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AYIRICI TANI ZORLUGU YASANAN PEDIATRIK TUMORLERDE MiKRODIZIiN
TABANLI KARSILASTIRMALI GENOMIK HIBRIDIZASYONLA TUM
KROMOZOMLARDA ANOMALI TARANMASININ YERI

Hilya TOSUN YILDIRIM, Dokuz Eyliil Ugivergitesi Saglik Bilimleri Enstittst, Onkoloji AD,

[ZMIR

OZET
Amag: Geleneksel histopatolojik ve immiinohistokimyasal yOontemlere karsin pediatrik
kanserlerin ayirici tanisinda, 6zellikle kiiciik, yuvarlak hiicreli tiimdér morfolojisinde ve bazen
ig hiicreli timor morfolojisinde zorluklar yasanabilir. Bu durumlarda, kromozomal
anormalliklerin belirlenmesi yararli olabilir. Tek problu bir 6rnekte FISH yontemiyle tek bir
translokasyonun veya delesyonun incelenmesi, s6z konusu kromozomal anormallik tek bir tip
olamayacagindan her zaman kesin bir yanit vermeyebilir. Varyasyonlar bulunabilir ve bu
nedenle tani i¢in birden fazla alani incelemek gerekebilir. Bu ¢calismanm amaci, tiim genom
karsilastirmali genomik hibridizasyon yonteminin ayiric1 tanida zorluk yasayan pediatrik
kanserlerde yerini degerlendirmektir.
Yontem: Karsilastrmali Genomik Hibridizasyonda (KGH), tiim genomda 135.000 prob ve
gen basina 3 prob olarak tarandi. Parafin blok dokulardan ¢alismak miimkiindii. Dr. Behget
Uz Cocuk Hastanesi Patoloji Laboratuvari arsivinden, ayirici tanida giicliik yasayan 24
olgunun parafin bloklarindan DNA ekstraksiyonu yapild1 ve her olguda tiim kromozomlarda
saptanan anomalilerin kontrol karsilastirmasi yapildi. Belirlenen kromozomal anomaliler,
klinikopatolojik bulgular ile karsilastirilda.
Bulgular: Tipik olarak gbzlenen kromozomal anomaliler ile birlikte, tartigmali onemi olan ek
degisiklikler tespit edildi. ES / PNET olgularimizda kontrole kiyasla en sik kopya sayisi
farklihigi srGAP2, RGPD5, NPHP1, GTF2IRD2, PDXDC1 genlerinde bulunmustur.
Andiferansiye néroblastom hastalarimizda en sik sayida kopya sayisi degisikligi; Defensin
beta 106A, Defensin beta 103B, RGPD5 geni ve MAGE ailesi Uyesi A12, SPANX ailesi
yesi D sarkom antijeni genlerinde tespit edilmistir. Ozellikle kiigiik yuvarlak hicreli
indiferan timor grubunda en sik sayida kopya sayist degisiklikleri immiinoglobulin
superfamily member 2, kalsiyum / kalmodulin bagimli protein kinaz II beta, POM121
transmembran nuikleoporin, Ankyrin repeat domain 30B, Solute carier family 6 member,
Peptidil prorolil izomeraz B, siklofilin A, RLD alani igeren E3 ubiquitin protein ligaz 2,
Tryptophan 2.3-dioxygenase genlerinde tespit edildi.

Sonug: Tiim genom KGH yontemi, ayirici tanida zorluk yasanan pediatrik kanserlerde faydali



olabilir. Ancak, parafin dokusunun incelenmesinde teknik zorluklar oldugundan, tiimérlerden
taze doku depolanmasi, genetik ve molekiiler incelemeler igin yararli olacaktir. Yontemin bir
kisithilig1 da, kromozomal anomalilerin belirlenmesine ragmen, in situ hibridizasyon gibi

translokasyonun rapor edilememesidir.

Anahtar Kelimeler: Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (KGH), nadir Pediatrik

Kanserler, Ayirict Tan



THE PLACE OF SCANNING ALL CHROMOSOMAL ABNORMALITIES WITH
MICRORRAY- BASED COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDISATION IN
PEDIATRIC CANCERS POSING DIFFICULTIES IN DIFFERENTIAL DIAGNOSIS

Hulya TOSUN YILDIRIM, Dokuz Eylul University Institute of Health Sciences, Department
of Oncology, IZMIR

ABSTRACT

Obijective: Despite conventional histopathological and immunohistochemical methods,
difficulties may be experienced in the differential diagnosis of pediatric cancers, especially in
small, round-cell and sometimes in spindle-cell tumours. In these cases, determination of
chromosomal abnormalities may be helpful. Examination of a single translocation or deletion
with the FISH method in a sample with a single probe may not always yield a definitive
response as the chromosomal abnormality in question may not be a single type. Variations
may be found and therefore, it may be necessary to examine more than one domain for
diagnosis. The aim of this study was to evaluate the place of the whole genome array
comparative genomic hybridization method in pediatric cancers where difficulty is
experienced in differential diagnosis.

Method: In Comparative Genomic Hybridization (CGH), 135,000 probes were scanned as 3
probes per gene in all genomes. It was possible to analyze paraffin block tissues obtained
from the archive of the Pathology Laboratory of Dr Behcet Uz Children’s Hospital. DNA
extraction was made from the paraffin blocks of 24 cases where difficulty had been
experienced in making the differential diagnosis and in each case, comparisons with control
samples were made for all anomalies in all chromosomes with microarray technology. The
chromosomal anomalies determined were compared with the clinicopathological findings.
Results: Together with the typically observed chromosomal anomalies, additional
derangements with debatable importance were determined. In our ES/ PNET patient cohort,
most frequently the number of copies were altered in genes srGAP2, RGPD5, NPHP1,
GTF2IRD2, PDXDCL. In our undifferentiated neuroblastoma patient, most frequently the
number copies were determined in genes Defensin beta 106A, Defensin beta 103B, RGPD5
gene and MAGE family member Al12, SPANX family member D sarcoma antigen. In
indifferentiated malignant tumors especially in the group of small round cell malignant
tumors, most frequently the number copies were detected in immunoglobulin superfamily
member 2, calcium / calmodulin- dependent protein kinase Il beta, POM121 transmembrane
nucleoporin, Ankyrin repeat domain 30B, Solute carrier family 6 member, Peptidylprolyl
isomerase B, cyclophilin A, RLD domain-containing E3 ubiquitin protein ligase 2,

Tryptophan 2.3-dioxygenase.



Conclusion: The whole genome CGH method may be useful in pediatric cancers where
difficulties are experienced in making differential diagnosis. Since, technical difficulties are
experienced in the examination of paraffin-embedded tissue samples. storing fresh tissue
samples from each tumor will be helpful for genetic and molecular examinations. A limitation
of the method is that although chromosomal anomalies can be determined, contrary to in situ
hybridization translocation of the chromosomal abnormality can not be determined.

Key Words: Comparative Genomic Hybridization (CGH), Rare Pediatric Cancers,
Differential Diagnosis



1. Giris ve Amag:

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi:

Cocukluk ¢aginda nadir goriilmesine ragmen maligniteler, ¢ocuklarda da 6nemli bir
oliim nedenidir. Gelismis iilkelerde kanserlerin yilizde birinden az1 15 yas alt1 ¢ocuklarda
goriiliir. Toplam kanser prevalansi 15 yas altinda milyonda 70-160 arasindadir (1). Diger
gelismekte olan llkeler ve Tiirkiye’de maligniteden oliimler dordiincii sirada yer alir.
Cocukluk caginda beklenen yasam siiresinin uzun olmasi nedeniyle c¢ocukluk cagi
malignitelerinde ayirici tan1 daha da 6nemlidir.

Son 30 yilda, tedavi seceneklerindeki artisa paralel, ¢ocukluk c¢agi kanserlerinde
yasam oranlarinda 6nemli iyilesmeler olmustur. Pediatrik kanserler, uluslararasi ¢ocuk
kanserleri siniflamasina (ICCC) gore 12 gruba ayrilir (2). Yaglara gore dagilimda
farkliliklar olsa da Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) kayitlarina gore, ¢ocukluk
caginda lilkemizde en sik 16semi/ lenfomalar, ardindan santral sinir sistemi (SSS)
timorleri goriliir (1, 3). Kanserin yasa gore dagilimini inceledigimizde ilk bir yasta daha
cok spesifik organlarda yerlesmis noroblastom, retinoblastom ve nefroblastomun 6n
planda oldugu embriyonel primitif tiimorler, 1-4 yas arasinda 16semiler ve 5-14 yasinda
16semi/ lenfoma ve SSS tiimérlerin olgularin hemen hepsini olusturdugu goriiliir. Ozetle
cocukluk yas grubuna 6zgii, fetal hayattaki her ii¢ gelisim yapragindan koken aldigi
digiiniilen “primitif” tiimorler” ciddi tani tuzaklarina sahiptir. Bu grup tiimérler kiigtik
yuvarlak hiicreli malign tiimorler olarak da anilirlar (4-7).

Arastirmanin Amaci:

Cocukluk caginda gozlenen primitif kiiclik yuvarlak hiicreli tlimorler, ¢ocukluk
cag1 malign tiimdrlerinin % 0,1’in1 olusturan heterojen malign tiimor grubudur. Temelde
cocukluk ¢aginda goriilen bu tiimorler; ndroblastom, sarkomlar arasinda rabdomyosarkom
ve rabdomyosarkom dis1 yumusak doku tiimorleri olarak siniflandirilan Ewing sarkom
(ES)/ primitif noroektodermal timér (PNET), dezmoplastik ki¢uk yuvarlak hicreli timaor
( DKYHT) ve malign rabdoid/ teratoid tiimér (RT) olarak siralanabilir (8-10).

Unutulmamasi gereken onemli nokta, bu tiimorlerin heterojen yapisi, biyopside
orneklenen dokunun sinrliligi ve bu tiimorlerde birbiriyle Ortliisen morfolojik ve hatta
immunohistokimyasal bulgularin olabilecegidir. Pediatrik kanserlerde o6zellikle klguk
yuvarlak hiicreli timdér morfolojisinde, bazen de igsi hiicreli tiimdrlerde konvansiyonel
histopatoloji ve immunhistokimyasal yoOntemlere ragmen aymrict tam gligliigi

yasanabilmektedir. Kiiciik biyopsi orneklerinde, klinik ve radyolojik verileri 1s1inda,



hiicresel detaylar ve yapisal paternler irdelenerek bir 6n tani olusturulmali ve ayirict
tanisina giren antiteler g6z Oniinde bulundurularak immunohistokimyasal incelemeler ve
gereklilik halinde molekiiler incelemeler kullanilmalidir (11, 12). Tek bir prob ile 6rnegin
Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile tek bir translokasyon ya da delesyona
bakmak her zaman kesin yanit vermeyebilmektedir. Ciinkii s6z konusu kromozomal
anomali tek tip olmayabilmektedir. Varyasyonlar1 bulunabilmektedir. Ya da ayirict tani
icin birden ¢ok bolgeye bakmak gerekebilmektedir. Bu olgularda kromozomal
anomalilerin saptanmas1 yardimci olabilmektedir.

Bu calismanin amaci; tan1 giiglii§li yasanan pediatrik kanserlerde tiim genom
karsilagtirmali genomik hibridizasyon yOnteminin yerini arastirmaktir. Bu calismanin
devaminda elde edilen ¢ok sayida genetik data ilgili bolgelerdeki genler ve fonksiyonlari

arastirilarak karsinogeneze katkilar1 agisindan yorumlanacaktir.

1.2. Arastirmanin Hipotezi:

Bizim bu c¢alismada hipotezimiz; “tan1 gii¢liigii yasanan pediatrik kanserlerde tiim
genom karsilastrmali genomik hibridizasyon yontemi” ile saptanan kromozomal
degisikliklerin tiimorlerin tanisinda ve ayirici tanisinda yol gosterici oldugudur. Calisma
sonucunda; olgu sayisinin kisitlilig1 nedeniyle kesin aday gen degisikligi tanimlayamasak
da; baz1 genetik degisikliklerin 6zellikle bazi tiimorlerle iliskisinin dngdriilebilecegini

gordik.



2. Genel Bilgiler:

Noroblastom (NB):

Noroblastom (NB); adrenal medulla ya da sempatik néronlardaki noral krest kdkenli
hiicrelerin diferansiasyon defektine bagli gelisir ve en sik rastlanan ekstrakraniyal ¢cocukluk
cag1 solid timoridir (13, 14). NB tim pediatrik kanserlerinin % 8-10’ununda goérulir ve
cocukluk cag1 kanserlerinde 6liim nedeni olarak ilk siradadir. NB, farkli biyolojik davranisa
sahiptir. Yasamm ilk iki yi1linda % 2 civarinda spontan regresyon gosterirken, yiiksek riskli
ileri evre olgularda multimodal yogun tedavi yaklasimlarma ragmen 10 yilllik sag kalim %
30’larm altindadir (15). Tedavi; yas, timor evresi, histopatolojik derece, N-myc gen
amplifikasyon kopya sayisi, ploidi, 11q LOH benzeri segmental aberasyonlara dayanarak
hazirlanan risk protokollerine gore uygulanir. Bu protokollerde sisplatin ana tedavi edici
ajandir. Yiiksek doz kemoterapi protokollerine ragmen prognozun yeterince iyl olmamasi

farkli tedavi arayislarin1 beraberinde getirmektedir (15,16).

Ewing Sarkom/ Primitif Noroektodermal Tumor

Ewing sarkomu (ES) ve Primitif ndroektodermal tumér (PNET), ortak histolojik ve
molekdiler bulgulari olan, fakat degisen derecelerde néroektodermal diferansiyasyon gésteren
“kiictik yuvarlak hiicreli tiimoér” grubundadir. ES/ PNET ler iskelet sisteminin herhangi bir
yerinde, Ozellikle uzun kemik diafizinde, pelviste ve ekstremitelerin derin yumusak
dokularinda gorilir. Gogiis duvari yerlesimli oldugunda Askin tiimori olarak isimlendirilir
(17, 18).

Kemik kdkenli ES/PNET cocukluk ¢aginda osteosarkomdan sonra; yumusak dokuda ise
rabdomyosarkomdan sonra ikinci sirada goriilmektedir. ES/ PNET’in koken aldig1 hiicreler
netlik kazanmamistir; bazi aragtimacilara gére mezenkimal kok hiicreden bazilarina gore post-
ganglionik parasempatik primordial hiicrelerden kdken almaktadir (9, 17). Morfolojik olarak
uniform kucik, yuvarlak, primitif hicrelerin diffiz proliferasyonundan olusmaktadir.
Hicreler kompakt tabakalar ve intertrabekiiler alani dolduran yuvalar olusturur. Niikleer
kromatin ince graniiler yapida olup, kiigiik-orta boy nukleol olabilir. TUmor hucreleri,
intrasitoplazmik glikojen i¢eriginden dolay1 PAS pozitiftir. TUmor matriks Gretmez. Hiicreler
fibriler uzantilarin ¢evresinde dizilim gostererek ndroblastomda goriilen ile benzer Homer-
Wright rozeti veya bir damar ¢evresinde dizilim gdsteren psddorozet olusturabilir (18, 19).

Immunohistokimyasal olarak ES/ PNET’te tumor hiicrelerinde membrandz CD99
pozitiftir ancak her zaman bu tiimore spesifik olmaylp mezenkimal kondrosarkom,

rabdomyosarkom, kugik hiicreli osteosarkom, az diferansiye sinoviyal sarkom, lenfoma/



16semide de pozitif olabilir. Bazi olgular Pansitokeratin, CD57 ve NSE pozitif olabilir (11).
ES/PNET ailesi sarkomlarin yaklagik %85°1 t(11;22)(q12;q24) (EWSR1-FLI-1) icerdigi i¢in
nikleer FLI-1 pozitifligi tanida degerlidir ancak bu belirteg ES/ PNET e spesifik bir marker
degildir. Vakalarm biiylik ¢ogunlugunda 22.kromozomda bulunan EWS geninde karsilikl1 bir
translokasyon vardir. Rutinde parafine gomiili dokularda, EWSRI1 spesifik problari
kullanilarak FISH ile bu translokasyonlar veya RT-PCR ile fiizyon tanskripsiyonlari
saptanabilir. Ancak ES/PNET ailesi sarkomlarin yaklasik %85’inin pozitif oldugu akilda
tutulmali ve bu belirteglerin epiteliyal tiimorlerde ve lenfomalarda da pozitif olabilecegi

unutulmamalidir (9, 11, 18, 19).

Desmoplastik kigtk yuvarlak hicreli tumor (DKYHT)

Cocukluk cag1 ve ergenlik doneminde goriilen oldukga agresif kiigiik yuvarlak hiicreli
bir tiimordiir. Siklikla yaygin serozal tutulum seklinde, en sik peritoneal kavite olmak {izere
toraks, santral sinir sistemi, bas-boyun lokalizasyonunda gordlebilir. Timorin kokeni
bilinmemektedir fakat tumor epiteliyal, kas ve noral belirtecler ile pozitif olup polifenotipik
diferansiyasyon gostermektedir (18).

Morfolojik olarak desmoplastik stroma igerisinde trabekiiler ve adalar seklinde kiiciik,
yuvarlak, dar sitoplazmali hiicrelerden olusan primitif az diferansiye malign tiimordiir. Bazen
tiimdr hiicrelerinde rozet benzeri yapilanmalar gériilebilir. Immunohistokimyasal olarak
tumor hucreleri vimentin, sitokeratin, desmin, EMA ve WT-1 pozitif boyanir. Timor
hicrelerinde Desmin ve vimentin ile karakteristik olarak noktasal, paraniikleer boyanma
goriiliir. Ayrica bu hiicrelerde CD56, NSE, kromogranin, sinaptofizin ve S-100 fokal pozitif
olabilir. Molekiiler olarak ES/PNET ailesi sarkomlarinda gordiigiimiz EWS-WT1 fuzyon
geni varligi tanida yardimci olabilir (9, 11, 20).

Degisik kemoterapi protokolleri kullanilarak tedavi edilse de, DKYHT lerde cerrahi,
radyoterapi ve hatta kok hiicre nakli ile genel sag kalim %15 dolayindadir. Siklikla lokal

rekiirrensler ile seyreden, agresif gidisli bu timériin ¢ogu fatal seyirlidir (20, 21).

Rabdomyosarkom (RMS)

Rabdomyosarkom en sik goriilen pediatrik yumusak doku sarkomudur; pediatrik
malignitelerin  %5-8’ini olusturur. Cocukluk c¢aginda gorillen malign tiimorlerin ayirici
tanisinda mutlaka diisiiniilmelidir. Rabdomyosarkom embriyonik iskelet kasit yoniinde
farklilasma potansiyeli gosteren, fenotipik ve biyolojik ozelliklerini taklit eden, primitif
timordir. Ancak cizgili kas dis1 yerlerde daha sik ortaya g¢ikar. En sik primer yerlesim
bolgeleri bas- boyun, genitolriner sistem olmak iizere retroperiton, pelvis ve batin gibi
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visseral organlarin komsulugu ve ekstremitelerdir. RMS, WHO siniflamasinda embriyonel,
alveolar, pleomorfik, igsi/ sklerozan ve epiteloid rabdomyosarkom alt tiplerine ayrilmaktadir.
Cocukluk c¢agmin en sik goriilen sarkomu yuvarlak/ igsi hiicreli bir sarkomdur ve en sik 15
yas altinda goriilir. Ancak genel olarak bu tiimoérlerin biiylik ¢cogunlugunu embriyonel ve
alveolar alt tipleri olusturur. Bu alt tipler klinik, morfolojik, molekiiler ve prognostik acidan
birbirinden farklidir. igsi hiicreli/ sklerozan ve embriyonel rabdomyosarkom iyi prognozlu
iken, alveolar rabdomyosarkom kétu prognozludur (9, 10).

Morfolojik olarak rabdomyosarkomlar iskelet kasmin gelisimine benzer sekilde kasin
farkli gelisim asamalarin1 gosteren primitif mezenkimal hiicrelerden olusur. Primitif timor
hiicreleri i8si ya da yuvarlak olabilir ve genellikle bol miksoid stroma igerir. Tanitic1 6zellik
olarak ise bu primitif yuvarlak hiicreler rabdomyoblastik farklilasma gdsterebilir.
Rabdomyoblastik hiicreler genis eozinofilik sitoplazmali, sitoplazmasinda enine ¢izgilenme
olan uzayarak elonge sekil alan hiicrelerdir. Tiimor hiicreleri sitoplazmik glikojen igeriginden
dolay1 PAS pozitif olabilir. Immuhistokimyasal incelemede rabdomyoblastik hiicrelerde
desmin ve kasa 0zgl aktin sitoplazmik pozitif, Myogenin ve MyoD1 daha ilkel primitif
hicrelerde nikleer pozitiftir. Sitokeratin, S-100 protein, CD99 fokal ekspresyon gdsterebilir
(13). Molekiiler agidan embriyonel RMS’larda karakteristik translokasyon tanimlanmamustir,
ancak alveolar RMS’larin %85’inde iki translokasyondan biri bulunur: t(1;13)(p36;q14) veya
t(2;13)(q35;914). Bu translokasyonlar sirasiyla PAX7-FOXO1 ve PAX3-FOXO1 fizyon
genlerinin olusumuna neden olur (7, 9).

Rabdomyosarkom ayiric1 tanisinda benign reaktif/ neoplastik siire¢ler ve malign bir¢ok
tiimor vardir. Benign siireglerde 6ncelikle travma ve travmaya sekonder degisiklikler yanisira
benign neoplastik siire¢ olan rabdomyom ile karigabilir. Ayrica arada kalmis atrofik tiimor
dis1 iskelet kasinda yalanci pozitiflik o tiimdriin rabdomyosarkom tanisi almasina neden
olabilir. Ayn1 zamanda bazi tiimorlerde 6rnegin nefroblastom (wilms tiimdr), liposarkom,
kondrosarkom, ES/PNET ya da sinir kdkenli timdérlerde rabdomyoblastik diferansiyasyon
gOrilebilir. Asil problem indiferansiye bir tiimorde ¢izgili kas yoniinde diferansiyasyonunun
morfolojik olarak ayirt edilemedigi “kiiciik yuvarlak hiicreli timor” morfolojisindeki az
diferansiye bir timorde, RMS ayiric1 tanida mutlaka diisiiniilmelidir. Cocukluk ¢agmin en sik
goriilen sarkomu olan RMS’da tani aninda hastanin evresi, timorun yerlesim yeri, timorin
histolojik alt tip ve yasi1 prognostik agidan 6nemlidir. Bu tiimorlerde cerrahi ve ek olarak

radyoterapiden olusan tedaviye, kemoterapinin eklenmesi sag kalimi1 %70’lere ¢ikarabilir (9).



Yumusak dokunun malign rabdoid tiimorii

Malign rabdoid timor (RT) siklikla ¢ocuklarda, konjenital olarak goriilebilen kdkeni
belirsiz nadir bir sarkomdur. Derin yumusak doku kalga-omuz ve visseral i¢ organlarda (GIS,
karaciger, kalp, mesane ve beyin) goriilebilir. Mikroskopik olarak selliiler bir timor olup,
poligonal hiicre kiimelerinden olusur. Nadiren kii¢clik yuvarlak hicreli komponent de icerebilir
(7,8). Immunohistokimyasal olarak ¢ogu vakada sitokeratin, EMA, CD99 ve ndroendokrin
belirtecler pozitiftir ve tipik olarak INI1 ekspresyon kaybi vardir (9,10). Tedavisi cerrahidir.
Kemoterapi genellikle etkisizdir. Prognozu kotidir. Siklikla lokal rekiirrens ve uzak metastaz

gordldr (8).

Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (KGH)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) un dahil oldugu klasik sitogenetik yontemlerin,
kanser sitogenetiginde karsilasilan yapisal problemleri net olarak tanimlayamamasi nedeniyle
(tek bir prob ile tek bir translokasyon veya delesyon saptanmasi) yeni yontem arayislari oldu.
Molekiiler ve sitogenetik tekniklerin birlikte kullanildigt KGH sorunun ortadan kalkmasina
neden oldu (22). Kallioniemi ve arkadaslart KGH yontemi ile DNA dizisindeki kopya sayis1
degisimleri arastirdi ve degerlendirdi (23-26).

KHG teknigi, temeli FISH’e dayanir, degisik floresan boya ile boyanan referans ve test
(hasta) referans DNA 6rnekleri ile karsilastirilarak ortaya konur ve elde edilen floresan renk
degisiklikleri analiz edilir. Bioinformatik ortamda goriintii analiz programiyla bilgisayarda
hibridizasyon oranlarina gére kromozom hibridizasyon profilleri hesaplanir ve o kromozomda
o lokustaki 1 kb’a kadar ayrintili kromozomal anomaliler ortaya ¢ikarilir. Bu yontem ile;
standart tekniklerle saptanamayan yapisal kromozom anomaliler daha guvenilir saptanabilir,
en az iki genom birbiri ile karsilastirilir, tek bir deneyde tim genom analiz edilir, sitogenetik
analiz icin yeterli metafaz elde edilemeyen timdrlerin incelenebilmesi mimkindur ve taze
timor dokularina uygulanabilir. Bu teknigin kisitliliklar1 da vardir; heterojen hiicre
popiilasyonu ile ¢alisilmasi, standardizasyonun zorlugu, dolayisiyla incelemeyi ve arastirmay1
bu konuda egitim almis kisilerin yapabilmesidir (23, 24, 27).

KGH, genis ve yeni molekuler sitogenetik analiz yontemidir ve tani zorlugu yasanan
birgcok olguda kromozomal anomalinin tanimlanmasina ve ortaya ¢ikarilmasina imkan tanir.
Ozellikle prenatal tanida da kullanilan bu teknik otizm ve zihinsel gerilige neden olan spesifik
kromozom anomalilerin saptanmasinda kullanilir. Ayrica, néromuskuler kas hastaliklar1 ve
genetik metabolik hastaliklar1 saptamak amaciyla bu teknik kullanilabilir (25, 28).

KGH ydntemi temelde timore 0zgl genetik degisiklik ya da daha dnce tanimlanmis o
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timore spesifik karakteristik genetik anomalilerdeki farklilik paternini degerlendirerek timor
progresyonu veya hasta sag kalimiyla iligkisi olup olmadigin1 aydinlatmaya c¢alisir.
Hematolojik kanserlerin yanisira bir farkli tumodrde birden fazla noktalarda saptanabilen
genetik degisimler vardir (25, 29). Glniumuze kadar bir¢ok farkli kanserde KGH yénteminin
arastirildigr birgok farkli ¢alisma yaymlanmistir. Bircok kanser ve o kanserlerden uretilen
hiicre hatlarindaki kromozomal farkliliklar arastirilmistir. Ayrica bu teknik ile, in situ
lezyonlar, invaziv kanserler ve metastatik kanserler gibi tlimoriin farkli agamalarini gosteren
orneklerde tumor gelisimi sirasinda DNA kopya sayisindaki degisiklikler gosterilebilmistir
(30).
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3.Gereg ve Yontem:
3.1 Arastirmanin Tipi:

Arastirma deneysel bir ¢caligmadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarida
gergeklestirilmistir. Projeye Haziran 2016 de baslanmis olup Agustos 2019°de tez

savunmasi ile sonlanmaistir.

3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Calisma Gruplar:

Dr. Behget Uz Cocuk Hastanesi Patoloji Laboratuvari arsivinden, ayirici tanida
giicliik yasayan 24 olgunun parafin bloklarindan DNA ekstraksiyonu yapildi ve KGH
analizi uygulandi. Her olguda tiim kromozomlarda saptanan anomalilerin kontrol
karsilastirmasi yapildi. Belirlenen kromozomal anomalileri, klinikopatolojik bulgular ile
karsilagtirildi.

Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon analizinde tiim genom veya genom lizerinde
alt bir bdlgeye, drnegin Ilgilenilen tek bir kromozomal bdlgeye veya birden ¢ok lokusa
0zel tasarlanmis NimbleGen CGH dizinleri ( array) kullanilarak ilgilenilen bir genomun
referans bir genom ile arasindaki kopya say1 farkliliklari, kromozomal anomaliler tespit
edildi.

3.4. Calisma materyali
KGH Analizi:

KGH i¢in analiz edilecek 24 olgunun DNA’s1 (test DNA’s1) ile normal DNA (kontrol
DNA’s1) farkli florokromlarla isaretlendi ve normal hiicrelerden elde edilen metafaz
kromozomlar1 ile hibridize edildi. Referans metafaz alanindaki kromozomlar boyunca
floresan yogunluklarindaki farkhiliklar, tiimér DNA’sindaki kopya sayis1 degisiklikleri
(amplifikasyonlar veya delesyonlar) anlamma gelir. Farkli floresan fenotipi gosteren
DNA’lar normal metafaz kromozomlar1 ile hibridize olduklar1 zaman birbiri ile
oOrtiisliyorsa, mavi-turuncu bir renkte izlenir. Eger test DNA’sinda bir delesyon s6z konusu
olursa bu bdlgede hibridizasyon gerceklesmez, dolayisiyla bolge kirmizi renkte izlenir
(Sekil 1). Buna karsilik DNA’da bir amplifikasyon varsa, bu bdlgede hibridizasyon daha
yogun oldugu i¢in bolge diger bolgelerden daha parlak yesil olarak izlenir. Goriintii analiz
sisteminin  programiyla bilgisayarda hibridizasyon oranlarma gore kromozom

hibridizasyon profilleri hesapland1.
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(TEST) (KONTROL)

Normal metafaz kromozomu

ile hibridjzasxon

0 2 (log2 ratio)
T I T

................................... > L Ampinkasyon

Sekil 1: KGH yonteminin sematik hali.

Ozetle KGH analizinde su basamaklar uygulandi: doku kontaminasyonunu engellemek adina
dikkatli stereoskopik mikrodiseksiyon, DNA elde edilmesi, DNA isaretlemesi, mikroarray
hibridizasyon, mikroarray goriintiileme ve 0©zel yazilim ile verilerin analizi Ve
degerlendirilmesi. Bu taranan ham verilerden Ozet grafik gdsterimi olusturuldu. Bu ham
verilerden, kiigiik genomik degisikliklerin kesin yerini teyit etmek i¢in yararlanildi. Ayrica
gen flizyonunu taramak ve flizyon esini saptamak icin de bu veriler kullanildi KGH
yontemiyle elde ettigimiz veriler tiimore neden olan spesifik genetik degisiklik ya da o timére
Ozgii bilinen karakteristik genetik anomalilerdeki degisiklik paterni ile timor progresyonu

veya hasta sagkalimi iizerine iligkisi aydinlatilmaya ¢alisild1.
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DNA izolasyonlarinda spin kolon kullanildi ve manuel yontemle yapildi. En az 0,5 pg test
edilecek genomik DNA elde edildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklari
260/ 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik Ol¢iimlerle absorbanslarinin dlgiilmesiyle
belirlendi. 1zole edilen DNA’larm saflig1 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarinm oran ile
kontrol edilerek, ideal saflikta kaliteli DNA eldesi icin A260/ A280> 1,8, A260/ A230> 1,9
olma kriteri dikkate alind1.

DNA ornekleri ve kontrol 6rnekleri isaretleme kiti ile protokole uygun isaretlendi. Ve
isaretleme sonlandirilip, uygun yikama ve santrifijlerde temizlendi. Hibridizasyon igin
gerekli miktar hesaplanip ayrildi. Hibridizasyon sonrasi yikama asamalar1 protokole uygun
gerceklestirildi. Tarama islemleri MS 200 microarray scanner aletinde alete ait yazilim
programlar1 kullanilarak otomatik olarak gergeklestirildi. Tarama asamasinda tek bir tarama
ile 12 O6rnegin hepsine ait gdriintii elde edilmesi miimkiindiir. Tarama islemleri iki farklh
isaretleme oldugu icin iki farkli dalga boyunda 532 ve 635 nm’de, 2 pm rezoliisyon ile
dizgln bir goriintii elde edilinceye kadar tekrarlandi. Tarama islemleri sonrasinda goriintii
dosyalar1 bilgisayar yazilim programlariyla incelenmek iizere kaydedilerek, mikrodizin lami1
cihaz igerisinden ¢ikarilarak karanlik bir desikator iginde gerekli oldugu takdirde tekrar
taranmak lizere saklandi.

Elde edilen tarama goriintiileri kitin ticari (Nimble GEN) programinda kontrolle
karsilastrmali analiz edildi. Istatistik incelemeye gerek yoktu. Tiim kromozom tarama ile
ortaya ¢ikan degisiklikler literatlr bilgisi ile karsilastirildi (31).

KGH teknik asamalar1

» Test ve referans hiicrelerden genomik DNA izolasyonu

+ Izole edilen bu DNA materyalinin farkli renkte florokromlarla [Cy 3 (yesil) ve Cy5

(kirmiz1)] isaretlenmesi,

« Ard arda tekrarlanan bdlgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri 6nlemek igin

Human Cot-1 DNA ile muamele

« BAC, PAC, kosmid, cDNA, oligonukleotid ve PCR tiirevli problarin (target) cam

matriks Uzerine sabitlenmesi

« Hibridizasyon

» Bilgisayar ortaminda c¢esitli analiz programlari ile floresan sinyallerin tanimlanarak

sonucun degerlendirilmesi

Elde edilen tarama goriintiileri kitin ticari programinda kontrolle karsilastirmali analiz
edildi. Deneysel Olgiit Raporu hazirlandi. Hazirlanan raporla, sinyal araligi, blok basina

ortalama sinyal yogunlugu, blok biitlinligiiniin degiskenligi, dizin ilizerindeki deneysel

14



karakteristiklerin ortalama sayisi, ortalama sinyal yogunluklari gibi birgcok bilgi elde

edildi. Her bir olgunun sitogenetik idiogramlar1 ¢ikarildi. Istatistik incelemeye gerek

yoktu. Tim kromozom tarama ile ortaya ¢ikan degisiklikler literatiir bilgisi ile

karsilastirildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

KGH ile saptanan kromozomal degisiklikler bagimsiz degiskenler olup, pediatrik

olgularda ayirici tani giigliigli yasadigimiz tiimorler bagimli degiskendir.

3.6.  Veri Toplama Araclan:

Parafin bloklardan elde edilen DNA 6rnekleri, KGH sonuglari

3.7.  Arastirma Plan ve Takvimi (Tablo 3.7.1):

Tablo 1: Arastirma takvimi

Haziran-Temmuz
2016

Agustos-Ekim
2017

Haziran 2018

Haziran 2019

Deneylerin plani

Malzeme temini

DNA
ekstraksiyonu
KGH analizi

Degerlendirme
Istatistiksel Analiz
Yazma

Literatdr

guncelleme

Yayma doniistiirme
Sunma

Bitirme raporu

3.8.Verilerin Degerlendirilmesi:

Arastirma sonuglarin istatistik analizi, SPSS i¢cin Windows istatistik programinin 15.0

versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde incelenecektir. Bulgular, Kruskall-

Wallis sonrast Mann Whitney-U testiyle analiz edilecektir.
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3.9. Arastirmanin Simirhhiklar::

KGH yonteminin kisitliligi temelde dengeli translokasyonlar1 ve inversiyonlar1 tespit edemez.
Ayrica kanserler sadece kromozomal dengesizlikler disinda, DNA’daki nokta mutasyonlar1
olan tek bir baz ¢iftindeki degisiklik sonucu da meydana gelebilir. KGH yontemi bu kadar
kiiclik degisiklikleri saptayamaz. Ayrica, KGH yOdntemi ile bulunan kopya sayis1 degisiklikleri
fenotipik olarak normal bireylerde de olabilir, kanser ya da hastaliga yol a¢tigi net
sOylenemez.

Ayrica intratiimoral heterojenite 6nemli bir konu olup, ayni taniya sahip farkli hastalarin

tiimor dokular1 ayn1 molekiiler 6zellikleri gostermeyebilir.

3.10.Etik Kurul Onay1: Bu ¢alisma i¢in; 31.03.2011/6 tarihli B-10-4-1SM-4-3565-72/ Etik
komite (Dr Behget Uz Cocuk Hastanesi) Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul Onay1

alind1
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4. Bulgular:

Hastalarimiz arasinda 10 Ewing sarkom, 5 noroblastom vardi Geri kalan 9 olgu

indiferan malign tiimdr olarak tanimlandi (Sekil 2). indiferan malign tiimér tanisi alan

olgularin ikisinde RT, ikisinde DKYHT, birinde ise RMS oOncelikli olarak diisiiniildii.

Olgularm yaslar1 2 ay ile 18 yas arasinda degisiyordu. Hastalar yag ortalamasi 8,7 +5,3 idi.
Seri, 10 erkek (% 41,7) ve 14 kizdan (% 58,3) olusuyordu (Sekil 3). Tiimérlerin yerlesim yeri

6 bobrek ve adrenal bez, 4 batin i¢i,

4 toraks duvari, 3 kalgca veya ekstremite yumusak

dokusu, 2 akciger veya plevra, 2 pelvik bolge ve 1 karaciger seklindeydi. Konsiiltasyon gelen

2 olguda ise tiimoriin yerlesimi bilinmiyordu (Tablo 2) (Sekil 4).

Tablo 2. Hastalarin demografik verileri.
VAKA | VAKA | YAS CINSIYET | YERLESIM | TANI SAG KALIM
KODU | (yi) YERI

1 1A1 4 K iliak kanat Ewing sarkom Bilinmiyor

2 1A2 4 E Batin ici Indiferan malign Bilinmiyor
timor (DKYHT ile
uyumlu)

3 1A3 11 E Toraks duvar1 | Ewing sarkom Bilinmiyor

4 1A4 9 E Pelvik bolge Indiferan malign Bilinmiyor
timor (DKYHT ile
uyumlu)

5 1A5 8 E Sakral bolge Ewing sarkom Eksitus

6 1A6 0 K Karaciger Indiferan malign Bilinmiyor
timor

7 1A7 18 K Bilinmiyor Ewing sarkom Sag

8 1A8 17 K Bilinmiyor Ewing sarkom Eksitus

9 1A9 13 E Akciger/ Indiferan malign Eksitus

plevra timor

10 1A10 2,5 K Pelvik bolge Indiferan malign Bilinmiyor
timor (RMS ile
uyumlu)

11 1A11 10 K Bobrek Indiferan malign Bilinmiyor
timor

12 1A12 7 K Toraks duvart | Ewing sarkom Bilinmiyor

13 2A1 13 K Batin igi Ewing sarkom Bilinmiyor

14 2A2 3 E Bobrek Indiferan malign Eksitus
timor (RT ile
uyumlu)

15 2A3 3 E Bobrek Indiferan malign Eksitus
timor (RT ile
uyumlu)

16 2A4 15 E Omuz Ewing sarkom Sag

17 2A5 15 K Akciger/ Ewing sakom Eksitus

plevra

18 2A6 14 K Toraks duvart | Ewing sarkom Sag

19 2A7 5 E Batmn ici Indiferan malign Sag
tumor

20 2A8 7 K Adrenal bez Néroblastom Sag

21 2A9 16 K Batin igi Néroblastom Bilinmiyor

22 2A10 2 E Adrenal bez Noroblastom Sag

23 2A11 7 K Adrenal bez Noroblastom Sag

24 2A12 5 K Toraks duvart | Noroblastom Sag
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Tani

[JES.PNET
FnB
BT

Sekil 2: Olgularin tan1 gruplarina gore dagilima.

Cinsiyet
Merkek
[Clkadin

Sekil 3: Olgularin cinsiyete gore dagilimi
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lokalizasyon

M bilinmiyor
Ebsbrek/ adrenal
[Ibatin

Wtoraks/ akciger
Clyumusak doku

Sekil 4. Tiimorlerin lokalizasyona gore dagilimi.

Sekil 5. ES/ PNET tliimér hiicrelerinin A) Hematoksilen eozin boyali goriiniimii (HE x 200). Aym
tiimorde IHKsal; B) Ki67 proliferasyon indeksi, C) CD99 ve D) Sinaptofizin ekspresyonu (DAB x
200).
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Serimizde en kalabalik grubu olusturan ES/ PNET hastalarinin (Resim 5) cinsiyete gore
dagilimi1 4 erkek ve 6 kadin seklindeydi. Yas aralig1 1 ile 14 yil arasinda degismekte olup, yas
ortalamast 8,6 idi. Timorlerin yerlesim yeri; 2 ekstremite, 1 akciger olup; 7 olgu gdovde
yumusak dokusunda lokalizeydi. KGH analizinde sik saptanan (10 olgunun 6 ve 7’sinde ortak
bulunan) 8 gen bolgesi saptandi. Bu bolgelerden SLIT-ROBO Rho GTPaz aktive edici protein
(srGAP2), RANBP2 benzeri GRIP alan1 (RGPDS), nefrosistin 1 (NPHP1), GTF2I tekrar alan1
2 (GTF2IRD2) ve piridoksal bagimli dekarboksilaz alan1 (PXDC1) genlerinde kopya sayisi
degisiklikleri 10 hastanin 7'sinde bulunmustur. On hastanin 6’sinda gozlenen kopya sayisi
degisikligi olan genler ise MALL, Ankyrin Repeat Domain 30A (ANKRD30A), protein
tirozin fosfataz reseptér olmayan tip 20 (PTPN20) ve ubiquitin spesifik peptidaz 22 (USP22)
genleriydi (Tablo 3).

Sekil 6. Noroblastomun kemik iligi metastazi (HEX 200).

20



Tablo 3. ES/ PNET hastalar1 arasinda KGH ile saptanan sik goriilen kopya sayi

degisiklikleri.
SEMBOL GEN YER 1AL [ 1A3 [ 1A5 | 1A7 [ 1A8 | 1A12 [ 2A1 [ 2A4 [ 2A5 [ 2A6 | TOTAL
SLIT-ROBO
SIGAP2 Rh? -GTPase- 10321
activating
protein 2 del | del | del | del | del | x del | del | x X 7/10
RANBP2-like
and GRIP
RGPD5 ) 2q13
domain
containing 5 del | del | x X del | del del | del | del X 7/10
NPHP1 nephrocystin 1 2q13 del | x X del | del | del del | del | del X 7/10
GTF2l  repeat
GTF2IRD2 domain 7911.23
containing 2 del | del | x del | x del del | del | amp | x 7/10
pyridoxal
dependent
PDXDC1 decarboxylase 16p13.11
domain
containing 1 del | del | x del | del | del X del | del X 7/10
T cell
MALL differentiation 2013
protein like del | del | del | del | del | x del | x X X 6/10
Ankyrin repeat
ANKRD3I0A domain 30A 10pllal del | del | x del | x del | x del | del X 6/10
PTPN20 protein
tyrosine
PTPN20 phosphatase, 10911.21
non-receptor
type 20 del | del | del | x del | x X del | del X 6/10
ubiquitin
USP22 specific 17p11.2
peptidase 22 X del | x del | x del del | del | del X 6/10

Serimizdeki andiferansiye néroblastom tanili olgu sayisi 5 idi (Sekil 6). Cinsiyete gore
dagilimi 1 erkek ve 4 kadm seklindeydi. Yas aralig1 2 ile 16 yil arasinda degismekte olup, yas
ortalamasi 7,2 idi. Tiimdrlerin yerlesim yeri 3 olguda adrenal bezdi. KGH analizinde sik
saptanan (5 olgunun 4 veya 5’inde ortak bulunan) 8 gen bolgesi saptandi. Bu bolgelerden
Defensin beta 107A geni hastalarin hepsinde ortakti. MAGE family member A12, SPANX
family member D sarkom antijeni 1, Defensin beta 106A, Defensin beta 103B ve RANBP2
like and GRIP domain containing 5 RANBP2 benzeri GRIP alan1 (RGPDS5) genlerinde ise 5
olgudan 4 tanesinde kopya sayis1 degisikligi gozlendi (Tablo 4).
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Tablo 4. NB hastalar1 arasinda KGH ile saptanan sik goriilen kopya say1 degisiklikleri.

SEMBOL GEN isMi LOKASYON 2A8 2A9 2A10 2A11 2A12 Total
DEFB107A Defensin beta 107A 8p23.1 el el del del del 55
MAGEAI2 MAGE family member A12 X028 del del « del del 45
SPANXD SPANX family member D X0g27.2 el x del del del a5
SAGE1 sarcoma antigen 1 X026.3 del del del del « 45
DEFB106A Defensin beta 106 A 8p23.1 X del del del del 405
DEFB103B Defensin beta 103B 8p23.1 del del del X del 45
RGPDS | Gomaimconaining | 2983

del del X del del 4/5

Sekil 7. RT oldugu diisiiniilen indiferan malign timoér (HEX 400)
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Sekil 9. RMS oldugu diisiiniilen indiferan malign tiimér (HEX 100).
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Tablo 5. IMT hastalar1 arasinda KGH ile saptanan sik goriilen kopya say1
degisiklikleri.
. DKYT DKYT IMT IMT RMS IMT RT RT IMT
SEMBOL GEN YERI 1A2 | 1A2 | 1A6 | 1A9 | 1A10 1A10 | 2A2 | 2A3 | 2A7 | Total
SNKRD?’O ankyrin repeat 18011.21
domain 308 del | X X |del |det |del |del |x |x |5/
solute carrier
SLC6A4 family 6 | 17911.2
member 4 del del X X del del del | x X 5/9
peptidylprolyl
PPIB isomerase B 1522.31 del del X del X del del | x X 5/9
HECT and
RLD domain
HERC2 containing E3 150131
ubiquitin
protein ligase 2 del del X del del del X X X 5/9
tryptophan 2,3-
DOz dioxygenase d032.1 amp | amp | x del | del del X X X 5/9
immunoglobin
IGSF21 superfamily 1p36.13
member 21 X X X del del X del | del | x 4/9
calcium/calmo
dulin
CAMK2B dependent 7p13
protein kinase
1l beta X X X del del X del | del | x 4/9
POM121
POM121 transmembrane | 7911.23
nucleoporin del X X del del del X X X 4/9

Serimizdeki 9 olgu indiferan malign tiimér olarak tanimlandi. indiferan malign tiimér tanist

alan olgularmn ikisinde RT (Sekil 7), ikisinde DKYHT (Sekil 8), birinde ise RMS (Sekil 9)

oncelikli olarak diisiiniildii. Olgularin yaslar1 2 ay ile 13 yas arasinda degisiyordu. Hastalarin

yas ortalamasi 5,5 + 4,2 idi. Seri 6 erkek (% 66,7), 3 kizdan (% 33,3) olusuyordu. Tiimorlerin

yerlesim yeri 3 bobrek ve adrenal bez, 3 batin i¢i, 1 toraks duvari ve 2 kalca veya ekstremite

yumusak dokusu seklindeydi.
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Tablo 6. Tanis1 konan olgulardaki farkli ve sik rastlanan kopya say1 degisiklikleri

SEMBOL GEN YER ES/ NB | DKYT RT RMS
PNET

SLIT-ROBO Rho GTPase-

SIGAP2 o . 1932.1
activating protein 2 +
RANBP2-like and GRIP

RGPD5 . . 2q13
domain containing 5 +
GTF2l  repeat domain

GTF2IRD2 o 7q11.23
containing 2 +
pyridoxal dependent | 16p13.11

PDXDC1 decarboxylase domain +
containing 1

PTPN20 protein tyrosine

PTPN20 phosphatase, non-receptor | 10q11.21 +
type 20
ubiquitin specific peptidase
USP22 - 17p11.2 +
DEFB107A Defensin beta 107A 8p23.1 +
solute carrier family 6 +
SLC6A4 member 4 17q11.2
peptidylprolyl +
PPIB isomerase B 15022.31
; +
HECT and RLD domain
HERC2 containing E3 ubiquitin L
protein ligase 2
tryptophan 2,3- +
TDO2 dioxygenase 4932.1
IGSF21 immunoglobin 1p36.13 *
superfamily member 21 B
calcium/calmodulin +
CAMK2B dependent protein | 7p13
kinase Il beta
IGSF21 immunoglobin 1p36.13 *
superfamily member 21 23010

KGH analizinde sik saptanan (9 olgunun 4 veya 5’inde ortak bulunan) 8 gen bdlgesi saptandi.
Bu bdlgelerden immunoglobin superfamily member 21, calcium/ calmodulin dependent
protein kinase II beta ve POM121 transmembrane nucleoporin genlerinde kopya say1
degisikligi 9 hastadan 4’linde saptandi. Ankyrin repeat domain 30B, solute carrier family 6
member 4, peptidylprolyl isomerase B, HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin
protein ligase 2 ve tryptophan 2,3-dioxygenase genlerinde ise 9 olgudan 5 tanesinde kopya

sayis1 degisikligi gozlendi (Tablo 5).
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Indiferan malign tiimdr grubunda éncelikle DKYHT ile uyumlu olarak diisiiniilen
olgularin 2’sinde ortak solute carrier family 6 member 4, peptidylprolyl isomerase B ve
HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 ve tryptophan 2,3-
dioxygenase genlerinde kopya sayis1 degisikligi saptand1. Indiferan malign tiimér grubunda
oncelikle RT ile uyumlu olarak diisiiniilen olgularin 2’sinde ortak immunoglobin superfamily
member 21, calcium/ calmodulin dependent protein kinase Il beta genlerinde kopya sayisi
degisikligi izlendi. Indiferan malign tiimér grubunda oncelikle RMS ile uyumlu olarak
diistiniilen bir olguda superfamily member 21, calcium/ calmodulin dependent protein kinase
Il beta ve POM121 transmembrane nucleoporin, ankyrin repeat domain 30B, solute carrier
family 6 member 4, HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 ve
tryptophan 2,3-dioxygenase genlerinde kopya sayisi degisikligi izlendi gozlendi (Tablo 6).
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5. Tartisma

Cocukluk ¢aginda goézlenen primitif kiiciik yuvarlak hiicreli tiimorler, nadir goriilen
oldukca agresif seyredebilen heterojen malign timor grubudur. Bu timorlerde birbiriyle
ortiisen morfolojik ve hatta immunohistokimyasal bulgular olabilir. Bu timarlerde 6zellikle
kiglk yuvarlak hicreli timdr morfolojisinde histopatoloji ve immunhistokimyasal
yontemlere ragmen ayirict tani giicligli yasanabilmektedir ve bu tiimorlerin tanisinda
gereklilik halinde molekiler incelemeler kullanilabilir (3-7). Bu c¢alismada tani giicligii
yasanan pediatrik tiimérlerde tiim genom karsilastirmali genomik hibridizasyon yonteminin
yeri arastirilmigtir.

KGH analizi, Ewing sarkom/ PNET tanis1 konan hastalardaki DNA kopya sayisi
degisikliklerinin tespiti igin yararh bir yontemdir. Hasta serimizde sSrGAP2, RGPD5, NPHP1,
GTF2IRD2, PDXDCI kopya sayist1 en fazla degistirilmis genler olarak bulunmustur.
Calismamizda en sik kopya degisikligi saptanan genlerden olan srGAP2 geni, SLIT-ROBO
Rho GTPaz aktive edici protein ailesinin bir (iyesi olup; aktin dinamikleri araciligiyla hiicre
gocii, hiicre farklilasmasi ve noronal gocte etkilidir. Bu gen, 1q bolgesinde lokalizedir ve 1q
bdlgelerindeki delesyon, dnceki KGH ¢alismasinda da gozlenmistir (32). RGDPS5, nukleer bir
membran iligkili proteindir ve diger proteinlerle etkilesimler yoluyla hiicresel fonksiyonlar1
diizenler. NPHP1, Crk iliskili substrat ile etkilesime girer ve hiicre béliinmesi, hiicre- hiicre ve
hlicre- matriks adhezyon sinyalini kontrol etmede islev gorir. GTF2IRD2, retinoblastom
proteinin kontrolii altindaki bir transkripsiyonel faktordiir. MALL, endotel hiicrelerinde hiicre
ici fonksiyonlarda gorevlidir. MALL, caveolin ile etkilesime girer ve glikolipid veya
kolesterolle zenginlestirilmis hiicre zar1 girintilerine lokalize olur. PTPN20, protein tirozin
fosfatazlarin bir {iyesidir ve aktin polimerizasyonu ile ilgilidir. USP22 hiicre proliferasyonu,
apoptoz ve malignite gibi cesitli hiicresel ve metabolizma ile iligkili siirecleri diizenleyen
ilging bir gendir. Ayni zamanda histon H2A ve H2B’nin ubikutinasyonunda gorevli
oldugundan koaktivator gorevi goriir. USP22, MYC gibi ¢esitli onkogenlerin aktivasyonuna
katilir ve osteosarkom hiicre hatlarinda epitelyal mezenkimal gegisin yani sira kolorektal
karsinojeneze katkida bulunur. Epitel hiicrelerinde ve testiste eksprese edilen ANKRD30A'nin
degismis ekspresyon seviyelerinin meme kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir. TPTE,
PTEN ile iliskili tirozin fosfatazdir ve endokrin sinyal iletim yollarinda ve testisin
spermatojenik fonksiyonunda rol oynar. CTSE, antijen islenmesi ve salgi proteinlerinin
olgunlagsmasmi igeren peptidazi kodlar (33, 34). ES/ PNET serimizdeki kopya sayisi
degisiklikleri cogunlukla sitoskeletal elementler, go¢ ve protein trafigi ile ilgili genlerde

bulundu (32- 33). Bu genlerin Ewing Sarkom patogenezindeki roliinii daha iyi anlamak igin
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daha genis serilerde gen fonksiyonlarinin da irdelenecegi calismalar yapilmalidir.

Tiim molekiiler ve immiinhistokimyasal yontemlere karsin; 6zellikle az diferansiye ve
andiferansiye noroblastomlarda tani gii¢liigii yasanabilmektedir. Bu nedenle KGH analizi,
hastalardaki DNA kopya sayis1 degisikliklerinin tespiti i¢in kullanilabilir. Hasta serimizde en
stk Defensin beta 107A, MAGE family member A12, SPANX family member D sarkom
antijeni 1, Defensin beta 106A, Defensin beta 103B, Speedy/RINGO cell cycle regulator
family member E9 ve RANBP2 like and GRIP domain containing SRANBP2 benzeri GRIP
alan1 (RGPDS) genlerinde kopya sayis1 degisikligi gézlendi.

Calismamizda en sik kopya degisikligi saptanan genlerden olan defensin beta 107A
geni ve lretimi olan defensin ailesi notrofiller tarafindan yapilan bir antimikrobiyal ve
sitotoksik peptid ailesidir, immun sistemde etkilidir. Bu gen, 8p bdlgesinde lokalizedir ve
anormal defensin ekspresyonunun enfeksiydz hastalik ve enflamatuar bozuklukluklara
duyarlilik ile ilgili olduguna dair kamtlar vardir. Ozellikle defensin beta 107A kaybi; meme,
serviks, kolon ve mesane kanserlerinde gozlenmistir (35). MAGE family member A12 geni X
kromozomunda kiimelenmis diger birka¢ genle yakindan ilgilidir. Bu genlerin melanom ve
meme kanseri tiimorlerinde asir1 eksprese olabilecegi bildirilmistir (36). Ancak bizim
calismamizda noroblastomda MAGE family member Al12 geninde delesyon saptanmistir.
SPANX family member D sarkom antijeni 1, olgun spermatozoanin olusumunda islev goriir,
erkek germ hiicresindeki molekiiler ve morfolojik degisiklikler dizisini baslatmak igin
gereklidir. Bu gen, X kromozomu Uzerinde bir kiimede yer alan SPANX kanser / testis ile
iligkili gen ailesinin bir liyesidir. SPANX genleri, farkli subseliiler bolmelerde lokalize olan,
farkli sekilde eksprese edilmis testise 6zgii proteinleri kodlar. Bu genin spesifik fonksiyonu
heniiz belirlenmemis olsa da bu gendeki polimorfizmler prostat kanseri ve meme kanseri
duyarliligs ile iliskili olabilir (37,38). Defensin beta 106A 6zellikle kazanilmig immun cevapta
immun sistemi uyarmaktaki sirecleri dizenleyen ilging bir gendir (39). Defensin beta 103B
antimikrobiyal ve sitotoksik peptid olup, immun sistemde etkilidir. Insan papilloma viriisii
enfeksiyonu dahil olmak ftizere gesitli stimiilasyonlara cevap olarak epitelde eksprese edilen
bir beta-defensin 3'iin son zamanlarda bas boyun kanserlerinde ve serviks kanserlerinde asiri
eksprese edildigi ve tiimorojenik aktiviteler gosterdigi bulunmustur (40). RGPD5 geni ise
2.kromozomda lokalize olup RAS siiper ailesinin kii¢iik bir GTP baglayic1 proteinidir, niikleer
membran ile iliskili ve diger proteinlerle etkilesimleri yoluyla ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1
kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Heniiz kanser gelisimi ile iligkisi saptanmamuistir (41).

Sonug olarak, ndroblastom serimizdeki kopya sayis1 degisiklikleri cogunlukla immun

sistemi uyarmaktaki strecleri diizenleyen genlerde bulundu (35, 36, 40 41). Bu genlerin
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noroblastom patogenezindeki roliinii daha iyi anlamak ic¢in daha genis serilerde gen
fonksiyonlarmin da irdelenecegi ¢aligmalar yapilmalidir.

Ozellikle kigik yuvarlak hucreli malign timorler grubunda ele alman indiferan
malign tumorlerde ayirict tani gilighiigii beklenen bir durumdur. Tiim sofistike yontemlere
karsin; kesin tant konamayabilir. Hatta immiinhistokimyasal ve molekiiler testler bile
olgularin bir yone diferansiasyonunu gostermeyebilir. Bu tip olgularda KGH analizi,
hastalardaki DNA kopya sayist degisikliklerinin tespit edilmesi ve ayirict tani ig¢in
kullanilabilir. Hasta serimizde 9 olguda kesin ayirici taniya ulasamadik. Bu olgularda KGH
analizinde en sik; immunoglobin superfamily member 21, calcium/ calmodulin dependent
protein kinase Il beta, POM121 transmembrane nucleoporin, ankyrin repeat domain 30B,
solute carrier family 6 member 4, peptidylprolyl isomerase B, HERC2 ve tryptophan 2,3-
dioksijenaz genlerinde genlerinde kopya sayis1 degisikligi gozlendi.

Calismamizda en sik kopya degisikligi saptanan genlerden olan immunoglobin
superfamily member 21, 1p36.13°de lokalizedir. Bu gen, iki immiinoglobulin alanma sahip
olan ve imminoglobulin super ailesinin bir Gyesi olan bir proteini kodlar. Bu proteinler
genellikle hiicre zarlarinda bulunur ve immiin yanit yolaklarinda reseptoér gérevi goriir. Heniiz
kanser gelisimi ile iligkisi saptanmamustir (42). Calcium/ calmodulin dependent protein Kinase
Il beta (CAMK2B), 7p13°de lokalizedir, Bu genin iiriinii, serin / treonin protein kinaz ailesine
ve Ca (2 +) / kalmodulin bagmmli protein kinaz alt ailesine aittir. Kalsiyum sinyali,
glutamaterjik sinapsta plastisitenin bir¢ok farkli ydnleri icin ¢ok énemlidir. Ozellikle yapilan
calismada CAMK2B’nin disfonksiyonu, prostat osteoblastik kemik metastazlar1 ile iliskili
bulunmustur ve insan mezenkimal kok hiicrelerinin osteoblastogenezi ile yakm iligkilidir (43).
POMI121 transmembrane nucleoporin, 7ql1.23°de lokalize olup bu gen nlkleer pore
kompleksinin (NPK) bir bilesenidir. NPK kompleksi, niikleus-sitoplazik transport,
transkripsiyon, genomun stabilitesini regiile etmede islev goriir. Ancak, kanserdeki
fonksiyonel rolleri yeterince anlagilamamistir. NPK’nin primerden ilerlemis metastatik prostat
kanserine gelisimde rol oynayabilecegine yOnelik literatiirde veriler vardir (44). Ankyrin
repeat domain 30B, 18pl11.21°de lokalize olup ekspresyonu testis i¢inde smirlidir. Solute
carrier family 6 member 4, 17q11.2 lokalizedir. Bu gen serotonini sinaptik alanlardan
presinaptik ndronlara tasiyan integral membran proteini eksprese eder. Hiicrede uzun zincirli
yag asidi alimma aracilik eden bir tagima proteini kodlar. Bu proteinlerin islevi, esas olarak
lipit biyosentezi, yag asidi metabolik siireci ve yag asidi tasmmasi ile ilgilidir. Ozellikle
Alzheimer hastalarinda agresif davranis ve duygusal travma yasayan insanlarda depresyon

duyarliliginda rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica bu gen delesyonunun meme ve tiroid kanseri
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gelisiminde katkida bulunabilecegi, kolorektal kanserli hastalarda sagkalimin azalmasina
etkili olabilecegi belirtilmistir (45, 46, 47). Peptidylprolyl isomerase B, 15022.31 de
lokalizedir. Peptidylprolyl isomerase B’nin gen iiriinii olan Siklofilin B (CypB), bir siklofilin
ailesi iiyesi olarak Siklofilin A'ya baglanan bir endoplazmik retikulum proteinidir (48, 49).
CypB, peptidil-prolil cis-trans izomeraz (PPlase) aktivitesine sahiptir. PPlazlar, prolin imidip
peptid baglarmin oligopeptitlerde cis-trans izomerizasyonunu katalize eder ve proteinlerin
katlanmasmi hizlandirir. Kodlanmis protein bir siklofilin A (CypA) baglayici proteindir ve
siklofilin aracili immiin baskilamada rol oynayabilir. Bu genin iirettigi protein olan CypA’nin
ozellikle meme, mide, serviks kanseri ve pankreas kanserinde upregiile oldugu bildirilmistir
(50, 51, 52, 53). Ozellikle mide kanseri hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatta kalmasini
diizenledigi, tiimor biiylimesi ve anti-apoptotik fonksiyonun kazanimi ile iligkili olabilecegi
bildirilmis ve kanser patogenezinde ¢ok Onemli bir baglant1 olarak dikkat ¢ekmistir (48).
Ayrica CypB’nin overekspresyonu hiicrede olusan antioksidan enzimlerin aktivasyonunu ve
sonucunda oksidatif stresin azalmasini, 6zellikle c-Jun N-terminal kinaz yolu ile mitojenle
aktive olan protein kinaz tizerinden norositotoksisiteyi engelller (49). RLD domain containing
E3 ubiquitin protein ligase 2 geni (HERC2), ¢ok sayida yapisal alan igeren, oldukga biiyiik
protein grubunu sifreleyen HERC gen ailesine aittir. Tiim tiyeler, birka¢ E3 ubiquitin protein
ligazinda bulunan hiicre dongiisii diizenleyici RCC1'e homolog bir N-terminal bdlgesinin ve
bir E-terminal HECT'in (E6-AP C terminaline homolog olan) etki alanma sahiptir. HERC2
genindeki mutasyon, ciddi bir nérogelisimsel bozukluga yol agar. Ayrica kiigiik hiicreli dis1
akciger kanserinde HERC2, BRCA1'in DNA hasar bolgelerine alinmasi i¢cin RNF8-UBC13
kompleksinin birlestirilmesini kolaylastirir ve kanser gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(54). Tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO2) geni ise, 4q32.1°de lokalizedir. Bu gen, triptofan
metabolizmasinda kritik bir rol oynayan bir heme enzimini kodlar. Kodlanmis proteinin
artmig aktivitesi ve daha sonra kynurenine iiretimi ayrica antitiimdr immiin yanitlarinin
baskilanmasi yoluyla kanserde de rol oynayabilir Ozellikle yapilan bir calismada TDO2
6zofagus skuaméz hiicreli karsinom kanser kok hiicrelerinde asir1 ekspresyonu goriilmiis ve
kotii prognoz ile ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (55, 56).

Indiferan malign tiimdr tanist alan olgularin ikisinde RT, ikisinde DKYHT, birinde ise
RMS oncelikli olarak diisiiniildii. Iki RT diisiiniilen olgularda KGH analizinde ortak
immunoglobin superfamily member 21, calcium/ calmodulin dependent protein kinase Il beta
genlerinde genlerinde kopya sayis1 degisikligi gozlendi. immunoglobin superfamily member
21, 1p36.13’de lokalize olan bu gen, iki immiinoglobulin alanmma sahip olan ve

imminoglobulin stiper ailesinin bir Gyesi olan bir proteini kodlar. Bu proteinler genellikle
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hiicre zarlarinda bulunur ve immiin yanit yolaklarinda reseptor gérevi goriir (42). Calcium/
calmodulin dependent protein kinase Il beta ise (CAMK2B), 7p13°de lokalizedir, Bu genin
iiriinii, serin / treonin protein kinaz ailesine ve Ca (2 +) / kalmodulin bagimli protein kinaz alt
ailesine aittir. Kalsiyum sinyali, glutamaterjik sinapsta plastisitenin bir¢ok farkli yonleri i¢in
¢ok 6nemlidir. Ozellikle yapilan ¢alismada CAMK2B nin disfonksiyonu, insan mezenkimal
kok hicrelerinin osteoblastogenezi ile yakim iligkili bulunmustur (43). Literatlirde RT timorde
ortak olarak TEAD4 amplifikasyonu ve MYC and CCNDI1 delesyonlar1 saptanmistir (57).
Farkli bir ¢alismada 1 olguda CGH yontemi ile SMARCB1/INI1delesyonu bildirilmistir (58).
Bizim ¢aligmamizda sonug olarak RT ortak 2 gende delesyon saptanmig, bu genlerden biri
olan immunoglobin superfamily member 21’in literatiirde kanser ile iliskisi heniiz
gosterilememis ancak CAMK2B’nin  mezenkimal kok hicre  fonksiyonu  ve
diferansiyasyonunda 6nemli oldugu ve kaybinda kanser gelisimi olabilecegi bildirilmistir
(43).

Iki DKYHT diisiiniilen olgularda KGH analizinde ortak 4 gende kopya sayisi
degisikligi saptanmis bunlar; solute carrier family 6 member 4, Cyclophilin B, HERC2
delesyon ve TDO?2 genlerinde amplifikasyon tespit edilmistir. Solute carrier family 6 member
4 gen kanser hiicresinde lipit biyosentezini bozarak kanser olusmasima katkida bulunmus
olabilir. HERC2 genindeki mutasyon sonucu hiicrelerde ciddi bir norogelisimsel bozukluk
olusmus ve HERC2’nin, BRCA1’in fonksiyonunu bozarak tiimér supresor gen
inaktivasyonuna neden olmus olabilir (54). Ozellikle DKYHT de Siklofilin B’nin delesyonu
ve TOD2 gen amplifikasyonu hiicrede immiin yanitlarinin baskilanmasi yoluyla ve oksidatif
stres olusmasi yoluyla tiimor gelisiminde de rol oynamus olabilir (49, 55, 56).

Sonug¢ olarak, ES/ PNET serimizdeki kopya sayis1 degisiklikleri c¢ogunlukla
sitoskeletal elementler, gé¢ ve protein trafigi ile ilgili genlerde bulundu (32- 34). Noroblastom
serimizdeki kopya sayisi degisiklikleri ¢ogunlukla immun sistemi uyarmaktaki siiregleri
dizenleyen genlerde bulundu (35, 36, 40, 41). Bu genlerin Ewing Sarkom ve Noroblastom
gelisimindeki roliinii daha iyi anlamak i¢cin daha genis serilerde gen fonksiyonlarinin da
irdelenecegi ¢aligmalar yapilmalidir.

Serimizde kesin tant koyamadigimiz indiferan malign tliimorlerde kopya sayisi
degisiklikleri ¢ogunlukla mezenkimal kok hiicre diferansiyasyonunda onemli olabilecek
genlerde ve immin yanitlarinin baskilanmasi yoluyla ve oksidatif stres olugmasi yoluyla
tiimor gelisiminde de rol oynamis olabilecek genlerde degisiklik saptandi (49-55). Bu genlerin
tiimor patogenezindeki roliinii ve ayirict tanisma katkist olup olmadigini daha iyi anlamak

icin, daha genis serilerde gen fonksiyonlarinin da irdelenecegi caligmalar yapilmalidir.
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6.Sonug ve Oneriler:

Tiim genom KGH yontemi, ayirict tanida zorluk yasanan pediatrik kanserlerde faydal
olabilir. Tekniklerin ucuzlamasi ile, KGH yontemi ile tim kromozom taramasi yapilmasi
ayiricl tani glicliigli yasanan tiimorlerde ya da primeri bilinmeyen tiimorlerde ayirict tanida
yardimci olabilir.

Ayrica, parafin dokusunun incelenmesinde teknik zorluklar oldugundan, tiimorlerden
taze doku depolanmasi, genetik ve molekiiler incelemeler igin yararli olacaktir. Yontemin bir
kisithlig1 da, kromozomal anomalilerin belirlenmesine ragmen, in situ hibridizasyon gibi
translokasyonun rapor edilememesidir.

Ancak ayiric1 tan1 giligliigii yasanan pediatrik tiimorlerde her hastada tiim genom KGH
yapmak gliniimiizde taniy1 belirgin hale getirmeye yaramaktan ¢ok kafa karistirci olabilir. Bu
bilgilerin iyi bir bioinformatik programla desteklenmesi gerekmektedir. Tum genom analizler
giderek yerini yeni nesil dizi analizi metodu ile daha ucuz ve daha etkin olarak arastirilir hale
getirmistir. Tlmorlerdeki intratiimoral heterojenite nedeniyle ayni taniya sahip farkh
hastalarin tiimor dokular1 ayn1 molekiiler 6zellikleri gostermemektedir.

Tiim genom analizler ayirici tani ile birlikte tedavi karar1 vermede, prediktif ve prognostik
yonden de 6nem tagimaktadir.

Nadir timorlerin tim genom analizinin bilgi birikimi zamanla daha c¢ézimsel

yaklagimlar getirecektir.
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ABSTRACT:

Objective: Despite conventional histopathological and immunohistochemical
methods, difficulties may be experienced in the differential diagnosis of pediatric
cancers, especially in small round-cell undifferentiated tumours. In these cases,
determination of chromosomal abnormalities may be helpful. The aim of this study
was to evaluate the place of the whole genome array comparative genomic
hybridization method in pediatric cancers where difficulty is experienced in differential
diagnosis. Method: In Comparative Genomic Hybridization (CGH), 135,000 probes
were scanned as 3 probes per gene in all genomes. It was possible to analyze
paraffin block tissues obtained from the archive of the Pathology Laboratory of Dr
Behcet Uz Children’s Hospital. DNA extraction was made from the paraffin blocks of
24 cases where difficulty had been experienced in making the differential diagnosis
and in each case, comparisons with control samples were made for all anomalies in
all chromosomes with microarray technology. Results: Together with the typically
observed chromosomal anomalies, additional derangements with debatable
importance were determined. Conclusion: The whole genome CGH method may be
useful in pediatric cancers where difficulties are experienced in making differential
diagnosis. Since technical difficulties are experienced in the examination of paraffin-
embedded tissue samples, storing fresh tissue samples from each tumor will be

helpful for genetic and molecular examinations.

Key Words: Comparative Genomic Hybridization (CGH), Pediatric Cancers, Small

round cell malignant tumors, Differential Diagnosis.
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INTRODUCTION

Malignancies are also among important causes of death in children. In
developed countries, less than one percent of cancers occur in children under 15
years of age. The overall cancer prevalence is between 70 -160 per million people
under the age of 15 years [1]. In developing countries such as our country,
malignancies are the fourth most common cause of death. The differential diagnosis
is more important in childhood malignancies due to the longer life expectancy in
childhood [1].

Primitive small round cell tumors observed in childhood belong to
heterogeneous malignant tumor groups that constitute 0.1% of childhood malignant
tumors. These tumors mainly seen in childhood may be listed as neuroblastoma,
sarcomas including rhamdomyosarcomas, non-rhabdomyosarcoma soft tissue
sarcomas, Ewing sarcoma (ES)/ primitive neuroectodermal tumor (PNET),
desmoplastic small round cell tumor (DSRCT) and malignant rhabdoid / teratoid
tumor (RT) [1-3].

The whole genome-comparative genomic hybridization technique is a
cytogenetic method based on FISH demonstrating fluorescent color differences
obtained by linking test (patient), and reference DNA samples stained with different
fluorescent dyes to normal chromosomes. With this method; structural chromosomal
anomalies that cannot be detected by standard techniques can be identified more
reliably, allowing both comparison of at least two genomes with each other, and
analyzing the whole genome in a single experiment [4-6].

The aim of this study is to investigate the role of whole genome-comparative

genomic hybridization in pediatric cancers posing difficulties in differential diagnosis.

MATERIAL AND METHOD
In the Pathology Laboratory of Dr Behcet Uz. Children's Hospital DNA
samples were extracted from the paraffin blocks of 24 patients where difficulty was
experienced in the differential diagnosis, and CGH analysis was performed. The
anticipated chromosomal anomalies were compared with the clinicopathological
findings.
In comparative genomic hybridization analysis, the differences in the number of

copies in the whole genome or in a region on the genome with referenced genome
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were determined using NimbleGen CGH arrays. The DNA of 24 patients (test DNA)
and normal DNA (control DNA) to be analyzed for CGH were labeled with different
fluorochromes and hybridized with metaphase chromosomes obtained from normal
cells. Differences in fluorescence intensities across chromosomes in the reference
metaphase domain refer to the differences in the number of copies (amplifications or
deletions) in the tumor DNA. If DNAs showing different fluorescent phenotypes
overlap with normal metaphase chromosomes, they are observed in a blue-orange
color.

If there is a deletion in the test DNA, hybridization does not occur in this region, so
this region is observed as a red domain. In contrast, if there is an amplification in the
DNA, the region is observed as a green region brighter than the other regions
because hybridization is more intense in this region. Chromosome hybridization
profiles were calculated according to hybridization rates using a special image

analysis software program.

RESULTS

Our study population consisted of patients with Ewing sarcomas (n=10),
neuroblastomas (n=5), and undifferentiated malignant tumors (n=9). (Table 1). Priorly
diagnoses of RT (n=2), DSRCT (n=2), RMS (n=1) were considered in 5 cases with
diagnoses of undifferentiated malignant tumor. The ages of the patients ranged from
2 months to 18 years. The mean age of the patients was 8.7 £ 5.3 years. The series
consisted of 10 boys (41.7%) and 14 girls (58.3%). Tumors were localized in kidneys
and adrenal glands (n=6), abdominal cavity (n=4), chest wall (n=4), soft tissue of hip
or extremity (n= 3), the lungs or pleura (n=2), pelvic region (n=2), and liver (n=1). The
location of the tumor was unknown in 2 cases sent for the consultation (Table 1).

In all, 3 male and 7 female Ewing sarcoma patients were analyzed (Figure 1).
The median age of the patients was 8,6 years. The oldest and the youngest patients
were 14 years, and 1 year old, respectively. The tumors were located in different
body parts. These tumors were localized in extremities (n=2), lung (n=1), and soft
tissue of the trunk (n=7). In CGH analysis frequently detected 8 gene domains
(commonly shared gene domains found in 6 and 7 cases with Ewing sarcoma (Table
2).

In our series, 1 male, and 4 female patients with a median age of 7.2 years

(range, 2-16 years) received the diagnosis of undifferentiated neuroblastoma.
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Tumors were localized in adrenal glands in 3 cases. In the CGH analysis, frequently
8 gene regions (commonly shared in 4 or 5 of 9 cases) were detected (Table 3).

In addition, 9 cases were diagnosed as undifferentiated malignant tumor.
Among cases diagnosed as undifferentiated tumors piriorly diagnoses of RT (n=2),
DSCRT (n=2), and RMS (n=1) were considered. In the CGH analysis, frequently 8
gene regions (commonly shared in 4 or 5 of 9 cases) were detected (Table 4).
DISCUSSION

Due to the heterogeneous structure of the primitive small round cell tumors,
the limitation in the number of tissue specimens sampled in the biopsy, and the
overlapping morphological and even immunohistochemical findings, the differential
diagnosis may be challenging. Therefore, molecular analyses may be needed for the
diagnosis of these tumors [7]. A single translocation or deletion analyzed with a
single probe may not always yield precise results. Since, the chromosomal anomaly
in question may not be of uniform type, variations can be found, or, it may be
necessary to look at multiple sites for differential diagnosis. In these cases, CGH may
help to detect chromosomal anomalies [6].

In our ES/ PNET patient cohort, most frequently the number of copies were
altered in genes srGAP2, RGPD5, NPHP1, GTF2IRD2, PDXDC1. The srGAP2 is a
member of SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein family, which regulates cell
differentiation and neuronal migration The gene is also located in the region 1qg. The
deletion in 1q regions were observed in previously performed CGH analysis, as well
[8]. RGDP5 is a nuclear membrane- associated protein and regulates cellular
functions through interactions with other proteins. NPHP1 interacts with Crk-
associated substrate and functions in controlling cell division, cell-cell and cell-matrix
adhesion signaling. GTF2IRD2 is a transcriptional factor under the control of
retinoblastoma protein.

MALL participates in raft -mediated trafficking in endothelial cells. MAL1
interacts with caveolin and is localized in glycolipid or cholesterol -enriched
membrane rafts. PTPN20 is a member of protein tyrosine phosphatases and involves
in actin polymerization. USP22 is an interesting gene and regulates various cellular
and organismal processes such as cell proliferation, apoptosis and malignant
transformation. It also deubiquitinates histones H2A and H2B, thereby acting as
coactivator. USP22 participates in activation of several oncogenes such as MYC and

contributes to stemness in colorectal carcinogenesis as well as epithelial
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mesenchymal transition in osteosarcoma cell lines. Altered levels of ANKRD30A
expressed in epithelial cells and in testis, is found to be associated with breast
cancer. TPTE is PTEN- related tyrosine phosphatase and plays a role in endocrine
signal transduction pathways and in spermatogenic function of testis. CTSE encodes
peptidase that involves in antigen processing and maturation of secretory proteins [1,
8].

Despite all molecular and immunohistochemical methods, especially difficulty
may be experienced in the diagnosis of poorly differentiated and undifferentiated
neuroblastomas. Defensin beta 107A gene where copy number variations were most
frequently detected in CGH analysis performed in our patient series and defensin
family produced by neutrophils are antimicrobial and cytotoxic peptides effective on
immune system. There is evidence that abnormal defensin expression is related to
susceptibility to infectious diseases and inflammatory disorders. Especially loss/
deletion of defensin beta 107A has been observed in breast, cervix, colon and
bladder cancers [10- 12].

The MAGE family member A12 gene is closely related to several other genes
clustered on the X chromosome. It has been reported that these genes may be
overexpressed in melanoma and breast cancer tumors [13, 14]. However, in our
study, a deletion was detected in the MAGE family member A12 gene in cases of
neuroblastoma. SPANX family member D sarcoma antigen 1 functions in the
formation of mature spermatozoa. It is necessary to initiate the sequence of
molecular and morphological changes in the male germ cell. This gene is a member
of the gene family associated with the SPANX cancer / testis localized in a cluster on
the X chromosome. SPANX genes encode diversely differentiated testis-specific
proteins that are localized in different subcellular compartments. Although the specific
function of this gene has not yet been determined, polymorphisms in this gene may
be associated with susceptibility to prostate and breast cancer [15, 16].

Defensin beta 106A is an interesting gene that regulates the processes of
stimulating the immune system, especially in the acquired immune response [17].
Defensin beta 103B is also effective in the immune system. A beta-defensin 3,
expressed in the epithelium in response to various stimulations, including human
papilloma virus infection, has recently been found to be overexpressed in head and
neck cancers and cervical cancers and has been shown to exhibit tumorigenic

activities [17, 18]. However, the RGPD5 gene is a small GTP binding protein of the
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RAS superfamily, thought to control various cellular functions associated with nuclear
membrane and interactions with other proteins. Its relationship with cancerogenesis
has not been detected yet [19].

Difficulties encountered in making the differential diagnosis of
undifferentiated malignant tumors, especially in the group of small round cell
malignant tumors are already anticipipated. Even immunohistochemical and
molecular tests may not show the degree of differentiation of the cases. In such
cases, the CGH analysis can be used both to detect DNA copy number variations
and to make differential diagnosis. In 9 cases of our patient series where we could
not arrive at a definite differential diagnosis. The immunoglobulin superfamily
member 21 gene, which is one of the genes most frequently demonstrating copy
number variations in the CGH analysis, encodes a protein that is a member of the
iimmunoglobulin superfamily. These proteins are usually found in cell membranes
and act as receptors in immune response pathways. Its association with
cancerogenesis has not been determined yet [20].

The product of the calcium / calmodulin- dependent protein kinase Il beta
(CAMK2B) gene belongs to the serine / threonine protein kinase family and the Ca (2
+) / calmodulin- dependent protein kinase subfamily. Calcium signaling is very
important for many different aspects of plasticity in glutamatergic synapse. In one
study, dysfunction of CAMK2B was associated with osteoblastic bone metastases of
prostate and it is closely related to osteoblastogenesis of human mesenchymal stem
cells [21]. POM121 transmembrane nucleoporin is a component of the nuclear pore
complex (NPC). The NPC functions in the regulation of nucleus- cytoplasmic
transport, transcription, and the stability of the genome. However, their functional
roles in cancer have been poorly understood. There is evidence in the literature that
NPC may play a role in the development of primary metastatic prostate cancer [22].

Ankyrin repeat domain 30B gene expression is contained in the testis.
Solute carrier family 6 member gene expresses the integral membrane protein that
transports serotonin from synaptic domains to presynaptic neurons. It encodes a
transport protein that mediates the uptake of long-chain fatty acids in the cell. The
function of these proteins is mainly related to lipid biosynthesis, fatty acid metabolic
process and fatty acid transport. It has been shown to play a role in depression
sensitivity in people with aggressive behavior and emotional trauma, especially in

Alzheimer's patients. In addition, the deletion of this gene may contribute to the
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development of breast and thyroid cancer, and may be effective in reducing survival
in patients with colorectal cancer [23- 25]. Peptidylprolyl isomerase B, a gene product
cyclophilin B (CypB), is an endoplasmic reticulum protein that binds to cyclophiline A
which is a member of cyclophilin family [26, 27]. CypB has peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase (PPlase) activity. PPlases catalyze the cis-trans isomerization of proline
and peptide bonds in oligopeptides and accelerate the folding of proteins. The
encoded protein is a cyclophilin A (CypA) binding protein and may play a role in
cyclophilin mediated immunosuppression. CypA, the protein produced by this gene,
has been reported to be upregulated in breast, stomach, cervical, and pancreatic
cancers [28- 31]. In particular, it has been reported that it regulates the growth and
survival of gastric cancer cells, and may be related to the recovery of tumor growth
and anti-apoptotic function, and it has been noted as a very important link in the
pathogenesis of cancer [26]. In addition, the overexpression of CypB inhibits the
activation of antioxidant enzymes in the cell and resultant reduction of oxidative
stress, especially the neurogenic cytotoxicity by mitogen-activated protein kinase
through c-Jun N-terminal kinase pathway [27].

The RLD domain-containing E3 ubiquitin protein ligase 2 gene (HERC?2)
belongs to the HERC gene family which encodes a very large group of proteins
containing a large number of structural domains. The mutation in the HERC2 gene
leads to severe neurodevelopmental disorder. Furthermore, in non-small cell lung
cancer, HERC2 facilitates the incorporation of the RNF8-UBC13 complex so as to
introduce BRCAl1 to DNA damage sites. Besides, its association with cancer
development has been reported [32]. Tryptophan 2.3-dioxygenase (TDO2) gene
encodes a heme enzyme that plays a critical role in tryptophan metabolism.
Increased activity of the encoded protein and then the production of kynurenine may
also play a role in cancer through the suppression of antitumor immune responses. In
one study, overexpression of TDO2 was observed in cancer stem cells of
esophageal squamous cell carcinoma and its probable association with poor
prognosis has been indicated [33, 34].

In conclusion, CGH array may be a useful method for detection of DNA copy
number alterations among pediatric patients with undifferentiated malign tumors. In
our ES/ PNET dataset the copy number alterations are mostly found in genes related
with cytoskeletal elements, migration and protein trafficking among our patient group.

Changes in the number of copies in our neuroblastoma series were mostly found in
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genes that regulate the processes in the stimulation of the immune system [11, 12,
17, 18]. Changes in the number of copies in undifferentiated malignant tumors were
found in genes that may be important in mesenchymal stem cell differentiation and in
genes that may have played a role in tumor development through suppression of
immune responses and induction of oxidative stress [21, 26-31]. In order to better
understand the role of these genes in tumorigenesis and their contribution to the
differential diagnosis, it is necessary to examine the functions of genes in larger

series.
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'

General appearance of ES/ PNET tumor cells (HE x 200). immunuhistochemical
stainins in the same tumor: B) Ki67 proliferation index, C) Expression of CD99 (DABXx
200) and D) Expression of Synaptophysin (DAB x 200).

Table 1. Demographic data of patients

CASE CASE AGE SEX LOCATION DIAGNOSIS SURVIVAL
NUMBER | (yearl)
1 1A1 4 F liac bone | Ewing sarcoma Not known
region
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2 1A2 4 M Abdomen Undifferentiated Not known
malignant tumor

3 1A3 11 M Thoracic wall Ewing sarcoma Not known

4 1A4 9 M Pelvic region Undifferentiated Not known
malignant tumor

5 1A5 8 M Sacral region Ewing sarcoma Died

6 1A6 0 F Liver Undifferentiated Not known
malignant tumor

7 1A7 18 F Not known Ewing sarcoma Alive

8 1A8 17 F Not known Ewing saroma Died

9 1A9 13 M Lung /pleura Undifferentiated Died
malignant tumor

10 1A10 25 F Pelvic region Undifferentiated Not known
malignant tumor

11 1A11 10 F Kidney Undifferentiated Not known
malignant tumor

12 1A12 7 F Thoracic wall Ewing sarcoma Not known

13 2A1 13 F Abdomen Ewing sarcoma Not known

14 2A2 3 M Kidney Undifferentiated Died
malignant tumor

15 2A3 3 M Kidney Undifferentiated Died
malignant tumor

16 2A4 15 M Shoulder Ewing sarcoma Alive

17 2A5 15 F Lung / pleura Ewing sarcoma Died

18 2A6 14 F Thoracic wall Ewing sarcoma Alive

19 2A7 5 M Abdomen Undifferentiated | Alive
malignant tumor

20 2A8 7 F Adrenal gland Neuroblastoma Alive

21 2A9 16 F Abdomen Neuroblastoma Not known

22 2A10 2 M Adrenal gland Neuroblastoma Alive

23 2A11 7 F Adrenal gland Neuroblastoma Alive

24 2A12 5) F Thoracic wall Neuroblastoma Alive

Table 2. Copy number altered genes among patients with ES/ PNET

SYMBOL GENE NAME LOCATION | 1A1 | 1A3 | 1A5 | 1A7 | 1A8 | 1A12 | 2A1 | 2A4 | 2A5 | 2A6 | Total
SLIT-ROBO
Rho GTPase-
SIGAP2 o 1g32.1
activating
protein 2 del del del del del X del del X X 7110
RANBP2-like
and GRIP
RGPD5 _ 2913
domain
containing 5 del del X del del del del del X 7110
NPHP1 nephrocystin 1 2913 del X X del del del del del del X 7110
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GTF2l repeat

GTF2IRD2 domain 7911.23
containing 2 del del X del X del del del amp | x 7/10
pyridoxal
dependent

PDXDC1 decarboxylase 16p13.11

domain
containing 1 del del X del del del X del del X 7/10
T cell
MALL differentiation 2913
protein like del del del del del X del X X X 6/10
ANKRD30A Ankeyrin. repeat 10p11.21
domain 30A del del | x del X del X del del X 6/10
PTPN20
protein tyrosine
PTPN20 phosphatase, 10911.21
non-receptor
type 20 del del del X del X X del del X 6/10
ubiquitin
UspP22 specific 17p11.2
peptidase 22 X del X del X del del del del X 6/10

Table 3: Copy number changes among patients with NB.

SYMBOL GENE NAME LOCATION 2A8 2A9 | 2A10 | 2A11 2A12 | Total
DEFB107A | Defensin beta 107A 8p23.1 del del del del del 5/5
MAGEA12 | MAGE family member
A12 Xq28 del | del |x del del | 4/5
SPANX family member
SPANXD | Xq27.2 del | x |del | del del | 455
SAGE1 sarcoma antigen 1 X0g26.3 del del del del X 4/5
DEFB106A | Defensin beta 106A 8p23.1 X del del del del 4/5
DEFB103B | Defensin beta 103B 8p23.1 del del del X del 4/5
RANBP2 like and GRIP
RGPD5 . L 2913
domain containing 5 | <= del | del [x del del | 455

\ Table 4. Copy number changes among patients with undifferentiated malignant \
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tumor

1A 1A 1A1 1A1 2A 2A 2A Tota
SYMBOL GENE NAME LOCATION 1A2 1A4 6 9 0 1 2 3 7 |
ANKRD30B | ankyrin repeat
domain 308 1801121 del [ x [ x |del |del |del [del |x |x |5
solute  carrier
SLC6A4 family 6 | 17911.2
member 4 del del X X del del del X X 5/9
peptidylprolyl
PPIB isomerase B 15022.31 del del X del X del del X X 5/9
HECT and RLD
domain
HERC2 containing E3 15q13.1
ubiquitin
protein ligase 2 del del X del del del X X X 5/9
tryptophan 2,3-
TDO2 : 4932.1
dioxygenase amp | amp | x del | del del X X X 5/9
immunoglobin
IGSF21 superfamily 1p36.13
member 21 X X X del del X del del X 4/9
calcium/calmod
ulin dependent
CAMK2B protein  kinase pi3
Il beta X X X del del X del del X 4/9
POM121
POM121 transmembran 7911.23
e nucleoporin del X X del del del X X X 4/9
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