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OZET

Néroblastomda Telomeraz Aktivitesinin Prognozla iliskisi

Amag: Noroblastom, adrenal medulla ve sempatik ganglionlardaki embriyonel
noral krest hiicrelerinden koken alan ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen ekstrakranyal
solid tiimoriidiir. Degisken biyolojik yapist nedeniyle farkli klinik ve biyolojik 6zellikler
gostermektedir. Tiimoriin bu durumunu agiklayacak yeni faktorlerin gosterilmesi
ndroblastomun tani ve tedavisine onemli katki saglayacaktir. Hiicrelerin oliimsiizliik
kazanabilmesi ya da sinirsiz gogalabilme kapasitesine ulagsmasinda telomeraz enziminin
onemli bir role sahip oldugu disiiniilmektedir. 87 hasta ile yaptigimiz retrospektif
caligmada telomeraz aktivitesinin cinsiyet, yas, evre, risk grubu, relaps, VMA, myc-n
amplifikasyonu, sagkalim ve olaysiz sagkalima etkisi arastirilmak istenmistir.

Gerec ve yontem: Bu calisma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Onkoloji Bilim Dalinda 2011-2019 yillar1 arasinda néroblastom tanis1 almis 87 hastanin
daha Onceden alinan patoloji preparatlarinda telomeraz aktivitesi incelenerek
yapilmistir. Calismaya alinan hastalarin bilgileri dosyalardan ve otomasyon sisteminden
bulunarak kayit edildi. Etik kurul onay1 alindi.

Bulgular: Calismamiza 46 erkek (% 52.,9), 41 kiz (% 47,1) olmak {izere toplam
87 hasta alinmistir. Hastaligin en sik tani alma yas1 3,39 + 3,04 yil idi. Calismaya alinan
hastalarin 23’tinde (% 26,4) telomeraz aktivitesi vardi, 64’tinde (% 73,6) telomeraz
aktivitesi yoktu. Calismaya alinan hastalarimizda telomeraz aktivitesi olan hastalarin 8
yila kadar yasam orani % 84 iken, olaysiz yasam olasiligi % 56 bulundu. Telomeraz
aktivitesi olmayan hastalarin 8 yila kadar yasam orant % 93 iken, olaysiz yasam
olasiligi % 70 olarak bulundu. Telomeraz aktivitesi olan ve olmayan hastalar
karsilastirilarak bakilan cinsiyet (p=0,1), yas (p=0,54), evre (p=0,600), risk grubu
(p=0,451), relaps (p=0,484), myc-n mutasyonu (p=0,854), sag kalim (p=0,112) ve
olaysiz sagkalim (p=0,222) acisindan anlamli bir iligki olmadig1 gortilmiistiir.

Sonu¢: Bu calismada telomeraz aktivitesi ile noroblastom hastalarinin klinik
Ozellikleri ve sagkalimlar1 arasinda anlamli fark bulunamamastir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, Telomeraz aktivitesi
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ABSTRACT

The Relationship Between The Telomorase Activity In Neuroblastoma With
Prognosis

Objective: Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor of
childhood, originating from embryonal neural crest cells in the adrenal medulla and
sympathetic ganglia. Due to its variable biological structure, it shows different clinical
and biological features. Demonstration of new factors that will explain this state of the
tumor will contribute to the diagnosis and treatment of neuroblastoma. The telomerase
enzyme is thought to play an important role in the ability of cells to gain immortality or
to reach unlimited reproductive capacity. In our retrospective study with 87 patients, we
aimed to investigate the effect of telomerase activity on sex, age, stage, risk group,
relapse, VMA, myc-n amplification, survival and event-free survival.

Material and Method: This study was carried out by examining telomerase
activity in previously taken pathology preparations of 87 patients who were diagnosed
with neuroblastoma between 2011 and 2019 in the Pediatric Oncology Department of
Cukurova University Faculty of Medicine. The information of the patients included in
the study was recorded from the files and automation system. Ethics committee
approval was obtained.

Results: Totally 87 patients, 46 males (52.9%) and 41 females (47.1%), were
included in our study. The most common age at the time of diagnosis of the disease was
3.39 + 3.04 years. Twenty-three (26.4%) patients included in the study had telomerase
activity, 64 (73.6%) had no telomerase activity. In the patients included in our study, the
survival of patients with telomerase activity up to 8 years were 84%, while the
probability of survival without events was 56%. Patients without telomerase activity
had a 93% survival rate for up to 8 years, while the probability of survival without
events was 70%. There was no significant relationship between patients with or without
telomerase activity in terms of sex (p = 0.1), age (p = 0.54), stage (p = 0.600), risk
group (p = 0.451), relapse (p = 0.484), myc- n mutation (p = 0.855), survival (p =0.112)
and event-free survival (p = 0.222).

Conclusion: In this study, no significant difference was found between telomerase
activity and clinical features and survival of neuroblastoma patients.

Keywords: Neuroblastoma, Telomerase activity
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1. GIRIS ve AMAC

Noroblastom c¢ocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal timordiir ve c¢agi
kanserlerinin yaklasik %8-10 kadarin1 olusturur. Degisken biyolojik bir yapisi olmasi
nedeniyle oldukga farkli klinik ve biyolojik davranislar gosterebilmektedir bir yasindan
kiiclik hastalarda hizli progresyon olabildigi gibi kendiliginden gerileyebilen degisken
Ozelliklere sahip bir tiimordiir. Noroblastomun (NB) etyolojisi tam olarak
bilinmemektedir, noroblastom olusumunda genetik ve gevresel etkenlerin sebep oldugu
bilinmektedir. Bu etkenler igerisinde gen amplifikasyonu, kromozom kazanci, onkogen
aktivasyonu, allelik kayiplar, timor supresor gen kayiplart ve baz1 genlerin
ekspresyonlarindaki degisikliklerinde sebep oldugu diisiiniilmektedir. Tedaviye yanit ve
prognozun dnemli gostergesi olan biyolojik ve genetik degisikliklerler hakkinda bilgiler
arttik¢a hastaligin tedavisi ile ilgili gelismeler artmaktadir.

Hiicrelerin siirsizca ¢ogalma 6zelligi kazanmasinda telomeraz enziminin yeniden
aktivasyonunun en énemli mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Telomerazin
yeniden aktivasyonu, bir¢ok insan malignitesinde agirlikli olarak bulunmustur, bu da
telomeraz aktivasyonunun malign timor biliyiimesinde etkili bir rol oynadigini
diistindiirmektedir ancak normal somatik insan dokusunda agirlikli olarak telomeraz
aktivitesi bulunmamaktadir. Bu nedenle telomeraz enzimi hem kanser tanisinda hem de
tedavisinde 6nemli hale gelmistir.

Bu calisma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Onkoloji Bilim Dalinda
2011-2019 willart arasinda noroblastom tanist almis 87 hastanin daha onceden alinan
patoloji preparatlarinda telomeraz aktivitesi incelenerek yapilmistir. Noroblastom tanisi
almig olan bu hastalarda telomeraz aktivitesinin yas, cinsiyet, evre, risk grubu, relapsla,
myc-n amplifikasyonu, VMA, sagkalim ve olaysiz sagkalima etkisi arastirilmak
istenmigti.  Bu ¢alisma degisken oOzellik gosteren bu tiimoriin - etyolojisinin
aydinlatilmas1 amaci ile yapilmis olup hastalarin tan1 ve tedavi siireglerine katkida

bulunulabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Noroblastom
2.1.1. Tamim

Noroblastom, adrenal medulla veya sempatik gangliyonlarda embriyonik
olusumun dordiincii haftasinda meydana gelen primordial noral krest hiicrelerinden
orjin alan kii¢iikk, mavi, yuvarlak hiicreli timordiir. Noral tiimorler, noral kreste gelen
embriyonik ektodermin cevap vermesi gereken uyarilara cevap vermemesi ve

olusumunu gerceklestirememesi ile meydana gelir.!

2.1.2. Epidemiyoloji

Noroblastom g¢ocukluk cagi kanserlerinin yaklasik % 8-10 kadarini olusturur.
Losemi, lenfoma ve beyin tiimdrlerinden sonra en yaygin dordiincii cocukluk kanseri
olup, ¢ocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal tiimordiir. Tanidaki ortalama yas 17,3
aydir ve hastalarin yiizde 40’1 bir yasindan dnce tani alir.”® Noroblastom sikligi beyaz
bebeklerde siyah bebeklere gore daha fazladir ancak daha biiyiik ¢ocuklar arasinda
irksal farklilik bulunmamaktadir. Noroblastom, erkeklerde kizlara gore daha sik

gén’ilmektedir.3

2.1.3. Etyolojisi

Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte noroblastom, sempatik sinir
sisteminin ana hiicrelerinden olugmaktadir ve sempatik sinir sistemi dogumdan sonra
tekrar diizenlenmektedir. Bu siire¢ néroblastomun baslangi¢ yasi ile ortiismektedir ve
noroblastik  tlimorlerin - olusumunda bu sempatik  diizenlenmede etkili olan
mekanizmanin hatali oldugu diisiiniilmektedir.*®

Noral katlant1 hiicrelerinden olugsan sempatik sinir sistemi hiicreleri, ndronlar
(ganglion hiicreleri), kromaffin hiicreler ve kiigiik floresan ile boyanan (SIF- “small
intensely fluorescent”) hiicrelerden meydana gelir. Noronlar paravertebral sempatik
zincir ganglionlarini, paraaortik trunkusu ve pelvik ganglionu meydana getirir. Adrenal
bez medullasinda da bulunurlar, fakat zaman igerisinde yok olurlar. Fonksiyonlari heniiz

bilinmeyen SIF hiicreleri sempatik gangliyonlar i¢inde tek ya da kiime seklinde bulunur.



Paraganglionlar1 ve adrenal medullayr ise kromaffin hiicreler meydana getirir.
Paraganlia dogumdan sonraki 2-3 yil merkezi sinir sistemi diginda en Onemli
katekolamin kaynagidir, bu siiregten sonra adrenal medulla 6ne ¢ikar ¢iinkii paraganglia
bu siiregte geriler ve yok olur. Adrenal noroblastomlarda ve gelismekte olan adrenal
medullada gegici olarak bulunan néroblast topluluklarinin biiyiimesi, farklilagmasi ve

apopitozu sirasinda olusan hatalarin malign déniisiime sebep oldugu diisiiniilmektedir.”

2.1.4. Risk Faktorleri

Noroblastomun risk faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Anne-baba meslegi
(elektronik, tarim, is nedeniyle bocek zehiri, elektromanyetik alan, boya, radyasyona
maruz kalma), anne yasi, annenin kullandig ilag (amfetamin, diiiretik, trankilizan, kas
gevsetici, fenitoin), hormonlar, alkol ve sigara, diisiik Oykiisii, tekrarlayan sezeryan
dogum ile bebegin diisiik dogum agirligi, preterm dogum oOykiisii, folat eksikligi
noroblastom ile bagdastlrllm1§,t1r.8'10 Annenin hamilelikte aldigr vitaminlerin ve 6
aydandaha fazla anne siitii vermenin de riski azalttig1 bilinmektedir.***2

Birlikteligi gosterilenler arasinda otozomal resesif gegisli lirogenital ve kardiyak
anomaliler, yiiz ve sindirim sistemi anomalileri, norolojik ve gelisimsel anomaliler, fotal
alkol sendromu, Beckwith-Wiedemann sendromu ve Turner sendromu vardir.”>** Néral
krest hiicrelerinin gelismesi, gocii veya farklilagsmasindaki bozukluklar sonucu ortaya
¢ikan norokristopatiler ile de iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Noroblastom ile diger
noral krest hiicre patolojileri de (santral hipoventilasyon sendromu, Hirschsprung

hastalig1, nérofibromatozis tip 1) birlikte goriilebilir.">*®

2.1.5. Hiicresel ve Molekiiler Patogenez

Noroblastomda tiimor hiicrelerinde olan genetik  degisiklikler hastaligin
prognozunda, patogenezinde, risk gruplarina ayrilmasinda ve tedavi planlanmasinda
onemli bir yer almaktadir.*"*®
- Allellik fazlalik olmasi ve onkogen aktivasyonu
- Allellik kayip olmasi ve siipresor genlerde kayip

- Baz1 genlerin ekspresyonunda degisiklik olmasi



Allellik fazlalik olmasi ve onkogen aktivasyonu

Myc-n amplikasyonu; 2. kromozomun kisa kolunun 2p24 bolgesinde yer alan
protoonkogendir ve en 6nemli prognoz faktorlerinden biri olup varlig ileri evre, yiiksek
risk relaps, hizli timor ve kot prognozla iliskilidir. Bu prognostik onemi nedeni ile
birgok merkezde rutin olarak bakilmakta olup tedavi plan semasin etkilemektedir.'*%
Bu genin amplifkasyonu sitogenetik olarak 2 bigimdedir; double minutes (d-mins)
kromatin cisimcikleri gibi ekstra kii¢iik kromozom pargalarinin olmast ve homojen
boyanan bdélgeler (HSR) ise ayn1 kromozom i¢inde bir bolgenin tekrarlamasidir. Timor
hiicresinde MYCN amplifikasyonu degisik molekiiler yontemlerle (southern blot, FISH,
kantitatif PCR, immunohistokimya ile) gosterilebilir. Kopya sayist ¢ogaldik¢a genlerin
aktivasyonu da artmaktadir. Kopya sayisinin 10 ve daha fazla olmasi prognostik olarak

anlamlidir.???

Tiumor hiicresindeki DNA miktari; Noroblastom hiicresindeki DNA miktari

normal veya fazla olabilir. Akim sitometresi yontemi ile DNA indeksi (DI) kolaylikla
gosterilebilir. Ozellikle 2 yas altinda prognoz agisindan énemlidir. Hiperdiploid tiimér,
diploid timérden daha iyi bir prognoza sahiptir.*%*

17 q bolgesinde dengesiz fazlalik; Noroblastomlarin yariya yakin kisminda 17.
kromozomun uzun kolunda allelik fazlahk bulunmaktadir.”® Bu fazlalik, kendiliginden
olusabildigi gibi [(+17q) ] 1. ve 17. kromozomlarin arasinda olusan bir translokasyon
[t(1;17)] ile meydana gelebilir?® Bu fazlalik koti prognoz ve agresif timér ile
iliskilendirilmistir.?’

Allelik kayip olmasi ve siipresor genlerde kayip

1p delesyonu; Kromozom 1p’nin bir kisminin silinmesi, ndroblastomda gézlenen
en yaygmn kromozomal degisikliklerden bir tanesidir ve kot prognoz ile
iliskilendirilmektedir, fakat tek basina varliginin bir isaret olup olmadig tartlsmahdlr.28
Ileri evredeki hastalarda yaygin olarak bulunmakta ve MYCN amplifikasyonu ile
beraberligi siktir.?

11p delesyonu; 11p delesyonu tani aninda hastalarin % 35-45’inde
bulunmaktadir.®® 11p delesyonu MYCN amplifikasyonlu timérlede bulunmaz. Fakat
yine de kotii prognostik faktor olarak degerlendirilmektedir ve yiiksek risk faktorleri
(ileri evre, bityiik yas, kotii patoloji) ile birliktelik gostermektedir.®



Bazi genlerin ekspresyonunda degisiklik olmasi

Norotrofin reseptorlerinin ekspresyonlari; Sempatik sistemdeki noroblastlarin
noroblastom hiicrelerine doniisimii tam olarak bilinmemekle beraber nérotrofin
reseptor yolaklarin rol oynadigr diisiiniilmektedir. Noronal farklilasmada rol oynayan
norotrofin ailesinde bir¢ok faktoér ve reseptor bulunmaktadir. Norotrofin reseptorleri
olan tropomiyozin reseptdr kinaz A (TrkA), tropomiyozin reseptor kinaz B (TrkB) ve
tropomiyozin reseptér kinaz C (TrkC)’nin ligandlari; sinir bliylime faktori (NGF),
beyin kaynakli norotropik faktér (BDNF), noérotropin-3 (NT3)’tiir. TrkA aktiflesmesi
hiicrelerin farklilagmasini1 neden olurken, inhibisyonu ise hiicrenin apopitozine neden
olmaktadir. TrkA/NGF yolagi noroblastlarin ganglion hiicresine farklilasmasini veya
apopitozis ile tiimor hiicresinin spontan regresyonuna neden olur. Tiimorde bulunan
TrkA’ nin fazla aktiflesmesi; MYCN amplifikasyonunun yoklugu, kiigiik yas, diisiik
evre gibi klinik ozellikler ile iliskilidir ve iyi prognozu gosterir. TrkB’nin timor
hiicresinin yasamasini kolaylastirdigi, invazyon ve metastaz yapma yetenegini arttirdigi
diisiiniilmektedir. TrkB fazla aktiflesmesi ise agresif timor ve MYCN amplifikasyonu
varhigr ile iliskilidir. TrkB/BDNF yolagi hiicrenin ilag direncini gostermektedir.
TrkC’nin fonksiyonu ise kesin olarak bilinmemektedir. TrkC, TrkA reseptorii ile benzer
ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Iyi klinik 6zelliklere sahip tiimorlerde aktive
oldugu bildirilmistir. %%

Telomeraz aktivitesi; Noroblastom hiicrelerinde, hiicre farklilasmasi ve apopitoz
ile ilgili genlerde artis olmas1 disiik telomeraz aktivitesi ve iyi prognozla iligkili iken
hiicre siklusu ile ilgili genler ve transkripsiyon faktorlerinde artis olmasi, yiiksek

telomeraz aktivitesi ve kotii prognozla iliskilidir.®*

2.1.6. Klinik, Belirti ve Bulgular

Noroblastomlar sempatik sinir sistemi boyunca herhangi bir yerde ortaya ¢ikabilir.
Belirti ve bulgular tiimoriin yeri, yayginligi ve irettigi metabolik aktif maddeler ile
iligkilidir. Adrenal bez en sik goriilen primer yerlesim bdlgesidir % 40, bunu karin % 25,
torasik % 15, servikal % 5 ve pelvik sempatik gangliyon % 5 takip etmektedir.*® Daha
az siklikla, timdrler merkezi veya otonom sinir sistemlerinde ortaya cikar.® Vakalarin
yaklasik yilizde 1’inde primer tiimdriin yeri belirlenemez. Noroblastom lenf nodlarina,

kemik iligine, kortikal kemige, duraya, karacigere ve cilde metastaz yapar ve daha az



siklikla pulmoner ve intrakraniyal bolgelere metastaz yapar. Lokalize tiimorii olan
hastalar asemptomatik olabilirken, yaygin hastaligi olan ¢ocuklar bagvuruda genellikle
sistemik semptomlarla gelirler.*®

Karin tiimorleri; genellikle aile ¢ocugun {istiinii degistirirken yada rutin doktor
muayenesinde karinda kitle ele gelir, semptom vermez. Karin tiimoérleri karin agrisi,
dolgunluk ve nadiren bagirsak tikanikligi ile ortaya cikabilir. Fizik muayenede
hareketsiz ve sert kitle palpe edilebilir. Birincil tiimoér, Zuckerkandl organlarindan
(dogumdan kisa bir siire sonraya kadar devam eden ve aort catallanma yakininda
bulunan bir ¢ift embriyonik organ) ortaya ¢iktiginda, cocugun bagirsak veya mesanenin
basisina bagl kabizlik, azalmis mesane kapasitesi, eniirezis gibi semptomlar olabilir.
Masif karaciger tutulumu 6zellikle infantlarda solunum sikintisina yol agabilir. Biiyiik
abdominal tiimérler ayrica vendz veya lenfatik drenaji sikistirarak alt ekstremitede ve
sktorumda 6deme yol acabilir. Nadiren renal artere basarak hipertansiyona neden
olabilir.?

Torakal tiimorler; genellikle solunum semptomlart ve travma nedeniyle ¢ekilen
akciger grafilerinde tesadiifen saptanir. Mediastinal tiimorler trakeal sapmaya veya
stridora neden olabilir, ancak toraks iist kisim ya da servikal yerlesimli Kitleler bir
Horner sendromu (pitoz, miyoz ve anhidroz) ile iliskili olabilir.” Genellikle mekanik
obstriiksiyon ile iligkili biiyilik torasik tiimorler siiperior vena kava sendromuna neden
olabilir.*’

Paravertebral tiimorler; abdomen ve pelvik bolgedeki paraspinal sempatik
zincirlerden meydana gelerek vertebralarin noéral foraminalarindaki spinal kanal
igerisinden uzanarak, sinir koklerine ya da medulla spinalise baski yapabilir. Bu durum
lokalize sirt agrisina, subakut veya akut paraplejiye, mesane ya da anal sifinkter
disfonksiyonuna yol acgabilir. Norolojik sekel olusmadan 6nce baskinin kaldirilmasi
onemli pediatrik acillerden biri olarak kabul edilmektedir.®*%

Periorbital kemiklerde olan metastaz propitozise ve periorbital ekimoza neden
olabilir ve travma ile karsabilir.*® Yaygm kemik tutulumu veya kemik iligi metastazi
kemik agrilarina sebep olup biiyiik ¢ocuklarda artrit ile karigabilir, bebeklerde ise
huzursuzluk tek semptom olabilir. Kemik iligi tutulumuna bagl sitopeniler ve anemi,
kanama, infeksiyonlar olabilir.*>*" Cilt tutulumu ise ozellikle kiiiik bebeklerde cilt

altinda birkag adet, agrisiz, mavimsi subkutan nodiiller olarak gérﬁlﬁr.42



Opsomyoklonus sendromu (OMS); noéroblastomlu ¢ocuklarin yiizde 1-3’iinde
ortaya cikan paraneoplastik bir sendromdur. OMA’l1 ¢ocuklarin neredeyse yiizde
50’sinde altta yatan bir noroblastom vardir. Bozuklugun otoimmiin bir patogenez oldugu
ve tiimore karsi gelisen antikorlarin serebellar ve noral hiicrelerle ¢apraz reaksiyon
gosterdigi bilinmektedir.”® Bu hastalarda prognoz daha iyi gitmektedir. Tiimoriin
gerileyip kaybolmast ile tiim semptomlar kaybolabilecegi gibi % 70 olguda algilama ve
motor gelismede gecikme, dil sorunlari, davranigsal bozukluklar gibi uzun siireli
norolojik sekeller olabilir. Tedavide kortikosteroidler ve intravendz immiinglobulin
kullanilmaktadir. OMS tanis1 koyulan hastalarin hepsine metaiyodobenzilguanidin
(MIBG) sintigrafisi ¢ekilmeli, bilgisayarli tomografi (BT) ile tiim viicut tarama
yapilmalidir. Genellikle matiir timoére eslik edebilen VIP salinmmi sulu ishal,

hipokalemi, dehidratasyona neden olabilir.***?

2.1.7. Tam

Uluslararas1 noroblastom evreleme sistemi (INSS) kriterlerine gore tlimoriin 151k
mikroskobunda degerlendirilmesi tan1 koymak i¢in temel yontem olup, idrarda artmis
katekolamin diizeyi, sintigrafik ve radyolojik bulgular da taninin kesinlestirilmesine
yardimei olmaktadir.2*3

Uluslararasi néroblastom evreleme sistemi néroblastom tani kriterleri:

- Timor dokusundan histopatolojik inceleme ile kesin ndroblastom tanisinin
konmast

- Kemik iligi (KI) aspirasyonu veya biyopsisinde noroblastom tiimér hiicrelerinin
gosterilmesi ile birlikte idrar ve/veya kan katekolamin diizeylerinde artis.

Tan1 igin doku 6rnegi alinirken molekiiler/sitogenetik incelemeler igin de yeterli
ornek alinmalidir. Tani i¢in alinan doku Orneginden risk gruplarmin belirlenmesine
yonelik, histopatolojik degerlendirme ve sitogenetik incelemeler (MYCN, 1p delesyonu,
piloidi) yapilmalidir. ‘Children’s Oncology Group’ (COG) 6nerilerine gore, 6zellikle iki
yas alt1 cocuklarda genetik incelemeler risk grubunu belirleme ve buna yonelik tedaviyi

diizenlemek ag¢isindan ¢ok 6nemlidir.



2.1.8. Tiimor Belirtecleri

Noroblastom tanisinda, tedavisinin izleminde ve hastaligin rélaps veya
rekiirrensinin degerlendirmesinde 6zel tiimor belirleyicileri kullanilabilen az sayidaki
cocukluk ¢ag1 kanserinden biridir. En 6zgiil ve duyarli olan belirleyiciler vanil mandelik
asit (VMA) ve homovanilik asittir (HVA). Vanil mandilik asit epinefrin, norepinefrin,
HVA ise dopamin metabolizmasindaki son iiriindiir. Olgiim icin 24 saatlik idrar
toplanmas1 yerine spot idrara bakilmasi tercih edilir.*** fdrar VMA diizeylerinin
Ol¢iilmesi hastaligin tanisinda ve tedavinin izlenmesinde yardimci olur fakat relaps olan
hastada duyarlihig: diisiiktiir.*

Noron spesifik enolaz (NSE); noroblastom hiicreleri tarafindan salgilanan ve
yiiksek serum degerleri Ewing sarkomu, feokromasitoma, kiiciik hiicreli akciger kanseri
gibi timorlerde de iligkili oldugu bildirilmistir. Serum NSE diizeyi hastaligin yayilimi
ile orantilidir, yiiksek NSE diizeyi olan hastalarin yarisina yakinnda metastatik hastalik
bulunmaktadir,***4*°

Ferritin; noroblastlar tarafindan {retilir ve salgilanirlar ve yiiksek degerleri
ozellikle evre 4 hastalikta bulunur, kétii klinik gidis ile iliskilidir. Izlem sirasinda kan
transfiizyonlar1 nedeniyle serum diizeyi etkilenebileceginden yiiksek riskli hastaligin
belirleyicisi olarak kullanilabilecegi fakat tani veya izlem i¢in kullanilmamasi gerektigi
bildirilmigtir."****

Laktat dehidrogenaz (LDH) 6zgilliigii diisiik bir timor belirleyicidir. Hizli hiicre
dongiisii ve fazla tiimor yilikiinii gdsterir. Biiyiik tiimorlerde ve ytiksek riskli hastalikta
yiikselir. Molekiiler belirleyicilerin yoklugunda evre ve yas ile birlikte prognoz
belirleyici olarak kullanilabilir,**4°!

Kromogranin A ve ndropeptid Y diger tiimor belirleyicileridir. Kromogranin A
katekolaminler ile beraber depolanir ve salgilanir. Yiiksek serum diizeyleri evre, yas ve
prognoz ile oranlidir. Noropeptid Y noroblastom ve feokromasitomada yiiksek evre ve

diisiik farkhilagma diizeyi ile oranli olarak salgilanir.**

2.1.9. Radyolojik Tan1 Yontemleri

Noroblastomun tani ve evrelemesinde gorlintileme yontemleri ¢ok Onem
tagimaktadir ve dogru bir sira ile yapilmasi gerekmektedir. Radyografi, akciger grafisi

ve kemik grafilerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Ultrasonografi, primer



bolgenin  degerlendirilmesinde ve lezyonun  biyiikligiiniin  belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. Ayrica, karacigerdeki metastazlariin degerlendirilmesi ve fontanel
acitksa intrakranial patolojilerin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir.  Siit
cocuklarnin ve epidural uzanimi olmayan diisiik riskli pelvik veya abdominal
timorlerin izlemi sedasyon ve kontrast madde gerekmemesi nedeniyle yalnizca US ile
yapilabilir. Radyolojik tetkikler hastaligin baslangicinda cekilmeli, tiimdral yayilim
mevcutsa bu lezyonlarin takibi yapilmalidir. Manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve
BT tiimoriin ti¢ boyutlu gosterilmesini saglamaktadir. Kranial MRG; evre 4 hastalarda
intrakraniyal veya orbital tutulumu gostermek icin c¢ekili. Primer bolgenin

degerlendirilmesi, 6zellikle paravertebral kitlelerde spinal MRG gerekmektedir.’**®

2.1.10. Sintigrafik Tam Yontemleri

Sintigrafik calismalarin, néroblastomun evrelenmesinde ve hastalarin izleminde
onemli bir yeri bulunmaktadir. Yeni tani1 alan hastalarin kortikal kemik tutulumu varsa
99mTc-dimerkaptofosfonat (MDP) ile kemik sintigrafisi ile gosterilmektedir fakat
bilinmelidir ki normal biiyiime plaklarinda ve travma sonrasi zedelenmelerde de
tutulum olabilir.>**®

Metil-iyodobenzilguanidin (MIBG) bir guanetidin analogu olup yapisal olarak
norepinefrine benzemektedir. Bu benzerlik sebebiyle noroadrenerjik hiicrelerdeki
norosekretuar graniillerde tutulmaktadir. Bu sebeple noérosekretuar graniil bulunduran
tiim noral krista kaynakli tiimorlerde MIBG tutulumu gozlenir. Goriintiilemede {istiin
Ozellikleri ve radyasyon dozunun diisiik olmasi ve katekolamin onciillerinin analogu
olmas1 nedeniyle 13 veya 23] jle isaretlenerek yeni veya tekrarlayan hastaligin
tanimlanmasinda duyarli ve 6zgiil bir yontem olarak kullanilir.. Metabolik olarak aktif
ganglionéromlarin MIBG tuttuklar1 da bildirilmistir, MIBG tutmayan tiimérlerde yanlis
negatif sonuglar alinabilir.”® Kemik, kemik iligi ve lenf nodlaridaki tutulumu % 90-95
oraninda gé’)sterir.‘r’7 Tan1 aninda kemik iligi aspirasyonu veya radyolojik yontemler ile
saptanamamis metastazlar1 gosterebildigi gibi evrelemeye yardimci olmaktadir. Ayrica
tedaviye cevabin ve yasam beklentisinin degerlendirilmesinde de kullanilir. MIBG tutan
alanlarin sayist ve yaygmligina dayanarak bir skorlama sistemi yapilmaktadir. Bu
skorlama sistemi ile indiiksiyon kemoterapisine iyi veya kotii cevabi; ayni zamanda

indiiksiyon sonrasinda MIBG tutulumunun devam etmesinin yasam beklentisinin



kisahg ile iliskilendirilmistir,>*>>°%%

Pozitron emisyon tomografisi (PET) ile 18-floro deoksiglukoz (FDG) kullanilarak
yumusak doku ve iskelette mevcut hastaligin tanisina yonelik  bulgular
saptanabilmektedir ve de BT ile birlikte kullanildiginda kiigiik lezyonlar1 tanimlamada
ve l¢-boyutlu goriintiide MIBG’den daha iyi oldugu gosterilmistir. FDG tutma
miktarlar1 diger goriintiileme yontemleri ile kemoterapi sonrasinda yanitsiz olan
kitlelerde tiimdriin canli olup olmadigini gosterebilir. Calismalar az sayida ve smirh
olmakla beraber MIBG dahil diger goriintiileme yontemleri ile tanimlanan hastalik

yayginligt FDG PET ile de ayn1 sekilde tanlmlanmls‘ur.55'58'61

2.1.11. Patolojik Inceleme

Istk mikroskobu altinda, kiigiik, yuvarlak, mavi hiicreleri olarak goriiniirler.
Morfolojik olarak, Ewing sarkomu, non-Hodgkin lenfoma, rabdomyosarkom ve primitif
noroektodermal timor (PNET ler) ve yumusak doku igeren diger kii¢iik yuvarlak mavi
hiicreli timérlerinkine benzer.®? Morfolojik benzerlikleri nedeniyle, bu tiimorlerin 151k
mikroskobik bulgular altinda ayirt edilmesi zordur. Farklilasmaya yardimer olmak i¢in
elektron mikroskopisi veya dokuya 6zgii monoklonal antikor panelleri kullanilabilir.
Noroblastomlar tipik olarak noral dokuyu (6r. Norona 6zgii enolaz (NSE), sinaptofizin,
kromogranin ve S100) ayiran antikorlarla reaksiyona girer. NSE diger tiimdorlerde (6rn.
rabdomiyosarkom) odak olarak pozitif olabilirken, boyama paterni karakteristik olarak
dagmiktir, noroblastomlar ise giiclii bir sekilde pozitiftir. Noroblastomda histolojik
bulgular prognoz agisindan Onemlidir. Shimeda ve arkadaslarinin olusturdugu
prognostik  smiflamada hasta yasi, schwannian stromanin varligi-yoklugu,
diferansiasyon derecesi ve mitoz-karyoreksiz indeksi (MKI) ile histopatoloji favorable-
iyi veya unfavorable-kotii olarak belirlenmistir. 1999°dan beri Shimada sistemi baz
almarak olusturulan uluslararasi néroblastom patolojik siniflamasi kullamlmaktadir.®*®

Timor hiicrelerinin matiirasyonu ve farklilagsmasini gosteren 3 histopatolojik tipi
vardir.

-Noroblastom: Eosinofilik noropil cevresindeki ndoroblastlar Homer-Wright
pseudorozetlerini olusturur homojen, kiiciikk ve yuvarlak hiicrelerin arasinda néropil
tipik olarak bulunmaktadir. Noroblastom bu tiimoér ailesinin en farklilagsmamig-goriineni

ve agresifidir. Farklilagsmis, az farklilasmis ve farklilasmamis olarak 3 farkli alt gruba
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ayrilir.

- Ganglionoroblastom: Heterojen ozellikte bir tiimordiir hem néroblastomun hem
ganglionéronun Ozelliklerini tasimaktadir. Tumor diffuz yada fokal olabilir, fokal
ganglionoroblastom genelde daha agresif seyretmektedir ve noroblastik komponenti ise
MYCN amplifikasyonu ile beraber bulunabilmektedir. Nodiiler, intermiks ve nodiiler
atipik olarak 3 alt gruba ayrilir.

- Ganglionérom: Tamamen diferansiye benign tiimordiir. Schwannian hiicre
agirlikli olarak olgunlasan veya tamamen olgun ganglion hiicreleri ile c¢evrili
Schwannian hiicrelerinden olusur tiimoérii olusturur ve daha ¢ok biiyiikk ¢ocuklarda

goriilmektedir. Matiirlesmekte olan ve matiir olmak iizere 2 alt gruba ayrilir.%

2.1.12. Tamida Cerrahinin Yeri

Cerrahi, hastaligin evresini belirlemeye yardimci olmak, genetik calismalar ve
histopatolojik tani igin yeterli miktarda tiimor dokusu elde etmek agisindan 6nemlidir.
Eger miimkiinse tiimoriin tamamini ¢ikartmak gerekmektedir. Evre 4S hastalik
haricinde, tiimoriin en az % 90’1 giivenle ¢ikartilmali, uygunsa tanida tiiméor eksizyonu
yapilmali ancak tanida metastatik hastalik varliginda veya goriintiileme yontemleri ile
timor ¢ikarilamayacak gibi goriiniiyor ise primer tiimorden veya metastazlardan biyopsi
almak vyeterli olabilir. Cerrahi islem sonrasinda rezidiiel timoér mevcutsa kemoterapi
verilip izlenmeli ve kemoterapinin ardindan kalan rezidiiel tiimor ikincil cerrahi

operasyon ile eksize edilmelidir.®

2.1.13. Evreleme

Hastaligin viicuttaki yayilimi uygun tedavinin sec¢imi i¢in ¢ok Onemlidir.
Noroblastomun evrelendirilmesinde tiimdriin biiytikligl, lenf bezlerinde tutulum olup
olmamasi1 ve tiimoriin metastaz yapip yapmadigr dikkate alinirken tiimoriin cerrahi
olarak c¢ikarilabilirligi de 6nemlidir. Bu sebeple dogru evreleme ancak cerrahi girisim
sonrasi yapilabilir.

- Evre 1’de, lokalize bir timdr mevcuttur ve cerrahi operasyonla ¢ikarilir
mikroskobik timor rezidii kalmis olabilir. Tiimore yakin lenf nodlar1 tutulmus olsada
ayni taraf lenf nodlar1 tutulmamistir

- Evre 2A’da, tamamen c¢ikarilamamis timor (orta hatti gegmemis) tiimoriin
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cevresindeki lenf bezlerinde tutulum yok. Evre 2B’de, tamamen ¢ikarilmis veya
cikartlamamis tiimor (orta hatti gegmemis) tiimoriin komsulugundaki lenf bezlerinde de
tutulum mevcuttur.

- Evre 3’de, orta hatt1 asmis tiimor bolgesel lenf nodu tutulumu olabilir, unilateral
timor kontralateral lenf nodu tutulumu ya da orta hat tiimorii bilateral lenf nodu
tutulumu olabilir.

- Evre 4’de, uzak lenf nodu, kemik, kemik iligi, karaciger veya diger organlar
iceren yaygin hastaliklar olarak kabul edilir.

- Evre 4S, iyi prognoza sahip farkli bir gruptur. Bu grubu, 1 yasindan kiigiik evre 4
gibi seyreden hastalardan ayirmak onemlidir. Bu ayirimi yaparken, timor dokusundan
yapilan genetik analizlerin Onemli bir yer bulunmaktadir. Evre 4S tiimorlerin
birgogunda DI hiperdiploiddir ve hastalarin en fazla % 10°’nunda MYCN amplifikasyon
bulunmaktadir. Evre 4°de ise DI daha sik olarak diploiddir ve MYCN amplifikasyonu
daha sik olarak bulunmaktadir (1/3 olguda). Ayrica, kemik iliginin tutulumu (>% 10)

evre 4 olarak kabul edilir.®’

2.1.14. Prognostik Faktorler

Hastaligin evresi: Noroblastomun bilinen en énemli prognostik faktorlerinden bir
tanesidir. Hastalarin yaklasik dortte birinde timor sinirli ve diisiik evre olup prognozu
iyidir. Fakat % 60 hastada hastalik tan1 aninda yaygindir ve bu grupta gelistirilmis
yogun tedavilere ragmen prognoz oldukga kétiidiir.®®

Tan1 anindaki yas: Yasam hizin1 dogrudan etkileyen bagimsiz bir faktordiir. Tan1
aninda bir yasin altinda olan hastalarin prognozunun, biiyiik yastaki hastalara gére daha
1yi prognoza sahip olduklari bilinir. NB i¢in yas sinir1 18 ay olarak belirlenmistir, ¢linkii
yapilan c¢aligmlarda evre 4, MYCN negatif hastalarda; 12 aydan kiiciikler ile 12-18 ay
arasindakilerin sonuglar1 benzer bulunmustur. Addlesan yas grubunda tani alan
hastalarda prognozun kotii oldugu bilinmektedir.®*"® Tablo 1 ve tablo 2°de prognostik

faktorler verilmistir.

12



Tablo 1. Baz1 prognostik faktorler*

Prognostik faktor
Klinik faktorler

evre 1,2,4S 3,4
yas* <1 >1
Tiimor belirleyiciler
ferritin Disuk Kota
LDH Diisiik Koti
NSE Diisiik Kot
histoloji iyi histoloji Koti histoloji

Biyolojik faktorler

MYC-N onkogeni
DNA indeksi

1p kromozomu
17q kromozomu
TRK-A ekpresyonu
TRK-C ekpresyonu
TRK-B ekpresyonu
CD44 ekpresyonu
MRP ekpresyonu
Vaskiilarite

Normal kopya sayisi
Hiperdiploid
Normal

Normal

Yiksek

Yiksek

Yuksek
Distk
Disuk

Artmis kopya sayisl
Diploid

Delesyon

Fazla

Dusuk

Dusuk

Yiksek

Distik

Yiksek

Yiksek

*bazi yayinlarda 18 ay olarak kabul edilmekte

Tablo 2. Shimada sistemine gore prognostik simiflama "

Shimada

Diferensiasyon

Mitoz karyoreksis

prognostik sinifi

indeksi

Koti <18 ay Andiferansiye Herhangi
lyi <18 ay Az diferansiye Dusik( <%2) veya
veya Diferansiye orta (%2-4)
Kotu <18 ay Herhangi Yiksek (>%4)
Koti 18 ay-5yas Andiferansiye Herhangi
veya Az
diferansiye
lyi 18 ay-5yas Diferansiye Diisiik (<%2)
Kotii 18 ay-5yas Diferansiye Orta (%2-4) veya
Yiksek (>%4)
Kotu >5 yas Herhangi Herhangi
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Tiimér histopatolojisi: Iyi veya kétii prognostik gruplar Schwann stroma miktari,
hiicresel farklilasma ve mitoz-karyoreksis indeksine gore tanimlanir ve bu 6zellikler
malign alt grubun davranigimi belirler. Tiimorler baskin noroblastik komponentin tipi,
farklilasma derecesi ve mitoz karyoreksis indeksini (MKI) belirleyen mitotik ve
karyorektik hiicre orani esas alinarak gruplanir. Noroblastom ve gangliondroblastom
kotii, gangliondrom ise iyi histolojili grupta yer alir. Mikroskop sahasinda sayilan hiicre
oranma gore MKI % 2’nin altinda ise diisiik, % 4°ten fazla ise yiiksek, % 2-4 ise orta
riskli grupta degerlendirilir. K6tii histolojili tiimorlerin daha agresif seyrettigi ve MYCN
onkogen kopya sayisinin bu timérlerle siklikla birlikte bulundugu bildirilmistir.?**

MYCN onkogen sayisi: Noroblastomda klinik gidis ile yakin iliskili oldugu
ispatlanmis en Onemli genetik degisikliklerden biri artmis MYCN onkogen kopya
sayisidir. Hastalarin risk grubunun belirlenmesinde, tedaviye yanit, genel yasam
hizlarimin tahmininde hastanin yasindan ve evresinden bagimsiz olarak gosterilen
onemli bir gostergedir. Timoriinde artmis MYCN onkogen kopya sayisi gosterilen
hastalarda baslangigta yaygin hastalik, hizli hastalik progresyonu, tedaviye yanitsizlik
ve Olim oram yliksektir. Kopya sayist 10’un iizerinde olan hastalarda prognoz
kotiidiir.**?°

Tiimdr dokusunun DNA igerigi: Hiperdiploidi siklikla 1 yas alti tiimdrlerde
goriiliir, yasam hizlar1 oldukga iyidir. Bu yas grubundaki diploid tiimorlerde ise erken
tedavi basarisizligi stk goriiliir. Diploidi ile artmis MYCN kopya sayist siklikla
birliktedir, ancak aksi raporlar da vardr 2%

Serum tiimor belirleyicileri: LDH yiiksekligi (>1500 U/L), NSE degerinin 100
ng/mL iizerinde olmasi, ferritin yiiksekligi (>150 ng/mL), VMA/HVA oraninin >1
olmas1 NBL i¢in kotii prognostik ozelliklerdir. 13.14

Kromozom anormallikleri: En sik goriilen genetik anomali 17. kromozom uzun
kolunda trizomidir. Tiim kromozomun trizomisi diisiik evreli tiimorlerle birlikte
gortliirken, parsiyel trizomi yliksek evreli timorlerle ve kotii gidis ile iligkilidir. Trizomi
17 siklikla dengeli olmayan 1:17 translokasyon seklinde goriiliir ve 1p distal kisminda
delesyon ile birliktedir. Allelik 1p kaybi yiiksek riskli ndroblastom ozellikleri ile
birliktedir. Tek basina 11q kaybi1 kotii yasam hizi ile baglantili degilken, normal MYCN

kopya sayisina sahip tiimorlerde daha diisik yasam hizi ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir. Norotropinler ve Norotropin Reseptorleri: Norotrofin sinyali, normal
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ndron gelisiminde rol oynadig1 ve Sempatik sinir sistemi hiicrelerinin NBL hiicrelerine
doniismesinde etkili oldugu disiiniilmektedir. Norotrofin reseptorlerinin (Trk-A, Trk-B
ve Trk-C) ve onlarmn ligandlarinin (NGF, BDNF ve NT-3) NBL gelisimi iizerine etkisi
arastiritlmistir. Trk-A ekspresyonunun, hiicrelerin farklilasmasi ve apopitoziste rol
oynadigr bilinmektedir. Trk-A/NGF yolagi noroblastlarin ganglion hiicresine
farklilagmasina veya Evre 4S tiimorlerde goriilen apopitozis yoluyla tiimoriin spontan
regresyonuna aracilik eder. Trk-A yiiksek aktivasyonu iyi klinik 6zellikler (kii¢iik yas,
diisiik evre), MYCN amplifikasyonunun bulunmamas: ile iligkilidir ve iyi prognozu
gosterir. Trk-B ise proliferatif, migratuar 6zelliklere sahiptir, ila¢ direncini arttirir ve
MYCN pozitif olan hastalarda daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir, kotii prognozu
gosterir. Trk-C ise TrkA reseptorii ile benzer 6zellikler gosterir. TRK-C daha ¢ok iyi

prognoza sahip tiimorlerde gésterilmistir.32'33

2.1.15. Tedavi

Noroblastom tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi cesitli tedavi
yontemleri yer almaktadir. Yukarida sayilanlarin  yanisira diger terapiler de
uygulanabilir. Bu segenekler sunlardir: Radyoaktif madde ile isaretlenmis
metiliyotbenzilguanidin (MIBG terapisi), bir yiiksek dozajli kemoterapi (megaterapi de
denir) ve bunu takiben otolog kok hiicre nakli ve retinoik asit de kullanilabilir. Klinik
tablo ¢ok ¢esitli oldugu icin tedavi yontemleride ayni sekilde cesitlilik géstermektedir
bu nedenle néroblastomun tedavi se¢imi klinik ve biyolojik bulgular ile olusturulan risk

gruplarina gore yapilmaktadir. Tablo 3’te néroblastomda risk siniflamasi verilmistir.
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Tablo 3. Cocuk onkoloji grubunun (COG) kabul ettigi ve TPOG NB 2009 protokoliinde kullanilan
noroblastom risk simflamasi”*

INSS Evre Yas (yil) MYCN Shimada 1p veya 11qveya
Amplifikasyonu Histolojisi 17q aberasyonu

Diisuik Risk

1 0-21 Herhangi Herhangi Herhangi

2A-2B <18 ay Herhangi Herhangi Herhangi

2A-2B >18 ay (-) Herhangi (-)

4s <12 ay (-) iyi ()

Orta Risk

iyi histoloji

2A-2B >18 ay (-) herhangi (+)

3 herhangi (-) iyi (-)

4 <18 ay (-) iyi (-)

4S <12 ay (-) iyi herhangi

Koti histoloji

4 <1 (-) kot >1

3-4 >1 (-) kot herhangi

3

4s <1 (-) iyi 1

Yiiksek risk

2A-2B 218 ay (+) herhangi herhangi

3 0-21 (+) herhangi herhangi

3 >18 ay (-) kot herhangi

4 >18 ay herhangi herhangi herhangi

4 <18 ay (+) herhangi herhangi

4S <12 ay (+) herhangi herhangi

2.1.15.1. Diisiik Riskli Hasta Grubunda Tedavi

Evre 1, Evre2A-2B ve 4S noroblastomlarin biiylik kismi diisiik risk grubu kabul
edilmektedir. Tim Evre 1 hastalarda tiimoriin cerrahi rezeksiyonu yeterlidir ancak
rezeksiyon tam yapilamadiysa bile iyi biyolojik oOzelliklere sahip olanlarda KT
baslanmamasin1 Onerenler var hastalik niiks olursa KT ile tedavi edilir. Totala yakin
eksizyon ile genel yasam tiim yaslarda > % 90 bulunmustur. Evre 2A ve 2B de hasta 1
yasindan kiiciikse ve iyi biyolojik ozelliklere sahipse yalnizca totale yakin cerrahi tedavi
yeterliyken; % 50°ten daha azi ¢ikarilabilen Evre 2 tiimorlerde ise kisa siireli ve hafif
yogunlukta kemoterapiden sonra ikincil cerrahi operasyon onerilmektedir.’*”® Evre 4S
olup hiperdiploidili, iyi histolojiliye sahip ve MYCN amplifikasyonu bulunmayan
hastalarda genel yasam % 85’tir. Her Evre 4S disiiniilen hastada tanisal biyopsi
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yapilmalidir. Tan1 koymak amaci ile yapilan biyopsi ve genetik incelemeler sonucunda
diisiik risk grubuna giren 6zellikle 6 aymn altindaki hastalar spontan regresyon agisindan
yakin takip edilir. Masif hepatomegali sebebiyle basi bulgulari olan veya agir solunum
sikintis1 olan hastalara KT ve RT verilir. Kotii biyolojik 6zelliklere sahip Evre 4S
hastalar orta veya yiiksek risk grubuna dahil edilir ve buna uygun tedavi verilir.”*" Tiirk
Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) Noroblastom 2009 ¢alismasinda hastalarin % 31’i
diisiik risk grubunda olup 5 yillik olaysiz sagkalim % 90, genel sagkalim % 98

bulunmustur. &

2.1.15.2. Orta Riskli Grubunda Tedavi

Heterojen Ozellikleri nedeniyle orta risk grubu, histopatolojilerine gore 2 alt gruba
ayrilir ve tedavileri buna gore planlanmaktadir. Metastatik hastaligi olan (INSS Evre 4)
infantlar ve MYCN amplifikasyonu olmayan, iyi biyolojik 6zelliklere sahip tiim Evre 3
hastalar ve Evre 4S, MYCN amplifikasyonu olmayan, kotii histolojili olan ve/veya
DI=1 olan hastalar da bu gruba dahil olurlar. Tanida tiimériin % 90 eksizyonu
yapilamayacak hastalarda sadece biyopsi yapilir, histopatolojik ve biyolojik
ozelliklerine gore siklofosfamid, karboplatin, etoposid ve doksorubisin igeren KT

protokolleri 4-8 kiir verilir.”*"

Kemoterapi sonrasi kiiciilen timore gecikmis cerrahi
uygulanir. Radyoterapi ise kemoterapinin ardindan uygulanan cerrahi sonrasinda
patoloji raporunda canli tiimor bulunmasi yada tan1 aninda MIBG (+) hastalarda
kemoterapi sonrasida MIBG tutulumunun devam etmesi durumunda verilebilir.
Heterojen bir grup oldugundan farkli sag kalim oranlar1 bildirilmistir. Tiirk Pediatrik
Onkoloji Grubu (TPOG) Noéroblastom 2009 ¢alismasinda hastalarin % 22’si orta risk
grubundadur. Iyi histolojili grupta 5 yillik olaysiz sagkalim % 93, genel sagkalim % 100;

kétii histolojili grupta ise sirastyla % 76 ve % 90 olarak bulunmustur.”*

2.1.15.3. Yiksek Riskli Hasta Grubunda Tedavi

Yiiksek risk grubunda; Evre 2a-2b, 1 yasindan biiyiik olan, MYCN (+) ve kotii
histolojiye sahip hastalar; Evre 3, 1 yasindan biiyiik olan, kétii histolojiye sahip hastalar;
Evre 4, 1 yasindan biiyiik tiim hastalar ve Evre 3, 4 veya 4S, MYCN (+) biitiin hastalar
yer almaktadir. Yogun KT rejimleri ile tam ve kismi remisyon oranlari artmistir, ancak

genel yasam oran1 % 40’in altindadir. Bu gruptaki hastalarin tedavisi indiiksiyon,
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konsolidasyon ve idame olmak iizere 3 boliimden olusur.

Indiiksiyon kemoterapisi; Amag primer tiimor ve metastazlarinda maksimum
kiiglilme saglanarak tiimor yiikiinden azaltmaktir. Farkli tedavi protokolleri mevcuttur
en sik kullanilan ilaglar; siklofosfamid, karboplatin, etoposid, vinkristin, doksorubisin
ve topotekandir. Tedavi yaklasik 6 ay siirmektedir. Tedavi sonunda yanit ile uzun dénem
sag kalim arasinda iliski bulunmaktadir. Kemik veya KI metastazlarinin indiiksiyon
sonunda stabil kalmasi ise kotii prognozu gosterir. Yogun tedaviye ragmen hastalarin
%10’unda tedavi altinda progresyon gelisir.2

Konsolidasyon tedavisi; Konsolidasyon tedavisinin amaci miyeloablatif tedavi
ve ardindan otolog kok hiicre nakli (OKHN) yaparak hastaligi tamamen ortadan
kaldirmaktir. Miyeloablatif tedavi en sik kullanilan karboplatin, etoposid ve melfelandir.
Periferal kok hiicre transplantasyonu hematolojik diizelmenin daha hizli, malign hiicre
kontaminasyonu az olmasi ve morbiditenin daha diisiik olmas1 nedenleriyle kok hiicre
kaynagi olarak Onerilmekte, 3-4 kiir indiiksiyon tedavisinden sonra hiicrelerin
toplanmast ile in-vivo timor hiicreleri temizlenmektedir. Cerrahi ile patolojik canli
timor gosterilmis olgularda yada tan1 aninda MIBG ¢alisilmis ve pozitif bulunmus
hastalarda hastalarda miyeloablatif tedaviden 6nce ya da sonra primer timdor bolgesinde
aktif rezidiiel timor dokusu mevcut ise radyoterapi uygulanabilir. Diger solid
timorlerde de {stlinliigii olmayan allojenik transplantasyonun, néroblastomada da bir
Ustiinliigii gf)stelrilmemistir.2

Idame tedavisi; Yiiksek riskli néroblastom tanili hastalarin yaklasik yarist etkili
indiiksiyon ve konsolidasyon tedavilerine ragmen relaps yapar. Tedavinin bu
asamasinda ama¢ minimal rezidiiel timori ortadan kaldirmaktir. Bu amacgla 13-Cis
retinoik asit, anti-gangliosid (GD2) monoclonal antikorlar, graniilosit- makrofaj uyarici
faktor (GM-CSF) veya interlokin-2 (IL-2) sitokinleri kullanilabilir. Yapilan randomize
caligmalarda, yiiksek risk grubundaki minimal rezidiiel hastalik tedavisinde 13-cis

retinoik asit kullaniminin etkili bir yontem oldugu gés‘[erilmis‘[ir.78'81

2.1.16. Cerrahi Tedavi

Cerrahi girisim hem tan1 koymak, hemde tedavi yapmak icin kullanildigindan
noroblastom tedavisinde 6nemli rol oynar. Biitiin ¢ocukluk ¢agi tiiméorlerinde oldugu

gibi tiimoriin tamamen eksize edilmesi veya miimkiin olan en kii¢iik hale getirilmesi
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prognoz agisindan énemlidir. Tedavi verilmeden 6nce yapilan primer cerrahinin amact;
biyolojik incelemeler i¢in doku o6rnegi almak (biyopsi) ve tami koymak, tiimoriin
yayilimin1 (evreleme) belirlemek ve miimkiinse tiimoriin ¢ikarmaktir (eksizyon). Geg
primer veya ikincil bakis cerrahi ise; cerrah rezidi timori ¢ikarir ve de Onceden

verilmis olan tedaviye cevabin degerlendirilmesine katkida bulunur.”®

2.1.17. Radyoterapi

Diisitk risk grubundaki noroblastom hastalarinda radyoterapinin  roli
bulunmamaktadir. Orta risk grubundaki hastalarda ise COG (Childrens Oncology
Group) caligmalart radyoterapi kullanimi sinirli tutmaktadir ancak igiinciil cerrahi
sonrasinda canli tiimor hiicresi bulunan hastalarda primer tiimér bolgesine adjuvan
radyoterapi uygulamasia yapilmaktadir. Yiiksek risk hasta grubunda radyoterapinin
rolii orta risk grubuna gore daha fazladir. Ileri evre noroblastomda yogun sistemik
tedavinin yaninda primer tiimdre cerrahi yapilmasinin timoriin lokal kontrolinii
sagladigi ve sagkalimi arttirdigi bilinmektedir. Hastaligin sistemik tedavi sonrasinda
relaps olasiligi bulunmaktadir. Bu sebeple primer tiimor bolgesine ve uzak metastazlara
uygulanan radyoterapi sagkalim arttirabilir. Radyoterapi uzak metastazi olan hastalarda
semptomlarin, hizli bliyliyen bir tiimdriin olusturdugu basmin ve kemik ya da viseral

metastazlara iliskin agrinin azaltilmasinda kullanilabilmektedir.>®

2.1.18. MIBG Tedavisi

Radyoaktif isaretli MIBG (131I-MIBG) noroblastom i¢in olduk¢a duyarh ve 6zgiil
bir belirleyicidir. Tiimore 6zgiil radyoterapinin organ hasar1 olmaksizin yiiksek dozlarda
verilebilmesi nedeniyle 1980’lerden beri tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Tani
sirasinda MIBG pozitifligi olan hastalarda; 6 blok indiiksiyon kemoterapisinden sonra
yogun KT almis olan her hastaya rezidiiel tiimoériin MIBG tutup tutmamasi gz oniine
alinmadan MIBG tedavisi uygulanabilir. Tani sirasinda timéri MIBG tutmayan
hastalara; MIBG tedavisi uygulanmaz. Son calismalarda ileri evre tedaviye yanitsiz
néroblastomlu hastalarda genis araliklarla multipl **'I-MIBG infiizyonlar1 verilmesinin
tek inflizyona gore daha etkin oldugu ve yanit oraninin % 39’a ¢iktig1 bildirilmistir.
Baslangicta BI_MIBG tedavisine yanit veren, ancak diger tedavilerini alirken

progresyon gosteren hastalarin da ikinci MIBG infiizyonuna yanit verdigi bildirilmistir.
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Tedaviye yanitsiz hastalarda **!I-MIBG ile kombine olarak kemoterapi verilmesi de
denenmis ve etkili bulunmustur. Akut yan etkileri; kemik iligi toksitesi, ektravazasyon
halinde dermal nekroz, gogiis agrisi, ates, interstisyel, pndomoni, mukozit. Geg yan

etkileri; tiroid fonksiyonlarinda bozulma, sekonder kanserler.>

2.1.19. Yeni Tedavi Yaklasimlari

Farkl1 biyolojik 6zelliklere sahip tiimoriin molekiiler yapist anlasildikga yeni anti-
tiimor tedaviler bulunmaktadir. Klasik tedaviler ile basar1 saglanamayan relaps ya da
refrakter hastalarda apopitotik ajanlar, monoklonal antikorlar, MIBG tedavisi,
differansiye edici tedaviler ve anti-anjiojenik ajanlar gibi alternatif yeni tedaviler

denenebilir.

2.1.20. Tedavinin Ge¢ Yan Etkileri

Noroblastomlu hastalar tedavisi i¢in uygulanan cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapinin geg¢ yan etkilerine maruz kalirlar. Diisiik veya orta riskli hastalarda daha
cok kas ve iskelet sistemi sorunlari ile paraspinal hastalik veya cerrahinin neden oldugu
parestezi, parapleji ve norojenik mesane goriiliir. Yiiksek riskli hastalarda ise geg etkiler,
almig olduklart ¢oklu ve agir tedaviler nedeniyle daha agirdir. Platin bilesikleri
noroblastomda kemoterapi semalar1 i¢inde sik kullanilmaktadir ve sisplatine bagh

2 Ozellikle genc yastaki isitme kayb1 konusma ve

isitme kaybi gén’jlrnektedir.8
ogrenmede giigliik yaratir, hayat kalitesini olumsuz etkiler. Bag ve boyun bolgesine
verilen radyoterapi ve MIBG tedavisi; tiroid fonksiyon bozuklugu, yiiksek dozda
alkilleyici ajanlar ve radyoterapi; over ve testis fonksiyon bozukluklari, KIT &ncesi
hazirlik semalarinda verilebilen tiim viicut 1sinlama; biiylime geriligi gibi endokrin
sorunlara neden olur.®® Pulmoner, kardiyak, renal ve nérolojik problemler ortaya
cikabilecegi gibi ge¢ donemde ldsemi, tiroid tlimorleri, yumusak doku sarkomlar: ve

osteosarkom gibi ikincil timérler de bildirilmistir.*
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2.2. Telomeraz Enzimi
2.2.1. Telomer

Kromozomlarin uglarinda yer alan protein ve DNA igeren, tekrarlayan TTAGGG
tinitelerinden olusan bdlgelerdir. Kromozomlarin ug¢ bdlgesinin  biitlinliigiiniin
korunmasi, DNA replikasyonunun dogru bir bi¢imde yapilabilmesi ve interfaz
¢ekirdeginin li¢ boyutlu yapisinin kurulmasinda da 6nemli gorev aldigi bilinmektedir.®
Her hiicresel bolinmede DNA polimerazin kesintisiz zincirin 3’ucunu tamamini replike
edememesi sebebiyle, telomerik uglardan bir miktar DNA kaybedilmekte ve bu
kisalmanin da hiicresel yaslanmaya yol acgtig1r ileri sliriilmektedir. Hiicrenin
yaslanmadan 6liimsiizliige ulasabilmesi i¢in bu kontrol edici mekanizmanin atlatilmasi

gerekmektedir.®® Sekil 1°de telomerlerin kromozom iizerindeki yerleri gosterilmistir.

Sentromer

. .

Telomer bilgeleri

Sekil 1. Telomerlerin kromozomdaki yeri ®

2.2.2.Telomeraz

Kendi RNA alt birimini kalip olarak kullanarak sentezledigi hekzamerik tekrarlari
(TTAGGG), telomer uglarina ekleyen riboniikleoprotein yapisinda DNA polimerazdir.
Hiicrelerin smursizca c¢ogalma yetenegi kazanmasinda telomerazin yeniden
aktivasyonunun en 6nemli mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Telomerazin
yeniden aktivasyonu, bir¢ok insan malignitesinde agirlikli olarak bulunmustur, bu da
telomeraz aktivasyonunun malign tliimor biliylimesinde etkili bir rol oynadigim
diistindiirmektedir ancak normal somatik insan dokusunda agirlikli olarak telomeraz

aktivitesi bulunmamaktadir. Bu nedenle telomeraz enzimini hem kanser tanisinda hem
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de tedavisinde énemli hale gelmistir.®”®

2.2.3. Telomeraz Enzimleri ve Alt Birimleri

Greider ve Blackburn tarafindan 1985 yilinda ‘“tetrahymena thermophila”da,
tanimlanmigs  olan telomeraz enzimi, 550 kDa boyutunda hiicresel bir
riboniikleoproteindir.®” Telomeraz enzimi ters transkriptaz aktivitesine sahip Katalitik bir
alt birim (hTERT) ve bir RNA (hTR) alt iinitesinden olusur. Telomeraz aktivitesi i¢in
her iki alt birimin varli§1 zorunludur. Her ne kadar hTR yapisal olarak tiim dokularda
eksprese edilmis olsa da, hTERT ekspresyonu telomeraz pozitif doku ile smirh
goriinmektedir, bu da hTERT nin telomeraz aktivitesi i¢in sinirlayict faktor oldugunu

gésterir.89’90

2.2.4. Telomeraz Enzimi Ol¢iim Yontemleri

Kim ve arkadaslari (1994) hiicre ve dokulardaki telomeraz aktivitesinin
belirleyebilmek igin TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol Telomerik
Tekrarlarin Cogaltilmasi) yontemi gelistirmis ve 24 farkli kanser tiirlinde calisarak,
kanser ile telomeraz aktivasyonu arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir. Fakat bu
yontemde aktiviteyi saptamak zor ve giivenilir degildir bu nedenle sonuglar negatif veya
pozitif olarak degerlendirilmektedir. TRAP’da karsilagilan zorluklar1 asabilmek ve
uygulamay1 kolaylastirmak i¢cin TRAP-eze ve TRAP-eze-Elisa kitleri gelistirilmistir.91

Yajima ve arkadaglart hTER’in gosterilme diizeyini belirlemek i¢in RTPCR
yontemini gelistirmislerdir. Bu yontemde spesifik PCR iiriiniintin degerlendirilmesi igin
DNA polimerazin 5°— 3’ ekzoniikleaz aktivitesinden yararlamhr.92

Fletcher ve arkadaslar1 primerin par¢alanmamisg olan ¢ekirdegin igerisine
uzatilmasini saglayan bir sistem bulmuslardir. Insan T-16semik hiicrelerinden izotonik
olarak izole edilen ¢ekirdeklerdeki telomeraz aktivitesi ¢ok diisiik bir seviyededir.
Ancak dort kadar TTAGGG telomerik tekrar dizisini ekleyebilir. Telomeraz aktivitesinin
dogal ortaminda arastirilmasi, enzimin islevinin tam olarak aydinlatilmasina yardime1
olabilecegi gibi yeni bulunan telomeraz inhibitorlerinin degerlendirilmesinde de
kullanish bir sistem oldugu dﬁsﬁnﬁlmﬁ@tﬁr.%

Hirose ve arkadaslari TMA/HPA yontemini Onermislerdir. Bu yoOntemin

uygulamast kolay ve hizhidir; ayrica klinik orneklerden gelebilecek TRAP
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inhibitorlerinden ¢ok az etkilenmektedir. Bu yontem RNA’larla hibridize olmus ve
olmamis problarin farkli sekilde hidroliz olmalarina ve telomeraz tarafindan uzatilacak
primere promotor eklenmesi temeline dayanir.*

Eger TRAP yontemi kullanilacaksa PicoGreen ile “stretchPCR” ydnteminin
uygulanmasi, RT-PCR yontemi kullanilacaksa hTERT’in ifade edilme diizeyinin
saptanmasi tercih edilmektedir. Yapilan c¢aligmalar, hTERT ve telomeraz aktivitesi

arasinda giiclii bir iliski oldugunu gt')stermistir.91

2.2.5. Normal ve Kanser Hiicrelerindeki Telomeraz Aktivitesi

Cogalma yetenegi fazla olan germ hiicreleri, hematopoietik, epidermal, intestinal
hiicreler ile bazi kok hiicre topluluklar1 disindaki diger somatik hiicrelerde telomeraz
aktivasyonu yoktur ve ilerleyen yasla beraber mitotik replikasyona bagli olarak
telomerlerde gdzlenen kisalma, hiicresel yaslanmaya neden olmaktadir.”® insan
hiicrelerinde replikasyonu sinirlayan iki yolak vardir. Bunlardan birincisi telomer
bagimli (p53 bagiml), ikinci ise p1 6INK4A ve pRB tiimor supresorlerine bagl (kismen
tanimlanmis ve stres sinyalleri ile uyarilan) yolaklardir. Genelde bu yolaklar onkogenler
tarafindan uyarilarak yashillk sirasinda aktive olabilirmektedir. p53/p21 ve
p161INK4A/pRB genleri stres bagli olarak erken yaslilig: tetikleyebilir ve sonrasinda da
bozulmus telomer islevi yaslanmayi baslatabilir.®® Sekil 2°de yaslanma mekanizmasi

verilmistir.
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Yaslanmadan kagarak 6liimsiizliik kazanan tiimor hiicrelerinin, genetik durumunu
ve telomer uzunlugunu siirdiirebilmesi i¢in telomeraz aktivitesine ihtiyaglari
bulunmaktadir. Fakat telomeraz enzimi tek basina normal bir hiicreyi kanser hiicresine
doniistiiremez ancak hiicrelerin sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip olmasii saglar.
Boylece hiicreler 6liimsiiz hale gelerek ve telomer uzunluklarini koruyabilir. Retinadaki
pigment epitel hiicreleri, fibroblastlar ve umblikal korddaki endotel hiicreleri gibi
normal hiicrelere hTERT geninin aktarilmasiyla, bu hiicrelerin ¢ogalma kapasitelerini
arttigr fakat transformasyona ugramadigi, hiicre siklusundaki kontrol noktalarinin
calistigi, bu hiicrelerin yumusak agarda ve “nude” farede tiimor hiicresi
olusturamadiklar1 gdsterilmistir. Iyi huylu tiimérlerde telomeraz aktivitesi yoktur ve
telomerleri kisaldikga erken evrelerine geri donmektedirler. Agresif ilerleyen metastatik

tiimorlerde ise yiiksek telomeraz aktivitesi gésterilmistir.97

2.2.6. Telomeraz inhibitorleri

Telomeraz inhibisyonu; hTR veya hTERT ’nin transkripsiyonu engellenerek, hTR
veya hTERT mRNA’st pargalanarak, hTERT’nin sentezi ve sentez sonrasi
modifikasyonlar: engellenerek, enzimin aktif olan bolgesi inaktif hale getirilerek, hTR

ile h"TERT 'nin birlesmesi, olusan enzim kompleksinin ¢ekirdegin igine transfer edilmesi
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veya iriinii olan telomerlere baglanmasi 6nlenerek inhibisyon saglanabilir. Tablo 4’te
bugiine kadar iiretilen telomeraz inhibitérleri verilmistir.”

Telomeraz inhibitorlerinin kanser tedavisisindeki yeri;

Telomeraz inhibitérii  ilaglar telomerlere kars1i etkili ajanlar olarak
Onerilebilmektedir. Henliz spesifik inhibitdrleri bulunmamakla beraber kanser tedavisi
icin umut vericidir. Agresif kanser hiicrelerinin tekrar cogalmasini 6niine gegmek igin
diger tedavilerle beraber veya tedavilerden sonra kullanilabilmektedir. Tiimore spesifik
olan ilk tedavi seklidir fakat telomeraz aktivitesi gosteren hiicrelerde (hematopoetik
hiicreler, lireme hiicreleri, aktive T ve B lenfositler, proliferatif hiicreler) yan etkileri
goriilebilir. Tablo 4’te telomeraz inhibitorleri verilmistir.

Telomeraz inhibitorlerinin yikilmadan viicutta daha uzun siire kalabilecek sekilde
ve Ozellikle malign hiicreler tarafindan alinacak sekilde kapsiile edilmesi

hedeflenmektedir.***%

Tablo 4. Telomeraz inhibitorleri®®

TELOMERAZ iNHiBiTORLERI

1. Telomeraz katalitik alt birimini (HTERT) hedef alanlar

HTERT transkripsiyon inhibitorler

Revers transkriptaz inhibitorleri

"Hammerhead" ribozimler

2. Telomerazin RNA komponentini hedef alan inhibitorler

"Hammerhead" ribozimler
Peptid nlkleik asitler (PNA)
Antisense oligonikleotidler

2,5-oligoadenilat antisense oligonikletidler

2'-ucu modifiye edilmis RNA analoglari

N3' P5' fosforamidatlar, N3'—P5' tiyofosforamidat oligonikleotidler

3. Telomeraza yonelik immiin tedavi

4. Telomeraza yonelik gen tedavisi
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Telomeraza yonelik immiin tedavi

Evrensel bir tiimdr antijeni olarak son yillarda dikkat ¢ceken hTERT kaynakli
peptidlerin HLA-2 ile etkilesip islendigi bilinmektedir. Antijenik peptidler, makrofaj ve
dendritik hiicreler gibi otolog antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan islenip
endoplazmik retikuluma taginarak MHC sinif I 16kosit antijen HLA-2 ile birlesmektedir.
Ag-MHC kompleksleri sitotoksik T-lenfosit-lerinin (CTL) reseptorlerine baglanarak
koruyucu immiin yanit1 indiiklemektedir. Telomeraz enzimi i¢in uygulanan immiin
tedavinin avantaji, telomerik kisalma ve biiytimenin duraklatilmasi i¢in gecikme fazina
ihtiya¢ duymamasidir. Yapilan incelemelerde CTL’nin prostat, kolon, meme, akciger ve
melanoma tiimor hiicrelerini  6ldiirdiigii, ancak CD34 pozitif olan hematopoietik
hiicreler lizerinde etkili olmadigi saptanmistir ki bu da, hTERT ’nin kok hiicrelerde zayif
bir otoantijen olabilecegini gostermektedir. Ileri evre hastaliga sahip olan kisilerde etkili
olmasi beklenmemekle beraber, minimal rezidiiel hastalig1 olan veya kanser gelisimi
acisindan risk altinda olan kisilere koruma amaciyla immiin tedavi uygulanmasi
olasidir, %1%

Telomeraza yonelik gen tedavisi

Plazmidlerin direk tiimor igine enjeksiyonu veya telomeraz onciilleri igeren
adenoviral vektorler ile gen transferinin yapildigi “suicide” gen stratejileri umut
vermektedir. “Tumor-specific Replication competent ADdenoviral (nTERTP-TRAD)”
gen tedavisinde, adenoviral vektor ile hem normal hiicreyi hem de tiimor hiicresini
infekte etmekte, fakat sadece telomeraz aktivitesi olan hiicrelerde gogalabilmektedir.
Cogaldig1 hiicreyi pargalar ve gevreye yayilir. Birkag hafta boyunca aktivitesini korur ve
komsu hiicreleri bu siirecte infekte eder. hnTERTp-TRAD enjeksiyonlarinin tiimdriin
boyutunda kisa zamanda kiigiilme saglayacagi distniilmektedir ¢lnkii etkisinin
goriilmesi i¢in gecikme fazmna ihtiyag duyulmamaktadir. Sistemik hTERTp-TRAD
tedavisinden sonra, proliferasyon gosteren intestinal kriptler, spermatositler, bazal ve
suprabazal epidermal hiicrelerde yan etkilerin diger sitotoksik ilaglardan daha az
gorildigii, hematopoietik ve immun hiicreler ise adenoviriis ile kolay infekte

olmadiklari i¢in etkilenmeleri beklenmemektedir.*
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3. HASTALAR ve YONTEM

Bu ¢alismaya Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Pediatrik Onkoloji Bilim Dalinda 2011-2019 yillar1 arasinda takip ve
tedavi edilen ve hastanemizde biyopsi materyalleri bulunan 87 hasta dahil edildi.

Calismanin etik kurul onayr 01.06.2018 tarihinde alinmistir. Ayrica Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalindan hastalarin biyopsi materyalleri
elde edilmistir. TTU-2018-11287 numarali projemiz Cukurova Universitesi BAP
tarafindan desteklendi.

Calismaya alman hastalarin dosyalar1 geriye doniik olarak incelendi. Takip ve
tedavi edilen tiim olgularin dogum tarihi, basvuru tarihi, yasi, cinsiyeti, hastaligin
evresi, risk faktorti, myc-n amplifikasyonu, VMA diizeyi, tedavi alip almadigi, relaps
varligi, KiT yapilip yapilmadigi, son durumu, relaps, progresyon gosterip gdstermedigi

ve tarihleri dosyalardan ve otomasyon sisteminden bulunarak kayit edildi.

3.1. Telomeraz Enzimi Acisindan Orneklerin Degerlendirilmesi
3.1.1. Roche High Pure FFPET RNA Isolation Kit Deparafinizasyonu

En fazla 5 um biiyiikliigiinde kesitler 1.5 ml’lik ependorf tiipline alinarak 800 pl
Ksilen eklendi, ¢ok kisa siireli araliklarla vortekslenerek {izerine 400 ul Absolute Etanol
eklendi ve kisaca vortekslendi. 13.200 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve pellete zarar
vermeden siipernatant atildi ve tizerine 1 ml Absolute Etanol eklenerek vortekslendi.
13,200 rpm’de 2 dk santriflij edildi ve pellete zarar vermeden siipernatant atildu.
Absolute Etanol kalintisin1 almak igin spin down yapilip pipetle iyice ependorf
tipiindeki sivi alindi. Etanol kalintisindan kurtulmak ic¢in tiipiin agz1 kagit havluya
dokunduruldu. Pelleti kurutmak igin tiipiin kapagi acik olacak sekilde 55°C sicaklikta
10 dk bekletildi. Gerekli goriildiigiinde en fazla 20 dk bekletildi. RNA izolasyon

protokoliiniin 1.basamagina gegildi.

3.1.2. Roche High Pure FFPET RNA Isolation Kit Uygulama Basamaklar:

Deparafinizasyonu tamamlanan doku pargasi temiz bir 1,5ml. ependorf tiipiine

alindi.
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Uzerine 100 pl RNA Tissue Lysis Buffer, 16 ul %10 SDS ve 40 ul Proteinase K
eklendi.

Tissue Lysis Buffer =100 pl

%10 SDS =16 ul
Proteinase K =40
Toplam =156 pl

Karisim vortexlendi ve spin yapildi. 600 rpm’de calkalanarak 85°C sicaklikta 30
dk bekletildi. Siire sonunda tiip spin yapildi ve 55°C sicakliga diismesi beklendi. 80 pl
Proteinase K eklendi. Karisim vortexlenidi ve spin yapildi. 600 rpm’de calkalanarak
55°C sicaklikta 30 dk bekletildi. Bu asama sonunda lysate net sekilde goriilmeli,

partikiil varsa siire 10 dk daha uzatild:.
325 ul RNA Binding Buffer ve 325 ul Absolute Etanol eklendi.

Binding Buffer =325 ul
Absolute Ethanol =325 ul
Toplam =650 pl

Karisim vortekslendi ve High Pure Filtreli tiiplere alindi, altinada High Pure
Collection Tiip konuldu. Ardindan 8000 rpm’de 30 sn santrifiij edilerek collection tiip
degistirilir. Filtrenin kurumasi igin 8000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve 100 ul DNase
Working Solution eklendi. Oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

DNase Working Solution hazirlama:

Her bir 6rnek i¢in; 90 ul DNase Incubation Buffer + 10 ul DNase |

500 ul Wash Buffer 1 eklenerek 8000 rpm’de 20 sn santrifiij edilir ve collection
tiip bosaltildi. 500 pl Wash Buffer 2 eklenerek 8000 rpm’de 20 sn santrifiij edilir ve
collection tiip bosaltildi. 500 pl Wash Buffer 2 eklenerek 8000rpm’de 20 sn santrifiij
edilir ve collection tiip bosaltildi. Filtrenin kurumasi ig¢in 13200 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi. Ardindan High Pure Filtreli tiipiin altina temiz bir ependorf tiip konuldu. -25-50
ul aras1 Elution Buffer eklenir ve oda sicakliginda 1 dk beklendi. 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi ve total RNA eldesi gerceklestirildi.

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit

1. asamada 1 6rnek i¢in;

Random Hexamer Primer (Vial6) =2yl
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PCR Grade Water (Vial 7) =2l

Total RNA =9yl

Toplam =13 ul

Bu karisim Thermal Cycler 'da, 65°C’de 10 dk isleme alindi.
2. Asamada 1 6rnek i¢in ise;

Transcriptor High Fidelty Reverse Transcriptase Reaction Buffer (Vial2) =4 pul

Protector RNase Inhibitor (Vial3) =0,5 pl
dNTP  (Vial4) =2yl
TRT  (Viall) =0,5 ul
Toplam (Tiplere dagitilacak miktar) =7 ul

[k asamada elde edilen 13 pl Total Hacim iizerine 7l bu karisim konur.
TOPLAM (Her Tiip icerisindeki hacim ) =20ul
Thermal Cycler ’la

25°C’de 10 dk,

50°C’de 60 dk,

85°C’de 5 dk isleme alind1 ve cDNA’lar sentezlendi.

3.1.3. Real Time PCR Asamasi

Referans Gen + Target Gen Mix Hazirlama (REAL TIME READY)
Primer &Probe (Real Time Ready) =1 pl

Probe Master =10 ul

Grade water (D.S.) =4 ul

Total hacim = 15 pl Hazirlanan stoklar playtlere
dagitilir.

Her bir 6rnek i¢in yukaridaki protokole 5’er ul cDNA eklenerek, Cobas z 480
cihazinda ¢alisildi.

Real Time PCR Heat Protokol

Detection format: 3 color hydrolysis probe

LightCycler cihazindaki 1s1

Den:

95°C — 10 dk —1 cycler (none)
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Amp:

95°C — 10sn —45 cycler (none)

60°C — 30sn —45 cycler (none)(quantifiye)
72°C — 1sn  —45 cycler (single)

Cool:

40°C — 1 dk —1 cycler (none)

Bu c¢alismalarin sonunda telomeraz aktivitesi olan 6rnekler cihazda 1s1ma vererek

maximum dalga boylarina ulasan ornekler telomeraz aktivitesi var (30-40 cycles

arasinda), cihazda 1s1ma yapmayan dalga boyu olusturmayan goriintiiler ise telomeraz

aktivitesi yok olarak kayit edildi.

Fluorescence (533-580)

Fluorescence (465-510)

Roche Cobas z 480 real-time cihaz ile calisma yapilan 6rneklerin goriintiisii:

Amplification Curves

19,270
17,770
16,270
14,770
13,270
11,770
10270
8,77
7,27
5,770H
4,270
2,77
1,270
0,230
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6.461]
5,761
5,061
4,361
361
2,967
2,261
1,561
0,861

0161

—
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Cycles
Sekil 3. Referans geni (B-actin ) goriintiisii
Amplification Curves
5 1n 15 A 3 a0 E3 an 45

Cycles

Sekil 4. hTERT geninin goriintiisii
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3.2. istatistiksel Yontem

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket
programi kullanildi. Kategorik Ol¢limler sayr ve yiizde olarak, sayisal Olgiimlerse
ortalama ve standart sapma olarak 6zetlendi. Kategorik Ol¢limlerin gruplar arasinda
karsilastirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi. Hastalara ait 6zelliklerin ile sag
kalim ile iligkisini incelemede Kaplan-Meier analizi altinda Log-Rank testi yapildi. Tim
testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alindi. SPSS referansi: IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0 Armonk, NY: IBM
Corp.
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4. BULGULAR

Calismamiza 46 erkek (% 52,9), 41 kiz (% 47,1) olmak iizere toplam 87 hasta
alimmustir. Hastaligin en sik tan1 alma yas1 3,39 + 3,04 yil idi.

Calismamiza katilan 87 hastanin evre, risk grubu, myc-n amplifikasyonu ve VMA
diizeyi sistemden ve dosyadan bakilarak calismaya alindi. Hastalarimizin 32’si diisiik
evre (% 36,8), 55’1 yiiksek evreydi (% 63,2) yine bu hastalarin 34°t disiik risk
grubunda (% 39,1), 53’ yiiksek risk grubunda bulunmaktaydi (% 60,9). Calismaya
alinan hastalarimizin; 9’unda myc-n gen amplifikasyonu pozitif (% 10,3), 45’inde
negatif (% 51,7), 33’linde ise myc-n gen amplifikasyonu calisilamamistir (% 37,9),
ayrica 31 hastanin tan1 aninda idrarda VMA diizeyi yiiksek (% 35,6), 55’inde normal
(% 63,2) bulunmus olup, 1 hastada c¢alisiimamustir (% 1,1). Noroblastomlu hastalarin
klinik 6zellikleri Tablo 5’ te gosterilmistir.

Tablo 5. Noroblastom hastalarimin klinik ozellikleri

. Hasta
Klinik 6zellikler n (%)
Evre

Diisiik 32 (36.8)

Yiiksek 55 (63.2)
Risk grubu

Diisiik 34 (39.1)

Yiiksek 53 (60.9)
Myc-n

Var 9 (10.3)

Yok 45 (51.7)

Caligilamad1 33 (37.9)
VMA

Yiiksek 31 (35.6)

Normal 55 (63.2)

Caligilamadi 1(1.1)

VMA: Vanil mandelik asit

Hastalarimizin 20’si (% 23) tedaviye gerek goriilmeden opere edilerek ya da sik
izlem ile takip edildi, 60’1 (% 77) evre ve risk grubuna gore tedavi edilerek takip edildi.
20 hastamiza (% 23) radyoterapi verilirken, 67 hastamiz (% 77) radyoterapi almadan
takip edilmistir. 9 hastamiz (% 10,3) MIBG tedavisi almisken, 78 hastamiz (% 89,7)
MIBG tedavisi almamustir. 13 hastamiza (% 14,9) KIT yapilmistir, 62 hastamiza (%
71,3) KIT yapilmadan takip edilmistir ve 12 hastamz da (% 13,8) tedavilerine dis
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merkezlerde devam ettigi i¢in bilgilerine ulagilamamistir. Hastalarin tedavi ayrintilar

Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 6. Noroblastom hastalarinin tedavi ayrintilar

Hasta
n (%)
Tedavi
Aldi 67 (77)
Almadi 20 (23)
Radyoterapi
Aldi 20 (23)
Almadi 67 (77)
MIBG tedavisi
Aldi 9 (10.3)
Almadi 78 (89.7)
KIT
Yapild: 13 (14.9)
Yapilmad: 74 (85,1)

KIiT: Kemik iligi transplantasyonu
MIBG: Meta-iyodobenzilguanidin

Hastalarimizin 20°sinde (% 23) relaps gerc¢eklemis olup, 67’sinde (% 77) relaps
gerceklesmemistir. Calismaya aldigimiz 87 hastanin 62°si (% 71,3) yasamaktadir, 17°si
(% 19,5) ex olmustur ve 8 (% 9,2) hastanin verilerine ulasilamamustir. 49 hastada (%
56,3) progresyon veya relaps goriilmiistiir. Noroblastomlu hastalarin relaps ve son

durumlar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Noroblastomlu hastalarda relaps ve son durum

Hasta
n (%)
Relaps
Var 20 (23)
Yok 67 (77)
Son durum
Yastyor 62 (71.3)
Ex 17 (19.5)
Takipsiz 8(9.2)

Calismamiza alinan ndroblastom hastalarinin ortalama 29,6 aylik (0,66-93,8)
izlem siiresince 8 yila kadar genel sagkalim olasiligi % 91 bulunmustur. Sekil 5’te
gosterilmistir. Ayni sekilde biitiin néroblastom hastalarinin 29,6 aylik izlem siiresince 8

yila kadar olaysiz sagkalim olasilig1 ise % 66 bulunmustur. Sekil 6°da gosterilmistir.
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Sagkalim olasihigi
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Sekil 6. Noroblastomlu hastalarda olaysiz sagkalim olasihg:
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Calismamizda toplam 87 hasta mevcuttu ve bu hastalarin 23’tinde (% 26,4)
telomeraz aktivitesi vardi, 64’tiinde (% 73,6) telomeraz aktivitesi yoktu. Telomeraz
aktivitesinin cinsiyet ile iliskisi acisindan yapilan karsilastirmada kiz cinsiyette
telomeraz aktivisitesi olanlarin orami % 26,8 iken, telomeraz aktivitesi olmayanlarin
oran1 % 73,2, telomeraz aktivitesi olan erkeklerin oram1 % 26,1 iken telomeraz aktivitesi
olmayanlarin orant % 73,9 bulunmustur (p=0,1). Calismaya aldigimiz hastalarda
cinsiyet ile telomeraz aktivitesi arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir. 0-18 ay
arasinda olan hastalarda telomeraz aktivitesi olanlarin oran1 % 8,7 iken olmayanlarin
orani % 24,3 bulunmustur. 18 aydan biiyiik hastalarda ise telomeraz aktivitesi olanlarin
oran1 % 14,3 iken, olmayanlarin oram % 39,7 bulunmustur. Istatistiksel olarak arada
anlamli bir fark bulunamamustir (p=054). Telomeraz aktivitesinin cinsiyet ve yas

arasindaki iliski Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Telomeraz aktivitesinin cinsiyet ve yas iliskisi

Telomeraz aktivitesi Var n (%) Yok n (%) p degeri
Cinsiyet
Kiz 11 (26,8) 30 (73,2) 0,1
Erkek 12 (26,1) 34 (73,9)
Yas (%)
0-18 ay 7(8,7) 26 (24,3) 0.54
>18 ay 16 (14,3) 38 (39,7) ’

Telomeraz aktivitesi olan hastalarin 8 yila kadar yasam oran1 % 84 iken, telomeraz
aktivitesi olmayan hastalarin 8 yila kadar yagam oran1 % 93 bulunmustur ve yasam
stireleri karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik bulunmad: (p=0,112). Tablo 9’da ve
Sekil 7°de gosterilmistir.

Tablo 9. Telomeraz aktvitesinin yasam siiresi ile iliskisi

Hasta n (%) 0S % p degeri
Telomeraz aktivitesi
Var 23 (23,6) 84
Yok 64 (76,4) 93 0,112

OS: son durum
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Sekil 7. Telomeraz aktivitesinin yasam siiresi ile iliskisi
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Caligmaya alinan hastalarimizda telomeraz aktivitesi olanlarin 8 yila kadar olaysiz

yasam olasilig1 % 56 iken telomeraz aktivitesi olmayanlarin 8 yila kadar olaysiz yagam

olasiligi % 70 olarak bulundu aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu

(p=0,222). Tablo 10’da ve sekil 8’de gosterilmistir.

Tablo10. Telomeraz aktvitesinin olaysiz yasam siiresi ile iliskisi

Hasta n (%) EFS % p degeri
Telomeraz aktivitesi
Var 23 (23,6) 56
Yok 64 (76,4) 70 0,222

EFS: Olaysiz sagkalim
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Sekil 8. Olaysiz sagkalim olasihgi

Diisiik evreli hasta grubunda telomeraz aktivitesi olan hastalarin oran1 % 31,2 iken
telomeraz aktivitesi olmayan hastalarin oran1 % 68,8 olarak bulunmustur. Yiiksek evreli
hasta grubunda ise telomeraz aktivitesi olan hastalarin oran1 % 23,6 iken telomeraz
aktivitesi olmayan hastalarin oran1 % 76,4 olarak gelmistir (p=0,600). Istatiksel olarak
anlamli fark bulunmamaktaydi. Diisiik riskli gruptaki hastalarda telomeraz aktivitesi
olan hastalarin orant % 32,4 iken telomeraz aktivitesi olmayan hastalarin oran1 % 67,6
olarak bulunmustur. Yiiksek risk grubundaki hastalarda ise telomeraz aktivitesi olan
hastalarin oran1 % 22,6 iken telomeraz aktivitesi olmayan hastalarin oran1 % 77,4 olarak
bulunmustur (p=0,451). Risk grubu ile telomeraz aktivitesi arasinda anlamli bir fark
bulunamadi. Telomeraz aktivitesinin evre ve risk grubu ile iligkisi Tablo 11°de

gosterilmigtir.
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Tablol1l. Telomeraz aktivitesinin evre ve risk grubu ile iliskisi

Telomeraz aktivitesi Var n (%) Yok n (%) p degeri
Evre
Diisiik 10 (31,2) 22 (68,8) 0,600
Yiiksek 13 (23,6) 42 (76,4)
Risk
Diisiik 11 (32,4) 23 (67,6) 0.451
Yiiksek 12 (22,6) 41 (77,4) :

Myc-n amplifikasyonu pozitif olan hastalarin % 33,3’linde telomeraz aktivitesi
bulunurken, % 66,7’sinde telomeraz aktivitesi bulunmamaktadir. Myc-n aktivitesi
olmayan hastalarin % 26,7’sinde telomeraz aktivitesi bulunurken, % 73,3’linde
telomeraz  aktivitesi bulunmamaktayd:  (p=0,854). Istatiksel olarak myc-n
amplifikasyonu ile telomeraz aktivitesi arasinda anlamli fark yoktu. Relaps olan
hastalarin % 35’inde telomeraz aktivitesi mevcutken, % 65’inde telomeraz aktivitesi
yoktu. Relaps olmayan hastalarin % 16’sinda telomeraz aktivitesi varken, % 51’inde
telomeraz aktivitesi yoktu (p=0,484). Relaps ile telomeraz aktivitesi arasindaki iliski

istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Tablo 12°de gésterilmistir.

Tablo 12. Telomeraz aktivitesinin myc-n ve relaps ile iliskisi

Telomeraz aktivitesi Var n (%) Yok n (%) p degeri
Myc-n (%)
Var 3(33,3) 6 (66,7) 0,854
Yok 12 (26,7) 33(73,3)
Relaps (%)
Var 7 (35) 13 (65)
Yok 16 (23,9) 51 (76,1) 0,484
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5. TARTISMA

Noroblastom, c¢ocukluk doneminin sik goriilen ekstrakranyal timoridir. En
onemli klinik 6zeliklerinden birisi tiimoriin biyolojik davraniginin heterojen olmasidir.
Noroblastom koken aldigi embriyolojik yapi, farkli klinik bulgulari, degisik biyolojik
yapisi, salgiladigi hormonlar ve bu hormonlarin neden oldugu tablolar nedeniyle diger
cocukluk cagi kanserlerinden farkli bir timordir. Timdriin diger ¢ocukluk ¢agi
tiimorlerinde goriilmeyen bu degisik formlarinin altinda yatan biyolojik nedenler tam
olarak bilinmemektetir. Bu nedenlerin gosterilmesinin néroblastomun tedavisi ve
onlenmesi konusunda 6nemli katkis1 olacaktir. Be nedenle telomeraz aktivitesinin yas,
cinsiyet, evre, risk grubu, prognoz, relaps, sagkalim {izerine etkisi arastirmak amaci ile
bu caligsma yapilmistir.

Noroblastom erkeklerde kizlara gore biraz daha sik gortilmektedir. Erkek/kiz orani
1.2 civarindadir.® Calismaya alinan hastalarimizin 46°s1 erkek, 41’1 kiz cinsiyetteydi ve
erkek/kiz oran1 1.1 olarak bulundu. Calismamizda telomeraz aktivitesinin cinsiyetle
arasinda bir iligki bulunamamistir. Hyo-Sung Jeon ve arkadaslarinin yaptigi teleomeraz
aktivitesi ve akciger kanseri riski isimli ¢alismasinda cinsiyet ve telomeraz aktivitesi
arasinda bir iliski olmadig1 bulunmustur.104

Calismamizda hastaligin en sik tan1 alma yas1 3,39 + 3,04 yil idi. Goodman MT ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ortalama yasi1 17,3 aydir ve hastalarin yiizde 40’1 bir
yasindan Once tespit edilmektedir.® 0-18 ay arasinda olan hastalarda telomeraz aktivitesi
olanlarin oram1 % 8,7 iken olmayanlarin oram1 % 24,3 bulunmustur. 18 aydan biiyiik
hastalarda ise telomeraz aktivitesi olanlarin oran1 % 14,3 iken, olmayanlarin oranit %
39,7 bulunmustur. Istatistiksel olarak arada anlamli bir fark bulunamamistir (p=054).
Hyo-Sung Jeon ve arkadaglarinin yaptig1 teleomeraz aktivitesi ve akciger kanseri riski
isimli ¢alismasinda yas ve telomeraz aktivitesi arasinda iligki bulunamamugtir."*

Hastalarimizin 31’inde (% 35,6) tan1 aninda idrarda VMA diizeyi yiiksek, 55’inde
(% 63,2) normal bulunmus olup, 1 (% 1,1) hastada calistimamustir. Idrar VMA
diizeylerinin Olg¢iilmesi hastaligin tanisinda ve tedavinin izlenmesinde yardimeci olur
fakat relaps olan hastanin tanisinda duyarliligt diisiiktiir.*® Cin’de Cai J. ve arkadaglar
tarafindan yapilan bir c¢alismada 1998-2013 yillarnn arasinda tedavi goren 118

noroblastomlu ¢ocugun kayitlart incelenmis olup yiiksek VMA seviyesi, eksik tiimor
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rezeksiyonu, kemik iliginde kalict MRD ve kotii kiiratif etki daha kétii prognoz ile
iliskilidir oldugu sonucuna varilmistir.'®® Cangemi G ve arkadaslarnin yaptig:
calismada idrar ve plazmatik VMA/HVA orani, myc-n amplifikasyonu olmayan lokalize
hastalig1 olan hastalarda daha iyi bir prognozun bagimsiz bir ongordiiriiclisii oldugu
vurgulanmustir, "%

Hastalarimizin 20’si (% 23) ilag tedavisine gerek goriilmeden opere edilerek ve
sik izlem ile takip edildi, 60’1 (% 77) evre ve risk grubuna gore tedavi edilerek takip
edildi. Hem tan1 aninda hem de tedavi sirasinda cerrahinin énemli bir rolii vardir. Tanida
hayati veya organi tehdit eden semptomlar olmadik¢a, perinatal néroblastom tek basina
yakin gozlemle tedavi edilebilir. Tahmini sagkalimi > % 98 olan asemptomatik diisiik
riskli hastalarin tedavisi genellikle sadece gozlem veya cerrahi rezeksiyondur. Evre 1 ve
asemptomatik Evre 2 diisiik riskli hastalik, tek basina cerrahi tedavi ile miikemmel bir
prognoza sahiptir. Bu gruptaki 3 yillik OS % 97’ye yaklasmaktadir. Primer rezeksiyon
icin uygun olmayan “orta riskli” grup timorleri olan hastalar, hizli timér ilerlemesini
durdurmak, hayati tehdit eden semptomlar1 tedavi etmek veya tiimor rezektabilitesini
iyilestirmek i¢in kemoterapi alirlar Metastaz remisyonda ise ve primer tiimor % 50°den
fazla yamt verdiyse, bagka bir kemoterapi olmadan tam rezeksiyon yapilabilir.'"’
“Yiiksek riskli” hasta grubunda ise su anda mevcut olan literatiir, farkli kurumlardaki
degisken tedavi protokolleri ve kemoterapi rejimleri nedeniyle farkli gozlemsel
<;ah$malard1r.108 Yapilan calismalar cerrahi rezeksiyondan 6nce dort kiir kemoterapi alan
yiiksek riskli hastalarin diger yiiksek riskli hasta grubuna gore daha iyi sagkalimi
oldugu seklindedir. Ancak, yiiksek riskli hastalarin 5 yillik toplam sagkalim oram
yaklasik% 40-50 seklindedir.'*

[leri evre néroblastomda yogun sistemik tedavinin yaninda primer tiimore cerrahi
yapilmasinin tiimdriin lokal kontroliinii sagladig1 ve sagkalimi arttirdigi bilinmektedir.
Diger risk gruplarinda ise hastanin ve tiimdriin durumuna goére RT karar1 verilmektedir.
Calismalarda gosterilen RT alan hastalarda hastaligin relaps olma olasiliginin 6nemli
diizeyde azaldigi seklindedir.® Calismamiza alman 20 hastaya (% 23) radyoterapi
verildi, 67 hasta (% 77) ise radyoterapi vermeden takip edildi.

9 hastamiz (% 10,3) MIBG tedavisi almisken, 78 hastamiz (% 89,7) MIBG
tedavisi almamistir. MIBG’nin antitiimor aktivitesi 1980’lerde bildirilmistir fakat yeni

tan1 almig hastalarin tedavilerine eklenip eklenmeyecegi hala belirsizligini
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110

korumaktadir.”™" Niiks ve relaps noroblastomlarin erken donemlerinde alinan yanit umut

vericidir. 164 hasta ile yapilmis olan bir ¢alismada hastalarin % 37°si kismi veya tam

1 Avrupa Niikleer Tip Dernegi prosediir kilavuzlarinda endikasyonlari;

yanit vermistir.
I-131 MIBG tedavisinden once tan1 1-123 MIBG veya 1-131 MIBG sintigrafisinde
MIBG tutan lezyonlart olan Evre III veya IV noéroblastom seklinde verilmistir. "2
Mutlak kontrendikasyonlar1 ise diyaliz gerektiren bobrek yetmezligidir ve refrakter
kemik agris1 olmadik¢a 3 aydan daha az beklenen Omiir seklinde belir‘cilmis‘[ir.113
Noroblastomda MIBG tedavisinin kullanim alanlarinin genisletilmesi i¢in c¢aligmalar
stirmektedir.

13 hastamiza (% 14,9) KIT yapilmustir, 62 hastamiza (% 71,3) KIT yapilmadan
takip edilmistir ve 12 hastamiz da (% 13,8) tedavilerine dis merkezlerde devam ettigi
icin bilgilerine ulasilamamistir. Yapilan calismalarda yiiksek doz terapi, otolog kok
hiicre nakli ve yogunlastirilmis konsolidasyon tedavileri yapilan randomize bir COG
deneme testinde % 70’in iizerinde 3 yillik genel sagkalim oranlari bildirilmigtir."**

Yiiksek riskli hasta grubunda relaps olasiligi % 17-74’tiir.>® Bizim hastalarimizin
20’sinde (% 23) relaps gerceklemis olup, 67’sinde (% 77) relaps gerceklesmemistir.
Wendy B. Londra ve arkadaglarinin yaptigi calismada 2266 relaps olan ndroblastom
hastasi ile yapilan ¢aligmada en yiiksek 6liim riski tasiyan hastalarin tanidan 6 ila 18 ay
sonra relaps olan hastalar oldugu goriilmiistiir. Bu hasta grubunun 6liim oranlart 36
aydan sonra relaps olan hastalara gore yaklasik 2,5 kat fazladir. Noroblastomda ilk
relapstan sonra ise 5 yillik sagkalim olasiligt % 20 olarak verilmistir. Bu sonuglar
relapsin goriilme zamanina ve baglangigtaki timoriin  evresine bagli  oldugu
diisiiniilmektedir. Bu durumda relaps olan hastalarin ek tedaviye ihtiyag duydugunu

115,116

gostermistir. Retrospektif bir calismada Garaventa ve arkadaslari, tiimdr niiksi

yasayan 781 noroblastomlu c¢ocukta yaptiklar1 calismada on yillik sagkalimin,
progresyondan sonra % 6,8 ve relapstan sonra % 14,4 oldugu sonucuna varmislardir.**’
Calismaya aldigimiz 87 hastanin 62°si (% 71,3) yasamaktadir, 17°si ex (% 19,5)
olmustur ve 8 hastanin (% 9,2) verilerine ulasilamamistir. 49 hastada (% 56,3)
progresyon veya relaps goriilmiistiir.

Hastalarimizin 32°si (% 36,8) diisiik evre, 55’1 (% 63,2) yiiksek evreydi yine bu
hastalarm 34’4 (% 39,1) disiik risk grubunda, 53’4 (% 60,9) yiiksek risk grubunda

bulunmaktaydi. Diisiik evreli hasta grubunda telomeraz aktivitesi olan hastalarin orani
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% 31,2 iken telomeraz aktivitesi olmayan hastalarin oran1 % 68,8 olarak bulunmustur.
Yiiksek evreli hasta grubunda ise telomeraz aktivitesi olan hastalarin oran1 % 23,6 iken
telomeraz aktivitesi olmayan hastalarin oram1 % 76,4 olarak gelmistir (p=0,600).
Istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaktaydi. Diisiik riskli gruptaki hastalarda
telomeraz aktivitesi olan hastalarin orant % 32,4 iken telomeraz aktivitesi olmayan
hastalarin oram1 % 67,6 olarak bulunmustur. Yiiksek risk grubundaki hastalarda ise
telomeraz aktivitesi olan hastalarin oran1 % 22,6 iken telomeraz aktivitesi olmayan
hastalarin oran1 % 77,4 olarak bulunmustur (p=0,451). Risk grubu ile telomeraz
aktivitesi arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Martin Peifer ve arkadaslarinin yaptigi
calismada 56 noroblastom hastasinin (yiiksek riskli, n = 39; disiik riskli, n = 17) tam
genom dizilimi gergeklestirilmis ve telomeraz revers transkriptaz geninin (TERT)
5p15.33 proksimalinde bir kromozomal bolgeyi etkileyen tekrarlayan genomik yeniden
diizenlemeler kesfedilmis. Bu yeniden diizenlemeler sadece yiiksek riskli noroblastomlu
hastalarin 12’sinde (% 31) bu tiimor tipinde bilinen genetik olaylar olarak bilinen
MYCN amplifikasyonlar1 ve ATRX mutasyonlar ile karsilikli olarak ayr1 bir sekilde
meydana gelmistir. Yani noroblastomdaki TERT’nin transkripsiyonel susturulmasini
ortadan kaldirdigin1 ve bu tiiméorlerin biiyiikk bir kisminda telomeraz aktivasyonunu
transformasyonun merkezine yerlestirdigini gostermektedir.™®

Calismaya alinan hastalarimizin; 9’unda myc-n gen amplifikasyonu pozitif (%
10,3), 45’inde negatif (% 51,7), 33’iinde ise myn-n gen amplifikasyonu ¢alisilamamigtir
(% 37,9). Kaczowka P. Ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 1991-2015 yillar1 arasinda
tek merkezde tedavi edilmis 160 noroblastom hastasinin 140’nin myc-n duurmu
biliniyordu ve bunlar ¢alismaya alindi bunlarin myc-n amplifikasyon sikligi % 17,9 idi.
Myc-n amplifikasyonu olan hastalarin % 64’ evre 4 nodroblastom kabul olarak
smiflandirildi. NBL: ferritin, dopamin, NSE ve LDH’nin biyokimyasal belirteg
diizeyleri, myc-n amplifikasyonu olan grupta anlamli olarak daha yiiksekken, VMA ve
HVA seviyeleri daha disiikti. OS ve FFS, myc-n amplifikasyonu olan g¢ocuklarda
kontrol grubundaki g¢ocuklara gore anlamli olarak daha disiikti. Myc-n en 6nemli
prognostik faktorlerinden biri olup varligr ileri evre, yiiksek risk relaps, hizli timor ve
kotli prognozla iliskilidir.119 Bu prognostik 6nemi nedeni ile bir¢ok merkezde rutin

20

olarak bakilmakta olup tedavi plan semasini etkilemektedir.” A.Nakagawara ve

arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada amplifiye myc-n tiimérlerin baslangigta kemoterapiye
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duyarli oldugunu sonrasinda ise siklikla tedaviye direng¢ gosterip relaps olup sonucunda
hastalarin 6liimiine sebep oldugunu gostermislerdir.'®®. Rubie H. ve arkadaslari 316
noroblastom hastasi ile yaptiklar1 ¢alismada LDH, NSE, makroskopik kalinti, pozitif
lenf nodlar1 ve myc-n amplifikasyonunun OS ve EFS’yi olumsuz etkiledigini
gostermislerdir. Fakat en giiclii olumsuz faktdriin myc-n amplifikasyonu oldugunu,
myc-n amplifikasyonu ¢ogalmis tiimorlerin OS ve EFS oranlart % 36 ve % 32 iken,
cogalmamus timérlerde % 98 ve % 90 olarak bulundu.** Calismamizda myc-n
amplifikasyonu pozitif olan hastalarin % 33,3’{inde telomeraz aktivitesi bulunurken, %
66,7’sinde telomeraz aktivitesi bulunmamaktadir. Myc-n aktivitesi olamayan hastalarin
% 26,7’sinde telomeraz aktivitesi bulunurken, % 73,3’linde telomeraz aktivitesi
bulunmamaktayd: (p=0,854). Istatistiksel olarak myc-n amplifikasyonu ile telomeraz
aktivitesi arasinda anlamli fark yoktu.

Calismamiza alinan ndroblastom hastalarinin 8 yila kadar genel sagkalim olasilig
% 91 bulunmustur, 8 yila kadar olaysiz sagkalim olasiligi ise % 66 bulunmustur.
C.Piette ve arkadaslarinin 23 ndroblastom hastasi ile yaptig1 calismada ise 5 yila kadar

122
T.Simon’n

sagkalim % 83, 5 yila kadar olaysiz sagkalim ise % 75 bulunmustur.
noroblastom hastalarinda yaptig1 calismada hastalarin 5 yillik genel sagkalim oranlari
gozlem grubunda % 96, orta risk grubunda % 89 ve yiiksek risk grubunda % 50
bulunmustur.*?

Calismamizda toplam 87 hasta mevcuttu ve bu hastalarin 23’iinde (% 26.4)
telomeraz aktivitesi vardi, 64’tinde (% 73,6) telomeraz aktivitesi yoktu. Martin Peifer ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 56 ndroblastom hastasinin (yiiksek riskli, n = 39; diisiik
riskli, n = 17) tam genom dizilimi gergeklestirilmis ve telomeraz revers transkriptaz
geninin (TERT) 5p15.33 proksimalinde bir kromozomal bolgeyi etkileyen tekrarlayan
genomik yeniden diizenlemeler kesfedilmis. Bu yeniden diizenlemeler sadece yiiksek
riskli noroblastomlu hastalarin 12’sinde (% 31) tiim noroblastom hastalarinin % 21’inde
gé’)riilmiis‘u"lr.118 E.hiyama ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada ise 105 noroblastom hasta
incelenmis ve 23’tinde (% 22) telomeraz aktivitesi yiiksek, 78’inde (% 74) disiik
aktivite, 4’tinde (% 4) telomeraz aktivitesi saptanmamlstlr.124

Telomeraz aktivitesi olan hastalarin 8 yila kadar yasam oran1 % 84 iken, telomeraz

aktivitesi olmayan hastalarin 8 yila kadar yasam orant % 93 bulunmustur ve yasam

stireleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,112).
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Calismaya alinan hastalarimizda telomeraz aktivitesi olanlarin 8 yila kadar olaysiz
yasam olasilig1 % 56 iken telomeraz aktivitesi olmayanlarin 8 yila kadar yasam olasilig1
% 70 olarak bulundu aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,222).
C.Nozaki ve arkadaglarinin noéroblastomlu hastalarda telomeraz aktivitesinin prognostik
etkisini inceleyen ¢alismada 5 yillik olaysiz sagkalim (EFS) orani, telomeraz aktivitesi
diisiik olan hastalarda % 86,5 iken, yiiksek telomeraz aktivitesi olan hastalarda % 53,8
idi. Telomeraz aktivitesi ve TrkA ekspresyonu kombinasyonuyla bakilan 5 yillik EFS
oraninda yiiksek TrkA ekspresyonu ve diisiikk veya var olmayan telomeraz aktivitesi (%
91,7) olan hastalar arasinda en yiiksekti, diisiik TrkA ekspresyonu ve yiiksek bir
telomeraz aktivitesi olanlarda ise EFS en diisik olarak bulunmustur. Dolayisiyla
telomeraz aktivitesinin noroblastom ig¢in yararli bir prognostik faktor olacagi
dﬁsﬁnﬁlmektedir.125

Bu calismamizda referans merkezi olusumuz nedeni ile hastalarin ge¢ evrede
gelmesi, mesafe sorunu nedeni ile bazi hastalarimizin tedavilerini yarida kesip baska
merkezlerde tedaviye devam etmesi bazen de yatak sikintisi nedeni ile hastalar1 baska
merkezlere yonlendirmemiz takipsiz hasta sayimizin fazla olmasina neden olmustur.
Retrospektif bir ¢aligma oldugundan dolayr bazi hastalarin patoloji spesmenlerine
ulagilamadi (dis merkezlerde tani alip gelen hastalar mevcuttu) ya da yetersiz 6rnek
alim1 nedeni ile ¢alisma yapilamadi ve patoloji spesmenlerinin yetersizligi nedeni ile
onemli bir prognostik gosterge olan myc-n amplifikasyonu bircok hastada
caligilamamistir. Ayrica Suriye’de baslayan i¢ savastan sonra ¢ok sayida miilteci hasta
kurumumuzda tedavi edildi. Bu hasta grubunun dil, hijyen kosullari, ila¢ ve kan iiriinleri
temini, kalacak yer sikintis1 gibi nedenlerle takiplerinin diizenli olmayis1 gibi sebepler
calismamizda kisithiliklara neden olmustur.

Sonu¢ olarak yaptigimiz bu g¢aligmada telomeraz aktivitesi ile inceledigimiz
degiskenler arasinda anlamli bir iliski bulamadik fakat sagkalim oranlarinin telomeraz
negatif hasta gruplarinda daha 1yl oldugunu gordiikk. Noroblastom hastalarinda
telomeraz aktivitesinin risk gruplar1 ve sagkalim ile iligkisini daha iyi degerlendirmek

tizere prospektif olarak dizayn edilmis genis serilere ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Calismaya alinan 87 hastanin 23’tinde (% 26,4) telomeraz aktivitesi vardi, 64
tinde (% 73,6) sinda telomeraz aktivitesi yoktu.

Calismamiza 87 hasta alinmistir bunlarin 46 erkek (% 52.9), 41 kiz (% 47,1)
cinsiyetteydi. Calismamizda kiz cinsiyette telomeraz aktivisitesi olanlarin
orami % 26,8 iken telomeraz aktivitesi olan erkeklerin oram1 % 26,1
bulunmustur.

Hastaligin en sik tani alma yasi 3,39 + 3,04 yil idi. 0-18 ay arasinda olan
hastalarda telomeraz aktivitesi olanlarin oran1 % 8,7 iken olmayanlarin orani
% 24,3 bulunmustur. 18 aydan biiyiilk hastalarda ise telomeraz aktivitesi
olanlarin oran1 % 14,3 iken, olmayanlarin orani % 39,7 bulunmustur.
Hastalarimizin 32°si diisiik evre (% 36,8), 55°1 yiiksek evreydi (% 63,2) yine
bu hastalarin 34’i diisiik risk grubunda (% 39,1), 53’1 yiiksek risk grubunda
bulunmaktaydi (% 60,9).

Calismaya alinan hastalarimizin; 9°’unda myc-n gen amplifikasyonu pozitif
(% 10,3), 45’inde negatif (% 51,7), 33’iinde ise myc-n gen amplifikasyonu
calisilamamastir (% 37,9).

31 hastanin tan1 aninda idrarda VMA diizeyi yiiksek (% 35,6), 55’inde
normaldi (% 63,2) bulunmus olup, 1 hastada ¢alisgtimamistir (% 1,1).
Calismaya alinan hastalarimizin; 9°’unda myc-n gen amplifikasyonu pozitif
(% 10,3), 45’inde negatif (% 51,7), 33’iinde ise myc-n gen amplifikasyonu
caligilamamistir (% 37,9). Myc-n amplifikasyonu pozitif olan hastalarin %
33,3’linde, myc-n aktivitesi olmayan hastalarin % 26,7’sinde telomeraz
aktivitesi bulunmaktaydi.

Hastalarimizin 32°si diisiik evre (% 36,8), 55’1 yiiksek evreydi (% 63,2).
Diisiik evreli hasta grubunda telomeraz aktivitesi olan hastalarin oran1 % 31,2
iken yiiksek evreli hasta grubunda ise telomeraz aktivitesi olan hastalarin
oran1 % 23,6 olarak bulundu.

Hastlarimizin 34’1 diisiik risk grubunda (% 39,1), 53’ yiiksek risk grubunda
bulunmaktaydi (% 60,9). Diistik riskli gruptaki hastalarda telomeraz aktivitesi

olan hastalarin oram1 % 32,4 iken yiiksek risk grubundaki hastalarda ise
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

telomeraz aktivitesi olan hastalarin oran1 % 22,6 bulunmustur.

Hastalarimizin 20’si (% 23) tedaviye gerek goriilmeden opere edilerek ya da
sik izlem ile takip edildi, 60’1 (% 77) evre ve risk grubuna gore tedavi
edilerek takip edildi.

20 hastamiza (% 23) radyoterapi verilirken, 67 hastamiz (% 77) radyoterapi
almadan takip edilmistir. 9 hastamiz (% 10,3) MIBG tedavisi almigken,78
hastamiz (% 89,7) MIBG tedavisi almamustir. 13 hastanmiza (% 14,9) KIT
yapilmustir, 62 hastamiza (% 71,3) KIT yapilmadan takip edilmistir ve 12
hastamiz da (% 13,8) tedavilerine dis merkezlerde devam ettigi icin
bilgilerine ulagilamamastir.

Hastalarimizin 20°sinde (% 23) relaps gergeklemis olup, 67’sinde (% 77)
relaps gerceklesmemistir. Relaps olan hastalari % 35’inde, relaps olmayan
hastalarin % 16’°sinda telomeraz aktivitesi vardi.

Calismaya aldigimiz 87 hastanin 62’si (% 71,3) yasamaktadir, 17°si (% 19,5)
ex olmustur ve 8 (% 9,2) hastanin verilerine ulasilamamastir.

Calismamiza alinan néroblastom hastalarinin ortalama 29,6 aylik (0,66-93,8)
izlem siiresince 8 yila kadar genel sagkalim olasilig1 % 91 bulunmustur. Ayn1
sekilde biitiin ndroblastom hastalarinin 29,6 aylik izlem siiresince 8 yila kadar
olaysiz sagkalim olasilig1 ise % 66 bulunmustur.

Telomeraz aktivitesi olan hastalarin 8 yila kadar yasam orant % 84 iken,
telomeraz aktivitesi olmayan hastalarin 8 yila kadar yasam orani % 93
bulunmustur.

Calismaya alinan hastalarimizda telomeraz aktivitesi olanlarin 8 yila kadar
olaysiz yasam olasilig1 % 56 iken telomeraz aktivitesi olmayanlarin 8 yila
kadar yagsam olasilig1 % 70 olarak bulundu.

Yaptigimiz ¢aligmada sagkalim oranlarmmin telomeraz negatif hasta
gruplarinda daha iyi oldugunu gordiik. Fakat c¢alismamizin kisitliliklar
bulunmaktaydi, daha genis gruplarda yapilacak prospektif calismalar daha

dogru sonuglar verebilir.
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8.EKLER

8.1. EK 1. Tez Foyii

1. Ad Soyad
2. Dosya Numarasi
3. Yas
e 0-18 ay
¢>18 aydan biiyiik
4. Cinsiyet
5. Tan1 Alma Tarihi
6. Evresi
7. Risk Grubu
8. Aldig1 Tedavi Protokolii
9. Radyoterapi
o \ar
e Yok
10. MIBG Tedavisi
o \ar
e Yok
11. Myc-n amplifikasyonu
e Pozitif

e Negatif

12. Telomeraz Aktivitesi
o \ar
e Yok
13. Relaps
o \ar
e Yok
14. KIiT tedavisi
e Aldi
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e Almadi
15. Sag kalim

e Yasiyor
o EX
e Takipsiz

16. Tan1 aninda idrar VMA degeri?
17. Son goriilme tarihi?
18. Sag kalim
e \ar
® Yok
e Takipsiz
19. Olaysiz sag kalim (progresyon/relaps/dliim)
e \ar
e Yok
e Takipsiz
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8.2. Ek 2. Etik Kurul Onay1
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