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Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfomalarda P16, P53 ve Ki-67’nin Prognostik
Oneminin immiinohistokimyasal Arastirilmasi
Miinevver BARAN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi, Eyliil 2011
Damisman: Prof. Dr. Hamiyet DONMEZ ALTUNTAS
KISA OZET

Diffiiz  biiyik B-hiicreli lenfoma (DBBHL) cesitli  klinik, histopatolojik,
immunofenotipik ve sitogenetik 6zellikleri ile lenfoid neoplazmlarin genis bir grubunu
temsil eder. DBBHL larda klinik parametrelerin yan1 sira, yeni tedavi ajanlari, tiimoriin
biyolojik davranis1 ve prognozunu belirlemede tiimor supressor gen proteinleri,

onkogen proteinleri gibi gen ekspresyonlart 6nem kazanmustir.

Bu calismanin amaci, DBBHL’larda immiinohistokimyasal olarak tesbit edilecek olan
P16, P53, Ki-67 ekspresyonlarinin hem klinik parametrelerle hem de sagkalimla

iliskisini degerlendirmektir.

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji ABD’da 2005-2010 yillar1 arasinda tami
almis toplam 40 DBBHL 11 hasta ¢alismaya alindu. 1mmunboyamalar, Ki-67, P53, P16
monoklonal antikorlar ile yapildi ve 151k mikroskobunda degerlendirildi. Hastalarin yas
ortalamast 60.50+16.92 idi. Ortalama takip peryodu 16.58+13.68 aydi. Hastalarin yas,
cinsiyet, evre, performans durumu, B-semptomlar1 varligi, kemik iligi tutulumu,
uluslararast prognostik indeks (IPI) skoru, laktat dehidrogenaz (LDH), ekstranodal
tutulum, niiks, C-reaktif protein (CRP), sedimantasyon, lokosit sayis1 gibi klinik ve
laboratuvar parametreleri ile genel sagkalim ve P16, P53, Ki-67 ekspresyonlari
arasindaki iligki degerlendirildi. Calismamizda P53 ve P16 ekspresyonu, Ki-67
proliferasyon indeksi ile klinik parametreler ve sagkalim arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanamadi (p>0.05). Sadece P16 ekspresyonu ve evre arasinda anlamli
iliski saptandi (p<0.05). Ayrica, sagkalim siiresi ile klinik parametreler arasinda da

istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamadi (p>0.05).

Calismamizin sonuclarina gore, P16 ve P53 ekspresyonunun ve Ki-67 proliferasyon
indeksinin DBBHL’l1 hastalarin yasam siiresi lizerinde etkili olmadigini1 soyleyebiliriz.
Ancak, DBBHL’I1 hastalarin prognostik 6neminin daha iyi ortaya konabilmesi i¢in daha

genis serili calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma, P16, P53, Ki-67, Prognoz.
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Immunohistochemical Investigation of P16, P53 and Ki-67’s Prognostic Value in
Diffuse Large B-Cell Lymphoma
Miinevver BARAN
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Ph.D. Thesis, Sept 2011
Supervisor: Prof.Dr. Hamiyet DONMEZ ALTUNTAS
ABSTRACT
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) represent a diverse spectrum of lymphoid

neoplasms with variable clinical, histopathological, immunophenotypic and cytogenetic
features. In DLBCLs, besides the clinical parameters, it has become more important
gene expressions such as tumor-supressor gene proteins, oncogen proteins in
determining the prognosis, biological behaviour of the tumor and new treatment
regimens. The am of this swdy that P16, Ki-67, P53 expressions to be determined
immunohistochemically in DLLBCL was to assess relationship with both clinical parameters and survival.

A total of 40 patients with nodal DLBCL diagnosed between 2005 and 2010 in
Department of Pathology Medical Faculty Erciyes University were included in the
study. Immunstaining was performed by means of monoclonal antibodies Ki-67, P53,
P16 and evaluated by light microscopy on slides. The median age of the patients was
60.50+16.92 years old. The median follow-up period was 16.58+13.68 months. It was
evaluated that the relationship between clinical and laboratory parameters such as, age,
gender, performance status, clinical stage, presence of B-symptoms, bone marrow
involvoment, International Prognostic Index (IPI) score, lactate dehydrogenase (LDH)
level, extranodal extension, relapse, C-reaktive protein (CRP), sedimentation, the
number of leukocytes of patients and overall survival and P16, P53 Ki-67 expression. In
our study, there was no statistically significant corelation between the P53 and P16
expressions, Ki-67 proliferation index both clinical parameters and overall survival
(p>0.05). There was only statistically significant relation in between P16 expression and
stage (p<0.05). Besides, there wasn’t a statistical significanct relation between the

overall survival and clinical parametrs (p>0.05).

According to the results of our study, we say that the P53, P16 gene expressions, Ki-67
proliferation index no effect on life expectancy of patients with DLBCL. But, to the
better counseling prognostic importance of patients with DLBCL should be done the

studies of larger series.

Key words: Diffuse Large B-Cell Lymphoma, P16, P53, Ki-67, Prognosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser yiiksek mortalite orani ile oldukca 6nemli bir saglik sorunudur. Diinya Saglik
Orgiitiine (DSO) gore 5 yasindan sonra kanser, hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerde ilk ii¢ 6liim nedeninden biridir. Diinyada her y1l 6.4 milyon yeni kanser vakasi

ortaya ¢cikmakta ve 4.8 milyon kisi de kanser nedeni ile 6lmektedir (1, 2).

Kanser her yasta, biitiin organlarda, biitiin dokularda meydana gelebilir. En iyi sonucu
elde edebilmek i¢in tanm1 amacgh testler ve tedavi sarttir. Timor ve metastazlarinin etkin

bir sekilde tedavi edilmesinde erken tani en dnemli faktorlerden biridir ( 3).

Lenfomalar genel olarak klinik ve morfolojik 6zelliklerinden dolayr Hodgkin ve Non-
Hodgkin lenfomalar (NHL) olmak iizere iki biiyiik gruba ayrilarak incelenirler. NHL,
lenfoid sistemini olusturan hiicrelerden olusur. Genel olarak B ve T lenfositlerden, daha
az sikliklada Naturel Killer (NK) hiicrelerinden olusmaktadir ve genellikle lenf
diigtimlerinden daha az siklikla da diger lenfoid dokulardan kaynaklanmaktadir (4). Son
yillarda immiinohistokimya ve molekiiler genetigin katklilartyla hastaligin biyolojisi

daha iyi anlasilmis ve bircok yeni lenfoma tipi tanimlanmistir (5).

Tiim NHL’larin %40’1m1 olusturan en yaygin lenfoma tipi diffiiz biiyilk B hiicreli
lenfoma (DBBHL)’lardir. Prognozda ve tedaviye cevapta heterojen klinik ozellikler
sergilerler. Histomorfolojik olarak DBBHL’nin anaplastik, sentroblastik, immiinoblastik
ve T hiicre/ histiyositten zengin B hiicreli NHL olarak cesitli varyantlar1 mevcuttur (6-
9). NHL’da genel olarak tedavi sonrasi tedaviye yanit orant %60-80’dir. Ortalama 5
yillik yasam sansi ise %55’in lizerindedir (10, 11). Yapilan caligmalar sonucunda son

yillarda lenfoma insidansinin ve mortalitesinin arttig1 rapor edilmistir (5, 12).

Hiicre proliferasyonunda ve oliimiindeki dengesizlikler lenfomalarin genel 6zelligidir
(13). Tumor siipresor genler ve onkogenlerdeki molekiiler anomalilerin prognozla

iliskili oldugu gosterilmistir (14). DBBHLlarin biyolojik heterojenitesini tanimlamada,



klinik parametrelerin pratikte genis olarak kullanilmasina ragmen, bu tiimor supressor
ve onkogen ekspresyonlar1 faydali indikatorler olabilirler (15-17). DBBHL’I1 hastalarin
klinik 6zellikleri ve tedaviye cevaplarindaki farkliliklar, hastaligin agresifligi ve tiimor
progresyonunun altinda yatan belirgin molekiiler heterojenitesinden kaynaklanmaktadir

(16, 18, 19).

Hastaligin agresifligi ve yeniden ortaya c¢ikma riskine karsi antikanser tedavisinin
bireysellestirilmesi i¢in tedavi Oncesi prognostik faktorlerin degerlendirilmesi cok
onemlidir (20). DBBHL’larda Uluslararas1 Prognostik Faktor Indeks (IPI), faydali bir
klinik prognostik faktordiir. Bu indeks agresif lenfomalari kategorize etmek igin
gelistirilmistir ve sagkalimin bagimsiz belirleyicileri olan, kolaylikla elde edilebilen

klinik gostergeler ile degerlendirilir (21).

Calismamizda DBBHL’larda hiicre dongiisii diizenleyicilerinden olan P53, hiicre
siklusu progresyonunu inhibe eden P16 ve hiicre proliferasyon belirleyicisi olarak kabul
edilen Ki-67 ekspresyonlarinin klinik parametrelerle iligkisini ve prognoz iizerindeki
etkilerini  belirlemeyi amagcladik. Ayrica C-reaktif protein (CRP), eritrosit
sedimantasyon hizi (ESR) ve lokosit sayisinin tiimor belirleyicisi olarak kullanip
kullanilmayacagini, hastalik prognozu ile iliskili olup olmadigin1 da arastirmayi
amacladik. Calisma sonug¢larimizin bu konu ile ilgili ileri ¢aligmalara 151k tutacagi

diistincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. NON-HODGKIN LENFOMALAR

Immun sistemin habis hastaliklar1, kemik iligindeki immatiir lenfoid hiicrelerde veya
ekstramediiller lenfoid dokudaki daha olgun lenfoid hiicrelerde olusan bazi genetik
degisikliklere baglh olarak gelisir. Ekstramediiller lenfoid dokudan gelisen lenfoid
maligniteler lenfoma olarak adlandirilir. Istemsiz olarak ¢ogalan lenfoid hiicrelerin
cevre kaninda ve kemik iliginde de tespit edilmesi durumunda losemik formdan
bahsedilir. Lenfomalar genel olarak klinik ve morfolojik ozellikleri ve tedavi
sekilleriyle Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfomalar (NHL) olmak {iizere iki biiyiik gruba
ayrilirlar (4).

NHL, Ienfoid dokudan kaynaklanan malign bir hastalik grubu olup, etiyoloji, patogenez,
klinik davranis, hiicre kokeni ve morfoloji yoniinden cok heterojen ozellikler sergiler

(22).

Amerika Birlesik Devletlerinde yilda 55000—60000 kisi NHL tanis1 almaktadir (23) ve
kansere baglh olim siralamasinda 6. sirada bulunmaktadir (24). Hastalar arasinda yas,

cinsiyet ve irk dagilimi degiskendir (25-27).

Lenfoproliferatif hastaliklardan NHL, Hodgkin lenfomalardan daha sik goriiliir (3).
Lenfomanin goriilme siklig1 erkeklerde daha fazladir. Yasla birlikte insidans artmakla
beraber her yasta goriilebilir. Histolojik tipler géz Oniine alindiginda, yas gruplarina
gore erigkinlerde diisiik dereceli (grade) folikiiler lenfomalarin, ¢ocuklarda ise yiiksek
dereceli diffiiz lenfomalarin daha sik oldugu goriilmektedir (5). Organ transplantasyonu
sonrasinda yapilan immiinsupresif ilaglara bagli olarak lenfoma riski artmistir (28).
AIDS’li hastalarda lenfoma gelisme riski normal populasyona oranla altmis kat fazladir

(29).

NHL, bagisiklik sisteminin, lenf diigiimleri, kemik iligi, dalak, karaciger ve

gastrointestinal kanal gibi bolgelerindeki lenfoid hiicrelerin malign, monoklonal



proliferasyonudur (3).

NHL’de genel olarak baslica ii¢ tip hiicre bulunur. Bu hiicrelerin ¢ogalma, olgunlagsma
ve karsilastiklar1 antijene spesifik olarak secilme Ozellikleri mevcuttur. Her hiicre tipi
de, olgunlagsma siirecinin herhangi bir basamaginda klonojenik olarak anormal
cogalabilir. Bu nedenle NHL nin farkli davranis sergileyen, farkli alt tiplerinin olmasi

hastaligin dogasi geregidir (30).

NHL’nin alt gruplan arasinda klinik seyir, tedaviye yanit ve prognoz yoniinden belirgin
farkliliklar vardir. Prognozu etkileyen en onemli 6zellikler ise hastalifin kaynaklandigi
hiicre tipi, hiicrelerin hangi farklilagma asamasinda oldugu, baslangi¢ tutulum yeri ve

hastaligin klinik seyridir (4).

NHL’lar icerisinde hem en yiiksek oranda goriilen, hem de klinik, morfolojik,

imiinfenotipik ve sitogenetik olarak en heterojen olan grup lenfomalar DBBHL dir (6).

2.2. NHL’LARIN SINIFLANDIRILMASINDA DBBHL’LARIN YERI

NHL’lar1, prognoz veya hiicre kokeni agisindan farkli tiirlere ayirabilen, tedaviye yon
verebilen degisik patolojik siniflamalar yapilmistir. NHL nin siniflamasi pek ¢ok kez
degistirilmis olup, bunun nedenleri arasinda immunfenotipik, histopatolojik ve genetik
alanindaki gelismeler sayilabilir. Tlk olarak 1940 yilinda, Gall ve Mallory lenfomalar,

dev hiicreli lenfosarkom ve retikiiler hiicreli sarkoma olarak siniflandirdilar (31).

Daha sonra 1966’da Rappaport, lenfomalar biiylime 6zelliklerine, hiicrelerin sekillerine
ve caplarina gore smiflandirdilar (32). NHL’lar bu simiflandirma ile hiicrelerin
mikroskobik biiyiime paterni, hiicre tipi ve farklilasma derecelerine gore alt gruplara

ayrilmigtir (33).

1970’11 yillarda once Lukes-Colllins siniflanmasi yapilmis, bu siniflama ile lenfomalar

lenfosit alt tiplerine gore (T hiicreli ve B hiicreli) ikiye ayrilmistir (34, 35).

Ardindan 1974 yilinda yapilan Kiel siniflamasi 6zellikle Avrupa’da yaygin bir kullanim
alanina sahipti. Bircok lenfoma kategorisini ortaya koymada yararli olmasiyla birlikte,
ozellikle nodal lenfomalar i¢in yapilmig bir siniflandirma sekli olmasina ragmen,

ekstranodal lenfomalar icin ¢ok uygun degildi (36).

1982’de hematopatologlar ve klinisyenler arasindaki iletisimi arttirmak i¢in Working

Formulation (WF) smiflamasi olusturuldu. Bu simiflamaya gore NHL’lar sagkalim



istatistiklerine gore diisiik, orta ve yiiksek dereceli olarak ii¢ prognostik gruba ve her bir
prognostik grup da kendi i¢inde yapisina (follikiiler veya diffiiz) ve hiicrelerin sitolojik

goriiniimlerine gore farkli morfolojik kategorilere ayrilmisti (37).

1994 yilina kadar Working Formulation siniflamasi gecerliligini korumus olup 1994
yilinda Uluslararas1 Lenfoma Caligma Grubu tarafindan Revised European American
Lymphoma Listing (REAL) yaklasimi giindeme getirilmistir. Bu smiflandirma
sisteminde ise her lenfoma tipinin morfolojik, klinik, immiinofenotipik ve genotipik

ozellikleri birlikte kullanilmistir (36).

REAL siniflamas1 2001°de ve ardindan 2008’de daha da gelistirilmis DSO siiflamasi
olarak (World Health Organization=WHO) giincellenmistir (6, 9) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: 2008 DSO’niin lenfoid maligniteler siiflamasinda matiir B-hiicreli

neoplazmlar.
¢ Kironik lenfositik 16semi/kiiciik lenfositik lenfoma
¢ B-hiicreli prolenfositik 16semi
¢ Dalagin marjinal zon lenfomasi
e Hairy hiicreli 16semi
¢ [Lenfoplazmasitik lenfoma
® Agir zincir hastaliklar
¢ Plazma hiicreli myelom
¢ Kemigin soliter plazmositomu
e Exstraoseos plazmostom
e Ekstranodal marjinal zon B hiicreli lenfoma of MALT
¢ Nodal marjinal zon lenfoma
e Follikiiler lenfoma
¢ Primer kutanoz folikiil merkezli lenfoma
¢ Mantle hiicreli lenfoma

¢ Diffiiz biiyiik B- hiicreli lenfoma (DBBHL)



¢ Kronik enflamasyonla iliskili DBBHL

¢ Lenfomatoid graniilomatozis

¢ Primer mediastinal (timik) biiyiik B hiicreli lenfoma
e Intravaskiiler biiyiik B-hiicreli lenfoma

e ALK pozitif biiyiik B-hiicreli lenfoma

¢ Plazmablastik lenfoma

¢ Primer efiizyon lenfoma

¢ Burkit lenfoma

e Burkit lenfoma ve DBBHL arasinda ara 6zellikli simiflandirilamayan B-hiicreli

lenfoma

¢ Hodking lenfoma ve DBBHL arasinda ara oOzellikli smiflandirilamayan B-

hiicreli lenfoma

DBBHL tanimlamasi, 2008 DSO’ye kadar farkl1 adlarla tanimlanmistir (Tablo 2.2) (6,
9).

Tablo 2.2: NHL nin patolojik olarak siniflama sistemleri icinde DBBHL nin yeri

Rappaport Diffiiz histiositik Lenfoma

Lukes-Collins Sentroblastik Lenfoma
B-immiinoblastik Lenfoma

B-biiyiik hiicreli anaplastik lenfoma

Kiel Biiyiik ¢entikli follikiiler merkez hiicreli lenfoma
Biiyiik centiksiz follikiiler merkez hiicreli lenfoma

B-immiinoblastik lenfoma

WF Diffiiz miks-kiiciik ve biiylik hiicreli lenfoma
(grup F)
Diffiiz biiyiik hiicreli lenfoma (grupG)

Biiyiik hiicreli immiinoblastik lenfoma

REAL, DSO Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma




2.3. DBBHL’LARIN GENEL OZELLIiKLERI

DBBHL, yetiskin NHL’larin %30-40’1n1 meydana getiren, klinik, morfolojik,
immunfenotipik ve genetik Ozellikleri ile heterojenite gosteren, yiiksek dereceli bir

lenfoid neoplazmdir (6, 22).

Hastaligin agresif seyrine karsin, hastalarin baglangi¢ tedavisine yaniti genellikle 1yidir.
Bircok calismada, uzun siireli takiplerde, hastalarin %75-80’inde tam remisyon
mevcutken hastaliksiz hayatta kalma orami yaklasik %50 olarak bildirilmektedir (38,
39).

Cocuklarda ve genclerde de goriilebilmesine ragmen, siklikla eriskinlerde goriiliir (40).

Ortalama goriilme yas1 70°dir ve erkeklerde kadinlara gore biraz daha fazla goriiliir (6).

DBBHL’nin sebebi veya sebepleri bilinmemektedir. Genellikle DBBHL, siklikla de-
novo olarak ortaya ¢ikar fakat bazen kiiclik lenfositik lenfoma, follikiiler lenfoma,
marjinal zon lenfoma, nodiiler lenfosit predominant hodgkin lenfomadan da DBBHL’a

transformasyon olabilir (6, 41).

Hastalarda tiimor genellikle hizli biiyiiyen tek, nodal veya ekstranodal yerlesimli kitle
semptomu olarak ortaya ¢ikar (6, 41). DBBHL olgularinin yaklasik 1/3’1 ekstranodal
tutulum olusturmaktadir (42-44). En sik ekstranodal tutulum yeri gastrointestinal
sistemdir (mide, iliogekal bolge). Bunu, cilt, santral sinir sistemi, kemik, testis, yumusak
doku, tiikriik bezi, genital, akciger ve bobrek takip eder. Hastalar tipik olarak hizl
biiyliyen, siklikla semptomatik tek bir nodal ya da ekstranodal tutulum ile gelir.
Evreleme tetkiklerinde ise cogunlukla hastaligin yaygin oldugu tespit edilmistir (6).
Eriskinlerin %40’1 tedaviye 1yi cevap verir ve sag kalim siiresi uzundur. Geri kalanlari

hastaliktan dolay1 kaybedilir (45).

DBBHL lar, diffiiz biiyiime 6zelligi gosteren ve mitoz hiz1 yiiksek tiimorlerdir (24, 46).
DBBHL’da hiicrelerin, niikleer boyutlari, normal makrofaj ile ayn1 ya da daha biiyiik
veya normal bir lenfosit boyutunun 2 katindan daha fazladir. Pleomorfizm ve ¢ok sayida
mitoz izlenir (6, 22). Hiicrelerin morfolojik olarak ortak ozellikleri diffiiz biiylime
modelindedir. DBBHL’da ¢ogalan hiicreler genel olarak ¢ekirdek zarina dogru kromatin
dagilimina baglh olarak vezikiiler goriinimii olan oval veya yuvarlak cekirdekli
hiicrelerdir. Niikleolus belirgindir ve bazen 2-3 tane olabilir. Sitoplazma genelde artmis
ve soluk bazofilik goriiniimde olabilir (47). 2008 DSO siniflamasinda DBBHL’larin

varyantlari, alt gruplar ve alt tipleri Tablo 2.3’de verilmistir (9).



Tablo 2.3: DBBHL nin varyantlari, alt gruplari ve alt tipleri.
¢ Yaygin morfolojik varyantlar
o Sentroblastik varyant
o Immunoblatik varyant
o Anablastik varyant
¢ Nadir morfolojik varyantlar
¢ Molekiiler alt gruplar
o Germinal merkez benzeri B-hiicreli (GCB)
o Aktive olmus B-hiicreli (ABC)
¢ Immiinohistokimyasal alt gruplar
o CD 5 pozitif DBBHL
o Germinal merkez benzeri B-hiicreli (GCB)
o Non germinal merkez benzeri B-hiicreli (NGCB)
¢ Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma alt tipleri
o T-hiicre/histiyositce zengin biiyiik B-hiicreli lenfoma
o Merkezi sinir sisteminin primer DBBHL
o Primer kiitanoz DBBHL
o EBV pozitif DBBHL

Morfolojik olarak DBBHL, biiyiik transforme olmus lenfoid hiicrelerden olusur, fakat
sitolojik olarak birbirinden son derece farkli goriiniimler olusturur. Bu morfolojik
farkliliklar nedeniyle DBBHL’larin yaygin morfolojik varyantlari: sentroblastik
varyant, immiinoblastik varyant, anaplastik varyant olmak iizere 3 alt gruba ayrilir (9,

48-50).

2.3.1. Sentroblastik varyant: DBBHL nin engok goriillen varyantidir. Bu varyanti
olusturan hiicreler histomorfolojik olarak reaktif lenf nodunun germinal merkezlerinde
cogalan sentroblastlara (biiyiik ¢entiksiz hiicrelere) benzerler. Hiicreler 10-14 pm capta
olup, yuvarlak-oval vezikiiler niikeuslu, ince kromatinli, 2-4 adet membrana bagh
niikleolus igerirler. Sitoplazmalar1 dar ve bazofiliktir (51, 52). Sentroblastik varyant

DBBHL’da immiinoblast benzeri hiicrelerde izlenebilir. Bu hiicrelerin orani son derece

degiskendir (51).

2.3.2. immiinoblastik varyant: Bu varyant tiimorii olusturan hiicrelerin %90’ 1ndan

fazlas1 immiinoblastik varyanti olusturmaktadir. Bu hiicreler vezikiiler niikleus,



santralde lokalize tek niikleolus ve kalin niikleer membranlari olan bazofilik
sitoplazmal1 hiicrelerdir (42-44, 49, 50). Sentroblastik varyantla karsilastirildiginda
olgularin sagkalim siirelerinin ¢cok daha kisa oldugunu iddia eden bazi arastirmacilara
gore immiinoblastik varyantin prognozu daha kotii olup daha agresif gidis

gostermektedir (43, 53, 54).

2.3.3. Anaplastik varyant: Bu varyant ¢ok biiyiik yuvarlak, oval yada pleomorfik ve
Reed-Stenberg hiicrelerine benzeyen neoplastik hiicrelerden olusur. Anablastik
varyantlar, DBBHL’larin kii¢iik bir yiizdesini olusturdugu i¢in heniiz yeteri kadar

arastirtlamamistir (55).
2.4. DBBHL TANISI

NHL’da, biyopsi disinda tant koydurucu nitelikte bir laboratuvar bilgisi yoktur.
Lenfoma tanisimi dogrulamak i¢in uygun doku biyopsisinin histolojik incelemesi
gereklidir ki bu etkilenmis bir lenf nodunun eksizyonel biyopsisi ile yapilir. Ekstranodal
yerlesimli ise tutulmus bolgeden uygun sekilde biyopsi alarak tam1 konur. Histolojik
olarak tan1 konmus hastalarda evrelemek icin, kemik iligi biyopsisi yapilmas1 gereklidir

(56).
2.5. EVRELEME

Tedavi yontemi seciminde klinik evreleme Onemlidir. Evre ilerledik¢e hastaligin
prognoz kotiilesmektedir. Giintimiizde prognozu belirlemek i¢in 6nemli faktorlerden
biri evrelemede kriter olarak, tutulan lenf nodiilleri sayisi, tutulan bolgenin diyaframin
ayni ya da farkli taraflarinda olmasi, ekstranodal organ tutulumunun olup olmamamasi
gibi parametreler bulunmaktadir. Evreleme sisteminde olgularin ates, terleme, viicut
agirligimin %10’undan fazla kilo kaybi gibi semptomlar ayrica belirtilmelidir (57). Bu

amaclar icin kullanilan ilk siniflandirma sistemi Ann Arbor evreleme sistemidir (58).
2.5.1: Ann Arbor evreleme Sistemi

Evre I: Tek lenf nodu bolgesi tutulumu

Evre 1 E: Tek bir ekstranodal organ ya da bolge tutulumu

Evre II: Diyaframin ayn1 tarafinda iki ya da daha fazla lenf nodu boélgesi tutulumu

Evre II E: Lokalize ekstranodal organ ya da bolge tutulumu ve buna eslik eden bir veya

daha fazla lenf nodu bolgesi tutulumu
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Evre III: Diyaframin her iki tarafinda lenf nodu tutulumu
Evre III E: Lokalize ekstranodal organ ya da bolge tutulumu

Evre III S: Dalak tutulumu (ekstranodal organ veya bolge tutulumu birlikte olursa evre

IIISE)

Evre 1V: Yaygin ekstranodal organ veya bolge tutulumu
A: Sistematik semptom yok

B: Ates>38 derece, gece terlemesi, kilo kaybi var.

Bu sistemde tiimor kitlesinin biiyiikligli dikkate alinmamistir. Timoér kitlesinin
biiytikliigli kotii prognoz yoniinden onemli bir kriterdir. Giiniimiizde ise bu eksikligi

gidermek icin Costwolds olarak adlandirilan bir siniflama sistemi kullanilmaktadir (5).

Performans durumu hastanin genel durumu ile ilgili bir Olgiittiir. Performans
degerlendirmesinde Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) kriterleri asagidaki

gibi numaralandirilir.
0: Tam aktif
1: Agir is yapamaz, ancak giinliik islerini yapabilir, ev ve ofis islerini yapabilir.

2: Giinliik islerini yapabilir ama ev ve ofis islerini yapamaz, uyanik zamaninin %50’den

fazlasini yatak disinda gecirir.

3: Giinlik ihtiyaglarmin ancak simirli bir boliimiinii yapabilir, uyanik zamaninin

%50’den fazlasini yatakda gegirir.

4: Yardimsiz higbir is yapamaz, tamamen yataga veya sandalyeye bagimlidir (59).

2.6. PROGNOZ

Histopatoloji, hastaligin evresi ve yiizey marker incelemelerinin sonuglar1 hastaligin
prognozunu ve tedaviye yamiti 6nemli derecede etkiler (3). DBBHLlarin prognozunu
belirlemek i¢in IPI skorlamasi kullanilmaktadir. DBBHL larda oldukca yararli olan bu
skorlama sistemi agresif lenfomalar1 kategorize etmek i¢in gelistirilmistir ve sagkalimin
bagimsiz belirleyicileri olan, kolaylikla elde edilebilen klinik gostergeler ile
degerlendirilir. Baslica bes parametre iizerine kurulmustur. Her bir parametreye bir puan

verilmistir:
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1. Yas>60

2. Performans skoru (ECOG) >2

3. Yiiksek LDH degeri (460 ve iizeri)
4. Ekstra-nodal tutulum sayis1 >2

5. Ann Arbor evre [II-IV

Hastalar prognostik faktorlerin sayisina uygun olarak 4 risk grubuna ayrilir (Tablo 2.4)

210).

Tablo 2.4: IPI skorlamasina gore risk gruplarinin sagkalim oranlari

IPI 5 yillik sagkalim
Diisiik risk (0-1) %73
Diisiik-orta derecede risk ( 2 ) %51
Orta-yiiksek risk (3 ) %43
Orta-yiiksek risk (3 ) %26

IPL, tedaviyi belirlemede Ann Arbor evreleme sisteminden daha faydali olmaktadir (12).
Yukaridaki bes parametreye ilaveten hastaligin histolojik tipinin agresif olmasi, kemik
iligi tutulumu, B2M diizeyinin yiiksek olmasi, B-semptomlarinin bulunmasi, biiyiik
timor kitlelerinin varligi (10 cm’den biiyiik) ve Ki-67 antijen pozitifligi hastaligin kot

prognoz kriterleridir (5, 60, 61).

C-Reaktif Protein (CRP); enflamatuar hasara konak¢inin en temel ve en hizhi verdigi
akut faz yanitidir. Eflamasyon, enfeksiyon, malignite ve otoimmiin hastaliklar gibi
bircok durum CRP diizeylerinde artisa yol acar. Otoimmiin hastaliklar ve

malignitelerdeki CRP artis1 uzun siireli olabilir (62).

2.7. TEDAVI

Hastanin fizyolojik durumu, histolojik tipi, klinik evre ve prognozda etkili olan faktorler
g6z Oniine alinarak tedavi yapilir. Tedavi secenekleri kemoterapi ve radyoterapidir (63).

Diisiik derece riskli lenfomalarda hastalar nadir olarak lokalize hastalikla
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basvurdugunda, bolgesel radyoterapi uzun siireli kontrol saglar. Ancak radyoterapiden
10 y1l sonra dahi niiks goriilebilir. Orta derece riskli hastalarin yaklasik yarisi lokalize
hastalikla bagvurur ki, bu hastalara kombinasyon kemoterapisi ve bolgesel radyoterapi
uygulanmalidir (64, 65). Yiiksek riskli hastalar, ya kok hiicre destekli yiiksek dozlu
kemoterapi ile (66) ya da baslangi¢ kemoterapisine tam cevaptan sonra hemapoetik kdk
hiicre destekli yliksek doz tedavisinden fayda gorebilirler. Fakat hastalarin ¢cogunda

hastalik ilaca diren¢ gosterdigi i¢in tedavi edilemeyebilir (67).

Yaklasik 25 yi1l boyunca DBBHL’1n tedavisinde CHOP (siklofosfamid, adriyamisin,
vinkristin, prednizolon) rejimi kullanilmistir (68). Bu hastalara CHOP-R ilag

kombinasyonu standarttir. Tam yanit verenlerin yaklasik % 70’inde kiir saglanir (56).

2.8. IMMUNOFENOTIPIK VE GENETIK OZELLIiKLERIi

DBBHL hiicreleri, tipik olarak CD19, CD20, CD22, CD79a, PAX-5 gibi pan-B yiizey

antijenlerini ve siklikla yiizey immunglobulinleri eksprese ederler (48).

Son yillara kadar, biyolojik heterojenite analizleri genler tedaviye yanit, diger
maligniteler ve normal lenfosit gelisimi ile ilgili genler iizerinde yogunlasmistir (69).
Mikroarray yontemi, lenfoma biyolojisine yonelik calismalarda giiglii ve heyecan verici
yeni aracglar saglamaktadir. DNA ya da oligoniikleotid mikroarrayler kullanilarak
genlerin aktivitesi ve molekiiler yolaklar degerlendirilebilmektedir. Bu da hastaligin
patolojisinde kritik roller oynayabilen molekiiler yolaklarin ve genlerin tanimlanmasini,
DBBHL’nin heterojenitesinin calisilmasini, biyolojik karakteristik 6zelliklerine dayali

yeni siniflandirma sistemlerinin gelistirilmesini saglamaktadir (70-73).

Gen ekspresyon profili ¢alismalart DBBHLy1 gen ekspresyonundaki benzerliklere gore
alt gruplara ayirmistir. Fakat teknolojik olarak pahali ve zahmetli olan bu yontem yerine
daha basit, ucuz ve genis uygulama alanina sahip olan immiinhistokimyasal yontemler
kullanilarak DBBHL’larin germinal merkez (GMK) ve non-germinal merkez (NGMK)
olarak alttiplere ayrilabilecegi anlasilmistir. Buna gére CD10 ve/veya bcl-6 (+), MUM-
1 (-) ( multiple myelom onkogen-1) olgular GMK kabul edilirken, MUM-1 (+) olgular
NGMK olarak kabul edilmektedir (74).

DBBHL de sik¢a karsilasilan cesitli genetik anomaliler;

1. Kromozomal translokasyonlar ya da gen amplifikasyonu yolu ile
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protoonkogenlerin aktivasyonu

2. Delesyon, mutasyon ya da promotor hipermetilasyonu yolu ile timor supresor

genlerin inaktivasyonu
3. Onkogenik viriislerle enfeksiyondur (75).

Bu anomalilerin hastaligin gelisimi ve prognozu iizerine ¢esitli diizeylerde etkisi oldugu
belirtilmektedir. DBBHL’da prognozu etkileyebilen ¢esitli kromozomal dengesizlikler
mevcuttur. En stk karsilagilan  anormallikler Bcl-6, Bcl-2 ve c-myc gen

ekspresyonlaridir (48, 76).

DBBHL’da siklikla immiinglobiilin agir ve hafif zincir genlerinde yeniden
diizenlenmeler ve degisik bolgelerde somatik hipermutasyonlar bulunmustur (77).
Vakalarin %45’inde goriilen somatik hipermutasyonlar antikor cesitliligine neden
olmakta, antijene egilimi arttirmakta ve aym1 zamanda kromozomal translokasyonlarin
olusumu i¢in zemin olusturmaktadir (78). DBBHL 1 vakalarin %50’sinde kromozomal

translokasyonlar goriiliir (48).

2.9. HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisii, hiicre biiylimesi ve boliinmesi olarak geger. Mitoz ve interfaz olmak
tizere iki bolimden olusur. Hiicre dongiisiiniin en o©nemli evresi olan mitoz,
kromozomlarin ikiye boliinmesi, ardindan hiicre boliinmesi ile sonlanir. Bu evre yarim
saat siirer. Mitozlar arasindaki evre olan interfaz, hiicre dongiisiiniin %95’ini olusturur.
Interfaz sirasinda kromozomlar dekondanse olarak niikleusa dagilirlar. Molekiiler
diizeyde interfaz, hiicre biiyiimesi ve replikasyonunun olustugu zaman dilimidir.

Okaryotik hiicre dongiisii dort fazdan olusur (Sekil 2.1) (79).
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DNA Sentezi

Biilyiime

Biiyiime
(premitotik)

(Presentetik)

Istirahat
halindeki
hiicre

Sekil 2.1: Hiicre dongiisii (79).

M fazi: Mitoza karsilik gelir ve bunu hiicre boliinmesi izler. Mitoz geleneksel olarak
dort evreye ayrilir. Profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusur. Mitoz fazinin ilk evresi
olan profaz kondanse kromozomlarin goriilmesi ile baglar ve niikleer zarfin
parcalanmasi ile sona erer. Prometafaz mitoz iplikcikleri, kromozomlar1 metafaz
hattinda dizilinceye kadar ceker. Hiicrelerin ¢ogu anafaza girmeden Once metafazda
sadece kisa bir siire i¢in kalirlar. Anafazda kromatidler arasindaki baglanti kopar ve
kardes kromatidler ayrilarak karsi kutuplara go¢ eder. Mitoz, niikleuslarin yeniden

olustugu ve kromozomarin yogunlugunun kayboldugu, telofaz ile sonlanir.

G1 fazi: Mitoz ile Deoksiriboniikleik asit (DNA) replikasyonu arasinda kalan, hiicrenin
metabolik olarak aktif oldugu ve sadece hiicre biiylimesinin gergeklestigi evredir. DNA

sentezi i¢in gerekli proteinler sentezlenir.
S fazi: DNA replikasyonunun gergeklestigi evredir.

G2 fazi: Hiicrenin biiylimeye devam ettigi ve mitoza hazirlik icin protein sentezinin

oldugu evredir.

Hiicre dongiisiiniin onemli kontrol noktalarindan biri G1’in ge¢ doneminde olup
bliylime faktor varhig ile ilgilidir. G1, G2 ve S fazinda hasarlanmis DNA’ya, G2
fazinda replike olmamis DNA’ya, mitozun sonuna dogru ise yanlis kromozom dizilisine
duyarli kontrol noktalar1 vardir. S fazi hiicre dongiisiiniin geri doniisii olmayan
noktasidir. Hiicre replikasyona girmeden 6nce G1/S kontrol noktasinda DNA hasart i¢in

kontrol edilir. Eger DNA hasar1 varsa DNA tamir mekanizmalar1 ¢alisir ve dongii durur.
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P53 gibi proteinlerin hiicre i¢i diizeyi artarak, hiicrenin S fazina gecmesi engellenir. G1
fazindaki bu diizenleme noktas1 ‘restriksiyon noktasi’ olarak adlandirilir ve biiyiime

faktorleri tarafindan diizenlenir (80, 81).

Hiicre dongiisii G1 fazi boyunca siklin D, Siklin-Bagimli kinaz 4’e (CDK4) baglanir ve
aktive olarak siklin D-CDK4 kompleksi olusur. Bu kompleks, retinoblastom (RB)
yatkinlik proteininin fosforilasyonunda onemli role sahiptir. RB’nin fosforilasyonu
hiicre siklusunda molekiiler degisimi saglar. Hipofosforile oldugu durumda, RB, hiicre
cogalmasimi baskilar. E2F transkripsiyon faktorii ile inaktif kompleks halindedir.
RB’nin fosforilasyonuyla bu kompleks c¢oziilir. E2F transkripsiyon aktivitesinin
inhibisyonu ortadan kalkar. Boylece RB fosforilasyonu hiicre siklusunun ilerlemesinin
ana engelini durdurur ve hiicre ¢ogalmasini destekler (82). Hiicre dongiisii uygun
biiylime faktorlerin varliginda G1 kontrol noktasini gecer ve S fazina girer. Biiylime
faktorlerinin yoklugunda ise hiicre dongiisii durur ve GO fazina girer. ‘Olgunlagsmayi
ilerleten faktér (MPF)’ olarak adlandirilan ve hiicre dongiisiiniin G2 fazindan M fazina
gecisini kontrol eden bir sitoplazmik faktor varligi saptanmistir. Bu faktor yapi olarak,
siklin B ve CDK protein kinazdan olusan bir dimerdir. Siklin B bir regiilatér olup,
CDK2 protein kinazin Kkatalitik aktivitesi icin gereklidir. MPF aktivitesi hiicre
dongiisiintin devamu sirasinda siklin B’in periyodik olarak birikmesi ve yikilmasi ile
kontrol edilir. S fazinda sentezi baslayan siklin B, dongiiniin S ve G2 fazi1 boyunca
CDK?2 ile kompleks olusturur. Siklin B’nin proteolitik olarak yikim1 CDK2’yi inaktive
eder ve dongii interfaza gecer. (G2’den mitoza gecis asamasi, GI1 siklin olarak
adlandirilan siklin gruplan ile iliskilidir. Hiicre dongiisii, sadece siklinler degil aym
zamanda CDK?2 ile iligkili protein kinazlar tarafindan da kontrol edilir. CDK ailesinin
spesifik siklinleri hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda etki gostermektedir. siklin E;
G1’den S fazina gecis, Siklin A; S fazinin ilerlemesi, siklin B; G2’den M’a gegcis i¢in,
ayrica siklin B’nin yikimida M’den ¢ikis icin gereklidir (80, 81).

2.9.1 Hiicre Dongiisii Inhitorleri

CDK/siklin aktivitesi inhibitor proteinlerle de diizenlenmektedir. Bunlardan P21/P27
ailesi tiim CDK/siklin komplekslerini inhibe eder. P27, mitojenik biiyiime faktorleri
tarafindan baskilanirken, tiimor nekroz faktor (TNF) gibi antiproliferatif sinyal varligi
veya DNA hasarinda indiiklenir. P21’in transkripsiyonel aktivasyonu, insan
kanserlerinde mutasyonu cok goriilen tiimor supresor gen P53’iin kontrolii altindadir.

P53’iin hiicre dongiisiindeki esas rolii, hasarli hiicrelerin kontrol noktalarinda ilerlemeyi
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yavaslatmak ya da durdurmak ve DNA tamiri gerceklesmedigi takdirde apopitoza neden
olmaktir. P21 diizeyi terminal diferansiyasyona ugramis hiicreler ve GO fazindaki
hiicrelerde yiiksektir. P21 proteini ¢ogalan hiicre niikleer antijen’inin (PCNA) DNA
polimeraz-gama iizerinden gerceklesen replikatif etkisini inhibe eder, fakat DNA tamir
edici aktivitesine engel olamaz. Boylece hiicre dongiisii durdugu halde, hasarl
DNA’nin tamiri miimkiin olur. CDK inhibitorlerinden INK4 ailesi iiyelerinden insan
INK4a/ARF lokusu, P16INK4a ve P14ARF olmak iizere iki proteini kodlar (Sekil 2.2).
Bunlar tiimor supresor gen olarak adlandirilirlar ve hiicre dongiisiinii bloke ederler.
P16INK4a, CDK4’e baglanmak icin siklin-D ile yarisir ve siklin-D/CDK4
kompleksinin inhibisyonunu saglayarak RB’nin fosforilasyonunu engeller. Bu da hiicre
dongiisiinii ge¢ G1 fazinda durdurur (83). P14ARF ise p53’iin feedback dongiisiinii

inhibe ederek p53’ii azalmaktan korur (82).

a ARF
|
INK4A
Exon 1B l Exon 1o Exon 2 Exon 3
— L] [ —
L
b p14ARF p16TKsA

«4—— Ras
oanve L]

Senescence —p i
HDMZJ Cyclin D/CDK4-6
p53

E2F + pRB—P <« pRB — E2F

|

G/S Arrest S Phase G{/S Arrest
Apoptosis Progression

Sekil 2.2: INK4A/ARF lokusunun yapisi ve timor supresssor yollar.
a)INK4A/ARF lokusunun yapisi. Mor renk P16, mavi renk P14 transkripti.

b) INK4A/ARF lokusunda tiimor supresor yollar. Bu tek gen lokusunda hem P53 hem
de RB tiimor supressor yollart bir noktada birlesir. Es zamanli etkilesimler yesil renkle,
inhibitorler ise kirmizi renkle gosterilmistir. ki yol arasindaki karsilikli etkilesim
P16’nin E2F’ye baglh transkripsiyonunun bir sonucu olarak meydana gelir. P14 cesitli

onkogenik streslere cevap verirken, P16 sadece Ras’a cevap verir (84).
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2.9.2. Karsinogenez

Karsinogenez olayinin temelinde hiicre icin 6ldiiriicii olmayip mutasyona neden olan
genetik hasar yatar. Genetik hasar; biiylimeyi uyaran protoonkogenler, biiyiimeyi inhibe
eden tiimor supressor genler, apoptozu diizenleyen genler ve DNA onarimini
diizenleyen genleri hedef alir. Protoonkogenler normal hiicre genleridir; ¢ogalma,
farklilasma ve hiicre oliimii gibi 6nemli islevlerden sorumludurlar. Onkogenler ise
protoonkogenlerin degisiklige ugramis seklidir ve onkoprotein adi verilen proteinleri
kodlamaktadirlar. Bu proteinlerin asir1 artmasi sonucu onkogen tipine gore kanser
hiicresinin kontrolsiiz ¢ogalmasi, hiicrenin farklilagsmasi engellenmekte ya da apoptoz
mekanizmas1 degismektedir. Timor baskilayici genler ise hiicre ¢ogalmasini ve timor
gelisimini baskilayic1 yonde hareket ederler. Pekcok tiimor bu genlerde olusan hasar,

farklilasma nedeniyle genin islevini yitirmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (79, 85-87).

Malign bir neoplazm; asir1 biiyiime, lokal yayilma ve uzak metastaz yapma yetenegi
gibi c¢esitli fenotipik Ozellikleri icermektedir. Bu Ozellikler asamali bir sekilde
kazanilmakta ve tiimor gelisimi denen siireci olusturmaktadir. Molekiiler diizeyde
genetik hasarlar, hiicre fizyolojisinin malign fenotipine doniismesindeki alti temel

degisiklik ile olusur.
1. Biiyiime sinyalinde kendi kendine yeterlilik
2. Biiytimeyi inhibe eden uyarilara duyarsizlik
3. Apoptozdan kacinma
4. Sinirsiz cogalma potansiyeli
5. Anjiyogenezin artmasi ve devamlilig
6. Doku invazyonu ve metastaz yetenegi

Kanser hiicreleri bu alt1 6zelligi de kazanmakta ancak bu siire¢ degisik yollarla ve
sirayla olusmaktadir. Bazi tiimorlerde tek bir mutasyon birgok 6zelligin kendiliginden

gelismesini saglayarak tam gelisim i¢in gerekli basamaklar1 aza indirgemektedir (79).
2.9.3. Apoptoz

Apoptoz (programli hiicre Oliimii), yenilenen dokularda hiicre ¢ogalmasi ile hiicre
sayisinin devami arasindaki dengeden sorumludur. Apoptozun nekrozdan farki,

sitoplazmik biiziilme, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonudur.
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Sitoplazma membrani biitiinliigiinii devam ettirir (88). Ileri derecede kondanse olan
kromatin birka¢ niikleozomluk pargalar halinde niikleer zarf ¢evresine toplanir. Plazma
membraninda 06zel bombelesme, bazilar1 kromatin iceren apoptotik cisimlerin
olusumunu saglar (89). Apoptotik hiicre kendisini taniyan makrofajin igerisine alinir,
sindirilir ve hiicre atiklar1 ¢cevreye yayilmadan ortadan kaldirilir. Boylece herhangi bir

doku hasar1 olmaksizin islevsiz hiicrenin yok edilmesi saglanir (90).
2.9.4 Anjiyogenez

Bir tiimoriin damarlanma olmadigi siirece birka¢ milimetreden daha fazla biiylimesi
olanaksizdir (79, 91). Karsinogenez acisindan cogalan neoplazik hiicrelerin ihtiyaci olan
oksijen ve besinlerin saglanmasi ancak anjiyogenezle olmaktadir. Bunun yaninda

metastaz, tiimor bilyiimesi ve ilerlemesi gibi olaylar anjiyogeneze baglhdir (79).
2.9.5 invazyon ve Metastaz

Karsinogenezde bir diger onemli konu da neoplazik hiicrelerin lokal olarak invazyon
yetenegi ve uzak mesafelere ulagsma, metastaz yapabilmeleridir Matriks dejenerasyonu
ve hiicre hareketi bu siirecte 6nem kazanmaktadir. Matriks metalloproteazlari (MMP)
matriks dejenerasyon enzimleri bazal membran tabakasinin kollajen yapisinin
yikilmasinda gérev alir. MMP ekspresyon artis1 neoplazik hiicrelerin invazyonunu ve

metastazini gostermektedir (79, 92, 93).

2.10. CALISMADA KULLANILAN iMMUNOHISTOKIMYASAL
BELIRLEYICILER
2.10.1. P53

P53, 17. kromozomun kisa kolunun 13.1 bolgesinde lokalize, 11 eksona sahip tiimor
supresor gendir. 397 aminoasitlik bir proteini kodlar (94, 95). P53 hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi ve apopitozda onemli rol oynar. Genetik olarak hasara ugramis hiicrelerin
cogalmasim1 engeller. P53 geni hiicre dongiisiinde hiicre proliferasyonu, G1’den S
fazina gecisi diizenleyerek etki eden niikleer fosfoproteindir (96). Hiicre dongiisiiniin

durdurulmast i¢in P53 proteini, P21 geninin transkripsiyonunu stimiile eder (97, 98).

Bir hiicre mutajen bir etkenle karsilastiginda, P53 stabilize olup hiicre niikleusunda
toplanir. Hiicrede birikmis olan dogal tip P53 DNA’ya baglanir ve hiicrenin, hiicre

dongiisiintin G1 fazinda durdurulmasina neden olur. Bu geriye doniisiimlii duraklama
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hiicre acisindan olumlu olup, DNA’daki hasar tamir edilmektedir. Eger tamir
mekanizmasi ¢alismazsa, dogal tip P53 mutasyona ugrayan hiicrelerin boliinme riskine
karsilik apoptozu devreye sokarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu 6zelliklerinden

dolay1 P53 geni ‘genomun gardiyant’ olarak islev yapar (99, 100).

P53 geni fiziksel faktorler (radyasyon, UV 1sin1, X-ray gibi), kimyasal karsinojenler,
timor viriislerinin hedefidir ve gende mutasyonlara neden olurlar. P53 geni inaktif
oldugunda hiicre transformasyonuna ve tiimor gelisimine neden olmaktadir. Normal
kosullarda dogal P53’iin yarilanma omrii (6-30 dk.) ¢ok kisa oldugu i¢in dokularda ve
stvilarda tespiti zordur. Mutasyona ugramis P53 geni, yar1 dmrii (6-8 saat) uzun olan bir
protein salgilar. Bu nedenle tiimoral dokularda immunohistokimyasal yOntemle
gosterilen P53 proteini, mutant P53 proteinine aittir Mutant P53’iin %90’dan fazlasi
immunohistokimyasal olarak gosterilebilir. Mutant P53’iin asir1 ekspresyonunun tanida

yeri olabilir, ¢iinkii P53 mutasyonlar1 normal dokuda goériilmemektedir (96, 97, 101).

P53 tiimor supressor geni insan kanserlerinde en sik mutasyon gosteren gendir (102).
Kolon karsinomu, meme karsinomu ve akciger karsinomlarinda ayrica mesane,
karaciger, 6zofagus, mide, deri, yumusak doku tiimorleri, lenfoma ve 16semilerde P53

mutasyonu sik goriilmektedir (103).
2.10.2. P16

P16, 9. kromozomda lokalize olan CDK4/6’y1 inaktive eden tiimor supresor gendir
(104, 105). Hiicre dongiisiiniin kontrol mekanizmasinda ¢ok etkili proteinler yer alir.
Ozellikle G1 progresyonunun kontroliinde etkili proteinlerde meydana gelen
degisiklikler, pek cok kanserin gelisimine neden olur. Bu proteinlerin en énemlileri G1
siklin bagimli kinaz aktivitesini kontrol eden P16 ve normalde G1 siklin bagimli

kinazlar tarafindan diizenlenen RB’dir (104, 106).

P16, siklin-D/CDK 4/6 kompleksine baglanarak hiicre dongiisiinii G1-S interfazinda
RB aracili kontrol eder (104, 107-109). RB proteini, insan papilloma virusu (HPV) E7
proteini ile fonksiyonel olarak inaktive olur. Bunun sonucunda P16 proteini birikir.
Ciinkii normalde RB, P16 trankripsiyonunu inhibe eder. P16 ve RB ekspresyonu
arasinda karsilikli iliski vardir. P16 seviyesi ve RB, negatif feedback ile kontrol edilir.
P16 geni pek ¢ok kanserde, mutasyon, delesyon ve promotorun hipermetilasyonuyla

inaktiflesir (104, 109).
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Normalde displazi icermeyen hiicrelerde P16 proteini olduk¢a diisiik seviyededir ve
immunohistokimyasal olarak tespit edilemez (110). Yetiskinlerde normal proliferatif
endometriumda, meme duktal epitelinde, serviksin tubal metaplazik epitelinde, 6zofagel
skuamoz epitelde ve tiikriik bezinde ekspresyonu vardir. Ayrica pankreasin Langerhans

hiicreleri, testisin Leyding ve sertoli hiicrelerinde de eksprese edilebilir (105, 111).

P16  displastik  servikal hiicrelerde  giicli ~ overekspresyon — gosterir  ve
immunohistokimyasal olarak kolayca gosterilebilir. Bu yilizden P16, displastik servikal
hiicrelerde, yiiksek riskli HPV tiplerinin onkogen ekspresyonunu gostermek igin

kullanish bir belirleyicidir (110).
2.10.3. Ki-67

Ki-67, 345 ve 395 kd agirhigindaki iki molekiilden olusur ve geni 10. kromozom
iizerinde bulunan non-histon bir proteindir. Insan genomunda 30.000 baz cifti tarafindan
kodlanir (112). Ki-67, solid tiimérler ve bazi hematolojik malignitelerde hiicre cogalma
belirleyicisi olarak kullanilir. Malign hiicrelerde kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi

oldugundan, Ki-67 indeksi oldukca yiiksektir (113).

Ki-67 antikoru sadece normal hiicrelerin ve ¢ogalan hiicrelerin niikleuslarinda reaktiftir.
Ki-67’nin yarilanma Omrii yarim saatir. Ciinkii Ki-67 antijeni G1, S, G2 ve mitoz
fazindaki hiicrelerin niikleuslarinda bulunurken, dinlenme fazindaki (GO) hiicrelerde
eksprese edilmez. Bu yiizden hiicre dongiisiinden c¢iktiktan bir siire sonra Ki-67
saptanabilir. Ancak hiicre G1 fazinda uzun siire kalirsa Ki-67 seviyesi azalir ve hatta

saptanmayabilir (114-116) .

Hiicre niikleusunda lokalize ve kompleks yapidaki bu molekiiliin islevi tam olarak
bilinmemektedir. DNA ve RNA ile karmagsik etkilesiminden dolayr hiicre ¢ogalmasi
sirasinda kritik rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ki-67 immunohistokimyasal olarak
lenfoid organlarda germinal merkez hiicreleri gibi non-neoplastik hiicrelerin dagilimini,
bir baska deyisle lenfoid folikiilerin normal yapisin1 géstermede, burkitt lenfoma, gibi
bazi NHL’larin yiiksek derecesini saptamada ve diisiik dereceli bir lenfomanin yiilv~ -’
dereceli bir lenfomaya transformasyonunu belirlemede yardimci bir tanisal arac

kullanilmaktadir (112).

Meme, akciger, 0zofagus, bobrek, prostat kanseri, malign melanom ve non-Hodgkin
lenfoma gibi tiimorlerde yliksek Ki-67 orani kotii prognostik faktor olarak gosterilmistir

(117).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
Demirbas Malzemeler
e  Mikrotom (Thermo Shandon)
¢ Su banyosu (Barnstead Electrothermal)
e Etiiv (EN 500)
e Mikrodalga Firin (Vestel)
e Nemli Chamber (BioGen)
e Otomatik mikropipet (Dragon Med)
¢ Doku sinirlayici kalem (Immumotech)

e Metal tasima sepeti

Sarf Malzemeler
e P16 antikoru (CINtec)
e Ki-67 antikoru (SP6, ThermoScientific/LabVision)
e P53 antikoru (DO-7+BP53-12, ThermoScientific/LabVision)
e HRP Kit (ThermoScientific/LabVision)
¢ DAB Chromogen (ThermoScientific/LabVision)
e Mayer’s Hematoksilen (ThermoScientific/LabVision)

e (Citrat Buffer (ThermoScientific/LabVision)
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e EDTA Buffer (ThermoScientific/LabVision)
¢ Hidrojen Peroksit

e PBS (ThermoScientific/LabVision)

e Alkol (Tekkim)

e Ksilol (Tekkim)

e Distile su

e Entellan (Merck)

e Lizinli lam (ThermoScientific)

e [amel (Isotherm)

Bu ¢alisma, TSD-09-958 no’lu proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir ve Erciyes Universitesi Etik Kurulundan

onay alinmistir (Etik Kurul Karar No=09/206).

Calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali’nda 2005-2010
yillar1 arasinda nodal DBBHL tanis1 almis olan 40 vaka retrospektif olarak incelemeye

alindi.

Bu calismada 40 DBBHL’l1 vaka yas, cinsiyet, B-semptomlari, ekstranodal tutulum,
LDH seviyesi, evre, sedimantasyon, CRP, l1okosit, kemikiligi tutulumu ve
sagkalimlarinin yani sira, immiinohistokimyasal olarak; pS3 ve P16 tiimor supressor gen

protein ekspresyonu ile Ki-67 proliferasyon indeksi yoniinden degerlendirildi.

Hastalara iliskin yas, cinsiyet gibi klinik veriler patoloji boliimiine gelen biyopsi istek
formlarindan elde edildi. Klinik evre, B-semptomlari, LDH diizeyi, ekstranodal tutulum,
sagkalim, kemik iligi tutulumu, niiks, takip siireleri, sedimantasyon, CRP, lokosit
degerlerini 6grenmek icin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesi Hematoloji
boliimiindeki hasta dosyalarina basvuruldu. Ancak calismamizda ilgili parametrelerin
kayitlarina dosya bilgilerinden ulasilamayan hastalar da mevcuttur. Hastalarin yasam
durumlan dosyalarindaki bilgilerden veya hastaya telefon ile ulasilarak Ogrenildi.
Hastalarin takip siiresi, tan1 anindan itibaren 6liime veya son kontrole dek gecen siire

belirlenerek ay cinsinden hesaplandi.
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Hastalarin daha dnceden kaydedilmis olan patoloji raporlarindan parafin bloklar ve
bloklara ait Hematoksilen-Eozin (HE) boyal1 preparatlari secildi. HE boyamasinda

tiimoriin en iyi goriildiigi bloklar calisma i¢in segildi.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL (IHK) YONTEM

Immiinohistokimyasal (IHK) yontem, monoklonal 6zgiil antijenik saptama 6zelligine
sahip bir belirleyicinin, hiicrelerin yiizeyine baglanmasi temeline dayanmaktadir. Bu
caligmada tiimor hiicrelerinde Ki-67, P53 ve P16 varligi IHK’sal olarak gosterildi. Ki-
67; (SP6, diliisyon: 1/100), P53 (DO-7+BP53-12, diliisyon: 1/100) ve P16 (CINtec,
kullanima hazir) primer antikor olarak kullanildi. Immiinohistokimyasal boyamada

streptavidin-biotin kiti kullanilarak avidin-biotin peroksidaz yontemi uygulandi.

% Immiinohistokimyasal boyama icin %10’luk formalin fiksasyonu sonrasi rutin
takip ile hazirlanmis parafine gomiilii bloklardan 4 mikronluk kesitler dokularin

dokiilmemesi i¢in poli-lizinli lamlara alindi.

% Kesit 60 derecelik etiivde 1 saat bekletildikten sonra 15 dakika ksilolde
deparafinize edilip ardindan derecesi giderek azalan %99, %96 ve %70’lik alkol
serilerinin her birinde 5’er dakika tutularak dehidrate edildi ve 10 dakika distile
suda bekletildi.

¢ Kesitler 1 mM citrat ile mikrodalga firinda %50’lik gii¢ seviyesinde 10’ardan
toplam 30 dakika kaynatilarak oda sicakliginda 20 dakika sogumaya birakildi.

¢ Dokular distile su ile 10 dakika yikandi ve dokularin ¢evresi sinirlayici kalemle

isaretlendi.

+ Kalan islemler dokularin kurumasini nemli ortam olusturarak onleyen chamber
icerisinde gergeklestirildi. Kullanilan her bir soliisyon dokunun {izerini tamamen

kapatacak sekilde uygulandi.

*» Spesifik olmayan boyamalar1 onlemek ve zemin boyamasini aza indirmek i¢in
endojen peroksidaz aktivitesi %3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) ile 10 dakika
bloke edildi.

* Ardinda 5 dakika distile su ve 5 dakika fosfat tamponlu tuz soliisyonunda (PBS)
yikandi.
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¢ Preparatlardaki dokularin iizerine diliisyonu 1/100 olacak sekilde hazirlanan Ki-
67 ve P53 antikorlan ile kullanima hazir olan P16 antikorlar1 damlatilarak

buzdolabinda bir gece inkiibe edildi.
¢ 10 dakika PBS ile yikandi.
10 dakika biotinlenmis sekonder antikor uygulandi
% 10 dakika PBS ile yikand.
+ 10 dakika streptavidin peroksidaz soliisyonu damlatildi.
¢ 10 dakika PBS ile yikandi.
% 10 dakika DAB kromojen uygulandi.
¢ 5 dakika distile su ile yikandi.

«» Daha sonra tiim kesitler zit boyama saglamak i¢in Mayer’s Hematoksilende 1

dakika bekletildi.

¢ Ardindan 5 dakika distile su ile yikandiktan sonra artan alkol serilerinde 5’er
dakika bekletilerek ksilolde dokularin parlamasi i¢in 15 dakika tutulup ardindan

da entellan ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi.

3.3. HISTOSKORLAMA

Boyanan kesitler Patoloji Anabilim Dali’'nda uzman patolog gozleminde yogunluk
derecelerine gore degerlendirildi. Ki-67, P53 ve P16 icin niikleer boyanmalar esas
alindi. Pozitif hiicreleri sayma islemi 151k mikroskobunda ve biiyiik biiyiitme alaninda

(X400) yapildi.

P16 protein ekspresyonu ;

%0 Negatif
90 - %10 Zayif pozitif
%10 - %100 Pozitif

P16 protein ekspresyonu i¢in, tiimor hiicreleri %10 veya daha fazla niikleer boyanma
gosterirse pozitif kabul edildi, %10’dan daha az boyanma gosteren timor hiicreleri ise

zayif pozitif kabul edildi. Hi¢ eksprese olmayan hiicreler negatif kabul edildi.
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P53 protein ekspresyonu:

%1- %10 +1
%10- %50 +2
%50- %90 +3
%90- %100 +4
Ki-67 proliferasyon indeksi:

%1 - %25 +1
%25- %50 +2
%50- %75 +3
%75- %100 +4

Ki-67 ve P53 icin boyanma yogunluklar1 1 (zayif boyanmis), 2 (orta boyanmis), 3
(kuvvetli boyanmis) ve 4 ( cok kuvvetli boyanmis) olarak siniflandirildi. Her bir
preparatdan rastgele toplam 10 alana bakildi. Hi¢ boyanma gostermeyen hiicreler
negatif kabul edildi. Biitiin boyamalarda tiimoral hiicreler disinda boyanma gosteren

hiicreler degerlendirilmeye alinmadi.

3.4. KONTROLLER

P16 icin serviks dokusu, P53 i¢in ser6z karsinom ve Ki-67 icin tonsil dokusu pozitif
kontrol olarak kullanildi. Hastalara ait klinik parametrelerin P16, P53 ve Ki-67

ekspresyonlari ile degerlendirilmesi i¢in asagidaki kriterler kullanildi.
Cinsiyet: Erkek, kadin

Yas: 60’dan < veya 60’dan >

Evre: 1,2 3,4

B-semptomlari: Var, yok

Serum LDH Diizeyi: Normal, yiiksek (460 ve iizeri)

Kemik iligi tutulumu: Var, yok

Ekstranodal tutulum: Var, yok
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Niiks: Var, yok
IP1: 0, 1,2, 3,4
Sagkalim: Olen veya yasayan

Takip siiresi: Tan1 anindan itibaren Olime veya son kontrole dek gecen siire ay

cinsinden hesaplandi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Klinik parametreler ve sonuglar retrospektif olarak calisildi. Prognostik veriler bilinen
klinik parametrelere ve Ki-67, P16, P53 protein ekspresyonuna gore analiz edildi.
Sagkalim, Kaplan-Meier metodu kullanilarak Ki-67, P16 ve P53 ekspresyonlari icin
analizlendi. Klinik parametreler ve immunohistokimyasal parametreler arasindaki
iliskiyi degerlendirmek i¢in Pearson ki-kare testi kullanildi. Ayrica klinik parametreler
ile Ki-67 ve P53 sonuclar arasindaki iliski Spearman’s rho korelasyon analizi ile de
degerlendirildi. Tiim analizler SPSS 15.00 Windows istatistiksel paket programinda
%95 giiven aralifinda yapildi. P degeri < 0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.



4. BULGULAR

Hastalara ait klinik parametreler Tablo 4.1°de gosterilmistir. Bu ¢alismada DBBHL’I1
40 hastanin 19’u 60 yasindan kiigiik (%47.5), 21’1 60 yasindan biiyiiktii (%52.5) ve
ortalama yas 60.5 olarak hesaplandi. 40 hastanin 23’1 erkek (%57.5) ve 17’si kadind1
(%42.5). Hastalarimizin 9’unda B-semptomlari var iken (%22.5), 5’ inde B-semptomlari
yoktu (%12.5). Caligmadaki hastalarin 8’inde ekstranodal tutulum var iken (%?20),
11’inde ekstranodal tutulum yoktu (%27.5). Hastalarin 4’iinde niiks var iken (%10),
6’sinda niikks olmadigl (%15) bulunmustur. Hastalarin 2’sinde kemik iligi tutulumu
mevcut iken (%5), 23’linde kemik iligi tutulumu yoktu (%57.5). Hastalarin 3’i evre
1’de (%7.5), 6’s1 evre 2’de (%15), 11’1 evre 3’de (%27.5) ve 4’ii de evre 4’de (%10)
bulunmaktaydi. Geriye kalan hastalarin klinik parametrelerine dosyalarindaki
bilgilerden ulasilamamistir. Hastalarin IPI degerleri ise; 8 hastada IPI degeri O (%20),
12 hastada IPI degeri 1 (%30), 15 hastada IPI degeri 2 (%37.5), 4 hastada IPI degeri 3
(%10), ve 1 hastada IPI degeri 4 (%?2.5) olarak hesaplandi. Hastalarin 30’unda LDH
normal iken (%75), 10’unda yiiksekti (%25). Hastalarin performans durumlar1 3’iinde
performans 0 (%7.5), 32’sinde performans 1 (%80), 4’iinde performans 2 (%10) ve 1

tanesinde performans 3’dii (%2.5).

Hastalarin 5’inde Ki-67 +1 pozitif (%12.5), 7’sinde +2 pozitif (%17.5), 13’iinde +3
pozitif (%32.5) ve 15’inde +4 pozitif (%37.5) yani yiiksek ekspresyon saptandi.
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Pozitiflik durumu Hastalarin yiizdesi
+1 %12.5 (5)

+2 %17.5 (7)

+3 %32.5 (13)

+4 %37.5 (15)

Hastalarin 29’unda P53 +1 pozitif (%72.5), 8’inde +2 pozitif (%20) ve 3’iinde +3
(%7.5) pozitif olarak saptandi.

Pozitiflik durumu Hastalarin yiizdesi
+1 %72.5 (29)

+2 %20 (8)

+3 %7.5 (3)

Hastalarin 26’s1 P16 icin hi¢ ekspresyon gostermezken (%65), 3’ii % 10’un altinda
(%7.5) diisiik, 11’1 ise %10’un iizerinde yiiksek ekspresyon (%27.5) gosterdi.

Pozitiflik durumu Hastalarin yiizdesi
(%0) Negatif %65 (26)

9%10’un alt1 %7.5 (3)

9%10’un lizeri %27.5 (11)

DBBHL’l1 hastalara ait preparatlarda HE, Ki-67 pozitif, P53 pozitif ve P16 pozitif

boyamalar1 Resim 4.1- 4.4’ de gosterilmistir.



Tablo 4.1. Hastalara ait klinik parametrelerin sayis1 ve yiizdesi

Say1 %0
Cinsiyet Erkek 23 57.5
Kadin 17 42.5
Yas 60< 19 47.5
60> 21 52.5

Performans 0 3 7.5
durumu 1 3 30
2 4 10

3 1 2.5
B-semptomlari Var 9 22.5
Yok 5 12.5

Kemik iligi Var ) 5

tutulumu

Yok 23 57.5

Ekstranodal Var 8 20
tutulum Yok 1 275
Niiks Var 4 10
Yok 15

LDH seviyesi Normal 30 75
Artmis 10 25
Sag kalim Sag 31 77.5
Olii 9 22.5

Evre 1 3 7.5

2 6 15
3 11 27.5

4 4 10

IPI degeri 0 20
1 12 30
2 15 37.5

3 4 10

4 1 2.5




Resim 4.1. DBBHL ’larda Hematoksilen-Eozin boyamasi (X400).

Resim 4.2. DBBHL’larda Ki—67 pozitif boyamas1 (X400). (Kalin ok: boyanmayan

hiicreleri, ince ok: boyanan hiicreleri gostermektedir).
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Resim 4.4. DBBHL ’larda p16 pozitif boyamas1 (X400).
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Hastalarin ortalama takip siiresi 16.97 ay olup, takip sonucunda hastalarin 31’1 sag iken

(%77.5), 9’u hastaliktan kaybedilmis olarak saptandi (%?22.5).

P53 yiizdesi, Ki67 yiizdesi, takip siiresi, 16kosit sayisi, CRP, sedimantasyon ve yasin

ortalama ve standart sapma degerleri tablo 4.2.”de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Klinik parametrelerin ortalama ve standart sapmalari.

Klinik parametreler

X+SS

P53
Ki67
Takip stiresi
CRP
Sedimantasyon
Yas

Lokosit sayist

0.1223%1.1916

0.5768+0.239

16.98+13.676

22.69+39.69

39.051+33.41

60.50£16.92

8.025+6.149

Kaplan-Meier analizi sonucuna gore, Ki-67, P16 ve P53 ekspresyonlar: ile sagkalim

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanmadi (p>0.05). Sonuclar Sekil 4.1-

4.3’de gosterilmistir.
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Survival Function
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Sekil 4.1. Sagkalim ve takip siiresi arasindaki iliski.

Survival Functions
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Sekil 4.2. Ki-67 ekspresyonu ve sagkalim arasindaki iliski ( p= 0.398).
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Survival Functions
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Sekil 4.3. P16 ekspresyonu ve sagkalim arasindaki iligki (p= 0.553).

Survival Functions
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Sekil 4.4. P53 ekspresyonu ve sagkalim arasindaki iliski (p=0.277).

Biitiin klinik parametreler ile Ki-67, P53 ekspresyon sonuglar1 arasindaki iligki
Sperman’s rho korelasyon analizi ile degerlendirildi (Tablo: Ek-1). Korelasyon

analizine gore IPI ile yas arasinda ( r=0.416 ve p=0.008) ve IPI ile evre arasinda
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(r=0.626 p=0.001) (p<0.01) anlamli bir korelasyon bulundu. Yas ile takip siiresi
arasinda (r= -0.396 ve p=0.011) ve IPI ile takip siiresi arasinda (r= -0.353 p=0.025)
negatif bir iliski saptandi. CRP ile IPI arasinda (r=0.375 p=0.032), CRP ve
sedimantasyon arasinda (r=0.364, p=0.037) ve lokosit sayisi ile sedim arasinda (r=
0.401 p=0.011) (p<0.05) anlamh bir iligski saptandi. P53 ve Ki-67 ekspresyonlari ile
diger klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi

(p>0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Klinik parametrelerle yiizde Ki-67 ve P53 ekspresyon degerlerinin

korelasyon analizi sonuglari.

Klinik parametreler r/p % Ki-67 % P53
r 0.084 0.017

Yas
p 0.605 0.919
r -0.133 0.022

Takip siiresi

p 0.412 0.894
r -0.268 0.000

Evre
p 0.206 0.998
r -0.103 -0.072

IPI
p 0.529 0.658
r 0.136 0.283

Sedimantasyon

p 0.409 0.081
r 0.124 0.176

CRP
p 0.492 0.327
r 0.139 0.139

Lokosit sayisi
p 0.393 0.391
r 0.042 0.088
Performans

p 0.798 0.589

Ki-67, P53 ve P16 ekspersyonlarinin klinik parametrelerle olan iligkisi Pearson ki-kare
testine gore degerlendirildi. Her bir ekspresyonun ayr1 ayr yiizdeleri; cinsiyet, evre, yas,
IPI, LDH, sag kalim, performans, B-semptomlari, kemik iligi tutulumu, ekstranodal

tutulum, niikse gore ayri1 ayri degerlendirilip p degerleri hesaplandi. Pearson ki-kare



36

testine gore P16 ve evre arasinda anlamli bir iliski saptanirken (p=0.013), diger

parametreler arasinda anlamli bir iliski saptanamadi (p>0.05).

Yas1 60 yasindan biiyiik ve kiiclik olanlar seklinde guplandirdiktan sonra P16, Ki-67,
P53 ekspresyonlar1 ile klinik parametreleri Pearson ki-kare testine gore
karsilastirdigimizda; yas grubu ile IPI arasinda anlaml bir iliski (p=0.009) ve ayrica yas
grubu ile performans arasinda yakin anlaml bir iliski saptandi (p=0.054).

Ayrica Mann-Whitney U testinde yas grubuna gore; IPI, evre, sedim, CRP, 16kosit
sayisi, %’de Ki-67 ve %’de P53 ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, IPI ile yas grubu
arasinda anlaml bir iliski (p=0.029) ve yas ve takip siiresi arasinda anlamlt bir iligki
(p=0.027) saptandi. Ayrica 16kosit sayisi ile yas arasinda da anlamliliga yakin bir iliski
saptandi1 (p=0.057).

Niiks olmadan 6lenler ve sag kalanlar arasinda fark olup olmadigi (yani hastaliksiz

sagkalim) istatistiksel olarak hesaplanamadi.

Hastalara ait biitiin veriler Ek 2 de gosterilmistir.



5. TARTISMA

DBBHL, lenfomalarin en yaygimn tipini ve batili {iilkelerde yeni teshis edilen
lenfomalarin yaklasik olarak %30-40’1n1 olusturur (118). DBBHL heterojen klinik
ozelliklere sahip, tedaviye yanit ve prognozda belirgin derecede cesitlilik sergileyen,
yiiksek dereceli bir neoplazmdir (6, 119). DBBHL’lar yetiskin NHL’larin %40’1n1 ve
cocuk NHL’larin %?20’sini olusturur (37). Kemoterapi ile basarili sonuclar alinmasina
ragmen hastalarin %401 kaybedilmektedir. Tedaviye cevap hastalar arasinda farkli

oldugundan prognostik faktorleri belirlemek icin pek ¢ok calisma yapilmistir ( 120).

Ayrica, klinik ve laboratuar parametrelerin sagkalim ile iliskisi de arastirilmaktadir.
Bunlardan tiimoriin agresif potansiyelini, serum LDH seviyesi, ekstranodal tutulum
sayis1, en biiyiik tiimor kitlesinin ¢ap1 ve evre gibi faktorler; hastanin hastaliga yanitini,
performans durumu, B semptomlari, anemi, serum CRP seviyesi, eritrosit
sedimantasyon hiz1 gibi faktorler; hastanin tedaviye toleransini, yasi ile performansi
gosterir. Genis Olcekli bir calisma ile bu parametreler analiz edilmis ve One c¢ikan

parametreler ile IPI indeksi gelistirilmistir (121).

Yapilan calismalar; genetik ve molekiiler heterojenitenin, hastaligin agresifliginde ve
timor progresyonunda etkili oldugunu gostermistir. Boylece, hastalarin sagkalimini
belirlemede klinik ve laboratuar parametrelerinin yam sira molekiiler ve genetik

belirleyicilerin de 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (76).

Cesitli malign hastaliklarda yasin prognostik 6nemi oldugu belirlenmistir ve 60 yas
tizerindeki hastalarda, sagkalim siiresinin daha kisa oldugu belirtilmektedir (17, 119,
122). DBBHL’1 hastalarda ise ¢ogu caligmalarda yas ile sagkalim siiresi arasinda
anlaml bir iligki saptanmamistir (121, 123-126). Bu caligmalarla uyumlu olarak, biz de

calismamizda yas ile sagkalim siiresi arasinda anlamli bir iligki bulamadik.
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Ancak calismamizdaki hasta grubuna ait klinik ve laboratuar parametrelerinden, yas
grubu ile IPI, performans ve 16kosit sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

oldugunu gosterdik.

DBBHL hastaliginda prognozun ve sagkalim siiresinin cinsiyete gore degisebildigi bir
calismada (127) gosterilmesine ragmen c¢ogu calismalarda (121-124) cinsiyet ile
sagkalim siiresi arasinda bizim sonuglarimizda oldugu gibi anlamhi bir iliski

bulunamamustir.

Simdiye kadar yapilan ¢cogu calismalarda klinik parametreler ( evre, LDH, ekstranodal
tutulum, B-semptomlar, niiks, sedimantasyon ve CRP gibi) ile sagkalim arasinda bir
iliski olmadig1 gosterilirken (77, 121-126, 128, 129, 131), baz1 calismalarda bu
parametrelerin sagkalim iizerinde etkili oldugu (17, 120, 122-126, 129, 130, 132)

gosterilmistir.

Benzer sekilde, calisjmamizdaki DBBHL’l1 hastalarda klinik parametreler ile sagkalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi. Ancak bu parametrelerden,
evre ile IPI, CRP ile IPI ve CRP ile sedimantasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski gosterildi. Calismamizda ve literatiirde simdiye kadar yapilan calismalarda
gosterilen ¢eligkili sonuglarin nedeni, hastaligin heterojenitesi, hasta sayilarinin

farklilig1 ve kullamilan IHK sal kitlerin farkliligi ile aciklama bulabilir.

Zhang ve ark.’nmin (14) yaptug calismadaki cok degiskenli analizde sagkalim ve
hastaliksiz yasam {izerine en etkili faktoriin yas oldugu, ikinci faktoriin ise IPI
skorlamas1 oldugu gosterilmistir. Bir diger calismada ise, hastaligin prognozunu
etkileyen cesitli klinik degiskenler degerlendirilmis, ve tiim degiskenler ele alindiginda
60 yasin iizerinde olan hastalarin sagkalimlarinin anlamli sekilde etkilendigini ve IPI
skorlamasinin sagkalim iizerinde yliksek oranda etkili oldugu gosterilmisir (122). Bizim

calismamizda ise, sagkalim ile IPI arasinda anlamli bir iligki saptanmada.

Klinik parametrelerin yani sira timor supressor genler ve onkogenlerin ekspresyonlart
ile hastaligin prognozunu, tiimoriin biyolojik davranisini ve yeni tedavi ajanlarim
belirlemek icin immunohistokimyasal ve molekiiler teknikler kullanilmaktadir (14,

120).

Insan kanserlerinin 6n tamisinda bir belirte¢ olarak kullanilan P53 ekspresyonu, hasta
sagkalimi lizerine negatif bir etkiye sahiptir (133-136). Ancak, DBBHL ’larda P53

mutasyonunun sagkalim {izerine etkisi tartismalidir. Bazi1 calismalarda P53 protein
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ekspresyonu bagimsiz prognostik faktor olarak degerlendirilirken (14, 17), diger
caligmalarda ise hi¢cbir prognostik dnemi olmadig: belirtilmistir (15, 137, 138).

Yapilan bir¢ok ¢alismada DBBHL’larda P53 ekspresyonunun daha kisa sagkalim ile
iliskili oldugu (14, 17, 98, 139-143), ancak diger ¢alismalarda bizim sonucumuza
benzer sekilde P53 ekspresyonu ile sagkalim arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir

(123, 144-146).

NHL’larin alt gruplarindan olusan 600 vakay1 asan bir calismada yapilan mikroaarray
analizleri sonucunda P53 ve yiiksek IPT'nin kotii sagkalim icin bagimsiz bir belirleyici
oldugu ve P53’tin DBBHL’larda bagimsiz negatif prognostik faktor oldugu
aciklanmugtir (147).

Ki-67, 10. kromozom iizerinde 345-395 kd agirliginda bir gendir. Hiicre proliferasyonu
ile iliskili niikleer bir antijendir. Calismalarin bazilarinda kotii prognostik 6neme sahip
oldugu bulunmustur (148-151). Baz1 calismalarda ise DBBHL’I1 hastalarin yiiksek
proliferasyon indeksi ile toplam sagkalim arasinda anlamli bir iligski saptanmamistir (17,

121, 122, 125).

Zhang ve ark’larinin (14), DBBHL’larda diisiik Ki-67 ekspresyonunun (%10’un alt1),
yiksek proliferatif aktivite gosterenlerden daha kisa sagkalim ile iliskili oldugu
goriilmiis fakat istatistiksel olarak ispatlanamamistir. Bu bulgular diisiik Ki-67 indeksi

ile iligkili NHL’11 hastalarda kotii prognozu gostermektedir.

Ki-67 proliferasyon hizinin prognozla iliskisine dair yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar
elde edilmistir. Yiiksek proliferasyon indeksinin agresif lenfomalarda sagkalim
disiikliigii ile birlikteligini gosteren calismalar oldugu gibi diisiikk proliferasyon
indeksinin diisiik sagkalim ile birlikteligini gosteren caligmalar da bulunmaktadir (123,

148, 152).

Yetiskin biiyiik hiicreli NHL’I1 hastalarda P53 ve Ki-67 nin ekspresyonlarinin beraber
degerlendirildigi bir ¢alismada, P53 ve Ki-67'nin yiiksek ekspresyonunun sagkalimin
aleyhine oldugu gosterilirken (153), diger bir calisjmada DBBHL hastalarinda P53 ve
Ki-67 ekspresyonlarinin yiiksekliginin genel sagkalim ile iligkili olmadig1r bulunmustur

(154).

Calismamizda DBBHL’I1 hastalarda Ki-67 ekspresyonu ile sagkalim arasinda bir iliski
olmadigin1 gosteren bulgularimiza benzer sekilde, ¢cogu calismada Ki-67 indeksinin

hasta sagkaliminda 6nemli olmadig1 gosterilmistir (155-158).
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P16 bir diger timor supressor gendir. Kromozom 9p21 bolgesinde lokalize olan
CDK2A geni CDK 4 inhibitorii 156 aa’lik bir protein olan P16/INK4A’y1 kodlar. P16,
negatif bir hiicre dongiisii diizenleyicisidir. Bazi ¢alismalarda P16 nin hem B-hatlarinda
hem de T-hatlarinda kritik rol oynadigi gosterilmistir. NHL’lardaki P16
degisikliklerinin insidanst (%6) cok diisiik olarak saptanmistir (159). P16/INK4A
inaktivasyonu, P16’nmin transkripsiyonel blokajina, 5°CpG adalarinda de-novo
metilasyonda artisa neden olmaktadir (160). Lenfomalarda allelik kayiplar ve promotor
hipermetilasyonu siklikla olurken mutasyonlar nadiren olmaktadir. Lenfomalarda P53
geni vakalarin %19-35’inde mutant bulunurken (161), P16 vakalarin %14-85’inde
sessizdir (160, 162-164).

B-hiicreli NHL’larda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Shouthernblot yontemi
kullanilarak degerlendirilen P16 bozuklugu normalde %13 iken mevcut serilerde %8
bulunmustur. DBBHL’larda sadece bir calismada P16 bozuklugu %15 olarak
bulunmustur (165).

Genis hasta grubundan (n=214) olusan DBBHL hastalarinda P16, P21, P27, P14 ve
P53’iin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi sonucunda, P53’iin anormal
ekspresyonun, P16, P14’tin ekspresyon kaybiminin DBBHL larin GC fenotipinde kotii
sagkalimla iligkili oldugu gosterilmistir (166).

Yine immonohistokimyasal olarak NHL hastalarinda yapilan bir ¢calismada, P16INK/4A
ekspresyon kaybinin P53 mutasyonuyla paralel olarak tiimor progresyonuna katki

sagladig1 bulunmustur (160).

Ancak biz calismamizda P53’lin asir1 ekspresyonu ve P16’nmin ekspresyon kaybi ile

sagkalim arasinda bir iligki bulamadik.

Bir bagka calismada, PZR ve metilasyon analizleri ile P16 hipermetilasyonlu DBBHL
hastalarinin, metile olmamis ayn1 risk grubunda olan hastalardan daha kisa sagkalima
sahip oldugu gosterilmistir ve boylece P16’ nin IPI ile birlikte kullanildiginda faydali bir

belirleyici olabilecegi onerilmistir (167).

P16/INK4A’nin yasa bagli ekspresyonu ile 1lgili olarak yapilan bir ¢calismada P16
ekspresyonunun yas ile arttigi gosterilmistir. Ancak ¢alismamizda P16 ekspresyonunun

yasa bagli olmadig istatistiksel olarak bulunmustur (168).

DBBHL’larda P16 ve P53 ekspresyon degisimlerinin daha kotii prognoz sergiledigi
gosterilirken (169-171), tersine bazi calismalarda P16 genindeki degisikliklerin ve P16
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protein kaybinin 16semilerde ve insan lenfomalarinda prognostik oneminin olmadigi

sonucuna varilmistir (172, 173).

Bizim ¢alismamizda ise sadece P16 ve evre arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulundu. Bu sonuclarimiza gére, DBBHL’l1 hastalarda P16 ekspresyon kaybinin artisini
ve dolayisiyla P16 protein kaybinin, hastalardaki evre artis1 (ekstranodal tutulum artist)

ile uyumlu oldugunu ve kétii prognoz ile ilgili olabilecegini sdyleyebiliriz.

Giiniimiizde hastaligin bireylerde nasil seyredecegini bilmek ve buna yonelik optimal
tedavileri bulmak 6nem kazanmistir. Bu amaca yonelik pek cok klinik ve bireysel
caligmalar diizenlenmis ve hala da diizenlenmektedir. Tani sirasinda molekiiler
prognostik belirteclerin saptanmast ve bunun klinikopatoloji ile birlestirilmesi
sonucunda elde edece8imiz veriler hekimlerimize hastaya gore tedavi uygulama olanagi

sunacaktir.

Sonu¢ olarak; calismamizda Ki-67 proliferasyon indeksinin, P53 ve P16 protein
ekspresyonlarinin DBBHL’l1 hastalarin yasam siiresi iizerinde etkili olmadigi ve klinik
parametrelerle zayif iliskili oldugu bulunmustur. Ancak klinik parametrelerin cesitliligi,
bu parametrelerden bazilarina hasta dosyalarindan ulasilamamasi nedeniyle DBBHL’I1
hastalarin prognozu iizerinde bu parametrelerin etkilerini yorumlamada zorluk
cekilmektedir. DBBHL’I1 hastalarin prognostik oneminin daha 1yi anlasilabilmesi i¢in
eksiksiz dosya bilgilerine ulasilabilmesinin yanmisira standart cut-off degerlerinin

kullanildig1 daha genis serili ¢calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER

Ek 1 Biitiin klinik parametreler ile Ki-67, P53 ekspresyon sonuclari arasindaki iliski Sperman’s rho korelasyon analizi.

Correlations

Kl_67
YJZDE P 53 YUZDE yas TAKIP_S evre 1P| SEDIM CRP LOKOSIT PERF

Spearman's rho  KI_67_YUZDE Correlation Coefficient 1.000 -.104 .084 -.133 -.268 -.103 136 124 139 .042
Sig. (2-tailed) . 522 .605 412 .206 .529 1409 492 .393 .798

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

P_53 YUZDE Correlation Coefficient -.104 1.000 .017 .022 .000 -.072 .283 176 139 .088
Sig. (2-tailed) 522 . 919 .894 .998 .658 .081 .327 .391 .589

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

yas Correlation Coefficient .084 .017 1.000 -.396* .233 416" .249 .098 .228 .012
Sig. (2-tailed) .605 919 . .01 .272 .008 127 .588 .156 941

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

TAKIP_S Correlation Coefficient -.133 .022 -.396* 1.000 -.230 -.353* -.283 -.080 -.151 .061
Sig. (2-tailed) 412 .894 .011 . .280 .025 .081 .658 .353 .708

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

evre Correlation Coefficient -.268 .000 .233 -.230 1.000 .626*1 .150 417 .027 -.148
Sig. (2-tailed) .206 .998 272 .280 . .001 .485 .067 .902 .489

N 24 24 24 24 24 24 24 20 24 24

IPI Correlation Coefficient -.103 -.072 .416™1 -.353* .626™"| 1.000 .267 .375* 184 -.081
Sig. (2-tailed) 529 .658 .008 .025 .001 . 101 .032 .256 .620

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

SEDIM Correlation Coefficient .136 .283 .249 -.283 .150 .267 1.000 .364* 401" .027
Sig. (2-tailed) 1409 .081 127 .081 485 101 . .037 .011 .871

N 39 39 39 39 24 39 39 33 39 39

CRP Correlation Coefficient 124 176 .098 -.080 417 .375* 364 1.000 147 -.193
Sig. (2-tailed) 1492 327 .588 .658 .067 .032 .037 . 413 .281

N 33 33 33 33 20 33 33 33 33 33

LOKOSIT Correlation Coefficient 139 139 .228 -.151 .027 .184 .401* 147 1.000 -.080
Sig. (2-tailed) .393 .391 .156 .353 .902 .256 .011 413 . .623

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

PERF Correlation Coefficient .042 .088 .012 .061 -.148 -.081 .027 -.193 -.080 1.000
Sig. (2-tailed) .798 .589 941 .708 .489 .620 .871 .281 .623 .

N 40 40 40 40 24 40 39 33 40 40

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Ek 2 Hastalara Ait Biitiin Veriler

Kl EN-
i5iM YAS CiNg TANITARIHI | EVRE | Tutulumu TUuT NOKS 1Pl SEDIM LOH CRP LOKOSIT | TAKIPS | PERF | BSEMP Ki-67 P-53 P-16
1 71 E sub.10 Yok Yok 1 13 300 3 3 & 1 %50-75 %l N
2 B7 K Oca. 10 Yok 1 42 197 3 5 16 1 %50-75 %l N
3 79 E Kas. D& 3 Yok 3 34 425 139 12 12 2 1 %85 % 10-50 N
4 74 E Ara.07 1 B7 199 21 14 40 1 %020 %15-20 N
5 74 K May.10 Yok 2 26 657 3 35 12 1 %50-75 %4-9 N
& 73 E May.10 Yok Yok 1 15 216 3 10 12 1 %30 %1-10 N
7 56 E Mis.10 2 o 28 335 4 10 1 1 %80 %1-10 N
B >4 E Mar.10 Yok 0 36 267 7 11 14 1 %75-100 %1-10 N
g 65 E Haz.10 Yok 1 15 180 3 7 10 1 B0 #%1-10 15%
10 7l E May.10 Yok Yok Yok 2 47 410 & 2 12 2 2 %50-75 %40 %2
11 36 E Mar.06 3 Yok Nar 1 11 220 10 4 B2 1 2 %10 %l N
12 56 E Oca.0B 4 Var 2 13 289 5 4 14 2 %40 %l %%
13 75 K Eki.O7 Yok WVar 3 13 488 9 B 1 2 %40 %l %13
14 58 E Agu.07 1 434 B 2 2 B0 %28 ¥l
15 48 K sub.07 2 o 26 229 & 5 50 1 1 %45 %19 N
16 B9 E ABu.0B Yok 2 19 1028 o6 1 B i %0 %52 N
17 44 K Haz .08 3 1 9 318 3 5 32 1 %50-60 %l %45
18 39 K Haz.09 1 o 61 274 & 7 22 1 %20 %7 %20
19 64 K Mar.07 3 Yok 2 54 375 B 7 16 i i %30 %70 %34
20 20 K Sub.08 Yok 0 5 178 14 4 36 1 %50 %l N
21 54 K Nis.05 3 Yok 2 B7 636 3 5 12 1 %020 %1-10 N
22 GG K Nis.09 3 Yok Var 2 158 306 32 16 11 1 1 % 70-B0 %2 %16
23 63 E Kas.05 Yok 1 74 304 4 23 & 1 %25-30 %30 22
24 71l K Eyl.10 Yok Yok 1 42 202 10 7 1 %50-60 %1-10 %30
25 41 E Sub.10 3 Yok Var 2 43 224 26 ] 14 2 2 %085 %l N
26 78 E Eki.10 Yok War Nar 2 45 354 g & 1 %75-100 %l N
27 55 K Mar.10 2 Yok Yok o 13 424 7 5 13 1 2 %20 %l N
28 57 E sub.05 3 Yok Yok 3 5 750 3 27 2 1 %50 %l N
2 75 K Eki.10 4 Var Var Yok 3 23 267 37 10 & 0 1 %80 %1-10 N
30 B4 E Ara.05 2 1 13 409 15 4 24 1 1 %30 #%1-10 N
31 38 E Ara.05 2 Yok War Nar 1 B 429 3 4 10 2 %10 %10 N
32 52 E Ags 08 3 1 53 308 15 4 32 1 1 %80 %E0 N
33 BO K Ara.07 2 Yok 3 17 635 3 12 34 3 %80 %l N
34 B3 E Ags 08 4 3 52 465 3 1 1 %50 %l 2
35 57 K Ara.09 1 Yok Yok Nar 2 78 BE1 & 9 2 2 B0 %l N
36 Bl K Eyl.07 Yok 2 57 524 174 11 1 1 %75 %l N
37 ] K Kas.08 3 Yok 2 28 207 13 7 28 1 Hb0 % 10-50 N
38 50 E May.05 4 War 2 19 180 g 10 11 2 B0 %1-10 N
39 26 E Ara.08 i Yok Yok Yok o 3 223 3 5 28 0 B0 %l %20
40 30 E Mis.10 3 Yok War Yok 2 B5 1155 &0 12 12 0 %20 %3 %30
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