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OzET

Hepatoblastomlar ¢cocukluk ¢agi tiimdrlerindendir ve karaci-
gerin embriyonal gelisim agsamalarini takip eden alti histolojik alt
tipi tammlanmigtir. Bu tiimérleri olusturan hiicrelerin EMA- sito-
keratin, FP ve CEA ekspresyonlar gosterebildikleri, Gzellikle
mikst tip hepatoblastom olgularinda noroendokrin diferansiyas-
yon gosteren seratonin ve somatostatin imminoreaktif hiicrele-
rin bulunabilecegi bildirilmigtir. Bu galismada, immiinhistokim-
yasal profili ortaya koymak ve ayrica, hem malign potansiyel ta-
styan tiimorlerin hem de reperatif/rejeneratif aktivitenin deger-
lendirilebilmesine imkan saglayan proliferatif aktivite belirleyici-
si Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ile hiicre proliferas-
yonu dzerindeki baskilayici etkinin kalkmig oldugunun bir gés-
tergesi olarak kabul edilen-neoplastik dokularin en sik saptanan
anomalisi-mutant p53 ekspresyonlari arasindaki iligkiyi arastir-
mak amaclyla tgi fetal-embriyonel, bir ise mikst epitelyal-me-
zankimal tip 4 hepatoblastom olgusunun formalinde fikse para-
fin kesitlerinde streptavidin biotin peroksidaz yontemiyle sitoke-
ratin (AE1/AE3) o-fetoprotein, CEA, vimentin, S-100 protein,
kromogranin, sinaptofizin, PCNA ve p53 varliklari arastirild. Bii-
tin olgulanmizda sitokeratin ve a-fetoprotein, bir olguda vimen-
tin ekspresyonlari gosterildi. Noroendokrin hiicre varligi ile p53
timor baskilayict gen driinii olgulanmizdan higbirinde saptana-
madi. Olgularimiza ait PCNA indeksleri 0.800 ile 0.990 arasinda
degisiyordu. Bulgularimiz, farkli sonuglar elde edilmig ¢alisma-
lar olmasina ragmen literatiiriin cogunlugu ile uyum gostermek-
tedir.

Anahtar kelimeler : Hepatoblastoma, immiinhistokimya,
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GiRisS

Hepatoblastomlar gocukluk ¢ag primer hepatik timarlerinin
en sik gorilenidir ve ¢cocukluk ¢agi karaciger tiimorlerinin %25-
45'ini olugtururlar', Histolojik olarak alti alt tipi tanimlanan hepa-
toblastomlarda bu histopatolojik boliinmenin karacigerin embri-
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yonal gelisim asamalar ile oldukga yakin bir paralellik goster-
mesi dikkat gekicidir™*. PCNA, DNA polimeraz delta'nin yardim-
ci proteinidir ve prolifere hiicrelerde hiicre siklusunun geg G1 ve
S fazi boyunca sentez edilir, DNA sentezi igin gereklidir ve gesit-
li lezyonlarda proliferasyon belirleyicisi olarak kullaniimaktadir**,
p53 timor baskilayici gen, hiicresel proliferasyonun kontroliin-
de onemli bir rolu oldugu digtnilen bir nikleer fosfoproteini
kodlar. Normal sartlar altinda bu protein (wild tip), hiicrede ok
diisiik konsantrasyonlarda olmasi nedeniyle konvansiyonel im-
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minhistokimyasal yontemlerle saptanamaz, ancak miitasyona
ugramasiyla hiicre ici yari émriiniin uzamasi sonucu saptanabi-
lir hale gelir. Son yillarda bazi malign tiimorlerde p53 gen eksp-
resyonu gosterilmig, bunun prognostik dnem tagiyabilecegi ile-
ri strilmisgtir’. Ayrica, p53 ekspresyonu gdsteren bazi timér-
lerde yiksek PCNA reaktivitesinin bulunabilecegi gdsterilmis-
tir'". Bu galismamda, kurumumuz arsivierinde saptanan 4 hepa-
toblastom olgusunda immunhistokimyasal profil, PCNA indeksi
ve p53 tiimar baskilayic gen driini varhgr arastinimis, elde edi-
len veriler literatdr bilgileri isiginda tartigiimistir.

GEREC VE YONTEM

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali 1983-1995 yillan arsivlerinde saptanan 4 hepatoblastom ol-
gusunun ve kontrol dokulari olarak segilen,normal olarak deger-
lendirilmis infant donemi post mortem karaciger doku drnekleri
ile belirleyicilere spesifik pozitif kontrol dokularinin %10'luk
tamponlu notral formalinde fikse parafin kesitlerine, sitokeratin
(AE1/AE3), o-fetoprotein (A-013-01), CEA (TF3H8-1), vimentin
(V9), S-100 protein (15E2E2), kromogranin (LK2H10), sinapto-
fizin (SY38), (Biogenex, San Ramon, CA, USA); proliferating cell
nuclear antigen (PCNA; P10) ve p53 (BP53-12-1) (Zymed, CA,
USA) monoclonal, mouse antikorlar ile negatif kontrol igin sigir
fetus serumu immiinhistokimyasal yontemle streptavidin-biotin
peroksidaz (Zymed, CA, USA) kiti kullanilarak uygulandi. Hepa-
toblastoma ve kontrol karaciger olgularinin PCNA indeksi (niik-
leer pozitivite gosteren hiicreler/1000 hiicre) hesaplandi. Diger
belirleyici reaksiyonlari ile p53 ekspresyonu, reaktif hiicrelerin
oranlarina gore (%1-%25= (+); %26-50 = (++); %51-75= (+++)
ve >%75=(++++) derecelendirildi.

OLGU SUNUMU

OLGU 1

3/12 yaginda erkek hasta karinda aile tarafindan tespit edi-
len kitle nedeniyle bagvurdu. Yapilan eksplorasyonda karaciger
sag lobunu isgal eden, keskin kenarli, diizgiin yiizeyli 12x8 cm
boyutlarinda kitle tespit edildi.Makroskopik incelemede 12x8x5
cm boyutlarinda kitlenin karacigere kiyasla daha sert bir kivama
sahip oldugu, kesit yiizeyinde ise kalsifiye ve nekrotik odaklar
icerdigi dikkati gekti. Isik mikroskopik incelemede; selliiler, stro-
madan fakir, fetal Ozellikteki karaciger hiicrelerinin trabekiiler
yapilar ve solid adalar olugturmalar ile karakterli timéral yapi
izlendi. Arada osteoid ve kondroid doku komponentleri dikkati
cekti. Yapilan imminhistokimyasal caligmada sitokeratin ve o-
FP diffiz boyanma gosterirken CEA, sinaptosin, kromogranin,
S-100 protein ve vimentin (mezenkimal komponent de dahil ol-
mak tzere), negatif reaksiyon vermistir. Timor hiicrelerinin p53
eksprese etmedikleri gozlenmistir. PCNA indeksi 0.845 olarak
saptanmisgtir. Hasta 1989'dan beri takiptedir.
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OLGU 2

14/12 yasinda kiz hasta karin sag yaninda fark edilen kitle
yakinmasi ile bagvuruyor. Yapilan eksplorasyonda karaciger sag
lob laterali ile iligkili, kapsiillii goriinimde, diizgiin yiizey ve kon-
turld kitle tespit edildi. Makroskopik incelemede 7x6x4 ¢cm bo-
yutlaninda kiipsiilld, diizgiin yizeyli, yumusak kivamda kitlenin
kesit yiizeyinde kiigiik kanama odaklari igerdigi dikkati gekti. Isik
mikroskopik incelemede agirlikli olarak fotal 6zellikteki karaciger
hiicrelerinin trabekiil ve hiicre kordonlar olusturmalari ile karek-
terli timoral yap: izlendi. Yapilan immiinhistokimyasal caligma-
da tdmor hiicreleri o-FP ve sitokeratin ile diffiiz ve giiclii reaksi-
yon verirken CEA, sinaptofizin, kromogranin, S-100 protein ve
vimentin negatif boyanmislardir. p53 protein ekspresyonu bu
timorde de gosterilmemis; PCNA indeksi 0.990 olarak saptan-
migtir. Hasta 1990'dan beri takiptedir.

OLGU 3

8/12 yasinda kiz hasta karinda giderek ilerleyen sislik yakin-
mast ile bagvuruyor, yapilan laparotomide saptanan ve karaciger
bitlnd kistik bir kitleye doniistiirerek tiim karin igi organlara
yaygin yapigikliklar gdsteren kitleye intraoperatif olarak hepa-
toblastom tanisi verildi. Yapilan mikroskopik incelemede gevre
karaciger dokusunu basiya ugratmis, genis nekroz alanlarina sa-
hip fotal ve embriyonal tipte hepatositlerden olusan timaral ya-
prizlenmistir. Bu olguda PCNA indeksi 0.800 olarak tespit edilir-
ken p53 gen ekspresyonu saptanmamistir. Vimentin immiinre-
aksiyonu pozitif saptanmis; galisilan diger belirleyiciler ilk iki ol-
gudaki sonuglari vermistir. Hasta ilk kemoterapiyi takiben exitus
olmustur.

OLGU 4
- 18/12 yasinda kiz hasta karin iist kisminda sislik yakinmasi

ile bagvuruyor. Yapilan eksplorasyonda sol lob on yiizde yerles-
mis, yiizey ve sinirlan diizensiz kitle saptanmistir. Makroskopik
incelemede 10x8x4.5 cm boyutlarinda, kirli beyaz renkte sert ki-
vamda timaoral kitle izlendi. Isik mikroskopisinde agirlikli olarak
fotal ve embriyonal elemanlarin trabekiiler yapilar,yalanci ade-
noid ve arada yer yer de rozet yapilan olusturmalari ile karakizar-
li timoral yapi gozlendi. Immiinhistokimyasal panel ve p53 on-
kogen ekspresyonu diger olgulara benzen nitelikteydi. PCNA in-
deksi 0.860 bulunmustur. Olgu 1994'den beri takiptedir.

Yapilan incelemede, pozitif kontrol kesitlerinde beklenen im-
miinhistokimyasal reaksiyonlar gbzlenmis, negatif kontrol ke-
sitlerinde ise boyanma saptanmamustir. Olgularin tiimiine ait kli-
nik, histopatolojik ve immunhistokimyasal bulgular tablo 1 ve
2'de Ozetlenmigtir.

TARTISMA

Hepatoblastomalar cocukluk ¢agi primer hepatik tiimorleri-
nin %25'inden fazlasini olugturular ve %50 oraninda da malign
davranig gosterirler'. Olgularin %88'i 5 yas, %68'i 2 yas altinda-
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Tablo 1 : Olgulanmizin klinik ve histopatolojik 6zellikleri

dir, %5'inde ise eslik eden durum yada anomali vardir. Bu galig-
mada sunulan olgularin tiimil 2 yasin altinda olup en bilyigi 18
aylik en kiigigu ise 3 ayhkti (ortalama 10.7/12 y.). Olgulanimiz-
da bagka bir dogumsal anomali saptanmamistir.

Hepatoblastomalar karacigerin embriyonal gelisim evreleri
ile 6nemli paralellik gosterirler.Karaciger; safra kesesi ve bilier
duktus sistemleri ile birlikte 4. gebelik haftasinda dn barsak do-
seyici endodermal epitelinin vental béliminden bir tomurcuk
olarak gelisir. Prolifere olan endodermal hiicreler karaciger hiic-
re kordonlan ve intrahepatik safra kanalikiillerinin epitelini olus-
tururken hematopoietik hiicreler, Kuppfer hiicreleri ve destek
dokusu, septum transversumun splanknik mezenkiminden geli-
sir. Bu gelisim paterni ile yakin birliktelik gbsteren hepatoblas-
tomalar histopatolojik olarak fotal-epitelyal, embriyonal-fotal,
epitelyal, makrotrabekiiler, kiicik hiicreli ve mikst epitelyal-me-
zenkimal alt tiplere ayrilmaktadir’. Olgularin %56'sini epitelyal,
%44'lin{ mikst alt tipler olusturur. Bu siniflama dogrultusunda,
olgu serimiz igerisinde yer alan 4 olgudan 3'ii fotal-embriyonel,
bir tanesi ise teratoid eleman icermeyen mikst epitelyal-mezen-
kimal tipti. Bu histolojik ayrnm immiinofenotipik karakterlerin or-
taya konmasi ile yeni tartigmalara yol agmigtir. Imminhistokim-
yasal yontemler ile deisik antikorlar kullanilarak yapilan pek
cok ¢aligmada hepatoblastomlarin alt tiplerini sitokeratin, o-FP
ve CEA ile degigen oranlarda boyandiklari gosterilmistir". Timo-
riin morfolojik olarak mezenkimal olarak nitelenen komponenti-
ni olugturan elemanlarin 6zellikle de osteoid benzeri materyalin
EMA, sitokeratin ve o-FP eksprese etmesi diigiindricidr ve
morfolojik ayrnimin gergekte aldatici oldugunun ve bu tiimérlerin
hepsinin epitelyal kokenli olduklarina bir kanit olusturur. Nite-
kim serimize ait bir mikst tip hepatoblastom olgusunda da varo-
lan osteoid materyal epitelval belirleyiciler ile pozitif reaksiyon
vermistir. Yapilacak yeni galigmalarin bu konuya aciklik getire-
cegini umuyoruz. Ruck ve ark. da dzelikle mikst tip hepatoblas-
tom olgularinda seratonin ve somatostatin reaktif néroendokrin
diferamsiyasyon gosteren hiicrelerin bulunabilecegine dikkat
cekmislerdir’, Biz, kromogranin ve sinaptopfizin kullanarak yap-
tigimiz incelemede timaor hiicrelerinde bu yonde bir diferansi-
yasyon saptayamadik.

PCNA hem malign potansiyel tasiyan tiimérlerin hem de re-
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Tablo 2 : Olgulanmizin immiinhistokimyasal inceleme sonuclar

peratif/rejeneratif aktivitenin degerlendirilebilmesine imkan sag-
lamaktadir. PCNA immiinreaksiyonu; hiicre replikasyonuna bag-
I olarak eksprese edilmesi, DNA onarimi sonucu olusan
PCNA'in yeniden dagilimi ve/veya PCNA geninin az veya fazla
ekprese edilmesine bagh degisiklikler ya da dizeni bozulan
PCNA transkripsiyon veya translasyonu dogrultusunda belirle-
nir. PCNA mRNA'sini stabilize eden bliyiime faktdrleri salgilayan
tiimorlerde DNA sentezi uyariimadan da PCNA birikimi olabilir’.
Olgulalarimiza ait PCNA indeksleri 0.800 ile 0.990 arasinda de-
dismektedir (ortalama 0.877). Kontrol olarak secilen karaciger
dokulari ile kargilastinidiginda belirgin yiksekligi dikkati ceken
PCNA reaktivitesinin bu tiimdrlerin yiksek proliferatif aktivite-
sinin gostergesi olduguna inaniyoruz. Genis serilerde yapilacak
calismalarda bu timorlerde PCNA indeksinin niteligi daha iyi an-
lagilacaktir. En yiiksek PCNA indeksi gdsteren olgu epitelyal alt
tip GOyesiydi.

Genotoksik bir stress sonrasi p53 geninin bir transkripsiyon
faktorii gibi hareket ederek Gadd45 ve p21 gibi efektor genleri

Resim 1 : Bir fotal embriyonal tip hepatoblastom olgumuzda (Olgu 4)
PCNA immiin reaksiyonu (PCNA indeksi: 0.860; biotin streptavidin
peroksidaz, x630, imm.oil).
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aktive ettigi ortaya konmustur. p21 in inhibe olmasiyla PCNA
tzerindeki baskilanma ortadan kalkar ve DNA replikasyonu in-
diiklenir ve sonug olarak yiiksek miktarda PCNA birikimi gézle-
nir. Gadd45 ise DNA tamirini indikleyerek, hasarli DNA bélge-
lirnde PCNA'in yenidne dagilimini saglar ve bu da yiiksek PCNA
ekspresyonu goriilmesine yol agabilir’®. p53 geni delesyon
ve/veya miitasyonu, eriskinlerde goriilen cesitli tiimorlerde
ozellikle karsinomlarda siklikla saptanmasina karsin gocukluk
caginda gorilen timorlerde daha az izlenmektedir. Kar ve ark.,
yaptiklan galismada 47 hepatoselliller karsinom olgusunun hig-

i

birinde mutant p53 timaor baskilayici gen proteinini saptayama-
mig, 3 hepatoblastom olgusundan birinde ise bu gen Griiniiniin
varligini géstermiglerdir™". Tarafimizdan kullanilan p53 protein
antikor klonu hem "wild* hem de “miitant' form p53 proteine
spesifisite gostermektedir. Serimizde, p53 tiimor baskilayici gen
iriind olgulanmizdan higbirinde gosterilememistir. Bu sonug,
kamimizca bu timdrlerin patogenezinde herhangi bir asamada
p53 miitasyonunun olmayabilecegini, saptanan yilksek PCNA
varliklarinin da diger mekanizmalar ile iligkili olabilecegini gos-
termektedir.
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