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COCUKLUK CA GI SOLID TUMORLER iNDE KANSER KOK HUCRE
BELIRTECI OLARAK P iWiL2 EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI VE
PiWIL2'NiN BiYOMARKER OLARAK KULLANILAB iLECE GiNiN
GOSTERILMESI

OZET

Giri s ve Amag: Piwil2 (P-element-Induced wimpy testis like ) genficre gekiminde
ve onariminda esansiyel bir role sahip olan arg@nproteinlerinin alt grubudur. Germ
kok hucresinin kendi kendini yenilemesinden, hiud@&ngusi, RNA interferansi,
epigenetik modulasyon ve kromatinin yeniden dizemlkesinden sorumludur. Ayrica
kanser kdk hiicrelerinde sinyal ileti yolaklarindalierasyon ve apopitozisi dizenleyen
anahtar gorevleri vardir. Yapilan ¢gahalarda kolon kanserlerinde, over ve
endometrium timorlerinde, bobrek, gastrointestugapankreas timorlerinde kok hicre

belirteci olarak Piwil2 gdosterilngiir. Bu calsmada amag, cocukluk ga solid



tumorlerinde bir kanser kok hticre belirteci olawif2 ekspresyonunun agtarilmasi ve

biyomarker olarak kullanilabilegain gosterilmesidir.

Hastalar ve Metod: Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi Cocukzl§a ve
Hastaliklar1 Anabilim dali, Pediatri Hematoloji-Oolkji Departmani tarafindan 2000-
2011 yillar arasinda takip edilen, Erciyes Uniitess Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim
Dali tarafindan solid timor tanisi verignwe parafin bloklari givienmis 150 hasta
dahil edildi.immunohistokimyasal yontemler kullanilarak Piwil2iglmnal antikoru ile
solid timdr preparatlar boyandi. Boyanan preparddl Piwil2 boyanma oranlari bir

uzman patolog ve bir pediatri hematoloji uzmarafiaxdan dgerlendirildi.

Bulgular: 150 hastadan ojan calsma grubunda; solid timorlerde Piwil2
immunohistokimyasal boyanmasi ile kanser kok hiitirgkisi ve klinik 6zellikler
karsilastirildi. 30 hasta (%20) noroblastom, 42 hasta (Y28’s timord, 44 hasta
(%29,3) sarkom, 34 hasta (%22,7) ise germ hicighor tanisi alngtl. TUmor
gruplarina goére bakil@inda noroblastom tanisi alan 30 hastanin 11'ind86)%zayif
boyanma, 5’inde (%16,7) orta derecede boyanmadé&'if016,7) kuvvetli boyanma
goruldd. Wilm’'s timorinde ise 42 boyamadan 15'iizépyanirken (%35), orta veya
kuvvetli boyanma goérilmedi. Sarkom tanisi glralan 44 hastanin 10’ unda (%22,7)
zaylif boyanma, nde (%11,4) orta derecede boyanma, 4’Unde (%%d)kuvvetli
boyanma gorildi. Bu grupta osteosarkom vakalariisdl?2 ile kuvvetli boyanma
digerlerine gére anlamli idi. Otuzdoért germ hucrelntir dokusunun boyanmasinda
6’sinda (%17,6) zayif boyanma, 6’'sinda (%17,6) aaterecede boyanma ve 6’sinda
(%17,6) kuvvetli boyanma goéruldiNoroblastom ve germ hicreli tumor gruplarinda
orta ve kuvvetli Piwil2 boyanma paternigdr tumor gruplarina gore anlaml yiksek idi
(p<0,05). Germ hucreli timorde hem nukleer hem sitopl& patern gorulirken ger

tumorlerde sitoplazmik boyanma paterni goraldu.

Sonug: Cocukluk c& solid tumorleri igerisinde noéroblastom ve germcrali
tumorlerde istatistiksel agcidan anlamh Piwil2 gdizigi goraldd. Bu durum o6zellikle
kok huacrelerin germ hicrelerde olmasi ve Piwil2'marm hcrelerde ilk kez tespit
edilmesi ile aciklanabilir. [Fer timorlerde sadece stoplazmik boyanma varken germ
hicreli timoérlerde hem nikleusta hem de stoplazntemy@nma goraldi. Nikleusta

boyanma olmasi ise Piwil2’'nin germ huicre geli ve dongistnde roli olmasindan
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kaynaklanabilir. Noroblastomda yakik 1/3 vakada belirgin Piwil2 ekspresyonu, zaten
prognozu kotu ve tedavisi sikintili néroblastom alak igin anlamli olabilir. Sarkom
grubunda osteosarkom vakalarinda tespit edilenndnIRiwil2 pozitifligi, bu grupta
tedavilerdeki zorluklardan dolayr anlamli olabiliflging olarak Wilm’s timori
vakalarinda, Piwil2 normal bébrek dokusunda batliiglenirken, timoér 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 g&solid

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) bejsnto a subgroup of
argonaute proteins, which has an essential rolgerm cell development and repair.
Piwil2 is associated with cell cycle, RNA interfeoe, epigenetic modulation and
chromatin rearrangement in the regeneration of getem cell. In addition, it has a
pivotal role in the regulation of proliferation, cirapoptosis in signaling pathways in
cancer stem cells. Recent studies reported thatZPinas been demonstrated as a stem

cell marker in colon cancers and ovarian endoniggestrointestinal and pancreatic

Xi



tumors. In the present study, we aimed to evaltigeexpression of Piwil2, as a cancer
stem cell marker in childhood solid tumors, to desteate the availability of Piwil2 as

a biomarker.

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

pathologist and pediatric hematologist.

Results: The clinical characteristics and features of PiwitBmunohistochemical
staining, and cancer stem cells in the study grthat consisted 150 pateint were
evaluated. . 30 patients (20%) were diagnosed métiroblastoma, while 42 patients
(28%) have Wilm’s tumor, 44 patients (29.3%) hazreema; 34 patients (22.7%) were
diagnosed with germ cell tumor. Assessment ofttineor sub-groups showed that, of
30 patients with neuroblastoma, there was wealknistaiin 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 stainirdgi(85.0%), but no moderate or strong
staining. Of 44 patients with sarcoma, it was seéen there was weak staining in 10
(22.7%), moderate staining in 5 (11.4%), and stretagning in 4 (9.1%). In the sarcoma
group Piwil2 staining was stronger in the patientth osteosarcoma. .Of 34 patients
with germ cell tumor, there was weak staining i1§16.6%), moderate staining in 6
(17.6%) and strong staining in 6 (17.6%). The stgimates were statistically significant
in neuroblastoma and germ cell tumqgrs @,05). Both nuclear and cytoplasmic staining
patterns were observed in germ cell tumors, whepedscytoplasmic staining pattern

was observed in other tumor types.

Conclusion: Among the solid tumors of childhood, significantwl2 positivity was

observed in neuroblastoma, and germ cell tumorss fiilding can be explained that
cancer stem cell in these tumors are associatddgeitm cells, and Piwil2 expression
was previously shown in the germ cells. Stainireswbserved in both nucleus and

cytoplasm in germ cell tumors while only cytoplasrstaining was observed in other

Xii



tumor types. The presence of nuclear staining neagelated to the role of Piwil2 in
germ cell development and cycle. In the patienth 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, sigaificPiwil2 expression was observed
in the pateins with osteosarcoma, which has treatmegractory, and dismal prognosis.
Interestingly in cases of Wilm's tumor, significdiwil2 was observed in the normal
kidney tissue, whereas Piwil2 expression was raveserved in the tumor tissue. Piwil2

expression can be used for determining the surgieagjin in further studies .

Keywords: Piwil 2, cancer stem cell, biomarker, solid tumof€hildhood.
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1. GIRIS VE AMAC

Gelisen kok hiicre ve molekiler biyoloji cgnalari sayesinde kanser etyopatogenezinde kok
hiicre cajymalari 6nem kazanmaktadir. Son geilen hipotezlere gore kanserin timor
dokusunda olgan kok hicrelerden kdken gt 6ne sdrilmektedir (1). Kanser kok
hiicrelerinin, kanseri R&atan, ilerleten ve klasik tedasgekillerine direng geftirmesinden
sorumlu olan ve cerrahi veya kemotereapi sonrdspseve metastazi @ayan hicreler
oldugu disunulmektedir (1, 2, 3).

Insanda bulunan doku veya hiicrelerin birtakim eksogya endojen uyaranlarla uyariimasi
sonucu aktive olan kanser kok hucreleri normal deveden hucre siklusunu bozup
programlanmy hiicre 6liumi olan apoptoz kontrolden cikar ve oskidj aktivite balamis
olur. Tumor olgum ve yayllim safhasina kadar gda olaylara ¢cok sayida medyat6r aracilik
etmektedir. Butin bu olaylar dizisinde skangic noktada bulunan kdk hucrelerinin tespit
edilmesi hastain teshisinden tedavisine kadar hefaenada aydinlatici olacaktir. En 6nemli
faz olan tghis noktasinda kok hicrelere 6zgl ve saptanabileiypomarker ile timaorin

tespit edilebilmesi mumkun olabilir (2,3).

PIWIL2, kelime anlami olarak “P element induced wimmstis-like2” kelimelerinden
olusmaktadir. PWIL2 fare ve insanda piwi gen ailesinin tyesidir (%,%). Ozellikle testiste
exprese edilir. Toplam 973 aminoasiddensofuve 100-110 kiloDalton (kd)garligindadir.
PAZ ve C terminal olmak Uzere iki kisimdan ghaktadir. PAZ alani 384-496 aminoasidden
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olusur. C terminal kismi ise 668-959 aminoasiddensmlktadir. C terminal alani hiicre
RNA'sI ile etkilamektedir. (6,7)

Piwil2 germ hiicrelerde exprese edilir. Ozellikleeqmayotik ve erken mayotik germ
hicrelerinde ve géli kanser kok hicrelerinde Uretilmektedir.(9) Nmal hicrelerde ve
inflamatuar hicrelerde bulunmaz. Germ hiicrelerdsizdirsekilde beklerken, hiicre siklusu
genlerinin ekspresyonu inhibe ofglu zaman normal kok hicre proliferasyonunu deprese
etmek icin ortaya cikar. Piwil2 ekspresyonununsaripoptozu baskilamaktadir. Bununla
korele olarak Piwil2 proteininin kaybi hicreggdma hizi ve bolinme kapasitesinin azalmasi
ile sonuc¢lanmaktadir. Piwil2'nin ffa seminomat6z timorler olmak lGzere insanda prostat
meme, gastrointestinal sistem, over, endometriyiarede ise meme, rabdomyosarkom ve

medulloblastomda exprese edfidgdsteriimitir. (8)

Cocukluk ¢&i solid timdrleri icinde néroblastom, rabdomyosank&Vilm’s timorid ve germ
hacreli timoérler 6nemli bdliumd ojturur. Bu hastalarin erken tani alabilmeleri, bu
hastaliklara igkin bulgu ve belirtilerin bilinmesi ve hizla tanigadilmesi ile mamkundur.
Ulkemizde ¢ocuk hastalarin go ileri evrelerde tani almaktadir. Kanser kok hiisedirteci
olan Piwil2'nin solid timorlerde gosterilmesi erkimi, tedavi, timaoriin relapsi ve metastazi
acisindan 6nemlidir. Tumér dokusunda bulunan héomieh sadece bir kismi kok hicre
Ozelligindedir ve bu hicreler kemoterapi vesel tedavisekillerine direnclidir. Kanser kok
hicreleri ile Piwil2 proteini ikkisi gosterilerek, timorin daha kolay tani almasitedavi

sonrasi nuksin ve metastazin gplgelismeyecgi anlasilabilir. (2)

Bu calsmada amac¢ cocukluk gasolid tiumorlerinde immunohistokimyasal yontenderl
Piwil2 ekspresyonunu gosterebilmektir. Boylece rétérde ilk kez cocukluk @ solid
tumorlerinden néroblastom, Wilm’s timort, rabdomgm®m ve germ hucreli timorler icin
Piwil2 ekspresyonlari belirlenmiolacaktir. Bu capmada c¢ocukluk ga tumorleri igin
Piwil2'nin bir kanser kok hiicre belirteci olarakllanilabilecei ve Piwil2 ekspresyonu ile bu

tumorlerin klinik ve progrnostik 6zellikleri araglaki iliskiler aydinlatiimasi amaclandi.
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2. GENEL BILGILER

Her yil dinyada 10 milyon yeni kanserli hasta tdammaktadir. Kanserler her yil 6 milyon
insanin 6limine neden olmaktadir. Dunyadaki tummédéin %12 si kanser sonucu
olmaktadir. Gelimis Ulkelerde kanserden 6lim kardiyovaskiler hastlddn sonra en sik

ikinci nedeni olarak gérulmektedir (7).

Cocuklarda kanser gorulme sild5 yg altinda milyonda 110-150 arasindadir. Ulkemizde 0-
14 ya grubunda her yil 2,500-3,000 civarinda kanser swika gorilmesi beklenmektedir.
Cocuklarda kanser gkinlere kiyasla daha nadir olup, tim kanserlerir0%i 15 yaindan
kicuklerde gorilmektedir. Bununla birlikte, tedaesarisinin ytksekfii ve cocuklarin
beklenen ygam siresinin uzunfiu erken ve etkin tedaviyi, yam Kkalitesini, psikososyal

yaklasimi daha da énemli hale getirmektedir (8).

Cocukluk ¢c@i kanserleri icinde 16semi ve lenfomalar en sikiggm kanser tipleridir. Losemi
ve lenfomalardan sonra sirasiyla santral siniesistimorleri, néroblastom, yursak doku

sarkomlari, Wilm’s tumoru, kemik timorleri ve gefriacreli timorler gelmektedir (8).

Ulkemizdeki ve Amerika Birlgk Devletleri’ndeki cocukluk ¢g kanserlerinin dalimi

asagidaki gibidir.
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ABD’de cocukluk ¢caginda gorilen kanserlerin siklik sirasina gore dglimi soyledir:
- Losemiler %30

- Santral sinir sistemi timorleri %19

- Lenfomalar %13

- Noroblastom %8

- Yumuwak doku sarkomlart %7

- Wilm’s timaort %6

- Kemik timorleri %5

- Diger tumorler %12 (Retinoblastom, Germ hicreli tirGriKaracger kanserleri ve ger
kanserler) (7,10)
Ulkemizdeki d&ihm ise tablo 1’de verilngtir. Lenfomalar ikinci siklikta goriilmektedir (8).

Tablo 1. Turk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)/Turk Pediatitlematoloji Derngi (TPHD)
Pediatrik Tumor Kayitlari, 2009-2011. Tani Gruptami Dgsilimi (8)

TOUmor 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 timéorleri 265 6,6
7 Germ hcreli timorler 233 5,8
8 Renal timorler 215 5,3
9 Retinoblastom 140 3,5
10 Diger malign epitelyal tiimorler ve melanom 96 2.4
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11 Hepatik Tumorler 65 1,6

12 Diger malign timorler 15 0,4

Toplam 4042 100,0

2.1. COCUKLUK CAGI SOLID TUMORLER T

Bu calgmada cocuklarda lenfomalar ve beyin tumoérlergirdla kalan solid tumorler

calisiimistir.
2.1.1. Noroblastom

Noroblastom adrenal medulla ve sempatik gangliolalagorilen ve ilkel néral krest
hiicrelerinden orijin alan bir tumoérdir. gair tumorlerle kanlastirldiginda primer timoran,
metastatik hastalin ve paraneoplastik sendromlarin farkli klinik ggatasyonu olabilir.
Spontan regresyonlar (benign haglfarklilgsma) ve buyuk cocuklarda prognozun koéta
seyretmesi, noroblastomun farkh davedemna ornek olarak verilebilir. Tum cocuklukga
malignitelerinin %8-10 kadarini ajturur. Prevalansi 7000 canh glonda 1'dir. Onbg yas
alt cocuklarda yillik insidansi ortalama milyonti@’dur. Tani %36 olguda 1 ya altinda,
%75 olguda 4 yan altinda, %90 olguda 10 ga altinda konulur. Erkek/kiz orani 1,2'dir
(11,12).

Cevresel faktorlerin etyolojide major roli gostemiemstir. Hamilelikte ila¢ kullanimi,
kimyasallar, virUsler ve radyasyonla gucligklsi yoktur. Daha ¢ok embriyolojik olarak noral
krest gelsim bozukliguna bah gelistigi distinilmektedir. No6roblastomlu hastalarin bir
boliminde bu hast@in gelsiminde bir yatkinlik oldgu ve bu yatkinhkta kalitimin otozomal
dominant bir yolunun bulungu gésterilmgtir. Tim ndroblastomlu hastalarin %22 kadarinda
germinal mutasyon oldw disintlmektedir. Noroblastomdaki genetik eaialarla 16.

kromozomun kisa kolunda kalitsal yatkinlik bolgespit edilmgtir (11).

Noroblastom sempatoadrenal yolda noral krest héignelen gekir. Noroblastomlarin
kaynaklandil bdlgeler spinal sempatik gangliyon ve adrenalniadin hicrelerini iceren
sempatik sinir sistemidir. Maturasyon ve diferaasiona goére 3 klasik histopatolojik 6gne
vardir. Néroblastom malign; ganglionéroblastom hgen; ganglionérom tam farklgenis ve

benign grupta yer almaktadir.
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N-myc (Noroblastoma miyelomatosis onkogeni), néastdm icin kot prognoz goéstergesi
olan bir belirtecdir. N-myc ekspresyonunun g@rthiicre siklusu progresyonunu ve DNA
sentezini artirir. Noroblastom tedavisinde kullanil farmakolojik ajanlarin  n-myc
ekspresyonuna etkisi tam olarak agiklanngaimi Kullanilan sitotoksik ajanlar bir miktar

ekspreyonu azaltasa da amplifikasyon ayni kalmaktad

Noroblastom sempatik sinir sisteminin bir timorusé@rsempatik ndral yol boyunca herhangi
bir yerde gorulebilir. Cgunlukla primer tumoér abdomende gorulir (%65) ve yaggin
cocuklarda (%40) bebeklere gore (%25) biraz dahaektir. Ayrica bebeklerde servikal ve
torasik primer timoér daha fazla gordlmektedir. Yl %21 hastada primer tumor
saptanamayabilir. Tani aninda olgularin %75 kadarimetastaz mevcuttur. Metastaz,
lenfatik ve hematojen yolla ajur. Lokalize tumorli hastalarin %35’inde bolgessiflnodu
metastazi gorulebilir. @er bolgelere metastaz olmaksizin bu durumun goilnig
prognozdur. Hematojen yayilim, siklikla kemikgili kemik, karagter ve deri (subkutan
doku), nadiren akger ve beyin parankimine olur. Ak@r ve beyin parankimine metastaz
genellikle relaps ve son dénem hastalikta gorilinik bulgular timoérin primer anatomik
bdlgesi veya metastaz yaptbolgeye gore digsmektedir.

Abdominal kitle varlgl, lokalizasyonu ve boyutu, hepatomegali, lenf no@wligl, Horner
sendromu, ataksi, opsomyoklonus varldikkatli bir sekilde aratirilmalidir. Goérintileme
yontemleri duiz radyografi, kalsifiye abdominal &itteya posterior mediastinel kitle vgrhin
arastiriimasi amaciyla istenmelidir. Abdominal USG venkputerize tomografi, abdomen,
pelvis, posterior mediasten goruntilemesi igin, nedig rezonans ise paraspinal lezyonlarin
degerlendiriimesi acisindan faydalidir. Meta-iyodoh&nmanidin  (MIBG) sintigrafisi;
evreleme ve tedavi cevabini ggelendirmede kullanilabilcek sintigrafik yontemdiskelet
survey ve kemik sintigrafisi kemik metastazingeidendirmede kullanilabilir. Kemik i

aspirasyonu ve biyopsisi kemikglitutulumunu dgerlendirmek icin yapiimahdir (11,15).

Noroblastom tutulum yerleri ve cerrahisine goreeéamir. Noroblastom da evre hasgah

tedavisi ve prognozu ile gkilidir.
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Evreleme (International Neuroblastoma Staging system-INSS)

Evre 1: Makroskobik olarak tam cikarilgniokalize timoér (mikroskobik rezidi olsun veya

olmasin)

Evre 2A:. Makroskobik olarak tam cikarilamamiokalize timor, ayni taraf lenf nodu

tutulumu yoktur.

Evre 2B: Makroskobik olarak tam veya kismen cikawgllokalize timorle birlikte ayni taraf

lenf nodu tutulmstur.

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,

karacger ve/veya kemik ifii tutulumunun olmasidir (kemik metastazi olmak9@i8,14)

Patoloji; Kiguk-yuvarlak-mavi hicreli tumorler grubundadiru Byrupta; No6roblastom,
Ewing sarkomu, non-Hodgkin Lenfoma, Wilm’s timoéréi kabdomyosarkom bulunmaktadir.
Kuguk, homojen, yuvarlak hiicreler arasinda néropiktir. Eosinofilik noropil gevresindeki
noroblastlar "Homer-Wright pseudorozet’lerini g@urur. Ganglionéroblastom: Histolojik
bulgulari néroblastom ve ganglionérom’un bulgulabirlikte iceren heterojen bir timordur.
Diffuz veya fokal olabilir, fokal ganglionéroblasto daha agresifdir ve néroblastik
komponent MYCN amplifikasyonu ggyabilir. Ganglion6rom: Tamamen diferansiye beniyn
tumordar. Matir ganglion hucreleri, noropil ve Semm hicreleri timortu ofturur.
Noroblastomu ¢ocukluk ganin diger “kicguk, mavi, yuvarlak hicreli timor’lerindendsee
Istk mikroskobu ile ayirt etmek zordur vegdr teknikleri gerektirir.immunhistokimyasal
analiz ile timdr hicreleri sinaptofizin ve NSE (arspesifik enolaz) (+) bulunur. Elektron
mikroskopik bulgular da tipiktir.
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Tedavi; Evre 4S hastalik giinda, timoérin en az %90’nini givenle cikartmak miimske,
tanida timor eksizyonu yapilmaligdr durumlarda biyopsi ile tani konulmalidiget cerrahi
sonrasi rezidiel tumoér kaldiysa kemoterapi sirasiaitnmeli ve kemoterapi sonrasi kalan
rezidiel timor ikincil cerrahi ile ¢ikariimaldiNoroblastomda metastatik hastalik sikli
yuzinden radyoterapinin (RT) kuratif etkisi sidrtt Kabul edilmg timor 6ldurict doz 15—
30 Gy'dir ve bu doz hastanin gratimoérin yerlgm yeri, volimua ve lokalizasyonuna gore
degisir. Son vyillarda 6zellikle ge¢c yan etkileri arttiaoian hastalik kontroliindeki gzainyi
arttirmak amaciyla hiperfraksiyone RT artan siklikullaniimaktadirKemoterapi 6zellikle
orta ve yuksek risk grubundaki hastalarin ya daiklirisk grubu olup hayati organlarin
tutulumu nedeniyle cerrahi tedavinin uygulanamiadigularda temel tedavidir. Kemoterapi
protokolleri hastanin risk grubuna goére belirlentedit. Son zamanlarda 6zellikle relaps
noroblastom vakalarinda metaiodobenzylguaniding@3lIMIBG) tedavisi uygulanmaktadir.
Intravenoz yolla verildikten sonra timdér dokularafandan absorbe edilir ve timaor hicreleri
olduralar. Normal dokulara ise segisi olarak zaraermemektedir. Kemoterapi ile
kiyaslandginda yaam kalitesine daha az negatif etkisi bulunmaktét4). Evre 4 vakalarda
kemik iligi nakli bu hastalarin prognozlarini artirmakta@ununla birlikte néroblastomlarda
tedaviye cevap Ozellikle ileri vakalarda iyi @ldir ve prgonoz koétudir. Bu nedenle yeni

tedavi yontemlerine ihtiyag¢ vardir.

2.1.2. Wilm’s Tumori

Cocukluk cg&inda gorulen primer bobrek timdrleri, Wilm’s (ndftastoma),seffaf hicreli
sarkom (clear cell sarkom), bolne rabdoid timord, konjenital mezoblastik nefromenal
hiicreli sarkom ve renal meduller karsinomlardir.lnfs timort ¢ocukluk ganda en sik
gorulen bébrek timaori olup, Wilm'sgiprimer bébrek timarleri ise tim bébrek timaorlerin
%10’dan azini olgturur. Wilm’s timaoria multidisipliner yakkamla buyik oranda kari ile
tedavi edilebilen cocukluk gakanserlerinden birisidir. Gecgté yalnizca cerrahi ile tedavi
edilen hastalarda % 8’lerde olarsgen oranlari ginimuzde %90‘in Uzerine ¢igmi Pek ¢ok
pediatrik timdrde oldgu gibi Wilm’s timérinde de yam oranlarindaki bu asgtiozellikle
etkin kemoterapi kombinasyonlarinin kullaniimasygun destekleyici tedaviler, cerrahi ve
radyoterapi tekniklerindeki ilerlemelerin birlikigl ile elde edilmgtir. Wilm’s tUmori
tedavisi cocuk onkolojisi alaninda 6nemli birsaaya sahip olmakla birlikte ginimuizde

birden fazla Ulkede c¢ok merkezli gaha gruplarn halen tedavi protokolleri Uzerinde
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calismakta ve yuksek kir oranlarinin korunmasi ve artasi yaninda, yam siresi uzayan

hastalarda ortaya ¢ikan tedaviyglbgec yan etkilerinin azaltilmasina gallmaktadir (16,17).

Wilm’s timoérd tim cocukluk ga malign timoérleri icinde yakkak %6 siklikla goralir.
Vakalarin % 98'i 7 ya altinda olup hastalik en sik 3-4sta ortaya cikar. Tek tarafli ve iki
tarafli tumor varlgl farkh epidemiyolojik 6zelliklere sahiptir. Telatafli hastafia gore iki
tarafli hastalik daha erkengjarda ortaya c¢ikar. Turk Pediatrik Onkoloji Grubum(TPOG)
Ulusal Wilm’s timori cabmasina dahil olan 16 yaltindaki 131 hastanin incelenmesinde
gelismesi arasinda gomdan 6nce veya gamdan sonra bir gki gosterilememitir (16).
Genetik ve herediter risk faktorleri bazi hastarkh gelsmesinde rol alabilmektedir. Wilm’s
tumorli cocuklarin % 1-2’sinde bir veya daha cokiganda ayni kanserler gortlebilir. Bu
cocuklar aileden gelen bir anormal genden dolayimVgi timaor gelgsme riski tgiyabilirler.
Wilm’s timora ile dgum anomalileri arasinda gucli birski vardir. Wilm’s timorli
hastalarin yakkak %10'nu dgumsal anomalilere sahiptir. Bunlar aniridi, heméripofi veya
hizli biyime sendromlari ve genitolriner anomaliteHastalarin % 0,5’inde at nali bobrek
anomalisi de gorulebilir. Hipospadias, kripidizm ve renal flizyon anomalileri Wilm’s
tumoru ile birliktelikleri % 4,5 oraninda goruleemytolriner anomalilerdir. Kriptgidizm ve
Wilm’s tumoru olan hastalarin dortte birinde WTI1ngmutasyonu vardir. Hemihipertrofili
hastalarda Wilm’s timaort geine riski %3-5 arasindadir. Anomalisi olan ¢cocuklalk 6 yil

3 ayda bir, daha sonra vicut gethi tamamlanana dek yilda bir abdominal ultrasoafigle
izlenmesi 6nerilir. Bu yontemle gedibilecek bir timdorin erken evrede tani almasi mimku
olacaktir (16,17).

Hastalarin ¢gu rutin doktor muayenesi sirasinda, banyo yapkeh veya giydirilirken
tesadufen farkedilen kitle veya kaniligi ile getirilir. Karin grisi, makroskobik hematdiri,
yuksek atg, kabizlik veya kilo kaybigik eden dger bulgulardir. Fizik incelemede karindaki
kitlenin yerleimi ve blyuklEiune dikkat edilmelidir. Genellikle karinda solunantiareket
etmeyen, grisiz, buydk kitle palpe edilir. Fizik incelemedglenomegali veya noéroblastom
ile karsabilecgi unutulmamalidir. Solunumla hareket etmemesi WSIMimorunin ayirt
edici bir Ozellgidir. Renin aktivitesinde aka bali olarak yaklalk %25 hastada
hipertansiyon olabilir (18).
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Radyolojik inceleme kar bdbregin durumu, inferior vena kava ve kalpte trombuispolu
olmadginin ve akgierlerde metastazin gosteriimesi amaciyla planlammallk tercih edilen
radyolojik inceleme genellikle abdominal ultrasoradgolup kitlenin kokeni, boyutlari kistik-
solid Ozellikleri, doppler USG ise renal ven veeinbr vena kava gibi buyik damarlarin
durumu ve kan akimi hakkinda bilgi verir. Kontrastllanilarak yapilan abdominal
bilgisayarli tomografi (BT), USG ile edinilen bilgre ek olarak boébreklerin fonksiyonu,
icerdikleri kiicuk lezyonlar, kitle uzanimi ve kemyapilar ile ilgili daha ayrintil bilgi verir.

inferior vena kavanin acigh mutlaka dgerlendirilmelidir (18).

Tedavi; Hastalgin evresi ve tumorin histopatolojisi iki ana riskkt@oradir. Tum

calismalarda tedavide amac¢ en yuksekaya oranlari yaninda en gik morbiditeye neden
olacak tedavi yakkamlarinin uygulanmasidir. Wilm’s timorl hastalayggam oranlarinda
ulusal ve uluslararasi canalarla 6nemli ilerlemeler olmgtur. Bu alanda “(NWTS)”, 6nce
primer nefrektomi, ardindan adjuvan kemoterapi waelyoterapi verilmesini 6nerirken,
“International Society of Pediatric Oncology (SIOPyrubu preoperatif kemoterapi
verilmesini, daha sonra nefrektomi yapilarak postapf histolojik tani ve evrelendirme ile
kemoterapinin planlanmasini Onerir. Preoperatifatedle disuk riskli hastalarda cerrahi
sirasinda tumor riptard olagilidistrilerek morbiditenin azalgh ve s& kalim oraninin

disUk oldusu bildiriimektedir (19).

Evreleme; Hastalgin evresi dgrudan yaam ile iliskili oldugundan d@ru evreleme hastanin
dogru tedavi plani igcin ¢cok dnemlidir. Bu nedenle denee calgmalari, klinik ve radyolojik
bulgular, cerrahi bulgular ve histopatolojinin Bkté deserlendirilmesi ile cabuk ve gou
yapilmalidir. Tumorin zedelenmeden cerrahi sinmisgatif olacalsekilde tam c¢ikartiimasi
cok dnemlidir. Hasta@in kesin evrelendirmesi cerrahi sonrasinda bekreanatomik tumor

yayilimina goére yaplilir.
Wilm’s timartinde “(NWTS)”, ye gore evreleme kritetil ssagida verilmitir (20).

Evre |: Bobrekte sinirli, tumor tam cikgncerrahi sinirlar negatif), renal kapsul veya sinu

damarlarinda tutulum yok (intrarenal damar tutukiabilir)
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Evre II. Bobrek dyina cikmg, renal kapsuli ve/veya perirenalgydokusunu penetre etgni
veya renal parankim gindaki renal sinis damarlarina invazyon yapama tam rezeksiyon

yapilms (cerrahi sinir ve lenf nodu negatif)

Evre Il Ameliyat sonrasi gozle gorulir veya mikkobik timoér var (vital yapilara
infiltrasyon nedeniyle tam rezeksiyon yapilamgneerrahi sinirda tumor var, intraabdominal
veya pelvik lenf nodu metastazi var, operasyon €inde veya sirasinda tumor peritona

yayilmis veya timor trombusu parcalagnoiabilir.

Evre IV: Hematojen metastaz (genellikle @ar) veya karin ve pelvis gnda lenf nodu

metastazi

Evre V: Tani aninda her iki bobrekte Wilm’'s tumdhier iki bobrek yukaridaki kriterlere gore

ayri ayri evrelenir)(20)

Patoloji; Wilm’s timaru primitif metanefrik blastemin ggimindeki bozukluklar sonucunda
ortaya clkan embriyonal bir neoplazmdir. g@olukla soliter tek lezyorseklinde goérilen
Wilm’s timorua %6 iki tarafli, %12 oraninda ise tbkbrekte birden fazla odakli olabilir.
Wilm’s timori ¢ok nadir olarak bdbreksthda genellikle retroperitoneal olarak da ygrte
gosterebilir. Wilm’s timori blastemal, stromal \m@telyal komponentleri olan embriyonal ve
trifazik 6zellikte olup bu alt gruplarin her birarkli histolojik yapi ve farklilgma 6zellikleri
gosterebilir. Hakim olan hticre tipine gore de hpstimlojik alt grup tanimlanir. Histopatolojik
alt tiplerin tanimlanmasinin klinik seyir ve prognioakimindan énemi vardir. Wilm’s timori
histopatolojik dgerlendirmede anaplazinin varolup olmamasina gdréfayorable) ve koétu
(unfavorable) histolojili olarak iki grupta tanimlg. Anaplazi varky tamorin ‘koétu
histolojili’ oldugunu gosterir. Anaplazi %5 oraninda gorulir, gikyesla birlikte artar. Ktguk
bebeklerde nadiren gortlirken Syestinde siklik%10’a yukselir (21).

Tedavi Sonuglari ve Prognostik Faktorler; Ginumuzde ¢ok merkezli ¢gnalarda Wilm’s
tumorinde tim hastalarda genelsaa hizlari %90'In Uzerinde bildirilmektedir. Evre 4
hastalarda bile yam oranlari % 80 ve Uzerinde olup tani aninda rtegtlkshastalgl olan
hastalarda y@am % 80 ve bilateral hastalikta ise %73 olarakitiidektedir. Yiksek riskli
hastalarda ve tekrarlayan hastalik sonrasindaaissrmyoranlari %50’ye dinektedir. Tedavi

yontemlerinin cok etkili olmasi sonucunda progrnogiostergelerde d@eskenlikler olsa da
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tumorun evresi ve buytlkgii, histopatolojik 6zellikler (anaplazi vagl), lenf nodu metastazi
ve cevre yapilara invazyon durumu prognostik patestexr olmakla birlikte en 6nemli
prognostik gostergeler evre ve anaplazi gatir. Tani aninda 2 yaaltinda olan vakalarda
prognozun daha iyi oldw bildiriimisse de etkin tedaviler ile son yillarda hastsirya 6nemi
azalmstir. GUnumuzde yeni biyolojik prognostik gostergdlzerinde caymalar artmy olup
169 ve 1p'deki heterozigosite kaybinin ve ayricapdmidi varliginin kot prognoz ile iikili
oldugu bildirilmistir (21).

2.1.3. Sarkomlar

Bu grup icerisinde yunyak doku ve kemik kaynakl sarkomlar incelegiini

Rabdomyosarkom

Yumusak doku sarkomlari, primitif mezenkimden kaynaklar@zgili veya diz kas, sinir,
yag, damarsal dokular ve gir destek dokulara farklgma potansiyeli gosteren heterojen bir
grup malign hastaliktir. Yungak doku sarkomlari tim cocuklukgkanserlerinin %8-10'unu
olusturur. Rabdomiyosarkom cocuklarda en sik gorulemuygak doku sarkomudur ve
cocukluk cg@ yumwak doku sarkomlarinin yaridan fazlasinistdwur. Rabdomiyosarkom
cocukluk ¢c& malignitelerinin %5-8'ini olgturur. Ortanca gorulme ye5 yagtir; 2-6 ve 15-19
yas arasinda iki pik yaparlar. Erkeklerde, kiz ¢cocuttéan biraz daha fazla gorular (22).

Tumoruan yerlgim yerine gore farkli belirti ve bulgular gorulGEn sik bulgu ¢gunlukla
agrisiz olansisliktir (22,23).

Rabdomiyosarkom vicudun herhangi bir bélgesindayartcikabilir. Siklik sirasina gore
primer yerlgim bdlgeleri ba boyun (orbita, paramenengeal, orbita ve paramesarugi bag
boyun), genitouriner bolgeler (erkeklerde parakéddr, mesane, prostat, kizlarda vajen,

uterus ve dier) ve ekstremite sayilabilir (22,23).

Patoloji; Rabdomyosarkom embriyonal mezenkimden kaynaklaeamzgili kasa farklilgma
potansiyeli gosteren malign bir timdrdir. Ancakgdizkas olmayan yerlerde de goralir.

Horn ve Enterline’a gore histolojik alt gruplgiyledir:
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1. Embriyonal

2. Botrioid (embriyonalin alt tipidir)

3. Alveolar

4. Pleomorfik

Tedavi; Cocukluk ¢cg&inin en sik gorulen yunsak doku timoérd olan rabdomiyosarkomlarda
cerrahi ve/veya radyoterapiden ga lokal tedaviye, sistemik kemoterapinin eklenmikesi
sggkalim % 20’lerden % 70’lere cikitir. TUmorin yerlgm yeri, evresi, histopatolojik alt

tipi ve hastanin yg@ dikkate alinarak cerrahi, kemoterapi ve radygiesggulanir (24).

Osteosarkom

Osteosarkom ve Ewing ailesi tumorleri ile gocuklgigl kemik kanserlerinin %6’sini
olusturur. Ulkemizde 15 ya altinda her yil yakkak 150 yeni osteosarkom olgusu
beklenmektedir. Pediatrik onkolojideki tim getielere kagin, osteosarkomdaki gekalim
hizlarinda son 10 yilda belirgin gleiklik yoktur (25).

Ergenlik doneminde gorilme siglidorusa ulgan bu timor, iskelet buyimesinin hizli ofgu
yaslarda siktir. Dolayisiyla ergenlik dncesi osteosarkolgulari daha az beklenmektedir.

Hastalar genelde erkek ¢ocuklar olup uzun boylztyg5s).

Hastalar ortalama 3 aylik belirti ve bulgularla tda bavururlar. En sik olarakgu (%90),
kemikte sislik (%50), hareket kisithifii (%45) ve patolojik kirik (%8) gorulir. Bazen uzun
kemiklerin hizli bayimesi ve eklem eflzyonu nedknigklemsisligi de goérulebilir. En
onemli tutulan alanlar yik binen ekleme yakin tébiddemiklerin metafizleridir: Femur distal
(%50), tibia proksimali (%25) ve humerus proksim@&il10), fibula proksimali (%5) ve cene
sik tutulan bolgelerdir. Nadiren diafizlerden demtir baglayabilir. Osteosarkomda genel
olarak baka metastaz odaklari aranmaz. Hastallk metastazedegse akgerle

O0zdslesmistir ve ileride rekirensler buradan olur (25).
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Patoloji; Osteosarkom, osteoid Ureten bir tumordir. Anajdastomal hicrelerin ve onlarin

Urettigi osteoid uretiminin gosterilmesi tani koydurucuds).

Tedavi; Osteosarkom tedavisinde cerrahi ve kemoterapi @uodmlidir. 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 kemoterapgeklindedir (adjuvan veya post-operatif). Osteosartta radyoterapinin
sazaltici 6zellgi yoktur. Olabilmesi icin 80 Gy ve Uzeri dozlar gkir ki, bu da olasi dgdir
(26).

Ewing sarkom

Ewing sarkomu, osteosarkomdan sonra en sikilagitan primer malign kemik tumorudur.
Hastalarin %75’i, tani sirasinda ilk iki dekattaorgéalama 13 y@anda olup nadiren 30 yan
uzerindedir. Ewing sarkomu her kemiutabilir. Kemigin meduller kanalindan c¢ikan bir
tumordar. Yapilan agairmalar timoérlerin %53’Gnidn ekstremitelerden, %&in ise santral
aksisten kaynaklangini, ekstremite tumdrlerinin %52’sinin distal %48h proksimal
oldugunu, santral aksis tumorlerinin %45’inin  pelviste?34’Gnin g@us duvarindan,
%12’sinin omurga veya paravertebral bolgeden, %a®wubg boyun bdlgesinden c¢ikiini
gostermgtir. Genetik altyapi olarak neredeyse tim kicukaylak mavi hicreli timoérlerde

22012 bolgesindeki EWS genini ilgilendiren resi@bkir translokasyon vardir (27,28).

Agn vesislik en sik rastlanilan semptomdurgrh baslangicta araliklidir ancak zamanla ciddi

ve surekli bir hal almaya blar (29).

Primer timaorin yerini ve buyukiini tayin edebilmek optimal lokal tedavinin plantzasi
ve uygulanabilmesi agisindan ¢ok onemlidir. Bu dmdwastakgin evreleme incelemeleri
olarak duz grafiler, primer bdlgenin MR gorintilesne akcger BT'si ve kemik

sintigrafilerinin yapiimasi gerekmektedir (29).

Patoloji; Ewing sarkomu, klasik olarak; ganiabakalar, biyik yuvalar cftwran, Gniform,

ufak, hticre sinirlari belirsiz, dar soluk sitoplampoligonal htcrelerden alur (30).
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Tedavi; Tedavi protokoll, genellikle lokal ve sistemik kailerin 1siginda belirlenir.
Sistemik kemoterapi, mikroskopik ve makroskopik as¢dzlara etkili olmanin yaninda, lokal
tumor volimini azaltmada da etkilidir. Tumér volimiii azalmasi, radyoterapi ile lokal
kontrol sansini arttirir ve cerrahi rezeksiyonu kolayar. Lokal hastalii cerrahi veya
radyoterapi ile kontrol altina alinan olgularin, @gan fazlasi metastatik hastalik nedeni ile
olur. Lokal radyoterapi genellikle amputasyona iteedilir, ciinkd; hastanin kalan hayatinda
ekstremite fonksiyonlari korunmwlur. Radyoterapi ile primer tumorin lokal kontrp®650—
77 oraninda <ganir. Etkili coklu kemoterapinin devreye girmesiylhem mikroskopik
metastazlarin hem de radyoterapi sonrasi primerotiim lokal kontroliinde geilne

sglanmstir. Buna bgl olarak da hastalarin toplamsgan streleri uzargiir (31,32,33).

2.1.4. Germ Hucreli Timorler

Germ hucreli timorler (GHT) cocukluk gatimorlerinin %2-3’Gni olgturmaktadir. En sik
Uc ya alti ve 12 ya Ustlnde gorulir. Kiz erkek orani genel olargik @makla beraber ya,
tumorun lokalizasyonuna ve histolojik tipine goesigdkenlik gosterir. Germ hucreli timarler
oncil (primordial) germ hiicrelerinden koken alinddl germ hiicreleri géli embrionik ve
embrio dg1 (stromal) yapilara farklikgna kapasitesine sahip (“totipotent”) hucreler olup,
normalde sperm ve ovumu gturmaya yonelngtir. Oncul germ hicreleri ilk kez embrionun
4. haftasinda sari kesede ortaya cikar ve arkalb@geresinden dajarak ileride gonadlari
olusturacak olan genital kabartiya go¢c eder. Bu hargetm hicreleri tGzerindeki c-kit

reseptoru ve onun peayicisi kok hiicre faktort (“steel faktor”) sayesengerceklgr (34).

Tamorin koken alga primordial germ hticrelerinin gelin evresine gore ve embrionik veya
embrio dgi dokulara farklilama kapasitesine goére farkli germ hucreli timorléusar
(Sekill).
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Onciil germ hiicreleri (totipotansiyel)

T

Farklilasmamig germ hiicreleri (multipotansiyel) IIkel germ hiicreleri (unipotansiyel)
Embrio digl farklilasma Embrionik farklilik Germinom

R l\,

Endodermal sinus timari
(sar kese)

Koriokarsinom (trofoblast) Embrional karsinom Teratomlar

Sekil 1. Germ hucreli tumdarlerin siniflamasi(36)

Embrionik farklilgma kapasitesine sahip hicrelerden embrional karsime teratomlar,
embrio dgi1 yapilara farklilama kapasitesine sahip htcrelerden koriokarsinornd®dermal
sinls tumord, farklilgma kapasitesine sahip olmayan ilkel germ hicredenn ise

germinomlar meydana gelir (35).
Teratomlar

Teratom over ve ekstragonadal bolgelerde en sildlg@drgerm hcreli timorlerdir. Yalgk
1/3'u sakrokoksigeal bolgede gorilir. Ug germ yapra (endoderm, ektoderm, mezoderm)
ait dokulari iceren bir timordidr. Tumor dokusunda\e ekleri, y& dokusu, beyin, kemik,
kikirdak, di, intestinal epitel, intestinal bez yapilari izlbile. Bazi dokular ise sadece belli
bolgelere 6zgiin olarak gorulir. Opre hematopoetik, pankreatik ve pituter dokular
mediastinal teratomlarda gortlebilirken geli bolgelerde oldukgca nadirdir. Tamordeki
komponentler biyolojik olarak aktif olup enzim, Inoon aktivitesi gosterebilir. Gonadal
teratomlar kapsulli olup gonadsohdakilerde kapsulsékar desildir. Teratomlar makroskopik
olarak solid ve kistik alanlar igerebilir. TumOrmamen matir dokulari igeriyorsa “matur
teratom”, beraberinde 6zellikle néroepitelium onimere inmattr dokular da varsa “inmatur

teratom*“ seklinde ifade edilmektedidmmatiir teratomlar, inmatir dokunun miktarina gére
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1'den 3’e kadar derecelendirilir. Over teratomldarperitonda ve/veya lenf nodlarinda mattr
glial elementlerden okan noduller bulunabilir. Bu durum “gliomatozis genei” olarak
adlandirilir (35).

Tamorin evresini ve prognozu etkilemez Teratomlaideelikle endodermal sinus timort
olmak tGzere malign germ hiicre elementleri bulumatBlu taktirde “malign teratom” olarak
adlandiriimaktadir. Tanida serumdaki timor beliddgsrinin yiksek olmasi faydali olabilir.
Dort yas Ustindeki teratomlarin %50 sinde malign kompolegimt mevcut oldgu
saptannytir. Bazen endodermal sinus timort komponenti ¢dkuk olabildginden ve
alfafetoprotein (AFP) ile boyanmayabigiiden kolaylikla gézden kacabilmektedir (35).

Embriyonel Karsinom; Cocuklarda nadiren saf formda goraliur. Genelliklegksh germ
hicreli timo6rin komponenti olarak bulunur. Testétiteya over kaynakl olabilir. Hastalarin
%60’'Inda HCG ve AFP yikseklimevcuttur (36,37).

Endodermal Sints Tumori; Kiguk cocukta en sik gorilen malign germ hicrehdiderdir.
Gonadal ve gonad g yerlesimli olabilir. Addlesanda gonad gdi bolgelerde saf olarak
bulunmasi nadirdir, ancak mikst tipin komponengrak bulunabilir. Dort patolojik tipi olup
psodopapiller tip ve retikiler tip cocukta en sikrigenleridir. Kiguk, undiferansiye
embrional hicreler ve yildigeklinde mezodermal hicrelerden @uo bir tumoérdur. Santral
yerlesimli kiicuk kan damarlari ve onu $atan iki sira tumor hicrelerinden gdun
“SchullerDuvall” cisimcikleri tipiktir. Yassi hicterle kapl kic¢ik kaviteler olturan kistik
yapilar bulunabilir. Tiumor htcrelerinin sitoplazmata ve hicre ginda, PAS, eozinofilik
globtillerde AFP pozitifigi saptanabilir. Serum AFP dizeyi genellikle yikgsektakat AFP
seviyesi ile prognoz arasindski yoktur (36,37).

Germ Hucreli Tumdrlerde Klinik Ozellikler

Koryokarsinom; Gestasyonel trofoblastik hasgah alt tipidir. Vajinal kanama ve ga
seklinde bulgular verir. Hastalarda serum Beta HCi@xeyi artmgtir. Hizli blylimesine
ragmen kemoterapiye oldukga iyi cevap verir. Prognayidir nadiren histerektomi
gerekir.(36)
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Disgerminom; Overler ve santral sinir sisteminde en sik gorigerm hdcreli timorlerdir.
Testiste ve nadiren mediastende de gorulir. Ovedisgierminom, testisteki seminom olarak
adlandirlir. Seminom asil olarak gencskin yasta gorilmekle birlikte 6zellikle inmemi
testisle birlikte cocuklarda da goérilebilmektedderminom kapsullu bir timdrdur. Fibroz
doku bantlariyla ayrilmgi kiimeler halinde timaor hicreleri ve giiken miktarda lenfositler
izlenir. Tumor icinde dev hiicre iceren grantlonggriilebilir. Immunhistokimyasal olarak
plasental alkalen fosfataz (PLAP) ve c-kit ile kathe pozitif boyanr. Tumérde insan korionik
gonadotropinin, alt tGnitesi Beta HCG ile pozitif y@man sinsityotrofofoblast benzeri dev
hicreler bulunabilir, ancak bu prognozusigérmez. Tumorde sitotrofoblastlarin bulurilu

embrional karsinom adaciklarina rastlanabilir. Bouinda prognoz daha kotudur (38).

Klinik 6zellikler patolojinin yani sira timoérin lakzasyonuna, evresine ve hastanigirya
bagl olarak dgismektedir. Kiz/erkek orani genel olarak 1.1/1'direr@ hucreli timdrler
gonadlarda (testis, over), ekstragonadal bdlgelésdkrokoksigeal bolge, mediasten, pelvis,
pineal bolge) gorulebilmektedir. En sik sakrokoksilg bolgede (%42), ikinci olarak da
overlerde (%24) lokalizedir. Ber vakalarin %9'u testiste, %7'i mediastende, %4’U
retroperitonda, %6'i santral sinir sisteminde ve'i%d8zer gonad di bolgelerde gorulir. Ya
dagihmi tumoérun patolojisine gore farkhlik gosterntedtir. Median ya germinom icin 12
koriokarsinom igin 11, embrional karsinom igin &dedermal sinus tumord igin 2 ya
teratomlar icin 5 aydir. Tumorin lokalizasyonunaregd@e gorilme ya desismektedir.
Sakrokoksigeal teratomlar en sik yerido doneminde gorulurken overian teratomlar 6-14
yaslarda tani almaktadir. Endodermal sints tumoristes? ya altinda gortlirken, overlerde
14-18 yalarda daha sik tani almaktadir. Germ hucreli tieréeh sik lenf nodlari (bdlgesel,
paraaortik, prerenal ve supradiagfragmatik) ve tpeeal ylzey olmak Ulzere ajer,

karacger, kemik, kemik ilgi ve santral sinir sistemine metastaz yapabili{3t,38).

Tedavi; Teratom gibi benign tiumoérlerin tedavisinde sadeeerahi eksizyon yeterlidir.
Sakrokoksigeal bdlgede koksiksin de eksizyonu detiekKoksiks eksize edilmez ise niks
orani %37’e yukselmektedir. Matlr lezyonlardg &alim oranlari %95’e ufanaktadir. Bu
hastalarin dikkatli monitorizasyonu gerekir. CuUnkizidi dokunun nukst malign
transformasyon gosterebilir veya patolojik olarakkf edilmeyen malign odaklar nedeniyle

nuks gorulebilir (38).
2.2. KOK HUCRE BiYOLOJisi
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Kok hicreler vicudumuzda bitiin doku ve organlaustotan ana hcrelerdir. Heniz
farklilasmamg olan bu hicrelerin kendilerine 6zgu G¢ 6nemli bgel/ardir. Bunlar; sinirsiz
bolunebilme, kendini yenileme, organ ve dokularaigébilme yetengidir. Kok hicreler,
diger vicut hiuicrelerimiz gibi rutirglievlere sahip olmagh icin gerekli kgullar s&landginda
istenilen hticre tipine dogébilmektedir. Yaklaik 50 yillik bir gegmge sahip olan kdk hiicre
argtirmalarinda oldukca yol kat edilgwe buyilk gekimeler yganmstir.

Yeteneklerine gore ¢ tip kok hicre bulunmaktadunlar Totipotent, pluripotent ve
multipotent kok hucrelerdir. Kok hicrelerin bgekilde siniflandirimasinin nedeni kok
hiicrelerin farklilama yetilerinin birbirinden farkli olmasidir. Totifent kdk hiicre tek Bana
bir organizmayi olgturacak gtice sahipken, pluripotent kok hicre hbilitiém htcre tiplerine
donisebilmekte ancak bir organizmayl eluramamaktadir. Multipotent kdk hicre ise
bulundgu doku ve organdaki hicre tiplerine dgeliilmesine kann diger htcre tiplerine
donisememektedir (39).

2.3. KOK HUCRENIN TARIHCESI

Insanglunun kok hicreler ile tagikligi 1960’li yillara kadar uzanmaktadir. O yillardarklk
iligimizde bulunan bir grup hicrenin kan sistemini saluan hdcreleri yapginin
belirlenmesiyle, “kdk hticre” terimi tip terminolsjne girdi. Kemik ilgindeki bu hicrelerin
tum kan sistemi htcrelerini aiturma yetenginden oldukca yararlanildi. B&a |6semiler
olmak Uzere bircok genetik kan hagtalin tedavisinde, kemik ginin sglikli bireylerden
hastalara nakliyle Barili sonuglar elde edildi. Bu yontem kemikgilnakli olarak baari ile
uygulanmaktadir.ilerleyen yillarda viicutta dajan periferik kandaki kok hicrelerin
kullanilabilecgi anlssilmistir. Bunun igin 6nce hastaya buyume faktori veshekemik
iligindeki kok hucrelerin hizla gahp kana gecmesi ganir. Daha sonra, filtre (aferez)
yardimiyla kandan toplanir ve kalan kan vicuda genilir. Bu yontem de periferik kok hiicre
nakli olarak uygulanmaktadir. 80'li yillarin goada, yeni dgan bebeklerin kordon kaninda da
kok hucrelerin bol miktarda bulungu ve bu htcrelerin tedavide kullanilabilgcékri ortaya
atiimistir.  Elde edilen kordon kani belirli kollar altinda toplanip dondurularak
saklanabilmekte, daha sonra gerek duygloada ¢ozulerek kullaniimaktadiitk olarak Dr.
David Harris, 1992 yilindagunun kordon kanini kendi laboratuarinda donduraaidadi.
Daha sonra bu uygulamanin halka agmasi ile 1994dwldiinyadaki ilk Kordon Kani Bankasi
Amerika Birlesik Devletleri'nde kuruldu (40,41).
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2.3.1. Totipotent Kok Hucreler

1998 yilinda ABD’li bilim adami James Thomson vebekilk defa “insan embriyonik kdk
hicrelerini” laboratuarda embriyondan agirdilar ve c¢@alttilar.(40) Bu oldukca 6nemli bir
gelismeydi, ¢unki bu hucrelerin galma ve farklilama potansiyelleri egkin bir insandan
elde edilen kok hicrelere (kemikgiikok hicreleri gibi) oranla cok daha fazlaydi. Tismon

ve ekibi, insan embriyonik kok hicrelerini kisirkédavisi amaciyla yapay déllenme ya da tip
bebek yontemiyle laboratuvar dlarinda elde edilen embriyonlardan ayrdilar. Bu
hicreleri uzun zaman dilimleri boyunca laboratugagdsalttilar ve farkl uyaranlarla gesik
vicut hicrelerine dégamlerini gerceklgtirdiler. Sonraki bircok cagmayla, bu hicrelerin

vilcudumuzdaki hemen tum hicrsiferine donigturebilecgi saptandi (40,41).

Embriyonik kdk hicreler, tam olarak fonksiyonel lorganizmanin gelimini saslayabilen
hiicrelerdir. Ayrica memelilerde bir totipotent kdkicre, yani fertilize olmg bir oosit,
yaklasik 200 6zellemis somatik hicre tipini iceren karml bir organizmay! olgturabilme
yetengine sahiptir. Erkgin spermi ile kadinin yumurtasi bigtesinde yani dollenme
meydana gel@inde olyan hicre (zigot) tek Bana tim organizmayl meydana getirebilecek
genetik bilgiye ve guce sahiptir. Bu hucreleresbgr yapabilen anlamina gelen totipotent
hiicre denir §ekil2).
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Ancak hicrenin totipotent olma 6zgjlidollenmeden sonraki 5. gline kadar devam eder. Bu
da blastula evresine denk gelir.sBei giinden yani blastula evresinden itibaren hiigin

organizmay olsturabilecek gucini kaybeder (41,42).
2.3.2. Pluripotent Kok Hucreler

Dollenmeden sonraki 5. gtinden itibaren meydanandalereletblastosistdenilen kiresel bir
sekil alir. Bu kurenin icindeki hicreler vicuttakinh hicrelere dorsébilecek potansiyele
sahip olmalarina gmen, artik tek bgdarina tim organizmayl ofturacak giice sahip
degillerdir. iste bu tir hucrelere pluripotent hiicreler deniekil2) Bu hiicreler bilinen
yaklasik 200 hiicre gadine donigebilme yetengine sahiptir (41,42).

2.3.3. Multipotent Kok Hucre

Anne karnindaki organizmanin sonraki geh asamalarinda hicreler biraz daha 0zel
gorevlere sahip olurlar ve gkin kok hicrelerine doniirler. Hematopetik kdk hucreleri,
kemik iliginde bulunur ve gereldinde I6kositler, eritrositler veya trombositlere
donigebilirler. Yani hicreler ggdim asamalari ilerledikge farkliama oOzelliklerini de yavwa
yava kaybederler. Sonugta multipotent hiicreler sadedenbuklari doku ve organlardaki
hicre tiplerine donggbilirler. (Sekil2) Burada zamanin etkisiyle farkglaa 6zelliklerinde
ctkan hiyeragik bir siralamadan s6z edilir (43,44).

2.4. ELDE EDILDIKLER i KAYNAKLARA GORE KOK HUCRELER
2.4.1. Embriyonik K6k Hucreler

Insani olgturan ilk hiicre, babadan gelen sperm ile annedém gaimurtanin birlgmesiyle
meydana gelir. Bu ilk hiicreye yani dollegnyumurtaya “zigot” denir. Daha sonra bu hicre
bolunup 2, 4, 8 hiicre ofturarak her 36 saatte bir sayisini ikiye katldk. dort gin
icerisindeki hucrelerin her biri tek darina bir insan olgturabilecek potansiyele sahiptir.
Blastosist adi verilen bu hiicre kiimesinden alindardlerin her birine “embriyonik kok
hiicre” denir. Daha sonra bu hicreler kultirlerdegsatidarak bilimsel argtirmalarda
kullanilabilir (45,46,47).
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Eriskin kok hucrelerden farkli olarak embriyonik kok dnéler ¢cok daha hizli galma
gucundedir. Cgalma caitlili gi olarak da embriyonel kdk hicreler, daha gesir yelpazeye
sahiptirler. Yani farklilama potansiyeli egkin kdk hicrelere gore daha fazladir. Embriyonel
kok hucrelerin telomerleri gok uzun olglu icin ¢ok uzun sure @alabilirler. Laboratuar

ortaminda bu hicreler iki yildan uzun sireagdabilirler (47,48).
2.4.2. Eriskin K6k Hucreler

Eriskin kok hucreler, farklilgmis dokularda bulunan farkliganis hicrelerdir. Her ygaki
insanda bulunan bu hucreler kendilerini yenileyelé ihtiya¢c duyuldgunda bulunduklari
dokulardaki dgisik hticre turlerine donigbilirler. Eriskin kok hicreler, organizma yadg|
sure boyunca kendilerinin kopyalarini Ureterekgajwlar. Bu hicreler bulunduklari
dokulardaki yali, defektif veya 6ll hicrelerin yerine yenileriiieten yedek parca kaynaklari
olarak gorev yaparlar. Ekin kok htcreler kemik ifii, kas g6z, sinir karager ve deri gibi
dokularda bulunabilirlerinsan viicudunda en fazlagiin kok hiicresinin bulundiu yer ise
kemik iligidir. Bu tir hicreler ggtli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir. Orgi@ kemik
iliginden elde edilen hematopoetik kok hicreleri l6setadavisinde nakil amach
kullanilabilir. Erigkin hematopoetik kok htcresinden, sinir, kas veakier hicreleri elde
edilebilmektedir (49,50).

Eriskin kok htcrelerin kultirlerde tretilmesi, embriykrkok hicrelerin tretiimesinden daha
zordur. Ergkin kdk hicrelerin biyimeleri ve galmalari daha uzun zaman gerektirir. Ayrica,
eriskin kok hicrelerin eldesi ve birgcok dokuda tesmitlraesi oldukg¢a zordur. Gunumuze
kadar sadece beyin, kemik gili kan, iskelet kasi, deri, sindirim sistemi,s,digdz ve
pankreastaki egkin kok htcreleri tespit edilngiir. Diger organ ve dokulardaki kok htcreleri
bulmak icin cagmalar devam etmektedir. Ekin kok hdcrelerin bélinme ve gigim
potansiyelinin az olmasi ve zor elde edilebilmetexdeniyle bilimsel ¢cailmalarda ttip bebek
Unitelerinden sglanan embriyonik kok hticreler tercih edilmektedincak embriyonik kok

hiicre kullaniminda ciddi etik, klttrel ve dini ptemler vardir (50,51,52).
2.4.3. Fetal Kok Hucreler

Bu kok htcreler sinirsiz sayida bolinme ve kendileyenileme 06zelline sahiptir.

Embriyolardan elde edilen fetal kdk hicreler “phaient” yapida, yani gerekli kollar
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sgilandginda kas, sinir, karager gibi her hicre tirine déggbilme kapasitesindedirler
(Sekil2). Bu hucreler tekrar farklgarak kromozom sayilarini yariya indirip yumurta aey
sperm hicresine de dambililer. Ancak tek bglarina yeni bir organizma ojturamazlar, yani
“totipotent” desildirler. intrauterin biraz daha biyumblan organizmada, ileride sperm veya
yumurta olacak treme hucreleri de kdk hicresi @ldalanilabilir. Bu hicreler de kalttr
ortaminda tim hucre turlerine déebilirler. Yani embriyonik kok hiicresine benzer daw
gosterebilirler. Bu nedenle bilimsel gathalarda embriyonik kék hticrelerine alternatif okara
kullanilabilirler. Ancak fetiisten elde edilen bukkBucreler gelimin daha gec¢ safhasinda
oldugu icin cazalma potansiyeli bir miktar daha diktir. DUk yapan kadinlardan elde
edilen fetusler veya gili sakatliklar nedeniyle gebgee son verilip alinan fetusler bu tur kok
hiicreler icin kaynak okturabilir (53,54,55).

2.4.4. Kanser Kok Hicreleri

Farkli organlardaki kdk hicrelerin ggtn potansiyelinin dgsik olmasina kann, butiin kdk
hiicreler kendi kendini yenileme ve farkbhaa arasindaki dengeyi korumakla yukamludur.
Kanserle ilgili bircok sinyal ileti sistemi kdk hialerin kendi kendini yenileme ve
farklilasmasini da duzenlemektedigekil3'de bu sinyal ileti sistemi Ozetlengtir. Wnt,
Hedgehog, Shh ve Notch sinyal ileti yollarinin kbkcrelerinin kendi kendini yenileme
Ozelliginin dizenlenmesindeki rollerinin aglamasi, timor olgumunun anlglmasina yeni

Istk agmstir.
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Sekil 3. Kanser Kok Hiicre Yenilenmesinde Sinilati Yollari (58)

Normalde kok hucrelerinin  kendi kendilerini yenilesni duzenleyen sinyal ileti
sistemlerindeki bozukluk timaor alumuna éncuiluk eder (56,57).

Ornek olarak BCL- 2 onkogeninin ekspresyonuyla apzipin engellenmesi in vivo olarak
hemapoetik kdk hiicre (HKH) sayisinin artmasi ileusganir, bu da HKH'lerin homeostasisin
duzenlenmesinde hicre olumdnin rol oygadi gostermektedir. Kanser kok hucresi ile
normal kok hicre arasindaki kendi kendini yenilememekanistik farklilg kanser
tedavisinde kullanilabilir, boylece normal kdk hélere zarar vermeden kanser kok hicreleri
hedef olarak kullanilabilir. Kanser kdk hicre tsare gore, bunlar kanser hicrelerinin kendi
kendilerini yenileme “self-renewal” ve farklgaa Ozellgi olan alt gruplaridir. Yalniz bu iki
Ozellige sahip hicreler kanser kdk hicresi olarak adldmdi®on zamanlarda kan, meme,
beyin, dalak, bave boyun, kolon, deri ve over kanserlerinde katk®k hicrelerinin oldgu
bildiriimektedir (59).

Son yillarda kanser kok hticre hipotezi ile kanséiimor dokusunda oyan kok veya 6ncl
hiicrelerden olgtugu 6ne surilmektedir. Kanser kdk hicreleri veya karsslatan hiicreler
olarak da adlandirlan kanser o6ncu hicrelerinimskan balamasi, ilerlemesi ve klasik
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tedavi sekillerine diren¢ gostermesinden sorumludurlar. diingelsimindeki kanser kok
hiicre modeli, hasta tumor dokusundan izole edilen derece timorojenik kanser kok
hiicrelerinin in vivo ve ex vitro olarak farklganis kanser hicre kitlesi oturdusu ve

bunlarin timor olgumundan sorumlu oldwnun gosterilmesi ile desteklenmektedir (60,61).

2.5. KANSER KOK HUCRE MODEL i

Kanser kok hucrelerin bir tanesi hiyesifir olarak kanseri bgatma surdirme-ggltma
kapasitesine sahiptir.Sekil4’de kanseri bdatan kok hicre ve timor dokusunun goionu

gosterilmitir (62).

4 3 Y
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Nature Review Cancer, Vol 8:755-768, Oct. 2008

Sekil 4. Kanser Kok Hucre Modeli (62)

2.5.1. Kanser Kok Hucrelerinde Tedaviye Direnclilik

Kanser tedavisinde son yillarda onemli ilerlemeédaydedilmektedir. Daha etkili tedavi ve
prognostik yontemlerin galinesi Kklinikte daha erken tedavi ol@nasalamaktadir.

Gunumuzde klinik olarak tanisi kongdiarkli kanser tiplerinde en sik kullanilan tedavi
yontemleri, timor dokusunun cerrahi olarak ¢ikaasgm radyoterapi, kemoterapi ve hormonal
tedavidir. Bu klasik tedaviler, tedavinin ¢i@ngic gamasinda etkilidir. Kanserin invaziv veya

metastatik olarak ilerlemesi veya relaps durumugdaellikle bu tedaviler yetersiz kalir.
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Kanserin tekrarlamasi kanser hucrelerindeki genetdtveya epigenetik desikliklerin
birikimi ile iliskilidir. Bu genetik velveya epigenetik gleiklikler kontrolsiiz hucre
cogalmasina, hicrenin yamasi ve invazyonuna olgw kadar klinik olarak tedaviye
direnglilikten de sorumludurlar. Kanser hicreleanghyisiz buyume faktorinin, “adenosine
5'-triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC) muitig efflux transporters”, antiapoptotik
faktorlerin (MYC, Bcl2, NF-kB ve survivin) aktivaspun dgismesi ve/veya ari
sentezlenmesi kadar timor baskilayici genlerin 8THSIEN) aktivasyonun azalmasi veya
sentezinin azalmasi da ilaca direnclilik ve hagtalrelapsi ile ilgili olabilir (63,64). Bunun
yaninda kanser kok hticre hipotezinde @ldgibi tedavi sirasinda oéldirtlemeyen bir kanser

kok hicresi, hastain tekrar bglamasindan sorumlu olabilir.

Tam farkh kanser kok hicrelerinin limitsiz galma potansiyeli ve @er organlara yaylima
(metastaz) yetegevardir. Bu nedenle, kanseri tedavi icin kansek kdcrelerini belirlemek
ve hedefleyerek oldirmek gerekmektedir. Kanserhiddgreleri izole edilip tanimlanabilgine
gore, daha etkili olabilecek d@iste kullanilabilecek yeni hiicre ylzey belirteghee tedavi
hedefleri de bulunabilir (65,66).

Tumor buyumesi ve metastazi kiucgik orandaki kanékrikicreleri tarafindan geniyorsa,
bu su andaki tedavilerin neden gaausiz oldgu da aciklanabilir. Konvansiyonel tedaviler
gerek birincil ve gerekse metastaz yaptiimdrun kuculmesini gdar ancak kok hicreye etki
etmez ise kanser tamamen tedavi ediloimaz. Bunu ikisekilde aciklamak mumkundur;
birincisi, kanser hicrelerinde tedaviye «atdirenc gekmesi; ikincisi ise, guncel kullanilan
tedavilerin kanser kok hucrelerini etkili bjekilde éldirmemesidir. Bugln var olan tedavi
sekilleri timor hicre toplulgunu oldurecelgekilde gelgtirilmi stir, cinkd timaorin boyutunu
kucultmektedirler (67).

Degisik dokulardaki normal kok hicreler, ayni dokudalgunm hiicre tiplerine gore ilaca daha
direnclidirler. Bunun sebebi bilinmemektedir, ancakti-apoptotik proteinlerin veya ilaca
direnclilik geni gibi ABC tatyicilarinin yiksek dizeyde sentezlenmesi ileiilgbilir. Ayni
durum kanser kok hicreleri icin de gecerli ise karigdk hicrelerinin timaor hicrelerinden
ilaca daha direncli olmalari beklenir. Son zamaddafarkli tip kanserlerden elde edilen
kanser kok hicrelerinin  ginimizde kullanilan ilegla direnclilik — gdsterdikleri
bildiriimektedir. Bu da kanserle mucadele etmek ikanser kok hicrelerini 6ldirecek daha
etkili tedavilerin gelgtirilmesi gerektgini disindurmektedir (68,69).
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PIwiL2

Piwi(P-element-induced wimpy testis) germ hiicresgainde ve onariminda esansiyel bir
role sahip olan argonaute proteinlerinin alt grubuWi/AGO gen ailesi oldukca korunmu
ve kompleks bir yapidir. Bu grup insanda 8. kronmda, farede 14. kromozomda ya&rtes
973 aminoasitten ofmus 110 kDalton girliginda, 23 exondan adan bir gen toplulgudur.
insan ve fare gen sekanslari %88 benzerlirléa. Piwi/AGO proteinler Piwi ve PAZ
domainleri icerirler ve germ kodk hucresinin kendinklini yenilemesinden, hicre dongusu,
RNA interferansi, epigenetik modilasyon ve kromatinyeniden dizenlenmesinden
sorumludurlar. Piwi/AGO alt grubunda 4 utye (Piwi2B ve 4) insan genomunda tespit

edilmigtir. Buttin bu genlerin hepsinin ana kagntestis ve embriyonik dokulardir (70).

Piwil 2 Fonksiyonel Bolgeleri

1-Piwi gen ailesi; korunmuPAZ ve Piwil bélgesi olarak tanimlanir ve kdk héde kendini

yenileme, RNA baskilama veg#i organizmalarda translasyonel regilasyondaoyoiar.

2- PAZ; Paz bolgesi siRNA dubleksinegtanir ve efektdor kompleks icindeki 6ncii RNA'ya
takilmayi kolaylatirir (71-74).

Bu grupta yer alan Piwil2 (Piwi-like2), gkin testisinde germ hucrelerinde bulungtur. Bu
nedenle fonksiyonlarindan birinin de spermatogokd hicrelerin kendilerini yenilemeleri
oldugu disunulmistar. Piwil2 geni boylece hem germ hucrelerinin kereendilerini
yenilemelerini hem de gametogenezisi hiicre bolunsessinda kontrol altinda tutar. Piwil2
kanser kok hicrelerinde sinyal ileti yolaklarindeolifferasyon ve apopitozisi dizenleyen
anahtar gorevindedir. Onkogenezde etkili olan Riwin bircok genle etkilggmde oldgu ve
birlikte eksprese oldiu bilinmektedir. Bunlarin arasinda onkogenik mekaralarda etkili
premiyotik ey hucreleri tarafindan eksprese egildgesitli arastirma gruplarn tarafindan
daha once gosterilgtir. Fakat bunlarin atipik olarak farkli timér térinde de eksprese
edildigi belirlenmtir (75).
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Resim 1.Fare ve insan testisinde Piwil2; Piwil2'nin testidgtekspresyon paterni (76)

Resiml'de ustteki resimler normal fare testis dokue hiperplazi gbsteren insan testisinin
hematoksilen eosin ile boyanmasidir. Alttaki resirdé ise fare testisinde Piwil2 stoplazmik
olarak saptanirken insan hiperplastik hicrelerisidglazmik ve nikleer patern gorulghiir
(76).

Piwil2 ilk olarak Drosophila overinde saptarstm. Overdeki kdk hiicre bolinmesinin hicre
otonomisinde oOnemli roli vardir. Piwi proteinin  uWEgtirlmas) veya Uretiminin
durdurulmasi koék hiicre bélinmesini anlamh 6lcudgudirken, piwinin airi ekspreyonu
germ hucre sayisini ve boélinme oranini 6nemli @céadtirmaktadir. Farelerde 2 piwi
homolgiu saptannstir. (Miwi ve Mili veya Piwil2) Miwisiz fareler spenatogenezisi
tamamlayamazlar, bunlarda spermatid evrenigind@a duraksamalar kar ve kok hicre
bolinmesi de anlamli 6lcide azalir. Milisiz farelese spermatosit evresinde arreste
ugramaktadirinsanlarda argonaute ailesi iki alt tipe ayrilinvipailesi Piwill (hiwi), Piwil2
(hili), Piwil3 and Piwil4 (hiwi2) ve elF2C/AGO aHilesi. Tum piwi alta ailesinin dort Uyesi
de testiste uretilmektedir. Bunlarin icinde enfaddan Piwil2 goralmektedir (77,78,79).

Germ kok hicrelerinde Piwil2 proteininin kaybi héiein bélinme kapasitesini dnemli dl¢tide
disurmekte, artmasi ise bolinmesini artirmaktadir.ilRigen ekspresyonu germ hucreleri
disinda sadece bazi kanser hiicrelerinde gosterilaitpmiormal hiicrelerde veya inflamatuar
hicrelerde bulunmaz. Bu nedenle tiumorsofuunda 6nemli rolt oldiu distindimektedir.
Piwil2 geni tumorin ¢galmasi ve apopitozisden kacmasinda etkili gidézellikle meme

kanseri hucrelerinde gosterilgtir. Bunun dginda kolon kanserlerinde, over ve endometrium
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tumorlerinde, bobrek, gastrointestinal ve panktéasorlerinde de Piwil2 gosterilstir (80)
(Resim2).

gy P
50 A
b Sy G 3 3

Resim 2. Serviks Karsinomu Piwil2 boyanma paternleri.(36)KAivvetli boyanma: +++; B,
Orta Derecede Boyanma: ++; C, Zayif Boyanma: +INBgatif kontrol: Poliklonal
Piwil2 antikoru yerine tagan 1gG kullanilmgtir (81).

Yapilan ¢algmalarda Piwil2nin 4 farkl alt tipi bulunngtur. Bu alt tipler; PL2L80, PL2L60,
PL2L50 and PL2L40 olarak siralanir. Bunlardan PL2Ildaha dominant olarak prekansertz
kok hucrelerde bulunur ve hem insan hem de hayvémagta kan, cilt ve yumgak doku
olmak Uzere cok eéli timorlerde eksprese edilmektedir. PL2L60 hieri@ hayatta
kalmasini desteklegii ve proliferasyonunu artirgh icin Stat3 ve BCLXL genleri up regile
olur (82,83).

Yapilan ¢@u calsmalarda timor dokusunda antiapoptotik bir gen dBZLX,'nin asiri
ekspresyonu saptangtir. BCLX_ 'nin PL2L60'In indUuklemesi sonucu agtiile bir sinyal
transduseri ve transkripsiyon aktivatort olan sti8vitesi de artar. Buna zit olarak Piwil2
gen sessizlgnesi ile BCLXL stat3 aktivitesi de azalir ve apaptartar. Tum bu kaskadlarin
sonucu olarak ise Piwil2 timdrlerde sikga expreBenesiyle pozitif yonde onkogeni etkiler
ve apoptozu baskilagékil5). Sonucta timoérursau ¢cogalmasindan sorumlu olur (83).
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Sekil 5. Piwil2’nin Stat3/BcL yolu Uzerinde apoptozu inhibgnesi (58)

Piwil2’nin somatik hicrelerde sessiz durumda ikleanser kok hicrelerinde neden ve nasil
aktiflendigi konusu tam olarak aciklik kazanmatm Olasi mekanizmalardan biri Piwil2
iliskili gen regulasyonunun kicuk RNA ve metilasyon Iiaemyla olabilecgidir. Bu
dogrultuda piwi-etkilgimli RNA’lar (piRNAs) olarak adlandirilan kicuk RNAdurleri,
memeli testislerinde tanimlangtr. Bu kiclik RNA’lar gey hucrelerin genomundaki
transpozon fonksiyonunu baskilamak icin PIWI praiii ile (Piwill ve Piwil2) etkilgime
girmektedirler. Bu da piRNA’larin, kanser hlcretete gen regulasyonunun anahtar deite

olarak bilinen DNA metilasyonunun spesifik belirigieri oldugunu gostermektedir (84).
2.6. CALISMADA DE GERLENDIRILEN DIiGER PARAMETRELER
2.6.1. Ki67

Hucre proliferasyonu genel olarak mitoz sayiminfleitometri, timidin labelling indeks veya
immunohistokimyasal olarak, hiicre siklusu iceriginbulunan proteinlerin (Ki67, PCNA,
siklinler vb.) tayini ile Olculebilir. Yiksek prdierasyon hizina sahip timdrler daha hizh

blydrler ve prognozlari daha kéti olabilir (85).

Ki67, ilk defa 1983'de Gerdes ve arkaldau (86) tarafindan tanimlangytonsil germinal

merkez hucreleri, epitelyum bazal hiicreleri vestital epitelin kript hicreleri gibi prolifere

43



hiicrelerde gosterilngiir. Ki67, hicre siklusunun Go fazi stihda tim fazlarinda bulunan
nonhiston nukleer proteindir. 345 ve 395 kdriagindaki iki molekulden olsur ve geni 10.
kromozom Uzerinde yer alimmunhistokimya ile Ki67 icin pozitif niikkleer boyaangtsteren

hiicre yuzdesi, proliferatif indeksi gosterir (86,87

Agresif timorlerde bu oran yiksektir. Bircok tunde (meme, akger, 6zofagus, bobrek ve
prostat kanseri, malign melanom, nonhodgkin lenfogiel timorler) yiksek Ki67 orani,
kotl prognostik faktor olarak gosterilgtir (88,89).

2.6.2. Nekroz

Canli organizmada bir grup hiicre veya lokal dokinil sonucu meydana gelen lezyona
nekroz denir. Nekroz, irreversibl vesia bir hiicre zedelenmesinin sonudur. Hucreler olur
olmez herhangi bir lezyon gorilmez. Olumi izleydaylar, hiicre ici enzimlerinin kendi
organellerini ve niikleusunu parcalayip eritmesidjte, bu enzimatik aktivite etkisi ile
dokuda nekroz denilen patolojik gorinim ortaya cik@len hicreler artik fonksiyon
goremez. Nekrozun etyolojisinde rol oynayan faleqrlfiziksel (travma, sicak, ok,
radyasyon, elektrik akimi vs.), kimyasal (asitlalkaliler, c¢aitli ilaclar vs.), canli hastalik
etkenleri, damarsal nedenler (anoksi), organizméemdi sekresyonlari (midede hidroklorik
asit, pankreasta lipaz), immuin mekanizmada bozuslaiak 6zetlenebilir. Hiicre dliminden
birka¢ saat sonra sitoplazma bulanik ve vakuollillgd. Daha sonra sitoplazma koyu pembe
zarl kirgir ve rengi koyulair. Piknozis'i "Karyolizis" ya da "Karyoreksis" tgk eder.
Karyolizis ile cekirdek nukleik asitleri erir ve gidemez. Karyoreksis olursa nive zari
parcalanir ve kromatin kuguk tanecikler halinde rticinde dgilir. Nekroz, etyolojisi ve
mikroskopik gorinimiU acisindan, koagulasyon (@mgmih) nekrozu, kazeifikasyon
(peynirlsme) nekrozu, kollikuasyon (erime) nekrozugyaekrozu ve gangren olmak Uzere
tiplere ayrilabilir (90,91).

2.6.3. Mitoz

Mitoz, hiicrelerde kromozom sayisini sabit tutaragré sayisini arttiran bir boltinneeklidir.
Bolunecek hicrenin hazirlik safhasinda (interfammozomlarin kimyasal bigemi olan

DNA’lar kendilerini eleyerek iki katina cikar. Boylece kromozomun maddiés kat
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arttirllmis olur. Hiicre bolinmesinde enerjiye ihtiya¢ duyufandan bu safhada hiicrede ATP
de depolanir. Mitoz sonucu meydana gelen hicrdter@NA’larin nitelik ve nicelgi
birbirinin aynidir. Mitoz muntazam bigekilde ardarda meydana gelen bir dizi olaylar
halindedir. Do6rt safhada incelenir. Mitozun bu sddini; profaz, metafaz, anafaz, telofaz
adlarini alirlar (90,91).

2.6.4.Alfafetoprotein

AFP 70.000 Da. molekulergaliginda tek zincirden okan onkofetal bir glikoproteindir.
Bilinen karsinoembriyonik proteinlerden biridir. Keiger, yolk kesesi ve fetusun
gastrointestinal sisteminden sentezlenir. Bir ydonunda AFP seviyesi gkin seviyelerine
diser. AFP seviyesi 6zellikle KC hicre rejenerasyotandepatoseliler karsinom gibi KC
neoplazmlarinda %80 oraninda, germ hicreli timdele?o60 oraninda, yuksek olarak
bulunur. Ust limiti 2g/L’dir. AFP saf seminomlarda, koryokarsinomlardsya embriyonal
karsinomada goérilmez. Bu timorlerin vamida, AFP saptanmasi yolk salk timor varl

gOsterir (38).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calsma Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Etik Kuruldan 05.07.2011 tarihinde onay
alindiktan sonra yurutulngtiir.

Calismaya 2000-2011 yillar arasinda Erciyes Universitgs Fakultesi Pediatri Hematoloji-
Onkoloji Departmani tarafindan takip edilen ve fesi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji

Anabilim Dali tarafindan ¢ocukluk gasolid timaori tanisi verilrgil50 hasta dahil edildi.

Calismaya alinan solid timorlii hastalar 4 gruba ayrilléi.gruba Noéroblastom grubu adi
verildi. Bu grup 24 néroblastom, 6 ganglionérobdasttanisi almy 30 hastadan ofturuldu.
ikinci grup Wilm’s tiimorii grubu olarak adlandirildu grupta toplam 42 Wilm’s timorli
hasta mevcuttu. Uclinci grup Sarkom grubu olarakanaaihildi. Bu grupta 16
rabdomyosarkom, 14 osteosarkom, 14 Ewing sarkonmsitaalms toplam 44 hasta
bulunmakta idi. Son grup ise Germ hucreli tumodarbu olarak adlandirildi. Bu grupta da
11 matir teratom, 8 immatur teratom, 14 yolk satkdrd, 1 disgerminom tanisi akrioplam

34 hasta mevcuttu.

Calismaya 2000-2011 yillan arasinda tani glboplam 209 hastanin dahil edilmesi planlandi.
Bunlardan 30 hastanin parafin §loagivde bulunamadi. 17 hastanin parafingolioda yeterli
materyali olmamasi nedeniyle gahadan c¢ikarildi. Kalan 12 hastanin preparatlari ise
boyanma sirasindaki teknik sebeplerden dolayiedendirme dyi birakildi. Kalan 150
hastanin parafin bloklar1 derlendirmeye alindi ve boyamalari yapildi.
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Calismada ilk olarak patoloji aivinden parafin bloklar alindi. Patoloji raporunérg timor
dokusundan zengin uygun blok secildi. Bloklardamuwy dlcilerde preparatlar hazirlandi.
Calismada kullanilacak Piwil2 immunohistokimya boyamasn Uretici tarafindan verilen
standart protokol kullanildi. Caimada kullandiimiz immunohistokimya protokolUsagida

verilmistir.

Immunohistokimya protokolii

1. Deparafinizasyon amagch 1 saaf@@ebloklar etiivde bekletildi.

2. Ardindan dehidrasyon amagcli 15 dakika ksiloldklé&tildi.

3. Siraslyla azalan degimlerde alkoller uygulandi. Preparat 5 dakika %9%akika %96, 5
dakika %70 alkolde bekletildi.

4. Preparat 5 dakika distile suda bekletildi.

5. Sitrat buffer ve distile su kullanilarak %10’laklusyon hazirlandi.

6. Bloklar antijen retrieval amacl %10’luk Sitrbuffer sollisyonu icerisinde mikrodalga
firnda iki kez 15’er dakika bekletildi.

7. Antijen retrieval sonrasi gomaya birakildi.

8. Ardindan 5 dakika distile suda bekletildi.

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

10. Ardindan hidrojen peroksit uygulandi ve 10 dakiekletildi.

11. Ardindan 5 dakika distile suda bekletildi.

12. 5 dakika fosfat buffer uygulandi.

13. Ardindan sekonder antikor solusyonuundan ultskok damlatilip 10 dakika bekletildi.
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14. Sonrasinda 1/100 oranindastav kaynakl poliklonal Piwil2 primer antikoru darfa
gece boyu (overnight) inktibe edildi.

15. Primer antikor sonrasi 10 dakika fosfat budiggulandi.

16. Daha sonra ikinci sekonder antikor solusyotaun dliotin eklenerek 10 dakika bekletildi.

17. 10 dakika fosfat buffer uygulandi.

18. Sonrasinda udcunciu sekonder antikor solUsyoneptavidin damlatilip 10 dakika
bekletildi.

19. Ardindan 10 dakika fosfat buffer uygulandi.

20. 1/1 oraninda DAB kromojen sollsyonu 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 deémleri 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 kapatilagkdmie son verildi.

Insan normal testis dokusu kontrol dokusu olarakakubl. Tawan kaynakli poliklonal

Piwil2 antikorunun pozitif sonu¢ vergi gorildukten sonra 10arli camlar halinde
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immunohistokimya boyama yapildi. Her boyama dongdsi mutlaka kontrol dokusu
boyamasi da yapildi ve pozitif boyama ygpgoruldi. Boyamalar bir uzman patolog ve bir
pediatrik hematolog tarafindan @elendirildi. Dezerlendirme sonucuna gore farkli timor

dokularinda Piwil2 boyanma paterninin ne 6l¢clideugldtespit edildi.

Kontrol Doku

Kullanmis oldusumuz antikor olan Piwil2 (Piwi-like2), akin testisinde germ hucrelerinde
bulunmutur. Antikorun veri sayfasinda pozitif kontrol doklarak testis dokusu belirtiimesi
nedeniyle biz de caimada egkin normal testis dokusu kullandik. Resim 3'de igest

dokusunda kuvvetli boyanma paterni gortlmektedir.

boyanma dikkati cekmektedir.

Boyanma skorlari;

1. %0-5 Piwil2 boyanmy hiicre, boyanma skoru 0 veya negatif

2. %5-25 Piwil2 boyanmgihiicre, boyanma skoru 1 (+) veya zayif pozitif

3. %25-50 Piwil2 boyanmgihiicre, boyanma skoru 2 (++) veya orta pozitif
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4. %50 Uzeri Piwil2 boyanmgi hiicre, boyanma skoru 3 (+++) veya kuvvetli pozitif

boyanmg olarak belirlendi.

Calismada Kullanilan Histolojik Parametreler

1. Nekroz: Calisma oncesinde parafin blok gkrlendirmesi yapilirken patoloji raporlari
yardimi ile ve boyama sonrasi mikroskobi ilegeldendirme sirasinda ¢ok ggmmekroz
alanlari olan timorli dokular yaglpozitiflige sebep olabilegeden calgmadan cikarildi.
Diger dokular ise nekroz oranina gore; nekroz yokif,hafta ve ileri derece nekroz olarak

siniflama yapildi. Nekroz orani ile boyanma patarasindaki ikki degerlendirildi.

2. Mitoz: Calsmaya alinan dokularda mitoz orani patoloji raponiargore alindi. Mitoz
oranini; mitoz yok, az sayida mitoz ve fazla mi#ttarmitoz olarak siniflandirildi. Mitoz

oraninin antikor boyanmagkisi ¢calsma sirasinda gerlendirildi.

3. Ki67: Proliferasyon indeksi olan Ki67 2008 oncesinde lggitadepartmani tarafindan
degerlendirmesi ve boyanmasi yapiim&di igcin  bu tarihnten ©Onceki vakalarda
degerlendirilemedi. 2008 sonrasi tani amhastalardan 27'sinde Ki67 skoru patoloji
raporlarindan alindi. Ki67 skoru yizde 1 ile yuAd® arasinda @gesen oranlarda belirtildi.

Tumor boyanmasi ile Ki67 skoru arasindalgkilidegerlendirildi.

4. Histolojik Tip: Ozellikle Wilm’s tiimériinde prognozda da etkisi qléimariin favorable
(iyi histolojili) veya unfavorable (kotu histoloj)l histolojili olmasi nedeniyle, ¢caimada
Wilm’s tumor gruplarinda histolojik tip de gerlendirmeye alindi. Tumorin koéta histolojili

olmasiyla Piwil2’ nin kuvvetli boyanmasi arasintigki olup olmadgi dezerlendirildi.

Calismada Deserlendirilen Tumor Belirtegleri

1. N-myc: Noroblastom icin kotl prognoz gostergesi olan n-rayeplifikasyonu, hicre
siklusu progresyonunu ve DNA sentezi ilgklli oldugu i¢in hastalarin takibinde prognozlari
ile iliskilidir. Calismada Piwil2 boyanma orani ile n-myc amplifikasyomuniliskili olup

olmadgini gostermek amaciyla néroblastom tanisi glhastalarda dgrlendirme yapildi.
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2008 yili 6ncesi kayitlarda n-myc amplifikasyondummadg! icin sadece kayitlarina ygiéan

9 hastanin sonucu gerlendirildi.

2. Alfafetoprotein: Ozellikle yolk salk timorlii hasta grubunda podigiflolan bir belirteg
olmasi nedeniyle c¢amada dgerlendiriimistir. Calsmada dgerlendirilen 14 yolk salk
tumorli hastada Piwil2 boyanma orani ve AFP yukgekh ili skisi degerlendirildi.

Istatistik yontem: Verilerin istatiksel dgerlendiriimesi ‘SPSS for Windows, Version 17.0,
SPSS Inc, U.S.A’ paket programi kullanilarak gelegkildi. Hastalarin ozellikleri ve
bulgulari icin deskriptif istatistiksel gerlendirme yapildi. Caima verileri dgerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, riel@t sapma, frekans) yanisira niteliksel
verilerin kasllastiriimasinda Ki-Kare testi (Pearson Chi-Square)av€jsher’ s Exact Test
kullanildi. Sonuglar %95’lik gliven arg@inda, anlamlilik p<0.05 duzeyindegdelendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya yalari 1 ile 18 ya arasinda dasen Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Hematoloji-Onkoloji Departmani tarafindan takip ledi ve biyopsisi yapilngisolid timor

tanisi almy toplam 150 hasta dahil edildi.

Calismaya alinan hastalar N6éroblastom, Wilm’s timorirk&alar ve Germ hiicreli timorler
olmak lzere 4 gruba ayrildi. Toplam 150 hastani 3(620) N6roblastom, 42’si (%28)
Wilm’s timori, 44’0 (%29,3) Sarkom, , 34'0 (%228 Germ hucreli timdr grubunda idi
(Sekil6).
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Timor Gruplari

Germ Hiicreli
Wilm's Tamorler
23%

Noroblastom
Sarkomlar 20%
29%

Sekil 6. Olgularin Tumor Gruplarina Gére Rpami

Tumor alt gruplarina gore bakifinda No6roblastom grubunda 24 (%16) hasta

noroblastom, 6 hasta (%4) gangliondroblastom tatnskti.

Wilm’s timart grubunda bulunan bitin hastalar (%28)n’s tumord tanisi alngti.

Sarkom grubunda bulunan 16 (%10,7) hasta rabdomk@msa 14 (%9,3) hasta osteosarkom,
14 (%9,3) hasta da Ewing sarkomu tanisi ile tallipreskte idi.

Germ hucreli tumor grubunda ise 11(%7,3) maturteena 8 (%5,3) immatir teratom, 14
(%9,3) yolk salk timart, 1(%0,7) disgerminom tamisn hasta vardi (Tablo 2).

Tablo 2. Hastalarin Tiumor Grup ve Alt Gruplarina Goreghal

Timér Gruplari n (%) Alt Gruplar n (%)
1 Noroblastom Noroblastom 24(%16)
30(%20) —
Gangliondroblastom 6(%4)
2 Wilm’s TUmori 42(%28) 42(%28)
3 Sarkomlar Rabdomyosarkom 16(%10,7)
44(%29,3) Osteosarkom 14(%9,3)
Ewing Sarkomu 14(%9,3)

53



4 Germ Hucreli TUumoér Mattr Teratom

11(%7,3)
Immattr Teratom 8(%5,3)
34(%22,7) —
Yolk Salk Ttmoéri 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 gahaya dahil edilen
hastalarin tumor gruplarina goresyartalamalari gortlmektedir. N6éroblastom grubundaki
hastalarin y@ ortalamasi 7,7+4,3 yil, Wilm’s tumoért grubundakdstalarin ya ortalamasi
7,54 yil, Sarkom grubundaki hastalarins yartalamasi 13,65 yil, Germ hucreli timor

grubundaki hastalarin yartalamasi 9,8+5,2 yil olarak hesaplandi (Tablo 3)

Tablo 3. Hastalarin Tiumoér Gruplari ve Alt Gruplarina Gores Catalamalari

Timor Gruplar

20
18 | ®Yag Ortalamalari
16 —|  EQGangliondroblastom
14 |  mNoroblastom
12 | ®mRabdomyosarkom
10 |  ®EQOsteosarkom

8 B Ewing Sarkomu

6 B Matiir Teratom

N B Immatiir Teratom

‘3 | mYolk Salk Timor

Noroblastom Wilm's Timérii  Sarkomlar Germ Hiicreli Disgerminom
Timor

Tuamor alt gruplarina gore bakifnda Noéroblastom grubundaki gangliondroblastomstani
olan hastalarin yaortalamasi 9,5+2,5 yil, néroblastom tanisi olamdar 7,2+4,5 yil olarak

hesaplandi. Sarkom grubunda rabdomyosarkom tdarsihastalarin yaortalamasi 10,3+4,8
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yil, Osteosarkom tanisi olan hastalarig ggalamasi 17,4+0,7 yil, Ewing sarkomu tanisi olan
hastalarin ygortalamasi ise 13,515 yil olarak hesaplandi. Geiereli timdr grubunda yer
alan Matir teratom tanisi olan hastalarig getalamasi 9,6+5,5 yiimmatir teratom tanisi
olan hastalarin yaortalamasi 9,6+4,9 yil, Yolk salk timodr tanisi rolhastalarin ya
ortalamasi 9,5+5,2 yil olarak hesaplandi. Disgeomintanisi olan bir hastadasya8 idi
(Tablo 3).

Cinsiyet

Calismaya katilan 150 hastanin 76’s1 (%50,7) erkek 1%49,3) kizdi. Tablo4'de ¢amaya

alinan hastalarin cinsiyetlere goére gdiani gorilmektedir. Buna gore 30 ndroblastom
vakasinin 17'si (%56,7) erkek 13U (%43,3) kizdiils timoérd olan 42 hastanin 23U
(%54,8) erkek 19'u (%45,2) kiz, sarkom tanisi adehhastanin 29'u (%65,9) erkek 15’i
(%34,1) kiz, germ hucreli timor tanisi olan 34 aast 7'si (%20,6) erkek 27’si (%79,4)

kizdi. TUmor alt gruplarina gore cinsiyet farkliak da Tablo 4’de verilngtir.

Tablo 4. Hastalarin Tumor Gruplari ve Alt Gruplarinda Cyese Gore Dailimi

n Erkek Kiz
Tamor Tipi (%) (%) (%)
Noroblastom 30(%20) 17 (%56,7) 13 (%43,3)
Noroblastom 24(%16) 15(%67,5) 9 (%32,5)
Gangliontroblastom 6(%4) 2(%33,3) 4(%66,6)
Wilm'’s TUmor 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 Hucreli 34 (%22,6) 7 (%20,6) 27 (%79,4)
Tumor Matur Teratom 11(%7.3) 2(%18.2) 9(%81.8)
Immatur Teratom 8(%5,3) 1(%12,5) 7(%87,5)
Yolk Salk Tumori 14(%9,3) 4(%28,6) 10(%71,4)
Disgerminom 1(%0,7) 0 1(%100)
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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 giedi.
Kalan 73 (%48,7) hastada ise zayif, orta, kuvwdilzeylerde olmak tzere pozitif boyanma
tespit edildi.

Tamaor Gruplarinda Pozitif Piwil2 Boyanma Paterni

Noroblastom timor grubunda 9 (%30) hastada nelgagdinma bulunurken, 21 (%70) hastada
pozitif Piwil2 boyamasi goruldd. Wilm's tumort gmuda 27(%64,3) hastada negatif
boyanma bulunurken, 15 (%35,7) hastada pozitif boa goruldid. Sarkomlar grubunda
25(%56,8) hastada negatif boyanma bulunurken, 13(Zpsastada pozitif boyanma gaoruldu.
Germ Hiucreli Tumor grubunda ise 16(%47,1)
18(%52,9)

immunohistokimyasal boyanmalar Tablo 5’'de gostastim

hastadgatif boyanma bulunurken,

hastada pozitif boyanma goéruldid. Tumoruplgrinda Piwil2 ile

Tablo 5. Hastalarin Tumor Gruplarinda Piwil2 Boyanma SayMizdeleri

N Boyanma Orani
TUumor Tipi (%) Negatif Pozitif p
Noéroblastom 30(%20) 9(%30) 21(%70) p=0,02*
Wilm'’s timorii 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 Hiicreli 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 anlamli

Noroblastom ve Germ Hucreli Tumadr grubundaki pébiyanma dier gruplara gére anlaml

bulundu p<0,05). Wilm’s timo6ra grubundaki negatif boyanmadager gruplara gore anlamli

bulundu £>0,05).
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Preparatlarda Piwil2 immunohistokimya boyamalardi@ @e kuvvetli boyanmalar anlamli
kabul edildi. Negatif ve zayif boyanmalar ise arganolarak yorumlandi. Buna gore hastalar
deserlendirildiginde, benzersekilde, Noéroblastom ve Germ hicreli timor grupldan

istatistiksel olarak anlamli boyanma elde edifi@,05).

Tamor Gruplarinda Kuvvetli Piwil2 Boyanma Paterni

Tumor gruplarina gore bakiginda ndroblastom tanisi olan 30 hastanin 5’'inde 6(%91
kuvvetli boyanma goruldid. Wilm’s tiumariinde ise 4@ydmadan hicbir hastada orta veya
kuvvetli boyanma gorulmedi. Sarkom tanisi glmalan 44 hastanin 4’inde (%9,1) kuvvetli
boyanma izlendi. 34 germ hcreli timor dokusunuyabmasinda 6 (%17,6) hastada kuvvetli
boyanma izlendi. Kuvvetli Piwil2 boyanma oranlare timor tipleri arasindaki gki
degerlendirildiginde Noroblastom ve Germ hiicreli timor grubundatistiksel acidan anlamli

fark bulundu p<0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Hastalarin Tumoér Gruplarinda Zayif, Orta ve Kuwwetlvil2 Boyanma Say! ve

Yizdeleri
N Orta .
. Zayif Kuvvetli
Negatif Derece
L Boyanma Boyanma p
TUumor Tipi % Boyanma
P o | * (%) " (%)
5 30 (%20 9 11 S 5 —0 02*
Nerelses e 6200 og30) | 367) | (e167) | (w167) | PO02
. o 15
] 0, —
Wilm’s TUmaoru 42 (%28) 27 (%64,3) (%35,7) 0 0 p=0,2
44 . . 5 4 B
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 16 15
TOPLAM @®100) | @®513) | 2 P28 (00107) | (%10)
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*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

Germ hucreli timo6r ve noroblastom gruplarindgedigruplara gore daha kuvvetli
boyanan preparat sayisi daha fazlaydi. Piwil2 anfikun stoplazmik boyanma paterni
olmasina rgmen germ hucreli timorde zayif boyanmadan kuvvatyanmaya kadar tim

olgularda hem stoplazmik hem de nuikleer (nUkleogabma paterni izlendi.

TUMOR GRUPLARINDA KL INiK OZELL IKLER VE PIWiL2 iLiSKiSI

NOROBLASTOM

A. Boyanma Oranlari

Calismaya dahil edilen néroblastom tanisi glralan 30 hastanin 24’G ndroblastom 6’sI ise
gangliondroblastomdu. Her iki grup icin bakgdida nodroblastom tanisi olan hastalarin
7'sinde (%29,2) negatif, 8inde (%33,3) zayif bogea, 5inde(%20,8) orta derecede
boyanma, 4’Unde (%16,7) kuvvetli boyanma gortldan@iondroblastom olan hastalarin 2’si
(%33,3) negatif, 3'0 (%50) zaylf,
Noroblastom alt tipleri ile boyanma oranlari kigaslginda istatistiksel agidan anlamliski
bulunamadi§>0,05) (Tablo 7).

1 hastada isel§¥) kuvvetli boyanma izlendi.

Tablo 7. N6éroblastom Grubunda Tumor Alt Tiplerinin Piwil2ganma Oranlari

N Orta :
. Zayif Kuvvetli
Tumor Alt Tipi Neoganf Boyanma Derece Boyanma p
(%) (%) (%) Boyanma (%)
(%)

Gangliondroblastom 6(%20) 2(%33,3) 3(%50) 0 1(%16,7) p>0,05
Noroblastom 24(%80) 7(%29,2) 8(%33,3) 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 anlamli

B. TUmOr Evresi
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Hastalar evrelerine goére gerlendirildiginde; 30 hastanin 3’0 evre 1(%10), 3’0 evre 2(%10),
2'si evre 3(%6,2) ve 22'si(%73,3) ise evre 4 olastalardan okmakta idi. Evre 1 olan 3
hastanin 1'inde (%33,3) negatif, 1'inde (%33,3)1z&apyanma, 1’inde (%33,3) orta derecede
boyanma olurken kuvvetli boyanan gorilmedi. Evi@dh 3 hastanin 2'si (%66,7) negatif, 1
(%33,3) hasta zayif boyanirken orta ve kuvvetlidsoya gorilmedi. Evre 3 olan grupta ise 2
hastanin 1'i (%50) negatif, 1'i ise (%50) zayifyhadi. Evre 4 olan 22 hastanin ise 5’i
(%22,7) negatif, 8 (%36,4) zaylf, 4’0 (%18,2)ta@rderecede, 5'i de (%22,7) kuvvetli
boyanmgti. Tablo 8'de hastalarin evreleri ve boyanma @delli gorilmektedir. Hastalarin
evreleri ve boyanma o0zellikleri istatistiksel aqddeserlendirildiginde, gruplarda hasta
sayllarinin ¢ok fazla olmasindan dolayl anlamlgkilisaptanamadi. Ancak oran olarak

bakildginda evre 4 hastalarda kuvvetli Piwil2 boyanma ofazia idi.

Tablo 8. Néroblastom Evrelerine Gore Piwil2 Boyanma Oranlar

Orta ]
. Zayif Kuvvetli
Negatif Derece
: N(%) Boyanma Boyanma p
TUmor Evresi (%) Boyanma
(%) (%)

(%)
Evre 1 3(%10) 1(%33,3) 1(%33,3) 1(%33,3) 0
Evre 2 3(%10) 2(%66,6) 1(%33,3) 0 0
Evre 3 2(%6) 1(%50) 1(%50) 0 0
Evre 4 22(%73,3) 5(%22,7) 8(%36,4) 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 anlamli

C. N-myc Amlifikasyonu
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Noroblastom tanisi almiolan 30 hastanin 9'unda amplifikasyon g&di. 7’sinde (%77) n-
myc amplifikasyonu pozitif saptandi. 7 hastanin(%14,3) negatif, 4’0 (%57,1) zayif, 1’i
(%14,3) orta derece, 1 (%14,3) hasta ise kuvvetlyahdi. Bu verilere gore yuksek
amplifikasyon ile kuvvetli Piwil2 boyanma orani anada ilgki bulunamadi §>0,05). Tablo

9’da N-myc pozitif olan hastalarda antikor boyanonani gortlmektedir.

Tablo 9. Néroblastomda N-Myc Amplifikasyonuna Gore Piwil@ygnma Oranlari

Neqatif Zay|f Orta Derece Kuvvetli
N(%) ((3) Boyanma Boyanma Boyanma
° (%) (%) (%)
N-myc 7 1(%14,3) 4(%57,1) 1(%14,3) 1(%14,3)

D. Timar Lokalizasyonu

Noroblastom tanisi alaBO hastanin 2'si (%6,7) karger kaynakli, 1'i (%3,3) bobrek, 1’i
(%3,3) sakral bolge, 1'i (%3,3) mediastinal lenfadeati, 1'i (%3,3) toraks, 6’si (%20) batin
ici, 1'i (%3,3) kafa kaidesi, 4’0 (%13,3) mediastd 2’si (%40) strrenal, 1 (%3,3) hasta ise
spinal kord kaynakl idi. Hastalar tumoér lokalizasyna gore degerlendirildiginde
noroblastom icin surrenal kaynakli vezeli bolgeler olarak ayrildi. Tablo 10’da surrenafave
diger tutulan organ dalimina gére boyanma 0Ozellikleri gorilmektedir. @ngtutulumlarina
gore dgerlendirme yapildinda sirrenale 6zgu kuvvetli boyanma paterni siliel acidan

anlamh bulunmadip&0,05).

Tablo 10.Noroblastomda Tumor Lokalizasyonuna Goére Piwilyd&ona Oranlari

Orta ]
: . Zayif Kuvvetli
Tamor Lokalizasyonu N Negatif Derece
Boyanma Boyanma p
(%) (%) 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(%16,6)p>0,05
Toplam 30(%2100) 9(%30) 11(%36,6 5(%16,6) 5(%16,6)

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

Hastalar prognozlari agisindangddendirildiginde ndroblastom grubu icinde 30 hastanin
8’inin (%26,6) kaybedildii goraldi. 22 (%73,3) hastanin ise takibine devafreektedir.
Olen 8 hastaya bakiiginda 1 (%12,5) hastada negatif boyanma, 5 (%6235)ada zayif

boyanma, 2 (%25) hastada orta derece boyanma gkeiillinicbir hastada kuvvetli boyanma

gorulmedi. Yaayan 22 hastaya bakifginda ise 8 (%36,4) hasta negatif, 6's1 (%27,3) fzay!
30 (%13,6) orta derecede, 5'i ise (%22,7) kuvvebloyandi (Tabloll).istatistiksel
degerlendirme yapildinda ise koti prognozla Piwil2 pozitdli arasinda anlamh gki

saptanmadipt0,05).

Tablo 11.Ndroblastomda Prognoza Gore Piwil2 Boyanma Oranlar

Orta )
_ Zayif Kuvvetli
Tamor 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

WILM'S TUMORU

Calsmaya dahil edilen Wilm’'s timort tanisi olan 42 hast 27’'sinde (%64,3) negatif

boyanma, 15'inde(%35,7) orta derece boyanma boyagwnaltrken hicbir hastada orta ve

kuvvetli boyanma gorulmedi.

A. TUmor Evresi

Hastalar evrelerine gore ghrlendirildiginde 42 hastanin 18'i (%42,9) evre 1, 9'u (%21,4)
evre 2, 11'i (%26,2) evre 3, 4 (%9,5) hasta iseeedrolan hastalardan ghakta idi.

Evrelerine gore boyanma 0zellikleri @lendirildiginde Piwil2 boyanma 6zefli arasinda

anlaml iliski saptanmadipg>0,05).
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B. TUmor Histolojisi

Wilm’'s tumortu dgerlendirmesinde histoloji tipi prognoz acisindarer@ bir 6zelliktir.
Calismaya dahil edilen hastalarda histoloji tipi favdeafiyi histoloji) ve unfavorable (kotl
histoloji) olarak 2 gruba ayrldi42 hastanin 29'u (%69) favorable, 14 (%31) has& is
unfavorable histolojili olarak saptandi. Favorabistoloji olan 29 hastanin 18'i (%62,1)
negatif boyanirken, 11 (%37,9) hastada ise zayybhbma saptandi. Hi¢bir hastada orta ve
kuvvetli boyanma gorilmedi. Unfavorable histoloplan grupta ise 14 hastanin 9'u (%69,2)
negatif boyanirken 4’inde (%30,8) zayif boyanmpataadi. Bu grupta da orta ve kuvvetli
boyanan hasta gorulmedstatistiksel dgerlendirme yapildinda hastalarin histolojik olarak
lyi ya da kotu tip olmasi ile Piwil2 boyanma 6zgilarasinda anlamli gki saptanamadi (
p>0,05).

C. Prognoz

Hastalar1 prognozlarina goreggelendirdgimizde 42 hastanin 10 yillik takibinde 33 (%78,6)
hasta iyi prognozlu olarak seyrederken, 9 (%21a8tdn kaybedilngti. Olen 9 hastanin 6’si
(%66,7) negatif boyanirken, 3 (%33,3) hasta zagyamdi. Takiplerine devam edilen liyi
prgonozlu grupta ise 33 hastadan 21'i (%63,6) nedatyanirken 12 (%36,4) hasta zayif
boyandi. Her iki grupta da orta ve kuvvetli boyangiatlmedi.istatistiksel dgerlendirme
yapildginda ise ygayan grupla, 6len hastalarin Piwil2 boyanmalarsiada anlamli ikki
bulunmadi §p>0,05).

SARKOMLAR

Calsmaya aldgimiz sarkomlar rabdomyosarkom, osteosarkom ve Ewgdgomu olmak
Uzere 3 gruptan ve 44 hastadanswiaktaydi. Bunlardan 16’s1 (%36,4) rabdomyosarkom,
14’0 (%31,8) osteosarkom ve 14'0 (%31,8) ise Evaackomuydu.

Boyanma Oranlari

Calismaya dahil edilen sarkomlar grubunda 16 rabdom¥osarhastasinin sadece 1'inde
(%6,3) kuvvetli boyanma goruldi. 14 ewing sarkonsthainin hicbirinde kuvvetli boyanma

gorulmedi. 14 osteosarkom hastasinda ise 3 (%oRUyA)etli boyanma goruldid. (Resim 4)
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Resim 4.0steosarkom Dokusu, 3+ (Kuvvetli Oranda) Boyanma

Sarkomlar grubunda osteosarkom hastalarinda gokievetli Piwil2 boyanmasi istatistiksel

olarak anlamli idi§<0,05) (Tablo 12).

Tablo 12. Sarkomlar Grubunda Tumaor Alt Tiplerinin Piwil2 Baryma Oranlari

Orta )
) Zayif Kuvvetli
N Negatif Derece
Boyanma Boyanma p
(%) (%) Boyanma
(%) (%)
(%)

16 (%10,7) | 10 (%62,5 4(%25) 1(%6,3 1(%6,3)
14(%9,3) 6(%42,9) 4(%28,6) 1(%7,1 3(%21,4)P=0,03*
14(%9,3) 9(%64,3) 2(%14,3) 3(%21,4) 0

44(100) 25(%56,8)| 10(%22,7 5(%11,3) 4(%9
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*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

Tamor Alt Gruplari

Rabdomyosarkom

TUmor Evresi

Bu alt gruplarda hasta sayisi az @dndan evreler lokalize ve metastatik hastalik é&lara
ayrildi. Hastalar evrelerine gore ggelendirildiginde 16 hastanin 11'i (%68,7) lokalize 5
(%31,3) hasta ise metastatik hastalik grubunda Hditelerine gére boyanma oranlari
degerlendirildiginde ise lokalize olan 11 hastanin 6'si (%54,5)atiég4’u (%36,4) zayif, 1

(%9,1) hasta ise orta derece boyandi. Kuvvetli bagahasta olmadi. Metastatik olanlara
bakildginda ise 5 hastanin 4'G (%80) negatif boyanirke(®620) hastada kuvvetli boyanma
goruldu. Zayif ve orta derecede boyanan hasta yd#k#aistalarin evresi ile Piwil2 boyanma

ili skisi istatiksel dgerlendirildiginde anlamli faklilik géridlmedip&0,05).

Patoloijk Alt Tipleri

Hastalar patolojik alt tiplerine gore bakgchda, 16 hastanin 8'i (%50) embriyonel, 3'l
(%18,8) pleomorfik, 3'U (%18,8) botiroid, 1'i (%6,3nalign mezenkimal timor, 1 (%6,3)
hasta da alveolar tip rabdomyosarkom olarak sapt&mabriyonel ve dier histolojik gruplar
karsilastirildiginda, Piwil2 boyanmasi acgisindan istatistiksel akaanlamli fark saptanmadi
(p>0,05).

Prognoz

Calismaya alinan 16 hastanin 11'i (%73,3) iyi prognogdyrederken, 4’Ginde (%26,7) kotl
idi. Bir hasta ise takipten cilg icin bu acidan dgerlendirme dyi kaldi. Boyanma orani
acisindan dgerlendirdgimizde iyi prognozlu 11 hastanin 8'i (%72,7) nefja2'si (%18,2)

zayif, 1'i (%9,1) ise orta derecede boyandi. Kulivbbyanan bu grupta yoktu. Kotl

prognozlu seyreden 4 hastanin 2'si (%50) negatif,(%25) ise zayif boyanma olarak
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saptandi. Bu grupta orta ve kuvvetli boyanma sapéah. Prognozu iyi ve kotd olanlar

arasinda, Piwil2 boyanma orani istatistiksel olamlamli farkl dgildi (p>0,05).

Osteosarkom

TUmor Evresi

Hastalar evrelerine gore ghkylendirildiginde temel kriter olarak akg@er metastaz olup
olmamasi baz alindi. Akger metastazi olanlar metastazik olmayanlar lokahzetalik
seklinde dgerlendirildi. 14 hastanin 12’i (%85,7) lokalize,(%14,3) hasta ise metastatik
hastalik olarak saptandi. Evrelerine gére boyannaalari dgerlendirildiginde ise lokalize
olan 12 hastanin 5'i (%41,7) negatif, 3'0 (%25) iza¥ (%8,3) hasta ise orta derece, 3 hasta
(%25) ise kuvvetli boyandi. Metastatik olanlara idikinda ise 2 hastanin 1'i (%50) negatif
boyanirken, 1 (%50) hastada zayif boyanma gori@dia ve kuvvetli derecede boyanan hasta
yoktu. Hastalarin evresi ile Piwil2 boyanmaskisi istatiksel acidan gerlendirildiginde
anlaml fark gérilmedig>0,05).

Prognoz

Calsmaya alinan Osteosarkom tanili 14 hastanin 7’siOj%% prognozlu seyrederken,
7'sinin - (%50) koti prognozlu seyreiti saptandi. Boyanma orani agisindan
deserlendirdgimizde iyi prognozlu 7 hastanin 4’40 (%57,1) negafifsi (%28,6) zayif, 1’i
(%14,3) ise kuvvetli derecede boyandi. Orta derecbdyanan hasta gorilmedi. Kot
prognozlu seyreden 7 hastanin 2’si (%28,6) nedaisf,(%28,6) ise zayif boyanma 1 (%14,3)
hasta orta derece, 2 hasta (%28,6) ise kuvvetlamayistatistiksel agidan bakiginda ise
Piwil2 boyanma orani ile prognoz arasinda anlahgkiibulunamadi. >0,05) Tablo 16'da

osteosarkomda prognoz boyanmskibi gorilmektedir.

Tablo 13. Osteosarkomda Prognoza Gore Piwil2 Boyanma Onanlar

Orta ]
L . Zay|f Kuvvetli
Tumor Prognozu N Negatif Derece
Boyanma Boyanma p
(%) (%) Boyanma
(%) (%)
(%)
Olen 7 (%50) 2 (%28,6)| 2 (%28, 1(%14,3) 2 (%28|6) ,570
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Yasayan 7 (%50) | 4 (%57,1)] 2 (%28,6) 0 1 (%14,3)

Toplam 14 (%100)| 6 (%42,9)] 4 (%28.8) 1 (%7.1) 3 (%21]4)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

Ewing Sarkomu

TUmor Evresi

Hastalar evrelerine gore lokalize ve metastatikdigsolarak dgerlendirildi. 14 hastanin 11’i
(%78,6) lokalize, 3 (%21,4) hasta ise metastatiktdiek olarak saptandi. Evrelerine gore
boyanma oranlari gerlendirildiginde ise lokalize olan 11 hastanin 6’s1 (%54,5)atiég2’si
(%18,2) zayif, 3 (%27,3) hasta ise orta dereceaba goruldi. Kuvvetli boyanan hasta ise
yoktu. Metastatik olanlara bakifginda ise 3 hastanin 3'U (%100) negatif boyanirkegerd
boyanma oranlari gortlmedi. Hastalarin evresi iwilR boyanma ilgkisi istatiksel agidan
degerlendirildiginde anlamhlik gorilmedipé0,05).

Prognoz

Calsmaya alinan 14 Ewing sarkom tanili hastanin 9'u4%piyi prognozlu seyrederken,
5inin  (%34,3) koti prognozlu seyreiti saptandi. Boyanma orani agisindan
degerlendirdgimizde iyi prognozlu 9 hastanin 6’si (%66,7) nefgatii (%11,1) zayif, 2'si
(%22,2) ise orta derecede boyandi. Kuvvetli derecbdyanan hasta gorilmedi. Kotu
prognozlu seyreden 5 hastanin 3’0 (%60) negaiif(%20) zayif boyanma, 1(%20) hasta ise
orta derece kuvvetli boyandistatistiksel acidan bakiginda ise Piwil2 boyanma orani ile

prognoz arasinda anlamlishi bulunamadi §>0,05).

GERM HUCREL i TUMORLER

Germ hdcreli timorler ¢calmada matir teratom, immatir teratom, yolk salk iggetrminom
olmak Uzere 4 alt gruba ayrildi. Bu grupta 34 halsgerlendirmeye alindi. Bunlardan 11’i
(%32,4) matir teratom, 8'i (%23,5) immatir terata, i (%14,2) yolk salk timora ve 1
(%2,9) hasta disgerminomdu. Disgerminom hasta sagisadece 1 olmasi nedeni ile bu
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grupta istatistik yapilamadi.

gorilmektedir.

Tablo 14.Germ Hucreli Tumdrler Grubunda Tuamaor Alt TiplenriPiwil2 Boyanma Oranlari

Tablo 14'de tumér ajtuplar

ve boyanma oranlari

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

(%)
Matilr 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 Tumori 14(%9,3) 6(%42,9) 2(%14,3) 4(%28,6) 2(%14,3)
Disgerminom 1(%0,7) 0 0 0 1(%100)
Toplam 34

16(%47) 6(%17,6) 6(%17,6 6(%17,6) 0,02
(%22,7)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

Matur Teratom

Hastalar yerlgm yerlerine gore deerlendirildiginde 11 hastanin 5'i (%45,5) over, 4l
(%36,4) sakral bolgeden, 1'i (%9,1) testis, 1'i (#9Qise batin ici kaynakh idi. Boyanma
oranlari yerlgim yerine gore dgerlendirildiginde kuvvetli Piwil2 boyanan iki hastadan biri

testis dgeri sakral kaynakl idi.

Immatir Teratom

Bu gruptadegerlendirmeye 8 hasta alindi. Bunlardan 4G (%5®radaboélge kaynakh, 3’0
(%37,5) over, 1'i (%12,5) ise batin i¢i kaynakli.idPiwil2 boyanma oranlari yegen yerine
gore degerlendirildiginde kuvvetli boyanan bir hasta sakral bdlgedeta dereceli boyanan

bir hasta ise over kaynakl idi.
Yolk Salk TUmoru
Bu grupta dgerlendirmeye 14 hasta alin@unlardan 4't (%28,6) sakral bolge kaynakli, 3'u

(%21,4) over, 3'U0 (%21,4) testis, 1'i mediastinahfadenopati (%7,1), 1'i (%7,1) mesane, 1’i
(%7,1) vajen, 1'i (%7,1) barsak kaynakl idBoyanma oranlari yeren yerine gore

67



degerlendirildiginde kuvvetli boyanan 2 hastadan biri mediastimaifddenopati geri ise
vajen kaynakl idi. Orta dereceli Piwil2 boyanahakta over ve testis kaynakl idi.

Hastalarin tani anindaki alfafetoprotein (AFP) dime deserlendirildi. AFP dgerleri 14
hastanin 11'inde (%78) yuksek olarak saptandi. &f@sh ortalama AFP @eri 11983+16584
olarak hesaplandi. AFP vyiksekli ile Piwil2 boyanma orani istatistiksel acidan

degerlendirildiginde sinirda anlamli ger elde edildi. (p=0,058)

Disgerminom

Calismaya dahil edilen bir disgerminom tanili hasta noétwc Disgerminom over kaynakli

idi. Bu hastada Piwil2 ile kuvvetli boyanma pategoruldi.

TUMOR PROL iIFERASYON INDEKSLERI

Mitoz

Calsmaya alinan tumor gruplarinda mitoz oraninigetkendirmesi yapildi. 150 hastanin
8l'inde (%53,3) mitoz gorilmedi veya dikkate alirymeak kadar 6nemsiz oranda goéraldi.
47 hastada (%30,9) mitoz az oranda goruldu. 24aHas(%15,8)ise fazla miktarda mitoz
belirlendi. Mitoz izlenmeyen 81 hastada Piwil2 baye oranlari ise 40’1 (%49,4) negatif,
22'sinde (%27,2) zayif, 11'inde (%13,6) orta dedxe8’inde (%9,9) kuvvetli idi. Az
miktarda mitoz izlenen 47 hastanin 26’si (%55,3yatié, 12'sinde (%25,5) zayif, 3'Uinde
(%6,4) orta derecede, 6'sinda (%12,8) kuvvetli Inoya paterni izlendi. §ir1 mitoz izlenen
24 hastanin 11'i (%45,8) negatif, 10'u (%41,7) £a3isi (%8,3) orta derecede, 1'i ise (%4,2)
kuvvetli Piwil2 boyandi. Mitoz izlenmeyen, az imkn ve ari mitoz izlenen hastalarin
Piwil2 antikoru ile boyanma oranlari acisindan lhginda istatistiksel acidan anlamli fark
bulunamadi§>0,05).

Ki67

Calsmaya alinan 150 hastadan 27’sinde ki67 skorgedendirildi. Buna gore 15 (%55,6)
hastanin ki67 deeri disuk bulunurken 12 (%44,4) hastanin yuksek saptanBayanma
ili skisine bakildginda ise ki67 skoru @ik olan 15 hastanin 7’si (%46,7) negatif 6’si (%40)
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zayif pozitif, 2 (%13,3) hasta ise kuvvetli boyandi67 skoru yiksek bulunan 12 hastadan
ise 6’sl (%50) negatif, 3'U (%25) zayif, 2'si (%IP orta, 1 (%8,3) hasta ise kuvvetli
boyandi. Ki67 skoru ile Piwil2 boyanma orani ittikisel olarak dgerlendirildiginde anlaml

sonug¢ bulunamadip$0,05)

Nekroz

Hastalar calimaya alinma ve gerlendirme yapilmadan once ¢ok fazla nekroz gosteegya
tumorin  ¢@unlugu nekrozdan okan parafinler dgerlendirmede hataya sebep
olabilecginden calsma dsi birakildi. Dgerlendirilen 150 hastanin ise 95’inde (%62,5)
nekroz gorinmezken, 32 (%21,1) hastada hafif def@q€63,3) hastada orta derecede, 20
hastada ileri derecede (%13,2) nekroz goruldu. dekrlenmeyen 95 hastanin 51'i (%53,7)
negatif, 25’1 (%26,3) zayif, 10'u (%10,5) ortardcede, 9'u (%9,5) ise kuvvetli boyandi.
Hafif nekroz goérulen 32 hastanin 15'i (%46,9) ndgd0’'u (%31,3) zayif, 4’4 (%12,5), orta
derecede, 3'U (%9,4) ise kuvvetli boyanieri derece nekroz izlenen 20 hastanin 8'i (%40)
negatif, 7’si (%35) zayif, 2'si (%10) orta derece@8l (%15) ise kuvvetli boyandi. Nekroz
orani ve Piwil2 ile yiksek oranda boyanmakii acisindan dgerlendirme yapildiinda

istatistiksel agidan anlamli fark bulunamag®@,05).

Nukleer Boyanma Paterni

Stoplazmik boyanma paterni olan Piwil2 poliklonakikoru germ hicreli timor harig gr
tum timor gruplarinda stoplazmik boyandi. Stopldzboyanma paterni zayif veya kuvvetli
boyanan tumorlerde de aynen izlendi. Germ hiciehdrlerde ise hem stoplazmik hem de
cekirdek de boyanma izlendi. Ayni zamanda bu boyaonani dier timor gruplarina gore
anlamh olcude fazla bulundu. Resim 5 ve 6’da disgeom tanili vakanin hem stoplazmik

hem de nikleer 3+ kuvvetli boyanma paterni mikrdskolarak goérilmektedir.
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Resim 6.Ayni Hastada 20x Buyutme ve Farkli Kesimden NukBeyanma Paterni
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TUMOR DI SI DOKU TUTULUMU

Yapilan boyamalarda Wilm’s tumoérld dokusunda neghtifanma izlenen bazi olgularda
tumorun cikarilirken cevre bobrek dokusu ile berakeeeksiyon dlemi yapilmasi nedeniyle
timdr dokusu yaninda kalan normal bobrek dokusut@apozitif boyanma izlenmtir.
Boyanma bazi olgularda ise kuvvetli pozitif olarnalenmistir. Boyanmanin girlikli olarak
glomerdler dgil bobrek tubdluslerinde oldw gortlmektedir (Resim 7). Bu sonucun énemi
ileri calismalarda Piwil2 bir ila¢ olarak kullanilabilirse dan normal doku Uzerine etkisi veya
hangi doku Uzerine yan etki/ toksik etki guraca konusu agisindan fikir verecektir.

Resim 7. Negatif boyanan Wilm’s timéri dokusu yaninda kulrvpozitif (3+) boyanan

bdbrek dokusu ( tibuller boyanirken glomeruillerdmoypamaktadir) gorilmektedir.
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5. TARTISMA

Cocukluk ¢c@i kanserleri icinde 16semi ve lanfomalar en sikiggm kanser tipleridir. Losemi
ve lenfomalardan sonra sirasiyla SSS tumorleri,pséikn sistem timorleri, yungak doku
sarkomlari, malign kemik timdrleri, germ hucrelmtdrler, bobrek timorleri, retinoblastom
ve karacger tumorleri gelmektedir. Bu caimada cocukluk ga solid timdrlerinden
noroblastom, Wilm’s timort, yurgak doku ve kemik sarkomlari ve germ hicreli ttinrdide

kansek kok hicresinin agtarilmasi planlandi (38).

Son zamanlarda kanser kok hicre hipotezi ile kamg@dmoér dokusunda ofan kok veya
oncu hicrelerden oftugu 6ne sdrilmektedir. Kanser kok hicreleri veya keanbalatan
hiicreler olarak da adlandirilan bu hucreler, kanseslamasi, ilerlemesi ve klasik tedavi

sekillerine diren¢ gdstermesinden sorumludurlar §&,

Piwil2 ilk olarak ergkin testisinde tespit edilmiolan ve kanser kok hiicrelerinde sinyal ileti
yolaklarinda proliferasyon ve apopitozisi dizenteydir gen ve onun proteinidir.
Onkogenezde etkili olan Piwil2'nin birgcok genle i&kimde old@gu ve birlikte eksprese
edildigi bilinmektedir (75).

Bu calsmada cocukluk ganda gorulen solid tiumdrlerde bir kdk hicre betirtelarak

Piwil2'nin gosterilmesi amaclangtir. Calsmaya 1 ile 18 y@arasinda solid tumoér tanisi
almis toplam 150 hasta dahil edildi, 150 hastanin 7@650,7) erkek 74’0 (%49,3) kizdi.
Calsmada en fazla sayida sarkom grubu timoérler (n=4#4)ayirken daha sonra sirasiyla

Wilm’s timart (n=42), germ hicreli tumoér (n=34) néroblastom (n=30) yer aldi.
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Tumor gruplarinda néroblastomda 10 (%33,4) hastgkosnlarda 9 (%20,5) hasta, germ
hicreli timoérlerde 12 (%35,2) hastada orta ve ktiviyanma orani izlenirken Wilm’s

tumorunde hicbir hastada orta ve kuvvetli boyannhenmemgtir.

Tumor preparatlari pozitif Piwil2 boyanmasi acgisinddeerlendirildiginde germ hucreli
tumor ve noroblastomda @ir solid timorlere gore istatistiksel acidan anidiank saptandi
(p<0,05). Germ hucreli tumorlerde antikorun hem swaptayr hem de cekirde pozitif
boyadgl saptandi. TUumor alt gruplarina gore bakildda ise osteosarkom ve néroblastom alt
gruplarinda istatistiksel agidangdr gruplara gore anlaml fark saptang<@,05). Tamor
gruplarindan en fazla negatiflik Wilm’s timoéri dekanda saptanirken 6te yandan Wilm’s
tumortu dg1 normal bobrek dokusu glomerldl ve cevre dokusuhkdavetli pozitiflik
gorulmistar. Bu durum ileri camalarda anti-Piwil2'nin ila¢ olarak kullaniimasim@mmunda
organ toksisitesi veya normal dokulara negatif sttkicisindan anlamli olabilecektir. Ayni

zamanda cerrahi sinir belirlemede de faydali dtabil

Piwil2'nin biyomarker olarak gosterilmesini konuaal 2010 yilinda Liu ve arkaglarinin
yaptgl bir calsmada 126 givlenmis parafin gdmuli meme kanseri dokusu gahya dahil
edilmis, bunlarin  %51’inde zayif boyanma %32’sinde ortgedede boyanma ve %17’'sinde
ise kuvvetli boyanma izlengi negatif boyanan doku olmaghr (92). Boyanma paterni ise
nikleer, sitoplazmik ve hem nikleer hem stoplazmilunmutur. Bizim ¢alsmamizda ise
sadece germ hucreli timorlerde hem stoplazmik hiéear boyanma vardi, gér timoérlerde
ise sadece stoplazmik boyanma izlendi. Ayrica bizgalsmamizda timor tipine
bakilmaksizin toplam 150 hastanin 77’si negatiradaboyanirken 42’si zayif, 16’si orta
derece, 15’ise kuvvetli boyandi.

Yine ayni camada Ki67 ekspresyonu cgalmis ve %47 olarak bulunmu Piwil2 ile
kiyaslandginda istatistiksel olarak anlamli bulunmami(92). Bizim calgmamizda ise
patoloji raporunda Ki67 skoru belirtilen 27 hastaniyapilan istatistiksel gerlendirmede de

benzerekilde anlamli korelasyon saptanmaait Q,05).

2005 yilinda Jae Ho ve arkatiinin (93) yapfil insan ve rat dokular kullanilarak yapilan
bir calsmada, 20 farkli insan organi ve 9 rat dokusu kultag ve bu dokulardan sadece
testis dokusunda Piwil2 pozitili hem insan hem de ratlarda gosterifini Yine ayni

calismada germ hicreli timdrlerde bizim gataya benzegekilde Piwil2 ekpsresyonunun
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arttigi gérdlmistar. Bizim calsmamizda ise kontrol dokusu olarak normal insanstektkusu
kullanildi. 34 germ hucreli timor dokusundan 6’svketli 6’s1 ise orta derecede kuvvetli
boyanma paterni gosterstiive bu dgerler istatistiksel olarak anlamliydp<0,05). Buna ek

olarak germ hucreli tumorlerde hem stoplazmik héikieer boyanma paterni elde edigtni

2010 yilinda Gang ve arkagdar (81) tarafindan yapilan bir cghada 91 servikal lezyonu
olan hastaya immunohistokimyasal boyama yapi@ cok fakl timor gruplarn ¢amaya
dahil edilmitir. Bunlardan 36 invazif squamoz karsinom tanlandesitlerin timunde Piwil2
pozitif bulunmytur. Ortalama boyanma skoru ise 2+ (orta derecegarima) olarak tespit
edilmistir. Normal serviks dokusu ginda dger prekanserdz dokularda ise yine ayekilde
pozitif boyanma saptangolup, ortalama boyanma skoru ise yine 2+(ortackgte boyanma)
olarak tespit edilmtir. Bizim calsmamizda ise belirli bir organa ait @l cok farkli
dokulardan elde edilen timorler kullanildi. Ortatarbhoyanma yerine belli gruplara 6zel
boyanma paterni ve orani hesaplandi. Ancak bethdtlerde timor kayra ile Piwil2

boyamasi arasindagki bulunamadi.

2010 yilinda Lee ve arkaglarinin (83) yapfil bir calsmada, invazif 149 meme biyopsisi
Piwil2 monoklonal antikoru ile boyangwe 125 invazif duktal karsinom tanisi olan vakanin
%90'Inda ekspresyon gosterigtir. Ekspresyon gdosterilen dokularin yafka %50’si orta
(2+) ve kuvvetli (3+) derecede boyanma gosterirkamnsinoma in situ olan vakalarda bu oran
%25’'de kalmgtir. Bizim hastalarimizda ise ¢ok farkli timér gianp olmasina rgmen 150
hastanin %20,4’Unde orta (2+) ve kuvvetli (3+) dede boyanma tespit edildi. Zayif boyanan
dokular %28,9 olarak hesaplandi. Ayni ga@lada vakalarin buyuk ganlugunda sitoplazmik
boyama elde edilrgii. Data veriimemekle birlikte ¢ok az miktarda né&t boyanma
saptanmyti. Bizim ¢calsmamizda yine buna benzgkilde biyilk oranda stoplazmik boyanma
elde edildi. Oran olarak bakiginda anlamli boyanma gosteren germ hucreli tumoér ve
noroblastom dindaki dokular tum vakalarin %58’ini afiwurmaktaydi. Bizim kullanggmiz
dokularda germ hicreli timoér stinda doku boyanmalarinin hicbirinde nikleer boyanma

gorulmedi.

2009 yilinda Parvaneh ve arkadaunin (94) yapfii bir calsmada Piwil2 ekspresyonu
mesane kanserinde ginailmistir. 70 mesane kanseri dokusu ve 6 normal Urogpitdbkuda,

hiicre kalttirt ve RT-PCR ile tarama yapgmancak dokularin hi¢birinde Piwil2 ekspresyonu
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gosterilememnsitir. Bizim calsmada ise hticre kiltiri ve RT-PCR gadasi yapiimadi, bunun

yerine immnunohistokimyasal boyama tercih edildi.

2012 yilinda Sun Ju ve arkatiEinin (95) yapfii calsmada 60 kolorektal adenokanser
vakasinin dokulari Piwil2 ile immunohistokimyasdarak boyanny ve oranlarin klinik ve
patolojik etkileri aratirilmistir. Bu calsmada kemoradyasyon alan hastalar sgadan
cikarilmstir. Vakalarin 44°'G (%73) yuksek oranda2(¢) ekspresyon gostergtir. Yuksek
ekspreyon derecesinin, derin invazyongidkidiferansiasyon derecesi ve perindral invazyon
ile iligkili oldugu ve bu ilgkinin istatistiksel olarak anlaml olgu bulunmgtur. 5 yillik s&
kalim oraninin ise ekspresyon oransiikiolanlarda ytksek olanlara gore daha fazla @idu
gorulmistir. Yuksek ekspresyon vaka takibinde kot progoterak dgerlendirilmistir.
Bunlarin dsinda ya, cins, uzak metastaz, lenf nodu tutulumu, timoresivve venodz
invazyon arasinda anlamh fark bulunamgimi Bizim calgmada ise Piwil2 ekspresyon
derecesi ile hasta@n evresi, koken al@i organ, ya ve cins acisindan anlamli fark olmgdi
saptandi. Bu ¢almaya zit olarak prognoz agisindargeigendirildiginde ise sg kalim orani
ile ekspresyon orani acisindan anlaml fark buludimSg kalim acisindan, néroblastom
vakalarinin ¢gunlukla (%70) evre 4 iken tani almasi ve klinikibakde kotl prognoz olmasi
acisindan bu timor grubuylaskili anlaml yiksek ekspresyon saptagmimasina rgmen
fark istatistiksel olarak anlaml gidi (p>0,05) (Tablo15).

Tablo15. Evre 4 Noroblastomda Boyanma Paterni

Negatif Zayif Orta Kuvvetli
N(%) p
Boyanma Boyanma Boyanma Boyanma
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Evre 4

22 5(%22,7) 8(%36,4) 4(%18,2) 5(%22,7 0,8
Noroblastom

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

2010 yilinda Li ve arkag&rinin (96) yap#il bir calsmada 75 kolon kanserli ve 75 kanserli
olmayan doku argonaute ailesi Oyeleri (piwill, P2yi piwil3, piwil4) ile
immunohistokimyasal olarak boyamyir. Tumoéral dokularda sitoplazmik boyanma paterni
saptannmy ve Piwil2'nin boyanmasi acgisindan bakditida, 75 kanser vakasinin 1'i negatif,
l'inde zayif boyanma (1+), 46’sinda orta dereceaboya (2+), 27 hastada ise kuvvetli
boyanma(3+) saptangtir. Nontiiméral dokularda 75 vakanin 23’ nega@ifu zayif pozitif,
20’si orta derece pozitif ve 2 vaka ise kuvvetlyaomstir. Hastalarin yg, cinsiyeti, uzak
metastazi ve lenf nodu tutulumu agisindan bagknda ise istatistiksel acidan anlaml fark
bulunmamgtir. Bu calsmadaki temel tespit Piwil2’'nin timdoral dokularddamli 6lgtide daha
fazla eksprese edilmesi olgtur. Bizim calsmamizda ise tumor gi doku kullaniimadi.
Ancak birden fazla tumo6r dokusunun éastirmasini yapma olagavardi. Bizde de yine bu
calismaya benzegekilde ya, cinsiyet, evre ve uzak metastaz agisindan boyawardari ile

degerlendirildiginde istatistiksel agidan anlamli fark tespit emiésli (>0,05).

2012 yilinda Yang ve arkaglarinin (97) gastrik kanserli hastalarda yaphir calsmada 182
hasta dgerlendiriimistir. Calismada tum argonaoute ailesi proteinleri ile ile boga
yapilmstir. (Piwil1,2,3,4) Bitin hastalarin doku spesmaimnirken timorin en az 1,5 cm
Otesinde bulunan glam dokudan da drnek alingtr. Piwil2 antikor dilusyonu olarak 1/300
orani kullanilarak boyama vyapilgtir. Piwil2 ile malign dokularda sitoplazmik olarak
boyanma tespit edilrgtir. TUm argonaoute proteinleri (Piwill,2,3,4) turab dokularda
anlamh oranda pozitif boyanma gostegtini Bu calsmada, boyanma oranlari ile 5 yillikgsa
kalim arasinda anlamli gki saptanmytir. Ancak dger benzer ¢ajmalar ve bizim ¢cajmada
oldugu gibi ya, cinsiyet, evre ve metastaz gibi parametlerdenalnldi ski saptanamangitir.
Sonug¢ olarak bu c¢amada Piwil2'nin artan ekspresyonu koétu prognostiktdr olarak
degerlendirilmistir. Bizim calsmamiz boyamasamasinda ancak 1/100 oraninda dilisyonlar
ile kontrol doku pozitif olarak boyanabildi. Yineubcalgmayla benzersekilde malign
dokularda sitoplazmik boyanma elde edildi. 5 yilblg kalim acisindan daha 6nce de

belirtildigi gibi antikor boyanma ifkisinin germ htcreli timor ve ndroblastomda olmasi,
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cogu evre 4 vakalardan alan kotl prognozlu bir timérde anlamli pozitiflikgganms olmasi

bizim sonuclarimiz ve bu catnanin ortak 6zellikleridir.

Literatiirde yapilan caimalarla mukayese ediginde bu cakma vaka sayisi bakimindan
yeterli olmasina @nmen tumor cgtlili gi veya alt tipleri bakimindan fazla miktarda doku
icermekte idi. Yapilan d@er calsmalarda genellikle tek bir timor tipi gerlendirilmis ve
kargilastirmalar normal bir dokuyla kiyaslamaklinde yapilmgtir. Bizim calsmamizda ise
farkl timor tiplerindeki antikor boyanma oranldegerlendirildi ve bu oranlarin gerleri ile

olan farklari argtirildi.

Bizim calsmamiz cocukluk ga solid tumorlerinde yapilan ilk ¢cama idi. Daha 6nce yapilan
calismalara bakildiinda timu egkin calsmasi idi. Bu yonu ile bu ¢gma ayni zamanda

cocuk kanserlerinde yapilan ilk gahadir.

Literattrdeki cakmalar ile ilgili genelleme yapilacak olursa matérya metod agisindan
cogunlukla immunohistokimya, hicre kiltirld ve gendikialgilan RT-PCR kullanilmmstir.

Dokularin immunohistokimyasal boyanmasi yapildikdanra cell-line kultiri ve RT-PCR ile
dogrulama veya sonuclari destekleme yaptmi Bizim calsmamizi kisitlayan en énemli

unsur hicre kaltart ve PCR yapilamamasi ghonu (94)

Calismalar incelendiinde gerek immunohistokimya gerek cell-line kltiygérekse RT-PCR
sonucunda hemen hemen tum gahlarda benzer sonuglar alinmasi bizim sgahida da

rasyonel sonuclar elde gitinizi gostermesi acisindan énemlidir.

Elde ettgimiz verilere gore antikorun boyanma orani ile hast yai, cinsiyeti, timor evresi,
uzak metastaz olup olmamasi acisindan anlarghi tiulunamadi. Yani orta derecede veya

kuvvetli boyanan dokular belli bir kritere uymuyaord

Proliferasyon indeksini gosteren Ki67 acisindan efinc calsmalarda dgerlendirme
bildiriimemistir. Bizim ¢alsmada ise sadece 2008 sonrasi tani alan vakalaédab€lirtildigi
icin sadece 27 hastada gédendirme yapildi. Hastalarin Ki67 ghleri %1-95 arasinda
degsismekte idi ve ortalamasi %30 civarinda idi. Ki67 pidzgi ile Piwil2 boyanma paterni

arasinda ikki tespit edilemedi. Calmada yer alan ve derlendirdgimiz nekroz ve mitoz
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oranlarini ise 6nceden kullanan bir gada yoktu. Her iki parametreye bagkimizda mitoz

acisindan anlaml ger saptanamadi, ancak nekroz agisindan sinigga ¢#=0,06) bulundu.

Literatlirde organ tutulumu acisindan en sik bolkajnakl timoérler Cagmada mevcuttu.

Ancak cok fazla sayida organ tutulumunu iceren vakamasi nedeniyle anlamli bir
deserlendirme yapilamadi. Piwil2 en fazla germ hictéinér ve néroblastom grubunda
kuvvetli boyanma gosterdi. Bu grupta 6zellikle yslklk timdorlerde belirgin boyanma vardi.
En sik tutulan organ ise germ hicreli tumoér grulaumder iken néroblastomda batin ici
sempatik zincirdi. Yine ayni zamanda over dokususeenpatik zincirde orta derece ve
kuvvetli boyanma daha fazla goruldi. Tek disgermintipi ise yine over kaynakli ve 3+

boyanma paternine sahipti.

Bu calsmada ¢ocukluk ga solid timorlerinde ilk kez Piwil2 ile immunohidtionyasal olarak
boyanma paterni gosterildi. NOroblastom ve gerrmoréli timérde Piwil2'nin istatistiksel
acidan anlamli élctde pozitif olgu gosterildi. Sarkomlar icerisinde osteosarkomadavktli
Piwil2 boyanmasi da anlamli idi. §#r solid timorlerde ise Piwil2 boyanmasinda anlaml
pozitiflik gortlmedi. Ozellikle Wilm's timoérinde gatif boyanma dikkati cektilleri
arggtirmalar néroblastom ve germ hucreli tumorler Uzéen hicre kaltird ve PCR galarak
calismanin yudratilmesi ve ekspresyonu fazla olan dokialaargonoute proteinine kar

antikor kullanilarak yeni tedavi yaklanlarinin dgerlendirilmesi olacaktir.

Bu calsma sonucunda, néroblastom hastalarinda, germ hitmelor hastalarinda ve
osteosarkom hastalarinda Piwil2 pozigifliiteratiirde ilk kez gosterilngtir. Bundan sonra

yapilacak cabmalarda bu kanserlerde Piwil2 ile hedef tedavigimdeme gelebilir.
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6. SONUCLAR

Bu calsmada Erciyes Universitesi Tip Fakultesi CoculkglGa ve Hastaliklari Anabilim
Dali, Pediatri Hematoloji Onkoloji Departmani tarafan 2000-2011 yillar1 arasinda takip
edilen ve Erciyes Universitesi Patoloji Ana BilimalD tarafindan solid tumor tanisi
verilmis 150 hasta dgerlendirildi.

150 hastanin 30 hasta (%20) néroblastom, 42 hase8)( Wilm’s timord, 44 hasta
(%29,3) sarkom, 34 hasta ise (%22,7) germ hudigldr tanisi alngti.

Calsmaya yalar1 1 ile 18 ya arasinda dgsen hastalar alindi. Hastalarinsyartalamasi
9,87+ 5,3 yil idi.

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

Toplam 150 hastanin 77’'sinde (%50,7) Piwil2 antiboyanmasi gortlmedi. 42 hastada
(%28) zayif boyanma (+), 16 hasta (%10,7) orta giee(++), 15 hastada (%10) ise
kuvvetli boyanma (+++) saptandi.

Tumor gruplarina gore bakifginda noroblastom tanisi olan 30 hastanin 5'inde6()1

orta derecede boyanma, 5’inde(%16,7) kuvvetli bayagorulda.

Noroblastomda gorulen Piwil2 ile pozitif boyanmeam istatistiksel agidan anlamliydi
(p<0,05).

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

durumunun boyanma oranini etkilemgajoruldi >0,05).

Wilm’s timaoriinde ise 42 boyamadan hicbir hastada weya kuvvetli boyanma goérilmedi
(p<0,05).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Wilm’s timoérinde goérulen Piwil2 ile negatif boyanmiani istatistiksel acidan anlamliydi
(p<0,05).

Wilm’s tumoérinde hastalin evresi, histoloji tipi ve prognoz ile Piwil2 kustli pozitif

boyanma agisindan anlamli fark gérulmezi @,05).

Sarkom tanisi almiolan 44 hastanin 5’inde (%11,4) orta derecede rooga 4’'Gnde
(%9,1) ise kuvvetli boyanma go6ruldg~0,05).

Sarkomlar grubunda osteosarkomda gorulen Piwil2 fezitif boyanma orani

rabdomyosarkom ve Ewing sarkoma gore istatistiglebk anlamli farkh idig<0,05).

Sarkomlar grubunda evre ve prognoz acisindan Pikul&etli pozitif boyanma acisindan

anlaml fark goralmedig>0,05).

Germ hucreli timor tanisi olan 34 dokunun boyannuss6’'sinda (%17,6) orta derecede

boyanma, 6’sinda (%17,6) kuvvetli boyanma goruldi.

Germ hdcreli timdrlerde gérilen bu boyanma oramatiggiksel acidan anlamliydi
(p<0,05).

Germ hdcreli tumorlerde ger timorlerde goérilmeyen hem stoplazmik hem nikleer
boyanma paterni izlendi. Bu durum Piwil2’'nin gernickhe gelsim yolaklarinda etkili

olmasiyla ilgkili olabilir.

Hastalarin yd1, cinsiyeti, evresi, metastaz durumu, histolojlkrak ise nekroz ve mitoz

durumunun boyanma oranini etkilemgdjoruldia >0,05).

Calsmaya alinan 150 hastadan 27'sinde Ki67 skorgedendirildi. 15 (%55,6) hastanin
Ki67 dezeri disuk bulunurken 12 (%44,4) hastanin yuksek saptaivdiksek Ki67 dgeri
bulunan 12 hastadan 1'inde (%8,3) kuvvetli boyargiaildu. Yuksek Ki67 skoru ile
Piwil2 boyanma orani istatistiksel olarakgddendirildiginde anlamli fark bulunamadi
(p>0,05).
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20. Mitoz orani acgisindan hastalargdeendirildiginde fazla miktarda mitoz olan hastalarla
Piwil2 boyanma orani istatistiksel olarakgddendirildiginde anlamli fark bulunamadi
(p>0,05).

21. Nekroz orani agisindan hastalageidendirildiginde fazla miktarda nekroz olan hastalarla
Piwil2 boyanma orani istatistiksel olarakgddendirildiginde anlamli fark bulunamadi
(p>0,05).
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patolojino cing yas m cesit ki67 nekroz mitoz organ yizde |hoyanmaora dosyano vre
il
1 8896.11 K 7 wilms wims hafif az bb 75 + 1985381 3
2 33910 K 9 wilms wilms hafif a bb 0 negatif 1813483 2
3 707410 K 7 wilms wilms . ileri az bb 0 negatif 1788155 4
4 8103 10 K [ wilms wilms 10 orta fazla bb 0 negatif 1862091 3
5 180511 E 5 wilms wims 30 yok fazla bb 10 + 2001580 2
6 10312.11 = 4 Wilms wilms . hafif az b a0 + 1993459 1
7 6278.12 K 6 Wilms wilms 95 hafif az ol 0 + 207757 1
8 757412 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 1549902 K 2 wilms wilms yok a bb 0 negatif . 1
11 4766.00 K 4 wilms wilms hafif fazla bb 0 negatif 1043648 3
12 737500 = 2 il wilms hafif a7 bh 10 + 057863 1
13 11103912 K 7 wilms wilms 80 yok az bb 0 negatif 2084354 3
14 10466 07 K " Wilms wilms ileri az b a0 + 187 1
15 451503 E 18 wilms wilms . hafif az bb 0 negatif 1208152 3
16 1664412 = 2 Wilms wilms 70 hafif az ol 75 + 2168998 3
17 13966 12 K 5 il wilms yok yok bh 10 + 2151048 3
18 |11074.08 E 9 wilms wims yok yok bb 0 negatif 1678031 2
19 1953405 K 9 wilms wilms hafif az bb 10 + 125010 2
20 |53743.03 E 10 wilms wilms yok fazla bb 0 + 1221756 1
21 (M3vor E 9 wilms wilms yok yok bb 0 negalif 1576342 3
22 40 K 13 Wilms wilms yok yok ol a0 + 1211062 3
23 184908 E [ wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1671633 2
4875408 = 18 il wilms yok yok bh 50 + 1399453 1
2% | M2705 E 4 wilms wims . yok yok bb 80 + 1383641 3
6 rov K 13 wilms wilms 2 ileri az bb 80 + 1540480 4
27 1326108 E [ wilms wilms yok az bb 0 negatif 1652008 1
28 |6535.05 E 9 wilms wilms hafif yok bb 0 negatif 1352205 2
29 |6653.09 E 8 wilms wilms ileri yok bb 0 negatif 1705654 1
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patolojing cing yas tm cesit k67 nekroz mitoz organ ylzde | boyanmaora dosyano evre
ni
30 |4792.05 E 10 wilms wilms yok fazla bhb 40 + 1351909 1
3 1402908 E 10 wilms wilms yok ar bb 0 negatif 1216935 2
32 1662510 K 3 wilms wilms 1 yok az bb 0 negatif 1714564 1
33 11383.00 K 8 wilms wilms hafif fazla bb 0 negatift 1021133 2
3411044902 E 13 wilms wilms hafif az bb 0 negatift 1186448 3
35 |7605.07 K 5 wilms wilms yok az bhb 0 negalif 1540480 4
36 |B6E3.04 E 12 wilms wilms yok fazla bhb 0 negalif 1321228 2
37 1334507 E 7 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1494697 1
38 |241506 E 9 wilms wilms yok yok bb 0 negatif 1397499 4
39 |9046.99 K 1 wilms wilms yok az bb 0 negatift 1015010 1
40 |4567.99 E 2 wilms wilms ok yok bb 0 negatif 984108 1
4 1229.98 K 4 wilms wilms ok yok bb 0 negatif 881133 1
42 1028.00 K 8 wilms wilms yok yok bhb 0 negalif 1021133 1
43 816007 K 13 germhc yolk salk yok yok sakral 0 negatif 1315079 lokalize
44 16146.05 K 18 germhc disgerminom ileri yok over 60 +ht 1390135 lokalize
45 14181.02 K 2 germhc  volk salk ileri yok sakral 10 + 1203568 lokalize
45 424009 K i germhc yolk salk yok yok sakral 0 negalif 1731356 metastatik
47 |7603.09 K 7 germhc yolk salk hafif yok over 80 ++ 1713420 lokalize
48 1999.05 K 10 germhc yolk salk yok yok LAP 75 et 1319579 lokalize
49 1404498 K 15 germhc immatur te. ok yok over 0 negatif lokalize
50 |2467.09 K i germhc  volk salk ok yok sakral 0 negatif 1710703 metastatik
51 2123.08 E 7 germhc yolk salk leri fazla mesane 75 ++ 1592588 lokalize
52 812506 E 1 germhc yolk salk yok yok testis 20 + 2169047 lokalize
53 |6619.99 E 2 germhc  volk salk orta yok testis 0 negatif lokalize
54 |4667.08 K g germhc  volk salk ileri yok vajen 80 +++ 0 2101765 metastatik
55 11155.04 K 18 germhc yolk salk hafif yok barsak 0 negalif 1272900 lokalize
56 [8344 04 K 16 germhc yolk salk hafif fazla over 0 negatif 1319793 lokalize
57 626411 K " germhc  volk salk hafif yok over 20 ++ 1968711 lokalize
58 861110 E 5 germhe  volk salk hafif yok testis 80 + 1827778 lokalize
patolajing cins yas tm cesit k67 nekroz mitoz organ yizde | boyanmaoral dosyano evre
ni
59 [5617.04 E 9 germhc immatur te yok yok sakral 20 i 1348980 lokalize
60 1436.05 K g germhc immatur te. yok az sakral 0 negatif lokalize
1 T662.09 K 4 germhc immatur te yok yok sakral 0 negatif 1713026 lokalize
62 1644310 K 18 germhc immatur te. yok yok aver 0 negalif 1874233 lokalize
63 |4378.10 K 4 germhc immatur te. yok yok batin igi 0 negatif 1860782 lokalize
B4 240911 K i germhc immatur te. yok yok aver 30 ++ 1856347 lokalize
65 1442.05 K § 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 aver 0 negalif 1673118 lokalize
68 12058 .06 E 7 germhc matur terat yok yok sakral 50 i 1488554 lokalize
B9 722811 K 3 germhc matur terat. yok yok batinigi 0 negalif 1963562 lokalize
70 16014.10 K 14 germhc matur terat. yok yok over 40 ++ 1874511 lokalize
71 692010 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
73327010 K 18 germhc matur terat. ok yok over 0 negatif 1200338 lokalize
74 601510 K 13 germhc matur terat. orta yok over 50 + 1860761 lokalize
75 [3999.08 K 7 germhc matur terat. yok yok sakral 30 + 1359470 lokalize
76 |7685.02 K 1 germhc matur terat yok yok sakral 0 negatif 1077041 lokalize
77 |6501.08 E 18 sarkom osteosarkom hafif fazla alt exremite 20 + 2208620 lokalize
78 |8382.09 E 15 sarkom ewing 70 yok a7 Lst extremite 0 negatif 1706481  metastatik
79 [927.06 K 7 sarkom ewing leri fazla alt exremite 0 negalif 1441710 lokalize
80 13508.08 E 17 sarkom osteosarkom yok yok  alt exremite 0 negatif 1682087 lokalize
81 1377.04 K 12 sarkom rhabdomy. yok az govde 0 negalif 1116689 lokalize
82 77107 K 8 sarkom rhabdomy yok yok  alt exremite 0 negatif 1358622  metastatik
83 [5451.05 E 18 sarkom rhabdomy. hafif yok batin igi 30 + 1350839 lokalize
84 |3535.03 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 i sarkom rhabdomy. 70 ok fazla ke 0 negatif 1669239  metastatik
87 412002 E 16 sarkom osteosarkom hafif yok  alt exremite 50 +H 1160233 lokalize
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patolojino cins yas m cesit kg7 nekroz mitoz organ ylzde | boyanmaora| dosyano ewvre
ni
88 [8537.06 E 13 sarkom rhabdomy. . Yok fazla testis 0 + 2169028 lokalize
89 |3636-02 E 6 sarkom rhabdomy. .. hafif yok kafa 0 negatif 1055958 lokalize
90 §209.09 K 13 sarkom ening hafif az ust exiremite 75 ++ 1748519 lokalize
91 9809.03 E 18 sarkom ewing ileri yok alt exremite 0 + 1282141 lokalize
92 6693 06 K 18 sarkom rhabdomy hafif yok lafa 0 negatif 1460172 metastatik
93 |11618.11 E 4 sarkom rhabdormy 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 11 sarkom ening 50 ileri az  alt exremite 75 ++ 2005961 lokalize
96 1623811 E 3 sarkom ewing ileri az batin igi 0 negatif 2030785  metastatik
97 1348211 K 9 sarkom ening 1 hafif fazla alt exremite 30 + 2022352 lokalize
98 1234810 K 18 sarkom osteosarkom ileri az  alt exremite 0 negatif 1860829 lokalize
99 |14677.11 E 5 sarkom ewing 10 yok yok batinigi 0 negatif 2021392 metastatik
100 [14588.10 K K 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 +t 1269400 lokalize
103 [10090.04 E 18 sarkom osteosarkom Yok az alt exremite 50 +Ht 2191774 lokalize
104 [3014.03 E i sarkom rhabdomy. . Yok yok mesane 0 negalif 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 (823511 E 4 sarkom rhabdomy. .. yok az alt exremite 80 + 1972370 lokalize
108 (573310 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 orta az  alt exremite 0 negatif 1027852 lokalize
112 1032210 K 18 sarkom ewing 5 Yok az Ust exdremite 0 negatif 1863271 lokalize
113 [10064.09 E 18 sarkom ening yok yok ust extremite i 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 &0 + 1412215 lokalize
116 |6660.06 K 18 sarkom rhabdomy. . hafif az kafa 80 +Ht 1460172 metastatik
patolojino cins ‘ yas tm ‘ cesit ‘ kiB7 ‘ nekroz ‘ mitoz ‘ organ ‘ yiZde boyammaora‘ dosyano ‘ evre
nl
"7 16279.08 E 17 sarkom osteosarkom hafif fazla alt exremite 1] negatif 1344289  metastatik
118 3589.00 E 14 sarkom rhabdomy. .. yok az kafa 1] negatif 1037302 lokalize
119 10374.02 E 11 sarkom rhabdomy ileri az mesans 0 negatif 1226513 lokalize
120 1467610 E 5 sarkom rhabdomy 50 yok az kafa 1] negatif 1705650 lokalize
121 32458.06 E 5 noroblastom noroblastom yok yalk surrenal 20 e+ 1351976 metastatik
122 5391.05 K 11 noroblastorn gangliondr yok yalk salkral 0 negatif 1973273 lokalize
123 823507 K 18 noroblastom noroblastom yok Yok kafa 80 ++ 1357142 lokalize
124 1159407 E 9 norablastom ganglionar. .. hafif fazla batinigi 1] negatif 1579146 lokalize
125 3610.11 E 8 noroblastom noroblastom yok yalk ke 80 =+ 1768866 4
128 321502 K 2 noroblastorn noroblastom yok Yok batinigi 5 + 1079940 4
127 10347.03 K 10 noroblastorn noroblastom hafif yalk LAP 1] negatif 1214519 4
128 114326.04 K 14 noroblastorn gangliondr yok yak  mediasten i) e+t 4
129 2488 04 K 10 noroblastom noroblastom yok Yok govde 50 + 1211423 4
130 |7354.08 E 8 norablastom norablastom 50 yok az batinigi 50 ++ 1652158 4
131 8476.05 E 10 noroblastorn noroblastom yok yalk surrenal 60 =+ 2124126 1
132 8803 09 K 8 noroblastorn noroblastom 5 yok az surrenal 10 + 1713586 3
133 4067 .08 K 8 noroblastom ganglionar. .. yok yalk surrenal 90 + 1598369 2
134 9753.05 K 18 noroblastorn noroblastom yok yalk surrenal 0 negatif 1416600 1
135 7645.03 E 12 noroblastomn noroblastom yok yak spinal 80 it 2021586 4
136 8089.06 K 7 noroblastom noroblastom 10 yok az surrenal 30 i+t 2076350 4
137 8665.07 E 6 noroblastom noroblastom 5 yok az  mediasten 1] negatif 2191759 4
138 |2934.04 E 14 noroblastomn noroblastom hafif yok batinigi 30 + 1221181 4
138 13245 07 K T noroblastom ganglionor yok yok batinigi 50 + 1589577 4
140 1477407 E 7 noroblastom noroblastom 2 hafif yok surrenal 1] negatif 2169076 4
141 1247811 E 4 noroblastomn noroblastom 2 ileri yalk surrenal 60 + 2005847 4
142 136712 E 5 noroblastom noroblastom 5 yok az surrenal 50 + 2021392 4
143 2365.10 E 5 noroblastorn noroblastom ileri fazla bb 90 Tt 4
144 9874 1 E 4 noroblastorn noroblastom 1 ileri az surrenal 1] negatif 1939736 4
145 10196.11 K 3 noroblastom noroblastom yok yok  mediasten 1] negatif 1936662 3
146 9200.11 E 2 noroblastom noroblastom 25 yok az surrenal 40 e+t 1964908 4
147 1159.08 E 8 noroblastormn ganglionor 50 ileri fazla batinigi 10 + 1352984 4
148 19508 E 5 noroblastom noroblastom yok yok surrenal 50 + 1602719 1
149 3805.03 K 1 noroblastom noroblastom ileri yok  mediasten 1] negatif 1214519 4
150 8243.07 E 5 noroblastom noroblastom yok yak ke 50 + 1490865 4
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