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BEYAN

‘Derece 1 kondrosarkom ve enkondrom ayirici tanmisinda periostin ve PEGI10
biyobelirteglerinin yeri’ baslikli tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, bagka bir
calismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safthalarda etik dis1 davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve
etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, bu
tezin c¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir

davranisimin olmadigini beyan ederim.
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OZET
DERECE 1 KONDROSARKOM VE ENKONDROM AYIRICI TANISINDA
PERIOSTIN VE PEG10 BiYOBELIRTECLERININ YERIi

Giris ve Amac: Kondrosarkom (KS), primer malign kemik tiimdrleri arasinda
osteosarkomdan sonra en sik goriilen timordiir. Klasik, berrak hiicreli, periosteal,
mezenkimal ve dediferansiye olmak iizere bes alt gruba ayrilir. Bunlar arasinda klasik
KS %90 oraninda goriliir. Klasik KS histolojik olarak {i¢ dereceye ayrilir.
Histomorfolojik olarak derece 2 ve 3’ii tanimak nispeten daha kolayken derece 1
KS’nin enkondromdan tek basina histopatolojik olarak ayrimi genellikle zor ve bazen

de imkansizdir.

Enkondrom, kemigin benign bir tiimorii olup tedavisi genellikle takip iken, derece 1
KS’nin tedavisi giivenli cerrahi siurlar ile eksizyondur. Tedavi ve prognozlar farkl
olan iki tlimoriin literatlirde giliven ile ayrimini saglayacak immiinohistokimyasal bir

belirte¢ mevcut degildir.

Biz bu caligsma ile boliimiimiizde son 16 yil i¢inde derece 1 KS ve enkondrom tanisi
almis olgularin ayriminda periostin ve PEG10 immiinohistokimyasal belirteglerinin

ayirict tanidaki yeri degerlendirildi.

Gere¢ ve Yontem: 2005-2021 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda enkondrom ve derece 1 KS tanis1 almig tiim
olgular calismaya dahil edildi. Olgulara ait hematoksilen-eozin kesitler yeniden
degerlendirilerek tanilar teyit edildi. Degerlendirmede 2020 DSO smiflamasi esas
alindi. Tamponlanmis nétral formalinde tespit edilmis ve parafinde bloklanmis
dokulardan 4 mikron kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara (Menzel, Superfrost
Plus Slides) alindi. Deparafinize edilen kesitlere anti-periostin  antikor
(ABCAM/ab215199) ve anti-PEG 10 antikorlar1 (ABCAM/ab215035) ile otomatik
boyama cihazinda (Ventana Benchmark LT) immiinohistokimyasal boyama yapildi.
Istatistiksel degerlendirmeler bilgisayar ortammda SPSS programu ile yapildi. Elde

edilen veriler, literatiir ile karsilastirildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 91 enkondrom olgusunun 50’si kadin ve 41’1 erkek;
27 derece 1 KS olgusunun 10°u kadin ve 17°si erkek idi. Enkondromda en sik yerlesim

yeri el-falanks, derece 1 KS’de ise humerus idi. Takibi yapilan 34 enkondrom
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olgusunun sadece 1 tanesinde; 14 derece 1 KS olgusunun 4’{inde niiks izlendi. PEG10
ve periostin ile 91 adet enkonrom ve 27 adet derece 1 KS olgusuna yapilan

immiinohistokimyasal ¢alismada boyanma izlenmedi.

Sonug: Preanalitik agamada olabilecek teknik sorunlarin minimalize edilmesine ve
analitik asamada antijen kazanimi adina basvurulan gesitli teknikler kullanilmasina
ragmen immiinohistokimyasal ¢aligmalarda enkondrom ya da derece 1 KS olgularinda
periostin ya da PEG10 ile boyanma izlenmedi. Bu asamada en azindan ¢alismamizda
kullanilan klonlar ile, periostin ve PEG10 antikorlarinin enkondrom ve KS ayriminda

yararli olmadig1 sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Kondrosarkom, enkondrom, PEG 10, periostin



ABSTRACT
THE ROLE OF PERIOSTIN AND PEG10 BIOMARKERS IN THE
DIAGNOSIS OF DEGREE 1 CHONDROSARCOMA AND ENCHONDROMA

Introduction and Aim: Chondrosarcoma (CS) is the most common primary
malignant bone tumor after osteosarcoma. It is divided into five subgroups as classic,
clear cells, periosteal, mesenchymal and dedifferentiate. These include a conventional
CS at a rate of 90 %. Conventional CS is divided into three degrees.
Histomorphologically, it is relatively easier to dicern degree 2 and 3, while
histopathological distinction of between degree 1 CS solely from the enchondroma is

often difficult and sometimes impossible.

Enchondroma is a benign tumor of the bone and its treatment is usually followed,
whereas the treatment of grade 1 CS is excision with safe surgical margins. There is
no immunhystochemical marker to safely distinguish between these two tumors with

different treatment and prognosis.

With this study, in the last 16 years, we have examined the place of periostin and
PEG10 immunhistochemical markers in the distinction between cases diagnosed with

degree 1 CS and enchondroma.

Materials and Methods: All cases diagnosed with enchondroma and grade 1 CS in
the Pathology Department of Ondokuz Mayi1s University Faculty of Medicine between
2005 and 2021 were included in the study. Hematoxylin-eosin sections of the cases
were re-evaluated and the diagnoses were confirmed. The evaluation was based on the
2020 WHO classification. Buffered neutral formalin fixed tissues were processed to
obtain paraffin blocks and sections of 4 micron thickness were taken on positively
charged slides (Menzel, Superfrost Plus Slides); secetions were deparaffinized, then
anti-Periostin ~ antibody (ABCAM/ab215199) and anti-PEG10  antibody
(ABCAM/ab215035) with immunohistochemical staining was performed on a LT

Ventana Benchmark device. Statistical evaluations were made with SPSS software.

Results: 50 of the 91enchondroma cases included in the study are women and 41 are
males; 27 degrees 1 CS cases are women and 17 are males. The most common location

in enchondroma was hand-phalanx and for degree 1 CS humerus. Of the cases with
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fallow up information recurrence was observed in 1 of 34 enchondromas and 4 of 14
degree 1 CS cases. No staining was observed with either periostin nor PEG10 in any

of the 91 enchondromas and 27 degree 1 CSs.

Discussion and Conclusion: Despite controlling any pre-analytic technical problems
and using different antigen retrieval protocols at the analytical stage, staining with
periostin or PEG10 was not observed. At this stage, it was concluded that periostin and
PEG10 antibodies were not beneficial in the distinction between enchondroma and CS,

at least with the clones used.

Key words: Chondrosarcoma, enchondroma, PEG 10, periostin
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya saglik orgiitii siniflamasma (DSO) gore kondrosarkom (KS), kemigin
osteosarkomdan sonra en sik goriilen pimer malign tiimoriidiir (1,2). KS histolojik
olarak klasik, berrak hiicreli, mezenkimal, periosteal ve dediferansiye olmak iizere bes
alt gruba ayrilmaktadir (1,3). Klasik KS %90 oran ile KS’lerin en sik karsilagilan alt
tipidir (2,4). Klasik KS histopatolojik olarak selliilarite, niikleer atipi, miksoid matriks
degisikligi ve mitoz Ozelliklerine gore iic dereceye ayrilir. Derece 1 KS/atipik
kartilajindz tlimor, niikslerle giden lokal agresif davranisa sahiptir. KS derecede 2 ve
3’te daha sik niiks ve metastaz goriiliir. Radyoterapi ve kemateropiye duyarli olmayan
KS’ler i¢in cerrahi ilk tedavi segenegidir. Cerrahi uygulama derece 1 KS’lerde lokal

eksizyon; derece 2/3 KS’lerde ise genis rezeksiyon seklindedir (5).

Derece 2-3 KS’lerin eksizyon materyallerinde histopatolojik olarak taninmasi
hasta yast, klinigi ve radyolojik veriler esliginde degerlendirildiginde derece 1 KS’ye
gore nispeten kolaydir. Derecel KS’lerin siklikla ayirict tanisinda ele alinan
enkondromdan ayrimi hem Ortlisen histomorfolojik 6zellikler hem de yardimci
immiinohistokimyasal ve molekiiler belirte¢ olmamasi nedeni ile klinik ve radyolojik

veriler ile de degerlendirildiginde tan1 vermek oldukga zordur (6).

Enkondrom kemigin kikirdak matriks iireten benign bir timdoridiir ve
tedavisinde asemptomatik hastalarda takip, semptomatik hastalarda kiiretaj yapilir.
Tedavi sonrasi rekiirrens ya da malign doniisiim goriilmez (1,3,7). Derece 1 KS lokal
agresif bir timor oldugu icin rekiirrens ve derece 2 ya da 3 bir KS’ye ilerleme ve
dediferansiyasyon riski vardir. Bu iki hastaligin prognozlar1 ve tedavilerinin farkl

olmasi nedenti ile ayrimlar1 olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismada tedavi ve prognozlar1 farkli olan derece 1 KS ve enkondrom
ayrict tanisinda yardimci olabilecek periostin ve PEGI10 biyobelirteglerinin
kullanilarak iki tim&riin immiinohistokimyasal olarak ayriminin saglanmasi ve her iki

tiimor de etkin ve dogru tedavi sansinin elde edilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
Primer kemik tiimorleri nadir goriilmekte ve tiim neoplazilerin %1’inden azim
olusturmaktadir (8). Iskelet sisteminde metastazlar primer kemik tiimérlerinden daha
fazla siklikta izlenmektedir (9). Kemik tiimoérlerinin siniflandirilmasinda diinya saglik
orgiitii (DSO) 2020 smiflamasi kullanilmakta ve bu siiflandirma tiimériin koken

aldig1 doku veya matriks 6zelligine gore yapilmaktadir (Tablo 1) (1).

Tablo 1. Kemik timérleri DSO 2020 siniflamasi.
Kondrojenik titmorler

e Benign
o Subungual ekzositoz
o Bizar parosteal osteokondromatdz proliferasyon
o Periosteal kondrom
o Enkondrom
o Osteokondrom
o Kondroblastom NOS
o Kondromiksoid miksom
o Osteokondromiksom
o Intermedier (lokal agresif)
o Kondomatozis NOS
o Atipik kartilajin6z timor
e  Malign
o Kondrosarkom, derece 1
o Kondrosarkom, derece 2
o Kondrosarkom, derece 3
o Berrak hiicreli kondrosarkom
o Mezenkimal kondrosarkom

o Dediferansiye kondrosarkom



Osteojenik tiimorler

Benign
o Osteom NOS
o Osteoid osteom NOS
Intermedier (lokal agresif)
o Osteoblastom NOS
Malign
o Diistik dereceli santral osteosarkom
o Osteosarkom, NOS
» Konvansiyonel osteosarkom
» Telenjiektatik osteosarkom
» Kiigiik hiicreli osteosarkom
o Parosteal osteosarkom
o Periosteal osteosarkom
o Yiksek dereceli yiizeyel osteosarkom

o Sekonder osteosarkom

Fibrojenik tiimorler

Intermedier (lokal agresif)
o Dezmoplastik fibrom
Malign

o Fibrosarkom NOS



Vaskiiler tiimorler
e Benign
o Hemanjiom NOS
o Intermedier (lokal agresif)
o Epiteloid hemanjiom
e  Malign
o Epiteliod hemanjioendotelyoma NOS

o Anjiosarkom

Ostoklastik dev hiicreden zengin tiimorler
e Benign
o Anevrizmal kemik kisti
o Non-ossifiye fibrom
o Intermedier (lokal agresif, nadir metastatik)
o Kemigin dev hiicreli timorii NOS
e Malign

o Kemigin dev hiicreli tiimdrii, malign

Notokordal tiimorler
e Benign
o Benign notokordal tiimor
e Malign
o Kordoma NOS
» Kondoid kordoma

o Az diferansiye kordoma



o Dediferansiye kordoma
Kemigin diger mezenkimal tiimorleri
e Benign
o @Gogiis duvarinin kondromezenkimal timort
o Basit kemik kisti
o Fibroz displazi
» Osteofibroz displazi
o Lipom NOS
o Hibernom
e Intermedier (lokal agresif)
o Osteofibroz displazi benzeri adamantinoma
o Mezenkimoma NOS
e Malign
o Uzun kemigin adamantinomast
» Dediferansiye adamantinoma
o Leomiyosarkom NOS
o Andiferansiye pleomorfik sarkom

o Kemik metastazlari

Kemigin hematopoietik neoplazmlari
o Kemik plazmasitomu
o Malign lenfoma, non-Hodgkin, NOS
e Hodgkin lenfoma NOS
» Diffiiz biiytliyk B hiicreli lenfoma NOS

e Folikiiler lenfoma



e Marjinal zone lenfoma NOS

e T hiicreli lenfoma NOS

e Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, NOS

o Lenfoblastik lenfoma NOS

e Burkitt lenfoma NOS

o Langerhans hiicreli histiositozis NOS

o Langerhans hiicreli histiositozis, dissemine
e Erdheim-Chester hastalig

e Rosai-Dorfman hastalig

Kemik ve yumusak dokunun andiferansiye kii¢iik yuvarlak hiicreli tiitmorleri
o Ewign sarkom
o ESWR non-ETS yuvarlak hiicreli sarkom
o CIC rearranged sarkom

o BCOR genetik alterasyonu i¢eren sarkom

Osteosarkomlar primer kemik tiimorleri arasinda en sik karsilasilan malign
timordiir. Bunu KS’ler ve Ewing sarkomu izlemekle birlikte siklik sirasi yasa bagh

olarak degiskenlik gostermektedir (1,3,8).

Kemik tiimorleri tipki yumusak doku tiimdrleri gibi biyolojik davranis
ozelliklerine gore dort gruba ayrilmaktadir: Benign, intermedier (lokal agresif),

intermedier (nadir metastatik) ve malign (1).

Benign: Siirli lokal rekiirrens yapabilen, tedavisi kiiretaj veya lokal eksizyon olan

grubu kapsar.

Intermedier (lokal agresif): Bu grup, lokal niiksii sik olan, infiltratif ve lokal

destriiktif biiylime paternine sahip tiimorleri i¢ine almaktadir. Metastaz potansiyeli



yok kabul edilir. Tedavi negatif cerrahi sinirlar ile tlimoriin genis eksizyonu ve/veya

lokal adjuvan tedavidir.

Intermedier (nadir metastatik): Lokal niiks ve metastaz potansiyeli (<%2) olan

tiimdr grubunu kapsar.

Malign: Lokal destriiktif, niiks ve uzak metastaz (>%20) 6zelliklerine sahip tiimor
grubunu kapsar. Genel tedavi yaklasimi giivenli cerrahi smirlar ile en bloc

rezeksiyondur.

2.1. Kondrosarkom
Kemik tiimorleri siniflamasinda kikirdak matriks tireten alt grupta yer alan KS,
malign kemik tlimorlerinin %20’sini olugturmaktadir. Genellikle eriskin yaglarda ve
erkekler de hafifce daha fazla goriilmekte, siklikla aksiyal iskelet (pelvis, kostalar,
skapula, sternum) daha az oranda el ve ayaklar da ortaya ¢ikmaktadir (2,4). Klinik

olarak etkilenen yerde sisme, agri, patolojik kirik olabilir (6).

Radyolojik olarak, kalsifikasyon gosteren intramediiller kitle, kortikal
diizensizlik ve kalinlagmalar, kortikal destriiksiyon ve yumusak doku komponenti
goriilebilir. Kitle i¢i kalsifikasyon tiimor derecesi arttikca belirsiz hale gelebilir.
Kortekste endosteal yiizde erozyonlar, kortikal yeniklik (scalloping goriiniimii)
malignite bulgusudur. Olgularin yaklasik yarisinda, BT ve MRG’de yumusak doku
kitlesi gortliir (10-14).

Primer KS’ler genellikle de novo gelisirken sekonder KS’ler osteokondrom
veya enkondrom gibi bir onciil lezyon iizerinden gelisir. Tiimor gelisim yerine gore
santral (mediiller), periosteal (periost-korteks arasi) ve periferal olmak iizere iice

ayirilir. Tiim de novo KS’ler intramediillerdir (1,15).

KS’lerde karakteristik genomik degisiklik bulunmamakla birlikte, cesitli
mutasyonlar veya kromozomal aberasyonlar gozlenmistir. En sik izlenen mutasyon
%350 oran ile IDH-1 ve IDH-2 genlerindedir; bunu %20-50 oran ile konvansiyonel ve
dediferansiye KS’lerde izlenen TP53 mutasyonu izler. CDK4, MDM2, CDKN2A,
cMYC, COL2A1, EXTI1, EXT2 genleri ile ilgili degisiklerde tanimlanmistir (1,16—
20).



IDH-1 ve IDH-2 somatik mutasyonu tasiyan enkondromatozisli hastalarda
KS’ye progresyon riski mevcuttur. Bu risk tiim enkondrom vakalarinda %40
civarindadir. El-ayak lokalizasyonlu enkondromatozis vakalarinda risk %15 ve el,
ayak yani sira tiibiiler/yasst kemik yerlesimli enkondromatozis vakalarinda %46
civarindadir. Ozellikle pelvik yerlesimli enkondrom hastalarinda bu risk artmis olarak

izlenmektedir (14,16,18,19,21,22).

EXT-1 ve EXT-2 germ hatti mutasyonu tasiyan c¢oklu osteokondromlu
hastalarda sekonder periferal KS gelisme riski soliter osteokondromlara gore daha
fazladir. Soliter osteokondromlu hastalarda bu oran %] civarinda iken c¢oklu

osteokondromlu hastalarda %5 civarindadir (1,21,23,24)

Makroskopik olarak santral yerlesimli olan KS’lerde kemik medullasinda,
periosteal olanlarda korteks devaminda izlenen kitlede, kikirdak dokusuna benzer
parlak gri-mavi renk, miksoid goriiniim, lobiilasyon ve kistik alanlar en belirgin
ozelliklerdir. Tiimdrii histolojik derecesine gore miksoid alanlarda belirginlesme ve

nekroz dikkat ¢ekici olabilir. Nekrotik alanlarda kalsifikasyon goriilebilir (3,25).

Mikroskobik olarak farkli alt tipleri olan KS’nin yaklasik %90°1 klasik KS’dir.
Klasik KS histolojik olarak ti¢ dereceye ayrilir: Derece 1 (intermedier, lokal agresif),
derece 2 (nadir metastatik) ve derece 3 (malign). Derece 1 ve derece 2-3’{in tedavi ve

prognozlarinda farkliliklar vardir (1,26,27).
Kondrosarkom, derece 1:

Histomorfolojik olarak, cesitli caplarda ve yaygin hiyalen matriks iceren
irregliler lobiillerden olusur. Lobiiller arasinda iginde kiigiik vaskiiler yapilar
bulunduran fibréz bantlar olabilir. Selliilarite normal kikirdaga ve enkondroma gore
hafif daha fazladir. Niikleus kiiciik, kondanse, hiperkromatik, monoton goriiniimdedir.
Niikleuslarda yer yer belli belirsiz niikleolus, gevsek kromatin paterni ve biniikleasyon
izlenebilir. Mitoz gozlenmez. Matriks baskin hiyalin yer yerde mukoid ve miksoid
karakterde olabilir. Nekroz goriilebilir. Enkondral tipte ossifikasyon enkondroma gore
daha az oranda izlenir. Tiimorde tipik olarak endosteal erozyon, lameller kemik
trabekiilleri arasima sizma seklinde yayilim ve en az ii¢ tarafi tiimdral kikirdakla
¢evrilmis lameller kemik olarak tanimlanan tuzaklanmis kemik ile karakterli infiltratif

bliylime paterni izlenir (3,26,27).



Kondrosarkom, derece 2-3:

Histomorfolojik olarak lobiiler tarzda diizenlenen, biiylik oranda miksoid
degisiklik gosteren hiyalen kartilajin6z matriks ile karakterlidir. Derece 1 KS’ye gore
oldukea selliilerdir. Tiimor hiicreleri biiytikliik farkliliklar1 géze ¢arpan, bir kismi agik
kromatinli niikleuslar igerir. Mitoz izlenir. Infiltratif davranis daha belirgindir

(3,21,27).

Derece 2 KS, derece 1 KS’den daha selliilar olmasi, niikleer atipinin varligi,
hiperkromazi, miksoid degisiklik ve mitoz varligi ile ayrilir. Derece 3 KS ¢ok daha
selliller ve daha pleomorfik hiicreler igerir, matriks ¢ok daha miksoittir. Mitoz
kolaylikla goriiliir. Hiicreler periferde daha miksoid olan matriks i¢cinde igsi karakterde

ve daha az diferansiyedir. Tiimor siklikla korteksi destriikte eder (21,25-27).

Ayrici tanida derece 1 KS i¢in enkondrom, yaygin kartilajin6z diferansiyasyon
gosteren fibroz displazi, kirik kallusu, sinoviyal kondromatozis; derece 2-3 KS’ler i¢in
kondroblastik osteosarkom ve yerlesim yeri kafa tabani olanlarda kordoma oncelikli

olarak akla gelmelidir (3,28-30).

Histopatolojik olarak derece 1 KS’nin enkondrom ile ayriminda selliilaritenin
hafif daha fazla olmasi, trabekiiler mesafeye infiltrasyon sekli ve tuzaklanmis
kemikleri gormek yardimeci olsa da, el-ayak lokalizasyonlu tiimorlerde yerlesim alani
dar oldugu i¢in selliilaritenin beklenilene oranla fazla olmasi, yalanci kemik
tuzaklanmalar1 ve infiltratif gériiniim yaniltici olabilir (3,25,27). Radyolojik olarak da
yine benzer sekilde bu lokalizasyonlarda kortikal incelme ve yeniklik
izlenebilmektedir (14,31). Ayrica simirli eksizyon materyellerinde yeterli histolojik

bilgi elde edilemeyecegi icin ayrim yapmak imkansiz olabilir.

Literatiirde immiinohistokimyasal olarak bu iki tiimorii giivenle ayrimin
saglayacak biyobelirteg mevut degildir. Sonug olarak giiniimiizde iki timoriin ayrimi

klinik, radyolojik ve patolojik olarak multidisipliner bir yaklasim ile verilmektedir (1).

Kondroblastik osteosarkom, histopatolojik olarak kartilajindz ozellikler
icermesi nedeni ile santral derece 3 KS ile ayirici taniya girmekte ancak hasta yasi,
tiimoriin yerlesim yeri ve periost reaksiyonu gibi klinik ve radyolojik bulgular

esliginde ayrim yapilabilir (3).



Kafa taban1 yerlesimli KS’lerde, kordomanin kondroid alt tipinin ayirici tanida
akla gelmesi ve iki tlimoriin ayriminin yapilmasi gerekir. Brachury ile yapilan
immiinohistokimya ¢alismasinda tiimor hiicrelerinde boyanma olmasi, kordoma

olmamasi, KS Iehinedir.

Halen kemoterapi ve radyoterapiye direngli oldugu bilenen klasik KS’lerde tek
tedavi secenegi cerrahidir. Cerrahi prosediiriin sekli tiimoriin histolojik derecesi ve
anatomik yerlesimine gore degisir. Derece 1 KS’lerde tedavi giivenli cerrahi sinirlar
ile eksizyon ve/veya lokal adjuvan tedavidir. Derece 2-3 KS’ler de ise giivenli cerrahi

sinirlar ile genis rezeksiyon yapilir (5,30,32).

KS’lerde 10 yillik yasam beklentisi derece 1 i¢in %89-95, derece 2 icin  %58-
86, derece 3 i¢in %0-55"dir (33).

Derece 1 KS’lerde tedavi sonrasi rekiirrens oran1 %1,4-13,3; metastaz orani ise
%0,7’dir. Derece 2 KS’lerde lokal rekiirrens oranmi %19, metastaz oran1 %10-30;

derece 3 KS’lerde lokal rekiirrens oran1 %26, metastaz orani %32-71’dir (2,33).
KS’lerde prognozu en ¢ok etkileyen histolojik derece ve pelvik yerlesimdir (2).

2.2. Enkondrom

Benign ve kikirdak matriks tireten enkondrom, kemik tiimérlerinin %10-25’ini
kapsamaktadir. Genellikle asemptomatik oldugu i¢in baska nedenlerden dolayi
radyolojik inceleme yapilan hastalarda insidental farkedilmekte ve bu nedenle gergek
insidansi1 tam bilinmemektedir (1,28). Mediiller yerlesim gdsteren tiimor, genellikle el
ve ayaklarda daha az siklikta da uzun tiibiiler kemiklerde ve nadiren de yassi
kemiklerde izlenmektedir (1,3,25). Biiyiime plagindaki kondrositlerin yer degisikligi,
diizensiz proliferasyonu ve terminal farklilasmasindaki kusurlar, enkondromun
olusumuna rol almaktadir (34). Cogunlukla soliter olmakla birlikte sendromlara
(Ollier ve Maffucci sendromlar1 vs.) eslik eden coklu odaklar halinde de
goriilebilmektedir. Klinik olarak genellikle asemptomatiktir ve insidental olarak fark
edilir. Semptomatik vakalar da sislik ve/veya patolojik kirik izlenebilir. Herhangi bir
yasta goriilebilmekle birlikte 30-40 yas araliginda sikligi daha fazladir (7,13).
Goriintiilemelerde genellikle 5 cm’den kiigiik, metafiz ve/veya metafizodiafizer

yerlesimli, iyi siurli, litik degisiklikler ve kalsifikasyon gosteren, lobiiler biiyiime
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paternine sahip, kortekste incelmeye neden olan gdriinlime sahiptir. Radyolojik olarak

derece 1 KS ile ortiisen 6zellikler gozlenebilir ve ayirt etmek oldukea giigtiir (35-37).

Enkondromatozisin birka¢ farkli alt tipi mevcut olup Ollier ve Maffucci
sendromalar1 en yaygin olanlaridir. Metakondromatozis, genokondromatozis,
spondiloenkondrodisplazi, disspondiloenkondromatozis ve
keirospondiloenkondromatozis ise daha nadirdir. Cogu kalitsal degilken bazilar
otozomal dominant veya otozomal resesif olarak ortaya cikar. Olgular ¢ocukluk
doneminde tanmi alir. KS’ye progresyon soliter enkondroma gore daha erken yasta
gelismekte ve risk soliter enkondromda %4,2, ¢oklu enkondromlu vakalarda %6,6-50
arasindadir. Ozellikle hemanjiomlarin da eslik ettigi Mufficci sendromunda bu oran
daha da fazladir. Histopatolojik olarak degerlendirilirken selliilarite ve atipinin soliter

enkondroma gore daha fazla olabilecegi akilda tutulmalidir (28,38,39).

Soliter enkondromlu vakalarin %50’sinde, enkondromatozisli vakalarin

%92’sinde IDH1-2 geninde heterozigot somatik mutasyon izlenmistir (21,38).

Mikroskopik olarak, intramediiller mesafede, lobiiler tarzda diizenlenim
gbsteren, yaygin hiyalen matrikse sahip bir stromada, eozinofilik sitoplazmali
monomorfik lenfosit benzeri hiperkromatik hiicrelerden olusan, hiicreden fakir
tiimdral gelisim izlenir. Sitolojik atipi ve mitoz gézlenmez. Lobiiller arasinda i¢inde
kiiciik ¢apl1 vaskiiler yapilar iceren fibroz septalar izlenebilir. Tiimor lobiilleri arasinda
yerel kemik izlenebilir ancak timoér infiltratif ve kemigi yikic1 yayilim gostermez.

Kikirdak lobiillerinde periferal/enkondral ossifikasyon sik izlenir (3,25).

Ayirict taniya derece 1 KS girmektedir. Ozelikle el ve ayak yerlesimli
tiimorlerde mikroskobik olarak derece 1 KS ile birbiri ile 6rtiisen (selliilarite, yalanci
permeatif infiltrasyon, miksoid degisiklik vs.) 6zellikler olmasi nedeni ile bir¢ok
vakada ayrim yapilamaz. Nihai karar klinik, radyolojik ve histomorfolojik yaklagim

ile multidisipliner olarak verilir (6,28,40).

Tedavi asemptomatik vakalarda izlem, semptomatik vakalarda eksizyondur.

Lokal rekkiirrens beklenen bir durum olmay1ip malign doniisiim (6zellikle uzun tiibiiler

kemik yerlesimlilerde) nadirde olsa izlenebilmektedir (38,39,41-43).
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2.3. immiinohistokimyasal Belirtecler

Glinlik uygulamada, ayirt edici morfolojik Ozelliklerin varligi kondroid
neoplazmlarin bir kisminin teshisi i¢in yeterli olmakta ve immiinohistokimya
kullaniminm1 ortadan kaldirmakta; bununla birlikte, bazi durumlarda KS ile diger

neoplazmalari ayirt etmek icin ayirici tani araglarini kullanma ihtiyaci olmaktadir.

Yiiksek dereceli klasik KS, dediferansiye KS, mezenkimal KS, berrak hiicreli
KS gibi kondroid matriksin sinirli ya da diferansiyasyonun az oldugu tiimorlerde
kondroid orjini belirlemede S100 ve SOX9 (SRY-box transcription factor 9),

antikorlar1 ile yapilan immiinohistokimyasal ¢alisma faydali olmaktadir (1,3).

2.3.1. S100

S100 intrastioplazmik kalsiyum baglayici proteindir. Immiinohistokimyasal
olarak  sitoplazmik-niikleer boyanma sergileyen bir biyobelirteg¢ olarak
kullanilmaktadir. Normal dokuda néronlari, schwann hiicrelerini, melanositler1, glial
hiicreleri, miyoepitelyal hiicreleri, adipositleri, langerhans hiicreleri, dendritik
hiicreleri, kondrositleri ve notokordal hiicreleri boyar. Histopatolojik olarak sinir kilifi

tiimdrleri, melanom, notokordal tiimorler, kondrojenik tiimoérlerde S100 ile boyanma

izlenir (44,45).

2.3.2. SOX9
Bir transkripsiyon faktorii olan SOX9, kemik, kikirdak, testis, kalp, akciger,
pankreas, bagirsak ve sinir sistemi dahil olmak {izere bircok organin gelisimi i¢in

gereklidir. Kikirdak farklilagmasinda hassas bir belirtectir (46,47).

Immiinohistokimyasal ¢alismada niikleer boyanma gostermektedir. Normal
dokuda beyin, kolon, mide, safra kesesi, prostat, tiikriik bezi, tiroid, testis ve kikirdak
hiiclerinde boyanma izlenmektedir. Histopatolojik olarak kondroid tiimdrlerin bir

kismi1, Ewing sarkomu ve sinoviyal sarkomda SOXO9 ile boyanma izlenir (45,48,49).

Hem S100 hemde SOX9 enkondrom ve derece 1 KS de pozitiftir. Bu iki
tiimoriin ayriminda fayda saglayacak biyobelirte¢ arastirmalari yapilmaktadir.
Literatiirde bu yonde IDH-1/-2, AMACR, leptin/adiponektin, Vascular endothelial
growth factor -C (VEGF-C), transforming growth factor-beta (TGF-fS) ve bone

morphogenetic proteins (BMPs), sirtuin-1, survivin, sphingosine-1-phosphate, hotair
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ile calismalar yapilmig ancak iki tiimoriin ayrimini saglayacak yonde anlamli sonug

elde edilememistir (50-52).

2.3.3. Periostin

[k defa osteoblastic spesific factor-2 adi ile osteoblast hiicrelerinde kesfedilen,
bir ekstraseliiler matriks proteini olan periostin, 90 kDa agirliginda ve 896
aminoasitten olusmaktadir (53). Adin1 kemik periostiumundan alsada kemik yani1 sira
aort, mide, alt gastrointestineal sistem, plasenta, uterus, tiriod dokusu ve meme gibi

organlarda da yiiksek oranda iiretilmektedir (54-56).

Fizyolojik olarak 0Ozellikle ontogenez sirasinda ve eriskinde mekanik
sitimiilasyon varliginda (kalp kapakciklarinda, deride, periodontal ligamenttlerde,
kemiklerde) eksprese edilmektedir. Osteosit ve periostiumda yliksek miktarda iiretilen
periostin, kemik homeostazinda yer alan hormonlar, biiyiime faktorleri (TGF-p,
BMP2) ve sitokinler (TNF-a, IL-4, IL-13, PDGF) tarafindan kontrol edilmektedir (57—
59).

Periostinin iki énemli gorevi matrikste fibrilogenezis ve hiicre hareketidir.
Fibrogenezisi direkt olarak tip I kollajen, fibronektin, Nocth 1, tenascin-C ve BMP-1
etkilesimi ile yapar. Integrin aracili yol ile de aktin/miyozin kasilmasini aktive ederek

hiicre adezyon ve hareketini saglar (57,60).

Periostin, meme, akciger, bas-boyun ve kolon karsinomlar1 gibi bir¢ok tiimorde
cancer-associated fibroblasts (CAF) olarak bilinen, tiimorde salgiladig: bir¢ok faktor
ile tlimor biiylimesini saglayan, ancak kendisi bir tiimdr hiicresi olmayan bu hiicreler
tarafindan salgilanmaktir. Periostinin tiimor mikrogevresinde ekspresse edildigi ve
bunun oOzellikle karsinomlarda ¢ok iyi tanmimlandigi bilinmekte tiimdrde hiicre
proliferasyonu, anjiogenezis, invazyon ve metatstazda rol almaktadir (42,61-64).
Tiimdr hiicrelerindeki bu roliinii integrin reseptorleri (aVP3 ve aVBS reseptorleri)
araciligi ile yapmaktadir.(53) Uyarilan hiicrede: a) Tirozin kinaz reseptorleri (EGFR,
VGEF) ile etkilesime, b)Bir taraftan AKT/PKB ve FAK iligkili sinyal yolaklarini
aktivasyonu diger yandan PIP3 ve/veya AKT araciligi ile GSK3B -WNT B katenin
yolag1 ana inhibitorii- inhibisyonuna, c¢) PTEN- B catenin degredasyon aktivatorii-
blokaj1 ile B katenin degredasyonunun azalmasina ve d) AKT fosforilasyonu araciligi

ile mTOR sinyalini aktiflesmesine neden olur. Tiim bu etkilesimin sonuncunda
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hiicrede apoptoz, diferansiyasyon, migrasyon ve yasam siklusu kontrol edilir

(57,61,65-67).

Periostin ayn1 zaman da klinik evresine gore miktar1 degisen oranda KS’lerde
de salgilanmaktadir (68). Jeong J. ve arkadaslarinin periostinin KS’lerdeki roliinii
degerlendirmeye yonelik yaptigi c¢alismada, periostinin KS hiicrelerinde
proliferasyonu, hareketi ve yapinin korunmasina pozitif yonde etki ettigi yani sira
lenfatik endotel hiicrelerinde proliferasyon ve harekete yardimci oldugunu

bulmusglardir (69).

2.3.4. PEG10

Paternally expressed gen 10 (PEG10) ilk defa 2001 yilinda Ono R. ve
arkadaglar1 tarafindan kesfedilmistir (70). Retrotranspozan ailesinden olan PEG10, 7.
kromozum (7q21.3) lizerinde lokalize ve paternal eksprese olan imprinted gendir.
Trankripsiyon faktorii olarak gorev yapmaktadir (70). Fareler {izerinde yapilan bir
calismada PEG10’nun plesanta olusumunda ve adiposit diferansiyasyonunda rol
aldig1, yoklugunda embriyoda 6liime neden oldugu gozlenmistir (71-73). PEG10
plasenta, over, testis, beyin, bobrek ve akcigerde Onemli diizeyde eksprese
edilmektedir (70,71). Ekspresyonundaki bozukluklar hiicre proliferasyonu, apoptozis

ve malignensi gelisimi ile iliskili sorunlara neden olmaktadir (70,74).

PEG10’nun bir¢ok tiimor ¢esitinde eksprese edildigi bulunmustur. Bu
kanserlerden bazilar1 hepatoseliiler karsinom, meme kanseri, pankreas karsinomu,
prostat ndroendokrin karsinomu, safra kesesi karsinomu, kolon karsinomu, B hiicreli

akut lenfoblastik 16semi, kondrosarkomdur (75-82).

Yapilan bir¢ok calismada PEG10’nun tiimorli hastalarda prognoz ile iligkili
oldugu bulunmustur. Li X. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada meme kanserinde
PEG10’nun onemli Ol¢lide eksprese edildigi hiicre proliferasyonuna, klon
formasyonuna, hiicre siklusuna, hiicre hareketine ve invazyonuna pozitif yonde etki

ettigi gorilmiistiir (81).

Ge H. ve arkadaslarinin Asya kitasinda PEG10’nun solid tiimoérler ile iliskisini
gostermeye yonelik yaptigi 1014 vakay: igine alan meta analizinde, PEG10 asir1
ekspresyonunun kanser riski, diferansiyasyon, lenf nodu metastazi ve TNM evresi ile

korele oldugu sonucuna varilmistir (83).
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Xie T. ve arkadaslarinin PEG10 tiimorler iizerindeki rolii ile alakali yaptig1 bir
derlemede tiimdr hiicrelerinde proliferasyonun artisi, hiicre apoptozunun engellenmesi
ve metastaz da PEG10’nun etkisi oldugu ve bu fonksiyonlar1 tiimorden tiimore degisen

yolaklar ile yaptig1 ayrintili olarak izah edilmistir (74).

Yahiro Y. ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, PEG10, KS hiicrelerinde hiicre
biiylimesi ve proliferasyonu lizerine inhibitor ve hiicre hareketi lizerine aktivator etkisi
olan TGF B sinyal yolagini, bu yolak iizerinden kullandig1 reseptorler ile tersine

cevirdigi gosterilmistir (84).

Benzer konu iizerine Shinohara N. ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada PEG10
ekspresyonunun enkondromlarda belirgin, KS’lerde ise derece yiikseldik¢e azaldigi

tespit edilmistir (79).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgu Se¢imi

Calismamizda 2005-2021 yillarina ait Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda rapor edilmis enkondrom ve
derece 1 KS tanisi almis hastalarin tamami ¢alismaya dahil edildi. Hastalar, Niicleus

sistemi i¢inde, patoloji raporlarina yonelik 6zel bir istatistik programi ile taratildi.

Calismaya baslamadan énce Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi etik

kurul onay1 alind1 (15.11.2021- ve B.30.2.0DM.0.20.08/639-685say1l1).

Bu calisma igin Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu tarafindan PYO.TIP.1904.22.005 proje kodu ile finansal destek alindu.

Secilen hastalara ait preparatlar tekrar degerlendirildi ve immiinohistokimyasal
calisma i¢in uygun preparatlar tespit edildi. Secilen preparatlarin bloklari, blok
arsivimizden ¢ikartilip mikrotom cihazlar1 kullanilarak 4 mikronluk kesitler alindi.
Alinan kesitlere immiinohistokimyasal boyama cihazi kullanilarak periostin ve PEG10

ile immiinohistokimyasal ¢alisma yapildi.

Boyama sonuglari iki patolog tarafindan (Prof. Dr. Yakup Sancar Baris ve Ars.
Gr. Dr. Fatma Kutsal) 151k mikroskobunda cift kor olarak boyanma varligi/yoklugu,

siddeti ve ylizdesi géz Oniine alinarak semikantitatif olarak degerlendirildi.

3.2. Immiinohistokimya Boyama Yontemi ve Degerlendirilmesi

Secilen 118 adet olguya ait dokularin tiimii 6nce tamponlanmis %10’luk nétral
formalin soliisyonunda uygun siirede tespit edildi. Sonra %20’lik formik asitte 12-18
saat dekalsifiye edilerek parafinde bloklandi. Calisilan olgularin en 1iyi
histomorfolojiyi temsil etmesine ve secilen bloklarin kesit alindiginda dokunun

bitmeyecek sekilde yeterli olmasina dikkat edildi.

Secilen bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Etiivde 60°C’de 40
dakika deparifinize edildi. Ardindan otomatik boyama cihazinda periostin (EPR20986,
ab215199, abcam), PEG10 (EPR20051, ab215035, abcam) primer antikorlar1 ve
kromojen olarak DAB (Roche, ultraView Universial detection kit) kullanarak
laboratuvarimiz da bulunan otomatik immunohistokimya cihazinda (Ventana,

BenchaMark, Ultra) boyama yapildi.
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Boyanmay1 saglamak ve daha anlamli boyanma elde edebilmek icin antijen
aciga ¢ikarma prosediirleri (tampon soliisyonu, kaynatma siiresi, kaynatma sicakligi
ve antikor boyanilirlig1r (inkiibasyon siiresi, diliisyon orani) prosediirlerinde

degisiklikler yapilarak farkli kombinasyonlarda protokoller uygulandi. Bunlar:

Protokol 1. Tampon: EDTA, retrival asamas1 kaynatma siiresi: 64 dakika,

sicaklik: 95 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 1 saat, diliisyon 1/500, PEG10 (Sekil 3)

Protokol 2. Tampon: EDTA, retrival agamas1 kaynatma siiresi: 64 dakika,

sicaklik: 95 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 2 saat, diliisyon 1/500 PEG10 (Sekil 4)

Protokol 3. Tampon: EDTA, retrival asamasi1 kaynatma siiresi: 76 dakika,
sicaklik: 95 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 2 saat, diliisyon 1/1000 (periostin), 1/500
(PEG10) (Sekil 5)

Protokol 4. Tampon: EDTA, retrival asamas1 kaynatma siiresi: 72 dakika,
sicaklik: 97 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 1 saat 56 dakika, dilisyon 1/1000
(periostin), 1/500 (PEG10) (Sekil 6)

Protokol 5. Tampon: Sitrat, retrival asamasi kaynatma siiresi: 44 dakika,
sicaklik: 95 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 2 saat, diliisyon 1/1000 (periostin), 1/500
(PEG10) (Sekil 7)

Protokol 6. Tampon: Sitrat, retrival asamasi kaynatma siiresi: 44 dakika,
sicaklik: 99 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 2 saat, diliisyon 1/1000 (periostin), 1/500
(PEG10) (Sekil 8)

Protokol 7. Tampon: Sitrat, retrival asamasi kaynatma siiresi: 44 dakika,
sicaklik: 95 C, antikor inkiibasyon siiresi: 2 saat, endojen proteaz, diliisyon 1/1000

(periostin), 1/500 (PEG10) (Sekil 9)

Protokol 8. Tampon: EDTA, retrival asamas1 kaynatma siiresi: 64 dakika,
sicaklik: 95 °C, antikor inkiibasyon siiresi: 1 saat, diliisyon 1/500 (periostin), 1/250
(PEG10) (Sekil 10)

Protokol 9. Tampon: Sitrat, retrival agamasi kaynatma siiresi: 10 dakika
(didiiklii tencere ile), antikor inkiibasyon siiresi: 1 saat, diliisyon 1/1000 (Bu ptorokol

tamamen elde boyama ile ger¢eklestirilmistir) (Sekil 11)
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Sonuglar Olympus BXS51 (Olympus, USA, 1999) i1sik mikroskobu ile
degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal ¢alisma yapilan tiim kesitler iki gozlemci tarafindan

degerlendirildi.

Periostin i¢in mide dokusu, PEG 10 i¢in insan plasenta dokusu pozitif kontrol
olarak kullanildi. Negatif kontrol ¢alismasinda primer antikor yerine non-immiin

serum kullanildi.

Immiinohistokimyasal degerlendirme pozitif olarak boyanmis hiicrelerin
yiizdesi (0: %0, 1: %1-24, 2: %25-49, 3: %50-74 ve 4: %75-100 pozitif) ve boyanma
yogunlugu (0: Negatif, 1: Zayif, 2: Orta ve 3: Giiglii yogunluk) incelendi. Yiizdenin
toplam puani ve pozitif boyama yogunlugu istatistiksel olarak analiz edildi.

3.3 istatistiksel Yontemler
listatiksel degerlendirmeler bilgisayar ortaminda ‘SPSS 15.0 for Windows’

yazilimi ile yapildi. Boyanma frekanslarinin gruplar arasindaki farki ¢apraz tablo

istatistikleri ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR
91 tane enkondrom ve 27 tane derece 1 KS tanis1 almis toplam 118 adet vaka

calismaya dahil edildi.

(Calismaya dahil edilen 91enkondrom vakasinin 50’si kadin ve 4’ii erkek; 27

derece 1 KS vakasinin 10’u kadin ve 17’si erkektir (Tablo 2).

Tablo 2. Enkondrom ve derecel kondrosarkom olgularinin cinsiyete gore dagilimi.

Kadin Erkek Toplam
Enkondrom 50 41 91
Derece 1
kondrosarkom 10 17 27

Tiim enkondrom vakalarinda yas ortalamasi 45,5 olup bunlarin cinsiyete gore
ortalamas1 kadinlarda 45, erkeklerde 46’dir. Tiim derecel KS vakalarinda yas
ortalamas1 52,5 olup bunlarin cinsiyetlere gore ortalamasi kadinlarda 50, erkeklerde

55°tir (Tablo 3).

Tablo 3. Enkondrom ve derecel kondrosarkom olgularinin genele ve cinsiyete gore yas

ortalamalari
Kadin Erkek Ortalama
Enkondrom 45 46 45,5
Derece 1 50 55 52,5
kondrosarkom

19



Enkodrom vakalarinin 46’s1 el-falanks, 6’s1 metakarpal, 1’1 radius-ulna, 11’1

humerus, 3’1 ayak-falanks, 20°si femur, 3’1 tibia-fibula ve 1’1 vertebra yerlesimlidir.

Derece-1 KS, vakalarinin 5’1 el-falanks, 1’1 metakarpal, 6’s1 humerus, 1’1 ayak-

falanks, 2’si femur, 5’1 kosta, 4’ii vertebra, 1’1 acetebulum ve 1’1 sternum yerlesimlidir

(Tablo 4).

Tablo 4. Enkondrom ve derece 1 kondrosarkom olgularinin anatomik lokalizasyona gore dagilim1

El- Meta- [Radius- |Humerus |Ayak- |Femur |Tibia- |Kosta [Vertebra | Aceta- | Sternum | Toplam
flanks |[karpal [ulna falanks fibula bulum
Enkondrom 46 6 1 11 3 20 3 0 1 0 0 91
Derece-1 5 1 0 6 1 2 1 5 4 1 2 27
kondrosarkom

91 enkondrom vakasinda takibi yapilabilen 34 vakadan sadece 1 tanesinde

niiks izlenmigtir. 27 derece 1 KS vakasinda takibi yapilabilen 14 vakanin 4’iinde

niiks izlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Enkondrom ve derecel kondrosarkom olgularinin tedavi sonrasi niiks orani

Vaka sayisi Vaka yiizdesi
Niiks Var Enkondrom 1 2.9
Derece 1 4 28,5
kondrosarkom
Yok Enkondrom |33 97,3
Derece 1 10 71,5
kondrosarkom

Periostin antikoru i¢in mide mukozasi ve PEG 10 antikoru i¢in plasenta ile

yapilan kontrol ¢alismasinda anlamli/pozitif boyanma elde edildi (Sekil 1-2). Daha

sonra enkondrom ve KS vakalar1 otomatik boyama cihazinda boyamaya alindi.

Degerlendirilen tiim vakalarda kikirdak matriks ve yumusak dokuya sinirl artifisyel

spesifik olmayan boyanmalar gozlendi. Hiicre bazinda anlamali boyanma izlenmedi

(Sekil 3-12).
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Sekil 1. Kontrol doku (mide mukozasi), periostin antikoru, DAB, x200

Sekil 2. Kontrol doku (plasenta), PEG10 antikoru, DAB, x400
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Sekil 3A. Protokol 1, derece 1 kondrosarkom, PEG10 Sekil 3B. Protokol 1, enkondrom, PEG10 antikoru,
antikoru, DAB, x200 DAB, x200

Sekil 4A. Protokol 1, derece 1 kondrosarkom, Sekil 4B. Protokol 1, enkondrom, periostin antikoru,
periostin antikoru, DAB, x200 DAB, x200
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Sekil S5A. Protokol 3, derece 1 kondrosarkom,
periostin antikoru, DAB, x200

Sekil 5C. Protokol 3, derece 1 kondrosarkom,
PEG10 antikoru, DAB, x100

Sekil 5B. Protokol 3, enkondrom, periostin
antikoru, DAB, x200

Sekil 5D. Protokol 3, enkondrom, PEG10 antikoru,
DAB, x200
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Sekil 6A. Protokol 4, derece 1 kondrosarkom, periostin Sekil 6B. Protokol 4, enkondrom, periostin antikoru,
antikoru, DAB, x200 DAB, x200

Sekil 6C. Protokol 4, derece 1 kondrosarkom, Sekil 6D. Protokol 4, enkondrom, PEG10 antikoru,
PEGI10 antikoru, DAB, x200 DAB, x200
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Sekil 7A. Protokol 5, derece 1 kondrosarkom, periostin
antikoru, DAB, x200

Sekil 7C. Protokol 5, derece 1 kondrosarkom,
PEGI10 antikoru, DAB, x200

Sekil 7B. Protokol 5, enkondrom, periostin antikoru,
DAB, x200

Sekil 7D. Protokol 5, enkondrom, PEG10 antikoru,
DAB, x200
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Sekil 8A. Protokol 6, derece 1 kondrosarkom, Sekil 8B. Protokol 6, enkondrom, periostin antikoru,
periostin antikoru, DAB, x400 DAB, x200
Sekil 8C. Protokol 6, derece 1 kondrosarkom, PEG10 Sekil 8D. Protokol 8, enkondrom, PEG10 antikoru,
antikoru, DAB, x200 DAB, x400
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Sekil 9A. Protokol 7, derece 1 kondrosarkom, periostin
antikoru, DAB, x200

Sekil 9C. Protokol 7, derece 1 kondrosarkom, PEG10
antikoru, DAB, x200

Sekil 9B. Protokol 6 enkondrom, periostin antikoru,

DAB, x400

Sekil 9D. Protokol 7, enkondrom, PEG10 antikoru,
DAB, x200
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Sekil 10A. Protokol 8, derece 1 kondrosarkom, Sekil 10B. Protokol 8, derece enkondrom, periostin
periostin antikoru, DAB, x200 antikoru, DAB, x200

Sekil 10C. Protokol 8, derece 1 kondrosarkom, PEG10 Sekil 10D. Protokol 8, enkondrom, periostin antikoru,
antikoru, DAB, x400 DAB, x200
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Sekil 11A. Protokol 9, derece 1 kondrosarkom, Sekil 11B. Protokol 9, enkondrom, periostin antikoru,
periostin antikoru, x200 x200

Otomatik boyama cihazinda antijen kazanimi ve primer antikor boyama
basamaklarinda yapilan degisiklikler ile farkli kombinasyonlar olusturularak farkli
protokoller denendi. Denenen tiim protokollerde yine ilk yapilan uygulamalarda

izlenen non-spesifik boyanmalar disinda anlamali sonug elde edilemedi.

Son olarak bilinen eski bir teknik olan yiiksek basing ve sicaklik esasina
dayanarak antijen agiga ¢ikarma yontemi olan ev tipi diidiiklii tence ‘pressure cooker’

teknigi ile elde boyama metodu denendi. Ancak yine anlamli boyanma elde edilemedi.

PEGI10 i¢in antikor kiti i¢in diidiiklii tence metodu hari¢ diger tiim protokoller
periostin ile ayn1 sekilde uygulanmis ve benzer spesifik olmayan boyanmalar elde

edilmistir.
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5. TARTISMA
Derece 1 KS ve enkondrom, kemigin kikirdak matriks tireten iki tiimdridiir.
Derece 1 KS malign, enkondrom ise benigndir ve klinik, radyolojik ve histopatolojik

olarak birbirinden ayrimi oldukc¢a zordur (1,3,25).

Derece 1 KS genis eksizyon veya rezeksiyon ile tedavi edilirken, enkondrom
kiiretaj ile tedavi edilmekte ya da takip edilmektedir (32,43). Derece 1 KS’lerde
progresyon ve dediferansiyasyon beklenirken enkondromlar da rekiirrens ya da malign
doniigiim ihtimali oldukga diigiiktiir (7,33). Tedavi ve prognozlari farkli olmasi nedeni
ille bu iki timérin ayrimi Onemlidir. Bir¢ok neoplazinin ayriminda
immiinohistokimyasal belirtecler kullanilabilmekteyken enkondrom ve derece 1 KS
ayiriminda kullanilabilecek bir biyobelirteg mevcut degildir. Bu ¢aligmada literatiirde
birka¢ makalede de vurgulanmis olan periostin ve PEG10 biyobelirteclerinin derece 1

KS ve enkondrom ayrimindaki yarart degerlendirilmistir.

Enkondrom erkek ve kadinlarda esit siklikta goriilmekte, 3-4. dekatlarda ve en
sik el-ayak kemiklerinde izlenmektedir. Calismamizda 91 enkondrom olgusunun 50’si
kadin ve 41°1 erkektir (1,3,25). Olgularin genel yas ortalamasi 45,5 olup bu ortalama
kadinlarda 45, erkeklerde 46’dir. En sik yerlesim yeri el-falankstir. Olgularimizdaki

kadin baskinlig1 disindaki bulgular literatiir ile uyumludur.

Derece 1 KS erkeklerde daha sik goriiliir. Genis bir yas araliginda [21-75]
izlenmekte ve siklikla apendikiiler kemiklerde yerlesim gostermektedir (1,3,25).
Calismamizda 27 derece 1 KS olgusunun 10’u kadin ve 17’si erkektir. Genel yas
ortalamasi 52,5 olup bu ortalama kadinlarda 50, erkeklerde 55°tir. En sik yerlesim yeri

humerustur. Bulgular literatiir ile uyumludur.

Enkondromda 1 olguda (%2,9), derece 1 KS da 4 olguda (%28,5) niiks
izlenmistir. Takibi yapilabilen olgu sayis1 az oldugu i¢in her iki timorde oransal olarak

yluksek ¢ikan niiksiin geneli yansitmadigi diistintilmiistiir (2,30).

Yapilan calismada 27 derece 1 KS ve 91 enkondromun higbirinde gerek
periostin gerekse de PEG10 ile boyanma olmamustir; buna karsin kontrol dokular tim

seferlerde boyanmustir.
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Literatiirde periostinin enkondrom ve derece 1 KS ayriminda yararini aragtiran
iki calisma mevcuttur. Lai X. ve arkadaglart periostin ile yaptiklar1 ¢alismada 31
enkondrom olgusunun 4’iinde, 23 derece 1 KS olgusunun 14’ iinde ekstraseliiler
matrikste boyanma elde etmisler ve derece 1 KS i¢in periostinin %70 sensitivite ve
%83 spesivite gosterdigini bildirmislerdir (68). Kim D. ve arkadaslarinin yaptig1 diger
calismada 28 enkondrom olgusunun 27’sinde sitoplazmada birinde de sitoplazma ve
ekstraseliiler matrikste boyanma; 33 derece 1 KS olgusunun 31’inde sitoplazma ve
ekstraseliiler matrikste, ikisinde sadece sitoplazmada boyanma elde etmisler ve derece
1 KS i¢in periostinin spesivitesini %97, sensitivitesini ise %96.4 olarak bildirmislerdir

(85).

Bu iki tiimoriin ayrimina yonelik literatiirde PEG10 ile yapilmig tek ¢alisma
mevcuttur. Shinohara N. ve arkadaglarinin yaptigi, 24 KS (10’u derece 1, 14’1 derece
2/3), 5 enkondrom ve 5 osteokondrom olgusu i¢eren ¢alismada degerlendirme tiimor
hiicrelerinde boyanma oran1 (0: 0%, 1: 1-24%, 2: 25-49%, 3: 50-74% ve 4: 75-100%
pozitif) ve siddetin (0: Negatif, 1: Zay1f, 2: Orta ve 3: Giiglii) birlikte degerlendirildigi
skorlama sistemi ile yapilmistir. Hem enkondrom hem de kondrosarkomda boyanma
elde edilmis ancak enkondrom olgularinda skor >6, derece 1 KS’lerde skor 4, derece
2 KS’lerde skor 3 olarak hesaplamistir; skorun enkondromlarda daha yiiksek, KS’lerde

ise artan histolojik derece ile azaldigin1 gostermislerdir (79).

Literatiirde belirtilenden farkli olarak, ¢calismamizda enkondrom ve KS ‘lerde
boyanma elde edilememis olmasinin olasit nedenleri sunlardir: a) preanalitik evre
problemleri (yalanci negatiflik); b) analitik evre problemleri (yalanci negatiflik); c) KS

ve enkondromlarin bu iki belirteg i¢in negatif olmasi (ger¢ek negatiflik).

Literatiirde immiinohistokimya calismalarinda kontrol dokuda pozitifken
calisilan dokuda boyanma elde edilememesi seklinde karsilagilan sorunlarda buna
neden olabilecek sebepler, uygunsuz tespit (uzun ya da kisa siire, sollisyon se¢imi),
doku takibi sirasinda antijenik epitopun hasar gérmesi, antijen kazanim yonteminin
uygun olmamasi, antijenin diisiik konsantrasyonda olmasi veya tespit sirasinda

maskelenmis olmasi, antikorun fazla diliic olmasi seklinde belirtilmistir (45,86—88).

Calismamizda kikirdagin boyanmama nedenine yonelik bu olasi problemler

degerlendirilip ¢calismanin tiim agamalar1 tekrar gozden gecirildi. Boliimiimiizde tespit,
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tamponlanmis %10’luk noétral formalin soliisyonu, dekalsifikasyon ise %10 ya da
20’lik Gooding-Steward soliisyonu ile yapilmaktadir. Doku takibinde dehidratasyon,
seffaflastirma ve parafinizasyon Leica ASP300S otomatik cihazi ile yapilmaktadir.
Kontrol dokularinin pozitif boyanmis olmasi uygunsuz tespit ya da epitop hasari
olasiligmi dislamaktadir. Bu sonucu giivenilir kilmak ve doku takip asamasinda
yasanacak problemleri en aza indirmis olmak adina ¢alisma siirecinde boliimiimiize
kabul edilen bir yeni tan1 enkondrom vakasi, numune kabul asamasindan blok haline
getirilinceye kadar 6zenle takip edildi. Bu asamada tespit soliisyonunda 24 saat siire
ile tespit edildi. Materyal igindeki kortikal kemik ayrilarak kalan tiimorli doku
dekalsifikasyon islemi yapilmadan drneklenerek otomatik takip cihazina alindi. Olasi
antijenik kaybr engellemek i¢in kesit alma ve boyama Oncesi deparafinizasyon
asamalarinda sicaklik kontrolii usuliine uygun sekilde yapildi. Bu agsamada yeni tam
KS olgusu kabul edilmedigi i¢cin sistem verileri dikkatli sekilde analiz edilerek
dekalsifikasyon islemine tabi tutulmamis oldugundan emin olunan bir tane derece 1
KS olgusu secildi. Her iki vakada da benzer seklide kontrol doku pozitif oldugu halde
benzer sekilde boyanma elde edilemedi. Tiim bu ¢alismalarin sonucunda enkondrom
ve derece 1 KS’lerde PEG10 ve periostin ile boyanma elde edilemeyisinin dokularin

tespit, dekalsifikasyon ya da takibinden kaynaklanmadig: olasilig1 sdylenebilir.

Immiinohistokimya kalibrasyonu icin antikorlarin temin edildigi tedarikgi
firma bu konu ile aragtirma yapan yazarlar ve benzer problemler ile karsilagmis olup
bize yol gosterebilecek kemik ve yumusak doku alaninda uzman kisiler ile iletisime
gecildi (Ek 1). Tedarik¢i firma oncelikle antijen agiga ¢ikarma; primer antikor
diliisyonu ve inkiibasyon asamasi, sekonder antikor amplifikasyonu ve saptamasi ile
ilgili yapilabilecek degisikler 6nerdi. Bu asamada antijen agia ¢ikarma ydntemi
olarak yiiksek sicaklik ve basing esasina dayanan diidiiklii tencere modeli, farkli
pH’larda (pH 6 ve 8) tampon soliisyonlar1 (EDTA, sitrat) ve antijen konsantrasyonu
ve inkiibasyonu siirelerinde degisiklikler uygulandi; ancak boyanma elde edilemedi.
Yapilan degisikliklere ragmen olumlu sonucun elde edilememesi iizerine firma ile
yeniden goriisiildi. Tedarik¢i firma tarafindan bu asamada doku hazirlanmasi ve
boyama prosediirii ile ilgili daha farkli bir 6nerilerinin olmadigini, ancak ellerinde bu
antijenler i¢in bagka poliklonal ve monoklonal antikor klonlar1 oldugunu bildirildi. Bu

alanda calisan uzmanlar ise daha farkli bir Oneri ve daha ileri bir yorumda
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bulunmadilar. Son olarak benzer ¢alismalari olan yazarlara e-posta yolu ile ulasmaya

calisildi; ancak mesajlara yanit alinamad.

Analitik agama problemleri olarak antikor klonlar1 ve kaynaklari ile sekonder
antikor saptamasi ve amplifikasyonunda kullanilan yontemlerin (ABC, LSAB ve
polimer temelli metodlar gibi) farkli olmasinin olasi problemlere neden olabilecegi
disiintildi (89,90). Bahsedilen her iki antikor i¢in mevcut makalelerde sekonder
antikor saptama ve amplifikasyon yontemleri ile ilgili detayli agiklama

bulunmamaktadir.

Bu calismada ABCAM firmasina ait periostin i¢in ab215199, PEGI10 igin
ab215035 etiketli kitler kullanmilmigtir. Firma ile iletisime gegilerek klon bilgisi
hakkinda bilgi istenmis ancak bu bilginin gizli oldugu gerekgesi ile klon hakkinda
spesifik bilgi verilmemistir (Ek 2). Her iki antikor i¢in sekonder antikor saptama da
avidin-biotin kompleks (ABC) yontemi kullanilmistir. Kontrol dokularinda boyanma

elde edilmis olmas1 sekonder kit kaynakli bir problem olmadigin1 gostermektedir.

Lai X. ve arkadaglariin periostin ile yaptigi calismada monoklonal fare
antikoru (TA804575, OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD, USA); Kim D. ve
arkadaslar1 ise monoklonal tavsan antikoru kullanilmiglardir. Calismamizda ikinci
calismada oldugu gibi monoklonal tavsan antikoru kullanildi. Bahsi gegen ikinci
calismada kullanilan ve ¢alismamizda kullanilan antikorlarin iiretici firmalar1 aynidir.
Ancak ayn1 firmanin periostin i¢cin monoklonal kategoride farkli klonlar1 bulunmakta
olup sozii gecen ikinci caligmada kullanilan periostin antikorunun spesifik klon

bilgisine ulasilamadi.

PEG 10 ile yapilan tek calismasinda Shinohara N. ve arkadaslar1 monoklonal
fare antikoru (1:200, 4C10A7, LSBio), calismamizda ise monoklonal tavsan antikoru

kullanilmis olup tedarik¢i firmalar farklidir.

Gerek literatiirde yaymlanmis c¢aligmalarin bir kisminda gerekse mevcut
calismada kullanilan monoklonal periostin ve PEG10 antikorlarinin klonlarinin
bilinmiyor olmasi nedeni ile ¢aligmamizda literatiirden farkli olarak bu iki belirteg igin

boyanma gosterilimemesi farkli primer klonlarinin kullanilmasina bagli olabilir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada periostin ve PEG10 biyobelirteglerinin enkondrom ve derece 1
KS ayrimindaki yarar arastirildi. Preanalitik agsamada olabilecek teknik sorunlarin
minimalize edilmesi yani sira analitik asamada antijen kazanimi adina basvurulan
cesitli  teknikler ve bu tekniklerin farkli kombinasyonlar1 ile yapilan
immiinohistokimyasal ¢alismalarda enkondrom ya da derece 1 KS’lerde boyanma
izlenmedi. Bu asamada en azindan ¢alismamizda kullanilan klonlar ile, periostin ve

PEG10 antikorlarinin enkondrom ve KS ayriminda yararli olmadig1 sonucuna varildi.

Literatiir ile farkliliklar g6z 6niine alindiginda, periostin ve PEG10’un kikirdak
timorlerindeki tanisal yararimin kesin belirlenmesi, 06zgiill boyama, ayrimi
saglayabilecek klonlarin ya da poliklonal antikorlarin denenip yayinlanmasi ile

saglanabilir.
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8- EKLER

8. 1. Ek 1. Tedarik¢i firma ile antikor ile yasanilan problemlerin ¢éziimiine yonelik
yazigmalar

Your query By E-mail Thursday, Sep 08, 2022 - 09:30

Hello, | am Dr. Fatma from the Department of Pathology, Faculty of
Medicine, 19 Mayis University Turkey Sacred. About 2 months ago, | obtained
PEG10 (EPR2005, ab215035) and periostin (EPR20806, ab215199) antibodies
from you. The antibody control fissues are working, but my fumors
representing enchondroma and chondrosarcoma have not worked. Both
antibodies have the same problem. There is an appearance that is not in the
form of staining, as if it was thrown in a heap. My tissues are acidic textures,
but is there anything you can do about it or a suggestion2 Thank you in
advance for your help.

Have a nice day..

Our reply By E-mail Friday, Sep 09, 2022 - 17:31

Dear Fatma,

Thank you for getting in touch.

I am glad to hear the PEG10 and Periostin antibodies are working well in your control
tissues. Regarding your issue with the enchondroma and chondrosarcoma tissue, can you
send me some additional protocol details so I can offer suggestions? Thanks!

e Sample fixation, antigen retrieval, permeabilization

¢ Blocking conditions

e Primary antibody conditions (diluent/dilution, incubation time/temperature)

e Secondary antibody conditions (diluent/dilution, incubation time/temperature)
e Wash steps

¢ Detection method and amplification steps (if any)

Thank you in advance. I look forward to hearing from you.
Best,

Heather

Heather Allen
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Scientific Support Specialist
www.abcam.com

B=

= 888.772.2226

Your query By E-mail Sunday, Oct 02, 2022 - 20:08
Hello again,

All of the ftissues entered the acid follow-up. We worked the dyes with the
ventana device. Our working procedure is attached for each paint.

| look forward to your help.

Our reply By E-mail Monday, Oct 03, 2022 - 15:25

Hi Fatma,

You could try optimizing the antigen retrieval times to see if shorter or longer may give
more specific staining. Also the retrieval solution-sometimes Tris/EDTA pH9 works better
for some tissues/antibodies, sometimes citrate pH6. If your results don't improve, then
perhaps different antibodies to your targets would bind better in these tissues-we do have
other clones available validated for IHC.

Best regards,
Heather

Heather Allen
Scientific Support Specialist
www.abcam.com

B
= 888.772.2226
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8. 2. Ek 2. Tedarik¢i firma ile periostin ve PEG10 klon bilgilerine yonelik
yazigsmalar

Your query By E-mail Thursday, Feb 23, 2023 - 19:13
Hello,

| want to learn about ab215199 (periostin, EPR20806,) and ab215035 (pegl0,
EPR20051) antibody'’s clone ID.

Please answer me immediatly.
Thank you.

Windows icin Posta ile gonderildi

abcam

Inquiry reference # 230224-000139

e Date created: Thursday, Feb 23, 2023 - 19:13
e Date last updated: Monday, Feb 27, 2023 - 11:30

Subject urgency

Our reply By E-mail Monday, Feb 27, 2023 - 11:30

Dear Fatma,

Thanks for reaching out to our team again.

The amino acid sequence used to raise these antibody is proprietary, so, unfortunately,
we cannot share this information.

I can share that the Recombinant Anti-Periostin antibody [EPR20806] (ab215199)
targets the FAS1 and FAS2 domain according to Uniprot Q15063. The Recombinant Anti-
PEG10/EDR antibody [EPR20051] (ab215035) targets the Disordered domain closest to
the C-terminus according to Uniprot Q86TG7. If you need me to check is these
antibodies recognize a specific amino acid sequence please provide it and I can check for
you.

I am happy to help with any further questions you have.

Kind regards,
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Stefanie
Stefanie Hauck, PhD

Scientific Support Specialist

www.abcam.com
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