinden, hicre dongusi, RNA intarier, epigenetik moduilasyon ve
kromatinin yeniden dizenlenmesinden sorumludulPani/AGO alt grubunda 4 uye
(Piwil 1,2,3 ve 4) insan genomunda tespit editmi Butiin bu genlerin hepsinin ana
kayna testis ve embriyonik dokulardir (70).

Piwil 2 Fonksiyonel Bolgeleri

1-Piwi gen ailesi; korunmuPAZ ve Piwil bdlgesi olarak tanimlanir ve kok hée
kendini yenileme, RNA baskilama vesitk organizmalarda translasyonel regiilasyonda

rol oynar.

2- PAZ; Paz bolgesi siRNA dubleksine gtenir ve efektor kompleks icindeki 6nci
RNA'ya takilmayi kolaylatirir (71-74).
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Bu grupta yer alan Piwil2 (Piwi-like2), &kin testisinde germ hucrelerinde
bulunmutur. Bu nedenle fonksiyonlarindan birinin de spawganial kok hicrelerin
kendilerini yenilemeleri oldgu disUnulmdstir. Piwil2 geni bdylece hem germ
hicrelerinin kendi kendilerini yenilemelerini here dametogenezisi hiicre bolinmesi
sirasinda kontrol altinda tutar. Piwil2 kanser kiblcrelerinde sinyal ileti yolaklarinda
proliferasyon ve apopitozisi diizenleyen anahtaegadedir. Onkogenezde etkili olan
Piwil2’'nin birgok genle etkilgmde oldgu ve birlikte eksprese olgu bilinmektedir.
Bunlarin arasinda onkogenik mekanizmalarda ethkdugu en cok dginilen genler
Piwill ve DDX4 ‘tir. Piwill ve Piwil2’'nin spesifik olarak premiyiit esey hicreleri
tarafindan eksprese edidi cesitli arastirma gruplarn tarafindan daha ©Once
gosterilmitir. Fakat bunlarin atipik olarak farkli timoér térinde de eksprese edidi
belirlenmitir (75).

Mouse testis Human testis

Resim 1.Fare ve insan testisinde Piwil2; Piwil2'nin tesidtekspresyon paterni (76)

Resiml'de Ustteki resimler normal fare testis dokw® hiperplazi gdsteren insan
testisinin hematoksilen eosin ile boyanmasidirtakit resimlerde ise fare testisinde
Piwil2 stoplazmik olarak saptanirken insan hipesphka hiicrelerinde stoplazmik ve
nikleer patern gorulngtiir (76).

Piwil2 ilk olarak Drosophila overinde saptagtm. Overdeki kdk hiicre bolinmesinin
hicre otonomisinde énemli roll vardir. Piwi proteinzaklgtirilmasi veya Uretiminin
durdurulmasi kok htcre boélinmesini anlamli  6lgudésidirken, piwinin  auri
ekspreyonu germ hiicre sayisini ve boélinme oranmemdé Olcide artirmaktadir.

Farelerde 2 piwi homofu saptanmtir. (Miwi ve Mili veya Piwil2) Miwisiz fareler
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spermatogenezisi tamamlayamazlar, bunlarda sperreatenin banda duraksamalar
baslar ve kok hiicre bolinmesi de anlamli dlgiide azBilisiz fareler ise spermatosit
evresinde arrestestamaktadirinsanlarda argonaute ailesi iki alt tipe ayrilinyipailesi
Piwill (hiwi), Piwil2 (hili), Piwil3 and Piwil4 (hwi2) ve elF2C/AGO alt ailesi. Tim
piwi alta ailesinin dort Gyesi de testiste Uregktedir. Bunlarin icinde en aktif olan
Piwil2 gorilmektedir (77,78,79).

Germ kok hucrelerinde Piwil2 proteininin kaybi héiein bolinme kapasitesini 6nemli
Olcude diglirmekte, artmasi ise bolinmesini artirmaktadir.ilRigen ekspresyonu germ
hicreleri dsinda sadece bazi kanser hicrelerinde gosterilaiipmormal hicrelerde
veya inflamatuar hicrelerde bulunmaz. Bu nedentadtiolisumunda 6nemli roli
oldugu distunulmektedir. Piwil2 geni timorin galmasi ve apopitozisden kagmasinda
etkili oldugu Ozellikle meme kanseri hticrelerinde gostegtmi Bunun dginda kolon
kanserlerinde, over ve endometrium timorlerinddarék, gastrointestinal ve pankreas
tumorlerinde de Piwil2 gosterilgtir (80) (Resim2).

Resim 2. Serviks Karsinomu Piwil2 boyanma paternleri.(36) Kyvvetli boyanma:
+++; B, Orta Derecede Boyanma: ++; C, Zayif BoyanmaD, Negatif
kontrol: Poliklonal Piwil2 antikoru yerine tgan IgG kullanilmgtir (81).

Yapilan calgmalarda Piwil2nin 4 farkl alt tipi bulunmgtur. Bu alt tipler; PL2L80,
PL2L60, PL2L50 and PL2L40 olarak siralanir. BunéardPL2L60 daha dominant

olarak prekanserdz kok hicrelerde bulunur ve hesanrhem de hayvandasba kan,
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cilt ve yumyak doku olmak Uzere cok g#i timorlerde eksprese edilmektedir.
PL2L60 hucrelerin hayatta kalmasini desteldedie proliferasyonunu artirgh icin
Stat3 ve BCLXL genleri up regule olur (82,83).

Yapilan ¢@u calsmalarda timér dokusunda antiapoptotik bir gen &&hX, 'nin asiri
ekspresyonu saptangtir. BCLX,'nin PL2L60’In indUklemesi sonucu &tiile bir
sinyal transduseri ve transkripsiyon aktivatorinoiat3 aktivitesi de artar. Buna zit
olarak Piwil2 gen sessizlmesi ile BCLXL stat3 aktivitesi de azalir ve apaptrtar.
Tudm bu kaskadlarin sonucu olarak ise Piwil2 tinrddesikca exprese edilmesiyle
pozitif yonde onkogeni etkiler ve apoptozu bask($ekil5). Sonucta timaorinsa

cogalmasindan sorumlu olur (83).

0
0

lllllllll

v X

Proliferation Apoptosis

Sekil 5. Piwil2'nin Stat3/BcL yolu tGzerinde apoptozu inhiegnesi (58)

Piwil2’'nin somatik htcrelerde sessiz durumda ikleanser kok hicrelerinde neden ve
nasil aktiflendgi konusu tam olarak aciklik kazanmatm Olasi mekanizmalardan biri
Piwil2 iliskili gen regilasyonunun kiicik RNA ve metilasyoniiasyla olabilecgidir.

Bu dagrultuda piwi-etkilgimli RNA’lar (piRNAs) olarak adlandirilan kiguk RNA
turleri, memeli testislerinde tanimlargnr. Bu kiucik RNA’lar gey hucrelerin
genomundaki transpozon fonksiyonunu baskilamakR¢W| proteinleri ile (Piwill ve
Piwil2) etkilesime girmektedirler. Bu da piRNA’larin, kanser hierende gen
regilasyonunun anahtar ki olarak bilinen DNA metilasyonunun spesifik

belirleyicileri olduzunu gostermektedir (84).
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2.6. CALISMADA DE GERLENDIRILEN DiGER PARAMETRELER
2.6.1. Ki67

Hucre proliferasyonu genel olarak mitoz sayimflgeitometri, timidin labelling indeks
veya immunohistokimyasal olarak, hicre siklusuiggede bulunan proteinlerin (Ki67,
PCNA, siklinler vb.) tayini ile dl¢ulebilir. YUksekbroliferasyon hizina sahip timorler

daha hizl buydrler ve prognozlari daha kéti olafBs).

Ki67, ilk defa 1983'de Gerdes ve arkalda (86) tarafindan tanimlangyitonsil

germinal merkez hicreleri, epitelyum bazal hicrelez intestinal epitelin kript
hiicreleri gibi prolifere hiicrelerde gosteriftm. Ki67, hiicre siklusunun Go fazistnda
tum fazlarinda bulunan nonhiston nikleer protein8#5 ve 395 kd @rligindaki iki

molekiilden olgur ve geni 10. kromozom (zerinde yer almmunhistokimya ile Ki67
icin pozitif nikleer boyanma gdsteren hicre yuzdesoliferatif indeksi gosterir
(86,87).

Agresif tumorlerde bu oran yuksektir. Bircok tumde (meme, akger, 6zofagus,
bobrek ve prostat kanseri, malign melanom, nonhiodd&nfoma, glial timorler)
yuksek Ki67 orani, kott prognostik faktor olaralstgiilmistir (88,89).

2.6.2. Nekroz

Canli organizmada bir grup hicre veya lokal dokimil sonucu meydana gelen
lezyona nekroz denir. Nekroz, irreversibl vgirabir hiicre zedelenmesinin sonudur.
Hucreler 6lur 6lmez herhangi bir lezyon gérilmezir@l izleyen olaylar, hiicre ici
enzimlerinin kendi organellerini ve nikleusunu p@dagip eritmesidir. iste, bu
enzimatik aktivite etkisi ile dokuda nekroz denilestolojik goriiniim ortaya cikar. Olen
hiicreler artik fonksiyon géremez. Nekrozun etysiafle rol oynayan faktorler, fiziksel
(travma, sicak, sk, radyasyon, elektrik akimi vs.), kimyasal (&sitlalkaliler, ceitli
ilaclar vs.), canli hastalik etkenleri, damarsatlerder (anoksi), organizmanin kendi
sekresyonlari (midede hidroklorik asit, pankrea$i@az), immin mekanizmada
bozukluk olarak 6zetlenebilir. Hiicre 6liminden bglsaat sonra sitoplazma bulanik ve

vakuollu goéralur. Daha sonra sitoplazma koyu pemige hiyalin gibi gorular.
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rengi koyulair. Piknozis'i "Karyolizis" ya da "Karyoreksis" tgk eder. Karyolizis ile
cekirdek nukleik asitleri erir ve gorulemez. Kargksis olursa nive zari parcalanir ve
kromatin kicuk tanecikler halinde hicre icindegitla Nekroz, etyolojisi ve
mikroskopik goérinumi agisindan, koagulasyon (@grhé) nekrozu, kazeifikasyon
(peynirlesme) nekrozu, kollikuasyon (erime) nekrozugyaekrozu ve gangren olmak

Uzere tiplere ayrilabilir (90,91).
2.6.3. Mitoz

Mitoz, hlcrelerde kromozom sayisini sabit tutarékré sayisini arttiran bir bélinme
seklidir. Bdltinecek htcrenin hazirlik safhasindatgifaz) kromozomlarin kimyasal
bilesimi olan DNA’lar kendilerini gleyerek iki katina cikar. Boylece kromozomun
maddesi iki kat arttiriingiolur. Hiicre bélinmesinde enerjiye ihtiya¢ duyufandan bu

safhada hicrede ATP de depolanir. Mitoz sonucu areydgelen hicrelerdeki
DNA’larin nitelik ve nicelgi birbirinin aynidir. Mitoz muntazam bigekilde ardarda

meydana gelen bir dizi olaylar halindedir. Dortheatfa incelenir. Mitozun bu safhalarr,

profaz, metafaz, anafaz, telofaz adlarini al(®,91).
2.6.4.Alfafetoprotein

AFP 70.000 Da. molekiler gahginda tek zincirden okan onkofetal bir
glikoproteindir. Bilinen karsinoembriyonik proteerden biridir. Karager, yolk kesesi
ve fetusun gastrointestinal sisteminden sentezldiir yilin sonunda AFP seviyesi
eriskin seviyelerine dger. AFP seviyesi 06zellikle KC hiicre rejenerasyoniano
hepatoseliler karsinom gibi KC neoplazmlarinda %@&@ninda, germ hcreli
timorlerde %60 oraninda, yuksek olarak bulunur. libsiti 25ug/L'dir. AFP saf
seminomlarda, koryokarsinomlarda veya embriyonatsikamada goérilmez. Bu

tumorlerin varlginda, AFP saptanmasi yolk salk tumor vaan gosterir (38).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calsma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kuruldan 05.07.2011 tarihinde

onay alindiktan sonra yurutulgtir.

Calismaya 2000-2011 vyillan arasinda Erciyes UniversifEp Fakiiltesi Pediatri
Hematoloji-Onkoloji Departmani tarafindan takip ledi ve Erciyes Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan ¢cocuklgag! solid timoru tanisi verilrgi

150 hasta dahil edildi.

Calismaya alinan solid timorli hastalar 4 gruba ayriléigruba Noroblastom grubu
adi verildi. Bu grup 24 néroblastom, 6 gangliondagbom tanisi almi30 hastadan
olusturuldu. ikinci grup Wilm’s timarii grubu olarak adlandiril@u grupta toplam 42
Wilm’s tumorli hasta mevcuttu. Ugiincti grup Sarkorabg olarak adlandiriidi. Bu
grupta 16 rabdomyosarkom, 14 osteosarkom, 14 Esankpmu tanisi almtoplam 44

hasta bulunmakta idi. Son grup ise Germ hicreliGilen grubu olarak adlandirildi. Bu
grupta da 11 matir teratom, 8 immatur teratom, dik galk timord, 1 disgerminom

tanisi almg toplam 34 hasta mevcuttu.

Calismaya 2000-2011 yillari arasinda tani glrtoplam 209 hastanin dahil edilmesi
planlandi. Bunlardan 30 hastanin parafingblasivde bulunamadi. 17 hastanin parafin
blogunda yeterli materyali olmamasi nedeniyle gahdan cikarildi. Kalan 12 hastanin
preparatlari ise boyanma sirasindaki teknik sebdge dolay! dgerlendirme dy

birakildi. Kalan 150 hastanin parafin bloklarigeldendirmeye alindi ve boyamalari

yapildi.
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Calismada ilk olarak patoloji aivinden parafin bloklar alindi. Patoloji raporunéreg
tumor dokusundan zengin uygun blok secildi. Blodtdar uygun 6lculerde preparatlar
hazirlandi. Cadmada kullanilacak Piwil2 immunohistokimya boyamagn uretici
tarafindan  verilen standart protokol kullanildi. I@aada kullandiimiz

immunohistokimya protokolisagida verilmitir.
Immunohistokimya protokoli

1. Deparafinizasyon amagli 1 saat@@ebloklar etiivde bekletildi.
2. Ardindan dehidrasyon amach 15 dakika ksiloldklétildi.

3. Sirasiyla azalan deimlerde alkoller uygulandi. Preparat 5 dakika %99%lakika
%96, 5 dakika %70 alkolde bekletildi.

4. Preparat 5 dakika distile suda bekletildi.
5. Sitrat buffer ve distile su kullanilarak %10’lsklusyon hazirlandi.

6. Bloklar antijen retrieval amach %10’luk Sitrdbuffer sollisyonu igerisinde
mikrodalga firinda iki kez 15’er dakika bekletildi.

7. Antijen retrieval sonrasi gomaya birakildi.
8. Ardindan 5 dakika distile suda bekletildi.

9. Antikor uygulamasini sinirlandirma amach hidtok doku sinirlama kalemi
uygulandi.

10. Ardindan hidrojen peroksit uygulandi ve 10 @akbekletildi.
11. Ardindan 5 dakika distile suda bekletildi.
12. 5 dakika fosfat buffer uygulandi.

13. Ardindan sekonder antikor solusyonuundan uktrélok damlatiip 10 dakika
bekletildi.
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14. Sonrasinda 1/100 oraninda stv kaynakh poliklonal Piwil2 primer antikoru

damlatip gece boyu (overnight) inktbe edildi.
15. Primer antikor sonrasi 10 dakika fosfat buffggulandi.

16. Daha sonra ikinci sekonder antikor solisyorandbiotin eklenerek 10 dakika
bekletildi.

17. 10 dakika fosfat buffer uygulandi.

18. Sonrasinda ucuncu sekonder antikor solUsyaeptatvidin damlatilip 10 dakika
bekletildi.

19. Ardindan 10 dakika fosfat buffer uygulandi.

20. 1/1 oraninda DAB kromojen solusyonu dilue editedokulara uygulandi. 10 dakika
bekletildi.

21. Ardindan distile suda 10 dakika bekletildi.

22. 2 dakika Mayer’s hematoksilen uygulandi.

23. Ardindan distile suda 5 dakika bekletildi.

24. Sonrasinda artan alkol démleri uygulandi. 5 dakika %70 alkolde bekletildi.
25. Ardindan 5 dakika %96 alkolde bekletildi.

26. Ardindan 5 dakika %99 alkolde bekletildi.

27. Ardindan 15 dakika ksilolde bekletildi.

28. En son olarak lamlar balsamla kapatilasnie son verildi.

Insan normal testis dokusu kontrol dokusu olarakakuti. Tagan kaynakli poliklonal
Piwil2 antikorunun pozitif sonu¢ vergli goruldikten sonra 10’arli camlar halinde
immunohistokimya boyama yapildi. Her boyama doéngdeimutlaka kontrol dokusu

boyamasi da yapildi ve pozitif boyama ygpgorildi. Boyamalar bir uzman patolog
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ve bir pediatrik hematolog tarafindangeeendirildi. Deerlendirme sonucuna gore

farkli timor dokularinda Piwil2 boyanma paterninm dlgiide oldgu tespit edildi.
Kontrol Doku

Kullanmis oldugumuz antikor olan Piwil2 (Piwi-like2), akin testisinde germ

hicrelerinde bulunnytur. Antikorun veri sayfasinda pozitif kontrol doklarak testis

dokusu belirtiimesi nedeniyle biz de gatada egkin normal testis dokusu kullandik.
Resim 3'de testis dokusunda kuvvetli boyanma patgirulmektedir.

SEAEITEE D, TN L ) A
_ DY pairitr. 8 " AT € w0
Resim 3. Normal Testis Dokusu; o6zellikle 3+ boyanma semmitébillerde ve

sitoplazmik boyanma dikkati cekmektedir.

Boyanma skorlari;

H

. %0-5 Piwil2 boyanmy hiicre, boyanma skoru 0 veya negatif
2. %b5-25 Piwil2 boyanmihlicre, boyanma skoru 1 (+) veya zayif pozitif
3. %25-50 Piwil2 boyanmgihlicre, boyanma skoru 2 (++) veya orta pozitif

4. %50 Uzeri Piwil2 boyanmihtcre, boyanma skoru 3 (+++) veya kuvvetli pozitif
boyanms olarak belirlendi.
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Calismada Kullanilan Histolojik Parametreler

1. Nekroz: Calisma dncesinde parafin blok gexlendirmesi yapilirken patoloji raporlari
yardimi ile ve boyama sonrasi mikroskobi ilgeldendirme sirasinda ¢cok gemekroz
alanlari olan timoérli dokular yaglipozitiflige sebep olabilegenden calgmadan
cikanldi. Dger dokular ise nekroz oranina gore; nekroz yokif,haifta ve ileri derece
nekroz olarak siniflama yapildi. Nekroz orani ileyénma paterni arasindakisKi

degerlendirildi.

2. Mitoz: Calismaya alinan dokularda mitoz orani patoloji rapaoniargére alindi.
Mitoz oranini; mitoz yok, az sayida mitoz ve fazlktarda mitoz olarak siniflandirildi.
Mitoz oraninin antikor boyanmasgkisi ¢calisma sirasinda gerlendirildi.

3. Ki67: Proliferasyon indeksi olan Ki67 2008 6ncesinde |pjitdepartmani tarafindan
deserlendirmesi ve boyanmasi yapiim@adiicin bu tarinten ©Onceki vakalarda
degerlendirilemedi. 2008 sonrasi tani ajninastalardan 27’sinde Ki67 skoru patoloji
raporlarindan alindi. Ki67 skoru yizde 1 ile yuzb@ arasinda geen oranlarda

belirtildi. TUm6r boyanmasi ile Ki67 skoru arasiididi ski degerlendirildi.

4. Histolojik Tip: Ozellikle Wilm’s timoériinde prognozda da etkisi glaimérin
favorable (iyi histolojili) veya unfavorable (kotiistolojili) histolojili olmasi nedeniyle,
calismada Wilm’s tumor gruplarinda histolojik tip deggelendirmeye alindi. Timaorin
kotd histolojili olmasiyla Piwil2" nin kuvvetli bagnmasi arasindagki olup olmadgi

degerlendirildi.
Calismada Deserlendirilen Tumor Belirtegleri

1. N-myc: Noroblastom icin kotli prognoz gostergesi olan n-myplifikasyonu, hicre
siklusu progresyonunu ve DNA sentezi ilesklli oldugu icin hastalarin takibinde
prognozlar ile ilgkilidir. Calismada Piwil2 boyanma orani ile n-myc
amplifikasyonunun ikkili olup olmadgini gostermek amaciyla noroblastom tanisi
almis hastalarda dgrlendirme yapildi. 2008 yili Oncesi kayitlarda gem
amplifikasyonu bulunmagdi icin sadece kayitlarina yidan 9 hastanin sonucu

degerlendirildi.

37



2. Alfafetoprotein: Ozellikle yolk salk timérli hasta grubunda podzigiflolan bir
belirte¢c olmasi nedeniyle cgitinada dgerlendirilmistir. Calismada dgerlendirilen 14
yolk salk tumorli hastada Piwil2 boyanma orani vE&PAyuksekiginin iliskisi

degerlendirildi.

Istatistik yontem: Verilerin istatiksel dgerlendiriimesi ‘SPSS for Windows, Version
17.0, SPSS Inc, U.S.A’ paket programi kullanilargkrceklgtirildi. Hastalarin
Ozellikleri ve bulgulari icin deskriptif istatistilel dgerlendirme yapildi. Calima
verileri deserlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlari(Ortalama, Standart
sapma, frekans) yanisira niteliksel verileringkagtiriimasinda Ki-Kare testi (Pearson
Chi-Square) veya Fisher’ s Exact Test kullanilcdn&lar %95’lik gliven araiinda,
anlamhlik p<0.05 diizeyinde gerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya yalari 1 ile 18 ya arasinda désen Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Pediatrik Hematoloji-Onkoloji Departmani tarafindaRip edilen ve biyopsisi yapilgi

solid tumar tanisi almitoplam 150 hasta dahil edildi.

Calismaya alinan hastalar Néroblastom, Wilm’s tiumdorirk&alar ve Germ hcreli
tumorler olmak Uzere 4 gruba ayrildi. Toplam 156taain 30'u (%20) Noroblastom,
42'si (%28) Wilm’s timoérd, 44'0 (%29,3) Sarkom, 4’8 (%22,7) ise Germ hicreli
tumor grubunda idiSekil6).

Timor Gruplan

Germ Hucreli
Tumorler

Wilm's
Tamoru 23%
= S

h Noroblastom
Sarkomlar 20%

29%

Sekil 6. Olgularin Tumér Gruplarina Gore pami
Tumor alt gruplarina gore bakiffinda Noroblastom grubunda 24 (%16) hasta

noroblastom, 6 hasta (%4) ganglionéroblastom taahmnskti.

Wilm’s timaori grubunda bulunan bitin hastalar (2828m’s timaoru tanisi alngtl.
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Sarkom grubunda bulunan 16 (%10,7) hasta rabdomkmsa 14 (%9,3) hasta
osteosarkom, 14 (%9,3) hasta da Ewing sarkomuitismiskip edilmekte idi.

Germ hucreli tumoér grubunda ise 11(%7,3) matirtéena 8 (%5,3) immatir teratom,
14 (%9,3) yolk salk timori, 1(%0,7) disgerminomisaalan hasta vardi (Tablo 2).

Tablo 2. Hastalarin Tumor Grup ve Alt Gruplarina Goregal

Tamor Gruplari Alt Gruplar

n (%) n (%)
1 Noroblastom Noroblastom 24(%16)
30(%20) —
Ganglionoroblastom 6(%4)
2 Wilm’'s TUmoru 42(%28) 42(%28)
3 Sarkomlar Rabdomyosarkom 16(%10,7)
44(%29,3) Osteosarkom 14(%9,3)
Ewing Sarkomu 14(%9,3)
4 Germ Hicreli Tumor Mattr Teratom 11(%7,3)
Immatur Teratom 8(%5,3)
34(%22,7) ——
Yolk Salk Tuméru 14(%9,3)
Disgerminom 1(%0,7)
Toplam 150(%100) 150(%100)

Yas

Calismaya alinan hastalaringyartalamasi 9,87+ 5,3 yil idi. Tablo 3'de gataya dahil
edilen hastalarin timér gruplarina goéres yatalamalari gértlmektedir. Noroblastom
grubundaki hastalarin yartalamasi 7,7+4,3 yil, Wilm’s tumo6rt grubundakishalarin
yas ortalamasi 7,54 yil, Sarkom grubundaki hastalgagnortalamasi 13,6x5 yil, Germ
hicreli tumo6r grubundaki hastalaringyatalamasi 9,8+5,2 yil olarak hesaplandi (Tablo
3).
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Tablo 3. Hastalarin Tumoér Gruplari ve Alt Gruplarina Gores Yatalamalari

TUmor Gruplari

20

18 ® Yas Ortalamalari

16 m Ganglionodroblastom
14 m Noroblastom

12 m Rabdomyosarkom

10 = Osteosarkom

m Ewing Sarkomu

= Matlr Teratom
Immatir Teratom

mYolk Salk Tuamor

o N A O

Noroblastom Wilm's Tumoéri  Sarkomlar Germ Hucreli * Disgerminom
Tamor

Tumor alt gruplarina gore bakifgnda Noroblastom grubundaki ganglionéroblastom
tanisi olan hastalarin yartalamasi 9,5+2,5 yil, néroblastom tanisi olarmdar7,2+4,5
yil olarak hesaplandi. Sarkom grubunda rabdomyosarkanisi alan hastalarin sya
ortalamasi 10,3+4,8 yil, Osteosarkom tanisi olasidharin ya ortalamasi 17,4+0,7 yil,
Ewing sarkomu tanisi olan hastalariry yatalamasi ise 13,55 yil olarak hesaplandi.
Germ hucreli timér grubunda yer alan Matir terattanisi olan hastalarin ya
ortalamasi 9,6+5,5 yiimmatur teratom tanisi olan hastalarig ggalamasi 9,6+4,9 yil,
Yolk salk tumor tanisi olan hastalaringyartalamasi 9,5+5,2 yil olarak hesaplandi.
Disgerminom tanisi olan bir hastada & idi (Tablo 3).

Cinsiyet

Calsmaya katilan 150 hastanin 76’'st (%50,7) erkek 7%4d49,3) kizdi. Tablo4’'de

calismaya alinan hastalarin cinsiyetlere goreildal gorulmektedir. Buna gore 30
noroblastom vakasinin 17’si (%56,7) erkek 13’0 (983 &izdi. Wilm’s timori olan 42

hastanin 23'0 (%54,8) erkek 19'u (%45,2) kiz, sarktanisi alan 44 hastanin 29'u
(%65,9) erkek 15’1 (%34,1) kiz, germ hucreli tuinténisi olan 34 hastanin 7’si (%20,6)
erkek 27'si (%79,4) kizdi. Tumor alt gruplarina @@insiyet farkhliklari da Tablo 4'de

verilmistir.
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Tablo 4. Hastalarin Tumor Gruplari ve Alt Gruplarinda Cyete Gore Dgulimi

n Erkek Kiz
Tamor Tipi (%) (%) (%)
Néroblastom 30(%20) 17 (%56,7) 13 (%43,3)
Noéroblastom 24(%16) 15(%67,5) 9 (%32,5)
Ganglionéroblastom 6(%4) 2(%33,3) 4(%66,6)
Wilm’s TGmori 42(%28) 23 (%54,8) 19 (%45,2)
Sarkomlar 44(%) 29 (%65,9) 15 (%34,1)
Rahabdomyosarkom 16 (%10,7) 12(%75) 4(%25)
Osteosarkom 14 (%9,3) 10(%71,4) 4(%28,6)
Ewing Sarkomu 14(%9,3) 7(%50) 7(%50)
Germ  Hiicreli 34 (%22,6) 7 (%20,6) 27 (%79,4)
Tamor Matur Teratom 11(%7,3) 2(%18,2) 9(%81,8)
Immatur Teratom 8(%5,3) 1(%12,5) 7(%87,5)
Yolk Salk Tumérii 14(%9,3) 4(%28,6) 10(%71,4)
Disgerminom 1(%0,7) 0 1(%100)
Toplam 150 (%100) 76 74
PIWIL2 Immunohistokimya Boyamasi
Elde edilm§ olan preparatlar tgan kaynakli poliklonal Piwil2 antikoru ile

immunohistokimyasal olarak boyandi.

Toplam olarak dgerlendirdgimiz de 150 hastanin 77'sinde (%50,7) boyanma
gorilmedi. Kalan 73 (%48,7) hastada ise zayif,,dtevvetli dizeylerde olmak tzere

pozitif boyanma tespit edildi.
Tamor Gruplarinda Pozitif Piwil2 Boyanma Paterni

Noroblastom tumoér grubunda 9 (%30) hastada nebagiinma bulunurken, 21 (%70)
hastada pozitif Piwil2 boyamasi goruldd. Wilm’s timia grubunda 27(%64,3) hastada
negatif boyanma bulunurken, 15 (%35,7) hastadatipdmyanma goruldi. Sarkomlar
grubunda 25(%56,8) hastada negatif boyanma bulenurk9(%43,2) hastada pozitif

boyanma goruldi. Germ Hucreli Tumor grubunda is€¥d7,1) hastada negatif
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boyanma bulunurken, 18(%52,9) hastada pozitif boyagoruldid. Tumoér gruplarinda

Piwil2 ile immunohistokimyasal boyanmalar Tablo &'gosterilmtir.

Tablo 5. Hastalarin Tumor Gruplarinda Piwil2 Boyanma SayMizdeleri

N Boyanma Orani
Tumor Tipi (%) Negatif Pozitif p
Noroblastom 30(%20) 9(%30) 21(%70) p=0,02*
Wilm’s tumor 42(%28) 27(%64,3) 15(%35,7) p=0,1
Sarkomlar 44(%29,3) 25(%56,8) 19(%43,2) p=0,08
Germ Hucreli TUmor 34(%22,7) 16(%47,1) 18(%52,9) p=0,04*
TOPLAM 150(%100) 77(%51,3) 73(%48,7)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml

Noroblastom ve Germ Hucreli Tumoér grubundaki pédtyanma dier gruplara gore
anlamh bulundu <0,05). Wilm’s timori grubundaki negatif boyanma dger

gruplara gore anlamli bulundpx0,05).

Preparatlarda Piwil2 immunohistokimya boyamalardta ove kuvvetli boyanmalar
anlamh kabul edildi. Negatif ve zayif boyanmalse enlamsiz olarak yorumlandi. Buna
gore hastalar gerlendirildiginde, benzegekilde, Néroblastom ve Germ hcreli timor

gruplarinda istatistiksel olarak anlamh boyanndeetdildi <0,05).

Tamor Gruplarinda Kuvvetli Piwil2 Boyanma Paterni

Tamor gruplarina gére bakifginda néroblastom tanisi olan 30 hastanin 5’'indeg(%91
kuvvetli boyanma goruldd. Wilm’s timérinde ise 4@ydmadan hicbir hastada orta
veya kuvvetli boyanma gorilmedi. Sarkom tanisi glotan 44 hastanin 4’tnde (%9,1)
kuvvetli boyanma izlendi. 34 germ hucreli timér deiinun boyanmasinda 6 (%17,6)
hastada kuvvetli boyanma izlendi. Kuvvetli Piwbh®yanma oranlari ve tumor tipleri
arasindaki ikki degerlendirildiginde Noroblastom ve Germ hicreli timdr grubunda
istatistiksel agidan anlaml fark bulungaxQ,05) (Tablo 6).
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Tablo 6. Hastalarin Tumor Gruplarinda Zayif, Orta ve Kuwetlvil2 Boyanma Sayi

ve Yuzdeleri
N Orta .
Negatif Zayif Derece Kuvvetli
Tamor Tipi () (%) Il Boyanma SRR P
(%) (%) (%) (%)
.. 30 (%20 9 11 5 5 _ .
Neelel et e %36,7) | (%16,7) | (w167) | P70:02
. L 15
] 0, —
Wilm'’s Tumort 42 (%28) 27 (%64,3) (%35,7) 0 0 p=0,2
44 . . 5 4
Sarkomlar (%29,3) | 25(%56,8)| 10 (%22,7 (%11,4) (%9.1) p=0,18
Germ Hucreli . 34 16 6 6 6
Tumor (%22,7) (%47) (%17,6) (%17,6) (%17,6) | p=0,02*
150 77 o 16 15
TOPLAM (%100) | (%513) | *2 (%28) (%10,7) (%10)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml

Germ hucreli timo6r ve néroblastom gruplarindgedi gruplara gore daha
kuvvetli boyanan preparat sayisi daha fazlaydiilRiantikorunun stoplazmik boyanma
paterni olmasina ganen germ hucreli timoérde zayif boyanmadan kuvietjianmaya

kadar tim olgularda hem stoplazmik hem de nukleg&kleéus) boyanma paterni izlendi.
TUMOR GRUPLARINDA KL iNiK OZELL IKLER VE PiWIiL2 ILiSKIiSI
NOROBLASTOM

A. Boyanma Oranlari

Calismaya dahil edilen noéroblastom tanisi glmlan 30 hastanin 24’0 néroblastom 6’si
ise gangliondroblastomdu. Her iki grup icin balildda noéroblastom tanisi olan
hastalarin 7’sinde (%29,2) negatif, 8’inde (%33ayIf boyanma, 5’'inde(%20,8) orta
derecede boyanma, 4’Unde (%16,7) kuvvetli boyanidildi. Gangliondroblastom

olan hastalarin 2'si (%33,3) negatif, 3'0 (%50) zayl hastada ise (%16,7) kuvvetli
boyanma izlendi. Noroblastom alt tipleri ile boyamnoranlari kiyaslanginda

istatistiksel a¢idan anlamligki bulunamadig§>0,05) (Tablo 7).
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Tablo 7. N6roblastom Grubunda Tumor Alt Tiplerinin Piwildganma Oranlari

N Orta :
R - Negatif Zayif Derece Kuvvetl
Tamor Alt Tipi %) (%) Boyanma Boyanma Boyanma p

0 0, 0,

(%) %) (%)

Ganglionéroblastom 6(%20) 2(%33,3) 3(%50) 0 1(%16,7) p>0,05
Noroblastom 24(%80) 7(%29,2) 8(%633,3) 5(%20,8)  4(%16,7)p>0,05
Toplam 30(%100) 9(%30) 11(%36,6 5(%16,6) 5(%16,6)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml
B. TUmO&r Evresi

Hastalar evrelerine gore gkrlendirildiginde; 30 hastanin 3’0 evre 1(%10), 3'U evre
2(%10), 2'si evre 3(%6,2) ve 22'si(%73,3) ise edr®lan hastalardan aimakta idi.
Evre 1 olan 3 hastanin 1l'inde (%33,3) negatif, d&dn%33,3) zayIf boyanma, 1’inde
(%33,3) orta derecede boyanma olurken kuvvetli bagagorilmedi. Evre 2 olan 3
hastanin 2'si (%66,7) negatif, 1 (%33,3) hastaifzagyanirken orta ve kuvvetli
boyanma gorilmedi. Evre 3 olan grupta ise 2 hastaini(%50) negatif, 1'i ise (%50)
zayif boyandi. Evre 4 olan 22 hastanin ise 5'i (%22egatif, 8'i (%36,4) zayif, 4'U
(%18,2) orta derecede, 5'i de (%22,7) kuvvetli boyatl. Tablo 8de hastalarin
evreleri ve boyanma oOzellikleri gortulmektedir. Hdatin evreleri ve boyanma
Ozellikleri istatistiksel acidan @erlendirildiginde, gruplarda hasta sayilarinin ¢ok fazla
olmasindan dolayl anlamli gki saptanamadi. Ancak oran olarak balgidda evre 4

hastalarda kuvvetli Piwil2 boyanma orani fazla idi.
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Tablo 8. N6éroblastom Evrelerine Gdre Piwil2 Boyanma Oranlar

Orta .
) Zayf Kuvvetli
Negatif Derece
: N(%) Boyanma Boyanma p
TUumor Evresi (%) Boyanma
(%) (%)

(%)
Evre 1 3(%10) 1(%33,3) 1(%33,3) 1(%33,3) 0
Evre 2 3(%10) 2(%066,6) 1(%33,3) 0 0
Evre 3 2(%6) 1(%50) 1(%50) 0 0
Evre 4 22(%73,3) 5(%22,7) 8(%036,4) 4(%18,2 5(%22,7) p>0,05
TOPLAM 30(%100) | 11(%33,3) 5(%16,6) 5(%16,6

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml
C. N-myc Amlifikasyonu

Noroblastom tanisi almiolan 30 hastanin 9'unda amplifikasyon gédi. 7’sinde
(%77) n-myc amplifikasyonu pozitif saptandi. 7 taasn 1'i (%14,3) negatif, 4’
(%57,1) zayif, 1'i (%14,3) orta derece, 1 (%14,8%ta ise kuvvetli boyandi. Bu verilere
gore yuksek amplifikasyon ile kuvvetli Piwil2 boyaa orani arasinda gki
bulunamadi §>0,05). Tablo 9'da N-myc pozitif olan hastalardailemt boyanma orani

gorilmektedir.

Tablo 9. Néroblastomda N-Myc Amplifikasyonuna Gdre Piwilayganma Oranlari

Neqatif Zayif Orta Derece Kuvvetli
N(%) (0(‘/;) Boyanma Boyanma Boyanma
° (%) (%) (%)
N-myc 7 1(%14,3) 4(%57,1) 1(%14,3) 1(%14,3)

D. Tumor Lokalizasyonu

Noroblastom tanisi alaB0 hastanin 2'si (%6,7) karger kaynakli, 1'i (%3,3) bobrek,
1'i (%3,3) sakral bolge, 1'i (%3,3) mediastinal fedenopati, 1'i (%3,3) toraks, 6'si
(%20) batin ici, 1'i (%3,3) kafa kaidesi, 4’0 (%33, mediasten, 12’si (%40) surrenal, 1
(%3,3) hasta ise spinal kord kaynakli idi. Hastatdamor lokalizasyonuna goére
degerlendirildiginde néroblastom igin surrenal kaynakl vezer bolgeler olarak ayrildi.

Tablo 10’'da surrenal veya gr tutulan organ dalimina gére boyanma o6zellikleri
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gorulmektedir. Organ tutulumlarina goregddendirme yapildsinda sirrenale 6zgu

kuvvetli boyanma paterni istatistiksel acidan aridoalunmadi (>0,05).

Tablo 10.Noroblastomda Tumor Lokalizasyonuna Gore Piwil¥&amna Oranlari

Orta )
: ] Zayf Kuvvetli
Tamor Lokalizasyonu N Negatif Derece
Boyanma Boyanma
(%) (%) Boyanma
(%) (%)

(%)
Sirrenal 12(%40) 3(%25) 5(%41,6) 2(%16,6 2(%16,6)p>0,05
Diger 18(%60) 6(%33,3) 6(%33,3) 3(%16,6)  3(%16,6p>0,05
Toplam 30(%100) 9(%30) 11(%36,6 5(%16,6) 5(%16,6)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
E. Prognoz

Hastalar prognozlari acisindan gddendirildiginde noéroblastom grubu icinde 30
hastanin 8'inin (%26,6) kaybedifdigoraldi. 22 (%73,3) hastanin ise takibine devam
edilmektedir. Olen 8 hastaya bakfohda 1 (%12,5) hastada negatif boyanma, 5
(%62,5) hastada zayif boyanma, 2 (%25) hastada detace boyanma gorulirken
hicbir hastada kuvvetli boyanma gortlmedi.saygan 22 hastaya bakifginda ise 8
(%36,4) hasta negatif, 6's1 (%27,3) zayif, 3'0 (¥@)3orta derecede, 5'i ise (%22,7)
kuvvetli boyandi (Tablol11)istatistiksel dgerlendirme yapildinda ise kotii prognozla
Piwil2 pozitifligi arasinda anlamli gki saptanmadipg>0,05).

Tablo 11.Noroblastomda Prognoza Gore Piwil2 Boyanma Oranlar

Orta .
) Zay|f Kuvvetli
Tumor Prognozu N Negatif Derece
Boyanma Boyanma
(%) (%) Boyanma
(%) (%)

(%)
Olen 22(%73,3)| 8(%36,4) 6(%27,3 3(%13,8) 5(%22,[7) 0,1
Yasayan 8(%26,7) 1(%12,5) 5(%62,5) 2(%25) 0
Toplam 30(%100) 9(%30) 11(%36,6 5(%16,6) 5(%16,6)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
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WIiLM'S TUMORU

Calismaya dahil edilen Wilm’s tumori tanisi olan 42 hast 27'sinde (%64,3) negatif
boyanma, 15’'inde(%35,7) orta derece boyanma boyaguridirken hicbir hastada orta

ve kuvvetli boyanma gorilmedi.
A. Tumor Evresi

Hastalar evrelerine gore gerlendirildiginde 42 hastanin 18'i (%42,9) evre 1, 9'u
(%21,4) evre 2, 11'i (%26,2) evre 3, 4 (%9,5) has@ evre 4 olan hastalardan
olusmakta idi. Evrelerine gore boyanma 6zellikleri gddendirildiginde Piwil2

boyanma 6zelfii arasinda anlaml gki saptanmadip>0,05).
B. TUumor Histolojisi

Wilm's timoérld  deerlendirmesinde histoloji tipi prognoz acisindaner@fi bir
Ozelliktir. Calsmaya dabhil edilen hastalarda histoloji tipi favdealfiyi histoloji) ve
unfavorable (kotu histoloji) olarak 2 gruba ayridl2 hastanin 29'u (%69) favorable, 14
(%31) hasta ise unfavorable histolojili olarak saoh. Favorable histoloji olan 29
hastanin 18'i (%62,1) negatif boyanirken, 11 (%3Mastada ise zayif boyanma
saptandi. Hicbir hastada orta ve kuvvetli boyanradilghedi. Unfavorable histolojili
olan grupta ise 14 hastanin 9'u (%69,2) negatifaboken 4’inde (%30,8) zayif
boyanma saptandi. Bu grupta da orta ve kuvvetlabay hasta goriilmedstatistiksel
deserlendirme yapildsinda hastalarin histolojik olarak iyi ya da kot olmasi ile

Piwil2 boyanma 6zelfii arasinda anlamh gki saptanamadi§>0,05).
C. Prognoz

Hastalar1 prognozlarina gore ggglendirdgimizde 42 hastanin 10 yillik takibinde 33
(%78,6) hasta iyi prognozlu olarak seyrederkerfo2X,4) hasta kaybedilgti. Olen 9

hastanin 6’sI (%66,7) negatif boyanirken, 3 (%38&ta zayif boyandi. Takiplerine
devam edilen iyi prgonozlu grupta ise 33 hastadHn(2063,6) negatif boyanirken 12
(%36,4) hasta zayif boyandi. Her iki grupta da aakuvvetli boyanma gorilmedi.
Istatistiksel dgerlendirme yapildinda ise ysayan grupla, 6len hastalarin Piwil2

boyanmalari arasinda anlamlgki bulunmadi p>0,05).
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SARKOMLAR

Calsmaya aldgimiz sarkomlar rabdomyosarkom, osteosarkom ve Evaagkomu
olmak Uzere 3 gruptan ve 44 hastadansmhktaydi. Bunlardan 16’si (%36,4)
rabdomyosarkom, 14’l (%31,8) osteosarkom ve 14'81(%) ise Ewing sarkomuydu.

Boyanma Oranlari

Calsmaya dahil edilen sarkomlar grubunda 16 rabdomyeosarhastasinin sadece
L’inde (%6,3) kuvvetli boyanma gorildi. 14 ewingrkeem hastasinin higbirinde
kuvvetli boyanma gorulmedi. 14 osteosarkom hastiasirse 3 (%21,4) kuvvetli
boyanma goéruldd. (Resim 4)

Resim 4.0steosarkom Dokusu, 3+ (Kuvvetli Oranda) Boyanma

Sarkomlar grubunda osteosarkom hastalarinda goriisvetli Piwil2 boyanmasi
istatistiksel olarak anlamli idp€0,05) (Tablo 12).
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Tablo 12. Sarkomlar Grubunda Tumar Alt Tiplerinin Piwil2 Baryyma Oranlari

Orta .
- ) Zayif Kuvvetli
Tamor Alt Tipi N Negatif Derece
Boyanma Boyanma p
(%) (%) Boyanma
(%) (%)

(%)
Rabdomyosarkom 16 (%10,7) | 10 (%62,5 4(%25) 1(%6,3 1(%6,3)
Osteosarkom 14(%9,3) 6(%42,9) 4(%28,6) 1(%7,1 3(%21,4)P=0,03*
Ewing TUmori 14(%9,3) 9(%64,3) 2(%14,3) 3(%21,4) 0
Toplam 44(100) 25(%56,8)| 10(%22,7 5(%11,3) 4(%9

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
Tamor Alt Gruplari
Rabdomyosarkom

TUmor Evresi

Bu alt gruplarda hasta sayisi az @dodan evreler lokalize ve metastatik hastalik
olarak ayrildi. Hastalar evrelerine goregedendirildiginde 16 hastanin 11'i (%68,7)
lokalize 5 (%31,3) hasta ise metastatik hastaldbgnda idi. Evrelerine gére boyanma
oranlari dgerlendirildiginde ise lokalize olan 11 hastanin 6'si (%54,5) atég4'l
(%36,4) zayif, 1 (%9,1) hasta ise orta derece baydfuvvetli boyanan hasta olmadi.
Metastatik olanlara bakilginda ise 5 hastanin 4'i (%80) negatif boyanirke(%020)
hastada kuvvetli boyanma goraldi. Zayif ve ortaedede boyanan hasta yoktu.
Hastalarin evresi ile Piwil2 boyanmasKisi istatiksel dgerlendirildiginde anlaml
faklilik géralmedi £>0,05).

Patoloijk Alt Tipleri

Hastalar patolojik alt tiplerine gore bakgehda, 16 hastanin 8'i (%50) embriyonel, 3'l
(%18,8) pleomorfik, 3’0 (%18,8) botiroid, 1'i (%6,3nalign mezenkimal tumor, 1
(%6,3) hasta da alveolar tip rabdomyosarkom olaatandi. Embriyonel ve gér
histolojik gruplar kagilastirildiginda, Piwil2 boyanmasi acgisindan istatistiksel akar
anlamh fark saptanmadp¥0,05).
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Prognoz

Calismaya alinan 16 hastanin 11'i (%73,3) iyi progncadyrederken, 4’inde (%26,7)
kotd idi. Bir hasta ise takipten ciftiicin bu acidan deerlendirme dyi kaldi. Boyanma
orani acisindan gerlendirdgimizde iyi prognozlu 11 hastanin 8'i (%72,7) nefaisi
(%18,2) zayif, 1'i (%9,1) ise orta derecede boyaKdwvetli boyanan bu grupta yoktu.
Kot prognozlu seyreden 4 hastanin 2'si (%50) nedHt (%25) ise zayif boyanma
olarak saptandi. Bu grupta orta ve kuvvetli boyarsagtanmadi. Prognozu iyi ve koétu
olanlar arasinda, Piwil2 boyanma orani istatistikskrak anlamh farkh dgildi
(p>0,05).

Osteosarkom
TUmor Evresi

Hastalar evrelerine gore grlendirildiginde temel kriter olarak ak@er metastaz olup
olmamasi baz alindi. Akger metastazi olanlar metastazik olmayanlar lokdiiastalik
seklinde dgerlendirildi. 14 hastanin 12'i (%85,7) lokalize, 614,3) hasta ise
metastatik hastalik olarak saptandi. Evrelerine egdboyanma oranlari
degerlendirildiginde ise lokalize olan 12 hastanin 5'i (%41,7) négd't (%25) zayif, 1
(%8,3) hasta ise orta derece, 3 hasta (%25) iseekiinboyandi. Metastatik olanlara
bakildginda ise 2 hastanin 1'i (%50) negatif boyanirken(%450) hastada zayif
boyanma gorildi. Orta ve kuvvetli derecede boydremta yoktu. Hastalarin evresi ile
Piwil2 boyanma ikkisi istatiksel acidan gerlendirildiginde anlamli fark gorilmedi
(p>0,05).

Prognoz

Calismaya alinan Osteosarkom tanili 14 hastanin 7’sD{%b prognozlu seyrederken,
7'sinin - (%50) kotu prognozlu seyreiti saptandl. Boyanma orani agisindan
degerlendirdgimizde iyi prognozlu 7 hastanin 4’0 (%57,1) nega?isi (%28,6) zayif,
1'i (%14,3) ise kuvvetli derecede boyandi. Ortaedede boyanan hasta gortulmedi.
Kotl prognozlu seyreden 7 hastanin 2'si (%28,6)atieg2’'si (%28,6) ise zayif
boyanma 1 (%14,3) hasta orta derece, 2 hasta (%i38,8uvvetli boyandiistatistiksel
acidan bakil@inda ise Piwil2 boyanma orani ile prognoz arasiadéamli iligki
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bulunamadi. §>0,05) Tablo 16'da osteosarkomda prognoz boyanmegkisii

gorulmektedir.

Tablo 13. Osteosarkomda Prognoza Gdére Piwil2 Boyanma Onanlar

Orta )
] Zayf Kuvvetli
Tumor Prognozu N Negatif Derece
Boyanma Boyanma p
(%) (%) Boyanma
(%) (%)

(%)
Olen 7 (%50) 2 (%28,6)| 2 (%28,4) 1(%14,3) 2 (%28/6) ,570
Yasayan 7 (%50) 4 (%57,1)| 2 (%28,6) 0 1 (%14,8)
Toplam 14 (%100)| 6 (%42,9)| 4 (%28,6) 1 (%7,1) 3 (%21}4)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml

Ewing Sarkomu
TUmor Evresi

Hastalar evrelerine gore lokalize ve metastatiktdids olarak deerlendirildi. 14
hastanin 11'i (%78,6) lokalize, 3 (%21,4) hastanssastatik hastalik olarak saptandi.
Evrelerine gore boyanma oranlarigddendirildiginde ise lokalize olan 11 hastanin 6’si
(%54,5) negatif, 2'si (%18,2) zayif, 3 (%27,3) fzaie orta derece, boyanma goruldu.
Kuvvetli boyanan hasta ise yoktu. Metastatik oleanlbakildginda ise 3 hastanin 3'U
(%100) negatif boyanirken gBr boyanma oranlari gorulmedi. Hastalarin evresi il
Piwil2 boyanma ikkisi istatiksel acidan dgerlendirildiginde anlamlilik goériimedi
(p>0,05).

Prognoz

Calgmaya alinan 14 Ewing sarkom tanili hastanin 9'u 4%p iyi prognozlu
seyrederken, 5’'inin (%34,3) koétl prognozlu seygettsaptandl. Boyanma orani
acisindan dgerlendirdgimizde iyi prognozlu 9 hastanin 6'si (%66,7) nefafl’i
(%11,1) zayif, 2'si (%22,2) ise orta derecede bayakuvvetli derecede boyanan hasta
gorulmedi. Kot prognozlu seyreden 5 hastanin $46Q) negatif, 1'i (%20) zayif

boyanma, 1(%20) hasta ise orta derece kuvvetli rayaistatistiksel acidan
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bakildginda ise Piwil2 boyanma orani ile prognoz arasiaadlamli iliski bulunamadi
(p>0,05).

GERM HUCREL i TUMORLER

Germ hucreli timdrler c¢gimada matir teratom, immatur teratom, yolk salk ve
disgerminom olmak Uzere 4 alt gruba ayrildi. Bupggu34 hasta gerlendirmeye
alindi. Bunlardan 11’1 (%32,4) matir teratom, 8%2Z3,5) immatir teratom, 14’0
(%14,2) yolk salk timora ve 1 (%2,9) hasta disgeomidu. Disgerminom hasta
sayisinin sadece 1 olmasi nedeni ile bu gruptasiskayapilamadi. Tablo 14’de timor

alt gruplari ve boyanma oranlari gorilmektedir.

Tablo 14. Germ Hucreli Tumoérler Grubunda Tumor Alt TiplennPiwil2 Boyanma

Oranlar
Orta ]
- . Zayif Kuvvetli
Tamor Alt Tipi N Negatif Derece
Boyanma Boyanma
(%) (%) Boyanma
(%) (%)
(%)
Mattir Teratom 11(%7,3) 5(%45,5) 3(%27,3) 1(%9,1 2(%18,2)
Immatiir Teratom 8(%5,3) 5(%62,5) 1(%12,5) 1(%12,5 1(%12,5)
Yolk Salk Tamori 14(%9,3) 6(%42,9) 2(%14,3) 4(%28,6) 2(%14,8)
Disgerminom 1(%0,7) 0 0 0 1(%100)
Toplam 34 (%22,7)] 16(%47) 6(%17,6 6(%17,8) 6(%17,6) 0,02*

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

Matur Teratom

Hastalar yerlgm yerlerine gore dgerlendirildiginde 11 hastanin 5'i (%45,5) over, 4’0
(%36,4) sakral bolgeden, 1'i (%9,1) testis, 1'i (I99ise batin ici kaynakl idi.
Boyanma oranlari yegen yerine gére dgerlendirildiginde kuvvetli Piwil2 boyanan iki

hastadan biri testis gieri sakral kaynakli idi.
Immatiir Teratom

Bu gruptadegerlendirmeye 8 hasta alindi. Bunlardan 4'G (%5®yaabdlge kaynakli,

3’0 (%37,5) over, 1'i (%12,5) ise batin ici kaynakdli. Piwil2 boyanma oranlari
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yerlesim yerine gore dgerlendirildiginde kuvvetli boyanan bir hasta sakral bdlgeden,

orta dereceli boyanan bir hasta ise over kayndkli i
Yolk Salk Tumori

Bu grupta dgerlendirmeye 14 hasta alindBunlardan 4G (%28,6) sakral boélge
kaynakli, 3’0 (%21,4) over, 3'U (%21,4) testis, friediastinal lenfadenopati (%7,1), 1'i
(%7,1) mesane, 1'i (%7,1) vajen, 1'i (%7,1) bardalynakli idi. Boyanma oranlari
yerlesim yerine goére dgerlendirildiginde kuvvetli boyanan 2 hastadan biri mediastinal
lenfadenopati geri ise vajen kaynakli idi. Orta dereceli Piwil2ylaman 4 hasta over ve

testis kaynakl idi.

Hastalarin tani anindaki alfafetoprotein (AFP) diee deserlendirildi. AFP dgerleri
14 hastanin 11'inde (%78) yiuksek olarak saptandistélarin ortalama AFP geri
11983+16584 olarak hesaplandi. AFP yuksgkle Piwil2 boyanma orani istatistiksel
acidan dgerlendirildiginde sinirda anlamli ger elde edildi. (p=0,058)

Disgerminom

Calsmaya dahil edilen bir disgerminom tanili hasta nuétwc Disgerminom over

kaynakli idi. Bu hastada Piwil2 ile kuvvetli boyaarpaterni gortldu.
TUMOR PROL IFERASYON INDEKSLERI
Mitoz

Calsmaya alinan tumor gruplarinda mitoz oraniningedtkeendirmesi yapildi. 150
hastanin 81'inde (%53,3) mitoz gorulmedi veya dikkalinmayacak kadar 6nemsiz
oranda goruldl. 47 hastada (%30,9) mitoz az orgddaldi. 24 hastada (%15,8)ise
fazla miktarda mitoz belirlendi. Mitoz izlenmeyet Bastada Piwil2 boyanma oranlari
ise 401 (%49,4) negatif, 22’sinde (%27,2) zayif,idde (%13,6) orta derecede, 8’inde
(%9,9) kuvvetli idi. Az miktarda mitoz izlenen 47astanin 26’s1 (%55,3) negatif,
12'sinde (%25,5) zayif, 3'inde (%6,4) orta derece@&sinda (%12,8) kuvvetl
boyanma paterni izlendi. it mitoz izlenen 24 hastanin 11'i (%45,8) negati@'u
(%41,7) zayif, 2'si (%8,3) orta derecede, 1'i {¥&4,2) kuvvetli Piwil2 boyandi. Mitoz
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izlenmeyen, az izlenen veia mitoz izlenen hastalarin Piwil2 antikoru ile ylamma

oranlari acisindan bakifginda istatistiksel agidan anlaml fark bulunamachQ(05).
Ki67

Calsmaya alinan 150 hastadan 27’'sinde ki67 skorgedendirildi. Buna gore 15
(%55,6) hastanin ki67 @eri disik bulunurken 12 (%44,4) hastanin yuksek saptandi.
Boyanma ilgkisine bakildginda ise ki67 skoru @ik olan 15 hastanin 7’si (%46,7)
negatif 6'st (%40) zayif pozitif, 2 (%13,3) hasteikuvvetli boyandi. Ki67 skoru
yuksek bulunan 12 hastadan ise 6’sI (%50) neditif(%25) zayif, 2’si (%16,7) orta,
1 (%8,3) hasta ise kuvvetli boyandi. Ki67 skoruRlsvil2 boyanma orani istatistiksel

olarak dgerlendirildiginde anlamli sonu¢ bulunamadp>Q,05)
Nekroz

Hastalar cabmaya alinma ve gerlendirme yapilmadan 6nce cok fazla nekroz gostere
veya tumorin cgunlugu nekrozdan okan parafinler dgerlendirmede hataya sebep
olabilecgginden ¢algma dsi birakildi. Dgerlendirilen 150 hastanin ise 95’inde (%62,5)
nekroz gorinmezken, 32 (%21,1) hastada hafif defe¢®3,3) hastada orta derecede,
20 hastada ileri derecede (%13,2) nekroz goruldikrdk izlenmeyen 95 hastanin 51'i
(%53,7) negatif, 25'i (%26,3) zayif, 10'u  (%1p,6brta derecede, 9'u (%9,5) ise
kuvvetli boyandi. Hafif nekroz gorilen 32 hastafbii (%46,9) negatif, 10'u (%31,3)
zayif, 40 (%12,5), orta derecede, 3'U (%9,4) isanetli boyandi.ileri derece nekroz
izlenen 20 hastanin 8'i (%40) negatif, 7’si (%3%3yd, 2’'si (%10) orta derecede, 3'U
(%15) ise kuvvetli boyandi. Nekroz orani ve PiwlRytksek oranda boyanmaskisi
acisindan degerlendirme yapildinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunamadi.
(p>0,05).

NuUkleer Boyanma Paterni

Stoplazmik boyanma paterni olan Piwil2 poliklonatikoru germ hicreli timor harig
diger tim timor gruplarinda stoplazmik boyandi. Stopik boyanma paterni zayif
veya kuvvetli boyanan timoérlerde de aynen izle@irm hdcreli timoérlerde ise hem
stoplazmik hem de c¢ekirdek de boyanma izlendi. Aggmanda bu boyanma oranget

tumor gruplarina gére anlamh 6lgctde fazla bulunBesim 5 ve 6’da disgerminom
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tanil vakanin hem stoplazmik hem de nikleer 3+ vktlv boyanma paterni

mikroskobik olarak gorilmektedir.

Resim 6.Ayni Hastada 20x Buyltme ve Farkli Kesimden NukBeyanma Paterni
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TUMOR DI §I DOKU TUTULUMU

Yapilan boyamalarda Wilm’'s timéri dokusunda negdifyanma izlenen bazi
olgularda timorin cikarilirken cevre bobrek dokuku beraber rezeksiyonslemi
yapilmasi nedeniyle timér dokusu yaninda kalan abitmbrek dokusunda da pozitif
boyanma izlenmtir. Boyanma bazi olgularda ise kuvvetli pozitifacdk izlenmstir.
Boyanmanin @rlikh olarak glomeruler da&l bobrek tubulislerinde oldiu
gorulmektedir (Resim 7). Bu sonucun 6nemi ileriigablarda Piwil2 bir ila¢ olarak
kullanilabilirse ilacin normal doku Uzerine etkigya hangi doku Uzerine yan etki/
toksik etki olgturaca&! konusu agisindan fikir verecektir.

Resim 7. Negatif boyanan Wilm's timoérld dokusu yaninda kulivegiozitif (3+)
boyanan bobrek dokusu ( tibuller boyanirken glottearboyanmamaktadir)
gorulmektedir.
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5. TARTISMA

Cocukluk c@ kanserleri icinde lI6semi ve lanfomalar en sikiggm kanser tipleridir.
Loésemi ve lenfomalardan sonra sirasiyla SSS tumoddempatik sistem timorleri,
yumwak doku sarkomlari, malign kemik tumorleri, germciali timorler, bobrek
tumorleri, retinoblastom ve karger tumorleri gelmektedir. Bu camada c¢ocukluk
cagl solid timoérlerinden noroblastom, Wilm’s timortunywsak doku ve kemik
sarkomlari ve germ hucreli timodrlerde kansek kokrésinin arstiriimasi planlandi
(38).

Son zamanlarda kanser kok hicre hipotezi ile kamgémor dokusunda ofan kok
veya 6ncl hicrelerden glugu 6ne surdlmektedir. Kanser kok hiicreleri veya kans
baslatan hicreler olarak da adlandirilan bu hicrédanserin bglamasi, ilerlemesi ve

klasik tedavisekillerine diren¢ gostermesinden sorumludurlar &Y,

Piwil2 ilk olarak ergkin testisinde tespit edilmiolan ve kanser kok hticrelerinde sinyal
ileti yolaklarinda proliferasyon ve apopitozisi @iteyen bir gen ve onun proteinidir.
Onkogenezde etkili olan Piwil2’'nin bir¢cok genle ikgkimde oldgu ve birlikte eksprese
edildigi bilinmektedir (75).

Bu calsmada c¢ocukluk ganda gorulen solid timorlerde bir kok hiicre betirtelarak
Piwil2'nin go6sterilmesi amaclangtir. Calsmaya 1 ile 18 y@ arasinda solid tumor
tanisi almy toplam 150 hasta dahil edildi, 150 hastanin 7@%b50,7) erkek 740
(%49,3) kizdi. Capmada en fazla sayida sarkom grubu timoérler (n=44)ajirken
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daha sonra sirasiyla Wilm’s timort (n=42), germréliicimor (n=34) ve néroblastom
(n=30) yer ald1.

Tamor gruplarinda néroblastomda 10 (%33,4) hastkosnlarda 9 (%20,5) hasta, germ
hicreli timoérlerde 12 (%35,2) hastada orta ve ktivweyanma orani izlenirken
Wilm’s timdrtnde hicbir hastada orta ve kuvvetlyAoma izlenmengtir.

Tumor preparatlar pozitif Piwil2 boyanmasi acisnddgerlendirildiginde germ
hicreli timo6r ve noroblastomdagedr solid tiimdrlere gore istatistiksel agcidan aniaml
fark saptandig<0,05). Germ hiicreli tumoérlerde antikorun hem s@aptayr hem de
cekirdesi pozitif boyadgl saptandi. Tumor alt gruplarina goére baljldda ise
osteosarkom ve noroblastom alt gruplarinda istiedist acidan der gruplara gore
anlamh fark saptandp&€0,05). Tumor gruplarindan en fazla negatiflik Wisgmtimaort
dokusunda saptanirken 6te yandan Wilm'’s timdogiirdarmal bdbrek dokusu glomerdl
ve cevre dokusunda kuvvetli pozitiflik gorulgtir. Bu durum ileri capmalarda anti-
Piwil2’'nin ilag olarak kullanilmasi durumunda orgtoksisitesi veya normal dokulara
negatif etkisi agisindan anlamli olabilecektir. Agamanda cerrahi sinir belirlemede de

faydali olabilir.

Piwil2'nin  biyomarker olarak gosteriimesini konu aal 2010 yilinda Liu ve
arkadalarinin yaptgl bir calsmada 126 aivlenmis parafin gomuli meme kanseri
dokusu cakmaya dahil edilng, bunlarin %521’inde zayif boyanma %32’sinde orta
derecede boyanma ve %17’sinde ise kuvvetli boyaizteamis, negatif boyanan doku
olmamstir (92). Boyanma paterni ise nukleer, sitoplaznvi& hem ntkleer hem
stoplazmik bulunmgtur. Bizim ¢alsmamizda ise sadece germ hucreli timdrlerde hem
stoplazmik hem nikleer boyanma vardigedi timorlerde ise sadece stoplazmik
boyanma izlendi. Ayrica bizim ¢caimamizda timor tipine bakilmaksizin toplam 150
hastanin 77’si negatif olarak boyanirken 42’si fay6’s1 orta derece, 15’ise kuvvetli
boyandi.

Yine ayni cakmada Ki67 ekspresyonu galmis ve %47 olarak bulunnmgy Piwil2 ile
kiyaslandginda istatistiksel olarak anlamli bulunmatn(92). Bizim calgmamizda ise
patoloji raporunda Ki67 skoru belirtlen 27 hastgini yapilan istatistiksel
degerlendirmede de benzgekilde anlamli korelasyon saptanmaalt ©,05).
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2005 yilinda Jae Ho ve arkatlrinin (93) yapfil insan ve rat dokularn kullanilarak
yapilan bir cakmada, 20 farkli insan organi ve 9 rat dokusu kulasn ve bu
dokulardan sadece testis dokusunda Piwil2 pozitifiem insan hem de ratlarda
gosterilmitir. Yine ayni camada germ hicreli timoérlerde bizim galaya benzer
sekilde Piwil2 ekpsresyonunun agitigérulmitur. Bizim calgmamizda ise kontrol
dokusu olarak normal insan testis dokusu kullanB8digerm hucreli timdr dokusundan
6’s1 kuvvetli 6’sI ise orta derecede kuvvetli boyem paterni gosterti ve bu dgerler
istatistiksel olarak anlamliydip€0,05). Buna ek olarak germ hucreli timoérlerde hem

stoplazmik hem nikleer boyanma paterni elde egfiimi

2010 yilinda Gang ve arkadiar (81) tarafindan yapilan bir ¢ghada 91 servikal
lezyonu olan hastaya immunohistokimyasal boyamailiyap ve cok fakli tiGmor
gruplar calymaya dahil edilngitir. Bunlardan 36 invazif squamoz karsinom taniano
kesitlerin tumunde Piwil2 pozitif bulunngtur. Ortalama boyanma skoru ise 2+ (orta
derecede boyanma) olarak tespit editmi Normal serviks dokusu ginda dger
prekanserdz dokularda ise yine ayekilde pozitif boyanma saptangnolup, ortalama
boyanma skoru ise yine 2+(orta derecede boyanmaploltespit edilmstir. Bizim
calismamizda ise belirli bir organa ait@ecok farkl dokulardan elde edilen timdarler
kullanildi. Ortalama boyanma yerine belli gruplayael boyanma paterni ve orani
hesaplandi. Ancak belli tumoérlerde timor kaynige Piwil2 boyamasi arasindashi

bulunamadi.

2010 yilinda Lee ve arkaglarinin (83) yap#il bir calsmada, invazif 149 meme
biyopsisi Piwil2 monoklonal antikoru ile boyangnve 125 invazif duktal karsinom
tanisi olan vakanin %90'Inda ekspresyon gostetimi Ekspresyon gosterilen
dokularin yaklark %50’si orta (2+) ve kuvvetli (3+) derecede bowyean gosterirken,
karsinoma in situ olan vakalarda bu oran %25'denkgir. Bizim hastalarimizda ise
cok farkli tumor gruplart olmasina g@en 150 hastanin %20,4'Unde orta (2+) ve
kuvvetli (3+) derecede boyanma tespit edildi. Zdydyanan dokular %28,9 olarak
hesaplandi. Ayni c¢caimada vakalarin buyidk ganlugunda sitoplazmik boyama elde
edilmisti. Data verilmemekle birlikte ¢cok az miktarda néét boyanma saptanghi
Bizim ¢alsmamizda yine buna benzgekilde buylk oranda stoplazmik boyanma elde
edildi. Oran olarak bakil@inda anlamli boyanma goésteren germ hicreli timor ve

noroblastom dindaki dokular tim vakalarin %58’ini afwrmaktaydi. Bizim
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kullandgimiz dokularda germ hucreli tumoérschda doku boyanmalarinin higbirinde

nikleer boyanma goérulmedi.

2009 yilinda Parvaneh ve arkal@dainin (94) yapt bir calsmada Piwil2 ekspresyonu
mesane kanserinde anailmistir. 70 mesane kanseri dokusu ve 6 normal Uroggitel
dokuda, hicre kultirii ve RT-PCR ile tarama yapilmmcak dokularin hicbirinde
Piwil2 ekspresyonu gosterilemegtii. Bizim calsmada ise hicre kultiri ve RT-PCR

calismasi yapiimadi, bunun yerine immnunohistokimyasahina tercih edildi.

2012 yilinda Sun Ju ve arkatainin (95) yaptl calsmada 60 kolorektal adenokanser
vakasinin dokulari Piwil2 ile immunohistokimyas#rak boyanmy ve oranlarin klinik
ve patolojik etkileri argtinimistir. Bu calgmada kemoradyasyon alan hastalar
calismadan cikarilngtir. Vakalarin 44’0 (%73) ylksek orand&2() ekspresyon
gostermgtir. Yuksek ekspreyon derecesinin, derin invazyodiisik diferansiasyon
derecesi ve perindral invazyon ilesHili oldugu ve bu ilgkinin istatistiksel olarak
anlamh oldgu bulunmytur. 5 yillik s& kalim oraninin ise ekspresyon oransiki
olanlarda yuksek olanlara gore daha fazla gldgorulmigtir. Yiksek ekspresyon vaka
takibinde koti prognoz olarak glerlendirilmistir. Bunlarin dginda ya, cins, uzak
metastaz, lenf nodu tutulumu, timor evresi ve veimdazyon arasinda anlamli fark
bulunamamytir. Bizim calsmada ise Piwil2 ekspresyon derecesi ile hastalevresi,
koken aldgl organ, ya ve cins acisindan anlaml fark olmg@dsaptandi. Bu calmaya
zit olarak prognoz acisindan ggelendirildiginde ise s@ kalim orani ile ekspresyon
orani acisindan anlamli fark bulunamadig 8lim agisindan, néroblastom vakalarinin
cogunlukla (%70) evre 4 iken tani almasi ve Klinik ibakde koti prognoz olmasi
acisindan bu timor grubuylaskili anlaml yiksek ekspresyon saptagnolmasina
ragmen fark istatistiksel olarak anlamligleli (p>0,05) (Tablo15).
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Tablo15. Evre 4 Noroblastomda Boyanma Paterni

Negatif Zayf Orta Kuvvetli
N(%) p
Boyanma Boyanma Boyanma Boyanma
Evre 4
22 5(%22,7) 8(%36,4) 4(%18,2) 5(%22,7 0,8
No6roblastom

*p<0,05 istatistiksel olarak anlaml

2010 yilinda Li ve arkad&rinin (96) yapfil bir calsmada 75 kolon kanserli ve 75
kanserli olmayan doku argonaute ailesi Uyeleri {diwPiwil2, piwil3, piwil4) ile
immunohistokimyasal olarak boyargnr. Tumoral dokularda sitoplazmik boyanma
paterni saptanmgive Piwil2'nin boyanmasi acisindan bakgidida, 75 kanser vakasinin
1'i negatif, 1'inde zayif boyanma (1+), 46’sinddeaoderece boyanma (2+), 27 hastada
ise kuvvetli boyanma(3+) saptamytm. Nontimoral dokularda 75 vakanin 23’0 negatif
30'u zayif pozitif, 20’si orta derece pozitif ve 2aka ise kuvvetli boyanrtr.
Hastalarin yg, cinsiyeti, uzak metastazi ve lenf nodu tutuluagusindan bakilginda
ise istatistiksel agidan anlamli fark bulunmgtmi Bu calgmadaki temel tespit
Piwil2'nin timoral dokularda anlamli dl¢lide dahaléaeksprese edilmesi olgtur.
Bizim calsmamizda ise tumor gi doku kullaniimadi. Ancak birden fazla timoér
dokusunun karlastirmasini yapma olaia vardi. Bizde de yine bu cainaya benzer
sekilde ya, cinsiyet, evre ve uzak metastaz agisindan boyamranlarn ile
degerlendirildiginde istatistiksel agidan anlamli fark tespit ediézeli >0,05).

2012 yilinda Yang ve arkagarinin (97) gastrik kanserli hastalarda ygptbir
calismada 182 hasta gerlendirilmistir. Calismada tim argonaoute ailesi proteinleri ile
ile boyama vyapilmtir. (Piwill,2,3,4) Butin hastalarin doku spesmetinirken
tumorin en az 1,5 cm O6tesinde bulunaplasa dokudan da drnek alingtir. Piwil2
antikor dilusyonu olarak 1/300 orani kullanilarakyama yapilmtir. Piwil2 ile malign
dokularda sitoplazmik olarak boyanma tespit editimi TiUm argonaoute proteinleri
(Piwill,2,3,4) tumoral dokularda anlamli oranda ifibZzoyanma gdstermgiir. Bu
calismada, boyanma oranlari ile 5 yillikgskalim arasinda anlamli gki saptanmgtir.
Ancak dper benzer ¢camalar ve bizim ¢cajmada oldgu gibi ys, cinsiyet, evre ve

metastaz gibi parametlerde anlamlskiisaptanamargtir. Sonug olarak bu camada
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Piwil2'nin artan ekspresyonu koti prognostik faktdarak dgerlendirilmistir. Bizim
calismamiz boyama samasinda ancak 1/100 oraninda dilusyonlar ile kbrdoku
pozitif olarak boyanabildi. Yine bu cainayla benzersekilde malign dokularda
sitoplazmik boyanma elde edildi. 5 yillikgs&alim acgisindan daha 6nce de belirgidi
gibi antikor boyanma igkisinin germ hucreli tim6r ve néroblastomda olmassu
evre 4 vakalardan ojan kot prognozlu bir timoérde anlamli pozitiflik pganms

olmasi bizim sonucglarimiz ve bu gahanin ortak 6zellikleridir.

Literatirde yapilan calmalarla mukayese edilgihde bu cakma vaka sayisi
bakimindan yeterli olmasinagraen tumor c¢gtlili gi veya alt tipleri bakimindan fazla
miktarda doku icermekte idi. Yapilanggr calsmalarda genellikle tek bir timor tipi
deserlendirilmis ve kasilastirmalar normal bir dokuyla kiyaslamaklinde yapilmgtir.
Bizim calsmamizda ise farkli timor tiplerindeki antikor bowyaa oranlari

degerlendirildi ve bu oranlarin gerleri ile olan farklari ardurildi.

Bizim ¢alsmamiz ¢ocukluk ga solid timdrlerinde yapilan ilk ¢ama idi. Daha 6nce
yapilan cakmalara bakildiinda timu egkin ¢alsmasi idi. Bu yonu ile bu ¢ama ayni

zamanda cocuk kanserlerinde yapilan ilkspaaidir.

Literatirdeki cakmalar ile ilgili genelleme yapilacak olursa matérye metod
acisindan ggunlukla immunohistokimya, hicre kiltird ve genetikblgilan RT-PCR
kullaniimistir. Dokularin immunohistokimyasal boyanmasi yajiigh sonra cell-line
kaltard ve RT-PCR ile dgrulama veya sonuclari destekleme yaptmi Bizim

calismamizi kisitlayan en dnemli unsur hicre kultiriPgeR yapilamamasi olngtur.

(94)

Calismalar incelendiinde gerek immunohistokimya gerek cell-line kiltiggrekse RT-
PCR sonucunda hemen hemen tum sgadiarda benzer sonuclar alinmasi bizim

calismada da rasyonel sonuclar eldegattizi gostermesi agisindan 6nemlidir.

Elde ettgimiz verilere gore antikorun boyanma orani ile hast yai, cinsiyeti, timor
evresi, uzak metastaz olup olmamasi acgisindan anigki bulunamadi. Yani orta

derecede veya kuvvetli boyanan dokular belli biteke uymuyordu.
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Proliferasyon indeksini godsteren Ki67 acisindaneéingalsmalarda dgerlendirme
bildiriimemistir. Bizim calsmada ise sadece 2008 sonrasi tani alan vakala@a Ki
belirtildigi icin sadece 27 hastadaggelendirme yapildi. Hastalarin Ki67 gkxleri %1-
95 arasinda dgsmekte idi ve ortalamasi %30 civarinda idi. Ki67 piflzgi ile Piwil2
boyanma paterni arasinda ski tespit edilemedi. Camada yer alan ve
deserlendirdgimiz nekroz ve mitoz oranlarini ise 6nceden kultab& calsma yoktu.
Her iki parametreye balgimizda mitoz acgisindan anlamligge saptanamadi, ancak

nekroz acisindan sinirdagede (p=0,06) bulundu.

Literatiirde organ tutulumu acisindan en sik bobkaknakl timorler Cagmada
mevcuttu. Ancak cok fazla sayida organ tutulumugeraen vaka olmasi nedeniyle
anlamh bir dgerlendirme yapilamadi. Piwil2 en fazla germ hicrglmor ve
noroblastom grubunda kuvvetli boyanma gdsterdi. @upta Ozellikle yolk salk
tumorlerde belirgin boyanma vardi. En sik tutulargam ise germ hdcreli tumor
grubunda over iken ndroblastomda batin i¢ci sempatikirdi. Yine ayni zamanda over
dokusu ve sempatik zincirde orta derece ve kuvbetfianma daha fazla goruldi. Tek

disgerminom tipi ise yine over kaynakli ve 3+ bayenpaternine sahipti.

Bu calsmada ¢ocukluk ga solid timdrlerinde ilk kez Piwil2 ile immunohistionyasal
olarak boyanma paterni gosterildi. Noroblastomgeem hucreli timdrde Piwil2'nin
istatistiksel acidan anlamh 6lctide pozitif ofdu gosterildi. Sarkomlar icerisinde
osteosarkomda kuvvetli Piwil2 boyanmasi da anladili Diger solid timorlerde ise
Piwil2 boyanmasinda anlamli pozitiflik gorilmedizélikle Wilm’s timériinde negatif
boyanma dikkati cekti.ileri aratirmalar néroblastom ve germ hicreli tumorler
Uzerinden hicre kultiri ve PCR egdlirak calsmanin yurutilmesi ve ekspresyonu
fazla olan dokularda argonoute proteinine skaantikor kullanilarak yeni tedavi

yaklasimlarinin dgerlendirilmesi olacaktir.

Bu calsma sonucunda, noroblastom hastalarinda, germ hiigre6r hastalarinda ve
osteosarkom hastalarinda Piwil2 pozigiflliteratirde ilk kez go6sterilmgtir. Bundan
sonra yapillacak camalarda bu kanserlerde Piwil2 ile hedef tedavilgiindeme

gelebilir.
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6. SONUCLAR

Bu calsmada Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi Cocukgl§a ve Hastaliklar

Anabilim Dali, Pediatri Hematoloji Onkoloji Deparémi tarafindan 2000-2011
yillari arasinda takip edilen ve Erciyes UnivemsitéPatoloji Ana Bilim Dali

tarafindan solid tumor tanisi verilgri50 hasta dgerlendirildi.

150 hastanin 30 hasta (%20) néroblastom, 42 h#&s28)(Wilm’s timoérd, 44 hasta
(%29,3) sarkom, 34 hasta ise (%22,7) germ hudieidr tanisi alnsti.

Calsmaya yalari 1 ile 18 ya arasinda dgsen hastalar alindi. Hastalarinsya
ortalamasi 9,87+ 5,3 yil idi.

Hastalarin 76’s1 (%50,7) erkek, 74’4 (%49,3) kiz id

Toplam 150 hastanin 77’sinde (%50,7) Piwil2 antikamyanmasi gortulmedi. 42
hastada (%28) zayiIf boyanma (+), 16 hasta (%1013) diizeyde (++), 15 hastada
(%10) ise kuvvetli boyanma (+++) saptandi.

Tamor gruplarina gore bakiginda ndroblastom tanisi olan 30 hastanin 5’'inde
(%16,7) orta derecede boyanma, 5’'inde(%16,7) kiMveyanma goruldi.

Noroblastomda gorulen Piwil2 ile pozitif boyanmaam istatistiksel acidan
anlamhydi p<0,05).

Noroblastom hastalarinda gyacinsiyet, evresi, n-myc amplifikasyonu ve metasta

durumunun boyanma oranini etkilemgdajorildi @>0,05).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Wilm’s timdriunde ise 42 boyamadan higbir hastada seya kuvvetli boyanma
gorulmedi p<0,05).

Wilm’s tumoriunde goérulen Piwil2 ile negatif boyannmsani istatistiksel acidan
anlamhydi p<0,05).

Wilm’s timoriinde hastatin evresi, histoloji tipi ve prognoz ile Piwil2 kuetli

pozitif boyanma acgisindan anlamli fark gortlmexhi@,05).

Sarkom tanisi almiolan 44 hastanin 5’'inde (%11,4) orta derecede froga 4’inde
(%9,1) ise kuvvetli boyanma gorildg~0,05).

Sarkomlar grubunda osteosarkomda gorulen Piwil2 pbeitif boyanma orani
rabdomyosarkom ve Ewing sarkoma gore istatistikdarak anlamli farkli idi
(p<0,05).

Sarkomlar grubunda evre ve prognoz acisindan Pitwhkdvetli pozitif boyanma

acisindan anlaml fark gortlmegi~0,05).

Germ hucreli timoér tanisi olan 34 dokunun boyanndssi6’sinda (%17,6) orta

derecede boyanma, 6’sinda (%17,6) kuvvetli boyaganaldi.

Germ hdacreli timdorlerde goérulen bu boyanma oraratigiksel acidan anlamhydi
(p<0,05).

Germ hdcreli timdrlerde ger timorlerde gorilmeyen hem stoplazmik hem ntkleer

boyanma paterni izlendi. Bu durum Piwil2’nin geriiiche gelsim yolaklarinda etkili

olmasiyla ilgkili olabilir.

Hastalarin ya, cinsiyeti, evresi, metastaz durumu, histolojierak ise nekroz ve
mitoz durumunun boyanma oranini etkilengediorulda >0,05).

Calsmaya alinan 150 hastadan 27’sinde Ki67 skorgedendirildi. 15 (%55,6)

hastanin Ki67 deeri disuk bulunurken 12 (%44,4) hastanin ylksek saptandi.

Yuksek Ki67 dgeri bulunan 12 hastadan 1'inde (%8,3) kuvvetli boya gorulda.
Yuksek Ki67 skoru ile Piwil2 boyanma orani istakisel olarak dgerlendirildiginde

anlamh fark bulunamadp$0,05).

66



20. Mitoz orani acisindan hastalar géelendirildiginde fazla miktarda mitoz olan
hastalarla Piwil2 boyanma orani istatistiksel dtadaserlendirildiginde anlamh fark
bulunamadi§>0,05).

21. Nekroz orani agisindan hastalargeiendirildiginde fazla miktarda nekroz olan
hastalarla Piwil2 boyanma orani istatistiksel dtadagerlendirildiginde anlamli fark
bulunamadi§>0,05).
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EK 1. Calismaya Alinan Hastalarin Detayl Bilgileri

EKLER

patolojino cins yas tm cesit ki67 nekroz mitoz organ yizde |boyanmaoral dosyano evre
ni
1 |889%6.11 K 7 wilms wilms hafif az bb 75 + 1986381 3
2 (33910 K 9 wilms wilms hafif az bb 0 negatif 1813483 2
3 707410 K 7 wilms wilms . ileri az bb 0 negatif 1788155 4
4 18103.10 K 6 wilms wilms 10 orta fazla bb 0 negatif 1862091 3
5 11605.11 E 5 wilms wilms 30 yok fazla bb 10 + 2001580 2
6 [10312.11 E 4 wilms wilms . hafif az bb 30 + 1993459 1
7 :6278‘12 K 6 wilms wilms 95 hafif az bb 0 + 2077573 1
8§  |7574.12 E 2 wilms wilms 50 yok az bb 0 negatif 2079924 1
9 |853.00 E 4 wilms wilms hafif fazla bb 0 negatif 1024206 1
10 |5499.02 K 2 wilms wilms yok az bb 0 negatif . 1
11 |4766.00 K 4 wilms wilms hafif fazla bb 0 negatif 1043648 3
12 |7375.00 E 2 wilms wilms . hafif az bb 10 + 1057863 1
13 |11039.12 K 7 wilms wilms 80 yok az bb 0 negatif 2084354 3
14 |10466.07 K 11 wilms wilms ileri az bb 30 + 1877471 1
15 |4515.03 E 18 wilms wilms . hafif az bb 0 negatif 1208152 3
16 |16644.12 E 2 wilms wilms 70 hafif az bb 75 + 2168998 3
17 113966.12 K 5 wilms wilms yok yok bb 10 + 2151048 3
18 [11074.08 E 9 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1678031 2
19 |9534.05 K 9 wilms wilms hafif az bb 10 + 2125010 2
20 3748.03 E 10 wilms wilms yok fazla bb 0 + 1221756 1
21 [11327.07 E 9 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1576342 3
22 1420.04 K 13 wilms wilms yok yok bb 30 + 1211062 3
23 [11849.08 E 6 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1671633 2
24 |8754.08 E 16 wilms wilms yok yok bb 50 + 1399453 1
25 |7127.05 E 14 wilms wilms . yok yok bb 80 + 1383841 3
26 9107.07 K 13 wilms wilms 2 ileri az bb 80 + 1540480 4
21 [13261.08 E 6 wilms wilms yok az bb 0 negatif 1652008 1
28 |6535.05 E 9 wilms wilms hafif yok bb 0 negatif 1352205 2
29 |5653.09 E 8 wilms wilms ileri yok bb 0 negatif 1705654 1

76




patolojino cins yas tm cesit ki67 nekroz mitoz organ ylzde |boyanmaora dosyano evre
ni
30 [4792.05 E 10 wilms wilms yok fazla bb 40 + 1351909 1
31 [14029.08 E 10 wilms wilms . yok az bb 0 negatif 1216935 2
32 |16625.10 K 3 wilms wilms 1 yok az bb 0 negatif 1714564 1
33 [1393.00 K 8 wilms wilms hafif fazla bb 0 negatif 1021133 2
34 |10449.02 E 13 wilms wilms hafif az bb 0 negatif 1186448 3
35  |7605.07 K 5 wilms wilms yok az bb 0 negatif 1540480 4
36 |6683.04 E 12 wilms wilms yok fazla bb 0 negatif 1321228 2
37 |13345.07 E 7 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1494697 1
38 |2415.06 E 9 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1397499 4
39 |9046.99 K 1 wilms wilms yok az bb 0 negatif 1015010 1
40 |4567.99 E 2 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 984108 1
41 [1229.98 K 4 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 881133 1
42 |1026.00 K 8 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1021133 1
43 |8160.07 K 13 germhc  yolk salk yok yok sakral 0 negatif 1315079 lokalize
44 16146.05 K 18 germhc disgerminom ileri yok over 60 +++ 1390135 lokalize
45 |4181.02 K 2 germhc  yolk salk ileri yok sakral 10 + 1203568 lokalize
46 4240.09 K 6 germhc  yolk salk yok yok sakral 0 negatif 1731356  metastatik
47 |7603.09 K 17 germhc  yolk salk hafif yok over 80 ++ 1713420 lokalize
48  [999.05 K 10 germhc  yolk salk yok yok LAP 75 +H+ 1319579 lokalize
49 |4044.98 K 15 germhc immatur te... yok yok over 0 negatif lokalize
50 |2467.09 K 6 germhc  yolk salk yok yok sakral 0 negatif 1710703  metastatik
51 [2123.08 E 7 germhc  yolk salk ileri fazla mesane 75 ++ 1592588 lokalize
52 |8125.06 E 1" germhc  yolk salk yok yok testis 20 + 2169047 lokalize
53 |6619.99 E 2 germhc  yolk salk orta yok testis 0 negatif lokalize
54 |4667.06 K 9 germhc  yolk salk ileri yok vajen 80 +++ 2101765  metastatik
55 |11155.04 K 18 germhc  yolk salkk hafif yok barsak 0 negatif 1272900 lokalize
56 |8344.04 K 16 germhc  yolk salkk hafif fazla over 0 negatif 1319793 lokalize
57 628411 K 1" germhc  yolk salk hafif yok over 20 ++ 1968711 lokalize
58  |8611.10 E 5 germhc  yolk salk hafif yok testis 80 ++ 1827776 lokalize
patolojino cins yas tm cesit ki67 nekroz mitoz organ ylzde |boyanmaora dosyano evre
ni
59 |5617.04 E 9 germhc immatur te... yok yok sakral 20 +++ 1348960 lokalize
60  [1436.05 K 8 germhc immatur te... yok az sakral 0 negatif ) lokalize
61  |7662.09 K 4 germhc immatur te... yok yok sakral 0 negatif 1713026 lokalize
62 |16443.10 K 18 germhc immatur te... yok yok over 0 negatif 1874233 lokalize
63  |4378.10 K 4 germhc immatur te... yok yok batin ici 0 negatif 1860782 lokalize
64 |2409.11 K " germhc immatur te... yok yok over 30 ++ 1856347 lokalize
65  |1442.05 K 8 germhc immatur te... yok az sakral 40 + 2078094 lokalize
66 |9877.04 K 10 germhc matur terat... yok yok sakral 0 negatif 1342871 lokalize
67  |13655.08 K 15 germhc matur terat... yok yok over 0 negatif 1673116 lokalize
68  |12058.06 E 7 germhc matur terat... yok yok sakral 50 +H 1489554 lokalize
69  |7228.11 K 3 germhc matur terat... yok yok batin ici 0 negatif 1963562 lokalize
70 |16014.10 K 14 germhc matur terat... . yok yok over 40 ++ 1874511 lokalize
71 [6920.10 E 4 germhc matur terat... 60 yok az testis 40 +H+ 1856171 lokalize
72 |1605.10 K 14 germhc matur terat... yok yok over 30 + 1499818 lokalize
73 (327010 K 18 germhc matur terat... yok yok over 0 negatif 1209338 lokalize
74 16015.10 K 13 germhc matur terat... orta yok over 50 + 1860761 lokalize
75 [3999.06 K 7 germhc matur terat... yok yok sakral 30 + 1359470 lokalize
76 |7695.02 K 1 germhc matur terat... yok yok sakral 0 negatif 1077041 lokalize
77 |6501.06 E 18 sarkom osteosarkom . hafif fazla alt exremite 20 + 2208620 lokalize
78 |8382.09 E 15 sarkom ewing 70 yok az ust extremite 0 negatif 1706481  metastatik
79 |927.06 K 17 sarkom ewing ileri fazla alt exremite 0 negatif 1441710 lokalize
80  |13508.08 E 17 sarkom osteosarkom yok yok alt exremite 0 negatif 1682987 lokalize
81 1377.04 K 12 sarkom rhabdomy... yok az govde 0 negatif 1116689 lokalize
82 |771.07 K 8 sarkom rhabdomy... yok yok alt exremite 0 negatif 1359622  metastatik
83  |5451.05 E 18 sarkom rhabdomy... hafif yok batin igi 30 + 1350839 lokalize
84 1353503 E 18 sarkom osteosarkom yok fazla alt exremite 0 negatif 1201613 lokalize
85  |8542.09 K 17 sarkom osteosarkom . yok fazla ust extremite 30 + 1209592 lokalize
86  [12273.08 E 6 sarkom rhabdomy... 70 yok fazla ke 0 negatif 1669239  metastatik
87  14120.02 E 16 sarkom osteosarkom hafif yok alt exremite 50 +++ 1160233 lokalize
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78

patolojino cins yas tm cesit ki67 nekroz mitoz organ yuzde | boyanmaoral dosyano evre
ni
88  |8537.06 E 13 sarkom rhabdomy... yok fazla testis 10 ++ 2169028 lokalize
89  |3686-02 E 6 sarkom rhabdomy... hafif yok kafa 0 negatif 1055958 lokalize
90  |6209.09 K 13 sarkom ewing hafif az ust extremite 75 ++ 1748519 lokalize
91 |9809.03 E 18 sarkom ewing ileri yok alt exremite 10 + 1282141 lokalize
92  |6693.06 K 18 sarkom rhabdomy... ] hafif yok kafa 0 negatif 1460172  metastatik
93 |11619.11 E 4 sarkom rhabdomy... 50 yok az uretra 0 negatif 1997663 lokalize
94 |12955.08 K 17 sarkom ewing . yok yok  mediasten 50 ++ 1708062 lokalize
95  |11858.11 K 1" sarkom ewing 50 ileri az alt exremite 75 ++ 2005961 lokalize
96 16238.11 E 3 sarkom ewing ) ileri az batin igi 0 negatif 2030785  metastatik
97 |13492.11 K 9 sarkom ewing 1 hafif fazla alt exremite 30 + 2022352 lokalize
98  |12348.10 K 18 sarkom osteosarkom ) ileri az alt exremite 0 negatif 1860829 lokalize
99  |14677.11 E 5 sarkom ewing 10 yok yok batin igi 0 negatif 2021392  metastatik
100 |14588.10 K 17 sarkom osteosarkom orta fazla alt exremite 10 + 1894282  metastatik
101 |9306.05 E 18 sarkom ewing yok yok ust extremite 0 negatif 1418593 lokalize
102 |7448.03 E 18 sarkom osteosarkom hafif az alt exremite 75 +++ 1269400 lokalize
103 |10090.04 E 18 sarkom osteosarkom yok az alt exremite 50 0 2191774 lokalize
104 |3014.03 E 1 sarkom rhabdomy... yok yok mesane 0 negatif 1192250  metastatik
105  |607.06 E 8 sarkom rhabdomy... yok fazla govde 10 + 2101714 lokalize
106 |6219.03 E 18 sarkom osteosarkom yok yok alt exremite 40 ++ 1069019 lokalize
107 |8235.11 E 4 sarkom rhabdomy... yok az alt exremite 80 + 1972370 lokalize
108 |5733.10 E 18 sarkom osteosarkom yok yok alt exremite 0 negatif 1832470 lokalize
109 |4588.02 E 16 sarkom osteosarkom ileri yok alt exremite 50 + 1027852 lokalize
110 [15972.08 K 18 sarkom osteosarkom yok az kafa 0 negatif 1695530 lokalize
111 |2468.00 K 10 sarkom ewing A orta az alt exremite 0 negatif 1027852 lokalize
112 |10322.10 K 18 sarkom ewing 5 yok az ust extremite 0 negatif 1863271 lokalize
113 |10064.09 E 18 sarkom ewing yok yok ust extremite 0 negatif 1761811 lokalize
114 |9366.05 E 17 sarkom ewing yok yok ust extremite 0 negatif 1418593 lokalize
115 |8476.05 E 9 sarkom rhabdomy... yok yok spinal 80 + 1412215 lokalize
116 |6660.06 K 18 sarkom rhabdomy... hafif az kafa 80 +++ 1460172 metastatik
patolojino cins ‘ yas ’ tm ‘ cesit ‘ ki67 ‘ nekroz ‘ mitoz ‘ organ ‘ yuzde |boyanmaoral dosyano evre
ni
117 16279.08 E 17 sarkom osteosarkom hafif fazla alt exremite 0 negatif 1344289  metastatik
118 3589.00 E 14 sarkom rhabdomy... yok az kafa 0 negatif 1037302 lokalize
119 |10374.02 E 1" sarkom rhabdomy.. i ileri az mesane 0 negatif 1225513 lokalize
120 14676.10 E 5 sarkom rhabdomy.. 50 yok az kafa 0 negatif 1705650 lokalize
121 3248.06 E 5 noroblastom noroblastom yok yok surrenal 20 ++ 1351976 metastatik
122 |5391.05 K 11 noroblastom ganglionor.. yok yok sakral 0 negatif 1973273 lokalize
123 |8235.07 K 18 noroblastom noroblastom yok yok kafa 80 ++ 1357142 lokalize
124 |11594.07 E 9 noroblastom gangliondr.. hafif fazla batin igi 0 negatif 1579146 lokalize
125 |3610.11 E 8 noroblastom noroblastom yok yok ke 80 ++ 1768866 4
126 |3215.02 K 2 noroblastom noroblastom yok yok batin igi 75 + 1079940 4
127 10347.03 K 10 noroblastom noroblastom hafif yok LAP 0 negatif 1214519 4
128 |11436.04 K 14 noroblastom gangliondr... yok yok  mediasten 75 4t . 4
129 |2488.04 K 10 noroblastom noroblastom . yok yok govde 50 + 1211423 4
130 |7354.08 E 6 noroblastom noroblastom 50 yok az batinigi 50 ++ 1652158 4
131 8476.05 E 10 noroblastom noroblastom i yok yok surrenal 60 ++ 2124136 1
132 |8803.09 K 8 noroblastom noroblastom 5 yok az surrenal 10 + 1713586 3
133 |4067.08 K 8 noroblastom gangliondr.. yok yok surrenal 90 + 1598369 2
134  |9753.05 K 18 noroblastom noroblastom yok yok surrenal 0 negatif 1416600 1
135 |7645.03 E 12 noroblastom noroblastom : yok yok spinal 80 4 2021586 4
136 |8089.06 K 7 noroblastom noroblastom 10 yok az surrenal 80 4+ 2076350 4
137  |8665.07 E 6 noroblastom noroblastom 5 yok az  mediasten 0 negatif 2191759 4
138 |2934.04 E 14 noroblastom noroblastom hafif yok batin igi 80 + 1221181 4
139 |13245.07 K 7 noroblastom ganglionor.. : yok yok batin igi 50 + 1589577 4
140 477407 E 7 noroblastom noroblastom 2 hafif yok surrenal 0 negatif 2169076 4
141 12478.11 E 4 noroblastom noroblastom 2 ileri yok surrenal 60 + 2005847 4
142 |1367.12 E 5 noroblastom noroblastom 5 yok az surrenal 50 + 2021392 4
143 |2365.10 E 5 noroblastom noroblastom : ileri fazla bb 90 et ] 4
144 1987411 E 4 noroblastom noroblastom 1 ileri az surrenal 0 negatif 1939736 4
145 [10196.11 K 3 noroblastom noroblastom i yok yok  mediasten 0 negatif 1936662 3
146 19200.11 E 2 noroblastom noroblastom 25 yok az surrenal 40 4+ 1964908 4
147 1159.08 E 8 noroblastom ganglionoér.. 50 ileri fazla batinigi 10 + 1352984 4
148  |195.08 E 5 noroblastom noroblastom yok yok surrenal 50 + 1602719 1
149 |3805.03 K 1 noroblastom noroblastom ileri yok  mediasten 0 negatif 1214519 4
150  |8243.07 E 5 noroblastom noroblastom yok yok ke 50 + 1490865 4
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