izmir Dr. Behcet Uz Cocuk Hast. Dergisi 2020;10(1):65-70
doi:10.5222/buchd.2020.94759

Ozgiin Arastirma / Research Article

Wilms Tiimoriinde immiinhistokimyasal ERG Doku
Ekspresyonun Degerlendirilmesi

Evaluation of Immunhistochemical ERG Tissue
Expression in Wilms Tumor
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Amag: ETS ile iliskili gen (ERG), eritroblast transformasyonuna spesifik (ETS) transkripsiyon faktérlerinden
birini kodlayan bir onkogendir. Basta prostat kanseri, Ewing Sarkom ve akut myeloid I6semi olmak lizere
farkli malignitelerin gelisiminde etkisine dair bir¢ok yayin bulunmakla birlikte, Wilms tiimértii ile iliskisi hi¢
arastirilmamgstir. Bu ¢alismada, Wilms tiimérlerinde ERG doku ekspresyonunun dederlendiriimesi amag-
lanmustir.

Yéntem: Elli ti¢ Wilms tiimérlii cocuktan elde edilen tiimér kesitinde ERG ekspresyonu ve olgularin kliniko-
patolojik ézellikleriyle iliskisi degerlendirildi.

Bulgular: Olgularin ortalama yaslari 3,21+2 yildi. Seri 25 erkek (%47,2) ve 28 kiz (%52,8) ¢ocugundan
olusuyordu. Ortalama tiimér boyutu 9,1+2,9 cm idi. Bébrek adirligi ortalama 474,5+310,7 g bulundu. On
l¢ (%24,5) olgu evre I, 20 olgu (%37,7) evre Il, 7 olgu (%14) evre Il ve 6 olgu (%11,3) evre IV idi. Kirk iki
olgu sag (%79,2) ve izlemdeydi. Ortalama sag kalim siiresi 65,3+40,2 (2-148) ayd. Niikleer ERG ekspres-
yonu 21 (% 39,6) olguda saptandi. Olgularin 8’inde (%15,1) niikleer ERG ekspresyonu salt blastemal kom-
ponente sinirlydi. On bir olguda (%20,8) blastemal ve mezenkimal komponentte niikleer ekspresyon sap-
tandi. Biri bilateral timérli 2 olguda (%3,8) tiimdrde yaygin niikleer ERG ekspresyonu mevcuttu. ERG
ekspresyonu ve prognostik faktérler arasinda, tiimér bilateralitesi disinda korelasyon yoktu.

Sonug: Bu ¢alisma, niikleer ERG ekspresyonunun Wilms tiimériiniin patogeneziyle iliskili olmadigini géster-
mektedir. istatistiksel olarak anlamli p degeri bulunmamakla birlikte, bilateral timérde ERG ekspresyonunun
daha fazla bulunmasi nedeniyle ERG’nin WT gelisiminde destekleyici rolii olabilecegi diistiniilmdistdir.

Anahtar kelimeler: Wilms tiiméri, nefroblastom, ERG, ETS, transkripsiyon faktérii
ABSTRACT

Objective: The ETS-related gene (ERG) is an oncogene that encodes one of the erythroblast transformation-
specific (ETS) transcription factors. Although there are many studies on their effects on the development
of different malignancies, mainly prostate cancer, Ewing sarcoma and acute myeloid leukemia, its associ-
ation with Wilms tumor has never been investigated. The aim of this study was to evaluate ERG tissue
expression in Wilms tumors.

Methods: ERG expression and its association with clinicopathological features were evaluated in tissue
sections obtained from 53 children with Wilms tumors.

Results: The mean age of the cases was 3.21+2 years. This series consisted of 25 boys (47.2%) and 28 girls
(52.8%). The mean tumor size was 9.1#2.9 cm. The mean kidney weight was 474.5+310.7 g. Thirteen
(24.5%) cases were in stage I, 20 (37.7%) in stage I, 7 (14%) in stage Ill and 6 (11.3%) in stage IV. Forty-two
cases were alive (79.2%) and being followed up. The mean survival time was 65.3#40.2 (2-148) months.
Nuclear ERG expression was detected in 21 (39.6%) cases. In 8 (15.1%) cases, ERG expression was limited
to pure blastemal component. Eleven cases (20.8%) had ERG expression in blastemal and mesenchymal
components. Two patients (3.8%), one of which with bilateral tumors, had diffuse nuclear ERG expression.
There was no correlation between ERG expression and prognostic factors except tumor bilaterality.
Conclusion: This study demonstrates that nuclear ERG expression is not related to the pathogenesis of
Wilms tumor. Although there was no statistically significant p value; since ERG expression is more common
in bilateral tumors, it is thought that ERG may have a supporting role in the development of WT.
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GiRiS

ETS ile iliskili gen (ERG), eritroblast transformas-
yonuna spesifik (ETS) transkripsiyon faktori ailesinin
bir Gyesini kodlar 2, Bu ailenin tiim Gyeleri embriyo-
nik gelisim, hiicre proliferasyonu, farklilasma, anjiyo-
genez, inflamasyon ve apoptozun kilit dizenleyicile-
ridir. Bu gen tarafindan kodlanan protein nikleusda
ekprese edilir 3, Bu protein, vaskiler hiicre yeniden
sekillenmesini indiikleyerek subendotele trombosit
yapismasi icin gereklidir. Ayrica hematopoezi ve
megakaryositik hicrelerin farklilasmasini ve olgun-
lasmasini diizenler 4, Bu gen kromozom translokas-
yonlarinda rol oynar ve prostat kanserinde TMPSSR2-
ERG ve NDRG1-ERG, Ewing sarkomunda EWS-ERG ve
akut miyeloid l6semide FUS-ERG benzeri translokas-
yonlar sonucu farkli flizyon gen urlnleri olusur 9,
Yirmi birinci kromozom Uzerinde yer alan ERG geni,
insanda ilk olarak 1987’de Reddy ve ark. ® tarafindan
kolorektal karsinom hicrelerinde tanimlanmistir.
ERG gelisim sirecinde ilk olarak embriyonik mezo-
derm ve endotelyumda gozlenir ve vaskiler sistem,
Urogenital traktus ile kemik gelisiminde rol oynayan
lokalizasyonlarda eksprese edilir. Ayrica gog fazi sira-
sinda noral krest hiicrelerinde yiksek oranda ekspre-
se edilmektedir 4. ERG, timor proliferasyonu ve
invazyonunda rol oynayan genleri diizenleyen bir
transkripsiyon faktori olarak hareket ettigi icin onko-
jenik kabul edilmektedir .

ERG ekspresyonu, immiinohistokimyasal yontem-
lerle guivenilir bir sekilde belirlenebilir. Benign pros-
tat dokusu ve stromal hiicrelerde ERG ekspresyonu
olmadigindan ERG pozitifligi saptanmasi prostat kar-
sinomu tanisini destekler. Normal prostat dokusunda
ERG ekspresyonu sadece endotelyal hiicrelerde goz-
lenebilir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yonte-
mi ya da PCR ile de ERG degerlendirilebilmektedir.
Literatlirde ERG ekspresyonu saptama acisindan FISH
ile IHK’sal ydntem arasinda fark olmadig bildirilmek-
tedir @Y,

Wilms timora (WT) cocukluk ¢caginda en sik gorii-
len malign renal timoérdir *2. Dinyada WT preva-
lansi populasyonda 0,0001’dir 24, WT’leri, morfo-
lojik olarak embriyonik bébrekleri andirir ve farklilas-
mamis metanefrik oncilerle iliskilendirilmistir %),
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WT’nlin timorogenezi, farkli transkripsiyon faktorle-
ri, protoonkojenler ve cesitli bayime faktorlerinin
etkili oldugu bozulmus bir nefrojenez olarak diislini-
lebilir 9, GUnimuzde interdisipliner tani ve tedavi
modaliteleriyle sagkalim oranlari %90’lara ulagsmasi-
na ragmen, bazi hastalar daha kisa sagkalim ve art-
mis relaps oranlari gostermektedir 718,

ERG’nin cesitli malignitelerin gelisimine katkisina
dair cok sayida calisma bulunmaktadir. Ancak ERG’nin
WT gelisimindeki etkisine dair hi¢ yayin yoktur. Bu
¢alismanin amaci, Wilms Timérinde immunohisto-
kimyasal olarak nikleer ERG ekspresyonunun ve kli-
nikopatolojik parametreler ile iliskisinin degerlendi-
rilmesidir.

GEREG ve YONTEM

Bu calismada, 1999-2017 yillari arasinda SBU
izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hastanesi ve SBU izmir
Tepecik Egitim Arastirma ve Hastanesinde WT tanisi
konan ve tedavi edilen 53 olgunun rezeksiyon 6rnek-
leri incelendi. Calisma, izmir Demokrasi Universitesi
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi. Ulusal Wilms
Tumor Calisma Grubu (NWTS) tarafindan gelistirilen
evreleme sistemi, bu tiimorlerin yayllma derecesini
tanimlamak icin kullanildi.

Olgulara ait tim Hematoksilen Eosin (HE) boyal
lamlar incelenerek timori en iyi yansitan canli
timor alanlarini barindiran parafin bloklar secildi.
Demonstratif bloklardan lizinli lamlara alinan 3-4
mikron kalinhgindaki kesitlere IHK’sal boyama uygu-
landi (BenchMark XT Automated IHC/ISH staining
instrument). Bos kesit alinmis lamlar gece boyunca
60°C’de inkilbe edildi, ksilen icinde deparafinize edi-
len kesitler azalan konsantrasyonlardaki alkoller ara-
cihgiyla damitilmis su ile rehidrate edildi. Daha sonra
mikrodalgada firinda 10 mM/L, pH 6,0 sitrat tampon
sollisyonu ile kaynatildi ve 20 dk. oda sicakliginda
sogutuldu. Kesitler endojen peroksidaz i¢in bloke
edildi. ERG’ye karsi kullanima hazir (dilue) monoklo-
nal antikor (Ventana, anti-ERG antibody, clone
EPR3864, rabbit monoklonal) kullanildi. IHK’sal
degerlendirme, klinik 6zellikler bilinmeden gercek-
lestirildi. Kesitlerde endotelyal hiicrelerdeki nikleer
ekspresyon, iHK’sal boyanmanin internal kontrol
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olarak kabul edildi (Resim 1). Tumor hicrelerindeki
glcli nukleer boyama, pozitif ERG ekspresyonu ola-
rak degerlendirildi (Resim 2).

Hastalarin klinik 6zelliklerine goére cerrahi, kemo-
terapi ve radyoterapi tek basina ya da kombinasyon
tedavileri seklinde uygulandi. Tek tarafli timorleri
olan hastalar icin 6nce NWTS protokoli olarak cerra-
hi girisim uygulanirken, bilateral timorla hastalar
icin tedavi protokoliine pre-operatif kemoterapi
eklendi ve ilaglarin kombinasyonu degistirildi. Tum
timorler giincel algoritmalara gore iyi ya da koti
histolojisi olanlar olarak siniflandirildi. K6tu histoloji-
si olan hastalar radyasyon tedavisi gordi. Tim veriler
istatistiksel olarak SPSS 25.0 programinda degerlen-
dirildi ve 0,05’ten kiiclk P degerleri istatistiksel ola-
rak anlamli kabul edildi.
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Resim 1. Blastemal komponent alaninda yalnizca endotelyal
hiicrelerde gézlenen ERG ekspresyonu (DABx200).
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Resim 2. Blastemal ve mezenkimal komponentte niikleer ERG
ekspresyonu (DABx100).

BULGULAR

Hastalarin 42’sinde (%79,2) timor trifazik idi. On
bir olguda (%20,8) blastemal komponentin baskin

oldugu monofazik/bifazik timor saptandi. Bu 11 olgu
kotu histolojili grubu olusturuyordu. Hastalarin 11’
kaybedildi, bunlarin doérdiinde eksitus sebebi sepsis,
akciger enfeksiyonu, karaciger yetmezligi ve veno-
okluziv hastalik gibi WT ile ilgisiz durumlardi.

Calisma grubu 25 erkek (%47,2) ve 28 kiz (%52,8)
hastadan olusuyordu. Hastalarin ortalama vyaslari
3,21+2 yil (5 ay-8 yil) idi. Tumorler sag (n=25: %47,2),
sol (n=21: %39,6) veya iki tarafliydi (n=7: %13,2).
Ortalama timor ¢api 9,1+2,9 c¢cm idi. Ortalama bob-
rek agirligl 474,5+310,7 g bulundu. On {i¢ hasta
(%24,5) evre |; 20 hasta (%37,7) evre |l, 7 hasta
(%13,2) evre lll; 6 hasta (%11,3) evre IV ve 7 hasta
(%13,2) evre V (bilateral timor) idi. Kirk iki olgu sag
(%79,2), 11 olgu (%20,8) eksitus idi. Ortalama sag
kalim siiresi 65,3+40,2 (2-148) ay bulundu.

Niikleer ERG ekspresyonu 21 (% 39,6) olguda sap-
tandi. Olgularin 8’inde (%15,1) niikleer ERG ekspres-
yonu salt blastemal komponente sinirliydi. On bir
olguda (%20,8) blastemal ve mezenkimal kompo-
nentte niikleer ekspresyon saptandi. iki olguda (%3,8)
tiimorde yaygin niikleer ERG ekspresyonu mevcuttu.
Yaygin ERG ekspresyonu saptanan iki timorden biri,
bilateral tiimérdi. istatistiksel olarak, Spearman
korelasyon testinde ERG ekspresyonu ile bilateralite
arasinda baginti mevcuttu (p=0,032). Ancak ki-kare
analizinde (Fisher’s exact Test) bu iliski istatistiksel
olarak anlamh degildi (p=0,077) (Resim 3). Hastalarda
ERG ekspresyonu; cinsiyet (p=0,610), timor capi
(p=0,691), hasta yasi (p=0,386), bobrek agirlig
(p=0,795), tedavi yaniti (p=0,452), evre (p=0,376) ve
sagkalim orani (p=0,097) gibi prognostik parametre-
lerle iligkili bulunmadi.

ERG
M negatif
M pozitif

Bilateral Wilms timori

Wilms timori

Resim 3. Unilateral olgularin gogunda ERG negatif iken, bilate-
ral timorlerin gogunda ERG pozitif bulundu (ki-kare, p=0,077).
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TARTISMA

Bobregin gelisimi bircok transkripsiyon faktord,
protoonkogenler ve bliyime faktorleri tarafindan
diizenlenen karmasik bir stirectir. WT’niin bu gelisim
sirasindaki sapmalar sonucu ortaya ciktigi ileri strul-
mektedir 124 WT, pluripotent renal prekirsorlerin
farklilasmamis stromal bilesenlere, blastemal hiicre-
lere ve ilkel epitelyal yapilara benzer sapkin prolife-
rasyonu sonucu gelisir. Pek cok WT'de persistan
embriyonik nefrojenik kalintilarin varligi, normal geli-
sim silirecinde sapma ile timor olusumu arasindaki
baglantiyi destekleyen unsurlardandir. Glnlimuze
dek, WT'U etiyopatogenezinde etkili pek cok faktor
bildirilmistir >¥ Ancak literatiirde ERG veya ETS
genlerinin WT etiyopatogenezindeki rolline iliskin
¢alisma bulunmamaktadir. WT'nin irdelendigi ¢alis-
malarda evre Il ve lll hastalarin olgularin yarisindan
¢ogunu olusturdugu bildirilmektedir. Calismamizda
da benzer sekilde en yliksek oranda evre Il hastalar
bulunmaktadir ve sag kalim oranlari literatiirle ben-
zerdir.

Calismalar ETS proteinlerinin, aktivator veya
transkripsiyon baskilayici olarak gorev yapan nikleer
DNA baglayici fosfoproteinler oldugunu gostermek-
tedir ®4, ETS ailesinde 28’i insan genomunda da
tanimlanmis 30 adet gen vardir. Bu aileyle iliskili
onkogen olarak bilinen ERG, farkli tiimorlerde bazi
flizyonlar sonucu yeni onkogenik proteinler olustur-
ma potansiyeline sahiptir ®%. Glinumiizde ERG ile
iliskili en cok calisilan timéorlerden biri prostat ade-
nokarsinomudur. Prostat adenokarsinomlarinin yari-
sindan ¢ogunda ERG ile androjen regiile edici gen
transmembran proteazi, serin 2 (TMPSSR2) arasinda
flzyon mevcuttur ©”. ERG flizyon proteininin, pros-
tatta erken kok hiicrelerde matirasyonu durdurdugu
ve karsinogenezi baslattigi distunilmektedir *°. ERG
flzyonu prostat adenokarsinomunda ilk olarak 2005
yilinda Tomlins ve ark. tarafindan tanimlanmistir ve
oOzellikle Bati toplumlarinda bu flizyonun %60’a kadar
gorildugu bildirilmektedir ©71Y, Calismamizda,
WT’lerinin yarisina yakininda ERG ekspresyonu sap-
tadik. Ozellikle bilateralite ile ERG ekspresyonu ara-
sinda korelasyon bulunmasi ERG onkogeninin WT’nin
proliferatif kapasitesine katkida bulundugunu disin-
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dirmektedir.

Literatlirde saptanan ERG ekspresyon oranlari-
nin, Ozellikle prostat karsinomunda oldukca genis
bir aralikta degiskenlik gosterdigi goridlmektedir.
Farkli galismalarda, immunohistokimyasal ERG pozi-
tifligi prostat adenokarsinomlarinda %10 ile %68
arasinda bildirilmistir 7, Calismalarda, ERG eks-
presyonu genellikle imminohistokimyasal olarak
incelense de, bazi arastirmacilar FISH ve PCR gibi
yontemleri kullanmiglardir 19, ERG ekspresyon
oranlarindaki bu degiskenligin segilen ERG saptama
yontemlerinin arasindaki farkliliga bagh oldugu
duslntlebilir. Ancak, prostat dokusunda immuno-
histokimya ile FISH arasinda duyarlilik ve 6zgullik
acisindan kuvvetli bir korelasyon bildirilmektedir
1 ERG ekspresyon oranlarinin genis bir aralkta
degiskenlik gbstermesinde, timor heterojenitesi de
onemli olabilir. Calismamizda, WT’lerinin ¢ogunda
ERG ekspresyonu blastemal veya blastemal/stromal
komponentte saptanmis olup, yalnizca %3,8 olguda
diger komponentlerle birlikte epitelyal alanlarda da
ERG ekspresyonu mevcuttu. ERG ekspresyonunun
heterojen olabilecegi géz 6niine alinarak ERG ince-
lemesinin farkli timoér alanlarindan alinan farkl
kesitlere yapilmasi belki de WT’linde ERG pozitifligi
oranini ylkseltecektir.

ETS/ERG gen degisikliklerinin etiyopatogenezde
onemli oldugu bir diger bir tiimér Ewing sarkomu-
dur (ES). iskelet disi ES siklikla ekstremite yumusak
dokusunda gorilse de, bircok baska viicut bélgesin-
de gelisebilir. Torakopulmoner yerlesimliler Askin
timori olarak da adlandirilir. Gelistigi bolgede ele
gelen kitle yani sira agri, yiksek ates, kilo kaybi ben-
zeri bulgular izlenir. Paraspinal timorlerde paralizi,
inkontinans, uyusma gibi duyu veya motor bozuk-
luklari gelisebilir. Yirmi ikinci kromozomda lokalize
EWSR1 geni ile ETS gen ailesinin katildigi EWSR1-
FLI1 ve ve EWSR1-ERG translokasyonlari patogenez-
de onemlidir. Bu translokasyonlar diger yuvarlak
hicreli malign timorlerden ayrimda 6zgiin tanisal
bulgudur ©9. ES, kiicik yuvarlak hicreli malign
timorlerdendir ve o6zellikle monofazik blastemal
WT’U ile histopatolojik gorinimi c¢ok benzer.
Genellikle ES, WT’line gore biraz daha blyuk yasta
ve kemik dokuda gelistigi icin ayirici tani glcligi
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yasanmaz. Ancak, erken gelisen, iskelet disl
ES’larinda iHK’sal ERG ekspresyonunun monofazik
blastemal WT’lerinde de gozlenebilecegi ayirici
tanida goz 6ntinde tutulmahdir.

AML'de 21. kromozomda sik gozlenen kirik nok-
tasinda tanimli bir gen olan ERG, mitojenik sinyal
yolaginin alt basamaklarinda dizenleyici gorevi
olan bir proteini kodlar. AMLde, t(16;21) (p11;922)
sonucu olusan FUS/ERG flzyonu kot prognozla
iliskilidir @9, Ayrica eriskin ALL hastalarinda da
ERG’nin asir ekspresyonunun, risk faktorii oldugu
gosterilmistir 29, Cogu hematolojik malignite, klinik
seyriyle WT’Gnden ¢ok farkli olup, ayirici tani yapil-
masi gereken kanserler kapsamina nadiren girer.
Yalnizca myeloid sarkom solid tiimor olusturdugun-
dan klinik cakisma olabilir ama cocukluk yas gru-
bunda AML, ALLl'ye gore ¢ok daha nadir gorulir.
Cocukluk ¢agi AML olgularinda myeloid sarkom
gorilme oraninin da %4-5 civarinda olmasi WT ile
benzesme riskini ¢cok azaltir %,

Gelisen yeni tedavi modaliteleri sayesinde glini-
muzde WT'lerinde genel sagkalim %90’lara ulasmis-
tir. Ancak hala bazi histolojik ve molekiler 6zellikle-
re sahip olgularda, bilateral ve tekrarlayan hastalik-
larda sagkalim oldukca kottidur. Yiksek riskli olarak
tanimlanan olgular, WT’li hastalarin 1/4-1/5 kadari-
ni olusturmaktadir 7, Calismamizda da literatirle
uyumlu sekilde yliksek riskli hastalar tim hastalarin
%20,8’ini olusturmaktaydi ve bu hastalarin tima
kaybedildi. Ancak bunlarin 1/3’inden fazlasinda
olgular timor progresyonuyla degil enfeksiyon, tok-
sik karaciger yetmezligi ve veno-okluziv hastalik gibi
tedavi komplikasyonlarina baglh nedenlerle kaybe-
dildi.

WT’de nilkleer ERG pozitifligine dair literatiirde
calisma yoktur. Serimizdeki olgularin %39,6’sinda
ERG pozitif bulunmakla birlikte, sag kalimla ya da
diger prognostik parametrelerle anlamli istatistiksel
iliski bulunamamistir. Analitik istatistiksel ¢oziimle-
melerde anlamli p degeri elde edilemese de evre V
(bilateral) tumorlerde ERG ekspresyonunun daha
yuksek bulunmasi sonraki calismalarda dikkati hak
eden bir bulgudur. Bu bulgunun genis serilerde dog-
rulanmasi sarttir.
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