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OZET

NOROBLASTOMDA KANSER KOK HUCRELERINE MEZENKiMAL
KOK HUCRE VE TUMOR INFILTRE EDiCi LENFOSITLERIN ETKISI

Dr. Ziibeyde Yildirim Ekin
Yazisma Adresi: Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji

Anabilim Dal1, [zmir

Amag

Bu ¢alismanin amaci; noroblastom hiicreleri, néroblastom ve KKH'leri ile tiimor
infiltre edici lenfositler (TIL'ler) ve mezenkimal kok hiicreler (MKH) olan timor

mikro ¢evre elemanlar1 arasindaki etkilesimi ilk defa ex vivo arastirmaktir.

Yontem

Noroblastom ameliyat materyali taze dokularindan tek hiicre siispansiyonu
yapilip kiiltiire edildi. CD133+KKH, noroblastom tiimér dokusundan manyetik
izolasyon kullanilarak izole edildi. TIL'ler, AIMV ortam1 go¢ yontemi MKH ile izole
edildi ve CD54+, CD90+ manyetik izolasyon ile izole edildi. Izole edilen hiicreler,
TIL’ler ve CDDP c¢ok kuyucuklu platelere ekildi. Sonra hiicrelerin canlilig1 24 ve 48
saatte Olciildii. TIL'lerin fenotipi flow sitometri ve immiinohistokimyasal yontemle
belirlendi. Nonparametrik sonuglarin karsilagtirtlmasi i¢in Mann-Whitney U testi
kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

MKH’ler, CDDP+NB ortamina eklendiginde canlilik istatistiksel anlamli artar.

TIL’ler, CDDP+NB ortamina eklendiginde canlilik istatistiksel anlamli degismez.



TIL’ler CDDP’in NB hiicrelerine apoptotik etkisini istatistiksel anlamli arttirirken
nekrotik etkisini degistirmez. TIL ve MKH’lerin birlikte CDDP+NB ortamina
eklendiginde canlilik istatistiksel anlamli de§ismez. TIL ve MKH’ler birlikte iken
CDDP’in noroblastom hiicrelerine apoptotik ve nekrotik etkisini istatistiksel anlamli
olarak degistirmez. MKH’ler, CDDP+KKH’si ortamina eklendiginde canlilik
istatistiksel anlamli artar. TIL’ler, CDDP+KKH’si ortamina eklendiginde canlilik
istatistiksel anlamli degismez. TIL’ler CDDP’in KKH’lerine apoptotik etkisini
istatistiksel anlamli degistirmezken nekrotik etkisini arttirir. TIL ve MKH’lerin birlikte
CDDP+KKH’si ortamina eklendiginde canlilik istatistiksel anlamli1 degismez. TIL ve
MKH’ler birlikte iken CDDP’in KKH’lerine apoptotik etkisini istatistiksel anlamli

azaltirken nekrotik etkisini degistirmez.

Sonu¢

MKH’lerin; TIL, NB ve CDDP igeren ortama eklenmesi hiicrelerin canlilik,
apototoz ve nekroz oranlarini degistirmezken TIL, KKH ve sisplatin iceren ortama
eklendiginde canlilik ve nekroz oranini degistirmedigini ancak apoptoz oranini
arttirdigini bulduk. Bu etkilesimin kanitlanmasi, néroblastom ve KKH’sini hedef alan

tedavilerin planlanmasinda mikrogevrenin rolii hakkinda yararli bilgiler sunmaktadir.

Anahtar Soézciikler: Noroblastom, Kanser Kok Hiicresi, Mezenkimal Kok

Hiicre, Mikrogevre, Tiimér Infiltre Edici Lenfosit



ABSTRACT

EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS, TUMOUR
INFILTRATING LYMPHPCYTES AND CANCER STEM CELLS IN
NEUROBLASTOMA

Dr. Zubeyde Yildirim Ekin

Correspondence Address: Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology,
Department of Basic Oncology, Izmir

Purpose

The aim of this study is to investigate the interaction between neuroblastoma
cells, CSCs and the elements of tumor microenvironment which is tumor infiltrating

lymphocytes(TILs) and mesenchymal stem cells(MSC) ex vivo for the first time.

Material Method

CD133+CSC and MSC were isolated using magnetic isolation from cultured
neuroblastoma cancer cells. TILs were isolated by AIMV medium migration method.
The isolated cells, tumor infiltrating lymphocytes and cisplatin were seeded in multi-
well plates. Then the viability of cells measured at 24 and 48 hours. Also phenotype of
TILs were identified by flow cytometry and immunohistochemistry. Result were

analysed by nonparametric tests at p<0.05 level.

Result

When MSCs are added to the CDDP+NB containing medium, the viability
increases statistically. When TILs are added to the CDDP+NB containing medium, the
viability doesn’t change. TILs doesn’t alter the necrotic effect of CDDP but increase

the apoptotic effect on NB cells. TIL and MSCs together dont’t alter the apoptotic and



necrotic effects of CDDP on NB. When MSCs are added to CDDP+CSC containing
medium, the viability increases. TILs increase the necrotic effect of CDDP. When TIL
and MSCs are added together in the CDDP containing medium, the viability doesn’t
change statistically. While TIL and MSCs are co-administered, the necrotic effect of
CDDP isn’t altered while the apoptotic effect on CSC.

Conclusion

It was observed that TILs and MSCs together protect neuroblastoma cells from
the effect of cisplatin. TILs alone had no effect on CSCs; however MSCs protected
CSCs from the effect of cisplatin. Proving this interaction offers useful information to
consider microenvironment in planning neuroblastoma and CSC-targeted therapies.

Keywords: Neuroblastoma Cancer Stem Cell, Mesenchymal Stem Cells,

Microenvironment, Tumor Infiltrating Lymphocytes



1. GIRIS VE AMAC
1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Noroblastom (NB), periferik sempatik sinir sisteminin noral krest
tiirevli hiicrelerinden kaynaklanan, c¢ocukluk c¢aginda goriilen en yaygin
ekstrakraniyal solid tiimordiir. NB daha ¢ok adrenal medullada ortaya g¢ikar ve
pediatrik olgularin %70t tanida metastatik durumdadir (1,2). NB spontan
regresyon, iyl huylu bir timdre matiirasyon ve hayati tehdit eden agresiflik gibi
degisken klinik davranislara sahiptir (3). Ne yazik ki, agresif tedavilere ragmen,
NB'lu hastalarin uzun vadeli prognozu halen kétiidiir ve ¢ocukluk ¢agi kanseri ile
iligkili 6liimlerin %15'inin sebebidir. Bu yiizden NB'nin tedavi yonetimi bir sorun
olmaya devam etmektedir. NB'daki tedavi basarisizliginin baslica nedeni
tedavilere kars1 direng gelismesidir (4). Hastalarin prognozlarini iyilestirmek i¢in,
timor progresyonunun ve tedavi direncinin altinda yatan mekanizmalarin

aydinlatilmasi gerekir.

Tiimdr mikro ¢evresi (TMC), hiicre dist matriks, sinyal molekiilleri ve
timor infiltre edici inflamatuvar hiicreler, timor iliskili fibroblastlar, endotel
hiicreleri gibi tlimor disi hiicreleri igerir (5). Kanser hiicreleri ile TMC arasindaki
etkilesim ve iletisim, tlimoriin gelisimi, biiylimesi, invazyonu, metastazi ve ilag
direncinin gelismesinde kritik rol oynamaktadir (6). Su anki bilgilerimize gore,
her tiimor kendi TMC’sine sahip olsa da, tiimor progresyonundan sorumlu kritik

bilesenler kanserler arasinda benzerdir (6).

Tiimor infiltre edici lenfositler (TIL), TMC'nin 6nemli bir parcasi olarak
timor biliylimesinin kontroliinde kritik bir rolii vardir (7). TIL'ler, efektor T
hiicreleri, T diizenleyici hiicreler, natural killer (NK) hiicreler, B hiicreleri ve diger
immiin hiicreleri i¢ceren heterojen bir hiicre grubudur (7). Bununla birlikte, TIL'lerin
baslica alt popiilasyonlari, in vitro kiiltirde CD8+ T hiicreleri ve CD4+ T
hiicreleridir (8). CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin, CD45RO+ bellek T hiicrelerinin
ve CD4+ Thl T hiicrelerinin varligi ve yiiksek oranda bulunmalari NB’da dahil
birgok solid tiimorde iyi prognoz ile koreledir (7,9-11). Kolorektal kanserlerde
TNM evresine ve histopatolojik bulgulara gore TIL’lerin tipi, dansitesi ve

lokalizasyonlari hastalik prognozunu 6n gormede daha basarilidir (12). TIL’ler ile



ilgili bircok c¢aligma olmasina ragmen literatiirde CD4+ Th2 T hiicrelerinin ve
diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin prognoz iizerine etkileri ¢eliskilidir (7). Olumlu
immiinolojik bulgularin varlig1 bir¢ok tiimorde kemoterapiye iyi yanit ile iliskilidir
(7,9,10,13). NB’de T hiicre infiltrasyonunun iyi prognoz ile iligkili oldugu 50 yil
once yapilan klinikopatolojik calismalarda gdsterilmis olmasina ragmen, TIL'lerin

NB'de sisplatin kemoterapisine yanitina olan etkisi arastirilmamustir (10).

TM(C'deki  tiimor  stromal  hiicreleri, inflamatuvar  hiicrelerin
fonksiyonlarmin diizenlenmesine bir¢ok asamada katilir (7,16). Timor stromal
hiicreleri morfolojik olarak MKH’lere benzer 6zelliktedir. MKH'ler, fibroblastlara,
perisitlere, adipositlere, miyofibroblastlara ve endotel hiicrelerine transformasyon
yetenegine sahiptir (17). MKH'ler perivaskiiler niglerde bulunur ve kemik iligi, yag
dokusu, yaralanma alanlar1 ve TMC’de dahil olmak tizere hemen hemen her tiirli
insan dokusunda bulunurlar (18,19). Uygun bir TMC saglamak i¢in interldkin (IL) -
6, IL-8, IL-10, CCL-5, CXCR4, CXCL12, doniistiiriicii biytime faktorii (TGF) -8,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve diger faktorler gereklidir. MKH,
timor biiyiimesi ve invazyonu i¢in gerekli sinyalleri iiretirler (17). Bununla birlikte
MKH’ler genotoksik hasara karst direnglidir ve malign transformasyon
gostermezler (19-22). Ayrica MKH'ler birka¢ solid tiimérde dogrudan hiicresel
etkilesimler ve parakrin faktorlerle kemoterapdtik duyarliligi degistirirler (18).
Karsinom ile iliskili MKH'ler ve platin ile aktive olan MKH'ler, over, NB, meme ve
bircok kanser hiicresini, karboplatin dahil olmak iizere bircok kemoterapotik
ajandan korurlar (18,23-25). MKH’lerinin bu gibi etkilerine ragmen, NB
supresyonunda veya progresyonundaki roli tartismahidir (26,27). MKH’lerinin NB
supresyonu etkisi, MKH'lerinden biiyiime faktorlerinin salgilanmasi ile NB
hiicrelerinin noéronal fenotipe dogru farklilagsmasi araciligr ile olmaktadir (28).
Bunun disinda, MKH'lerinin intratiimoral enjeksiyonu, NB hiicrelerinin biiyiimesini
azalttig1 gosterilmistir (29). Sonug olarak literatiirde MKH’lerinin NB supresyonu
ve progresyonu ile ilgili ¢alismalar olmakla beraber bundan sorumlu olan

mekanizmalar net olarak anlagilmamustir.



Tedavi lizerine TMC'nin etkisini arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bugiine kadar higbir ¢alisma, hem TIL'lerin hem de MKH'lerinin NB hiicrelerine ve
kanser kok hiicrelerine (KKH) sisplatin  cevab1 iizerindeki etkilerini
degerlendirmemistir. Bu ¢alismanin amaci, NB olgularinda TIL'lerin ve MKH'lerin
prognostik degerini belirlemek ve insan NB hiicrelerinde sisplatin ile etkilesimi

tanimlamaktir.

1.2 Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada NB ve KKH’lerinin, mikrogevre elemanlarindan olan TIL’ler
ve MKH’ler ile etkilesimi, NB ve KKH’lerinin canliligi, apoptozu ve nekrozu
tizerinden arastiracaktir. NB ve KKH’lerinin mikrogevredeki hiicrelerle etkilesiminin
kanitlanmas1 NB ve KKH hedeflenmis tedavi planlamada mikrogevreyi de goz oniine
alip almama kararinda yardimei bilgiler sunabilir. Planladigimiz sekilde yayinlanmis
bir ¢alisma yoktur. MKH ile KKH’leri arasindaki etkilesimin kanser baslatilmasina
iliskin veya kanser tedavisinde KKH’lerinin 6ldiiriilmesine iliskin mekanizmalarin
ogrenilmesi, NB hiicreleri ile bas etmede yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde

onemli rol oynayacagi dngorilmiistiir.

1.3 Arastirmanin Hipotezleri
KKH, malignitesi yiliksek olan, tiimorde metastaz ve rekiirrensten sorumlu
tutulan, timor baslatict hiicreler olarak bilinen tiimor hiicreleri i¢inde diislik yiizdede
kok hiicreye benzer 6zellikler tasiyan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin tiimor ig¢inde artmis

diizeyleri kotii prognozla iligkilidir.

Noroblastom dokusu ve bu dokudan gelistirilmis hiicre hatlarinin, kanser kok
hiicresi icerdigi kanitlanmistir. NB mikrocevresinde bulunan MKH’ler ve TIL’ler,

KKH’leri tizerine etkilidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Noroblastom ve Epidemiyolojisi

NB noral krest hiicrelerinden gelisen bir ¢ocukluk kanseridir. Siklikla adrenal
medulladan baslamakla birlikte diger alanlarda ve omurgaya yakin noral hiicrelerden
de baslayabilir. Noroblastom siklikla 5 yas alti ¢ocuklarda gelisir ve hatta bazi
kaynaklarda dogumdan oncede basladigi diisiiniilmektedir. Genelde tiimor biiyiiyerek
belirtiler olusturmaya basladigi zaman saptanmaktadir (30-39). NB, c¢ocukluk
cagindaki kanserlerinin %8-10"unu olusturur (30,33). NB insidanst 7000 canh
dogumda bir olup ABD’de her yil 800 yeni vaka bildirilmektedir (30,31). Cocukluk
cag1 kanserleri igerisinde en sik goriilen iiglincili kanser olup, ekstrakraniyal timorlerde
ise en sik goriilen kanser tiirlidiir (34). Ayn1 zamanda bir yas alt1 cocuklarda goriilen
kanserlerin en sik nedenidir (34). Pediatrik onkoloji grubu (TPOG)’na gore 1986-2001
arasi tan1 alan hastalarin yas ortalamasi 19 ay’dir (40). Ayn1 zamanda hastalarin %98’
10 yasmin ve %S89u 5 yasmin altindadir (33). NB’un etyolojisi net olarak
bilinmemektedir ancak ¢evresel maruziyetin kanser olugsmasindaki 6nemi ile ilgili net
bir bilgi yoktur (35,40). Buna karsin ise iirogenital ve kardiyak anomaliler gibi bir
kisim konjenital anomaliler ile NB birlikteligi gosterilmistir (40). Noroblastik timorler
noral krest hiicrelerinden koken aldiklar1 i¢in en sik olarak adrenal medullada, daha
sonra ise abdomen, pelviste ve daha az siklikla mediastende yerlesmektedir (36, 40).
NB’lar; Ewing sarkomu, non-hodgkin lenfoma ve rabdomyosarkomlarin da bulundugu
kii¢iik, mavi, yuvarlak hiicreli timdrler grubundandir (39). Ayn1 zamanda néroblastom

yiiksek seviyede katekolamin ve metabolitlerini (VMA, HVA) salgilarlar (36).

Genetik olarak, NB heterojen bir gruptur ancak iyi tanimlanmis bir hastaliktir.
NB’da MYCN amplifikasyonu kotii prognostik gostergedir (31). NB hiicrelerindeki
MYCN overekspresyonun olmasi, proliferasyonu ve DNA sentezini arttirir, mitojenik
stimiilasyon sonrasi erken S-fazina ilerlemeyi Gl yolunun progresyonu i¢in hiz

sinirlayici olarak arttirir. 17q23-qter kazanci NB’nin %50°den fazlasinda gortiliir (33).

NB diferansiyasyon dereceleri degiskenlik gosterirler; diferansiyasyonu fazla

olan tiimérler daha iyi prognoza sahiptirler (36-38). Iyi diferansiye NB  siklikla



fokaldir ve cerrahi sanslart mevcuttur. Buna karsin az diferansiye NB ise genellikle
hizli yayilim gosterirler ve daha agresiftirler. Bu sebeple diferansiyasyona neden olan
tedaviler yasami uzatirlar. Bununla birlikte bazi hastalarda spontan yani tedavi
olmadan diferansiyasyon ve hatta regresyon gozlenmektedir (36-38). ileri evre
noroblastomlar ciddi tedavilere ragmen kotli prognoz gostermektedir ve gen tedavileri

gibi alternatif yeni tedavi yaklasimlarini glindeme getirmektedir.

2.2 Noroblastomda Genetik Yatkinhk

o Ailesel Noroblastom
NB olgularinin % 1-2’sinde aile Oykiisii mevcuttur (40,41). Genetik olarak

hastalarin ¢ogunda (%60-70) otozomal dominant (OD) gecis gosterilmistir (40,41).
Ailesel NB oldukga heterojen bir gruptur spontan regresyonlar oldugu kadar hizlica
mestastaz yapan olgular da bildirilmistir. Diger noral krest kokenli anomaliler ile (6rn;
Hirschsprung hastali§i, santral hipoventilasyon sendromu, ndrofibromatozis,
feokromasitoma) birlikteligi siktir. Norofibromatozis sendromunda goriilen NFI,
Hirschsprung hastaliginda goriillen RET, ECE1, ZFHX1B, EDNRB, EDN3, GDNF,
santral hipoventilasyon sendromunda goriillen RET, BDNF, PHOX2B GDNF, EDN3
gibi gen anomalileri noroblastomun baslamasinda ve/veya ilerlemesinde de rol
oynamaktadir (42). Net bir sekilde anaplastik lenfoma kinaz (ALK)’deki
mutasyonlarm ve homeodomain (HOX) transkripsiyon faktorii olan paired-like
homeobox 2B (PHOX2B)’deki mutasyonlarin ailesel noroblastoma neden olduklar
belirtilmektedir (43,44). Ozellikle PHOX2B nin, embriyonik gelisim asamasinin erken
evrelerinde sinir sisteminin gelisimi ve diferansiyasyonunda olduk¢a dnemli bir roli
oldugu bilinmektedir (45). Yine ALK’daki mutasyonlar ailesel noroblastomda sik
karsilagilmaktadir. Yapilan fare deneylerinde ALK genindeki F1174L mutasyonunun
(en agressif ALK mutasyonudur) néroblastom olusumunu baslattigi bildirilmistir (46).
Ayrica ALK ve MYCN’in birlikte eksprese oldugu ndroblastom tiimorlerinde,
hastaligin agresifligini arttiric1 etki yaratmaktadir (46).



o Sporadik Noroblastom
Noroblastomlarin %98’1 sporadik olarak gelisir (40). Coklu ve diislik frekansl

polimorfizmle birliktedirler. MYCN ve bununla birlikte BARD1 (BRCA-1 iliskili
Ring Domain-1) ve LMO1 (Lim Domain only 1) genetik degisiklikleri eslik
etmektedir ve oOzellikle BARDI- BRCAL1 ile heterodimerizasyonuna neden
olabilmektedir (40). LMOI1 duplikasyonu ise noroblastomlarin %17’sinde
bildirilmistir. Bununla birlikte LMO1 siRNA knockdown calismalar1 sonrasi hiicre
proliferasyonu durmustur. Ailesel formlarda izlenen ALK mutasyonu sporadik

noroblastomlarda %16 oraninda gézlenmektedir (40).

2.3 Patogenez ve Patoloji
Koken: Noroblastom, adrenal medulla veya sempatik noronlardaki néronal krest

kokenli hiicrelerin diferansiyasyon un bozulmasina bagli olusur (Sekil 1) (36).

Noral krest | Ektoderm
\N*® /v/v
—_— \ /
—
o - E — N
/"4 < @ = Noral | @ \
b g - tip V—‘v\-( G&6 ‘\_ oral
Go¢ eden noral — 76¢ elien nora
kresf hiicreleri « x " krest huereleri
:,/“ - l ~ R ,
{f 4 @ \
‘ Notokord )
Mezoderm Ektoderm
e > ” 8 / ll [ \
= (i [ y [ <
o s & i
Diiz kas Osteoblast/ Adiposit Kondrosit Melanosit Schwann Noronlar
hiicresi osteoklast hiicreleri

Sekil 1: Noral Krest Hiicreleri ve Farklilastiklar1 Hiicreler.
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Olgunlasma ve diferansiyasyon spektrumu agisindan klasik olarak ii¢ adet
histopatolojik pattern goriilmektedir (Sekil 2):
1) Noroblastom
2) Ganglionoroblastom

3) Ganglionorom (34).

Noroblastom Ganglionoroblastom

| | N\ ’
| P
|

Nodiiler Intermikst Borderline

Ganglionorom

Sekil 2: Noroblastik Tiimorlere Ait Histopatolojik Paternler.

1) Néroblastom: Noroblastomlar kiigiik mavi yuvarlak hiicreli tiimérler grubundadir.
Dar sitoplazmali dens hiperkromatik niikleusludur. Noropil bulunabilir. Homer Wright
rozetleri, eozinofilik néropilin néroblastom hiicrelerini halka gibi sarmasiyla olusan

aslinda bir psddorozet olan bir olusumdur (48).

Noroblastomlar diferansiyasyon durumuna gore ii¢ tipe ayrilmaktadir.

a) Andiferansiye (diferansiye olmamig) néroblastom: Kiicik yuvarlak, poligonal
sekilli, hiperkromatik nukleuslu, dar sitoplazmalidir ve noéropil icermez.

b) Az diferansiye néroblastom: Noropilik bir zemin vardir. Iri niikleolleri belirgin
hiicreleri icerebilir (49).

C) Diferansiye noroblastom: Gangliyonik diferansiyasyon ile schwannian stroma
mevcuttur. Noropili yogun bir sekilde icermektedir. Homer-Wright psddorozetleri en

sik burda goriiliir.
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2) Ganglionérom: Oldukca diferansiye olan ve benign gidis gosteren tipteki tiimorler
gangliondromadir. En sik posterior mediasten yerlesimlidir. Matiir gangliyon
hiicreleri, Schwann hiicreleri ve bol noropil ve igerirler. Makroskobik olarak iyi sinirli
olup, fibroz bir kapsiil icermektedir. Mikroskobik olarak ise uniform goriinimli
irregiiler yerlesmis Schwann hiicreleri ve bunlarin arasinda dagilmis matiir gangliyon

hiicreleri goriilmektedir (34,50-52).

3) Gangliondiroblastom: Noroblastom ve gangliondromlarin diferansiyasyon bulgulari
dahil olmak {tizere histopatolojik Ozelliklerini de igeren heterojen bir grup tiimori
betimlemektedir. Genelde olgun gangliyon hiicreleri boyunca ilkel noéroblastlardan
olugmaktadir (34). Cok sayida arastirmaci histolojik 6zellikleri temel alarak prognostik
siniflandirmalar  yapmistir.  “Shimada siiflandirmasi” giinimiizde en fazla
kullanilan sistemdir. Yas, schwann stroma varligi veya yoklugu, diferansiyasyon
derecesi ve mitotik karyotik indeks (MKI) degerlendirmelerini igermektedir ve
timoriin iyi (favorable) ve kotii (unfavorable) olarak siniflandirir (Tablo 1). Son
zamanlarda Shimada dahil bir grup 6nemli ¢ocuk patologu Uluslararasi Noroblastom
Patolojik Siniflamasini1 (INPC) gelistirmistir (Tablo 2) (34). POG tarafindan kullanilan
risk semasinda hastalik evresi, hasta yasi, INPC histopatoloji siniflandirmasi, MYCN
amplifikasyon durumu, ploidi ve 1p veya 11q’da allelik kayip bulunmaktadir (52, 53).

Tablo 1: Uluslararas1 Noroblastom Patoloji Siniflandirmasi (53).

Shimada Yas Diferansiasyon Mitoz Karyoreksis indeksi (MKI)
Prognostik sinifi
KOTU <18 ay Andiferansiye Herhangi
Tyi <18 ay Az diferansiye veya Diisiik (<%2) veya Orta (%2-4)
Diferansiye
KOTU <18 ay Herhangi Yiiksek (>%4)
KOTU 18ay -5yl Andiferansiye veya Herhangi
Az diferansiye
iyi 18ay —5yil  Diferansiye Diigiik (<%2)
KOTU 18ay -5yl Diferansiye Orta (%2-4) veya Yiiksek (>%4)
KOTU >S5yl Herhangi Herhangi
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2.4 Noroblastomda Molekiiler Patogenez
* MYCN (N-myc) amplifikasyonu
* 1p36 delesyonu (LOH)
* 119 delesyonu (LOH)
* 17925 kazanimi (gain)
* Baz1 genlerin (Trka Trkb, NGF, BDNF) ekspresyonundaki degisiklikler (54).

MYCN (N-MYC) Amplifikasyonu

MYCN 2. kromozomun distal, kisa kolunda yerlesmektedir (2p24) (54).
MYCN gen irlinli Max proteini ile dimerize olduktan sonra aktif olarak
transkripsiyonda gorev yapabilmektedir (55). Bu genin amplifikasyonu (kopya

sayisinin artmast) iki sekilde gerceklesir:

a) Double minutes kromatin cisimcikleri: Minik kromozom pargalari araciligi ile olur.

b) HSR (homojen boyanan bdlgeler): Ayni kromozomdaki bazi bolgelerin tekrar

etmesi araciligi ile olur (Sekil 3).

Double minute kromatin cisimcikleri primer tiimorlerde daha g¢ok goriiliirken
HSR’ler ise hiicre hatlarinda daha sik goriilmektedir (31,57-60). MYCN
overekspresyonu olmasiyla tiimoriin proliferasyonu, DNA sentezi artar (60). Ayrica
kotii prognostik bir faktdr olup anjiyoogenez ve metastazla iliskilidir (61-63). MYCN
geni amplifikasyonu erken evre ndroblastom tiimérlerinde yaklasik %25-30 oraninda

gbzlenir iken metastatik olgularin %50’°sinde goriilmektedir (63).
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Sekil 3: MYCN Genomik Amplifikasyonu, Homojen Boyanan Bolgeler (HSR) ve
Double Minutelar.

1p36 delesyonu (1p36 LOH: loss of heterozygosity)

Birinci  kromozomun  kisa  kolunda  delesyon hastalarin = %25-35’inde
saptanabilmektedir (64). Genellikle MYCN gen amplifikasyonu ile birlikte goriiliir
(53). Mental retardasyon ile iliskili belirtiler goriilebilmektedir (55). TPOG
Noroblastom 2009 protokoliinde diisiik risk evre 4S olgularda yada evre 2A-2B olup

yas1 18 aydan biiyiik olanlarda kromozom 1 aberrasyonlar1 dikkate alinmaktadir
(30,52).

11q delesyonu (11gLOH)

Olgularin %35-45’inde bulunabilmektedir ve kotii prognostik bir belirtectir (30,52).
Farkli olarak bu genomik degisiklik MYCN pozitifligine sahip tiimorlerde genellikle
saptanmamaktadir (31). Ancak yiiksek riskli 6zelliklerle (ileri evre, kotii patoloji, ileri

yas) iliskili olarak bulunmustur (31).
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17925 kazanimi (17¢25 gain)
Hastalarin yarisindan ¢ogunda goriilmektedir. Genellikle t(1;17) ve t(11,17) seklinde
goriilmektedir (30,52). Kotii prognostik bir belirtectir  (30,52). Dengesiz 17q

trizomileri ise noroblastomlarda sik goriilmektedir (31).

Bazi genlerin ekspresyonundaki degisiklikler

Norotrofin reseptorlerinden NTRK1 (TrkA), NTRK2 (TrkB) ve ligandlari NGF ve
BDNF’n1  igeren yolaklarinin nodroblastomda maligniteye neden oldugu
belirtilmektedir. TrkA/NGF yolagmin aktivasyonu apoptozise ve regresyona neden
olurken noroblastomlarin ise ganglion hiicresine doniisiimiinii  uyarmaktadir.
TrkB/BDNF yolagi ise daha c¢ok ilag direnci olusumu ile ilgilidir. TrkA’nin
ekspresyonun yiiksek olmasi iyi prognoz ve iyi klinik bulgular (diisiik evre gibi) ile
iligskili iken TrkB’nin ekspresyonun yiiksek olmasi kotii prognoz ve ileri timor

ozellikleri ile iligkilidir (56).

2.5 Noroblastom Gelisiminde Genetik Modeller
Tip 1:
Siklikla 1 yasin altinda, hiperdiploid/triploide yakin karyotipli, TrkA yiiksek

ekspresyonu gostermektedirler. Diisiik evre olup iyi prognoz gosterirler (Sekil 4) (22).

Tip 2:

Siklikla 1 yagin Ustlinde, 11q delesyonu, 3p delesyonu veya 17q kazaniminin eslik
edebildigi, TrkB yiiksek ekspresyonu gosteren tiimorlerdir. Ileri evre hastalik
grubundadir (Sekil 4) (53).

Tip 3:

Genellikle 1-5 yas arasinda, 1q delesyonu veya 17q kazanimu eslik edebilen ve MYCN
amplifikasyonu bulunabilen tiimérlerdir. Ayrica TrkB ekspresyonu yiiksektir. fleri
evre hastalik grubundan olup hizli progresyon gosterirler (53).
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Sekil 4: Noroblastom Gelisiminde Genetik Modeller (52,66).
2.6 Risk Simiflandirmasi

INSS evresi, N-myc, yas ve Shimada histolojisi parametreleri kullanilarak olgular

diisiik, orta ve yliksek risk gruplar1 olarak degerlendirilmektedir (Tablo 2) (68).
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Tablo 2: Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) Noéroblastom 2009 Protokolii Risk

Simiflamasi (53).

Risk Grubu SS |[Yas [MYCN [1p veya 11q veya [Shimada |[DNA
Eire 17q aberasyonu [indeks

Diisiik risk 1 0-21 yas |herhangi |herhangi herhangi  |herhangi
2A-2B [<18ay |herhangi |herhangi herhangi |herhangi
2A-2B P18ay  |(-) () herhangi |herhangi

fasemptomatik 4S <12ay |(-) () iyi > 1

Orta risk iyi histoloji =~ 2A-2B P18ay  |(-) (+) herhangi |herhangi
3 herhangi |(-) (-) iyi >1
4 <18ay () () flyi 1
4S <l2ay |(-) herhangi iyi > 1

Orta risk kotii histoloji 4 <18ay |(-) herhangi iyi 1
3-4 [<18ay |(-) herhangi kot herhangi
3 herhangi |(-) (+) iyi herhangi
4S <l12ay |(-) herhangi iyi 1
4S <l2ay |(-) herhangi Ikiitﬁ herhangi

Yiiksek risk grubu 2A-2B >18ay  |amplifiye |herhangi herhangi  |herhangi
3 0-21 yag jamplifiye [herhangi herhangi  |herhangi
3 >18ay  |(-) herhangi kotit herhangi
4 >18ay  |herhangi |herhangi herhangi |herhangi
4 <18ay [amplifiye |[herhangi herhangi |herhangi
4S <12ay Iampliﬁye herhangi herhangi |herhangi
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2.7 Kanser Kok Hiicresi
Kanser kok hiicresi farklilagmamis, kendini yenileyebilen, 6zellesmis hiicrelere
farklilagabilen hiicrelerdir ve bir solid tiimordeki kiiciik bir populasyonu tanimlar. Bu

hiicrelerin biiylime kapasitesi sinirsizdir.

Kanser kok hiicresi (KKH) ile ilgili ilk direk kanit, 1997°de Dick J. ve
arkadaslarinin yayimladiklar1 makale ile gelmistir. Dick J. ve arkadaglari, akut myeloid
16semili (AML) hastalarin kanlarindan izole ettikleri malign hiicrelerin kiigiik bir
grubunun (yaklagitk 10.000 hiicrede <1 hiicrenin), diyabetik olmayan agir
immiinosiipresif =~ (NOD/SCID)  farelerde  orjinal timorii  olusturabildigini
gostermislerdir. Arastirmacilar, bu hiicre grubunun farkli olarak normal hematopoetik
kok hiicrelerin fenotipinde oldugunu (CD 34+/CD 38-) belirlemistir ve kanserin

normal kok hiicrelerden kaynaklandigi gorisiinii ileri stirmiislerdir (61).

Daha sonraki yillarda ise, Dick J. ve arkadaslarinin agtigi yoldan diger
arastirmacilar da ilerleyerek, bu grubun “losemik kok hiicrelerini” izole ettigi ve bu
hiicrelerin  kok hiicre 0Ozelliklerini test ettigi yoOntemleri, solid tlimorlerde de
caligmiglardir. Bu baglamda meme kanseri ve glioblastomlarda yapilan aragtirmalar
basta olmak tizere (2003 ve 2004), kolon kanseri, akciger kanseri ve prostat kanseri

gibi bircok solid tiimdrde “kanser kok hiicreleri” gosterilmistir (62).

Bir tiimor igindeki hiicreler gorece homojendir. Tiimoriin olusmasia ve
ilerlemesine yol acan genetik degisiklikler tiim hiicrelerde olusur. Bu nedenle bu
yolaklarin anlasilmasi ve tiimdriin eredike edilmesini saglayacak tedaviler, tiimdrdeki
bu hiicreleri kapsamalidir. Ancak KKH’leri tiimorii baslatan kiiciik bir hiicre
popiilasyonu olup biyolojik ve fonksiyonel olarak diger hiicrelerden farklidir.
Tiimordeki hiicrelerin biiylik ¢ogunluguyla karsilastirildiginda, bu hiicrelerde farkl
tiimorojenik yolaklar isleyecektir. Dolayisiyla, kanser relapsini ve progresyonunu

etkili bir sekilde onleyebilecek tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in arastirmalar KKH’leri
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iizerinde yogunlastirilmalidir. In-vivo olarak tiimér olusumunu baslatabilecek ve
ilerletebilecek kapasiteye sahip olan kok hiicrelerin tiimoriin geri kalan biiyiik
kismindan izole edilmesiyle KKH-‘lerinin molekiiler ve biyolojik temelleri

arastirilabilmektedir (61-62).

KKH’lerinin tanimlandigi bir¢ok belirteg bulunmaktadir. Losemiler igin
CD34+CD38-, meme kanserinde CD44+CD24-/diisiik, beyin, kolon ve akciger
kanserlerinde CD133+, karaciger kanserinde CD90+CD45- fenotipleri ile tanimlanan

kanser tipine 6zgii ¢esitli KKH’leri tanimlanmustir.

Noroblastom ve bu tiimoérden gelisen hiicre hatlarinin kanser kok hiicresi icerdigi
kanitlanmistir. Noroblastom hiicreleri, kiiltiir ortaminda iken iki farkli morfolojide
gozlenirler. Bunlardan noroblastik tipte olanlar daha kiiciik ve yuvarlak olup
sitoplazmik noritleri bulunmaktadir. Hiicre kiiltiir materyaline tutunma orani azdir.
Aralarindaki tutunan hiicreler daha sinirli yasam gosterirler. Ara hiicreler olarak
tanimlanan bir ti¢lincii grup olup, her iki grubun &zelliklerini tasir ve bu hiicrelerin
noroblastom kok hiicresi oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerin malignite potansiyelleri
oldukca yiiksek olup, tiimor icindeki diizeyleri ne kadar cok ise prognoz o kadar
katiidiir (60).

2.8 Mezenkimal Kok Hiicresi
Kok hiicreler eriskin ve embriyonik olmak tizere 2’ye ayrilirlar. Embriyonik kok
hiicreler, diferansiye olarak herhangi bir organa spesifite gosterebilirler. Eriskin kok

hiicreler ise daha sl bir proliferasyon ve diferansiyasyon kapasitesine sahiptirler
(63).

Mezenkimal stroma hiicreleri olarak da bilinen mezenkimal kok hiicreler (MSC),

andiferansiye erigkin kok hiicrelerdir ve en ¢ok kemik iliginden, gobek bagindan,
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adipoz dokudan, plasentadan, sinovyumdan ve iskelet kasindan olmak tizere bircok

dokudan izole edilebilirler.

Mezenkimal kok hiicreler, 3 ana kriter olan; in vitro olarak osteoblastlara,
adipositlere ve kondroblastlara diferansiye olma yeteneklerine, CD73, CD105, CD90,
gibi tipik yilizey markerlariin ekspresyonuna; CD45 ve CD34 gibi hematopoetik
markerlarin eksprese etmemelerine ve kiiltiirde plastik yiizeye tutunmalarina gore

tanimlanirlar.

Mezenkimal kok hiicrelerden salgilanan insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-
1), hepatosit biiytime faktorii (HGF), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii( VEGF),
interlokin-1 (IL-1), IL-4, IL-5, IL-6, CCL3, CX3CL1, KC, CXCL16, CCL2 ve CCL5

gibi 40’1n {izerinde biiylime faktorii, sitokin ve kemokinlerle taninirlar (64,65).

Cok sayida yeni ¢alismaya gore mezenkimal kok hiicreleri; sadece mezoderm
degil mezodermin disinda kalan endotel, noéroektoderm ve endoderm gibi ¢ok ¢esitli

hiicrelerin karakterlerini kazanabilecekleri bildirilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin kullanildigr tiim ¢alismalarda in vitro olarak cok
sayida pasajdan gecirilerek kiiltiiri yapilmis hiicreler kullanildig: i¢in bu calismalar,
plastisitesi olan hiicrelerde kendini yenileme 6zelliginin de oldugunu gostermektedir

(65).

Bu calismada noroblastom kanser kok hiicrelerinin mikrogevre elemanlarindan
olan timor infiltre eden lenfositler ve mezenkimal kok hiicreler ile etkilesimi,

ndroblastom kanser kok hiicrelerinin canliligi iizerinden arastirilacaktir.
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Noroblastomda kanser kok hiicrelerinin mikrogevredeki hiicrelerle etkilesiminin
kanitlanmas1 kanser kok hiicre hedeflenmis tedavi planlamada mikrogevreyi de goz
Oniine alip almama kararinda yardimci bilgiler sunacaktir. Bu alanda planladigimiz
sekilde yaymlanmis bir caligma yoktur. Mezenkimal kok hiicreler ile kanser kok
hiicreleri arasindaki etkilesimin kanser baglatilmasina iliskin veya kanser tedavisinde
kanser kok hiicrelerinin  Oldiirtilmesine iliskin mekanizmalarin  6grenilmesi,
noroblastomla bas etmede yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde Onemli rol

oynayacaktir.

2.9 Tiimér Infiltre Edici Lenfositler

Timdr infiltre edici lenfositlerin (TIL), TMC'nin bir pargasi olarak timor
biiyiimesinin kontroliinde aracilik etmede kritik bir rolii vardir (63). TIL'ler, efektor T
hiicreleri, T diizenleyici hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler, B hiicreleri ve diger immiin
hiicreleri igeren heterojen bir hiicre grubudur (7). Bununla birlikte, TIL'lerin baglica alt
popiilasyonlari, in vitro kiiltirde CD8+ T hiicreleri ve CD4+ T hiicreleridir (65).
CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin, CD45RO+ bellek T hiicrelerinin ve CD4+ Thl T
hiicrelerinin varlig1 ve yiliksek oranda bulunmalari NB’da dahil birgok solid tiimorde

iyi prognoz ile koreledir (63,65-67).

Kolorektal kanserlerde TNM evresine ve histopatolojik bulgulara gore TIL’lerin
tipi, dansitesi ve lokalizasyonlar1 hastalik prognozunu 6n gormede daha basarilidir
(68). TIL’ler ile ilgili bircok caligma olmasina ragmen literatiirde CD4+ Th2 T
hiicrelerinin ve diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin prognoz lizerine etkileri celiskilidir
(7). Olumlu immiinolojik bulgularin varlig1 birgok tiimérde kemoterapiye iyi yanit ile
iligkilidir (63,65,66,69). NB’de T hiicre infiltrasyonunun iyi prognoz ile iligkili oldugu
50 yil once yapilan klinikopatolojik ¢alismalarda gosterilmis olmasina ragmen,

TIL'lerin NB'de sisplatin kemoterapisine yanitina olan etkisi arastirilmamistir
(65,66,69).
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2.10 Sispatin

Giicli bir antineoplastik ilag olan sisplatin (cis-diamminedchloroplatinum I1),
neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilan alkilleyiciler grubundan antineoplastik
bir ilagtir. Eriskinlerde solid tiimorlerde, kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserinde, bas
boyuna ait tiimoérlerde, over tiimorlerinde, mesane tiimorlerinde ve serviks
tiimorlerinde kullanilir. Cocukluk ¢agi kanserlerinde ise basta noéroblastom olmak
tizere Wilms timoérii, germ hiicreli tiimor, hepatoblastoma, beyin tiimorleri,
osteosarkoma gibi birgok tiimoriin tedavisinde kullanilan kemoterapatik bir ajandir.
Tedavide kullanilirken ototoksisite, miyeloslipresyon, nefrotoksisite, noérotoksisite,

gastrointestinal toksisite, kardiyovaskiiler hasar gibi sinirlayici yan etkileri goz onunda
bulundurmak gereklidir (64,65).

Kolon ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri sisplatine direng gosterirken,
noroblastom, over, testis, bas boyun tiimorleri gibi tiimorler sisplatine duyarlidir.
Ancak sisplatinle tedavi edilebilen tiimdrlerin ¢ogu tedaviden bir siire sonra direng
gelistirmektedirler. Sisplatin direncine sebep olabilecek nedenler arasinda hiicrelerdeki
ilag birikiminin azalmasi, siilfiir iceren bilesiklerin inaktivasyonu, apaptoz
proteinlerinin ekspresyon degisiklikleri siralanirken niikleotid eksizyon onarim
genlerindeki degisiklikler de 6nemlidir. Ornegin sisplatine duyarli testis tiimdrlerinde
ve direngli mesane tiimorlerinin karsilastirildig: bir ¢alismada sisplatine duyarh testis

tiimorlerinde NER kapasitesinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir (68).

Bu c¢alismanin amacit noroblastom kanser kok hiicrelerinin  mikrogevre
elemanlarindan olan timor infiltre eden lenfositler ve mezenkimal kok hiicreler ile

etkilesimini arastirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi
Bu arastirma, ilag dis1 girisimsel olmayan bir klinik aragtirmadir. Arastirma,

kontrollii ve tek kor bir caligsma olarak tasarlanmis ve gerceklestirilmistir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani
Bu arastirma 21.03.2014 tarihinde literatiir taramasi ile baslamis olup,
10.07.2017 tarihinde tez savunmasi ile sonlandirilmistir. Arastirma, gerekli olan
biyogiivenlik diizeylerine uygun donanima sahip Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji

Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Bu caligmanin evreni olarak, Tiirkiye’nin ¢esitli hastanelerinde noéroblastom
tanist almig 18 yas alt1 hastalar se¢ilmistir. Bu dokular i¢erisinden secilen, 10’u kiz ve
10’u erkek olmak {izere diisiik risk grubuna giren 8 hasta ve yiiksek risk gruba giren

12 hasta olmak tizere toplam 20 hasta ¢alismanin 6rneklemini olusturmustur.

3.4 Calisma Materyali
Bu arastirmada, Tiirkiye’de ¢esitli hastanelerde ndroblastom patolojik tanisi
almis olan hastalardan gonderilen taze noroblastom tiimor doku Ornekleri

kullanilmastir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Apoptozis ve proliferasyon degerleri kantitatif olarak degerlendirilecek ve
student t-test ile analiz edilecektir. Ayrica bu degiskenler kategorik olarak da
degerlendirilecek ve bulgular ki-kare ve Mann-Whitney U testiyle analiz edilecektir.

Bagimli degisken: néroblastom hiicrelerindeki apoptoz nekroz ve canlilik

Bagimsiz degisken: kanser kok hiicresi, mezenkimal kok hiicre ve tiimor infiltre

edici lenfositler
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3.6 Veri Toplama Araglari

o Mevcut Olanaklar
Akim Sitometri (BD Accury C6)

Hassas Terazi (Sartorius BP221S)
ELISA Reader (Thermo)

Real time PCR

Vorteks(Velp Scientifica ZX3)
Saf su sistemi

Mikroskop olympus bx50
Derin dondurucu (Sanyo)

S1v1 azot tanki

Laminar Flow

Mikrosantrifiij (Thermo)

CO2 inkiibatérii (Thermo)
Pastor firin (Thermo)
Sogutmali santrifiij (Heraeus)
ELISA Reader (Thermo)

-80 °C dondurucu (Niive)
Manyetik Izolasyon Cihaz
Inverted mikroskop

-80°C derin dondurucu

o Kullanilan Sarf Malzemeler
CD133 manyetik izolasyon boncugu (25 testlik)

CD133 monoklonal antikoru (50 testlik)

CD54 manyetik izolasyon boncugu

CD54 monoklonal antikoru

CD90 manyetik izolasyon boncugu

CD90 monoklonal antikoru

Annexin V (100 testlik)

Propidium Iyodide

WST-1 hiicre canlilig1 reaktifi (25 ml)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)



DMEM

RPMI 1640

Penisilin/Streptomisin

L-Glutamin

Antimikotik

Tripsin/EDTA

Steril PBS

Heat activated FBS

DMSO

Tek hiicre slispansiyonu olusturmak i¢in filtre
Insiilin enjektorii

Inkiibatér sterilizayonu icin farmasidal soliisyon
Vakumlu filtre sistemi (500 ve 1000 ml’lik)
Mr. Frosty

Otomatik tiglii pipet seti (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)
Pipet tabancasi

Inkiibatér ici su kiiveti (4 adet)

Steril pipet 2 mI’lik

Steril pipet 5 mI’lik

Steril pipet 10 ml’lik

Steril pipet 25 ml’lik

Steril pastor pipeti

Ependorf (0.5 ml‘lik, 1.5 mI’lik ve 2 m1’lik)
6 kuyucuklu pipet

96 kuyucuklu pipet

75 cm2 lik flask

25 cm2 lik flask

Kriyoviyal

Kriyoviyal saklama kutusu

Lizinli lam

Lamel

Lam saklama kutusu (50’lik)
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Savlon
Filtreli kapakli 5 ml‘lik polistren flow sitometri tiipii
Sar1 pipet ucu

Mavi pipet ucu

o Kullanilan Kimyasal Maddeler
Sisplatin (Kogak) medium i¢inde ¢oziilerek calisma Oncesi taze olarak

hazirlanmistir. Calisma sirasinda 96 well plate icerisinde belirlenen yerlere insiilin

enjektorii yardimiyla uygulandi.

o Doku orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi
TPOG 2009 rutin analizler igin gonderilen doku orneklerinden noroblastom

patolojik tanisi olan drnekler kullanilmistir.

o Noroblastom Hiicrelerinin Cogaltlmasi
Yapilmis olan bu calismada, néroblastom ameliyat materyali taze dokularindan

tek hiicre siispansiyonu olusturmak i¢in filtre kullanilarak tek hiicre siispansiyonu
yapildi. Steril pipet kullanilarak 75 cm?lik flasklara alindi. Hiicreler inkiibatore
konulmadan 6nce inkiibator farmasidal soliisyon ile silindi. Tiimor hiicreleri, %10 heat
activated FBS, %1 L-Glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ve %1 antimikotik i¢eren
ortamda 33°C’de, %10 CO2 ve %95 nemli DMEM ortaminda inkiibatér ici su
kiivetinde kiiltiire edildi ve vakumlu filtre sistemi kullanildi. Hiicreler %95 konfluent
oldugunda 1/2 oraninda pasajland1 ve steril pastdr pipeti kullanilarak 25 cm?’lik
flasklara alindi. Mezenkimal kok hiicre, CD133+ kok hiicre izolasyonu i¢in uygun
miktarda hiicre populasyonuna ulasana dek kiiltiir siireci devam ettirildi. Kok hiicre
izolasyonundan once Olii hiicreleri ortamdan ayirmak i¢in death cell removel kiti

uygulandi.

o Noroblastom Hiicrelerinin Pasajlanmasi
Hiicreler %95 konfluent oldugunda kiiltiir ortami uzaklastirildi ve PBS (5 ml)

ile yikandi. Ardindan ortamdan PBS uzaklastirildi, tripsin (5 ml) eklendi ve 33°C’de
%10 CO2ile 3 dakika inkiibasyona birakildi. Ortamdaki tripsini inaktive etmek i¢in 10
ml eklenerek 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan otomatik ticlii pipet
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seti kullanilarak uzaklastirildi ve pellet kismi daha Onceden belirlenen flasklara
aktarildi. Flasklarin dis1 savlonla silinerek DMSO ortaminda yeterli yogunluga

ulasincaya kadar kiiltiire edildi.

o Death Cell Removal Kit ile Olii Hiicrelerin Uzaklastiriimasi
Kiiltiire edilen hiicrelerin ortamlar1 uzaklastilip steril PBS ile yikandi. Daha

sonra tripsin-EDTA soliisyonu ile muamele edilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi. 1:1
oranda ortamlar eklenip hiicreler falkon tiipler icinde 300g 10 dk santrifiij edildi. Elde
edilen hiicre pelleti tizerindeki siipernatan uzaklastirildi. Kitte belirtildigi gibi hiicre
pelletini 60 mikrolitre buffer ile resiispanse edildi. Kitin i¢inden ¢ikan 20 mikrolitre
FcR blocking reagent ve 20 mikrolitre Death Cell Removal mikrobeat, pipet tabancasi
ve steril pipet kullanilarak ortama eklendi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra hiicreler 1-2 ml buffer ile yikandi. 300g 10 dakika santifiij edildi. Kolonu
manyetik alana yerlestirip dnce 500 mikrolitre ile yikand1 ve daha sonra hiicreler
manyetik alandan gegirilip 3x500 mikrolitre buffer ile tekrar yikandi. Boylece olii
hiicreler manyetik alanda takildi ve elimizde ependorfa aldigimiz sadece canli hiicreler
kaldi. Kalan hiicreler 6 kuyucuklu well plate icerisine alind1 ve Iscove’s Modified

Dulbecco’s Medium (IMDM) igerisinde kiiltiire edildi.

o CD133+ Noroblastom Kanser Kok Hiicre izolasyonu
Kiiltiire edilen hiicrelerin ortamlar1 uzaklastilip ve PBS ile yikandi. Daha sonra

tripsin-EDTA soliisyonu ile muamele edilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi. 1:1
oranda ortamlar eklenip hiicreler falkon tiipler i¢cinde 300g 10 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen hiicre pelleti {izerindeki siipernatan uzaklastirildi. Kitte belirtildigi gibi
hiicre pelleti 60 mikrolitre buffer ile resuspanse edildi. Kitin i¢inden ¢ikan 20
mikrolitre FcR blocking (CD133 monoklonal antikoru) reagent ve 20 mikrolitre
CD133 manyetik izolasyon boncugu eklendi. Soguk odada tube rotator ile 15 dk yavas
bir sekilde ¢alkalandi. Daha sonra hiicreler 1-2 ml buffer ile yikandi. 300g 10 dakika
santifiij edildi. Kolonu manyetik alana yerlestirip 6nce 500 mikrolitre ile yikandi daha
sonra hiicreler manyetik alandan gecirilip 3x500 mikrolitre buffer ile tekrar yikandi.
Manyetik alanda tutulan CD133+ hiicreler kolonun pistonu itilerek toplama tiipiinde

toplandi. Boylece CD133+ noroblastom kanser kok hiicreleri izole edilmis oldu.
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Manyetik alana takilmayan hiicreler ise ayri bir tiipte toplandi. Bu, CD133- olan

hiicreler mezenkimal kok hiicre ayrimi i¢in kullanildi.

o Anti-MSCA-1 (W8B2) Mikrobeat Kiti Kullanarak Mezenkimal
Kok Hiicre izolasyonu
CD133 mikrobeat kiti kullanilarak CD133+ hiicrelerin ayrildigi, geride kalan

hiicre populasyonu kullanildi. Hiicreler falkon tiipler icinde 300g 10 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen hiicre pelleti iizerindeki siipernatan sar1 pipet ucu kullanilarak
uzaklastirildi. Mezenkimal kok hiicreler, kiiltiire edilen hiicrelerden CD54+, CD90+
once monoklonal antikorlar1 baglanarak (CD54, CD90 monoklonal antikor) daha sonra
CD54 ve CD90 manyetik izolasyon boncuklari ile manyetik  izolasyonla
ayrimlastirildi. Kitte belirtildigi gibi hiicre pelleti 60 mikrolitre buffer ile resuspanse
edildi. Kitin i¢inden ¢ikan 20 mikrolitre FcR blocking reagent ve 20 mikrolitre Anti-
MSCA-1 (W8B2) mikrobeat eklendi. lyice karistirilip 2-8°C de 15 dakika bekletildi.
Daha sonra hiicreler 1-2 ml buffer ile yikandi. 300 g de 10 dakika santrifiij edildi.
Kolonu manyetik alana yerlestirip 6nce 500 mikrolitre ile yikandi daha sonra hiicreler
manyetik alandan gegirilip 3x500 mikrolitre buffer ile tekrar yikandi. Manyetik alanda
tutulan mezenkimal hiicreler kolonun pistonunu itilerek toplama tiipiinde toplandi.
Manyetik alana takilmayan hiicreler ise ayri bir tiipte toplandi ve RPMI 1640

ortaminda kiiltiire edildi.

o Tiimér Orneklerinden TIL izolasyonu ve Cogaltilmasi
Her timor ornegi ¢evresindeki normal doku ve nekrotik alandan tamamen

ayrilarak klas 2 kabinet iginde steril ortamda c¢alisildi. Timdr 6rnegi, steril bir bisturi
ile farkli kisimlarindan yaklagik 2-3 mm biiyiikliiglinde olacak sekilde pargalara
ayrildi. Timor fragmanlari, flasklara yerlestirildi ve {izerlerine lenfositleri ¢gogaltmaya
uygun AIM-V, doku yiizeyini kaplayacak kadar ilave edildi. Flask nemli, 37°C, %5
CO: inkiibatore kondu. Lenfosit go¢ ve ¢ogalmasi gozleninceye kadar inkiibe edildi.
Inverted 151k mikroskobunda giinde iki kere gézlem yapildi. Tipik olarak yaklagik 1
hafta sonra her fragmanin cevresinde yogun lenfositik gd¢ gOriiniimiinii almasi
gozlemlendi. Go¢ eden TIL varligr gézlemlendiginde tiimdr fragmani mavi pipet ucu
kullanilarak flasktan alinipp GMCSF ve IL-2 eklenerek TIL’ler ¢ogalmaya birakildi.

Immunhistokimya ile TIL lerin lenfosit oldugu konfirme edildi.
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Sekil 5: AIM-V Mediumda TIL’lerin Uretilmesi

Isi biten ndroblastom dokular1 kriyoviyal tiipiinde DMSO ortamina alinarak Mr
Frosty yardimi ile yavas yavas -80°C olacak sekilde sogutuldu.

o 96 Well Plate Hiicre Kombinasyonlari

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 6: 96 Well Plate Hiicre Kombinasyonlari
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o Flow Sitometrik Annexin V-FITC/PI Boyamasi
Annexin V-FITC/Propidium lodide (PI) boyamasi apoptotik hiicre 6liim oranini

kantitatif olarak belirlemek icin; kanser kok hiicrelerine, tiimor infiltre edici lenfosit
hiicreleri, mezenkimal kok hiicreleri ve sisplatin kombinasyonlarinin uygulanmasi
sonrasinda yapildi. Kanser kok hiicreleri lamlara yayildi. Annexin V-FITC apoptoz
deteksiyon kiti kullanilarak protokole uygun olarak boyandi. Ajan uygulamalari
sonrasinda hiicreler PBS ile 3’er kez yikandi ve ortam iginde resiispanse edildi. Daha
sonra noroblastom kanser kok hiicreleri oda sicakliginda 15 dakika Annexin V-FITC
ve Pl ile inkiibe edildi. Daha sonra lameller kapatildi. Flow sitometrik olarak 6l¢timler

yapildu.

o Hiicre Canhligimn Olciimii
EVE ™ otomatik hiicre sayim cihazi kullanilarak canli, 6lii ve toplam hiicre

sayist ve canlilik yiizdesini belirlendi. Bu cihaz standart tripan mavisi teknigi
kullanilarak hiicre sayisini ve yasayabilirligini (canli, 6lii ve toplam hiicreleri) dogru

ve hassas bir sekilde 6l¢mek i¢in tasarlanmis sayactir.

Sekil 7: EVE Otomatik Canlilik Olgme Aleti
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Ayrica hiicreler tripsin ile kaldirilarak 200 pl’de 1x10* yogunlugunda olacak
sekilde hesaplanarak 96 kuyucuklu plaklara ekim yapildi. Gece boyu 33°C %10
COz2’de inkiibasyona birakilan hiicreler ertesi giin %75-80 konfluent seviyesinde
oldugunda hiicrelerden siipernatan kismi ortamdan uzaklastirildi. Hiicre canliligi igin
belirlenen saatlerde plaklara 10 pl/kuyucuk WST-1 eklenerek hiicreler 2 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra ELISA okuyucuda 450/630 nm de
okutuldu. Kontrol hiicre canlilig1 %100 kabul edilerek sisplatin uygulamalar1 ve diger

kombinasyonlardaki hiicre canliliklar yiizde olarak hesaplanarak saglamasi yapildi.

o Néroblastom Dokularinin Histopatolojik incelenmesi
Hastalardan alinan noroblastom dokular1 10 vaka 1 blokta olacak sekilde doku

mikroarray yontemi ile parafin bloklara gomiildii. Daha sonra 4 mikronluk kesitler

alinarak incelendi.

. o Immiinhistokimyasal Boyama

Immunohistokimyasal degerlendirme streptavidin biotin peroksidaz methoduna
gore yapildi. Bu methodda, immiinohistokimyasal inceleme i¢in her hastanin H&E ile
boyali preperatlarindan kanama ve nekroz icermeyen ve tiimorii en iyi temsil eden
blok secilerek once lamda, sonra blokta isaretlenerek, 2 mm c¢apinda silindirik
parafinize doku ornekleri donor bloklardan alinip, haritalandirma, adresleme teknigi

kullanilarak ¢oklu bloklar hazirlanmistir.

Hazirlanan bloklardan Ant marka lizinli lamlara 4 mikron kalinliginda kesitler
alindi. Alian kesitlerden CD4 (1:150 diliisyon, Dako, Glostrup, Danimarka), CD8
(1:150 diliisyon, Dako, Glostrup, Danimarka), CD25 (1:150 diliisyon, Dako, Glostrup,
Danimarka), CD3 (1:150 diliisyon, Dako, Glostrup, Danimarka), CD20 (1:150
diliisyon, Dako, Glostrup, Danimarka) ile boyama yapildi. IHK boyama i¢in Ant

marka poly-L-lizin ile kapli lamlara alinan kesitlere etiiv i¢erisinde 60°C derecede 1
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saat deparafinizasyon isleminden sonra DAKO PT LINK cihazinda 65 derecede 20
dakika pH 6.0 sitrat soliisyonunda kaynatma iglemi yapildi. Lamlar buffer
soliisyonunda 5 dakika sogumaya birakildi. 1 saat boyunca biotin-avidin yontemiyle
1/200 diliisyondaki primer antikorla oda 1sisinda bekletildi, boyanan kesitler 151k

mikroskobunda incelendi.

. o Immunohistokimyasal Degerlendirme
Immunohistokimyasal boyali preperatlar iki patolog (SA, ZYE) tarafindan

degerlendirildi. Her vakada her immiin i¢in 10 biiyiik biiyiitme alanindaki boyanan

hiicre sayisi sayilarak 10’a boliindii. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.
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3.7 Arastirma Planm ve Takvimi

Noroblastom ameliyat materyali taze dokularindan tek hiicre slispansiyonu yapilmasi

¢

Elde edilen noroblastom hiicrelerinin kiiltiire edilmesi

¢

Noroblastom hiicrelerinden manyetik izolasyonla CD133 + kanser kok hiicrelerinin izole

edilmesi

'

Izole edilen kok hiicrelerde CD133 ekspresyonunun flow sitometri ile konfirmasyonu

¢

Tiimér infiltre edici lenfositlerin doku fragmanindan AIM-V mediuma go¢ yontemi ile

ayrimlastirtlip, GMCSF ve IL-2 ile ekspanse edilmesi.

'

CD54+, CD90+ mezenkimal kok hiicrelerin manyetik izolasyonla ayrimlagtirilmasi

¢

Izole edilen mezenkimal kok hiicrelerde CD54 ve CD90 ekspresyonunun flow sitometri ile

konfirmasyonu

¢

Ayrimlagtirilan hiicrelerin ex vivo olarak degisik kombinasyonlarda ila¢ ve tiimdr
hiicreleri ile biraraya getirilip canlilik, apoptosis, kanser kok hiicre sayisi, diferansiyasyon

yoniinden aragtirilmast

¢

Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analiz
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Sekil 8: Arastirma Plan1

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi
Aragtirma sonuglarmin istatistik analizi, SPSS i¢in Windows istatistik
programinin 15.0 versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde incelenmistir.
Canlilik testlerinde her bir kosul i¢in 3 kuyucuk kullanildi. Canliliklar yiizde olarak
hesaplandi. Non parametrik bagimsiz iki grupta ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in

Mann-Whitney U testi kullanildu.

Apoptozis ve proliferasyon degerleri kantitatif olarak degerlendirildi ve student
t-test ile analiz edildi. Ayrica bu degiskenler kategorik olarak da degerlendirildi ve
bulgular ki-kare ve Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.

3.9 Arastirmanin Sinirhliklar:
Bu ¢alismanin ¢esitli sinirlamalar1 vardir. Bu arastirmanin sinirliliklar: arasinda

oncelikle hasta sayisi gelmektedir. Yaptigimiz gruplamalarda hasta sayist  30’un
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altinda kalmis olup, nonparametrik testler kullanilmak zorunda kalinmistir. Grup

sayisinin 30’un Ustiine ¢gikmasi daha saglikli sonuglar verecektir.

Ayrica deneylerde NB hiicreleri olarak CD133- ve Anti-MSCA-1- hiicreleri
kullandik. Bununla birlikte, CD133-Anti-MSCA-1- hiicreleri sadece NB hiicreleri
icermemektedir. Ikincisi, bu c¢alismada MKH'lerin farklilasma testi yapilmadi.
MKH'lerin ve MKH'nin fibroblastlar, osteojenik, adipogenik, endotel hiicreleri gibi

farklilagmis hiicrelerin say1 ve dagilimi bilinmemektedir.
3.10 Etik Kurul Onay1

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Etik
Kurul tarafindan 1568-GOA protokol numarasi ile etik kurul onayr alinmistir (Ek 1).
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4. BULGULAR
TPOG (Tirk Pediatrik Onkoloji Grubu) 2009-protokolii kapsaminda

gergeklestirilen  noroblastom  klinik  ve  molekiiler analizlerin  sonuglar
degerlendirilerek, 20 hasta, 12’si yiiksek 8’1 diisiik risk grubundan sec¢ilmis ve analiz
edilmistir. Gelen doku oOrneklerinden molekiiler calismadan once, ornekleri lamlara

dokundurarak lamlara imprintleri yapilmistir. Bu lamlar Toludin mavi boyast ile

boyanmis ve tiimor hiicresi yeterliligi agisindan degerlendirilmistir.

Calismada yaslar1 2-168 (ortalama 39) ay arast 20 hastanin materyali hiicre
kiltiirt ile degerlendirildi. Olgularin onu kiz onu erkek, 8’1 diisiik risk, 12’si yiiksek
risk grubunda idi. Hastalar ortalama 32,35 (28,4-36,2) ay takip edilmistir. Bu takip
stiresince hastalarin %15°1 (3 hasta) ex olmustur. Ex olan hastalarin hepsi yiiksek

grubundaydi.
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Tablo 3 Noroblastom Hasta Karakteristikleri

.| INSS COG
Yas o ) Metastatik Mycn )
No (@) Cinsiyet Genetik Al 5 Risk
a an urumu
Y Evre Grubu
1 77 Erkek |- - 1 - Diistik
LN, K, KI,
2 56 Erkek | 11g-, 179+ 4 + Yiiksek
AC
LN, K, K1,
3 48 Kiz 179+ 4 + Yiiksek
AC
4 5 Kiz 1pLOH - 2B - Diisiik
5 14 Kiz 11g9-, 179+ - 2A + Yiiksek
6 25 Erkek |- - 1 - Diistik
7 38 Kiz 1pLOH, 119- | - 1 + Yiiksek
8 15 Erkek | 11g-, 17g+ - 2B - Diisiik
9 21 Kiz 17qg+ - 2A + Yiiksek
10 | 25 Erkek |- - 1 - Diistik
11 | 20 Kiz 179+ K,AC 4 - Yiiksek
12 | 56 Erkek |- - 3 - Diistik
13 | 108 Kiz 179+ K, KI,AC 4 + Yiiksek
14 | 21 Kiz 179+ K, Ki 4 + Yiiksek
15 | 168 Erkek | 179+ - 2A + Yiiksek
16 | 2 Erkek | 17q+ Ki, LN 4 + Yiiksek
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1pLOH,

17 13 Kiz - 2B - Diisiik
179+

18 52 Erkek | 179+ Ki 4 + Yiiksek

19 12 Kiz - - 2B - Diisiik
1pLOH,

20 5 Erkek AC 4 + Yiiksek
179+

LN: lenf nodu, K: kemik , Ki:kemik iligi, KC: karaciger, AC: akciger

4.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari Bulgular:

Noroblastom ve sisplatin kombinasyonuna, tiimdr infiltre edici lenfositlerin
eklenmesi 24. saatte canlilig istatistiksel olarak anlaml arttirirken (%23.1 vs. %39.0,
p=0.024), 48. saatte canlilikta (%29.6 vs. %47.9, p=0.164) istatistiksel anlamh
farklilik tespit edilmedi.

Noroblastom ve sisplatin  kombinasyonuna, mezenkimal kok hiicrelerin
eklenmesi 24. (%23.1 vs. %37.7, p=0.027) ve 48. (%29.6 vs. %54.6, p=0.018)

saatlerde hiicrelerin canliligini istatistiksel anlamli arttirmakta idi.

Noroblastom ve sisplatin kombinasyonuna, tiimor infiltre edici lenfositlerin ve
mezenkimal kok hiicrelerin birlikte eklenmesi 24. (%23.1 vs. %32.4, p=0.136) ve 48.
(%26.3 vs. %33.3, p=0.615) saatlerde hiicrelerin canliligin1 arttirsada, bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildi.

CD 133+ noroblastom kok hiicresi ve sisplatin kombinasyonuna, tiimor infiltre
edici lenfositlerin eklenmesi 24. (%37.1 vs. %33.3, p=0.748) ve 48. (%44.9 vs. %77.0,
p=0.355) saatlerde hiicrelerin canliliginm istatistiksel olarak anlamli degistirmemekte
idi.
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CD 133+ noroblastom kok hiicresi ve sisplatin kombinasyonuna, mezenkimal
kok hiicrelerin eklenmesi 24. (%37.1 vs. %66.1, p=0.006) ve 48. (%44.9 vs. %74.2,

p=0.002) saatlerde hiicrelerin canlilig1 istatistiksel anlamli olarak arttirmakta idi.

CD 133+ noroblastom kok hiicresi ve sisplatin kombinasyonuna, tiimor infiltre
edici lenfositlerin ve mezenkimal kok hiicrelerin birlikte eklenmesi 24. (%37.1
vs. %30.5, p=0.231) ve 48. (%44.9 vs. %33.4, p=0.052) saatlerde hiicrelerin canliligini

istatistiksel olarak anlamli olarak degistirmemektedir.

4.2 Noroblastom Hiicre Canhilik Degerleri

60
50
40
30
20
10

24. Saat 48, Saat
m NB+CDDP m NB+CDDP+TiL
= NB+CDDP+MKH B NB+CDDP+TiL+MKH

Sekil 12: NB Hiicre Kombinasyonunda Canlilik Degerleri
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4.3 CD133 Kok Hiicre Kombinasyonlarimin Hiicre Canlilik Degerleri

77 7472
66,1
44,9
371
I 333 305 I 334

24. Saat 48. Saat

B CD133+CP B CD133+CP+TiL
B CD133+CP+MSC B CD133+CP+TiL+MSC

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Sekil 13: CD133 Kok Hiicre Kombinasyonlarinin Canlilik Degerleri

4.4 Anneksin V- Pl bulgular

o Apoptoz Bulgular:
Kontrol grubuna sisplatin (CDDP) eklendiginde olusan fark belirgindir

(p=0,0001). Sisplatin yeterli dozda verilmis ve deney modelimiz c¢aligmigtir.
NB+CDDP ortamina TIL eklendigi zaman TIL’ler CDDP’nin apoptotik etkisini
arttirmaktadir (p=0,018). NB+CDDP ortamina mezenkimal kok hiicreler eklendiginde
CDDP’nin apoptotik 6ldiiriictiliigliniin degismedigi bulunmustur (p=0,86) (Tablo 4).

Kontrol grubuna sisplatin (CDDP) eklendiginde olusan fark belirgindir
(p=0,0001). CDDP, KKH’lerini apoptoz Tlizerinden 0ldiirebilmeyi basarmistir.
KKH+CDDP ortammna TIL ekledigimiz zaman etki degismemis olup MKH
eklendiginde apoptotik etki azalmaktadir (p=0,005) (Tablo 4).
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o Nekroz Bulgularn
NB iizerine uyguladigimiz CDDP belirgin nekrotik etki gostermistir (p=0,009).

TIL, CDDP’in nekrotik etkisini arttirmamistir (p=0,094). Ortama MKH eklendiginde
yine etki degismemistir (p= 0,340) (Tablo 4).

KKH’leri iizerine uyguladigimiz CDDP belirgin nekrotik etki gostermistir
(p=0,0001). Ortama TIL eklenmesi bu nekrotik etkiyi arttirmaktadir (p=0,003). Ancak
ortama MKH eklenmesi bu etkiyi degistirmemektedir (p=0,56) (Tablo 4).

Sonu¢ olarak NB hiicrelerine TIL eklenmesi, sisplatinin timor hiicreleri
iizerindeki apoptotik etkisini arttirirken, KKH’lerine TIL eklenmesi sisplatinin

nekrotik etkisini arttirmaktadir. Tedaviye katkisi nedeniyle TIL’lerin iyi prognostik

literatiir bilgisini desteklemektedir.

Tablo 4: Hiicrelerin Canlilik, Apoptoz ve Nekroz Oranlari

CANLILIK APOPTOTIK NEKROTIK

(%) HUCRE (%) HUCRE(%)
NB+Kontrol 91.53+3.94 6.08 £3.71 0.83+0.84
NB+CDDP 46.63 + 17.92 41.54 £17.57 9.19 +12.52

NB+TIL+CDDP 34.40 + 15.64 49.95 + 18.86 13.82 + 15.99
NB+TIL+MSC+CDDP 48.67 + 11.81 42.31 +13.36 5.74+7.83
KKK KONTROL 92.88 +2.96 6.36 +3.41 0.73 + 0.85
KKH+CDDP 3391+ 11.46 57.94+12.73 6.41 +5.34
KKH+TIL+CDDP 23.00+ 12.50 61.94 + 18.53 8.98+ 5.43
KKH+TIL+MSC+CDDP | 40.22 +18.49 48.34 + 17.25 8.15+6.19
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4.5 Treg Flow Sitometri Bulgular:
Bu konuda literatiirde ¢alisma olmadig1 i¢in median degerler cut off olarak

kullanild1 ve istatistiksel degerlendirme buna gore yapildi.

Treg median degeri %2.1 olarak bulundu. TIL’ler Treg i¢erme oranina gore 2
gruba ayrildiginda; Treg %2.1°den fazla olan grupta canliligin 2 kat daha fazla oldugu
tespit edildi (p=0.043). Buna gore, Treg oranmin %?2.1°den yiiksek olmasi
noroblastom hiicrelerinin CDDP direnciyle iligkili olabilir. Tiimdr lehine calistig

kanitlanmis olan Treg hiicrelerinin bu etkisi literatiir ile uyumlu bulunmustur.

CD4 median degeri %11.5 olarak bulundu. TIL’ler CD4 i¢erme oranina gore 2
gruba ayrildiginda CD4+ T lenfositlerin CDDP’nin 6ldiiriicii etkisini degistirmedigi
bulunmustur (p=0.09).

4.6 Parafin Kesit Bulgular:
Evre arttik¢a noroblastom i¢indeki CD25 pozitif Treg ylizdesinin arttigi bulundu
(p=0,023).

Tablo 5: Parafin Kesitteki CD25 Orani ile Flow Sitometrik Treg Sonuglari

Evre Treg yiizdesi (%) CD2S5 yiizdesi (%)
Evre 1 1,63 2,64
Evre 2A 3,1 16,71
Evre 2B 3,35 22,68
Evre 3 3,4 29,11
Evre 4 7,14 37,31
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Sekil 15: Parafin Blok HE kesiti ve CD25 IHK Boyanmast.
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Sekil 16: Noroblastom Tiimér Infiltre Edici Lenfostilerdeki Treg Oranlari
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4.7 Korelasyon Bulgulari
CD3, CD20 (r=0.593, p=0.006) ve CD4 (r=0.536, p=0.015) ile dogru korele
bulundu. CD3, CD25 (r=-0.476, p=0.034) ile ters korele bulundu.

CD25, evre (r=0.531, p=0.023), kemik metastazi (r=0.525, p=0.021) ve
karaciger metastazi (r=0.510, p=0.008) ile dogru korele bulundu.

CD4, NB+CDDP24 (r=0.470, p=0.037) ve KKH+CDDP48 (r=0.510, p=0.06) ile

dogru korele bulundu.

Toplam inflamatuvar hiicre sayisi, 11qdel (r=0.667, p=0.034) ile dogru korele

bulundu.
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5. TARTISMA

Noroblastom, adrenal medulla ya da sempatik noronlardaki noronal krest
kokenli hiicrelerin diferansiasyonun bozulmasina bagli olusan en sik rastlanan
ekstrakraniyal cocukluk ¢agi solid tiimoridiir (57,58). NB tiim ¢ocukluk cagi
kanserlerinin %8-10’unu olusturur. NB’nin kétii prognozu MYCN amplifikasyonu ile

karakterize edilmistir (57).

NB’daki tedaviye yanitin heterojenligi, matiir diferansiyasyon veya spontan
regresyon, metastatik yayilim ve kotii prognoza kadar degismektedir. NB'nin farkli
klinik davranislart molekiiler ve biyokimyasal analizlerle anlasilmaya baglanmistir
(32). Onkogen amplifikasyonu, allelik kayb1 veya kazanimi, DNA ploidi durumu
NB'nin genetik 6zellikleri olarak bilinmektedir (1).

CD133+ KKH'leri bagimsiz olarak kotii prognoz ile iliskilidir (32). KKH'leri
hiicreleri diizenleyebilir, kanser dokusunun heterojenligine ve kemoterapdtik direncine
katkida bulunurlar (33). Bu 6nemli rolleri nedeniyle CD133+ KKH bu calismada
MKH’ler ile etkilesimini sorgulamak icin dahil edildi.

TMC, kanser hiicresinin konakg¢i ile etkilesimi sonucu tiimdr progresyonu
sirasinda ortaya cikan ozellesmis bir ortamdir. Timdr mikrogevresi, prolifere olan
tiimor hiicrelerini, timor stromasini, kan damarlarini ve TIL leri i¢erir. Bu mikrogevre,

tiimor olusturucu bir fenotip elde etmek igin kanser hiicresi tarafindan sekillendirilir
7).

TIL’ler bir¢ok kanserde tanimlanmis, iyi prognostik olarak oOngoriilen ancak
bazen timor lehine c¢alisan hiicreleri de igeren TMC iliskisinin Onemli bir

komponentidir. Daha once yapilan caligmalarda, NB dokusuna eslik eden, tiimor
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icinde bulunan lenfositlerin varlig gosterilmistir. Bu TIL’lerin olgudan olguya degisen

oranda CD4, CDS8, Treg hiicreler icerdigi saptanmistir (78).

TIL'ler heterojen bir hiicre grubudur. Effektér T hiicreleri, T diizenleyici
hiicreler, NK hiicreler, B hiicreleri ve diger bagisiklik hiicreleri TIL'leri olusturur (7).
T hiicrelerinin infiltrasyonunun, NB'de iyi prognozla iligkili oldugu 50 yil Onceki
caligmalarda gosterilmistir (10,14,15). TIL'lerin alt popiilasyonu incelendiginde, daha
yiiksek yogunluklu T hiicre alt tiplerinin daha iyi onkolojik sonlanim ile iliskili oldugu
gosterilmistir (10). T hiicrelerinin yogunlugunun yani sira, birbirleri ve ¢evre dokular
ile olan etkilesimleri de etkili bir immiinitenin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesi i¢in
onemlidir (4,10). NB hastalarinda “yiiksek CD3+” veya “diisiik CD3+ ve yiiksek
CD4+/CD8+ oranm1” iyi prognoz ile iligkilidir (10). Diisiik riskli NB'de T hiicre
infiltrasyonu spontan regresyonda anahtar rol oynamaktadir. Bu hastalar, spontan
regresyon sirasinda CD8+ T hiicreleri tarafindan graniil ekzositozu yoluyla serbest
birakilan bir efektér molekiil araciligiyla graniilizat seviyelerinde gecici bir artis
gostermistir (1,2,10). Timor dokularinda giiclii bir T hiicre birikimi, TIL'lerin
potansiyel selektif zenginlestirilmesinden kaynaklanan TIL'lerin oligoklonal
genislemesi ile iligkilidir (10). Bununla birlikte, bir diger ¢alismada ayni tiimoriin
farkli bolgelerindeki T hiicre klonlariin heterojen ve kompleks oldugu gosterilmistir

(34). TIL'lerin fonksiyonel aktivitesi salinmis efektor sitokinleri ile izlenebilir.

Kemoterapdtik — ajanlarin = bagisiklik  hiicreleri  lizerindeki  etkisi  iyi
bilinmemektedir. Kemoterapdtik ajanlarin immun sistem hiicreleri tizerine olan etkisi
“immunosurveillance teorisi ve immiinomodiilasyon teorisi” ile agiklanabilir. Bu
mekanizmalarda inhibitéor immiin hiicrelerin bastirilmast ve sonuc¢ efektor T
hiicrelerinin kanser hiicrelerine infiltre olmasina izin veren mekanizmalardir (35,36).
Immiin gbzetim ve immiin diizenlenmenin hangi yolaklar araciligi ile oldugu
giiniimiizde tam olarak bilinmemektedir. Kemoterapdtik ilaclarin  uygulanmasi,
dendritik hiicre fonksiyonunu ve diizenleyici T hiicrelerini segici bir sekilde tiiketerek

immiin sistemi diizenler (37). Ayrica, efektor T hiicre yanit vermeme ve miyeloid
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kokenli siipresor hiicrelere bagli immiin sistemden kagisi, kemoterapotik ilaglarda
etkileyebilir (38,39). Diger ¢alismalarin tersine, canlilik testimizde 24. saatte TIL'lerin
sisplatinin NB hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini azalttigini, ancak TIL'lerin ve
MKH'lerin kombinasyonunun, sisplatinin antiproliferatif etkisini degistirmedigini
bulduk. Bu bulgularin muhtemel bir acgiklamasi, bu ¢alismada kullanilan sisplatine
direngli NB hiicrelerinden olusabilecegi icin bu hiicrelerin beklenenden daha az
oldiigii diisiiniilmektedir. Bir baska agiklama, NB hiicrelerinin IDO aktivitesini
arttirarak, FasL, TNF'ye bagli apoptozu indiikleyen ligand ve hipoksik kosullar
yoluyla ile TIL'lerin erken doénemde immiinsiiprese olmasi ve sonrasinda
kemoterapotik ajanlar araciligi ile diizelmesi olabilir (40). Ayrica, calismada NB
hiicreleri olarak CD133- ve Anti-MSCA-1- olan hiicreler kullanildi. Bu nedenle, bazi
kemoterapotik ilaglara ve T hiicre yanitlarina aracilik eden tlimor iliskili makrofajlar
ve miyeloidden tiiretilen siipresor hiicreler deneylerde bulunabilir ve sonuglar
etkileyebilirler (39). Bu bulgular1 aydinlatmak ic¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.

MKH'ler, TMC'nin bir baska bileseni olup, tiimor stroma hiicrelerinden biridir
(41). MKH'ler ve tiimdr stromal hiicreleri kan damarlarina yakin yerlesmektedir ve
direkt olarak bagisiklik hiicreleri ile temas eder durumdadir. MKH'ler, farkli sinyaller
veya nisler tarafindan tetiklenebilen ¢oklu farklilasma potansiyeline sahiptir. Birkag
hiicre popiilasyonu iizerinde gii¢lii immiinomodiilator etkileri oldugu gdosterilmistir
(16,17). Timoér stroma hiicrelerindeki artig, pankreas adenokarsinomunda T hiicreleri
iizerine anti-proliferatif bir etki yoluyla immiin kacis mekanizmasinin bir parcasi
olabilecegi diistiniilmektedir (42). Ayrica MKH'ler B hiicrelerinin ve dendritik
hiicrelerin islevlerini modiile etmektedir (43). Ek olarak MKH gibi immiinosupresif
hiicrelerin varligi, akciger ve renal hiicreli karsinomlarda aktive edici reseptorlerin
downregiilasyonu nedeniyle immiin hiicrelerin sitolitik fonksiyonunu tehlikeye atabilir
(16,42). Ustelik, kanser iliskili fibroblastlarin ortamdan uzaklastirilmasmin meme
kanserinde Th2'den Thl kutuplasmasina neden oldugu gosterilmistir (16,17).
MKH'lerin, biiyiime faktorleri ve kemokinler gibi birka¢ ¢oziiniir sinyal molekiilii

saldig1 bilinmektedir (41,44). Benzer sekilde, kansere bagl fibroblastlar, Wnt, BMP,
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Ephrin gibi sinyal molekiillerini salgilar (41,44). Bu faktorler, artmis timor biiyiimesi
ve metastazi olan kanser hiicreleri i¢in destekleyici stromal nise katkida bulunur (44).
Ayrica, MKH'lerden salinan VEGF ve TGF- ve kanser iligkili fibroblastlar, timor
biiyiimesini destekler (41,44).

MKH’lerin TMC ile ilisikili 6zellikler sergiledigini ve ¢alisilan tiimor tiiriine
gore malign hiicre biiylimesini destekledigi veya engellediginin anlasilmasindan beri
MKH’ler onkolojide ilgi ¢ekici konulardan biri olmustur (78). Mezenkimal stroma
hiicreleri olarak da bilinen MKH’ler, andiferansiye erigskin kok hiicrelerdir ve kemik
iliginden, gobek bagindan, adipoz dokudan, plasentadan, sinovyumdan ve iskelet
kasindan izole edilebilirler (64). MKH’lerin kullanildig1 tiim ¢aligmalarda in vitro
olarak ¢ok sayida pasajdan gecirilerek kiiltiirii yapilmis hiicreler kullanildig1 i¢in bu
caligmalar, plastisitesi olan hiicrelerde kendini yenileme 0Ozelliginin de oldugunu

gostermektedir (65).

MKH'erin kemoterapédtik ilag direncine katki rolii vardir. Platin grubu
kemoterapotik ilaglar ile yapilan bir ¢aligmada, endojen MKH’lerinin, birgok
kemoterapotik ajana karst kanser hiicrelerini koruyan yag asitlerini salgiladig
gosterilmistir (23). Bagka bir caligmada, karsinom ile iligkili MKH'lerin PI3K/Akt
sinyal yolunu aktive ederek over kanseri hiicrelerinde efektor kaspaz aktivasyonunu ve
apoptozu inhibe ederek karboplatin direncini indiikledigi gosterilmistir (24). Bununla
birlikte, MKH'lerin kemoterapétik ajanlarin yaniti tizerindeki etkisi NB hiicrelerinde
yeteri kadar calisilmamustir. 1L-6 ve diger sitokinlerin 6nemi bilinmektedir. NB
hiicreleri ile kemik iliginden tiiretilen MKH’ler arasindaki IL-6/sIL-6R/STATS3 yolu,
ilag direncine katkida bulunmaktadir (25).

KKH’lerinin kesfi ¢ok basamakli tiimorogenez mekanizmalar1 hakkindaki
diisiincelerimizi biiylik Olclide degistirmistir. Kendini yenileme 06zelligindeki bu

hiicreler kanser hiicre popiilasyonuna gore genetik degisim ve klonal se¢cimde 6nemli
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bir hedef olmaktadir (76,71). KKH hakkindaki ilk direkt kanit, 1997°de Dick J. ve
arkadaslarinin yayimladiklar1 makale ile gelmistir. Dick J. ve grubu, akut myeloid
l6semili (AML) hastalarin kanlarindan izole ettikleri 16semik hiicrelerin kii¢iik bir
grubunun (yaklagik 10.000 hiicrede <1 hiicrenin), diyabetik, obez olmayan agir
immiinsupresif (NOD/SCID) farelerde orijinal tiimorii olusturdugunu gostermislerdir.
Arastirmacilar, bu hiicre grubunun normal hematopoetik kok hiicrelerin fenotipinde
oldugunu (CD 34+/CD 38-) tespit etmistir. Bu nedenle kanserin hiicrelerinin, normal
kok hiicrelerden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir (61). Daha sonraki yillarda baska
arastirmacilar, Dick J. ve arkadaslarinin agtig1 yoldan ilerleyerek, bu grubun “l6semik
kok hiicreleri” izole ettigi ve bu hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerini test ettigi
yontemleri, solid tiimdrlere adapte etmislerdir. Bu baglamda meme kanseri ve
glioblastomlarda yapilan arastirmalar basi ¢ekmis (2003 ve 2004) ve ardarda kolon
kanseri, akciger kanseri ve prostat kanseri gibi birgok solid tiimorde “kanser kok

hiicreleri” gosterilmistir (62).

Yapilan bir calismalarda agresif bir NB hiicre hatt1 olan Kelly hiicre hattinda
metastaz iligkili genlerde belirgin ekspresyon artist oldugu bulunmustur. Bu nedenle
NB hiicre hatlariin kok hiicrelerinde metastaz karakterizasyonunda farkliliklar oldugu
gozlenmistir (77). KKH’lerinin 6zelliklerinin aydinlatilmasi yeni tedavi molekiillerinin

gelistirilmesini saglayabilecektir.

Sisplatin, platin grubu igeren bir kemoterapdtik ajandir. Inflamasyon sisplatinin
etkililigini etkiler. PI3K-AKT sinyal yolagmin PTEN indirgemesi ile aktivasyonu,
ozellikle sisplatin ve oksaliplatin gibi DNA hasar1 olusturan ilaglara kars1 gelisen
kemoterapotik ilag direncinin merkezinde olabilir (4,45). Yakin tarihli bir ¢aligmada,
NB hiicreleri ve monositler arasindaki ¢apraz etkilesimde exosomik miR-21 ve miR-
155'in, eksosomik miR-21/TLR8-NF-kB/eksosomik miR-155/TERF1 sinyal yolagi
araciligl ile sisplatin direnci gelisimine yol actigi gosterilmistir (46). Spesifik ATP
baglayict ilag tastyicilariin ve epidermal biiyiime faktori reseptoOriiniin  artmis

ekspresyonu, CD133+ KKH'leri tarafindan gelistirilen kemoterapotik direncinden
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sorumlu yollardir (4,32). Ayrica, AKT yolu CD133+ KKH'lerinin kemoterapétik ilag
direnci gelisiminde rol oynamaktadir (32). Bu calismada, CD133+ KKH'leri izole
edilip NB hiicrelerinden ayr1 olarak deneye tabi tutuldu. CD133+ KKH ve sisplatin
kombinasyonuna, TIL eklenmesi 24. (%37.1 vs. %33.3, p=0.748) ve 48. (%44.9
vs. %77.0, p=0.355) saatlerde hiicrelerin canliligini istatistiksel olarak anlaml
degistirmemekte oldugunu bulundu. CD133+ KKH’si ve sisplatin kombinasyonuna,
mezenkimal kok hiicrelerin eklenmesi 24. (%37.1 vs. %66.1, p=0.006) ve 48. (%44.9
vs. %74.2, p=0.002) saatte hiicrelerin canliligini istatistiksel olarak anlamli arttirdig
bulundu. Buna karsilik, CD133+ KKH ve sisplatin kombinasyonuna, TIL’lerin ve
MKH’lerin birlikte eklenmesi 24. (%37.1 vs. %30.5, p=0.231) ve 48. (%44.9
vs. %33.4, p=0.052) saatte hiicrelerin canliligin istatistiksel olarak degistirmemekte

oldugunu bulduk. Bu bulgularimiz literatiir ile uyumlu idi (55-69).

Bir¢ok ¢aligmada oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 kullanmaktadir. Ne yazik ki,
bu hiicre dizilerinin kiiltlirii fenotipleri ve genetik ekspresyon profilleri degistirildigi
icin in vivo ortam &zelliklerinden uzaklasmaktadir. In vitro calismalarin hastaligin
gercek ortamini yansitan kisithiliklar1 vardir. Calismamizdaki ex vivo modelimiz,
TMC'nin NB hiicrelerinin kemoterapdtik yaniti tizerindeki etkisini degerlendirmek igin
NB'un gercek kosullarmi daha fazla temsil etmektedir. Ote yandan, bu calismanin
cesitli smirlamalart vardir. Birincisi, deneylerde NB hiicreleri olarak CD133-Anti-
MSCA-1 hiicreleri kullandik. Bununla birlikte, CD133-Anti-MSCA-1- hiicreleri
sadece NB hiicreleri disinda bir¢ok hiicre popiilasyonunuda icermektedir. Ikincisi, bu
calisjmada MKH'lerin farklilagma testi yapilmadi. MKH'lerin ve ~ MKH'nin
fibroblastlar, osteojenik, adipogenik, endotel hiicreleri gibi farklilagmis hiicrelerin say1

ve dagilimi bilinmemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

NB’da KKH’lerin MKH’ler ve TIL’lerle etkilesimini arastiran yayinlanmis bir
calisma yoktur. Bu nedenle, MKH ile KKH’leri arasindaki etkilesimi 6grenmek NB ile

bas etmede yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde 6nemli rol oynayacaktir.

NB’da TIL’ler NB hiicrelerinde sisplatinin apoptotik etkisini arttirirken
KKH’lerine eklendiginde sisplatinin nekrotik etkisini arttirmaktadir. Tedaviye katkisi
nedeniyle iyi prognostik literatiir bilgisini desteklemektedir. Ayrica NB’da TIL’lerin

ekspansiyonu ve tedavi destekleyicisi roliinii in vivo arastirmak faydali olacaktir.

MKH’ler, CDDP+KKH’si ortamina eklendiginde canlilik istatistiksel anlamli
artar ancak TIL ve MKH’lerin birlikte CDDP+KKH’si ortamina eklendiginde canlilik
istatistiksel anlamli degismez. MKH’ler, CDDP+NB ortamina eklendiginde canlilik
istatistiksel anlamli artar ancak TIL ve MKH’ler birlikte iken CDDP’in néroblastom

hiicrelerine apoptotik ve nekrotik etkisini istatistiksel anlamli olarak degistirmez.

In vivo modellerde TIL’ler doku iginden ayrilmasi miimkiin olmamasindan
dolayr MKH’lerin, sisplatinin etkisini hem NB hiicrelerinde hem de KKH’lerinde
degistirmedigi kabul edilebilir. Bu bulgumuz MKH’lerinin NB’da yan etkilerini
azaltma ve onarma amacli in vitro ve preklinik in vivo asamalarinda denenebilecegini

gostermektedir.

Bu bulgular ex vivo in vitro MKH’lerinin noroblastom tedavisinde, tedavi edici
etkisi olmadig1 ve sisplatinin etkisini degistirmedigi goriilmiisiir. Ancak daha ileri
yorum yapabilmek icin in vitro veya in vivo nude-fare ¢alismasi yapilmasi

gerekmektedir.
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8.2 Tezle llgili Makaleler

Izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hast. Dergisi 2016; 6(2):109-112
doi:10.5222/buchd.2016.109

Klinik Arastirma

Noroblastom olgularimizin dokiimantasyonu

(49 olgu, retrospektif calisma)

Documentation of our neuroblastoma cases
(49 cases, retrospective study)

Ziibeyde YILDIRIM EKIN', Hiilya TOSUN YILDIRIM?, Bengii DEMIRAG?,

Rahmi Gokhan EKIN', Safiye AKTAS?, Giilden DINiZ!, Canan VERGIN?

ITepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Izmir
2Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklart ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Izmir
‘Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Izmir

oz

Amag: Noroblastom ¢ocukluk ¢aginda en sik giriilen ekstrakraniyal solid tiimér ve
infantlarda goriilen en sik tiimordiir. Olgularin yaklagik yarisi 2 yagindan énce goriil-
mektedir. Noroblastom noral krestten kiken alan néroendokrin bir tiimérdiir. En sik
goriildiigii yer adrenal medulla olmakla birlikte, boyun gévde abdomen ve pelvisteki
niral dokulardan da geligebilir. Bu ¢alismada, Shimada simflamas: temeline dayana-
rak nioroblastom olgularinin yine yeniden gozden gecirilmesi amaclanmstir.
Yontemler: Cahsmaya 2004-2015 yillar1 arasinda néroblastom tamsi konulan 49
hasta ahmdi. Tiimér boyutu, yerlesimi, diferansiyasyon, mitotik karyorektik indeks
(MKI) ve yas parametreleri degerlendirildi. Shimada simflamasma gore iyi ve kotii
prognostik olarak simflandirildi. Shimada simflamasi ile sagkalim arasmdaki iligki
log-rank testi ile degerlendirildi.

Bulgular: Calismaya alman 49 hasta ortalama 62,9+7.8 ay takip edildi. Hastalarm
13%ii (%26,5) 6ldii. Shimada simflamasina gore 33 (%67,3) hasta kitii prognostik, 16
(%32,7) hasta iyi prognostik grupta yer aldi. Iyi ve kétii prognostik grupta sagkalim
oranlar: sirasi ile %87.,5 ve %66,7 olarak bulundu (p=0.011).

Sonug: Shimada smiflamasi ile sagkalim iliskili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Noroblastom, Shimada klasifikasyonu, niral krest
ABSTRACT

Objective: Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid cancer in
childhood and the most common cancer in infancy. Nearly half of neuroblastoma
cases occur in children younger than two years. It is a neuroendocrine tumor, arising
from neural crest. It most frequently originates from one of the adrenal glands, but
can also develop in neural tissues in the neck, chest, abdomen, or pelvis. In this study,
neuroblastoma cases were reviewed and classified occording to the Shimada classifi-
cation.

Methods: Forty-nine patients who were diagnosed as neuroblastoma from 2004 to 2015
were included the study. Parameters as tumor size, location, differentiation, mitotic
caryorrhectic index and age were evaluated. Tumors were categorized into favourable
and unfavourable prognostic groups according to the Shimada classification. Log-rank
test was used to assess interaction between the Shimada classification and survival.
Results: Forty-nine patients included in this study, were followed up for a mean peri-
od of 62.9+7.8 months. Thirteen (26.5%) patients died. According to the Shimada
classification, 33 (67.3%) patients were in unfavourable while 16 (32.7%) patients in
favourable prognostic group. Survival rates in favourable and unfavourable prognos-
tic groups were 87.5% and 66.7%, respectively (p=0.011).

Conclusion: Shimada classification was found to be associated with survival.

Key words: Neuroblastoma, Shimada classification, neural crest
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GIRiS

Noroblastom, primitif noral krest hiicrelerinden
koken alan ve siklikla adrenal medulla veya sempatik
ganglionlarda yerlesen bir tiimordiir. Hastaligin kli-
nik prezentasyonu ¢ok genistir. Tedavisi ise bazi kli-
nik ve biyolojik faktorlerin varligina veya yokluguna
gore degismektedir . Cok heterojen bir tiimor grubu
olmasi nedeni ile hastaligin smiflandirilmasinda bir-
cok faktor rol oynamaktadir. International
Neuroblastoma Pathology Committee (INPC) tara-
findan 1999 yilinda iyi ve kétii histolojik dzellikleri
saptamada Shimada siniflandirmasini gelistirilmigtir
,2004 yilinda ise International Neuroblastoma Risk
Group (INRG) tarafindan yedi prognostik risk fakto-
riiniin kombinasyonlarina gore 16 tedavi dncesi grup
olusturulmus ©®. Tedavi gruplari ise sagkalim ile ilig-
kisine gore ¢ok diisiik, diisiik, orta ve yiiksek olmak
lizere 4 risk grubuna indirgenmistir.

Bu calismada 2004-2015 yillar1 arasinda Behget
Uz Cocuk Hastanesinde noroblastom tanisi almis 49
hastanin histopatolojik ve klinik 6zelliklerinin goz-
den gecirilip, Shimada siniflandirmalarina gore dokii-
mante edilmesi amaclanmisgtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya 2004-2015 yillar1 arasinda noroblas-
tom tanis1 konulan, tedavi ve izlemi yapilan 49 hasta
alind1. Materyalin alinis sekli eksizyon, tru-cut veya
konsiiltasyon olarak degerlendirildi. Tiimoriin boyutu
ile tiimor yerlesimi siirrenal, mediasten, lenf nodu ve
diger olarak smiflandirildi. Hastalarin H&E boyali
histopatolojik kesitleri degerlendirildi. Tiimor dife-
ransiasyonu indiferansiye, az diferansiye ve diferan-
siye olarak degerlendirildi. Hi¢ noropil icermeyen,
kiiciik yuvarlak veya pleomorfik biiyiik indiferansiye
hiicrelerden olusan tiimorler indiferansiye olarak
degerlendirildi. Diferansiasyon bulgusu gostermeyen
ama zeminde notropil iceren tiimorler ile %5 in altin-
da diferansiasyon gosteren tiimorler az diferansiye
olarak degerlendirildi. Cok sayida ara ya da ganglion
hiicresine benzer sayica %5 ten fazla diferansiasyon

110

Izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hast. Dergisi 2016; 6(2):109-112

gosteren noroblastlart iceren tiimorler ise diferansiye
olarak degerlendirildi. Histopatolojik bulgulara ek
olarak hastanin tan1 konuldugu andaki yas1 ve mitotik
karyorektik indeksini (MKI) iceren INPC Shimada
siiflamasi kullanildi ve hastalar iyi ve kotii olarak
iki prognostik gruba ayrildi (Tablo 1). MKI diisiik
(<%?2), orta (%2-4) ve yiiksek (>%4) olarak deger-
lendirildi.

Tablo 1. Shimada simflandirmasi.

Prognostik Kategori Diferansiasyon MKI Yas (y1l)
Iyi Diferansiye D/O <15
Tyi Diferansiye D 1.5-5
Iyi Az Diferansiye D/O <15
Kotii Diferansiye o/Y 1.5-5
Kotii Az Diferansiye D/O/Y 15-5
Kotii Indiferansiye D/O/Y <15
Kotii Indiferansiye D/O/Y 15-5
Kotii Herhangi ¥ <15
Kotii Herhangi D/O/Y >5

D: Diisiik, O: Orta, Y: Yiiksek

Tablo 2. Hastalarin tiimor ozellikleri.

Cinsiyet dagilim Sayr/Yiizde
Kiz 27 (%55,1)
Erkek 22 (%44.9)

Tiimoriin yerlesim yeri Sayy/Yiizde
Sag siirrenal 16 (%32.6)
Sol siirrenal 10 (%20.4)
Mediasten 7 (%14.3)
Lenf nodu 1 (%2)
Diger 15 (30,7)

Histopatoloji derece Sayl/Yiizde

20 (%40.9)
24 (%48.9)

Diferansiye
Az diferansiye

Indiferansiye 5(%10.2)

Shimada smiflamasi Sayl/Yiizde Sagkalim oram
lyi prognostik grup 16 (%32,7) %87,5
Kotii prognostik grup 33 (%67.3) %66,7

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS 19 programi
kullanildi. Tanimlayict ve dagilimsal degerlendirme-
ler yapildi. Kaplan-Meier sagkalim analizi yapildi ve
gruplar arasindaki sagkalim farki log-rank testi ile
yapildi.
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Calismadaki 49 hastanin 27'si kiz (%55,1) ve
22°si erkek (%44.9) idi. Hastalarin ortalama yasi
40,34+39.2 (1-151) ay ve ortanca 25,6 ay idi.
Hastalarin 22’si (%44.9) 18 ay altinda, 17°si (%34,7)
18 ay ile 5 yas arasinda, 10'u (%20.4) 5 yas iistiinde
idi. Hastalarm 4’1 (%8.,1) evre 1, 3’ii (%6.1) evre 2,
20’si (%40.9) evre 3 iken, 22’si (%44.9) evre 4 idi.

Hastalar ortalama 62,98+7.8 ay ve ortanca 45.1 ay
takip edildi. Takip stiresince hastalarin 13’ii (%26.5)
6ldii. Timor yerlesimi 10 hastada (%20.4) sag stirre-
nalde, 16 hastada (%32.,6) sol siirrenalde, 7 hastada
(%14 ,3) mediastende, 1 hastada (%2.,0) lenf nodunda
ve 15 hastada (%30.7) ise gesitli diger alanlarda idi.
Tiimor capiortalama5.,2+0 4 (1-13) cmidi. Materyalin
temin edilme sekli 35 hastada (%71.4) eksizyon, 10
hastada (%20.4) tru-cut biyopsi ve 4 hastada (%8.2)
konsiiltasyon bloklari idi.

Histopatolojik degerlendirmede hastalarin 20’si
(%40,9) diferansiye, 24’li (%48.9) az diferansiye ve
5’1 (%10.2) indiferansiye idi. MKI degerlendirmesin-
de 23 hastanin (%469) diistik, 10 hastanin (%20.4)
orta ve 16 hastanin (%32,7) yiiksek idi. Nekroz varli-
&1 degerlendirildiginde 31 hastada (%63.,3) nekroz
tespit edilmez iken, 11 hastada (%22 .4) fokal nekroz
odaklar1 ve 7 hastada (%14.3) yaygin nekroz tespit
edildi. Yirmi bir hastada (%42.8) hemoraji odaklar
vardi. Bir hastada kapsiil riiptiirii, 8 hastada kalsifi-
kasyon, 18 hastada kemik iligi tutulumu tespit edildi.
Immunohistokimyasal degerlendirmede hastalarin
48’1 (%97.9) NSE pozitif, 48’1 (%97.9) sinaptofizin
pozitif idi. Tiim hastalarda CD99 ile boyanma negatif
idi. Shimada smiflamasina goére hastalarin 16’s1
(%32,7) iyi prognostik grupta iken, 33’li (%67.3)
kotli prognostik grupta yer almakta idi. Hastalarin
myc amplifikasyon verilerine ulasamadigimiz igin
degerlendirmede kullanilamamuistir.

Kaplan-Meier sagkalim analizinde Shimada
risk siniflamasina gore iyi prognostik gruptaki has-
talarin sagkalim orani %87.5 iken, kotii prognostik
grupta %66,7 olarak tespit edilmistir (p=0.011)
(Sekil 1).
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Sekil 1. Shimada risk gruplarina gore Kaplan-Meier sagka-
Iim egrisi.

TARTISMA

Noroblastom en sik goriilen ekstrakraniyal solid
tiimor olup, cocukluk cagimalignitelerinin %8-10"unu
olusturur. Etiyolojisi net degildir. Embriyolojik ola-
rak noral krest gelisim bozukluguna bagli gelistigi
diisiiniilmektedir ", Tan1 konuldugu anda hastalarin
%36’s1 1 yasin altinda iken %75°i 4 yas altindadir .
Calismamizda tan1 aninda hastalarin %79,6's1 5 yas
altinda idi. Erkek kiz oraniise 1.2 idi . Calismamizda
ise kizlarda daha sik oldugu tespit edilmistir.

Noroblastom, Ewing sarkomu, non-Hodgkin len-
foma, rabdomyosarkom ve periferal primitif noroek-
todermal tiimorlerinde bulundugu kiiciik yuvarlak
mavi hiicreli timorler grubundandir. Noroblastom,
sempatoadrenal yolu olusturan noral krest hiicrelerin-
den koken alir. Timoriin diferansiasyon derecesi ile
prognoz arasindaki iliski net olarak Beckwith ve
Martin ® tarafindan ortaya konulmustur. Bu konuda
caligmalar devam etse de, Shimada ve ark. @ tarafin-
dan histopatolojik bulgular ile yasin birlikte deger-
lendirildigi simflandirma ile prognoz daha iyi goste-
rilmistir. Bu siniflamada noroblast diferansiasyon
bulgularia ek olarak Schwann hiicresi, perinéral ve
endondral elemanlar gibi stromal bilesenler ve hiicre-
lerin mitoz orani da degerlendirilmistir. Shimada ve
ark. @ caligmalarinda, indiferansiye tiimorlerin sikli-
gini %88 bildirirken, iyi diferansiye tiimorler sikligi
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%8.,5°tir. Ayrica, Shimada siniflamasina gore kotii
prognostik grupta 3-yillik hastaliksiz sagkalimi %41
tespit ederken, iyi prognostik grupta %85 bulmuslar-
dir. Ulkemizde yapilan bir ¢calismada, sagkalim oran-
lart ile Shimada smifi, MKI ve diferansiasyon arasin-
da iligki bulunmamustir . Calismamizda, diferansiye
timor orant %40.9 bulunurken, indiferansiye timor
orani ise %10,2°dir. Calismamizda, iyi prognostik
grupta sagkalim orani %87.5 iken, kotii prognostik
grupta %66,7 olarak bulunmustur. Noroblastomun
uygun histolojik tanis1 ve genetik incelemelerinin
yapilabilmesi icin belli boyutta bir doku gereklidir.
Bunun iginde 5 adet perkutan igne biyopsisi yeterli
gelmektedir 7.

Noroblastom prognozunda dnemli olan diferansi-
asyon, MKI ve n-myc amplifikasyonu birbiri ile ilis-
kilidir **#. N-myc amplifikasyonu ile fazla miktarda
iiretilen myc-n proteini, daha fazla myc-max protein
kompleksi olugmasina neden olur. Bu kompleks ise
hiicre ¢ekirdeginde, hiicrenin diferansiasyonunu azal-
tir ve hiicre proliferasyonunu uyarir. Bu nedenle
N-myc amplifiye eden tiimorlerin diferansiyasyonu
kotii ve proliferasyon indeksi yiiksektir @*%. Bazi
ailesel noroblastom olgularinda PHOX2B ve ALK
gen mutasyonlari tammlanmigtir ©1%10,

SONUC

Bu calismada, noroblastom hastalarimiz degerlen-
dirilmis olup, Shimada siiflamasina gore dagilimlar
ortaya konulmustur. Shimada siniflamasi hastalarda
prognozu 6ngormektedir. Iyi ve koti prognostik
gruplar arasindaki sagkalim farki ve gozlemciler
arast uyumun yiiksek olmasi yaninda terminoloji bir-
ligi agisindan Shimada smiflamasini rutin pratikte
uygulamak oldukga yararhidir.
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