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Noroblastomlarda telomeraz, matriks metalloproteinaz ve doku matriks
metalloproteinaz inhibitor aktivites
Dr. izgi UCER
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakuiltesi Patoloji Anabilim Dal1
izgi.kanat @deu.edu.tr

Amagc: Noroblastomlarin farkli klinik davranis ve prognoz gostermelerinin altinda yatan
mekanizmalar hentiz net olarak ortaya konmamustir. Calismamizda bu biyolojik farklilikta rol
oynayan anlamli parametereleri ortaya koymak amaciyla, noroblastomlarda matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2), doku matriks metalloproteinaz inhibitori-3 (TIMP-3)
ekspresyonlari yanisira, telomeraz aktivitesini arastirdik.

Gerec ve Yontem: Calismaya dahil edilen, Turk Pediatrik Onkoloji Grubu Ulusal Tedavi
Protokolll ile tedavi alan, 50 primer timor dokusundan hazirlanan Hematoksilen & Eosin
(H&E) boyal: kesitlerde, hiicresel differansiyasyon ve mitotik karyotik indeks (MKI)
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme ile birlikte, hasta yas1 ve NMY C amplifikasyon durumu
da goz oniinde tutularak, tim olgularda Shimada siniflandirmasina gore risk kategorizasyonu
yapilmistir. Olgulara ait kayitlardan ulasilabildigi 6lcide 1p delesyonu, evre, sag kalim,
metastaz ve niks durumlar:t belirlenmistir. Daha sonra tUmor dokularindan hazirlanan
kesitlere, immunohistokimyasal olarak MMP-2, TIMP-3 ve telomeraz antikorlar: uygulanmis
ve skorlama yapilmistir. Immunohistokimyasal bulgular ile diger parametreler arasindaki
iligki istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Calisma kapsamina alinan olgularin tami anindaki yas ortanca degeri 48 aydir
(Aralik: 40 gun-16 yil). Olgularin 21'i (%42 s)) kiz, 29'u (%58'1) ise erkektir. Histolojik
olarak degerlendirilen olgularin 19'u (%38) andifferansiye, 14't (%28) az differansiye ve
17'si (%34) differansiye noroblastom olarak saptanmustir. Olgularin 23’ U (%46) distk, 13’0
(%26) orta, 14U (%28) yuksek mitotik karyotik indekse sahiptir. Tum hastalar arasinda 25
olgu (%50) 18 aydan kicuk, 16 olgu (%32) 18 ay- bes yas arasi ve dokuz olgu (%18) bes yas
Uzeri olarak saptanmustir. Bu bulgulara gore yapilan Shimada klasifikasyonunda 34 olgu
(%68) kotu histoloji ve 16 olgu (%32) iyi histolojili gruba dahil olmustur. 16 olguda (%32)
MYCN amplifikasyonu (>10 kopya) saptanms, 34 olguda (%68) ise amplifikasyon
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bulunamamustir. 1p delesyonu dort olguda teknik nedenlerle degerlendirilememis, 16 olguda
(% 34.7) pozitif olarak saptanmustir. Kalan olgularda ise 1p delesyonuna rastlanmamustir.
TUm parametreler degerlendirildikten sonra, standart takip edilen olgularda risk siniflamasina
gore 12 olgu (%41,3) dusuk riskli, G¢ olgu (%10,3) orta riskli ve 14 olgu (%48,4) yuksek
riskli grupta yer almistir. MMP-2 antikoru ile olgularin 22’ sinde (%44) ise tumdr stromasinda
pozitif immureaktivite var iken, 28'inde (%56) boyanma olmamistir. MMP-2 aktivitesi ile
hicresel differansiyasyonda azalma, kétl histoloji grubu, ileri timor evresi ve metastatik
hastalik arasinda anlamli iliski bulunmustur (p<0.05). Buna karsin diger parametreler ile
arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. TIMP-3 ile 46 (%92) olguda tUmér stromas: ve
hicrelerde pozitif immunreaktivite gozlenmis, geri kalan dort (%8) tanesinde boyanma
olmamistir. TIMP-3 aktivitesi ile higbir parametre arasinda anlamlt iliski saptanmamustir.
Tdm olgularin 31'inde (%62) yuksek telomeraz aktivitesi (% 90'1n Uzerinde tumdr hticresi
pozitif), geri kalan 19'unda (%38) disuk telomeraz aktivites saptanmustir. Telomeraz
aktivitesi ile artrus MKI ve ileri hastalik evresi arasinda da anlaml1 iliski bulunmus, diger

parametreler ile arasinda anlamli iliski bulunmamustir.

Sonug: Noroblastomlarda MMP-2 aktivitesinin andifferansiye timorlerde artmig olmasi, kotu
histoloji ile arasinda olan iliskiyi, olasi anjiogenik rolu ise ileri timor evresi ve metastatik
hastalik riskini agiklamaktadir. Ayrica galismamizda ileri evre ndroblastomlarda telomeraz
aktivitesinin anlamli olarak arttigi bulunmustur. Bu nedenle MMP-2 ve telomeraz
aktivitesinin, noroblastomlarda Onemli bir koth  prognostik gosterge  olabilecegini
disinmekteyiz. Buna karsin calismamizda, TIMP-3 aktivitesinin  ndroblastomlardaki

biyolojik davrans Uzerine etkisi konusunda, herhangi bir anlamli sonug bulunmamustir.

Anahtar kelimeler: Doku matriks metalloproteinaz inhibitorti, matriks metalloproteinaz,
MMP-2, nroblastom, telomeraz, TIMP-3



Telomerase, Matrix M etalloproteinases and Their Tissue Inhibitory Proteins Activities

in Neuroblastoma

Background & Aim: The mechanisms underlying biological and prognostic heterogeneity of
neuroblastomas still remain unknown. To investigate the significance of parameters which
may play arole in this heterogeneity, we studied telomerase activity, matrix metalloproteinase
2 (MMP-2) and tissue inhibitory matrix metalloproteinase 3 (TIMP-3) expressions in
neuroblastoma

Material and Method: The study included 50 primary neuroblastoma cases treated under
standard protocol. Hematoxylen & Eosin stained tumor sections were reviewed to determine
neuroblastic differentiation and mitotic-karyorexis index (MKI) and to categorize Shimada
histological groups combining with age and NMY C status. 1 p deletion status, stage, survival,
metastasis and recurrence were obtained from patients records. Tumor sections were stained
with MMP-2, TIMP-3 and telomerase antibodies to analyze the statistical relation between
these protein expressions and established prognostic factors for neuroblastoma.

Results: The median age was 48 months (range: 40 days-16 years). Of 50 cases, 29 (58%)
were boy. Histologically, 19 (38%) cases were undifferentiated, 14 (28%) poor differentiated
and 17 (34%) well differentiated. MKI was low in 23 (46%) cases, moderate in 13 (26%)
and high in 14 (28%). Sixteen (32%) cases showed MY CN amplification (>10 copies). Based
on Shimada classification, 34 (68%) cases were of poor histology group. Of 46 cases, 16
(34.7%) showed 1 p deletion. Twelve (41.3%) of overall 29 cases with standard clinical
follow-up were in low risk category, three (10.3%) in moderate risk and 14 (48.4%) in high
risk. Of 50 cases, 22 (44%) cases showed MM P-2 immunopositivity in tumor stroma, whereas
both tumor cells and the stroma were positive in 46 (92%) cases for TIMP-3 antibody. Strong
MMP-2 immunopositivity was significantly related with undifferantiation, poor histology,
advanced tumor stage and metastatic disease (p>0.05). However, none of morphological,
genetical and clinical parameters showed significant relation with TIMP-3 immunostaining.
Thirty-one (62%) cases showed higher telomerase activity ( positivity in >90% tumor cells)
with statistical relation to high MKI and advanced stage.



Conclusion: We think that significant relation between strong MMP-2 expression and
neuroblastic undifferentiation can explain why these cases were of poor histology group. The
established role of MMP-2 in tumor invasion and angiogenesis is in concordance with
advanced tumor stage and metastatic risk. In addition, telomerase activity is significantly
increased in advanced stage neuroblastoma. Thus it may be an indicator of poor prognosis in
neuroblastoma. However, based on our findings, TIMP-3 does not appear a prognosticator for

this tumor.

Keywords: matrix metelloproteinase - MMP-2 — neuroblastoma- telomerase - TIMP-3 -

tissue inhibitory matrix metelloproteinase



GENEL BILGILER

|. PERIFERAL NOROBLASTIK TUMORLER

Periferal noroblastik timorler (PNT), cocukluk cagi ve bebeklik doneminde gorilen en
sk ekstrakranyal solid tumorlerdir. ilk dort yasta gorilen tim neoplazilerin yaklasik %15’ ini
olusturmaktadirlar (1). PNT'de tam anindaki median yas 22 aydir ve olgularin %95'i 10
yasindan once tanm almaktadir (2) (Sekil 1). Kiz ve erkek cinsiyet arasinda gorilme siklig:
bakimindan belirgin bir fark bulunmamaktadir (3). PNT beynin santral ndroblastik
timorlerinin aksine, sempatik sinir sisteminden gelisirler. Bu nedenle adrenal medulla,
servikal, torasik, abdominal ve pelvik bolgedeki sempatik ganglionlar, Zuckerkandl organ:,
sakral ve koksigeal kicik sempatik ganglionlar baslica lokalizasyonudur (4). Bunlar arasinda
en siklikla (%40) adrenal medullada gortltrler. Bunu abdominal (%25), torasik (%15),
servikal (%5) ve pelvik sempatik ganglionlardaki (%5) yerlesimi takip eder (3).

Klinik olarak spontan regresyon ya da maturasyondan, agresif progresyona kadar
degisik durumlar gosterebilmektedir (1). Prognoz tam anindaki yasa ve hastaligin dagilimina,
histolojik alttipe ve tumdr dokusundaki genetik degisikliklere gore faklilik gostermektedir (2).
Hastalar en sik ele gelen abdominal kitle, hepatomegali, torasik kitle ile basvururlar.
Torakoabdominal olanlar spinal kord basisina neden olabilirler. Servikal sempatik sinirlerin
tutulumuna bagli olarak Horner Sendromu, vasoaktif intestinal polipeptid salimmina olarak
diyare, orbital kitlesel etkiye bagli olarak proptosis ve kutandz nodiller gortlebilir. Ayni
zamanda opsoklonus sendromu da siklikla goralir. PNT siklikla kalsifikasyon igerir ve bu
nedenle radyografilerde ya da diger gorunttleme yontemlerinde saptanirlar (3).
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Sekil 1. Periferal ndroblastomatdz timdrlerde yas dagilim



PNT, histolojik olarak differansiyasyonun (maturasyonun) cesitli evrelerinde olan
noroblastlar, néropilden olusan noroblastomattz komponent yamisira, ganglion hucreleri,
Schwann hicreleri ve noritik uzantilarindan olusan Schwannian stromay: degisik oranda
igerirler. Bu komponentler arasinda  Schwannian stromamn gevre normal dokudan
kaynaklanan neoplastik olmayan bir komponent oldugu 6ne sirilmektedir (4).

PNT icin prognostik siniflandirma dnemli bir konudur. Shimada ve ark. 1984 yilinda
PNT’i yasa bagimli bir histolojik siniflandirma sistemi ile 4 kategoriye ayirmuslardir (5):

I. NOroblastom (Schwannian stromadan fakir)

I1. Gangliontroblastom, intermikst (Schwannian stromadan zengin)

I11. Gangliondroblastom, noduler

V. Ganglionrom (Schwannian stroma baskin)

Daha sonraki yillarda bu siniflandirmayi gelistiren Uluslararast Noroblastom Patoloji
Komitesi (INPC), PNT’in terminolojisi ve simflandiriimasinda bazi kriterler belirlemistir (4).
PNT icin terminoloji tumorun makroskopik Ozelliklerine ve temel histolojik komponentlerin
bir veya birkacimin bulunmasina ya da bulunmamamasina dayamir. Bu temel histolojik
komponentler sunlardir:

i. Noroblastomattz komponent: Andifferansiye noroblastlar ya da ganglion hiicresine
differansiye olma egiliminde noroblastlar ile néropil denen matriksi igerirler.

ii. Gangliondromatdz komponent: Ganglion htcreleri, Schwann hiicrelerinden
kaynaklanan noritik uzantilar ve matlr fibroz dokudan olusur. Schwannian stroma olarak
isimlendirilen bu komponent fasikiler bir patern olusturur.

iii. /ntermediyet komponent: Differansiye olmakta olan néroblastlar, ganglion hiicreleri,
yer yer noropil yer yer ise Schwannian stromadan olusan bir komponenttir.

INPC, PNT alttiplerini belirlemek icin, igerdikleri histolojik komponentlere gore bazi
kriterler belirlemistir. Bu kriterler esas olarak primer timortin tamam ya da biytk bir kismi
rezeke edildiginde degerlendirilebilir. Ancak gogu PNT klinik olarak saptandiginda metastaz
yapmis olabilir ya da rezeke edilemez durumda olabilir. Bundan dolay: primer timdrden
yeterli buyuklukte bir insizyonel biyopsi, metastatik lenf nodu eksizyonu ya da karaciger
kama biyopsisi tumor tipini, PNT ve dlttiplerini belirlemek ve prognostik siniflandirma
yapmak icin kullanilabilir. Bununla birlikte igne biyopsisi yapilacak ise ¢ok sayida drnek
amak uygundur. Eger biyopsi spesmeni Ornegi histolojik tiplendirme icin yetersizse,
‘Noroblastom, NOS' veya ‘ Gangliondroblastom, NOS' gibi tanilar kullanmak dogrudur. Bu



boliimde gangliontéroblastom ve gangliondrom kriterlerinden bahsedilecek, Noroblastom
konusu ise diger bolimde tartigilacaktir.
i) Gangliontroblastom (GNB)

1) GNB (prototip): Gangliondromatéz ve noroblastomattz komponentin karisimindan
olusur. Intermediyet komponent de bulunabilir. Genelde gangliondromatéz komponent
tumorin %50’ sinden fazlasini olusturur.

2) GNB, nodiler (klasik): Makroskopik olarak gangliondromat6z komponentin
olusturdugu alan ile cevrili ndroblastomatdz komponentin olusturdugu kanamali nodul yapist
izlenir. Mikroskopide ndroblastomat6z nodul ile bunu gevreleyen gangliondromatdz
komponent arasinda keskin bir simir izlenir. Nadiren fokal olarak olarak ndroblastomatoz
komponentin nodul disina uzanimi goralebilir.

3) GNB, nodiler (atipik): Gangliondromat6z komponent, daha fazla oranda bulunan
ndroblastomat6z komponentin gevresinde ya da bu komponentin septalarimn icerisinde
kordonsal tabaka olarak bulunur. Makroskopik ya da mikroskopik olarak nodul izlenmez.
Metastazi ndroblastom 6zelliginde olan GNB da bu kategoride degerlendirilir.

4) GNB, intermikst: Tumor agirhikli olarak gangliondromattz komponentten olusur.
Arada kiuctk noroblastomat6z odaklar vardir.

GNB icin histolojik degerlendirmede dikkat edilmesi gereken durumlar bulunmaktadir.
Igne biyopsi ya da kiigiik insizyonel biyopsilerde izlenen néroblastomat6z komponent, klasik
nodiler GNB’un noduluini temsil ediyor olabilir. Diger bir yandan sadece ganglionéromatdz
komponent gorultyorsa, klasik nodiler GNB’un ndroblastomatéz nodult atlanmis olabilir.
Bu yanlisliklarin dniine gegebilmek icin goruntileme yontemlerinden ve katekolaminlerin
driner atilimlarinin dizeyinden yararlamilabilir. Nodiler GNB’larda bazen gorunttleme
yontemleri ile noduller saptanabilmektedir. Aym zamanda bu timdrlerde katekolaminlerin
uriner atilimlar: intermikst GNB veya maturlesmekte olan ganglionéroma gore daha fazla
olmaktadir. Ancak yine de bu gibi olgularda ‘Noroblastik ttimor, siniflandirilamayan’ tamsi
vermek en uygunu olabilir.

Cok nadiren matirlesmekte olan gangliondrom veya intermikst GNB olarak tammlanan
bazi1 olgularda yaygin kalsifikasyon, ndroblastomat6z noduliin tamamint gérinmez kilabilir.
Bu sekilde yaygin kalsifikasyon iceren timorlerde GNB, NOS en uygun tan: olacaktir (4).



i) Ganglionérom (GN)

1) GN (prototip) : Tumdr tamamiyle ya da %100’ e yakin oranda gangliondromatdz
komponentten olusur.

2)GN, matirlesmekte olan: Gangliondromat6z tumorde az sayida serpistirilmis,
differansiye olan noroblastlardan olusan belirsiz odaklar, ‘ciplak’ ndropil ve matirlesmekte
olan ganglion hiicreleri goruldr.

3)GN, matur: Tumdr %100'e yakin oranda gangliondromat6z komponent igerir.

Hucresel elemanlarda immatirite ya da atipi izlenmez.

I1. NOROBLASTOM

Noroblastom (NB), diger PNT gibi sempatikoadrenal sistemin noral krest hiicrelerinden
koken alir. Bundan dolay: timdrler sempatik sinir sisteminin bulundugu herhangi bir yerde
gelisebilirler. Primer timorlerin gogu (% 65) abdomende gordlir, bunlarin da en az yarist
adrenal medullada lokalizedir. Sik gorulen diger bolgeler boyun, gogls boslugu ve pelvistir
(6). En sik uzak metastaz bolgesel lenf nodlari, karaciger, kemik iligi ve kemikleredir (7).
Klinik bulgu ve semptomlar primer timortn bulundugu bolgeye, metastatik hastalik veya
paraneoplastik sendrom gelisimine bagli olarak ¢ok ¢esitlilik gosterir. NoOroblastom 15
yasindan kiglk hastalarda gorilen malignitelerin yaklasik %7’ sini olusturur ve tim pediatrik
kansere bagli1 6lumlerin yaklasik % 15 inden sorumludur (6).

i) INPC Simiflandir mas

1) NB, prototip: Tumdr %50'den fazla oranda noroblastomat6z komponentten
olusmustur. Daha az oranda kucguk, sinirlart belirsiz ganglionbromat6z odak ya da odaklar
bulunabilir.

2) NB, andifferansye: Rutin 151k mikroskopisinde differansiyasyon bulgulari
gostermeyen ya da noéropil icermeyen kiglk, orta veya buytk yuvarlak ndroblastlardan
olusur.

3) NB, pleomorfik subtip: Noroblastlar iri, pleomorfik nukleuslu, belirgin nikleolld,
genis sitoplazmalidir. Bazi hicrelerde rabdoid 6zellikler belirgindir. Noropil izlenmez. NB,
andifferansiye alttipinin bir varyanti olarak kabul edilir.

4) NB, az differansye: Noroblast populasyonunun %?5'inden azinda ganglion

hiicrelerine dogru senkron differansiyasyon gorulir.



5) NB, differansiye: Noéroblast populasyonunun %5'i ya da daha fazlasinda ganglion

hicrelerine dogru sekron differansiyasyon gorulir (4).

i) Shimada Siniflandirmasu

PNT’in prognostik dnem gosteren temel morfolojik bulgusu ganglion hiicrelerine dogru
differansiyasyonun  (maturasyonun)  derecesidir  (1). PNT’lerin  klinikopatolojik
degerlendirilmesi icin yillar icerisinde ¢ok sayida metodoloji olusturulmus, bunlar arasinda
Shimada siniflandirmast uluslararast ilgi ve kabul gérmistir (Tablo 1). Shimada ve ark. bu
siniflandirmalarinda yasa bagli bir yaklasim 6ne stirmistur. Bu simflamada NB, Schwannian
stromadan zengin ve Schwannian stromadan fakir olarak iki gruba bolunmustar. Ayrica
Shimada ve ark. bu siniflamada ©6ne surdikleri prognostik goéstergelerden biri olarak,
“mitotik-karyotik indeks (MKI)” kavramin: ortaya koymuslardir. Bu indekste sadece mitoz
sayisi degil mitotik karyotik hticrelerin sayisi da kullanmimaktadir (8).

Shimada siniflamasina gore NB, INPC sinmiflandirmasinda belirtildigi  gibi
differansiyasyon derecesine gore U¢ gruba ayrilmstir: Differansiye, az differansiye ve
andifferansiye NB (Sekil 2ac). Eger tumor hicreleri nikleer vezikilasyon, nikleol
belirginligi, eozinofilik/amfofilik sitoplazmik genisleme gibi differansiyasyon gosterges olan
sitolojik bulgular ve noropil icermiyorlarsa andifferansiye NB olarak sinmiflandirilmiglardir.
Eger %5 den az tUmOr hicresi daha differansiye gorinimde ya da ganglion hicresi
Ozelligindeyse az differansiye, bu 6zellikler %5 ve daha fazla tumor hiicresinde gortilliyorsa
differansiye NB olarak siniflandirilmistir (5). Az differansiye noroblastomu andifferansiye
ndroblastomdan ayiran 6zellik, az differansiye NB’un noropil icermesidir. Noropil igerigi ve
miktari, az differansiye NB’ u differansiye NB’dan ayrimda bir kriter degildir (4).

Shimada siniflamasina gére MK1'i belirlemede, mitoz ve karyoreksis gosteren tumor
hiicreleri sayilmaktadir. Mitoz ve karyoreksis gosteren hicreler, hiicre yogunluguna bagl
olarak 10 veya daha fazla blyuk biyitme alamnda (BBA) sayilir. Sayilan hiicre sayisinin
5000 olmasi idealdir. Nekroz, hemoraji, otoliz ve sikisma artefakti gosteren alanlar g6z ardi
edilmelidir. Timor hiicrelerinde %2 den az mitotik karyotik hiicre varlig: “diisik MK/, %2-4
mitotik karyotik hiicre varhig: “orta MK/” ve %4 den fazla mitotik karyotik hicre varlig:
“yiiksek MK/ olarak degerlendirilmektedir (Sekil 3) (9).

Shimada siniflamasinda prognozu belirlemede bir sonraki basamak ise hastanin yasidir.
Differansiyasyon derecesi, MKI ve hastanin yas1 g6z 6niine alindiginda iki ana prognostik



kategori ortaya cikmaktadir: Iyi histolojili ve kéti histolojili. Buna gore birbuguk yasin
altindaki az differansiye noroblastik timdrlere sahip hastalar ve bes yasin alti differansiye
ndroblastik tumadrlt hastalar iyi histolojili grup olarak kabul gormektedir. Herhangi bir yasta
andifferansiye tiimére sahip hastalar ve birbuguk yasindan daha bliytk az differansiye tiimére
sahip olgular ise kétl histolojili grup olarak isimlendirilirler. MKI parametresi de hasta
yaslari ile birlikte g6z ontine alindiginda belirgin prognostik farkliliklar izlenmektedir. Bes
yas alt1 disik MKI’e sahip hastalar ve birbuguk yas alti orta MKI’e sahip hastalar iyi
histolojili gruba girerken, bes yas Uzeri disik MKI'e sahip ve herhangi bir yasta yiksek
MKI’e sahip olgular kétii histolojili grup olarak kabul gérmektedirler (9).

Tablo 1. Shimada sniflamas

Yas Differansiyasyon MKI Shimada
siniflamast
<15 Andifferansiye Herhangi Kot histoloji
<15 Azdifferansiye/Differansiye DusUk/orta Iyi histoloji
<15 Herhangi Y Uksek Kot histoloji
1,5-5 Andifferansiye/Azdifferansiye Herhangi Kot histoloji
1,5-5 Differansiye Dustk Iyi histoloji
1,5-5 Differansiye Ortalyiiksek Kot histoloji
>5 Herhangi Herhangi Kot histoloji
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Sekil 2a. Shimada klasifikasyonuna gore andifferansiye néroblastomun histolojik goruntusi.

Hucresel differansiyasyon ve ndropil izlenmemektedir (H& E, x100)
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Sekil 2b. Shimada klasifikasyonuna gore az differansiye néroblastomun histolojik gorintust.

Hucresel differansiyasyon ve ndropil %5’ ten az oranda izlenmektedir (H&E, x100)
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Sekil 2c. Shimada klasifikasyonuna gore differansiye néroblastomun histolojik goriuntisii.

Hucresel differansiyasyon ve noropil %5’ ten fazla oranda izlenmektedir (H&E,

x100)

13



Sekil 3. Histolojik kesitlerde tumdr hiicrelerinde yiksek mitotik karyotik indeks

izlennmektedir (H& E, x100)
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iii) Klinik Evreleme

Turk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)' nun Ulusal Néroblastom Tedavi Protokoli’ nde
kabul ettigi sistem Evans sinmiflandirmasinin gelistirilmis ve 0Ozgullestirilmis sekli olan
“Internasyonel Evreleme Sistemi” dir (Tablo 2).
Tablo 2. internasyonel Noroblastoma Evreleme Sistemi (INSS)

Evre Ozellikler

Evrel Tumor  koken adigi  organa  sinirly,
makroskopik tam rezeksiyon. Mikroskopik
timor artig1 olabilir ya da olmayabilir. ipsi ve
kontrlateral lenf nodu tutulumu yok.

Evre 2a Unilateral timor, tam olmayan makroskopik
rezeksiyon. Ipsi ve kontrlateral lenf nodu
tutulumu yok.

Evre2b Unilateral tumor, makroskopik tam veya tam
olmayan rezeksiyon. Ipsilateral bolgesel lenf
nodu tutulumu var, kontrlateral tutulum yok.

Evre3 Orta hatt1 asan tumor ve bolgesel lenf nodu
tutulumu var.

- Unilateral timér ve kontrlateral lenf nodu
tutulumu var
- Orta hat tumor ve bilateral lenf nodu

tutulumu var.

Evre4 Yaygin hastalik, uzak metastazlar (uzak lenf
nodu, kemik iligi, kemik, karaciger vb).

Evre4-S Evre 1 ve 2 gibi lokalize primer timor. Sadece
karaciger, cilt velveya kemik iligi yayilimi var.
Y as < 365 gun olmalidur.
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Evre 3 orta hat timoru total cikarildiysa ve lenf nodu tutulumu yoksa Evre 1 olarak
kabul edilir. Zuckerkandl ganglionu ya da pelvisteki sempatik ganglionlardan koken alan
timorler orta hat tUmora olarak kabul edilir. Adrenal, toraks ve abdomendeki sempatik

ganglionlardan koken alan tiimoérler, orta hat timori olarak kabul edilmezler.

iv) Klinik Risk Gruplari

Noroblastomda tedavi, risk gruplarina gore diizenlenmektedir. Risk gruplar: tlkemizde,
son yillarda hasta yasi, INSS evrelemesi, tumorin histopatolojik ve genetik ozelliklerini goz
Onune alarak, TPOG tarafindan hazirlanan risk simiflandirmasina dayanarak belirlenmistir
(Tablo 3).

Tablo 3. TPOG tarafindan belirlenen risk kriterleri
1) Evre (INSS siniflandirmasi)

2) Yas (< 1yas, 21 yas)
3) MYCN amplifikasyonu [Kopya sayisi < 10 : MYCN amplifikasyonu (-), >10 : MYCN

amplifikasyonu (+)]
4) Shimada ya gore prognostik kategori (iyi histoloji, kotii histoloji)
5) DNA ploidi (DI) [Diploid (DI =1), Hiperdiploid (DI >1)]

1.Distk Risk Grubu: Bu grup, erken evre ve kotu biyolojik 6zelliklere sahip olmayan hasta
grubunu icermektedir. Bu grup hastalarda sadece cerrahi tedavi ile %90’ larda kir oram
bildirilmektedir. Bu gruba giren hastalar sunlardir:

TUm Evre 1 hastalar

Evre 2ave 2b, bir yasindan kiguk tim hastalar (diger risk faktorlerine bakmaksizin)

Evre 2a ve 2D, bir yasindan biyik , MYCN amplifikasyonu olmayan hastalar (ploidi
ve histopatolojiye bakmaksizin)

Evre 2a ve 2b, bir yagindan biyik, MYCN amplifikasyonu olan ancak iyi histolojili
hastalar

Evre 4S, MYCN amplifikasyou olmayan, iyi histolojili ve DI>1 (hiperdiploid veya
triploid) olan hastalar
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2. Orta risk grubu: Bu grup genellikle bir yas altinda ve MYCN amplifikasyonu olmayan
Evre 3 ve 4 hasta populasyonunu igermektedir. Heterojen Ozellikleri nedeniyle orta risk
grubu, histoloji ve DNA indeksine goére iki alt gruba ayrilmis ve tedavi buna gore
planlanmugtir:

Iyi Prognostik Grup

Evre 3, bir yasindan kiigik, MY CN amplifikasyonu olmayan, iyi histolojili ve DI> 1
olan hastalar

Evre 3, bir yasindan buyuk, MY CN amplifikasyonu olmayan, iyi histolojili hastalar

Evre 4, bir yasindan kucguk, MYCN amplifikasyonu olmayan, iyi histolojili ve DI>1
olan hastalar

Kéti Prognostik Grup

Evre 3 veya 4, bir yasindan kigik, MY CN amplifikasyonu olmayan, iyi histolojili ve
DI =1 olan hastalar

Evre 3 veya 4, bir yasindan kucuk, MY CN amplifikasyonu olmayan, kotu histolojili
ve DI > 1 olan hastalar

Evre 4S, MY CN amplifikasyonu olmayan, kétu histolojili hastalar
Evre 4S, MY CN amplifikasyonu olmayan, iyi histolojili, DI = 1 olan hastalar

3) Yiksek risk grubu
Evre 2a-2b, bir yasindan biyik, MYCN (+) ve kétl histolojili hastalar

Evre 3, bir yasindan blyuk, kott histolojili hastalar diger risk faktorleri gbz 6niine
alinmaksizin yiksek riskli kabul edilirler.

Evre 4, bir yasindan buyik tim hastalar diger risk faktorlerine bakmaksizin ytiksek
riskli kabul edilirler.

Evre 3, 4 veya4S, MYCN (+) tum hastalar yas ve diger risk faktorlerine bakmaksizin
yuksek riskli kabul edilirler.
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v) Noroblastomlardaki Genetik Degisikliler

Tumorun biyolojik davranmsint belirlemek ve nodroblastomlu hastalarin  prognozunu
tayin etmek icin ¢cok sayida parametre belirlenmis durumdadir. Noroblastomun biyolojik
davranist ile belirgin korelasyon gosteren bu parametreler MYCN amplifikasyonu, 1p
delesyonu, Trk-A ekspresyonu, Harras p21 ekspresyonu ve hiicresel DNA igerigidir. Ancak
bu parametrelerin hicbiri hastamn prognozunu ortaya koymada tek basina yeterli degildir
(20).

Noroblastom hicreleri genellikle ploidi kaymasi, kazamm ya da kromozom
bolgelerinin  kayb1 ve onkogenlerin aktivasyonu gibi kompleks genetik degisiklikler
gogerirler. Bunlardan bir kismi bagimsiz prognostik belirteclerdir. Kromozomal arastirma ve
molekiler analizler MYCN kopya sayisinda artis ve kromozom 1'in kisa kolundaki
aterasyonlarin sik oldugunu gostermistir (10).

Norotropin reseptorleri (Trk-A,Trk-B ve Trk-C) ve bunlari kodlayan genler (NTRK1,
NTRK2, ve NTRK3) ve bunlarin ligandlar1 (NGF, BDNF ve norotropin-3) noral hicrelerin
gelisimi ve differansiyasyonunda 6nemli duizenleyicilerdir. Yapilan ¢calismalarda yiksek Trk-
A seviyeleri iyi prognoz gosteren noroblastomlarla iliskili bulunurken, Trk-B’in genellikle
kot prognozlu olgularda eksprese edildigi saptanmustir (5).

Noroblastomlarin genetik degisiklikleri Uzerine yapilan ¢ok sayida arastirmada
tumorlerin  belirgin  genetik degisiklilerinin  Kklinik davramslar: ile iligskili oldugunu
gogerilmistir. En sk kullamlan siniflandirma MYCN kopya sayisi, kromozom 1 in kisa
kolundaki anormallikler ve DNA igerigine dayal1 ploidi dizeyidir (5).

1) MYCN Amplifikasyonu

MY CN nikleoproteini 2. kromozomda, 2p24.1 lokasyonunda bulunan gen tarafindan
kodlanmr bulunur ve embriyogenez sirasinda sinir gelisiminde gereklidir. Ancak bu protein,
ndroblastom, retinoblastom, Wilms timoru, kiguk htcreli akciger karsinomu, beyin timorleri
ve bazi primitif timorler disinda,normalde eriskin insanlarda saptanmaz. MYC ailesi
proteinleri (MYCN ve digerleri) proteinleri transkripsiyon dizenleyici proteinlerdir ve
hiicresel proliferasyon, differansiyasyon ve apopitozu diizenlemede 6nemli bir role sahiptirler
(12).

MY CN amplifikasyonu ndroblastomlarin yaklasik %20’ sinde gorilmektedir ve agresif
klinik davrams1 ongoren bir molekiler gostergedir (12). Noroblastomlardaki histopatolojik
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bulgularla MYCN amplifikasyonu arasinda, prognostik ve biyolojik olarak anlamli iliski
bildirilmistir (13). Amplifikasyon ~ DNA instabilitesine neden olur ve noroblastom
hiicrelerinde yiksek oranlarda MYCN protein Oretimi ile sonuglamr (9). MYCN
amplifikasyonu gosteren timorlerdeki noroblastik hiicreler sinirli differansiasyon gosterme ya
da hicresel differansiyasyon gostermeme, mitotik ve karyotik aktivitede artis gibi
karakteristik 6zellikler gostermektedir (9). Bir ¢ok yuksek riskli noroblastom olgusu, MY CN
amplifikasyonu gostermektedir. Ancak bu timorlerin %60 dan fazlasinda da amplifikasyon
saptanamamaktadir. Bu da yuksek riskli ndroblastom gelisiminde baska genetik yollar
olabilecegi sonucunu dogurmaktadir (12).

TUmor hiicre nikleuslarinda myc-max protein heterodimerinin  olusumu  hticresel
differansiyasyonu onler, hiicresel proliferasyonu arttirir (mitoz), ve DNA instabilitesine bagl
hicresel 6limu (karyoreksis) uyarr (9). MYCN’'nin yiksek seviyedeki kopya sayisindaki
artis (>10), ileri evre hastalik ve kétl klinik gidis ile iliskili oldugu gibi daha diisiik evredeki
hastalarda ise hizl1 timér progresyonu ve kotl prognoz gostergesidir (5).

2)Kromozom 1p ve 11q Delesyonlar:

Kromozom 1p ve 11g nun kollarindaki heterozigosite kaybi ve kromozom 1p36
delesyonu noroblastomlarda gortlen diger genetik degisikliklerdendir. Y apilan calismalarda
1p36 ve 11923 kromozomlarindaki heterozigosite kaybi ile yiksek riskli noroblastom
arasinda anlamli iliski bulunmustur (12). 1p36 heterozigosite kaybi genellikle MYCN
amplifikasyonuna eslik ederken, 11g23'deki heterozigosite kaybi nadiren MYCN
amplifikasyonuna eslik etmektedir. Bundan dolay1 11923 heterozigosite kaybi 6zellikle
MYCN amplifikasyonu gostermeyen, ancak agresif seyreden olgularda kullanilabilecek bir
prognostik faktor olabilir ¢linkli 11q heterozigosite kaybr primer noéroblastomlarin yaklasik
%17 sinde gorulmektedir ve bunlarin da ¢cogunlugu MYCN amplifikasyonu gostermeyen
olgulardir. Bu genetik degisikligin néroblastomda sag kalimi kisalttigr saptanmustir (12).

1p36 delesyonu primer noroblastomlarin yaklasik %23 inde gorulmektedir ve kotl
prognozla yiksek iliskili bulunmustur (12). Ozellikle disik-orta riskli hastalarin kot
gidisatimin bagimsiz gosterges olarak degerlendirilebilir. Andifferansiye ndroblastomlardaki
1p36 delesyonlarinin yiiksek gorulme insidansi, bu bolgede normal ndral gelisim icin gerekli
bir ya da daha fazla gen olmasi gerektigini ve bu genlerin kaybimn ndroblastom hiicrelerinde
differansiyasyonu baskiladigint distindirmektedir (5).

19



I1I-TELOMERAZ AKTIVITESI VE TELOMERLER

Telomerler, Okaryotik kromozomlarin uglarinda yerlesmis  0zel  yapilardir.
Kromozomlarin korunmasinda ve DNA replikasyonunda o6nemli rolleri oldugu
distntlmektedir (10). Telomerler hegzamerik DNA tekrarlarindan (5-TTAGGG-3) olusurlar
(14). Telomer basina diisen tekrar sayilar: oldukca degiskendir. Insanlarda 5000 ile 15 000 cift
arasinda degismektedir (15). Somatik hicrelerde her hiicre bélinmesinde telomerler kisalir
(14). Gorevleri DNA replikasyonu esnasinda kromozom uglarim ekzonukleaz ve ligazlara
kars1 korumak, boylece genomik DNA kaybini 6nlemek ve kromozomlar: stabilize etmektir
(10,15). Hucre bolinmesi esnasinda telomerlerin kisalmasi, genetik bir saat gibi fonksiyon
gorur. Normal hiicreler boylece bolinmelerini sayarlar ve tekrar bolinmeye ya da apopitoza
dogru kendilerini yonlendirirler (14).

Telomeraz, bir ribontkleoprotein enzimi olup DNA polimeraz 0Ozelligindedir
(10).Gorevi olarak telomerlerin replikasyonu (uzatimasi) igin kendisine ait kisa RNA
iplikgiklerini  kullanir (16). Telomeraz geni bir tumdr slpresdr gendir ve 10p15.1
lokasyonunda bulunduguna dair veriler bulunmaktadir. Telomeraz, germ hicreleri ve
embriyonik hticreler yam sira, hematopoetik hicreler, lenfositler, deri keratinositleri,
intestinal kript hicreleri gibi somatik hticrelerde eksprese edilir (17). Diger somatik dokular
telomerlerini uzatmak icin gerekli mekanizmadan yoksundurlar ve hicre replikasyonunun
olamayacag1 bir instabilite noktasina gelmeden kisalmakta olan telomerlerini kaybederler.
Telomeraz aktivitesine sahip olmayan hicrelerin her hiicre bolinmesinde telomerik tekrarlar
hizla kisalr, cunki kromozom uglarindaki DNA sentezi tamamlanamaz ve buna ‘ug
replikasyon problemi’ denir (18). Ug replikasyon problemine bagli olarak hticre boluinmesi
sonucu telomer sayisinda belirgin dists meydana gelir ve ancak hiicrelerde telomeraz varsa
bu kompanze edilir (10). Telomerlerin kisalmast genetik instabiliteye zemin hazirlar ve bu da
p53 ve Retinablastom genleri gibi timor baskilayici genlerin diizenledigi hiicre yaslanmasi
icin primer sinyali olusturabilir. Bu kontrol mekanizmasim gegen hicrelerdeki telomeraz
aktivitesinin induksiyonu, telomerik DNA kaybinin 6nlenmesi ile klonal immortaliteye neden
olur ve telomer uzunlugu sabitlenir (18).

Telomeraz aktivitesinin kanser gelisiminde Onemli rol oynadigi bilinmektedir.
Kanserlerin yaklasik %90 inda telomeraz aktivites gosterilmisken, normal dokularda ve
benign timorlerde telomeraz sadece disuk oranda bulunmustur (15). Malign hicrelerde
telomeraz aktivitesi yeniden ortaya cikar ve bu durum malign hiicrelerin 6limsizlesmesindeki
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kritik basamagi olusturur (19,20,21). Telomeraz aktivitesi hiicre proliferasyonuyla korele
olarak artis gosterir (14). Bircok malignitede telomeraz aktivitesi saptanmistir (21,22,23,24).
Bu bilgi kanserlerin erken taninmasinda, benign, premalign ve malign ayriminin yapilmasinda
yararli olabilir (25). Telomeraz aktivitesi noroblastom disinda meme, prostat, tiroid ve adrenal
bezin malign timorlerinde de yuksek olarak saptanmistir ve benign-malign timor ayriminda
Onemli olabilecekleri dusunilmektedir (15). Ayrica meningiomlarin klinik davranigin
belirlemede de kullamimaktadir (26). YUksek telomeraz aktivitesi bircok endometriyal
kanserde de saptanmis durumdadir (14).

V- MATRIKSMETALLOPROTEINAZLAR

Matriks metalloproteinazlar (MMP) doku remodelasyonunda, normal yara
iyilesmesinde ve tumor progresyonunda ekstraselliler matriksin  degradasyonundan
sorumludur (27). TUmor progresyonu ve metastazi icin en onemli basamak, ekstrasellller
matriksin  proteolitik degradasyonu sonucu olusan bazal membran invazyonudur.
Ekstraselltler proteolizin diizenlenmesinde MMP dahil ¢ok sayida molekul gorev alir. MMP
en az 26 endopeptidazdan olusan Zn"? bagimli genis bir nétral endopeptidaz ailesidir (7).
MMP, ekstraselliler matriksin bir ¢ok kompanenti igin proteolitik aktivite igermektedir.
MMP ler dokuda inaktif proform protein olarak Uretilirler. Proformda proteinin cys kalintisi
cinkonun proteine baglanmasini  dolayist ile aktiflesmesini engeller. Bu kalintinin
eliminasyonu MMP lerin aktiflesmesine neden olur (7)

MMP ler yapilarina ve substrat spesifitelerine gore 4 ana gruba ayrilirlar: Birinci grup
fibriler kollajeni yikan g interstisyel kollajenazdan olusur: MMP-1, MMP-8 ve MMP-13.
ikinci grupta ise bazal membran kollgjenlerini, jelatin ve elagtini yikan iki jelatinaz
bulunmaktadir: MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B). Uglincli grup stromelisin-1,
stromelisin-2, stromelisin-3 (MMP-3, MMP-10 ve MMP-11) den olusur ve bunlar da
proteoglikanlar, fibronektin, laminin, jelatin ve tip 1V kollajenin globuler kisimlarina
gpesifiktir. Dordinct grup dort tane MT-MMP icerir: MT1-MMP ya da MMP-14, MMP-15,
MMP-16 ve MMP-17 (7).

MMP ler, cesitli malignite dis1 hastaliklarda 6rnegin romatoid artrit ve osteoartritler gibi
eklem ve kemik destriksiyonu ile giden hastaliklarin gelsiminde anahtar role sahiptirler.
Ozellikle MMP-3 romatoid artritli hastalarin  kanlarinda oldukca yilksek diizeylerde
saptanmustir. Osteoartritli hastalarda ise MMP-1 daha yutksek oranda bulunmustur (28).
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MMP-9 osteoklastlarda uretilir ve kemik kollajenlerini degrade etme potansiyeline sahiptir.
Bu ozelligi ile normal kemik remodelasyonu ve patolojik kemik resorpsiyonunda rol oynar
(29). MMP-8'in bronsektazilerde, MMP-2 ve MMP-7'nin ise amfizem patogenezinde rol
aldig1 yapilan calismalarla gosterilmistir (30). Crohn hastaliginda inflamatuar hticreler MMP-
9 igerirken, diz kas hiicre proliferasyonu ve mukozal degradasyon alanlarinda, MMP-3
ekstrasellller alanda saptanmustir. Bir baska inflamatuar barsak hastaligi olan Ulseratif kolitte
ise, MMP-3 lamina propriada mukozal kayip alanlarinda lokalize olarak bulunmustur (31).
Ayrica MMP-2'nin hem latent hem de aktif formlari, ratlardaki deneysel karaciger siroz
modellerinde artmig olarak saptanmistir. Ayrica kronik hepatitlerin tetikledigi  hepatik
fibroziste de rol oynmaktadirlar (32). Abdominal aort anevrizmasinda damar duvarindaki
elastin ve diger matriks proteinlerinin disorganizasyonu ve yikimindan sorumlu olarak MM P-
1, MMP-3 ve MMP-9'un latent ve aktif formlar1 saptanmustir (33).

Prostat, akciger, meme, kolon, mide, beyin ve hepatoselltler timorler gibi bircok kanser
hicreleri, artrms MMP Uretimi yetenegine sahiptir. Bu timorlerde MMP diizeyleri, invaziv ve
metastatik davrams ile iliskilidirler. Aym zamanda MMP, tumér progresyonunun birgok
basamaginda darol almaktadirlar (27). MMP-2 ve MMP-9, normalde fibroblastlar, adipositler
ve endotel hicrelerinde Uretilirler ve ¢zellikle kolorektal karsinomlar, meme kanserleri ve
kucuk htcreli dis1 akciger karsinomlarinda timor progresyonu ile iliskili bulunmuslardir.
Y apilan son ¢alismalarda timor yayilimi ile tumdrdeki MMP-2 ekspresyonu arasinda anlamlt
iliski saptanmistir. MMP-9 ve MMP-2'nin doku inhibitorleri ile olan dengesi, servikal
kanserlerin agresif davramsinda onemli bir faktor olarak bulunmustur. Bazi calismalarda
metastatik timord bulunan hastalarin plazmalarindaki total MMP seviyelerinin olgilerek
hastalik progresyonunun ve tedaviye cevabin degerlendirilebilecegi tzerinde durulmaktadir
(34).

Cogu kanserde neoplastik hticrelerden ¢ok, stromal htcreler MMP nin kaynagidhir.
Ozellikle MMP-9 ve MMP-13 (in stromal hiicreler tarafindan salgilandig: yapilan calismalarla
gogerilmistir. Bazi olgularda stromal hiicrelerdeki bu MMP ekspresyonlarinin neoplastik
hiicrelerden eksprese edilen bazi faktdrlerle de stimile edildigi bilinmektedir (34). MMP ek
olarak tuimor htcre proliferasyonuna zemin hazirlayan vaskiler stroma yapimina da katkida
bulunurlar. TUmor metastazinda go¢ eden endotel hticreleri MMP Uretirler ve bunlar da bazal
membranlarin ve ekstraselliler matriksin yikimindan sorumludurlar (34). Ozellikle MMP-2
ve MMP-9 mikrovaskiler endotelial hucrelerin  ekstraselliler matrikse invazyonunu
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saglayarak ve vaskiler endotelial blylme faktortnin biyoyararlanimin arttirarak anjiogenezi
aktive etmektedirler (35).

V- DOKU METALLOPROTEINAZ INHIBITORLERI (TIMP)

MMP aktiviteleri, TIMP (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4) olarak bilinen spesifik
inhibitorler ailesiyle kontrol edilir. TIMP molekilleri dokularda degisik hicreler tarafindan
eksprese edilirler (36). TIMP latent ve aktive MMP ile kompleksler olusturarak, MMP'in
enzimatik aktivitesini inhibe ederler. BOylece ekstraselliler matriksin degradasyonunu
engelleyerek pek cok olayi, drnegin timdr progresyonunu inhibe ederler. Bu inhibitorler
MMP aktivitesini iki basamakta kontrol ederler: MMP lerin aktif domaini ile stabil
kompleksler olusturarak ve daha sonra MMP aktivasyon sirecini kontrol ederek. Dort farkl
tip TIMP arasinda birinci basamak kontrolde belirgin bir fark izlenmezken, ikinci basamak
kontrol daha spesifik olarak regule edilmektedir (37).

1) TIMP-1

TIMP-1 285 kDa'luk bir glikoproteindir (34) ve pro-MMP-9un C terminaline
baglanarak aktif forma donismesini inhibe ederek etki gosterdigi bulunmustur (38). Preklinik
calismalarda in vitro olarak invazyon ve metastazi inhibe ettigi saptanmustir. in vivo
anjiogenez calismalarinda timérun indukledigi anjiogenezi inhibe ettgi ve anjiogenik
faktorlere endotel hiicrelerinin cevabini engelledigi goralmustdr (34).

TIMP-1 akcigerlere hemotojen timor yayilimim engellemekte (39) ve hayvansal
deneylerde subkutantz tumor gelisimini inhibe etmektedir(40). TIMP-1 ve TIMP-2 mesane
karsinomlu hastalarda ilging olarak hastalarda yiksek invazyon ve metastazlarla iliskili
bulunmustur (41). Ayrica prostat karsnomlu hastalarda yiksek kollgjenaz seviyeleri ile
birlikte serum TIMP-1 seviyeleri yiksek bulunmus ve bunun metastatik hastaligi gbstermede
PSA (prostat spesifik antijen) kadar duyarli oldugu gosterilmistir (42).

2) TIMP-2

TIMP-2, TIMP-1 ile %40 oraminda ayni sekanslar1 igerir, ancak TIMP-2 glikozile
degildir. MMP-1, MMP-2, MMP-9'un belirgin olarak inhibe eder. MMP'ler ve TIMP-2
arasindaki dengenin TIMP-2 lehine bozulmasi ekstraselltler proteolizin azalmasi yam sira
ekstraselltler matrikse hiicre tutunmasini ve matriks komponentleri arasinda hticrenin hareket
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etmesini de kisitlar (34). TIMP-2 meme kanseri, mesane kanseri, gastrik kanser ve akciger
skuamoz hiicreli karsinomlarinda diger bazit MMPler ile birlikte timér progresyonu ile iligkili
olarak saptanmustir (27).

3) TIMP-3

TIMP-3 yapisal olarak TIMP-1 ve TIMP-2'ye belirgin olarak benzerlik gosterir (34)
ancak TIMP-3'Un hangi yollarlaislev gordigl veya baglanma bolgeleri hakkinda yeterli bilgi
hentiz yoktur (38). Ateroskleroz, neoplazi ve inflamatuar durumlarda ekstraselliler matrikste
buluduklar1 gosterilmistir (43). Ayrica yiksek TIMP-3 seviyeleri kartilajda, epitelde, kas
hicrelerinde, sitotrofoblastlarda ve ayrica meme karsinomu gibi bazi timorlerde stroma
icerisinde de saptanmistir. Yapilan calismalarda TIMP-3 Un se¢ilmis hlcre serilerinde
apopitozu indukledigi ve MMP aktivitesini direkt inhibe ederek timér hiicrelerinin invazyon
yetenegini azalttign bulunmustur (38). Ayrica TIMP-3 endotelial hiicre aktivitesini ve
anjiogenezi de inhibe ederek timor blyumesini baskilamaktadir ve bu etkisini normal kapiller
morfogenezi inhibe ederek gerceklestirmektedir (36).
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AMAC

Noroblastomlar, cocukluk ¢agi ve bebeklik ¢aginda sik gorulen solid timoérlerdir. Bu
timorler davranis olarak belirgin biyolojik heterojenite gostermektedir (10). involusyon yada
spontan regresyon, gangliondroblastom ya da ganglionbromaya maturasyon, ve multimodal
terapiye ragmen agresif progresyon bu farkli davramslardan birkacidir (44). Noroblastomdaki
morfolojik bulgularla olast klinik gidis Shimada siniflandirmast ile belirlenmeye calisilsa da,
bu farkl1 klinik davranislar: agiklayacak farkli parametrelere guinimiizde hala ihtiyag vardir.
Son yillarda biyolojik davranslart iyi tammlanmis gogu hastalikta, prognoz belirleme ve sag
kalim agisindan ilerleme kaydedilirken yiksek riskli noroblastomlu gocuklarda olumsuz
prognoz, gelismis ptotokollere ragmen, az oranda iyilestirilebilmis olup uzun dénem sagkalim
hala %40 larin altindadir (6). Bu nedenle noroblastomlarin prognozunda etkili olan yeni
faktorleri belirlemek ve yeni tedavi modelleri ortaya cikarmak amaciyla yapilan yeni
arastrmalara ihtiyag vardir.

Son arastirmalarda  telomeraz aktivitesinin noroblastom igin de bir prognostik faktor
olabilecegi, tumor progresyonu ve prognostik faktorlerle iliskili olabilecegi dustunilmektedir
(10,45). Telomeraz aktivitesi néroblastomlarin biiytk kisminda saptanmus, ileri evre ve kot
prognozlailiskili bulunmustur (45). DusUk telomeraz aktivitesi ise iyi prognostik faktorler, iyi
klinik gidis ile birlikteligi gosterilmis olup, evre 1V-S gibi spontan regrese olabilen
ndroblastomlarda saptanmustir (46). Ayrica kemoterapi sonrast ndroblastomlarda telomeraz
aktivitesinin 6lgtimunin kullanigli bir prognostik gosterge olabilecegi bildirilmistir (16).

Son yillarda néroblastomlarin invazyon ve metastaz yapma yapma 6zelliginde rol alan
biyolojik faktorlerden, ekstraselliler matriksi degrade eden proteazlar Uzerinde de
durulmaktadir. MMP-2 dizeyinin noroblastomlarda artrmis olarak bulundugu saptanmustir.
Noroblastomlarda MMP-2 hem stromal hem de neoplastik hiicrelerden salinmaktadir. MMP-9
ise blytk oranda stromal hiicrelerce eksprese edilmektedir (7). MMP-2 ekstraselluler matriks
ve bazal membran yam sira buyume faktorlerini, sitokinleri ve buylime faktort baglayan
proteinleri de degrade etmektedirler. Yani bu protein sadece hiicre invazyon ve metastazinda
rol oynamaz, ayni: zamanda timor mikrogevresini de dizenler.

Noroblastomlarda genellikle TIMP-2'nin prognostik 6énemi arastirilmis olup, TIMP-3
ileilgili yeterli calisma yapilmamistir. Bu agidan ¢alismamiz, TIMP ailesi icerisinde biyolojik
Onemi daha az bilinen TIMP-3'ln, noroblastomlardaki biyolojik ©Onemi Uzerine
yogunlasmustir.
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Gunumuize kadar yapilan noroblastomlar ile ilgili pekgok arastirmada MY CN
amplifikasyonu ve 1p delesyonu gibi bazi genetik parametreler yamsira, Shimada
siniflandirmast gibi morfolojik bulgularin biyolojik dnemi net olarak tammlanmstir. Bu
calismadaki amag ndroblastomlarda biyolojik 6nemi kesin olarak bilinmeyen telomeraz,
MMP-2 ve TIMP-3 aktivitelerinin bilinen prognostik faktorler ile korelasyonunu

degerlendirmek ve prognostik énemini ortaya koymaktir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (D.E.U.T.F.) Patoloji Anabilim
Dali'nda doku bloklarindan hazirlanan kesitleri histolojik olarak degerlendirilmis, primer
ndroblastom tarmili 50 olgu dahil edilmistir. Hastalara ait dosyalardan olgularin yas ve
cinsiyetleri yan sira; genetik inceleme sonuglari, risk grubu, klinik evresi, metastatik durumu
ve prognoza iliskin bilgi edinilmistir.
|- Histopatolojik inceleme ve Shimada Simflandirmas:

Primer timér dokularindan hazirlanan, arsivienmis parafin bloklardan elde edilen, 4um
kalinlikta Hematoksilen & Eosin (H&E) boyal:1 kesitler, iki patolog (iIKU ve EQ) tarafindan
tekrar gozden gecirilmis, en az 10 BBA’da timor dokusunda differansiyasyon ve mitotik
karyotik indeks (MKI) degerlendirilmistir. Tim olgularda hasta yas1 ve NMY C amplifikasyon
durumu da g6z 6nunde tutularak, Shimada siniflandirmas: yapil mustr.

TUmor hicreleri; nikleer vezikulasyon, nukleol belirginligi, eozinofilik/amfofilik
sitoplazmik genisleme gibi differansiyasyon gostergesi olan sitolojik bulgular icermiyorlarsa
andifferansiye olarak kabul edilmistir. Eger %5 den daha az tumér hicresi, bu kriterleri
gogeriyorsa az differansiye, daha fazla ise olgular timor differansiye néroblastom olarak
siniflandirilmugtir.

TUmor hiicrelerinde %2 den az mitotik karyotik hiicre (MKH) oram varsa diisik MK,
%2-4 arast MKH orta MKI ve %4 den fazla MKH varsa yilkksek MKI olarak olgular
degerlendirilmistir. MKH’ler néroblastomun hiicre yogunluguna bagli olarak, 5000 hiicreye
10 veya daha fazla BBA da sayilmistir. Nekroz, hemoragji, otoliz ve sikisma artefakti gosteren
alanlar g6z ardh edilmistir.
| 1-immonohistokimyasal yontem

Immunhistokimyasal inceleme icin H&E boyal1 kesitlerden timorii en iyi ornekleyen
parafin bloklar segilmistir. Bu bloklardan hazirlanan 4pum kalinliktaki kesitler, poli-L-lizinli
lamlara alinarak, oda 1sisinda en az 24 saat bekletilmistir. MMP-2, TIMP-3 ve telomeraz
antikorlari, immunhistokimyasal yontem igin kullamlmstir (Tablo 4). MMP-2 ve TIMP-3 igin
pozitifligi bilinen plasental dokular, telomerase igin ise pozitifligi bilinen kolon karsinomu

kontrol olarak kullanilmustir.
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Tablo 4. Calismada kullamlan antikorlarin ozellikleri

Antijen Antikor Tipi Dillsyon Uretici Firma

MMP-2 Ab-1 Mouse monoklonal 1/50 Neomarkers, ABD
TIMP-3 Ab-1 Rabbit poliklonal 1/50 Neomarkers, ABD
Telomeraz Rabbit poliklonal 1/50 Neomarkers, ABD

Immunhistokimyasal boyama isleminde, kesitler, 30 dakika, 70° C sicakliktaki etiivde
bekletildikten sonra, ksilolde 20 dakika bekletilerek deparafinize edilmistir. Daha sonra inen
alkol serilerinden (%96, %90, %80, %70) gegirilerek rehidrate edilmistir. Bu asamalardan
sonra MMP-2 ve TIMP-3 antikorlar1 icin kullanilan kesitler TRIS EDTA (Sigma) tampon
soltsyonu iginde mikrodalga firinda 15 dakika, telomeraz antikoru igin ise, kesitler 20 dakika
kaynatilarak antijenik epitopun agiga ¢ikmasi saglanmistir. Daha sonra oda 1sisinda bekletilen
kesitler pH 7.2 fosfat tuzu tamponunda (PBS) 5 dakika yikanmistir. Bu asamadan sonra
immunboyama otomatik immunhistokimya boyama cihazi (Labvision Autostainer 360) ile
tamamlanmistir. Buradaki yontem:

1- Kesitlerin Uzerine % 3'luk hidrojen peroksit damlatilarak endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edilmistir.

2- Kesitler tzerine MMP-2, TIMP-3 ve telomeraz primer antikorlari damlatilarak, 60 dakika
bekletilmistir.

3
4- Kesitlere baglayici biotinize sekonder antikor damlatilmis ve 10 dakika beklenmistir.

Kesitler PBS de 5 dakika yikanmis ve baglanmamus antikorlar uzaklastirilmistir.

5- Kesitler 5 dakika PBS de yikanmis ve baglanms antikorlar uzaklastirilmistir.
6- Streptavidin peroksidaz sollisyonu kesitler Gzerine damlatilarak, 5 dakika beklenmistir.
7

Peroksidaz aktivitesini gostermek icin, kromojen olarak 3,3 diaminobenzidinetetraklorir
(Neomarkers) soltisyonu kesitler Gizerine damlatilmig, 20 dakika beklenmistir.

8- Kesitler daha sonra gesme suyunda yikanmustir.

9- Tum kesitlerde zit boyanma saglamak igin, Mayer'in hematoksilen boyasi (Bio-optica)

kullanilmstur.
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10- Kesitler cesme suyunda yikandiktan sonra,sirasiyla % 70'lik etil alkolden % 96’11k etil
alkole kadar ¢ikan alkol serilerinden, izopropilen-ksilol soltisyonu ve ksilolden gegirilerek
seffaflanmasi saglanmustur.

11- Kesitler Uzerine entellan (Merck) damlatilarak, lamelle kapatil mistir.

I11- Immunhistokimyasal deger lendirme

TUm olgularda immunhistokimyasal degerlendirme, tUmort temsil eden en az 10
BBA'da, iki patolog (IKU ve EO) tarafindan, olgulara ait klinik ve morfolojik bulgular
bilinmeden yapil mustir.

i. MMP-2 immunboyamas:

Kesitlerde hem timor hicrelerinde, hem de timdr stromasinda immunpozitivite
degerlendirilmistir ve sadece timor stromasinda boyanma elde edilmistir. Buna gore olgular;
hi¢ boyanma olmamissa ya da < %50 zayif boyanma varsa ‘negatif’; fokal kuvvetli (< %50
kuvvetli boyanma) ya da diffuz zayif ( > %50 zayif boyanma) boyanma varsa ya da diffiiz
kuvvetli (> %50 kuvvetli boyanma) boyanma varsa, ‘pozitif’ olarak degerlendirilmistir (ref
7a).

ii. TIMP-3 immunboyamas

Kesitlerde hem timér hicrelerinde, hem de tumor stromasinda immunpozitivite
degerlendirilmistir. immunpozitif hiicrelerin ve stromal pozitivitenin yiizdesi ve hiicrelerin
boyanma siddetinin kombine edilmesi ile bir skala olusturulmustur (ref:7a). Buna gore
olgular; hic boyanma olmamissa ya da < %50 zayif boyanma varsa ‘ negatif’; fokal kuvvetli (<
%50 kuvvetli boyanma) ya da diffiiz zayif ( > %50 zayif boyanma) boyanma varsa ya da
difftiz kuvvetli (> %50 kuvvetli boyanma) boyanma varsa, ‘pozitif’ olarak degerlendirilmistir.

iii. Telomeraz immunboyamas:

Boyanma siddetleri arasindaki farkliliklar gbz 6niine alinmadan, pozitif kontrol olarak
kullanilan dokudaki boyanmaya benzer nitelikteki timor hiicrelerindeki boyanmalar pozitif
olarak kabul edilmistir. Bu degerlendirme sonrasinda olgular sonuglarin dagilimi g6z 6niinde

tutularak iki grupta simiflanmigtir: Boyanmamn tim timoér hicrelerinin %90’ indan azinda
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gordlenler (yuksek boyanma indeksi) ve tim timér hicrelerinin % 90'indan fazlasinda

boyanmasi olanlar (distk boyanma indeksi).

|V- Istatistiksel Degerlendirme

iki patolog tarafindan yapilan immunskorlama ve histolojik inceleme sonuglarinda
gozlemciler arasi uyum degerlendirilmis, sonuclar arasinda anlamli fark bulunmamustir
(‘paired samples t-testi). iImmunboyanma sonuclar: ile morfolojik, genetik ve klinik
parametreler arasindaki istatistiksel iliski ki-kare testi ile karsilastirilmis ve p degeri < 0.05 ise
anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

1. Klinik Ozellikler

Calisma kapsamina alinan 50 olgunun tam amindaki yaslar1 40 gin ile 16 yil arasinda
degismekte olup, ortanca degeri 48 aydir. Olgularin 21'i (%42's) kiz, 29'u (%58'i) ise
erkektir (tablo 5). Olgularin timu TPOG Ulusal Noroblastom Protokold’ ne alinmis, ancak
sadece 29'unun (%58'1) prognostik Ozellikleri ve izlem sonuglart saglikli olarak
degerlendirilmistir. Bu 29 olgunun besi (%17,2) Evre |, sekizi (%27,5) Evre ll, atisi (%20,6)
Evrelll ve 10'u (%34,7) Evre 1V olarak belirlenmistir. Evre | ve Il dusuk evre, evrelll ve IV
ise ileri evre olarak kabul edilmistir. Olgularin 17’ sinde (%58,6) metastaz ortaya Gikmustir.
Olgularin tgt (%10,3) dlmustar, besi (%17,2) hastalikli olarak yasamaktadir, 21'i (%72,5) ise
saglikli olarak yasamaya devam etmektedir (Tablo 6).

2. Shimada Siniflandir mas

Histolojik olarak degerlendirilen olgularin 19'u (%38) andifferansiye, 14'U (%28) az
differansiye ve 17'si (%34) differansiye noroblastom olarak saptanmustir. Olgularin 23'0
(%46) dusik, 130 (%26) orta, 14’0 (%28) yuksek mitotik karyotik indekse sahiptir. TUm
hastalar arasinda 25 olgu (%50) 18 aydan kicuk, 16 olgu (%32) 18 ay- bes yas arasi ve dokuz
olgu (%18) bes yas Uzeri olarak saptanmustir. Bu bulgulara gore yapilan Shimada
klasifikasyonunda 34 olgu (%68) kotu histolojili, 16 olgu (%32) iyi histolojili gruba dahil

olmustur.

3. Genetik Degisiklikler ve Risk Kategorizasyonu

Shimada sinmiflandirmast yam sira, risk grubu belirlerken gerekli parametreler
belirlendiginde, D.E.U.T.F Tibbi Biyoloji ve Genetik Bélimiinde degerlendirilen 16 olguda
(%32) MYCN amplifikasyonu (>10 kopya) saptanmus (Sekil 4), 34 olguda (%68) ise
amplifikasyon bulunamamustir (Tablo 5). Tum parametreler degerlendirildikten sonra risk
siniflamasina gore 12 olgu (%41,3) diusuk riskli, ¢ olgu (%10,3) orta riskli ve 14 olgu
(%48,4) yuksek riskli grupta yer almistir. 1p delesyonu dort olguda (%8) teknik nedenlerle
degerlendirilememis, 16 olguda (% 32) pozitif olarak saptanmustir (Sekil 5). 30 olguda (%60)
ise 1p delesyonuna rastlanmamistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Olgularin cinsiyet dagilimi ve genetik durumlar: (50 olgu lGizerinden)

Olgu ozellikleri Olgu say1si (n) Y Uzdesi (%)
Kiz 21 42
Erkek 29 58

MY CN amplifikasyonu

Var 16 32

Y ok 34 68
1p delesyonu

Var 16 32

Y ok 30 60

Tablo 6. Olgularin evre, metastaz ve son durum dagilhimlari (29 olgu tzerinden)

Klinik ozellikler Olgu say1si (n) Y Uzdesi(%)
Evre
Evrel 5 17,2
Evrell 8 27,5
Evrelll 6 20,6
Evre IV 10 34,7
Metastaz
Var 17 58,6
Yok 12 41,4
Son durum
Saglikli yasam 21 72,5
Hastalikl1 yasam 5 17,2

Oltm 3 10,3




4. immunhistokimyasal Analiz (Tablo 7)

i. MMP-2 immunboyamas: MMP-2 antikoru uygulanan olgulardan tamam
degerlendirilme kapsamina alinmis, sadece peritimoral stromal alanda olumlu boyanma elde
edilmistir. Olgularin 28'inde (%56) boyanma olmams, 22'sinde (%44) ise pozitif
immureaktivite gbzlenmistir (Sekil 6).

MMP-2 aktivites ile differansiyasyon arasinda anlaml: iligki bulunmustur (p=0,01).
MMP-2 ile olumlu boyanan 17 olgudan dokuzu (%52,9) andifferansiye iken, sadece biri
(%5,8) differansiye noroblastomdur (Grafik 1). MMP-2 ile Shimada siniflamasina gore iyi ve
koth histolojik kategoriye ayrilan olgular arasinda da anlamlt iliski bulunmustur (p=0,02).
MMP-2 ile olumlu boyanan 17 olgudan 15'i (%88,2) k6t prognostik gruptayken, sadece ikisi
(%11,8) iyi prognostik grupta yer almistir (Grafik 2). MMP-2 aktivites ile tumdr evresi
arasinda anlamli iliski vardir (p=0,006). Degerlendirilen 29 olgudan 10'u (%34,4) MMP-2
antikoru ile olumlu boyanmistir. Bu olgulardan dokuzu (%90) ileri evre iken, sadece biri
(%10) dusuk evre olarak saptanmustir (Grafik 4). MMP-2 aktivitesi ile metastatik hastalik
arasinda da anlaml iliski bulunmustur (p=0,02). MMP-2 antikoru ile olumlu boyanan 10
olgudan yedisinde (%70) metastaz izlenirken, U¢ olguda (%30) metastaz gorulmemistir
(Grafik 3). Buna karsin MK1, yas, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu, risk grubu ve sag
kalim ile MMP-2 immunboyamasi arasinda anlamli bir iliski saptanmanmustir (p<0,05).
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ii. TIMP-3 immunboyamas:: TIMP-3 antikoru uygulanan olgulardan tamamu
degerlendirilme kapsamina alinmig, timor hiicrelerinde ve peritimoral stromal alanda olumlu
boyanma elde edilmistir. Olgularin sadece dort tanesinde (%8) boyanma olmamus, geri kalan
46 olguda (%92) pozitif immunreaktivite saptanmustir (Sekil 7). TIMP-3 aktivitesi ile
differansiyasyon, MK, yas, Shimada siniflandirmasi;, MY CN amplifikasyonu, 1p delesyonu,

evre, metastaz, risk grubu ve sag kalim arasinda anlamli iliski saptanmamustir (p<0,05).

iii. Telomeraz immunboyamas:: Telomeraz antikoru uygulanan olgulardan tamamu
degerlendirilme kapsamina alinmis, olgularin 19’ unda (%38), %90’ in altinda ttimor
hiicresinde immunreaktivite (distk telomeraz aktivitesi) gozlenmis, 31 olguda (%62) ise %
90’ 1n Uizerinde tUmAr hicresinde pozitif immunreaktivite (yuksek telomeraz aktivitesi)
saptanmustir (Sekil 8).

Telomeraz aktivitesi ile MKI arasinda anlaml istatistiksel iliski bulunmustur (p=0,045).
DusUk telomeraz indeksi olan 19 olgudan 13’ U (%68,4) dusuk, 3' U (%15,8) ortave 3'U
(%15,8) yiksek MKI gostermektedir (Grafik 5). Telomeraz ekspresyonu ile hastalik evresi
arasinda da anlamli iligki vardir (p=0,04). Y Uksek telomeraz indeksi gosteren 17 olgunun besi
(%29,5) dustk hastalik evresinde iken, 12'i (%70,5) ise ileri evredir (Grafik 6). Diger

parametreler ile telomeraz aktivitesi arasinda anlamlt iliski saptanmamustir (p<0,05).
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Sekil 4. MYCN amplifikasyonu (yiksek kopya sayist) olan olguda FISH gorintiisi.
(Y Uksek kopya sayisi gok sayida hiicrede kirmizi renkte florasans verme ile

karakterizedir.)

Sekil 5. 1p delesyonu olan olguda FISH goérunttsi. Hicrelerde florasanla isaretli 1.

kromozomun p kolunda delesyon izlenmektedir.
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Sekil 6. immunohistokimyasal olarak timor stromasinda MM P-2 antikor pozitifligi (x40)

Sekil 7. immunohistokimyasal olarak timor stomasinda MM P-2 antikor negatifligi (x40)
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Sekil 8. Iimmunohistokimyasal olarak tiimér hiicrelerinde ve stromada T1M P-3 antikor

pozitifligi (x40)

Sekil 9. Immunhistokimyasal olarak tiimér hiicrelerinde ve stromada TIMP-3

antikor poztifligi (x100)

40



Sekil 10. immunohistokimyasal olarak timorde yiiksek telomeraz aktivitesi (x40)
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Tablo 7. immunhistokimyasal boyama sonugclari ile prognostik ve genetik bulgularin

karsilastirilmas

Parametre (n) Telomeraz TIMP-3
Yiuksek  Dusuk Pozitif ~ Negatif Pozitif Negatif
Differansiyasyon
Yok (19) 13 6 10 19 0
Az (14) 10 7 13
Iyi (17) 8 9 16 14 3
MK
DUk (23) 10 13 16 21 2
Orta (13) 10 12
Yiiksek (14) 11 13 1
MYCN Amplifikasyonu
Var (16) 11 5 8 15
Yok (34) 20 14 9 25 31 3
1 p delesyonu
Var (16) 11 5 9 15
Yok (30) 17 13 21 28 2
Shimada Siniflamasu
Iyi prognoz (16) 7 9 2 14 14
K6tl prognoz(34) 24 10 15 19 32 2
M etastaz
Var (12) 5 11 1
Yok (17) 9 8 14 16 1
Evre
Diisiik (13) 5 1 12 12 1
Ileri (16) 12 9 7 15 1
Son Durum
Olum (3) 2 1 1 2 3 0
Hastal:kl: Sag (5) 2 3 0 5
Hastal:ksiz Sag (21) 13 8 9 12 20 1

Not: Igatistiksel olarak anlaml: bulgular cerceve icine alinmustir.
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TARTISMA

Noroblastom, klinik olarak belirgin biyolojik heterojenite gosteren bir timordur. Bazi
yaygin, ileri evre tumoérler (evre IVS) regrese olurken, bazi erken evre timorler kot prognoz
gosterebilmektedir (10). Lokalize hastalikl1 (evre I-111) olgularda, adjuvan kemoterapi sonrasi
cerrahi rezeksiyon yapildiginda, 10 yillik yasam oram %80'i bulurken, metastatik hastaligi
bulunan (evre 1V) hastalarda, agresif kemoterapiye ragmen 10 yillik yasam oramt %20'yi
gecmemektedir. Histolojik bulgular ve biyokimyasal sonuglar, bu farkl: biyolojik davramslar:
tek basina agiklayamamakta, molekiler belirleyiciler ile bu kotl prognozun nedeni ortaya
konmaya calisiimaktadir (18). Olgularda olasi klinik gidis, Shimada simiflandirmasi ile
belirlenmeye calisilsa da, bu farkli klinik davramslar agiklayacak farkli parametrelere
guniimtizde hala ihtiyag vardr.

Noroblastomlarin  klinik davramsi, hastaligin  evresi kadar tUmor hicrelerinin
karakteristik 6zelliklerine de dayanmaktadir. Bu denli degisken klinik davramslarin nedenini
anlayabilmek icin noroblastomlara ait genetik degisiklikleri arastirma yonine gidilmistir.
Noroblastomda en sik gorulen genetik anormallik MY CN amplifikasyonu ve kromozom 1'in
kisa kolunun delesyonudur (10). MYCN amplifikasyonu kotu prognozla iliskisi belirlenmis
olsa da, MYCN amplifikasyonu gostermeyen noroblastomlar da her zaman iyi prognoz
gostermemektedirler (47). Bu gen degisimleri disinda andploidi, Ozellikle hiperdiploidi,
bebeklik caginda ortaya cikan noroblastomlarda  iyi prognostik oOzellik ile iliskili
bulunmustur. Ayrica Trk-A, NGF (sinir blylme faktorl) reseptor ve Haras p2l de,
ndroblastom hastalarinda iyi prognozla iliskili olarak saptanan genetik degisikliklerdir (10).
Ancak tim bu genetik bulgular noroblastomlarin farkli klinik davraniglarim net olarak
aciklamamis, arastirmacilar: baska parametreleri arastirmaya yonlendirmistir.

Bu calismada, noroblastomlarin farkli biyolojik davranislarim agiklamaya yonelik
ortaya ¢ikan ihtiyactan dolay: telomeraz aktivitesi ile MMP ve TIMP proteinlerinin biyolojik
onemi arastirilmistir. Telomeraz aktivitesi MKI ve timér evresi ileiliskili bulunurken, MMP-
2 ekspresyon artist tumorin differansiyasyonu, Shimada siniflamasi, tUmor evresi ve
metastatik hastalik ile iliskili saptanmustir. Buna karsin TIMP-3 ile ndroblastomlarda bilinen
higbir prognostik faktor ileiliski saptanmamustir.
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|- Telomeraz Aktivites ve Noroblastom

Telomeraz kromozomal telomerlerin korunmasi igin gereklidir ve somatik htcrelerin
blylk kisminda eksprese edilmezken, cogu tiumdrde ‘reaktive’ olmus gibi gortinmektedir
(46). Telomeraz aktivitesi birgok malignitede saptanmis durumdadir ve son yayinlar enzim
aktivitesinin bulunusunun ya da yoklugunun timaértn varligim ya da prognozunu saptamada
kullanislt bir metod olabilecegi Uzerinde durmaktadir (16). Telomeraz aktivitesinin diger
birgok malign tumdrde oldugu gibi ndroblastom igin de bir prognostik fakttr olabilecegi,
tumor aktivitesi, klinik gidis ve diger prognostik faktorlerle iliskisi bulunabilecegi
dustinulmektedir (10,45).

Hiyama ve ark. (18) noroblastomun timorogenezinde iki farkli yolagin bulundugunu
saptamuglardir.  Bunlardan biri  embriyonik gelisim esnasinda telomeraz aktivitesinin
baskilanmasinda sorun olmas, digeri de eriskin kanserlerindekine benzer sekilde telomerazin
genetik alterasyonlarlatekrar aktive olmasidir. Noéroblastomlarda iyi ve k6t klinik davranisin
bu iki degisik yolaktan kaynaklandig1 dustintlmektedir (45,48). DUsuik telomeraz aktivasyonu
gosteren noroblastomlar daha cok birinci gruba girmekte, yuksek telomeraz aktivitesi
gogerenler ise, daha cok ikinci grupta yer almaktadir (18). Yuksek telomeraz aktivitesi
gogteren tuimorlerde, telomer uzunluklarr degisik boydaki kromozom bdlgelerinde sabit
uzunlukta iken, telomeraz aktivitesi distk olan ya da saptanamayan timoérlerde bu durum
gbzlenmemis ve telomer uzunluklari normal dokular ile ayni ya da daha kisa olarak
saptanmustir. BOylece yuksek telomeraz aktivitesine sahip tumdrlerin, hiicre cogalmasi ile
ilgili cok sayida genetik degisiklikler gostermesi sonucu, 0lumsiizluk kazandigi yoninde
dustinceler ortaya gikmustir (10).

Noroblastomlarda telomeraz aktivitesi lizerine yapilan son calismalarda, distk ya da
saptanamayan telomeraz aktivitesinin siklikla, kott prognostik faktort bulunmayan  kigik
yastaki hastalarda, yuksek aktivitenin ise kot prognostik faktorleri bulunan yasi daha biyutk
cocuklarda oldugu 6ne surtlmektedir (16). Noroblastomlarda telomer uzulugunun analizi ve
telomeraz aktivitesinin semikantitif analizinde, hem agresif hem de regresif tiumérlerde
telomerlerin kisa oldugu, regresif tumdrlerde telomeraz aktivitesinin oldukga dusuk oldugu ya
da saptanamadigi bulunmustur. Buna gore telomeraz aktivitesinin noroblastomlarin klinik
davranis1 belirlemede kullamslt bir yontem olabilecegi disunilmdstur (10).

Hiyama ve ak. (10) 79 hastalik bir seride, TRAP (Telomerik tekrarlarinin
amplifikasyonu protokoll) yontemi ile noroblastomlarin %94’ Gnde telomeraz aktivitesi
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saptamiglardir. Bunlardan yaklasik %20 sinde aktivite yiksek dizeyde olup, bu olgularda
ayni zamanda MY CN amplifikasyonu, yiksek evre kot prognostik faktorler de bulunmustur.
Dusuk ya da negatif telomeraz aktivitesi gosteren olgularin highbirinde MY CN amplifikasyonu
belirlenmemistir. Aym arastirmacilarin yer aldigi baska bir ¢alismada (49), yuksek telomeraz
aktivitesi kotl prognozla belirgin olarak korele bulunmustur. MY CN amplifikasyonu gosteren
tumorlerin  tuminde ylksek telomeraz aktivitesi kotu prognoz gordlir iken, MYCN
amplifikasyonu gostermeyen, ancak yiksek telomeraz aktivitesi bulunan olgular da kotu
prognoz gostermistir. Bu da yiksek telomeraz aktivitesinin, MY CN amplifikasyonundan
bagimsiz olarak k6t prognozu dngéren bir faktor olabilecegini disindirmuUstar (49).

Literatirde noroblastomlar ile ilgili, TRAP yontemi ile ortaya konan farkli sonuclar
bulunmaktadir. Ornegin Poremba ve ark. (18), 67 noroblastom ve iki gangliondrom
olgusundan olusan bir seride TRAP yontemi ile telomeraz aktivitesini arastirmis, 69 olgudan
sadece 14’ Ginde (%20) pozitiflik saptamslardir. Bu pozitifliklerden Ugl (%21,4) evre 1V-S,
sekizi (%57,1) evre IV, biri (%7,1) evre I, biri (%7,1) evre Il, ve biri (%7,1) evre |
timorlerde bulunmustur. Bu calismada ortaya c¢ikan farkli sonug, yontemsel farkliliklardan
ortaya ¢ikmus olabilir.Y azarlar yanlis negatif sonuglara neden olabilecek ortamdaki polimeraz
inhibitorlerini modifiye TRAP yontemi ile engelleyerek hatali sonuglart onlediklerini
disunmektedirler (18). Bu calismada yazarlar, ayrica telomeraz aktivitesini, klinik evre gibi
bagimsiz bir prognostik faktor olarak saptamislardir ve MY CN durumu bagimsiz prognostik
faktor olarak belirlenmemistir. Ayricaileri evre hastalarda telomeraz aktivitesinin prognostik
oneminin, klinik davramsin 6nemli bir gosterges olarak kabul edilen MY CN kopya sayisi
kadar anlamli oldugu distunulmisttr. Bu bulgular telomeraz aktivitesinin noroblastomda
guvenilir bir prognostik ara¢ olabilecegini gostermektedir.

Ayni arastirmacilarin yaptigi baska bir ¢alismada (50), telomeraz aktivitesi ile klinik
davranis arasinda anlamli iliski saptanmustir. Bundan dolay: tim néroblastom olgularinda tan
srasinda diger klinik incelemelere telomeraz aktivitess analizinin de eklenmesi
Onerilmektedir. Yiksek telomeraz aktivitesinin hastaligin ilerleyisine ve kot prognoza
yatkinlig1 gostermesinden dolayi, bu aktivitenin saptanmasit MY CN durumunu, kromozom 1 p
alterasyonlarini, DNA icerigini ya da degisik ndrotropin reseptdr ekspresyonlarim belirlemek
ile aym 6neme sahiptir (50).

Bizim calismamizda 50 olgunun tamaminda telomeraz aktivitesi saptanmustir. Bu
olgulardan yaklasik beste Ugl yuksek telomeraz aktivitesi, kalan olgular distk telomeraz
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aktivitesi gostermektedir. Y Uksek telomeraz immureaktivitesi gosteren olgularin %70'i ileri
evredir. Istatistiksel analiz sonucunda telomeraz ekspresyonu ile evre arasinda anlamli iliski
bulunmustur. Sonug olarak calismamizda, literattirdeki diger calismalara benzer sekilde, ileri
evre noroblastomlarda telomeraz aktivitesinin anlamli olarak arttigini distinmekteyiz.

Benzer bir calismada, Streutker ve ark. (16) yiksek telomeraz aktivitesi ile hastanin bir
yasindan blyik olusu, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonlari, disik Trk-A ekspresyonu,
yuksek evre ve kotu klinik davranis ve 6lim arasinda anlaml iligski gostermislerdir. DNA
ploidi ile telomeraz aktivitesi arasinda iliski saptanmamistir. Ayrica daha Once yapilan
calismalarda, telomeraz negatif timorlerin hichbirinde MY CN amplifikasyonu saptanmazken,
bu calismada telomeraz negatif iki olguda MYCN amplifikasyonu saptanmustir. Shimada
siniflamasi ile telomeraz aktivitesi arasinda da iliski bulunmamustir. Bu ¢alismada ayrica
telomeraz aktivitesindeki kemoterapi dncesi ve sonrasi degisiklikler arastirilmistir. Buna gére
tedavi Oncesi ve sonrasi telomeraz aktivitesi disik ya da yok ise, klinik gidis miukemmeldir.
Eger bu hastalarda tedavi 6ncesi var olan enzim aktivitesi tedavi sonrasi yok olmus ise,
prognoz daha daiyi olarak saptanmustir (16).

Telomeraz aktivitesi, MY CN amplifikasyonu gostermeyen “iyi histolojili” gruba dahil
hastalarda da, iyi ve kotl klinik davrams: saptamaya katkida bulunmaktadir (50). Bir
calisgmada rezeksiyon oncesi sitotoksik tedavi almayan 86 ndroblastom olgusunda MY CN
kopyasi <3 olanlarda, genel sagkalim oram yaklasik %87, hastaliksiz sagkalim oran yaklasik
%80 olarak bulunmustur. Bu olgulardan telomeraz aktivitesi gosteren olgularda genel
sagkalim oram yaklasik %40’ a, hastaliksiz sagkalim oram yaklasik %31’ e dismUstir (50).

Noroblastomlarda telomeraz aktivitesi ile trk-A, Haras p21 ekspresyonu arasindaki
iliskiye bakildiginda, disik ya da saptanamayan telomeraz aktivitesine sahip tUmorlerin
cogunun yuksek trk-A ve Haras p21 ekspresyonuna sahip oldugu gorulmastar (10). Trk-A,
noroblastlarin differansiyasyonunu ya da programli hiicre 6limint dizenleyen NGF nin
salimint kontrol eder. Ha-ras p21 de NGF sinyal transdiksiyonu ve hiicresel yanitta rol alan
proteinlerden biridir. DUslk ya da saptanamayan telomeraz aktivitesi iceren noroblastomlarda,
telomeraz aktivitesinin baskilanmast ile eszamanli olarak, regresyon ya da maturasyona
Onculik eden norotrofik faktorlere cevap potansiyeli kazanilmaktadir (10).

Anoploidi, 6zellikle hiperdiploidinin noroblastomlarda iyi prognozla iligkili olarak
bildirilmektedir (51). Hiyama ve ark. (10) infant doneminde ortaya ¢ikan olgular arasinda

anoploid olanlarin buytk kisminin disik telomeraz aktivitesi gosterdigini saptamus, bunu da
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anoploidi ile noroblast bliyumesi arasindaki iliskiye baglamslardir. Ancak daha geg yaslarda
gorilen bazi1 andploidi gosteren noroblastomlarda da, yiksek telomeraz aktivitesi ve genetik
alterasyonlar saptanmustir. DusUk telomeraz aktivites gosteren timorlerin yaklasik yarisinda,
telomeraz aktivitesi saptanmayan az sayida regrese timadrde ve gangliondromlarin timinde
diploidi bulunmustur (10). Sonugta andploidinin kesin bir prognoz belirleyici olmadigi
distnulmektedir.

Telomeraz aktivitesinin  6nemli bir prognostik faktor olarak kullanilabilirligini
sorgulayan bir baska yaklasim da, bu parametrenin klinik veya biyolojik olarak “iyi
prognozlu” gruba dahil edilen hastalardaki iyi veya kot davranisi ayirt edip edemeyecegidir.
Y apilan ¢alismada (52) bir yas alt1 63 hastada genel sag kalim yaklasik %90, hastaliksiz sag
kalim yaklagik %80 olarak saptanmustir. Ancak telomeraz aktivitesi pozitif olarak saptanan bu
hastalarin %16 sinda genel sagkalim yaklasik %50'ye, hastaliksiz sagkalim ise yaklasik
%30 adismustir. Telomeraz aktivitesi gosteren olgular arasindan iyi prognoz gosterenler ise,
minimal aktivite gosteren konjenital olgulardir. Bu olgularda goriilen telomeraz aktivites,
noroblastlarin fetal dizeyde telomeraz aktivitesini devam ettirmesi ile agiklanabilir (52).
Ayrica Evre 1V-S noroblastomlarin cogunda telomeraz aktivitesi telomer uzunlugunu devam
ettirmek icin yetersizdir ve noroblastlar telomerazin tamamen baskilanmasiyla ¢ogalmay
durdururlar (45).

Bizim calismamizda yiksek telomeraz aktivitesi gosteren olgularin yaklasik (cte
birinde MYCN amplifikasyonu saptanmis ancak iki parametre arasinda istatistiksel olarak
anlamlt iligki bulunmamistir. Ayrica ¢alismamizda 1p delesyonu saptanan olgularin yaklasik
%60 1nda yuksek telomeraz aktivitesi saptanmustir ve bunlarin da yaklasik %40 inda 1p
delesyonu bulunmustur. Bununla beraber 1p delesyonu ile yiksek telomeraz aktivitesi
arasinda da istatistiksel anlamli iliski gorilmemektedir. Bu sonuglar bize yuksek telomeraz
aktivitesinin MYCN amplifikasyonu ve 1p delesyonu ile korole olmayan bir parametre
oldugunu, farkli genetik mekanizmalarin rol oynadigim ortaya koymaktadir.

Noroblastomlarda telomeraz aktivitess ve Shimada simiflamast arasindaki iligskiye
bakildiginda, calismamizda yuksek telomeraz aktivitesi gosteren olgulardan c¢ogunun
(yaklasik dortte Gigll) kot histolojili gruba dahil oldugu dikkat ¢ekicidir. Ancak bu bulgumuz
istatistiksel olarak anlamli degildir. Oyleyse kot histolojili grubu belirlemede kullanilan

parametreleri ayri1 ayri1 degerlendirmekte fayda vardir.
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Noroblastomlarda dissemine hastalikta telomeraz aktivitesinin yiksek bulunmas: koti
prognozla belirgin olarak iliskilidir ve sagkalim oranlarimt %20'in altina ¢ekmektedir.
Telomeraz aktivitesi bulunmayan yuksek evreli timorlerde ise aym evreli tumdrlere gore
sagkalim oranlar1 belirgin olarak artmaktadir (18). Alman Pediatrik Onkoloji ve Hemotoloji
Grubu’ nun noroblastom galismasinda, 5 yillik sagkalim oram %21-25 olarak belirlenmistir
(18). Poremba ve ark. (18) caismalarinda telomeraz aktivitess olmayan evre [V
ndroblastomlarin sagkalim oranlarini incelemis ve 5 yillik hastaliksiz sagkalim oram yaklasik
%50 iken tim evreler birlestirildiginde bu oran %80 olarak bulunmustur. Calismamizda
telomeraz aktivitesi gosteren olgulardan azinda kétl prognoz gordlmistir ve ¢ogu hasta
hastaliksiz olarak yasamina devam etmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda yiksek telomeraz
aktivitess 6lum ve niuks oranlari ile korele bulunmamistir. Ayrica calismamizda
ndroblastomlarda Shimada siniflamasimin prognostik olarak daha belirleyici oldugu goze
capmaktadir. Bununla beraber MY CN amplifikasyonu 6len hastalarin gogunda saptanmis
olup, bu genetik degisikligin koti prognostik faktor oldugu konusundaki genel kani
desteklenmektedir.

[I- Noroblastomlarda MMP ve TIMP Aktiviteleri

Malign hicrelerin karakteristik 6zelligi ¢cevre dokulara invaze olma ve uzak organlarda
metastatik tUmorler olusturma yetenegidir. Kanserin yasami tehdit eden esas 6zelligi,
metastaz ve invazyon 6zellikleridir. Bundan dolay: kanser arastirmalar: timor hticreleri kadar,
tumor progresyonunda basrolii oynayan bu Ozellikleri ve timor stroma etkilesimlerine
odaklanmaktadir. Malign transformasyondan sonra timér hticreleri, ¢cevre stromada MMP ve
urokinaz plazminojen aktivatorleri gibi gesitli buyume faktdrlerinin ve proteolitik enzimlerin
uretimini  baslatmaktadir. Buyume faktorleri ve proteolitik enzimler, timor gelisimi igin
gerekli matriks yikimi ve anjiogenezi indiklemektedirler (53).

Son calismalarda birgok kanser hiicresinin MMP Uretme yetenegine sahip oldugu ve
bunlarin aktivitelerinin de timor hicrelerinin yayilim ile anlamli iliski gosterdigi
saptanmustir (27). Bazi kolon ve meme kanserlerinde MMP Uretiminde stromal hiicrelerin
oldukca etkin oldugu gosterilmistir (54,55). Buna karsin TIMP, ¢cogunlukla timor hicreleri ve
stromal hicreler tarafindan dretilen inhibitor proteinlerdir ve hem aktive, hem de latent MMP
ile kompleks olusturma yetenegine sahiptirler. Bunlar MMP' nin enzimatik aktivitesini inhibe
ederek ekstraselltler matriksin degradasyonunu 6nleyen ve timdr progresyonunu engelleyen
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proteinlerdir (37). Tumor progresyonu esnasinda dokularda MMP ve TIMPin gen
ekspresyonlarinda degisiklikler olmaktadir. Genellikle bu degisiklikler MMP Uretiminde
artma ve TIMP Uretiminde azalma ile sonuglanmakta ve stromanin proteolize ugramasi, MMP
ve TIMP arasindaki denge ile iliskilidir (56).

MMP nin ekstraselliler matriksin yikimi yam sira, timér anjiogenezinde de rol
oynayarak tumor invazyonuna zemin hazirladigi bilinmektedir. Bu etkisini, yeni damar
olusumu icin ekstraselliler matriksi yikarak, endotelial hiicre baglantilarim dizenleyerek ve
ekstraselluler matrikte depolanan anjiojenik sitokinlerin salinimint saglayarak gostermektedir
(57). TIMP, 0zellikle de TIMP -3 endotelial hiicre aktivitesini ve anjiogenezi de inhibe ederek
tumor buyumesini baskilamaktadir ve bu etkisini normal kapiller morfogenezi inhibe ederek
gerceklestirmektedir (36).

Noroblastomlarda timdre bagli 6lumlerin cogu, metastazlara bagl olarak gorilmektedir
(27). Bundan dolay: diger birgcok malign timorun oldugu gibi, ndroblastomun invazyon ve
metastazinda da etkin rol oynadig1 dustnilen MMP ve TIMP, son yillarda arastirmacilarin
ilgi odag1 haline gelmistir. Ancak bu konuda daha aydinliga kavusmams pek cok nokta
bulunmaktadir. Noroblastomlarda en gok MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2 proteinleri tGzerine
calismalar yapilmustir. Ara ve ark. (27) MMP-2, MMP-9 ve bunlarin spesifik inhibitora
TIMP-2'nin  immunhistokimyasal ekspresyonlarinin, metastaz riski yuksek ndroblastom
hastalarint belirlemekte degerli birer kriter olup olamayacagin arastirmislardir. Bu ¢alismada
tumor hicrelerinde ve gevre stromal dokuda bu proteinlerin varligi, immunohistokimyasal
yontem ile degerlendirilmistir. Buna gore MMP-2 antikoru ile tUmdr hicrelerinde
immunreaktivite gozlenmez iken, %80 olguda stromal boyanma izlenmistir. MMP-9 ise %71
olguda pozitif olarak saptanmustir. TIMP-2 ¢ogunlukla neoplastik hiicrelerin sitoplazmasinda,
stromal dokuda ve endotel hiicrelerinde olmak tzere %58 oraninda pozitif bulunmustur.

MMP ve TIMP in immunohistokimyasal yontemle belirlenen varliklar: bu proteinlerin
nerede sentez edildiklerini gostermemektedir. Stromal boyanma sadece ekstrasellller
matrikste yer aldiklarini gostermektedir. Ancak bu proteinlerin hangi hicreler tarafindan
sentezlendigini kesin olarak soylemek mumkin degildir (27). Kolorektal karsinom, meme
karsinomu ve bazi deri kanserlerinde yapilan calismalarda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2'nin
lokalizasyonlart agisindan, immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon yontemleri
kullamimi sonrasi elde edilen sonuclar arasinda farkliliklar bulunmustur (54,55,58,59). Bu
proteinlerin nereden eksprese edildikleri konusunda belirsizliklerin nedeni bilinmemektedir ve
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kullanilan antikorlara ya da farkl: epitoplara bagli olabilecegi distunilmektedir. Ayrica MMP
ve TIMP-2 ekspresyonlarinin degerlendirildigi bir hiicre kiltirt galismasinda, noroblastom ve
fibrosarkom hticre dizilerinde yiiksek MMP-2 ekspresyonu gorilmustur (60). Noéroblastom ya
da herhangi bir timérde MMP ve TIMP-2'nin farkli alanlarda ekspresyonu, timor stroma
arasindaki karmasik etkilesimin sonucu olabilir (27). Bizim ¢alismamizda da MMP-2 antikoru
ile yapilan immunohistokimysal boyamada tumor hiicrelerinde immunreaktivite izlenmemis,
sadece peritimdral stromal boyanma gorilmastir. MMP-2, olgularin %44’ inde pozitif olarak
saptanmistir. TIMP-3 ise %92 oranda, tumor hicrelerinde ve peritimdral stromada pozitif
bulunmustur.

Ara ve ark.’nin (27) néroblastomlu hastalarda immunhistokimyasal yontemle MMP-2,
MMP-9 ve TIMP-2 ekspresyonlarini arastirdiklart ¢calismada, néroblastomlarda 6nemli bir
prognostik faktor olan hasta yaslar1 ile ekspresyon paternleri arasinda bir iligki
saptanmamistir. Evre I11 ve IV hastalarda MMP-2 ekspresyonu artmis olarak bulunmustur.
Klinik olarak ko6t gidisat gosteren olgularda belirgin stromal MMP-2 immunboyanmasinin
bulunmasinin timorin invazyon yetenegi ile iliskili olabilecegi ve adjuvan kemoterapi alacak
hastalar icin, ek dikkat gerektirecek bir noroblastom altgrubunu yansitiyor olabilecegi
kanisina varilmistir.

Ayni calismada MMP-2'nin tersine, TIMP-2 seviyeleri erken evrelerde yuksek
bulunmustur. TIMP-2 ekspresyonunun yiksek oldugu olgularda sagkalimin daha iyi olmasi
TIMP-2'nin MMP aktivitelerini ve tumor invazyonunu inhibe ettiginin bir kamti olabilecegini
disUndirmastar  (37). MMP-9 immunreaktivitesinin ise klinik parametrelerle iligkisi
saptanmamistir. Yazarlar, nbroblastom olgularinda MMP-2 ve TIMP-2 ekspresyonlarina
hastaligin erken donemlerinde bakilmasinin hastaligin agresif gidisini gosterebilecegini ve
adjuvan kemoterapi alacak hastalarin belirlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegini
belirtmektedir (27).

Ara ve ark. (56) baska bir calismada 25 ndroblastom hastasinda MMP-2, MMP-9 ve
TIMP-2'yi kodlayan genlerin ekspresyon dizeylerini PCR ile degerlendirmislerdir. Tum
olgularda MMP-2, MMP-9, ve TIMP-2 mRNA’lar1 belirlenmistir. immunhistokimyasal
olarak saptandig1 gibi bu yontem ile de, MMP-2 ileri evre ve klinik olarak kotl gidisatl
hastalarda belirgin olarak yiksek bulunmustur. MMP-9 ile klinik evre ve klinik gidisat
arasinda iliski saptanmamustir. TIMP-2 diizeyleri erken evre hastalarda hafif yiksek de olsa,
anlaml1 bulunmamistir (56). MMP-2 nin TIMP-2'ye gore yuksek ekspresyonu, noroblastomda

50



bir prognostik gosterge olarak kabul edilebilir. Benzer sekilde MMP-2'nin TIMP-2 ile
orantisiz ekspresyonu,baska kanserlerde,6rnegin Uretelial karsinomda timér invazyonu,
rekurrens ve metastazla (61) ve seviks karsinomunda kott prognozla (62) iliskili bulunmustur.

Bizim calismamizda artrus MMP-2 ekspresyonu ile ileri evre arasinda istatistiksel
olarak anlaml: iliski saptanmigtir. MMP-2 ekspresyonu gosteren olgularin %901 ileri evre
ndroblastom hastalaridir. Ayrica yiksek MMP-2 ekspresyonu ile olgularin metastatik tumor
varlig1 arasinda da istatistiksel olarak anlaml iliski bulunmustur. Metastaz gortilmeyen grupta
olgulardan %80’ inden fazlast MMP-2 ekspresyonu gostermemektedir. Sonucta MMP-2, ileri
evre noroblastomlarda literatiirle uyumlu olarak yiksek oranda eksprese edilmektedir. Bu
nedenle MMP-2 aktivitesinin, ndroblastomlarda kullanilabilecek dnemli bir kot prognostik
gosterge olabilecegi distincesindeyiz.

Sugiura ve ark. (7) ndroblastomda MMP-2 yamsira MMP-9 ekspresyonlarin
arastirmiglardir. Bu calismada MMP-2, tUmor hicreleri ve peritiméoral stromada blyuk
oranda inaktif proformda, MMP-9 ise sadece peritimoral alanda hem aktif formda, hem de
inaktif proformda saptanmustir. MMP-2'nin biyuk oranda inaktif formda saptanmasi,
noroblastomlarda MT1- MMP ekspresyonun yokluguna ve yiksek TIMP-2 seviyelerine
baglanmistir ve ileri evre timoérler disinda bu proteinin metastazda ¢ok da 6nemli bir rolt
olmayabilecegini dustundirmustir. Ayrica bu calismada MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon
diizeyleri evre 1V noroblastomlarda diger evrelere gore daha yuksek oranda bulunmustur.
Buna karsin histopatolojik fenotip ya da MY CN amplifikasyonu ile iliski saptanmamustir.
Bizim calismamizda da MKI, yas, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu, risk grubu ve sag
kalim ile MMP-2 ekspresyonu arasinda anlaml bir iligki bulunmamustir. Ancak bu bulgulara
karsin sadece bir calismada N-Myc ve bcl-2 koekspresyonlarinin, néroblastom hiicrelerinde
MMP-2 sekresyon ve aktivasyonunu arttirdiginailiskin veriler vardir (63).

Ara ve ak.nmn (56) calismasinda, MMP-2 mMRNA ekspresyonlar1 Shimada
siniflamasina gore “kotu histolojili” grupta daha yiksek seviyelerde bulunmustur. Ayrica
stromadan zengin timérlerde MMP-2 ekspresyonu, stromadan fakir timorlere gore daha
yuksek seviyelerde saptanmistir. Bizim calismamizda da, yiksek MMP-2 ekspresyonu ile
“kotu histolojili” kategori arasinda anlamli iliski bulunmustur. MMP-2 ile olumlu boyanan
olgulardan ¢ogu (%88) kot histolojili gruptayken, sadece iki olgu iyi histolojili grupta yer
amistir. Ayrica MMP-2 ile differansiyasyon arasinda da anlamlz iliski  bulunmustur. MMP-2

ile olumlu boyanan olgulardan sadece biri (%5,8) differansiye noroblastomdur. Olgularin
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differansiasyon derecesi arttikca MMP-2 ekspresyonu azalmistir. Literatlrde benzer iki
calismada da MMP-2 ekspresyonu kot prognostik ve stromadan fakir ndroblastomlarda daha
yuksek bulunmustur. Bu sonucglar yiksek MMP-2 ekspresyonunun klinik kétt gidisin bir
gostergesi olabilecegini disindirmektedir.

Tumorlerde TIMP-3 aktivitesi ile ilgili literatlirde ¢cok az sayida calisma vardir.
Bunlarin da sadece biri noroblastomlar ile ilgilidir (36). Bu calismada TIMP-3'Un
noroblastomdaki timor blylmesine etkisi deneysel bir model Uzerinde arastirilmistir. Bu
calismada TIMP-3'Un endotelial hiicre aktivitesini ve anjiogenezi de inhibe ederek tumaor
blyUmesini baskilayabilecegi ve bu etkisini normal kapiller morfogenezi inhibe ederek
gerceklestirmis olabilecegi bulunmustur. Yazarlar noroblastomlarda, 06zellikle eksize
edilemeyen lokalize timorlerin tedavisinde kullanilabilecegini distinmuslerdir (36). Yapilan
bir baska calismada, larinks karsinomunda TIMP-3 ekspresyonu klinik evre ile korele
bulunmus, baska bir calismada ise distk TIMP-3 protein ekspresyonu Ozefagial skuamdz
hiicreli karsinomda kétu klinik gidisat ile iligkili saptanmugtir (64). Goruldigu gibi TIMP-3
ekspresyonu bir timorde yiksek evre ile iliskili iken digerinde iyi prognostik faktor gibi
gbzukmektedir. Ancak bahsettizimiz gibi, bu konuda yapilan arastirmalar ¢ok sinirlidir.
Bizim calismamizda da TIMP-3 olgularin buytk kisminda (%90'in Uzerinde)  pozitif
saptanmasina  karsin, hicbir morfolojik ve genetik parametreyle anlamli iligki
gostermemektedir. Sonucta TIMP-3'Un noroblastom ve diger timorler Uzerindeki etkisini
ortaya koymak igin daha fazla sayida ¢alismaya ihtiyag vardr.

MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2'nin néroblastomlardaki koekspresyonu, bunlar arasinda
karmagik bir iliski oldugunu dustndirtmektedir. TUmOr invazyonu esnasindaki ekstrasellller
matriks degradasyonunda, bu proteinlerin ekspresyonlari arasinda nasil bir etkilesim
olmaktadir sorusuna cevap verebilmek heniiz net olarak mimkin degildir. Bu konuda daha
fazla sayida arastirmaya ihtiyag vardir (56).
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SONUGCLAR

Calismaya yaslar1 40 gin ile 16 yil arasinda degisen 50 néroblastomlu olgu dahil
edilmistir.

Histolojik olarak degerlendirilen olgularin 19'u andifferansiye, 14’ U az differansiye ve
17'si differansiye noroblastom olarak saptanmustir.

Olgular Shimada siniflamasina gore gruplandirilmislardir. Simniflamaya gore 16 olgu
iyi histolojili, 34 olgu k6t histolojili grupta yer almstir.

CGalismamizda Shimada siniflamasinin néroblastomlarda prognostik belirleyici oldugu
gbze gapmaktadir. Bununla beraber MY CN amplifikasyonu 6len hastalarin gogunda
saptanmus olup, bu genetik degisikligin kot prognostik faktor oldugu konusundaki
genel kani desteklenmektedir.

MMP-2, 22 olguda timor dokusunda stromal olarak eksprese edilmistir. Kalan 28
olguda immunreaktivite saptanmamistir. MMP-2 aktivitesi ile andifferansiyasyon,
kot histoloji, ileri timor evresi ve metastatik hastalik arasinda anlamli iliski
saptanmustir. Bu nedenle MMP-2 aktivitesinin, noroblastomlarda kullanilabilecek
Onemli bir prognostik gosterge olabilecegi distinil mektedir.

TIMP-3 antikoru ile, 46 olguda timér hicrelerinde ve tiumor dokusunda pozitif
immunreaktivite saptanmistir. TIMP-3 aktivites ile degerlendirilen hicbir parametre

arasinda anlamli iliski bulunmamustir.

Olgularin 31’'inde ise yuksek telomeraz aktivitesi bulunmustur. Telomeraz aktivitesi
ile yiksek MKI ve ileri hastalik evresi arasinda anlaml: iliski saptanmus, diger
parametrelerle anlamli iliski bulunmamistir. Bu nedenle yiksek telomeraz
aktivitesinin kotl prognoztik faktor olabilecegini distinmekteyiz.
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