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OZET

Amaclar: Malign periferik sinir kilift timorii(MPSKT) teshis ve tedavisi zor
olan agresif bir timordiir. Biiyiime inhibitorii geni 2(ING2) apoptozu baslatma,
hasarli DNA onarimi, hiicresel yaslanmay1 kontrol etme, hiicre proliferasyonu
durudurma, kromatinin yeniden diizenlenmesi gibi fonksiyonlar1 olan bir timor
baskilayic1 gendir. Calismamizda ING2 ekspresyon diizeyinin MPSKT
patogenezindeki roliinii, ekspresyon seviyesi ile klinikopatolojik faktorler arasindaki
iliskiyi ve prognoz iizerindeki roliinii incelemeyi amagladik.

Gerec ve Yontem: 2000-2019 yillart arasinda MPSKT tanisi alan ve ameliyat
oncesinde radyoterapi veya kemoterapi almayan uygun 40 hasta se¢ildi. Hastalariin
parafin bloklarindan normal ve tiimérlii doku Srnekleri alindi. Orneklerden RNA
izolasyonu yapilarak RT-PCR yontemi ile ING2 mRNA eskpresyon diizeyleri
Olciildli. Tiimorlii ve saglam dokularda olgiilen ING2 mRNA Delta Ct, Delta-Delta
Ct degerleri karsilastirildi. 12 hastada ING2 mRNA diizeyi o6l¢iilemediginden
istatiksel degerlendirme 28 hasta tizerinden yapild.

Bulgular: Tiimorlii dokularda ING2 mRNA ekspresyon diizeyinde normal
dokuya gore istetiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu izlendi (p=0,008). Buna
ragmen cinsiyet, etiyoloji, histopatalojik grade ve sagkalim ile ekspresyon diizeyi
arasinda herhangi bir istatiksel anlaml1 fark veya korrelasyonun bulunmadi.

Sonu¢: ING2 gen ekspresyonunun tiimorlii dokularda normal dokulara gore
diisiik bulunmasit ING2 geninin MPSKT’lerinde bir tiimor baskilayict gen oldugu
belirlendi. Bulgulara dayanarak ING2 gen ekspresyon seviyesinin MPSKT
gelisimine katkida bulunabilecegi ancak sagkalim ve histopatalojik evre iizerine

etkisi olmadigr tespit edildi.

Anahtar sozciikler: MPSKT, sarkom, biiylime inhibitérii 2, ekspresyon

VIl



ABSTRACT

Aim: Malignant peripheral nerve sheath tumor (MPNST) is an aggressive
tumor that is difficult to diagnose and treat. Inhibitor of growth 2(ING2) is a tumor
suppressor gene with functions such as initiating apoptosis, damaged DNA repair,
controlling cellular aging, halting cell proliferation, and rearranging chromatin. In
our study, we aimed to investigate the role of ING2 expression in MPNST
pathogenesis, relation with clinicopathological factors and its role in prognosis.

Materials and Methods: 40 patients who were diagnosed as MPNST between
2000-2019 and did not receive radiotherapy or chemotherapy before surgery were
selected. After that healthy and tumorous tissue samples were retrieved from parafine
blocks. By isolating RNA we measured ING2 mRNA expression levels in tumorous
and non-tumorous tissue samples with RT-PCR method. ING2 mRNA Delta Ct,
Delta-Delta Ct values measured tumorous and non-tumorous tissues were compared.
Statistical analysis was performed on 28 patients, since ING2 mRNA level could not
be measured in 12 patients.

Results: We found out that ING2 mRNA expression levels in tumorous
tissues significantly decreased compared to healthy tissues (p=0,008). However,
ING2 expression in MPNST was not significantly correlated with other clinical
parameters as gender, etiology, histopathological grade and survival.

Conclusion: Our results showed that ING2 gene expression level was
decreased in tumor tissues compared to normal tissue. Based on the findings, it can
be suggested that the level of ING2 gene expression may contribute to the
development of MPNST but has no effect on survival and histopathological stage.

Keywords: MPNST, sarcoma, Inhibitor of growth 2, expression

This study was funded by Scientific Research Projects Coordination Unit of
Istanbul University-Cerrahpasa. Project number: TTU-2019-34077



1 GIRIS

Sarkomlar, yumusak doku sarkomlari(YDS) ve kemik sarkomlarindan
olusmakta olup, herhangi bir yasta goriilebilen, tiim yetiskin malignitelerinin
yaklastk %]I1'mi ve pediatrik malignitelerin % 15'ini olusturan heterojen bir
mezenkimal malignite grubudur. Diger kanser tipleri ile karsilagtirildiginda, YDS
hemen hemen her anatomik bdlgede gelisebilir ve yumusak doku sarkomlarinin
cocukluk caginda ortaya ¢ikma egilimi daha fazladir(1). Malign periferik sinir kilifi
timorleri (MPSKT) nadir goriilen, periferik sinirlerden koken alan igsi hiicreli
malignitelerdir ve tiim yumusak doku sarkomlarinin yaklasik % 3 ile %10'unu
olusturmaktadir. Tiim MPSKT vakalarinin yaklasik % 50'si ndrofibromatozis
Tipl(NF1) kaynakl, kalan1 ise sporadik olarak gelismektedir(2). NF1 (ayrica von
Recklinghausen hastaligt olarak da adlandirilir) Neurofibromin 1 geninde
mutasyonlarla karakterize otozomal dominant kalitimli, hem yiizeyel hem de derin
norofibromlarin  gelistigi yiiksek penetrasyonlu genetik hastaliktir(3,4). NF1
hastalarinda MPSKT insidans1 %8 ile %12 kadar yiiksek olabilir(2). MPSKT genel
populasyondaki goriilme sikligi 1: 100.000 iken, NF1 hastalarinda bu oran 1:
3,500°diir(5).

MPSKT gelisimi i¢in diger bir ana risk faktorii radyasyona maruz kalmaktir.
MPNST hastalarinin %3 ila %10'unun radyasyona maruz kalma klinik ge¢misi
mevcuttur(6). Radyasyonla iliskili MPSKT igin latens siiresi yaklasik 15 yildir(7).
Sporadik MPSKT hastalarinda tan1 yasi ortalama 41 iken, NF1 ile iligkili MPSKT
hastalar1 genelde daha geng yasta (ortalama 28 yas) tan1 almaktadir(8).

MPSKT agresif bir tiimor olup, yiiksek lokal niiks oranina ve metastaz
egilimine sahiptir. Cerrahi rezeksiyon tedavinin temelini olusturmaktadir(2).
Radyoterapi lokal kontrol saglamada ve niiksetme baslangicini geciktirmede faydal
olmakla birlikte, uzun siireli sag kalim {iizerinde radyoterapinin ¢ok az etkisi
vardir(3). Cogu yumusak doku sarkomu gibi, MPSKT'leri de geleneksel
kemoterapiye duyarsizdir. Kemoterapi yumusak doku sarkomlarinda genellikle

metastatik hastaligin tedavisine kullanilmaktadir(9). Cok az ilacin hastalikta etkili



oldugu gosterilmis ve tek ajan doksorubisin veya doksorubisin+ifosfamid
kombinasyonu hastalarin sadece % 20 ile % 25’inde faydali olmustur(10).
MPSKT’leri kotli prognoza sahiptirler. Yiiksek dereceli MPSKT’lii hastalar icin
toplam 5 yillik sag kalim oran1 %20 ile %50 arasinda degismekte olup ; bu hasta
grubunda 6liim oran1 %75’e kadar varmaktadir(11).

Timor baskilayict gen (TBG) tiimor gelisimini engelleyen bir proteini kodlar.
Kayiplari malign transformasyona neden olmaktadir. Biiyiime inhibitorii (ING) gen
ailesi proteinleri tiimor baskilayici olarak tanimlanmigtir. Ailenin ING1-5 olmak
lizere bes liyesi mevcuttur(12). ING2 geni 4. kromozom 4q35.1 lokusunda yerlesir ve
tek bir proteini kodlar(13). ING2’nin hiicre biiylimesi, apoptoz ve DNA onarimmi gibi
ortak fonksiyonel ozellikleri mevcuttur(14).ING2'nin p300, p53, mSin3A-HDAC
kompleksi, Brg bazli SWI-SNF kompleksi, BRMSI, trimetillenmis histon H3 lisin 4
(H3K4me3) ve ayrica fosfatidilinositol 5-fosfat dahil olmak tizere bir ¢ok protein ile
iliskili oldugu bildirilmistir. ING2, mSin3A-HDAC1 / 2 kompleksi {iyesi olarak
H3K4me3'e baglanarak gen ekspresyonunu baskilar(15). ING2'nin p53 ile isbirligi
yaparak hiicre dongiisiinu  Gl-fazinda tuttugu ve apoptozisi arttirdig1
bilinmektedir(16). Ek olarak ING2'nin niikleotid eksizyon onariminin (NER) ilk
asamalarinda kromatin gevsemesinde ve DNA'daki fotolezyonlara XPA'nin
temininde yer aldig1 gosterilmistir(17).

Yapilan ¢alismalarda, kutan6z melanom, bas ve boyun skuamdz hiicreli
karsinom ve akciger kanseri dahil bir ¢ok kanser tiirlerinde ING2 ekspresyon
diizeyinin azaldig1 gosterilmisdir. ING2 heterozigosite kaybi, bas-boyun skuamoz
hiicreli karsinomlarda ilerlemis tiimor evresi ile iliskili bulunmustur. Ancak ING2'nin
bir onkogen olarak davrandigi bazi kanser tiplerine de rastlanmistir. Kolorektal
kanser, Burkitt lenfoma ve servikal karsinom gibi kanser tiirlerinde ING2 ekspresyon
diizeyinin arttif1 izlenmistir. ING2 fonksiyonlarinin kanser tipine bagli olarak

degisiklik gosterebilecegi diistiniilmiistiir(15).



2 GENEL BILGILER

2.1 Malign Periferik Sinir Kilifi Tiimorii
2.1.1 Tamm

Malign periferik sinir kilifi timori (MPSKT) periferik sinir sisteminden
kaynaklanan veya sinir kilifi differansiyasyonu gosteren tiim maligniteler ig¢in
Onerilen terim olmakla birlikte, daha 6nceden bilinen isimleri malign néroma, malign
neurilemmoma, norojenik sarkom, norofibrosarkom ve malign schwannoma olan
tiimdrleri igerir (3,18). MPSKT nadir, agresif ve heterojen grup tiimoérlerinden olup,

etkili tedavisi zor olan tlimorlerdir (19).

2.1.2 linsidans ve Epidemiyoloji

MPSKT 2 alt tiirde (norofibromatozis tip 1 (NF1) iliskili ve sporadik) goriilen
ve genel poplilasyonda insidans orani 100.000’de 1 olan, agresif, tedavi edilemez
sarkomlardir. MPSKT tiim yumusak doku sarkomlarinin yaklagik % 5-10 unu
olusturmaktadir(6)(20). MPSKT c¢ogunlukla yetiskinlerde, belirgin cinsiyet ve irk
ayrimi olmadan, yasamin {i¢iincii ila altinct on yilinda goriiliir. Ancak NF1 ile iliskili
tiimorlerde yaklasik bir on yil Once ortaya c¢ikma egilimindedir (6,21,22).
Norofibromatozis tip 1 ile iliskili MPSKT’leri daha geng insanlarda goriilmekte ve
erkek baskinligi(% 80) gozlemlenmektedir(23). MPSKT kendiliginden veya NF1 ile
iligkili ortaya ¢ikabilir. MPSKT lerinin yaklasik %50’si norofibromatosiz tip 1(NF1)
kaynakli gelismektedir(24). NF1'li hastalarin hayat boyu %8 ile %13 arasinda
MPSKT gelistirme riskleri mevcut olup genellikle hastalik 6nceden var olan bir
ndrofibrom zemininde ortaya ¢ikmaktadir. MPSKT lerinin yaklasik %10’unda daha
once radyasyona maruz kalma 6ykiisii mevcut olup, hastalik ortalama olarak 15 yil
sonra ortaya cikmaktadir. Geri kalan vakalar altta yatan bir neden olmadan
kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir. MPSKT’leri genellikle biiyiik ¢capli (> 10 cm) ve
yiiksek dereceli, niiks ve metastaz oran1 yiiksek olup 5 yillik sag kalim oran1 % 20 ile

% 50 arasinda degisen ozellige sahiptir(6,7,25,26). NF1 iliskili MPSKT’{inde sag



kalim oraninin diistiigii gézlenmekte olup, Vasconselos ve ark. tarafindan 92 hasta
tizerinde yapilan bir arastirmada en onemli sag kalim gostergesinin NF1 durumu

oldugu bulunmustur(27).

2.1.3 Risk Faktorleri
A. Norofibromatazis Tip 1

MPNST'lerin yaris1 ndrofibromatozis tip 1(NF1) ile iligkilidir. NF1 3000 canl
dogumdan 1'ini etkileyen, otozomal dominant gecisli, insanda en yaygin goriilen
kanser genetik yatkinlik sendromu olarak bilinmektedir. NF1 ilk defa 1880’lerde
Alman patolog von Recklinghausen tarafindan birden fazla ‘cafe-au-lait’ lekeleri
olarak adlandirilan kutan6z hiperpigmentasyon alanlari, sayisiz noérofibromlar, yavas
bliyliyen ve patolojik olarak diizensiz yapili sinir kilif tiimorleri olarak tarif
edilmistir. Bu sendromun penetran bir hastalik olmasi, degisken ekspresivite
gostermesi ve fenotipik heterojenitesi nedeniyle malign transformasyon gibi klinik
komplikasyonlarin erken tespiti zordur(19).

Norofibromlar agirlikli olmak iizere Schwann hiicreleri, fibroblastlar ve
aksonlarin etrafin1 saran ¢ok miktarda kolajen igeren hiicre dis1 matriksten olusur.
Ayrica perindral hiicreler, mast hiicreleri, perisitler ve endotel hiicreleri dahil olmak
tizere bir¢ok bagka hiicre ¢esitlerini de barindirmaktadir(28).

Homozigotizmin embriyo i¢in 6liimciil oldugu bu otozomal dominant kalitiml
hastalikta, tiim etkilenen bireyler heterozigot NF1 mutasyonuna sahiptir(29,30).
Hem somatik, hem de germline mutasyonlardan sorumlu nokta mutasyonlari, NF1
geninin hatasiz ug birlestirmesini (Ing. splicing) en sik bozan nedenlerdendir(31-33).
En az 1.347 farkli NF1 gen mutasyonu tanimlanmistir(34). insan NF1 geni icin
gozlenen yiikksek mutasyon oranindan beklenebilecegi gibi, neredeyse gelisen
mutasyonlarin yaris1 de novo meydana gelmektedir(35).

1990 yilinda NF1 geninin tanimlanmast NF1 ile iligkili norolojik
anormalliklerin molekiiler patogenezi hakkinda daha iyi bir anlayisa sahip olmamizi
saglamistir. NF1 geni biiylik bir gen olup, 2818 amino asitten olusan nérofibromin
denilen biiylik bir proteinin sentezini kontrol etmektedir. Norofibromin protein
analizinde Ras guanozin trifosfat(GTP)az proteinlerini negatif olarak regiile eden
proteinlerinin katalitik alan1 ile benzerlik gdsteren carpici bir sekansini ortaya
cikarmistir. Ras GTPaz aktive edici proteinleri (GAP'ler) Ras’in aktif GTP’ye bagh

formundan inaktif guanozin difosfat (GDP)’a bagli formuna doniistiirme islemini
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hizlandirarak, Ras' inaktive etme gorevini icra etmektedirler. Bircok hiicre tiirlinde
aktif GTP'ye bagl Ras gii¢lii bir biiyiime arttirici sinyal saglar ve in vitro ve in vivo
olarak onkogenik transformasyonun olusmasini kolaylastirir. GAP molekiilleri,
ornegin norofibromin, Ras'i etkisiz hale getirerek Ras aracili mitojenik sinyallesmeyi
azaltmakta ve hiicre ¢ogalmasini engellemektedir. NF1 gen ekspresyonunun kayip
olmasi, norofibromin Ras GAP fonksiyonun eksik olmasina neden olur. Ras

aktivitesinin artmasi hiicre ¢ogalmasi ve tiimor olugmasiyla sonuclanir(Sekil 1)(36).

ERK

Sekil 1. NF1 tiimorgenezinde yer alan sinyal iletim yollarim gosteren ¢izim. Bilyiime faktorleri
(gf) hiicre yiizeyindeki reseptorler ile etkilesime girer, guanin niikleotid degisim faktorlerini
aktive eder ve bunun sonucunda Ras aktif hale gecer. Aktif Ras hiicre ici sinyaller gondererek
fosfoinositol 3 ' kinaz1 (PI3K), AKT ve mTOR yolunu aktive eder. Aktiflesmis Ras ayrica Raf-
MAK (mitojen-aktiflestirilen kinaz) / MEK yolagim aktif hale getirerek ERK(hiicre dis1 sinyal-
bagimh kinaz)’i stimule ederek, ki o da devaminda cekirdege girerek transkripsiyonu tesvik
eder. Normalde norofibromin GAP iliskili alani ile Ras'1 azaltir, bu nedenle NF1'de oldugu gibi
yoklugunda veya azalmis seviyelerde bu yollarin tiimii boyunca sinyal artarak hiicre
cogalmasina yol acar ve apoptozu inhibe eder.

Gottfried ON, Viskochil DH, Couldwell WT. Neurofibromatosis Type 1 and tumorigenesis:
Molecular mechanisms and therapeutic implications yayinindan alinmistir (28)



NF1 tanisim1 koymak icin agsagidaki klinik 6zelliklerden en az ikisin pozitif
olmas1 gereklidir:

e Prepubertal cagda 5 mm'den biiyiik ve postpubertal ¢agda 15 mm'den biiyiik
alt1 ya da daha fazla kafe-au-lait makiilii

e Iki veya daha fazla nérofibrom veya bir pleksiform nérofibrom

e Deri kivrimu (aksiller veya inguinal) ¢ili

e Optik yol tiimorii

e Iki veya daha fazla iris hamartomu

e Karakteristik kemik lezyonu

e Norofibromatozis tip 1 tanili birinci derece akraba

Pozitif aile 6ykiisii ve dogumda veya erken bebeklik doneminde ortaya ¢ikan
kafe-au-lait makiilleri hastaligin tipik bulgularidir. Kafe-au-lait makiilleri yasamin ilk
2 yilinda boyut ve say1 olarak artar. Deri kivrimindaki ¢illenme en sik aksiller ve
inguinal bolgelerde gozlenir, erken ¢ocukluk doneminde, en sik 5 ile 8 yas arasinda
gortliir. Optik yol gliomlar1 genellikle 7 yasindan 6nce neredeyse tamamen pediatrik
populasyonda goriiliir(37).

Norofibromlar iyi huylu Schwann hiicreli tiimorlerdir. Dort alt tipi vardir:
deri, deri alti, nodiiler veya diffiiz pleksiform ve spinaldir. Intrakutanéz
norofibromlar ge¢ ¢ocukluk veya erken ergenlik donemde gelisir ve malign
transformasyona ugramaz. Pleksiform norofibromlar tipik olarak dogumda mevcut
olup, ergenlik ve erken erigkinlik doneminde biiylimeye devam eder. Pleksiform
neurofibromlar NF1 hastalarinin = yaklasik %  30-50'sinde  gelisir. Deri
norofibromlarindan farkli olarak bir¢ok sinir fasikiilinden koken alir ve sinir
boyunca biiyliyebilir. Daha da Onemlisi, pleksiform norofibromlar malign

transformasyon riski tasir(38).

B. Aile Oykiisii:
Yapilan bir calismada MPSKT tanis1 konulmus hastalarinin %19,4’{inde en az
1 kan bag1 olan akrabasinda MPSKT tanisi mevcutken, bu oranin ailesinde MPSKT
tanis1 olmayanlarda %7,5 olmasi anlamli bir fark olarak degerlendirilmistir
(P=0,022). Ayrica aile oykiisii olanlarda MPSKT’niin 10 yasindan 6nce goriilmesi
daha olas1 olarak bulunmustur(P=0,029)(39).



2.1.4 Etyopatogenez ve Molekiiler Degisimler

Bir¢ok NF1 hastalarinda MPSKT gelisiminin olmamas1 veya gecikmesi ek gen
mutasyonlariin gerekli oldugu distliniilmektedir(Tablo 1)(40). Noérofibromlar ve
MPSKT’lerinde  TP53/p53, CDKN2A/pl6, CDKNI1B/p27, TGFBI/TGF-
B1,HGF/HGFa ve onun reseptdrii MET gibi gen / protein ekspresyonlari arasinda
bircok farkli gen mutasyonlari tarif edilmistir(41).

Tablo 1.
Malign periferik sinir kilifi timoriinde molekiiler yolaklarda diizensizlik(11).

Molekiiler yolak Normal gorevi MPSKT’iindeki degisiklik

NF1 Timor supresor Asag regiilasyon

PTEN TUmor supresor
PI3K / AKT / mTOR sinyal kaskadi Asagi regiilasyon
negatif regiilatori

IGF1R PI3K / AKT / mTOR sinyal kaskad1 pozitif ~ Yukari regiilasyon
regiilatorii

EGFR PI3K / AKT / mTOR sinyal kaskad1 pozitif =~ Yukar1 regiilasyon
regiilatorii

MAPK RAF / MEK / ERK sinyal kaskadi Yukari regiilasyon

fosforilasyonu

I. Platelet-Derived Growth Factor Receptor-A (PDGFRA)

Gelecek vaat eden bir aday, reseptorii tirozin kinazi olan (RTK), trombosit
kaynakli biiyiime faktorii reseptori-a (PDGFRA)’dir.  PDGFRA geni asin
ekspresyonu ve kromozomal amplifikasyonu MPSKT'lerinde bildirilmistir ve bu gen
iyi huylu pleksiform norofibromlar ve MPSKT'leri analizinde en fazla ekspresyona
ugradigr goriilmiis, iyi huylu - kotli huylu tiimor gecisinde RTK upregiile olabilecegi
diistiniilmiistiir. Dahasi, MPSKT hastalarinda PDGFRA siklikla fosforile ve aktiftir.
Hem PDGFRA, hem de ligand1 PDGF-A insan MPSKT hiicrelerinde birlikte asiri
ekspresyonu goriilmiis, insan MPSKT'lerinde PDGF-A ligandinin bir otokrin
tarzinda hareket ederek biiylimeyi destekledigi One siirlilmistiir. Parakrin
stimiilasyonu da MPSKT biiyiimesini desteklemektedir, ¢ilinkii nfl - / - fare Schwann

hiicreleri nfl + / + farelerine gore PDGF-B gibi biiyliime faktorii ligandlarin1 eksprese



eder. Sonug olarak, hem otokrin, hem de parakrin PDGF reseptoriiniin aktivasyonu
insan MPSKT olusumunu hizlandirdigi goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda
PDGFRA'y1 hedef alan RTK inhibitdrlerinin biiylimeyi ve MPSKT hiicre hatlarinda

invazyon oranini azalttigi kanitlamistir (40).

II. TPS3

Bir¢ok insan tiimoriinde TP53 aginin islevsiz oldugu one siiriilmiistiir. Malign
periferik sinir kilif tiimoriinde TP53 nokta mutasyonu ilk defa 1989 yilinda
norofibromatozis tip 1 hastasinda bildirilmistir. Bir on yil sonra, iki bagimsiz
laboratuvar, TP53 ve NF1 geninin her birinin bir allelinin eszamanl tahrip edilmesi
fare modellerinde malign periferik sinir kilifi tiimorlerine benzer tiimorlerin
olustugunu gostermistir. Bu tlimdrler mutasyonun ayni kromozom iizerinde (cis
cinsinden) oldugunda ve diger 17.kromozomun kaybi sonucunda ortaya ¢ikan
heterozigotluk kaybinda ve her iki gen iirlinliniin tamamen islev bozuklugu

sonucunda ortaya ¢ikmistir.

III. CDKN2

CDKN2 geni, siklin bagimli kinaz inhibitorii nérofibromlarda etkilenmeyen
ama MPSKT’lerinin % 50'den fazlasinda inaktif halde bulunmustur. Bu gen iki
protein {irtinii pl6 ve p19’u iiretir. pl16 hiicre siklusunu Rb(Retinoblastoma) yolagi
tizerinden negatif yonde diizenlerken, pl19 p53 yolag iizerinden siklusu negatif
yonde diizenler. Calismalar sporadik ve NFI1 ile iliskili MPSKT'lerde pl6’in
eksikligini gostermistir. Ayrica MPSKT lerin yaklasik % 25’inde Rb(retinoblastoma)
kayb1 da goriiliir(42,43).

2.1.5 Tam ve Klinik

MPNST tipik olarak yetiskin yasamin bir hastaligidir, ¢linkii ¢ogu tiimdrler
ortalama 35 yas olmak iizere 20-50 yas arasi ortaya c¢ikar(44—49). NF1'li hastalar
sporadik lezyonlu hastalara gore genellikle daha erken yasta ve daha biiyiik tiimor ile
tan1 almaktadir. Diger sarkomlarda oldugu gibi, genellikle tanidan birka¢ ay once
lezyonlarin biliylimesi goriilmektedir. Ana sinirlerde ortaya ¢ikan MPSKT'lerinde
genellikle asir1 derecede agri, parestezi ve zayiflik gibi hem duysal, hem motor
semptomlar goriilebilmektedir. Agr degiskendir ancak bu NF1 iligkili hastalarda

daha sik goriiliir. Aslinda, agr1 ya da 6nceden var olan bir lezyonda ani biiyiimede
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malign transformasyon olasiligini diglamak amacli hemen biyopsi yapilmalidir.
Goriintiilemesinde spesifik bulgu olmadigindan, her zaman korelasyon i¢in patalojik
dogrulama gereklidir(50).

Diiz radyografi, yumusak doku kitlesinin komsu kemiklerde yaptigi
degisiklikleri ve uzak metastazlar1 (akciger ve plevral bosluk) gosterebilir,
kalsifikasyon sik rastlanan bir durum degildir(51). Ancak radyografinin duyarlilig
cok diisiik bulunmustur(52). Ultrasonografi homojen olmayan bir hipoekoik kitlede
nekroz, kanama veya kalsifikasyon odaklarini gosterebilir. Her ne kadar
ultrasonografi yumusak doku tlimorlerini gostermede olduk¢a hassas olsa da
maligniteyi saptama kabiliyeti diisliktiir. Renkli, giic ve spektral Doppler teknigi
maligniteyi diisiindiiren kitlede damar tikanikliklari, darlik, sant, trifurkasyon ve lup
gibi vaskiiler degisiklikleri kolayca gosterebilir(53).

Bilgisayarli tomografinin (BT) yumusak doku kitlelerinin teshisinde ¢ok az bir
katkis1 vardir. BT'de goriinen nekroz, kanamaya ikincil yiliksek ateniiasyon ve
heterojen goriiniim malign tiimorlerde sik goriilen bulgudur(52,54).

Manyetik rezonans goriintiilleme (MR) benign ve malign periferik sinir kilifi
tiimorleri ayiriminda, 6zellikle NF1 hastalarinda, BT'ye gore istiindiir. T1 agirlikli
sekanslarda MPSKT'leri genellikle kaslara gore daha izointens ve T2 agirlikli
sekanslarda ise tipik fasikiiler goriinlim ile birlikte daha hiperintenstir(52). Ayrica
MR'da malignite diisiindiiren o6zellikler arasinda hizli boyut artisi, T1 agirlikli
goriintlilerde heterojenite ve periferik kalinlagsma ile beraber intratumoral kanama
veya nekroz varligi olabilir(Sekil 2) (55-57). Li ve ark. yaptig1 calismada MR'da
goriilen biiyiik boyut ve infiltratif 6zellikler maligniteyi gosterdigi, oysa ayrilmis yag
isareti (kitlenin etrafindaki saglam yag diizlemleri) benign tiimorlerin gdstergesi
oldugunu sodylemis olsa da(58), buna karsin Wasa ve ark. tarafindan MPSKT'lerin
genellikle iyi sinirlanmis kenarlara sahip oldugu ifade edilmistir(57).

MPSKT’lerinin karakteristik bir kriteri olan tiimor boyutu, iyi huylu periferik
sinir kilifi timorlerine(PSKT) gore ¢ok daha biiytiktiir. Demehri ve ark. MPSKT i¢in
tiimor boyutunu 68 £+ 18 mm, iyi huylu PSKT i¢in tiimor boyutunu ise 39 = 23 mm
olarak dlgmiigler. Diger arastirma gruplarinda da benzer sonuglar alinmis ve olasi

esik degeri 5 cm olarak kabul edilmistir(57,59—61).



Sekil 2. 35 yasinda erkek hasta sol uylugunda sislik sikayeti ile basvurmus. (a) Koronal T2
agirhkh MR gériintiisiinde agirhkh olarak hiperintens kitle (ok), merkezi énemli derecede
hiperintens olarak izlenen nekroz alani. (b) Aksiyel kontrasth, T1 agirhkh goriintiide periferik
sinirlarda tutulum (ok) ile birlikte genis bir merkezi nekroz alani.

Kamran SC, Shinagare AB, Howard SA, Hornick JL, Ramaiya NH. A-Z of malignant peripheral
nerve sheath tumors yaymindan alinmistir(50).

Halihazirda, 18F-florodeoksiglukoz (18F-FDG) pozitron emisyon tomografisi
/ bilgisayarli tomografi (PET / BT), MPSKT'lerin saptanmasi i¢in iyi bilinen hassas
gorlintiileme yoOntemi olarak kabul edilmektedir. Dahasi, 18F-FDG PET / BT
ameliyat 6ncesi timor evresinin belirlenmesi, biyopsi islemlerinin tiimor igindeki en
yiiksek tanisal verim bolgesinden alinabilmesi ve endise verici goriintiileme
ozelliklerine sahip hastalarda radikal cerrahi agisindan bilgi verebilir.
Maksimum standartlastirilmis alim degeri (SUVmax), NF1 hastalarinda benign
pleksiform norofibromlar(PN) ile MPSKT'lerini ayirt etmek i¢in kullanilan en ¢ok
kabul edilen PET / BT parametresidir. Malign tiimorlerde SUVmax deger araligi
genis olmasina ragmen (SUVmax 1.8-7.0), en yaygin kullanilan katof degeri
SUVmax 3.5'dur(62). Warbey ve ark. SUVmax 3.5 katof degerinin NF1 ile iligkili
MPSKT teshisinde FDG PET/BT duyarliligin 0.97 ve 6zgiilliigiin 0.87 oldugunu
bildirmislerdir (Sekil 3)(63).

Cocuklar ve / veya NF1 gibi tiimor supresor gen bozukluklari olan hassas
populasyonlarda art arda PET / BT taramalari yapmak toplam viicutta yiiksek

radyasyon maruziyetine sebep olacagindan, ileride radyasyona bagl maligniteler, en
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stk MPSKT'leri ve az sayida bildirilmis yliksek dereceli beyin gliomalari, goriilme
riskini artiracaktir(6,64,65).

Tiim viicut PET ve MR kombine sistemi (PET / MR) MR'm yiiksek
cozlnlirliigi ve fonksiyonel bilgisi ile PET'in metabolik aktivite bilgisini
birlestirerek, NF1 hastalarindaki tiimorleri dogru bir sekilde degerlendirmede, iyi
huylu pleksiform nérofibrom ile MPSKT'leri arasinda kesin ayrim yapmada basari
saglamigtir. PET / BT ile karsilastirildiginda, PET / MR daha diisiik radyasyonla
iistlin anatomik kontrast ¢oziiniirlik sunar, ¢linkii MR goriintii elde etmek i¢in

iyonlastirici radyasyon kullanmaz(62).

Sekil 3. Aksiyel BT, PET ve PET / BT goriintiileri 4. saat. (a) Sag erector spinae kasinda
(SUVmax 4.2) biyopsi ile kanitlanmis bir atipik norofibrom, fokal alanda artan ['*F] FDG
tutulumu. (b) Sol uyluk arka kas sisteminde (SUVmax 6.2) biyopsi ile kamitlanms diisiik
dereceli MPNST, fokal alanda artmms ['*F] FDG tutulumu. (c) Sol yanda (SUVmax 10.0) biyopsi
ile kanitlanmis yiiksek dereceli MPNST, heterojen bir sekilde artms ['*F] FDG alimim
gostermektedir. Warbey VS, Ferner RE, Dunn JT, Calonje E, O’Doherty MJ. FDG PET/CT in the
diagnosis of malignant peripheral nerve sheath tumours in neurofibromatosis type-1 yaymindan
almmustir (63).

Hastalarin cerrahi ve onkolojik tedavisine rehberlik etmesi agisindan
preoperatif doku tanisi almak 6nemlidir. Graham ve ark. goriintii kilavuzlugunda kor
igne biyopsisi (IGCNBx) yontemi ile iyl huylu ve kotii huylu periferik sinir kilifi
timori ayrmmint % 94 dogruluk orani ile belirleyebildiklerini ve yapilmasini

onermislerdir(66).
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2.1.6 Histopatoloji

Kaba muayenede MPSKT'leri beyazimsi, fuziform, yer yer dejenerasyon ve
ikincil kanama alanlar1 olan kitle seklinde izlenir(Sekil 4). Tiimoriin epindriyum ve
perindriyum boyunca yayilmasi nedeniyle sinirin proksimal ve distal kismi
kalinlagsmis olabilir. Schwann hiicre kokenli olmasina ragmen vakalarin % 50'sinde
olgun Schwann hiicre gostergesi olan S-100 bulunmayabilir(67). MPSKT niin genel
olarak bilinen epitelioid, glandiiler ve koétii huylu triton (rabdomyosarkomattz)
varyantlart mevcuttur(68).

Histolojik analizde MPSKT'lerinde kapsiilsiiz infiltrasyon, sarmal seklinde
igsi hiicreler, irregiiler ve diizensiz ¢ekirdekler, kist olusumu ve niikleer palisading
izlenmektedir(69). Malignite i¢in patolojik kriterler tiimor hiicreleri tarafindan ¢evre
dokuya invazyon, vaskiiler invazyon, belirgin niikleer pleomorfizm, nekroz ve
mitozun varligidir(42).

H&E boyama ile tiimor evre I -den IlI-e kadar siniflandirilir. Ayrica yumusak
doku sarkomlar seliilerite, niikleer pleomorfizm, anaplazi, mitotik oran (10 biiyiik
bliylitme alaninda mitotik say1), mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz derecesi ve
invazyon gibi kriterlerle degerlendirilir(70,71). Iyi huylu periferik sinir kilifi
tiimorlerinde goriilen giiclii diffiiz boyamanin aksine MPSKT’lerinin tipik olarak
zayif fokal S-100 ve Leu-7 ile boyanmasi schwann hiicre kaynakli farklilasmay1
gosterir. MPSKT'lerini diger tiimorlerden ayirmada kullanilan ve genellikle negatif
olan sitokeratin, desmin, HHF-35, EMA, GFAP ve HMB-45 gibi boyalar daha
faydalidir(Sekil 4). HHF-35 ve desmin triton MPSKT'lerinde, EMA glandiiler ve
perindral MPSKT'lerinde ve sitokeratin boyanmasi ise glandiiler ve epitelioid
MPSKT'lerinde istisnai olarak goriilebilir(68).

Epiteliold MPSKT'lerinde malign epitelioid hiicrelerin  hakimiyeti
goriilmektedir. Bu varyantta S-100 boyamaya gii¢lii diffiiz immiinoreaktivite
mevcuttur. Diger MPSKT'lerinin aksine, epiteloid MPSKT'leri NF1 ile iliskili
degildir.Glandiiler MPNST'lerinde siklikla musin iligkili sitokeratin-pozitif bezlerin
olusumu goriilmektedir. Diger tlimdriin aksine, glandiiler elementler histolojik olarak
iyi huylu goriiniir ve EMA ile boyanabilir. Ko6ti huylu triton tiimorleri
(rabdomyosarkomatéz MPSKT'ler) embriyonal rabdomiyosarkomu andiran malign
hiicrelere sahip yliksek derecede koétii huylu MPSKT'leridir. Diger MPSKT tiirlerinin

aksine, malign triton tiimorleri kaslara 6zgii antijenler ve desmin ile boyanabilir. Bu
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timorlerde ayrica sik sik kondrosarkom, osteosarkom alanlari veya glandiiler
farklilasma goriiliir(68).

Biiyiik biliyiitme alaninda 5‘den az, 5-10 ve 10’dan fazla mitotik oranlar
strastyla 0, 1 ve 2 puan olarak degerlendirilir. 10 biiyiik biiyiitme alaninda 5 den fazla
puan alan tiimorler yiiksek dereceli tiimorler olarak kabul edilir, ¢iinki hiperseliilarite
ve niikleer atipisi olan tiimorde tek bir mitotik figiir gériilmesi 6nemli olabilir(3).

Bu tiimorlerin hiicresel orijini ve histopatolojik 6zellikleri monofazik
sinovyal sarkom, leiomyosarkom, ve fibrosarkom gibi diger igsi hiicreli sarkomlar ile
benzerligi sebebiyle tan1 konulmalar1 zor olabilmektedir. MPSKT'lerini diger iyi
huylu veya habis igsi hiicreli neoplazilerden, ¢ok sik goriilen melanom gibi kutanéz
lezyonlardan ayirmak cetrefilli olabilir(72). Baska ilging klinik 6zellik bu tlimoriin
multifokal olusu ve ayni histolojiye sahip ikinci primer tiimdrlerin gelismesidir(6).
Ozellikle kiiciik periferik sinir dalindan gelisen vakalarda tiimériin sinir kaynakli
oldugunu gostermek her zaman miimkiin degildir. Nambisan ve ark. MPSKT
vakalarinin % 61'inde sinir kaynakli olduklar1 gosterememis, Bilge ve ark. ise
vakalarm  yalmzca % 45 ila% 56'sinda  sinir  kaynakli  olduklarini
gosterebilmiglerdir(73,74). Buna ragmen damarin subendotelyal zonlardaki
proliferasyonu, damar liimenine neoplastik hiicre herniasyonu ve biiylik damar
duvarinda kiiciik damarlarin proliferasyonu gibi MPSKT'lerine 6zgiin 6zellikler

mevcuttur(75).

” w
RO TR

Sekil 4. (A) Gros niimune. (B) NF1 tanih sag uylukta biiyiik 16 cm'lik tiimorii olan hastanin
hemotoksilin ve eozin boymasi. Immiinohistokimyasal boyamada nadir goriilen S-100 pozitifligi
ve AE 1 / AE3, epitelyal membran antijeni (EMA), desmin ve MyoD1 negatifligi malign
periferik sinir kilifi tiimériiniin tamisim desteklemistir. Gupta G, Mammis A MA. Malignant
peripheral nerve sheath tumors yaninindan alimmistir (75).

13



2.1.7 Evreleme

MPSKT i¢in kullanilan en yaygin evreleme modeli American Joint Committee
on Cancer (AJCC) yumusak doku sarkomu evreleme sistemidir(76). AJCC Evreleme
El Kitabi'nin 8. baskisinda yumusak doku sarkomlari i¢in anatomik bolgeye 6zgi
evreleme (ekstremiteler ve gdvde, retroperiton ve bas ve boyun bolgesi) sistemi
getirilmistir(Tablo 2,4,5,6). Bas ve boyun sarkomlar1 diger bolgedeki sarkomlarina
kiyasla basvuru sirasinda genellikle daha kiiciik oldugundan bolgeye 6zgii evreleme
daha uygun goriilmiistiir(77).

AJCC yedinci baskidaki primer yumusak doku sarkomu derinliginin (yiizeyel
veya yiizeyel fasyadan derin) evrelemedeki 6nemi sekizinci baskida evreleme faktorii
olmaktan ¢ikmistir. Ek olarak, lenf diiglimii ve uzak organ metastazi tiimor histolojisi
veya boyutuna bakilmaksizin artik evre IV hastalik olarak kabul edilmektedir. Bu
arada, Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi (UICC) sekizinci baskist TNM
siiflamasi lenf nodu metastazini evre I1IB olarak siniflandirmaktadir. Retroperiton
yerlesimli yumusak doku sarkomu ile ilgili evrelemede AJCC yedinci baskisindaki
gibi evre IIIB olarak ayni kalmaktadir. Retroperitonyum sarkomu icin diger evre
simiflamalar1 gévde ve ekstremite sarkomu siniflamasi ile aym1 kalmaktadir(Tablo
4)(78).

Yumusak doku sarkomu histolojik derecenin degerlendirilmesi i¢in
Federation Nationale des Centers de Lutte Contre Cancer (FNCLCC) sistemi tavsiye

edilir. Bu sistemde histolojik derece {i¢ grup (derece 1, 2 ve 3) olarak siniflandirilir. 1

diisiik dereceye, 2 ve 3 ise yliksek dereceye karsilik gelmektedir(Tablo 3).

rafmdan Govde ve Ekstremite bolgesi Yumusak Doku Sarkomlart i¢in tanimlanmis evreleme

(8.bask1 2017)(79)

EVRE TUMOR LENF METASTAZ DERECE EVRELEMENIN KISA
NODU OZETI

1A T1 NO MO G1,GX <Scm,diisiik dereceli timor

1B T2,T3,T4 NO MO G1,GX >5cm,disiik dereceli timor

11 T1 NO MO G2,G3 <Scm,ytiksek dereceli timor

IITA T2 NO MO G2,G3 5-10cm,yiiksek dereceli timor

111B T3,T4 NO MO G2,G3 >10cm,yiiksek dereceli tiimor

IVA Herhangi N1 MO Herhangi G Lenf nodu tutulumlu timor

IVB Herhangi Herhangi N M1 Herhangi G =~ Uzak metastazli timor
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T1- Tiimdr en genis ¢ap1 <5 cm boyutunda

T2- Tiimdr en genis ¢capt > 5 cm ve <10 cm boyutunda

T3- Tiimdr en genis ¢cap1 > 10 cm ve <15 cm boyutunda

T4- Tiimdr en genis ¢ap1 >15 cm boyutunda

NO- Bolgesel lenf diiglimii metastazi yok veya bilinmeyen lenf diigiimii durumu
N1- Bolgesel lenf bezi metastazi

MO0- Uzak metastaz yok

M1- Uzak metastaz var

G(Derece): Birkag farkli derecelendirme sistemi gelistirilmistir. Ulusal
Kanser Enstitiisii (NCI) ve Fransa Kanser Merkezleri Federasyonu Sarkom Grubu
(FNCLCC) semast en basarili degerlendirme sistemi olarak kabul edilmektedir.
FNCLCC derecelendirme sistemi ii¢ ana parametrenin degerlendirilmesine dayanir:
1. Timor diferansiyasyonu; 2. Mitotik sayim; 3. Nekroz varliglr. Her parametre bir

puan olusturur ve toplam puan tiimoriin histolojik derecesini belirler(Tablo 3)(80).

Tablo 3. FNLCC derecelendirme sistemi(80)

Tiimor Diferansiyasyonu

1 puan Normal yetiskin mezenkimal dokusuna benzeyen sarkom
2 puan Histolojik tiplemenin kesin oldugu sarkom

3 puan Miksoid varyantlarinda ekspresyon zayif olabilir
Mitotik sayim

1 puan 0-9 mitoz/10 Biiyiik biiyiitme alani

2 puan 10-19 mitoz/10 Biiyiik biiyiitme alani

3 puan >20 mitoz/10 Biiyiik biiylitme alan1

Tiimor nekrozu

0 puan Nekroz yok

1 puan <%50 nekroz varligi

2 puan >%50 nekroz varligt

Histolojik derece

Derece 1 Toplam puan: 2-3
Derece 2 Toplam puan: 4-5
Derece 3 Toplam puan: 6-8
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Tablo 4.
AJCC tarafindan Retroperitonyum bolgesi Yumusak Doku Sarkomlari i¢in tanimlanmig evreleme

(8.bask1 2017)(81)

EVRE TUMOR LENF NODU METASTAZ DERECE

1A T1 NO MO G1,GX

IB T2,T3,T4 NO MO G1,GX

I T1 NO MO G2,G3

1A T2 NO MO G2,G3

111B T3,T4 NO MO G2,G3
Herhangi N1 MO Herhangi G

v Herhangi Herhangi N M1 Herhangi G

T1- Tiimdriin en genis ¢capt <5 cm boyutunda

T2- Tiimdriin en genis ¢apt > 5 cm ve <10 cm boyutunda

T3- Tiimor en genis ¢cap1 > 10 cm ve <15 cm boyutunda

T4- Timor en genis ¢cap1 >15 cm boyutunda

NO- Bolgesel lenf diigiimii metastazi yok veya bilinmeyen lenf diigiimii durumu
N1- Bolgesel lenf bezi metastazi

MO- Uzak metastaz yok

M1- Uzak metastaz var

AJCC 8. baskisinda bas ve boyun, karin ve torasik i¢ organlar i¢in farklt T
kriterleri belirlenmis olsada bu bolgelerdeki yumusak doku sarkomlarinin prognostik

evre gruplar1 tanimlanmamustir(Tablo 5,6)(78).

Tablo 5.
Bas boyun bélgesi primer tiimér (T) tanimi(81)

T kategori T kriteri

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor

T1 Timor <2 cm

T2 Timor >2 ila <4 cm

T3 Timor > 4 cm

T4 Komsu yapilara invazyon gésteren timor

T4a Orbita invazyonu, kafa tabani / dura invazyonu, merkezi kompartman vissera

invazyonu, yiiz iskelet tutulumu veya pterigoid kaslar1 tutulumu olmasi

T4b Beyin parankima invazyonu, karotis arterin etrafint sarma, prevertebral kas invazyonu

veya perindral yayilim ile merkezi sinir sistemi tutulumu
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Tablo 6.
Karin ve torasik viseral organlar primer tiimér (T) tanimi(81)

T kategori T kriteri

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor

T1 Organda sinirlt timor

T2 Tlimor organ disina yayilmis

T2a Seroza veya visseral peritona invazyon
T2b Seroza dtesine (mezenter) yayilim

T3 Baska organa invazyon

T4 Multifokal tutulum

T4a Multifokal (2 bolge)

T4b Multifokal (2-5 bolge)

T4c Multifokal (>5 bolge)

2.1.8 Tedavi
MPSKT'lerinde genis cerrahi sinirlarla eksizyon, kemoterapi (KT) ve adjuvan

radyoterapi (RT) gibi tedavi segcenekleri mevcuttur.

2.1.8.1 Cerrahi Tedavi

Tiim yumusak doku tiimorlerinde oldugu gibi MPSKT’lerinde de ana hedef
negatif cerrahi sinirlar1 elde etmektir(3,82). Cerrahi olarak cikartilabilirligi biiyiik
Ol¢iide tlimoriin yerlesim yerine gore degismekte olup, paraspinal yerlesimli
timorlerin  %20’si1, ekstremite yerlesimli tiimdrlerin % 95°1 eksize edilebilmektedir
(83). Ancak, tam eksizyon her zaman miimkiin degildir. Yapilan bir caligmada 40 yil
boyunca yapilan 34 MPSKT cerrahi tedavisinde tam eksizyonun sadece % 47 vakada
saglanabildigi goriilmiistiir(67).

Bu tiimorlere birgok farkli, bazilar1 tartismali olan, cerrahi yaklasim
mevcuttur. Negatif cerrahi sinirlarla timor eksizyonunda sinir ve énemli yumusak
doku sakrifiye edilmesi gerekeceginden, bircok cerrah nihai cerrahi dncesi ince igne
biyopsi alarak taninin dogrulanmasi dnermektedir. Diger cerrahlar ise bu yontemle
tiimoriin malign kismi biyopside alinamazsa yanlig tan1 veya timoriin yayilimini
hizlandiracagini1 diisiinmektedir. Bu yaklasimin baska bir modifikasyonu tiimoriin
farkli kadranlarindan agik biyopsi alinmasidir. Bir baska grup ise ilk asamada
tiimdriin kabaca olarak kapsiiliine hasar vermeden ¢ikarilmasi ve nihai tedavinin tani

sonrasina birakilmasini seklinde asamali eksizyonu 6nermektedir. Tani1 sonrasi nihai
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cerrahide eksizyonun donmus kesitlerle sinirlarin her yonde 2 cm olacak sekilde
yapilmasi tedavi agisindan yeterli olacagi sdylenmektedir(75).

Ne yazik ki, brakiyal veya pelvik pleksus veya proksimal kolda gelisen
norojenik sarkomlar icin sinir felci gelismeden veya bazen ekstremite amputasyonu
yapmadan temiz sinirlarla genis bir rezeksiyon yapmak miimkiin degildir. Bu yiizden
genis lokal rezeksiyon norojenik sarkomlar i¢in uzuv distal kisimlarinda daha iyi
sonug vermektedir. Daha proksimal lezyonlar i¢in uzuv amputasyonu gerekebilmekte
olup, cogu hasta bu Oneriyi reddetmektedir(75).

Malign brakiyal ve lumbosakral pleksus lezyon eksizyonu sonrasi sinir
rekonstriiksiyonu onerilmemektedir. Ciinkii ameliyat sonrasi ihtiya¢ duyulan adjuvan
radyasyon ve kemoterapi aksonlarin biiylime yetenegini bozarak, yapilan islemi
faydasiz kilacaktir. Ayrica, MPSKT ameliyati sonrasinda hayatta kalma stiresi etkili
reinnervasyon gerceklesmesi icin yeterli kadar uzun degildir. Genis tiimorlerde veya

yeterli eksizyon sonrasi niikseden vakalarda amputasyon karar1 vermek gereklidir(3).

2.1.8.2 Radyoterapi

Radyoterapi lokal kontrol saglamada ve niiksetme siiresini geciktirmede
faydali olmakla birlikte, uzun siireli sagkalim iizerinde ¢ok az etkisi vardir. Adjuvant
radyoterapi miimkiin olan her durumda orta ile yiiksek dereceli tiimorlerde ve diisiik
dereceli tiimorlerde marjinal eksizyon sonrasinda mutlaka verilmelidir(3).

Isinlamanin zamanlamasi (ameliyattan dnce veya sonra), artilar1 ve eksileri
Toronto Universitesi tarafindan incelenmistir.  Ameliyat sonrasi radyoterapide
ameliyat alaninin 5 cm saglam sinirlarla 1sinlanmasi Onerilmektedir. Preoperatif
radyoterapide ise tiimoérun 5 cm'lik bir saglam sinir ile 1s1nlanmasini dnerilmektedir.
Genelde uygulanan doz 6000 ila 7000 cGy'dir. Tiimor boyutu, yerlesimi ve yayilimi
nedeniyle ameliyat sonrasinda radyoterapi verilmesi zor olacaksa, ana sinir yolaklar1
tizerinden diseksiyon planlanacaksa (mikroskobik hastalifin kritik yapilarda
birakilmasi ihtimali) veya defekt alanin greft veya flep ile kapatilmas1 6ngoriiliiyorsa,

ameliyat Oncesinde radyoterapi verilmesi onerilmektedir(75).

2.1.8.3 Kemoterapi
Cogu yumusak doku sarkomu gibi, MPSKT'leri de geleneksel kemoterapiye
duyarsizdir. Kemoterapi yetiskin yumusak doku sarkomlarinda genellikle metastatik

hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Sistemik yayilimda, o6zellikle akciger
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metastazi, terminal donemde sinirli etkinligine ragmen kemoterapi endikasyonu
mevcuttur(9).

Cok az ilacin hastalikta etkili oldugu gosterilmis ve tek ajan doksorubisin veya
doksorubisint+ifosfamid kombinasyonu hastalarin sadece % 20 ila % 25’inde faydal
olmustur(10). Dakarbazin’in bu tiimorlere karst etkinlige sahip oldugu goriildiikten
sonra doksorubisin ile birlestirilerek Cyclophosphamide, Vincristine, Adriamycin ve

Dakarbazin (CYVADIC) rejimi kullanilmaya baglanmistir(84).

2.1.9 Lokal Niiks ve Metastaz

MPSKT'lerinde lokal niiks oram1 % 22 ile %42 arasinda degismektedir;
hastalarin % 20 ila %30’unda metastaz izlenmektedir. Pozitif cerrahi sinir, timoriin
govde yerlesimli olmasi ve biiyiik timdr boyutu gibi faktorler lokal niiks olasiligini
arttirmaktadir(25,85).

Metastatik yayilim en fazla akcigere olmaktadir. Ekstrapulmoner metastaz
kemik, karaciger, periton ve merkezi sinir sistemine olmaktadir(Sekil 5)(25,85). Lenf
nodu metastazi ¢ok nadir goriilmektedir. PET/BT uzak metastazlar1 gostermek i¢in
cok faydalidir(86). Biiylik timor boyutu, yiiksek tiimor derecesi ve lokal niiks
varlig1 gibi faktorler uzak metastaz olasiligini belirlemektedir. Tiimér boyutunun >5
cm olmasi, lokal niiks ve govde yerlesimli tiimorler hastalik iizerinde belirgin bir

olumsuz etki ile sag kalimi1 kétii etkilemektedir(25,85).
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Sekil 5. (a) FDG-PET / BT goriintiisii akcigerleri, plevrayi, lenf bezlerini, karacigeri, peritonu,
kemikleri ve yumusak dokuyu i¢eren yaygin metastatik hastahg gostermektedir. (b) Aym1 PET /
BT goriintiisiinde akciger penceresinde, aksiyal BT kesitlerinde pulmoner nodiil (ok basi) ve
genis plevral kalinlasma (ok) goriilmektedir. (¢) Kaynasik aksiyal PET / BT goriintiisiinde ¢coklu
FDG-tutulumlu karaciger metastazlari, epifrenik lenf nodu (ok) ve plevral nodiilerite (ok basi)
goriinmektedir. (d) Kaynasik aksiyal PET / BT goriintiisiinde tekrar plevral nodiil (ok ucu) ve
peritoneal metastaz (ok) izlenmektedir. (e) Kaynasik aksiyal PET / BT goriintiisiinde yumusak
doku metastazlari(oklar) ve kemik metastazini(ok basi) gostermektedir. Sol iireterde (kavisli ok)
fizyolojik tutulum goriilmektedir. Wasa J, Nishida Y, Tsukushi S, Shido Y, Sugiura H, Nakashima
H, et al. MRI features in the differentiation of malignant peripheral nerve sheath tumors and
neurofibromas yayinindan alinmistir (57).

2.1.10 Prognoz

MPSKT'de prognoz ozellikle tamamen rezeke edilemeyen tiimorlerde
kotiidiir. Diger yumusak doku sarkomlari ile karsilagtirildiginda MPSKT’leri en
yiiksek sarkom spesifik oliim riskini tasimaktadir(87). Biiyiik tiimoérler (> 5 cm),
govde yerlesimli, pozitif cerrahi sinirli, yliksek dereceli, SI00B negatif boyali, p53
pozitif timorlerin tiimii ve NF1 varlig1 negatif prognostik faktorlerdir(85,88). Bes
yillik sagkalimin genis serilerde %16 ile %52 arasinda degistigi bildirilmis ve NF1
iligkili olanlarda sagkalimin sporadik MPSKT’lerine gore daha koti oldugu
gOriilmiistiir(6,89,90).
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2.2 Hiicre Siklusu

Hiicre boliinmesi esas olarak DNA replikasyonu ve kopyalanmis
kromozomlarin iki ayr1 hiicreye esit sekilde dagitilmasi ile karakterize iki ardisik
siirecten olusur. ilk basta hiicre béliinmesi iki asamada; hiicre bdliinmesinin oldugu
mitoz(M) ve iki mitoz arasinda interfaz evrelerinden olugsmaktadir. Mitozun evreleri
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere doérde ayrilmaktadir. Mikroskop
altinda izlendiginde interfazda hiicre basit olarak hacimsel biiyiimekte olup, ancak
farkli tekniklerle interfazin G1-S-G2 seklinde evrelerinin oldugu goriilmiistiir.
Interfaz, hiicrenin bélinmeye hazirlandig1 ve biiyiidiigii evredir. G1 fazinda DNA
replikasyonu i¢in hazirlik, RNA ve protein sentezi gerceklesir. S fazinda DNA
replikasyonu tamamlanir ve hiicrenin mitoz i¢in hazirlandigi G2 fazina gegilir. G1
fazindaki hiicre DNA replikasyonuna baslamadan once istirahat fazi olan GO0’da
bekleyebilir. Insan viicudundaki biiyiimeyen ve prolifere olmayan hiicrelerin
biiylik kism1 GO fazinda bekleyen hiicrelerinden olusmaktadir(91,92).

Hiicre siklusunda bir fazdan digerine gecis diizenli bir sekilde olur ve gecis
siireci farkli proteinler tarafindan diizenlenir. Anahtar diizenleyici protein sikline
bagiml kinazlardir(CDK). Hiicre dongiisiiniin belirli noktalarinda aktive edilen bir

serin / treonin protein kinaz ailesi olan CDK hiicre siklusunda G1-S gecisi, G2-M

gecisi ve metafaz-anafaz gecisini kontrol etmektedir(Sekil 6)(92).

Sekil 6. Hiicre siklusu asamalari. Vermeulen K, Van Bockstacle DR, Berneman ZN. The cell cycle:
A review of regulation, deregulation and therapeutic targets in cancer yayinindan alinmistir.(92).
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Hiicre homeostazisi hiicre ¢ogalmasi, biiyiimenin durdurulmas: ve apoptozis
(programli hiicre Oliimiil) ile siirdiiriilmektedir. Hiicre siklusu icindeki olaylar
diizenleyen ve kontrol eden etkilesimler ¢ok sayida ve komplekstir. Hiicre siklusunun
diizenlenmesindeki hatalar hiicre boliinmesinin kontroliiniin bozulmasina neden olur.
Hiicre siklusu kontrol noktalarinda degisimler kanser gelisimine neden olabilir.
Kanser gelisiminde tiimdr baskilayict fonksiyon, DNA onarimi ve apoptozis kritik

yolaklardir(93).

2.3 ING (Inhibition of Growth) Gen Ailesi

Tiimor baskilayici gen (TBG) tiimor gelisimini engelleyen bir proteini kodlar.
Bu genler hiicre cogalmasim1 negatif etkiler ve / veya genom stabilitesini
diizenlemede katki saglar. Kayiplari malign transformasyona neden olmaktadir. Iki
sinifa ayrilirlar. Tip 1 TBG'ler veya “bakicilar” dogrudan bakim siireci ile DNA
biitlinliigiinii DNA tamir yollari1 ile saglamaktadir (6rnegin, BRCA1 / 2, MSH2, vb.);
oysa, Tip Il TBG'ler veya “Kap1 bekgileri” hiicre dongiisiinii, yaslanmayi, otofaji,
apoptozu kontrol eder, anjiyogenez ve hiicre invazyonunu baskilar (6rnegin, p53,
pRb, vb.)(94). Biiyiime inhibitérii (ING) gen ailesi proteinleri tiimor baskilayici
olarak tanimlanmistir(95). ING proteinlerinin histon asetil transferaz (HAT) ve
histon deasetilaz (HDAC) enzim kompleksinin bir bileseni olmas1 ING gen ailesinin
gen transkripsiyonu diizenledigini diisiindiirmektedir(Sekil 7)(95). ING ailesinin tiim
izoformlar1 p53 aktivasyonu yapmaktadir. Aktivasyon hem direkt yolla, hem de
indirekt olarak p53 yolagindaki MDM?2, ARF, p300 ve p21 yolu iizerinden de
olabilmektedir. Tiimor baskilanmasi ING proteinleri ekspresyonu ile birgcok farkl
yolla saglanmaktadir(96). Doku kiiltiiriinde gerceklestirilen asiri-ekspresyon
calismalarinda ING proteinlerinin bir kisminin p53 tiimor baskilayict protein ve /
veya niikleer faktor-kappa B (NF-KB) protein kompleksi ile etkilesebildigini
gostermistir. ING ile iligkili proteinler, DNA onarimindan hiicre biiyiimesi ve sag
kalimma kadar, enflamasyon ve tiimdr baskilanmasi1 gibi bir¢ok gorevde yer aldigi,
ayrica gen transkripsiyonunu modifiye etme, p5S3 ve NF-kB aktivitesini degistirme

yeteneklerinin oldugu gosterilmistir(97).
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Sekil 7. ING ailesi protein inhibitoriiniin aracilik ettigi bir sinyal yollarinin modeli. Unoki M,
Kumamoto K, Takenoshita S, Harris CC. Reviewing the current classification of inhibitor of growth
family proteins yaymindan alinmistir(95).

Kanser, ¢coklu mutasyon biriktirmis ve sonucta kotii huylu 6zellikler kazanan
hiicrelerin baglattigi karmasik bir genetik hastaliktir. Nadir istisnalar diginda,
kanserler tek somatik hiicre silsilesinden gelisir. Neoplastik hiicreler ¢ogalirken
genetik veya epigenetik degisimler sonucu selektif avantajlar saglayan degismis
fenotipte hiicreler birikir. Tiimor supresor genler kanserlerde degismis anahtar gen
smifidir.  Tiimor baskilayict proteinlerin  hiicre siklusunu durdurma, hiicre
yaslanmasi, DNA onarimi, sinyal iletimi ve apoptoz gibi hiicresel islemleri
diizenledigi bilinmektedir. Dis biiyiime sinyallerini hiicre i¢ine ileten proteinler,
niikleus ve sitoplazmadaki diger enzimlerin islevlerini diizenleyen kinazlar, hiicre
biiyiimesi, boliinmesi ve hayatta kalmasi ile ilgili diizenleyici proteinler gibi birgok

farkli timor siipresor protein bulunmaktadir(97).
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2.3.1 ING Gen Ailesi Uyeleri, Yapisal Ozellikleri ve Fonksiyonlar

Tim ING gen iiyeleri fetal ve yetiskin organlarda farkli ekspresyon
seviyelerinde mevcuttur(97). Garkavtser ve ark. 1996 yilinda yaptiklari bir ¢alismada
yedi meme kanserli olgu ile normal memeli epiteli arasindaki farki arastirirken ING
genlerinin  ilk {yesini tespit ederek genetik supresor element olarak
isimlendirmisler.(98). Bu genetik supresdr elementlerin  hiicre dongiisiinii
diizenleyerek hiicrenin biiylimesini kontrol ettigi ortaya konulmus daha sonraki
calismalarda ayni aileden %32 ile %76 oraninda benzerlik gosteren 4 yeni iiye
(ING2, ING3, ING4, INGS) daha bulunmustur(91,97).

Tiim ING genleri bagimsiz kromozomlar iizerinde haritalanmis ve ilging bir
sekilde tiim ING genleri ING3 harig ilgili kromozomlarinin subtelomerik bolgesinde
yerlestigi bulunmustur. ING1’in 5, ING2’nin 2, ING3’nin 13, ING4 ve ING5’in 8
ekzonu vardir. Bunlarin kendi aralarinda farkli dizilimleri ile izoformlar ortaya
cikarir(Sekil 8)(13).

INGI geni 13. kromozom 13q33-34 lokusunda yerlesir ve 4 proteini kodlar.

ING2 geni 4. kromozom 4q35.1 lokusunda yerlesir ve tek bir proteini kodlar.

ING3 geni 7. kromozom 7q31 lokusunda yerlesir ve 2 farkli protein kodlar.

ING4 geni 12. kromozom 12p13.3 lokusunda yerlesir ve 8 farkli protein kodlayabilir.
En son bulunan INGS ise 2. kromozom 2q73.3 lokusunda yerlesir ve sadece tek 1

proteini kodlar(Sekil 8)(13).
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Sekil 8. ING genleri lokalizasyonu, yapis1 ve transkriptleri. (a) Kromozomal lokalizasyon. Her
ING geni farklh bir kromozom iizerinde ve ING3 hari¢c olmak iizere subtelomerik bolgede
yerlesir. (b) ING ailesinin genomik organizasyonu ve varyantlari. Her ING geni genomik
DNA’s1 ve asagisinda mRNA transkriptleri gosterilmis. Resimde (E) ekzonlar kutucuklarda
gosteriliyor.Mavi bolgeler gen Kkodlayan, sarillar kodlamayanlari, kirmizilar stop kodonunu
belirtmektedir. ING1v2 ve ING1v5 aym proteini kodlar. Ythier D, Larrieu D, Brambilla C,
Brambilla E, Pedeux R. The new tumor suppressor genes ING: Genomic structure and status in cancer
yayinindan alimmustir (13).
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ING proteinlerin C-terminal ucunda Plant Homedomain (PHD), Nuclear
Localization Signal (NLS) ve net fonksiyonu bilinmeyen Novel Conserved Region
(NCR) yerlesmektedir. PHD bolgesi tipik olarak iki Zn2 + iyonunu baglayan
yaklasik olarak 60 amino asit igerir. Insan veya farede toplam ka¢ adet PHD
proteininin bulundugu bilinmemesine ragmen, simdiye kadar insanlarda yaklasik
olarak 150 farkli PHD alan tasiyan protein tespit edilmistir(99). PHD parmaklar
kromatin diizenlemede rol alan niikleer proteinlerde bulunma egiliminde olmasindan
dolayt PHD alanlarinin kromatin yeniden bi¢cimlenmesinde yer aldig
distiniilmiistiir(100).

ING4 ve INGS proteinlerinde ilave bir tane olmak tiim ING proteinleri NLS
igerir. Son zamanlarda, ING1 de NLS'nin roliinii anlasilmasi i¢in bir¢ok calisma
yapilmis olup NLS kaybi proteinin sitoplazmik birikimine neden olmustur(101,102).
ING proteinlerinin niikleer lokalizasyonu islevleri i¢in kritik 6neme sahip olup bazi
kanserlerde ING1’in niikleer boyanmasinda eksiklik izlenmistir. Ayrica ING4’de
NLS'sin silinmesi ortak birlesme deneylerinde proteinin artik p53'e baglanamadigi
gozlemlenmistir(103,104).

ING proteinlerinin N-terminalleri daha degiskendir ve bildirilen proteinin-
protein baglanmasina aracilik etme, farkli niikleer komponentlere ve kromatin
yeniden sekillendirme komplekslerini hedef alan proteinlerin baglanma alani olarak
fonksiyonu mevcuttur(105). Bu terminalde bir LZL alam1 ve bir NCR
mevcuttur(Sekil 9). LZL, proteinin N-ucunda birbirinden yedi amino asit ile ayrilan
dort ila bes korunmus 16sin ve izoldsin kalintisindan olusarak bu ucta hidrofobik
yiizey olusturmaktadir(97). Wang ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ING2'nin
LZL motifinin niikleotid eksizyon onarimi ve apoptozis indiiksiyonu ic¢in gerekli

oldugunu gosterilmistir(17).
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Sekil 9. ING protein yapisi. Her ING proteini ii¢ korunan alandan olusmaktadir : PHD, NCR
ve NLS. NLS p53’e baglanma noktas1 olarak bilinmektedir. Leucine Zipper-Like (LZL) alan
ING 2-5’te bulunmaktadir. Bu alan hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir, ancak ING2'nin DNA
onarmm ve apoptozda islev gorme yetenegini etkiledigi bildirilmistir. ING1 ek olarak Partial
Bromodomain (PBD) ve PNCA- Interacting Protein motif (PIP) alanlarina sahiptir. PBD
alaninin mSin3-HDAC kompleksinin SAP30 alt birimine baglandig1 goriilmektedir. ING1 ve
ING2'nin her ikisi de fosfoinositid baglanmasina dahil oldugu diisiiniilen bir Poly Basic Region
(PBR)’a sahiptir. Coles AH, Jones SN. The ING gene family in the regulation of cell growth and
tumorigenesis yaymindan alinmistir(97).

PIP kutusu PCNA'ya baglanarak ING1 aracili apoptozisi baglatir. PBD ve NCR
/ LID SAP30, HDAC ve HAT'a baglanarak onlarin aktivitesini diizenler. NLS

karyopherin-a ve [ transporter proteinlerine baglanarak ING proteinlerini
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cekirdekteki fonksiyonel bolgelerine tasinmasini saglamaktadir. Ayrica, p53 ile
etkilesime aracilik etmektedir. PHD motifi belirli lokuslarda transkripsiyonu
diizenleyen HAT ve / veya HDAC aktivitesini regiile etmektedir. Hem PHD hem de
PBR, PtdInsPs’e baglanir; PBR ayrica kromatin yeniden diizenleme ve
transkripsiyonunda rol almaktadir(Sekil 10)(106).

Apoptoz DNA onarimu Transport Transkripsiyon

%

Sekil 10. ING ailesi protein alanlar: ve fonksiyonlari. Ythler D, Larrieu D, Brambilla C, Brambilla
E, Pedeux R. The new tumor suppressor genes ING: genomic structure and status in cancer
yayinindan alinmistir(13).

Yapilan ¢alismalar ING proteinlerinin hiicre dongiisii kontrol noktalarinda yer
alarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini etkileyebildikleri gosterilmistir(105). Bu
calismalarin ¢ogunda INGI1 proteini kullanilmig ama ING2-5't kullanilan daha az
calismada da ING proteinlerin benzer sekilde fonksiyon gosterdigi goriilmiistiir. ING
protein diizeyi baskilanmis durumlarda hiicre yayiliminin ve gogiinlin arttigi ve
temas inhibisyonunun azaldig1 goriilmiistiir(98). ING proteinlerinin p53 fonksiyonu
icin de gerekli oldugunu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir(107). Ayrica p53’ten
bagimsiz olarak NF-kB'nin diizenlenmesi ve hypoxia inducible factor (HIF) yolagi
iizerinden ING  proteinlerinin  fonksiyon  gosterdigi son  c¢alismalarda
bulunmustur(108). Bir baska calismada ING proteinlerinin kromatin yeniden
yapilanma  komplekslerinde alt birim olarak  fonksiyonlarinin  oldugu

bulunmustur(109).

2.3.1.1 INGI1 ve Fonksiyonlar:
INGI1 ve Biiyiime Regiilasyonu:

Insan diploid fibroblastlarinda ING1'in asir1 ekspresyonu, GO / G1 fazinda
bulunan hiicrelerin sayisinda % 50 artisla sonuclanmig, bu durumun ING1'in G1 — S

gecisinde rolii olabilecegi diisiintilmiistiir. Tam tersi durumda, antisens INGI1
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hiicrelerde bu duraksamayir iptal ederek hiicrelerin S fazina girmesini
saglamaktadir(98). ING1’in hem G1 /S, hem de G2 / M hiicre dongiisii kontroliinde
roli vardir. ING1’in siklin B1 ekspresyonunu negatif etkilemesi G2 / M hiicre
dongiisii kontrol noktasindaki olasi roliinii kanitlamaktadir. Ek olarak, INGI
ekspresyonunu ile siklin E ekspresyonu arasinda ters iliski oldugu bulunmustur(110).

Ayrica hiicre dongiisiinde ING1 ekspresyonu GO-G1 gecisinde azaldigi, gec
Gl'de artarak S fazinda maksimuma ulastigi, ardindan G2'deki yeniden diizeyinin
azaldig1 disiintilmektedir(111). Ek olarak, p33INGlb'min ektopik ekspresyonu
topoizomeraz II inhibitdrii olan doksorubisinin etkisini artirarak hiicre dongiisiinii
durdurarak ¢ift sarmal DNA’1n pargalanmasini saglamaktadir. Doksorubisinin hiicre
sayist iki katina ¢ikma zamaninm azalttigi ve G2 / M'deki hiicre sayisini artirdigi
bulunmustur. p33INGIb asir1 ekspresyonu nedeniyle hiicre dongiisii durmasini
saglayan etki DNA ya hasar veren ajana spesifik oldugu, sisplatin veya UV 1s1masi

ile hiicre dongiisiinde duraksamanin olmadigi izlenmemistir(112).

ING1 ve Apoptozis:

Helbing ve ark. ilk defa P19 teratokarsinom hiicrelerinde serum yoksunlugu
ile uyarilan apoptoz dncesinde ING1b protein ekspresyonun arttigini gozlemlemistir.
Dikkat ¢ekici bir sekilde INGl'e karsit bir antisens ekspresyonu bu hiicrelerde
apoptoza karsi koruma saglamistir(113). Bir baska c¢alismada UV 1sima sonrasi
ING1b PCNA ile PIP (PCNA interacting protein) alani ile etkilesime girerek hiicrede
apoptoz baslattigi, PIP alam1 mutasyonlu INGI1b'nin hiicreleri UV kaynakli
apoptozdan korudugu gosterilmistir. INGlbmin UVB 1s1mas1 sonrasi melanom
hiicrelerinde 6liim oranimi artirdigr izlenmistir(114). Ayrica ING1b’nin endojen Bax
ekspresyonunu artirdigr ve mitokondriyal zar potansiyelini degistirerek bu siirecle
mitokondriyal hiicre 6limi baslattigi bulunmustur. Baska bir c¢alismada ise
melanom hiicrelerinde UV 1gmmas1 ile ING3 tarafindan mitokondriyal yol
kullanilmadan Fas ve kaspaz-8 aktivasyonu ile apoptozun baslatildig
gorilmistlir(115). Buna karsin diger bir calismada adenovirous aracili  ING4'iin
asir1 ekspresyonu meme kanseri ve hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde intrinsik

yolla apoptozisin tesvik ettigi goriilmiistiir(116,117).
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ING1 ve DNA Onarimi:

Normal hiicrelerde genomik stabiliteyi korumak i¢in niikleotit eksizyon
onarimi, yanlig eslesme onarimi, transliizyon DNA sentezi, homolog olmayan ug
birlestirme ve homolog rekombinasyonel onarimi gibi kazanilmis mekanizmalar
mevcut olup, DNA onarim mekanizmalarindaki kusurlar genomik dengesizlige ve
kansere yatkinliga yol agabilir.

ING ailesi liyelerinin DNA'nin diizenlenmesinde rolii kesfedildiklerinden kisa
siire sonra anlasilmistir. ING1 eksikligi olan farelerin normal farelere gore tiim viicut
gama 1simasia karst daha duyarli oldugu bulunmustur(118). ING proteinlerinin
histon asetilasyonunu ya arttirip, ya da azaltarak kromatin yeniden yapilanmasini
histon asetil transferazlar ve histon deasetilaz HDACI1 gibi kompleksler vasitasiyla
diizenledigi gosterilmistir(109). Bu kompleksler zarar géormiis DNA nin etrafindaki
kromatin  yapisin1  degistirerek tamir i¢in gereken araglarin  erigimini
saglamaktadir(119).

ING2'nin histon H4 asetilasyonu, kromatin gevsemesi ve UV 1s1masi sonrasi
hasar tanima proteini kseroderma pigmentosum grup A proteininin DNA’nin hasarl
bolgesine ulastirmasi gibi fonksiyonlar1 ING2’nin niikleotid eksizyon onarim islemi
icin gerekli kromatin yeniden yapilanmasindaki roliinii gostermektedir(120). Cok
benzer bir rol ING1b ‘de UV ile indiikklenen DNA hasarli melanom hiicrelerinde

gozlemlenmistir(121)

ING1 ve P53

Insan ING1 geni 13 numarali kromozomda yerleserek 4 farkli izoformu
p47INGla, p33INGI1b,p24INGlc ve p27ING1d’y1 kodlar. ING proteinleri ile p53
arasindaki iligskiyi gosteren ilk kanit simian virlisi 40 (SV40) biiyiik T-antijeni
tarafindan p24INGlc'min biiyiimeyi inhibe edici etkisi baskilanmasidir(111).
p24INGIc'nin biiyiime baskilayici etkisinin sadece normal hiicrede gézlenmesi ancak
p53-sifir veya mutant p53 hiicrelerinde goézlenmemesi bu iki tiimor baskilayict
arasindaki karsilikli iligkinin dogrudan kanit1 niteligindedir(122). Bir¢ok ¢alismada
ING proteinlerinin farkl tipte hiicreleri p53'e bagimli apoptoza kars1 hassaslastirdigi
bulunmustur(112,114,123,124). ING’in apoptozu artirmast p53’un durumuna baglh
olsa da, INGI transkripsiyonu p53’ten bagimsiz sekilde gergeklesir(125). Etoposit

tedavisi sonrasinda p33ING2 ekspresyon seviyesinin p53-sifir Calu-6 akciger kanseri
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hiicre ¢izgisinde etoposid tarafindan indiiklendigi bulunarak, p33ING2 birikiminin
p53 bagimsiz oldugunu diistindiirmiistiir(126).

ING proteinlerinin p53 yanitin1 nasil artirdigina dair iki ana mekanizma ile
aciklanabilir: ING iiyelerinin p53 ile birlesmesi ve ING aracili p53°iin asetilasyonu.
Leung ve ark. yaptig1 bir ¢alismada p33ING1b’nin p53'e baglanmak i¢in MDM?2 ile
yaristigl izlenmistir. Ayrica MDM2 ekspresyonu p53 stabilitesini azaltirken,
p33ING1b bu azalmayr doza bagiml sekilde tersine ¢evirmistir(127). p33INGIb,
p29ING4 ve p28INGS'in p53 ile birlestigi, p33ING2 ve p47ING3’iin birlesmedigi
bilinmektedir. Her ne kadar bazi ING proteinleri fiziksel olarak p53 ile birlesmese
de, p53 aktivitesini protein stabilitesini artirarak diizenleyebilirler. P33ING2'nin agir1
ekspresyonu RKO kolorektal karsinom hiicrelerinde p53°iin Lys-382 bdlgesinden
asetilasyonunu arttirdigi goriilmiistiir(14,128). Posttranslasyonel p53'in C-terminal
bolgesi i¢inde asetilasyonu ve fosforilasyonu p53’iin aktivasyonu kolaylastirdigi ve
DNA'’ya baglanma aktivitesi arttig1 diisiiniilmektedir(129,130).

Etoposide maruziyeti sonrasi antisens ING2 ekspresyonlu osteosarkom
OsACL hiicrelerinde endojen p33ING2 ve asetillenmis p53 seviyesinin orantili
olarak diistiigii bulunmustur(14).0te yandan, p47ING3’iin p53'iin posttranslasyonel
modifikasyonlarin1 etkilemedigi ve p53 ile iliskisi hala arastirilmasi gereken bir
konudur(128). P29ING4 ve daha az 6l¢lide p28INGS proteinleri de p53'in Lys-
382'de asetilasyonunu kolaylastirdig: bilinmektedir(131). Birlikte
degerlendirildiginde P53 ile ING birligi ve p53'iin ING aracili asetilasyonu iki farkli
mekanizma ile ING proteinlerinin p53 stabilize edebilecegi ve p53’°ilin hiicresel

genotoksik stresi ve apoptotik yaniti artirabilecegi diisiiniilmektedir(105).

INGY?’in P53’ten Bagimsiz Fonksiyonlar:

ING proteinlerinin P53'ten bagimsiz biiylime {izerinde diizenleyici etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Bir¢cok ¢alismada p33ING1b’nin p53 eksik hiicre hatlarindaki
transfeksiyon c¢alismalarinda p53°ten bagimsiz biiylime diizenleme ve hiicre
dongiisiinde durdurmadaki rolii arastirilmistir. H1299 akciger karsinomu
hiicrelerinde p33ING1b asir1 ekspresyonu hiicre sayisin iki katina ¢ikma siiresini
yaklasik % 10'u oraninda uzatti1 ve doksorubisine bagli G2 / M kontrol noktasinda
DNA hasarimi arttirdigi bulunmustur(112). Ek olarak, ING1'in siRNA’s1 eksik olan
LN229 glioblastoma hiicrelerinde p53-eksik hiicrelerin sisplatin tedavisine daha

duyarli oldugu ve hiicre dongiisiiniin G1 fazindan daha hizli gegis yaptig1 izlenmistir.

31



Bu bulgular ile ING1'in p53'ten bagimsiz hiicre biiylimesini veya 6liimii inhibe etme
fonksiyonuna sahip oldugunu 6ne stiriilmistiir(132). Coles ve arkadaslar1 yaptiklar
deneysel calismada p53 yoklugunda p37ING1’in DNA hasar1 olan hiicrelerde
apoptozu baglattigini gérmiistiir(97).

ING1 ve NF-kB Yolag:

NF-«B apoptoz, anjiyogenez, metastaz, proliferasyon ve tiimor biiyiimesi gibi
bircok genin ekspresyonunu kontrol ettiginden NF-kB sinyalinin bozulmasinin
tiimoregenezde O©nemli rolii oldugu ileri striilmiistiir(133). Bununla birlikte,
tiimorlerde NF-«kB'nin kendisinin mutasyonu nadiren gozlenir. Mikrodizi veri
analizleri 1s1 soku proteini 70 (HSP70) ekspresyonunun p33ING1b ekspresyonu ile
arttig1 gosterilmistir(134). HSP70 IkB yikimimi engelleyerek NF-kB yolunu suprese
ettiginden dolayi, P33INGI1b’in dolayli olarak NF-xkB sinyalini azaltarak
diizenleyebildigi diisliniilmiistiir(135-137).
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Sekil 11. Multipl tiimor baskilayici fonksiyonlarin regulasyonunda ING-p53 agi. INGla ve
ING3 istisna olmakla tiim ING proteinleri fiziksel olarak pS3 ile etkilesime girer ve p300'ii
aracili p53 asetilasyonu ve aktivitesini artirir. Ayrica, baz1 ING iiyeleri p53'ten bagimsiz olarak
biyolojik fonksiyonlar diizenler. Jafarnejad SM, Li G. Regulation of p53 by ING family members in
suppression of tumor initiation and progression yaymindan alimmistir(96).
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2.3.1.2 ING2 ve Fonksiyonlari

ING2’nin INGI1D ile hiicre biiylimesi, apoptoz ve DNA onarimi gibi ortak
fonksiyonel oOzellikleri mevcuttur. Nagashima ve ark. ING2 transkriptini insan
plasenta cDNA'sindan klonlamis ve etoposit ve neokarzinostatin gibi genotoksik
ajanlara maruziyetinde ekspresyon seviyesinin yiikseldigini izlemistir. Yine ayni
calismada, ING2'min p53 pozitif hiicrelerde hiicre biiylimesini ve sag kalimi negatif
olarak regiile ettigi, ancak p53 negatif hiicrelerde bu etkiyi gostermemesi bu
sireclerin  p53 bagimh  oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayrica ING2'nin p53
transkripsiyonel transaktivasyonunu anlamli derecede ING1b'den daha fazla artirdig1
gozlemlenmistir. ING2 p53 stabilitesini Lys-382 bdlgesi asetilasyonunu yaparak
artirmaktadir. Bununla birlikte, koimmiinopresipitasyon metodu ile ING2 ve p53
arasindaki fiziksel bir baglanma olmamasi ING2’nin p53 asetilasyonunu, dengesini
ve islevini indirekt yollarla sagladig: diistindiirmiistiir(14).

Gozani ve ark bir calismasinda p53 ekspresyonu olmayan HT1080
hiicrelerinde ING2 asir1 ekspresyonu P21 protein ekspresyonunu ve apoptozu
baslatamadig1 goriilmiis olup, bu ING2 aracili apoptozun p53 bagimli oldugunu
gostermektedir(138).

Ek olarak ING2'nin niikleotid eksizyon onarimi (NER) ilk asamalarinda
kromatin gevsemesinde ve DNA'daki fotolezyonlara XPA'nin temininde yer aldigi
gosterilmistir. Ozellikle, ING2’nin NER’i baslatmasi i¢in LZL bdlgesine ihtiyag
duymasit NER isleminde ING2 p53 stabilizasyonunun o6nemini gostermektedir.
ING2’nin p53 ile baglanmasi ve p53 p300 arasindaki etkilesimi saglanmasi i¢in LZL
bolgesi gerekmektedir. Yalniz ING2 ve p300 etkilesimi i¢in LZL bolgesine ihtiyag
duyulmamaktadir(17).

ING2’nin P53’iin regiilasyonunda kritik rolii olsa da, ING2’ nin ayn1 zamanda
ING1b benzeri p53'ten bagimsiz fonksiyonlar1 da mevcuttur. Larrieu ve ark. son
caligmalarinda ING2 ekspresyonunun azalmasi sonucu hiicrelerin G1'den S evresine
gecisinin - hizlandigi ve p21 ekspresyonun azaldigi gosterilmistir. Bu p2l
ekspresyonundaki diisiis p53-bagimsiz oldugu ortaya konulmustur(139).

ING2’nin hiicre bliylimesinde de rol aldig1 diisiiniilmektedir.ING2’ nin ektopik
ekspresyonu RKO hiicrelerinde koloni formasyonunu durdurdugu ve hiicre
dongiisiini G1 fazinda tuttugu gosterilmistir(14). ING2'nin asir1 ekspresyonu
replikatif yaslanmayr indiikledigi, RNAi aracili ING2'nin asagi regulasyonu

replikatif yaslanmanin uzamasina neden olmaktadir(140). Bununla birlikte, yakin
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zamanda yapilan bir ¢aligmada, hTERT-6liimsiizlestirilmis insan fibroblastlarinda
ING2 RNAI azaldig1 durumda p53-bagimsiz yaslanmanin indiiklendigi ve ING2'nin
asir1 ekspresyonunda p53 bagimli yaslanmanin uyarildigi bulunmustur(141). Bu
caligmalar ING2’nin yaslanmanin diizenlemesinde rol oynadigi, bununla birlikte
mekanizmanin daha iyi anlagilmast i¢in daha fazla caligmanin yapilmasi
gerekmektedir.

ING2’nin hiicre proliferasyonunda gorev aldigr bilinmektedir. ING2'nin
SnoN ve Smad?2 ile etkilesime girerek TGFp'ye bagimli gen ekspresyonunu tesvik
ederek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur(142).ING2'yi asir1 eksprese
eden MMRU melanom hiicresi UVB maruziyetinden sonra BCL-2 protein diizeyini
artirdigr ve BAX'in mitokondriye tasinmasini ve sonucunda mitokondriyal membran
potansiyelinin degistigi bulunmustur. Ek olarak, ING2'nin Fas ekspresyonunu
diizenledigi  bulunmus olup, ING2’nin mitokondrial/intrensik ve  Olim
reseptorii/ekstensik apoptotik yollari ile iliskisi kanitlanmigtir(143).

Son ¢alismalarda ING2’nin yeni bir izoformu olan ING2b bulunmus olup
orjinal ING2'ye ING2a denilmistir. ING2b promotorii, ING2a'nin aksine p53 ile
baglama bolgesine sahip degildir. Bu nedenle p53 aktivasyonu sadece ING2a’y1
baskilamaktadir. ING2b’nin yoklugu hiicre biiyiimesi regulasyonunda her hangi bir
katki saglamamistir. ING2a eksikliginde p53 mevcudiyetinde hiicre biiylimesini
engellenirken; ING2b hiicre biiylimesinde gorevi olmayip, her ikisinin eksikligi
p53’ten bagimsiz hiicre siklusunda duraklamaya ve apoptozise neden olmaktadir.
Nutlin-3a ve adriamisin ile indiiklenen p53 salinnminda ING2a ekspresyonu

azalirken, ING2b’nin degismedigi gosterilmistir(144).

Kanser Hiicrelerinde ING2'nin Rolii:

ING1 ile homoloji 6zellikleri nedeniyle ING2'nin de timor supresorii oldugu
diisiintilmekteydi(145). Bununla birlikte, son veriler ING2'nin bir onkogen olarak da
islev gorebilecegi gosterilmistir. Iki farkli ¢alismada, kolorektal kanserinde ING2
ekspresyonunun arttigr goriilmiistiir(146). Kumamoto ve ark. tarafindan yapilan
calismada, ING2 mRNA ekspresyonu arttmigs kolon kanserinde Matrix Metallo
Proteinaz 13 ekspresyonunun arttigi, bunun da tiimér invazyonunu ve metastaz
oranini yiikselttigi bulunmustur. ING2a mRNA diizeyinin artmasindaki mekanizma
NF-kB aktivasyonu ile olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, kesin olarak kolon

kanserinde ING2’nin neden arttig1 hala belirsizligini korumaktadir(146). Benzer

34



sekilde Burkitt lenfoma ve servikal karsinomlarda da ING2’nin asir1 eksprese oldugu
izlenmistir. Ancak, baska calismalarda ING2 ekspresyonunun kutandz melanom, bas
ve boyun skuamoz hiicreli karsinom ve akciger kanseri dahil bir ¢ok kanser
tiirlerinde azaldigin1 gosterilmisdir(16,147,148). ING2 heterozigosite kaybi, bas-
boyun skuamoz hiicreli karsinomlarda ilerlemis tiimor evresi ile iliskili
bulunmustur(147).ING 2 fonksiyonlarinin kanser tipine bagli olarak degisiklik
gosterebilecegi diistiniilmiistiir.

Baska bir kafa karistirict calisma Hepatoseliiler karsinomlarda(HCC) bakilmis
ING2 ekspresyon diizeyi ile ilgilidir. HCC’de ING2 ekspresyonunun mRNA
seviyesinde azaldig1, ancak protein seviyesinde degismedigi goriilmiistiir(149). insan
tiimorlerinde ING2 mutasyonunun varligi gosterilmemistir, ancak bir¢ok ¢alismada
ING2’nin RNA seviyesinde azaldigi bildirilmistir. Gergekten de, ING2 RNA
ekspresyonunun meme ve yumurtalik kanserleri, hepatoselliiler karsinom ve kiigiik
hiicreli dig1 akciger karsinomlarinda azaldig1 gortilmiistiir(148—151).

Genel olarak bir¢ok kanser tiirtinde ING protein diizeyinin azaldig1 izlenmistir.
Ancak, bazi asir1 ekspresyon durumlarinda karsinojenez ve timor agresifligi ile
iliskilendirilmigtir. Biitiin ING proteinleri HAT ve HDAC kompleks bilesimi iiyeleri
oldugundan, artan veya azalan seviyeleri kanser hiicrelerinin epigenomunu

degistirmesi olasidir(152).

2.3.1.3 ING3 ve Fonksiyonlari

ING 3’1lin kromozomal konumu (telomerik degil, merkezi yerlesim) diger ING
ailesi tiiyelerine gore farklidir. Ancak hiicre dongiisii regulasyonu, yaslanma ve
apoptoz gibi tiimor silipresor rolii diger iiyeler ile benzerlik gostermektedir(153).
ING1'e benzer sekilde, RKO hiicrelerinde ING3'iin ektopik ekspresyonu S fazindaki
hiicre sayisim1 azaltarak koloni olusumunu azalttigi bulunmustur(128). ING 3 asir
ekspresyonu ayrica Fas ekspresyonunu indiikledigi, Bid, caspases-8, -9 ve -3’te
boliinmeyi arttirdigr ve UV ile muamele edilmis hiicrelerde apoptozu tesvik ettigi
bulunmustur(115). ING2'ye benzer sekilde, ING3'iin o6liim reseptorii/ ekstrensik
yolakta goérevi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, diger ING proteininin aksine,
ING 3’iin niikleotid eksizyon onariminda ve replikatif yaslanmada rol oynamadigi,
pS3 ile etkilesime girmedigi ve iyonize radyasyon kaynakli hiicre 6liimiine dahil

olmadig1 goriilmiistiir(128).
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Niikleer ING3 ekspresyon diizeyi Malign melanomlarda displastik neviise gore
anlamh sekilde azaldig1 ve ayrica, azalmis niikleer ING3 ekspresyonu 5 yillik sag
kalimi anlamli sekilde azalttigr izlenmistir(154). ING3’iin asir1 ekspresyonunu
hepatositlerin gogiinii ve ¢ogalmasini inhibe ettigi ve kolorektal kanser ve bag boyun
skuamo6z hiicreli karsinomunda ING3 ekspresyonun azaldigi gosterilmistir(153).
Diisiik ING3 mRNA diizeyi agresif bas ve boyun kanserinin isareti
olabilmektedir(155).

Her ne kadar ING3’iin kanserojenezdeki etkisi tam arastirilmamis olsa da,
birkac¢ c¢alismada artmis ING3 ekspresyonu prostat kanserinde androjen regiile eden
genlerin ekspresyonunu artirarak onkojen olarak davrandigi ve ERG negatif prostatta

kotii prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir(153).

2.3.1.4 ING4 ve Fonksiyonlar:

ING1 disinda, ING4 ING protein ailesi i¢inde en fazla incelenmis iiyedir.
Kromozom 12q13.3 bdlgesinde yerlesmekte olup alternatif ugbirlestirme ile 8 farkh
varyantt mevcuttur(13). ING4 p53 bagimli veya bagimsiz sekildi hiicre dongiisiinii
durdurma ve apoptozis indiiksiyonu ile tiimdr hiicresi biiylimesini inhibe eder. ING4
ayrica toksik otofaj ile tiimor biiyiimesinin baskilanmasi indiikler. ING4 liprin al ile
etkilesime girerek ve MMP-2, MMP-9 ve EMT-TF Snaill’i baskilayarak timor
hiicresi yayilimini, hiicre go¢iinii ve invazyonu siiprese eder. Ayrica, ING4 NF- «B
ve HIF-1a yollan iizerinden IL-6 ve IL-8 gibi proanjiyogenik faktorleri azaltarak
tiimoriin anjiyojenezini baskilar. Boylece, ING4 tiimor baskilayici aktivitesini bir¢ok
farkl1 yollarla sergilemektedir(156).

Garkavtsev ve ark. tarafindan ING4 ekspresyonunun beyin tiimdrlerinde
anlamli derecede azaldigi ve bu azalma tiimor evresi ile dogrudan iliskili oldugu
bulunmustur. Dahasi, fonksiyonel veriler ING4'iin beyin tiimorii anjiyojenezini, NF-
kB ile fiziksel etkilesime girerek ve transkripsiyonu engelleyerek, baskiladigi
gosterilmistir(108). Bas boyun SCC, hepatoseliiler karsinom, mide adenokarsinomu,
astrositom, akciger kanseri ve HER2 (insan epidermal biiyiime faktorii reseptorti 2) -
pozitif meme kanserinlerinde ING4'in silindigi veya asagi regiile oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir(152).Ayrica, multipl miyelomlarda azalmis ING4
ekspresyonu yliksek timor evresi ve artmis tiimor anjiyojenezi ile iliskilendirilmistir.
Yine ayni ¢alismada Interlokin-8 ve osteopontin ekspresyonunda artisin nedeni ING4

ekspresyonundaki azalmaya baglanmistir(157).Malign melanomda yapilan ¢calismada
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ise, ING4 ekspresyonun displastik neviye nazaran azaldig1 ve bunun kotii prognostik

bir faktdr oldugu bildirilmistir(158).

2.3.1.5 INGS ve Fonksiyonlari

INGS5 sekiz ekzondan olusan ve 240 amino asit uzunlugunda, 28 kDa
boyutunda proteini kodlamaktadir. ING5'in hiicre biiyiimesi, apoptoz, yaslanma ve
p300 ve p53 ile etkilesime girerek DNA onarimi gibi bir ¢ok biyolojik siiregte rol
aldig1 bilinmektedir. DNA hasarindan sonra, INGS5 p53 asetilasyonunu artirarak p53
stabilitesini arttirdig1 ve boylece p53 hedef genlerini aktive ederek hiicre apoptozisini
tetikledigi gosterilmistir. Ek olarak, ING5’in meme kanserinde PI3K / Akt yolunu
kullanarak epitelyal-mezenkimali gecisi inhibe ettigi bildirilmistir(159). Ayrica
ING5 minikromozom bakim (MCM) proteinleri ile iliskilidir. Bunlar DNA
replikasyonunun temelini olusturmaktadirlar. ING5’in azalmasi DNA sentezini
tamamen inhibe etmektedir.

Bas-boyun SCC’de ING5'in sitoplazmik mislokalizasyonu bildirilmistir. INGS5
lokusunun silinmesi ilk olarak oral skuamoéz hiicreli karsinomda bildirilmistir.
Ayrica, oral skuamdz hiicreli karsinomunda 6nemli derecede ING5 mRNA diizeyinin
azaldigi, LZL (leucine zipper-like region), NCR (novel conserved region) ve LID
(lamin interacting domain) bdlgesinde yanlis anlam mutasyonlari bildirilmistir(152).
Akciger, pankreas ve yumurtalik kanseri hiicre dizisi ve ayrica akut miyeloid l6semi
(AML) tanili biiyiik bir hasta kohordundan alinan kemik iligi orneklerinde INGS
diizeyinin diisiik izlenmesi bu malignitelerdeki tiimor supresif roliinii gostermektedir.
Mide kanseri orneklerinin ¢ogunda ING5’in RNA diizeyinde azaldigi ama protein

diizeyinde arttig1 izlenmistir(160).
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3 AMAC

Yapilan birgok calismada ING gen ailesi iiyelerinin kanser patogenezindeki
rolleri ortaya konulmustur. ING gen ailesi iiyelerinin meme, akciger, kolon kanseri
ve malign melanom gibi bircok kanserlerle iliskisi oldugu gosterilmistir. Ulkemizde
bazal hiicreli karsinomlu (BCC) hastalarda yapilan calismada ING2 ekspresyon
kaybi ile BCC olugumu arasinda korrelasyon oldugu goriilmiis ama tiimoriin evresi
ve prognozunun ING2 gen ekspresyonu ile iliskili olmadigr gorilmiistiir(91).
Klinigimizde yapilan bir ¢alismada SCC hastalarinda ING2 ekspresyon diizeyinin
SCC olusumunda istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistir(161).
Klinigimizce yapilan bir bagka ¢alismada ise, malign melanomlu hastalarda ING2
ekspresyon diizeyinin tiimor hiicrelerinde baskilandigi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur(162). Daha once sarkom ailesinden osteosarkomlarda ING-2 gen
ekspresyonunda anlamli azalma oldugu gosterilmis olsa da, sarkom ailesinin bir
diger iiyesi olan maling periferik sinir kilifi timorlerinde ING 2 gen ekspresyonu
calisitimamistir(163). Biz bu calismamizda ING2 gen ekspresyonunun maling
periferik sinir kilifi timorleri gelisimindeki roliinii arastirmak i¢in saglam ve tiimorli
dokuda ING2 ekspresyon diizeylerini inceledik ve ING2 ekspresyonu ile

klinikopatolojik degiskenler arasindaki korrelasyonu degerlendirdik.
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4 GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Yerel
Etik Kurulu’ndan onay alindi(Say1 :83045809-604.01.02- Tarih:07/08/2019-121637).
Calismada, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi'ne basvuran ve Patoloji
Anabilim Dali’'nda ¢ikarilan piyesler incelenmis ve Malign Periferik Sinir Kilift
tiimorii tanis1 konulmus hastalar se¢ilmistir. Caligmaya 40 hasta dahil edildi. Uygun
hastalar segilerek, hastalara ait biyopsi materyalleri arsivden ¢ikarilip hazir lamlar
tekrar gézden gegirilerek uygun tiimorlii ve saglam doku bulunan lam ve bloklarin
Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali’nda

genetik incelemesi yapildi.

4.1 Hasta Sec¢imi

Calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesine basvuran ve
Patoloji Anabilim dali tarafindan Malign Periferik Sinir Kilifi timori tanisi
konulmus hastalar dahil edildi. istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali arsivi taranarak 2000-2019 yilinda Malign Periferik Sinir
Kilifi tiimdrii tanis1 alan hasta dosyalar1 tarandi. Ameliyat 6ncesinde radyoterapi ve
kemoterapi almayan uygun 40 hasta secildi. Secilen hastalarin piyesleri Patoloji
Anabilim Dali arsivinden ¢ikartilarak yeniden incelendi. Calisma ic¢in gerekli olan
primer tiimdr, saglam sinir dokusu yeterli 6rnegi olan 40 hastanin lam ve bloklar
secildi. Gerekli doku o6rnekleri olmayan veya yetersiz olan, ayn1 zamanda primer
timor dokusu ileriye yonelik molekiiler ¢alismalar igin yetersiz olan hastalar
calismadan ¢ikarildi. Oliim Bildirim Sisteminden hayatta olmayan hastalarin listesi
hazirlandi. Sistemde bulunmayan hastalarla veya yakinlariyla telefon vasitasiyla
iletisime gecilerek hayatta olup olmadiklar teyit edildi. Hayatta olan hastalardan
onam alindi. Hasta epikrizleri taranarak hastalarin yasi, cinsiyeti, ek hastaliklari,

radyoterapi veya kemoterapi hikayesi arastirilarak dikkate alindi.
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Calismaya dahil edilen hastalarin 6zellikleri:
1. Genetik ¢aligma i¢in yeterli doku parcasi olan hastalar.
2. Biyopsi sonucu Malign Periferik Sinir Kilifi tiimorii tanis1 alan hastalar.
3. Norofibromatozis 1 kaynakli ve sporadik Malign Periferik Sinir Kilifi
timori gelisen hastalar
4. FNCLCC derecesi belli olan veya yeniden hesaplanabilecek hastalar.
5. Daha sonraki ¢alismalarda da kullanilmak tizere yeterli doku 6rnegi olan

hastalar.

Calismaya dahil edilmeyen hastalarin 6zellikleri:
1. Ilerde yapilacak patolojik veya genetik ¢alismalar i¢in yeterli doku parcasi
olmayan hastalar.
2. Biyopsi oncesinde radyoterapi veya kemoterapi alan hastalar.
3. Genetik ¢alismaya rizasi1 olmayan hastalar.

4. Primer timdriinden doku 6rnedi olmayan metastatik vakalar.

4.2 Orneklerin Secilmesi

Calisma i¢in uygun hastalara ait lamlar ve uygun parafin bloklar arsivden
temin edildi. Her hasta icin primer tiimor, saglam dokuya ait iki 6rnek incelendi.
Mikroskop altinda doku 6rneklerini incelenerek sinirlar renkli kalemlerle isaretlendi.
Primer timor dokusu smirlar ¢izilerek lam iizerine ‘TM’, saglam doku Ornegi
smirlar lam iizerinde siirlan gizilerek ‘SAGLAM’ olarak silinmeyen renkli kalemle
yazildi. Tek lam tizerinde her iki 6rnegi bulunan 5 hastanin lamlar1 farkli renklerle
cizilerek uygun sinirm kenarima TM veya SAGLAM vyazisi ile belirtildi. 40 hastaya
ait 75 adet parafin blok ve haritalanmis lamlar1 Saghk Bilimleri Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali’na gotiirtildii.

4.3 Genetik - Molekiiler incelemeler
Lam ve bloklar karsilastirilarak isaretlenmis alanlara uygun gelen alandan doku
ornekleri alindi. Her bir doku 6rnegi ayr1 ayr1 Eppendorf tiipline yerlestirilerek RNA

izolasyonu yapilmasi i¢in hazirlandi.
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Total RNA izolasyonu

Her bir 6rnekten ~25mg'lik kesit kullanildi. “Quick RNA FFPE kit” araciligi
ile total RNA izolasyonu protokolii uygulandi. Dokular steril ortamda bistiiri
yardimiyla parcalanarak deney tiiplerine aktarildi. Ilk asama deparafinizasyon islemi
icin protokole uygun 400 pl deprafinizasyon soliisyonu her bir tiipe eklenerek
+550C'de 1 dakika bekletildi ve sonra vorteks islemi uygulandi. Vorteks iglemi
sonrast tiiplerin i¢indeki soliisyon atildi. Parafinden arindirilmis dokular 2. asama
olan doku pargalanmasi islemine alindi. Her tiipe DNase/RNase-Free Water 95 pl,
2X Digestion Buffer 95 pul ve Proteinase K 10 pl karisimi hazirlanarak eklendi.
Dokular 2 saat +550C'de inkiibe edildi. Dokular pargalandiktan sonra +650C'de 15
dakika daha bekletildikten sonra 3. asama olan RNA izolasyonu protokoliine gecildi.
Her tiipe 600 pul RNA Lysis Buffer eklenerek maksimum hizda 1 dakika santrifiij
islemi uygulandi. Islem sonrasi erimeyen kalintilardan kurtulmak icin iistte kalan siv1
RNase free tiiplere aktarildi. Her tiipe 1 voliim %96 etanol eklendi. Daha sonra
karisim toplama tiipii i¢ine yerlestirilen Zymo-spin II CR Column tiiplerine aktarildi
ve 12000g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama kabindaki sivi atildi. DNase
protokoliine uygun tiiplere 400 ul RNA Wash Buffer eklenerek 12000g’de 30 saniye
santrifiij yapildi. Toplama kabindaki siv1 atildi. 5 pl DNase I (1 U/ pl) ve 75 ul DNA
Digestion Buffer karisim1 hazirlanarak her tiipe eklenerek oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. Islem sonrasi tiiplere 400 pul RNA Prep Buffer eklenerek 12000g’de 30
saniye santrifiij yapildi. Toplama kabina gegen siv1 atildi. 700 ul RNA Wash Buffer
eklenerek 12000g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama kabina gecen sivi atildi.
Yine 400 ul RNA Wash Buffer eklenerek 12000g’de 2 dakika santrifiij yapilarak
stvinin tamamui toplama kabina gegtiginden emin olundu. Toplama kabina gegen sivi
atildi. Zymo-spin II CR Column tiipleri RNase Free tiiplere aktarilarak 50 pl
DNase/RNase-Free Water eklenerek 12000g’de 30 saniye santrifiij islemi yapildi.
Elde edilen 50 ul RNA ¢ozeltisi cDNA sentezi i¢in -70 oC'de saklandi.

SensiFAST ¢cDNA Synthesis Kit

Elde edilen total RNA'lar nanodrop ile dl¢tildii. Total hacmin 20 pl’de esit
miktarda total RNA olacak sekilde cDNA sentezi i¢in SensiFAST cDNA Synthesis
kiti kullanildi. Her bir 6rnek icin Tablo 7'de belirtilen sira ve miktarlarda karisim

hazirlandi. Total RNA miktar1 300 ng olarak hesaplandi. Karigima Total RNA en
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son eklenerek qPCR cihazinda 25°C'de 10 dakika, 42°C'de 15 dakika ve Reverse
transkriptaz enzim inhibisyonu igin 85°C de 5 dakika bekletilerek cDNA sentezi
yapildi. Tiipler buz iizerinde sogutulduktan sonra elde edilen cDNA’lar - 20°C'de

saklandi.

Tablo 7. Reverse-transkripsiyon karisimi.

Bilesen Hacim
Total RNA veya mRNA (300 ng) n ul
5x TransAmp Buffer 4 pl
Reverse Transcriptase 1 pl
RNase-free water 15-n pl
Total Hacim 20 pl

Real-Time PCR Uygulama ve Analizi

cDNA sentezinden sonra SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit’i ile Real -
Time PCR analizi yapildi. Her bir 6rnek PCR uygulamasi icin 45 ng/reaksiyon
olacak sekilde sulandirilarak siirece uygun hale getirildi.

Primerler sulandirilarak 10 pM olucak sekildi hazirlandi(Tablo 8). B-Aktin
(kontrol gen), ING2 primerleri i¢in ayr1 ayr1 Tablo 9'de belirtilen miktarlarda karigim
hazirland1 ve kalip RNA'lar eklenmeden her bir primer karisimi 96'lik plakalara her
bir 6rnek i¢in ikiser 6l¢lim yapilacak sekilde dagitildi.

Tablo 8. ING2 ve B-aktin geninin qRT- PCR’da kullamlan primer dizisi. F: Diiz primer, R:
Ters primer.

Primer Dizisi
ING2-F 5’-ATC GGG CAA GAC AAA TGG AGT-3
ING2-R 5’- AAT CAC GGC TTT CAC TGG TC-3’
ACTB-F 5’- GCC ATC TCT TGC TCG AAG TC -3’
ACTB-R 5’-GGG ACC TGA CTG ACT ACC TC -3°
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Tablo 91 reaksiyon icin gereken SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit karisimi

Bilesen Hacim

2x SensiFAST SYBR® No-ROX Mix 10 ul

10 pM forward primer 0.8 ul
10 uM reverse primer 0.8 ul
Templat (cDNA) 3pul

RNase-free water 5.4 ul
Total Hacim 20 pl

Hazirlanan karisimlar BIO-RAD CFX Connect Real-Time System cihazi
kullanilarak asagida Tablo 10 ve Sekil 12’de verilen kondisyonlara goére qRT-
PCR islemi uygulandi.

Tablo 10. qRT- PCR kondiisyonlar.

Program Sicakhik
Preinkiibasyon 95 °C 2 dakika 1
95 °C 5 saniye
Amplifikasyon 63 °C 10 saniye 50
72 °C 10 saniye
Sybr green ayrilmasi
(MELTING) 95°C !
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- 95°C 95 °C BT

he i =

Sekil 12: qRT- PCR calisma protokolii.

Her bir 6rnek i¢in gercek zamanli PCR islemi yapilarak ortalama Ct degerleri

hesaplandi. Rolatif kantitasyon analizi delta-delta-Ct metodu kullanilarak tanimlandi.

4.4 Sonuclarin Degerlendirilmesi
(Calismada kriterlere uygun olan hastalara ait parafin bloklardan alinan 6rnekler
iki grupta degerlendirildi.
1. Tiimor igeren dokularda ING-2 bakilan grup.
2. Tiimor igermeyen dokularinda ING-2 bakilan grup.

4.4.1 [Istatistiksel Degerlendirme

Calismaya dahil edilen 40 hastadan alinan 80 Ornekte mRNA ekspresyon
degerleri Olgiildii.12 hastada ING2 mRNA diizeyi Ol¢iilemediginden istatiksel
degerlendirme 28 hasta ilizerinden yapildi. Timorlii ve saglam dokulardan izole
edilen ING2 mRNA degerleri ve bunlarin delta Ct degerleri, Delta-Delta Ct degerleri
karsilastirildi. Ayrica tiimor ve tiimor icermeyen dokularda delta Ct degerleri ile

histolojik derece ve sagkalim arasinda korrelasyon olup olmadigi incelendi.
Istatistiksel Incelemeler

Tanimlayici istatistikler, siirekli veriler i¢in ortalama, standart sapma, ortanca,

minimum-maksimum degerleri ile birlikte sunulmustur.
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Siirekli verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri ile degerlendirilmistir. Parametrik 6zellik gostermeyen
bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi, bagimli iki grubun
karsilastirlmasinda Wilcoxon Isaretli Siralar testi, parametrik 6zellik gdstermeyen
ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastirilmasinda ise Kruskal Wallis testi
kullanilmistir. Sayisal degiskenlerin karsilastirilmasinda Spearman korelasyon
analizi yapilmustir. Olgiimle belirtilen degisken ile ordinal degisken arasindaki
iliskide ise Kendall Tau korrelasyon testi kullanilmistir.

[statistiksel anlamlilik icin %95 Giiven Araliginda, 0,05’in altinda bulunan p
degerleri anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, IL, USA) programinin 21.0 versiyonu

kullanilmastir.
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S BULGULAR

5.1 Klinik Bulgular
Caligsmaya 40 hasta, her hastadan alinan 1 primer tiimér, 1 saglam doku 6rnegi
olmak tizere toplam 80 6rnek dahil edildi. Hastalardan 16(%40)’s1 kadin, 24(%60)’
erkek hasta idi. En geng tan1 alan hasta 20 aylikken, en yash hasta 89 yasindaydi.
Calismaya dahil edilen 6rneklerin 25°1 hayatta olmayan ve 15°1 hayatta olan hastalara
aitti. Hayatta olmayan hastalarin primer tiimdr tani anindan itibaren sagkalim siiresi
en kisa 4 ay, en uzun ise 55 ay olarak goriilmiistiir.
Hastalarin tiimor lokalizasyonlar1 asagidaki gibidir.
1. Bas-boyun yerlesimli: 7 hasta
a. Boyun: 3 hasta
b. Burun: 1 hasta
c. Oksipital bolge: 1 hasta
d. Maksiller bolge: 1 hasta
e. Beyin: 1 hasta
2. Govde yerlesimli: 15 hasta,
Skapular bolge: 2 hasta

ISEEE

Toraks arka yiiz: 1 hasta
Aksiller bolge: 1 hasta
Pektoral bolge: 2 hasta

& 0

Mediasten yerlesimli: 1 hasta

Lomber bolge: 4 hasta

@ oo

Intraabdominal: 3 hasta
h. Anal kanal: 1 hasta

3. Ust ekstemite yerlesimli: 6 hasta,
a. Omuz yerlesimli: 2 hasta
b. Kol yerlesimli: 2 hasta
c. Onkol yerlesimli: 1 hasta
d. Elyerlesimli: 1 hasta
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4. Alt ekstremite yerlesimli: 11 hasta,
a. Gluteus yerlesimli: 3 hasta
b. Inguinal bélge: 1 hasta
c. Uyluk yerlesimli: 4 hasta
d. Diz yerlesimli: 1 hasta

e. Kruris yerlesimli: 2 hasta

5.2 Histopatolojik Bulgular

Calismaya dahil edilen hastalarin istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa
Tip Fakiiltesinde raporlanmis patoloji sonuglar1 incelendi. Biyopsinin yapildigi tarih,
tan1 yast, biyopsi bolgesi, etiyoloji ve tiimor FNCLLC derecesi not edildi. FNCLLC

derecesi yazilmamis eski patoloji raporlarinda yeniden derece hesaplandi.(Tablo 11.)

Tablo 11. Hastalarin cinsiyeti, biyopsi alinma yili, tam aldiklarindaki yasi, tiimér bolgesi,
etiyoloji ve FNCLLC grade’i.

Biyopsi Tani
Hasta Cinsiyet yili yasl Tiimor bolgesi Etiyoloji FNCLLC
1 E 2019 57 SAG BOYUN SPORADIK GRADE 3
2 E 2018 23 TORAKOLOMBER NF1 iLISKILi GRADE 3
3 K 2017 65 LOMBER NF1 iLiSKiLi GRADE 1
4 K 2016 57 L5 VERTEBRA SPORADIK GRADE 1
5 E 2016 35 SOL EL SPORADIK GRADE 2
6 E 2016 58 SAG GLUTEUS SPORADIK GRADE 3
7 E 2015 58 BATIN NF1 iLISKiLi GRADE 3
8 K 2015 13 SOL PEKTORAL NF1 iLiSKiLi GRADE 3
9 K 2014 52 BATIN BILGI YOK GRADE 3
10 K 2014 50 SAG GLUTEUS SPORADIK GRADE 3
11 K 2014 49 SAG INGUINAL SPORADIK GRADE 2
12 K 2013 88 BURUN NF1 iLiSKiLI GRADE 3
13 K 2013 63 ANAL KANAL SPORADIK GRADE 3
14 K 2013 23 UYLUK NF1 iLiSKiLi GRADE 3
15 E 2011 20 ay SOL UYLUK NF1 iLISKiLi GRADE 3
16 E 2011 66 SAG PEKTORAL NF1 iLiSKiLi GARDE 1
17 E 2011 23 SOL BOYUN BiLGi YOK GRADE 3
18 E 2010 65 SOL UYLUK BILGI YOK GRADE 2
19 E 2010 54 SAG SKAPULA BILGi YOK GRADE 3
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20 K 2010 55 MEDIASTEN BILGI YOK GRADE 3
21 K 2010 59 LOMBER NF1 iLiSKiLi GRADE 1
22 E 2009 10 iINTRAABDOMINAL NF1 iLiSKILi GRADE 3
23 K 2009 44 SOL GLUTEUS BILGI YOK GRADE 2
24 E 2009 56 BILDIRILMEMIS NF1 iLiSKiLi GRADE 3
25 E 2008 69 SOL SKAPULA NF1 iLiSKiLi GRADE 2
26 2008 44 SOL Diz SPORADIK GRADE 1
27 2007 78 SOL ON KoL BILGI YOK GRADE 3
28 2007 8 SOL OMUZ NF1 iLiSKiLi GRADE 2
29 2006 28 SOL AKSILLA BILGI YOK GRADE 3
30 2006 56 BEYIN BILGI YOK GRADE 2
31 2005 16 SOL KRURIS NF1 iLiSKiLi GRADE 3
32 2005 45 SOL oMUz NF1 iLiSKiLi GRADE 1
33 2005 34 SOL KRURIS BILGI YOK GRADE 3
34 2004 75 SAG LATISSIMUS BILGI YOK GRADE 3
35 2004 18 SERVIKAL BILGI YOK GRADE 3
36 2003 34 MAKSILLA BILGI YOK GRADE 3
37 2003 24 SOL UYLUK NF1 iLiSKiLi GRADE 3
38 2003 74 SAG KOL BILGI YOK GRADE 3
39 2002 43 SOL KOL BILGI YOK GRADE 3
40 2000 69 OKSIPITAL BILGI YOK GRADE 3

MPSKT’lii hastalarin 8 tanesinin etiyolojisi sporadik, 16 tanesinin NF1 iliskili
oldugu goriilmiistiir. Geri kalan 16 hastanin etiyolojisi 6grenilememistir. FNCLLC
grade degerlendirildiginde 6 hasta grade 1, 7 hasta grade 7, 27 hasta grade 3 olarak

izlenmisgtir.

5.3 Genetik - Molekiiler Bulgular

40 hastadan alman timorli (T) ve tiimor igermeyen(N) sinir dokusundan
toplam 80 ornek hazirlanarak B aktin (house-keeping gen) ve ING2 ekspresyon
diizeyleri Olgiilerek her bir 6rnek icin iki grup seklinde karsilastirildi. Delta Ct
degerleri her bir 6rnek i¢in elde edilen ortalama gen ekspresyonlart farkini, Delta-
Delta Ct degerleri ise ortalama normal delta Ct degerinden farki
gostermektedir.(Tablo 12). ING2 ve Beta-aktin amplifikasyon ve erime egrisi Sekil

12 ve 13’te gosterilmistir.
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Tablo 12. Saglam ve tiimorlii dokulardan qRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri ve hesaplanan
Delta Ct ve Delta delta Ct degerleri. T: tiimorlii doku, N: saglam doku

Ornek Ct(ING-2) Ct(Beta aktin) Delta Ct Delta delta Ct
NO1 32,40 28.44 3,96 1,82
NO2 38,26 38,41 -0,15 -2,29
NO3 35,32 29,20 6,12 3,98
NO04 38,47 32,28 6,19 4,05
NO5 37,74 33,12 4,62 2,49
NO6 35,03 32,94 2,09 -0,05
NO8 33,49 25,92 7,57 5,43
N10 36,78 35,27 1,51 -0,63
N11 37,33 36,05 1,28 -0,86
N12 38,95 36,85 2,11 -0,03
N15 37,55 38,09 -0,54 -2,68
N19 38,79 37,22 1,57 -0,57
N20 35,93 33,33 2,60 0,47
N22 39,46 36,92 2,54 0,40
N23 40,41 37,52 2,89 0,75
N24 38,26 36,57 1,69 -0,45
N25 35,76 33,27 2,50 0,36
N27 33,75 37,41 -3,67 -5,80
N28 37,17 36,31 0,86 -1,28
N32 39,35 34,29 5,06 2,92
N33 36,77 34,30 2,47 0,33
N34 38,84 36,54 2,30 0,16
N35 38,89 37,60 1,29 -0,85
N36 37,96 36,90 1,06 -1,08
N37 38,41 42,09 -3,68 -5,82
N38 35,56 29,77 5,79 3,65
N39 37,26 36,44 0,82 -1,32
N40 33,84 34,83 -0,99 -3,13
TO01 29,51 25,11 4.40 2,26
T02 30,80 23,60 7,20 5,07
TO03 34,81 26,54 8,27 6,14
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T04 40,65 34,15 6,50 4,36

TOS 37,88 33,48 4,40 2,26
TO06 37,04 31,22 5,82 3,68
TO08 43,01 34,80 8,21 6,07
T10 38,80 36,15 2,65 0,51
T11 42,33 38,20 4,13 1,99
T12 36,60 32,79 3,81 1,67
T15 38,96 36,22 2,73 0,59
T19 38,26 34,92 3,34 1,20
T20 39,70 36,24 3,46 1,32
T22 38,67 35,21 3,46 1,32
T23 38,37 37,28 1,09 -1,05
T24 39,02 36,69 2,33 0,19
T25 32,13 29,09 3,04 0,90
T27 38,17 36,57 1,61 -0,53
T28 36,76 35,64 1,12 -1,02
T32 31,88 31,94 -0,06 -2,20
T33 34,92 32,47 2,45 0,31
T34 37,56 30,80 6,76 4,62
T35 32,93 30,36 2,57 0,43
T36 38,03 37,59 0,44 -1,70
T37 38,94 37,73 1,21 -0,93
T38 35,45 38,31 -2,86 -5,00
T39 37,47 37,13 0,34 -1,80
T40 27,51 25,01 2,50 0,36

Calismada 2 hastanin parafin blokundan yeterli total mRNA izolasyonu
yapilamadigl i¢in ve 10 vakada en az 2 defa qRT-PCR ile beta-aktin 6l¢iilmiis
olmasina ragmen ING2 mRNA tespit edilemediginden istatiksel degerlendirmeye

alinmamistir(Tablo 13).

Tablo 13. ING 2 tespit edilemeyen vakalar.
OrnekNo  Ct(ING-2) Ct(beta aktin)

NO7 0 41,38
T07 0 34.4
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N09 0 37,03
NO09 0 37,9
N13 0 38,26
T13 0 32,35
N14 0 0
T14 0 0
N16 0 38,6
T16 0 35,89
N17 0 39,85
T17 0 37,26
N18 0 37,41
T18 0 38,4
N21 0 0
T21 0 35,92
N26 0 37,18
T26 0 39,1
N29 0 38,22
T29 0 37,2
N30 0 36,92
T30 0 35,3
N31 0 36,06
T31 0 38,17
Amplification
20.....'...'..:..'...?...'..'...'...'..f,..'...'..:..'...g..:..'...'..:..g ............. ..
15 Trorerreeeeens ............. ............. ........ 7’/ //’ 4?’,;”._
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I SRR S ]
] : e
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0 10 20

Cycles

Sekil 12. ING2 ve Beta aktin amplifikasyon sonug¢lari.
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Sekil 13. ING2 ve Beta aktin erime egrisi (Melting Curve).

5.4 lstatistiksel Bulgular

Istatiksel degerlendirmeye alinan 28 kisinin 17’si erkek (%60,7), 11°i kadin

(%39,3), olup tan1 yas1 ortalama 45,95+23,18 (ortanca: 49,5; maksimum: 88,

minimum:20 ay) idi(Tablo 14,15).

Tablo 14. Cinsiyet dagilimi.

sayl1 %
Erkek 17 60,7
Kadin 11 39,3
Toplam 28 100,0

Calismaya dahil edilen 6rneklerin 11’1 hayatta olmayan hastalara (9%39,3) ve

11’1 de hayatta olan hastalara (%39,3) aitti. 6 hastanin ise bilgisi mevcut degildi

(%21,4). Hayatta olmayan hastalarin primer tiimor tan1 anindan Glene kadar olan

ortalama sagkalim stireleri 23,55+£20,12 ay idi(Ortanca 17 ay, minimum 4 ay,

maksimum 72 ay)(Tablo 15).
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Tablo 15. Tani yas: ve sagkalim ozellikleri.

Ortalama Std. Sapma Ortanca Maksimum Minimum
Tam yast 45,95 23,18 49,5 88 1,66 (20 ay)
Sagkalhm 23,55 20,12 17 72 4

Tablo 16. Tiimorlerin klinik ve histolojik o6zellikleri.
FNCLLC GRADE

sayl %
Grade 1 3 10,7
Grade 2 5 17,9
Grade 3 20 71,4
Toplam 28 100,0

Etiyoloji

Sporadik 6 35,3
NF1 iliskili 11 64,7
Toplam 17 100

1. grup, normal doku 6rneklerinde Delta Ct dlgiimleri, -3,68 ile 7,57 arasinda
degismekte olup, ortalama 2,14+2,66; 2. grup tiimdrlii doku 6rneklerinde ise Delta Ct
Olctimleri -2,86 ile 8,27 arasinda de8ismekte olup, ortalama 3,25+2,60 olarak
bulundu. Normal dokudan ve tiimdr dokusundan alinan biyopsi drneklerinin Delta Ct
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Tiimdrli dokunun

Delta Ct ortalamas1 daha yiiksekti(p=0,008)(Tablo 17).

1. grup, normal doku orneklerinde Delta delta Ct 6l¢iimleri, -5,82 ile 5,43
arasinda degismekte olup, ortalama 0,00+£2,66; 2. grup tiimorlii doku 6rneklerinde ise
Delta delta Ct dl¢iimleri -5,00 ile 6,14 arasinda degismekte olup, ortalama 1,11+£2,60
olarak bulundu. Normal dokudan ve tiimor dokusundan alinan biyopsi drneklerinin
Delta delta Ct ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.

Tiimorlii dokunun Delta delta Ct ortalamasi daha yiiksekti(p=0,008)(Tablo 17).

1. grup, normal doku orneklerinde Fold change Olgtimleri, 0,02 ile 56,46
arasinda degismekte olup, ortalama 5,5342,14,44; 2. grup tiimorlii doku 6rneklerinde
ise Fold change ol¢timleri 0,01 ile 31,99 arasinda degismekte olup, ortalama

2,08+5,98 olarak bulundu. Normal dokudan ve tiimér dokusundan alinan biyopsi
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orneklerinin fold change ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi. Normal dokunun fold change ortalamasi daha yiiksekti(p=0,032)(Tablo
17).

Tablo 17. Normal ve tiimorlii dokularin delta ct, delta delta ct ve kat degisimi verileri.
Normal doku bx Tiimorlii doku bx

Ort Std. Orta Maksi Mini Ort Std. Orta Maksi Mini

ala Sapma  nca mum mum ala Sapm nca mum mum p
ma ma a
Delta Ct 2,14 2,66 2,10 7,57 -3,68 3,25 2,60 2,89 827 -2,86 ,008
Delta 0,00 2,66 -0,04 5,43 -5,82 1,11 2,60 0,75 6,14 -5,00 ,008
delta Ct
Fold 5,53 14,44 1,03 56,46 0,02 2,08 5,98 0,60 31,99 0,01 ,032
change

Wilcoxon Isaretli Siralar testi kullanild:

Sporadik ve NF1 iliskili gruplarin ekpresyon farki ortalamalar1 arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi(p=0,615).

Tablo 18. Saglam ve primer tiimor hiicrelerinde ekspresyon fark ve etiyoloji arasindaki iliski.

Ekpresyon farki
Ortalama Std. Ortanca Maksimum Minimum
Sapma P
Sporadik (N=6) 1,38 1,57 0,79 3,73 -0,22
0,615
NF1 iliskili (N=11) 1,57 3,12 0,92 7,35 -5,12 ’

Mann Whitney-U testi kullanildi

Kadin ve erkek hastalarin ekpresyon farki ortalamalar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,925)(Tablo 19).

Tablo 19. Saglam ve primer tiimér hiicrelerinde ekspresyon farki ve cinsiyet arasindaki iliski.

Ekpresyon farki
Ortalama Std. Ortanca  Maksimum  Minimum
Sapma P
Cinsiyet  Erkek 1,07 3,85 0,64 7,35 -8,65
Kadm 1,17 1,42 1,14 3,49 -1,80 0,925

Mann Whitney-U testi kullanildi.
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Grade 1,2 ve 3 gruplarinin ekspresyon farki ortalamalar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,186)(Tablo 20).

Tablo 20. Saglam ve primer tiimér hiicrelerinde ekspresyon farki ve FNCLLC grade’i
arasindaki iliski.

Ekpresyon farki
Ortalama Std. Ortanca Maksimum Minimum
Sapma P
FNCLLC  Gradel -,88 3,78 0,31 2,16 -5,12
Grade 2 0,33 1,68 0,26 2,85 -1,80 0,186
Grade 3 1,60 3,23 1,21 7,35 -8,65

Kruskal Wallis testi kullanildi.

Ekpresyon farki ve tani aldiktan sonraki 6liim siiresi arasinda negatif yonli,
orta diizeyde korrelasyon saptandi. Ancak bu korelasyon istatistiksel olarak anlamli

degildi(r=-0,461, p=0,153)(Tablo 21).

Tablo 21 Saglam ve primer tiimér hiicrelerinde ekspresyon farki ve sagkalim arasindaki iliski.

Ekpresyon farki Sagkalim
r 1,000 -0,461
Ekpresyon farki p 0,153
N 28 11

Spearman sira korelasyonu analizi yapilmistir

r: Korelasyon katsayisi
N: Hasta sayisi

Grade ekspresyon farki arasinda olumlu, orta diizeyde korrelasyon saptandi.
Ancak bu korrelasyon istatistiksel olarak anlamli degildi(r=0,284, p=0,067)(Tablo
22).

Tablo 22. Saglam ve primer tiimor hiicrelerinde ekspresyon farki ve grade arasindaki
korrelasyon.

Ekpresyon farki Grade

r 1,000 0,284

Ekpresyon farki p 0,067
N 28 28

Kendall sira korrelasyonu analizi yapilmistir.
r: Korelasyon katsayisi
N: Hasta sayis1
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6 TARTISMA

Malign periferik sinir kilift timorii (MPSKT) periferik sinir sisteminden
kaynaklanan veya sinir kilifi diferansiyasyonu gosteren nadir, agresif ve heterojen
grup tiimorlerinden olup, etkili tedavisi zor olan sarkom tiirtidiir. No&rofibromatozis
tip 1 (NF1) iliskili veya sporadik olarak goriilen ve genel popiilasyonda insidans
orani 100.000’de 1 olan tiim yumusak doku sarkomlarinin yaklasik % 5-10 unu
olusturmaktadir(6)(20). MPSKT’lerinin yaklasik %350’si norofibromatosiz tip 1
(NF1) kaynakli gelismekte olup altta yatan nedenin heterozigot NF1 gen mutasyonu
oldugu bilinmektedir. Buna ragmen bazi NF1 hastalarinda MPSKT gelisiminin
olmamas1 veya gecikmesi ek gen mutasyonlarmin  gerekli  oldugu
diisiiniilmektedir(40).

Timor baskilayic1 fonksiyon, DNA onarimi ve apoptozis gibi kritik
yolaklardaki bozukluk kanser gelisimine sebep olabilmektedir. Timor supresor
genler kontrolsiiz hiicre boliinmesini onleyerek hiicre siklusunu durdurur ve DNA
hasart varsa hasarli bolgenin onarilmasi saglar. Eger hasar onarilamiyorsa apoptozu
baslatarak kontrolsiiz cogalmay1 engeller. NF1, PTEN,TP53 ve bagka bir¢ok gendeki
mutasyonlar timor baskilayic1 fonksiyonu azaltarak veya onkojenik fonksiyonu
artirarak MPSKT’lerinin gelismesine neden oldugu bilinmektedir(41). Bu yiizden
son yillarda daha fazla molekiiler ¢aligmalar yapilarak kanser tiirlerinde kanser
gelisimini etkileyen yeni mekanizmalar arastirilmaktadir.

ING2 biiyiime inhibitorii gen (ING) ailesinin 5 bilinen {iyesinden 2. olarak
bulunan bir tiimor baskilayict gendir. ING proteinlerinin apoptozu basglatma, hasarli
DNA onarimu, hiicresel yaslanmayi kontrol etme, hiicre proliferasyonunu durdurma,
kromatinin yeniden diizenleme, hormonal yanitin kontrolii, NF-kB ve hipoksi iliskili
neoplazi yolaklarinda gorev aldiklar1 bilinmektedir. ING ailesinin tiim izoformlar1
p53 aktivasyonu yapmaktadir. Aktivasyon hem direkt yolla, hem de indirekt olarak
p53 yolagindaki MDM2, ARF, p300 ve p21 yolu iizerinden de olabilmektedir. ING

protein ekspresyonu ile bir¢ok farkli yollarla tiimoér baskilanmasi saglanmaktadir(96).
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ING proteinlerin C-terminal ucunda Plant Homedomain (PHD) ve Nuclear
Localization Signal (NLS) yerlesmektedir. PHD parmaklar1 kromatin diizenlemede
rol alan niikleer proteinlerde bulunma egiliminde olmasindan dolay1 PHD alanlarinin
kromatin yeniden bi¢imlenmesinde yer aldigir disiiniilmiistiir(100). NLS ING
proteinlerinin niikleer lokalizasyonunda iglevleri i¢in kritik dneme sahip olup bazi
kanserlerde ING1’in niikleer boyanmasinda eksiklik izlenmistir. Ayrica ING4’de
NLS'sin silinmesi ortak birlesme deneylerinde proteinin artik p53'e baglanamadigi
gozlemlenmistir(103,104). ING proteinlerinin N-terminalleri daha degiskendir. Bu
terminalde bir LZL alan1 ve bir NCR mevcuttur. Wang ve ark. tarafindan yapilan bir
calisgmada ING2'nin LZL motifinin niikleotid eksizyon onarimi ve apoptozis
indiiksiyonu icin gerekli oldugunu gosterilmistir(17).

Yapilan ¢alismalar ING proteinlerinin hiicre dongiisii kontrol noktalarinda yer
alarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini etkileyebildikleri gosterilmistir(105). Bu
caligmalarin ¢ogunda ING1 proteini kullanilmis ama ING2-5'1 kullanilan daha az
caligmada da ING proteinlerin benzer sekilde fonksiyon gosterdigi goriilmiistiir(98).

Yapilan bir¢ok ¢alismalarla birlikte ING2’nin kolorektal karsinomlarda p53 ile
isbirligi yaparak hiicre dongilisiinii Gl-fazinda tutarak apoptozu artirdig
gosterilmistir. ING2'nin p53 pozitif hiicrelerde hiicre biiyiimesini ve sag kalimi
negatif olarak regiile ettigi, ancak p53 negatif hiicrelerde bu etkiyi gostermemesi bu
siireclerin p53 bagimli oldugunu diisiindiirmiistiir. ING2 p53 stabilitesini Lys-382
bolgesi asetilasyonunu yaparak artirmaktadir. Bununla birlikte ING2 ve p53
arasindaki fiziksel bir baglanma olmamasi1 ING2’in p53 asetilasyonunu, dengesini ve
islevini indirekt yollarla sagladigr dislindiirmiistiir(14). Gozani ve ark bir
caligmasinda p53 ekspresyonu olmayan HTI1080 hiicrelerinde ING2 asir
ekspresyonu P21 protein ekspresyonunu ve apoptozu baslatamadigi goriilmiis olup,
bu ING2 aracili apoptozun p53 bagimli oldugunu gostermektedir(138). ING2’nin
P53’iin regiilasyonunda kritik rolii olsa da, ING2’ nin ayn1 zamanda ING1b benzeri
p53'ten bagimsiz fonksiyonlari da mevcuttur. Larrieu ve ark. son g¢alismalarinda
ING2 ekspresyonunun azalmasi sonucu hiicrelerin Gl'den S evresine gecisinin
hizlandig1 ve p21 ekspresyonun azaldigr gosterilmistir. Bu p21 ekspresyonundaki
diisiis p53-bagimsiz  oldugu ortaya konulmustur(139). ING2’nin hiicre
proliferasyonunda gorev aldigi bilinmektedir. ING2'nin SnoN ve Smad2 ile
etkilesime girerek TGFB'ye bagimli gen ekspresyonunu tesvik ederek hiicre

proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur(142). Ek olarak, ING2'in Fas
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ekspresyonunu diizenledigi bulunmus olup, ING2’nin mitokondrial/intrensik ve 6liim
reseptorii/ekstensik apoptotik yollari ile iliskisi kanitlanmigtir(143).

Kutan6z melanom, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom ve akciger
kanseri dahil birgok kanser tiirlerinde ING2 ekspresyonunun azaldigi
bilinmektedir(16,147,148). ING2 heterozigosite kaybi, bag-boyun skuamdz hiicreli
karsinomlarda ilerlemis tiimor evresi ile iligkili oldugu bulunmustur(147). HCC’de
ING2 ekspresyonunun mRNA seviyesinde azaldigi, ancak protein seviyesinde
degismedigi gorilmiistiir(149). ING2 RNA ekspresyonunun meme ve yumurtalik
kanserleri, hepatoselliiler karsinom ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda da
azaldig1 gosterilmistir(148—151). Bununla birlikte, son veriler ING2'nin bir onkogen
olarak da islev gdrebilecegi gosterilmistir. iki farkli ¢alismada, kolorektal kanserinde
ING2 ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir(146). Kumamoto ve ark. tarafindan
yapilan caligmada, ING2 mRNA ekspresyonu arttmis kolon kanserinde Matrix
Metallo Proteinaz 13 ekspresyonunun arttigi, bunun da tiimdr invazyonunu ve
metastaz oranini yiikselttigi bulunmustur. ING2a mRNA diizeyinin artmasindaki
mekanizma NF-kB aktivasyonu ile olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, kesin olarak
kolon kanserinde ING2’nin neden arttif1 hala belirsizligini korumaktadir(146).
Benzer sekilde Burkitt lenfoma ve servikal karsinomlarda da ING2’nin agir1 eksprese
oldugu izlenmistir.

Calismamizin temel amaci tiimor baskilayic1 ING2 geninin Malign Periferik
Sinir Kilift tiimorlii hastalarda saglam ve primer timor dokusunda ekspresyon
diizeylerinde farklilik olup-olmadigini arastirmaktir. ikinci amag saglam ve tiimorlii
doku arasinda ING2 ekspresyonunda fark var ise bunun cinsiyet, timor grade’i,
sagkalim ve etiyoloji ile arasindaki iliskiyi ortaya koymaktir. Daha 6nce Malign
Periferik Sinir Kilifi tiimorlerinde ING2 gen ekspresyonu arastirilmamis olsa da,
Xiao-rui Han ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada sarkom tiirlerinden biri olan
osteosarkomlarda ING2 mRNA ve niikleer ekspresyon diizeylerinin normal dokuya
gore azaldig1r ortaya konulmustur (P<0.05). Ayni calismada sitoplasmik ING2
diizeyinde normal dokuya gore anlamli bir farklilik bulunmamistir(163). Bizim
calisgmamizda elde ettigimiz sonuglar primer tiimoér Delta Ct, Delta Delta Ct
ortalamalar1 saglam doku Delta Ct, Delta Delta Ct ortlamasindan istatiksel anlamli
bir fark bulundu. (p=0,032). Delta Delta Ct degerinin artmis olmasi1 ING2 ekspresyon

diizeyinin tiimorli hiicrelerinde baskilandigr anlamina gelmektedir. Bu sonuglar daha
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once yapilan ¢alismalarla benzerdir gostermekte olup, ING2’nin bir timor siipresor
gen oldugunu desteklemektedir.

Xiao-rui Han ve ark. tarafindan yapilan yine ayni ¢alismada, osteosarkomlu
hastalarda negatif ING2 niikleer ekspresyon diizeyi ile kotii prognoz arasinda
korrelasyon bulunmustur. (P<0.05)(163). Bir baska calismada primer ve metastatik
melanomlarda ING2 niikleer ekspresyonunun hem 5 yillik genel, hem de hastaliga
0zgii sagkalimi etkilemedigi goriilmiistiir(P>0.05)(16). Benzer bir ¢alismada ING2
ekspresyon diizeyinin kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomu, adenokarsinom ve
SCC de sagkalim tizerinde etkisi olmadigi izlenmistir(151). Calismamizda ekpresyon
farki ve tani aldiktan sonraki Olim siiresi arasinda negatif yonlii, orta diizeyde
korelasyon saptanmistir. Ancak bu korrelasyonun istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 goriilmiistiir(p=0,153).

Yapilan bir calismada patalojik evre 1 adenokarsinom (56%, 18/32) ve SCC
(57%, 8/14)’ de orneklerin ¢ogunda ING2 ekspresyon kaybi izlenmis olsa da
istatiksel olarak patolojik evre 1,2,3 ve 4 ile ING2 ekspresyon diizeyleri arasinda
anlaml bir farklilik bulunmamistir(151). Bizim g¢alismamizda da Grade 1,2 ve 3
gruplarinin ekpresyon farki ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p=0,186). Ancak grade ve ekpresyon farki arasinda olumlu, orta
diizeyde korrelasyon saptanmistir. Ancak bu korrelasyon istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,067). Ayn1 zamanda ¢alismamizda cinsiyet ve timor etiyolojisi
ile ekspresyon diizeyi arasinda istatiksel anlamli farklilik bulunmamastir.

Calismamizda 12 hastanin 2 sinde yeterli total RNA elde edilememis, 10
hastada beta- aktin mRNA Olgiilmesine ragmen ING2 mRNA diizeyleri
Olclilememistir. Parafinde fikse doku orneklerinin uygun ortamda saklanmamasi,
parafinizasyon Oncesi dokularin uzun siire formalinde tutulmast mRNA zincirinin
par¢alanmasina sebep oldugundan ING2 mRNA diizeyleri dlclilememis
olabilir(164). Ayni zamanda ING2 primer baglanma bdlgesinde mutasyon veya
kirilma ayni sebepten amplifikasyonu bozmus olabilir. Diger taraftan Beta aktin
diizeyleri Olgiilerek ING2 diizeylerinin  Olgiilememesi akla mutasyonlarin
olabilecegini getirmektedir. Daha Onceki caligmalarda ING2 geninde delesyon
oldugu raporlanmamis olsa da ING2 geninin intron 1 ve ekson 1’de tek niikleotid
polimorfizmi, ayrica bagka bir ¢alismada 39.niikleotid iizerinde sessiz tek niikleotid

polimorfizmi tespit edilmistir(148,151).
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Calismamizdaki ING2 tespitini yapamadifimiz hastalarin daha ileriki
caligmalarda mutasyondan dolayr mi, yoksa mRNA par¢alanmasindan dolayim

oldugunu ileriki aragtirmalarla tespitin yapilmasi uygun olacaktir.
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7 SONUC

Calismamizda Malign Periferik Sinir kilifi Tiimorlerinde ING2 gen ekspresyon
diizeyi aragtirilmis ve bu diizeyin azaldigi tespit edilmistir. Sonuglarimiz ING2
geninin timor supresér gen olmasi konusunda diger c¢alismalar destekledigi
goriilmiistiir. Buna ragmen cinsiyet, etiyoloji, FNCLLC grade ve sagkalim ile
ekspresyon diizeyi arasinda herhangi bir istatiksel anlamli fark veya korrelasyonun
bulunmamustir.

Daha once literatiirde Malign Periferik Sinir Kilifi tiimorlii hastalarda ING2
gen ekspresyon diizeyi arastirilmadigindan ¢alismamiz ile MPSKT patogenezinin
daha 1iyi anlagilmasinda yapilacak olan c¢aligmalara katki saglayacagini
diistinmekteyiz. Ayni zamanda plastik cerrahide takip ettigimiz NF1 hastalarinda
gen taramalar1 ile malign transformayonun erken teshisinde yardimci bir arag
olacagini1 6ngérmekteyiz.

ING2’in MPSKT hastalarinin tan1 ve tedavisinde kullanilma potansiyeli
oldugunu diisiinmekteyiz. Geleneksel kemoterapiye duyarsiz olan hastalifin ileriki
caligmalarla deneysel gen terapisi i¢in aday olacagini ongoérmekteyiz. ING2'nin
MPSKT karsinogenezindeki roliinii daha 1yi anlamamiz i¢in bir¢ok fonksiyonlarini
molekiiler diizeyde nasil gerceklestigini daha fazla molekiiler genetik caligmalarla
Ogrenebiliriz.

Hasta sayisinin az olmasi, gruplar arasinda hasta sayisinin homojen
dagilmamasi klinik parametrelerde anlamli sonu¢ almamiza engel teskil etmistir.
ING2 mRNA ekspresyon diizeyleri arastirilmis olmasina ragmen son {iriinii olan
ING2 protein diizeylerinin Olgiilmemesi, heterozigotizm kaybi ve mutasyon
varhigimin  arastirllmamasi  c¢alismamizin =~ eksik  kalan  yonleri  olarak
degerlendirilmistir.  ilerde  yapilacak  olan  calismalarda bu  kriterlerin
degerlendirilmesi hastaligin molekiiler diizeyde nasil gelistigi ile ilgili bilgi sahibi

olmamiza yardimci olacag diisiincesi olusmustur.
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