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III. OZET

MANTLE CELL LENFOMA HASTALARINDA RHO-KINAZ GEN
POLIMORFiZMLERi
VE
PROTEIN EKSPRESYONLARINININ
(SIKLIN D1, P53, P-63, Ki-67, ROCK1 VE ROCK?2)
ARASTIRILMASI

YAN DAL UZMANLIK TEZi

Dr. Didar YANARDAG ACIK
iC HASTALIKLARI ANABILIiM DALI
HEMATOLOJi BiLiM DALI
TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Mehmet YILMAZ
GAZIANTEP- Haziran/ 2013, 46 sayfa

Giris: Mantle cell lenfoma (MCL), siklin D1 asir1 ekspresyonuyla karakterize ve

agresif seyirli bir nonHodgkin lenfoma alt grubudur.
Giiniimiizdeki mevcut tedavi yontemleriyle kiir elde edilemez. Bu nedenle MCL igin
ideal tedavi yontemleri hala arastirlmaktadir ve yapilan arasgtirmalar hiicre siklus
fazinin bozulmasi sonucu olugan MCL’nin tedavisinde hiicre i¢i yolaklarm Onemli
hedefler olusturabilecegini gostermektedir. Hiicre siklus diizenleyicilerinden p53, p63,
Rho kinazlarin kanser patogenezinde Onemli rollerinin oldugu yapilan caligmalarla
gosterilmistir. Yine yapilan arastirmalarda Ki-67 proliferasyon indeksinin kanser
hastalarinda prognostik bir faktor oldugu gosterilmistir.

Amag: Bu ¢alismada, siklin D1 ile p53, p63 ve Rho-kinaz (ROCK1 ve ROCK2)
enzimleri arasinda bir iliski olabilecegini diisiinerek, MCL’de siklin D1, p53, p63 ile
ROCK1 ve ROCK2 protein ekspresyonlarini arastirmayi ve karsilastirmayi, ayrica
ROCKI1 ve ROCK2 gen polimorfizmlerini ve Ki-67 ekspresyonunun MCL hastalarinda,
tedaviye cevap, niiks ve prognozla iligkisini aragtirmayr amagladik.

Materyal ve Metod: 2006-2012 yillar1 arasinda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi, hematoloji klinigine kabul edilmis, 60 MCL hastas1 ve 60 kontrol grubu
retrospektif olarak calismaya alindi. Hematoksilen ve eozin boyali tiim arsiv preparatlari
tekrar degerlendirilerek immunhistokimya ve PCR calismasi icin se¢ildi. p53, p63,
ROCK1 ve ROCK2 tiimdr hiicrelerindeki boyanma oranina gore 0-3 arasinda
skorlandirildi. Ki-67 ise boyanma oranina gére % olarak ifade edildi.

Sonu¢: MCL hastalarinda ROCK1 (P=0.0009) ve ROCK2 ekspresyonu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak artmistt ((P<0.0001). Hasta grubunda
ROCK2 ekspresyonu ROCKI1’e gore daha fazlaydi (P<0.0001). Yas ile ROCKI1
arasinda anlamli pozitif korelasyon vardi. p53, Ki-67 ekspresyonlart hasta grubunda
kontrol grubuna gore artmisti. ROCK1 geni polimorfizmleri analizinde hasta ve kontrol
gruplarinda herhangi bir polimorfizm saptanmamistir. ROCK2 geni polimorfizmleri
analizinde MCL hastalar1 ve kontrol grubunda goriilen polimorfizmler arasinda anlaml
bir iligki saptanmamaigtr.

Anahtar kelimeler: Mantle cell lenfoma, ROCK1, ROCK2



IV. ABSTRACT

INVESTIGATION OF RHO-KINASE GEN
POLYMORPHISM
AND
EXPRESSION OF PRROTEINS
(CYCLIN D1, P53, P-63, Ki-67, ROCK1 AND ROCK?2)
IN MANTLE CELL LYMPHOMA PATIENTS

Dr. Didar YANARDAG ACIK
DEPARTMENT OF INTERNAL MEDICINE
RESIDENT THESIS, DEPARTMENT OF HEMATOLOGY
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet YILMAZ
Gaziantep — June/ 2013, 46 pages

Introduction; Mantle cell lymphoma (MCL) is aggressive sub-type of Non-
Hodkgin Lymphoma which is characterized by expression of cyclin D1. It is not a
curable disease with available chemotherapeutic regimens in nowadays. Ideal
therapeutic investigations are performed for this reason. These investigations were
shown that cell cycle is deregulated in the cells and targeted therapies directed to phase
of cell cycle may cause important development of therapies in MCL treatment. The cell
cycle regulators p53, p63, Rho kinases play an important role in the pathogenesis of
cancer has been reported to be. Again studies Ki-67 proliferation index was shown to be
an important prognostic factor in cancer patients .

Aim; in this study, we thought that cyclin D1 and p53, p63 and Rho-kinase
(ROCK1 and ROCK2) enzymes may be an association of, MCL. We planned to
investigate and compare the protein expression profile cyclin D1, pS3, p63, and with the
ROCKI1, ROCK2, and also ROCK2 gene ROCK1 polymorphisms and Ki-67 expression
in patients with MCL. We also aimed to investigate response to treatment, the
relationship between recurrence and prognosis.

Material and Method; This study was performed retrospectively and was
included 60 MCL and 60 control group of patients who applied to hematology
department of Gaziantep University of Medical School between 2006-2012 years.
Hematoxylin and eosin stained slides in the entire archive was reevaluated and selected
for immunohistochemistry and PCR again. p53, p63, ROCK1 and ROCK?2 were scored
to between 0-3 rates according to staining ratio in tumor cells. Ki-67 was expressed as
% according to staining of tumor cells

Result; There was significant increase between ROCK1 (P=0.0009) and ROCK2
expression in MCL patients compared with control group (P<0.0001). ROCK2
expression was higher than ROCKI1 in MCL patients (P<0.0001). There were
significant positive correlations between age and ROCKI1 p (p=0,044). Expression of
pS3 and Ki-67 were stronger in patient group than control group. There was no
polymorphism detection in the analysis of ROCK1 gene polymorphism in patients and
control groups. There was no significant relation in ROCK2 polymorphism in gene
polymorphisms analysis between in MCL patients and control group.

Key words: Mantle cell lymphoma, ROCK1, ROCK2
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1. GIRIS VE AMAC

Mantle cell lenfoma (MCL)’nin tiim non-Hodgkin lenfomalar (NHL) icindeki orani
farkli serilerde %2-11 arasinda degismektedir (1). MCL insidans1 yilda 2-3/100.000’dir.
Erkeklerde 2 kat daha sik gézlenmektedir. Ortanca goriilme yas1 60-65 olup, tan1 aninda
olgularin biiyiik cogunlugu ileri evrededir. Giiniimiizde kullanilan tedavi yontemleriyle
kiir elde edilemez (2).

1984 yilinda Tsujimoto ve arkadaslar1 tarafindan t(11;14)(q13;q32) translokasyon
kirilma noktast ve 11’inci kromozom iizerinde bulunan B-cell leukaemia/lymphoma 1
(BCL1) adi1 verilen bolgenin gosterilmesi, bu lenfoma tiiriiniin taninmas1 agisindan bir
doniim noktas1 teskil etmistir (3). Paratiroid adenomlarinda gosterilmis olmasi
nedeniyle PRADI adi ile de bilinen BCL1, normalde siklin D1 proteinini kodlayan bir
gendir (CCND1). Siklin D1, diger siklinlerle birlikte hiicre siklusunu kontrol ederek
GI1-S fazimin baslatilmasinda ©nemli rol oynamaktadir. MCL gelisimi sirasinda
t(11;14)(q13;932) translokasyonu ile BCL1 geni (11q13) ile immiinglobulin agir zincir
geni (14q32) yanyana gelmekte, bu sekilde BCLI1 upregiilasyonu s6z konusu
olmaktadir. Bu translokasyon sonucunda siklin D1 proteininin asir1 miktarda
sentezlenmesi ve hiicrelerin devamli ve kontrolsiiz olarak G1-S fazina girmesi s6z
konusu olmaktadir (1).

Rho-kinaz bir serin/treonin protein kinazdir ve molekiiler agirligi yaklagik 160
kDa’dur. Rho-kinaz enziminin ROCK1 (ROCKI, pl60ROCK, ROCKp, ROKp) ve
ROCK2 (ROCKII, ROCKa, ROKa) olarak iki izoformu vardir. Insanda ROCK1 ve
ROCK2 genleri smrast ile 18. kromozom (18ql1.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer

almaktadir. Rho-kinaz enziminin hemen hemen her dokuda varlig1 gosterilmistir; ancak,



ROCK2'nin beyin ve kalpte, ROCK1'in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste
daha fazla eksprese edildigi de bildirilmistir (41).

Rho (Ras-homologous) proteinleri ve Rho-kinaz aktivitesinin cesitli kanser
modellerinde etkin role sahip oldugu gosterilmistir. Yapilan hiicre kiiltiirii ve hayvan
deneylerinde c¢esitli Rho-kinaz inhibitorlerinin kullanimi1 ile kanser hiicrelerinde

migrasyonun ve metastaz 0zelliklerinin baskiland1g1 gosterilmistir (4-6).

Son yapilan ¢aligmalarda SOX-11 adli bir noral transkripsiyon faktoriiniin hem
siklin D1 negatif hem de siklin D1 pozitif MCL’da yeni bir marker oldugu ve SOX-11
ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (33, 69,70). Rho kinaz ve
MCL iliskisini aragtirdigimiz ¢alismamizda ROCK2 protein ekspresyonunun MCL
hastalarinda anlaml olarak arttigin1 gordiikk. ROCK2 geni 2. kromozomda (2p24) yer
almaktadir. SOX-11 geni de 2. kromozomda (2p25) yer almaktadir. Hem ROCK?2, hem
de SOX-11’in 2. kromozomda ve yakin bolgelerde kodlanmasi bu iki gen mutasyon ve
ekspresyonlarimin MCL patogenezinde ortak rol oynadiklarmmi ve her ikisinin de
MCL’da tedavi hedefleri arasinda yer alabileceklerini diisiindiirdii. Bu hipotezden yola
cikarak MCL’da ROCK1, ROCK2, SOX-11 arasindaki iligkiyi ve MCL’l1 hastalarda

prognoza katkilarini aragtirmayr amagladik.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. MANTLE CELL LENFOMA (MCL)
MCL, ileri yasta ve erkeklerde daha sik goriilen, siklin D1 asir1 ekspresyonu ile

tanimlanan, B-hiicreli, agresif seyirli bir non-Hodgkin lenfoma tiiriidiir (1).

2.1.1. Tarihge

MCL ilk olarak 1990 sonrasinda ayri bir antite olarak tanimlanmigtir. MCL,
morfolojik acidan diger diisiik dereceli lenfomalara benzemesi nedeni ile 1990’lara
kadar yavas seyirli bir lenfoma olarak kabul edilmistir. Hastalik icin bir belirte¢ olarak
kabul edilen BCL1 onkojeninin bulunmasi ve hastalik biyolojisi iizerinde yapilan yogun
caligmalar, bu 0zel lenfoma tiiriiniin kiiciik lenfositik ve kii¢iik ¢entikli hiicreli

lenfomalar ile bir iligkisi bulunmadigini ve daha agresif seyri oldugunu gostermistir (1).

2.1.2. Epidemiyoloji

20. yy’1n ikinci yarisinda non-Hodgkin lenfoma vakalarinin oraninda belirgin artig
olmustur (14). Ancak, MCL ve marjinal zon lenfoma gibi NHL alt tipleri sonradan
tanimlandigindan dolayi, bu alt tiplerin zaman trendini bilmek zordur (15). MCL’nin
tim non-Hodgkin lenfomalar igindeki oran1 farkli serilerde %?2-11 arasinda
degismektedir (1). MCL insidans1 yilda 2-3/100.000’dir. Erkeklerde 2 kat daha sik
gozlenmektedir. Ortanca goriilme yast 60-65 olup, tam amnda olgularin biiyiik

cogunlugu ileri evrededir (2).

2.1.3. Klinik Ozellikler

MCL erkeklerde daha sik goriilmektedir. Bir seride E/K oram 6.5/1 bulunarak
hastaligin cinsiyete bagli oldugu One siiriilmiistiir (16). Hastalar, diger yavas seyirli
lenfomalara gore daha ileri yastadir. MCL olgular tipik olarak klinige, ¢ok sayida

ancak bulky olmayan (2-5 cm) lenfadenopatiler ile basvururlar. Olgularin yariya



yakiinda konstitiisyonel semptomlar bulunur, bunlar arasinda en sik goriilen kilo
kaybidir, gece terlemesi daha seyrektir. Cogu hastanin performans statiisii iyidir.
Splenomegali, 6zellikle nodiiler varyantta olmak tizere sik goriiliir (1).

MCL hastalarinin %15-30’unda gastrointestinal sistem (GIS) tutulumu rapor edilmistir.
Iki prospektif ¢calismada, MCL hastalarindaki GIS tutulumunun literatiirde belirtilenden
daha fazla oldugu belirtilmistir. Salar ve arkadaslar1 (17), tam aninda hastalarin
%92’sinde iist ya da alt GIS tutulumu oldugunu gostermislerdir. Romaguera ve
arkadaslarinin (18) yaptig1 calismada ise hastalarin %88’inde alt GIS, %43’iinde iist
GIS’de MCL tutulumu oldugu histolojik olarak gosterilmistir. Aymi1 calismada, tani
aninda hastalarin %26’ simin GIS semptomlarla bagvurdugu belirtilmistir. GIS tutulumun
yiikksek olmasina ragmen, GIS endoskopik biyopsinin kullanilmasi, hastalarin sadece
%4’ tinde tedavi degisikligine neden olmustur (17,18). Bu nedenle The National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) rehberlerinde, endoskopi ya da kolonoskopi
rutin tetkikler i¢erisinde dnerilmemektedir. Ancak, GIS’in endoskopik degerlendirilmesi
hastaligin evre I-II oldugunun kesinlestirilmesi ve baslangic tedaviye cevabin
degerlendirilmesi i¢in gereklidir (19).

SSS tutulumu iki seride %4 ve %22 olarak rapor edilmistir. Bu serilerden ikincisinde
SSS tutulumunun blastik varyantta daha sik oldugu bildirilmistir (20,21). Kemik iligi
tutulumu oldukg¢a siktir. Bazi olgularda kemik iligi sahasiinin %5-10’luk kisminda
tutulum olabilmekte ve bu nedenle kemik iligi tutulumu gézden kacirilabilmektedir.
Baz1 olgularda ise bulky hastalik ile birlikte olan yaygin kemik iligi tutulumu ve
16semik kan tablosu izlenebilmektedir. Serum beta-2 mikroglobulin (B2MG) diizeyi
%56, laktik dehidrogenaz (LDH) diizeyi ise %45 olguda yiikselebilmektedir (1).
Monoklonal paraproteinemi, hipogamaglobulinemi ve Coombs testi pozitifligi olgularin

9%10’undan azinda izlenir (1). MCL’de ortanca sagkalim 3-5 yildir (2).

2.1.4. Patogenez ve Sitogenetik Ozellikler
1984 yilinda Tsujimoto ve arkadaslar tarafindan t(11;14)(q13;q32) translokasyon

kirilma noktast ve 11’inci kromozom iizerinde bulunan B-cell leukaemia/lymphoma 1



(BCL1) ad1 verilen bolgenin gosterilmesi, bu lenfoma tiiriiniin taninmas1 agisindan bir
doniim noktas1 teskil etmistir (3). Paratiroid adenomlarinda gosterilmis olmasi
nedeniyle PRADI adi ile de bilinen BCL1, normalde siklin D1 proteinini kodlayan bir
gendir (CCND1). Siklin D1, diger siklinlerle birlikte hiicre siklusunu kontrol ederek
GI1-S fazimin baslatilmasinda ©nemli rol oynamaktadir. MCL gelisimi sirasinda
t(11;14)(q13;q932) translokasyonu ile BCL1 geni (11q13) ile immiinglobulin agir zincir
geni (14q32) yanyana gelmekte, bu sekilde BCLI1 upregiilasyonu s6z konusu
olmaktadir. Bu translokasyon sonucunda siklin D1 proteininin asir1 miktarda
sentezlenmesi, hiicrelerin devamli ve kontrolsiiz olarak G1-S fazina girmesi s6z konusu
olmaktadir.

Boch ve arkadaglarinin 1994°de yaptiklar1 ¢aligmada (22), daha Once yapilan
caligmalarla uyumlu olarak, 20 MCL vakasinin 19’unda agir1 siklin D1 gen ekspresyonu
tespit etmislerdir. Yine ayn1 caligmada 113 MCL dis1 kronik lenfoid malignensi ve 9
reaktif lenfadenopatiyi incelemisler; MCL dis1 kronik lenfoid malignensilerden sadece
3’iinde (%2,7) ve reaktif lenfadenopatilerin de hicbirinde siklin D1 asir1 ekspresyonu
bulamamislardir (22). MCL’deki bu yaygin ve spesifik siklin D1 agsir1 ekspresyonu, bu
lenfomanin patogenezinde siklin D1 salimimindaki dengesizligin 6nemli rol oynadigini
kuvvetle diisiindiirmektedir. Daha 6nce yapilan caligmalar MCL ve BCL-1 arasinda
giiclii bir iliski oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada da, MCL vakalarinin %58’inde
t(11;14) ya da BCL-1 tespit etmislerdir. Siklin D1, t(11;14) translokasyonu ve BCLI
rearanjmanindan bagmmsiz olarak da asir1 ekspresyon gosterebilmektedir (22).
Karakteristik olmakla birlikte, t(11;14) translokasyonu sadece MCL’ya 6zgii degildir.
Bazi1 diffiiz biiylik hiicreli lenfomalar, kronik lenfositik 16semi ve multiple myeloma
olgularinda da izlenebilmektedir. Baz1 arastirmacilar konuya netlik getirebilmek amaci
ile “agm siklin D1 eksprese eden lenfoma” terimini kullanmay1 onermislerdir. Ancak,
transgenik fare deneyleri sadece siklin D1 asir1 ekspresyonunun bu tiir lenfoma gelisimi
icin yeterli olmadigini, birtakim ek genetik hadiselerin gerekli oldugunu ortaya
cikarmistir (1). Konvansiyonel sitogenetik yontemler ile MCL olgularinin ancak
yarisinda t(11;14) translokasyonu gosterilebilmektedir. Southern blot ile olgularin %50-

70’inde BCLI1 lokus rearanjmanlar1 gosterilebilmektedir.



Kirilma noktalarinin yaklasik %30-40°1 kisa bir DNA segmenti iizerinde yer alir ve
bu segmente “major translocation cluster” (MTC) adi verilir. t(11;14) polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) icin iyi bir hedef olarak goriinmekle birlikte, kullanilan primerlere
baghh olarak, bu metod ile MTC bolgesindeki rearanjmanlarin ancak %40-60’1
gosterilebilmektedir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH), t(11;14) translokasyonunu
gostermek i¢in hem taze hem de parafin i¢indeki dokuda oldukg¢a yiiksek duyarlilikla
kullanilabilmektedir. Northern blot yontemi ile MCL olgularinin %73’iinde siklin D1
mRNA’s1 gosterilebilmistir. Genetik yontemlerle t(11;14)(q13;932) translokasyonu
gosterilemese dahi, parafinde calisan antikorlar yardimi ile hemen tiim MCL
olgularinda siklin D1 overekspresyonu oldugu izlenmistir (23-31).

Son yapilan ¢aligmalarda doku yenilenmesinde ve embriyonik ndrogenesisde bir
transkripsiyon faktorii olan SOX11’in hem siklin D1 pozitif hem de siklin D1 negatif
MCL’da asir1 ekspresyonu gosterilmis ve bir MCL onkojeni olarak tanimlanmistir.
Fernandez ve arkadaslarinin calismasinda 112 MCL olgusunda SOX11 calisilmis ve
%13 hastada SOX11’in negatif oldugu, bu olgularda hastaligin nodal tutulum

olmaksizin seyrettigi ve prognozlarinin daha iyi oldugu gosterilmistir (32-34).

2.1.5. Patoloji

Eldeki veriler, MCL gelisimine neden olan malign hiicrelerin primer follikiillerde
veya sekonder follikiillerin mantle zon kisminda yer alan hiicrelerin neoplastik formlar1
oldugunu desteklemektedir. Tipik morfolojisi, kiiciik ile orta boy arasinda, irregiiler
niikleer konturu ve kaba kromatini olan hiicrelerden olusmaktadir. MCL, en sik olarak
diffiiz histolojide, daha seyrek olarak nodiiler histolojide veya bu histolojilerin
kombinasyonu seklinde goriilir. Nodiiler varyantta mantle zondan merkeze dogru
biiylime nedeni ile germinal merkezler oblitere olabilmekte ve bu goriiniim follikiiler
lenfoma ile karisabilmektedir. Germinal merkezlerin kismen korundugu, malign
hiicrelerin follikiil merkezini ¢evreleyen mantle zona sinirlt kaldigr mantle zon varyant,
digerlerine gore daha iyi seyri oldugu kabul edilmesi nedeni ile ayirt edilmeye
calisilmalidir. Bunun aksine, hemen her zaman diffiiz infiltrasyonla seyreden blastik

varyant oldukga agresiftir, siklikla 16semik faz ve bazan SSS tutulumu ile birliktedir (1).



Olgularin yaklasik %?20’sinde neoplastik hiicreler normalden biiyiiktiir, daha ince
kromatine ve kiiciik niikleollere sahiptir. “Blastik varyant” olarak adlandirilan bu tiir
olgular siklikla 16semik faz ile birliktedir ve B hiicreli lenfoblastik lenfoma ile
karigabilir. Ancak, losemik fazin blastik varyant disinda gelisebilecegi de
unutulmamalidir. Bu tiir olgular, kronik lenfositik 16semi ile karistirilabilir. Bu durumda

immiinfenotipik 6zelliklerin dikkatle irdelenmesi faydali olur (1).

2.1.6. immiinfenotipik Ozellikler

MCL icin karakteristik olan immiinfenotipik bulgular CD5, CD20, CD43, siklin D1
ve FMC7 antijenlerinin ekspresyonudur. Lenfoma hiicrelerinde CD10 ve CD23
genellikle negatiftir. Bazi vakalarda CDS5 negatif ya da CD23 pozitif olabilir. Tan1
stipheliyse siklin D1 boyama ya da FISH ile t(11;14) bakilmahdir. Malign lenfositlerde
yiizeyel IgM ve IgD ekspresyonu vardir. Diger B hiicreli lenfomalarda genelde k hafif
zincir restriksiyonu izlenirken, MCL’da bunlardan farkli olarak A hafif zincir

restriksiyonu gézlenir (19).

2.1.7. Tam

MCL tanist ideal olarak biyopsi ile elde edilmis yeterli bir doku Orneginde
konulmali ve tam1 immiinfenotip paneli ile desteklenmelidir. Morfolojik,
immiinfenotipik ve genetik bulgularla desteklenmek kayd ile periferik kan veya kemik
iligi incelemesi ile de MCL tanist konulabilir. Elde imkan varsa, tani molekiiler

biyolojik yontemler ile desteklenmelidir (1).

2.1.8. Evreleme

Evrelemede Ann Arbor sistemi kullanilir.
Ann-Arbor evreleme sistemi:
Evre I: Tek lenf diigimii bolgesi ya da tek ekstralenfatik alan
Evre II: Diyafragmanin tek tarafinda 2 ya da daha fazla lenf diigiimii bolgesi ya da
diyafragmanin tek tarafinda lokal ekstralenfatik yayilimla birlikte bir ya da daha fazla
lenf diigiimii bolgesi



Evre III: Diyafragmanin her iki tarafinda lenf diigtimii bolgeleri

Evre IV: Eslik eden lenf diigiimii tutulumu olsun ya da olmasin bir ya da daha fazla
ekstralenfatik organin yaygin tutulumu

E: Ekstranodal yayilim

X: Bulky kitle > 10 cm

A: Sistemik semptom yok

B: Son 6 ay iclJinde bazal viicut agirliginin %10’undan daha fazlasinin kaybi, yineleyen
ve acl Jiklanamayan 38°C’nin iizerindeki ates, yineleyen gece terlemeleri

Kitlesel (bulky) hastalik: En biiylik ¢[Jap1 10 cm’nin {izerinde olan kitle ya da 6n - arka
akciger grafisinde torakal 5-6 intervertebral disk diizeyinde hesaplanan en uzun

transvers transtorasik c[Japin 1/3’{inii asan mediastinal kitle (2,19).

2.1.9. Risk Siiflamasi

Prognostik degerlendirmede basitlestirilmis “Mantle Cell Lymphoma International
Prognostic Index” (MIPI) skorlamasi kullanilmaktadir (35). Basitlestirilmis MIPI
skorunun parametreleri; yas, “Eastern Cooperative Group performance status” (ECOG

PS), LDH/normal LDH {ist sinir1, beyaz kiire (WBC) sayisidir (Tablo 1).

Tablo 1. Basitlestirilmis MIPI Skorlamas1

Puanlar Yas (Y1) ECOG PS LDH/LDHUL | WBC (10°/L)
0 <50 0-1 <0,67 <6700

1 50-59 - 0,67-0,99 6700-9900

2 60-69 2-4 1,00-1,49 10000-14000
3 70 - >1,5 >15000

ECOG PS: Eastern Cooperative Group performance status, LDH: Laktik dehidrogenaz, WBC: White
blood cell, LDHUL: LDH upper level (LDH iist sinir1)

Her bir prognostik faktdre 0-3 arasinda puan verilir. En fazla 11 puan hesaplanir. 0-3
puan alan hastalar diisiik risk, 4-5 puan alan hastalar ara risk, 6-11 puan alan hastalar

yiiksek riskli olarak degerlendirilir (36).



2.1.10. Tedavi

Tedaviye ve tedavi sekline dogru bir evreleme yapildiktan sonra karar verilmelidir.
Evre I-II hastalarda kiiratif radyoterapi diisiiniilebilir. Ancak evre I-II oldugunu
kesinlestirmek i¢in endoskopi ve kolonoskopi yapilmalidir (19).
Diisiik oranda da olsa MCL indolen bir seyir gosterebilir. 97 hastalik bir seride %30
hastanin sadece gozlem ile tedavi almaksizin izlenebildigi ve ortalama 12 ay kadar
tedavinin geciktirilebildigine dair literatiir bilgileri mevcuttur (37). Ileri evre hastalikta
tedaviye baslamadan Once hastalar geng, performansi iyi, kok hiicre nakli adayr olan
hastalar ile ileri yas, performansi diisiik, kok hiicre destekli yiiksek doz kemoterapi
alamayacak hastalar olarak ikiye ayrilmalidir. Giiniimiizde gen¢ ve performans skoru iyi
olan hastalar i¢in standart tedavi rituksimab ve kemoterapi kombinasyonu sonrast kdk
hiicre destekli yiiksek doz kemoterapidir. Ancak optimal indiiksiyon rejiminin ne
oldugu, niiks ve direng¢li hastalarin nasil tedavi edilmesi gerektigi konusunda goriis

birligi yoktur (38-40).

2.2. Rho Kinaz ve Rho Kinazin Tiimor Olusumuna Katkisi

Rho-kinaz bir serin/treonin protein kinazdir ve molekiiler agirligr yaklasik 160
kDa’dur. Rho-kinaz enziminin ROCK1 (ROCKI, pl160ROCK, ROCKp, ROKp) ve
ROCK?2 (ROCKII, ROCKa, ROKo) olarak iki izoformu vardir. Insanda ROCK1 ve
ROCK2 genleri smrast ile 18. kromozom (18ql1.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer
almaktadir. Rho-kinaz enziminin hemen hemen her dokuda varlig1 gosterilmistir; ancak,
ROCK2'nin beyin ve kalpte, ROCK1'in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste
daha fazla eksprese edildigi de bildirilmistir (41).

Rho (Ras-homologous) GTPaz’lar, malign doniisiim ve metastazla iliskili bir ¢ok
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde ©nemli rol oynarlar. Rho GTPaz’lar
membranlarda lokalizedir ve hiicre yiizey reseptorlerinin uyarilmasi ile aktive olurlar.
Ayrica, Rho guanin degisim faktorleri siklikla onkojeniktir ve malignensilerde Rho
GTPaz’larin ekspresyonlar siklikla artmistir. Kiigiik GTPaz’larin Rho ailesi tiyelerinin
hiicre siklus ilerlemesi, gen ekspresyonu ve apoptozisin yam sira aktin reorganizasyonu,

hiicre hareketi, hiicre-hiicre ve hiicre ekstraselliiler matriks adezyonunun anahtar
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diizenleyicileridir. Bu fonksiyonlarin her biri kanser gelisimi ve ilerlemesinde &nem
tagimaktadir. Rho proteinleri, antineoplastik ilaclar ve iyonizan radyasyon gibi DNA
hasarlanmasi1 olusturan ajanlara kars1 hiicresel duyarliligi da etkilemektedir. Boylelikle
Rho ile indiiklenen mekanizmalar geleneksel antineoplastik tedavinin terapotik
etkililigini ve/veya yan etkilerini degistirmektedir.

G proteini ile iligkili reseptorleri aktive eden cesitli agonistlere yanit olarak Rho
aktive olmaktadir. Rho, sitoplazmada bulunan guanozin difosfat/guanozin trifosfat
(GDP/GTP)-baglayic1 bir proteindir ve guanozin trifosfataz (GTPaz) aktivitesi igerir.
Rho proteinleri GDP-bagh iken inaktif haldedirler. Rho aktivitesini kontrol eden baglica
{ic protein bulunur.

1- GTPaz aktive edici proteinler (GAP): Intrinsik GTPaz aktivitesini artirarak Rho’yu
inaktive ederler.

2- GTPaz disosiyasyon inhibitorleri (GDI): Rho GTPaz’larin niikleotid disosiyasyonunu
ve membrana baglanmasini 6nleyerek Rho aktivasyonunu inhibe eder.

3- Rho-spesifik guanin niikleotid degis-tokus faktorleri (GEF): GDP’nin
disosiyasyonunu hizlandirarak Rho’yu aktive eder.

Rho, baglica aktin hiicre iskeletinin organizasyonunun diizenlenmesinde, hiicre gocii,
hiicre adezyonu ve sitokinaz gibi ¢ok ¢esitli hiicresel olayin kontroliinde rol oynar. Rho
ailesinin  liyelerinin, aktinin yeniden sekillenmesinde ve farkli yOnlerinin
diizenlenmesindeki roli, ilk olarak fibroblast biiyiime faktorii uyarisina yanit ¢aligmalari
ile aci8a cikarilmistir (41-46). Biiyiime faktorleri uyarimi sonucunda olusan hiicre
iskeleti degisiklikleri arasinda ylizey uzantilarinin (filopodlar, lamellipodlar ve zar
kivrimlar1), fokal adezyonlarin ve stres liflerinin olusumu yer alir. Daha sonraki
caligmalar, Rho ailesi tiyelerinin fibroblastlarla sinirli kalmadigini, biitiin 6karyot hiicre
tiplerinde aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde benzer rol aldiklarin1 gdstermistir
(45,46). Rho, sinir sistemi gelisimi sirasindaki akson uzama ve kisalmalarini diizenler,
diiz kas hiicrelerinin kasilmasinin diizenlenmesine katilir, epitel hiicrelerinde kaderinler
ile aktin hiicre iskeleti baglantisim i¢eren adherens baglantilarin olusumunu diizenler.
Bu yiizden Rho ailesi iiyeleri, hiicre dis1 sinyaller ile hiicre sekli, hareketi ve

degisikliklerini iligkilendiren aktin hiicre iskeletinin genel diizenleyicileri olarak gbrev



11

yaparlar. Rho proteinlerinin hiicre iskeleti degisikliklerinin diizenlenmesindeki anahtar
hedeflerden birisi Rho-kinaz enzimidir. Hiicreye Rho’yu aktive eden uyarilar geldiginde
veya Rho’nun asir1 ekspresyonu oldugunda Rho-kinaz sitoplazmadan membrana goc
eder. Rho proteini GTP ile baglandiktan sonra aktif hale gelir ve Rho-kinaz iizerindeki
Rho baglayan bolgeye baglanarak enzimi aktive eder. RhoA’dan bagimsiz olarak
arakidonik asid ve sfingosinfosforilkolin, Rho-kinaza baglanarak enzimi stimiile ederler
(46-49). Statinler ise RhoA diizeylerini azaltarak Rho-kinaz aktivitesini inhibe ederler
(42).

Pleotropik etkilerinden 6tiirii Rho proteinleri yeni antikanser ilag gelisiminde iimit
vaad edici ajanlar olarak goriinmektedirler. Burada aslinda 6nemli olan Rho ve
beraberinde Ras proteinlerin C terminalinin izoprenilasyonudur ki bu proteinlerin hiicre
membranina baglanip aktif hale ge¢mesi, dolayisi ile onkojenik sinyali iletmesi igin
gereklidir. Dolayisiyla farnesil transferaz, geranilgeranil transferaz ve HMG-KoA-
rediiktaz inhibitorleri (statinler gibi) izoprenilasyonu Onleyerek tiimor tedavisinde
faydali olabilirler (42). Son yapilan ¢alismalarda, Rho kinazlarin hiperaktivasyonunun
diger tirozin kinazlarla birlikte hematopoietik hiicre transformasyonuna biiyiik bir katki
sagladigi gosterilmistir. Rho kinazlarin, meme kanseri, kolorektal kanser, prostat
kanseri olmak iizere c¢esitli kanserlerde hiperaktif oldugu gosterilmistir. Preklinik
modellerde ROCK inhibitorlerinin 0zellikle metastaz olmak iizere tiimdrogenezi
baskiladig1 gosterilmis olmakla birlikte, myeloproliferatif ve AML’deki rolleri ancak
yeni ortaya ¢ikmaya baslamistir (43).

Fasudil (HA-1077), Y-27632 ve H-1152P ya da dimetilfasudil en sik kullanilan
Rho-kinaz selektif inhibitorleridir ve ATP ile yarisarak fonksiyon gosterirler. Bu ilaglar
ROCK1 ve ROCK?2 icin esit etkinlik gosterirler ve fasudil, insanda kullanimi i¢in
onaylanmig tek Rho-kinaz inhibitoriidiir (43).

2.3. Siklin D1 ile iliskili Gen ve Proteinler
Gen degisimleri, onkogenlerin asir1 ifade edilmesi ve hiicre dongiisii diizenleyicileri

timor gelisiminde ©nemli rol oynayan faktorlerdendir (50). Bunlardan hiicre
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dongiisiiniin denetimi, ¢ogu biyolojik siirecin ve kansere yol agabilen kontrolsiiz hiicre
cogalmasmin anlasilmasinda asil ilgi odagt durumundadir. Hiicre dongiisiinii
diizenleyen sistemlerin pek cok bileseninin kanserle baglantis1 oldugundan kanser, bir
hiicre dongiisii diizensizlik hastaligi olarak da tanimlanabilir. G1, S, G2 ve M
evrelerinden olusan hiicre dongiisiiniin bir evresinden digerine gegisi, dongii
basamagina gore diizeyleri artan ya da azalan siklin proteinleriyle denetlenir. Dongiide
rolii olan pek ¢ok onkogen ve tiimor baskilayan gen, G1 kontrol noktasindaki hatalarla
iligkilidir (51). G1/S gecis noktasinin denetimi; siklinlerin sentezlerinin ve yikimlarimin
denetlenmesi, kendisine baglanan ve diizeyleri dongii boyunca degismeyen ancak
aktiviteleri denetlenen katalitik 6zgiin kinazlarla birleserek siklin-bagimli kinaz (CDK)
kompleksinin olusumu, bu kompleksin otofosforilasyonla aktiflesmesi, Cip/Kip ve
INK4/ARF gibi hiicre dongiisii inhibitorlerinin etkisiyle inaktiflesmesi olaylariyla
saglanir. D-tipi siklinler (siklin D1, D2 ve D3), CDK4 ve CDK6’y1 aktive eder ve G1’in
ilerleyisinden sorumludur (52-55).

Retinoblastoma (Rb), hiicre dongii diizenleyicisi ve timdr baskilayicisi olarak
belirlenen genlerden biridir. Siklin ile olusan CDK4 ve CDK6 kompleksleri Rb
proteinlerini fosforile ederek onu inaktive eder. Inaktif Rb, aktifken kendisine bagli olan
transkripsiyon uzama faktorii-2 (E2F)’yi serbest birakir. E2F de, G1/S gecisi ve S
evresine girig icin gerekli (siklin A, E ve CDKI1, myb, dihidrofolat rediiktaz, timidin
kinaz gibi) genlerin ifade edilmesini saglar. E2F, diger dongii diizenleyicileri gibi DNA
sentezi, DNA onarimi ve apoptoz olaylarinda rol oynamakta ve bazi tiimérlerde allele
bagh ifade edilme diizensizliklerine neden olabilmektedir. G1 diizenleyicilerinden siklin
D1, CDK4 ve p16, over kanser gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Miktar1 artan siklin D1,
Rb proteinini fosforilasyonla inaktive etmek icin CDK4 ve CDK®6 ile birlesir. Siklin
D1’in ifade edilmesinin, bazi hiicre tiplerinde hiicre—hiicre dokunmasinin ortadan
kalkmasiyla azaldigi ve bu dongii diizenleme etkisinin integrinler ve fokal adezyon
kinazlar araciligiyla gerceklestigi gosterilmistir (56-59). Meme, Ozefagus, squamoz
hiicreli kanser ve mantle hiicreli lenfomada siklin D1 lokusunda artis oldugu

gozlenmistir (23,25,60,61).
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2.4.p5S3

pS53, 17. kromozomun kisa kolu iizerinde yaklagik 20 kb’lik bir alana yayilmis 11
ekzondan olusan bir gen tarafindan kodlanmaktadir (62). p53 proteini DNA tamiri,
hiicre dongiisiiniin kontrolii, genomik kararliligin saglanmasi, kromozom ayrilmasinin
diizenlenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma ve programl hiicre 6limi gibi
bircok hiicresel olayda rol almaktadir. p53, bu islevlerini ya transkripsiyon faktorii
olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarim diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya
dogrudan DNA ile fiziksel olarak etkileserek gerceklestirmektedir. p53, hiicre
dongiisiiniin GO/G1 evresinde rol alan bir¢ok siklin bagimli kinazin islevini engelleyen
p21 proteininin ifadesini, p21WAF2/Cipl geninin transkripsiyonunu uyararak
diizenlemekte ve bdylece p21 proteini araciligr ile hiicre dongiistini G1 asamasinda
durdurmaktadir. p53 ayrica, mitoz boliinme icin gerekli proteinleri kodlayan c-myc ve
c-fos gibi genlerin transkripsiyonlarini diizenleyen E2F transkripsiyon faktorii ile
fiziksel olarak etkileserek hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda da rol

almaktadir (7-10).

2.5. p63

p63 proteini yapisal ve islevsel olarak p53’e olduk¢a benzer bir proteindir ve 3q27
kromozom bdélgesinde yerlesik bir gen tarafindan kodlanmaktadir (11). In vitro
gerceklestirilen DNA baglanma calismalari ile p63’iin p53 tarafindan transkripsiyonlar1
diizenlenen p21, mdm2, bax, PERP, NOXA ve protein 14-3-3c genlerinin
promotorlarina baglanarak bu genlerin transkripsiyonlarini diizenledigi gosterilmistir.
p63, pS3’°ten farkli olarak “Steril Alpha Motif’ (SAM) diye adlandirilan ve yalnizca
p63’lin o formlarinda (Tap63a, ANp63a) bulunan bir bolge icermektedir. SAM bdlgesi
bulunduran diger proteinler ile birlikte diisiiniildiigiinde, bu bodlgenin programh hiicre
O0limii, transkripsiyonel transaktivasyon, fokal adezyon, kromatin yeniden-
sekillendirilmesi ve reseptor tirozin kinaz uyarilmasi gibi hiicresel islevlerde rol
alabilecegi akla gelmektedir. Bir caligmada, Drosophila embriyolarinda morfojen

gradiyenti olusumunda rol alan ve SAM bdlgesi igeren Smaug proteininin nanos
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mRNA’sinin 3°-UTR bélgesine baglanarak translasyonunu baskiladigi gosterilmistir.
SAM bolgesine yonelik diger bulgular ve p63 caligmalari, bu bdlgenin organizmanin
gelisim donemindeki protein-protein etkilesimlerinden sorumlu oldugunu ve p63’iin
oncelikli gorevinin de gelisim doneminde ektodermal farklilagmanmin ve epitelyal
projenitor hiicrelerin devamliligini1 saglamak oldugunu 6nermektedir. p53’ten yoksun
(p53-/-) farelerde gerceklestirilen caligmalar, bu farelerin gelisimsel olarak normal
olduklarim ancak neoplastik hastaliklara yatkin olduklarim gostermistir. p63’°ten yoksun
(p63-/-) fareler ise deri, prostat, siit bezleri ve iiretelia gibi epitel dokular ve dudak
gelisimi gibi gelisimsel anomaliler ile dogmuslar ve dogduktan kisa bir siire sonrada
Olmiiglerdir. p63’ten yoksun farelerin dudaklar1 ya yoktur ya da kirpiktir, derileri
gelisimin erken bir evresinde kalmakta differansiyasyon markirlar1 eksprese
etmemektedir. Sa¢ follikiilleri, dis ve meme bezleri gibi epidermal-mezensimal
etkilesim bagimli gelisen yapilar, p63’ten yoksun farelerde yoktur. Bu durum, p53’iin
aksine p63’lin embriyogenez sirasinda ektodermal farklilasma icin gerekli oldugunu

onermektedir (63-67).

2.6. Ki-67

Ki-67 patolojide sik kullanilan 6zellikle tiimorlerde prognostik degeri arastirilan bir
proliferasyon belirleyicisidir. Ki-67 proliferasyon indeksinin %30’dan az olmast iyi
prognozla iligkilidir. Yiiksek bir Ki-67 proliferasyon indeksi ya da p53 mutasyonu, p16
delesyonu blastoid daha agresif MCL subtipleriyle yakindan iligkilidir (12,19,36).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

2006-2012 yillar1 arasinda, Gaziantep Universitesi T1ip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dali ve Tibbi Patoloji Anabilim Dali’'nda MCL tamsi konmus 60 hastanin doku
ornekleri ve kontrol grubu olarak, herhangi bir nedenle lenf nodu veya doku biyopsisi
almmis, ancak herhangi bir malign hastalik teshisi konmamais, reaktif hiperplazi olarak
Tibbi Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan raporlanmis 60 saglam yetiskinin doku
ornekleri etik kurul onayr almarak (03.04.2012/143) retrospektif olarak incelendi.
Hastalarn ilk tani tarihindeki klinik ve laboratuar bilgileri kaydedildi, genel sagkalim
stireleri ise tam tarihinden itibaren 6liim ya da hastamn en son goriildiigi tarihe kadar

hesaplanda.

3.2. Orneklerinin Almmasi, Saklanmasi ve incelenmesi
Hematoksilen ve eozin boyali tim arsiv preparatlar1 tekrar degerlendirilerek
immunhistokimya ve PCR ¢alismast icin secildi. Calismalar Gaziantep Universitesi Tip

Fakiiltesi Patoloji ve Genetik laboratuvarlarinda yapildi.

3.3. Dokularin Hazirlanmasi

Dokular %10 formalin soliisyonlarinda 24 saat fikse edildi. 6-7 mm kalinlifinda
kesitler alindi. Kesitler otomatik takip makinesine (Leica ASP 300, Leica
Microsystems, ABD) alinarak alkol, ksilen ve parafin icerisinden gecirildi. Daha sonra
kesitler parafin blok igerisine gomiildii. Parafin bloktan Leica RM 2145 model
mikrotomla 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak 1s1k mikroskobunda degerlendirmek

amactyla hematoksilen ve eozin boyamasi yapildi.

3.4. Boyasiz Kesitler ve Deparafinizasyon
[k olarak hematoksilen-eozin boyali preparatlar incelenerek uygun blok secimi

yapild1 ve Leica RM 2145 model mikrotomla 4 mikron kalinliginda boyasiz kesit elde
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edildi. Tim boyasiz kesitler “polysine” kaph adezivli lamlara alindi. 65°C’de 15 dk
etiivde bekletilerek dokularin lamlara yapigsmasi saglandi. Daha sonra lamlar ksilende

yaklagik 10 dk bekletilerek deparafinizasyon islemi gerceklestirildi.

3.5. immiinohistokimyasal Boyama

Retrospektif olarak patoloji arsivinden segilen MCL olgularinin uygun parafin
bloklarindan mikrotom ile 4 mikron kaliniginda kesitler alindi. Etiivde 60°C’de
wsitilarak ve daha sonra ksilol soliisyonlar: ile deparafinize edildi. immiinperoksidaz
yontemi ile immiinohistokimyasal boyama, DAB yontemi ile renklendirme LEICA
BOND-MAX otomatik boyama cihazi ile yapildi. Primer antikorlar olarak ROCK1
(Rabbit monoclonal, EP786Y, ab45171, Abcam, Cambridge, 1ngiltere), ROCK?2 (Rabbit
polyclonal, ab71598, Abcam, Cambridge, 1ngiltere), pS3 (Neo markers, Sino
Biological, Cin), p63 (Cell marque, Ventana, California, ABD) ve Ki-67 (Neo markers,
Sino Biological, Cin) kullanildi. Kontrol grubunun preperatlari da ROCK1 ve ROCK2
icin ayn1 yontemlerle boyandi.
Immiinohistokimyasal boyama asagidaki protokole gére yapildi:
1- Ik olarak adezivli lamlara alinan dokulardaki antijenite daha belirgin hale getirildi.
Bunun icin konsantre ‘Citrat buffer 9003’ soliisyonunu 1/10 oraminda distile su ile
sulandirildi. Kontrol ve calisma lamlar1 hazirlanan bu soliisyonun icerisine konularak
mikrodalga firinda 5’er dakikalik periyotlarla toplam 20 dakika yiiksek 1siya tabi
tutuldu. Periyotlar arasinda soliisyonun eksilmemesine 6zen gosterildi.
2- Bundan sonra tatbik edilecek maddeleri (6zellikle primer antikorlari) dokularin
izerinde dagitmadan tutmak amaci ile dokularin etrafi antikor kalemi ile isaretlendi. Bu
arada oda 1s1s1 22°C olacak sekilde ayarlandi.
3- Daha sonra lamlar boyama isleminin yapilacagi plastik kaplar iizerine dizilerek
tizerine pH 7,2 olan fosfat tamponu (PBS) damlatild1 ve 5 dakika bekletildi.
4- PBS uzaklastirlarak 5 dakika pepsin ile muamele edilip, bu siire bitiminde tekrar
PBS ile yikanda.
5- Pepsin tatbik edildikten sonra dokular {izerine primer antikorlar damlatilip 30 dakika

bekletildi. Bu siire sonunda da dokular yine PBS ile yikandi.
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6- Bu asamada preparatlara LSAB-2 HRP sistemi uygulandi. ilk olarak ‘large volume
biotinylated goat anti-polyvalen’ 10 dakika uygulandi ve bu siire sonunda tekrar PBS ile
yikandi. Daha sonra ‘large volume streptavidin peroxidase’ yine 10 dakika uygulanarak
preparatlar PBS ile yikandi.

7- Bu asamada ise 1 ml ‘Dab subsrate’ igerisine 2 damla ‘Dab chromogen’ olacak
sekilde hazirlanan kromojen 20 dakika siire ile uygulandi. Bu asamadan sonra
preparatlar cesme suyunda yikandi.

8- Preparatlar yaklasik 60 sn hematoksilen ile boyandiktan sonra tekrar ¢cesme suyunda
yikandi. Normal histokimyada oldugu gibi alkol ve ksilen serilerinden gecirilerek

entellan ile kapatild:.

3.6. Histopatolojik Skorlama

Isik mikroskobisi ile incelenerek yaygin saha boyamast olan preparatlar
degerlendirmeye alinip skorlamada tiimor hiicrelerindeki boyanma oranina gore
ROCKI1, ROCK?2, p63 ve p53 icin boyanma olmayan (0), hafif boyanma (1), orta
boyanma (2), kuvvetli boyanma (3) olarak degerlendirildi. Her 6rnek i¢in, randomize
secilen x40’lik objektifte 1000 hiicre sayildi, Ki-67 ile pozitif boyanan hiicreler total
hiicre, tiimor hiicre sayisina boliinerek (1000 hiicre), her olgu icin Ki-67 proliferatif

indeksi hesapland1 ve sonuclar % olarak ifade edildi.

3.7. DNA izolasyonu

Parafin bloklardan DNA izolasyonu Qiamp DNA FFPE tissue kit (kat.no. 56404)
kullanilarak DNA eldesi yapildi. Elde edilen DNA UV spektrofotometre (Epoch
Biotek, ABD) ile olciilerek caligmaya hazirlandi.

3.8. PCR ile Gen Polimorfizmin Arastirilmasi
Calismada ROCKI1 ve ROCK2 enzimini kodlayan gen bdlgesindeki cesitli tek

niikleotid degisimi arastirildi.
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Projede arastirilan ROCK1 geni ile ilgili tek niikleotid polimorfizmlerinin referans
SNP numaralar1 sunlardir: rs111874856, rs112108028, rs35996865, rs1045144 ve
rs112130712.

Projede arastirilan ROCK?2 geni ile ilgili tek niikleotid polimorfizmlerinin referans
SNP numaralar1 sunlardir: rs2290156, rs965665, rs10178332, rs2230774 (Thr431Asn),
rs2230774 (Thr431Ser), rs6755196 ve rs726843.

Her SNP bolgesi icin tagman primer prop tasarimi yapildi. Elde edilen DNA’lardan
Biomark HD (Fluidigm, ABD) cihazi ile floresan PCR yontemi kullanilarak erime
egrisi analizi yapildi. Yine bu cihazda her bir SNP i¢in genotipleme yapildi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma (S.D.) veya yiizde olarak ifade edildi. Caligmada
elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin SPSS (SPSS Inc.,
versiyon 17.0, Chicago, IL, ABD) ve GraphPad Instat versiyon 3.05 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, ABD) programlart kullanildi. Iki grup ortalamalarimn
karsilagtirilmasinda eslesmemis Student t-testi, yiizdelerin karsilagtirilmasinda Ki-kare
testi uygulandi. Ikiden fazla grup ortalamalarinin karsilagtirilmasinda ANOVA ve
sonrasinda Student-Newman-Keuls testi kullanildi. Ikiden fazla gruplarin skor
karsilagtirmasi icin Kruskal-Wallis testi uygulandi. Genotip dagilimi ve allel sikliklar
gruplar arasinda Ki-kare testi (Yate’s diizeltmesi ile) veya Fisher’in kesin Ki-kare testi
kullanilarak karsilastirildi. Korelasyonlar, Pearson korelasyon testi ile degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal olarak ekspresyonlarmmin kontrol grubuna gore karsilastirilmasi
Mann-Whitney U testi ile yapildi. Tiim istatistik testlerde P degeri iki yonliiydi ve
0.05'den az olan P degerleri anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Hastalarin ve Kontrol Grubunun Klinik Ozellikleri

Hastalarin ve kontrol grubunun klinik 6zellikleri Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Calisma popiilasyonunun klinik 6zellikleri

Hasta Kontrol P
(n=60) (n=60)
Yas (y1l)* 61.9£10.9 58.6+10.4 0.0910
Cinsiyet
Erkek (n, %) 42 (70,0) 37(61,7)
Kadin (n, %) 18 (30,0) 23 (38.,3) 0.4413

*Veriler: ortalama + S.D.

MCL hastalarinin yas ortalamasi 61.9+10.9 yil, kontrol grubunun yas ortalamasi
58.6+£10.4 yildi. Hasta ve kontrol grubunun yas ortalamas1 arasinda istatistiksel agidan

anlaml bir fark yoktu.

MCL hastalarinin %70’1 erkek, % 30’u kadin; kontrol grubunun % 61,7’si erkek,
%38,3’1i kadin olup, hasta grubu ile kontrol grubu arasinda cinsiyet dagilimi agisindan

istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktu.



MCL hastalarinin demografik 6zellikleri Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. MCL hastalarinin demografik 6zellikleri
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Doku Ornegi n (%) Evre’ n (%) Kemoterapi n (%)

Protokolii

LAP 30(50) | LI 4 (6,6) R-CHOP 26 (68.4)

Ag1z mukozasi 1(1,6) I-1v 56 (93,4) R-HIPERCVAD 6 (15,7)

Kemik 1li gi 13 (21,6) R-CVP 3(7,89)

Mide 6 (10) R-CEOP 2(5,26)

Tonsil 4 (6,6) R-FCM 1(2,63)

Orbital kitle 1(1,6) Toplam 38 (63,3)

Rektum 2(3,3)

Nazofarenks 3(5)

Ortalama Sagkalim Ay | Tedaviye Yamt n Ortalama Kiir Sayisi n

Kadin 22,8 | CR 15 R-CHOP 5.5

Erkek 2L7 | PR 7 | R-HIPERCVAD 3,2

Total 22,1 | REFR 12 R-CVP 53

RLPS 20| RCEOP 35

R-FCM 1

CR: Tam remisyon, PR: Parsiyel Yanit. REFR: Refrakter. RLPS: Relaps LAP: Lenfadenopati

R-CHOP: Rituximab, cyclophosphamide, hydroxydaunorubicin (doxorubicin/adriamycin), oncovin
(vincristine), prednisone

R-CVP: Rituximab, cyclophosphamide, vincristine, and prednisone

R-HIPERCVAD: Rituximab, cyclophosphamide, vincristine, adriamycin (doxorubicin), dexamethasone,

alternating with methotrexate and cytarabine

R-FCM: Rituximab, fludarabine, cyclophosphamide, methotrexate

* Evreleme Ann Arbor evreleme sistemine gore yapildi.
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Immiinohistokimyasal Boyanma

Immunohistokimyasal olarak hastalarin ve kontrol grubunun doku 6rnekleri
ROCKI1, ROCK2, p53, p63, Ki-67 antikorlar1 ile boyand1 ve incelendi (Resim 1-4).
Hasta ve kontrol grubunun sonuclari karsilastirildi. Ayrica hastalarin sonuglari

prognostik faktorleri ile de karsilastirildi.

(A) Kontrol grubu lenf nodiilii ROCKI ile
boyanmasi (skoru 0-1).

(C) Kontrol grubu lenf nodiili ROCK2 ile
boyanmasi (skoru 0-1). boyanmasi (skoru 3).

Resim 1. MCL ve kontrol grubunun ROCKI1 ve ROCK2 antikorlari ile

immunohistokimyasal boyanmasi (Biiyiitme: x200).

ROCK1 ve ROCK2 immunohistokimyasal boyanmasi hasta grubunda belirgin olarak
fazlaydi (Resim 1).
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Hasta ve kontrol grubunda ROCK1 ve ROCK2’nin immunohistokimyasal skoru Sekil
1’de karsilagtirdmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasta grubunda hem
ROCKI1 (P=0.0009) hem de ROCK2 skorlar1 (P<0.0001) anlamli olarak artmusti.
Kontrol gruplar1 arasinda skor agisindan her iki grupta fark yoktu (P=0.1743). Fakat,
hasta grubunda ROCK?2 skoru ROCK1’e gore anlamli olarak artmist1 (P<0.0001).

35 1 O Kontrol B Mantle Cell Lenfoma

3,0 - N
25 -

2,0 1

1,5 -

1,0

immunohistokimya skoru

0,5 A

0,0 T
ROCK1 ROCK2

Sekil 1. MCL hasta ve kontrol grubundaki ROCK1 ve ROCK2 immunohistakimya

skorlari.



(C) MCL hastasinin lenf nodu Ki-67 boyanmasi
(%70’1ik boyanma).
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(D) Kontrol grubu lenf nodiilii Ki-67 boyanmasi
(%1’lik boyanma).

Resim 2. MCL ve kontrol grubunun Ki-67 ile immunohistokimyasal boyanmasi

(Biiyiitme: x200).

Kontrol grubunda Ki-67 ile boyanma belirgin degilken, hasta grubunda %1 ile %90

arasinda degisen oranlarda boyanmalar saptandi (Resim 2).
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasta grubunda p53 boyanma skoru artmisti
(Resim 3).

i

: ’ o — R
(A) Kontrol grubu lenf nodiilii p53 boyanmasi (B) MCL hastasinin lenf nodiilii biyopsisi p53 ile
(skor: 0) boyanmasi (skoru 3).

Resim 3. MCL ve kontrol grubunun p53 ile immunohistokimyasal boyanmasi
(Biiyiitme: x200).
Hasta oOrneklerinde p63 ile sadece bir vakada niikleer boyanma goriildii, reaktif

lenfadenopatilerde ise p63 ile hicbir 6rnekte boyanma yoktu (Resim 4).

(A) Kontrol grubu lenf nodiili p63 boymas

(B) MCL hastasinin lenf nodiilii p63 ile boyanmasi
(negatif) (pozitif, ok isaretleriyle gosterilmistir).

Resim 4. MCL ve kontrol grubunun p63 ile immunohistokimyasal boyanmasi

(Biiyiitme: x200).
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Tablo 4. MCL hastalarida prognostik faktorlerin korelasyon analizi ile karsilastiriimasi

(istatistiksel olarak anlaml1 olanlar).

Prognostik faktorler Korelasyon Katsayis1  Belirtme Katsayisi P degeri

(Correlation (Coefficent of

coefficient) determination)

() (%)
Yas <> Sagkalim -0.421 0.177 0.001
Yas < ROCK1 0.260 0,067 0.044
Yas <> MIPI skoru 0.667 0,444 <0.0001
Yas < Transplantasyon -0.471 0,221 <0.0001
Toplam sag kalim siiresi <> Kiir sayis1 0.463 0,214 0.008
CD20 < CD79a 0.443 0,196 <0.0001
CD79a < Trombosit sayis1 -0.282 0,079 0.045
LDH < MIPI skoru 0.601 0,361 <0.0001
LDH < Sagkalim -0.294 0,086 0.041
LDH « p53 0.305 0,093 0.033
LDH « Ki67 0.375 0,140 0.008
MIPI skoru <> Transplantasyon -0.390 0,152 0.006
MIPI skoru <> Sagkalim -0.426 0,181 0.002
MIPI skoru < p53 0.357 0,127 0.012
MIPI skoru < Ki67 0.289 0,083 0.044
Kiir sayis1 <+ ROCK1 -0.394 0,155 0.026
Kiir sayis1 <+ ROCK2 -0.456 0,207 0.009
Transplantasyon <> Sagkalim 0.363 0,131 0.004
p53 < Ki67 0.522 0,272 <0.0001
ROCKI1 < ROCK2 0.559 0,312 <0.0001

Yas ile transplantasyon ve sagkalim, MIPI skoru ile sagkalim ve transplantasyon,
kemoterapi kiir sayist ile ROCK1 ve ROCK2, LDH ile sagkalim arasinda istatistiksel
olarak anlamli negatif korelasyon vardi. Yas ile ROCK1 ve MIPI skoru, toplam sag
kalim siiresi ile kemoterapi kiir sayisi, CD20 ile CD79a, LDH ile MIPI skoru, p53 ve
Ki-67, transplantasyon ile sagkalim, p53 ile Ki-67, ROCKI ile ROCK2 arasinda

istatistiksel olarak anlamli pozitif ~ korelasyon vard1 (Tablo 4).
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MCL hastalarinda, cinsiyet, toplam sag kalim siiresi, biyopsi yeri, evre, CD20, CD79a,
LDH, MIPI skoru, transplantasyon, sagkalim, p53, Ki-67 ile ROCK1 ve ROCK2
arasinda, ayrica yas ile ROCK2 arasindaki korelasyonlar incelendi ve istatistiksel olarak

anlaml1 bir iliski bulunmadi (Tablo 5).

Tablo. 5: MCL hastalarinda prognostik faktorlerle Rho-kinaz arasindaki korelasyonlar
(istatistiksel olarak anlamsiz olanlar).

Prognostik faktorler Korelasyon Katsayis1i  Belirtme Katsayisi P degeri

(Correlation (Coefficent of

coefficient) determination)

(r) (r?)
Cinsiyet <> ROCK1 0,038 0,001 0,776
Cinsiyet <> ROCK?2 -0,148 0,021 0,258
Yas < ROCK2 0,121 0,014 0,357
Toplam sag kalim siiresi <> ROCK1 -0,176 0,030 0,180
Toplam sag kalim siiresi <> ROCK2 -0,197 0,038 0,131
Biyopsi yeri «<» ROCK1 0,044 0,001 0,741
Biyopsi yeri «» ROCK2 0,122 0,014 0,359
Evre < ROCK1 -0,142 0,020 0,314
Evre <> ROCK2 -0,029 0,000 0,840
CD20 < ROCK1 0,203 0,041 0,120
CD20 <> ROCK2 -0,008 0,000 0,950
CD79a < ROCK1 0,155 0,024 0,236
CD79a < ROCK?2 0,005 0,000 0,971
LDH < ROCKI1 -0,085 0,007 0,560
LDH < ROCK2 -0,032 0,001 0,827
MIPI skoru «» ROCK1 0,168 0,028 0,248
MIPI skoru «» ROCK2 0,125 0,015 0,391
Transplantasyon <> ROCK1 -0,098 0,009 0,455
Transplantasyon <> ROCK2 0,162 0,026 0,216
Survival <> ROCK1 0,047 0,002 0,722
Survival <> ROCK2 -0,027 0,000 0,837
p53 < ROCK1 0,047 0,002 0,723
p53 < ROCK2 0,098 0,009 0,457
Ki67 < ROCK1 0,057 0,003 0,665

Ki67 < ROCK2 0,179 0,032 0,172
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MCL hastalarinda ROCK?2 ekspresyonu ROCK1 ve p53’e gore anlamli artmistir (Tablo
6).

Tablo 6. MCL hastalarinda ROCK1, ROCK2, P53’iin immiinohistokimyasal boyanma

ozellikleri.
Immiinohistokimyasal | ROCK1 ROCK2 p53
Skor

n (%) n (%) n (%)

0 8 (13,3) 0 (0) 35 (58,3)
1 18 (30) 4 (6,6) 13 (21,6)
2 15 (25) 17 (28,3) 7 (11,6)
3 19 (31,6) 39 (65) 5(8,3)

ROCKI-ROCK2: P<0.0001, ROCK1-p53: P<0.0001, ROCK2-p53: P<0.0001

Immiinohiskimyasal olarak ROCK2’de ROCK1 ve p53’e gore daha kuvvetli boyanma
goriilmiistiir (Sekil 2).

B ROC
K2

p53
ROCK2

Skor

Sekil 2. MCL hastalarinda ROCK1, ROCK?2, P53’iin immiinohistokimyasal boyanma
oranlari.
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Ki-67 proliferasyon indeksi gruplara ayrilip, yas ortalamasi, ortalama LDH, ROCK1 ve

ROCK?2 ile iligkisine bakildiginda ikinci grupla tiglincii grup arasinda ortalama LDH

diizeyleri arasinda anlaml fark goriilmiistiir (Tablo 7).

Tablo 7. MCL hastalarinda Ki-67 nin siiflandirilmasi, prognostik faktorler ve toplam
sagkalimla iligkisi

Ki-67 |Hasta Yas Ortalama Ortalama | ROCK1 | ROCK2
sayisl Ortalamasi | LDH (U/L) |Sag kalim |skoru |skoru
(%) (i) (Ay)
n (%)
Grup I <30 38 63,3£10,4 | 346,4+206,5 | 19,4+194 | 1,7+1,1 | 2,5+0,6
(63,3)
Grup I | 31-60 | 11 57,249,9 264,6+62,0 29,8+17,8 | 1,6+1,0 | 2,6+0,7
(18,3)
GrupIIl | >61 |11 62,00+13,2 | 688,6+381,2* | 23,5+17,3 | 1,8+1,0 | 2,8+0,4
(18,3)

*P<0.001 Grup I ve Grup II ile karsilagtirildiginda

Yas Ortalamast: P=0.2693, Ortalama LDH: P=0.0002, Ortalama Sag kalim: P=0.2684

ROCK1 skoru: P=0.9128, ROCK2 skoru: P=0.3943

Otolog kemik iligi transplantasyonu olan hastalarla olmayanlar karsilastirildiginda yas
ortalamasi arasinda anlamli fark varken ortalama sag kalim acgisindan anlamli fark
goriilmemistir (Tablo 8).

Tablo 8. Otolog kemik iligi transplantasyonu ile toplam sag kalim arasindaki iliski

n (%) Yas ortalamasi1 | Toplam sag kalim
(Ay) (Ay)
OKIT 7(11,6) |47,949,5 29,6£17,7
Nakil 53 (88,3) | 63,8+9,8* 21,1£19,0
Olmayanlar

OKIT: Otolog kemik iligi transplantasyonu

Yas ortalamasi: P=0.0001, Toplam sag kalim: P=0.2684
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Tedavi yaniti CR ve PR olan hastalarla refrakter olan hastalar karsilastirildiginda yas
ortalamasi, MIPI skoru, ROCK1 ve ROCK?2 ekspresyonu, ortalama sag kalim siireleri
arasinda anlaml bir fark goriilmemistir, ancak refrakter olan grupta Ki-67 oran1 CR ve

PR’da olan gruba gore anlamli olarak artmist1 (Tablo 9).

Tablo 9. Tedaviye yanitin MIPI skoru, ROCK1 ve ROCK2 protein ekspresyonu ile

iligkisi
n Yas MIPI ROCK1 |ROCK?2 |Ki-67 (%) | Toplam
Ortalamasi |skoru skoru skoru sagkalim
(Y1) siiresi (ay)
CR+PR | 22 60.1+12.8 | 6.0+£0.7 | 1.4+1.0 | 2.440.7 | 22.4+26.4 | 26.4%18.1
REFR 12 64.7+£8.6 | 6.5£09 | 2.0£1.3 | 2.8404 | 44.8+35.7 | 21.8+14.8
P degeri 0.2787 0.1669 | 0.1198 | 0.0881 | 0.0445 0.4646

CR: Tam remisyon, PR: Parsiyel Yanit. REFR: Refrakter.

ROCKI1 ve ROCK2 Gen Polimorfizmleri

ROCKI geni rs111874856, rs112108028, 1rs35996865, rs1045144 ve rs112130712
polimorfizmleri analizinde hasta ve kontrol gruplarinda herhangi bir polimorfizm

saptanmamuistir, dolayisiyla sonuclar sunulmamastir.

MCL ve kontrol grubunda ROCK2 geni rs2290156, rs965665, rs10178332, rs2230774
(Thr431Asn), 1rs2230774 (Thrd431Ser), rs6755196, rs726843 polimorfizmleri genotip
dagilim1 ve allel sikliklar1 Tablo 10’da gosterilmistir. MCL hastalar1 ve kontrol grubunda

goriilen polimorfizmler arasinda anlaml bir iligki saptanmamustir.
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Tablo 10. Hasta ve kontrol grubunda ROCK?2 gen polimorfizmlerine ait genotip ve allel

dagilima.

Gen Genotip/ Kontrol n* Mantle Cell n* P

SNP Allel Lenfoma

ROCK?2 GG/GC/CC  29/25/2 56 28/22/4 54 0.6572
rs2290156 G/C 83/29 78/30 0.8703
ROCK?2 CC/ICG/GG  41/5/5 51 36/9/1 46  0.1432
rs965665 C/G 87/15 81/11 0.6746
ROCK?2 TT/TG/GG  45/8/3 56 44/9/0 53 0.2243
rs10178332 T/G 98/14 97/9 0.3829
ROCK?2 TT/TG/GG  15/30/10 55 14/28/12 54 0.8710
152230774 (Thr431Asn) T/G 60/50 56/52 0.7927
ROCK?2 GG/GC/CC  40/16/0 56 39/15/0 54 1.0000
152230774 (Thr431Ser) G/C 96/16 93/15 1.0000
ROCK?2 CC/CT/TT  34/17/3 54 36/16/0 52 0.2175
rs6755196 C/T 86/23 88/16 0.2940
ROCK?2 TT/TC/CC  16/28/12 56 13/26/15 54 07112
15726843 T/C 60/52 52/56 0.5032

*BioMark HD dinamik array sisteminde kayip verilerden dolay1 n sayisi farklilik gostermis, toplam hasta

say1st olan 60’a ¢itkamamustir.



5. TARTISMA

MCL’nin altta yatan biyoloji ve patogenezine yonelik giderek artan bilgiler, molekiiler
hedefli tedavi yaklasimlarinin temelini olusturmaktadir (38). Ancak, MCL’nin molekiiler
patogenesisinin anlagilmasindaki ilerlemelere ragmen, hala tedavide yetersiz kalinmaktadir
(68). Bu nedenle hedefe yonelik tedavi yontemleri olusturabilmek icin MCL’nin
patogenezi arastirilmaya devam edilmekte ve yapilan calismalar, hiicre siklus fazinin
bozulmas1 sonucu olusan MCL’nin tedavisinde hiicre i¢i yolaklarin 6nemli hedefler
olusturabilecegini gostermektedir (1). Ornegin; MCL patogenezinde sorumlu tutulan
molekiillerden biri NFxB ve bu molekiiliin aktivasyon ya da inaktivasyonunda rol oynayan
ubikitin-proteazom yoludur. Ubikitin proteazom yolu, intraselliiler protein dengesi igin
gereklidir ve malign hastaliklarin tedavisi icin gegerli bir hedefi temsil eder. Ubikitin
proteazom yolunda etkili olan bortezomib adli proteazom inhibit6riiniin relaps ya da
refrakter MCL’de kullanilmast ile %45 objektif yanit elde edilmistir. MCL’de diger bir
hedef CD20 yiizey antijenidir ve bu antijene karst gelistirilmis antiCD20 antikorlar1
tedavide kullanilmaktadir. Simdiye kadar, en c¢ok bortezomib, Ilenalidomid ve

temsirolimusla ilgili veriler sunulmustur (38).

Son yapilan calismalarda SOX-11 adh bir néral transkripsiyon faktoriiniin hem siklin
D1 negatif hem de siklin D1 pozitif MCL’da yeni bir marker oldugu ve SOX-11
ekspresyonunun kotii prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (33, 69,70). SOX-11 de tedavi

hedefleri arasinda yerini alacak 6nemli adaylardan biri olabilir.

Kanser patogenezi ve metastazinda Onemli rolleri olan bir bagka hiicre siklus
diizenleyicileri de Rho GTPaz’lar ve Rho-kinaz (ROCK1 ve ROCK?2) enzimidir (42,71).
Giiniimiizden yaklasik 20 y1l once kesfedilen Rho kinazlarla ilgili, 6zellikle kanserler basta
olmak iizere bir¢ok hastaligin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilabilmesi icin oldukca
fazla ¢aligma yapilmistir ve yapilan calismalarda Rho GTPaz’larin timor olusumu,
invazyon ve metastazla ilgili oldugu gosterilmistir. Iki ROCK izoformunun artmis protein

ekspresyonlar1 kanserin farkl tipleriyle iliskili bulunmustur (71).
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Hiicre siklus faz1 diizenleyicilerinden Rho GTPaz’lar, hiicre siklus bozuklugu seklinde
tanimlanan kanser olusumuna nasil katkida bulunur? Her iki ROCK genindeki somatik
mutasyonlarin bazilar1 onlarin aktif formunu kodlar. Aktif formu kodlayan mutasyonlar,
kanser hiicre kiiltiirlerindeki insan kanser genomlarinda ve primer insan tiimdrlerinde tespit
edilmigtir. ROCK1 geninde ii¢ mutasyon tespit edilmistir. Bunlardan ikisi insan meme
kanserlerinde, biri de kiiciik hiireli dig1 akciger kanser hiicre serilerinde analiz edilmistir.
Bu mutasyonlarin ii¢ii de otoinhibisyon yoklugu sonucu artmis kinaz aktivasyonuna sebep
olurlar. Primer mide kanseri ve malign melanom hiicre kiiltiirlerinde ROCK2’de de
mutasyonlar analiz edilmistir. Bu mutasyonlar benzer konumlarda ROCK1’de tespit edilen
mutasyonlarla esdegerdir (72). ROCK’larin artmig protein diizeyleri cesitli insan
kanserlerinde tanimlanmistir, fakat protein ekspresyon artisinin ROCK’m total

aktivitesindeki bir artigla korele olmayabilecegi unutulmamalidir (73).

Calismamizda Ki-67, p63 ve p53 ile elde ettigimiz sonuglar1 ve hasta
karakteristiklerini literatiir bilgileriyle karsilagtirdik. Bu bulgular MCL hastalarinin
literatiirde belirtilen 6zellikleriyle paralellik gdstermektedir (74-76).

European MCL Network calisma grubu tarafindan yapilan cok merkezli bir ¢calismada
351 MCL hastast (ii¢ prospektif ve 1972-1994 yillar1 arasinda bes retrospektif ¢alisma),
histopatolojik, hiicre proliferasyon indeksleri ve klinik sonlanim agisindan incelenmistir.
Bu calismanin sonuclar1 genis hasta sayis1 nedeniyle giivenilir kabul edilmis ve Ki-67
proliferasyon indeksinin MCL’nin prognozunu belirlemedeki 6nemi vurgulanmistir. Ki-67
proliferasyon indeksi ile yasam siiresi arasindaki iliski; Ki-67 oramt %10’dan kii¢iik olan
grupta ortanca yasam 42 ay, %11-40 arasinda olan grupta 30 ay, %40’tan biiyiik grupta ise
15 ay olarak bulunmustur (74). Determann ve arkadaslarinin (77) yaptigi calismada ise Ki-
67°nin %10 iizerindeki degerlerinin kotii prognozla iligili oldugu gosterilmistir. NCCN
2013 Non-Hodgkin lenfoma rehberinde ise %30 iizerindeki Ki-67 degerinin kotii pronozla
iligkili oldugu belirtilmistir (19).

Bizim calismamizda ise Ki-67 proliferasyon indeksini < %30, 31-60 ve >61 olarak ii¢
gruba ayirdik ve ortalama sagkalimla iligkisini degerlendirdik. < %30 altinda olan grupta
ortalama sagkalim yaklasik 20 ay, 31-60 olan grupta 30 ay ve >61 olan grupta ise 24 ay
olarak hesapladik (Tablo 7). Ikinci ve iigiincii grup arasinda ortalama yasam siireleri

arasinda 6 ay fark vard, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte literatiir bilgileriyle
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uyumluydu. Ancak, ilk grubun souglar1 literatiirle uyumlu degildi; bu sonucu birinci
grubun yas ortalamasinin ikinci gruptan daha fazla olmasi ve saglikli bir sonug elde
edebilmek icin yeterli hasta sayisinin olmamasiyla agiklayabiliriz. Tedaviye yanit ve Ki-67
oranlar1 karsilastirildiginda refrakter grubun Ki-67 oranlarmin daha yiiksek oldugunu
gordiik, bu sonu¢ Ki-67 proliferasyon indeksinin kotii prognozla iliskisini bir kez daha

vurgulamaktadir.

Greiner ve arkadaslar1 (78) 32 MCL vakasinda yaptiklar1 bir calismada p53’iin varyant

MCL formlarinda mutant ve kotii prognozun bir prediktorii oldugunu rapor etmislerdir.

Bagka bir caligmada p53 overekspresyonu gorillen MCL vakalarinin ortalama
sagkalim siireleri 12 ay iken p53 overekspresyonu goriilmeyenlerde ise 63 ay oldugu

bildirilmistir (79).

Bizim caligmamizda p53 ile, 35 (%58) hasta orneginde hi¢ boyanma goriilmedi, 13
(%21,6) vakada hafif boyanma, 7 (%11,6) vakada orta ve 5 (%8,3) vakada kuvvetli
boyanma goriildii. Prognostik faktorlerle iliskisini inceledigimizde, p53°le MIPI skoru,
LDH ve Ki-67 arasinda anlaml1 pozitif korelasyon tespit ettik.

p63’lin malign lenfomalardaki rolii ile ilgili Park ve Oh’nin (80) yaptiklar1 calismada
toplam 126 malign lenfoma vakasi p63 ve p53 i¢in immunhistokimyasal boyama yapilarak
incelenmigstir. Tiim lenfoma vakalarimin 38’inde (%30,2) p63 ekspresyonu goriilmiistiir.
Bunlardan, 61 diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma (DBBL) vakalarinin 32’sinde (%52.5), 8
prekiirsor T-lenfoblastik lenfoma (T-LBL) vakalarinin 1’inde (%12,5), 14 follikiiler
lenfoma (FL) vakalarimin 4’iinde (%28,6), 6 T/NK hiicreli lenfoma vakalarinin 1’inde
(%16,7) p63 ekspresyonu goriilmiistiir. p63 pozitif olan 32 DBBHL’ min 15’inde ve 1 T-
LBL’nin 1’inde kuvvetli p63 ekspresyonu goriilmiistiir. 3 MCL, 22 periferal T-hiicreli
lenfoma (PTCL), 2 marjinal zon B-hiicreli lenfoma (MZBCL), 1 plazmasitoma ve 5
Hodkin’s lenfoma (HL) vakalarinin hi¢cbirinde p63 ekspresyonu goriilmemistir. p63 pozitif
olan 38 vakanmin 4’4 kuvvetli olmak iizere 18’inde p53’le birlikte p63 koekspresyonu
goriilmiis ve bu koekspresyon gosteren lenfomalarin tiimiiniin DBBHL vakalar1 oldugu
tespit edilmistir. P63 asir1 ekspresyonu (%30’un iizerinde) gorillen DBBHL’da kotii
sagkalimla ilgili anlamli iligki gosterilmistir. Bununla birlikte cok degiskenli analizlerde

p63 ekspresyonu ile IPI skoru arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamastir.
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Ayn1 calismada kontrol grubu olarak 10 reaktif hiperplasi gosteren tonsil dokusunda p53
ve p63 ekspresyonu goriilmemistir (80).

Biz de calismamizda bu ¢alisma ile benzer sonuglar elde ettik. 60 reaktif lenfoid
hiperplazilerin higbirinde p63 ekspresyonu goriilmedi. 60 MCL hastasinin sadece 1’inde
p63 ile boyanma goriildii. Bu hastanin toplam sagkalim siiresi 10 giin, Ki-67 proliferasyon
indeksi %90’d1 ve p53, ROCK1, ROCK2 ile kuvvetli immunohistokiyasal boyanma vardi.
1 hastada goriilen p63 ekspresyonu anlamli kabul edilemez, ancak yine de “p63
ekspresyonu cok agresif lenfoma ile iligkili midir?” sorusuna daha fazla vaka sayisiyla

yapilacak bir ¢caligma yanit verebilir.

Mantle cell lenfomada Rho kinazlarin prognoza iligkisini arastiran bir literatiir bilgisi
olmadigr i¢in ROCK1 ve ROCK?2 ile MCL arasinda tespit ettigimiz sonuclar1 literatiirle
karsilagtiramadik. Ancak diger kanser tiirleriyle Rho kinazlarin iligkisini arastiran
calismalarla bizim bulgularimizi karsilastirdigimizda benzer sonuclar elde ettigimizi

gordiik.

Lane ve arkadaslar1 (73) yaptiklari ¢alismada her iki ROCK’mn protein diizeylerini
insan meme kanserlerinde yliksek bulmuslar ve yiiksek ROCK1 ekspresyonunun artmis
timor derecesi yanisira kotli sagkalimla iliskili oldugu rapor etmislerdir. Liu ve
arkadaslarinin (81) calismasinda ise, osteosarkomada ROCKT1 proteininin ekspresyonunun

yiiksek diizeyleri kotii genel sagkalimla iligkili bulunmustur.

Bagka bir c¢alismada ROCK2 proteininin artmis ekspresyonunun, hepatoselliiler
kanserlerde daha agresif davranigla iliskili oldugu goriilmiistiir (82). Artmig ROCK2
protein ekspresyonu kolon ve mesane kanserlerinde de rapor edilmis ve mesane kanserli

hastalarda kisa hastaliksiz sagkalimla iligkili bulunmustur (83,84).

Bizim caligmamizda da, MCL’l1 hasta 6rnekleriyle kontrol grubu karsilastirildiginda
hem ROCKI1 hem de ROCK2 protein ekspresyonlarinin artmis oldugu ve ROCK2’deki
artisin daha fazla oldugu goriildii. Ancak MCL’nin kotii prognostik faktorlerinden, LDH,
Ki-67, p53 ile ROCK1 ve ROCK2 arasinda bir korelasyon tespit edilmezken, yas ile
ROCKI1 arasinda anlaml pozitif korelasyon saptandi (Tablo 4-5).
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Gen mutasyonlar1 kanser olusumunun merkezinde yer alir. Rho kinazlardaki
mutasyonlar ve kanser arsindaki iliski yapilmis calismalarla gosterilmistir (72). Yasla
birlikte bir ¢ok hastalikta oldugu gibi kanser riski de artmistir. Bunun sebebi yaglanmayla
birlikte artan gen mutasyonlaridir. Somatik hiicreler siirekli DNA hasarina neden
olabilecek ¢esitli kaynaklara maruz kalmakta ( UV radiasyon, reaktif oksijen radikalleri,
kimyasallar vb) ve bu maruziyet yasla birlikte artmaktadir. Bu durum gen mutasyonlar1 ve
kanser olusum riskini artirmaktadir (85). MCL, ileri yasta, erkeklerde daha fazla
goriilmektedir ve erkekler yasamlar siiresince cevresel mutajenlere daha fazla maruz
kalmaktadirlar. Caligmamizda elde ettigimiz yasla pozitif korelasyon gosteren ROCKI1
ekspresyon artiglarin1 bu mekanizmayla aciklayabiliriz. Ancak ROCK1 ve ROCK2 protein
artiginin sebebi artmis gen ekspresyonu mudur ve eksprese olan rho kinazlar mutant midir?
Bu sorular yeterli vaka sayisi ile yapilacak iyi planlanmis caligmalarla yanit bulabilir.

Rho kinaz gen polimorfizmlerinin kanserle iliskisini arastiran ¢aligmalarda ise ROCK1
ve/veya ROCK?2 tek niikleotid polimorfizmlerinin kanser gelismesi ve metastazla ilgili
oldugu gosterilmistir (57, 86, 87).

Biz calismamizda ROCKI1 ve ROCK?2 genlerinde anlamli sayida bir polimorfizm
tespit edemedik. Hasta sayisinin az olmasi1 ve dokularin eski olmasi nedeniyle polimorfizm

saptanmamuig olabilir.

Burada 6zetlenen ¢alismalar ve benzer bircok calismada gosterilen Rho GTPaz’larla
insan kanserlerinin iliskisi, hedefe yOnelik kanser tedavisinde Rho/Rho-kinaz yolu

inhibitorlerinin aragtirilmasini ve kullanilmasint giindeme getirmistir.

Giiniimiizde ROCK inhibitorleri insan kanserlerinin tedavisi i¢in klinik ¢aligmalarda
ya da kullammda degildir, fakat birkagc ROCK inhibitorii ile yapilan ¢alismalar, hem insan
kanser hiicre kiiltiirlerinde hem de hayvan kanser modellerinde kanser gelismesi ve
progresyonunda ROCK sinyalizasyonunun onemli katkisin1 desteklemistir. Fasudil, Wt-
536, Y-27632 ve RKI-1447 gibi ROCK inhibitorleri ile hepatoselliiller ve akciger
karsinomalari, myeloma ve farelerde meme kanserlerinde tiimdr progresyonunun

baskilandig1 gosterilmistir (72).

Yang ve arkadaslarmin (88) yaptiklar1 calismada bir Rho kinaz inhibitorii olan
fasudilin kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanser hiicrelerinde hem biiylimeyi hem de metastazi

azalttigin1 gostermislerdir. Nakajima ve arkadaglarinin (89) yaptiklar1 in vitro calismada ise
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hiicre kiiltiirlerinde kanser hiicrelerinin motilitesi ve invazyonunun W{-536 ve Y-27632
tarafindan inhibe edildigi ve W{-536’min Y-27632°den 2-3 kat daha potent oldugu
gosterilmistir. Relja ve arkadaslarinin (90) yaptiklar1 in vitro bir ¢alismada simvastatinin
Rho kinaz yolu inhibisyonu ile hepatoselluler kanser hiicrelerinde antitiimér etkilerini
gostermislerdir. Ohta ve arkadaslarinin (91) yaptiklari in vitro calismada ise Rho/ROCK
yolunun fasudil ile inhibisyonunun sisplatin ile muamele edilmis over kanser hiicrelerinin
canliligin1 daha efektif azalttigim gostermislerdir. Rho/ROCK yolunun inhibisyonunun
sisplatinin neden oldugu tiimor biiyiimesinin engellenmesi ve tiimor hiicrelerinde
apoptozunun indiiklenmesini kuvvetlendirdigini gostermislerdir. Aym calismada ROCKI1
ve ROCK?2’nin inhibisyonunun ayni derecede antitiimér etki gdstermedigini, over kanser
hiicrelerinde ROCK1 inhibisyonunun daha efektif oldugunu gormiisler ve farkli kanser
tirlerinde ROCK1 ve ROCK?2 inhibisyonunun farkli etkiler gosterebilecegi sonucunu
cikarmiglardir (91).

Sonug¢ olarak, MCL hastalarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda ROCK2’deki
artisgin daha fazla olmakla birlikte, hem ROCK1 hem de ROCK?2 diizeylerinin artmig
oldugunu, ancak bu artmis ekspresyonlarin ortalama sag kalim ve tedaviye yanitla anlaml
bir iligki gdstermedigini, ileri yasin ve Ki-67 proliferasyon indeksinin &nemli prognostik
faktorler oldugunu ve MCL vakalarinda ROCKI1 diizeylerinin yagla birlikte artmig
oldugunu tespit ettik.

Yaptigimiz calismanin, bu konuyla ilgili yapilacak diger calismalarla desteklenerek ya
da farkli sonuglar bulunarak mantle cell lenfoma hastalarinda hedefe yonelik tedavi

arayislarina bir katki saglayacagini umut ediyoruz.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda su sonuclara varilmigtir:

1.

10.

11.

Kontrol grubu ile karsilagtirdigimizda MCL hastalarinda ROCK1 ve ROCK?2
protein ekspresyonu artmistir.

MCL hastalarinda ROCK?2 protein ekspresyonu ROCK1ekspresyonondan daha
fazladur.

Yas ile ROCK1 ekspresyonu arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir.

Artmug ROCKI1 ve ROCK2 ekspresyonlari, tedaviye yanit ve ortalama sagkalimla
iligkili goriilmemistir.

[leri yas ve Ki-67 6nemli prognostik faktorlerdir.

Kemoterapi kiir sayisi ile ROCK1 ve ROCK2 ekspresyonlar1 arasinda anlamli
negatif korelasyon goriilmiistiir.

Kontrol grubunda hi¢ p63 ekspresyonu goriilmezken, hasta grubunda yalnmiz 1
hastada p63 ekspresyonu goriilmiis ve en kisa sagkalim siiresi (10 giin) bu hastaya
aittir. Aym1 hastada Ki-67 proliferasyon indeksi %90 ve kuvvetli p53, ROCKI,
ROCK?2 protein ekspresyonlar1 goriilmiistiir.

ROCKI1 geni polimorfizmleri analizinde hasta ve kontrol grubunda herhangi bir
polimorfizm saptanmamuistir.

ROCK2 geni polimorfizmleri analizinde MCL hastalar1 ve kontrol grubunda
goriilen polimorfizmler arasinda anlamli bir iliski saptanmamuistir.

Daha anlamli sonuglar elde edebilmek icin daha fazla hasta sayisi ve daha uzun
takip siireleri ile calisma yapilmasi,

p63 ekspresyonu ve agresif lenfoma iliskisi, MCL’da ROCK1 ve ROCK2 gen

ekspresyon ve mutasyonlarinin arastirilmasi onerilebilir.



7. KAYNAKLAR

1- Barista I, Romaguera JE, Cabanillas F. Mantle-cell lymphoma. Lancet Oncol.
2001;2(3):141-8.

2- Tirk Hematoloji Dernegi, Ulusal Tan1 ve Tedavi Kilavuzu 2012, Lenfoma Tam ve
Tedavi Kilavuzu 2012, III. Boliim, Mantle Hiicreli Hodgkin Dig1 Lenfoma Tan1 ve Tedavi
Kilavuzu, s. 37-48.

3- Tsujimoto Y, Yunis J, Onorato-Showe L, Erikson J, Nowell PC, Croce CM. Molecular
cloning of the chromosomal breakpoint of B-cell lymphomas and leukemias with the
t(11;14) chromosome translocation. Science. 1984; 224(4656):1403-6.

4- Yoshinaga K, Inoue H, Tanaka F, Mimori K, Utsunomiya T, Mori M. Platelet-derived
endothelial cell growth factor mediates Rho-associated coiled-coil domain kinase
messenger RNA expression and promotes cell motility. Ann Surg Oncol 2003;10(5):582-7.

5- Fritz G, Brachetti C, Bahlmann F, Schmidt M, Kaina B. Rho GTPases in human breast
tumours: expression and mutation analyses and correlation with clinical parameters. Br J
Cancer. 2002;87(6):635-44.

6- Nakajima M, Hayashi K, Katayama K, Amano Y, Egi Y, Uehata M, Goto N, Kondo T.
Wi£-536 prevents tumor metastasis by inhibiting both tumor motility and angiogenic
actions. Eur J Pharmacol. 2003;459(2-3):113-20.

7- Harris CC. Structure and function of the pS3 tumor suppressor gene: clues for rational
cancer therapeutic strategies. J Nat Can Inst. 1996; 88(20): 1442-55.

8- Gabriel JA. The Biology of Cancer, (Second Ed.), John Wiley and Sons Ltd, West
Sussex, England. 2007:37-40.

9- Bunz F. Requirement for p53 and p21 to sustain G2 arrest after DNA damage. Science.
1998; 282:1497-501.

10- Schulz WA. Molecular biology human cancers an advanced student’s textbook,
Springer, Dordrecht, Netherlands 2007: 101-109.

11- Yang A, Kaghad M, Wang Y, Gillett E, Fleming MD, Dotsch V, Andrews NC, Caput
D, McKeon F. p63, a p53 homolog at 3q27-29, encodes multiple products with



39

transactivating, death-inducing, and dominant-negative activities. Mol Cell. 1998;2(3):305-
16.

12- Brown DC, Gatter KC. Ki67 protein: the immaculate deception? Histopathology.
2002;40(1):2-11.

13- Klapper W, Hoster E, Determann O, Oschlies I, van der Laak J, Berger F, Bernd HW,
Cabecadas J, Campo E, Cogliatti S, Hansmann ML, Kluin PM, Kodet R, Krivolapov YA,
Loddenkemper C, Stein H, Moller P, Barth TE, Miiller-Hermelink K, Rosenwald A, Ott G,
Pileri S, Ralfkiaer E, Rymkiewicz G, van Krieken JH, Wacker HH, Unterhalt M,
Hiddemann W, Dreyling M; European MCL Network. Ki-67 as a prognostic marker in
mantle cell lymphoma-consensus guidelines of the pathology panel of the European MCL
Network. J] Hematop. 2009;2(2):103-11.

14- Baastrup Nordsborg R, Meliker JR, Kjer Ersbgll A, Jacquez GM, Raaschou-Nielsen
O. Space-time clustering of non-hodgkin lymphoma using residential histories in a Danish
case-control study. PLoS One. 2013;8(4):e60800.

15- Ekstrom-Smedby K. Epidemiology and etiology of non-Hodgkin lymphoma--a review.
Acta Oncol. 2006; 45:258-71.

16- Decaudin D, Salanoubat C, Carde P. Is mantle cell lymphoma a sex-related disease?
Leuk Lymphoma. 2000; 37:181-4.

17- Salar A, Juanpere N, Bellosillo B, Domingo-Domenech E, Espinet B, Seoane A,
Romagosa V, Gonzalez-Barca E, Panades A, Pedro C, Nieto M, Abella E, Solé F, Ariza A,
Fernandez-Sevilla A, Besses C, Serrano S. Gastrointestinal involvement in mantle cell
lymphoma: a prospective clinic, endoscopic, and pathologic study. Am J Surg Pathol.
2006;30(10):1274-80.

18- Romaguera JE, Medeiros LJ, Hagemeister FB, Fayad LE, Rodriguez MA, Pro B,
Younes A, McLaughlin P, Goy A, Sarris AH, Dang NH, Samaniego F, Brown HM,
Gagneja HK, Cabanillas F. Frequency of gastrointestinal involvement and its clinical

significance in mantle cell lymphoma. Cancer 2003;97(3):586-91. Erratum in: Cancer.
2003:97(12):3131.

19- The National Comprehensive Cancer Network® (NCCN®), NHL Guidline — 2013.

20- Oinonen R, Franssila K, Elonen E. Central nervous system involvement in patients
with mantle cell lymphoma. Ann Hematol. 1999; 78:145-9.

21- Montserrat E, Bosch F, Lopez-Guillermo A, Graus F, Terol MJ, Campo E, Rozman C.
CNS involvement in mantle-cell lymphoma. J Clin Oncol. 1996;14(3):941-4.

22- Bosch F, Jares P, Campo E, Lopez-Guillermo A, Piris MA, Villamor N, Tassies D,
Jaffe ES, Montserrat E, Rozman C, et al. PRAD-1/cyclin D1 gene overexpression in



40

chronic lymphoproliferative disorders: a highly specific marker of mantle cell lymphoma.
Blood. 1994;84(8):2726-32.

23- de Boer CJ, Loyson S, Kluin PM, Kluin-Nelemans HC, Schuuring E, van Krieken JH.
Multiple breakpoints within the BCL-1 locus in B-cell lymphoma: rearrangements of the
cyclin D1 gene. Cancer Res. 1993;53(18):4148-52.

24- Williams ME, Swerdlow SH, Meeker TC. Chromosome t(11;14)(q13;q32) breakpoints
in centrocytic lymphoma are highly localized at the bcl-1 major translocation cluster.
Leukemia. 1993;7(9):1437-40.

25- Medeiros LJ, Van Krieken JH, Jaffe ES, Raffeld M. Association of bcl-1
rearrangements with lymphocytic lymphoma of intermediate differentiation. Blood.
1990;76(10):2086-90.

26- Luthra R, Hai S, Pugh WC. Polymerase chain reaction detection of the t(11;14)
translocation involving the bcl-1 major translocation cluster in mantle cell lymphoma.
Diagn Mol Pathol. 1995;4(1):4-7.

27- Ott G, Kalla J, Ott MM, Schryen B, Katzenberger T, Miiller JG, Miiller-Hermelink
HK. Blastoid variants of mantle cell lymphoma: frequent bcl-1 rearrangements at the major
translocation cluster region and tetraploid chromosome clones. Blood. 1997;89(4):1421-9.

28- LilJY, Gaillard F, Moreau A, Harousseau JL, Laboisse C, Milpied N, Bataille R, Avet-
Loiseau H. Detection of translocation t(11;14)(q13;q32) in mantle cell lymphoma by
fluorescence in situ hybridization. Am J Pathol. 1999;154(5):1449-52.

29- Katz RL, Caraway NP, Gu J, Jiang F, Pasco-Miller LA, Glassman AB, Luthra R,
Hayes KJ, Romaguera JE, Cabanillas FF, Medeiros LIJ. Detection of chromosome 11q13

breakpoints by interphase fluorescence in situ hybridization. A useful ancillary method for
the diagnosis of mantle cell lymphoma. Am J Clin Pathol. 2000;114(2):248-57.

30- Williams ME, Swerdlow SH. Cyclin D1 overexpression in non-Hodgkin's lymphoma
with chromosome 11 bcl-1 rearrangement. Ann Oncol. 1994;5 Suppl 1:71-3.

31. de Boer CJ, Schuuring E, Dreef E, Peters G, Bartek J, Kluin PM, van Krieken JH.
Cyclin D1 protein analysis in the diagnosis of mantle cell lymphoma. Blood.
1995;86(7):2715-23.

32. Xu W, Li JY. SOX11 expression in mantle cell lymphoma.
Leuk Lymphoma. 2010;51(11):1962-7.

33- Ferrando AA. SOX11 is a mantle cell lymphoma oncogene. Blood. 2013; 121:2169-70.

34- Fernandez V, Salamero O, Espinet B, Solé F, Royo C, Navarro A, Camacho F, Bea S,
Hartmann E, Amador V, Herndndez L, Agostinelli C, Sargent RL, Rozman M, Aymerich



41

M, Colomer D, Villamor N, Swerdlow SH, Pileri SA, Bosch F, Piris MA, Montserrat E,
Ott G, Rosenwald A, Lépez-Guillermo A, Jares P, Serrano S, Campo E. Genomic and gene

expression profiling defines indolent forms of mantle cell lymphoma. Cancer Res.
2010;70(4):1408-18.

35- Hoster E, Dreyling M, Klapper W, Gisselbrecht C, van Hoof A, Kluin-Nelemans HC,
Pfreundschuh M, Reiser M, Metzner B, Einsele H, Peter N, Jung W, Woérmann B, Ludwig
WD, Diihrsen U, Eimermacher H, Wandt H, Hasford J, Hiddemann W, Unterhalt M;
German Low Grade Lymphoma Study Group (GLSG); European Mantle Cell Lymphoma
Network. A new prognostic index (MIPI) for patients with advanced-stage mantle cell
lymphoma. Blood. 2008;111(2):558-65.

36- Vose JM. Mantle cell lymphoma: 2012 update on diagnosis, risk-stratification, and
clinical management. Am J Hematol. 2012; 87:605-9.

37- Martin P, Chadburn A, Christos P, Weil K, Furman RR, Ruan J, Elstrom R, Niesvizky
R, Ely S, Diliberto M, Melnick A, Knowles DM, Chen-Kiang S, Coleman M, Leonard JP.

Outcome of deferred initial therapy in mantle-cell lymphoma. J Clin Oncol.
2009;27(8):1209-13.

38- Noel MS, Friedberg JW, Barr PM. Novel agents in mantle cell lymphoma. Best Pract
Res Clin Haematol. 2012;25(2):191-200.

39- Pott C, Hoster E, Delfau-Larue MH, Beldjord K, Bottcher S, Asnafi V, Plonquet A,
Siebert R, Callet-Bauchu E, Andersen N, van Dongen JJ, Klapper W, Berger F, Ribrag V,
van Hoof AL, Trneny M, Walewski J, Dreger P, Unterhalt M, Hiddemann W, Kneba M,
Kluin-Nelemans HC, Hermine O, Macintyre E, Dreyling M. Molecular remission is an
independent predictor of clinical outcome in patients with mantle cell lymphoma after
combined immunochemotherapy: a European MCL intergroup study. Blood.
2010;115(16):3215-23.

40- Kluin-Nelemans HC, Hoster E, Hermine O, Walewski J, Trneny M, Geisler CH,
Stilgenbauer S, Thieblemont C, Vehling-Kaiser U, Doorduijn JK, Coiffier B, Forstpointner
R, Tilly H, Kanz L, Feugier P, Szymczyk M, Hallek M, Kremers S, Lepeu G, Sanhes L,
Zijlstra JM, Bouabdallah R, Lugtenburg PJ, Macro M, Pfreundschuh M, Prochdzka V, Di
Raimondo F, Ribrag V, Uppenkamp M, André M, Klapper W, Hiddemann W, Unterhalt
M, Dreyling MH. Treatment of older patients with mantle-cell lymphoma. N Engl J Med.
2012;367(6):520-31.

41- Fukata Y, Amano M, Kaibuchi K. Rho-Rho-kinase pathway in smooth muscle

contraction and cytoskeletal reorganization of non-muscle cells. Trends Pharmacol Sci.
2001;22:32-9.

42- Fritz G, Kaina B. Rho GTPases: promising cellular targets for novel anticancer drugs.
Curr Cancer Drug Targets. 2006; 6(1):1-14.



42

43- Mali RS, Kapur R. Targeting Rho Associated Kinases in Leukemia and
Myeloproliferative Neoplasms. Oncotarget. 2012; 3: 909-10.

44- Lai A, Frishman WH. Rho-kinase inhibition in the therapy of cardiovascular disease.
Cardiol Rev. 2005;13:285-92.

45- Katoh K, Kano Y, Amano M, Onishi H, Kaibuchi K, Fujiwara K. Rho-kinase-mediated
contraction of isolated stress fibers. J Cell Biol. 2001;153:569-84.

46- Takai Y, Sasaki T, Matozaki T. Small GTP-binding proteins. Physiol Rev.
2001;81:153-208.

47- Etienne-Manneville S, Hall A. Rho GTPases in cell biology. Nature. 2002;420:629-35.

48- Sin WC, Chen XQ, Leung T, Lim L. RhoA-binding kinase alpha translocation is
facilitated by the collapse of the vimentin intermediate filament network. Mol Cell Biol.
1998;18:6325-39.

49- Loirand G, Guérin P, Pacaud P. Rho kinases in cardiovascular physiology and
pathophysiology. Circ Res. 2006;98:322-34.

50- Engelsen IB, Stefansson IM, Beroukhim R, Sellers WR, Meyerson M, Akslen LA,
Salvesen HB. HER-2/neu expression is associated with high tumor cell proliferation and

aggressive phenotype in a population based patient series of endometrial carcinomas. Int J
Oncol. 2008;32(2):307-16.

51- Massagué J. G1 cell-cycle control and cancer. Nature. 2004; 432: 298-306.

52- Caldon CE, Daly RJ, Sutherland RL, Musgrove EA. Cell cycle control in breast cancer
cells. J Cell Biochem. 2006; 97(2):261-274.

53- Malumbres M. Cyclins and related kinases in cancer cells. ] BUON 2007; Suppl 1:
S45-52.

54- Meeran SM, Katiyar SK. Cell cycle control as a basis for cancer chemoprevention
through dietary agents. Front Biosci. 2008; 13:2191-202.

55- Sherr CJ, Roberts JM. CDK inhibitors: positive and negative regulators of G1-phase
progression. Genes Dev. 1999; 13:1501-12.

56- Johnson DG, Walker CL. Cyclins and cell cycle checkpoints. Annu Rev Pharmacol
Toxicol. 1999; 39:295-312.

57- Bélanger H, Beaulieu P, Moreau C, Labuda D, Hudson TJ, Sinnett D. Functional
promoter SNPs in cell cycle checkpoint genes. Hum Mol Genet. 2005; 14:2641-8.

58- D’ Andrilli G, Kumar C, Scambia G, Giordano A. Cell cycle genes in ovarian cancer.
Clin Can Res. 2004; 10:8132-41.



43

59- Zhao J, Pestell R, Guan JL. Transcriptional activation of cyclin D1 promoter by FAK
contributes to cell cycle progression. Mol Biol Cell. 2001; 12:4066-77.

60- Jiang W, Kahn SM, Tomita N, Zhang YJ, Lu SH, Weinstein IB. Amplification and
expression of the human cyclin D gene in esophageal cancer. Cancer Res. 1992;
52(10):2980-3.

61- Proctor AJ, Coombs LM, Cairns JP, Knowles MA. Amplification at chromosome
11q13 in transitional cell tumours of the bladder. Oncogene. 1991; 6(5):789-95.

62- Varley JM, Evans DGR, Birch JM. Li-Fraumeni syndrome-a molecular and clinical
review. Br J Cancer. 1997; 76(1):1-14.

63- Westfall MD, Pietenpol JA. p63: molecular complexity in development and cancer.
Carcinogenesis. 2004; 25 (6):857-64.

64- Levrero M, Laurenzi VD, Costanzo A, Sabatini S, Gong J, Wang JYJ, Melino G. The
pS53/p63/p73 family of transcription factors: overlaping and distinct functions. J Cell Sci.
2000; 113:1661-70.

65- Mills AA, Zheng BH, Wang XJ, Vogel H, Roop DR, Bradley A. p63 is a p53
homologue required for limb and epidermal morphogenesis. Nature. 1999; 398(4):708-13.

66- Moll UM, Slade N. p63 and p73: Roles in development and tumor formation, Mol
Cancer Res. 2004;2:371-386.

67- Yang A, Schweitzer R, Sun D, Kaghad M, Walker N, Bronson RT, Tabin C, Sharpe A,
Caput D, Crum C, McKeon F. p63 is essential for regenerative proliferation in limb,
craniofacial and epithelial development. Nature. 1999;398(6729):714-8.

68- Ghobrial IM, McCormick DJ, Kaufmann SH, Leontovich AA, Loegering DA, Dai NT,
Krajnik KL, Stenson MJ, Melhem MF, Novak AJ, Ansell SM, Witzig TE. Proteomic
analysis of mantle-cell lymphoma by protein microarray. Blood. 2005;105(9):3722-30.

69- Seto M. Cyclin D1-negative mantle cell lymphoma. Blood. 2013;121(8):1249-50.

70- Mozos A, Royo C, Hartmann E, De Jong D, Baré C, Valera A, Fu K, Weisenburger
DD, Delabie J, Chuang SS, Jaffe ES, Ruiz-Marcellan C, Dave S, Rimsza L, Braziel R,
Gascoyne RD, Solé F, Lépez-Guillermo A, Colomer D, Staudt LM, Rosenwald A, Ott G,
Jares P, Campo E. SOX11 expression is highly specific for mantle cell lymphoma and
identifies the cyclin D1-negative subtype. Haematologica. 2009;94(11):1555-62.

71- Hahmann C, Schroeter T. Rho-kinase inhibitors as therapeutics: from pan inhibition to
isoform selectivity. Cell Mol Life Sci. 2010; 67:171-7.

72- Morgan-Fisher M, Wewer UM, Yoneda A. Regulation of ROCK activity in cancer. J
Histochem Cytochem. 2013;61(3):185-98.



44

73- Lane J, Martin TA, Watkins G, Mansel RE, Jiang WG, The expression and prognostic
value of ROCK I and ROCK II and their role in human breast cancer. Int J Oncol. 2008;
33:585-93.

74- Tiemann M, Schrader C, Klapper W, Dreyling MH, Campo E, Norton A, Berger F,
Kluin P, Ott G, Pileri S, Pedrinis E, Feller AC, Merz H, Janssen D, Hansmann ML,
Krieken H, Moller P, Stein H, Unterhalt M, Hiddemann W, Parwaresch R; European MCL
Network. Histopathology, cell proliferation indices and clinical outcome in 304 patients
with mantle cell lymphoma (MCL): a clinicopathological study from the European MCL
Network. Br J Haematol. 2005;131(1):29-38.

75- Ying T-Z, Zheng W, Wang X-P, The clinical features, therapeutic responses, and
prognosis of the patients with mantle cell lymphoma. Chin J Cancer. 2012;31(7):348-53.

76- Zhou Y, Wang H, Fang W, Romaguer JE, Zhang Y, Delasalle KB, Kwak L, Yi Q, Du
XL, Wang M. Incidence trends of mantle cell lymphoma in the United States between
1992 and 2004. Cancer. 2008;113(4):791-8.

77- Determann O, Hoster, Ott G. Ki-67 predicts outcome in advanced-stage mantle cell
lymphoma patients treated with anti-CD20 immunochemotherapy: results from
randomized trials of the European MCLNetwork and the German Low Grade Lymphoma
Study Group. Blood. 2008; 111: 2385-2387.

78- Greiner BT, Moynihan MJ, Chan WC, p53 mutations in mantle cell lymphoma are
associated with variant cytology and predict a poor prognosis. Blood. 1996; 87: 4302-
4310.

79- Louie DC, Offit K, Jaslow R, Parsa NZ, Murty VV, Schluger A, Chaganti RS. p53
overexpression as a marker of poor prognosis in mantle cell lymphomas with
t(11;14)(q13;932). Blood. 1995;86(8):2892-9.

80- Park CK, Oh YH. Expression of p63 in reactive hyperplasias and malignant
lymphomas. J Korean Med Sci. 2005;20(5):752-8.

81- Liu X, Choy E, Hornicek FJ, Yang S, Yang C, Harmon D, Mankin H, Duan Z. ROCK1
as a potential therapeutic target in osteosarcoma. J Orthop Res. 2011;29(8):1259-66.

82- Wong CC, Wong CM, Tung EK, Man K, Ng IO. Rho-kinase 2 is frequently
overexpressed in hepatocellular carcinoma and involved in tumor invasion. Hepatology.
2009:49(5):1583-94.

83- Kamai T, Kawakami S, Koga F, Arai G, Takagi K, Arai K, Tsujii T, Yoshida KI.
RhoA is associated with invasion and lymph node metastasis in upper urinary tract cancer.
BJU Int. 2003;91(3):234-8.



45

84- Vishnubhotla R, Sun S, Huq J, Bulic M, Ramesh A, Guzman G, Cho M, Glover SC.
ROCK-II mediates colon cancer invasion via regulation of MMP-2 and MMP-13 at the site
of invadopodia as revealed by multiphoton imaging. Lab Invest. 2007;87(11):1149-58.

85- Vijg J, Suh Y. Genome instability and aging. Annu Rev Physiol. 2013;75:645-68.

86- Sari I, Berberoglu B, Ozkara E, Oztuzcu S, Camci C, Demiryurek AT. Role of rho-
kinase gene polymorphisms and protein expressions in colorectal cancer development.
Pathobiology. 2013;80(3):138-45.

87- Kalender ME, Demiryiirek S, Oztuzcu S, Kizilyer A, Demiryiirek AT, Sevinc A,
Dikilitas M, Yildiz R, Camci C. Association between the Thr431Asn polymorphism of the
ROCK?2 gene and risk of developing metastases of breast cancer. Oncol Res. 2010;18(11-
12):583-91.

88- Yang X, DiJ, Zhang Y, Zhang S, Lu J, Liu J, Shi W. The Rho-kinase inhibitor inhibits
proliferation and metastasis of small cell lung cancer. Biomed Pharmacother.
2012;66(3):221-7.

89- Nakajima M, Katayama K, Tamechika I, Hayashi K, Amano Y, Uehata M, Goto N,
Kondo T. WF-536 inhibits metastatic invasion by enhancing the host cell barrier and
inhibiting tumour cell motility. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2003;30(7):457-63.

90- Relja B, Meder F, Wang M, Blaheta R, Henrich D, Marzi I, Lehnert M. Simvastatin
modulates the adhesion and growth of hepatocellular carcinoma cells via decrease of
integrin expression and ROCK. Int J Oncol. 2011;38(3):879-85.

91- Ohta T, Takahashi T, Shibuya T, Amita M, Henmi N, Takahashi K, Kurachi H.
Inhibition of the Rho/ROCK pathway enhances the efficacy of cisplatin through the

blockage of hypoxia-inducible factor-1a in human ovarian cancer cells. Cancer Biol Ther.
2012;13(1):25-33.



8. EKLER

.
8.1. Etik Kurul Karari
- i GAZIANTEP UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU
Mantle Cell Lenfoma Hastalarninda Rho Kinaz Gen
ARASTIRMANIN ACIK ADI Polimorfizmleri [le Gen ve Protein Ekspresyonlarimin
Arastunimas
ARASTIRMA PROTOKOL KODU | 143
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACL Dog.Dr.Mehmet YILMAZ
UNWVANLIADISOY ADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK Hematoloji Bilim Dali
ALANI
= - . TR
5 KOORDINATOR/SORUMLU Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Ig Hastaliklar Anabilim
- ARASTIRMACININ .
% BULUNDUGU MERKEZ Dali-Hematoloji Bilim Dah
=
E. DESTEKLEYICI
(=} DESTEKLEYICININ YASAL
; TEMSILCISE
=, FAZ 1 O
FAZ 2 O
ARASTIRMANIN FAZL
FAZ 3 O
FAZ 4 O
Yeni Bir Endikasyon O
ARASTIRMANIN TURUO Yilksek Doz Arastirmasi ]
Diger ise belirtiniz:
ARASTIRMAY A KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL ULUSLARARASI
MERKEZLER = [} a )
. Versiyon .
E Belge Ada Tarihi Numaras Dili
é ARASTIRMA PROTOKOL( Torkge [] ingilizee [ Diger [
E é BILGILENDIRILMIS GONULLD OLUR FORMU Tirkge [ ingilizee [ Diger [
= § OLGU RAPOR FORMLU Tarkge [ ingitizce [ Diger [}
[ — -
82 | ARASTIRMA BROSURL Turkge [] ingilizee ] Diger [ |
Belge Adh Agiklama
= TURKE ETIKET ORMEGH O
= SIGORTA
= ARASTIRMA BUTCEST
g BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU
= HASTA KARTVOUNLOKLER]T
= TLaN
4] § YILLIK BILDIRIM
Z @ [SONUC RAPORL [
= ‘é GUWENLILIE BILDIRIM ER] O 1
=& [DIGER: o {

Il (7

T \? * Sayfa 1



. * ' GAZIANTEP ONIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

47

Karar No: 03.04.2012/143

Tarih: 03.04.2012

dikkate alinarak incelenmis ¢ahs

KARAR
BILGILERI

bagvuru dosy

Yukanda bilgileri verilen klinik aragtirma bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler arastirmamin gerekge, amag, yaklagim ve ybntemleri
da belirtilen merkezlerde gerpeklegtirilmesinde etik ve bilimsel sakinca
bulunmadifina toplantiya kaulan Etik Kurul iiye tam sayisimin salt gogunlugu ile karar verilmigti.

[ saghk Bakantigmna Bildiritecek

]

[ Evet

O Hayir

GAZIANTEP ONIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

CALISMA ESASI Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonctmelik, lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Dog.Dr. Belgin ALASEHIRLI
S L bk Alam Kurumu Cimsiyet A“::;;:;’ The Katilim * - illz\a '

Dag Dr Belgin ALASEHIRLI FARMAKOLOJI ‘T]:'D“F‘""”n'l’tg;‘i"““’e‘i B a KEIX 0 | uxO EI:IX HO 1 111 \\ L

ProfDrVedat DAVUTOGLU | KARDIVOLOJI $:p“::fﬁ;“"““iw T G |xoO|e0|wO [0 (w0 ;“iww
:o_:.u( Ercan SIVASLI PEDIATRI f;‘:‘;:::‘l’lg""“"“i EC; KO e | meO Fl':l" H \j_é&-ér'h_

Dog.Dx A Mesut ONAT E::mw Guzomep Inversist | B |k e [ wD [ [#O { 3 M

Dog.Dr Yasemin ZER MikroBlYOLOI ?;”::‘k;';ti:‘““‘"”‘ 2l KD" 0 jHx0 | E0 | HO r......:.:,

¥1d Dog.Dr Nejdet ADANIR DIS HEKIMLIG ?f;mg?i‘“ﬁw E’I‘ KO | ed juxO ED" HO e

Yrd.Dog.Dr Beyhan CENGIZ FlzyoLoll ‘T];”a:;‘l‘lg?"“"‘““ Elfl KO | e0 | w0 E HO r‘““ o,

Yrd.Dog Dr. Arf TURKMEN :’:‘l‘“&tm‘l ve F:ﬁ:;‘,’lg:‘"“"“‘i B [«xO|f0 {0 Sl = oo il

Yrd Dog Dr Seval KUL BIYOISTATISTIK ?::if:'mtg:‘“"‘"“' (dn] KD" e | O E]“ HO (_‘}]._

Uzm.Dr. Cahide ENf ORHAN FARMAKOLOSL ﬁu?:uls;u it saghk | EO E’“ E0 | HxO E" m| CE‘I f ﬂ.£|\_1

Eydp CELIK AVUKAT Gazianicp Barosu E KO |eO | uxO ED" L T

Baha Ginhan GUNGORDI! LN;Z']M']” Gsivit GASKI | E" KO 'ed [ uxd (EQ (0O i\

* Toplanuda Bulunma

Zlde A
b;.;.\ur" e

L

sinpe A “)';

g2 ob dun @i

Al

Sayfa 2



	İÇ KAPAK SAYFASI
	tez onay
	I
	22

