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OZET Amacg: Atipik teratoid/rabdoid tiimér (AT/RT), cocukluk ¢ag1 santral sinir
sistemi (SSS) tiimorlerinden olan embriyonel tiimérlerin nadir bir alt grubunu
olusturmaktadir. 22q11.2'de lokalize SMARCBI1/INII geninde somatik doku-
larda olusan degisikliklerin (delesyon, nokta mutasyonu, heterozigosite kaybi),
AT/RT’lerin yaklasik %75-98’inde bulundugu gosterilmistir. Ayrica AT/RT’li
hastalarin 1/3’tinde SMARCBI/INII geninde germline mutasyonlar bildirilmis-
tir. Bu ¢aliymada, AT/RT tanisi alan hastalarda bu tiimér ile iliskili bir tiimor sup-
resor gen olan SMARCBI/INI1 mutasyonlarinin arastirilmas: amaglanmistir.
Gereg ve Yontemler: Bu calismada, 2010-2015 yillari arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiiltesinde, AT/RT tanist almis olgularin demografik, klinik, patolojik 6zel-
likleri ve SMARCB 1/INI1 mutasyonlari degerlendirildi. Olgularin hepsinin tiimor
dokusuna ait patoloji preparatlarindan ve ulasilabilen olgularin periferik kanla-
rindan DNA izole edilerek, SMARCBI1/INII geni i¢in tiim ekzonik bolgeler po-
limeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi, jel elektroforezi ile kontrol edildikten
sonra DNA dizi analizi ger¢eklestirildi. Tespit edilen varyasyonlarin patojenitesi,
Amerikan Tibbi Genetik Koleji 2015 kriterlerine gore degerlendirildi. Bulgular:
Calismaya alinan 10 hastanmn 7’si SSS’nin AT/RT’si, 2’si yumusak dokuda RT,
biri renal RT taniliydi. Hastalarin %77’sinde tiimor dokusunda immiinohisto-
kimyasal yontemler ile SMARCBI1/INII protein ekspresyonu kaybi saptandi ve
bu hastalarin ortanca sagkalim siiresinin 5 ay (1-69 ay, SE: 9,29 ay) oldugu go-
riildii. Dort hastanin timor dokusunda SMARCB1/INII geninde, mutasyon sap-
tand1 ve bu hastalarin ortanca sagkalim siiresi 5,5 ay (1-15 ay, SE: 2,95 ay) olarak
saptandi. SMARCBI1/INII geninde mutasyon saptanmayan hastalarin ortanca
sagkalim siiresi 10,5 ay (1-81 ay, SE: 14,6 ay) olarak saptandi. Sonug¢: Timor
dokusunda SMARCBI/INI1 geninde mutasyon saptanan hastalarin ortanca sag-
kalim siirelerinin, mutasyon saptanmayanlara gore daha kisa oldugu gézlenmis-
tir. Onceki yayinlardan farkli olarak AT/RT tanili hasta grubumuzda, higbir
hastada SMARCBI1/INII geninde germline mutasyon saptanmamugtir.

Anahtar Kelimeler: Santral sinir sistemi neoplazileri;
tiimor baskilayici genler; SMARCBI protein;
rabdoid timor

ABSTRACT Objective: Atypical teratoid/rhabdoid tumor (AT/RT) is a rare
subgroup of embryonal tumors of childhood central nervous system (CNS) tu-
mors. It has been reported that approximately 75-98% of patients with AT/RT
have somatic changes (deletion, point mutation, loss of heterozygosity) in the
SMARCBI/INI1 gene localized in 22q11.2 and also one-third of the patients
have germline mutations. This study aimed to investigate the SMARCB1/INI1
mutations, a tumor suppressor gene associated with this tumor, in patients with
AT/RT. Material and Methods: The demographic, clinical, pathological fea-
tures and SMARCBI1/INI1 mutations of patients diagnosed at Ege University
between 2010-2015 were evaluated. DNA was isolated from pathological prepa-
rations of tumor tissue of all cases and peripheral blood of accessible patients,
and all exonic regions for the SMARCBI1/INI1 gene were reproduced by poly-
merase chain reaction, and DNA sequence analysis was performed after control
by gel electrophoresis. Pathogenicity of the variations found was evaluated ac-
cording to American College of Medical Genetics 2015 criteria. Results: 7/10
patients were diagnosed as AT/RT of CNS, 2/10 as soft tissue RT, and 1/10 as
the renal RT. In 77% of the patients, loss of SMARCBI1/INII protein expres-
sion was detected by immunohistochemical methods in tumor tissue and mean
survival was 5 months (1-69 months, SE: 9.29 months). The mutation was de-
tected in SMARCBI1/INII in tumor tissue of four patients and median survival
was 5.5 months (1-15 months, SE: 2.95 months). The median survival of pa-
tients without a mutation in the SMARCBI1/INI1 gene was found to be 10.5
months (1-81 months, SE: 14.6 months). Conclusion: The median survival time
of the patients with SMARCB1/INI1 mutation seems to be shorter than the ones
without the mutation. Unlike previous publications, in our patient group diag-
nosed as AT/RT, no germline mutation was detected in the SMARCBI1/INI1
gene.
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Gelismekte olan iilkelerde, ¢cocukluk ¢aginda en
stk goriilen ilk 3 malignite 16semi, lenfoma ve sant-
ral sinir sistemi (SSS) timoradir.! Atipik
teratoid/rabdoid tiimdr (AT/RT), pediatrik SSS tii-
morlerinin nadir goriilen bir alt tipidir. Tlk olarak
1987 yilinda Rorke ve ark. tarafindan tanimlanmis-
tir.>* Siklikla 3 yagindan kiiglik ¢ocuklarda goriliir
ve infant yas grubundaki ¢cocuklarda goriilen SSS tii-
morlerinin %10’unu olusturmaktadir.>* SSS’nin
AT/RT’si, oldukca agresif seyirli olup, prognozu
diger malign beyin timdrleri ile karsilagtirildiginda
son derece kotiidiir. SSS’nin AT/RT’si tanist alan
hastalarda, 5 yillik sagkalim %39,5 olarak bulun-
mustur ve bildirilen yasam siireleri 0,5-11 ay arasinda
degismektedir.>3

SSS’nin AT/RT’si, histolojik 6zellikleri nedeni
ile siklikla primitif néroektodermal tiimor, medul-
loblastom, germ hiicreli tiimér, koroid pleksus karsi-
nomu ile karisabilmektedir.*®> Bu nedenle daha
spesifik belirteclere ihtiya¢ duyulmustur. Ilk olarak
Kalpana ve ark. tarafindan 1994 yilinda tanimlanan
SMARCBI1/INII (*¥*601607) geni, zaman iginde
AT/RT ile iligkili bir timor supresor gen olarak be-
lirlenmistir ve giintimiizde AT/RT ile iligkili en yay-
gin bilinen tiimdr supresodr gen ve tanisal biyolojik
belirteg olarak tanimlanmistir.®

SMARCBI1/INI1, SWI/SNF kromatin “remode-
ling” kompleksinin bir bilesenidir ve bir timor sup-
gen olarak Bu
diferansiyasyon ve apoptoz genlerini hedef alip, 6kar-

resor iglev  goriir. islevini,
yotik genlerin transkripsiyonunu diizenleyerek yap-
t181 diistinilmektedir. SMARCBI/INII’in ve komsu
genlerin alterasyonu, delesyonu ve mutasyonu SSS,
bobrek ve yumusak dokularda bulunan RT’lerde ta-
mmlanmistir. SMARCB 1/INI1 fonksiyonunun germ-
line kaybini tasiyan infantlar ve ¢ocuklar, ¢ok erken
yaglarda RT’lere yatkin olma egilimindedir ve bu ¢o-

cuklarda AT/RT gelisebilmektedir.®

Genetik ¢alismalar, SMARCBI1/INII genindeki
degisikliklerin (delesyon, nokta mutasyonu, hetero-
zigosite kayb1), AT/RT lerin yaklasik %75-98’inde
gerceklestigini géstermistir.>*!® Bununla birlikte,
SMARCBI1/INII’de degisikligin gosterilmedigi ¢alig-
malar da mevcuttur.!! Somatik mutasyonlara ek ola-
rak, AT/RT’li hastalarin 1/3’tinde SMARCBI1/INII
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geninde germline mutasyonlar bildirilmigtir.'> Bu
bulgular 1s18inda anti-SMARCB 1/INI1 antikoru, tani-
sal bir arag olarak kullanilmaya baslanmis olup, yan-
l1s tan1 oranlarinda diisiis saglanmistir. Giiniimiizde
AT/RT tanisi i¢in artik bu karakteristik molekiiler de-
fektin objektif olarak gosterilmesi gerekmektedir.'

Bu ¢aligmada, ¢ocukluk ¢agi SSS tiimdrlerinin
bir alt grubu olan embriyonel timoérlerden, AT/RT
tanis1 almig olan hastalarda, klinik, patolojik 6zellik-
lerin ve bu tiimdr ile iliskili olan bir timdr supresor
gen (SMARCBI1/INII) mutasyonunun arastirilmasi
amaglanmustir.

I GEREG VE YONTEMLER

Bu calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesinde,
2010-2015 yillar arasinda tanisal amagh cerrahi gi-
risim yapildiktan sonra histopatolojik incelemeler so-
nucunda, AT/RT tanist almis olan 0-18 yas arasindaki
tiim hastalar dahil edildi. Bu kriterlere uyan 10 hasta
oldugu goriildii. Olgularin dosyalar1 geriye doniik
olarak incelendi. Hastalarin cinsiyeti, tan1 yasi, bas-
vuru yakinmasi, bagvuru ile tani arasinda gegen siire,
yasam sliresi, timoriin yerlesim yeri, tedavi sekli,
niiks orani kaydedildi ve en az 3 kusagi iceren aile
agaci ¢izildi.

Olgularin, SMARCBI1/INII geni molekiiler ana-
lizi, Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Cocuk Genetik Bilim Dali laboratuva-
rinda yapildi. DNA izolasyonu i¢in tiim olgularin,
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim
Dal1 6rnek arsivinde parafin bloklar halinde saklan-
makta olan patoloji materyallerine ulasildi ve ayrica
caligma sirasinda hayatta olan 4 olgudan EDTA’l1
tiipe 2 cc periferik kan 6rnekleri alindi. Parafin blok
halinde saklanmis olan tiimor dokusundan ve perife-
rik kan 6rneklerinden protokole uygun sekilde DNA
izole edildi. Izole edilen DNA 6rneklerinde,
SMARCBI/INI1 geninin tiim ekzonik bolgeleri ve
intron-ekzon birlesme bolgelerini kapsayacak sekilde
Primer3 programi araciligtyla primer dizayni yapilda.
Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reac-
tion (PCR)] i¢in kullanilan primer dizileri Tablo 1’de
goriilmektedir. PCR sonrasinda elde edilen PCR firii-
niinde, amplifikasyon olup olmadigini kontrol etmek
icin, %2’lik agaroz jelde PCR firiinleri yiiriitildd.
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TABLO 1: PCR icin kullanilan primer dizileri.
1 chr22:24129053+24129642  CAGCCTGGGAGAAAGAGAAA  AGGAAATCCCAGGTCGATG 59.54/59.87  50.00/52.63 590
2 chr22:24133728+24134180  TGGTTCTGTTGTCAGGATGC  CAAGGCTGCAGTGAAGACAC  59.68/59.62  50.00/55.00 453
3 chr22:24135653+24135930  CATGCGAGGACCTTGATGT  CTCAGAAAAGACCCCACAGG  59.65/59.69  52.63/55.00 278
4 chr22:24143023+24143399  TCGAGCCTGACAGAGGTACA  AGGAGGTACTGTGGCGTTGT — 59.57/59.65  55.00/55.00 377
5 chr22:24145338+24145712  TCTGCTGCCTCAGCTGTTAG  AGGTCCAGAATCTGCCTGAC ~ 59.49/59.26  55.00/55.00 375
6 chr22:24158838+24159231  CTGGTTGTCCTCTCCTGCAT ~ AACCCAAAGACGGGCTTC 60.26/60.05  55.00/55.56 394
7 chr22:24167279+24167706  CAAGGACCACCTGCAGTTCT  AAGCGTGAGAAAGCCTCAAA  60.30/60.13  55.00/45.00 428
8 chr22:24175561+424176029  GGTCATGGCGACAACACTT  AGAAGCCTGCCTGCCTCTA 50.54/60.25  52.63/57.89 469
9 chr22:24176178+24176544  CTGAGAGAAGGCTGGGTCTG GGGCTCAACAAATGGAATGT  60.13/59.80  60.00/45.00 367

Sonrasinda PCR iiriinlerine purifikasyon islemi uy-
gulandi. Purifikasyon i¢in “FERMENTAS GeneJET
PCR Purification Kit” kullanildi. Ardindan purifiye
edilen amplikonlar, “BigDye Terminator Cycle Se-
quencing V3.1 Ready Reaction Kit (Life Technolo-
gies)” kullanilarak Sanger dizi analizi i¢in 2. bir PCR
islemi ile hazirland1. Ikinci PCR islemi sonrasinda
sonlandirici niikleotidler i¢eren bu {iiriinler, “Zymo
Research DNA Sequencing Clean Up Kit” kullanila-
rak purifiye edildi. Daha sonra ise ABI PRISM 3130
otomatik dizi analizi cihazina yiiklenilerek, Sanger
dizi analizi yapildi. Tespit edilen varyantlarin pato-
jenitesi, Amerikan Tibbi Genetik Koleji 2015 kriter-
lerine gore degerlendirildi.

SMARCBI/INII geninde tiimor dokusunda mu-
tasyon tespit edilen olgularda, 6rnegi bulunanlarda
periferik kanda dizi analizi tekrarlandi. Segregasyonu
belirlemek amaciyla ebeveynlerde, Sanger dizi ana-
lizi gerceklestirildi.

Parafin blok halinde saklanmis olan tiimor do-
kusundan, SMARCBI1/INII protein ekspresyon kay-
bini degerlendirmek amaciyla immiinohistokimyasal
inceleme yapildi. iImmiinohistokimyasal incelemede
antikor olarak “INI-1 (MRQ-27) Mouse Monoclonal
Primary Antibody-Cell Marque” kullanildi ve
“Benchmark XT” cihazinda ¢alisildi.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan
30 Kasim 2015 tarihinde, 15-10.1/13 no.lu onay
alindi. Caligmaya katilan tiim ailelerden goniillii
oluru alindi. Caligma, Helsinki Bildirgesi Prensiple-
ri’ne uygun olarak yapildi.

I BULGULAR

Calismaya, AT/RT tanisi olan 10 hasta alinmistir. Ca-
lismaya alman hastalarin 7 (%70)’sinde SSS’nin
AT/RT’si, 2 (%20)’sinde yumusak dokuda RT, 1
(%10)’inde ise bobrek RT’nin tani aninda beyin ve
omurilik metastaz1 mevcuttu. Hastalarin genel 6zel-
likleri Tablo 2’de goriilmektedir.

Calismaya alian hastalarin 5 (%50)’i erkek 5
(%50)’1 kizd1. Hastalarin tan1 anindaki yas dagilimi 3
ay-12,9 yas arasinda degisim gostermekteydi ve or-
tanca tani yasi 16,5 ay idi (3 ay-12,9 yas). Hastalarin
%90’1 36 aydan once tani almisti. Kiz hastalarin or-
tanca tani yasi 17 ay (6-19 ay), erkek hastalarin or-
tanca tani yasi 3,5 ay (3,5 ay-12,9 yas) idi. Calismaya
alinan tiim hastalar1 degerlendirdigimizde ortanca
sagkalim siiresinin 7,5 ay (1-81 ay, SE: 9,28 ay) ol-
dugu gorildi, toplam 7 (%70) hasta hayatin1 kay-
betti.
dismorfik bulgu bulunmamaktaydi.

SSS’nin AT/RT’si tanist alan 7 hastanin 4
(%57)1 kiz, 3 (%43)’1 erkekti. Bu olgularin ortanca
tani yast 18 ay (3 ay-12,9 yas) bulundu. Hastalarimi-
zin %85°1 36 aydan 6nce tani almist1. Ortanca sagka-
lim siiresinin 6 ay (1-81 ay, SE: 10,86 ay) oldugu
goriildii (Tablo 3). Bagvuru yakinmalarini degerlen-
dirdigimizde; SSS’nin AT/RT’si tanis1 alan hastalar-
dan 6’sinda kusma, 4’iinde huzursuzluk, 3’iinde
istahsizlik, 3’iinde letarji mevcuttu. Diger hastalar-

Caligmaya alinan hastalarda, major bir

dan farkli olarak bagvuru sirasinda 1 hastada kilo
kayb1, 1 hastada denge bozuklugu, 1 hastada fasiyal
paralizi mevcuttu. Hastalarin genelde tek bir yakinma
ile degil kusma-huzursuzluk (%40), kusma-letarji
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TABLO 2: Santral sinir sisteminin atipik teratoid/rabdoid timdr(i, yumusak doku ve ekstrakranial yerlesimli rabdoid tiimér hastalarinin klinik, inminohistokimyasal

ve molekiler ozellikleri.

SMARCB1/INI1 mutasyonu

Tedavi

Tiimor
yerlesim

Dokuda INI1

(Dizi analizi ile)

Kan

Sagkalim

Olgu

ekspresyonu Akrabalik

Doku

Sonug
Remisyon

sliresi

RT 0.KiT Niiks

yeri Cerrahi KT
SSS/T
SSS/T
SSS/T
SSS/ST

Tani yasi

Cinsiyet

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok

Galigiimadi

Yok

81ay

TE

18 ay
17 ay
19 ay
19ay
3ay
35ay

K
K
K
E

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var

Var

Olim
Olim
Olim
Oliim
Remisyon

6ay
5ay
1ay
1ay
69 ay

KE

Var

TE

Var

Yok

KE

SSS/T

KE

Yok

*k

TE

YD$
SSS/ST

E
E
E
K

Olim
Remisyon

12ay
15ay

KE
Biyopsi

12,9 yas

Yok
Fokal var

Var

Yok

+

YD$
SSS/ST

35ay

Olim
Olim

9ay
3ay

KE

16 ay
6ay

Yok

TE

EKYS$8§

10

K: Kiz, E: Erkek, SSS: Santral sinir sistemi, IT: infratentorial, ST: Supratentoryal, YD: Yumusak doku, EKY: Ekstrakranial yerlesim, TE: Total eksizyon, KE: Kismi eksizyon, KT: Kemoterapi, RT: Radyoterapi, O. KIT: Otolog kemik iliji transplantasyonu, $Sol

omuz, $Sag dirsek, $%Sag bobrek, *Genel durum bozuklugu nedeni ile KT verilemedi, **RT onerildi, ancak aile onay vermedidi igin verilemedi, 0: Kan 6regi olmadigji igin analiz yapilamadi,

cogaltilamadi.

- Timdr dokusundan elde edilen DNA dizi analizinde tim ekzonlar
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(%33,3) ve kusma-istahsizlik (%33,3) gibi birden
fazla yakinma ile bagvurduklar goriilmiistiir.

Calisma grubumuzda bulunan hastalarin tii-
miine cerrahi tedavi ve ardindan uygun kemote-
rapi protokolii uygulanmistir. Hastalarimizin
%40’1inda timdr total eksizyon ile ¢ikarilirken,
%50’sinde rezidii timor dokusu kalmistir ve
%10’unda sadece biyopsi yapilmistir. Total ek-
sizyon yapilan hastalarin ortanca sagkalim siiresi
37 ay (3-81 ay, SE: 20,6 ay) bulunurken, rezidii
tiimor dokusu kalan hastalarin ortanca sagkalim
stiresi 7,5 ay (1-15 ay, SE: 2,3 ay) olarak bulun-
mustur.

Caligmaya alinan tiim hastalar i¢in timor do-
kusunda immiinohistokimyasal yontemler ile
SMARCBI/INII protein ekspresyonu bakildi
(Resim 1). Hastalarin %77’sinde protein ekspres-
yon kayb1 bulundu. Yumusak doku ve renal RT
tanilt hastalarin  hepsinin timoér dokusunda
SMARCBI/INII protein ekspresyon kaybi goste-
rildi. SSS’nin AT/RT’si tanili hastalarimizin
4’linde protein ekspresyon kaybi1 mevcuttu, 1 has-
tada protein ekspresyonu tamamen korunmustu, 1
hastada ise protein ekspresyonu fokal olarak ko-
runmustu. Bir hastada protein ekspresyonu deger-
lendirilemedi.

AT/RT tanisi olan ve SMARCB1/INII protein
ekspresyon kayb1 gosterilen hastalarn 3’1 kiz 4’1
erkek, ortanca tani yasi 6 ay (3-19 ay), ortanca
sagkalim siiresi 5 ay (1-69 ay, SE:9,29 ay) bu-
lundu. Protein ekspresyon kaybi olmayan hasta-
miz, 12,9 yasinda tan1 almisti ve sagkalim siiresi
12 ay idi. Protein ekspresyonu fokal olarak ko-
runmus olan hastamiz, 16 aylikken tani almist1 ve
sagkalim siiresi 9 ay idi. Calisma grubumuzda,
protein ekspresyon kaybi olan hastalarin daha
kiiciik yasta tan1 aldiklar1 ve sagkalim siireleri-
nin daha kisa oldugu goriilmiistiir. Ancak hasta
say1sinin az olmasi nedeni ile aradaki farkin ista-
tistiksel olarak anlamli olup olmadig1 degerlen-
dirilememistir.

Hastalara ait patoloji materyallerinden ula-
silan tiimor dokusundan izole edilen DNAlar,
dizi analizi ile SMARCB1/INII gen dizisinde de-
gisiklik acisindan degerlendirildiginde 4 (%40)
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TABLO 3: Atipik teratoid/rabdoid timér tanili hastalarin immiinohistokimyasal ve
molekuler 6zelliklerine gére ortanca tani yaglari ve ortanca sagkalim streleri.

geninde mutasyon saptanan hastalar

n Cinsiyet E/K
Tiim hastalar 10 5/5
SSS'de AT/RT olan hastalar 7 3/4
Tiimor dokusunda SMARCB1/INI1 7 4/3
protein ekspresyonu kaybi olan hastalar
Tiimor dokusunda SMARCB1/INI1 4 2/2

Ortanca tani yasi Ortanca sagkalim siiresi

16,5 ay (3 ay-12,9 yas) 7,5 ay (1-81 ay, SE: 9,28 ay)

18 ay (3 ay-12,9 yag) 6 ay (1-81 ay, SE: 10,86 ay)
6 ay (3-19 ay) 5ay (1-69 ay SE: 9,29 ay)

18 ay (3,5-19 ay) 5,5ay (1-15 ay, SE: 2,95 ay)

AT/RT: Atipik teratoid/rabdoid tiimér, E: Erkek, K: Kiz, n: Hasta sayisi, SSS: Santral sinir sistemi.

RESIM 1: At: Histopatolojik incelemede hiperkromatik nukleuslu gdrece dar sitoplazmalr atipik hiicre popiilasyonu (sol taraf) yani sira gérece genisge yuvarlak
vezikiiler nukleuslu hiicreler (sag taraf) ile karakterli timér gériiliyor (HEx200). A2: immiin histokimyasal incelemede INI-1 negatifligi (ekspresyon kaybi). Damar
endotellerindeki i¢ kontrol pozitifligi gdrultiyor (Anti INI-1x200). B1: Histopatolojik incelemede yuvarlak vezikiiller nukleuslu hiicrelerin mezenkimal dizilimi ile ka-
rakterli timor gériliyor. Bazi hiicrelerde daha belirgin olmak tizere eozinofilik globiiler yapilar dikkat cekiyor (HEx200). B2: immiin histokimyasal incelemede
INI-1 negatifligi (ekspresyon kaybi). Damar endotellerindeki i¢ kontrol pozitifligi goriltiyor (Anti INI-1x200). B3: Tiimdr dokusunun daha biyik blyiitmede goru-
niimii, rabdoid gériintimli hticreler (HEx400). C1: Histopatolojik incelemede vezikiler yuvarlak nukleuslu epiteloid gériintimlii genis hiicreler ile karakterli timor
goriiliyor. Bazi hiicrelerde eozinofilik globiiler yapilar dikkati gekiyor (HEx200). C2: immiin histokimyasal incelemede INI-1 negatifligji (ekspresyon kaybr). Damar
endotellerindeki i¢ kontrol pozitifligi gdrulliyor (Anti INI-1x200). D1: Histopatolojik incelemede yuvarlak nukleuslu atipik hiicrelerin monoton gériintiisti ve bazi hiic-
relerin sitoplazmasinda eozinofilik globiiler yapilar ile karakterli timér gériliyor (HEx200). D2: immiin histokimyasal incelemede INI-1 negatifligi (ekspresyon

kaybi). Damar endotellerindeki i¢ kontrol pozitifligi goruliiyor (Anti INI-1x200).

hastada mutasyon saptandi. Hastalarda saptanan 4
farklt mutasyonun hepsi de novo mutasyondu ve
Amerikan Tibbi Genetik Koleji 2015 kriterlerine
gore patojenik olarak degerlendirildi (Tablo 4).
Diger 6 hastada (1, 5, 6, 7, 9, 10 no.lu hastalar),
SMARCBI1/INII geninin bazi ekzonlarinda (1 ve 5.
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hastada ilk 5 ekzonda, 6. hastada 2 ve 4. ekzonda,
7 ve 9. hastada 3, 7 ve 8. ekzonda, 10. hastada ilk 6
ekzonda) PCR okumasi olmadigi i¢in bu hastalarda
genomik degisiklik (delesyon, mutasyon, heterozi-
gosite kaybi) bulunup bulunmadigi degerlendirile-
medi.
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TABLO 4: SMARCB1/INI1 geninde mutasyon saptanan hastalarin mutasyon dzellikleri.
Olgu no 2 3 4 8
Tani SSS’nin AT/RT'si SSS'nin AT/RT'si SSS'nin AT/RT'si Yumusak dokuda RT
Mutasyon €.362+3A>G ¢.1033G>A c.727C>T €.238delG

(p.D345N) (p.Q243X) (p.G80Dfsx5)

Mutasyon cesidi Splice bolge Missense Nonsense Frame shift
Mozaiklik %20 %29 %45 %19
De novo/bilinen De novo De novo De novo De novo
Dokuda INI1 ekspresyonu Yok Yok Yok Yok

AT/RT: Atipik teratoid/rabdoid tiimor, SSS: Santral sinir sistemi.

Kanina ulasilarak analiz yapilan 4 hastanin, pe-
riferik kandan izole edilen DNA’lar ve ayni primer
diziler kullanilarak yapilan mutasyon analizinde,
tiim hastalarda biitiin ekzonlar bagaril1 sekilde ¢og-
altildi. Timor dokusunda degisken mozaik pa-
tasiyan hastalarin  higbiri
kanlarinda mutasyon tagimamaktadir.

ternde mutasyon

Mutasyon saptanan hastalarimizin 3’ SSS’nin
AT/TR’si, 1’1 yumusak dokuda RT idi.
SMARCBI/INII geninde mutasyon saptanan hasta-
larin ortanca tani yas1 18 ay (3,5-19 ay), ortanca
sagkalim siiresi 5,5 ay (1-15 ay, SE: 2,95 ay) bu-
lundu. SMARCB1/INII geninde mutasyon saptan-
mayan hastalarin ortanca tani yagi 11 ay (3ay-12,9
yas), ortanca sagkalim siiresi 10,5 ay (1-81 ay, SE:
14,6 ay) bulundu. Mutasyon bulunan hastalarin sag-
kalim siiresi hem mutasyon saptanmamis olan has-
talarin ortanca sagkalim siiresinden daha kisa
bulundu. Ancak hasta sayis1 az oldugu i¢in aradaki
fark istatistiksel olarak degerlendirilemedi.

Mutasyon tastyan hastalarin ebeveynleri, ayni
mutasyon agisindan Sanger dizi analizi kullanila-
rak degerlendirildi. Hastalarin ebeveynlerinin, bu
mutasyonu tasimadiklar1 gosterildi.

I TARTISMA

Bu ¢alismada, AT/RT tanist ile izlenen hastalarin kli-
nik bulgulari ile tiimér dokularinda SMARCBI1/INI1
genindeki molekiiler ve immiinohistokimyasal degi-
siklikler birlikte degerlendirilmistir. Mutasyon sap-
tanan hastalarin sagkalim siiresinin, mutasyon
saptanmamis olan hastalarin sagkalim siiresinden
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daha kisa oldugu goriilmekle birlikte hasta sayisinin
kisithilig1 nedeni ile aradaki farkin istatistiksel anlami
degerlendirilememistir.

Bu calismada hastalarin %85’inin 3 yasindan
once tani aldig1 ve SSS’nin AT/RT’si tanis1 alan has-
talarin ortanca tani yaginin 18 ay (3 ay-12,9 yas) ol-
dugu saptandi. Bu konuda yapilmis olan dnceki
calismalar incelendiginde, hastalarin ortanca tani yasi
12 ay-27 ay arasinda degisim gosterdigi goriilmekte-
dir.>!*1¥ Yaymlarin ¢ogunda, hastalarm %71-76’sinin
3 yagindan kiigiik oldugu dikkat ¢ekmektedir.!*!7:19

Bu ¢alismada SSS’nin AT/RT’si tanisi ile izle-
nen hastalarin ortanca sagkalim stiresi 6 ay (1-81 ay,
SE: 10,86 ay) bulundu. Literatiirde belirtilen sagka-
lim siireleri de calismamizda oldugu gibi oldukea ki-
sadir.?*? On iki aylik sagkalimin %20 veya daha az
oldugu belirtilmistir. Kanada’dan ¢ok sayida mer-
kezin katildig1 bir calismanin verilerine gore %75
hastada, hastaligin niiksettigi ya da progresyon gos-
terdigi goriilmistiir. Ortanca sagkalim siiresi 14 ay
bulunmustur.?! Retrospektif olarak hasta kayitlarinin
incelendigi bir baska calismada, genel ortanca sag-
kalim 8,5 ay, total rezeksiyon yapilan olgularda or-
tanca hastaliksiz sagkalim 14 ay, total rezeksiyon
yapilamayan olgularda ortanca hastaliksiz sagkalim
7 ay olarak bulunmustur.??

22q11.2°de lokalize SMARCBI/INII genindeki
degisikliklerin (delesyon, mutasyon, heterozigosite
kayb1), AT/RT lerin yaklagik %60-85’inde bulundugu
gosterilmigtir.>**% Bu oranin %98’e kadar ¢iktig1 ¢a-
lismalar bulunurken SMARCB1/INII’de degisikligin

gosterilmedigi  ¢aligmalar da  mevcuttur.!®!!
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SMARCBI/INII geninde meydana gelen mutasyonlar,
cogunlukla erken bir “stop” kodon olusmasina neden
olan nokta mutasyonlar veya g¢er¢eve kaymasi (fra-
meshift) mutasyonlar olmakla birlikte biiyiik deles-
yonlar da bildirilmistir. Mutasyonlar sonucu iglevini
tam olarak yerine getiremeyen normalden kisa bir
protein sentezlenmektedir.?? Hastalarimizda, teknik
nedenler ile sadece dizi analizi yontemi kullanarak
SMARCBI/INII geni mutasyon analizi yapabildik.
Dizi analizi yapamadigimiz fakat ekzonlarin1t PCR
ile ¢ogaltamadigimiz hasta dokularinda, biiyiik de-
lesyonlar olabilecegi diisiiniilebilir. Bu hastalarda,
biiyiik delesyonlar1 gosterilebilecegi MLPA, FISH
analizi gibi yontemlerin uygulanmasi uygun olacak-
tir.

Somatik mutasyonlara ek olarak AT/RT’li has-
talarin 1/3’tinde SMARCBI1/INII geninde germline
mutasyonlar bildirilmistir.'> Germline mutasyonlar
siklikla iki primer timdri olan infantlarda gosteril-
mistir. Sévenet ve ark.nin yapmis olduklar1 calis-
mada, bu c¢ocuklarin ailelerinin nadiren mutasyon
tastyicisi oldugu gosterilmistir.> Mutasyon tastyicist
olmadigi halde 2 veya daha fazla etkilenmis ¢ocuga
sahip olan 3 ailede bu durumdan sorumlu mekanizma
olarak gonadal mozaizim disiiniilmistiir.”> Bu calis-
mada, mutasyon tasityan hastalarin ebeveynleri, ayni
mutasyon acisindan Sanger dizi analizi kullanilarak
degerlendirildi. Hastalarin ebeveynlerinin, bu mutas-
yonu tasimadiklar1 gosterildi.

Calismamizda, tiimoér dokusunda SMARCB1/INI1
protein ekspresyonu bakilan 9 hastamizdan 7
(%77)’sinde protein ekspresyon kaybi mevcuttu. Li-
teratliri gozden gegirdigimizde, AT/RT vakalarinin
%84-100’tinde SMARCBI1/INII protein ekspresyo-
nunun kaybinin oldugunu gosteren ¢aligsmalar1 gor-
mekteyiz.>!%?6-2® Ancak AT/RT tanisi almasina
ragmen immiinohistokimyasal olarak
SMARCBI/INII1 ekspresyonunun gosterildigi ve
SMARCBI1/INII’de herhangi bir genetik degisiklik
bulunmayan vakalar da mevcuttur.?’ Bu farklilik,
AT/RT ile iliskisi heniiz tanimlanmamis olan baska
bir timor baskilayici gende degisiklik olmasindan
kaynaklanabilir.

Hasselblatt ve ark., AT/RT tanil1 9 aylik bir
erkek ¢ocugunda immiinohistokimyasal olarak
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SMARCBI/INII ~ boyanmast  oldugunu  ve
SMARCBI1/INII’de genetik degisikliklerin bulunma-
digim gosterdikten sonra bu olguda, homozigot bir
SMARCA4 mutasyonu (c.2032C> T (p.Q678X)) ol-
dugunu ve SMARCA4 protein ekspresyonunda kayip
oldugunu gostermistir.?’ Boylece SWI/SNF kromatin
remodeling kompleksinin bir bagka alt birimi olan
SMARCA4iin mutasyonlarinin da AT/RT’ye neden
olabilecegi gosterilmistir.

Schneppenheim ve ark., SMARCBI1/INII protein
ekspresyonu korunan ve bu gende mutasyon saptan-
mayan iki kiz kardes tanimlamistir. Bu kiz kardesle-
rin timor hiicrelerinde, bir SMARCA4 germline
mutasyonu ve uniparental dizomi nedeni ile heterozi-
gosite kaybi gosterilmisgtir.*

Calisma grubumuzda, protein ekspresyon kayb1
gosterilememis ve SMARCB1/INII geninde mutasyon
saptanamayan hastalarda, tlimor —gelisiminden
SMARCBI/INII geninden farkl: bir genetik defekt so-
rumlu olabilir. Ozellikle yogun aile dykiisii olan hasta-
SMARCBI/INI1
degerlendirmesinin normal bulunmast yeterli olmaya-
bilir. Bu olgularda, SWI/SNF kromatin “remodeling”
kompleksinin diger alt birimleri ile ilgili inceleme ya-

larda, protein  ekspresyonunu

pilmasinda fayda vardir.

Calismamizin retrospektif olarak diizenlenmis
olmasi ve hasta sayisinin az olmasi kisitlayici dzel-
liklerindendir. DNA dizi analizi i¢in parafin bloklar-
daki tiimor dokularmin kullanilmis olmasi, DNA
izolasyonunu zorlagtirmigtir. Bazi hastalarda,
SMARCBI1/INII geninin bazi ekzonlarinda PCR oku-
masinin olmamasi bu durum ile iligkili olabilecegi
gibi bilyilik delesyonlar ile de iliskili olabilir. Deles-
yon analizi yapilamamis olmasi, bir diger kisitlilik-
tir.

0 SONUC

AT/RT tanili hastalarin timor dokusunda yapilan
analizde, daha 6nce bildirilmemis 4 yeni mutasyon
saptanmistir. Ayrica AT/RT tanili hastalarin timor
dokusunda SMARCBI/INII geninde mutasyon sap-
tanmas1 durumunda, hastalarin yagam siirelerinin kisa
oldugu goézlenmistir. Bu nedenle prognozu belirle-
mede mutasyon analizi 6nerilebilir. Bu konuda, daha
genis hasta gruplarinda aragtirma yapilmasina gerek-
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sinim vardir. Onceki yayinlardan farkli olarak AT/RT
tanili hasta grubumuzda, kanda yapilan DNA analiz-
lerinde hicbir hastada SMARCB1/INII geninde germ-
line mutasyon saptanmamistir. Bu sonucun kanda
analiz yapilabilen hasta sayisinin kisitliligr ile ilgili
oldugu diisiinilmiistiir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamgtir.
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Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin,
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya tiyeleri ile iliskisi, danmismanlik, bilirkisilik, herhangi bir fir-
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