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WİLMS TÜMÖRÜNDE MİKROSATELLİT İNSTABİLİTE VARLIĞININ  

VE DNA ONARIM GENLERİNDEN MLH1, PMS2, MSH2, MSH6’NIN  

DOKU EKSPRESYON DÜZEYLERİNDEKİ DEĞİŞİKLİKLERİN ARAŞTIRILMASI 

    Doç. Dr. A. Gülden Diniz Ünlü, 

Patoloji, Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji Uzmanı 

Yazışma Adresi: İzmir Dr. Behçet Uz Çocuk Hastanesi Patoloji Laboratuvarı 

 

ÖZET 

 

Amaç: Lynch sendromuyla ilişkili kolorektal kanserlerin patogenezindeki rolü ayrıntılı 

olarak bilinen mikrosatellit instabilite (MSİ) ve yanlış eşleşme tamir (YET) genlerinin 

Wilms tümöründeki (WT) etkisi kapsamlı olarak araştırılmamıştır. Çalışmamızın 

amacı MSİ ve YET proteinlerinin WT’ündeki prognostik önemini belirlemektir.  

Yöntem: Nefroblastomlu 45 olgu çalışma kapsamına alındı. YET protein 

ekspresyonları arşiv bloklarından yapılan kesitlerde immünhistokimyasal yöntemle 

incelendi. Tüm olguların parafin bloklarından çıkartılan tümör ve normal böbrek 

dokularından ekstrakte edilen DNA’ların; BAT25, BAT26, NR21, NR24, mono27, 

penta D ve PentaC belirleyici genlerinde; real time PCR melting analiz ve floresan 

kapiller elektroforez (FKE) yöntemleriyle mikrosatellit instabilite varlığı irdelendi. Tüm 

sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi.  

Bulgular: Düşük derecede MSİ 6 olguda (%13,3) gözlendi. MSİ ile evre ve sağkalım 

gibi bazı prognostik faktörler arasında istatistiksel korelasyon saptanmadı. On dokuz 

tümörde (%42,2) MLH1, PMS2, MSH2 veya MSH6 protein ekspresyonlarından 

bazılarında kayıp vardı. YET protein defektiyle; tümör boyutu (p=0,021), evre 

(p=0,017) ve sağkalım (p<0.01) arasında korelasyon gözlendi. Benzer şekilde MSİ ile 

tümör boyutu araşında ilişki saptandı (p=0,046). Fakat MSİ ve YET proteinleri 

arasında ilişki yoktu (p=0,198). 

Sonuç: Bu çalışma; YET gen defektine bağlı MSİ’nin, Wilms tümörlerinin küçük bir 

kısmının patogenezinde etkisi olabileceğini göstermiştir. Fakat MSİ ile YET 

proteinlerinin doku ekspresyonları arasında uyum olmaması; YET genlerinin WT 

gelişiminde farklı bir mekanizma ile etkili olabileceğini düşündürmektedir.  

 

Anahtar kelimeler: MSİ, YET genleri, Wilms tümörü, nefroblastom. 



2 

 

EVALUATION OF MICROSATELLITE INSTABILITY AND TISSUE EXPRESSION 

LEVELS OF MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 PROTEINS IN WILMS TUMOR 

A. Gülden Diniz Ünlü, MD, Associate Prof 

Specialist of Pathology, Infection Diseases and Clinical Microbiology  

Corresponding Adress: Izmir Dr.Behcet Uz Children’s Hospital, Pathology Laboratory 

 

ABSTRACT 

 

Objective: The importance of microsatellite instability (MSI) and mismatch repair 

genes (MMR) has not been fully elucidated in Wilms tumor (WT) although it was well 

defined in colorectal cancer in concept of Lynch syndrome. The aim of this study was 

to determine the prognostic value of MSI and MMR proteins in WT. 

Method: This study included 45 nephroblastoma cases of childhood. The 

expressions of MMR proteins were determined using an immunohistochemical 

method on archival tissue sections. Real Time PCR melting analysis and 

fluorescence capillary electrophoresis (FCE) were performed for MSI representing 

BAT25, BAT26, NR21, NR24, mono27, penta D and PentaC genes on the extracted 

DNA comparing tumor and normal tissues for each case. All results were evaluated 

statistically. 

Results: Low MSI was observed in 6 cases (13.3%). There were no statistical 

correlations between with MSI and some clinical prognosis factors such as stage and 

survive. Nineteen tumors (42.2%) showed loss of protein expressions of MLH1, 

PMS2, MSH2 or MSH6. MMR protein defects were correlated with size of tumor 

(p=0.020), stage (0.019) and survival (p<0.01). Similarly MSI was correlated with the 

size of the tumor (p=0.046). But there was no relationship between MSI and MMR 

protein defects (p= 0.198).  

Conclusion: This study showed that a small proportion of WT might be associated 

with MSI as defects of DNA mismatch repair genes in pathogenesis. But there was 

no concordance with the tissue expression of MMR proteins and MSI. These findings 

suggest that the MMR genes may play an important role in WT evolution with 

different pathway.  

 

Key Words: MSI, MMR genes, Wilms Tumor, nephroblastoma. 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ: 

 

Wilms tümörü (WT) çocukluk çağında en sık görülen malign renal tümör olup; 

tüm pediatrik kanserlerin yaklaşık %6’sını kapsar (1-3). On yaş altındaki çocuklarda 

gelişen malign tümörler arasında sıklık açısından 4. sıradadır (1-5). Multidisipliner 

yaklaşım ve gelişmiş tedavi modaliteleri ile hastalık seyrinde önemli başarı elde 

edilmiş olup; 1930’larda %30 kadar olan sağkalım oranı günümüzde %90 civarına 

ulaşmıştır (6- 9). Bugüne dek Wilms tümörü gelişimiyle ilgili olabilecek çok sayıda 

gen keşfedilmiş olup; bunlardan en kayda değer olanları 6 adet WT geni ile BRCA2, 

HACE1 ve GPC3 genleridir (9-13). Ancak bu genler tüm olguların etiyopatogenezine 

ışık tutmamaktadır.  

Ökaryot genomdaki tekrarlayan DNA dizilerinin rekombinasyon ve mutasyona 

yatkın bölgeler oldukları, DNA'nın katlanması ile korunmasında görevli olabilecekleri 

bilinmektedir (14). Mikrosatellitler ökaryot genomun içinde bol miktarda bulunan, 

oldukça polimorfik DNA tekrarlarıdır (15). DNA replikasyonu sırasında oluşan hatalar 

özellikle DNA polimeraz tarafından hatasız kodlanması zor olan ve dizi kayma 

olasılığı fazla olan mikrosatellit bölgelerinde daha sıklıkla oluşmaktadır (14-16).  

Yanlış eşleşme tamir (YET) mekanizması, DNA replikasyonu esnasında 

meydana gelen ve çift sarmalda anormal boyutlara neden olan bazların hatalı 

eşleşmesi şeklindeki hataları düzeltir (17). Çeşitli kanser tiplerinde; replikasyon 

sırasında oluşan DNA nükleotid yanlış eşleşmelerini (mismatch) fark etme ve 

düzeltme yeteneğinde kayıp oluşmaktadır (18). Bu tip tümörlerde YET bozukluğunun 

karsinogenezde ilk aşama olduğu düşünülmektedir (18, 19). Özellikle Lynch 

Sendromu (LS) komponenti olan kolorektal tümörlerin gelişiminde, YET gen 

defektlerinin etkisi kanıtlanmıştır (20,21). Ancak wilms tümöründe MSİ ve YET 

genleriyle ilgili çalışmalar çok sınırlıdır (22- 24).  

 

Bu projenin amacı;  

 Seçtiğimiz kanser türü olan WT’nün patogenezine farklı bir yaklaşımda 

bulunmak,  

 WT’nde MSİ’nin var olup olmadığını belirlemek,   
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 WT’nde MSİ ile ilişkili YET gen ürünleri olan MLH1, PMS2, MSH2, ve 

MSH6 proteinlerinin doku ekspresyon düzeyindeki değişiklikleri 

araştırmak,  

 WT ile MSİ varlığı arasında ilişkiyi ve saptanan değişikliklerin WT 

patogenezindeki rolünü irdelemek, 

olarak sıralanabilir.   
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Wilms Tümörü (Nefroblastom) 

 

Nefroblastom, çocukluk döneminin en sık görülen malign renal tümörü olup, 

genellikle 2- 5 yaş arasındaki çocuklarda ortaya çıkar (1-4). İlk kez tanımlayan Alman 

cerrah Max Wilms’e atfen adlandırılmış olup, günümüzde de Wilms Tümörü (WT) 

şeklindeki eponimik isimlendirme yaygın olarak kullanılmaktadır (1-4). Hemen daima 

10 yaş altındaki çocuklarda gözlenmekle birlikte, erişkin olgularda da bildirilmiştir 

(25). Yaklaşık % 5- 10 kadarı bilateral olup; bilateral tümörler eş zamanlı (senkron) ya 

da peşpeşe (metakron) gelişebilirler (1-3). Birçok hasta elle hissedilen büyük karın 

kitlesi, hematüri, karın ağrısı, hipertansiyon, ateş veya barsak obstrüksiyonu 

yakınmasıyla başvurur (1). WT gelişiminde etkili olabilecek birçok çevresel risk 

faktörü öne sürülmüş olsa da kanıtlanamamıştır (6).  Ancak yapılan çalışmalar 

sonucu WT, en az 3 konjenital malformasyon grubuyla ilişkili bulunmuştur (10). 

Sendromik olgular, tüm WT’lerinin ufak bir grubunu (%10) oluştursalar da; tümör 

patogenezinin anlaşılmasında çok yararlıdırlar (1,3,4,6,10).  

WT1 gen delesyonuna bağlı gelişen WT insidansı %30 olan WAGR Sendromu 

(WT, Aniridi, Genital anomaliler, Mental Retardasyon), yine WT1 genindeki nokta 

mutasyonu sonucu gelişen, WT insidansı %90’ın üzerinde olan Denys- Drash 

Sendromu (gonadal disgenezi, psödohermafroditizm, nefropati), genetik patoloji 

henüz bilinmeyen, WT insidansı %33 olan Perlman Sendromu (prenatal abartılı 

büyüme, fasiyel dismorfizm, kriptorşidizm ve renal displazi), 13q12 geninde lokalize 

BRCA2’de biallelik mutasyonla karakterize, WT insidansı %20 dolayındaki Fankoni 

Anemisi D1 (kısa boy, radial ray defekti ve kemik iliği yetmezliği), Xq26’da lokalize 

GPC3 gen mutasyonuyla karakterize %10 WT riski taşıyan Simpson Golabi Behmel 

Sendromu (abartılı büyüme, kaba yüz görünümü) ve WT2 gen defekti olan, %5 WT 

insidanslı Beckwith- Wiedemann Sendromu (organlarda büyüme, hemihipertrofi, 

böbrekte medüller kistler ve adrenal sitomegali ve farklı organlardaki tümör gelişme 

riskinde artış) WT’ne eşlik eden sendromlardır (1-4,6,10,26). Günümüze dek WT 

gelişimiyle ilgili olabilecek çok sayıda gen keşfedilmiş olup; bunlardan en kayda 

değer olanları WT1 (11p13), WT2 (11p15), WT3 (16q), WT4 (17q12-q21), WT5 

(7p15-p11.2), X kromozomunda lokalize WTX, BRCA2 (13q12), HACE1 (6q21) ve 
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GPC3’dür (9-13). İlk bulunan ve Wilms tümöründeki işlevi en yaygın çalışılan WT1 

geni; tıpkı p53 ve RB geni gibi tümör baskılayıcı bir gendir (6, 11, 26) . Önceleri WT 

de Knudson’ın iki vuruş hipotezinin paradigmalarından biri olarak ele alınmıştır. 

Ancak günümüzde WT’nün tek bir genin fonksiyon kaybıyla açıklanamayacak 

derecede kompleks ve heterojen bir patogenezi olduğu anlaşılmıştır (6). 

Knudson’un two-hit hipotezini desteklediği bilinen 2 örnek WAGR ve Denys 

Drash sendromlarıdır (26). Bu sendromların komponenti olarak gelişen bilateral 

WT’lerinin tümü ve tek taraflı olanların da yaklaşık 1/3’i herediter olup; her iki normal 

allelin kaybı WT gelişimi için gereklidir (6,10,26). Kalıtımsal olanlarında bir allel 

defektif formda kalıtılır (first hit) ve bu nedenle yalnızca edinsel bir mutasyon yeterlidir 

(second hit). WAGR sendromunda 11p13 bölgesindeki WT1 geni ve PAX6 geninde 

mutasyonlar vardır. Eğer salt PAX6 mutasyonu varsa otozomal dominant aniridi olur, 

WT gelişmez (26). Herediter WT1 delesyonu (first hit) olanlarda, diğer WT1 allelinde 

de nonsence veya frameshift bir mutasyonun olması (second hit) WT’nü geliştirir 

(26). WAGR sendromlu kişilerin 1/3 kadarında WT gelişir (8,11). Denys- Drash 

sendromunda ise bu oran çok yüksek olup; karakteristik özelliği glomerüllerde diffüz 

mezangial sklerozun varlığıdır (8,26). Bu sendromda WT1 geninde dominant negatif 

missense mutasyon vardır (26). Bu mutasyon diğer alleli de etkiler ve sadece tümör 

gelişimini tetiklemekle kalmayıp; WT1 geni, böbrek ve gonadların gelişimini 

indükleyen bir transkripsiyon faktörünü kodladığı için ürogenital gelişimi de bozar 

(6,8,10,26). Bu olgularda başta gonadoblastom olmak üzere germ hücreli tümörler 

sıktır (8). Beckwith Wiedemann sendromunda ise; insülin benzeri gelişme faktörü 2 

(IGF2) geni, H19 geni gibi önemli işlevleri olan en az 10 gen taşıyan 11p15.5’deki 

WT2 lokusunda sorun vardır (8,10,26). Bu genler sadece paternal allel tarafından 

eksprese edilmekte olup, maternal allel metilasyonla susturulmuştur (genomik 

imprint). Eğer bu mekanizmayı etkileyen bir mutasyon olursa maternal allelin de 

etkisiyle İGF2 over-ekspresyonu olur (26). Son yıllarda sendromik WT’lülerin 

%15’inde wingless sinyal yolağındaki önemli bir madde olan beta katenin 

mutasyonları da gösterilmiştir (26). Ayrıca X kromozomunda lokalize WTX geninin 

inaktivasyonu dolaylı olarak WNT sinyal yolağını, beta katenin degradasyonunu ve 

APC gen fonksiyonlarını etkiler (6). Günümüzde yeni biyolojik prognostik göstergeler 

üzerinde çalışmalar artmış olup 16q ve 1p’deki heterozigosite kaybının ve anöploidi 

varlığının kötü prognoz ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (22). 
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 WT; transkripsiyon faktörleri, proto-onkogenler ve polipeptid büyüme 

faktörlerince regüle edilen böbrek gelişim yolağındaki sapmalar sonucu ortaya çıkar 

ve yaşamın ilk aylarında böbreğin dış kısmında bulunan primitif blastem 

hücrelerinden doğduğuna inanılır (26- 28). Pluripotent renal prekursörlerin anarşik 

proliferasyonu sonucu, mikroskobik olarak renal blasteme benzer nefrogenezin farklı 

aşamalarını gösteren tümör gelişir (9,27,28). Başta mezenkimal dokunun epitelyal 

dokuya dönüşümünde görevliler olmak üzere bir dizi gen Wilms tümörogenezinde rol 

oynar ve bu güne dek keşfedilen patogenezde etkili genlerin, transformatör genlerin 

regülasyonunu sağladığı anlaşılmıştır (9-13). Ailesel predispozisyonun nadir olması 

(%1-2) ve akraba evliliğinin görülme sıklığında etkili olmaması nedeniyle familyal  

WT’nün; penentrans ve ekspresyon farkı gözlenen otozomal dominant kalıtım modeli 

gösterdiği düşünülmektedir (6).   

 Tümör temel olarak embriyoner böbrek taslağının primitif mezodermal dokusu 

benzeri hiperkromatik nukleuslu ve dar sitoplazmalı küçük, bazıları iğsi şekilli 

hücrelerden oluşur. Mezenkimal komponent olarak adlandırılan bu zemin üzerinde; 

epitelyal tübüler yapılar ve primitif glomerüleri andıran epitelyal komponent ile 

kondanse mezenkim benzeri blastemal komponent bulunur. Nefrojenik rest olarak 

adlandırılan embriyonik kalıntıların varlığı da erken gelişim dönemindeki hatalı 

diferansiasyona kanıt kabul edilmekte olup; WT’lü olguların normal böbrek 

kortekslerinde sıklıkla gözlenir (27,28) Son yıllarda intralober ve perilober olmak 

üzere 2 tipi tanımlanmıştır. Daha çok derin yerleşimli, stromal komponentten oluşmuş 

tek lezyon görünümündeki intralober restler WAGR ve Denys Drash sendromuna 

sıklıkla eşlik eder ve gelişimin erken dönemindeki bir karmaşaya bağlı oluştuğu 

bilinmektedir (6). Perilober nefrojenik restler daha çok blastemal komponent taşır.  

Multipl olup, periferal yerleşimli lezyonlardır ve Beckwith Wiedeman sendromuna 

eşlik ederler. Gelişimin daha geç dönemindeki disturbansa bağlı oluştukları 

düşünülmektedir (6). Nefrojenik restlerin nefrektomi materyalinde gözlenmesi, 

özellikle küçük çocuklarda karşı böbreğin tümör gelişimi açısından daha dikkatli 

izlenmesini gerektirir (6). Nefroblastomatozis, böbrek parankiminde tümör dışında, 

mültisentrik veya diffüz immatür nefrojenik elemanların bulunmasıdır. WT öncüsü 

olup; multifokal ve bilateral tümör gelişiminden sorumludurlar  (29,30). Günümüzde 

mikrokistlerle karakterize tümörler; eğer kistler arasında normal böbrek dokusu varsa 
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multikistik nefrom, WT görünümündeyse multikistik nefroblastom olarak adlandırılır 

ve en ucunda nefroblastomun yer aldığı bir spektrum olarak düşünülebilir (1-3).     

WT, böbreğe bası yaparak atrofiye yol açan büyük solid bir tümör olup; gri- 

beyaz renkte, lobüler desende, yumuşak kitle görünümündedir (Resim1A). Tipik 

histopatolojik görünümü; çevre böbrek parankimini infiltre eden (Resim1B) trifazik 

tümör şeklindedir (Resim1C,1D). Miksoid dejenerasyon, kistik alanlar, kanama ve 

nekroz alanları bulunabilir. Nadiren skuamöz veya müsinöz epitel olabilir. İskelet kası 

diferansiasyonu özellikle küçük çocuk tümörlerinde sıktır (Resim1E). Kıkırdak, düz 

kas, yağ dokusu ve kemik gibi değişik mezenkimal dokular görülebilir. İndiferansiye 

neoplazmlar; anaplazi, nekroz ve yüksek mitotik aktivite gösterebilirler (1-4). WT’nde 

anaplazi kriterleri; komşu tümör hücre nükleuslarından en az 3 kat iri ve hiperkromazi 

gösteren polipoid nükleuslarla, multipolar mitozların varlığıdır (6). Fokal ve diffüz 

anaplazi olarak ayrılmaktadır (2,6). Anaplazi odakları tümüyle eksize tümör içindeyse 

ve anaplazik odak dışındaki tümörde nükleer unrest yoksa fokal anaplazi olarak 

nitelenir (2). Günümüzde anaplazinin tümör saldırganlığını göstermediği, ancak 

anaplastik komponentin kemoterapiye daha dirençli olduğu görülmüştür (2,6). Farklı 

tedavi modalitelerine göre WT’leri iyi (favorable) ve kötü (unfavorable) histolojili 

tümörler şeklinde kategorize etmek mümkündür. Tümörün blastemal komponent 

ağırlıklı bifazik  (Resim1F) veya salt blastemal monofazik (Resim1G) olması ya da 

diffüz anaplazi varlığı (Resim1H) kötü histoloji kriteri olarak kabul edilmektedir (2,6-8).   

 Nefroblastomda evrelendirmesinde kullanılan COG (Children’s Oncology 

Group) klasifikasyon sistemi, büyük oranda National Wilms Tumor Study Group 

(NWTSG) sistemine benzer (6): Bu sistemde evre1’de tümör böbrek içinde sınırlı ve 

kapsül sağlamdır. Tümör tamamen çıkartılmıştır. Evre2’de tümör böbrek sınırını 

aşmıştır. Perirenal yağ dokusuna invazedir. Ancak tümör tam çıkarılabilmiştir. 

Evre3’de komşu doku ve organlara, peritona ve bölgesel lenf bezlerine yayılmış 

tümör vardır. Karaciğer sağlamdır. Tümör tam olarak eksize edilmemiştir. Evre 4’de 

uzak metastazlar vardır. Bilateral böbrek tümörü varlığı evre 5 olarak betimlenir 

(Tablo1). Tedavi tümörün evresine göre; cerrahi, RT ve KT kombinasyonuyladır 

(Tablo2). Prognoz son 10 yılda daktinomisin, vinkristin gibi çok etkili kemoterapötik 

ajanların kullanılmaya başlaması ile dramatik olarak iyileşmiştir. Günümüzde evre 4 

olgularda bile 5 yıllık sağ kalım % 80’e ulaşır. Böbrekte sınırlı ve komplet çıkarılan 

tümörlerde 5 yıl yaşam %90’ı aşmaktadır. Prognozda etkili faktörler evre, yaş, tümör 
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boyutu, diffüz anaplazi,  farklı yöne diferansiasyonlar, kromozom 1p ve 16q’da LOH 

ile DNA ploidisidir. Evre en önemli prognostik kriter olup; cerrahi sırasında rüptür evre 

yükseltir. Küçük yaşta (2 yaş altı) prognoz daha iyidir. Tümör ağırlığı özellikle evre 1 

tümörlerde önemlidir. Anaplastik bölüm kemoterapiye cevap vermediğinden diffüz 

anaplazi varlığı kötü prognostik kriterdir. Farklı diferansiasyonlar çok sınırlı 

alanlardaysa prognozu etkilemez. Ancak yaygın tubuler (glomerüler) diferansiasyon 

ve kas diferansiasyonu iyi prognoz, müsin üretimi kötü prognoz ile ilişkilidir. WT, en  

sık karaciğer, akciğer ve peritona metastaz yapmaktadır (2, 6-8) .  

Avrupa’daki pek çok çocuk onkoloji merkezinde uygulanmakta olan 

International Society of Pediatric Oncology (SIOP) Wilms tümörü protokolünde, 

hastalara preoperatif kemoterapi (KT) verilmesi sonrasında nefrektomi ve tedavi 

planının preoperatif tedaviden sonra cerrahi ve histopatolojik bulgulara göre 

yapılması önerilir (6-8). SIOP yaklaşımını benimseyenler; preoperatif KT verilmesi ile 

ameliyatta tümör rüptürü riski ve diğer komplikasyonların azaldığını, düşük evreli 

tümörlerin oranının arttığını, tümörün KT’ye duyarlılığı ile yanıtının görüldüğünü ve 

tanı anındaki olası mikrometastazların zaman yitirilmeden tedavi edildiğini ileri sürer. 

Ancak SIOP serilerinde %5 oranında başka patolojik tanılara ulaşılmıştır. Amerikan 

Ulusal Wilms Tümörü Çalışma Grubu (National Wilms Tumor Study Group-NWTSG) 

protokollerinde ise malign olmayan durumlarda çocuklara KT verilmemesi, WT’lü 

hastalarda evre ve histopatolojinin doğru tespiti için önce cerrahi (nefrektomi) 

yapılması önerilir. Bu yaklaşım; kesin tanı koymadan tedavi verilmemesi gerektiği, 

preoperatif tedavi ile tümörün histopatolojik özelliklerinin değiştiği, preoperatif 

tedavinin genel yaşam hızına katkı sağlamadığı ve tedavi sonrasında evreleme 

bilgilerinde eksilme olduğu görüşlerini esas alır. NWTSG toplam 5 çalışma yapmıştır. 

Her çalışmada elde edilen iyi sonuçlardan dolayı, sağkalım oranlarında düşme 

olmadan morbiditeyi ve geç yan etkileri azaltmak amacıyla tedavide ilaç 

kombinasyonları, dozları ve veriliş süreleri kısaltılarak sonuçlar değerlendirilmiştir. 

Son protokole göre; 2 yaşından küçük, erken evrede ve tümörü 550 gramın altında 

olan hastalar salt nefrektomi ve yakın izlemle tedavi edilmekteydiler. Ancak böyle 

sağaltılan 75 olguluk bir seride, 11 olguda 2 yıl içinde akciğer metastazı, tümör 

yatağında relaps veya karşı böbrekte WT gelişimi gözlenmiştir (6). Bu nedenle 

günümüzde iyi histolojili WT’nde 1p ve 16q’da LOH varlığı, DNA ploidisi, telomeraz 

ekspresyonu ve multidrug-protein ekspresyonu benzeri yeni biyolojik prognostik 
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belirleyicilerin de irdelenip; bunlara göre riskli gruba KT eklenmesi önerilmektedir (6). 

Ameliyat sonrası KT planlarında; evre I olguların tümü ve evre II iyi histolojili olanlara 

ikili KT (vinkristin ile aktinomisin-D), evre III ve IV iyi histolojili olanlara 3’lü KT 

(vinkristin, aktinomisin-D, adriamisin); evre II- IV diffüz anaplazisi olan olgulara ise 

4’lü KT (vinkristin, aktinomisin-D, adriamisin kombinasyonuna siklofosfamid veya 

etoposid eklenir) uygulanmaktadır (8). Rekürrens olursa veya hasta yanıtsız ise diğer 

ilaçlarla daha yoğun KT şemaları uygulanır (Tablo2).  

Türk Pediatrik Onkoloji Grubunun (TPOG) önerdiği tedavi protokolü de,  temel 

olarak NWTSG protokolüne benzemektedir (31). Bu şemaya göre; sadece 6 aydan 

büyük, tanı anında çocuk cerrahı tarafından ameliyatı uygun bulunmayan veya vena 

kavada trombüsü olan olgulara preoperatif 4 hafta süreyle ikili KT verilir. Diğer 

hastalarda ise önce cerrahi, sonrasında evre ve histopatolojiye göre tedavi uygulanır.  

WT, radyoterapiye (RT) de çok duyarlı bir tümör olmasına karşın RT 

endikasyonları, küçük çocuklara uygulanmasından sonraki geç yan etkiler nedeniyle 

zaman içinde azalmıştır. Günümüzde tüm evre III iyi histolojili olgular ve evre II- IV 

kötü histolojili olgularda tümör yatağına RT verilmesi önerilmektedir (6-8).  

Çok merkezli çalışmalarda; tüm hastalarda genel yaşam oranları %90’ın 

üzerindedir. Tanı anında metastatik hastalığı olan hastalarda %80, bilateral hastalıkta 

%73 sağ kalım oranları bildirilmektedir (6-8). Yüksek riskli hastalarda ve tekrarlayan 

hastalık sonrasında ise yaşam oranları %50’ye düşer (31). Lenf nodu metastazı ve 

çevre yapılara invazyon durumu prognostik parametreler olmakla birlikte en önemli 

prognostik göstergeler evre ve diffüz anaplazi varlığıdır (2). Tanı anında 2 yaş altında 

olanlarda prognozun daha iyi olduğu bildirilmiştir. Bunun en önemli nedeni; küçük 

çocuklarda anaplazinin daha nadir gözlenmesi nedeniyle iyi histolojili olgularla daha 

sık karşılaşılmasıdır. Ayrıca iyi histolojili tümörlerde yoğun vinkristin tedavisiyle çok 

yüksek olaysız sağkalım oranları (%94) elde edilmiştir (6-8) Bilateral WT için tanı 

anındaki yaş çok önemli olup; 2 yaşın altındakilerde sağkalım %70-75 iken, 2 yaşın 

üstündekilerde sağkalım oranı % 20-45’dir (2,6-8,31).   
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Resim1: WT’nün histopatolojik özellikleri: A. Makroskopik görünümü, B. Arada kısılı 

kalmış normal glomerüller, C-D. Tipik trifazik tümörler, E. Tümörde yoğun iskelet kası 

diferansiasyonu, F. Mezenkimal ve blastemal komponentli bifazik tümör, G. Tek fazlı 

blastemal tümör, H. Diffüz anaplazi gösteren tümör. 
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Tablo1: WT evrelemesinde kullanılan COG evreleme sistemi (Principles and Practice 

of Pediatric Oncology, 6th, Pizzo, P, Poplack, D (Eds), Lippincott Williams & Wilkins, 

St. Louis 2011. p.871). 

 

Evre I Tamamen çıkartılmış böbreğe sınırlı tümör 

Biyopsi yapılmamış  

Rezeksiyon sınırının ötesinde ve bölgesel lenf nodlarında tümör yok 

Cerrahi sırasında tümör bütünlüğü bozulmamış 

Damar, renal sinüs tutulumu yok 

Evre II Evre I’e benzer şekilde böbreğe sınırlı ve tümüyle çıkarılmış tümör söz 

konusu. 

Ek olarak renal kapsüle penetrasyon ve renal parankim dışı damarlara 

invazyon var.  

Evre III Cerrahi sonrası abdominal rezidüel tümör dokusu var  

Bölgesel lenf nodlarında tutulum var 

Peritonda tümör implantları var 

Cerrahi öncesi veya cerrahi sırasında tümör yayılımı (biyopsi dahil) var.  

Tümör birden fazla parça halinde çıkartılmış. 

Evre IV Akciğer, karaciğer, kemik veya beyne hematojen yayılım var 

Abdomen dışı veya pelvik lenf nodlarına yayılım var 

Evre V Her iki böbrekte WT mevcut 

 

Tablo2: WT’nde önerilen tedavi şeması (Lanskowsky P. Renal Tumors. In: Manuel of pediatric 

hematology and oncology. 5th ed. London, Elsevier 2011, p:702). 

 

EVRE Histoloji Cerrahi RT KT rejimi Tedavi süresi 

(hafta) 

I ve II İH + - AMD+VCR 18  

III ve IV İH + + AMD+VCR+DOX 24  

I, II ve III FA + + AMD+VCR+DOX 24 

I DA + + AMD+VCR+DOX 24 

IV FA + + VCR+DOX+CTX+ETOP 24 

II, III, IV DA + + VCR+DOX+CTX+ETOP 24 

İH: İyi histoloji, DA: diffüz anaplazi, FA: fokal anaplazi, AMD: AktinomisinD (daktinomisin), VCR: 

vinkristin, DOX: doksorubisin (adriamisin), CTX: siklofosfamid, ETOP: etoposid  
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2.2. Mikrosatellitler ve Mikrosatellit İnstabilite (MSİ) kavramı 

 

 Ökaryot genomun %30'u tekrar eden DNA dizilerinden oluşmuştur (14). 

Rekombinasyon ve mutasyona yatkın olan ve DNA'nın katlanması ile korunmasında 

görevli olabilecekleri bildirilen bu diziler; dağınık (interdispersed) tekrarlar ve satellit 

DNA tekrarları olmak üzere 2 ana sınıfta incelenirler (14). Dağınık tekrarlar; 

uzunlukları 300- 10000 baz çifti arasında değişen ve genellikle bir gen bölgesinin 

başlangıcında yer alan, rekombinasyona yatkın DNA bölgeleridir (14). Satellit DNA 

tekrarları, uzunlukları megabaza, yani 1 milyon baz çiftine kadar ulaşabilen DNA 

tekrarları olup; mikrosatellitler, minisatellitler ve makrosatellitler olarak 3 ana gruba 

ayrılırlar.  Mikrosatellitler ökaryot genomun içinde bol miktarda bulunan, oldukça 

polimorfik, 1-6 baz çiftlik DNA tekrarlandır (15). Polimorfizm genellikle aileler arasında 

tekrar sayılarının farklı olmasından kaynaklanmaktadır. Mikrosatellitler; evrimle ilgili 

araştırmalarda, toplumların genetik yapılarının araştırılmasında ve bilinmeyen 

genlerin araştırılmasında (pozisyonel klonlama) kullanılır (14-16). Genin bilindiği ama 

mutasyonun belirlenemediği hastalarda mutant allel geçişini göstermek amacıyla, adli 

tıpta babalık tayini, kimlik tespiti benzeri gerekçelerle, mikrosatellitlerin yer aldığı 

bölgelerde bir instabilite ya da allel kaybı olup olmadığının araştırılması gibi birçok 

alanda MS’lerin incelenmesi gerekir (14-16). 

 Yaşayan organizmalar kendi genomlarını her zaman tam doğrulukla olmasa 

da oldukça tutarlı şekilde kopyalayabilme yeteneğine sahiptirler. Bu yetenek türlerin 

sürekliliğini ve kalıcılığını sağlarken, aynı zamanda çevresel adaptasyonlar ve evrim 

için gereklidir. DNA replikasyonu kusursuz olmayıp; baz çiftlenmesi (replikasyon)  

sırasında organizmanın cinsine, yaşına, o organizmadaki DNA polimeraz etkinliğine 

ve lokal çevre faktörlerine bağlı olmak üzere çeşitli hatalar ortaya çıkabilmektedir. Bu 

hatalar özellikle DNA polimeraz tarafından hatasız kodlanması zor olan ve dizi kayma 

olasılığı fazla olan mikrosatellit bölgelerinde daha sıklıkla oluşmaktadır. Eğer tamir 

mekanizmaları devreye girmezse her replikasyonda bu hatalar artacak ve sonuç 

olarak mikrosatellitlerin yer aldığı gen lokusunun uzunluğu değişecektir (Şekil1). 

Mikrosatellit instabilite (MSI); küçük DNA baz çifti tekrarlarının uzunluğunun tümör 

dokusunda, normal dokuya göre daha uzun ya da daha kısa olması durumunda 

kullanılan terimdir. Eğer fark yoksa mikrosatellit stabil (MSS) terimi kullanılır.  
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 MSİ’nin patogenezde rol oynadığı tümörler; Lynch Sendromu (LS) olarak da 

bilinen, herediter non-polipozis kolorektal kanserler (HNPCC) kapsamındaki 

tümörlerdir (17-20).  DNA tamir genlerindeki germline mutasyonuna bağlı gelişen bu 

sendrom kapsamındaki tümörlerin %90'ında MSI fenotipi saptanırken, sporadik 

kolorektal kanserlerde bu oran çok daha düşüktür (%15-40). Yapılan çalışmalarda,  

HNPCC aileleri dışında MUİR- Torre sendromunda da benzer şekilde MSİ gösterilmiş 

ve MSI'nin çeşitli ailevi kanserlerde etkin olabileceği bildirilmiştir (18,20).  Günümüze 

dek birçok tümörde MSİ varlığı araştırılmış olmakla birlikte özellikle pediatrik 

malignitelerde az sayıda çalışma mevcuttur  (18,20,22,32-38).   

 

2.3. Yanlış eşleşme tamir genleri ve karsinogenez.  

 

 DNA onarımında 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladığı 

proteinler tamir mekanizmalarında görev alırlar (14-16). Her bir insan hücresinin 

DNA'sında günde yüzden fazla kodlanmayan veya yanlış kodlamaya neden olan 

hasar meydana gelmektedir. DNA tamir mekanizmaları genomik kararlılığın devamını 

sağlayan sistemlerdir. DNA polimeraz, replikasyon sırasında hata okuma 

(proofreading) yeteneğine sahiptir (32). Mismatch (yanlış eşleşme) eksizyon tamiri, 

hata okuma sonrası kalan yanlış eşleşmeleri tamir (YET) eden mekanizmadır. Çeşitli 

kanser tiplerinde replikasyon sırasında oluşan DNA nükleotid yanlış eşleşmelerini 

(mismatch) fark etme ve düzeltme yeteneğinde kayıp oluşmaktadır. Bu tip tümörlerde 

YET tamir bozukluğunun karsinogenezde ilk aşama olduğu düşünülmektedir. Bu 

bozukluk hücre içinde mutasyon hızını arttırmaktadır (18). 

 Yanlış Eşleşme Tamir (YET) veya Mismatch Repair (MMR) mekanizması, 

DNA replikasyonu esnasında meydana gelen ve çift sarmalda anormal boyutlara 

neden olan, normal bazların yanlış eşleşmesi şeklindeki hataları düzeltir. Bu süreç 

Escherichia coli bakterisinde ayrıntılı olarak incelenmiş olup; hatalı eşleşme 7 

proteinden oluşan bir sistem tarafından belirlenir. Bu proteinler, mutS, mutL, mutH, 

uvrD, ekzonükleaz I, SSB ve DNA polimeraz III tür (32). E.coli DNA’sında, 

replikasyon sırasında oluşan yanlış eşleşmeyi MutS algılar ve bölgeye bağlanır. 

MutL’nin bağlanması ile kompleks kararlılık kazanır. MutS- MutL kompleksi MutH’yi 

aktive eder. MutH’deki endonükleaz fonksiyonu metil grubunun karşısında 

metillenmemiş zincire bir çentik atar. UvrD (Helikaz II) proteini kesip çıkarma işlemine 
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yardımcı olur. DNA polimeraz III boşluğu doldurmak amacıyla doğru DNA zincirini 

yeniden oluşturur ve DNA ligazın yapıştırma işlemiyle onarım sona erer (32). Yapılan 

araştırmalar sonucu insanda da benzer onarım mekanizmalarının olduğu gözlenmiş 

olup; benzer fonksiyonlu genler E.coli MutS veya MutL geninin homoloğu (MSH veya 

MLH) şeklinde adlandırılmışlardır (39-44).  

 İnsan YET genleri ve bunların ürünleri olan YET proteinleri; MutS’nin 

homologları olan MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6 ile MutL’nin homologları olan 

MLH1, PMS2, PMS1, MLH3’dir. Saccharomyces cerevisiae mantarında postmayotik 

segregasyonu arttıran (PMS) şeklinde adlandırma da kullanılmaktadır (39). MLH1, 

3p21.3 gen bölgesinde lokalize olup; metilasyon yoluyla epigenetik (somatik) 

susturulması sıktır (40). PMS2, 7p22 bölgesinde (41), MSH2, 2p22-p21bölgesinde 

(42), MSH6, 2p16 bölgesinde (43,44) yerleşmiş insan YET genleridir. Bu genler 

replikasyon boyunca doğru DNA sentezinin sağlanmasında rol alarak genomun 

stabilizasyonunu sağlarlar ve kolorektal karsinogenezde çok önemlidirler. Etkin YET 

gen aktivitesinin yokluğunda MSI gözlenir. DNA onarım genlerindeki germline 

mutasyonlar LS’una neden olurken, somatik mutasyonlar sporadik kolorektal 

kanserlerin %10-15’inde görülmektedir. Gastrointestinal tümörler dışında birçok farklı 

tümörde, farklı oranlarda YET gen inaktivasyonu bildirilmiştir (35-38). Özellikle 

gastrointestinal sistemde; MSI gösteren tümörlerin farklı klinik özellik taşıdığı 

saptanmıştır (45,46). Bu tümörler çoğu kez proksimal kolonda lokalize olup; genellikle 

musinöz veya andiferansiye özelliktedir. Stromalarında belirgin lenfositik infiltrasyon 

bulunmaktadır ve MSS tümörlere göre daha iyi prognoz gösterirler.  

 Özellikle LS kapsamındaki tümörlerin tanı, tedavi ve izleminde Bethesta 

sistemi olarak bilinen algoritma geliştirilmiştir (45). Bu sisteme göre; 2 veya daha 

fazla MSİ marker gen sekansında instabilite saptanırsa yüksek derecede instabil 

(MSİ-H) tümör olarak nitelenmektedir. Eğer yalnızca tek sekansta saptanırsa düşük 

derecede instabil (MSİ-L) tümör olarak adlandırılır. Sınanan 7 belirleyici genin 

hiçbirinde instabilite saptanmıyorsa tümörün fenotipi stabildir (MSS). Modifiye 

Bethesta sisteminde yaş sınırı 50 olarak değiştirilmiştir. Bu sınır altındaki kişilerde 

gelişen gastrointestinal sistem tümörleri, endometrial, renal pelvis ve sebase gland 

tümörlerinde öncelikle MSİ varlığı araştırılır. MS fenotipine ve YET proteinlerinin doku 

ekspresyonuna göre tümörün LS komponenti bir tümör olup olmadığına karar verilir 

(Şekil2). 
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Şekil 1: Mikrosatellit instabilitenin gelişim mekanizması.   

 

 

Şekil 2: Lynch Sendromu tanısında Bethesta algoritması (Promoter: RNA polimeraz 

tarafından tanınan ve transkripsiyonun başlama sinyalini kapsayan DNA bölgesi).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER: 

 

3.1. Araştırmanın Tipi 

 Bu çalışma yarı deneysel olarak gerçekleştirilmiştir. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

 Bu çalışma İzmir Dr. Behçet Uz Çocuk Hastalıkları ve Cerrahisi Eğitim ve 

Araştırma Hastanesinde (BUÇH) 1999- 2010 yılları arasında ameliyat edilen 

hastaların nefrektomi materyalleri üzerinde gerçekleştirilmiştir. Olguların tedavi 

sonrası izlemleri BUÇH Onkoloji servisince yapılmakta olup; düzenli aralıklarla BUÇH 

Onkoloji Konseyinde tartışılmaktadırlar. DNA ekstraksiyonu ve İHK’sal çalışmalar 

Ocak 2010- Mayıs 2010 tarihleri arasında BUÇH Patoloji Laboratuvarında, RT-PCR 

melting peak inceleme ve MSİ belirleyici gen lokuslarının PCR ile çoğaltılması işlemi 

Ekim 2010- Mart 2011 tarihleri arasında Genmar Firmasının Laboratuarında, FCE ise 

Haziran- Temmuz 2011 tarihleri arasında DEÜTF Onkoloji Enstitüsünün Araştırma 

Laboratuarında çalışılmıştır. 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

 Araştırmanın evrenini İzmir BUÇH’nde ameliyat edilen, tanı konulup, tedavileri 

ve izlemleri yapılan yaşları 5 ay ile 8 yaş arasındaki 45 WT’lü çocuk oluşturmaktadır. 

Örneklemi ise olguların nefrektomi materyallerinden BUÇH Patoloji Laboratuvarında 

hazırlanan parafin bloklar oluşturmaktadır.  

3.4.Araştırmanın Materyali 

 Ameliyat materyalinden örneklenen ve parafin bloğa gömülen dokular 

arasında; canlı demonstratif tümör ve normal böbrek dokusu bulunduran bloklar 

ayrılmıştır (Resim 2). Bu bloklardan polilizinli lamlara 5 mikrometre kalınlıkta kesitler 

hazırlanmış ve İHK’sal boyamalar yapılıncaya dek oda ısısında saklanmıştır. Ayrıca 

tümör dokusu ve sağlam böbrek dokularından DNA ekstraksiyonu yapılmıştır. Elde 

edilen DNA’larda RT-PCR melting peak ve FCE ile MSİ varlığı araştırılmış olup, tüm 

bulgular istatistiksel olarak değerlendirilmiştir.  

3.5. Araştırmanın Değişkenleri  

 Bu çalışmadaki bağımsız değişkenler hastaların cinsiyeti, yaşı, patolojik evresi, 

tümörün lokalizasyonu, histolojisi, invazyon ve metastaz olup olmaması gibi 

özelliklerden oluşmuştur. Bağımsız değişken ise tümörün WT olmasıdır. 
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Resim 2: Arşiv bloklarından yapılan HE boyalı kesitlerde (üst ortada); canlı 

demonstratif tümör (üst solda) ve normal böbrek (üst sağda) bulunduran bloğun 

(altta) işaretlenmesi.  
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3.6. Veri toplama araçları 

3.6.1.ARAÇ VE GEREÇLER 

3.6.1.1. Tez çalışmasında kullanılan gereçler: 

 

 Mikrotom……………………………………..Leica RM2125RT 

 PCR…………………………………………..GeneAmp 9700 

 RT-PCR………………………………………Roche Light Cycler 15 

 RT-PCR………………………………………Roche Light Cycler 480II 

 Tartı…………………………………………...Denver 

 Elektroforez cihazı…………………………..Consort EV243 

 FCE…………………………………………...Beckmann DNA squencer 

 Mikroskop…………………………………….Nikon E400 

 Vorteks………………………………………..Biovortex V1 

 Mikrodalga fırın……………………………...Arçelik MD551 

 Santrifüj cihazı……………………………….Centrifuge S424 

 Etüv……………………………………………Nüve FN500 

 Tartı……………………………………………Shimadzu AY120 

 pH metre………………………………………NEL elektronik pH890 

 Otomatik pipet (0,5-10mikron)....…………..DiaMed-ID pipette FP5 

 Otomatik pipet (20-200mikron)…………….ISOLAB 

 Otomatik pipet (1000 mikron)………………ISOLAB 

 -20°C derin dondurucu……………………..Ufuk 

 +4°C buzdolabı………………………………Arçelik 450 lüks 

 Eppendorf…………………………………….miniSpin 

 Polilizinli lam………………………………….ISOLAB 

 Plastik pipet ucu sarı, beyaz ve mavi……..Barrier100 

 Sınırlayıcı kalem…………………………….DAKOpen 

 Lamel 22X22mm…………………………….ISOLAB 

 DNA ölçümü için spektrofotometre……….WPA BiowaveDNA 
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3.6.1.2. Kullanılan sarf malzemeleri: 

 Fosfat tamponlu tuz solüsyonu (PBS) 150mM NaCl + 10nM Na-Fosfat, pH:7,4 

 TRİS: 11,1 gr+ 940 ml bidistile H2O + 7 ml HCL, pH:7,2 

 %3’lük hidrojen peroksit solüsyonu 

 Sitrat tampon çözeltisi sitrat 0,399 gr+ tri sodtyum sitrat 2,382gr + 1litre su, 

pH:6.0 

 Proteinaz K stok çözeltisi  

 Tamponlu %4’lük paraformaldehid 

 

3.6.1.3. Kitler ve reaktifler: 

 Etil alkol %96’lık 

 Xylene 

 Kapatma maddesi (mounting medium, Surgipath MicroMounth) 

 PBS tampon solüsyonu için hazır toz karışım (Scy Tek) 

 Proteinaz K, Sigma P2308 

 Agarose gel, Sigma A9539 

 İmmünhistokimya üniversal kiti, LSAB, Thermo 

 DAB kromojen, Thermo 

 DNA ekstraksiyon kiti, QIAamp DNA FFPE Tissue 

 Anti-MLH1 (klon:17814; Spring Bioscience, CA, USA)  

 Anti-PMS2 (klon: CS-618, Santa Cruz Biotechnology, California, USA)  

 Anti-MSH2 (klon: E17794, Spring Bioscience, CA, USA)  

 Anti-MSH6 (klon: E17674, Spring Bioscience, CA, USA)  

 

 

 Bu araştırma DEÜ Bilimsel Araştırma Daire Başkanlığı tarafından  “2010 KB 

SAG 038” numaralı proje olarak desteklenmiştir.     
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3.6.2.  YÖNTEMLER  

3.6.2.1 Arşiv bloklarından yapılan kesitlerde İHK’sal olarak, YET gen ürünü  

            MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6 proteinlerinin doku ekspresyonunun  

             araştırılması  

3.6.2.1.1 Genel ilke:   

 İmmünhistokimyasal testler; antijen antikor tepkimelerinin kullanıldığı tanısal 

testlerdendir. Bu test, hücre veya doku antijenlerini, bunlara karşı geliştirilmiş ve 

değişik maddelerle işaretlenmiş antikorlarla karşılaştırarak, mikroskobik olarak 

görünür hale getirmeyi amaçlar. Testlerde kullanılmak üzere aranacak antijene karşı 

deney hayvanlarında geliştirilen ve genellikle İgG tipinde olan monoklonal antikor, 

dokuyla karşılaştırılır. Ardından bir başka deney hayvanından bu antikorları üreten 

deney hayvanına karşı antikorlar yaptırılır ve sekonder antikorlar kromojeni aktive 

edecek bir enzimle işaretlenir. İndirekt olarak nitelenen testlerden olan Avidin- biotin 

kompleks (ABC) sisteminde ise sekonder antikor enzimle işaretlenmez. ABC 

yöntemi,  yumurtanın akındaki bir glikoprotein olan avidinin biotin vitaminine ilgisine 

dayanarak geliştirilmiştir. Avidine benzer bir molekül de Streptomyces avidinii 

bakterisinden elde edilir. Streptavidin denen bu madde nötral olduğu ve karbonhidrat 

komponenti taşımadığı için daha az boya artefaktına yol açar. Biotin ise hem 

enzimlerle hem de antikorlarla kolay bağ kurar. Enzim kompleksi testlerinde olduğu 

gibi primer antikorla avidin-biotin kompleksi arasındaki ilişkiyi sekonder antikorlar 

sağlar (Şekil3). Eğer dokuda antijen yoksa antikor bağlanamayacak ve yıkamalar 

esnasında atıldığından boyanma olmayacaktır. Primer antikorlar dışındaki substratlar 

üniversal kitler olarak pazarlanmaktadır.   

 

     

 

Şekil 3: Avidin-biotin kompleks (ABC) immün histokimyasal boyama tekniği. 
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3.6.2.1.2. Uygulama basamakları: 

 İHK için manuel yöntem uygulandı. 

 Lizinli lamlara, olgulara ait demonstratif bloklardan 5 mikrometre kalınlığında 

kesitler alındı. 

 Kesitler 1 gece 60°C’lik etüvde bekletildi. 

 1 saat süreyle ksilen içerisinde oda ısısında bekletildi. 

 Konsantrasyonu giderek azalan (%95, %90, %80, %70) etil alkol serilerinden 

geçirildi.  

  Distile suda 10 dakika yıkandı. 

 Hidrojen peroksitte 15 dakika tutuldu. 

 Distile suda 5 dakika süreyle yıkandı. 

 Sitrat tampon (pH:6) içerisinde, kapağı kapalı plastik şalelerde 40 dakika 

süreyle mikrodalga fırında 400 Watt’ta ısıtıldı. 

 Oda ısısında soğuyuncaya dek beklendi. 

 Distile suda 10 dakika yıkandı. 

 PBS (pH:7,4) içinde 10 dakika bekletildi.  

 Lamlar üzerindeki dokular sınırlayıcı kalemle çerçevelendi.   

 İHK’sal boyamada indirekt ABC yöntemi uygulandı. 

 Blokan solüsyonda 5 dakika bekletildi.  

 Yıkama yapılmadan primer antikorlar olan anti-MLH1, anti-PMS2, anti-MSH2 

ve anti-MSH6 uygulandı. 

 1 saat süreyle lamların kurumaması için altına ıslak kağıt yayılmış plastik 

boyama kabında lamlar bekletildi.  

 PBS tampon solüsyonu içinde 10 dakika yıkandı.  

 Anti polivalant biotinli antikor oda ısısında 20 dakika uygulandı. 

 PBS tampon solüsyonu içinde 10 dakika yıkandı. 

 Bayır turbu peroksidazı (horseradish peroxidase: HRP) eklenmiş streptavidin 

solüsyonuyla kaplanan kesitler oda ısısında 20 dakika bekletildi.  

 PBS tampon solüsyonu içinde 10 dakika yıkandı. 

 DAB, hidrojen peroksitli hazır solüsyonu ile 1/20 oranında sulandırıldı ve 

lamlar üzerinde 10 dakika tutuldu.  

 Distile suda yıkandı. 
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 Harris hematoksilen ile 15 saniye zemin boyama yapıldı.  

 Akar çeşme suyunda yıkandı. 

 Konsantrasyonu giderek artan (%70, %80, %90, %95) etil alkol serilerinden 

geçirilip havada kurutuldu. 

 Ksilen içinde 30 dakika bekletildi ve kapama maddesi damlatılıp lamelle 

kapatıldı.  

 Boyalı preparatlar ışık mikroskopisi ile değerlendirildi.  

 

3.6.2.2. Parafine gömülü arşiv bloklarından DNA ekstraksiyonu ve PCR  

    çalışması 

3.6.2.2.1.Genel ilke: 

 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dokudan ekstrakte edilen DNA’nın in vitro 

olarak çoğaltılması için geliştirilmiş bir yöntem olup; bu sayede eser miktardaki 

genetik materyalle moleküler testlerin yapılması olanaklı hale gelmiştir. Reaksiyonlar 

farklı sıcaklıklardaki üç işlemin ardışık tekrarına dayanır. PCR için gerekli olan 

reaktifler; kalıp olarak kullanılan genomik DNA, PCR yapılmak istenen gen dizisini 

belirleyen, forward ve reverse çalışan 2 adet tek iplikli sentetik DNA oligonükleotidi, 4 

tip dNTPs (deoksiribo-nükleotid trifosfat) ve termofilik bir canlıdan elde edilmiş, 

yüksek ısıda çalışan DNA polimerazdır. Çünkü denatürasyon işleminde çift iplikli 

DNA zincirinin tek ipçikli hale getirilmesi normal hücrede olduğu gibi bazı özel 

enzimlerle değil, 94ºC’ye varan yüksek ısı ile yapılır. Annealing (eşleşme) 

aşamasında primerler, 50-60ºC’de tek iplikli kalıp DNA’ya spesifik olarak bağlanırlar. 

Aranan mutant gen bölgesine bağlanacak sentetik DNA parçacıklarının istenen bölge 

dışında benzer yapılar bulma riski 2 bazlık bir primerde 1/16 gibi yüksek 

değerlerdedir.  Hesaplamalara göre 4 bazlık bir DNA parçacığında bu risk 1/256’e, 20 

bazlıkta ise 4 milyarda bire düşer. Bu nedenle primerlerin boyları genellikle 18- 22 

nükleotid arasındadır. Extension (sentez), 72 derecede, primerlerle sınırlandırılmış 

bölgede yüksek ısıya dayanıklı polimerazlarca gerçekleştirilir. Günümüzde en sık 

kullanılan enzimlerden biri olan Taq polimeraz, kaplıcalarda yaşayan Thermus 

aquaticus bakterisinin DNA polimeraz enzimidir. İki fazda ısı değişmezken, ayrışma 

fazının ısısı, istenen DNA dizisinin AT/ GC içeriğine göre değişir. G ve C arasında 3 

bağ olduğundan, G-C’den zengin olan bölümlerin denatürasyonu daha güçtür. Daha 

uzun süreli ve daha yüksek ısı uygulaması gerekir. Sikluslar yaklaşık 30 defa tekrar 
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edilir. Yeni sentezlenen parçalar, sonraki siklusta kalıp görevi görürler. Böylelikle her 

siklusta çoğaltılmak istenen dizinin logaritmik artışı söz konusudur. İşlem sonunda, 

başlangıçtaki 2 zincirli kalıp DNA parçacığı, 230 kez çoğaltılır ve elde edilen parçacık 

sayısı 1 milyarın üstüne çıkar (Şekil4). 

 PCR ile çoğaltılan DNA’nın kantitatif ve kalitatif değerlendirmesi 

spektrofotometrik ölçümle veya jelde elektroforezle yürütme sonrası fotoğraflamayla 

yapılabilir. Son yıllarda geliştirilen cihazlar sayesinde her siklus sonrası 

spektrofotometrik ölçüm yapılabilmekte olup; bu cihazlar RT-PCR (Real time: gerçek 

zamanlı PCR) olarak bilinmektedir.  

                          

Şekil 4: Polimeraz zincir reaksiyonunda istenen gen bölgesinin çoğaltılması.  

 

3.6.2.2.2. Uygulama basamakları: 

 Olguların her birinden seçilen bloklarda işaretlenen demonstratif tümör ve 

normal böbrek dokularından yaklaşık 2 mm çapında parçalar bistüri yardımıyla 

çıkartıldı ve steril ependorflara konuldu.   

 DNA ekstraksiyonu yapılması amacıyla geliştirilmiş hazır bir kit kullanıldı.   

 Hazır kitin içerisinden çıkan uygulama önerisine göre işlemler gerçekleştirildi. 

 Her bir ependorfa doku içindeki parafini çıkartmak amacıyla 1 mililitre ksilen 

eklendi ve 10 saniye vorteks ile karıştırıldı. 

 Yüksek hızda 2 dakika santrifüj yapılıp üstteki solüsyon atıldı. 
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 Tüplere %96-100’lük etanol eklendi ve vortekslendi. 

 Yüksek hızda santrifüj edilip üstteki solüsyon atıldı. 

 Ağzı açık olarak 37°C’lik etüvde kalan alkolün uçması için en az 10 dakika 

bekletildi. 

 Çok büyük olan örnekler steril bistüri yardımıyla parçalara ayrıldı. 

 Her bir ependorfa 180 mikron ATL solüsyonu (özel lizat) ve 20 mikron 

proteinaz K düşecek şekilde hazırlanan ve vortekslenen karışımdan her 

ependorfa 200 mikrolitre eklendi. 

 Etüvde 56°C’lik ısıda ağzı kapalı tüpler doku yıkımı için bekletildi. Eğer doku 

tümüyle lizise gitmediyse 1 saat daha beklendi.  

 Oda ısısına alınan ependorflar proteinaz K’nın inaktivasyonu için 90°C’lik ısıda 

10 dakika enkübe edildi.  

 Her ependorfa 200 mikrolitre etanol ve 200 mikrolitre AL tamponu (özel lizat) 

eklendi, vortekslendi. 

 Santrifüj edildikten sonra üstteki solüsyon kite ait özel filtreli (membranlı) 

tüplere alındı ve santrifüj yapıldı.  

 Alttaki süzüntü atılıp, yeni toplayıcı tüpler yerleştirildi.  

 İlk yıkama solüsyonundan (AW1) 0,5 ml eklendi ve 8000 rpm hızda 1 dakika 

santrifüj uygulandı.   

 Alttaki süzüntü atılıp, yeni toplayıcı tüpler yerleştirildi. 

 İkinci yıkama solüsyonundan (AW2) 0,5 ml eklendi ve 8000 rpm hızda 1 

dakika santrifüj uygulandı.   

 Alttaki süzüntü atılıp, steril ependorflar yerleştirildi. 

 Membranın tam ortasına gelecek şekilde her tüpe 100 mikrolitre elüsyon 

solüsyonu (ATE) eklendi.  

 Daha fazla DNA’nın ayrılması için birkaç dakika beklenip 14000 rpm hızda 

santrifüj yapıldı. 

 Alttaki tüpte elde edilen DNA’nın miktarı spektrofotometrik olarak ölçüldü.  

 Ekstrakte edilen DNA’nın bir kısmından, MSİ belirleyicisi 7 gen bölgesi, özel 

hazırlatılmış 14 ayrı primer kullanılarak konvensiyonel PCR (Applied 

Biosystem Gene Amp PCR 9700) ile amplifiye edildi.  

 Tüm DNA’lar -25°C’de dondurularak saklandı. 
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3.6.2.3. RT-PCR melting peak ile MSİ araştırması 

 

3.6.2.3.1. Genel ilke: 

 Araştırmada kullanılan bu teknik genel olarak PCR reaksiyonundan ibarettir. 

Ekstrakte edilen DNA’dan PCR ile çoğaltılan 7 gen bölgesi mikrosatellitlerin yoğun 

olduğu bölgeler olup; bu nedenle MSİ marker (belirleyici) gen bölgeleri olarak 

bilinirler. Bu bölgeler RT-PCR yardımıyla çoğaltılırken; eşleşme aşamasında çift 

zincir haline gelir, denatürasyon aşamasında ise ısı yardımıyla ayrılır. İşte bu süreçte 

eğer mikrosatellit bölgeleri stabilse, başka bir deyişle bu gen bölgelerinde nükleotid 

sıralanmasında bir farklılaşma yaksa eşleşme daha sağlamdır ve denatürasyonda 

ayrılma için daha yüksek ısı gerekir. Tersine MSİ nedeniyle zincirde farklılaşma 

olduysa bağlanma daha zayıf olup, daha düşük ısıda gerçekleşir. Bu yöntemde 

kişinin hem tümör hem de normal dokusunun bulunması şarttır. RT-PCR ile tümör 

dokusunda denatürasyonun normal dokuya göre çok daha düşük ısıda gerçekleştiği 

gözlenir.  RT-PCR melting peak yönteminde çift zincirinin ayrılması için gereken 

ısıların dökümü yapılır ve grafik halinde görüntülenir (Şekil 5). 

 

 3.6.2.3.2. Uygulama basamakları:  

 Özel olarak hazırlatılan primerler kullanılarak MSİ belirleyici genleri olan Bat25, 

Bat26, NR21, NR24, mono27, pentaD ve pentaC bölgeleri RT-PCR ile 

amplifiye edildi. 

 Amplifikasyon öncesi önerilen prosedürler uygulandı. Bu amaçla primerleri 

hazırlayan firma tarafından tedarik edilen reaktifler, önerilen miktarda 

primerlere eklenerek cihaza konuldu.   

 RT-PCR melting peak testi Roche Light Cycler 480II cihazıyla gerçekleştirildi 

(Resim3).  

 Cihaz, işlem sırasında tümörden ve normal dokudan ekstrakte edilen DNA’lar 

arasında çift zincirin ayrılması için gereken ısıyı hem sayısal hem de grafiksel 

olarak yansıttı. 

 Grafiksel dökümlerde eğer ayrışma ısıları arasında fark yoksa tek eğri, büyük 

fark varsa çift eğri oluşmaktaydı (Şekil6). 
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Resim 3: MSİ tespitinde kullanılan RT-PCR melting curve (peak) cihazı. 

 

 

 

 

Şekil 5: MSİ saptanan olguda, tümörden ve normal dokudan ekstrakte edilen  

   DNA’lar arasında çift zincirin ayrılması için gereken ısıdaki büyük fark (üstte) 

   ve MSS bir olguda ihmal edilebilir fark (altta). 
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3.6.2.4. Arşiv bloklarından ekstrakte edilen DNA’dan PCR ile çoğaltılan 7 MSİ  

             belirleyici gen lokusunda FCE ile MSİ araştırılması  

 

3.6.2.4.1. Genel ilke:  

 Floresan kapiller elektroforez (FCE) yönteminde; istenen gen bölgesi yine 

PCR yardımıyla çoğaltılır. Ancak bu defa MSİ belirleyici 7 gen bölgesi, moleküler 

genetik çalışmalarda kullanılan malzemeleri hazırlayan laboratuvarda özel floresan 

boyalarla işaretlenir. Farklı floresan boyalarla işaretli primerler ile 7 gen bölgesi PCR 

yardımıyla çoğaltılır. Çoğaltılmış ve farklı floresan boyalarla bağlanmış gen 

parçacıkları kapiller elektroforezde yürütülür. Jelde ilerlerken lazer ışık kaynağı ile 

karşılaşır. Bu sırada lazer etkisi ile floresan boyanın yaptığı ışıma bir detektör 

aracılığıyla ölçülür. Tüm bu aşamalar otomatik kapalı sistemde yürür ve sonuçlar 

grafik şekline dönüştürülür.  

 

3.6.2.4.2. Uygulama basamakları: 

 Özel olarak hazırlatılan floresan boyalar ile işaretlenmiş primerler kullanılarak 

MSİ belirleyici genleri olan Bat25, Bat26, NR21, NR24, mono27, pentaD ve 

pentaC bölgeleri amplifiye edildi. 

 Amplifikasyon öncesi FCE tekniği için önerilen prosedürlere uygun şekilde 

işlemlerden geçirildi. Bu amaçla primerleri hazırlayan firma tarafından tedarik 

edilen reaktifler, önerilen miktarda primerlere eklenerek cihaza konuldu.   

 FCE işlemi Beckmann DNA squencer cihazıyla gerçekleştirildi (Resim4).   

 Kapalı sistem gerçekleşen reaksiyon sonrası cihaz, maksimum ışımanın 

saptandığı tepelerin grafik olarak dökümünü yaptı.  

 FCE yöntemiyle MSİ araştırıldığında, tıpkı bir önceki yönteme benzer şekilde 

normal doku ve tümörden elde edilen gen lokuslarında farklı ışıma tepecikleri 

oluştu.  

 Grafiksel dökümlerde eğer MSİ yoksa tümör ve normal dokuda benzer eğri, 

MSİ varsa farklı eğriler oluşmaktaydı (Şekil6).  
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Resim 4: FCE uygulaması için kullanılan cihaz.  

 

 

                        

 

Şekil 6: MSİ olan bir kolon tümöründe, normal dokuda FCE ile tek bir ışıma tepeciği  

             izlenirken (altta), tümörde MSİ’ye bağlı iki ışıma tepesi oluşmuş (üstte). 
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3.7. Araştırma planı ve takvimi: 

 

 BUÇH Çocuk Cerrahisi servisince nefrektomi işleminin gerçekleştirilmesi ve 

BUÇH patoloji Laboratuvarında dukuların incelenmesi ve raporlanması (1999- 2010). 

 

 Demonstratif parafin bloklardan 5 mikrometrelik kesitlerin lizinli lamlara 

alınması ve YET proteinleri için İHK’sal çalışmaların yapılması (Ocak- Mart 2010). 

 

 Normal böbrek ve tümörden 2 mm çapında doku örneklerinin ayrılması ve 

DNA ekstraksiyonu (Haziran – Temmuz 2010). 

 

 PCR ile istenen MSİ belirleyici gen bölgelerinin çoğaltılması ve PCR melting 

peak analizinin yapılması (Ekim- Aralık 2010). 

 

 FCE testinin yapılması (Mayıs- Haziran 2011). 

 

 Verilerin istatistiksel analizi (Temmuz 2011) 

 

 Sonuçların analizi ve değerlendirilmesi (Ağustos 2011) 

 

3.8. Verilerin değerlendirilmesi 

 

3.8.1. İstatistik Yöntem: 

 İstatistiksel değerlendirme SPSS 9.0 programı kullanılarak yapıldı.  

Mikroskopik değerlendirme sonrası YET protein ekspresyon oranları yüzde olarak 

sayısal, RT-PCR melting peak sonuçları santigrad derece olarak sayısal, FCE 

sonuçları ışıma dereceleri olarak yine sayısal olarak değerlendirilmiştir. Sağ kalım 

süreleri, tümör boyut ve ağırlıkları da sayısal verilerle ölçeklenmiştir. Ancak çalışma 

ve kontrol gruplarındaki olgu sayısı temel alındığında değerlendirme nonparametrik 

Spearman korelasyon testi, Mann Whitney U testi Ve Ki-Kare testi kullanılarak 

yapılmıştır. 0.05’den küçük p değerleri istatistiksel anlamlı olarak kabul edilmiştir.  
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3.9.Araştırmanın sınırlılıkları 

 İHK’sal boyamalarda saflaştırılmış poliklonal anti-MLH1 (klon:17814; Spring 

Bioscience, CA, USA) 1:100 dilüsyonda, anti-PMS2 (klon:CS-618, Santa Cruz 

Biotechnology, California, USA) 1:200 dilüsyonda, anti-MSH2 (klon: E17794, Spring 

Bioscience, CA, USA) 1:100 dilüsyonda ve anti-MSH6 (klon: E17674, Spring 

Bioscience, CA, USA) 1:50 dilüsyonda kullanıldı.  

 Hazır ticari ürünler olan bu primer antikorların her birinin prospektüsünde 

önerildiği şekilde, sadece nükleer boyanmalar dikkate alındı. Çok zayıf veya düşük 

orandaki nükleer boyanma yanı sıra sitoplazmik veya stromal renklenme şeklindeki 

nonspesifik boyanmalar negatif kabul edildi. Birkaç demonstratif büyük büyütme alanı 

incelendikten sonra eğer nükleer boyanma 100 hücreden birinde saptanırsa ya da 

yoğun ama sitoplazmikse sonuç negatif kabul edildi.  

 Wilms tümörlü olgularda böbrek dokusu ile tümör dokusunun boyanma paterni 

benzer iken (Resim5); kontrol kolon tümörlü olgularda, tümör dokusu ve normal 

dokudaki boyanmanın farklı olabildiği görüldü. MSİ pozitif olguların normal 

dokusunda boyanma defekti yokken, tümörde boyanma defekti vardı (Resim6).   

 RT-PCR ile melting peak testinde; çalışma grubunda tümör ve normal 

dokudan ekstrakte edilen DNA çift zincirlerinin ayrışması için gereken ısılar arasında 

1 santigrad dereceden fazla fark varsa MSİ pozitif kabul edildi. Isı farkı en fazla 1,7°C 

bulundu. Oysa test kapsamında kontrol grubu olarak değerlendirilen kolon tümörlü 

olguların MSİ pozitif bulunanlarında fark 6°C’den fazlaydı.   

 FCE sonuçlarının değerlendirmesinde de benzer şekilde, cihazın verdiği 

grafiksel dökümler dikkate alındı. MSİ fenotipindeki bir kolon tümöründe, normal 

dokuda FCE ile tek bir ışıma tepeciği izlenirken, tümörde MSİ’ye bağlı iki ışıma tepesi 

oluşmuştu. Oysa MSS fenotipindeki kolon tümörlülerde ve çalışma grubunun 

tamamında normal doku ve tümörde benzer grafik görünümü elde edildi. Kontrol 

grubunda pozitif örneklerin varlığı nedeniyle grafiksel fark olmayan tüm WT’lü olgular 

FCE ile MSS kabul edildi. 

 

3.10. Etik Kurul Onayı 

 Etik Kurul onayı (08.01.2010) alınmış (EK1) ve her çocuk için ayrı 

bilgilendirilmiş onam formu düzenlenip, çocukların anne veya babalarına 

imzalatılmıştır.  
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Resim 5: MSH2 boyanması normal (B) ve defektif olan (D) WT’lü 2 ayrı olgunun 

böbrek dokularında da benzer boyanma paterni (A ve C).   

 

Resim 6: MSİ (B) ve MSS fenotipindeki (D) 2 kolon tümörünün normal dokularında 

MSH2 ile normal boyanma paterni (A ve C). MSİ pozitif olgunun normal dokusunda 

defekt yokken (A), tümörde boyanma defekti var (B). MSS olguda hem normal 

dokuda (C), hem de tümörde (D) MSH2 defekti yok.   
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4.BULGULAR 

 

4.1.Olgulara genel bakış 

 WT’lü 45 çocukta; bireysel özelliklerine uygun tedavi modalitelerine göre 

cerrahi, KT ve RT uygulandı (6). Tek taraflı tümörü olan tüm hastalara preoperatif 

neo-adjuvant KT verilmeksizin direkt nefrektomi uygulandı. Bir olgudaki çift toplayıcı 

sistem varlığı dışında olguların hiç birinde konjenital majör anomali veya eşlik eden 

spesifik sendrom saptanmadı. Hastaların 21 tanesi (%46,7) erkek, 24’ü (%53,3) kız 

çocuğuydu (Şekil 7). Ortalama yaş 3,18± 2,1 yıl (5 ay- 8 yıl) bulundu. Tümörlerin 18’i 

(%40) sol böbrekte, 21’i (%46,7) sağ böbrekte lokalize olup; 6 olguda (%13,3) çift 

taraflı tümör saptandı. Ortalama tümör çapı 9,29 cm, ortalama böbrek ağırlığı 491,47 

gr bulundu. Onbir olguda (%24,4) evre I, 17 olguda (%37,8) evre II, 5 olguda (%11,1) 

evre III, 6 olguda (%13,3) evre IV ve yine 6 olguda (%13,3) evre V tümör saptandı 

(Şekil 8). Olguların 35’i (%77,8) sağ iken, 10 hasta (%22,2) eks oldu. Ortalama sağ 

kalım süresi 43,8±30,6 aydı (2- 111).  

 Çalışmada genel olarak NWTSG protokolüne uygun şekilde önce cerrahi 

yapılmakla birlikte, bilateral tümörlü olgularda preoperatif KT eklendi ve diffüz 

anaplazi saptanan olguda ilaç kombinasyonları değiştirildi. Ek olarak kötü histolojili 

olgularda önerildiği şekilde RT uygulandı. 

 

                 

Şekil 7: Olguları cinsiyete göre              Şekil 8: Olguların evreye göre dağılımı. 

            dağılımı.  
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 Tümörler iyi ve kötü histolojili olarak sınıflandırıldı. Otuz altı tümör (%80) 

trifazik iken; 9 (%20) tanesi blastemal ağırlıklı bifazik veya blastemal monofazik 

görünümdeydi. Bir olguda diffüz anaplazi saptandı. Bu 10 olgu kötü histolojili hastalar 

olarak değerlendirildi. Diffüz anaplazili tümör evre IV olup; PMS2, MSH2 ve MSH6 

boyanma defekti gösteriyordu. İki yaşındaki erkek hastada KT yanıtı yoktu ve 6 ay 

içinde kaybedildi. Bilateral tümörlü 6 olgunun 3 tanesi ile tek taraflı tümör olanlardan 

3 tanesi tümör relapsı sonrası eks oldu. Tüm seride ölen 10 hastanın diğer 4 tanesi 

ise WT ile ilişkisiz pnömoni, sepsis, hepatik yetmezlik ve veno-okluzif hastalıktan 

kaybedildi. Olguların klinikopatolojik özellikleri Tablo 3’de özetlenmiştir. 

 

4.2.İmmünhistokimya, RT-PCR melting peak ve FCE bulguları 

 DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu başarılıydı. Kontrol amacıyla 35 yaş 

altında kolorektal karsinom tanısı alan ve multipl polipleri bulunmayan 5 kolon tümörü 

materyali kullanıldı. Benzer şekilde demonstratif tümör alanları ve normal doku içeren 

bloklardan İHK’sal çalışmalar ve DNA ekstraksiyonu yapıldı. Bu 5 tümörün 3’ünde 

(%60) YET protein ekspresyon defekti ve MSİ saptandı. İlginç olarak kolon 

tümörlerinde YET protein ekspresyon defekti olsa bile aynı olgunun normal kolon 

dokusunda YET proteinler normal şekilde eksprese ediliyorlardı (Resim7). Oysa 

WT’lü olguların tümörde YET protein ekspresyon defekti varsa, normal böbrekte de 

benzer defekt izlendi (Resim 8). Aynı farklılık RT-PCR ile melting peak testinde de 

saptandı. Çalışma grubunda tümör ve normal dokudan ekstrakte edilen DNA çift 

zincirlerinin ayrışması için gereken ısılar arasında fark en fazla 1,7°C bulundu. Oysa 

test kapsamında kontrol grubu olarak değerlendirilen kolon tümörlü olguların MSİ 

pozitif bulunanlarında fark en az 6°C’deydi (Şekil 9).  

 Çalışma grubundaki 6 olguda, 7 MSİ marker geninden sadece birinde MSİ 

saptandı ve bu gen, insan c-kit genini de taşıyan BAT-25 sekansıydı (48). FCE 

testinde çalışma grubunda tüm olgular MSS fenotipinde bulundu (Şekil 10)   

 Çalışma grubundaki tümörlerden 19’unda  (%42,2) MLH1, PMS2, MSH2 ya da 

MSH6 proteinlerinin birinde ekspresyon kaybı vardı. Sekiz olguda (%17,8) MLH1, 9 

0lguda (%20) PMS2, 7 olguda (%15,6) MSH2 ve 16 olguda (%35,5) MSH6 

ekspresyon defekti gözlendi. Oysa kontrol kolon karsinomlarında daha çok MLH1 ve 

MSH2 boyanma defektleri mevcuttu.  
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Resim 7: Kolon karsinomunda nükleer MSH2 ekspresyon kaybı izlenirken (siyah ok), 

bitişik normal kolon dokusunda nükleer ekspresyon devam etmekte (beyaz ok). 

  

Resim 8: WT ve komşu renal dokuda nükleer MSH6 ekspresyon kaybı (solda), başka 

bir WT’ünde hem normal dokuda hem de tümörde pozitif MSH2 boyanması (sağda).  
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Tablo 3: Çalışma kapsamındaki hastaların klinikopatolojik özellikleri. 
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E - 2 .5 .2 .2 .2 .3 iyi + + + - sol 1602 6 III ölü 42 
K + 2 1.7 .5 .2 .0 .1 iyi - + + + sag 450 8 IV ölü 17 
K - 5 .9 .0 .0 .3 .4 kötü - + + + sol 680 8 II sag 111 
E - 5 .3 .0 .3 .0 .2 iyi + + + + sol 510 8 II sag 111 
K - 8 .9 .4 .5 .1 .5 kötü + + + - sag 600 10 I sag 109 
K - 7 .1 .1 .2 .4 .4 iyi + + + + sag 500 9 II sag 25 
E - 3 .1 .1 .2 .1 .2 iyi + + + - sol 700 11 II sag 91 
K - 6 .1 .0 .1 .0 .1 iyi - + + - çift 130 10 V ölü 48 
K - 1 .2 .0 .0 .2 .1 kötü - - + + sol 415 11 III sag 91 
E - 1 .6 .2 .1 .3 .4 iyi + + + + sol 345 12 II sag 37 
K - 6 .4 .2 .2 .4 .5 iyi + - + - sag 500 6 III sag 79 
K - 5 .0 .0 .0 .0 .1 kötü - - - - çift 30 2 V sag 75 
K - 4 .4 .1 .0 .0 .2 kötü + + + + çift 198 7 V sag 2 
E - 2 .0 .1 .3 .4 .3 kötü + - - - sol 1004 11 IV ölü 6 
E - 0 .0 .0 .2 .0 .2 iyi + + + + sol 215 10 II ölü 17 
K + 3 .4 .2 .3 .3 1.5 iyi - - - - sol 138 11 I sag 80 
K - 3 .0 .0 .1 .0 .1 iyi - - + - çift 60 3 V ölü 11 
E + 1 .8 .2 .1 .1 1.4 iyi + - - - sol 1007 15 I sag 70 
E - 6 .1 .0 .2 .1 .2 iyi + - - - sag 550 6 III sag 67 
K - 2 .2 .0 .4 .2 .4 iyi + + + + sag 330 8 II sag 65 
E - 2 .3 .5 .5 .5 .5 iyi + + + - sol 323 7 I sag 67 
E - 2 .5 .1 .2 .3 .3 iyi + + + - sol 225 9 IV sag 57 
E - 7 .1 .2 .3 .0 .1 iyi + + + + sol 795 14 II sag 45 
E - 7 .1 .0 .2 .3 .4 iyi - - - - sag 176 7 II sag 51 
E - 5 .0 .0 .1 .0 .1 iyi + + - - sag 211 8 II ölü 30 
E - 3 .0 .1 .3 .3 .4 iyi + + + + sag 550 11 I sag 52 
K + 4 1.1 .3 .0 .0 .7 iyi + + + - sag 403 7 IV sag 51 
E - 5 .0 .0 .4 .3 .2 iyi + + + + sag 233 10 IV sag 51 
K - 1 .9 .0 .1 .2 .5 iyi + + + + sol 750 13 I sag 50 
E - 3 .2 .0 .3 .3 .2 kötü + + + + çift 250 8 V sag 49 
E - 2 .1 .0 .2 .0 .1 kötü + + + + sag 530 8 II sag 37 
K - 0 .1 .0 .0 .1 .2 iyi + + + + sag 450 8 I sag 46 
E - 1 .3 .1 .1 .4 .4 iyi + + + + sag 839 5 II sag 46 
K + 2 .9 .5 .7 .9 1.6 kötü + + + + sag 389 13 II sag 35 
K - 5 .6 .0 .0 .4 .5 kötü + + + + sag 1150 15 II ölü 21 
E - 0 .1 .6 .2 .8 .5 iyi + + + + sag 456 10 I ölü 3 
K - 2 .2 .0 .5 .0 .4 iyi + + + + çift 500 10 V ölü 4 
K - 5 .2 .0 .2 .2 .1 iyi + + + + sol 750 12 II sag 25 
E - 4 .2 .2 .1 .2 .2 iyi + + + + sol 945 13 IV sag 25 
E - 1 .3 .2 .2 .2 .3 iyi + + + + sag 90 5 III sag 20 
K - 2 .5 .2 .1 .3 .5 iyi + + + + sag 670 12 II sag 18 
K - 3 .2 .1 .1 .2 .1 iyi + + + + sag 356 9 II sag 18 
K + 2 .8 .2 .0 .0 1.9 iyi + + + + sol 699 14 I sag 7 
K - 2 .0 .2 .2 .3 .3 iyi + + + + sol 147 9 I sag 6 
K - 1 .0 .2 .1 .18 .2 iyi + + + + sag 265 7 I sag 3
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Şekil 9: RT-PCR melting peak testinde; MSS fenotipinde WT olgusunun (altta), MSİ 

fenotipinde kabul edilen WT olgusunun (ortada) ve MSİ (+) kolon karsinomunda 

(üstte), tümör ve normal dokulardan ekstrakte edilen DNA zincirlerinin ayrışma ısı 

derecelerini gösterir grafikler. 
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Şekil 10: FCE testinde; RT-PCR melting peak testiyle MSİ fenotipinde kabul edilen 

WT olgusunda (altta) ve MSİ (+) kolon karsinomunda (üstte), tümör ve normal 

dokulardan ekstrakte edilen DNA zincirlerinin floresans ışımalarını gösterir grafikler. 

Kolon tümöründe normal dokuda bulunmayan eğriler mevcut.  
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4.3. İstatistiksel bulgular  

 Evre ve cinsiyet arasında da ilişki yoktu (Şekil11). RT-PCR melting peak 

sonuçları dikkate alındığında MSİ ile bilateralite (P=0,627), evre (p=0,815) ve sağ-

kalım oranı (p=0,708) benzeri prognostik faktörler arasında ilişki saptanmadı (Şekil 

12 ve 13). Yalnızca tümör çapı ile MSİ arasında anlamlı istatistiksel ilişki vardı 

(p=0,046). MSİ saptanan olgularda daha büyük tümör mevcuttu. MSS 39 olguda 

ortalama tümör çapı 8,87 cm iken, MSİ fenotipli 6 olguda ortalama tümör çapı 11,67 

cm bulundu.  

 YET protein ekspresyon defekti hem evre ile (p=0.017), hem de sağkalım 

süresiye (p<0.01) ilişkili bulundu (Şekil 14 ve 15). Ayrıca YET protein ekspresyon 

defekti ile tümör boyutu arasında istatistiksel olarak anlamlı negatif korelasyon vardı 

(p=0.021). YET protein ekspresyon defekti saptanan olgularda daha küçük tümör 

mevcuttu. YET ekspresyonu normal olan 39 olguda ortalama tümör çapı 10 cm iken, 

YET ekspresyon defekti olan 19 olguda 8,21 cm bulundu. Mann Whitney U testi de, 

YET protein ekspresyon oranlarının hastalığın evresine göre değiştiğini gösterdi 

(p=0.019).   

 YET protein ekspresyon defekti ile MSİ varlığı arasında istatistiksel anlamlı 

ilişki saptanmadı (p=0.198). Tüm olguların MS durumu ve YET protein defektine göre 

sağkalım eğrileri çıkartıldı (Şekil 16 ve 17). MSİ varlığı ve YET protein ekspresyon 

durumuna göre hastaların klinik özellikleri ve istatistiksel değerlendirme sonuçları 

tablo 4 ve 5’de özetlendi.  

 

                     

Şekil 11: Cinsiyet ve evre arasındaki ilişkiyi gösterir grafik (p=0,954). 
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Tablo 4: RT-PCR melting peak testinde MSİ saptanan WT’lerinde, MS durumuna 

göre klinik özelikler.  

 Toplam olgu N=45 MSS           

N=39 

MSİ                 

N=6 

p 

Cins (erkek/ kız) 21/24          20/19 1/ 5 0,119 

Yaş (ortalama) 3,18± 2,1 3,31± 2,21 2,33± 1,03 0,404 

Evre (erken/ ileri) 28/ 17 24/ 15 4/ 2 0,815 

Prognoz (Sağ/ ölü) 35/ 10 19/ 2 12/ 8 0,708 

Sağkalım süresi (ay) 43,8± 30.6 43,87± 31,2 43,3± 28,9 0,807 

YET protein ekspresyonu 

(normal/  defektif) 

26/19 24/ 15 2/ 4 0,286 

Tümör çapı 9,29± 2,97 8,92± 2,85 11,67± 2,8 0,046 

Böbrek ağırlığı 491,4± 322,2 487,9± 329,03 514,3± 300,2 0,832 

 

 

Tablo 4: WT’lerinde, YET protein durumuna göre klinik özelikler. 

 Toplam olgu 

N=45 

MLH1 (-)         

N=8 

PMS2 (-)        

N=9 

MSH2 (-)    

N=7 

MSH6 (-) 

N=16 

p

Cins (erkek/ 

kız) 

21/24          1/7 4/ 5 5/ 2 7/7 0,297 

Yaş 3,18± 2,1 4± 2,07 3,7± 2,2 4,1± 2,1 4,06± 2,1 0,068 

Evre (erken/ 

ileri) 

28/ 17 3/ 5 3/ 6 4/ 3 7/9 0,017

Prognoz 

(Sağ/ ölü) 

35/ 10 5/ 3 7/ 2 12/ 4 11/5 0.176 

Sağkalım 

(ay) 

43,8± 30,6 60,5± 35,1  58,8± 30,5 54,1± 27,1 58,3± 27,5 0,001

MSS/ MSI 39/ 6 6/ 2 7/ 2 5/ 2 13/3 0,198 

Tümör çapı 9,29± 2,9 7,5± 3,4 8± 4,2 8,5± 4,2 8,1± 3,2 0,021

Böbrek 

ağırlığı (g) 

491,4± 322,2 259,8± 229,3 506,5± 311,6 445,1± 414,9 478,6± 428,8 0,083 
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Şekil 12: MS durumu ve evre arasındaki ilişkiyi gösterir grafik (p=0,815). 
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Şekil 13: MS durumu ve sağkalım arasındaki ilişkiyi gösterir grafik (p=0,708). 



42 

 

 

EVRE

Evre 5Evre 4Evre 3Evre 2Evre 1

C
o
u
n
t

14

12

10

8

6

4

2

0

MMR proteinleri

Pozitif

Defektif

 

Şekil 14: YET ekspresyonu ve evre arasındaki ilişkiyi gösterir grafik (p=0,017). 
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Şekil 15: YET ekspresyonu ve sağkalım arasındaki ilişkiyi gösterir grafik (p=0,001). 
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Şekil 16: Olguların MS durumuna göre sağkalım eğrileri (Log Rank, p>0,05). 

 
 

 

Şekil 17: Olguların YET protein varlığına göre sağkalım eğrileri (Log Rank, p<0,01). 
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5.TARTIŞMA 

 WT; transkripsiyon faktörleri, proto-onkogenler ve polipeptid büyüme 

hormonları tarafından düzenlenen böbrek gelişim mekanizmasındaki bir bozukluk 

sonucu ortaya çıkan bir tümör olarak ele alınabilir (27). Pluripotent renal 

prekursörlerden gelişen bu tümör; andiferansiye stromal doku (stromal komponent), 

kondanse mezenkim (blastemal komponent) ve renal tubulus ile glomerülleri taklit 

eden primitif epitelyal yapılara (epitelyal komponent) diferansiasyon gösterir (27,28). 

Nefrojenik rest olarak adlandırılan embriyonik kalıntıların da sıkça eşlik etmesi, erken 

renal gelişimdeki aksamaya kanıt olarak kabul edilmektedir (27). Başta mezenkimal 

epitelyal doku dönüşümlerini düzenleyenler olmak üzere bir grup gen WT 

patogenezinde rol oynar. Son zamanlarda bu genlerin işleyişlerinin HACE1, GPC3 ve 

6 adet WT geni tarafından kontrol edildiğine inanılmaktadır (2,5,9,11). Bu çalışmada 

bizler WT patogenezine farklı bir yaklaşım getirmeyi ve MSİ’nin WT gelişiminde rolü 

olup olmadığını irdelemeyi amaçladık.  

Günümüzde DNA onarım genlerinden olan YET genlerindeki defekt ve bunun 

yansıması olan MSİ varlığı LS kapsamındaki tümörlerin tanısında tarama amaçlı 

kullanılmaktadır (45-48).  Oysa MSİ varlığı ve YET genlerinin LS ile ilişkisiz 

tümörlerin, özellikle de pediatrik malignitelerin gelişimindeki rolü fazlaca 

araştırılmamıştır (33-38,49,50). Sadece MSİ varlığının araştırılması LS tanısını 

koymak, tarama yapmak, prognozu kestirmek ve KT yanıtını ön görmek için son 

derece güvenilir bir belirleyicidir (45). Bu nedenle biz de moleküler genetik 

çalışmalarda sadece MSİ varlığını araştırdık. Rutin olarak kullanılan 7 MSİ belirleyici 

geni kullanarak RT-PCR melting peak testinde 6 olguda (%13,3) tek bir gen 

lokusunda MSİ saptandı (L-MSİ). FCE yöntemiyle yapılan incelemede ise hiçbir 

olguda MSİ saptanmadı. Bu sonuç MSİ’nin, WT’nde sık gözlenmediğini 

düşündürmüştür.  

Literatürde LS’nda genellikle MSH2 gen bölgesinde lokalize olan Bat 26 

sekansında MSİ saptanırken, çalışma grubumuzda c-kit gen bölgesinde lokalize olan 

Bat25 sekansında ve ZNF2 geninde lokalize mono27 sekansında MSİ gözlendi (49). 

Bu bulgu; MSİ ve YET gen defekti var olsa bile patogenezin farklı işleyebileceğini 

düşündürmüştür. Ayrıca MSİ’nin replikasyon sayısıyla paralel olarak arttığı göz önüne 

alınırsa, özellikle pediatrik tümörlerde YET gen defektlerinde bile MSİ’nin 

olmayabileceği anlaşılır.  
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Mikrosatellitler tekrarlayan 3 DNA sekansından ibaret oligonükleotid üniteleri 

olup; tüm genomda dağılmış halde, yaygın olarak bulunurlar. DNA’daki YET gen 

defektine bağlı gelişen tümörlerde, MS uzunluk değişiklikleri sık görülür ve uzama ya 

da kısalma şeklindeki bu farklılaşma zamanla artar. Protein kodlanan bölgede oluşan, 

kodlanan MSİ olarak adlandırılan ve giderek şiddetlenen MSİ; frameshift 

mutasyonların oluşmasına ve söz konusu proteinin fonksiyonunu yitirmesine yol açar 

(18). Bu kodlanan MSİ’lerin yüksek MSİ saptanan tümörlerin patogenezinde anahtar 

rol oynadığı düşünülmektedir. Kodlanan MSİ bölgesinde oluşan bu mutasyonların 

tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonuna yol açtığı gösterilmiştir. TGFBR2, İGF2R, 

BAX, hMSH3, hMSH6, BRCA1 ve BRCA2 gibi tümör baskılayıcı veya tümör 

gelişimiyle ilişkili genler içerisinde kodlanan MSİ bölgelerinin varlığı bilinmektedir 

(32,38). Bir genomik tarama çalışması yapan Mori ve ark. (32), yüksek MSİ saptanan 

gastrointestinal sistem maligniteli hastalarda bir dizi olası hedef gen bildirmişlerdir. Bu 

genlerin mutasyonal spektrumu ve mutasyon sıklıkları çeşitli tümörlere göre büyük 

farklılıklar göstermektedir.  

LS’u kapsamında gelişen kolorektal tümörler, sporadik olanlardan daha genç 

yaşlarda ortaya çıkmaktadırlar. Ancak yine de erişkin olgularda gözlenen ve pediatrik 

yaş grubunu kapsamayan bu tümörlerde hemen daima yüksek MSİ’ye yol açan YET 

gen defektleri gözlenir. YET gen defekti sergileyen genler çoğu kez MLH1 ve 

MSH2’dir. Ancak pediatrik malignitelerde YET gen defekti olup olmadığı, varsa hangi 

genleri daha çok etkilediği ve MSİ oluşumuna yol açıp açmadığı konusundaki bilgiler 

çok sınırlıdır. Pragmatik bir yaklaşımla, MS bölgelerindeki tekrarlanan oligo-

nükleotidlerin her replikasyon sırasında azaldığı ya da arttığı göz önüne alındığında, 

MSİ’nin pediatrik yaş grubunda nadir bir fenomen olduğu ileri sürülebilir. MSİ ve YET 

protein defektlerini pediatrik multipl malignitelerde çalışan Poley ve ark. (23) de 

MSİ’nin pediatrik olgularda sık olmadığını vurgulamışlardır. Yazarların çalışmasında 

glioblastom ve WT olan bir olgunun her iki tümöründe de MSİ-H, lenfoma ve 

olidendrogliom bulunan olgunun ise sadece oligodendriomunda MSİ-L saptanmış 

olup; LS’lularda daha sık gözlenmen MSH2 ekspresyon defekti gözlenmemiştir (23).  

Çalışmamızda MSİ varlığını, araştırmada kullandığımız yöntemlerden sadece 

biriyle (RT-PCR melting peak) ve düşük derecede (%13,3) saptadığımız halde; YET 

protein defektini olguların neredeyse yarısında (%42,2) ve anlamlı düzeyde bulduk. 

Üstelik MSİ ve YET protein ekspresyon defekti arasında istatistiksel ilişki yoktu 
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(p=0,198). Bu bulgu, YET gen defekti varlığı durumunda bile, replikasyon sayıları 

daha az olan çocukta gelişen tümörlerde MSİ’nin bulunmayabileceği kuşkusunu 

doğurmuştur. Ancak çok daha geniş pediatrik olgu serilerinde bu bulgunun 

doğrulanması şarttır.   

MSİ varlığını araştırmakta kullanılan belirleyici 7 gen çok değişik fonksiyonları 

olan birçok farklı gen taşımaktadırlar (16,18). Aralarında sadece Bat26 olarak 

adlandırılan gen, YET genlerinden biri olan hMSH2’yi kapsamakta olup; bu nedenle 

de LS kapsamındaki tümörlerde en fazla MSİ saptanan belirleyicidir. Çalışmamızda 

ise en az MS durum değişikliği gözlenen belirleyici Bat26 olup, tümör ile normal 

dokudan ekstrakte edilen DNA zincirinin ayrışması için gereken ısı farkı en fazla 

bulunan olguda 0,6°C idi. İHK’sal çalışmalarda da benzer şekilde ekspresyon defekti 

en az MSH2 proteininde (n=7, %15,6) izlendi. Bu bulgu ışığında pediatrik tümörlerin 

gelişiminde YET gen defektlerinin rolü olsa bile, genetik moleküler çalışmaların MSİ 

belirleyici genlerinde değil, YET gen lokuslarında yapılmasının daha uygun olacağını 

düşündük.   

Yüksek MSİ saptanan tümörlerde, gerçek hedef genlerin bulunduğu bölgedeki 

mutasyon karsinogenezde rol oynayan mekanizmalardan biridir ve bu mutasyon 

tümör gelişimini uyarır. Buna karşılık yüksek oranda MS bulunduran belirleyici 

genlerde çok sayıda farklı gen bulunur ve bunlar karsinogeneze direkt olarak katkıda 

bulunmazlar (19). Literatürde LS kapsamı dışındaki tümörlerde MSİ belirleyici gen ve 

YET gen defektlerini birlikte araştıran çok az sayıda yayın vardır (19,50). Bu 

eksikliğin en önemli nedenleri, ilk çalışmalarda, YET gen defektinin olmazsa 

olmazıymış gibi sadece MSİ araştırılmıştır. Son yıllarda ise YET gen defektleri 

ayrıntılı incelenmekte olup, MSİ fenotipine bakılmamaktadır. Wang ve ark. (33) baş- 

boyun kanserli olguları inceledikleri çalışmalarında; sık ve yüksek derecede MSİ 

saptadıkları olgularda MLH1 ve MSH2 gen defekti gözlememişlerdir. Yine bu 

çalışmada anılan bazı çalışmalarda özellikle MSH6 gen mutasyonu olan LS 

kapsamındaki tümörlerde MSİ’nin belirgin olmadığından söz edilmektedir (33). Sonuç 

olarak YET gen defektlerının bazı MSS tümörlerin gelişiminde de rolü olduğu 

yadsınamayacağı gibi, MSİ’nin daima YET gen defektleri sonucu oluştuğu da iddia 

edilemez. Çalışmamızda en fazla ekspresyon defekti gözlenen YET geni MSH6 idi ve 

olguların 1/3’ünden fazlasında  (%35,5) hem tümörde hem de normal böbrekte MSH6 

negatif bulundu. Bu bulgu, özellikle çocukluk döneminde gelişen malignitelerin 
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patogenezinde YET genlerinin rolünün araştırılması amaçlandığında, moleküler 

incelemelerin MSİ belirleyici genlerinde değil, YET genlerinde yapılması gerektiğini 

göstermektedir.  

Klinik çalışmalar, WT’lü olgularda prognozun iyi histolojiyle ilişkili olduğunu ve 

iyi histolojili olgularda kür oranının %90’lara ulaştığını göstermektedir (51-54). 

WT’ünde iyi histoloji kriterleri tümörün çok fazlı olması ve diffüz anaplazinin 

bulunmamasıdır (9,52). Kötü histolojinin kısa sağkalımla ilişkisi bilinmekle birlikte, her 

zaman histoloji prognozu kestirmeye yeterli değildir. Bazı kromozomal mutasyonlar, 

iyi histoloji ve lokalize tümörlü olgularda bile prognoz üzerinde olumsuz etkilidir (9). 

Çalışmamızda 10 olgu kötü histoloji kriteri taşımaktadır. Ancak Ki-kare testinde 

histoloji ve evre arasında p=0,314), Mann Whitney U testinde ise histoloji ve 

sağkalım arasında (p=0,581) ilişki saptanmamıştır. Ek olarak iyi histoloji MSİ varlığı 

(p=0,732) ve YET protein ekspresyon defektiyle (p=0,583) de ilişkisiz bulunmuştur.    

RT-PCR melting peak yöntemiyle tek belirleyici gende MSİ pozitif bulduğumuz 

6 olguda tümör boyutu belirgin olarak büyüktü. MSS olgularında ortalama tümör çapı 

8,92 cm iken, MSİ fenotiplilerde ortalama çap 11,67 cm bulundu (p=0,046). Bu fark 

özellikle MSİ saptanan belirleyici mono27 olanlarda daha da belirgindi. C-KİT genini 

içeren BAT25’de MSİ saptanan olgularda ortalama tümör çapı 7,5 cm iken, mono27 

sekansında MSİ bulunanlarda ortalama çap 13,25 cm bulundu. Benzer bulgu böbrek 

ağırlığı için de geçerliydi. MSS olgularda ortalama böbrek ağırlığı 487 gr, MSİ feno-

tipinde 514 gr bulundu. MSİ saptanan gen bölgesine göre fark biraz daha fazlaydı 

(Bat25’de 426 gr, mono27’de MSİ olanlarda 558 gr). Ancak bu fark istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (p=0,832). MSİ ile tümör boyutu arasında anlamlı ilişki bulunması; 

MSİ’nin WT’nün büyümesinde katkı sağlayabildiğini ve özellikle tümör boyutunun 

tedavi şeklini farklılaşmasına yol açtığı 2 yaşından küçük, erken evrede yakalanmış 

olguların prognozunu öngörmede yardımcı olabileceğini düşündürmüştür.  

Çalışmamızdaki en önemli kısıtlılık direkt YET genlerinde mutasyon 

araştırılmamasıdır. Ancak YET gen mutasyonlarının sebep olduğu LS kapsamındaki 

tümörlerde sadece MSİ bakılmasının bile bu mutasyonları öngörmede yeterli 

olduğunu düşünerek, LS’da kullanılan rutin algoritmayı izledik. Çalışma sonunda YET 

gen ürünü olan proteinlerin ekspresyonlarındaki defekt ile sağkalım, izlem süresi ve 

evre benzeri prognostik faktörler arasında istatistiksel anlamlı ilişki bulunması; 

WT’nde YET genlerinin irdelenmesi gereğini kanıtlamıştır. Özellikle erken evredeki 
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olguların çoğunda YET protein defektinin bulunmaması, ileri evrede ise yüksek 

oranda YET varlığı, YET protein defektinin tümör yayılımına ve saldırganlığına katkı 

sağladığını desteklemektedir. Çalışmamızda YET protein defekti ve izlem süresi 

arasında ise ters bir ilişki vardır. YET protein defekti olan olgularda sağkalım süresi 

daha uzun gibi görünmekteydi. Bu sonucu, serimizde erken evredeki bazı olguların 

WT ile ilişkisiz nedenlerden kaybedilmiş olmasına bağlamaktayız. Nitekim serimizde 

evre ile izlem süresi arasında da istatistiksel anlamlı ilişki saptanmamıştır.   

Günümüzde LS ile ilişkili yüksek derecede MSi saptanan tümörlerin çoğu 

özelliği bilinmektedir. Fakat MSİ ve YET gen defektlerinin LS kapsamında olmayan 

tümörlerdeki biyolojik ve klinik önemi açık değildir.  YET genlerinin biyolojik önemi ve 

diğer DNA tamir sistemlerine dair bilgilerimiz arttıkça, kanser gelişim mekanizmaları 

konusundaki anlayış ve yeni hedef tadavi seçenekleri geliştirebilme şansı da 

artacaktır. Son yıllarda moleküler hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesi ve bu 

yöntemlerin klinikte kullanılmaya başlaması nedeniyle, WT patogenezinde YET 

genlerinin rolü olup olmadığını belirlemek çok önemlidir.  Çalışmamızda direkt olarak 

YET gen defektini araştırmasak da, indirekt yansıması olan YET protein 

ekspresyonlarında yüksek oranda kayıp bulmamız, WT’lü çocuklarda YET gen 

defekti varlığının araştırılması konusunda cesaret vermektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

6.SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

WT, çocukluk çağında en sık görülen malign renal tümör olması nedeniyle 

üzerinde çok çalışılmış ve tedavisinde önemli başarılar elde edilmiş bir tümördür. 

Günümüze dek Wilms tümörü gelişimiyle ilgili olabilecek çok sayıda gen 

keşfedilmiştir. Ancak bu genler tüm olguların etiyopatogenezine ışık tutmamaktadır. 

Üstelik olguların %10-15 kadarında yüz güldürücü sonuçlar alınamamıştır. Bu 

çalışmada WT’nün patogenezine farklı bir yaklaşımda bulunmaya çalışılmıştır. 

WT’ünde MSİ’nin var olup olmadığını belirleyip, patogenezde YET genlerinin rolünü 

irdelemek ve bu yolla tedavisinde başarı sağlanamayan çocuklarda yeni bir çıkış yolu 

bulunması hedeflenmiştir.   

Bu amaçla, LS’unda kullanılan algoritma izlenmiş ve pediatrik yaş grubunda 

MSİ’nin ender bir fenomen olduğu sonucuna ulaşılmıştır. YET gen fonksiyonunun 

indirekt araştırılma yöntemi olarak düşünülebilecek YET protein ekspresyon kaybının 

ise seride yüksek oranda gözlenmesi nedeniyle, WT patogenezinde YET protein 

defektinin önemli rol oynayabileceği düşünülmüştür. Üstelik kolon 

karsinomlarındakinin tersine WT’lü olgularda YET protein ekspresyon kaybının salt 

tümörde sınırlı olmayıp, normal dokuda da gözlenmesi nedeniyle, bu olgularda 

germline YET mutasyonu olabileceğinden kuşkulanılmıştır.  

Sonuç olarak; MSİ belirleyici genleri üzerinden indirekt değil, direkt olarak YET 

gen defektlerinin geniş WT serilerinde araştırılması; WT’nde patogenez,  prognoz, 

metastaz ve tedaviyi içine alan yeni belirteçlerin ve tedavi seçeneklerinin ortaya 

konmasını sağlayabilecektir.    
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MEZUNİYET TEZİ 
 

KUŞADASI’NDA MORBİDİTE ARAŞTIRMASI 
 

 Aydın ili Kuşadası ilçesi Merkez Sağlık Ocağı hasta kayıt defterleri taranarak; 1 yıllık sürede 
başvuran hasta sayısı, hastalıklar ve sonuçlar kategorize edildi. 
 

 
UZMANLIK TEZİ (Enfeksiyon Hastalıkları) 

 
ÜRİNER SİSTEM ENFEKSİYONLARINDA İZOLE EDİLEN “ESCHERİCHİA COLİ” BAKTERİSİNİN   

(LATEKS AGLÜTİNASYON YÖNTEMİYLE) P-FİMBRİA TAŞIMA ORANININ VE ANTİBAKTERİYEL 
DUYARLILIĞININ ARAŞTIRILMASI 

 
İdrar yolları enfeksiyonlarının % 90 etkeni barsak flora bakterilerinden olan Escherichia coli’dir. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda P-fimbria organelinin Escherichia coli bakterisine üropatojenite 
kazandırdığı ve fimbrialı E.coli’lerin oluşturduğu üriner sistem enfeksiyonlarında pyelonefrit gelişme 
riskinin daha yüksek olduğu iddia edilmektedir. Çalışmamızda İzmir Atatürk Eğitim Hastanesi 
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Mikrobiyoloji laboratuvarında idrar örneklerinden izole edilen E.coli bakterisinda P-fimbria taşıma 
oranını araştırdık. 

1989 yılı eylül-kasım aylarında hastanemiz laboratuarına kültür için gönderilen idrarlardan 
E.coli üreyen 80 tanesi çalışmaya alındı ve izole edilen bakterilerde lateks aglütinasyon yöntemiyle p-
fimbria varlığı araştırıldı.  

Üç aylık sürede laboratuarımıza 328 idrar yollandı. 212 örnekte etken üretilemedi. Üreme 
olanların %68.9’unda E.coli, %7.75’inde Pseudomonas aeroginosa, %4.1’’inde Proteus türleri, 
yaklaşık %18’inde ise stafilokok, enterokok ve candida benzeri deri florası üyeleri izole edilmiştir. İzole 
edilen 80 Escherichia coli bakterisinin 10’unda (%12.5) p-fimbria varlığı saptanmıştır. 

Çalışmamızda üriner enfeksiyonlarda izole edilen E.coli bakterilerindeki p-fimbria oranını 
literatürde bildirilenin çok altında bulduk. Bunun nedenini ağırlıklı olarak hasta popülasyonumuzun 
komplike olmayan üriner enfeksiyonlu poliklinik hastalarından seçilmiş olmasına bağladık. Ülkemizde 
E.coli’lerdeki P-fimbria oranına ilişkin çalışma olmadığını ve geniş serilerde araştırılması gerektiğini 
belirttik.  
 

UZMANLIK TEZİ (Patoloji) 
 

KEMİK DEKALSİFİKASYONUNDA KULLANILAN DEMİNERALİZAN MADDELERİN DOKUNUN 
MORFOLOJİSİ VE İMMÜNOREAKTİVİTESİNE ETKİLERİNİN KARŞILAŞTIRILMASI. 

 
 Kemik doku, mikroskobik olarak incelenebilir hale gelinceye kadar uzun ve yapısını bozan 
dekalsifikasyon işlemlerinin uygulanmasını gerektirmektedir. Çalışmamızda farklı dekalsifikasyon 
yöntemleri uyguladığımız dokuların histopatolojik görünüm ve immünoreaktivite özelliklerinin 
değişimini sınamayı amaçladık. 
 Mezbahada kesimden hemen sonra 10 danadan iliak kemik, dalak ve aurikula parçası ayrıldı. 
Tesbit sonrası güçlü asitlerden nitrik asit, zayıf asitlerden formik asit, şelatlayıcılardan EDTA 
demineralizasyon için kullanıldı. Ayrıca bazların da dekalsifikasyon yapabileceği kimyasal olarak 
formülize edildiği için; NaOH, KOH yanı sıra asetil salisilik asit demineralizan etkisi açısından sınandı. 
Tüm bu maddeler değişik dilüsyonda ve mikrodalga kullanılarak da denendi. İmmünohistokimyasal 
olarak dokular S-100 protein, sitokeratin ve LCA ile boyanarak immünreaktiviteye etkiler araştırıldı. 
 Düşük ısıda kullanılan asit çözeltilerin dokunun morfolojisine immünreaktivitesinden daha çok 
zarar verdiği; yüksek ısıda ise dokuda denatürasyona yol açtıkları görüldü. Bazik maddeler ise daima 
dokunun denatürasyonuna yol açıyorlardı. Çalışma sonrası dekalsifikasyon aşamasında en önemli 
adımın materyalin inceltilmesi olduğu ve bu sayede dekalsifikasyon süresinin kısaltılabileceği görüldü.   
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