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OZET

YUVARLAK HUCRELi SARKOMLARDA GUNCEL
KLINIKOPATOLOJIK SINIFLAMA VE PROGNOSTIK ONEMIi

AMAC

Kiiciik yuvarlak hiicreli sarkomlar; tabakalar olusturan, kii¢iik, mavi, yuvarlak niikleuslu
ve dar sitoplazmali, az diferansiye tiimor hiicreleriyle karakterize heterojen bir grup olup,
olgularin ¢ogunu Ewing/PNET ailesi sarkomu (EAS) olusturmaktadir. Ewing/PNET ailesi
sarkomu, EWSR1 geninin, ETS gen ailesinden bir transkripsiyon faktoriiyle spesifik
translokasyonu ve fiizyonunu igerir. Son yillarda daha 6nce Ewing/PNET ailesi sarkomu
grubunda tani alan fakat, EWSR1 rearanjmani gdstermeyen indiferansiye yuvarlak hiicreli
sarkomlarda CIC ve BCOR rearanjmani bildirilmistir. Bu tiimoérlerde CIC-DUX4/CIC-FOX04
ve BCOR-CCNB3 flizyonu saptanmis ve yeni antiteler olarak kabul edilmislerdir.
Calismamizda daha 6nce bolimiimiizde Ewing/PNET ailesi sarkomu (EAS), atipik Ewing
sarkomu, primitif néroektodermal timdr (PNET), Askin tiimorti, indiferansiye yuvarlak hiicreli
sarkom ve yuvarlak hiicreli malign mezenkimal timor tanisi alan vakalarin morfolojik
ozelliklerini ayrintili olarak tanimlamayi, immunhistokimyasal yontemle NKX2.2, WT1,
ETV4, CCNB3 ve BCOR ile boyanma ozelliklerine gore giincel bilgiler 1s1ginda tekrar

siiflamayi1 ve bu siiflamanin prognostik 6nemini géstermeyi amagladik.

MATERYAL VE METOT

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
2000-2018 yillar1 arasinda Ewing/PNET ailesi sarkomu, atipik Ewing sarkomu, PNET, Askin
tiimort, indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom ve yuvarlak hiicreli malign mezenkimal tiimor
tanis1 alan 134 vakanmin morfolojik 6zellikleri tekrar degerlendirildi. Immunhistokimyasal
yontemle NKX2.2, WT1, ETV4, CCNB3 ve BCOR calisilarak, boyanma 06zelliklerine gore,
giincel bilgiler 1s181nda tekrar siniflandirildi.

BULGULAR

134 vakanin 59’u kadin (%44), 75’1 erkekti (%56). Kadin/erkek orani1 1/1,27°ydi. Yas
ortalamasi 19,8°di (0-56). 134 vakanin 88’1 EAS, 9’u atipik Ewing sarkomu, 7’si PNET, 2’si

Askin tiimorii, 16’s1 indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom, 12’si yuvarlak hiicreli malign

xiii



mezenkimal tiimor olarak tani almigti. NKX2.2 ile 133 vakanin 103’tinde (%77,5) niikleer
boyanma mevcuttu. WT1 ile 132 vakanin 4’tinde (%3) niikleer, 16’sinda (%12,1) sitoplazmik
boyanma izlendi. ETV4 ile 127 vakanin 37’sinde (%29,1); CCNB3 ile 125 vakanin 22’sinde
(%17,6) niikleer boyanma mevcuttu. CCNB3 reaktivitesi gdsteren vakalarin 6’sinda BCOR ile
de pozitiflik saptandi.

Bu bulgularla NKX2.2 i¢in niikleer boyanma gosteren 90 vaka EAS olarak yorumlandi.

NKX2.2 ile negatif olan veya fokal boyanma gosteren vakalar i¢inde; WT1 ve ETV4 ile
niikleer boyanma gosteren 7 vaka CRS yoniinde, BCOR ve CCNB3 ile niikleer boyanma
gosteren 6 vaka BRS yoniinde yorumlandi. NKX2.2 ile negatif olan veya fokal boyanan, EAS,
CRS veya BRS igin spesifik olabilecek boyanma gostermeyen 31 vaka mevcut

immunhistokimya sonuglarina gore siniflandirilamadi.

TARTISMA VE SONUC

Yuvarlak hiicreli sarkomlarin uygun siniflandirmasinda, timore 6zgii genetik degisikligin
molekiiler yontemlerle gosterilmesi altin standarttir. Immiinhistokimyasal incelemenin tam
siniflamaya katkis1 sinirli olsa da, molekiiler testler icin refere edilecek hastalarin se¢ciminde
oldukga faydalidir. NKX2.2 EAS tanisinda, 6zellikle diger antikorlarla birlikte kullanildiginda,
sensitivite ve spesifisitesi oldukc¢a yiiksek bir belirtectir. ETV4 ile WT1 ve CCNB3 ile BCOR,;
EAS i¢in sensitivitesi yiiksek belirteclerin veya EWSR1 'in negatif oldugu durumlarda, sirasiyla,
CIC rearanjman1 gosteren sarkom (CRS) ve BCOR rearanjmani gosteren sarkom (BRS) i¢in

sensitif bulunmuslardir.

Anahtar kelimeler: kiigiik yuvarlak hiicreli sarkomlar, Ewing sarkomu, CIC, BCOR,

immunhistokimya
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ABSTRACT
CONTEMPORARY CLINICOPATHOLOGICAL CLASSIFICATION
OF ROUND CELL SARCOMA AND ITS PROGNOSTIC SIGNIFICANCE
OBJECTIVE:

Small round cell tumors are a heterogenous group, characterized by poorly differentiated
tumor cells with small, round, blue nucleus and scant cytoplasm. Ewing sarcoma family of
tumors (ESFT) constitutes the majority in this group. EWSR1 gene rearrangement is
characteristic for ESFT. Some tumors, formerly classified as ESFT, showing no rearrangement

for EWSR1 are found to have CIC and BCOR rearrangements and are accepted as new entities.

The aim of this study is to re-classify round cell sarcomas which were diagnosed as ESFT,
atypical Ewing sarcoma, primitive neuroectodermal tumor, Askin tumor, indifferentiated small
round cell sarcoma and round cell malignant mesenchymal tumor in our department, based on
morphological and immunohistochemical staining patterns with NKX2.2, WT1, ETV4,
CCNB3 and BCOR.

MATERIALS AND METHODS

134 cases, which were diagnosed as ESFT, atypical Ewing sarcoma, primitive
neuroectodermal tumor, Askin tumor, indifferentiated small round cell sarcoma and round cell
malignant mesenchymal tumor in our department between 2000-2018 were examined; both
morphologically and immunohistochemically. The re-classification was made based on

contemporary literature.
RESULTS AND CONCLUSIONS

134 cases are re-classified as; ESFT: 90 cases, CIC rearranged sarcoma: 7 cases, BCOR
rearranged sarcoma: 6 cases and unclassified 31 cases. The utility of NKX2.2, WT1, ETV4,
CCNB3 and BCOR immunohistochemistry is found to be highly effective.

Keywords: small round cell sarcomas, Ewing sarcoma, CIC, BCOR,

immunohistochemistry
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1. GIRIS VE AMAC

Kiictik yuvarlak hiicreli sarkomlar; tabakalar olusturan, kii¢iik, mavi, yuvarlak niikleuslu
ve dar sitoplazmali, az diferansiye tiimor hiicreleriyle karakterize heterojen bir grup olup,
olgularn ¢ogunu Ewing/PNET ailesi sarkomu olusturmaktadir. Ewing/PNET ailesi
sarkomunda EWSR1 ve ETS gen ailesinden bir transkripsiyon faktoriiniin translokasyonu
sonucu olusan EWSR1 gen rearanjmani tamimlanmistir. EAS ile Kklinik ve histomorfolojik
ortismeler gosterdiginden EAS tanisi alan, ancak EWSR1 rearanjmani géstermeyen bir grup
kiigiik yuvarlak hiicreli sarkomda yakin zamanda yapilan molekiiler ¢alismalarda, bu grup
icerisinde CIC rearanjmani gosteren sarkomlar ve BCOR rearanjmani gosteren Sarkomlar
tanimlanmistir. Bu iki yeni antite, Ewing sarkomu ile yas, yerlesim yeri benzerlikleri yani sira
radyolojik ve histomorfolojik 6zellikler bakimindan da ortiismeler gostermektedir. Bu sebeple
Ewing benzeri sarkom (EBS) olarak gruplandirilmiglardir. Yeni tanimlanan bu antitelerden CIC
rearanjmant gosteren sarkomlar, gruptaki EWSR1 negatif tiimdrlerin 2/3’{inli olusturur.
Ozellikle geng eriskinlerde goriilen, yumusak dokuya afinite gdsteren bu tiimérler; patolojik
incelemede belirgin sitoplazmali, hafif atipi gdsteren, belirgin niikleollii tiimdral hiicrelerden
olusurlar. Miksoid ve desmoplastik stroma da igerebilirler. BCOR rearanjmani gosteren
sarkomlar ise yine bu gruptaki EWSR1 negatif tlimorlerin %4-12’sini olustururlar. Siklikla
kemikten kaynaklanirlar ve geng adolesan erkeklerde goriiliirler. Bu grup tiimérlerin az bir
kismi govde ve ekstremitelerdeki yumusak dokulardan kaynaklanirlar. Monoton yuvarlak

hiicreli morfolojiye ek olarak igsi hiicreli alanlar ve miksoid zemin de izlenebilir (1).

EAS’nin immunhistokimyasal olarak CD99 ile kuvvetli membranéz, NKX2.2 ve FLI1
ile kuvvetli niikleer; CRS’lerin WT1 ve ETV4 ile yaygin ve kuvvetli niikleer, CD99 ile fokalden
difiize degisen oranlarda boyanma gosterdigi bildirilmistir. NKX2.2 ekspresyonu da CRS’lerin
%35’inde tanimlanmistir. BRS’lerin ise BCOR ve CCNBS3 ile difiiz kuvvetli niikleer, CD99 ile
degisen oranlarda boyanma gosterdigi, NKX2.2, ETV4 ve WT1 igin ekspresyon gostermedigi
bildirilmistir (1).

Her ii¢ tiimor benzer protokollerle tedavi edilseler de eskiden Ewing ailesi sarkomu olarak
siniflandirilan bu yeni antitelerin, Ewing ailesi sarkomu tedavi protokoliine direngli oldugu
goriilmiistiir. Bu sebeple kiigiik yuvarlak hiicreli sarkomlara uygun siniflandirma yapilmasi ve

hedefe yonelik yeni tedavi modalitelerinin gelistirilmesi 6nemlidir.

Calismamizda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji

Anabilim Dali’nda 2000-2018 yillar1 arasinda kii¢iik yuvarlak hiicreli sarkom (EAS, PNET,



atipik Ewing sarkomu, Askin tiimorii, indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom, yuvarlak hiicreli
malign mezenkimal tiimor) tanist alan hastalara ait preparatlart yeniden degerlendirerek
morfolojik 6zelliklerini ayrintili olarak tanimlamayi, immunhistokimyasal yontemle NKX2.2,
ETV4, WT1, CCNB3 ve BCOR boyanma 6zelliklerine gore giincel bilgiler 1s181nda tekrar

siiflamay1 ve bu siniflamanin prognostik énemini géstermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. EWING/PNET AILESIi SARKOM
2.1.1. TANIM

Ewing/PNET ailesi sarkom; Ewing sarkomu (ES), primitif néroektodermal tiimor
(PNET) ve Askin tiimdri gibi benzer morfolojik ve molekiiler 6zellikleri tasiyan gruba verilen
isimdir.

2.1.2. TARIHCE

Bu grubun en iyi bilinen iiyesi olan Ewing sarkomu 1921 yilinda, Dr. James Ewing
tarafindan “kemigin difiiz endotelyomasi” adiyla ilk defa tanimlanmistir. Mikroskobik
incelemede genis tabakalar yapan, soluk, belli belirsiz sitoplazmali, hiperkromatik niikleuslu,
kiiclik polihedral tiimdr hiicreleriyle karakterize, osteojenik sarkom veya bilinen herhangi bir

myelom tipini andirmayan 7 vakalik bir seri yayinlamistir (2).

Ayni donemde 1918 yilinda Dr. Arthur Purdy Stout tarafindan 42 yasinda erkek hastada
ulnar sinirde rozet yapan, indiferansiye yuvarlak hiicrelerden olusan benzer bir tiimor
tanimlanmistir (3). Daha sonra 1975 yilinda Seemayer ve arkadaslari “periferal néroektodermal
timor” adiyla yumusak dokudan kdken alan ve sinir sistemiyle iligkisi olmayan yeni bir antite

tanimlamiglardir (4).

1975 yilinda Enzinger ve arkadaglar1 39 vakalik ekstraskeletal yerlesimli Ewing benzeri
sarkom serisini yayinlamis ve o giine kadar kemik dis1 yerlesimli Ewing sarkomu
tanimlanmadigini1 bildirmislerdir; ancak bu tiimorlerin Ewing sarkomu ile ayni1 kdkenden
oldugunu veya aksini morfolojik, striiktiirel veya ultrastriiktiirel olarak kanitlayamamiglardir
(5). 1984 yilinda Jaffe ve arkadaslart da Ewing sarkomu tanisi alan 4 olguluk seride rozet
formasyonu olusturan benzer tiimdrleri, kemik yerlesimli ndroektodermal tiimorler olarak

tanimlamislardir (6).

1979 wyilinda Askin, torakopulmoner bolge yerlesimli, morfolojik olarak Ewing
sarkomunu andiran, benzer 6zellikteki tlimorlerin, ¢ocuklarda ve gen¢ addlesanlarda kendine

0zgii klinik 6zellikleri olmasi nedeniyle farkli bir antite olabilecegini 6ne stirmiistiir (7).

Tarihsel siirecte; histomorfolojik olarak benzer sekilde kiiclik yuvarlak hiicrelerden

olusan ve yer yer rozet formasyonu olusturan bu tiimorlerin hem yumusak doku, hem kemik



lokalizasyonlarinin tanimlanmasiyla farkli antiteler olduklar1 yoniindeki diisiince gittikge

zayiflamistir.

Yapilan sitogenetik ¢alismalarda t(11;22)(q24;q12) translokasyonunun Ewing
sarkomunda ve daha sonra PNET’te goOsterilmesiyle bu tiimorlerin altta yatan genetik
ozelliklerinin ayni1 oldugu anlasilmistir (8-10). 1991 yilinda Ambros ve arkadaslarinin
calismasinda, CD99 antikoruyla hem Ewing sarkomunda hem PNET’te kuvvetli
immunreaktivite saptanmasi ve bu olgularda molekiiler olarak t(11;22)’nin de gdsterilmesiyle,
bu tiimorlerin ortak genetik yolaktan gelistigi kanmitlanmis ve “Ewing tiimori” ortak

terminolojisinin kullanilmasi 6nerilmistir (11).
2.1.3. EPIDEMIYOLOJI

EAS, primer malign kemik tiimdrlerinin yaklagik %6 ile %8’ini olusturmaktadir.
Osteosarkom ve kondrosarkomdan sonra en sik goriilen primer kemik sarkomu olmasi yani sira,
cocuklarda ve geng eriskinlerde, yine osteosarkomdan sonra ikinci en sik gériilen primer malign
kemik tlimoriidiir. Vakalarin yaklasik %80°’1 20 yasin altindadir. 30 yasindan sonra goriilme
ihtimali oldukga diisiiktiir. Hafif erkek predominansi gosterilmistir. Erkek/kadin oran1 1.4/1°dir.
En sik yerlesim yeri, uzun kemiklerin diyafizi veya metafiz-diyafiz gecisidir. iskelet sisteminde
en sik tutulan kemikler; uzun kemikler, bunlarin arasinda ise sirasiyla femur, tibia, fibula ve
humerustur. Ayrica pelvis kemikleri, kostalar, kafatasi, vertebra ve skapula gibi yassi
kemiklerde de goriilebildigi; %10-20 kadar vakanin ise ekstraskeletal oldugu bildirilmistir
(Resim 1) (12).

Ekstraossedz yerlesimli EAS hemen tiim lokalizasyonlarda goriilebilmekle birlikte,
siklikla ekstremitelerin derin yumusak dokularindan koken alir. Ekstremiteler icinde en sik
uyluk bolgesi ve kalga yerlesimli olup, bunu kol ve omuz izler. Daha az goriildiigii yerler

paravertebral yumusak dokular ve gogiis duvaridir (13).
2.1.4. ETYOLOJI

TET gen ailesinden EWSR1 ve ETS gen ailesinden bir transkripsiyon faktoriiniin
translokasyonu sonucu olusan EWSR1 gen rearanjmani tiimoérogenezi baslatan ana faktordiir.
EWSR1-ETS gen fiizyonu sonucu kromatin remodeling ile olusan protein iiriinlerin sebep
oldugu; hiicre dongiisiinde bozulma, apoptoz islevlerinin bozulmas: gibi faktorlerin timor

olusumuna yol agtig1 6ne siiriilmektedir (14).



Ailesel yatkinlik veya ¢evresel faktorlerle iliskisi tanimlanmamaistir. Sebebi
bilinmemekle birlikte beyazlarda, 6zellikle de Kafkas 1rkina ait bireylerde daha sik
goriilmektedir (13).

2.1.5. KLINIK OZELLIiKLER

Uykudan uyandiran siddette agr1 %96 ile en sik goriilen semptomdur. Bunu sislik, kitle
olusumu takip eder. Daha az siklikla goriilen diger semptomlar ates ve anemidir. Patolojik kirik
da ilk bagvuru nedeni olabilmektedir. Periferik sinir veya spinal kord tutulumu varsa progresif
sensOrindral noropati izlenebilir. Katekolamin seviyeleri noroblastomlarin aksine normal
siirlardadir. Agri, ates gibi semptomlarin yani sira laboratuvar incelemede sedimentasyon hizi

artig1 da gortilebilir ve bu durum; osteomyelit ile ayirict tan1 gerektirir.
2.1.6. RADYOLOJIiK BULGULAR

Radyolojik bulgular EAS igin nonspesifik, fakat tipiktir. Siklikla uzun kemiklerin
diyafizinde, intramediiller yerlesimli, diizensiz sinirli, permeatif lezyon karakteristiktir.
Lezyonlarin ¢ogu litiktir; fokal sklerotik alanlar eslik edebilir. Siklikla sogan zari tarzinda
periost reaksiyonu ve yumusak dokuda tutulum eslik eder. Tiimoriin subperiosteal alanda ve
yumusak dokuda lezyon olusturup korteksin dis yiiziine baski yapmasiyla bu alanda konkav bir
lezyon meydana gelir ki buna “sauzerization” denmektedir. Komsu kortikal kemikte difiiz

skleroz ve kalinlagma goriilmektedir (13).
2.1.7. MAKROSKOPI

Intraossedz Ewing/PNET ailesi sarkomlari siklikla intramediiller yerlesimli, gri-beyaz
renkli, infiltratif sinirlidir. Tiimorde hemorajik alanlar yani sira sar1 renkli nekrotik alanlar da
gortilebilir. Mediiller kavite yerlesimli biiylik lezyonlarda dahi kortikal permeasyon, sadece
fokal alanlarda izlenebilir. Erken donemde eslik eden yumusak doku tutulumu ¢ogu EAS’de
goriilen bir bulgudur. Siklikla ekstraosse6z komponentin ¢apinin intraosse6z komponentin

capini astig1 da gorilmiistiir (13).

Ekstraossedz yerlesimli Ewing sarkomlar1 genellikle multilobiile, yumusak kivaml
kitlelerle karakterizedir. Kesit ytizii gri-sar1 renkli olup, genis nekroz alanlari, kanama ve kistik
degisiklikler goriilebilmektedir. Kalsifikasyon nadirdir. Nadiren yumusak doku kaynakli
timorlerde biiyiik periferik sinirlerle iliski gosterilebilir (Resim 2) (15).



2.1.8. HISTOPATOLOJI VE SINIFLANDIRMA

Daha 6nceden farkl antiteler olarak kabul edilen ES, PNET ve Askin tiimoriinde ortak
sitogenetik anomalinin gdsterilmesinden sonra bu tliimoérler, ayni tiimor ailesinin farkli
histolojik ve klinik spektrumlar1 olarak kabul gormeye baslamis ve bu tiimor ailesi

‘Ewing/PNET ailesi sarkomu’ olarak isimlendirilmistir.
2.1.9. EWING/PNET AILESI SARKOMU

Klasik Ewing sarkomu, indiferansiye mezenkimal hiicrelerin homojen, monoton
proliferasyonu sonucu gelisir. Histomorfolojik olarak solid, siki tabakalar olusturan ve nest
bliylime paterni gosteren; kiiclik, yuvarlak, monoton goriinlimlii timor hiicreleriyle
karakterizedir. Bu hiicreler yuvarlak veya oval, santral yerlesimli niikleus icerirler. Niikleer
membran belirgindir. Niikleer kromatin ince graniiler nitelikte olup bir veya iki belli belirsiz
niikleol goriilebilir. Sitoplazma belirsizdir veya niikleus ¢evresinde soluk, ince rim halinde
goriilebilir. Cogu vakada sitoplazma intraselliiler glikojen depozitlerine bagl olarak irregiiler,
vakuollii veya berrak goriiniimde olabilir. Glikojen vakuolleri ¢ekirdegi kenara itebilir veya
centikli goriinmesine yol acabilir. Histokimyasal Periodic asit-Schiff (PAS) boyasiyla

intrasitoplazmik glikojen birikiminin gosterilmesi tan1 i¢in yardimecidir (Resim 3) (13).

Bu tiimorlerde bifazik patern olarak tanimlanan iki farkl: hiicre tipinin varhigi sik goriilen
bir bulgudur. Bunlar koyu hiicreler ve acgik hiicreler olarak tarif edilen, iki hiicre
popiilasyonunun degisen oranlarda bulunmasi olarak tarif edilmektedir. Koyu hiicreler; koyu,
kondanse niikleuslar1 olan, apoptoza giden hiicrelerdir ve canli hiicrelerle nekroz alani arasinda

yer alirlar. Agik hiicreler ise, kromatin yapisi agik olan canli hiicreleri temsil etmektedir (13).

Tlimor hiicreleri rozet yapilart olusturabilir. Bu yapilar siklikla, tiimdriin %20’°sinden
azini olusturur. Bazi yazarlar, histomorfolojik incelemede, %20’den fazla rozet yapis1 goriiliirse

PNET tanisinin verilmesi gerektigini erken déonem siniflamasinda 6ne siirmiislerdir (13).

Tiimore eslik eden fokal igsi hiicreli alanlarin varligi da beklenen bir bulgudur. Genel
olarak solid ve nest biliylime paterni gosteren bu tiimorlerde, kordoid veya trabekiiler biiylime

paternleri de goriilebilir.

Nekroz sik goriilen bir bulgudur. Fokal olabilecegi gibi, genis geografik nekroz alanlari
seklinde de goriilebilir. Yaygin nekroz alanlar1 i¢inde perivaskiiler alanda korunmus timor

hiicrelerinin varlig1 da bir diger bulgudur (15).



Mitoz sayis1 oldukga degiskendir. Klasik ES’de genelde seyrek mitoz goriilmekle birlikte,

mitozun belirgin oldugu vakalar da mevcuttur.

Ewing sarkomunun bir diger bulgusu da enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun
bulunmayisi ve stromal elemanlarin azligidir. Vaskiiler yapilar genellikle belirgin degildir ve

yarik benzeri ince duvarli kapillerler seklindedir.

Intraossedz yerlesimli vakalarda tiimor hiicreleri, mediiller-intertrabekiiler mesafeyi
doldurarak normal kemik iliginin yerini alirlar. Daha sonra kortekste permeatif yayilim yaparak
subperiosteal mesafeye ulasirlar. Periostun zarar gérmesiyle bu alanda, radyolojik olarak sogan
zar1 goriiniimiine sebep olan tabakali yeni kemik yapimi baslar. Yeni kemik yapimi olan
alanlarda tiimor hiicreleri yani sira reaktif osteoblastlar, multiniikleer osteoklast benzeri dev
hiicreler ve kondroid metaplazi alanlar1 bulunabilir. Tiimér; yumusak dokuya ¢iktiginda ise
cizgili kas, kollajen lifler ve stromal elemanlar arasinda yine infiltratif, ancak daginik bir

biiylime paterni gosterir (13).

Ekstraossedz tiimorlerde siklikla solid ve lobiiler biiyiime paterni hakimdir. Nadiren
ayrismalara veya hemorajiye sekonder psoddoalveoler veya psodovaskiiler patern

goriilebilmektedir. Bu da anjiosarkom veya alveolar rabdomyosarkom yanilgisina yol agabilir

(15).

Morfolojik olarak klasik Ewing sarkomunda goriilen kiiciik, monoton, yuvarlak
hiicrelerden farkli olarak; daha biiyiik, diizensiz niikleer konturlu, vezikiiler kromatinli, belirgin
niikleollii, yer yer epiteloid goériinimde hiicrelerden olusan diger bir varyant “atipik Ewing
sarkomu” veya bazi yaymlarda “biiylik hiicreli varyant Ewing sarkomu” adiyla; ilk olarak
Llombart-Bosch ve arkadaslar tarafindan 1978 yilinda tanimlanmistir (16-18). Tiimoral
hiicreler sitoplazmalarinda degisen oranda glikojen igerebilir ve tiimor icinde igsi hiicreli

alanlar bulunabilir (Resim 4).

Literatiirde 415 genetik olarak konfirme EAS vakasinda histolojik tiplendirme amach
yapilan bir caligmada atipik ES siklig1 yaklasik %8 oraninda saptanmigtir (17).

Adamantinoma benzeri varyant, EAS igerisindeki histolojik varyantlardan kabul
edilmektedir. Belirgin nest yapis1 ve epiteloid biiylime paternine eslik eden belirgin desmoplazi,
bu varyanti Ewing ailesi sarkomunun diger histolojik varyantlarindan ayiran en belirgin
ozelliktir. Nest yapilarint olusturan tiimor hiicreleri biiyiik biiyiitmede incelendiginde belirgin

periferal palizatlanma gosterirler. Tiimor hiicreleri arasinda desmozom goériilebilir. Arada



biiyiik, poligonal, hiperkromatik niikleuslu hiicrelerle, nadiren, skuamdz inciler de tiimore eslik

edebilir (Resim 5).

Adamantinoma benzeri alanlar iceren EAS vakalar gesitli yaymlarda tarif edilmekle
birlikte, bu varyantta EWS-FLI1 fiizyonunun varhig: ilk kez Bridge ve arkadaslar1 tarafindan
gosterilmistir (19). Folpe ve arkadaslarinin, genetik olarak konfirme 66 EAS vakasinda
histolojik tiplendirme amagli yaptiklar1 bir ¢alismada adamantinoma benzeri EAS sikligi

yaklasik %5 oraninda saptanmistir (18).

Igsi hiicre baskinligiyla karakterize igsi hiicreli sarkom benzeri-EAS ve yaygin hyalinize

eozinofilik matriks i¢eren sklerozan EAS gibi nadir histolojik varyantlar da tarif edilmistir (18).

EAS igerisinde, 6zellikle son 15 yilda yapilan ¢alismalar gostermistir ki Ewing sarkomu
ve periferal PNET ayni1 spektrumdaki neoplazilerdir. Klasik ve tarihsel tanimlamalarda ES ile
PNET ayrimi, psddorozet yapilarinin varligi ve ultrastriiktiirel veya immiinhistokimyasal olarak
noroektodermal ozelliklerin gosterilmesi ile yapilmisti. Ancak her iki tiimoriin de ayn1 genetik
temele sahip oldugunun gosterilmesi ve doku kiiltiiriinde her iki timoriin de néroektodermal

farklilagsma gosterdiginin ispatlanmasi tizerine bu ayrim terkedildi (13).

Askin tiimorii de EAS ile ayni1 morfolojik ve genetik 6zellikleri gosterir. Giintimiizde
Ewing ailesi sarkomlarinin torakopulmoner bolge yerlesimli bir varyanti olarak kabul

edilmektedirler.
2.1.10. SITOPATOLOJI

[k tam i¢in ince igne aspirasyonu (IIA) oldukga yardimeidir. IIA’nm basta kromatin
detay1 olmak iizere hiicresel 6zelliklerin taninmasina olanak vermesi sebebiyle, cogu klinisyen
tarafindan kiiciik biyopsilerden daha c¢ok tercih edilmektedir. Sitopatolojik incelemede
yaymalar oldukga selliiler olup, daginik halde bulunan, monoton goriiniimlii kiigiik yuvarlak
hiicrelerden olugmaktadir. Santral yerlesimli, ince graniiler kromatinli niikleuslar1 ve yer yer
secilebilen ince rim seklinde sitoplazmalar1 bulunmaktadir. Yaymalarda yer yer rozet benzeri

yapilar da goriilebilmektedir (13).
2.1.11. IMMUNFENOTIP

EAS tanis1 uzun yillar boyunca cesitli immiinhistokimyasal belirte¢lere dayanilarak
verilen bir diglama tanisi idi. Daha sonra MIC2 gen {irlinlerinin bu tiimorlerde pozitif
bulunmasiyla kullanimi gittik¢e yayginlasti ve tan1 i¢in kilit rol oynamaya bagladi (20). MIC2,

X ve Y kromozomlarinin kisa kolunda yer alan psédo-otozomal bir gendir. MIC2 geni 30-



kD’luk hiicre adezyon-membran glikoproteinini (CD99) kodlamaktadir. CD99, T hiicre
adezyonundaki goreviyle de bilinmektedir. EAS’de yaklagik %90 oraninda pozitiflik
mevcuttur. EAS i¢in oldukga spesifik oldugu diisiiniilen bu immunhistokimyasal belirtecin,
zamanla diger pek cok kiiciik yuvarlak hiicreli tiimorde de degisen oranlarda reaktivite
gosterdigi goriildii. Lenfoblastik lenfomalarin %90’ 1ndan fazlasinda, az diferansiye sinoviyal
sarkomlarm  %75’inden  fazlasinda, @ mezenkimal kondrosarkomlarm  %50’sinde,
rabdomyosarkomlarin %20-25’inde, kiigiik hiicreli osteosarkomlarda ve desmoplastik kiigiik
yuvarlak hiicreli timdrde de nadir olarak pozitiflik gostermektedir. Bunun disinda soliter fibroz
timorde, mezotelyomada, leiomyosarkomda ve indiferansiye pleomorfik sarkomda da
pozitiflik bildirilmistir (15).

EAS’lerin ¢ogu immunhistokimyasal incelemede noron spesifik enolaz, CD57, S100
protein, sinaptofizin ve PGP9.5 gibi noral belirteglerle de pozitif reaktivite gdstermektedir. Bu
belirteclerle PNET morfolojisinde tiimorlerin ES’ye oranla daha yiiksek oranda pozitiflik
gostermesi beklenen bir bulgudur (15).

Sitokeratin ekspresyonlari da EAS’de gosterilmistir. Daha ¢cok AE1/AE3 ile fokal, dot-
like boyanma paterni goriilmektedir. Adamantinoma benzeri varyant EAS’de ise, klasik varyant
ES’nin aksine, AE1/AE3 ile kuvvetli difiiz boyanma ve HMWCK ile fokal boyanma
goriilmektedir (18).

Ayrica vimentin ile yliksek oranda sitoplazmik pozitif boyanma da bu ailenin bir diger
ozelligidir.

EAS’ye spesifik t(11;22) translokasyonu sonucu olusan EWSR1-FLI1 gen flizyonu ve bu
flizyonun uzantis1 olarak FLI1 proteini overekspresyonu vakalarin ¢ogunda goriilmektedir.
Buradan hareketle, FLI1 antikoru EAS tanisinda kullanilmaya baslanmistir (21). Sensitivitesi
CD99’a gore daha diisiik olan bu antikorun da ayirici tanida giigliik yaratan diger kiigiik
yuvarlak hiicreli tiimorlerde pozitif boyanabildigi gosterilmistir. Non-Hodgkin lenfomada %80,
olfaktor noroblastomda ve desmoplastik kiigiik yuvarlak hiicreli timdrde %66, az diferansiye
sinoviyal sarkomda %350, rabdomyosarkomda %7, akcigerin kiiciik hiicreli karsinomunda %6

oraninda boyanma bildirilmistir (22,23).

Yakin zamanda EAS tanisinda yardimct olacak yeni bir immunhistokimyasal belirteg;
NKX2.2 tanimlanmistir. NKX2.2, néronal gelisim ve glial/ndroendokrin diferansiyasyonda rol
alan bir transkripsiyon faktoridiir (24,25). NKX2.2 geninin, EWSR1-FLI1 fiizyon proteininin
hedef geni oldugu ve EAS’deki ekspresyonuna ragmen diger sarkomlarda negatif oldugu



saptanmistir (26). NKX2.2 proteininin de EAS tiimorogenezinde Onemli roli oldugu
gosterilmistir (26). Bunun tizerine NKX2.2 nin diyagnostik yararliligin1 saptamaya yonelik
yapilan ilk ¢alismada Yoshida ve arkadaslari, 30 adet genetik olarak konfirme EAS’de %93
oraninda difiiz, niikleer, orta-kuvvetli yogunlukta pozitif boyanma saptamistir. Bununla birlikte
EAS ile ayiric1 tanida zorluk yaratan 130 adet kiiciik yuvarlak hiicreli tiimor vakasinda %89
oraninda negatiflik saptamistir ve CD99, FLI1 gibi diger immunhistokimyasal belirteclerle
birlikte kullanildiginda sensitivite ve spesifisitesini olduk¢a yiiksek bulmustur (27). Hung ve
arkadaslar1 klasik ES yam sira; atipik Ewing sarkomlari, CRS ve BRS’de NKX2.2
ekspresyonunu arastirmislar; 40 EAS vakasinda Yoshida’nin ¢alismasina benzer sekilde %93
oraninda pozitiflik saptamislardir. 20 CRS olgusunda bu belirteg ile reaktivite orani1 %5 iken, 5
BRS olgusunun hi¢birinde boyanma saptamamiglardir. Bu ¢alisma sonucunda NKX?2.2’nin;
ozellikle EAS’nin, CRS ve BRS’den ayriminda spesifisitesi oldukga yiiksek bir
immiinhistokimyasal belirte¢ oldugunu o6ne stirmislerdir (1). NKX2.2’nin literatiirde
sensitivitesi %80, spesifisitesi %84 olarak bildirilmekle birlikte, CD99’la beraber
kullanildiginda spesifisitesi %98’e ulasmaktadir (28).

EAS ile ayiric1 tamida giiglik yaratan diger yuvarlak hiicreli sarkomlar ve EWSR1
rearanjmani gosteren sarkomlarda NKX2.2 ile yiiksek oranlarda negatiflik saptanirken, olfaktor
noroblastom, mezenkimal kondrosarkom ve kii¢iik hiicreli karsinom vakalarinin bir kisminda

zayif-orta yogunlukta pozitiflik saptanmustir (1,27).
2.1.12. GENETIK

Molekiiler diizeyde yapilan incelemelerde Ewing sarkomunun patogenezinde en sik
EWSR1 olmak tizere, TET ailesinden bir gen ile; en sik FLI1 olmak iizere ETS ailesinden baska
bir genin fiizyonunun oldugu gosterilmistir. 22q12.2 kromozomunda yer alan EWSR1 geni ile
11g24.3’te yer alan FLI1 geninin flizyonu sonucu olusan ve t(11;22)(q24,912)
translokasyonuyla sonuglanan EWSR1 gen rearanjmani vakalarin yaklasik %85’ inde mevcuttur
(29).

ETS transkripsiyon faktorleri hiicre siklusunda ve tiimor gelisiminde 6nemli role sahiptir.
Bu gen ailesinin en iyi bilinen tiyeleri FLI1, ERG, ETV1 ve ETV4 tiir. ETS ailesinden en sik
goriilen transkripsiyon partneri FLI1 'dir (9,30,31). EWSRI1 proteini RNA baglayan proteindir.
Transkripsiyonun baslatilmasinda 6nemli rol oynar. EWSR1-FLI1 fiizyon proteini noral krest
gelisimi ve EAS’de tlimorogenezden sorumludur (32,33).

10



FLI1’den sonra ikinci siklikla goriilen ETS ailesi translokasyon partneri ERG’dir.
Vakalarin yaklasik %10’unda goriiliir. t(21;22)(q22;q12) sonucu EWSR1-ERG fiizyonu olusur
(34,35). ERG geni; hiicre fizyolojisinde, embriyolojik gelisimin diizenlenmesinde, hiicre
proliferasyonunda, diferansiyasyonunda, anjiogenezde, inflamasyonda ve apoptozda énemli rol
oynar. EAS gelisimindeki etkisi ise FLI1 ile benzerdir. Bunun disinda ¢ok sayida ETS ailesi
translokasyon partneri de tanimlanmistir: EWSR1 ile ETV1, ETV4, FEV (36-39).

Ayrica FUS-ERG, FUS-FEV translokasyonlart da gosterilmistir (40,41). FUS geni; TLS,
EWSR1 ve TAF15 genlerini de iceren TET gen ailesinin bir iiyesi olup, EWSRL1 ile benzer

aminoasit dizisine sahiptir.

Yakin zamanda EWSR1 ile ETS ailesi dis1 genlerle olan translokasyonlar da
tamimlanmistir. EWSR1 ile POUSF1, ZGS, SMARCA, SP3, ZNF278, NFATC2 literatiirde
tamimlanan Orneklerdir (42-46). Heniiz tartismali bir konu olmakla birlikte bu

translokasyonlarin goriildiigii timorler Ewing-benzeri sarkomlar olarak kabul edilmektedir.
EAS ve EBS’de goriilen translokasyonlarin listesi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. EAS ve EBS’de goriilen translokasyonlar (47)

EAS'de sik goriilen translokasyonlar | EBS'de sik goriilen translokasyonlar
EWSRI-FLII  t(11;22)(q24;q12) | EWSRI-NFATC2  t(20;22)(q13;q12)
EWSRI1-ERG t(21;22)(922;912) EWSRI1-POU5F1  t(6;22)(p21;q12)
EWSRI-ETVI  (7;22)(p22;q12) EWSRI-SMARCA5  (4;22)(g31;q12)

(

(
EWSRI-ETV4  t(17;22)(q21;q12) |EWSRI-PATZ t(1;22)(p36.1;q12)
EWSRI-FEV  t(2;22)(q35;q12) EWSR1-SP3 t(2;22)(g31;q12)
FUS-ERG t(16;21)(p11;q22) | CIC-DUX t(4;19)(g35;q13)
FUS-FEV t(2;16)(g35;p11) BCOR-CCNB3 inv(X)(p11.4p11.22)

Translokasyonlara ilaveten sekonder sitogenetik anomaliler de goriilebilmektedir:
Trizomi 8, trizomi 12, t(1;16) sonucu 1q kazanimi, 16q kaybi en iyi bilinen &rneklerdir.
Sensitivitesi ve spesifisitesi diigiik olmakla birlikte prognostik 6nemi oldugu vurgulanmaktadir
(48,49).

TP53 ve P16/P14ARF alterasyonlar1 da EAS vakalarinin %25’inden fazlasinda saptanmis
olup; agresif klinik seyir ve terapiye direngle iligskilendirilmistir (50).

2.1.13. PROGNOZ

EAS grubu tiimorler oldukga agresif tiimorlerdir. Lokal niiks ve uzak metastaz riskleri

yiiksektir. Tedavide kemoterapinin yer almadigi donemde 5 yillik sagkalim oram1 %20’den
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diisiikken, lokalize hastalik durumunda; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiyi igeren gilincel
tedavi planlariyla bu oran %70’e ulagsmistir. Tan1 aninda yaygin hastalik varligi durumunda ise
oran %30’a diismektedir (13). Tan1 aninda metastaz olmasi, biiylik timdr ¢ap1, genis nekroz
alanlarinin bulunmasi, santral yerlesimli tiimorler ve kemoterapiye kotii yanit vermesi ana
prognostik faktorlerdir (15). Kemoterapi sonrasi tiimor nekrozu orani da prognostik 6neme
sahiptir. Cesitli molekiiler 6zelliklerin de prognostik énemi oldugu gosterilmistir. Trizomi 8,
trizomi 12, t(1;16), TP53 ve P16/P14ARF alterasyonlari bunlara 6rnektir (48-50).

2.1.14. TANI

Tani i¢in altin standart; histomorfolojik inceleme ve immiinhistokimyasal ¢alismalarin
yanisira, FISH ve PCR ile spesifik translokasyonlarin gosterilmesidir. Ancak genetik
yontemlerin ulasilabilirligi zor ve maliyeti yiiksek oldugu icin taniya varmada yardimci
yontemlerden en sik immiinhistokimyasal ¢alismalar kullanilmaktadir. Bu nedenle sensitivite

ve spesifisitesi yiiksek belirteclere ihtiyag duyulmaktadir.
2.2. CIC REARANJMANI GOSTEREN SARKOMLAR
2.2.1. TANIM

Kiigiik yuvarlak hiicreli sarkomlarin bir grubunun EWSR1 gen rearanjmani igermedigi
goriilmiis, bunun tizerine bu grubun sitogenetik Ozelliklerini tanimlamak igin yapilan
calismalarda 1(4;19)(935;q13) veya t(10;19)(g26;913) sonucu olusan CIC-DUX4 veya
t(X;19)(q13;q13.3) sonucu olusan CIC-FOXO4 fiizyonu gosterilmistir (51-54). CIC
rearanjmant gosteren sarkomlar, EAS ile benzer morfolojik ve klinik 6zellikler gosterirler. Bu
nedenle; EWSR1 dis1 rearanjman gosteren EAS grubunda kabul edilmeleri veya yeni bir antite
olup olmadiklar1 konusu tartismalidir. Ayr1 bir antite olarak kabul edilmesi gerektigini savunan
yayinlar oldugu gibi, 2013 yilinda yaymnlanan son kemik ve yumusak doku WHO
klasifikasyonunda, indiferansiye/siniflandirilamayan sarkomlar bagligi altinda ele alinmaktadir
(55).

2.2.2. TARIHCE

1996 yilinda Richkind ve arkadaslari, 12 yasinda erkek ¢ocugunda alt ekstremite
yumusak doku yerlesimli, morfolojik ve immiinhistokimyasal inceleme sonucu herhangi bir
yone diferansiyasyon gostermeyen tiimorde t(4;19) translokasyonunu gostermistir (56). Daha

sonra 2006 yilinda Kawamura-Saito ve arkadaslari, omuz ve pelvik bolgede, yumusak doku

yerlesimli, t(4;19) translokasyonu gosteren iki Ewing-benzeri sarkom vakasi yayinlamistir (52).
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2012 yilinda Italiano ve arkadaslarinin yaptig1 calismada EWSR1 negatif kii¢iik yuvarlak
hiicreli sarkom morfolojisinde 22 adet vakaya genetik analiz (FISH ve PCR) yapilmistir.
Calisma sonucunda 22 vakanin 15’inde (%68) CIC rearanjmani saptanmistir. Ayni ¢aligmada
t(4;19) ile birlikte t(10;19) translokasyonu da CIC-DUX fiizyonuyla iliskilendirilmistir (51).
Benzer sekilde, Specht ve arkadaslarimin calismasinda 33 EWSR1 negatif kiigliik yuvarlak
hiicreli sarkom vakasinda FISH yontemiyle 21 vakada (%64) CIC rearanjmani saptanmistir

(57).
2.2.3. EPIDEMIiYOLOJi

CIC rearanjman1 gosteren sarkomlar, EWSR1 negatif tiimorlerin  2/3’lni
olusturmaktadirlar. Vakalarin ortalama yasi, farkli c¢alismalarda, 24 ile 32 arasinda
degismektedir. Cogunlukla hafif erkek baskinligindan bahsedilmekle birlikte, kadinlarin daha
sik etkilendigi seriler de bildirilmistir. Ozellikle gévde ve ekstremitelerde olmak iizere yumusak
doku en sik yerlesim yeridir (51,57,58). Daha az siklikla bas-boyun, retroperiton, pelvik ve
intraabdominal yerlesim de bildirilmistir (58).

2.2.4. ETYOLOJI

t(4;19)(q35;q13) veya t(10;19)(q26;q13) sonucu olusan CIC-DUX4 fiizyonu ve bunun

sonucunda olusan CIC rearanjmani etyolojiden sorumludur (51-53).
2.2.5. HISTOPATOLOJI

Morfolojik incelemede, difliz infiltratif veya belli belirsiz nodiilarite/lobiilasyon gdsteren
timoral infiltrasyon mevcuttur. Nodiilaritenin izlendigi alanlarda, yer yer nodiillerin periferinde
ve nodiilleri ¢evreleyen desmoplastik stroma dikkati ¢ekmektedir. Tlimorii olusturan hiicreler
kiigiik-orta boyutlu, yuvarlak veya oval hiicrelerle karakterizedir. Fokal ancak belirgin
pleomorfizm de goriilebilir. %5°ten %20’ye degisen oranlarda igsi hiicreli alanlar izlenebilir.
Plazmasitoid-rabdoid morfoloji de eslik edebilmektedir. Nadiren rozet benzeri morfoloji
bildirilmistir. Miksoid, 6dematdz stromal degisiklikler ve mikrokistik alanlar da eglik eden
diger bulgulardir (51,57-59)

Sitoplazma, ¢ogu vakada izlenmemekle birlikte segilebilen vakalarda amfofilik, soluk
veya berraktir. Niikleer 6zellikler degiskendir. Kromatin ince, hiperkromatik veya vezikiiler
olabilir. Niikleol goriilebilir. Genis serilerde vakalarin ¢ogunda monoton morfoloji tarif
edilmistir. Geografik nekrozlar, arada goriilen apoptotik hiicrelerle karakterize yildizli gokyiizii
manzarasi veya arada dagilmis piknotik koyu hiicreler goriilmesi yaygin bir 6zelliktir. Mitoz

siklikla ytiksektir (57,58).
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2.2.6. IMMUNFENOTIP

Yakin zamanda CRS’de yapilan gen ekspresyon profili ¢alismalarinda WT1 ve ETV4,
ETV5, ETV1 up-regiilasyonu saptanmustir (51,57). ETV4 (ETS varyant 4), ETS transkripsiyon
faktor ailesinin bir iiyesi olup, erken embriyogenezin diizenlenmesinde rolii vardir (60). WT1,
11. kromozomda yer alan tiimor supresor gendir ve tirogenital sistemin gelisiminde dnemlidir.
Hung ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 40 CRS’de; immiinhistokimyasal incelemede ETV4,
vakalarin %90’inda difiiz kuvvetli-orta yogunlukta, WT1 ise %95’inde kuvvetli niikleer
boyanma gostermistir. Calismanin sonucunda ETV4’iin sensitivitesi %90, spesifisitesi %95
saptanirken; WT1’in sensitivitesi %95, spesifisitesi %81 saptanmistir (60). Antonescu ve
arkadaslarinin yaptig1 115 vakalik seride 65 vakanin 48’inde (%74) difiiz niikleer WTI
ekspresyonu goriiliirken 12’sinde (%18) fokal/multifokal pozitiflik goriilmiistiir (58)

CIC, santral sinir sisteminin normal gelisiminde rol alan bir gen olup; CIC-DUX4’iin
anormal fiizyonu bu genin aktivitesinde artma ile sonuclanir. Bu genle ilgili normal dis1

davranis paterni, mediilloblastomda da bildirilmistir (14).

DUX4 geni double-homeobox transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. DUX4 proteini
fetal iskelet kasi gelisiminde rol alir, ayrica normal testis dokusunda bulunur. Siegele ve
arkadaslarinin 5 vakalik genetik olarak konfirme CRS serisinde, vakalarin timiinde DUX4 ile
kuvvetli niikleer boyanma goriilmiis, EAS’de ve diger yuvarlak hiicreli tiimorlerde boyanma

saptanmamustir. Sensitivitesi ve spesifisitesi %100 olarak belirtilmistir (61).

CD99 ile bu tiimorlerde degisen oranlarda pozitiflik bildirilmistir: Cesitli serilerde
vakalarin %65’inde diftiz, %35’inde zayif yamali (51), %86’sinda fokal yamali1 (57), fokal
heterojen (59) gibi degisen yogunluk ve oranlarda boyanmalar tarif edilmektedir. Yine
Antonescu ve arkadaglarinin yaptig1 115 vakalik seride CD99 reaktivitesi vakalarin %84 tinde
goriilmekle birlikte, yalnizca %?23’linde difliz boyanma goriilmiistiir. Diger vakalarda ise

fokal/multifokal boyanmalar goriilmiistiir (58).

FLII ile bir ¢aligmada vakalarin hepsinde (n: 9) kuvvetli niikleer boyanma goriilmiistiir

(57).

NKX2.2 ile 20 vakalik bir seride 1 vakada (%5) orta yogunlukta boyanma belirtilmis, 9

vakalik bir seride ise vakalarin higbirinde boyanma goriilmemistir (1,62).
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2.2.7. GENETIK

t(4;19)(935;913) veya t(10;19)(g26;913) sonucu olusan CIC-DUX4 fiizyonu veya
t(X;19)(q13;913.3) tanimlanmistir (51-53).

Yapilan gen ekspresyon profili ¢alismalarinda en sik up-regiilasyonu goriilen genler
olarak CRF ve VGF saptanmustir. Ikinci siklikla da WT1 ve ETV4, ETV5, ETV1 up-regiilasyonu
saptanmigtir (51,57). Gen ekspresyon profilinin EAS ile farklilik gosterdigi de belirtilmistir
(57).

2.2.8. PROGNOZ

CRS vakalarinin prognoz verileri degerlendirildiginde; Antonescu ve arkadaslarinin
serisinde 115 CRS’nin 52’sinde tedavi bilgisine ulasilabilmis ve bu hastalarin %90’1ndan
fazlasinin standart EAS kemoterapi rejimi gordiigii ifade edilmistir. Bu hastalarin sagkalimi,
lokal hastalik olarak kabul edilen hastalarda, benzer yas ve evredeki EAS hastalariyla
kiyaslandiginda, ortalama sagkalim CRS hastalarinda anlamli derecede diisiik bulunmustur.
EAS hastalarinda 2 yillik sagkalim %382, 5 yillik sagkalim %76 iken; CRS hastalarinda 2 yillik
sagkalim %59, 5 yillik sagkalim %49 bildirilmistir. Ayrica hastalarin metastaz oraninin oldukga
yliksek (%53) oldugunu ve EAS tanili hastalarla ayni rejimi alan hastalarin %70 gibi biiyiik
cogunlugunda standart kemoterapiye kotii patolojik yanit verdigini gostermislerdir (58).
Yoshida ve arkadaslarinin 20 vakalik serilerinde de EAS’nin ortalama sagkaliminin CRS’ye
oranla daha yiiksek oldugu, CRS vakalarinin EAS tedavi rejimine kotii yanit verdikleri ve tani

aninda metastaz oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (59).

Owosho ve arkadaslarinin yaptigi bag-boyun yerlesimli EAS ve CRS’leri kiyaslayan bir
calismada EAS ve CRS’lerin 2 yillik sagkalimlari sirayla %100 ve %78 olarak bildirilmistir.
Fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Hem EAS hem CRS’lerde bas-boyun
yerlesimli olanlarin, diger anatomik lokalizasyonlara gore daha iyi gidisli oldugu da

saptanmustir (63).

CRS’ler giiniimiizde EAS ile benzer protokolle tedavi edilmekte olsalar da bu tedavi

protokollerine kotii yanit vermekte ve agresif gidis gostermektedirler.
2.2.9. TANI

CRS, EAS ile ortiisen morfolojik ve klinik 6zelliklerin yani sira, yeni tanimlanan bir antite
olmasi sebebiyle yuvarlak hiicreli sarkomlarin ayirict tanisinda giigliik yaratmaktadir. EWSR1

rearanjmaninin negatif oldugu durumlarda, ayirici taniya alinmasi gereken 6nemli bir antitedir.

15



Ancak molekiiler incelemenin ¢ogu merkez i¢in hala ulasilabilir olmaktan uzak olmasi, bu nadir
ve farkindalik gerektiren antitenin tanisi i¢in dnemli engellerdendir. Tani i¢in uygun klinik,
radyolojik, patolojik korelasyon kilit noktalardan olsa da altin standart EAS’de oldugu gibi

sitogenetik Ozelliklerin gosterilmesidir.

2.3. BCOR REARANJMANI GOSTEREN SARKOMLAR

2.3.1. TANIM

Morfolojik olarak Ewing sarkomuna benzeyen, fakat EWSR1 rearanjmani géstermeyen
bir diger kiigiik yuvarlak hiicreli sarkom grubunda, X kromozomunun inversiyonundan
kaynaklanan BCOR-CCNB3 fiizyonu tanimlanmistir (64). BRS’ler de, CRS’ler gibi, giincel
WHO  smiflamasinda indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkomlar grubu altinda

degerlendirilmektedir (55).

2.3.2. TARIHCE

2012 yilinda Pierron ve arkadaslari, kiigiik yuvarlak hiicreli sarkomlarda yeni gen
flizyonlarin1 arastirmak amagli yaptiklari ¢alismada, Ewing sarkom morfolojisinde fakat
EWSR1 rearanjmani gostermeyen 4 vakaya RNA sekanslama uygulamislardir. Caligma
sonucunda vakalarin 1’inde BCOR-CCNB3 fiizyonunu gostermislerdir. Daha sonra bu
flizyonun sikligini saptamak amagcli, spesifik translokasyonu gostermeyen 594 adet sarkomda
flizyon spesifik RT-PCR calismislar ve 24 vakada daha bu fiizyonun varligini gostermislerdir
(64). Takip eden siiregte 2014 yilinda Puls ve arkadaslar1 10 vakalik; Peters ve arkadaslari 6
vakalik serilerle bu sarkomlarin genetik, klinik ve morfolojik 6zelliklerini daha ayrintili bir

bi¢gimde tanimlamislardir (65,66).
2.3.3. EPIDEMIYOLOJI

Olduk¢a nadir goriilen bu tiimorlerin goriilme sikligi, Pierron ve arkadaslarinin
calismasinda yuvarlak hiicreli sarkomlar i¢in 24/594 (%4) oranindadir (64). EAS’ye gore
goriilme sikliklart ise Puls ve arkadaslarinin ¢alismasinda 1/27 oraninda saptanmistir (65).
Erkeklerde siktir. Hastalarin ¢ogu 2. dekatta olup yas araligi 6-22’dir (64-66). Pierron ve Puls
tarafindan yayinlanan serilerde kemik yerlesimi daha sik goriilmiistiir, ancak Peters tarafindan
yayinlanan 6 vakalik seride yumusak doku yerlesimi daha sik olarak saptanmistir (5/6) (64—
66). En sik goriildiigii yerler femur, sakrum, pelvik kemikler ve vertebra olarak bildirilmistir.
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Yumusak doku i¢in g6giis duvari, paravertebral bolge, pelvik bolge, boyun, abdomen duvari

baslica goriildiigi yerlerdir (64,66).
2.3.4. ETYOLOJI

Etyolojide ana faktor olarak, X kromozomunun parasentrik inversiyonundan kaynaklanan
BCOR-CCNBS fiizyonu ve bu inversiyon sonucunda BCOR geninin, CCNB3 geninin son 8
ekzonuna fiizyonu; bu fiizyon sonucunda hibrit transkriptlerin ve onkojenik kimerik bir

proteinin olusumu gosterilmistir (64).
2.3.5. HISTOPATOLOJI

BRS’lerde monoton, kiigiik yuvarlak hiicreli, ince kromatinli EAS benzeri morfolojiden;
igsi hiicreli, niikleer ozellikleri atipik ES’ye benzer sekilde, diizensiz, angiile ve vezikiiler
kromatinli morfolojiye kadar genis bir spektrum goériilebilir (67,68). Puls ve arkadaslarinin 10
vakalik serisinde; vakalarin 7’si atipik ES benzeri morfoloji sergilerken, 3 vakada kisa igsi
hiicreli morfoloji hakimdir (65). Peters ve arkadaslarinin serisinde ise vakalarin hepsi igsi
hiicreli morfoloji gostermektedir. Arada fokal veya kismen baskin, daginik, yuvarlak/oval
hiicreli morfoloji de tarif edilmistir (66). Kao ve arkadaslarinin 25 vakalik serisinde ise iiniform
yuvarlak hiicreli, ince kromatinli morfoloji hakimdir, eslik eden fokal igsi hiicreli alanlar,

seliiler fibroz septa ve rozet formasyonu da tarif edilen diger bulgulardir (68).

Apopitotik cisimler ¢ok, mitoz sayis1 degiskendir; vakalarin ¢ogunda kiigiik nekroz

alanlart mevcuttur.

Stromada 6zellikle igsi hiicreli alanlarda goriilen fokal veya yaygin miksoid zemin dikkat
cekici bir 6zellik olarak belirtilmektedir. Miksoid zeminde tek tek dagilmis igsi timor hiicreleri

veya miksoid madde ile dolu kiigiik psddokistik bosluklar goriilebilmektedir.
2.3.6. IMMUNFENOTIP

CCNB3, normal hiicre siklusunda hiicre boliinmesini siklin bagimli kinazlarla kontrol
eden bir proteindir ve ekspresyonu testisle sinirlidir. Yine Pierron ve arkadaglarinin
calismasinda BRS’lerde, CCNB3 ekspresyonunun olduk¢a arttigt  goriilmiis ve
immunhistokimyasal olarak 18 BRS ve 25 diger yuvarlak hiicreli sarkom vakasinda (EAS,
desmoplastik kiiglik yuvarlak hiicreli tiimor, rabdomyosarkom ve sinoviyal sarkom) CCNB3
boyanmasi degerlendirilmistir. Sonucunda da BRS vakalarinin tiimii kuvvetli niikleer boyanma
gosterirken, diger sarkomlarin hi¢birinde boyanma saptanmayarak CCNB3’{in tan1 koymada

faydali bir belirteg olabilecegi oOne strilmiistir (64). BRS vakalarinda CCNB3
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immiinhistokimyasinin degerlendirildigi Puls ve arkadasglarimin ¢alismasinda 10 vakanin
tamaminda, Peters ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise 5 vakanin 4’iinde difiiz kuvvetli niikleer

boyanma goriilmiis; 1’inde ise yamali boyanma goriilmiistiir (65,66).

BCOR (BCL6 korepresor) proteini transkripsiyon represorii olarak fonksiyon goriir,
germinal merkez formasyonu ve apopitoz iizerinde etkisi vardir. Ayrica mezenkimal kok hiicre
fonksiyonlarin1 da diizenler (64). BRS vakalarinda BCOR ekspresyonunu gosteren bir
caligmada, 25 vakanin 22’sinde kuvvetli ve difiiz, 2’sinde orta yogunlukta yamali boyanma
goriliirken, 1 vakada boyanma goériilmemistir. Aynm1 ¢alismada 8 bobregin berrak hiicreli
sarkomunda, 10 indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkomun 2’sinde ve 74 sinoviyal sarkomun
36’sinda orta-yogun BCOR immunreaktivitesi saptanmistir. EAS, CRS ve diger sarkom

tiplerinde boyanma saptanmamuistir (68).

Matsuyama ve arkadagslarinin BRS’lerde hem CCNB3 hem BCOR ekspresyonunu analiz
eden ¢alismasinda; CCNB3 ile 11 vakanin 9’unda, vakalarin tamaminda BCOR ile difiiz
kuvvetli boyanma saptanmistir. CD99 ile vakalarin ¢ogunda pozitiflik goriiliirken; NKX2.2 ve
WT1 ile higbirinde boyanma goriilmemistir. Ayn1 zamanda 412 adet ¢esitli igsi ve yuvarlak
hiicreli sarkom vakasina da immunhistokimyasal CCNB3 ve BCOR uygulanmig; BCOR ile
%4,4’tinde, CCNB3 ile %1,5’inde boyanma goriilmiistiir. Bu ¢alisma neticesinde BCOR’un
CCNB3’e gore spesifisitesi diisiik ancak sensitivitesi yiiksek olarak degerlendirilmistir. (67).

2.3.7. GENETIK

X kromozomunun parasentrik inversiyonundan kaynaklanan inv(X)(p11.4p11.22)
sonucu BCOR-CCNBS3 fiizyonu bu sarkomlarin karakteristik 6zelligidir (64). Ortaya ¢ikan
flizyon proteini BRS gelisimine yol agmaktadir. Her ne kadar ortak morfolojik ve klinik
ozellikler gosterseler de bu sarkomlar genetik 6zellikleri agisindan EAS’dan oldukga farklidir.
Pierron ve arkadaslarinin ¢alismasinda EAS’de eksprese olan ve tiimorogenezden sorumlu olan
genlerin higbirinin BRS’lerde eksprese olmadig1 gosterilmistir. [laveten ayni galismada EAS’de

sik goriilen kromozom kopya sayist anomalileri de BRS’lerde saptanmamistir (64).
2.3.8. PROGNOZ

Literatiirde kiigiik ve smurli vaka serileri olmasi nedeniyle klinik seyir ile ilgili heniiz
yeterince veri yoktur. Puls ve arkadaslarinin EAS ile BRS’yi kiyasladig1 10 vakalik serisinde 5
yillik sagkalim EAS ve BRS’de sirasiyla %54 ve %75 olmakla birlikte istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir. Her iki antite i¢in de ekstremitelerde aksiyal iskelet ve yumusak doku
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yerlesimine gore ortalama sagkalimin degistigi goriilmiistiir. Ayrica ekstremite yerlesimine

bakildiginda, BRS’nin, EAS’ye nazaran daha uzun sagkalim gosterdigi goriilmiistiir (65).

Tan1 aninda metastaz bulunma yiizdesi benzer iken, EAS’de tani aninda metastaz

bulunmasi sagkalimi kisaltmistir, BRS’de ikisi arasinda bir iliski saptanmamustir (65).

Kao ve arkadaslarinin serisinde EAS, BRS ve CRS icin 5 yillik sagkalim sirast ile %79,
%72 ve %43’tiir (68). Vakalarin ¢ogu EAS i¢in tercih edilen konvansiyonel kemoterapi
rejimine iyi yanit vermistir. Fakat kemoterapiye yanit vermeyen az sayida vaka da mevcuttur
(68). Her ne kadar CRS’ye nazaran daha iyi sagkalim goriilse de BRS’ler de oldukga agresif
timorlerdir. Yine de yeni tanimlanan bir antite olmasi sebebiyle biyolojik davranigini

belirlemek i¢in daha genis serilerde ¢aligsmalar yapilmasi gereklidir.
2.3.9. TANI

Altin standart EAS ve CRS’de oldugu gibi sitogenetik 6zelliklerinin gosterilmesine
dayanmaktadir. EWSR1 rearanjmaninin negatif oldugu tiimoérlerde ayirici taniya alinmasi

gereken yeni ve dnemli bir antitedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. VAKA SECIMI VE VAKALARIN ANALIZI
3.1.1. VAKA SECIMIi

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda 2000-2018 yillar1 arasinda kiiglik yuvarlak hiicreli sarkom tanisi alan 134 vaka ¢alisma
kapsamina alindi. Ewing ailesi sarkomu, Ewing sarkomu, atipik Ewing sarkomu, PNET, Askin
tiimori, indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom ve ayirici tanilari igcinde Ewing sarkomu bulunan
yuvarlak hiicreli malign mezenkimal tiimérler ¢alismaya dahil edildi. 134 adet vakaya ait 115
adet ilk tani, 6 adet niiks, 13 adet metastaz dokusu ¢alismaya alindi. Vakalara ait se¢ilen parafin
bloklarin 35’1 kesici igne biyopsisine, 23’1 insizyonel biyopsiye, 52’si eksizyonel biyopsiye,
24°ii rezeksiyon materyaline aitti. 1IA materyalleri ve kemik iligi biyopsileri ¢aligmaya
alinmadi. Vakalara ait boliimiimiiz molekiiler laboratuvarinda ve dis merkezde FISH yontemi

ile EWSR1 rearanjmani bakilan hastalarin ¢alisma sonuglar1 da kaydedildi.
3.1.2. KLINIK OZELLIKLER

Her vakanin tanm1 anindaki yasi, cinsiyeti, timor yerlesim yeri ve bildirilen vakalarda
klinik bulgular, timor ¢api, cerrahi tedavi sekline ait bilgiler boliimiimiiz patoloji raporlarindan
kaydedildi. Kiigiik yuvarlak hiicreli sarkom tanisi alan hastalardan tedavisi ve takibi
fakiiltemizde yapilanlarin dosyalarina medikal ve pediatrik onkoloji bilim dallarindan
dosyalarina ulagildi. Erigkin yas grubundaki 65 hastanin 15’inin ve pediatrik yas grubundaki 69
hastanin 20’sinin takip dosyalarma ulasildi. Vakalarin tedavi sekli, kemoterapi rejimi ve kiir

sayisl, tan1 aninda metastaz varligi, niiks ve takip siirelerine iligkin bilgiler kaydedildi.
3.1.3. MIKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Vakalarin boliimiimiizde incelenen materyallerine ait lam ve parafin bloklari ana bilim
dalimiz arsivinden temin edildi. Vakalarin morfolojik o6zellikleri hematoksilen-eozin boyali
lamlardan, 1s1tk mikroskobu altinda tekrar degerlendirildi. Hiicre morfolojisi, niikleer ve
sitoplazmik o6zellikleri, niikleol varligi, kromatin yapisi, stromanin 6zelligi, damar catisi,
biliylime paterni, timoér sinirlar1 ve nekroz varligina bakildi. Daha 6nce tanisal amagli ¢aligilan
immunhistokimyasal boyamalardan ulasilabilenler tekrar degerlendirildi. Ulasilamayan veya
degerlendirmeye elverisli olmayan vakalarda orijinal patoloji raporlarindan, eger ¢alisiimissa,

CD99 ve Ki67 sonuglar1 kaydedildi.
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3.1.4. IMMUNOHISTOKIMYA UYGULAMA VE DEGERLENDIRME

Vakalara ait H-E boyali lamlar 151k mikroskopu altinda degerlendirildikten sonra, yeterli
timor dokusu bulunan, immunhistokimyasal ¢aligma i¢in uygun nitelikte her vakadan 1’er adet
parafin blok se¢ildi. Vakalarda ETV4, WT1, NKX2.2, BCOR ve CCNB3 immunhistokimyasal
boyanma o6zelliklerinin saptanmasi i¢in, segilen parafin bloklardan 2 mikronluk kesitler 5’er

adet pozitif sarjli lama alind.

Pozitif sarjli lam tlizerine alinmisg 2 mikronluk kesitler 2 saat 56 derece ayarli etiivde
bekletildi.

Immunhistokimyasal analiz i¢in otomatik preparat boyama cihaz1 (Ventana Medical
Systems, Tuscon, AZ, USA) ve indirekt biotin free sistem ile tespit yontemi kullanildi.
Otomatik boyama cihazi igerisinde kesitler 6nce deparafinize edildikten sonra azalan oranlarda
alkol soliisyonlar1 ve en sonunda da distile su kullanilarak yeniden hidrate edildi. NKX2.2,
WT1, ETV4, CCNB3 i¢in antijeni geri alma (retrieval) isleminde 10mmol/L'lik EDTA ¢ozeltisi
kullanild1 ve 60 dakika boyunca 37 derecede bekletildi. BCOR i¢in antijeni geri alma islemi

yapilmadi, proteazla 12 dakika muamele edildi.

Kesitler immunhistokimyasal ETV4 boyanmasi i¢in tavsan anti-ETV4 poliklonal
antikoru (1:30 diltisyon, 60 dakika inkiibasyon, poliklonal; Thermo Fisher Scientific, IL, USA),
WT1 boyanmasi i¢in fare anti-WT1 monoklonal antikoru (1:200 diliisyon, 120 dakika
inkiibasyon, klon 6F-H2; Cell Marque, CA, USA), NKX2.2 boyanmasi i¢in tavsan anti-
NKX2.2 monoklonal antikoru (1:500 diliisyon, 60 dakika inkiibasyon, klon EP336; Cell
Marque, CA, USA), BCOR boyanmasi igin tavsan anti-BCOR poliklonal antikoru (1:50
diliisyon, 120 dakika inkiibasyon, poliklonal; Thermo Fisher Scientific, IL, USA) ve CCNB3
boyanmasi i¢in tavsan anti-Cyclin B3 poliklonal antikoru (1:200 diliisyon, 60 dakika
inkiibasyon, poliklonal; Thermo Fisher Scientific, IL, USA) ile 1 saat boyunca boyandi.

WT1 igin over serdz karsinomu, NKX2.2 i¢in normal pankreas dokusu, ETV4 igin normal
beyin dokusu, BCOR ve CCNB3 i¢in normal testis dokusu pozitif kontrol dokusu olarak
kullanildi. Yikama sonrasi zayif (%0,1) hematoksilen ile karsit boyama yapilmasiyla otomatik

preparat boyama cihazi i¢indeki islemler tamamlandi.

Dehidrasyon ve temizleme isleminden sonra lamlar kapama soliisyonu ile manuel olarak

kapatilarak 151k mikroskobu altinda incelemeye hazir hale getirildi.

Daha sonra vakalarin 1s1k mikroskop altinda immunhistokimyasal boyanma 6zellikleri

degerlendirildi.
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NKX2.2 i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan pankreas dokusundaki adacik hiicreleriyle
benzer yogunlukta boyanan hiicreler, boyanma yogunluguna gore viziiel olarak orta veya
kuvvetli olarak degerlendirildi. Negatif olarak degerlendirilen vakalarda kontrol dokusunda

mevcut olan pankreasin egzokrin hiicrelerin boyanma 6zellikleri baz alindi (Resim 6).

WTTI i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan over serdz karsinom dokusuyla karsilastirilarak

boyanma ozellikleri kaydedildi (Resim 7).

ETV 4 i¢in pozitif kontrol dokusu olarak beyin dokusu kullanildi. Noral hiicrelerle benzer
yogunlukta boyanan hiicreler kuvvetli pozitif, glial hiicrelerle benzer yogunlukta boyanan

hiicreler orta yogunlukta veya zayif boyanma olarak degerlendirildi (Resim 8).

CCNB3 i¢in pozitif kontrol olarak testis dokusunda germ hiicreleriyle benzer yogunlukta
boyanan hiicreler boyanma yogunluguna gore orta-kuvvetli olarak kabul edildi (Resim 9).

BCOR i¢in pozitif kontrol olarak testis, negatif kontrol olarak karaciger dokular
kullanildi. Testiste boyanma yogunlugu; spermatogonium ile benzer ise kuvvetli, spermatosit
ile benzer ise orta, sertoli hiicreleriyle benzerse zayif kabul edildi. Calisma 6ncesi kontrol
dokularinda yapilan denemelerde optimale yakin boyanma goriilmekle birlikte calisma
vakalarinin %46’sinda difiiz kuvvetli niikleer ve sitoplazmik boyanma meydana geldi. Bu
nedenle bu vakalara ait BCOR immunhistokimya boyanma sonuclari, diger verilerle

korelasyonu dikkate alinarak nonspesifik olarak degerlendirildi (Resim 10, 11).

NKX2.2, WT1, ETV4, CCNB3 ve BCOR i¢in boyanma yayginligina gore %5-%25 arasi
1+, %25-%50 aras1 2+, %50-%75 aras1 3+, %75-%100 4+ olarak degerlendirildi. %5’in altinda
olan boyanmalar ise negatif olarak kabul edildi. Boyanma siddetine gore zay1f, orta yogunlukta
ve kuvvetli olmak tizere 3 gruba ayrild1 (Resim 12, 13, 14, 15, 16, 17)

3.2. ISTATISTIKSEL ANALiZ YONTEMLERI

134 hastanin 94’{linilin niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulasildi. Buna gore 51
hastanin 61diigii (%54,3), 43 hastanin ise sag oldugu (%45,7) dgrenildi. Istatistik paket programi
kullanilarak bu hastalarin cinsiyet, yas, timor tipi, tiimor lokalizasyonu ile siirvi analizi yapildi.
Bu faktorlerin sagkalimi nasil etkiledikleri incelenirken Kaplan-Meier analizi, bu faktorler ile
sagkalim arasinda anlamli bir korelasyon olup olmadiginin incelenmesi asamasinda da Ki-Kare

(Mantel-Cox) analizi kullanildi.
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Ayrica 134 hastanin 73’{iniin tiimor boyutlari; radyolojik goriintiilemelerden veya
patoloji raporlarindaki makroskopik spesimen incelemesine ait bilgilerden edinildi. Istatistik
paket programi kullanilarak tiimor boyutu bilinen bu 73 hastanin tiimor boyutu ile siirvi analizi
yapildi. Bu faktorlerin sagkalimi nasil etkiledikleri incelenirken Kaplan-Meier analizi, bu
faktorler ile sagkalim arasinda anlamli bir korelasyon olup olmadiginin incelenmesi asamasinda

da Ki-Kare (Mantel-Cox) analizi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. KLINIiK VE PATOLOJIK BULGULAR

Vakalarm 75’1 erkek (%56), 59°u kadind1 (%44). Erkek/kadin oram 1.27/1°di.

Kadin; 59; 44%

Erkek; 75; 56%

m Erkek = Kadin

Grafik 1. Vakalarin cinsiyete gore dagilim

Vakalarin yas dagilimi O ile 56 arasinda olup ortalama yas 19,8, medyan yas 17’ydi.
Vakalarin 69°u (%51) 18 yas altinda, 65’1 (%49) 18 yas ve iistiinde tan1 almist1.

Vakalarin yasa gore dagilimi1 Grafik 2 ve Grafik 3’te verilmistir.
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Grafik 2: Vakalarin dekatlara gore dagilimlar
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Grafik 3: Pediatrik (0-18 yas) ve eriskin (>18 yas) hastalarin dagilimi

Calismamiza aliman 134 hastanin 50’sine ait klinik bagvuru sikayeti bildirilmemisti.
Klinigi bildirilen 84 hastanin bagvuru sikayetleri analiz edildiginde bazi hastalarin birden ¢ok
semptomla bagvurdugu goriildii. Sik goriilen klinik bagvuru sikayetleri sirasiyla agri veya
hassasiyet, kitle, patolojik kirik, ates, noropati, kilo kayb1 ve yorgunluktu. Diger basvuru
nedenleri arasinda kutanéz metastazin sebep oldugu deride sert mavi nodiiller, karin agrist,
toraks yerlesimli vakalarda dispne, gogiis agrisi, kafa i¢i yerlesimli vakalarda kafa i¢i basing
artis1 (KIBAS) ve retroorbital yerlesimli vakada propitozis yer almaktadir. 50 vakada klinik

bildirilmemisti. Bagvuru semptomlarina ait veriler grafik 4’te 6zetlenmistir.

Diger; 12

Noropati; 3

Kilo kaybi; 2

Patolojik kirik; 4 . .

Agri, hassasiyet;
44

Ates; 3

Kitle ; 40

Grafik 4. Vakalarin klinik basvuru nedenlerine gore dagilim
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Tlimorlerin yerlesim yerlerine bakildiginda; vakalarin 54’1 kemik (%40), 67’si

yumusak doku (%50), 13’ viseral (%10) yerlesimliydi.
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Grafik 5. Vakalarin yerlesim yerine gore dagilim

Kemik yerlesimli vakalarin 34’i uzun, 17’°si yassi, 2’si irregiiler, 1’1 kisa kemik
kaynakliydi. Femur (n: 21), pelvik kemikler (n: 11), fibula (n: 7), humerus (n: 3) en sik goriilen
kemik yerlesimleriydi. Radius, skapula, tibia, vertebra, kalkaneus, metatars, kot ve mandibula
diger goriilen kemik yerlesimleriydi. Kemik yerlesimli tiimorlerin dagilimi Tablo 2’de

verilmektedir.
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Tablo 2. Kemik yerlesimli vakalarin dagilimi

Toplam vaka sayisi
Uzun kemik Femur 21
*Diafizer
*Metafizodiafizer
*Metafizer
*Bildirilmemis
Fibula
*Diafizer
*Metafizodiafizer
*Bildirilmemis

Humerus
*Diafizer
*Metafizodiafizer
Radius
*Metafizodiafizer
Tibia
*Bildirilmemis

RiRPRRRPR[RINRPRIW(RLR DNINIDR R, VO

Metatars

[y
[y

Yassi kemik Pelvik
Kot
Skapula

Kisa kemik Kalkaneus

irregiiler Kemik | Vertebra
Mandibula

R (== n

Yumusak doku yerlesimli 67 vakada anatomik dagilima bakildiginda en sik govde (n: 34)
yerlesimi gériilmekte, bunu bas-boyun (n: 9), alt ekstremite (n: 8), pelvis-perine (n: 8), iist
ekstremite (n: 4) ve retroperiton (n: 3) izlemekteydi. Yumusak doku yerlesimli oldugu bilinen
bir vakanin ise yerlesim yeri bildirilmemisti. Yumusak doku yerlesimli vakalarin anatomik

bolgelere gore dagilimi Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3: Yumusak doku yerlesimli vakalarin anatomik bélgelere gore dagilimi

Toplam vaka sayisi
Govde 34
Bas-boyun
Alt ekstremite
Pelvis-perine
Ust ekstremite
Retroperiton
Bildirilmeyen

= (W | 5,0 | 0 ©
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Viseral yerlesimli 13 vakanin dagilimi séyleydi: akciger (n: 6), bobrek (n: 3), beyin (n:
2), omentum (n: 1), ve medulla spinalis (n: 1). Viseral yerlesimli vakalarin 9’u primer tiimoriin
metastazina aitti: Akciger (n: 6), beyin (n: 2), omentum (n: 1). Bobrek yerlesimli 3 vaka ve
medulla spinalis yerlesimli 1 vaka, primer tiimore aitti. Viseral yerlesimli vakalarin dagilimi

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Viseral yerlesimli vakalarin dagilimi

Toplam vaka sayisi
Akciger 6
Bobrek 3
Beyin 2
Medulla spinalis 1
Omentum 1

Calismaya aliman 134 vakanin tan1 anindaki patolojik tanilar1 sdyleydi: EAS (n: 88),
atipik ES (n: 9), PNET (n: 7), Askin timori (n: 2), yuvarlak hiicreli malign mezenkimal timor
(n: 12), indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom (n: 16). 134 vakanin patolojik tanilarina gore

siiflandirilmasi, Grafik 6’da verilmistir.

Yuvarlak hiicreli malign mezenkimal tiimdr tanisi alan 12 vakanin 6’s1 6n planda EAS,
1’1 atipik ES, 2’si Ewing benzeri yuvarlak hiicreli sarkom yoniinde yorumlanmisti. 3’{inde ise

az diferansiye sinoviyal sarkom ile EAS ayirici tanilari arasinda kalinmusti.

Indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom tanisi alan 16 vakanin 4’{inde EAS (n: 4), 2’sinde
atipik ES 0n planda diistintilmiistii. Kalan 10 vakada diger kii¢iik yuvarlak hiicreli timorlerle
(ndroblastom, rabdomyosarkom, az diferansiye sinoviyal sarkom, néroendokrin karsinom,
kiigiik hiicreli karsinom, desmoplastik kii¢iik yuvarlak hiicreli timor, Merkel hiicreli karsinom,
tendon kilifinin berrak hiicreli sarkomu, kiigiik hiicreli melanom, lenfoma, bifenotipik sarkom)

ayirict tani i¢in ¢esitli immunhistokimyasal belirtecler uygulanmasti.
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Grafik 6. Vakalarin patolojik tanilarina gore siiflandiriimasi

21 vakada anabilim dalimiz molekiiler laboratuvarinda veya dis merkezde FISH yontemi
ile EWSR1 rearanjmani varligina bakilmisti. Bunlarin 11’inde EWSR1 rearanjmani pozitif
bulunurken, 4’iinde negatif bulunmustu. Kalan 6 vakada ise tekrar edilen calismalara ragmen

sinyal elde edilememisti. Pozitif vakalarin tamami1 EAS olarak siniflandirilmisti.

Erigkin hastalarin 15’ine ve pediatrik hastalarin 20’sine ait klinik takip ve tedaviye ait
dosyalara ulasildi. Vakalarin ortalama takip siiresi 30 ay olmakla birlikte, takip siiresi 1 ile 111
ay arasindaydi. 10 vakada tan1 aninda metastaz mevcuttu. En sik metastaz yeri akcigerdi (n: 5).
14 vakada niiks mevcuttu. 24 vakaya cerrahi rezeksiyon, 6 vakaya da cerrahi eksizyon
uygulanmisti. 31 vaka, ortalama 12 kiir olmak iizere, kemoterapi almisti. 31 vakanin 12’sine
kesici igne biyopsisi veya IIA materyalinden tam aldiktan sonra neoadjuvan kemoterapi
uygulanmisti. Neoadjuvan tedavi sonrasi rezeksiyon yapilan bu hastalarin 3’tinde mikroskobik
canli tlimor hiicresi goriilmemis ve patolojik tam yanit olarak degerlendirilmisti. Kalan 9
vakanin mikroskobik incelemesinde, rezeksiyon spesimeninde canli timér orami %5-95

arasinda bulunmustu.

Calismaya alinan 134 vakanin 115’1 primer timor materyaline, 6’s1 niiks materyaline,

13’1 ise primer tiimoriin metastazina aitti. Metastatik bolgelerin dagilimi s6yleydi: Akciger (n:

29



6), yumusak doku (n: 3), beyin (n: 2), dura (n: 1), omentum (n: 1). incelenen vakalarin 24’
rezeksiyon, 52’si eksizyonel biyopsi, 23’i insizyonel biyopsi ve 35’1 kesici igne biyopsisi
materyallerine aitti. Calismaya alinan vakalarin primer, niikks veya metastaz durumuna ait

bilgiler ve alinma sekillerine gore dagilimlart Grafik 7 ve 8’de verilmistir.
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Grafik 7. Calismaya alinan materyallerin cinsi
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Grafik 8. Calismaya alinan materyallerin alinma sekline gore siniflandirilmasi
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Radyolojik 6l¢iilen cap veya eksizyon/rezeksiyon materyaline ait spesimen iizerinden
Olgiilen tiimor ¢api, erisilebilen vakalarda, 1,4 cm ile 21 cm arasinda degismekte olup, ortalama

timor ¢api 7,78 cm idi.
4.2. IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR

Immiinhistokimyasal incelemede NKX2.2 ile 133 vakanmn 98’inde (%73,6) niikleer
boyanma mevcuttu. Bunlarin 54°tinde 4+, 24’inde 3+, 12’sinde 2+ ve 8’inde 1+ boyanma
saptandi. Boyanma siddetine gore 58 vakada kuvvetli, 34 vakada orta yogunlukta ve 6 vakada
zay1f boyanma goriildii. 35 vaka (%26,4) NKX2.2 ile negatifti. 1 vaka ¢alisma sonrasi inceleme
i¢cin uygun nitelikte degildi.

WT1 ile 132 vakanin 4’tinde (%3) niikleer, 16’sinda (%12) sitoplazmik boyanma
mevcuttu. Niikleer boyanan vakalarin 2’sinde 4+, 2’sinde 3+ boyanma saptandi. 3 vakada
kuvvetli, 1 vakada orta yogunlukta boyanma mevcuttu. 112 vaka (%85) ise WT1 ile negatifti.

2 vaka caligma sonrasi inceleme i¢in uygun nitelikte degildi.

ETVA4 ile 127 vakanin 33’iinde (%25,9) niikleer boyanma mevcuttu. Bunlarin 4’ 4+,
10°u 3+, 12’si 2+ ve 7’si 1+ olarak degerlendirildi. Boyanma siddetine gore 3 vakada kuvvetli,
23 vakada orta yogunlukta, 7 vakada zayif boyanma goriildii. 9 vakada sitoplazmik boyanma
mevcuttu, bunlar negatif olarak degerlendirildi. 85 vakada sitoplazmik veya niikleer herhangi

bir reaktivite goriilmedi. 7 vaka ise ¢alisma sonrasi inceleme i¢in uygun nitelikte degildi.

CCNB3 ile 125 vakanin 22’sinde (%17,6) niikleer boyanma mevcuttu. Bunlarin 7’si 3+,
5’1 2+ ve 10’u 1+’ti. Boyanma siddetine gore; 3 vakada kuvvetli, 9 vakada orta yogunlukta, 10
vakada zayif boyanma goriildii. 28 vakada sitoplazmik noktasal boyanma mevcuttu, bunlar
negatif olarak degerlendirildi. 75 vakada boyanma goriilmedi. 9 vaka ise calisma sonrasi

inceleme icin uygun nitelikte degildi.

BCOR ile, denenen farkli yontemlere ragmen, immunhistokimyasal calisma ile
suboptimal sonug alindi. Vakalarin 39’unda (%29) anlaml1 kabul edilebilecek niikleer boyanma
mevcuttu. 46 vakada (%34) nonspesifik boyanma vardi. 31 vakada sadece sitoplazmik boyanma

mevcuttu, bunlar negatif kabul edildi. 18 vakada boyanma goriilmedi.

Mevcut immunhistokimyasal degerlendirme sonuclarma gore NKX2.2 i¢in niikleer
boyanma gosteren 89 vaka (%66,4) EAS olarak yorumlandi. Bu vakalarin 81’inde
immiinhistokimyasal olarak CD99 da pozitif bulunmustu. Inceleme i¢in uygun nitelikte
olmayan 1 vakada (%0,7), CD99’un difliz pozitif olmas1 ve molekiiler yontemlerle EWSR1

rearanjmaninin gosterilmesi sebebiyle EAS olarak kabul edildi.
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NKX2.2 ile negatif olan veya fokal boyanma (1+ veya 2+) gosteren vakalar i¢inde; WT1
ve ETV4 ile boyanma gosteren 7 vaka (%5,2) CRS olabilecegi, BCOR ve CCNB3 ile boyanma

gosteren 6 vaka BRS olabilecegi yoniinde yorumlandi.

NKX2.2 ile negatif olan veya fokal boyanan, CRS veya BRS i¢in spesifik olabilecek
boyanma gostermeyen 31 vaka (%23,1) mevcut immunhistokimya sonuglarmma gore

siniflandirilamadi.
4.3. EAS YONUNDE YORUMLANAN VAKALAR

EAS olarak yorumlanan 90 vakanin yas ortalamasi 18,9°du (0-49). Erkek/kadin oram
1,19°du (49/41). 43’4 yumusak doku, 37’si kemik, 10’u viseral yerlesimliydi. Tumor

lokalizasyonlar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. EAS yoniinde yorumlanan vakalarin tiimor lokalizasyonlar

Lokalizasyon
Vaka sayisi
Kemik n=37 -Uzun kemik 18
-Yassi kemik 14
-Bildirilmeyen 5
Yumusak doku n=43 -Bas-boyun 7
-Govde 23
-Pelvis 4
-Retroperiton 2
-Ust ekstremite 2
-Alt ekstremite 4
-Bildirilmeyen 1

Tiimor ¢apr 1,4 ile 18,5 cm arasinda degismekteydi. Ortalama tiimor ¢apr 7,7 cm’ydi.

Vakalarin tamaminda yuvarlak hiicre morfolojisi hakimdi. Fokal igsi hiicreli alanlar (n:
12), diizensiz angiile hiicreler (n: 8) ve epiteloid hiicreli alanlar (n: 2) eslik eden diger
bulgulardi. Vakalarin biiylik kisminda sitoplazma seg¢ilemiyordu veya c¢ok dar alanda izlendi.
23 vakada berrak sitoplazma, 2 vakada da fokal eozinofilik sitoplazma dikkati ¢ekti. Vakalarin
biiyiik kisminda niikleer konturlar diizgiin, kromatin yapisi inceydi. Bazi vakalarda secilebilir
niikleol da mevcuttu. Diizensiz angiile hiicrelerin izlendigi vakalarda vezikiiler kromatin yapis1

da dikkati cekmekteydi. Bu gruptaki tiimdorlerde genel olarak solid biiyiime paterni hakimdi;
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diger goriilen biliyiime paternleri nest (n: 3), trabekiiler (n: 5), psddoalveoler (n: 4) ve
psodokistik (n: 1) paterndi. Tiimdrlerin biiyiik ¢ogunlugunda ince fibréz stroma ve eslik eden
ince kapiller damarlar mevcuttu. Kalin fibréz bantlar (n: 8), fokal hyalinize (n: 17) ve fokal
miksoid (n: 3) alanlar da izlenmisti. Vakalarin %50’sinde nekroz mevcuttu. Kemik yerlesimli
vakalarda rezeksiyon ve eksizyonel biyopsi materyallerinde timor ¢evreyle infiltratif; yumusak

doku yerlesimli vakalarda ise lobiile ve infiltratif sinir olusturmaktaydi.

Immiinhistokimyasal calismada 90 vakanm 89’u NKX2.2 ile niikleer boyanma
gostermekteydi. Boyanma yayginligina gore 54’1 4+, 24’1 3+, 9’u 2+, 2’si 1+’ti. Boyanma

siddetine gore 56 vaka kuvvetli, 30 vaka orta yogunlukta, 3 vaka zayif boyanmisti.

90 vakanin 3’iinde WT1 ile sitoplazmik boyanma, 21’inde ETV4 ile niikleer boyanma (3
vaka; 4+, 7 vaka; 3+, 8 vaka; 2+, 3 vaka; 1+), 10’unda CCNB3 ile niikleer (4 vaka; 3+, 6 vaka;
14+) 24’tinde sitoplazmik boyanma kaydedildi. BCOR immiinhistokimyasinin, genel ve bu
gruptaki EWSR1 pozitif vakalardaki ¢aligma performansi da goz éniinde bulundurularak, fokal
ancak zayif-kuvvetli siddette boyandigi 19 vaka; diger belirteglerle veya uygulanmis olan
molekiiler testlerle korelasyonu saglanamadigindan non-spesifik boyanma olarak kabul edildi.
EAS yoniinde yorumlanan vakalarin immunhistokimyasal boyanma ozellikleri Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. EAS yoniinde yorumlanan vakalarin immiinhistokimyasal boyanma

ozellikleri
Nikleer Sitoplazmik

Boyanma yayginhgi | Toplam vaka sayisi |4+ ve 3+ |2+ve 1+

NKX2.2 89 (%100) 78 11 -
WT1 0 0 0 3
ETV4 21 (%23) 10 11 -
CCNB3 10 (%11) 4 6 24
BCOR 19 (%14) 1 18 19

Ki67 proliferatif indeks 19 vakada ¢alisilmisti. Ortalamas1 %40°t1.

16 vakaya EWSR1 rearanjmani FISH yontemiyle ¢alisilmis; 11’inde pozitif saptanmis,

5’inde sinyal alinamamusti.
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Bu grubun 6zellikleri kendi i¢inde degerlendirildiginde; 21 vakada NKX2.2 boyanmasina
eslik eden ETV4 pozitifligi mevcuttu. Bu vakalarin 15’inde ETV4 ve NKX2.2 harici diger
antikorlarla reaktivite goriilmedi. ETV4’iin pozitiflik gosterdigi vakalarin 7’si difiiz (3+ veya
4+), 8’1 fokal (1+ veya 2+) boyanma gdstermisti. Bu vakalarin tiimiinde CD99, 2’sinde EWSR1
rearanjmani pozitifti. 6 vakada ise hem ETV4 hem CCNBS3 ile fokal ve difiiz niikleer boyanma
vardi. Bu vakalarda geriye donlik CD99 da pozitif saptanmisti. Bu vakalarin 3’tinde EWSR1
pozitifti. Dolayisiyla ETV4 reaktivitesi gozlenen bu 21 vaka, diger antikorlarla ve molekiiler

testlerle korelasyonu saglanamadigindan EAS olarak kabul edildi.

Fokal zayif-kuvvetli BCOR reaktivitesi goriilen 19 vakanin 3’tinde EWSR1 rearanjmant
saptanmigti. 16 vakada hem CD99 hem NKX2.2 yaygin kuvvetli pozitifti (3+ veya 4+). Kalan
3vakanin 2’sinde CD99 negatif, NKX2.2, 3+ iken 1 vakada zayif NKX2.2 reaktivitesine yaygin
membrandz CD99 reaktivitesi eslik etmekteydi. Bu nedenle bu vakalar EAS grubunda kabul
edildi.

4.4. CRS YONUNDE YORUMLANAN VAKALAR

CRS olabilecegi yoniinde yorumlanan 7 vakanin yas ortalamasi 18,7’ydi (11-39).
Erkek/kadin oram1 1,3°tii (4/3). 5’1 yumusak doku (bas-boyun, govde, pelvis/perine, alt

ekstremite, iist ekstremite), 2’si beyin olmak iizere viseral yerlesimliydi.
Timor gap1 2,6 cm ile 8 cm arasinda degismekte olup ortalama tiimor ¢ap1 6,02 cm’ydi.

Morfolojik 6zelliklerine bakildiginda 7 vakada da solid biiyiime paterni gosteren yuvarlak
hiicre morfolojisi hakimdi. Niikleer konturlar diizenli, kromatin inceydi; niikleol izlenmemisti.
Stroma ince fibroz septa ve ince kapiller damarlardan olusmaktaydi. 4 vakada nekroz mevcuttu

(Resim19).

Immiinhistokimyasal calismada 7 vaka NKX2.2 ile negatifti. WT1 ile 4 vaka niikleer, 3
vaka ise difliz sitoplazmik boyanma gdstermisti. Niikleer boyanan vakalarin 2’°si 4+, 2’°si 3+
yayginliktaydi. ETV4 ile 7 vaka niikleer boyanma gostermisti. Boyanma yayginligina gore; 4+:
1 vaka, 3+: 1 vaka, 2+: 3 vaka ve 1+: 2 vaka mevcuttu. CCNB3 ve BCOR ile 1’er vakada fokal

zay1f niikleer boyanma saptandi.

Geriye doniik bu vakalarin 3’ CD99 ile negatif, 3’ zayif fokal pozitif, 1’1 ise difiiz
pozitifti. Ki67 proliferatif indeks 4 vakada calisilmisti, ortalamasi %85,75°ti. CRS yoniinde

yorumlanan vakalarin immiinhistokimyasal analiz sonuglar1 Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Vakalarin 1’ine FISH yontemiyle EWSR1 rearanjmani ¢alisilmis, negatif saptanmisti.
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Tablo 7. CRS yo6niinde yorumlanan vakalarin immiinhistokimyasal analizi

CD99 NKX2.2 WT1 ETV4 CCNB3
Vaka 1 fokal 0 0 1+ 0
Vaka 2 fokal 0 4+ 1+ 0
Vaka 3 0 0 0 2+ 0
Vaka 4 0 0 3+ 2+ 0
Vaka 5 0 0 4+ 3+ 0
Vaka 6 difiiz 0 0 4+ 0
Vaka 7 fokal 0 4+ 2+ 1+

4.5. BRS YONUNDE YORUMLANAN VAKALAR

BRS olabilecegi yoniinde yorumlanan 6 vakanin yas ortalamasi 22,3’ti (12-39).
Erkek/kadm orani 5°ti (5/1). 4’ti kemik (2 uzun kemik, 2 yassi kemik), 2’si yumusak doku
yerlesimliydi (gévde ve bas-boyun). Tiimdr ¢cap1 ortalamasi 10 cm olup 2 cmile 21 cm arasinda

degismekteydi.

Morfolojik 6zelliklerine bakildiginda 6 vakada da yuvarlak hiicre morfolojisi hakimdi. 1
vakada fokal diizensiz angiile hiicreler, 1 vakada da fokal epiteloid alan mevcuttu. 2 vakada
berrak sitoplazma, 1 vakada fokal eozinofilik sitoplazma seg¢iliyordu. Niikleer konturlar diizenli
olup yer yer niikleol segilebiliyordu. Kromatin yapisi genel olarak inceydi; 1 vakada vezikiiler
kromatin vardi. Solid biiylime paterni hakim olup 2 vakada psddoalveoler patern de izlenmisti.
Stroma ince fibroz septa ve ince kapiller damarlardan olusmaktaydi. Vakalarin tamaminda

nekroz mevcuttu (Resim 18).

Immiinhistokimyasal ¢alismada 2 vaka NKX2.2 ile negatifti. 4 vaka 1+ niikleer boyanma
gostermisti. Vakalarin hepsi CCNB3 ile niikleer pozitifti. Boyanma yaygimligina gore 2 vaka
3+, 2 vaka 2+, 2 vaka 1+ boyanmisti. BCOR ile vakalarin hepsinde niikleer boyanma mevcuttu.
Boyanma yayginligina gore 2 vaka 4+, 1 vaka 3+, 3 vaka 2’ti. WT1 ile vakalarin hi¢birinde

boyanma goriilmedi, ETV4 ile ise 2 vakada fokal niikleer boyanma vardi.

Geriye doniik CD99 ile boyanma 6zelliklerine bakildiginda 1 vaka negatifti, kalan 5 vaka
pozitif olmakla birlikte boyanma 6zelligi bildirilmemisti ve CD99 boyali lamlar, degerlendirme
icin elverigsizdi. Ki67 proliferatif indeks 1 vakada degerlendirilmis olup %80°di. BRS yoniinde

degerlendirilen vakalarin immiinhistokimyasal analizi Tablo 8’de 6zetlenmistir.

35



Tablo 8. BRS yoniinde yorumlanan vakalarin immiinhistokimyasal analizi

BRS CD99 NKX2.2 WT1 ETV4 CCNB3 BCOR
Vaka 1 + 1+ 0 0 2+ 4+
Vaka 2 + 1+ 0 0 2+ 3+
Vaka 3 - 0 0 0 1+ 2+
Vaka 4 + 1+ 0 2+ 1+ 4+
Vaka 5 + 1+ 0 1+ 3+ 2+
Vaka 6 + 0 0 0 3+ 2+

4.6. SINIFLANDIRILAMAYAN VAKALAR

NKX2.2 ile negatif olan veya fokal boyanan, CRS veya BRS i¢in spesifik olabilecek
boyanma gostermeyen 31 vaka (%23,1) mevcut immunhistokimya sonuglarmma gore

siniflandirilamada.

Vakalarin yas ortalamas1 22,4°tii (1-56). Erkek/kadin oran1 1,21°di (17/14). 17 vaka
yumusak doku, 13 vaka kemik, 1 vaka viseral yerlesimliydi. Tiimor yerlesim yeri 6zellikleri

Tablo 9’de verilmistir.

Tablo 9. Siniflandirilamayan vakalarin tiimor lokalizasyonlari

Lokalizasyon Vaka sayisi
Kemik n: 13 -Uzun kemik 7
-Yassi kemik 4
-Bildirilmeyen 2
Yumusak doku | n: 17 -Govde 9
-Pelvis/perine 3
-Retroperiton 1
-Ust ekstremite 1
-Alt ekstremite 3
Viseral n:1 -Akciger 1

Timor gapi ortalamasi 7,6 cm’ydi (2,7-18 cm).

Vakalarin biiyilik kisminda yuvarlak hiicre morfolojisi hakimdi. 1 vakada yuvarlak ve igsi
morfoloji, 1 vakada ise diizensiz pleomorfik hiicrelerden baskin morfoloji izlenmisti. Fokal igsi

(n: 7) veya epiteloid (n: 1) hiicreli alanlar da sinirli sayida vakada mevcuttu. 7 vakada berrak, 1
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vakada eozinofilik sitoplazma izlenmisti. Vakalarin %65’inde (n: 20) yuvarlak niikleus ve ince
kromatin izlenirken, %35’inde (n: 11) siklikla diizensiz, angiile niikleus, bir veya birkag niikleol
ve vezikiiler kromatin vardi. Solid biiylime paterni hakimdi. Eslik eden psddoalveoler (n: 3),
trabekiiler (n: 2), psodokistik (n: 2) ve nest (n: 1) patern de mevcuttu. Stroma siklikla ince fibroz
septa ve ince kapiller damarlar icermekteydi. 5 vakada fokal miksoid stroma dikkati ¢gekmisti.
27 vakada nekroz mevcuttu. Cevreyle yumusak doku yerlesimli vakalarda lobiile infiltratif,

kemik yerlesimli vakalarda infiltratif sinir 6zelligi izlenmekteydi.

Immunhistokimyasal ¢alismada 26 vaka NKX2.2 ile negatifti. 4 vaka 1+, 1 vaka ise 2+
olmak {izere gruptaki vakalar fokal reaktivite gostermisti. WT1 ile vakalarin higbirinde niikleer
boyanma goriilmedi. ETV4 ile 3 vakada niikleer boyanma mevcuttu (3+: 2 vaka, 1+: 1 vaka).
25 vaka ETV4 ile negatifti. CCNB3 ile 5 vakada niikleer boyanma mevcuttu (4°i 2+, 1’1 1+).
24 vakada boyanma yoktu. CCNB3’e eslik eden anlamli degerlendirilebilecek BCOR

reaktivitesi izlenmedi.

Geriye doniik CD99 boyanma 6zellikleri incelendiginde 21 vaka pozitif, 10 vaka negatif
olarak neticelendirilmisti. 21 pozitif vakanin da 13’1 difiiz, 2’si fokal boyanmisti. 6 vakada
boyanma yayginligi bilinmiyordu. Ki67 proliferatif indeks degerlendirilen 5 vakanin ortalamasi
%48°di.

3 vakaya FISH yontemiyle EWSR1 rearanjmani ¢aligilmig, tamaminda negatif

saptanmisti.

Bu sonuglar neticesinde 18 vakada (%58) NKX2.2, WT1, ETV4 ve CCNB3 negatifti. 3
vakada degerlendirilebilen tiim antikorlar negatifti. 4 vakada tek basina fokal NKX2.2, 1
vakada tek basina fokal ETV4, 2 vakada tek basina fokal CCNB3 boyanmasi vardi. 1 vakada
NKX2.2 ve CCNB3 ile fokal, 2 vakada da ETV4 ve CCNB3 ile fokal boyanma mevcuttu.

Timor subgruplarin demografik ve Klinik 6zellikleri Tablo 10°da; morfolojik 6zellikleri

Tablo 11°de verilmistir. Tiimor tiplerine gore yerlesim 6zellikleri Grafik 9°da verilmistir
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Tablo 10.

Tiimor subgruplarinin demografik ve klinik ozellikleri

EAS CRS BRS Siniflandirilamayan
Vaka sayisi 90 7 6 31
Yas araligi 0-49 11-39 12-39 1-56
ort 18,9 ort 18,7 ort22,3 ort22,4

Erkek/kadin 49/41 4/3 5/1 17/14
Lokalizasyon
-Kemik 37 0 4 13
-Yumusak
doku 43 5 2 17
-Viseral 10 2 0 1
Timor boyutu 1,4-18,5 cm 2,6-8 cm 2-21 cm 2,7-18cm

ort7,7cm ort 6,02 cm ort 10 cm ort 7,6cm

Bildirilmeyen: 21 Bildirilmeyen: 2 Bildirilmeyen: 1 Bildirilmeyen: 7

Tablo 11. Tiimér subgruplarimin morfolojik o6zellikleri

EAS CRS BRS Siniflandirilamayan

Hiicre ozellikleri | yuvarlak: 90 yuvarlak: 7 yuvarlak: 6 yuvarlak: 28
*igsi: 12 *dizensiz, angule: 1 | yuvarlak+igsi: 1
*dizensiz, angule: 8 *epiteloid: 1 diizensiz:1
*epiteloid: 2 *berrak sit: 2 *igsi: 7
*berrak sit: 22 *eozinofilik sit: 1 *epiteloid: 1
*eozinofilik sit: 2 *berrak sit: 7

*eozinofilik sit: 1

ince kromatin 82 7 5 20

Vezikiiler

kromatin 8 0 1 11

Biyiime paterni | solid: 90 solid:7 solid: 4 solid: 31
*trabekiler: 5 *psodoalveoler: 2 *psodoalveoler: 3
*psodoalveoler: 4 *trabekiiler: 2
*nest: 3 *psodokistik: 2
*psodokistik:1 *nest: 1

Stroma ince fibroz: 82 ince fibroz:6 ince fibroz: 5 ince fibroz: 25
kahn fibroz: 8 kalin fibréz:1 kahn fibroz: 1 kalin fibroz: 6
*fokal hyalinize: 17 *fokal miksoid: 5
*fokal miksoid: 3

Nekroz

*var 45 4 6 27

*yok 45 3 0 4

38




50

45 43

40 37

35
% 30
>
©
» 25
©
4
©
> 20

15

10
10
5 4
5 2 2
- B ;
0 [ |
EAS CRS BRS Siniflandirilamayan

B Kemik ™ Yumusak doku Viseral

Grafik 9. Timor tiplerine gore tiimor lokalizasyonlar:

4.7. KLINiK PARAMETRELERIN PROGNOZA VE SAGKALIMA ETKILERI

Niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulagilabilen 94 hasta genel olarak
incelendiginde, 51 hastanin 6ldiigii (%54,3), 43 hastanin ise sag oldugu (%45,7) Kaplan-Meier

analizi sonucu tespit edildi (Tablo 12).

Tiim hastalar i¢in analiz uygulandiginda; ortalama sagkalim siiresinin 2576 (£257) giin
oldugu bulundu. %95 giiven araligi i¢in yagam siiresi; 2071-3082 giin aras1 olarak hesaplandi
(Tablo 13).

Incelenen hastalarin yaklasik %60’mnda 1000 giin ve iizerinde sagkalim siireleri
hesaplanmakla birlikte, yaklasik %35’inde 3000 giin ve ilizerinde sagkalim stireleri tespit edildi
(Grafik 10).

Tablo 12. Genel sagkalim

Censored

Toplam say! | Olen hasta sayisi | N | Yiizde
94 51|43 |%45,7

39



Tablo 13. Ortalama genel sagkalim (giin)

Ortalama sagkalim siiresi Median sagkalim siresi
%95 Guven araligi %95 Given araligi
Giin | Standart hata| Altlimit | Ustlimit | Gin | Standart hata | Alt limit | (st jimit
2576,986 257,961 | 2071,382 | 3082,589 | 1411,000 373,102 | 679,720 | 2142,280

Survival Function

~I1Survival Function
1.07 i ——Censored

Cum Survival

0.2

0.0

I T T T T I I
oo 1000.00 2000.00 3000.00 4000.00 5000.00 G000.00

sure

Grafik 10. Vakalarin toplam genel sagkalim egrisi (giin)

Niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulasilabilen 94 hastanin cinsiyeti ile stlirvi analizi
yapildiginda (O=erkek, 1=kadin), 52 erkek hastanin 30’unun 6ldigi (%57,7), 22’sinin sag
oldugu (%42,3); 42 kadin hastanin ise 21’inin 6ldiigii (%50), 21 inin sag oldugu (%50) Kaplan-
Meier analizi sonucu tespit edildi (Tablo 14).

Bu hastalar icin analiz uygulandiginda; erkek hastalar i¢in ortalama sagkalim siiresinin
2174 (£303) giin oldugu bulundu. %95 giiven aralig1 igin yasam siiresi; 1580-2769 giin arasi

olarak hesaplandi. Kadin hastalar i¢in ise ortalama sagkalim siiresi 2870 (+385) giin iken; %95
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giiven aralig1 i¢in yasam siiresi 2114-3626 giindii. Tiim hastalar i¢in ortalama sagkalim siiresi

2576 (£257) giin ve %95 giiven aralig1 i¢in yasam siiresi 2071-3082 giin arasidir (Tablo 15).

Hasta cinsiyeti ile sagkalim siiresi arasinda korelasyon durumu incelendiginde, bu

faktoriin sagkalim siiresini etkilemedigi tespit edildi (sig.= 0.273) (Tablo 16).

Erkek hastalarin yaklagik %60’inda 1000 giin ve iizerinde sagkalim siireleri

hesaplanmakla birlikte, 2000 giin civarinda sagkalimda dramatik bir diisiis gozlendi. Kadin

hastalarda ise yaklasik %60’mda 1500 giin ve ilizerinde sagkalim siireleri hesaplandi. Sagkalim

stiresi olarak yine kadinlarin daha uzun yasadiklari tespit edildi (Grafik 11).

Tablo 14. Cinsiyete gore genel sagkalim

Censored
Cins ] Toplam sayi | Olen hasta sayisi | N | Yiizde
Erkek 52 30|22 | %42,3
Kadin 42 21| 21| %50,0
Toplam 94 51 (43| %45,7

Tablo 15. Cinsiyete gore ortalama genel sagkalim (giin)

Cinsiyet Giln

Ortalama sagkalim siresi

Median sagkalim siresi

%95 Guven aralidi

Standart
Hata Alt limit

Ust limit

%95 Given araligi

Standart ;
Gln Hata Alt limit | Ust limit

Erkek
Kadin
Toplam

2174,761
2870,479
2576,986

303,294 | 1580,305
385,884 | 2114,146
257,961 | 2071,382

2769,218
3626,812
3082,589

1271,000 | 404,649 | 477,888 | 2064,112
1895,000 | 738,300 | 447,932 | 3342,068
1411,000 | 373,102 | 679,720 | 2142,280

Tablo 16. Cinsiyete gore ortalama genel sagkalim; Ki-Kare analizi

Chi-Square | df

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 1,203 1

273
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Grafik 11. Cinsiyete bagh kiimiilatif sagkalim siiresi (giin)

Niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulagilabilen 94 hastanin yasi ile siirvi analizi
yapildiginda (0-17 yas — 18 ve lizeri yasg), 51 pediatrik hastanin 25’inin 6ldigii (%49), 26’simin
sag oldugu (%51); 43 eriskin hastanin ise 26’sinin 61diigi (%60,5), 17’ sinin sag oldugu (%39,5)

Kaplan-Meier analizi sonucu tespit edildi (Tablo 17).

Bu hastalar i¢in analiz uygulandiginda; pediatrik hastalar i¢in ortalama sagkalim siiresinin
2907 (£347) giin oldugu bulundu. %95 giiven araligi i¢in yasam siiresi; 2226-3588 giin arasi
olarak hesaplandi. Eriskin hastalar i¢in ise ortalama sagkalim siiresi 2037 (330) giin iken; %95

gliven aralig1 i¢in yasam siiresi 1389-2685 giindii (Tablo 18).

Hasta yasi ile sagkalim siiresi arasinda korelasyon durumu incelendiginde, bu faktoriin
%90 giiven araligi igin sagkalim siiresini etkiledigi tespit edildi (sig.= 0.100) (Tablo 19).
Pediatrik yas grubundaki hastalarin daha uzun sagkalim siiresine sahip oldugu istatistik olarak

anlamli bulunmustur.

Pediatrik hastalarin yaklasik %60’inda 1500 giin ve {lizerinde sagkalim siireleri
hesaplanmakla birlikte, yetiskin hastalarda ise yaklasik %60’inda 1000 giin ve {izerinde
sagkalim siireleri hesaplandi. Sagkalim siiresi olarak yine pediatrik hastalarin daha uzun

yasadiklari tespit edildi (Grafik 12).
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Tablo 17. Yasa gore genel sagkalim

Censored
Yas Toplam say | Olen hasta sayisi | N | Yiizde
0-17 51 25|26 | %51,0
17+ 43 26|17 | %39,5
Toplam 94 51|43 | %45,7

Tablo 18. Yasa gore ortalama genel sagkalim (giin)

Ortalama sagkalim siresi

Median sagkalim siresi

%95 Guven araligi %95 Guven Araligi

Standart Lower Upper Standart )
Yas Giin Hata Bound Bound Glin Hata | Altlimit | Ust limit
0-17 2907,415 | 347,244 | 2226,816| 3588,014 |1932,000| 758,852 | 444,650 | 3419,350
17+ 2037,297 | 330,666 | 1389,190| 2685,403|1033,000| 94,379 848,017 |1217,983
Toplam | 2576,986 | 257,961 | 2071,382| 3082,589 |1411,000 | 373,102 | 679,720 | 2142,280

Tablo 19. Yasa gore ortalama genel sagkalim; Ki-Kare analizi

Chi-Square | df

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

2,706 | 1

,100
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Grafik 12. Yasa bagh kiimiilatif sagkalim siiresi (giin)
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Niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulasilabilen ve tiimor ¢ap1 bilinen 73 hastanin
timor boyutu ile slirvi analizi yapildiginda, bagvuran hastalarin tiimor biiyiikliiklerinin
ortalamast 7,15 cm bulundu. Bu sebeple analizde kirilim noktasi 7 cm olarak ele alindi (1= <7
cm, 2=>7 cm). Tiimdr biiytikliigii <7cm olan 39 hastanin 21’inin 6ldiigii (%53,8), 18’inin sag
oldugu (%46,2); tiimdr biiyiikliigli >7 cm olan 34 hastanin ise 20’sinin 61diigi (%58,8), 14 iiniin
sag oldugu (%41,2) Kaplan-Meier analizi sonucu tespit edildi (Tablo 20).

Bu hastalar i¢in analiz uygulandiginda; timoér biiyiikligi <7 cm olan hastalar igin
ortalama sagkalim stiresinin 2435 (+338) giin oldugu bulundu. %95 giiven aralig1 i¢in yasam
stiresi; 1772-3099 giin arasi olarak hesaplandi. Tiimor biiyiikliigii >7 cm olan hastalar icin ise
ortalama sagkalim siiresi 1786 (£311) giin iken; %95 giiven aralig1 i¢in yasam stiresi 1176-2396
giindii. Tiim hastalar i¢in ortalama sagkalim siiresi 2223 (£255) giin ve %95 giiven aralig1 i¢in

yasam stiresi 1723-2724 giin arasidir (Tablo 21).

Hasta tiim6r boyutu (<7 cm ve >7 cm olmak iizere) ile sagkalim siiresi arasinda
korelasyon durumu incelendiginde, bu faktoriin sagkalim siiresini etkilemedigi tespit edildi
(sig.= 0.288) (Tablo 22).

Timor biiyiikliigli <7 cm olan hastalarin yaklagik %60’1mnda 1500 giin ve iizerinde
sagkalim stireleri hesaplanmakla birlikte, 2000 giin civarinda sagkalimda dramatik bir diisiis
gozlendi. Timor biiyiikligli >7 cm olan hastalarda ise yaklasik %60’1inda 800 giin ve iizerinde
sagkalim siireleri hesaplandi. Sagkalim siiresi olarak tiimor biiyiikliigli <7 cm olan hastalarin

daha uzun yasadiklar tespit edildi (Grafik 13).

Tablo 20. Tiimor boyutuna gore genel sagkalim

Censored
Boyut Toplam say! | Olen hasta sayisi | N | Yiizde
TUmors7cm 39 21 (18| %46,2
Tamor>7cm 34 20| 14| %41,2
Toplam 73 41|32 | %43,8
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Tablo 21. Tiimor boyutuna gore ortalama sagkalim (giin)

Ortalama sagkalim sdresi Median sagkalim siresi
0, (] s 0, L] q
Standart %95 Guven"arallgl Standart %095 Guver1"arallg|
Boyut Giln Hata Alt limit | Ust limit Giln Hata Alt limit | Ust limit

Tamors7cm | 2435 981 | 338,304 | 1772,905 | 3099,057 | 1895,000 | 386,369 | 1137,716 | 2652,284
Tamor>7cm | 1786,844 | 311,221 | 1176,850 | 2396,838 | 1386,000 | 429,488 | 544,204 | 2227,796
Toplam 2223,839 | 255,312 | 1723,428 | 2724,250 | 1411,000 | 404,911 | 617,375 | 2204,625

Tablo 22. Tiimoér boyutuna gore ortalama genel sagkalim; Ki-Kare analizi

Chi-Square | df | Sig. |
Log Rank (Mantel-Cox) 1,130 11,288
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Grafik 13. Tiiméor capina bagh (<7cm ve >7cm) kiimiilatif sagkalim siiresi (giin)



Niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulasilabilen 94 hastada tlimériin lokalizasyonu
ile strvi analizi yapildiginda (1=Yumusak doku, 2=Kemik, 3=Visseral), lokalizasyonu
yumusak doku olan 48 hastanin 26’sinin 6ldigi (%54,2), 22’sinin sag oldugu (%45,8);
lokalizasyonu kemik olan 36 hastanin 18’inin 6ldigii (%50), 18’inin sag oldugu (%50);
lokalizasyonu visseral olan 10 hastanin ise 7’sinin 6ldigl (%70), 3 lniin sag oldugu (%30)

Kaplan-Meier analizi sonucu tespit edildi (Tablo 23).

Bu hastalar i¢in analiz uygulandiginda; lokalizasyonu yumusak doku olan hastalar igin
ortalama sagkalim stiresinin 2471 (+317) giin oldugu bulundu. %95 giiven aralig1 i¢in yasam
stiresi; 1849-3094 giin aras1 olarak hesaplandi. Lokalizasyonu kemik olan hastalar i¢in ise
ortalama sagkalim siiresi 2714 (+413) giin iken; %95 giiven aralig1 i¢in yasam stiresi 1903-3525
giindii. Lokalizasyonu viseral olan hastalarin da ortalama sagkalim siireleri 1094 (+315) giin ve
%095 gliven arali81 i¢in yasam siiresi 475-1713 giin olarak bulundu. Tiim hastalar i¢in ortalama
sagkalim siiresi 2576 (£257) giin ve %95 giiven arali81 i¢in yasam siiresi 2071-3082 giin arasidir
(Tablo 24).

Tiimdriin lokalizasyonu ile sagkalim siiresi arasinda korelasyon durumu incelendiginde,

bu faktoriin sagkalim siiresini etkilemedigi tespit edildi (sig.= 0.413) (Tablo 25).

Lokalizasyonu yumusak doku olan hastalarin yaklasik %60°inda 1000 giin ve iizerinde
sagkalim stireleri hesaplanmakla birlikte, 2000 giin civarinda sagkalimda dramatik bir diisiis
gozlendi. Lokalizasyonu kemik olan hastalarin yaklasik %60’inda 1500 giin ve iizerinde
sagkalim siireleri hesaplandi. Lokalizasyonu visseral olan hastalarin ise yaklasik %60’ 1nda 500
giin ve lizerinde sagkalim siireleri hesaplanmakla birlikte, 1000 giin civarinda sagkalimda
dramatik bir diisiis gozlendi. Sagkalim siiresi olarak tlimoriin lokalizasyonu kemik olan

hastalarin daha uzun yasadiklar tespit edildi (Grafik 14).

Tablo 23. Tiimér yerlesimine gore genel sagkalim

Censored
lokalizasyon Toplam say! | Olen hasta sayisi | N | Yiizde
Yumusak doku 48 26| 22 | %45,8
Kemik 36 18| 18 | %50,0
Viseral 10 71 3|%30,0
Toplam 94 51|43 | %45,7
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Tablo 24. Tiimor yerlesimine gore ortalama genel sagkalim (giin)

Ortalama sagkalim siresi

Median sagkalim siresi

Standart %95 Gliven aralidi Standart %95 Gliven araligi
Lokalizasyon Giln Hata Alt limit | Ust limit Giln Hata | Altlimit | Ust limit
Yumusak doku | 2471 514 | 317,598 | 1849,022 | 3094,005 | 1496,000 | 459,808 | 594,777 | 2397,223
Kemik 2714,154 | 413,819 | 1903,068 | 3525,239 | 1947,000 | 726,935 | 522,208 | 3371,792
Viseral 1094,400 | 315,895 | 475,246 |1713,554 | 558,000 | 430,070| 0,000 | 1400,937
Toplam 2576,986 | 257,961 | 2071,382 | 3082,589 | 1411,000 | 373,102 | 679,720 | 2142,280

Tablo 25. Tiimor lokalizasyonuna gore ortalama genel sagkalim; Ki-Kare analizi

Chi-Square

df

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

,669
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Grafik 14. Tiimor lokalizasyonuna bagh kiimiilatif sagkalim siiresi (giin)
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Niifus kayitlarindan sagkalim bilgilerine ulasilabilen ve tiimor ¢ap1 bilinen 94 hastanin
timor subgrubu ile siirvi analizi yapildiginda (1= EAS, 2= BRS, 3= CRS, 4=
Siniflandirilamayan); morfolojik ve immiinhistokimya sonuglariyla tekrar degerlendirildiginde
EAS tanis1 verdigimiz 62 hastanin 31 inin 61diigii (%50), 31°inin sag oldugu (%50); BRS tanis1
verdigimiz 3 hastanin 2’sinin 6ldigi (%66,7), 1’inin sag oldugu (%33,3); CRS tanisi
verdigimiz 5 hastanin 2’sinin 61digi (%40), 3’lniin sag oldugu (%60) ve baska tiirlii
smiflandirilamayan tanisi verdigimiz 24 hastanin 16’sinin 61digi (%66,7), 8’inin sag oldugu

(%33,3) Kaplan-Meier analizi sonucu tespit edildi (Tablo 26).

Bu hastalar i¢in analiz uygulandiginda; EAS tanili hastalar i¢in ortalama sagkalim
stiresinin 2213 (£259) giin oldugu bulundu. %95 giiven aralig1 icin yasam siiresi; 1704-2722
giin arast olarak hesaplandi. BRS tanili hastalar i¢in ise ortalama sagkalim siiresi 1830 (£1278)
giin iken; %95 giliven araligr i¢in yasam siiresi 0-4335 giindli. CRS subgruplu hastalarin
ortalama sagkalim siiresi 1767 (£701) giin ve %95 giiven arali81 i¢in yasam siiresi 391 giin ile
3143 giin arasidir. Siniflandirilamayan tiimor tipine sahip hastalarin ortalama sagkalim siiresi
ise 1297 (£235) giindiir. Bu hastalarin %95 giiven araligi i¢in yasam siiresi 835-1759 giin aras1
olarak hesaplandi. Tiim hastalar i¢in ortalama sagkalim stiresi 2223 (£255) giin ve %95 giiven

aralig1 i¢in yasam stiresi 1723-2724 giin arasidir (Tablo 27).

Timor subgrubu ile sagkalim siiresi arasinda korelasyon durumu incelendiginde, bu

faktoriin sagkalim siiresini etkilemedigi tespit edildi (sig.= 0.226) (Tablo 28).

EAS tanili hastalarin yaklagik %60’ 1500 giin ve iizerinde; BRS tanili hastalarin
yaklagik %60’ min 800 giin ve iizerinde; CRS tanili hastalarin yaklasik %70’inin 2500 giin ve
iizerinde; siiflandirilamayan tiimor tipine sahip hastalarin ise yaklagik %60’ 1mnin 1200 giin ve
iizerinde sagkalim siireleri hesaplandi. Sagkalim siiresi olarak BRS subgruplu hastalarin %95

gliven aralig1 i¢in daha uzun yasayabildikleri tespit edildi (Grafik 15).

Tablo 26. Tiimor subgrubuna gore genel sagkalim

Censored
Tumor subgrup Toplam sayi | Olen hasta sayisi | N | Yiizde
EAS 62 31|31 |%50,0
BRS 3 2| 1]|%33,3
CRS 5 2| 3|%60,0
Siniflandirlamayan 24 16| 8|%33,3
Toplam 94 51| 43| %45,7
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Tablo 27. Tiimor subgrubuna gore ortalama genel sagkalim (giin)

Ortalama sagkalim siresi Median sagkalim siresi

Standart %95 Gliven araligi Standart %95 Guven araligi
TUmor subgrup Giin Hata Alt limit | Ust limit Giln Hata Alt limit | Ust limit
EAS 2784,119| 320,398 | 2156,139 | 3412,098 | 1693,000 | 322,292 | 1061,308 | 2324,692
BRS 1830,000 | 1278,197 0,000 | 4335,267 | 527,000 | 417,230 0,000 | 1344,770
CRS 1667,200 | 528,150 | 632,026 | 2702,374
Siniflandinlamayan | 1616,242 | 293,083 | 1041,799 | 2190,685 | 1096,000 | 335,844 | 437,746 | 1754,254
Toplam 2576,986 | 257,961 | 2071,382 | 3082,589 | 1411,000 | 373,102 | 679,720 | 2142,280

Tablo 28. Tiimér subgrubuna gore ortalama genel sagkalim; Ki-Kare analizi

Chi-Square | df | Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)
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Grafik 15. Tiimor subgrubuna bagh kiimiilatif sagkalim siiresi (giin)
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5. TARTISMA

Kiigiik yuvarlak hiicreli sarkomlar, klinik olarak agresif gidisli, heterojen bir grup olup,
siklikla ¢ocuk ve addlesanlarda goriilmektedir. Bu grubun biiyiik ¢ogunlugunu Ewing/PNET

ailesi sarkomlar olusturmaktadir.

Histomorfolojik incelemede kiigiik, yuvarlak, mavi niikleuslu, belli belirsiz sitoplazmali
benzer spektrumda dagilan tliméral hiicrelerden olusmalar sebebiyle, kendi aralarinda ayirict
tanida giigliik olustururlar. Tedavi siireglerinin ve prognostik farkliliklarin olmasi nedeniyle

yuvarlak hiicreli sarkomlara dogru tan1 verilmesi 6nemlidir.

Bu grupta yer alan sarkomlarda, molekiiler ¢alismalarin yogunlagsmasi ve gelismesi ile
birlikte, timor tipine 6zgil spesifik translokasyonlar tanimlanmaya baslanmistir. Tanida altin
standart, bu tiimorlere ait genetik degisikliklerin, molekiiler testlerle gdsterilmesidir. Ancak
molekiiler testlere erisim kisitli ve bu testlerin maliyeti yliksek oldugundan; molekiiler testlerle
korelasyonu olan, spesifisitesi ve sensitivitesi yiiksek, rutinde daha kolay erisilebilecek yeni

immunhistokimyasal belirteglerin bulunmasi ihtiyact dogmustur.

Yuvarlak hiicreli sarkomlarin  biiyilk kismimi  Ewing/PNET ailesi  sarkomlar
olusturmaktadir. Yillarca kullanilan Ewing sarkomu, PNET, Askin tiimorii gibi adlandirmalar,
bu tiimorlerin ortak olarak EWSR1 rearanjmani gosterdiginin saptanmasiyla terk edilmis ve

Ewing/PNET ailesi sarkomlar olarak tanimlanmisglardir.

Yuvarlak hiicreli sarkomlar igerisinde, yakin zamana kadar EAS olarak degerlendirilen
bazi1 tiimdrlerin EWSR1 gen rearanjmani icermedigi goriilmiistiir. Bu gruba yapilan molekiiler
caligmalar sonucunda bu tiimorlerin, CIC veya BCOR rearanjmani gosterdigi saptanmis ve
Ewing-benzeri sarkom olarak gruplandirilmiglardir. CIC/DUX4 veya CIC/FOXO4 gen fiizyonu
sonucu olusan CIC rearanjmanit CRS’nin; BCOR/CCNB3, BCOR/MAML3, BCOR/ZC3H7B gen
fiizyonu sonucu olusan BCOR rearanjmani BRS’nin tamimlayict genetik o6zelligidir
(54,56,64,69). Bu fiizyonlarin protein {irlinlerine karst immunhistokimyasal belirteg
bulunmasiyla ilgili yapilan c¢aligmalarda, CIC rearanjmani gosteren sarkomlar i¢in; ETV4,
WTI1, DUX4 gibi belirtegler, BCOR rearanjmani gosteren sarkomlar i¢in; CCNB3, BCOR gibi
belirtecler kullanima sunulmustur. Hem Ewing benzeri sarkom grubunun ¢ok nadir olmasi hem
de ilgili antikorlarin nispeten yakin tarihte kullanima sunulmus olmalar1 sebebiyle
immunhistokimyasal incelemenin, molekiiler testlerle korelasyonu agisindan yapilan ¢alisma

sayis1 kisithdir.
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EAS siklikla 2. dekatta goriilmektedir. Vakalarin yaklasik %80°1, 20 yasin altindadir.
Erkek/kadin orani 1.4/1°dir. Calismamizda tan1 yasi literatiire gore yiiksek olup, yas ortalamast
18,9°dur (0-49). Vakalarin yaklasik %58’1 20 yasin altindadir. E/K orani 1.19’du (Tablo 9).

Kadin hasta orani literatiire gore hafif yiiksektir.

En sik yerlesim yeri uzun kemiklerin diyafizi veya metafiz-diyafiz gegisidir. En sik
tutulan kemikler femur, tibia ve humerustur (12). Ekstraosse6z yerlesimli EAS’ler siklikla
ekstremitelerin derin yumusak dokularindan kéken alir. Daha az goriildiigii yerler paravertebral
yumusak doku ve gogiis duvaridir (13). Calismamizda yumusak doku yerlesimi baskindir
(%48). Kemik yerlesimli timorlerde, literatiirle uyumlu olarak, en sik yerlesim yeri femur olup,
yumusak doku yerlesimli vakalarda gévde yerlesimi en sik olarak izlenmistir. Serimizde
ortalama timor ¢api, EAS’ler igin, 7,7 cm olup 1,4 cm ile 18,5 cm arasinda degismektedir.

(Tablo 10).

Vakalarin ¢ogu morfolojik olarak; iiniform, kiigiik-orta boyutta, yuvarlak tiimoral
hiicrelerden olusur. Tiimoral hiicrelerin niikleuslar1 yuvarlak, kromatin yapisi genelde incedir.
Sitoplazma siklikla belli belirsiz olmakla birlikte berrak veya eozinofilik de olabilir. Solid
biiylime paterni ve stromanin yoklugu diger onemli 6zelliklerindendir. Serimizde vakalarin

tamaminda histomorfolojik olarak EAS morfolojik 6zellikleri goriildi (Tablo 11).

EAS’ler immunhistokimyasal incelemede; CD99 ile yaygin membrandz, FLI1 ile yaygin
niikleer reaktivite gostermektedir (11,21). Fakat CD99 ve FLII belirteglerinin zamanla diger
pek cok kiiclik yuvarlak hiicreli tiimorde de degisen oranlarda reaktivite gosterdigi goriildii
(15,22,23). Yakin zamanda tanimlanan NKX2.2 belirteciyle Yoshida ve arkadaslari, 30 adet
genetik olarak konfirme EAS’de %93 oraninda difiiz, niikleer, orta-kuvvetli yogunlukta pozitif
boyanma saptamistir. CD99, FLIl1 gibi diger immunhistokimyasal belirteclerle birlikte
kullanildiginda sensitivite ve spesifisitesini olduk¢a yiiksek bulmustur (27). Hung ve
arkadaslar1 40 EAS vakasinda Yoshida’nin ¢alismasina benzer sekilde %93 oraninda pozitiflik
saptamiglardir (1). NKX2.2’nin literatiirde sensitivitesi %80, spesifisitesi %84 olarak
bildirilmekle birlikte, CD99’la beraber kullanildiginda spesifisitesi %98’e ulasmaktadir (28).

Calismamizda 90 vaka EAS yoniinde degerlendirildi. Bu 90 vakanin 89’unda NKX2.2 ile
pozitiflik saptandi. Bizim vakalarimizda da NKX2.2 sensivitesi literatiirle uyumlu olarak
yiiksekti. 1 vaka teknik basarisizlik sebebiyle degerlendirilemedi; ancak molekiiler olarak
bolimiimiizde ¢alisilan EWSR1 rearanjmaninin pozitif olmast ve bu vakada membrandz,
kuvvetli CD99 ekspresyonu goriilmesi sebebiyle EAS grubunda kabul edildi. Degerlendirmeye
elverigli 89 vaka baz alindiginda; NKX2.2 ile 78 vakada difiiz (3+, 4+), 11 vakada fokal
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boyanma (1+, 2+) goriildii (Tablo 5). CD99 ile 90 vakanin 86’s1 degerlendirmeye elverisli olup;
83 vakada (%96,5) membranoz pozitiflik saptandi. NKX2.2 ile fokal boyanan vakalarin 10’u
CD99 ile kuvvetli pozitifti. CD99’un negatif oldugu veya fokal boyandigi 7 vakanin tiimii
NKX2.2 i¢in difiiz pozitifti.

EAS grubunda degerlendirilen 90 vakada WT1 ile negatiflik izlendi. ETV4 ile 21 vakada
pozitiflik goriildii. ETV4 boyanmasi sebebiyle CRS’nin ayirici taniya alinmasini gerektiren 21
vakanin hic¢birinde WT1 ile pozitiflik izlenmedi. NKX2.2 nin bu vakalarin, teknik basarisizlik
sebebiyle degerlendirilemeyen 1 vaka harig, tiimiinde pozitif olmasi, 1 vaka hari¢ eslik eden
difiiz CD99 reaktivitesi sebebiyle ayirici tanida géz dniinde bulundurulan CRS’den uzaklasildi.
ETV4 pozitifligi goriilen bu vakalarin 5’inde EWSR1 rearanjmani da saptanmistt. Hem NKX2.2
hem ETV4’te goriilen bu pozitifligin, literatiirde %1’den az vakada bildirilen EWSR1-ETV4
fiizyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilse de ileri molekiiler inceleme yapilamadi ve bununla

ilgili literatiir destegi de bulunamada.

Hung ve arkadaslarinin ¢alismasinda, 40 EAS vakasinin 12’sinde (%30) fokal ETV4
pozitifligi bildirilmekle birlikte bunlarin hicbirinde eslik eden WT1 boyanmasi izlenmemistir
(60). Guellec ve arkadaslarinin galismasinda ise 43 EAS vakasinin 4’tinde (%9.3) ETV4 ile
immiinhistokimyasal olarak fokal reaktivite goriilmistii (70). Bizim serimizde de ETV4 ile

boyanma orant literatiirle paralellik gostermektedir (%23,3).

Calismamizda CCNB3 reaktivitesi gosteren 10, BCOR reaktivitesi gosteren 19 EAS
vakasi incelendiginde; bunlarin sadece 3’linde her iki antikor i¢in niikleer reaktivite
goriilmiigtiir. CCNB3 reaktivitesi gosteren kalan 7 vakada BCOR boyanmasi non-spesifikti
(sitoplazmik boyanma). BCOR boyanmasinin izlendigi kalan 16 vakada ise CCNB3 negatifti.
BCOR ve CCNB3’iin birlikte pozitif oldugu 3 vakanin tamaminda CD99 ve NKX2.2 kuvvetli
pozitifti. Ayrica bu vakalarin ikisinde EWSR1 rearanjmani saptanmisti. BCOR pozitifligi
gosteren 19 vakanin tiimiinde NKX2.2; 2’si hari¢ tiimiinde CD99 pozitifti. Bu bilgiler 15181nda
BRS tanisindan uzaklasildi.

Literatiirde Matsuyama ve arkadaglarinin ¢alismasinda 18 EAS vakasindan 1’inde hem
CCNB3 hem de BCOR’la boyanma bildirilmistir. Ayrica 1 vakada sadece BCOR ile reaktivite
izlenmistir (67). Kao ve arkadaslarinin serisinde de 8 EAS vakasindan 1’inde yamali BCOR
pozitifligi mevcuttur (68). Serimizdeki 90 vakanin sadece 3’iinde BCOR ve CCNB3iin birlikte

reaktivitesi goriildii; literatiirle uyumlu olarak degerlendirildi.

52



134 vakanin morfolojik ve immiinhistokimyasal boyanma 6zelliklerine gore yaptigimiz

siiflama sonucunda 7 vaka CRS olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir.

CRS’lerde yapilan calismalarda yas ortalamasi 24-32 arasinda degismektedir. En sik
govde ve ekstremite olmak {lizere yumusak doku yerlesimi siktir. CRS olabilecegi yoniinde
yorumladigimiz 7 vakanin yas ortalamasi 18,7 olarak bulundu (Tablo 10). Vakalarin
cogunlugu, literatiirle uyumlu olarak, yumusak doku yerlesimliydi (%71,4). Vakalarimizda
hafif erkek baskinligi goriildii (E: 4, K: 3). Bu 6zellik de literatiirle uyumlu olarak saptandi.

CRS’lerde klinik ozellikler EAS ile benzerdir. WHO smiflandirmasinda indiferansiye
yuvarlak hiicreli sarkomlar grubunda kabul edilmektedir. Morfolojik 6zellikleri de EAS ile
benzerdir. Yine benzer sekilde genis serilerde yapilan ¢alismalarda baskin hiicre tipi yuvarlak-
ovoid, biiyiime paterni soliddir. Fokal igsi hiicreli alanlar ve stromada miksoid degisiklikler
literatiirde bildirilmistir (51,57-59). Calismamizda CRS olabilecegi yoniinde yorumlanan tiim
vakalarda yuvarlak hiicre morfolojisi ve solid biiylime paterni mevcuttur. Kalin kollajenoz
septanin dikkat ¢ektigi seriler mevcut olup vakalarimizin sadece birinde bu 6zellik izlendi.
Bizim vakalarimizda igsi hiicreli morfoloji ve stromada miksoid degisiklikler gozlenmedi
(Tablo 11). Vakalarimizin 3’1 kesici igne biyopsisine, 3’1 insizyonel biyopsiye ait oldugu i¢in,

farkli morfolojilerin biyopsi materyalinde temsil edilmemis olabilecegi diisiiniildii.

Calismamizda CRS yoniinde yorumladigimiz 7 vakanin tamaminda NKX2.2 negatifti.
CD99 reaktivitesi; negatiften difiiz pozitife kadar bir spektrumda dagilmaktaydi. Literatiirde
CRS vakalarinda, NKX2.2 ile %5’e varan oranlarda boyanma oldugu gézlenmistir (1). CD99
ile de fokalden difiize kadar degisen bir spektrumda reaktivite gosterdigi bildirilmistir (1,51,57—
59).

CRS vakalarinda literatiirde immiinhistokimyasal olarak WT1 ve ETV4 ile yaygin ve
kuvvetli niikleer boyanma gosterilmistir. Bizim vakalarimizin tiimiinde ETV4 ile 1+ ile 4+
arasinda degisen pozitiflik vardi. Bunlarin 4’linde niikleer, 3’iinde sitoplazmik WTT1 reaktivitesi
de eslik etmekteydi. Specht ve arkadaglarinin 21 vakalik CRS serisinde; ETV4 boyanmasina
eslik eden WT1 boyanmasi siklikla niikleer ve sitoplazmikti; ancak bir vakada WT1 ile sadece
sitoplazmik boyanma da bildirilmistir (57). Serimizdeki sitoplazmik boyanmalar da dikkate
alindiginda WT1 ve ETV4’iin reaktivitesi literatiirle uyumludur. Ancak sitoplazmik boyanma

ile ilgili literatiirde veri oldukc¢a sinirhdir.

Hung ve arkadaslari, WT1’in CRS’lerde sensitivitesini %95, spesifisitesini %81;
ETV4’iin sensitivitesini %90, spesifisitesini %95 olarak bildirmisti (58,60). DUX4 belirtecinin
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de bu tiimorler i¢in sensitivite ve spesifisitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (61). BCOR ve

CCNB3 ile bu sarkomlarda boyanma goriilmemistir (62,68).

Her ne kadar BCOR ve CCNB3’iin bu tiimdrlerde boyanmadigr bildirilmis olsa da
calismamizda 1 vakada izole BCOR, baska bir vakada izole CCNB3’iin fokal ve zayif
pozitifligi gérilmiistiir.

BRS’ler de CRS’ler gibi WHO siniflamasinda indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkomlar
grubunda yer alir. Nadir goriilen tiimoérlerdir. Erkeklerde ve ikinci dekatta sik goriiliir. Bazi
caligmalarda en sik yerlesim yeri olarak kemik, digerlerinde yumusak doku bildirilmistir.
Calismamizda BRS olabilecegi yoniinde yorumlanan 6 vakanin en sik goriildigli dekat,

literatiirden farkli olarak 3. dekatti. Literatiirle uyumlu olarak erkek hasta (n: 5) ve kemik

yerlesimi (n: 4) sikt1 (Tablo 10).

BRS’lerde siklikla EAS gibi monoton, kii¢iik, yuvarlak hiicreli morfoloji hakim olmakla
birlikte, igsi hiicreli, diizensiz, angiile niikleuslu, vezikiiler kromatinli morfoloji de goriilebilir.
Bu grupta da miksoid stroma eslik edebilir (65,67,68). Calismamizdaki vakalarin tiimii
yuvarlak hiicre morfolojisinde olup; 1 vakada diizensiz, angiile ¢ekirdek yapisi, 1 vakada

epiteloid hiicre goriintimii dikkati ¢ekti. 1 vakada kromatin vezikiiler, digerlerinde ince olarak
izlendi (Tablo 11).

BRS’lerin ¢aligmalarda immunhistokimyasal olarak CCNB3 ve BCOR belirtegleri ile
diftiz kuvvetli niikleer boyanma gosterdigi saptanmistir (64-68). CCNB3 belirtecinin
sensitivite ve spesifisitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (64). Benzer sekilde, BCOR
belirtecinin de BCOR rearanjman: gosteren sarkomlar i¢in olduk¢a sensitif oldugu o6ne
stirilmistiir (68). Fakat, yuvarlak hiicreli sarkomlarda ayirict tanida yer alan, 6zellikle az
diferansiye sinoviyal sarkomlarda olmak iizere, sinoviyal sarkomlarda da orta-yogun BCOR
immunreaktivitesi bildirilmistir (68). Ancak literatiirde yakin zamana kadar bildirilen, genetik
olarak konfirme ¢ok az sayida BRS vardir ve bunlarla ilgili immiinhistokimyasal 6zelliklerin
analizinin yapildig1 seriler de kisithdir. BRS’lerde, az sayida seride yapilan calismalarda
NKX2.2, ETV4 ve WT1 ile boyanma goriilmemistir. CD99 ile vakalarin yarisindan fazlasinda
negatiflik bildirilmekle birlikte, fokalden difiize degisen oranda boyanmalar da tariflenmistir
(60,67). Kuvvetli membrandz pozitifligin goriilebildigi vakalarin yani sira bu tiimoérler igin

genel boyanma paterninin; yamali, sitoplazmik ve fokal oldugu bildirilmistir.

Calismamizda, BRS olabilecegi yoniinde degerlendirdigimiz 6 vakanin tiimiinde 2+ ile

4+ aras1 degisen yayginlikta, kuvvetli BCOR reaktivitesi goriildii. Bu vakalarin tiimiine 1+ ile
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3+ arasinda degisen yogunluklarda CCNB3 pozitifligi eslik etmekteydi. Serimizin
immiinhistokimyasal olarak BCOR ve CCNB3 antikorlariyla boyanma 6zelligi, literatiir ile

uyumlu olarak degerlendirildi.

BRS yoniinde degerlendirdigimiz vakalarin CD99 ile immiinhistokimyasal boyanma
ozellikleri soyleydi; negatif: 1 vaka, fokal pozitif: 2 vaka, difliz pozitif: 3 vaka. Vakalarin 4’iine
zay1f ve seyrek (1+) NKX2.2 reaktivitesi eslik etmekteydi. NKX2.2, 2 vakada negatifti. CD99

antikorunun boyanma 6zelligi literatiir ile uyumlu olarak degerlendirildi.

NKX2.2 ile zayif ve seyrek pozitiflik goriilen 4 vakanin morfolojik 6zellikleri, hastaya
ait Ozellikler ve kuvvetli CCNB3 ve BCOR reaktivitesi sebebiyle; bu vakalar BRS yoniinde
degerlendirildi. Bu dort vakanin biri CD99 negatifti, digerlerinde fokal pozitiflik mevcuttu.
NKX2.2’nin bu tiimdrlerde negatif oldugu bildirilmistir, ancak genetik olarak konfirme
BRS’lerde NKX2.2 antikoruyla ilgili ¢ok kisitli veri vardir ve vakalarla sinirlidir. Calismamizin
zaylf yani olarak BRS yoOniinde degerlendirdigimiz vakalara genetik test uygulanamadi ve
sadece immiinhistokimyasal incelemenin siniflandirmaya katkis1 arastirildi. Dolayisiyla
morfolojik ve immiinhistokimyasal incelemeye, Uygun klinikopatolojik senaryo eslik ediyorsa
calismamiza aldigimiz vakalar BRS yoniinde degerlendirildi. NKX2.2 antikoruyla literatiir ve
calismamiz arasindaki farkin; literatiirde az sayida genetik olarak konfirme BRS vakasinda
NKX2.2 calisilmasi veya c¢alismamiza aldigimiz vakalarin molekiiler konfirmasyonunun

olmamasi ile iligkili olabilecegi diistiniildii.

WT1 tiim vakalarda negatifti. ETV4 bir vakada 1+, bir vakada 2+ olarak degerlendirildi;
diger vakalarda negatifti. WT1 antikoruyla boyanma bulgulari, literatiirle uyumlu olarak
bulundu. ETV4’iin iki vakada pozitiflik gostermesi, literatiire gore yiiksek bulundu. Ancak

WT1’in eslik etmemesi sebebiyle nonspesifik olarak degerlendirildi.

Isik mikroskobu, elektron mikroskobu, immiinhistokimya, FISH, PCR vb. gibi mevcut
imkanlarla incelendiginde herhangi bir yone diferansiyasyon gostermeyen sarkomlar; giincel
WHO siniflamasinda; indiferansiye/siniflandirilamayan sarkomlar olarak siniflandirilmislardir.
Bu grubun, morfolojik 6zelliklere gore, yuvarlak hiicreli, igsi hiicreli, pleomorfik ve epiteloid
olmak {izere 4 alt grubu vardir. Bu gruplara yapilan genetik ¢aligmalar sonucu yeni subgruplar
ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin indiferansiye/siniflandirilamayan yuvarlak hiicreli sarkomlara
yapilan molekiiler ¢aligmalar sonucunda CRS ve BRS gibi 2 yeni antite ortaya ¢ikmigtir. Tiim
sarkomlarin yaklasik %20’sini olustururlar (47).
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Calismamiza aldigimiz 134 vakanin 31’1t mevcut klinik, morfolojik ve
immiinhistokimyasal 06zelliklere gore siiflandirilamadi. Bu vakalarin 3’iinde  EWSR1
rearanjmant calisilmis ve negatif bulunmustu. 31 vakanin bir kisminda CD99 pozitifligi
mevcuttu. CD99 antikoru ile ¢ok sayida yuvarlak hiicreli sarkomun reaktivite gosterebilmesi ve
NKX2.2 ile CD99 boyanmasini destekleyecek o6zellik goriilmemesi sebebiyle 31 vaka
siniflandirilamayan  gruba dahil edildi. Bu vakalarin  simiflandirilabilmesi  igin
immiinhistokimyanin yetersiz kaldigi; FISH, PCR, elektron mikroskobisi gibi yontemler ile

ileri incelemelere gerek duyuldugu diisiiniildii.

EAS’lerde yapilan muhtelif ¢alismalarda siirviye etki eden faktérler detayli olarak
calisilmistir. Genis kohortlarda yapilan 11 ¢alismanin 6’sinda ileri yas, kotii genel sagkalimla
iliskilendirilmistir. Bu iliskinin kuruldugu alti yayinin ti¢ii 18 yas1 (71-73), biri 14 yas1 (74)
esik deger olarak kabul etmistir. Diger iki calismada artan yas, kotii genel sagkalimla
iliskilendirilmistir (75,76). 5 ¢alismada ise yas ile genel sagkalim arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Artan yas, bu c¢aligmalar g6z Oniinde bulundurularak, kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir, ancak farkli caligmalarda esik deger olarak farkli yaslarin kullanilmasi
sebebiyle tutarli ve istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Bizim
calisgmamizda 18 yas (<18 ve >18) esik deger olarak kabul edildi. Hasta yas1 ile sagkalim siiresi
aras1 korelasyon durumu incelendiginde, bu faktoriin %90 giiven aralig1 i¢in sagkalim siiresini

etkiledigi tespit edildi (sig.=0.100). 18 yas alt1 hastalarda prognoz daha iyi bulundu.

Siirviye etkisi genis serilerde calisilan bir diger faktor cinsiyettir. Prognoza ve siirviye
etkisi 14 genis seride arastirilmis, sadece 2 seride anlamli bulunmustur (72,77). Hemen tiim
serilerde kadin cinsiyetin daha iy1 prognozla ve genel sagkalimla iliskili oldugu ifade edilmistir.
SEER verilerine gore de kadin cinsiyet daha iyi prognoz ve siirviyle iligskilendirilmistir. Ancak
bu calismalarda ve SEER verilerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilememistir.
Bizim ¢aligmamizda da sagkalim bilgisine ulasabildigimiz 94 hastada, cinsiyetin sagkalim
faktoriinii etkilemedigi goriildii (sig.=0.273). Yine de literatiirdeki calismalarin biiyiik
cogunluguyla uyumlu olarak kadin hastalarin daha uzun genel sagkalim siiresi gosterdikleri

tespit edildi.

Tiimdr capinin genel sagkalimla iliskisinin arastirildig: 7 genis serinin 6’sinda, esik deger
8 cm, 1’inde 10 cm olarak kabul edilmis; genel sagkalim ile istatistiksel olarak anlamli sonug
bulunmustur (72,78-83). Biiyiikk tiimoér capi, koti sagkalimla iliskilendirilmistir. Bununla
birlikte timdr ¢api igin esik deger olarak 5 cm ve 8 cm’yi kabul eden iki calismada; tiimor capi

ile genel sagkalim arasinda anlamli fark bulunmamaistir (84,85). Calismamizda tiimor ¢api igin
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esik deger 7 cm (<7 ve >7) alindi. Tiimor boyutu ile sagkalim stiresi arasinda korelasyon
durumu incelendiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sig.=0.288); ancak timor

bliylikliigii <7 cm olan hastalarin daha uzun yasadiklar tespit edildi.

Timor lokalizasyonuna gore genel sagkalimin arastirildign calismalarda kemik veya
yumusak doku yerlesimi arasinda anlamli fark bulunmamusti (76,82,84). Calismamizda kemik
ve yumusak doku yerlesimine ek olarak viseral yerlesimli olgular da istatistiksel olarak ¢alisildi.
Bu ii¢ yerlesim yeri ile sagkalim siiresi arasinda korelasyon durumu incelendiginde, bu faktoriin
sagkalim siiresini etkilemedigi goriildii (sig.=0.413). Ancak tiimorii kemik orijinli olan
hastalarin en uzun, viseral yerlesimli hastalarin en kisa sagkalim siiresi gosterdigi gortildii.
Literatiirde, tan1 aninda metastaz varligi en énemli prognostik veri olarak kabul edilmektedir.
Calismamizda yer alan viseral yerlesimli 10 vakanin 7’si metastaza aittir. Istatistiksel olarak
anlamli ¢itkmamis olsa da bu yerlesimin daha kisa sagkalim siiresine sahip olmasi beklenen bir

sonugtur.

EAS, BRS, CRS ve smiflandirilamayan gruptaki vakalarda, sagkalim bilgisine
ulasilabilen 94 hastanin, timor tipi ile genel sagkalim siiresi arasinda, BRS ve CRS tanili vaka
sayis1 olduk¢a az oldugundan, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sig.=0.226). Ancak
istatistiksel veriler analiz edildiginde, literatiirle uyumlu olarak en kotii sagkalim siiresi
CRS’lerde, en iyi sagkalim siiresi EAS’lerde saptandi. BRS’lerin sagkalim siiresi de literatiirle

uyumlu olarak, EAS’lerinkine benzerdi.

Yuvarlak hiicreli sarkomlarin giincel veriler 1s18inda simiflandirilmasina katkisini
aragtirmak tizere yaptigimiz caligmada NKX2.2, WT1, ETV4 ve CCNB3 ile optimal, BCOR

ile optimale yakin sonug alind1.

NKX2.2, sensitivitesi, literatiirle uyumlu olarak, ileri derecede yiiksek olarak bulundu.
EAS yo6niinde degerlendirilmis tiim vakalarda degisen oranlarda pozitiflik saptandi. Serimizde
EWSR1 rearanjmani saptanmis 11 vakanin 10’unda kuvvetli reaktivite goriildii; 1 vakada ise
teknik nedenlerden otiirii degerlendirilemedi. EWSR1 negatif 4 adet vakanin 3’linde negatif,
I’inde fokal zayif pozitif bulundu. Uygun kosullarda calisildiginda, 6zellikle diger belirteglerle
korelasyonu saglandiginda, EAS i¢in oldukga sensitif bir belirte¢ oldugu diiiiniildii.

Calismamizda WT1 ile optimal sonuglar elde edildi. CIC rearanjmani gosteren sarkom
yoniinde diislindiiren vakalarin tiimiinde pozitiflik mevcuttu. 4 vakada sadece niikleer, 3 vakada
sadece sitoplazmik reaktivite goriildii. Niikleer pozitiflik durumunda 6n planda CRS’nin ayirici

taniya alinmasmin gerektigi diisiiniildii; zira EAS, BRS veya smiflandirilamayan gruptaki
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hi¢bir vakada niikleer WT1 reaktivitesi goriilmedi. Ayrica serimizdeki EWSR1 pozitif 11
vakanin tamaminda negatifti. Specht ve arkadaglarinin serisinde, genetik olarak konfirme 1
CRS vakasinda sitoplazmik WT1 boyanmasi bildirilmisti. Serimizdeki EAS’lerin 3’iinde,
simiflandirilamayan gruptaki vakalarin 4’tinde sitoplazmik WT1 pozitifligi goriildii. BRS
yoniinde degerlendirilen higbir vakada boyanma goriilmedi. Sitoplazmik WT1 boyanmasi
durumunda, uygun klinikopatolojik senaryonun da varliginda ETV4 ile beraber
degerlendirildiginde CRS’ye isaret edebilecegi diisiintildii. Bununla ilgili genetik olarak CRS

oldugu konfirme olan vakalarda ve daha genis serilerde calisma yapilmasi gerekmektedir.

ETV4 immiinhistokimyas1 ile de optimal sonuglar alindi. CRS yoniinde yorumlanan
vakalarin tamaminda pozitiflik saptandi. ETV4 ile; EAS grubunda degerlendirilen 90 vakanin
21’inde ETV4 reaktivitesi goriildi. Bu literatiirle uyumlu bir bulguydu. EWSR1 pozitif 11
vakanin 5’inde de ETV4 reaktivitesi goriildii. EAS’lerde de pozitiflik oraninin yiiksek olmasi
sebebiyle, WT1 ile kombine edilerek veya EWSR1 negatif timérlerde kullanilmasi gerektigi

distintldii.

CCNB3 antikoru serimizde BRS yoniinde diisiindiiren tiim vakalarda pozitif saptandi.
EAS grubunda degerlendirilen 90 vakanin 10’unda, CRS yoniinde degerlendirilen 7 vakanin
1’inde ve smiflandirilamayan gruptaki 31 vakanin 5’inde reaktivite goriildii. Ayrica EWSR1
pozitif 11 vakanin 3’{inde boyanma goriildii. Bu antikorun da, ETV4 ile benzer sekilde, BRS
dis1 grupta sik boyandigi, dolayisiyla ek bir immiinhistokimyasal belirtegle kombine

kullanilmas1 gerektigi diisiiniildii.

Calismamizda BCOR antikoruyla, teknik nedenlerden otiirli, suboptimal sonug elde
edildi. Pozitif ve negatif kontrollerde efektif calismasina ragmen vakalarimizda teknik
artefaktlar sik olarak gozlendi. Mikroskobi asamasinda, teknik artefaktlar nedeniyle zor
degerlendirilen vakalarda, diger immiinhistokimyasal belirteglerle korelasyonu da goz 6niinde
bulunduruldu. EAS vakalarinin 21’inde, siniflandirilamayan vakalarin 13’tinde ve CRS
yoniinde degerlendirilen vakalarin 1’inde sitoplazmik ve niikleer, genelde sivanma tarzinda,
reaktivite gortildi. EWSR1 pozitif 11 vakanin 3’iinde boyanma mevcuttu. Bu antikorun da diger
belirteclerle kombine edilerek kullanilmasi gerektigi diisiliniildii. Ayrica ¢aligmamizda
kullandigimiz klon, genis serilerin cogunda kullanilan klondan farkliydi. BRS’ nin yeni bir
antite olmasi1 ve vaka sayisinin ileri derecede az olmasi sebebiyle uygun ticari klonun

gelistirilmesi i¢in ek calismalara ihtiya¢ oldugu diistiniildii.

Immiinhistokimyasal olarak NKX2.2, WT1, ETV4, CCNB3 ve BCOR antikorlarini
calistigimiz serimizde tanis1 degistirilen vakalar su sekildeydi: ilk tanist EAS olan 6 vaka BRS;
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ilk tamis1 EAS olan 2 vaka, yuvarlak hiicreli malign mezenkimal timér olan 3 vaka,
indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom olan 2 vaka CRS olarak revize edildi. Ayrica daha
onceden indiferansiye yuvarlak hiicreli sarkom grubunda tani verilen 7 vaka; NKX2.2’nin

kuvvetli pozitifligi ile EAS olarak degerlendirildi.

Yuvarlak hiicreli sarkomlarda tani i¢in altin standart molekiiler yontemlerle, tiimore ait
genetik degisikliklerin gosterilmesidir. Ancak bu testlere erisim zordur ve bu testlerin
maliyetleri yliksektir. Dolayistyla immiinhistokimyasal incelemenin tam siniflamaya katkisi
sinirl1 olsa da, molekiiler test gerektirecek hastalarin seciminde son derece faydalidir. Ozellikle
kombine edilerek kullanildiginda spesifisite ve sensitiviteleri ylikselmekte, molekiiler testlere
ihtiyact azaltmaktadir. Calismamizda kullandigimiz NKX2.2, WT1, ETV4, CCNB3 ve BCOR

bu ayrim1 saglamada oldukga etkili bulunmustur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiza aldigimiz 134 vakanin 90’1t EAS, 7’si CRS, 6’st BRS, 31’i
siniflandirilamayan grupta tanimlandi.

Klinik bagvuru sikayetlerine erisilebilen vakalarda, en sik semptom agr1 ve hassasiyettir.
Literatiirden farkli olarak serimizde en sik yerlesim yeri yumusak dokudur (%50).
Kemik yerlesimli timorlerde (%40), literatiirle uyumlu olarak en sik yerlesim yeri uzun
kemik ve bunlar arasinda femurdur.

Tiim vakalarda yuvarlak hiicre morfolojisi ve solid biiylime paterni baskindi. Bu
ozellikler literatiir ile uyumludur; fakat literatiirde tariflenen EAS dis1 tiimorlerde sik
gorildiigli bildirilen fokal igsi hiicreli morfoloji ve stromada miksoid degisiklikler
vakalarimizda goriilmedi.

Yuvarlak hiicreli sarkomlarin siniflandirilmasinda immunhistokimyasal NKX2.2, WT1,
ETV4 ve CCNB3 ile optimal; BCOR ile optimale yakin sonug alindx.

NKX2.2, sensitivitesi, literatiirle uyumlu olarak, ileri derecede yliksek olarak bulundu.
EAS icin CD99 ile birlikte degerlendirildiginde oldukg¢a sensitif bir belirte¢ oldugu
distiniildi.

Niikleer WT1 reaktivitesinin hi¢cbir EAS, BRS veya simiflandirilamayan tiimorde
goriilmemesi dikkate alinarak; EAS yoniinde disiindiirecek belirteglerin negatifligi
veya EWSR1 gen rearanjmaninin saptanmadigi durumlarda ekspresyonunun, ETV4 ile
kombine edildiginde CRS’ye isaret edebilecegi diistliniildii.

CCNB3 ve BCOR birlikte kullanildiginda niikleer reaktivitenin BRS tanisinda yardimcei
olabilecegi diistinlilmektedir. Calismamizda BCOR antikoruyla teknik nedenlerden
otiirii suboptimal sonug elde edildi. Pozitif ve negatif kontrollerde uygun ¢aligmasina
ragmen, vakalarimizda teknik artefaktlar sik olarak izlendi. Bunun, ¢alismamizda
kullandigimiz klonun literatiirde cogunlukla kullanilan klondan farkli olmasi ile iliskili
olabilecegi diisiiniildii.

Siniflandirilamayan grupta yer alan tiimdrlerin tanisinda morfoloji ve immiinhistokimya
yetersiz kalmaktadir. FISH, PCR, elektron mikroskobisi gibi yontemler ile ileri
incelemelerin, tan1 i¢in gerekli oldugu diistiniildii.

Calismamizda 94 hastanin sagkalim bilgilerine ulasilabildi. Mortalite oran1 %54,2°dir.
18 yas alti gruptaki hastalarda (%54,2), kadinlarda daha i1yi sagkalim gorildii.
Istatistiksel olarak 18 yas alt1 hastalarda genel sagkalim anlamli bulundu.

Viseral yerlesimli vakalarda ise en kisa sagkalim siiresi goriildii.

Literatiirde artan timor ¢ap1, kotii sagkalimla iligkilendirilmistir. Calismamizda da artan
timor capi ile sagkalim siiresi azalmistir.

Yuvarlak hiicreli sarkomlarda tani i¢in altin standart molekiiler yontemlerle genetik
degisikliklerin gosterilmesidir, fakat molekiiler testlere erisim zordur ve bu testlerin
maliyetleri yiiksektir.

Immiinhistokimyasal incelemenin tam siniflamaya katkis1 smirli olsa da, molekiiler test
gerektirecek hastalarin segiminde son derece faydalidir. Ozellikle kombine edilerek
kullanildiginda spesifisite ve sensitiviteleri ylikselmekte, molekiiler testlere ihtiyaci
azaltmaktadir.
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» Calismamizda kullandigimiz NKX2.2, WT1, ETV4, CCNB3 ve BCOR bu ayrim i¢in
olduke¢a faydali bulunmustur.
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7. RESIMLER

Kafatasi (%2,3)

Klavikula (%1.4)
Skapula (%4,7)

Kot (%12.9)
Humerus (%5,9)

Omurga (%7)
Pelvik kemikler (%24,7) Radius (%0.9)

Ulna (%0.8)
El kemikleri (%0,3)

Femur (%16,4) —‘ 'I Diger kemikler (%0.4)

Fibula (%9.4)
Tibia (%9,7)

Ayak kemikleri (%3.2)

Resim 1. Kemik yerlesimli Ewing Sarkom olgularimin yerlesim yeri ve sikhigina

gore dagilhimi.

Resim 2. EAS makroskopisi. Uzun kemik kesitinde diafizer intramediiller

yerlesimli, diizensiz sinirh permeatif lezyon izlenmektedir.
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Resim 3. EAS. Kiic¢iik, monoton, iiniform yapida hiicrelerden olusan, stromanin

swe

izlenmedigi selliiler tiimor (H-Ex400)

Resim 4. Atipik EAS. Kiiciik-orta boyutta, monoton, diizensiz, yer yer angiilasyon

gosteren niikleuslu, secilebilir sitoplazmali, arada mitotik figiirlerin sik olarak izlendigi

tiitmor dokusu (H-Ex400)
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Resim 5. EAS, adamantinoma benzeri varyant. Kiigiik biiyiitmede belirgin nest

paterni, periferal palizatlanma ve desmoplazi goriilmektedir (18).
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Resim 6. NKX2.2 icin pozitif kontrol olarak kullamlan pankreas dokusundaki

adacik hiicrelerinde kuvvetli niikleer boyanma (x200).
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Resim 7. WT1 i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan over seroz karsinom dokusunda

kuvvetli niikleer boyanma (x100).

Resim 8. ETV 4 icin pozitif kontrol dokusu olarak kullamlan beyin dokusunda néral

hiicrelerde kuvvetli niikleer, glial hiicrelerde orta yogunlukta niikleer boyanma (x200).
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Resim 9. CCNB3 i¢in pozitif kontrol olarak kullamlan testis dokusunda germ

hiicrelerinde orta-kuvvetli niikleer boyanma (x200).
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Resim 10. BCOR icin pozitif kontrol olarak Kkullanilan testis dokusunda

spermatogoniumlarda kuvvetli, spermatositlerde orta, sertoli hiicrelerinde zayif
boyanma (x400).
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Resim 11. BCOR i¢in negatif kontrol olarak karaciger dokusunda niikleuslarda
negatiflik (x200).

Resim 12. Vakalarimizda immiinhistokimyasal olarak NKX2.2 boyanma ézellikleri:
A. Negatiflik gosteren tiimor dokusu (x200) B. Tiimor dokusunda 1+ orta yogunlukta
boyanma (x400) C. Tiimér dokusunda 2+, kuvvetli boyanma (x200) D. 3+ orta-kuvvetli

boyanma gosteren tiimér dokusu (x200) E. Tiimorde yaygin kuvvetli pozitif boyanma (4+)
(x200)
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Resim 13. WT1 antikoru ile boyanma 6zellikleri: A. Tiimor hiicrelerinde negatiflik,
B. Tiimor hiicrelerinde 2+ niikleer+sitoplazmik boyanma (x400), C. Tiimor hiicrelerinde
niikleer+sitoplazmik difiiz (4+) kuvvetli boyanma (x200), D. Tiimor hiicrelerinde difiiz
kuvvetli niikleer boyanma (x400).
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Resim 14. ETV4 antikoru ile vakalarimizdan bazilarinda boyanma o6zellikleri: A.

Tiimorde negatif boyanma (x200), B. Tiimorde fokal olarak degerlendirilen (2+) pozitif
boyanma, C. Beyne metastaz yapmis CRS olgusunda, beyin dokusuyla benzer nitelikte

difiiz boyanma (x100), D. 4+ olarak degerlendirilen boyanma paterni.
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Resim 15. CCNB3 antikoruyla boyanma ézellikleri: A. Negatif boyanma (x200), B

ve C. Fokal niikleer boyanma (1+ ve 2+), D. 3+ olarak degerlendirilen difiiz boyanma.
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Resim 16. BCOR ile immunhistokimyasal incelemede: A. Fokal ancak kuvvetli
reaktivite, B. Fokal, kuvvetli boyanma, C. Difiiz ancak zayif-orta siddette boyanma, D.

Difiiz kuvvetli boyanma.
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Resim 17. BCOR ile karsilasilan artefaktlar. A. Sivanma tarzinda boyanma ve eslik

eden seyrek niikleer pozitiflik. B. Niikleuslarin secilebildigi yogun zemin ve sitoplazma

boyanmasi.

Resim 18. EAS ile benzer morfolojik ozellikler gosteren, BRS yoniinde
degerlendirilen vaka (H-Ex400)
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Resim 19. Kiigiik, yuvarlak monoton hiicrelerden olusan, seyrek olarak psodorozet

yapilar1 da izlenen, CRS yoniinde degerlendirilen vaka (H-Ex400)
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