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OZET

DIFFUZ BUYUK B-HUCREL i LENFOMALARDA GADD45y
MET ILASYON DUZEY iNIN YUKSEK COZUNURLUKLU ER IME
ANAL iZ1 iLE BEL iIRLENMES1I VE APOPTOZ iLE OLASI
KORELASYONUN DE GERLENDIRILMESI

BARIS, I.Cansu
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Vildan CANER

Temmuz 2013, 114 sayfa

Diffiz Buyuk B-Hucreli Lenfoma (DBBHL), yetiskin bireylerde Hodgkin disl
lenfomalarin en yaygin tipi olmakla birlikte klinik , immunofenotipik ve genetik
Ozellikler acisindan heterojen bir yapi gostermektéir. DBBHL'nin patogenezinde,
hiicre dongusu ve apoptotik yollarda diizensizie neden olan farkli mekanizmalar
rol oynamaktadir. “ Growth Arrest DNA Damage-Inducible 45GADDA45) gen ailesi
bu mekanizmalarda yer alan énemli bir gen ailesidir

Bu calsmanin amaclart DBBHL doku ornekleri ve reaktif lenfoid doku
drneklerinde i) GADDA45ynin metilasyon siklgini belirlemek, ii) metilasyon
durumu ile protein ekspresyon dizeyi arasindaki koelasyonu dgerlendirmek, ve
iii) GADD45pynin metilasyon ve ekspresyon durumlarinin apoptod olan iliskisi
belirlemektir. Bu calismada, 40 DBBHL ve 40 reaktif lenfoid doku (RLD)
ornekleri degerlendirildi. GADD45y metilasyon durumu HRM analiziyle,
GADDA45y, Bcl-2 ve Bcl-X ekspresyonlari immunohistokimya ve apoptotik indek
(Al) degerleri TUNEL yontemi ile belirlendi.

DBBHL'de GADD45ymetilasyon siklgl yiksek (%55) bulundu. Ayni zamanda,
ileri evre olgularda GADD45y metilasyonunun, erken evre olgulara oranla yuksek
oldugu belirlendi (P=0.041). GADDA4Y¥ asiri ekspresyonu DBBHL'li ve RLD’li
olgularda sirasi ile %45 ve %5 olarak belirlendi vefark anlamli bulundu (P
=0.000). iki olgu grubu arasinda Bcl-2 ekpresyonu agisindan rdamh fark
belirlenirken (P =000), Bcl-x protein ekspresyonu acisindan anlamh bir ikki
bulunamadi (P =0.154). Ayni zamanda, iki grup arasinda Al dgerleri agisindan
anlamh bir farkhlik yoktu ( P =1.000).

Bu calsmadan elde edilen veriler; i) solid timorlerin aksine, DBBHL'de
GADDA45y metilasyon siklginin yuksek oldugunu, ii) GADD45y geninde gozlenen



VI
bu epigenetik d&isimin DBBHL'nin progresyonunda rol oynayabilecegini ve
i) DBBHL'de GADDA45pnin, tek basina hicreleri apoptoza yodnlendirmedgini
gOstermektedir.

Anahtar kelimeler: Diffiz Buyuk B-Htcreli LenfomaGADDA45), DNA metilasyonu,
Bcl-2, Bcl-x , apoptoz

ABSTRACT

DETERMINATION OF GADD45yMETHYLATION BY HIGH RESOLUTION
MELTING ANALYSIS IN DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMA A ND
EVALUATION OF THE POSSIBLE CORRELATION WITH APOPTOS IS

BARIS, I. Cansu
M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Vildan CANER

July 2013, 114 pages

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most ommon type of non-
Hodgkin lymphoma among adults and is characterizedy heterogeneous clinical,
immunophenotypic and genetic features. Different mehanisms deregulating cell
cycle and apoptosis play a role in the pathogenesi§ DLBCL. “ Growth Arrest DNA
Damage-Inducible 45 (GADDA45 is an important gene family involved in these
mechanisms.

The aims of this study arej) to determine the frequency oiGADD45ypromoter
methylation, ii) to evaluate the correlation betweenGADD45y methylation and
protein expression and,iii) to investigate the relation between apoptosis and
GADDA45y methylation and protein expression in DLBCL tissus and reactive
lymphoid node tissues (RLT). Forty tissue samplesdm patients with DLBCL and
40 RLT from patient with reactive lymphoid hyperplasia were investigated in this
study. It was used HRM analysis for determination & GADD45y methylation
status, immunohistochemistry for protein expressiorof GADD45y, Bcl-2 and Bcl-
XL, and TUNEL method for apoptotic index (Al).

It was found that the frequency ofGADD45y methylation was high (55%) in
DLBCL. The methylation frequency for GADD45ywas also significantly higher in
advanced-stage compared with early-stagd>€0.041). Overexpression of GADD4p
was found 45% and 5% in DLBCL and RLT groups, respetively and the
significant association was observedPE0.000). There was a significant association
of Bcl-2 expression between both group$€0.000) while no significant difference
was observed in expression of Bclx (P=0.154). In addition, there was no
significant association of Al between both groups.

The results of this study show that) in contrast to solid tumors, the frequency
of GADD45y methylation is higher in DLBCL, ii) this epigenetic alteration of
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GADDA45y may associate with DLBCL progression, andii) GADD45yis not the

only key factor for the cells to direct into the apptotic process.

Key words: Diffuse large B-cell lymphomas;ADDA45y;, DNA methylation, Bcl-2, Bcl-

XL, apoptosis
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1.GiRIS

Kanser, bircok yolla tanimlanabilir. Hipokmatanjiogenez goézlemi ile birlikte,
kanser kelimesi timorleri besleyen ince kan damarldanimlamada kullanildi. Bir
patolog olan Laennec, kanseri farkh gl evrelerinde hicrelerin normal olmayan yeni
Ozellikler kazanmasi olarak tanimlandi. Gecen \dayl Boveri'nin kanserde
kromozom anomalilerinin rolini 0One surmesi ile, d@m genetik modeli
tanimlanmaya b#adi. Gunumizde kanserle ilgili temel gtremalarda ve tUmor hicre
biyolojisinin altinda yatan genetik gigimlerin tanimlanmasinda buyuk ilerlemeler
kaydedilmesine kam, kanser tirleri arasinda meydana gelen farklilekiber
degisikliklerin kanserin etyolojisinde ve/veya progresymdaki rolleri hakkinda henliz

aydinlatilamayan bircok mekanizma bulunmaktadir.

Epigenetik da@simler de en azindan onkogenlerin aktivasyonuna vayaotr
baskilayici genlerin sessigieesine neden olarak kanserin etyolojisinde ve/veya
progresyonunda rol oynayan o6nemli mekanizmalar@enetik dgisimlere benzer
sekilde, kanserde gozlenen epigenetilgigienleri tanimlamada da buyuk ilerlemeler
kaydedilmitir. Bu ilerlemeler, gen-spesifik hipometilasyon kigpermetilasyon kadar,
DNA’nin hipometilasyonu ve kromatinin hipoasetilasy gibi global dgisimleri

icermektedir.

Su anda c¢ok iyi biliyoruz ki, DNA cift sarmalinda loman bilginin dgru
yorumlanmadii her durum bir patoloji ile sonuclanabilmektediGunumuzde
transkripsiyon duzeyindeki problemler nedeniyleiletten ve kanserle gkili oldugu
belirlenen genlerin sayisi durmadan artmaktadirsitagenez sirecinde yer aldiklari
distnulen bu genler 3 grup altinda toplanabilirlernBudan ilk grubu klasik timor
baskilayici genler olturur ve bu genlerin CpG metilasyonu ile fonksiyiayiplarina
ugramalari, karsinogenezde yer alan ve hemen hemngerbitim yolaklari etkiler.
Epigenetik olarak sessizlen genlerin ikinci grubunu aday timor baskilayienlgr
olusturmaktadir. Son vyillarda dikkat cekmeyeslagan bu genlerde mutasyonal



inaktivasyonlar nadiren gozlenirken, siklikla prdsro hipermetilasyonu nedeniyle
fonksiyon kaybina gradiklari bilinmektedir. Ancak, bu genlerin karsgsmez strecine
nasil katildiklari net olarak bilinmemektedir. Ugiingrup genler ise, kanserde promoter
hipermetilasyonu ile igkili genom capli argtirmalar sirasinda rastgele identifiye edilen
genlerdir ve fonksiyonlari tam olarak bilinmemeldelikte kanser progresyonunda

fonksiyonal 6nemlerinin olabilegedisuntulmektedir.

“Growth Arrest and DNA Damage Inducible’4&ADDA45) gen ailesi, DNA hasari
ile induklenen bir gen ailesidir. GADD45a (GADDA45), GADD4B (MyD118) ve
GADD45/ (CR6) genleri olmak Uzere 3 tUyeden gdn GADDA45 gen ailesi; evrimsel
olarak korunmg, birbirleri ile yiksek homoloji gosteren ve g@mlukla nikleusta
lokalize proteinleri kodlar. GADD45 gen ailesi taralan kodlanan proteinler, bir¢ok
farkli cevresel, fiziksel ve genotoksik stresskitarinda memeli hicrelerin yanitini
integre eden stres sensorleri olarak gorev yaprdakdave bu proteinler nemli timaor
baskilayicilar veya otoimmun baskilayicilar olatakmlanmglardir.

Farkli genotoksik ve cevresel stres ajanlari tadan uyarildiktan sonr&ADD45
genlerinin hicre dongusiunin durdurulmasinin koatrdé, DNA tamirinde, htcre
canhliginin devaminda, apoptozda v vivo tumor gelsiminde yer aldiklan
bildirilmistir. Onemli rol oynadiklari bu hiicresel mekanizmaladiger hiicresel
proteinlerle fiziksel etkilgm gostererek, birlikte gercelgirmektedirler. Ozellikle,
DNA hasarindan sonra tum GADDA45 protein ailesi @giehizla uyarilirlar ve bunun
sonucunda ya hicre déngusiinde ve apoptozda dumeaa olurlar ya da DNA tamir
mekanizmasininda aktif rol oynarlar. GADD45 prokeimin hicresel homeostazin
korunmasinda ve stres faktorlerine yanitta Oneroli @ynamalari nedeniyle, bu
proteinlerin kanser obum sirecinde de yer alabileceklerisddtlmistir. GADD45x
ve GADDA433 ile ilgili daha detayli ¢cagmalar yapilmy olmasina kain, GADD45y ile
ilgili bilgiler sinirhdir. Bu tez cakmasinda, Bati toplumlarinda yéin Hodgkin-dsl
lenfomalarin en yaygin tipi olan DBBHL lerin pataggzindeGADD45) geninin DNA
metilasyonu aracgiiyla gerceklgen fonksiyon kaybinin dnemine odaklandik. Bu
cercevede 40 adet DBBHL ve 40 adet reaktif lenfdaku 6rneklerindeGADD45y
metilasyonunu (HRM analizi ile) GADD45 Bcl-2, Bcl-x. ekspresyonlarini (IHK ile)
ve apoptotik indeksi (TUNEL yontemi ile) belirlemeymacladik.



2. KURAMSAL BILGILER
2.1. Hematopoez ve kan hcreleri

Kemik iliginde kan htcrelerinin tretim, galma ve 6zellgme sureclerini kapsayan
olaylar zinciri hematopoez olarak tanimlanirsBabir ifade ile, hematopoez, tim kan
hiicre serilerine donine yetenginde olan hematopoetik kdk hiicre (HKH)'nin kendini
yenileme, gekim ve farklilggma sureclerini kapsar. Hematopoez sari keseglarbae
dogumdan kisa bir siire sonra, hematopoetik kok hickaeacgerden kemik ilgine
goc ederler. Kemik ifii yasam boyunca hematopoezin gercelf@ primer alan
olmakla birlikte, bazi patolojik durumlarda dalake vkaracger hematopoezin
gerceklatigi diger organlar olarak yer alirlar.

Kemik iliginde HKH’lerin farkli fonksiyonlarini dizenleyen dwostel ng
(osteoblastik i) ve vaskuler i (endotelyal ng) olmak tzere iki ayri tirde ibulunur.
Bu iki nis birbirinden fiziksel olarak tamamen ayri olmayifirbirleriyle
baglantilidirlar. HKH’ler farkl kasullar altinda iki ngten birini kullanirlar ve vaskuler
nisteki HKH sayisi endostel gtekinden daha fazladir. Endostelstaki HKH'ler
kendini yenileme yetergende ve hiicre dongustnin GO evresinde uykudakiifpiridk
hicreler iken, vaskuler gteki HKH’ler daha olgun, prolifere olabilen ve fatksmaya
yatkin hdcrelerdir. HKH’ler, farkli olgun kan hudeeini olusturan multipotent
progenitor hiucrelere farklgalar ve sonrasinda “ortak myeloid progenitor (CMi?g
“ortak lenfoid progenitor (CLP)” olmak Uzere 2 farlana hicre grubu ofur. Bu
Ozellsmis progenitor hicreler, kemik finde bélinmeye devam ederek olgun beyaz
kan hicrelerini, kirmizi kan hicrelerini ve platidd olustururlar (Howard Cedar &
Yehudit Bergman 2011, WEB_13€kil 2.1).
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Sekil 2.1 Kan hicrelerinin orijinleri ve farklilamalari (Martini FH vd 2012)

Yetgkin bir erkek vicudunda toplam 4 litre kan bulurenk kadinlarda ve
cocuklarda bu miktar biraz daha sdiéattir. Kan; kirmizi kan hicreleri, beyaz kan
hicreleri ve plateletler olmak lzere 3 temel hutgmnin yer aldgl plazmadan
olusmaktadir. Kirmizi kan hucreleri (eritrositler) bikeav diskseklinde ve hemoglobin
acisindan zengin hicrelerdir. Kirmizi kan hicieiertemel fonksiyonu akgerden
solunan oksijeni dokularagianaktir ve dokulardaki oksijen enerjinin ggicikmasinda
kullanilir. Dokularda olgan karbondioksit akgerlere kirmizi kan hicreleri ile siair
ve soluk verme sirasinda viicuttan uzstkidir. Kadinlarda 1 litre kanda 4-5.6 X f0
kirmizi kan hicresi bulunurken, erkeklerde aynitarttaki kanda bulunan hiicre sayisi

4.5-6.5 X 16?dir. Bu kadar fazla sayida kirmizi kan hiicresiminlunmasi, kanin



karakteristik kirmizi rengini okturmaktadir. Kirmizi kan hicrelerinin toplamsgen

omri yaklgik 120 gundir ve bu strenin sonundalgama nedeniyle olurler. Kirmizi
kan hucrelerinin Gretimi eripropoietin olarak adlaman proteinin kontroll altindadir.
Bu protein %90 oraninda bébrekte ve geri kalankdaacger ve dger organlardan

uretilmektedir.

Kanda bulunan bir ger hicre grubunu plateletler (trombositler) siluur. Kanda
150-400 X 18litre platelet hiicresi bulunur. Plateletler, trospbiezis olarak
adlandirilan bir mekanizma ile buyik multi-nikleushegakaryositlerden alurlar.
Megakaryositlerin sitoplazmasindan ayrilan platetdtan dolaimina katilirlar, burada
6-8 gun kaldiktan sonra dalakta parcalanarak yolirled Baslica karacger
hicrelerinden dretilen trombopoietin, megakaryesitplatelet olsumunu uyaran bir
hormondur. Kan damari butugii bozuldgunda, plateletler bir arada toplanarak bu
alani kapatirlar ve ayrica kanin pihgrisasini bglatacak ve/veya devam ettirecek
kimyasal mediatérlerin salinimina neden olurlaru Bedenle plateletler son derece

onemli hicrelerdir.

Kanda daha az sayida bulunmalaringmen fonksiyonlari agisindan c¢cok daha
Ozellesmis hicre grubunu beyaz kan hucreleri (I6kositler)stitmaktadir. Kandaki
miktarlarl yaklaik 4-10 X 10/litre’dir (Her 600-700 kirmizi kan hiicresine ik 1
beyaz kan hicresi bulunmaktadir). Granilositlernositler ve lenfositler olmak Gzere
3 ana tip I6kosit hicresi bulunmaktadir. Granulesite nétrofiller, eozinofiller ve
bazofiller olmak Uzere 3 farkh hucre tipini icerktedir. Lokositler immun sistemin
onemli komponentlerini okiurmaktadirlar ve mikroorganizmalar, kanser hucre#i
kendinden olmayan vyapilari vicuttan uzaklanada ©6nemli rol oynamaktadirlar.
Graniilositler ve monositlerin kanda bulunan miktarkirasi ile 2.5-7.5 X f0itre ve
0.2 X 10/litre’dir. Bu iki hiicre tipi, immun fonksiyonlamcisindan bir arada caHar.
Kemik iligindeki Uretimleri bgta granulosit-koloni uyarici faktor (G-CSF) olmakeiie
diger buyime faktérlerinin kontroli altindadir. Noitefr, sirkiilasyonda yakkak 10
saat ile kisa dmre sahiptirler. Eozinofiller 6ad#i parazitik enfeksiyonlara ve alerjik
uyarilara kayi immun yanitta rol oynarlar. Kanda 0.4 X°flitre bulunma miktari ile,
total beyaz kan hicrelerinin yakik %2-5'inin olutururlar. Bazofiller tum lokositler
icinde, kanda sayica en az bulunan hicrelerdirot@ tokositlerin sadece %0.2’sini
olustururlar. Aktive edildiklerinde, grantillerinde bulan histamin ve heparini hicre

disina salarak, hipersensitivite reaksiyonlarinin swlasinda 6nemli rol oynarlar.



Bazofiller, mast hiicreleri olarak adlandirilan diger immun sistem hicresi ile oldukca
yakindan ilgkidirler ve her iki hicre grubu da hem alerjenldrem de parazitik
patojenlere kar immun yanitin olgmunda yer alirlar. Monositler ise, sirkilasyonda
yaklasik 20-40 saat kalirlar ve daha sonra olgsataklari ve retikiloendotelial
sistemin bir parcasi olarak fonksiyonlarini geregtilecekleri dokulara go¢ ederler.

Dokulardagtinlerce hatta aylarcagamlarini strdururler.

Lenfositler, bglica kemik iligi olmak Uzere timus, dalak ve lenf nodillerindeki
hematopoetik kok hicrelerden kdken alirlar. Oreaaid kok hiicre olarak adlandirilan
bu kok htcre, T hicreleri ve B hicreleri olmak izeki tip lenfosit hicresini
olusturmak Uzere farklikar ve prolifere olur.insanlarda periferal kan lenfositlerinin
buyudk bir bélumind (%70) ofturan T lenfositler timusta olgundiaken, B lenfositler
kemik iliginde olgunlairlar (Martini FH vd 2012, Camcgu Y vd 2007).

2.2. Lenfatik sistem ve germinal merkezler

Lenfositler, lenfatik sistemde bulunan teméictelerdir. Lenfatik sistem lenfatik
damarlardan ve lenfoid dokulardan @ua bir sistemdir. Primer veya merkezi (kemik
ili gi ve timis) ve sekonder veya periferik (dalak, lenfltili ve mukoza-gkili lenfoid
dokular) olmak lzere 2 tip lenfoid doku bulunmakta@ekil 2.2). insan viicuduna
dagilmis yaklssik 600 lenf nodull vardir ve bu noduller g¢m lenfatik damar @ ile
cevrelenmgtir. Lenfatik damarlar, lenfositlerin sispanse @duenfi icerirler. Kapiller
lenf damarlari daha genilenf damarlarina drene olurlar ve bu damarlar da k
damarlarina bglarak kan dokamina katilirlar. Boylelikle lenfositlerin kan veeknik

ili gine tekrar dongil igin sirkilasyon sganms olur.

Lenfatik sistem mikroorganizmalara ve kanskasl defansta dnemli rol oynar.
Primer lenfoid organlarin en o6nemli gorevleri lesifterin farklilggmalarini  ve
olgunlgmalarini sglamak iken, sekonder lenfoid organlar vicuda gisebanci
antijenleri yakalayarak immun yaniti etururlar. Lenf ve kan yoluyla giren antijenlere
karsi immun yanit, genellikle lenf nodulleri (Ilenf gimleri) ve dalakta gelir. Lenf
nodulleri tim vicuda yayilan lenfatik kanallarimaéinda yer alan ve lenfoid dokularin
bir araya gelmesinde alan noduler yapilardir (Martini FH vd 2012, Abbas2@07).
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Sekil 2.2 insan lenfatik sistemi (Martini FH vd 2012)

2.2.1. Germinal merkezler

Sekonder lenfoid organlarin anatomik yapramun yanitin ge§imesini sglayacak
sekilde duzenlenmgtir. Germinal Merkez (GC)’ler sekonder lenfoid ondgrda bulunan
mikroanatomik yapilardir ve yiiksek oranda hicraibiieleri ile karakterize histolojik
Ozellikleri nedeniyle bu adi algtir (Jacob J vd 1991). Immunoglobin (Ig)gdden (V)
bolgelerini kodlayan genlerde gercelda antijen-kokenli somatik hipermutasyonlar
GC’lerde meydana gelir ve bu merkezler antikor+ajgn plazma hicrelerinin ve ani

B-htcrelerinin olgtugu yerlerdir.

Ekzojen antijenle uyarim sonrasi T-hucrgibai antikor yaniti sirasinda dalak, lenf
nodulleri, Payer plaklari ve tonsiller gibi peréédenfoid organlarin folliktllerinde B
hicre proliferasyonu nedeniyle GC’ler glu. Naif B hicreler dncelikle T-hiicreden-
zengin bolgeye (T-hicre zonu) goc ederler. T-himwvaunda, B-hicreler CD4+ T
hicreler ve antijen sunan hicrelerle etfiler ve aktif hale gelirler. Boylece GC yaniti
baslar. Aktive olan B-hucrelerinden direkt olarak &ati-salgilayan plazma hucreleri
olusabilir veya GC-prekursor B-hicreleri ghbilir ve primer folliktllere (folliktler
dendritik hicre @ icinde yer alan IgM+IgD+ B-hticrelerin sirklle igtt alan) go¢

ederler. B-hticreler burada hizla prolifere olurBdyleceGC etrafinda ‘mantle’ zonu



olusturmak Uzere IgM+IgD+ B hiicre sayisi artar ve seleoriollikil yapisi olgur. Bu
hizl proliferasyondan birkag giin sonra GC’in kaeaistik yapisisekillenir (Sekil 2.3).
Bu yapida sentroblastlar olarak bilinengya bir sekilde paketlenngi prolifere olan B
hicrelerden olgan bir karanlk zon ve follikiler dendritik hiicrg€, hiicre ve makrofaj
agl icinde daha kucik ve boélinmeyen sentrositlerdémsaa aydinhk zon yer
almaktadir. Sentroblastlar somatik hipermutasydgla genlerini dgistirirler ve yeni
olusmus modifiye antikorlari ekprese eden bu hicreler alyklizonda daha gelnis
antijen bglanmasi icin secilirler. Bazi sentrositler sonudtaklilasarak plazma
hicrelerine ve ani hicrelerine dgailer. GC’ler maksimum boyutlarina yakia 2
hafta icinde ul@rlar ve kaybolmalari haftalar surebilir. GC mikesgesi icinde B-
hicreleri her zaman karanlik zondan aydinlik zoegaisgyapmaz (Klein U ve Dalla-
Favera R. 2008).
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Sekil 2.3. Germinal merkez mikrogevresi. Antijenle-aktive mlaB hucreleri,
sentroblastlara farklifarlar ve sentroblastlar germinal merkezin karadnunda
klonal olarak cg@alirlar. Proliferasyon sirasindalgV genlerinde somatik
hipermutasyonlar gercekle  Sentroblastlar daha sonra sentrositlere fagktibar ve
germinal merkezin aydinlik zonuna goc¢ ederler. Baraantijen reseptérleri
modifiye olur. Yeni olgan sentrositlerden uygun olmayan antikor Uuretenler
apoptozla uzakkrilirlar. Bir grup sentrositte ise Ig sinif-switaekombinasyon
(CSR) gerceklgr. Antijenle-secilen sentrositler, daha sonra plazhiicrelerine ve
ani hicrelerine farklikarlar (Klein U ve Dalla-Favera R 2008).



2. 3. Normal B hicre biyolojisi

Uzun yaam sureleri nedeniyle vertebrali canlilar,samlari boyunca patojen
mikroroganizmalar bga olmak Uzere birgcok tehlike ile kar karsiyadirlar. Bu
tehlikelerin Ustesinden gelebilmek igin, vertebradli ve B-hucreleri bu tehlikeleri

taniyabilecek siragh geni bir reseptor profiline sahiptirler.
2.3.1. B hiicre yuzey reseptorleri (BCR)

B hucrelerin yuzey reseptorleri (BCR) membraag immunglobulin (lg)’lerdir
(Sekil 2.4). B hucre gedimde, vazgecilmez tek kal, B hlcre reseptorini (BCR)
olusturan Ig’'nin &ir (H) ve hafif (L) zincir gen bélgelerinde rastgeineydana gelen
yeniden duzenlenmelerdir. Ig H zincir genlerinimkfaV (variable), D (diversity) ve J
(joining) segmentlerinde yeniden dizenlenmeler gdesirken, ayni genin L zincirinde
yeniden dizenlenmeler V ve J segmentlerinde meydalira Rekombinasyonda, “non-
homologous end-joining” tamir mekanizmasinda rohayan “rekombinasyonu aktive
eden gen 1" (RAG1) ve “rekombinasyonu aktive eden §” (RAG2) aracifil ile
DNA’nin her iki ipliginde de kiriklar meydana gelir (Martini FH, vd 2012Bu kasif,
1987 yilinda Susumu Tonegawa'ya Fizyoloji alaniNddel Oduli kazandirrgtir.
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Sekil 2.4 B hiicre yuzey reseptort (Martini FH vd 2012)

Insanlardalg gen yeniden diizenlenmeleri primer olarak fotalakigerde ve
erigskinlerde kemik ilginde gerceklgr. Kemik iliginde her guin on milyarlarca B-hicre
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olusurken, bu hicrelerin sadece yarissaralarina devam edebilmektedir. Bu hiicreler,
yeniden dizenlemeler sonucunda proteine géimlen H ve L zincirlerinin V bélge
genlerine sahip hucrelerdir. g&r hiicreler apoptozla elimine edilmektedirler (Reagky

K 1996). B-hicre lzerinde reseptérleri ekspreseagimbaladiginda, hicreler artik
olgun naif B hucrelerdir ve kemik #inden ayrilirlarak periferal lenfoid dokulara
gecerler. Son yillarda yapilan gahalar, periferal dokulardaki (dalak ve lenf noduli)
olgun B hiicrelerinin aktive olduktan sonra da (waashtijen variginda), Ig genlerinde
yeniden duzenlenmelerin gerceklgini gostermektedir. Ancak burada “sinif-switch
rekombinasyon” olarak adlandirilan farkli bir meizamna rol oynamaktadirSekil 5)
(Diaz M ve Daly J 2009).
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Sekil 2.5 Immunglobulin gen yeniden diizenlenmeleri. (a) Keitgindeki gelsimleri
sirasinda, B-hiicre reseptorlerini gluran Ig genlerinin V, D ve J segmentlerinin
rekombinasyonu. ger B-hlcre ylzeyindeki Ig reseptéri kendi (self}ijanine
yanit olwturursa, bu hicrede otoreaktif olmayan Igstlumak amaci ile ayrica
hafif-zincir-gen rekombinasyonlari gercejite (b) Periferal lenfoid dokularda
olgun B-hiicre aktivasyonu sonrasi gercgdae sinif-switch rekombinasyon. Bu
rekombinasyonda, farkh bir antikor sinifi glurmak amaci ile p ekzonu gir
ekzonlarla yer dastirir. Somatik hipermutasyonlar da benzer sonuctegden olur
ve bu her iki mekanizma aktivasyon-indikli deamif@D) enzimini yardimi ile
gerceklgir (Diaz M ve Daly J 2009).
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2.3.2. B hiicre geliimi ve farklila smasi

B-hicre gefimi demek, B-hicrelerin Ig yapisinda (monomerik Igk& IgD)
kendine 06zgu reseptorlerini hiicre ylzeyinde eksgpresneleri demektir. B hucre
gelisimde gozlenen farklitkana surecleri temel olarak 4 basamakta incelenebilir

1. Basamak: Kemik iinde B-hucrelerin olgumu,
2. Basamak: Kemik iiinde self-reaktif B-hlcrelerin eliminasyonu,

3. Basamak: Sekonder lenfoid dokularda B- hiicrelgasbanci antijenlerle aktivasyonu,

ve

4. Basamak: B-hucrelerin sekonder lenfoid dokulam@aikor-salgilayan plazma
hicrelerine ve ani B- hiicrelerine fark$aalar (Kenneth M. vd 2008).

B-hiicre gefiminin her bir basam@anda Ig gen yeniden dizenlenmeleri
gerceklgemektedir ve her bir basamaktaki bu yeniden dizemdder, hicrenin bir

sonraki basanga ilerlemesi icin gerekli olan sinyalleri kodlarlar

T hicreler ve dgal oldirtct (NK) hicreler gibi B-hiicreler de ortéénfoid
progenitor htcrelerden koken alirlar ve g@o ilk hicreler Ig gen yeniden
duzenlenmelerinin &adigl pro-B-hucreleridir. B-hiicre galminin bu en erken evresi
farkli transkripsiyon faktorleri ve buyime faktteseptorlerinin kontroll altindadir.
Ozellikle B-huicre hattina-spesifik transkripsiyakforii olan E2A faktori ve erken B-
hicre faktort (EBF) ile uyarimlar biyuk dnergitaaktadir. Bu iki faktor, pro-B- hiicre

durumunu belirleyen proteinlerin ekspresyonunu gidilrirler.

B-hicre gefimleri boyunca kemik ilginde yer dgistirirler ve surekli kemik
dokunun stromal hucreleri ile etkslen icindedirler. B-hticre galim evreleri bir diizen
icindedir ve bu dizen sirasi ile erken pro-B-hiamefjec pro-B-hiicreler, kucik pre-B-
hicreler ve olgun B-hicrelerdir. Her bir evrede es&d bir gen lokusunda yeniden
dizenlenme meydana gelir. B-hicrelerin farkina strecinde ilk yeniden
duzenlenmenin meydana geldigi boélge, Ig H zinckukudur. Bu dgisim eksprese
oldugunda, pre-B-hlicre reseptorii ghwustur ve bu reseptér hiicrede bir sonraki
desisimi baglatacak sinyal anlamina gelmektedir. Bu sinyal,Llgincirinde yeniden
duzenlenmeleri b#atir. Erken pro-B-hlcrelerinde E2A ve EBF tranpkiyon
faktorleri, gen yeniden dizenlenmelerini glsgyan birgok anahtar proteinin
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ekspresyonunu uyarirlar. En énemli proteinler, \dB9kombinazin komponentleri olan
RAG1 ve RAG2 proteinleridir. Bu nedenle E2A ve EBElr zincir lokusunda V(D)J
rekombinasyonunu kktir. Bu faktorler ayni zamanda Pax-5 (B-htcre ivator
proteini olarak da bilinen bir proteinin izoformudluolarak adlandirilan bir kka
transkripsiyon faktorini de uyarirlar. Bu transkiyon faktorinin hedef genleri
arasinda CD19 (B-hiicre ko-reseptor komponentigae (hem pre-B-hiicre hem de B-
hiicre reseptérinin sinyal iletim komponenti) ganter almaktadir. Pax-5 yok#unda,

pro-B-hucreleri B-hiicre gaiminin diger evrelerine ilerlemez.

lg H zincir lokusundaki yeniden dizenlenmelBr,ile J4 birlesmesi ile pro-B-
hicrelerde bgar (Sekil 2.6). Tipik olarak bu desim H-zincir lokusunun her iki
allelinde de meydana gelir ve sonucta gec¢ pro-Bdiéad olwur. Tam bir Ig H zinciri
olusturmak icin, gec pro-B-hicreleri bundan sontaségmenti ve DJdizilimi arasinda
ikinci bir yeniden duzenlenme gecirir. D+Jeniden dizenlenmenin aksiney-1Jy
yeniden duzenlenmesi sadece tek bir kromozomda amaydelir. Bgarili bir ikinci
yeniden duzenlenme sonucunda, agir zinciri olusur ve artik hucreler, pre-B-
hicreleridir §ekil 2.6). Bir g agir zincirini olusturamayan pro-B hucreleri elimine
edilir ki, bu evrede elimine edilen pro-B-hicreten orani %45'tir. Pro-B-hucreleri
terminal deoksinukleotidil transferaz (dTd) enzimeksprese eder ve bu enzim yeniden
dizenlenen gen segmentleri arasindakigldrdi bolgelerine “nontemplated”
nikleotidleri (N-nukleotidler) ekleyerek B-hiicretigen-repertuarini geglietir. Yetiskin
bireylerde H zincir gen yeniden diizenlenmelerissmda pro-B hiicrelerinde eksprese
edilen bu enzimin dizeyi, pre-B-hiicrelerde L zingen yeniden dizenlenmeleri
sirasinda azalir. Bu da bize, H zincir genleriremlen hemen tim V-D ve D-J bigtae
bdlgelerinde ve L zincir birkgne bdlgelerinin yakkak Y2’Ginde N-nikleotidlerinin

varligini agiklar.

V(D)J rekombinasyonunun bu gek dagasi, iki ucu keskin bicak gibidir. Bir
taraftan bu rekombinasyonun drinleri antikor repaminda farkhliklari arttirirken,
diger taraftan bgarisiz yeniden dizenlenmelere de neden olur. Bwemed pro-B-
hicreleri fonksiyonal bir H zincir obup olusmadgini test etmek zorundadirlar. Bu test,
L zincirdeki duzenlenmeden 6nce yapilir. Pro-B-lelemi iki sabit vekil (surrogate)
protein uretirler. Bu proteinler L zincirle yapisaénzerlik gosterirler ve pre-B-hlcre

reseptorini (pre-BCR) afturmak Gizergu zinciri ile eslesebilirler. Olusan bu pre-BCR,
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Stem cell Early pro-B cell Late pro-B cell Large pre-B cell | | Small pre-B cell | | Immature B cell Mature B cell
pre-B IgM IgD  IgM
receptor —
b
N N IN N N N )
H-chain i D-J V-DJ vDJ vDJ VDJ VDJ
genes Germline rearranging rearranging rearranged rearranged rearranged rearranged
;:[:i" Germline Germline Germline Germline reaXa_r;Jging VJ rearranged VJ rearranged
u chain transiently IgM IgD and IgM made
at surface as part of Intracellular from alternatively
2 ey Absenk Absent pre-B-cell receptor. I chain Oneégﬁessjrﬁce spliced H-chain
Mainly intracellular transcripts

Sekil 2.6 B lenfosit gel§imi. (Kenneth M vd 2008)

pro-B- hiicresine produktif bir yeniden diuzenlenmerapildgi sinyalini génderirA5

ve VpreB genleri tarafindan kodlananal¢CD7%) ve I3 (CD793) vekil proteinleri,
hicre ylzeyinde bulunan hem pre-B-hiicre reseptdn e B-hlcre reseptor
komplekslerinin 6nemli komponentleridir. dgve I3, bu iki reseptdrden aldiklar
sinyalleri hicre icine iletirler ki busamada alinan sinyal, proteinlerin sitoplazmik
bolgeleri aracifii ile intraselller tirozin kinazlari uyarir. Bu ikiekil protein, pro-B-
hicresinden bdayarak hicre o6lene kadar ya da antikor salan pazricresine

farklilasana kadar eksprese edilir (Kenneth M. vd 2008).

Kemik iliginde olgunlaan B-hlcreler daha sonra dgtaa katilirlar ve periferik
lenfoid organlara go¢ ederler. Kemik gili disindaki B-hlcreler morfolojik olarak
birbirlerine benzemekle birlikte hiicre ylzey feptdri, anatomik lokalizasyonlari ve
fonksiyonal 6zellikleri acisindan farkhliklar gésirler. Barsakla-ikki lenfoid doku
(GALT) disinda B- hicrelerinin buyuk @onlugu, dalak ve lenf nodullerinin lenfoid
folliktlleri icinde yer alirlar (Kenneth M. vd 2008

2.4. Hematopoetik neoplaziler

Kanser orijin ald hucre tipine gore iki ana kategoride gruplandbilir: Epitel
hicrelerden koken alanlar (karsinomlar) ve mezeakinhokulardan koken alanlar
(Isemiler, lenfomalar, ve myelomlar). Losemilernkk ili gi ve periferal kanda anormal
beyaz kan hucrelerinin birikimi ile karakterize Hwastaliktir. Multiple myelomlar

(kisaca myelomalar olarak da adlandiriimaktadig isemik iligindeki plazma
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hicrelerinden koéken alir ve tek tip immunglobulimleklindn (bir paraproteindir ve

M-protein olarak adlandirilir) Gretimi ile karakize bir hastaliktir.

Malign lenfomalar lenf nodtlleri veyagdir lenfoid dokulardaki transforme lenfoid
hiicrelerden orijin alirlar ve heterojen bir grubapkamaktadirlar. Dinya ge Orgiiti
(WHO) bu heterojen grubu B hlcre neoplazileri, T M&-hiicre neoplazileri ve
Hodgkin lenfomalar olmak Uzere 3 ana kategorideflamdirmaktadir (Swerdlow vd
2008) (Tablo 1). B- ve T-hicre neoplazileri klingeyirlerine gore indolent (yaya
seyirli), agresif (hizh seyirli) ve c¢ok agresif nohk UGzere 3 kategoride de
deserlendirilebilir ve bu kategoriler 6zellikle Klinilagidan dnemlidir. Genelde, ygva
progressif klinik seyirle karaketerize indolentfiemalar tedavi edilemezken, agresif ve
cok agresif lenfomalar ¢cok daha hizl bir seyierigr ve modern kemoterapi ile tedavi

edilebilirler.

Tablo 1. WHO siniflandirmasina gore lenfoid neoplazilerima akategorileri ve alt

tipleri

Kategori Alt tip 6rnekler

B-hiicre neoplazileri Prekursor B hiicre neoplazileri
Lenfoblastik I16semi/lenfoma
Olgun B-hiicre neoplazileri
Follikiler lenfoma
Diffiz buyik B-hicreli lenfoma
Kronik lenfositik 16semi
Mantle hicreli lenfoma

T / NK hicre neoplazileri Prekirsor T-hiicre neojbdaiz
Lenfoblastik I16semi/lenfoma
Blastik NK-hucreli lenfoma
Olgun T-hicre neoplazileri
Periferal T-hicreli lenfoma
Anaplastik buytk hacreli lenfoma
Mikozis fungoides

Hodgkin lenfoma Noduiler lenfosit predominant
Klasik
Nodiiler skleroz
Karigik selllarite
Lenfosit zengin
Lenfosit tikenmi
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2.5. GC’ler ve B hucre lenfomalari

Daha o6nce de beligi Gzere GC’ler, B-hicrelerinin yiksek afiniteli drlari
olusturmak Uzere farkli genetik siregler gecirdiklesrlgrdir. Yabanci maddelere kar
olusan immun yanit sirasinda organizma lehine fonksiyapan GC yaniti ayni
zamanda bir risk de ¢a. B-hiicre lenfomalari, lenfatik sistemdeki B-hélerini
etkileyen kanser tartdir. Bu lenfomalar, B-hicresimasi| etkilendiine bali olarak
siniflandirtlirlar §ekil 2.7, Tablo 2.2) (LeBien TW ve Tedder TF. 20&@%ven H. Vd
2008)

Lymph node
Primary Germinal
follicle y center
CD22 CD19  (cpzz)CD1®
CcD20 CD10
D21 S ,_ ’ D20
(CD D24 D24
wo iy

Sekil 2.7 Insan B-hiicre malignensileflormal B-hiicre ge$imi sirasinda eksprese
olan hicre yulzey, sitoplazmik ve nuklear belirteglenellikle malignensilerde de
eksprese olurlar. Parantez igcindeki molekdller,pe&syonalrinda farkliliklar olan
molekilleri gostermektedir. ALL, akut lenfoblastiisemi; BL, Burkitt lenfoma;
CLL, kronik lenfositik 16semi; CML-LBC, kronik myeisitik 16semi-lenfoid blast
krizi, DLBCL, diffiz biayuk B-hucreli lenfoma; FL,dflikiler lenfoma; HCL,
sacakl hicreli Il6semi, HL, Hodgkin lenfoma; MCLantle hticreli lenfoma; MM,
multiple myeloma, MZL, marjinal zon lenfomasi; Rilazmablastik lenfoma; SLL,
kiiguk lenfositik lenfoma; ve WM, Waldenstrom maKadgulinemi (LeBien TW ve
Tedder TF 2008)
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Tablo 2.2. Olgun B-hucre neoplazile(WHO, 2008)

Kronik Lenfositik Losemi/Kuguk Lenfositik Lenfoma
B-hucreli prolenfositik [6semi
Dalak marjinal zon lenfoma
Sacakli hiicreli 16semi
Splenik B-hiicre lenfoma / 16semi, siniflandmiégyan
Splenik diffiz kirmizi pulpa kic¢ik B-hilcrefifoma

Sacakli hiicreli I6semi-varyant

Lenfoplazmasitik lenfoma

Waldenstrom makroglobulinemi

Agir zincir hastaliklari
Alfa agir zincir hastalgl
Gama gir zincir hastagl

Mu gir zincir hastal

Plazma hiicreli myeloma

Kemik soliter plazmasitomu

Ekstraosseous plazmasitom

Mukoza iliskili lenfoid dokunun ekstranodal marjinal zon lemfasi (MALT lenfoma)
Nodal marjinal zon lenfomasi

Pediatrik nodamarjinal zon lenfomasi

Folikiler Lenfoma

Pediatrik Foliktler Lenfoma

Primer kutan6z folikil merkezli lenfoma
Mantle hucreli lenfoma
Difflz buyuk B-hicreli lenfoma (DBBHL), NOS (nottwtrwise specified)
T hicre / histiyosit zengin buyuk B-htcreli lenfa
Merkezi sinir sisteminin primer DBBHL'sI
Primer kutan6z DBBHL, bacak tipi
Yglilarda Epstein-Barr virus (EBV) pozitif DBBHL
Kronik inflamasyonla ilkili DLBCL
Lenfomatoid granilomatozis
Primer mediastinal (timik) buytk B-hiicreli lenfoma
Intravaskiler blyuk B- hiicreli lenfoma

Devami arka sayfada
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ALK pozitif baylk B- htcreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

Primer eftizyon lenfoma
aHHV8 ile iliskili cok merkezli Castleman hastgindan kaynaklanan Buyuk B lenfoma
gBurkitt lenfoma
i Diffiz buyuk B-hicreli lenfoma ve Burkitt lenfomaasinda 6zellikler gésteren B-hiicreli

lenfoma, siniflandirilamamaktadir
Diffiz buyuk B-hicreli lenfoma ve klasik Hodgkinmiema arasinda 6zellikler gosteren B-

hicreli lenfoma, siniflandirilamamaktadir

Nadir gorulen lenfoblastik ve mantle-hiicre lenfoaltatipleri dsinda, tim B-hiicre
Hodgkin-dsl lenfoma (Non-Hodgkin Lymphoma, NHL) lard&gV genlerinde somatik
mutasyonlar (hipermutasyonagrams IgV genleri) gozlenir ve bu da bize bu
lenfomalarin GC iginde bloklanan veya GC’den geBemiicrelerden koken aldiklarini
gosterir (Kuppers, vd 1999, Stevenson, F. vd 199&jil 2.8).

Germinal centre

Dark zone Light zone

Physiological

| csR |

|5HM|

Aberrant SHM Chromosomal -
(multiple oncogenes)| | translocation

(Immunoglobulin-MYC,
immunoglobulin—BCL6)

l Pathological

Diffuse large B-cell Burkitt lymphoma
lymphoma and diffuse large
B-cell lymphoma

Sekil 2.8 GM B-hicrelerinde DNA lezyonlari ve fonksiyonalnsglari. Sinif-switch
rekombinasyon (CSR) ve somatik hipermutasyon mekaaliarindaki hatalar,
kromozomal translokasyonlarla sonuclanabilen sérBD®A uclarinin olgumuna
neden olabilirler. Bu resimde Burkitt lenfoma ve BBL'da karakteristik olan Ig-
MYC ve Ig-BCL6 translokasyonlari yer almaktadir. Ay zamanda bircok
onkogenin 5’-regulatér bdlgelerinde veya kodlam@aa bdlgelerinde kendini
gosteren somatik hipermutasyonlar da DBBHL patogiewke yer almaktadir (Klein
U ve Dala-Favera R 2008).
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Temel olarak B-hiicre NHL'larin alt tiplerinigenomlari iki tip genetik lezyonla
karakterizedir: Kromozomal translokasyonlar vgriasomatik hipermutasyonlar. Bu
lezyonlar 1g gen yeniden duzenlenme mekanizmasindbitalardan veya
malformasyonlardan kaynaklanmaktadir (Kippers, RD&lla-Favera 2001, Kippers
2005). Son yillarda vyapilan bir c¢ahada sinif-switch rekombinasyonlarin
regulasyonunda go0zlenen anormalliklerin de bu atletde gozlenen genetik
desisimlerden biri oldgu hatta bu dg&@simin kromozomal translokasyonlarin meydana
gelmesinden sorumlu olabilege 6ne sdrilmétir (Lenz G. vd 2007). Somatik
hipermutasyonlar ve sinif-switch rekombinasyonlailgskili translokasyonlardan
dikkati ceken istisnalar follikiler lenfomada Ig \cl-2 genlerini iceren t(14;18)
translokasyonu ve endemik-tip Burkitt lenfomadavéggMYC genlerini iceren t(14;18)
translokasyonudur. Somatik hipermutasyonlar G@nda da meydana gelebilir ve bu
durumda ekstrafolikiiler B hicreleri bazi lenfomatadlerinin olusmasindan sorumlu
hicreler olabilir (Weller S. vd 2004).

Asirl somatik hipermutasyonlar, gonlukla B-hiicre NHL alt tipi olan Diffiiz BlyUk
B Hucreli Lenfoma (DBBHL) ile ilgkilidir. Bu asiri mutasyonlar MYC ve PIM1 gibi
proto-onkogenleri iceren bircok genin 5 ucunda y#an (transkripsiyon Bama
bdlgesinin 2 kb downstream’inde) nikleotid gdemlerini icerir ve bu dgisimler
DBBHL’lI vakalarin yaklgik %50’sinde go6zlenir (Pasqualucci L. vd 2001)sirA
somatik hipermutasyonlarin, 1Ig gen bolgelerisimbilaki bolgelerde, somatik
hipermutasyon mekanizmasinigira aktivitesinden kaynaklangh distndlmektedir.
Asirl somatik hipermutasyonlar, proto-onkogenlerirrégulatér bolgelerinde meydana
gelen mutasyonlari da icerirler ve sonucta protkegenlerin ekspresyonlarinda
problemlere neden olabilirler (Pasqualucci L vd 20@Badece 5’ regulatoér bolgelerde
desil, genin kodlayan bolgelerindeki mutasyonlar dgiliigen tGrandndn dgru islevini
etkileyen aminoasit dg@simlerine neden olabilirler. Buna en iyi érnek MY@rgnde
meydana gelensal somatik hipermutasyonlardir ve bu mutasyonlartiazilari genin
onkogenik potansiyelini aktive eder. Birska agidan somatik hipermutasyonlar, bu tir
onkogenlerde DNA  kiriklarinin  ojmasina neden olarak  kromozomal
translokasyonlarin ojumuna yardimci olabilir. Dolayisiyla, yukarida dgran tim
mekanizmalar, @ri somatik hipermutasyonun DBBHL ile gkili lenfomagenezde yer

alan en 6nemli komponentlerden biri ojdunu agikca gostermektedir.
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Somatik hipermutasyonlar ve sinif-switch rekamasyonda aktivasyon induklu
deaminaz (AID) enziminin 6nemli bir roli olgu ve bu enzimin kromozomal
translokasyonlarin ve somatik hipermutasyonalrioswola yardim ederek DBBHL
patogenezine katilgh gosterilmgtir. In vivo calsmalarda, surekli bu enzimi eksprese
eden farelerde farkli hicresel orijinli timorlergelistigi belirlenmigtir.  B-hiicre
kokenli Hodgkin dgi lenfomalardaAlD geninde mutasyonlarin gézlenmemesi, bu genin
lenfomagenez sirasinda meydana gelen somatik hipasyonlar ve sinif-switch
rekombinasyonlarindaki anormalliklerden direkt alarsorumlu tutulamayagai,
bunun aksine bu genin genomda hedefliediger mekanizmalarda g@simlere neden

olarak lenfomageneze katildiklarinisdadiurmektedir (Okazaki IM vd 2003).
2.5.1. B-huicre lenfomagenezindeki genetik gsimlerin fonksiyonel sonuclari

B-hicre NHL’larda igkili kromozomal translokasyonlar tipik olarak preto
onkogenlerin ekspresyonlarinda duzensizliklere nedw#urlar. Dolayisiyla, gen
fluzyonuna neden olan kromozomal translokasyonldoirkerinden farkli olabilirler ve
bu da lenfomalarda gbzlenen bulgularin birbirleeindarkli olmasindan sorumludur. B-
hicre NHL ile ilskili kromozomal translokasyonlarin ortak noktasiC @-hicre
gelisimini regile eden genlerin transkripsiyonal bozgkilya da normalde eksprese
olmayan genlerin olgun B-hicrelerin belirli bir g@hsel sirecindeki ektopik

ekspresyonudur (Kelin U ve Dalla-Favera R 2008).

Follikiler lenfoma, IgH lokusu ve Bcl-2 protmkogenini iceren translokasyonlarla
karakterize bir B-hiicre NHL alt grubudur. Bu lenfada tUmor hicreleri folliktler
bUylme paterni gosterirler ve timor hiicrelerinin €troblastlarindan kdken aldiklari
distindlmektedir (Kippers R vd 1999, Stevenson F. v@Bl9Sentroblastlar normalde
Bcl-2 eksprese etmezler ve tumor hicrelerinde Buh2ektopik ekspresyonunun

lenfomagenezi uyargh disinulmektedir.

Bcl-2'nin aksine, GC B-hiicrelerinde Bcl-6 ekesge olur. Siklikla DBBHL ve daha
az siklikla follikiler lenfomada go6zlenen ve Bcl6’ iceren kromozomal
translokasyonlar, Bcl-6'nin surekli vgia eksprese olmasina neden olurlar. Bcl-6’'nin
bu onkogenik roli fare modellerinde de go6stegtmi(Cattoretti vd 2005). Bcl-6
espresyonundaki regilasyonun bozulmasi, sentadrestiimaor-hicre prekirsoérlerine
transkripsiyonal programlanmasina yardimci olagakilde post GC farklilgma

surecini bloke eder. Ayni zamanda Bcl-6'nin siredtisprese olmasi spesifik pro-
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proliferatif ve DNA hasarina toleransh sentrohblastfenotipin  korunmasina

(devamlilgina) yardim eder.

Lenfoplazmositik lenfomada PAX5 ve IgH lokusta iceren kromozomal
translokasyonlar, post-GC farkglaasinda blokaja neden olabilirler. B-hicre
fenotipinin korunmasindan (devamgindan) sorumlu olan PAX5’in slrekli eksprese
edilmesi, B-hiicre programlanmasinin silinmesinie§abilir ve sonugta B hlicrelerinin

plazma hucrelerine terminal farkiglaasi bloke edilir.

IgH zincir yada L zincir lokusuna MYC transbdyonu, Burkitt Lenfoma olgularinin
tuminde (%100) ve DBBHL olgularinin %10’'unda go6#enbir degisimdir. Bu
lenfoma tirleri GC B-hiicrelerinin onkogenik transfiasyonundan koken alirlar ve
dolayisiyla tumor hucrelerinin gen ekspresyon fesfi GC B-hicreleriyle yakin
ili skilidir. MYC ekspresyonundaki bu @simin onkogenik sonucu; hiicre biaylimesini
kontrol eden genlerin transkripsiyonal regulasyataudeisimler ve en nihayetinde de
genomik instabilitedir. Ozetle, GC B-hiicrelerindeY®in ektopik ekspresyonu ya
direkt olarak ya da indirekt olarak ek genetilgidanlere neden olarak lenfomageneze
katilir (Sekil 2.9).

ABC-
[Burkitt lymphoma| | DLBCL | DLBCL LPL

@ @ PRDM] =

Plasmablast

Plasma cell
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©
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Sekil 2.9 B-hiicre lenfomagenezini uyaran molekiler mekaniam@elin U ve Dalla-
Favera R 2008)
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DBBHL'nin bir alt tipi olan Aktif B-hiicre (8C) DBBHL'da, BLIMP1 (PRDM1)'i
kodlayan genin inaktivasyonu (LOH veya epigenetilarak) B-hicrelerinin plazma
hicrelerine post-GC farklgaasini bloke ederek timor géfnine katkida bulunabilirler
(Pasqualucci vd 2006). Bu durum, ABC-DBBHL'de Bcl#&gulasyonunu bozan
mekanizmalara ek olarak gozlenen o6zel bir durumder bu da bize post-GC
farklilasmadaki bir blokajin alternatif genetik ggimlere neden olabile@mi

gostermektedir.

Sonu¢ olarak, B-hicrelerinde IgL zincirininatskripsiyonunu aktive eden bir
transkripsiyon faktorii olan NEB'nin sinyal iletim yol& aktivitesi DBBHL'nin
patogenezinde yer alsa da, bugline kadar bu anakimghsyonu aciklayabilen herhangi
bir spesifik genetik désim tanimlanmanstir (Davis R. E. vd 2001). Bu nedenle,
normalde sentroblastlarda sessiz olan ¥BFsinyal iletim yolginin, B-hlcrelerine
ektopik hayatta kalma sinyalini @ayip sglamadgl hentz netlik kazanmagtir. Ayni
zamanda bu yofan tumor-hicre prekirsori olan sentroblastin 6zel delisim
evresinde gortlen bir gsimi yansitip yansitmagh da bilinmemektedir (Shaffer A. L.
vd 2001, Basso K. vd 2004).

2.6. Diffuz Buyuk B-htcreli lenfoma
2.6.1. Epidemiyoloji

Kanser, hemen hemen tim dinya Udlkelerinde 6lum mede arasinda
kardiyovaskuler hastaliklardan sonra ikinci sirgea almaktadir (Siegel R vd 2012).
WHO 2008 yil verilerine gore, Dinya genelinde %il8’bir oranla, 7.6 milyon ki
kanser nedeniyle hayatini kaybegtmi (WEB_2).

NHL, Hodgkin lenfomalardan 6 kat daha yaygamiden bir patolojidir ve tim insan
kanserlerinin %4’0n0 okiurmaktadir (Steven H vd 2008). Erkeklerde kadalaranla
daha sik gorilur ve beyaz irkta gortlme insidangerdirklara gore daha yuksektir.
Hodgkin lenfomalarin insidansi yillara goregggklik gostermemesine kain, NHL'de
insidansin her yil ar@g bilinmektedir. Amerikan Kanser Dergie2012 yili verilerine
gore NHL tanisi koyulan tahmini vaka sayisi 70.880' ve bu hastaliktan olen
vakalarin sayisi ise yakl& 18.940°tir. WHO 2008 Tirkiye verilerine bakiinda;
2.123 ki NHL nedeniyle hayatini kaybetgtir. 2012 Dunya Kanser $kalim
Istatistiklerine gore tim NHL olgularinin 5 yillikagkalim orani %67.3'tir. NHL'nin
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alt siniflart icin 5 yilhik sgkalim oranlari: Folikiler Lenfoma’da %84.2; DBBHIdd
%59.1; Burkitt Lenfoma’da %54.5 olarak belirlerytim (Siegel R vd 2012).

NHL'larin en yaygin formu olan DBBHL, yeni taralan NHL'larin yaklaik
%30'una kagilik gelmektedir §ekil 2.10). DBBHL'nin ilk tanisi ¢ok gegi yas
aralginda koyulsa da, ortalama tani koymaiyé0'tir. Gorilme siklgl erkeklerde biraz
daha yuksektir ve Erkek/Kadin gorilme orani 1.2'dBBHL’nin insidans oranlari
cografi farkliliklar goOstermektedir ve en yiksek irmn$ oranlarina Amerika,
Avusturalya ve Avrupa ulkelerinde rastanirken, banoAsya’da en diilkk deserlere
sahiptir. 1970’li yillarla kagilastirildiginda; cinsiyet, irk ve ya(cok genc ys grubu
haric)-b& msiz olarak insidansin her gecen yil grttbilinmektedir (Fisher SG ve
Fisher RI, 2004). Amerika’da 1990'li yillarin sordan 8.07-8.98 vaka / 100.000
populasyon olan DBBHL insidansinin 1992-2006 wyilenasinda yillik yakkak %1’lik
artis gosterdgi belirlenmitir. Bu artan insidansla #kili énemli faktorler arasinda
kanser raporlarinin dizenli tutulmasi, cok dahaaduyani yontemlerinin kullaniimasi
(6zellikle borderline lezyonlar icin), lenfoprolif&tif hastaliklarin siniflandiriimasindaki
desisiklikler ve AIDS’le-iligkili DBBHL sikligindaki artglar yer almaktadir (Flowers
CR vd 2010).

Non-Hodgkin
Lenfoma Alttipleri

%31 Diffiz Blyiik B Hucreli Lenfoma

Plazma Huicresi
Hastaliklari %16

%22 Folikuler Lenfoma

Non-Hodgkin’s
Lenfoma %62.4

%7.6 MALT Lenfoma

%7.6 Olgun T Hiicreli Lenfoma
%6.7 Kiguk Lenfositik Lenfoma

%6 Mantle Hiicreli Lenfoma

%2.4 Mediyastinal Biiyuk B Hiicreli Lenfoma
%2.4 Anaplastik Biylk Hucreli Lenfoma
%2.4 Burkitt's Lenfoma

%1.8 Nodal Marjinal Zone Lenfoma
%1.7 Prekiirsér T Lenfoblastik Lenfoma

\ %1.2 Lenfoplazmasitik Lenfoma
%7.4 Digerleri

Sekil 2.10Farkh lenfoid malignensilerin relatif gorilme Bktari (Harrison’s Principles
of Internal Medicine’dan alinmpive Turkge'ye cevrilmtir)
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Turkiye'de 2006-2008 yillarina ait 8k Bakanlgl kanser istatistik verilerine gore,
NHLlar kadinlarda en sik gorilen 8.kanser turd nikeerkeklerde 7. sirada yer
almaktadir §ekil 2.11 ve 2.12) (WEB-3). @er Bati Ulkelerinde belirtilen insidans
artisinin aksine, Ulkemizde hem kadinlarda hem de egké&l 6nemli bir insidans agti

g6zlenmemektedir.
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Sekil 2.11 Kadinlarda En Sik Gériilen 10 Kanser Turlibdsidansi (100.000
bireyde).
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Sekil 2.12 Erkeklerde En Sik Gorilen 10 Kanser Turttisidansi (100.000
bireyde).
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2.6.2. Risk Faktorleri

Yetskin bireylerde goérilen tum lenfomalarin yakla 1/3'Uni0 DBBHL
olusturmaktadir. Oldukc¢a agresif bir seyir izler ve @edalmayan hastalar ortalama 1
yildan daha az yam siresine sahiptirler (Fisher SG ve Fisher RI4200Igularin
blyuk bir cgunlugunda etyoloji tam olarak bilinmemektedir, ancak ejénfaktorlerin,
komorbid (dger bir patolojiyle @ zamanl goérilen) hastaliklarin veya bu hastalddar
uygulanan tedavilerin (6zellikle immunbaskilayicjara kullanimi) ve ultraviyole
radyasyon, pestisitler, sa¢ boyalari ve diyet gévresel faktorlerin hastalik riskini
arttirdigl bilinmektedir.

Genetik faktorler

DBBHL gibi diger birgcok lenfomada etyoloji net olarak bilinmenekbirlikte,
NHL’larda en iyi bilinen risk faktéri ciddi immunpuesyondur (Morton LM vd 2009).
Lenfomagenezin gengtni arastiran vaka-kontrol cajmalari inflamatuar yolaklar,
lenfoid hiicre dongusu, apoptoz ve gati gibi dnemli hiicresel yolaklara odaklargtm.
Her ne kadar DBBHL icin tek bir duyarhlik geni ik#fiye edilemese de, DBBHL
etyolojisinin altinda yatan genetik predispozisyoildjili 6nemli veriler elde edilngtir.
Bu veriler sirasi ile 1) DBBHL riski, hematolojik afignensi aile 6ykisu bulunan
bireylerde art gostermektedir, 2) DBBHL insidans orani gocmerylarde sabittir ve
kendi ulkelerindeki paterne sahiptir, ve 3) Lenfdémbireylerde bazi genetik
varyasyonlar belirlenmgiir (Flowers CR vd 2010). NHL epidemiyologlarinin
olusturdusu uluslararasi bir konsorsiyum olan “InterLymp” @andan yapilan geqi
kapsamli vaka-kontrol cgmasinda, TNFx (TNF-308G>A) ve IL-10 (IL10-3575T>A)
genlerindeki allelik varyantlar ile DBBHL riski asanda dnemli bir ikki bulunmutur
(Rothman N vd 2006).

Komorbid hastaliklar

Viral infeksiyonlar ve immun sistemi baskilaydurumlarla (otoimmun hastaliklar,
organ transplantlari, primer veya kazanginmmmunyetmezlik gibi) immun sitemi
baskilayan tedavilerin DBBHL riskini arttigh bilinmektedir. Ozellikle Epstein-Barr
virisu (EBV), Kaposi sarcoma-ile gkili insan herpes virus 8 (HHV 8), hepatit C virusu

(HCV), Helicobacter pylorive Chlamydia psittacigibi mikroorganizmalar tarafindan
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olusturulan infeksiyonlarin hastalik riski ile 6nemliiskisi oldusu belirlenmitir.
Ornesin, immunoblastik ve primer merkezi sinir sistenipléri olarak adlandirilan
DBBHL alt tiplerinin, EBV ile oldukca ikkili oldugu gosterilmgtir (Fisher SG ve
Fisher RI. 2006) Ancak infeksiy0z patojenlerin kkrdicrelerde lenfomagenezi veya
B-hiicre proliferasyonuna neden olan antijenik uyarbalatan mutasyonlara neden
olup olmadiklari ya da tumor gglnini uyaran immunsupresyona neden olup
olmadiklari hentiz bilinmemektedir. Lenfoid maligs&n44.350 olgu ve kontrol olarak
122.531 bireyin dahil edildi “SEER-Medicare Assessment of Hematopoietic
Malignancy Risk Traits (SMAHRT)” ¢calmasinda, lenfoma alt tipleri ve otoimmun
hastaliklar arasindaki ski aratirilmis ve DBBHL’'da risk artgi ile romatoid artrit,
Sjogren sendromu ve otoimmun hemolitik anemi adesimemli bir ilgki saptanmytir
(Anderson LA vd 2009). Sonug¢ olarak DBBHL'da riskktorleri multifaktoriyel

goranmektedir.
Cevresel faktoérler

DBBHL gelsiminin genetik ve cevresel risk faktorlerini icersneedeniyle, bircok
vaka-kontrol cakmalari bu iki faktorin etkikgmine odaklanngtir. Amerika’da yapilan
bir calsmada, 10 yillik bir periyotta endustriyel tesislgrakin boélgelerde yayan
bireyler incelenmi ve bir kereste tesisinin yakla 3 km cevresindeki yayan
bireylerde DBBHL riskinin arttidy gozlenmgtir (De Roos AJ vd 2010). Amerika,
Avrupa ve Avusturalya’yl kapsayan bir gia calgmada da guneisinlarina maruz
kalmanin bir risk faktori olabilegebelirlenmigse de, gungisinlarina uzun stre maruz
kalmanin dger hastalik igcin de risk olabilegevurgulanmstir (Kricker A vd 2008).
Bunun yanisira ultraviyolsginlar, herbisitler, insektisitler ve oksidatif boyaiinlerinin
lenfoma riskini arttirabildii belirlenmigse de, DBBHL gefimindeki etkileri heniz
aydinlatiimg degildir (Flowers CR vd 2010).

2.6.3. Klinik prezantasyon

En yaygin gorilen semptomlardan bigriaiz lenf nodu biyumesidir. Ancak,
hastalarin %401 ekstranodal (deri, gastrointestiaaal, merkezi sinir sistemi, ak@r,
genitouriner kanal veya kemikler) prezantasyon kénige bagvurmaktadirlar.
Hastalarin yaklgk %15’inde kemik ilgi tutulumu vardir ve 1/3'inde de B semptomlari

(Ates, istem dgi kilo kaybi ve gece terlemeleri) gozlenir. Ayriba hastalarin yakgsk
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%’si evre II/IV (Ann Arbor sistemine goére)'dir veerumlarinda laktat dehidrogenaz
duzeyleri yuksektir (WEB_4)Hastalgin klinik prezantasyonunda bu kadar belirgin
farkliliklarin gozlenmesi, biyolojik alttiplerin yasira 1rk, etnik ve ggrafik
Ozelliklerinde bu farkhligin olusmasinda rol oynayabilege distindirmektedir. Bu
amacla planlanan camalar, duyarhlikla ilgkili tek nokleotid polimorfizmlerinin
belirlenmesinin yanisira gen-cevre etgielerinin rolunt  argtirmaya yonelik

olmalidir.

2.6.4. Tani

DBBHL'de tani cerrahi 6rnek/ekzisyonal lenfduoveya ekstranodal doku biyopsi
orneklerinden hazirlangi yeterli doku orngini iceren formalinle-fikze doku
orneklerinde koyulmalidir. Acil tedaviye ganmasi gereken hastalarda kor biyopsi
materyalleri de dgerlendirilebilir. Uygulanmasi zorunlu minimal immuoimnistokimyasal
boyamalar CD45, CD20 ve CD3'tur. Her ne kadar gkspeesyon profiline dayall
karakterizasyon heniiz atama gamasinda olmakla birlikte taze doku 6rneklerinin
saklanmasi ileri molekuler karakterizasyonlarin ikplmesi acisindan 6nerilen bir
yaklasimdir. Ister gen ekspresyon profiline ister immunohistokisal analiz
sonugclarina dayali olsun, ginimizde DBBHL'da taryutduktan sonra DBBHL'da alt
tip ayrimini yapmak, hentiz uygulanacak tedavinigirsede kullanilan bir parametre
degildir (Tilly H vd 2012).

2.6.5. Siniflandirma

DBBHL'nin karakteristik morfolojisi, lenf nodilinde transforme olan buydk
lenfositlerin diffliz proliferasyonudur Sékil 2.13). Bu lenfoid hicrelerin nikleus
boyutlari, normal lenfositlerin yakj&k 2 katidir. WHO, DBBHL'yi morfolojik
farkliliklara ve immunofenotipik profillerine goérefarkli gruplara siniflandirngtir
(Tablo 2.3) (de Leval L vd 2012). DBBHL'de identi@ edilen 3 yaygin morfolojik
varyantlar; sentroblastik, immunoblastik ve andgtassaryantlardir. Alt tiplerin
identifikasyonunda hem morfolojik 6zellikler hem dzgin klinik prezantasyonlar
deserlendiriimektedir. Molekller ve immunohistokimyasalt gruplar aagida daha
detayl tartgilacaktir. Tanimlanan kriterlere gore siniflandumayan ve heterojen
Ozellikler goOsteren vakalar “DBBHL, NOS (not othéser specified)” olarak
adlandirilan alt grupta gerlendirilmektedir.
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DBBHL hcreleri siklikla CD19, CD20, CD22 veDZ9a B-hiicre belirteclerini
eksprese ederler. GC belirtegleri olan CD10 ve BCGhfasiyla vakalarin %30-60 ve
%60-90'Inda eksprese edilmektedir.

SRS IS AN

Sekil 2.13 Buyuk lenfoma hiicreleri ile karakterize DBBHL'lirbolguya ait lenf nodilu
kesiti (Mughal TI vd 2006).

Tablo 2.3.DBBHL: WHO 2008 lenfoma siniflandirmasina goreyeautlari, alt gruplari

ve alt tipleri

Diffiz Buyuk B-Hicreli Lenfomalarin siniflandiriima si

Diffiz Buyuk B-Hucreli Lenfoma, baska bir sekilde siniflandiriimamis (DLBCL, NOS)
Morfolojik varyantlar: sentroblastik, immunaistik, anaplastik
Molekdler alt gruplar
Immunohistokimyasal alt gruplar

Diffuz Buyuk B-Hucreli Lenfoma Alt tipleri
T-hicreli/histiyositce zengin bilylk B-hicrieinfoma
Merkezi sinir sistemi Primer DBBHL
Primer kutan6z DBBHL, bacak tipi
Ileri yasta EBV-pozitif DBBHL

Difflz Buyuk B-Hucreli Lenfoma Siniflari
Primer mediyastinal buytk B-hicreli lenfomaEBCL)

Intravaskiiler biyiik B-hiicreli lenfoma
Devami arka sayfada
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Kronik inflamasyonla ikkili DBBHL
Lenfomatoid granilomatoz
Anaplastik lenfoma kinaz-pozitif buyuk B-hikidenfoma (AKL+DBBHL)
Plazmablastik lenfoma (PBL)
HHV8-iliskili multisentrik Castleman hastgindan (MCD) kaynaklanan DBBHL

Primer eftizyon lenfoma (PEL)

2.6.5.1 Morfolojik de gisimler

DBBHL, buyidk B-hicrelerinin bir neoplazisidir.Olgularin  %80’i, GC
sentroblastlarina benzeyen hiicrelerdeguldmmunoblastik tip ise (vakalarin %10'u)
%90’'dan daha fazla immunoblast hicrelerini iceBiger bir immunolojik varyant
reaktif T- hicreleri ve histiyositlerin ofturdusu belirgin bir backgrounda sahiptir ve
dolayisiyla T- hiicre ve histiyositlerden zengin \aaryanti olgturur. Anaplastik tipte
ise hucreler morfolojik olarak pleomorfik nikleuslgens sitoplazmali, sintzoidal
blyume paternlidirler ve CD30 eksprese ederler. Qaukr gbzlenen bir der alt tip ise
plazmablastik DBBHL'dir ve siklikla HIV-pozitif beylerde gozlenir (Tablo 2.3).

2.6.5.2. Hucre orijini

DBBHL, morfolojik ve sitogenetik acgidan oldwkeheterojen bir hastaliktir. Bu
heterojenitenin altinda yatan mekanizmalarini tdemmak amaci ile, farkh htcre orijinli
DBBHL'li olgularda gen ekspresyon profillerinin lidénmesi amaclanngtir. “Losemi
ve Lenfoma Molekuler Profil Belirleme Projesi” kapsinda 2002 yilinda 240 olguya
ait biyopsi materyalleri DNA mikroarray ile analedilmis ve farkli gen ekpresyon
profillerine goére alt gruplar tanimlanghr. Bu calgmada, gunimizde de hala
gecerliligini strdiren en azindan iki birbirinden goasiz gen ekspresyon alt grubu
tanimlanmgtir. Bu alt gruplar Germinal merkez B-hticre-benZ&CB) ve aktive B-
hicre-benzeri (ABC) altgruplaridir (Rosenwald A2@D2).

Gen ekspresyon profillerindeki farkhliklarérg ayrilan bu iki molekile alt grubun
fenotipik Ozellikleri birbirine benzese de, klinikonuglari birbirlerinden farkhdir.
DBBHL olgularinin yaklaik %50’sini olwturan GCB alt grubu, normal GC-B
hicrelerinin sahip oldtu ekspresyon profiline sahiptir. Ancak, aktive Bdrgrbenzeri

(ABC) olarak adlandirilan der alt grupta GC gen ekspresyonlari gézlenmemaktedi
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Bu alt gruptaki ekspresyon profili aktive olan Benélerinin gen ekspresyon
profillerine benzerlik gostermektedir (Alizadeh A& 2000). Gen ekspresyon profiline
gore siniflandirma yapilghnda, kemoterapi alan olgularda bu iki alt grupsarda
prognoz acisindan da farklliklar gozlenmekteditG@€B alt grubunda yer alan olgular
daha iyi prognoza sahiptir (Wright G vd 2003, Thésbont C vd 2011).

Gen ekspresyon profiline dayali molekulergaliplarin identifikasyonu sonrasinda,
elde edilen verilerin IHC ile protein dizeyindegddendiriimesi yapilngtir. Hans ve
ark. tarafindan 2004 yilinda bu alt gruplarin tdammasinda kullanilabilecek bir
algoritma olgturulmustur. Arastirmacilar gen ekspresyon profili ile siniflandanl alt
gruplart CD10, BCL6 ve MUM1/IRF4 ekspresyonuna gG€B ve ABC alt gruplari
olarak siniflandirabilnglerdir (Sekil 2.14A). Bu algoritmaya gore,ger olgu CD10-
pozitif ise GCB altgrubuna, CD10 ve BCL6-negatié ison-GCB alt grubuna aittir.
Eger olgu CD10-negatif ve BCL6-pozitif ise, MUM1/IRRekspresyonu iki alt grubu
ayirmada kullaniimaktadir. Buna gére MUM1/IRF4-niggalgular GCB altgrubuna
aitken, MUM1/IRF4-pozitif olgular non-GCB alt grubda yer almaktadir. Hans
algoritmasi olarak adlandirilan bu algoritmaninniagamanda cDNA-mikroarray
tabanl sgkalim sonuclari ile de uyumlu olgu ve 5 yillik genel sgalim oranlarinin
GCB fenotipli olgularda %76 iken non-GCB fenotipblgularda %34 oldgu
belirlenmitir (Hans CP vd 2004). Caimadan elde edilen veriler cDNA-mikroarray
sonugclari ile kanlastiriidiginda, olgularin %21.1'inin siniflandirilamadibildirilmi stir
(Rimsza LM vd 2004).

Hans algoritmasi kullanilarak siniflandirmasi yamayan olgularla ilgili ¢6zim bulmak
ve DBBHL'de hicre orijinin tanimlanmasinda yeni@igma olyturmak amaci ile birgok
calisma yapilmgtir. Bir bagka ifade ile immunohistokimyasal olarak DBBHL ninofekuler
Ozelliklerinin tanimlanmasini hedefleyen bircok igala bulunmaktadir. Muris ve ark.
(2006), GCB ve non-GCB proteinlerinin yanisira agoptotik bir protein olan Bcl2
ekspresyonunun da glerlendirildigi yeni bir algoritma tanimlanglardir. Bcl2 ve CD10’'un
bagimsiz prognostik belirtecler olarak glendirildigi bu algoritmada, olgular grup 1
(favourable; iyi klinik sonug) ve grup 2 (unfavoble; kotu klinik sonug) olarak
siniflandiriimgtir. Grup 2 olgular Bcl2-pozitif, CD10-negatif ve WM1/IRF4-pozitif
olgular iken, dger fenotipik olgular grup 1'i olgturmaktadir $ekil 2.14B) (Muris JJ vd
2006).
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Sekil 2.14 immunohistokimyasal olarak tanimlanan algoritmalddBBHL'nin hiicre
orijinin belirlenmesi ve molekiler klasifikasyonA) Hans ve ark.’nin algoritmasi
(2004), B) Muris ve ark.’nin algoritmasi (2006), 8nen ve ark.’nin algoritmasi
(2007), D) Choi ve ark.’nin algoritmasi (2009).
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DBBHL klasifikasyonu icin olgturulan bir dger algoritmada, immunohistokimyasal
olarak CD10, Bcl6, siklin D2 ve Bcl2 boyanma 6Z€#éri degerlendirilmistir. CD10 veya
Bcl6- pozitif olgular GCB fenotipi olarak gerlendirilirken, CD10 ve Bcl6-negatif olgular
non-GCB fenotipi olarak dgerlendirilmistir. GCB alt grubu ayni zamanda Bcl2 ve siklin
D2 boyanma 0zelliklerine goére iyi klinik sonug vété klinik sonu¢ grubu olmak tzere 2
farkli gruba ayrilmglardir Sekil 2.14C) (Amen F vd 2007).

Immunohistokimyasal olarak DBBHL'yl siniflandirmakiri olusturulan yeni bir
algoritma, kemoterapi ve immunoterapi alan hasfalagerlendirilmistir. Bu algoritmada
GCET1, CD10, Bcl6, MUM1/IRF4 ve FOXP1 olmak uzerbdirtec kullanilimg ve olgular
GCB ve ABC-benzeri alt gruplar olarak olarak 2 algruba ayrilmgtir.
CGET+/MUM1/IRF4-, GCET1-/CD10+ ve GCET1-/CD10-/B¢l6 FOXP1- fenotipine
sahip olgular GCB altgrubunda yer alirlarkergeditum fenotipler ABC-benzeri alt grupta
deserlendiriimiglerdir. Bu algoritmanin gen ekspresyon profili ilggumu %93 olarak
belirlenmitir (Sekil 2.14D) (Choi vd 2009).

DBBHL'nin Hodgkin lenfomaya benzeyen bir altugu daha vardir ve “Primer
mediastinal B hiucre lenfomasi” (PMBL) olarak adlarichaktadir. PMBL,su anda
mevcut klinik kriterlere gore @er alt gruplardan net olarak ayirt edilememektedir
(Rosenwald, vd 2003, Savage vd 2003). Ancak, kliolarak PMBL daha geng
bireylerde (ortalama ya33) gozlenirken, GCB ve ABC alt gruplarina dahk ideri yas
bireylerde (ortalama ya >60) gozlenmektedir. Tum Hodgkinsdi lenfomalarin
%3’'inden daha az bir orani elurmaktadir (The Non-Hodgkin’s Lymphoma
Classification Project 1997).

PMBL'nin timustaki sinirli sayidaki B-hlcre mpidasyonundan kdken afdi
disunulmektedir. Diffiz blyume paterni gosteren PMBY, diiim olgular B-hicre
antijenlerini (CD19, CD20, CD22 ve CD79a) immunadBpik olarak eksprese ederler.
Bu olgular CD21-negatiftirler ve nadiren CD10 eles®w ederler. Ayni zamanda, ylzey
immunglobulin ekspresyonu yoktur ve HLA sinif | senif [l molekdillerini ya dgik
diuzeyde eksprese ederler ya da ekspresyon gozlen@®ea ekspresyon profil
analizlerinden elde edilen veriler, PMBL alt grueiHodgkin lenfoma arasinda dnemli
bir iliskinin var oldgunu gostermektedir. PMBL’de karakteristik olaralsptese edilen
genlerin 1/3’Unden fazlasi, ayni zamanda Hodgkimfoealarda da eksprese
olmaktadir. PMBL’de transkripsiyon faktorleri old®AX5, BOB.1, Oct-2 ve PU.1
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ekspresyonunun gozlenmesi ve CD15-neggiifliolgularin 6zellikle Hodgkin
lenfomadan ayiriminda o6nemlidir (The Non-Hodgkiniymphoma Classification
Project 1997, Pileri SA vd 2003).

2.6.6. Evreleme ve Risk Dgerlendiriimesi

DBBHL icin gunumuzde belirlenen bir derecelen# (grading) sistemi
bulunmamaktadir. Onceleri immunoblastik varyantiaryiiksek dereceli olarak
deserlendiriimesine kain, sonraki yillarda yapilan catnalar bu varyantin prognozla

ili skisi olmadgini gostermytir.

DBBHL'nin evrelemesi Ann Arbor evreleme kaikdsyonuna gore yapilmaktadir
(Tablo 2.4). Bu evreleme sistemi orijinal olarak dd&in lenfomalar icin onerilngi
olmakla birlikte, ginimuzde rutin Hodgkingdilenfomalarin da evrelenmesinde
kullaniimaktadir. Bu klasifikasyon primer olarakydframla ilgili lenfatik tutulumun
dagilimina ve ekstralenfatik organ tutulumuna dayaniak (Greer JP vd 2009, Turk
Hematoloji Derngi 2012).

Tablo 2.4. Ann Arbor evreleme sistemi

Evre | Tek lenf dgumu bolgesi (1) yada tek ekstralenfatik alan (IE)

Evre Il Diyafragmanin tek tarafinda 2 ya da dahdafdenf digimua bolgesi (11)
ya da diafragmanin tek tarafinda lokal ekstralékfgdyilimla birlikte bir
ya da daha fazla lenf dimi bolgesi (lIE)

Evre lll  Diyafragmanin her iki tarafinda lenf glimi bdlgeleri (lIl), lokal
ekstralenfatik yayilim @ik ediyorsa llIE, dalak tutulumu varsa IlIS, lokal
ekstralenfatik tutuluma dalak tutulumglik ediyorsa IIISE

Evre IV Klik eden lenf dgimu tutulumu olsun ya da olmasin bir ya da dahkafaz
ekstralenfatik organin yaygin tutulumu

A/B Son 6 ay icinde sistemik semptomlarin (Atgece terlemeleri, vicut
agirh ginin %10 kaybi) vargina gore:

A: Sistematik semptom yok

B: Son 6 ay iginde bazal vicugidiginin %10’'undan daha fazlasinin
kaybi, yineleyen ve aciklanamayan°@&in tGzerindeki atg yineleyen

gece terlemeleri
Devami arka sayfada
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Kitlesel En buyuk capi 10 cm’nin Uzerinde olan kitle ya daabka akcier
(bulky)  grafisinde torakal 5-6 intervertebral disk dizewntesaplanan en uzun
hastalik transvers transtorasik ¢capin 1/3'Ugammediastinal kitle

Uluslararasi Prognostilindeks (IPI)'te tamimlanan Kklinik prognostik fakiér
DBBHL'li olgular icin risk ayirirminda bir model olturmaktadir (Tablo 2.5) (Tark
Hematoloji Derngi 2012). Ancak, IPI risk gruplar icinde klinik soglarda gozlenen
farkliliklar bu hastafiin biyolojik ve klinik heterojenitesini yansitmakiia. Ayni
zamanda yg-uygun IP1 de kullanilabilmektedir, ancak bu insléizellikle yiksek-doz
tedavi ve kok hicre transplantasyonu gibigyo tedavi programlarinin yer agal
calismalarda kullanilan bir indekstir. Tablo 2.6’da IRé yaga-uygun IPI'ye goére
belirlenen risk gruplarinin 5 vyillik relapséesiz ve genel gkalim oranlari
gosterilmektedir (Sweetenham JW 2005).

Tablo 2.5.Uluslararasi Prognostik Indeks (IPI)

Kotu risk faktorleri Ya >60ya
Serum LDH > 1 x normal
Performans Durumu 2-4 (ECOG o6lcutleri)
Evre -1V
Ekstranodal tutulum > 1 bdélge

IPI Her risk faktoru bir puan olarak gerlendirilir
Dusuk 0-1

DusUk-orta 2

Yuksek-orta 3

Yuksek 4-5

Tablo 2.6.IPI'ya ve Yaa-uygun IPI'ya gore 5-yillik rekirrensgansiz sgkalimla
genel sgkalim oranlari

Risk Gruplari Kota risk Sayisi*  5-Yillik Rekurrens - 5-Yilhk Genel
bagimsiz S&kalim (%)  Sagkalim (%)

Uluslararasi Prognostik

Indeks

Dusuk 0/1 70 73
Duslik-orta 2 50 51
Yuksek-orta 3 49 43
Yiksek 4/5 40 26

Devami arka sayfada
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Yaga-uygun Uluslararasi

Prognostikindeks #

Dusuk 0 86 83

DusUk-orta 1 66 69
Yuksek-orta 2 53 46
Yuksek 3 58 32

* Tablo 2.5'te tanimlanan kotu risk faktorleri

2.6.7. Tedavi

Hasta ve tumorun 6zelliklerine ghaolmakla birlikte, DBBHL buyluk ol¢ide tedavi
edilebilir bir hastaliktir. 25 yilldan fazla bir &ilir siklofosfamid, dokzorubicin,
vinkristin ve prednizon (CHOP) tedavisi, DBBHL'ntedavisinde altin standart olarak
kullaniimistir (Cabanillas F. 2010). Gunumuzde kimerik antiZDD monoklonal
antikoru olan rituksimab (R) gibi monoklonal antikeoin bu standard tedaviye
eklenmesi (R-CHOP) ile daha iyi klinik sonuclar elddilmitir. CD20, B-lenfoid kok
hicrelerinde eksprese edilmezken, plazma hicreerieksprese olur. B-hicre
malignensilerinin  bayuk bir gunlugu (%90) CD20 molekulini eksprese
etmektedirler. Rituksimab’inn vitro etki mekanizmasi antikor-panli htcre aracili
sitotoksiteyi, kompleman-aracil lizisi veya diredgpoptoz induksiyonunu icermektedir
(Smith 2003). Bu yeni tedavi yontemi ile hastalardeam progresyon-gmsiz
sgzgkalimda hem de genel@alimda buyik ilerlemeler kaydedilgtr (Gleissner B vd
2008).

DBBHL hizli seyreden bir hastalik ollindan, tedaviye en kisa slrede
baslanmalidir. Tedavi edilmeginde, DBBHL'de ortalama gkalim 1 yilldan daha
azdir. Kemoterapi ve monoklonal antikor tedavi kambkyonu (R-CHOP), hastalarin
blyuk bir ¢cgunlugunu tedavi edebilmekle birlikte bazi hastalardaalgbr (tedaviye
yanit vermeyen) veya relaps (tedaviden sonra hgstaleniden niks etmesi) hastalik
gelisebilmektedir. Sekonder tedaviler bu tir hastalartedavisinde hbgril
olabilmektedirler. Relaps durumunda otolog kok hicre transplantasyemuuygun
tedavi seceneklerinden biridir ve destekleyici tniekanizma olarak, tedavi surecinde
kemik iligi kok htcrelerin tikenmesinden kaynaklanan potaisiidiriciu yan etkileri
azaltmak icin uygulanir. Kok hiicre transplantasydeuirlikte yiksek-doz kemoterapi
uygulamasi 0Ozellikle Bdangic kemoterapinin Rarisiz oldgu durumlarda uygulanan
bir tedavi secenrgdir. Yuksek-doz kemoterapinin amaci, tedavi uygudainin
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sitotoksik etkisini kuvvetlendirerek, giealimi arttirmaktir (Vellenga vd 200Briedberg
JW 2011).

Standart tedavi sonrasi DBBHL'nin alt gruplarindanik sonugclar birbirlerinden
oldukca farklilk gostermektedir. R-CHOP sonrasiB5&t grubu olgularinin bayik bir
cogunlugu tedaviye yanit verirken, ABC alt grubu olgulanryarisindan fazlasi tedavi
edilememektedir. Gen ekspresyon profil gaklari malign olmayan hucrelerin
kompozisyonunu (6rn” tumur mikrogevresi) yansitagekilde, DBBHL' yi “stromal-

1” ve “stromal-2” olmak Uzere 2 gruba ayigtm ve bu alt gruplar bireyin klinik sonucu
ile oldukca ilgkili bulunmustur. Prognozu daha iyi olan stromal-1 grubu ekstrdsr
matriks birikimini ve histiyosit infiltrasyonunu yaitmaktadir. Bunun aksine, prognozu
daha kotu olan stromal-2 grubu ise bilinen bircpket hiicre genlerini kapsamaktadir
(Lenz G vd 2008).

2.6.8. Karsinogenez

2.6.8.1. Genetik aberasyonlar

DBBHL'de gozlenen genetik aberasyonlar krommab translokasyonlari, sai
somatik hipermutasyonlarla meydana gelen mutasgonkze delesyon veya
amplifikasyonlarin neden olgu kopya sayisi dgsimlerini icermektedir. DBBHL'de
bircok farkh kromozomal d&simler tanimlanmgtir ve bircok DBBHL olgusu
kompleks karyotipe sahipti. DBBHL'de go6zlenen kmeomal translokasyonlar,
resiprokal ve dengeli translokasyonlardir. Birkagsna dyinda, bu translokasyonlar
gen flzyonuna neden olmazlar, ancak hedef genipreggonunu deregile ederler.
Asirt somatik hipermutasyonlar, fizyolojik somatik permutasyon mekanizmasinin
asirl aktivitesinden kaynaklanan genetik lezyonlamekanizmasini okiurur. Bu
mutasyonlar hedef genlerin (6zellikle proto-onkdgenekspresyonunu dereguile ederek
veya protein fonksiyonunu dstirerek karsinogenezde 6nemli rol oynarlar. DBBH.'d
olgularin %50’sinden fazlasinda g6zlenen bu hipeasyonlarin hedef genleri arasinda
MYCve PIM1 yer almaktadir (Schneider C vd 2011, Pasquaalugdi2001).

DBBHL'nin morfolojik, biyolojik, klinik acidan olduk¢ca heterojen olgu ve
konvensiyonel diagnostik yontemlerle ayirdedilermey&CB”, “ABC” ve “PMBL”

DBBHL olarak adlandirilan 3 molekiler alt sinifinehdugu daha onceki bélimlerde
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bahsedilmjti. Bu lc¢ alt grupta ortak genetik aberasyonlar|gdmnekle birlikte, bu
aberasyonlarin gorilme sikliklari birbirlerindenkfedir (Tablo 2.7) (Nogai H vd 2011).
Ayni zamanda bu alt tiplerin B-hicrelerinin farldvrelerinden koken aldiklarinin bir
yansimasi olarak, her bir alt grupta gozlenen gieraderasyonlar ve gen ekspresyon
profilleri de birbirlerinden farkhdir. (Lenz G va008).

Tablo 2.7.DBBHL molekuler alt gruplarinda gozlenen genetiesyon ve gorilme
sikliklart (Nogai H vd 2011).

Genomik Aberasyon ~ GCBDLBCL ABCDLBCL  PMBL
(%) (%) (%)
BCL2translokasyonu: t(14;18) 45 0 18
BCL2 amplifikasyonu: 18921 10 34 16
REL amplifikasyonu: 2p13 28 5 19
CDKN2Ahomozigot delesyonu: 9p21 1 20 0
SPIBamplifikasyonu: 19913 3 26 3
Trizomi 3 1 26 0
Amplifikasyon: 9p24 0 6 43
PRDM1mutasyonu/delesyonu (Blimp-1) 0 24 AE
BCL-6translokasyonu 10 24 33

(AE:Analiz Edilmems)
2.6.8.1.1. GCB-DBBHL ile ilskili genetik aberasyonlar

GCB-DBBHL'nin gen ekspresyon profili normal GC-Bdré ekspresyon profiline
benzerdir (Alizadeh AA vd 2000). Ancak bu alt grupjrcok farkli genetik
aberasyonlarla karakterizedir ve Tablo 8de GCB-BRB ile iliskili genetik
aberasyonlar ve fonksiyonal / biyolojik sonuclaer yalmaktadir. Olgularin buytk bir
¢cogunlugunda gozlenen t(14;18), Bcl-2 onkogeninin ektopdgpFesyonuna neden olur.
Bcl-2, 6nemli bir anti-apoptotik molekildiur. Bu affrupta tanimlanan olgularin
yaklasik %40'inda t(14;18) olmaksizin, Bcl-2 ve Bcl-6 k&spresyonu
gozlenebilmektedir. Bcl-2'nin  kodlama yapan dizieleki mutasyonlar, Bcl-2
promoter dizilerindeki @ri somatik hipermutasyonlar gibi mekanizmalar,domumdan
sorumlu tutulmaktadir. Kromozomal translokasyonl@klikla t(8;14)) nedeniyle
deregile olan bir k&a gen MYC onkogenidir ve olgularin %15'inde MYC
deregilasyonu goézlenmektedir (Schneider C vd 20DBBHL’de bircok kromatin

modifiye edici enzimleri kodlayan genlerde mutadgontanimlanmgtir. Ozellikle
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GCB-DBBHL alt grubunda bu mutasyonlarin prevalanger alt gruplara gore daha
yuksektir ve olgularin %21.7'sindeEZH2 (bir polikomb-grup onkogen)'de rekurrent
somatik mutasyonlar tanimlanghr (Morin RD vd 2010). Bir histon metiltransferaz
olan MLL2nin de mutasyona gradigl ve sonuctaMLL2'nin inaktive edildgi
bilinmektedir. Son yillarda, epigenetik acidan dhiestan histon asetiltransferazlardan
CREBBP ve EP300’Un de siklikla mutasyonlar ve mdalia delesyonlar nedeniyle
inaktive olduklari bilinmektedir. Bu iki asetiltraferaz bircok sinyal yofanda
transkripsiyonal ko-aktivatorler olarak gorev ydpawve inaktive olmalari durumunda
Ozellikle Bcl-6 ve p53'U asetile etme yeteneklerkaybettiklerinden bu genlerin
transkripsiyonlarini baskilarlar (Pasqualucci L2@l1). GCB-DBBHL'de bu iki genin
inaktivasyonu ABC-DBBHL alt grubuna gore daha yilkssklikta gozlenmektedir
(sirasi ile %39 ve %17). DBBHL'de tanimlanan gekhetberasyonlardan en yaygin
olani ve GC olgumunda da kritik rolti olan 3927 lokusunda yer @at6 genini iceren
yeniden duzenlenmelerdir. Tiam DBBHL olgularinin Mgk %75’inde, GC-B
hicrelerini yonlendiren fizyolojik somatik hipernaisyon mekanizmasinin aktivitesini
yansitacaksekilde Bcl-6 geninin 5’ regilatér bolgesinde mutasiar gozlenmektedir.
Ancak bu mutasyonlarin belli bir grubu 6zellikle B@®BBHL alt grubunda yer alir ve

patogeneze katilir (Schneider C vd 2011).

2.6.8.1.2. ABC-DBBHL ile iliskili genetik aberasyonlar

ABC-DBBHL alt grubunun gen ekspresyon profglazma hucrelerine farklgena
komutu almg GC-B hiicrelerinin gen ekspresyon profiline benzefdlizadeh AA vd
2000).1lging olan, bu alt grupta NkB hedef genlerin ekspresyonundaki gntive NF-
kB'nin sdrekli aktivasyonunun hastgin patogenezinde rol oynaadidistinulmektedir.
Bir cok farkli genetik aberasyonlar, NdB aktivasyonuna neden olabilirler (Tablo 2.8)
(Schneider C vd 2011). En yaygin gb6zlenen aberdasgan biri de TNFAIP3
(A20,negatif NFxB regulator 20)’'Un mutasyonlar ve/veya delesyontedeniyle
biallelik inaktivasyonudur ve olgularin yakla %30’'unda gozlenir. A20, NkB
yanitlarinin terminasyonunda yer alan dual-fonksiyobir ubikutin-modifiye edici
enzimdir ve GCB-DBBHL alt gruplarinda A20 genetlheaasyonlarina nadiren rastlanir
(Compagno M vd 2009). Normal B-hicrelerinde, dFnin BCR ile uyarilan
aktivasyonu icin bir yapisal protein olan CARD11rejeidir. ABC-DBBHL alt
grubunda yer alan olgularin yakla %10'unda CARD11 geninde mutasyonlar

gozlenmektedir. Bu mutasyonlara GCB-DBBHL alt gmbta nadiren rastanilir.
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CARD11 mutasyonlari, NkB'nin strekli aktivasyonuna neden olurlar ve dotayla
bu lenfoma hiicreleri BCR sinyal iletimi olmaksi2ifr-kB sinyal iletimi aktive ederler
(Lenz G vd 2008). Proksimal BCR alt unitesini splwan CD79A ve CD79B
mutasyonlarina, ABC-DBBHL olgularinin yakla %20’sinde rastlanilir. Bu
mutasyonlarin kronik aktif BCR sinyal iletimi ilerbkte NF-xB, PI3SK ve MAP-kinaz
yolaklarini surekli aktive ettikleri diintilmektedir (Davis RE vd 2001). N&
aktivasyonuna neden olan birgdr sinyal iletim yolg Toll-benzeri reseptorler
aracilglyladir. Bu reseptor aracHi ile gerceklgen sinyal iletim yolginda ortak
adaptoér protein MYD88'dir ve ABC-DBBHL olgulariniryaklasik %30’'unda bu
proteini kodlayan gende mutasyonlar belirlegtmi Bu mutasyonlar NkB sinyal
iletim yolaginin yanisira JAK-STAT yolani da aktive ederler (Ngo VN vd 2011).
PRDM1 geni tarafindan kodlanan Blimp-1, plazma hicraekefarklilgma icin gerekli
bir transkripsiyonal represordiABC-DLBCL lerin yaklasik dortte birindePRDM1
geninde gozlenen inaktive edici mutasyonlar ve gi@elar, sdzkonusu genin
inaktivasyonu ve dolayisiyla da Blimp-1 ekspresyaybina neden olmaktadirlar
(Pasqualucci L vd 2006). Farkh genetik gdemler nedeniyle PRDMZY'in
inaktivasyonunun, B-htcrelerinin plazma hucreleriiaeklilasmasinda bir probleme
neden oldgu ve bdylelikle ABC-DLBCL'nin molekiler patogenedi@ katildg
disunulmektedir. Ayrica, ABC-DLBCL’lerin yakkak olarak %251 Bcl6
translokasyonuyla karakterizedir ve vakalarin %26RBIB amplifikasyonu yada asti
gostermektedir. Her iki durumda da Blimp-1 ekspoeay ve blok farklilamasi
baskilamaktadi(Lenz G vd 2008).

2.6.8.1.3. PMBL- DBBHL ile iliskili genetik aberasyonlar

DBBHL'nin 3. alt grubunu olgturan PMBL, GCB ve ABC-DLBCL’den net bir
sekilde ayirt edilebilen karakteristik bir gen eksgyon profili gostermektedir. PMBL
alt grubu, Hodgkin lenfomalar gibi 6zellikle NEB olmak tzere belli onkogenik
yolaklar kullanir ve 9924 amplifikasyonu gibi benzgenetik aberasyonlari icerir
(Tablo 2.8) (Schneider C vd 2011, Rosenwald A v@30 Savage KJ vd 2003).
Gercekten de PMBL alt grubunda en yaygingigen 9924 bdolgesinde gdzlenen
kazanimlardir ve olgularin yakl& %90’inda g6zlenmektedir (Wessendorf S vd 2007).
Amplifiye olan bu bdlgede yer alan 6nemli genlerden, bir tirozin kinaz kodlayan
JAK2'dir. Bunun yani sira T-hicre yanitinin énemdgulatérlerinden olan PDL1 ve
PDL2 de bu bdlgede lokalizedir. gar alt gruplarla karlastinldiginda, PMBL alt
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grubunda bu 3 gen yiksek dizeyde eksprese edildieKiRosenwald A vd 2003).

Hodgkin lenfoma ile ortak bir Bka benzerlik de kromozom 2p’deki kazanimlardir ve

olgularin yaklaik %70’'inde 2p14-16 kazanimlari gozlenmektedir ($éeslorf S vd

2007).

Tablo 2.8. DBBHL molekiler alt gruplari ile ifkili genetik degisimlerin fonksiyonel
ve biyolojik sonuclar

GCB-DBBHL

GEN GENETIK FONKSIYONAL BiYOLOJIK
ABERASYON SONUCLAR SONUCLAR

BCL2 t(14;18) Mutasyonlari Ektopic Bcl2 ekspresyonu Apoptoz inhibisyonu

Bcl6-aracili represyondan
kacs

MYC t(8;14) Ektopik ekspresyon Proliferasyon ve
t(2;8) Bcl6-aracili represyondan sggkalimda arty
(8;22) kacs
EZH2 Mutasyon aktivasyonu Histon H3K27 Epigenetik yeniden
trimetilasyonunda ag programlanma
MLL2 Mutasyon inaktivasyonu  Histon H3K4 Epigenetik yeniden
trimetilasyonunda azali programlanma
MEF2B Nokta mutasyonlari Bilinmiyor Bilinmiyor
CREBBP Mutasyon /delesyon Asetiltransferaz aktivitesinde Epigenetik yeniden
EP300 inaktivasyonlari azalma programlanma
Bcl6 asetilasyonunda Artmis Bcl6 onkogenik
bozukluk fonksiyonu
p53 asetilasyonunda bozulmagp53 tiimor baskilayici
aktivitesinde kayip
PTEN Delesyonlar PIP3 negatif regulasyonundaAKT sinyalizasyon yolg
kayip aktivasyonu
PIK3CA Mutasyon aktivasyonu Artrpkatalitik aktivite AKT sinyalizasyon yofa
aktivasyonu
Bcl6 B6BS mutasyonlari Bcl6 otoregulasyondan kagi  Artmis proliferasyon
t(3;diger)(q27;dger) Ekspresyon deregiilasyonu  Apoptoza kagi direng
Farklilasmada blokaj
DNA hasari yanitinda
bozukluk
REL Gen amplifikasyonu Artmis gen dozaji Net desil
ABC-DBBHL
GEN GENETIK DEGISiM FONKSTYONAL BIYOLOJIK
SONUCLAR SONUCLAR
TNFAIP3 Biallellik NF-kB negatif regulasyonu  Surekli NFxB
(A20) Mutasyonlar/delesyonlar kaybi sinyalizasyonu
Hucre sgkaliminda ary
CARD11 Mutasyon aktivasyonu ArtmiNF-xB aktivasyonu Sirekli NkB
sinyalizasyonu
Hucre sgkaliminda ary
CD79A Mutasyon aktivasyonu ArtmBCR ekspresyonu Surekli NFxB
CD79B Lyn aktivasyonunda azalma sinyalizasyonu

Hucre sgkaliminda ary

Devami arka sayfada
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MYD88 Mutasyon aktivasyonu IRAK1/IRAK4 kompleksinin Surekli NF-kB
spontane birlgnesi ve sinyalizasyonu
aktivasyonu JAK/STAT

sinyalizasyonu
aktivasyonu

BCL6 t(3;diger)(q27;dger) Ekspresyon deregulasyonu Proliferasyonda arti

Apoptoza kagi direng
Farklilasmada engel
DNA hasari yanitinda

bozukluk
PRDM1 Biallelik PRDM1 fonksiyonunda kayip  Farklgimada engel
(BLIMP1) mutasyonlar/delesyonlar
BCL2 Gen amplifikasyonu Bcl2 ekspresyonundasartt  Apoptoz inhibisyonu
INK4a/ARF  Homozigot delesyon Fonksiyon kaybi Apoptoz inhibisy
p53 yolai inaktivasyonu
PMBL
GEN GENETIK DEGISiM FONKSTYONAL BIYOLOJIK
SONUCLAR SONUCLAR
JAK?2 Gen amplifikasyonu Artngigen dozaji Proliferasyon ve hicresel
transformasyonda agtl
PDL1 Gen amplifikasyonu Artngigen dozaji T-hicre aracili immun
PDL2 yanittan kag
SOCSs1 Homozigot delesyon JAK2 degradasyonu kaybi JAKZainasyon arti
TNFAIP3 Mutasyonlar/delesyonlar NF-kB negatif regiilasyon Konstitutif NF-kB
kaybi sinyalizasyonu
Hucre sgkaliminda ary
REL Gen amplifikasyonu ArtngiGen dozaj Bilinmiyor

2.6.8.2. Epigenetik dgisimler

B-hiicre lenfomalarinda epigenetik mekanizmalard&zlemen mutasyonlar ve
epigenetik paternin bozulmasi siklikla gézlenerylalair. EZH2 ve MLL2 gibi histon
metiltransferazlarUTX ve JMJD2C gibi histon demetilazlari v€BP ve p300 gibi
histon asetiltransferazlari etkileyen somatik mymagar lenfomalarda gozlenen ortak
desisimler arasinda yer almaktadir. Bu mutasyonlar kitmmgapisinin dgismesine ve
bazi proteinlerin fonksiyonunun bozulmasina nedenar ve sonucta bircok genin yer
aldigi mekanizmalari etkileyecekekilde transkripsiyonal programlanmaya neden
olurlar. Histon modifikasyonlarina neden enzimlenseydana gelen mutasyonlarin
yanisira, sitozin metilasyon paterniningdenesi de B-hlcre lenfomalarinda énemli bir
parametredir ve hatta bu paternler molekiler alupigrina gore spesifiklik
gostermektedirler (Shacknovich vd 2010). Tum bwepetik dgisimler, lenfomalarin
tedavisinde yeni bir strateji olarak @lendiriimektedir ve bu strateji ile anormal

epigenetik mekanizmalarin dizenlenmesi hedeflenaolakt
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Epigenetik d@simler DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, Katha
yapmayan RNA’lar ve kromatin yeniden dizenlenmesii darkli mekanizmalari
icermektedir. Tez ¢aimasi ile ilgili old@gundan, bu bélimde sadece DNA metilasyonu

Uzerinde durulacaktir.

2.6.8.2.1. DNA Metilasyonu

Insan genomunda genetik bilginin yanisira, geneiigiriin ne zaman, nerede ve
nasil kullanilacaini belirleyen epigenetik bilgi de yer almaktadiDolayisiyla,
DNA’daki bilginin dogru yorumu; DNA dizisine, kromatin fiberlerin 3 bajw
yapisina, kromatin fiberlerle gkili proteinlere ve dier niuklear kompartmanlara
baglhidir. DNA dizisinde dgisiklik olmaksizin, 6zel bir genomik lokusun veya bir
kromozomun sonucunu gigtirebilen tim molekiler mekanizmalar “epigenetik
mekanizmalar” olarak tanimlanmaktadir. Epigenetikekamizmalardan histon
modifikasyonlari ve niikleozom yeniden dizenlenmédesa sureli ve lokal epigenetik

desisimler iken, DNA metilasyonu uzun sureli bir epigékelegisimdir.

DNA metilasyonu tek kalitilabilir epigenetilelirte¢ oldgundan, DNA metilasyon
paternlerinin yavru hicrelere g aktarimi ve korunmasi, hiicre déngusunin énemli
bir mekanizmasidir. insan genomunda metile DNA, temel olarak repetetive
fraksiyonlarda @ ve [3 satellitler gibi) ve CpG dinukleotidlerinde yemadktadir. CpG
dintikletotidleri genomda rastgele @lmamslardir. Toplam GC icegine ve gozlenen
CpG/beklenen CpG oranina gore “CpG fakir bélgel@génellikle metile) ve “CpG
adalarn” (genellikle hipometile) olarak 2 grup atta dgerlendirilirler. CpG adalari
insan genomunda yer alan genlerin yakie26401nin 5’ uc bolgelerinde (promoter,
UTR ve Ekzon 1) lokalizedir ve bu adalarda meydgaeken DNA metilasyonu, ilgili
genlerin  transkripsiyonal baskilanmasindan sorumémemli bir epigenetik
mekanizmadir (Espada J ve Esteller M 2010). Sdargdki ¢alsmalar, bircok DNA
metilasyon varyasyonlarinin “CpG ada kiyilar’” allaradlandirilan ve CpG adalarina
yakin bolgelerde meydana geldiklerini gostetimi Bu kiyilar, CpG adalarina 2 kb’dan
daha dguk uzakliktadir ve daha dilk CpG y@unluguna sahiptirler. Doku spesifik
farkll bir bicimde metile olan bélgelerin (Differgally metilated region; DMR) buyuk
bir ¢cogunlugunun CpG ada kiyilari ile gkili oldugu ve kanserde DMR’larla %45
Ortistigll gosterilmgtir. Bu kiyilar evrim boyunca da siki korunghardir (Dahl C vd
2011).
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CpG nukleotidlerinde DNA metilasyonundan solwm enzimler, DNA
metiltransferaz (DNMT) protein ailesinin UyeleridiBu enzimler metil gruplarinin
donoéri olarak S-adenozil-L-metiyonin (SAMe)’i kullalar. Bu suregte SAMe’den S-
adenozil homosistein (SAH) alur. DNMT’ler sadece genomda metilasyon paterninin
olusmasindan sorumlu di#lerdir, ayni zamanda DNA replikasyonunu takibeargntal
iplikteki metilasyon paterninin yeni adan iplikte de korunmasinda rol oynarl&ekil

2.15).
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Sekil 2.15 DNA metilasyonunun kimyasal temel{A) Memeli genomunda DNA
metilasyonu, hemen hemen sadece CpG dinukleotidieki sitozin rezidulerinde
meydana gelir. Simetrik olarak metile CpG dinukidietrin paterni, DNMT’lerin
katalizledgi bir mekanizma ile DNA replikasyonu sirasinda kalayir ve korunur.
(B) DNMT ’ler, metil grubu kayng olarak S-adenozil-I-metyonin (SAMe)’i kullanir
(SAMe, metil grubunu verince S-adenozil homosisteiBAH) dongur. DNA
metiltransferazlar, sitozinin primidin halkasinin-pggzisyonuna metil grubunun
eklenmesini katalize ederler (Espada ve Estell@020

Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DMT3L olmak tGzere 5
farkli DNA metiltransferaz ailesi Gyesi bulunmaktaddNMT1, somatik hiicrelerde en
fazla bulunan DNMT’dir ve DNMTL1'in DNA replikasyonairasinda DNA metilasyon
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paterninin kopyalanmasindan ve korunmasindan soruprimer enzim oldgu
disunulmektedir. DNMT3A ve DNMT3B bgica embriyonik ve non-diferensiye
hicrelerde ve embriyo implantasyonu (embriyo genutaude nové DNA metilasyon
dalgalarinin meydana gefdi sirada embriyo gefiminini kritik bir basamgidir)
sirasinda eksprese edilir. Bu nedenle her ikigimotle le nové DNMT’ler olarak
adlandirihrlar. DNMT2, dier DNMT'lerden farkh olarak N-terminal regulator
domainini icermez ve bu nedenle dahalkiiDNA metiltransferaz aktivitesine sahiptir
(Espada J ve Esteller M 2010).

DNA metilasyonu en azindan 3 farkli mekaniztaaranskripsiyonal sessizimeye
neden olabilir. Bu mekanizmalar “i) CpG metilasyprdizi-spesifik Transkripsiyon
faktorlerinin (E2F, CREB ve c-myc gibi) panmasini kendifiinden inhibe eder, ii)
CpG metilasyonu, nikleozom pozisyonundagiglklige neden olur ve iii) CpG
metilasyonu, metile CpG dinukleotidlerini taniyamnger niklear faktorleri bolgeye
toplar ve transkripsiyon faktorleri gibi gkr faktorlerin bglanmasini geciktirir” olarak
siniflandirilabilirler(Espada J ve Esteller M 2010)

2.6.8.2.2. DBBHL'de DNA metilasyon profili

Normal ve malign B hicre gen ekpresyon prmfitideki farkhiliklarin bir bolumu,
CpG dinukleotid metilasyonlart gibi farklh  epigeiket modifikasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Genom boyunca sitozin metilagpdaki d&ilimin bozulmasi,
kanserlerde go0zlenen ortak gdgmlerden biridir ve Ozellikle promoterlarin
hipermetilasyonu ve hipometilasyonuyla bsilir. TUmor baskilayici genlerde
meydana gelen DNA metilasyonu, bircok tumor tiplda iyi tanimlanmy bir
onkogenik mekanizmasidir (Hayslip J ve Montero A@0 DBBHL'de de bir¢cok gen
bolgesinde anormal DNA metilasyonu gozlenmekte@imesin DBBHL olgularinin
%30’undan fazlasinda bir DNA tamir geni ol®fGMTnin promoter hipermetilasyonu
gozlenir (Sen Turk N vd 2011, Hiraga J vd 2006).rtviaSubero ve ark., metilasyon
kanser paneli kullanarak 38 gin agresif B-hiicre lenfomasinda (Burkitt lenfoma v
DBBHL) 807 gendeki 1505 CpG adalarini incelgeri ve lenfomada hipermetile olan
56 geni identifiye etmglerdir. Hipermetile olan genlerin (kontrol grubundametile

lenfoma grubunda metile olan) biyolojik fonksiyonta fosfolipaz C aktivasyonu, G-
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protein sinyal iletimi, fosfatidilinositol-araciinyal iletimi ve G-protein @ikli reseptor
sinyal iletim yola& tzerinde gosterdilerini belirleglerdir. Kontrol grubunda unmetile
ancak lenfoma grubunda farkli derecelerde metil@nolgenlerin ise hicre
farklilasmasinin negatif regulasyonunda, I§Nbiyosentez basarpmda, IFNy
biyosentez mekanizmasinin regulasyonunda, yFNéretiminde ve ge&lim
mekanizmasinin negatif regulasyonunda yer aldrkldrelirlemglerdir. Arastirmacilar
elde ettikleri bu verilerden yola cikarak, sgin agresif Hodgkin-du lenfomalarin
lenfomagenezini aciklayan bir model glwrmuwlardir Sekil 16). Bu camanin bir
diger 6nemli bulgusu da, GCB ve ABC molekiiler alt gamparasinda DNA metilasyon
paterni acisindan bir farkigin bulunmamasidir (Martin-Subero JI vd 2009). Ancak
Pike ve ark., sinirli sayidaki olgu ile tamamladrkicalsmalarinda iki alt grup arasinda
15 genin FLJ21062, GNMT, ONECUT2, CYP27B1, DRD1, KL, MINENEUROG1
gibi) farkli metilasyon paterni gosterdiklerini bémislerdir (Pike BL vd 2008).
Shacknovich ve ark., yaklk 14.000 gen promoter'inda giamigs olan 50.000
CpG’lerin DNA metilasyon durumlarini analiz ettikiede, GCB ve ABC molekuler alt
gruplarinda farkli metile olan 263 geni identifigemislerdir. GCB ve ABC molekuler
alt gruplarinda farkli metile olan genlerin ToUsSitokin g1 Uzerinde yer aldiklari
belirlenmitir. Arastiricilar, GCB ve ABC molekiler alt gruplarin aymnda bu
epigenetik paternin kullanilabilegi@i ve bu paternlerin 6énemli biyolojik belirtecler
olarak dgerlendirilebilecgini dnermglerdir (Shaknovich R vd 2010).

Polikomb proteinler (PcP), ggin ve hlcresel farklikgma sirasinda epigenetik
bilginin olusturulmasinda ve korunmasinda kritik rol oynayamkatin regulatorleridir.
Bu proteinler Polikomb Represif Kompleks 1 (PRC&) RRC2 olarak adlandirilan 2
kompleks halinde organize olurlar. EZH2, PRC paiiko kompleksinin katalitik alt
Unitesidir ve yapisinda bulunan SET domaini, H3K2anskripsiyonal sessiziemeden
sorumlu bir histon modifikasyonu) trimetilasyonukatalizler (Cao R vd 2002). EZH2,
lenfoid progenitor hicrelerdesia eksprese olurlar ve EZH2 yetmeanhin erken
lenfopoeziste defektlere neden atdubilinmektedir. EZH2 ayni zamanda normal GC
B- hucrelerinde g@ri eksprese olur ve bu nedenle de 6zellikle GCekikDBBHL'nin
patogenezinde yer afglidistinilmektedir (Morin RD vd 2010). EZH2'nin normal GC
B-hticrelerindeki fonksiyonlari ‘i) Birgok tumaor bagayici genleri direkt represe ederek

hicre proliferasyonuna yardim etmek, ii)
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Sekil 2.1€ Martin-Subero ve ark. tarafindansi&in agresif Hodgkin-di lenfomalarin
(Burkitt lenfoma ve DBBHL) lenfomagenezi icin orlen bir model. (A) Bir
kromozomal aberasyonun primer immortalize ediciisatin yer aldg ve
lenfomagenezin yaygin olarak kabul edilen genetilodeti. Bu modelde,
kromozomal aberasyonu ek genetik ve epigenetgksiieler takip eder. (B) Eskin
agresif Hodgkin-du lenfomalarin epigenetik orijini; kok hiicre veyaogenitor
hiicrelerde Polikomb-grup (PcG) hedef genlerin ambmmetilasyonu, bdatici vury
olarak etkisini gosterir. Sonrasinda bu hicrelessjk alt tiplerin olyumuna neden
olacaksekilde ek genetik ve epigenetik @gmler kazanirlar (C) Ya kok hucreler
veya prekursor hicrelerde (C1) ya da farkidakta olan hicrelerde (C2) meydana
gelen balatici bir kromozomal aberasyon, bu lenfomalarinegex orijini olusturur.
PcG hedeflerinin anormal DNA metilasyonun birinosllu, PcG proteinlerinin kok
hicre ile ilgkili hedef genlere hdanmasidir. Bu kqul ya translokasyonlarin
meydana gelg hicre tipi araciii ile kazanilir (C1) ya da kok hicre benzeri
Ozellikleri tagiyan bir hticre icinde yeniden programlanma ar@cile kazanihr (C2).
Ek genetik ve epigenetik ggimler sonrasinda hicrelerin PcG hedef genlerinde
anormal DNA metilasyongekillenir ve tim bu dgsimler lenfomaya neden olur.

kendi kendine yenilemeyi uyarmak ve prematir féaginayr 6nlemek amaci ile kok
hicrelerde bulunana benzer bir baskilama durumgiushaak ve iii) Naif B-hiucrelerde
daha o6nceden var olan transkripsiyonal baskilanrandunu korumak ve stabilize
etmek’ olarak gruplandirilabilir. EZH2, sentroblastla fonksiyonal olarak birbirleri ile
iliskili spesifik gen setlerine [Fanir. DBBHL'de metilasyon profilleri analiz
edildiginde, EZH2 B-hticre hedef genlerinin siklikla hipetite olduklari bulunmgtur

(Velichutina | vd 2010) Bu, normal B hicrelerindam PRC ve sitozin metilasyonunu
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ayiran epigenetik bariyerin kiriigh anlamina gelmektedir. Tam bu veriler, DNA
demetile edici ajanlarin (0rn; decitabin) teksipa kullaniimalari yerine SET domain
inhibitorleri ile birlikte kullanimlarinin, lenfomdnlcrelerinin ortadan kaldiriimasinda

cok daha etkin bir strateji olabilegiai gostermektedir.

Kanser biyolojisinde epigenetik anormallikien dnemli bir roli oldguna dair
veriler artmakla birlikte, bu anormalliklerin matigfenotipe nasil katildiklari hentz
bilinmemektedir. Son yillarda normal B-hlicre popytanlarinda ve Hodgkin-gli
lenfoma alt gruplarinda genom-capli DNA metilasymofili arastiran bir ¢alsmada,
anormal metilasyon paternlerinin kromozomal bolgelegen ygunluguna ve korgu
genlerin durumuna I olarak dgiskenlik gosterdii belirlenmitir. DNA metilasyon
anormalliklerinin, hedef-gene spesifik olarak lenfgenik transkripsiyonal
regulatorlerin promoter DNA metilasyonunugiigirmeleri ve CCCTC-bganan faktor
(CTCF) insulator bglanma bdlgelerinin yoklgunda, normal olmayan epigenetik
durumun komu promoterlara yayillmasi olmak Uzere 2 farkh makena ile
gerceklatigi 6ne surdlmgtir. DBBHL'de lenfoid farklilamasi ve lenfomagenezde yer
alan DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L, MYC, BCL6, AICDA, MBD4, MBOCD79A,
CD79Bve MECP2genleri (DNA metil transferazlar, metil-CpG’ye danan proteinler,
sinyal iletiminde rol oynayanlar ve transkripsiytaktorleri) analiz edildiinde, Bcl-6
ekspresyon dizeylerinin genom-caph skalagai aipermetilasyonla igkili oldugu
oysa AICDA ve CD79A ekspresyon duzeyleirnin genapic skalada gri
hipometilasyonla ikkili oldugu belirlenmgtir (Sekil 2.17A). Calgmada ayni zamanda
lenfomada anormal metilasyon paterni ilgkilli aday genlerin d&VHSC1L1, WDRA41,
XK, NAP1L2, FIGN, ACN9, USP46, ATP9A, HNRNPA3®@1SMCE6 olduklari yer
almaktadir. Ilging olan bu genlerin bazilarinin epigenetik miif edici genler
olmalaridir. Orngin, listenin bainda yer alan WHSCI1L1 geni bir histon
metiltransferazdir ve kromatin butuglinin korunmasinda onemli rol oyn&gekil
2.17B) (De S vd 2013).
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Sekil 2.17 DBBHL'de asiri DNA metilasyon paterni ile gkili genler. (A) DBBHL'de
asirl metilasyon paterni ile gki aday genlerin ekspresyon dizeylerinin Pearson
korelasyon dalimi. (B) Genom-¢apl analizde, ilk 10 sirada ydan ve anormal
metilasyon paterni ile gkili aday genlerin Pearson korelasyongudiani (De S
2013).

Son yillarda yapilan camnalara goére, bir timor baskilayici gen @duwistundlen
“Growth Arrest DNA Damage-Inducible 45(GADD45)'nin da bircok farkl kanser
turinde DNA metilasyonu aragili ile baskilandii bilinmektedir. Solid timorlerin
aksine hematolojik malignensiler@@ADD45y metilasyon sikgini argtiran calsmalar
oldukga sinirhidir (Ying 2005, Zhang W vd 2010).

2.7.Growth arrest DNA damage-inducible 4&ADD45) gen ailesi

2.7.1GADD45Gen Ailesi Uyeleri

DBBHL'nin patogenezinde, hiicre dongusiu ve apoptypbikarda dizensizie neden
olan farkli mekanizmalar rol oynamaktaddADD45gen ailesi bu mekanizmalarda yer
alan énemli bir gen ailesidilGADDA45 gen ailesi tyeleri DNA tamiri, hiicre dongusi
kontroli, hiicre gedimi ve sakalimi gibi hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinole
oynarlar (Tamura RE vd 2012).

GADDA45 gen ailesiGADD45a, GADD453 ve GADDA45/ olmak tzere 3 lyeden
olusmaktadir.ilk tanimlanan ly&ADD45x dir ve memeli hiicrelerinde DNA hasarina
karsi transkripsiyonunda asta dikkati ¢cekmgtir (Fornace vd 1989)GADDA455,

myeloid I6semi hiicre hatlarinda IL-6 tarafindanaksdireli olarak indiklenen primer
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yanit geni olarak tanimlangtr ve Myd118 olarak da bilinir (Abdollahi vd 1991).
GADDA45ailesinin tc¢incu tyessADD45yiseilk olarak IL-2 ile uyarilan bir gen olarak
tanimlanmgtir ve CR6 (Cytokine Response Gene 6) olarak danaldliimaktadir
(Beadling C vd 1993). Bu gen ayrica OIG37 (onkast&t indiuklenebilir gen)
(Nakayama K vd 1999) ve GRP17 (gadgkili protein 17kDa) (Suzuki M vd 1999)

olarak da bilinir.

Insan GADD45 ailesi lyeleri evrimsel olarak siki kkunuslardir ve aminoasit
sekanslari karlastirildiginda aralarinda %55 oraninda benzerlik gidgortlmektedir
(Sekil 18B) (Schrag vd 2008). 2008 yilinda, GADL4arotein yapisi nikleer manyetik
rezonans ile, fare GADD45roteinin yapisi ise kristalografi ile belirlener&ADD45
proteinlerinin molekiler yapisi aydinlatilghr (Sanchez vd 2008, Schrag vd 2008). Bu
calismalarla her iki proteinin de B-heliks ve 5p-tabaka’dan olgtugu belirlenmg,
ayrica GADD45y'nin monomer yapisinin, merkezde 5 fafkbiabakasinin yer algh 3-
kath afo sandvi¢ yapisinda olgu gosterilmgtir. Bu proteinin C-terminal bolgesinde
lokalize olanp5 tabakasi, sadece 3 rezididenswlaktadir ve paralep tabakalarina
hidrojen bglar ile balanmaktadir. Proteinin yapisinda bir tarafta yemal2 ve a3
heliksleri ile bir dger tarafta yer alaml, a4 ve o5 heliksleri, B-tabakalarina parelel
olacaksekilde konumlanngiardir. GADDA45 izoformlari arasinda oldukca sikrdaan
reziduler, a2 ve a3 helikslerinde vep-tabakalarinda yer alirlarSékil 18A). Ayni
zamanda bua2 vea3 helikslerp-tabakalariyla etkilgm halindedirler (Schrag vd 2008).
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Sekil 2.18 GADDA45 izoformlarinin monomerik yapisi ve dizi koumlari. (A)
GADD45y proteinin  monomerik yapisi. Sekonder yapisal efglagn de
gosterildgi bu resimde tim GADDA45 izoformlarinda identikabolreziduler sari
renkle gosterilmektedir(B) GADDA45 ailesi Uyelerinin amino asit dizilimleri.
Identikal rezidiiler gri kutular icine alingtir. GADD45y kristal yapisinda bulunan
sekonder yapisal elementler dizilimler Gzerindetgdmistir.
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GADDA45 gen ailesi Uyeleri, yiksek homoloji gosteren kg8 kD) proteinleri
kodlarlar ve oldukca asidik (pH~4.0-4.2) Ozellikbban bu proteinler primer olarak
hicre nukleusunda lokalizedirler (Carrier F vd 19%dkekawa M vd 1998, Vairapandi
M, vd 2002). GADD45 proteinleri hem @&kl yetiskin hem de fetal dokularda
eksprese olurlar. Bu proteinlerin ekspresyonu, éigiingisinin G1 fazinda artarken,
hicre dongusiuniun S fazindasdiektedir (Kearsey JM vd 1995). GADD45 protein
duzeylerinin doku spesifiktini arastirmak icin yapilan ¢aymalarda, GADD4%nin
iskelet kasinda, bobrekte ve kaggmode ylksek seviyede; kalpte, beyinde, dalakta,
akcigerde ve testiste gk seviyede eksprese ofgly GADD4F'nin iskelet kasi ve
karacperde orta seviyede; bobrek, kalp, iskelet kasi wedakda digik seviyede;
karacperde yuksek seviyede eksprese @glduGADD4%y'nin ise iskelet kasinda ve
bobrekte yiksek seviyede; kargai, kalp, beyin, dalak, aki@rde orta seviyede
eksprese oldiu bulunmytur (Zhang W vd 1999).

2.7.2. GADD45 Proteinlerinin Hucrelci Fonksiyonlari

GADD45gen ailesi Uyeleri, bircok farkh cevresel ve kizel stress kallarinda
memeli hicrelerin yanitini integre eden stress &éaTs olarak gorev yapmaktadirlar
(Zzhang W, vd 1999, Liebermann DA vd 1998). Ayni zautia onkogenik strese yanitta
tumor olumunu azaltma yonunde etki yaptiklar da bilinmdktéTront JS, vd 2006).
Her 3 protein de benzer fonksiyonlara sahip olmdkldikte, stresin kayn&na ve
bulunduklari hiicre tipine gore aktive edildikleolgklarin farkli olmasi nedeniyle, bu
fonksiyonlari identikal dgldir. Bir baska ifade ile GADDA45 ailesi uyeleri farkh
genotoksik ve cevresel stress ajanlar tarafindadifbir bicimde uyarilirlar (Zhang W
vd 1999, Shaulian E ve Karin M. 1999). Ogitve GADD453, transforming growth
factorf§ (TGF{) indUkli apoptozla aktive olurken GADDdmin aktive olmadgl
gozlemlenmgtir (Azam N vd 2001).Tum bu farkli uyarilar sonrasind&ADD45
genlerinin hidcre dongusunidn durdurulmasinin koatrdé (Vairapandi M vd 2002,
Liebermann DA, Hoffman B. 1998), DNA tamirinde (vYapandi M vd 2002,
Liebermann DA ve Hoffman B.1998, Smith ML vd 2000@jicre canliginin devaminda
(Smith ML vd 1996 Gupta M vd 2006), apoptozda (Ydovd 2003)in vitro
transformasyon icin htcrelerin duyagiimda vein vivo tumaor gelgiminde (Tront JS vd
2006 Hollander vd 1999) yer aldiklari bildirilghir (Sekil 2.19). Ayni zamanda
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GADD45 gen ailesi Uyeleri kanser tedavisinde kullanilaon-steroidal anti-
inflammatuvar ilaglarin hedefi olarak gkrlendiriimekte ve kanser hucrelerinin
Olumunt uyarmak icin bu ilaclarin etkigli icin son derece 0Onemli olduklari
disunulmektedir. Bir bgka ifade ile, non-steroidal anti-inflammatuvar k&

apoptozu uyarma yetenekl€BADDA45 gen ailesi Uyelerinin (6zellikl&SADD45: ve

GADD45) ekspresyonuna Bhadir (Zerbini LF vd 2006).

GADDA45 proteinleri birbirleriyle etkigme girerek homo- ve hetero-dimerler
olusturabilirler. Bu etkilgimlerin  fonksiyonlarinda ©6nemli rol oynabilege
disunulmektedir. Kristallografi ve mutasyon analizlefare GADD4% proteininin
merkezindeki yer alan-heliks 2 ve 3 bélgelerinin dimerizasyon i¢in gdreftdugunu
gostermglerdir. a-heliks 3 L80 boélgesinde mutasyon ofduda protein dimerizasyonu
gerceklsmez ve hicre buyumesi inhibe olmaktadir. Ayrica ®¥B proteinlerinin
merkezi bolgesinde bulunan dimerizasyon domaiprotein etkilgimleri icin
onemlidir (Schrag JD vd 2008).

Environmental/Physiological Stress

Gadd45g

Gadd45b
Gadd45a

/ "/ \
‘ Activation of stress response kinases

G2/M cell cycle arrest l l

CDK1
G1 Cell cycle Arrest DNA repair
Cell survival Apoptosis/Survival
Senescence

Sekil 2.18 Strese kan sinyal iletiminde GADDA45 proteinleri. Resimde GRB5
proteinlerinin partner proteinleri ile birlikte yeddiklari hiicresel stres yanitlarinin
koordinasyonu yer almaktadir (Lieberman DA ve Hath B 2008).

GADD45‘daki yuksek korunumlu bolgeler olan dimerizasydigelerinina2 vea3
heliks bolgelerinde oldiu gosterilmgtir (Schrag vd 2008). GADDA45 proteinlerinin

yardimci proteinlerle olan etkienlerinin ve fonksiyonlarinin belirlenebilmesi icin
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etkilesim bolgelerinin  tanimlanmasi oldukca onemlidigekil 2.20'de GADDA45
proteinlerinin sekonder yapisi ve gdr proteinlerle olan etkigm domainleri
gosterilmektedir. GADD4p merkezi bolgesindeki dimerizasyonun ardindan Cg22,
p38 ve histon proteinleri ile etkiene girdigi, ancak GADD4%'daki L80OE nokta
mutasyonunun dimerizasyonu bloke @tgosterilmitir. GADDA45 ailesinin tum dyeleri
‘Proliferation Cell Nuclear Antigen’ (PCNA) ile dtksime girerler. Ayrica,
GADD45in  PCNA ile ba&lanmasi p21WAF1/CIF ile yamali olarak
gerceklgmektedir (Zhang vd 2008).

10 60 8 100 120 140 160
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CDKI1

MKK?7

p38
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B Beta-sheet

Sekil 2.20 GADDA45 proteinlerinin sekonder yapisi ve et§iile domainleri. Proteinir-
heliks yapilarn beyaz kutu etabaka yapilari siyah kutu ile gosteriltim. Resimde
ayrica GADDA45 proteinlerinin PCNA, CDK1, MTK1, p3BIKK7 ve p21 proteinleri
ile olasi etkilgim domainleri gosterilngtir (Tamura vd 2012).

GADD45 proteinlerinin etkilgme girdigi diger hicresel proteinler p21, cdc2/
siklinB1, p38 ve JNK'dir (Cretu A vd 2009)Elde edilen veriler GADDA4&,
GADD453 ve GADD45/ nin PCNA ile etkilgiminin, bu proteinin negatif buyime
kontroltiindeki fonksiyonunu engelleggini gostermektedir (Vairapandi M. vd 2002). Her
Uc GADDA45 ailesi Uyesi de cevresel strese yanitaklebir upstream kinaz olan
MTK1/MEKK4 ile direkt etkilsime girer ve p38/JNK yofa aracllglyla apoptoz
induksiyonu gerceklgr (Takekawa M ve Saito H 1998kADD45 proteinleri, bir hiicre
dongusu duzenleyicisi olan cdc2/siklinB1 komplekesiyde etkilgime girerek, bu
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proteinin kinaz aktivitesini inhibe eder ve hicréndiusini G2/M fazinda durdurur
(Zhan vd 1999, Vairapandi vd 2002).

GADDA45 proteinleri, alkilleyici ajanlar yadaVWJradyasyon tarafindan meydana
gelen DNA hasari araciiyla da uyarilirlar (Fornace AJ vd 1988. FornacevAd989).
Yani GADDA45 proteinleri normal hicrelerin malign dnélere transformasyonunu
onlemede o6nemli rol oynarlar. GADD45 gen ekspresyom etkileyen proteinler
arasinda p53 ve p21 gibi tumdr baskilayicilar, kidlker indikleyiciler ve molekiler
dengeleyiciler yer almaktadir (Kastan MB vd 1998, vd 2001).

2.7.3.GADDA45 proteinleri ve NFkB

NF«B, B-hicrelerinde IgL zincirinin transkripsiyonunuaktive eden bir
transkripsiyon faktoridur. Uyarilmagnihicrelerde NReB, sitoplazmada, inhibitor
proteinle (kB) inaktif bir kompleks halindedirxB ile olusturulan kompleks NRkB’nin
nikleer yerlgim sinyalini maskeler ve NkB cekirdeze tainamaz. Uyarilan hiicrelerde
ise kB fosforillenir ve ubikitin-aracili proteolizle yilkr ve sonucgta NRB cekirdese
girerek hedef genlerde transkripsiyonu aktive ed@eoffey vd 2006). NRkB,
GADD45 proteinleri ekspresyonunun regulasyonundh alor. NF«B aracilgiyla
gerceklgen GADD4%: ve -y ekspresyonunun regulasyonu, bir regulatér gen ofan
mycnin upregulasyonu ile duzenlenir (Zerbini LF vd(2). C-myc, WT1 ve Egr
motifleri iceren guanin ve sitozin acisindan zengidigelerle etkilgime girerek,
GADD45 promotorunu inhibe eder (Barsyte-Lovejoy d2004).

2.7.4. GADDA45 Proteinleri ve hiicre dongusinde durma

UV radyasyona veya metil metansulfonata (batilkeyici ajan) maruz kalan insan
endotelyal ve fibroblast hiicrelerinde, antisens ®A4DB aracilgl ile endojen GADD45
espresyonu bloke edilginde, hicrelerin  G2/M kontrol noktasinin  bozuidu
g6zlenmgtir. Ayni zamanda primer insan fibroblastlarGADD45x eksprese eden bir
vektor yerlgtirildi ginde, hicrelerin G2/M sinirinda durduklari gézlegtmi Bu veriler,
belli genotoksik ajanlara yanitt@ADD45a’'nin p53 aracili G2/M hiicre dongusiinde
durma mekanizmasinda yer @i gostermektedir. GADD4byetmezlIikli farelerde
genomik instabilitenin g6zlenmesi, bu proteinin K2hicre dongusu ilerlemesini
velveya DNA tamir mekanizmasini bozgdunu destekleyen bir bulgudur (Liebermann

DA ve Hoffman B. 2007)GADDA45yile ilgili yapilan ¢algsmalar sinirli olmakla birlikte,
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HeLa hucre hatti kullanilarak yapilan bir gadla, GADD45ynin ektopik ekspresyonu
deregille edildiinde, hicreler normal hicrelerden daha azsigeligostermglerdir.
Kdltur ortamindan serumun uzalfieulmasini takiben, hicrelerde G2/M ggci
durmustur. U20S (bir osteosarkom hicre hattl) hicrelexinde tim GADDA45
proteinlerinin ektopik ekspresyonlarinin G1/S ve@2/M gecsini bloke ettikleri
gOzlenmgtir (Fan W vd 1999) Bu bulgular, GADD#%roteinin de hiicre déngusinin

durmasinda roli oldiunu desteklemektedir.
2.7.5. GADDA45 Proteinleri ve DNA Tamir Mekanizmasi

GADDA45 proteinleri DNA tamir mekanizmasina da kdaal. GADD45'ten yoksun
farelerde radyasyon Kkarsinojenezine, genomik ing@b ve kromozom
abnormalitelerine, sentrozom amplifikasyonlaringomve sitokinez duzensizliklerine
olan hassasiyettin argi goOsterilmgtir (Hollander MC vd 1999). Ek olarak
GADD45ten yoksun farelerde NER (Nukleer Eksizyoaniiri) aktivitesinde dgiise
karsin mutasyon seviyelerinde ve kimyasal agidan ineligth karsinojeneze olan
hassasiyette agtigozlenmektedir (Hollander MC vd 2001). GADDA45 mioterinin
DNA tamir mekanizmasina katiimi, DNA tamir protieinyle etkilesimiyle
gerceklgmektedir. DNA zararli ajanlara maruz kagohda, PCNA proteini DNA
replikasyon boélgesinden DNA hasarinin gldubélgeye gecer (Essers J vd 2005) ve
Nukleer Eksizyon Tamiri (NER), Nokta Mutasyon TamiMMR) ve Baz Eksizyon
Tamiri (BER) gibi mekanizmalar tetikler (Stoimenbve Helleday T 2009). GADD45
ve PCNA etkilgiminin bozuldgu (Smith ML vd 1994) veya GADDA45 genlerinin
susturuldgu durumlarda PCNA, DNA hasar bdlgesinden ayrilirseaucta hicrenin
DNA tamir kapasitesi azalir (Smith ML vd 2000).

2.7.6 GADDA45 proteinleri ve DNA demetilasyonu

DNA demetilasyonu pasif ya da aktif olarak flarkli mekanizma ile gercekle.
Pasif DNA demetilasyonu bélinmekte olan hicrelegiitltir. DNMT1, hicre
replikasyonu suresince DNA metilasyonunu etkingekilde sirdarirken, DNMT21'in
inhibisyonu yada disfonksiyonu sonucu yeni sitazimetile olarak kalir ve sonucta her
hicre bolinmesinde genel metilasyon diizeyi azaktif DNA demetilasyonu hem
bolinen hem de bdlinmeyen hicrelerde meydana beleéBu mekanizmada da
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5mC’nin sitozine geri donsgbilmesi icin enzimatik reaksiyona ihtiya¢ duyulrteskr
(Mayer vd 2000, Oswald vd 2000, Paroush vd 1990).

Aktif DNA demetilasyonu mekanizmasi net olm&taa birlikte, DNA tamiri
aracilglyla gerceklgen 3 alternatif demetilasyon mekanizmasi onerilieaikt

1. BER aracifityla: Metillenmg/oksitlenmi bazin unmetile sitozinle g@simi
2. BER aracifityla: 5mC’in deaminasyonu

3. NER aracifityla: 5mC’in uzaklatirilmasi Sekil 2.21).

(@)
NER

Gadd45a

AID/APOBEC, | o AD
& 2a 2b 3 7
! Gadd45a Famm .
MBD4 p =N ' Y Gadddsa TDG/
(b) CH;,

- ' Gadd45a Polymerase — CG -
(1] ner  (NCGNAN N \ —> T
- el NER L Ligase

GH,
D inati = GG - AID / s TG === 2a.MBD4 Polymerase o p—
2] egn;ré%lonllllll —_— Il I — — ||??||
e APOBEC 2b.TDG Ligase

Sekil 2.21 DNA demetilasyonunda yer alan GADDA45 ve kofaktbr{e) Bir nikleozom
icinde bir metile CpG’nin demetilasyonunda yer a@ADD45a proteini. (b) NER
aracilgl veya BER araci ile 5mC’nin deaminasyonu. NNER ile uzaklatirilan
nikleotid (35 nukleotide kadar); AID-Aktivasyonlayarilan (sitidin) deaminaz;
MBD4-Metil CpG'ye balanan domain proteini 4; TDG-timin DNA glikozilaz
(Niehrs C ve Schafer A 2012).

Bu mekanizmalar ginda, bir dger aktif DNA demetilasyon mekanizmasi da
bulunmutur. Bu mekanizma ‘ten-eleven translokasyon’ (Testximleriyle (Tetl, Tet2,
Tet3) duzenlenmektedir. Tet enzimleri, 5mC’in mgtiibuna bir hidroksil grubu ekler
ve 5-hidroksimetilsitozin (5hmC) odur (Tahiliani vd 2009; Ito vd 2010). Genomda
6.baz olarak da adlandirilan bu yeni baziswhounun da DNA metilasyonu gibi gen

ekspresyonunun dizenlenmesinden sorumlugoldiistiintilmektedir. Bu teoriye destek
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olacaksekilde, 5mC’nin 5hmC’ye doniimu ile baskilayici etkiye sahip metil CpG'ye-
baglanan protein (MeCP2)'in hedefe glanmasinin engellegii bulunmutur (Valinluck
vd 2004, Moore LD vd 2013).

Tamor baskilayici genler olduklar gdintilen GADD45 genlerinin de dgiik
ekspresyonlari, genellikle bu genlerin promotor getgrinin metilasyonuyla gkili
bulunmutur (Tamura vd 2012, Zerbini L ve Libermann A 200BNA metilasyonu
genellikle stabil epigenetik modifikasyon olarak gddendiriimesine r@men, aslinda
enzimatik DNA demetilasyonu sayesinde geri diiniiti ve dinamik bir mekanizmadir.
Son yillarda yapilan c¢amalar, GADD45 proteinlerinin DNA demetilasyonundal r
oynadiklarini gostermektedir. GADDA45 proteinleriNB® tamir mekanizmasi molekdlleri
ve kromatin arasinda bir adaptor protein gibi dasrak ‘Epigenetik’ ve ‘DNA tamiri’
arasinda bir aolusturur (Niehrs C ve Schafer A 2012).

2.7.7GADDA45y geni

GADD4Yy geni kromozom 9g22.2'de lokalizedir. 1543 bp bUygkindeki
GADD45/ geni 4 ekzon bolgesi icermektedir. Bu gen 15%1aanlysunda ve 17 kDa
bdlgesinin bir CpG adasinda gomilu gildau gostermiir. GADD45y geninin yapisi
ve CpG alanlar$ekil 2.22'de yer almaktadir.

HSF Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4
. H L N
CpG/ alanlan |
|

MS-RDA fragmant

Sekil 2.22 GADDA45y genin yapisi ve CpG alanlari. Okla gosterilen bolgeanskripsiyol
baslama bolgesi'dir. HSF: Kor promoter boélgesinde maoan 6 adet Isok Faktorleri
MS-RDA fragmani: “Methylatiorsensitive representational difference analysis”
belirlenen hipermetile fragman (Ying vd 2005).

Yukarida targilan veriler gliginde, bu c¢akmadaki hipotezimiz, DBBHL'li
olgularda GADD4¥ protein ekspresyonunun bir epigenetik modifikasydten DNA
metilasyonu aracth ile azaldg ve bunun da apoptotik sireci etkileygice. Bu
kapsamda malign olmayan reaktif lenfoid doku ve DBRBi doku o6rneklerinde
GADD45/nin metilasyon ve ekspresyon profillerinin beliffeesi, metilasyon ile
ekspresyon profilleri arasindaki korelasyonun aatayoyulmasi ve bu profillerin

apoptozla olasi gkisinin belirlenmesi amaclanstir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1.Materyal

Bu calsmada Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi TibboRgit Anabilim dalinda
2009-2012 tarihleri arasinda histopatolojik olamatelenen ve DBBHL tanisini alan 40
olgu grubu ve 40 kontrol grubuna (reaktif lenfoidkd, RLD) ait %210 formaldehit
solisyonu ile tespit edilen ve sonrasinda paraloklaéra gomult (FFPE) aiv doku

ornekleri dgerlendirildi.

Toplam 80 olguya ait doku o6rnekleri laboratuvaridaz numaralandirildi ve
orneklerin kayitglemleri gerceklgtirildi. Olgu ve kontrol grubuna ait hastalarinsia,
cinsiyetleri ve Klinik bilgiler, hastalara ait P&ip raporlari ve Hematoloji hasta
dosyalarindan elde edildi.

Her bir olguya ait FFPE doku drneklerindemaih ardyik 2 kesit DNA izolasyonu
amaciyla kullanilirken, 3 adet kesit IHK analizin@Bcl-2, Bcl-x. ve GADD4%Y

proteinlerini icerir) ve 1 kesit de TUNEL yontemméullanildi.

Bu calyma icin Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinkrastirmalar Etik
Komisyonundan onay alingtir (31.01.2012 tarih-03 sayili kurul toplantisi).

3.2.FFPE Gomiili Doku Orneklerinden Genomik DNAizolasyonu

FFPE doku drneklerinde genomik DNA izolasydiwari kit (QIAamp DNA Mini
Kit, Qiagen) kullanilarak gercekitrildi. DNA izolasyon kitinin calsma prensibi

uretici firmanin belirtigi sekilde gagidaki basamaklari icermektedir:
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3.2.1. Genomik DNAizolasyon Protokolii
Deparafinizasyon:

1) FFPE doku orneklerinin etrafinda bulunan fazla faayateril bistiri ve pens yardimi
ile mekanik olarak uzak$arildi ve bu doku drnekleri steril mikrosantriftijiplerine
aktanldi.

2) Ornekler 56°C’de etiivde (Niive) 16-18 saat suregtmedoyu inkiibasyona birakildi.

3) Orneklere deparafinizasyon amaci ile 1200 pl ksigigma-Aldrich) ilave edildi ve
2.200 rpm’de kuvvetlice vortekslendi (10 kez pwseteks).

4) Ornekler 14.000 rpm'de 5 dk santrifij edildi ve eimatan pelet kismina
dokunulmadan mikropipet kullanilarak uzaglaldi.

5) Ksilenle deparafinizasyorlemi (3-4. basamaklar) 1 kez daha tekrarlandi.

6) Doku Orneklerinde artik olarak kalan ksileni uzatlanak icin peletlere 1200 pl
etanol (Merck) (%96-100) eklendi ve drnekler birkaz pulse-vorteks edildi.

7) Ornekler oda isisinda (15-25°C), 14.000 rpm’dek Santrifij edildi ve slpernatan
mikropipet yardimi ile uzakganldi (Peletin dgilmamasina dikkat edildi).

8) Altinci ve yedinci basamaklar tekrar edildi. Orrexkh bulundgu mikrosantrifij
tuplerinin kapaklari acilarak 37°C’ye ayarl etiydé dk inkiibasyona birakilarak,

rezidie etanoliin tamamen uzakhas! sglandi.

9) Ornekler kitle birlikte sglanan 180 pl doku lizis tamponunda (Buffer ATL)
siispanse edildi. Uzerine 20 pl proteinaz K ekleedvortekslenerek homojenize edildi.
Homojenat dokunun tamamen lize olmasi i¢in 56°Gyarli su banyosunda 16-18 saat

(gece boyunca) inkiibasyona birakildi.

10) Orneklere, kitle birlikte sslanan 200 pl “AL Tamponu” eklendi ve %Dde 10 dk
inkiibasyona birakildi.

11) Orneklere, 200 pl “Etanol” (%96-100) eklendi ve tajemize edildi.
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12) Ornekler kitle birlikte splanan spin kolonlara aktarildi. Kolonlarin kapaklar
kapatilarak, 8.000 rpm’de 1 dk santrifij edildi.

13) Santriftij sleminden sonra kolonlar yeni 2 ml'lik toplama tumhe yerlatirildi.
Kolonlara kitle birlikte sglanan 500 pl yikama tamponu (AW1 Tamponu) eklendi.
Kolonlarin kapaklari kapatilarak 8.000 rpm’de, 1sdtriftj edildi.

14) Santrifijden sonra kolonlar, yeni bir toplama tupuyerlsatirildi. Kolonlara kitle
birlikte sglanan 500 pl yikama tamponu (AW2 Tamponu) ekler€olonlarin
kapaklari kapatilarak 14.000 rpm’de 3 dk santrdijdi.

15) Kolonlar yeni bir toplama tupune yegteildi ve 14.000 rpm’de 1 dk santrif(j
edildi.

16) Santrifij kleminden sonra kolonlar, yeni bir toplama tupunelegérildi ve
kolonlara kitle birlikte sgplanan 100 pl elisyon tamponu (AE Tamponu) ekleGdia
Isisinda (15-2%) 5 dk inkiibasyona birakildinkiibasyon sleminden sonra kolonlar
8.000 rpm’de, 1 dk santriftij edilerek genomik DNieékleri elde edildi.

Ornekler, bir sonraki analizamasina kadar -20’de saklandi.

3.3.Genomik DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin ve Saflik Derecelerinin

Belirlenmesi

Toplam 80 adet doku drneklerinden izole edidA Orneklerinin konsantrasyonlari
ve safliklar, spektrofotometrik yontemle (Thermacieghtific NanoDrop 2000)
belirlendi. Her bir olguya ait DNA oOrgnden 2ul alinarak cihazda okuma yapildi ve

orneklere ait konsantrasyonydf, Azso, Azsorzsodeserleri kaydedildi.
3.4.Bislilfit Uygulamasi

Metilasyona 6zgin gercek-zamanli PCR uygulamasirioe, izole edilen DNA
orneklerinde bisulfit uygulamasi yapildi. Bu amattari kit (EZ DNA Methylation-
Gold Kit, Zymo Res.) kullanildi vesagidaki basamaklar sirasi ile uygulandi:
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3.4.1. On Hazirhk Asamalari

Kitle birlikte liyofilize halde sglananCT donigim reagenti gagida belirtildigi
sekilde kullanima hazir hale getirildi:

- CT dobngum reagent tupune sirasiyla 900 pl,@H300ul M-dilisyon tamponu ve
50ul M-dissolving tamponu ilave edildi.

- Oda isisinda 10 dk boyunca vortekslendi.

Kitle birlikte sagslananM-ylkama tamponuna 24 ml etanol (%96-100) eklenerek

kullanima hazir hale getirildi.

3.4.2. Bistllfit Uygulama Protokolu

1) Bir PCR tuptne 20ul DNA orrge (DNA konsantrasyonu 500ng olarak ayarlandi) ve

santrifij slemi (short-spin) yapildi.

2) Ornekler thermal cyclera (Nyx Technik, Inc. USAgnestirildi ve 98°C’'de 10 dk,

64°C’de 2.5 saat, %C’'de bekletme olmak (izere program ayarlandi.

3) Kitle birlikte sglanan spin kolonlar, toplama tuplerine ystilidikten sonra

tzerlerine 600 pl M-hdanma tamponu eklendi.

4) icinde M-ba&lanma tamponu bulunan kolonlara, 2. basamak seowaselde edilen
DNA drnekleri eklendi. Kolonlarin kapaklari kapaték birkac defa ters yiz edilerek
karistirildi.

5) Ornekler 14.000 rpm’de 30sn santrifilj edildi. SHijrsonrasi, toplama tupinde
toplanan icerik uzakkarildi.

6) Kolonlara 100ul M-yikama tamponu koyularak 14.000ige 30sn santriftij edildi.

7) Kolonlara 200p! M-desiilfonasyon tamponu eklendioda 1sisinda (20-8Q) 15-
20dk inkibe edildikten sonra 14.000rpm’de 30snreépedildi.

8) Kolonlara 200ul M-yikama tamponu koyuldu ve 14.@d0ide 30sn santriftij edildi.
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9) Kolonlar toplama tiuplerinden alinarak steril 1.9ikl’ mikrosantriftj tlplerine
aktarildi ve tzerlerine 12ul M-eltisyon tamponu e&lek 14.000rpm’de 30sn santrifdj
edildi.

Bisulfit uygulamasi yapilan DNA o6rneklebiy sonraki samaya kadar -2C’de

saklandi.

3.5.Metilasyona-Ozgun Yiiksek Cozunurlukli Erime (Hgh Resolution Melting,
HRM) Analizi

GADD45y promoter metilasyon durumu, gercek-zamanl PGEsii (LightCycler 480
Gergek-zamanl PCR Sistemi, Roche Diagnosticshkulrak belirlendi. HRM analizi
Ooncesinde, bisilfit modifikasyonlari tamamlagmDNA 0Ornekleri kullanilarak
GADD45y genine 6zgun 115bp buyukiindeki promoter bélgenin polimeraz zincir
reaksiyonu ile amplifikayonu gercekteildi. Amplifikasyonda kullanilan primer
setinin dizilimleri Tablo 3.1'de yer almaktadir @mg vd 2010). Amplifikasyon

sonrasinda, amplikonun identifikasyonu amaci ilevH&halizi yapildi

Tablo 3.1 GADD45y promoter metilasyon dizeyinin belirlenmesinde kulen primer
setine 6zgun dizilimler (55 3’)

GADDA45y Primer seti

5-CGTCGTGTTGAGTTTTGGT-3 (Forward)
5-TAACCGCGAACTTCTTCCA-3' (Reverse)

3.5.1. Gergek-Zamanli PCR Optimizasyon Cagmalari
Hedef bolgenin amplifikasyonu igin uygulanacak pkatitin optimizasyon ¢aimalari;

1) Bisulfit uygulamasi yapilgitamamiyla metile genomik kontrol DNA 6rgie
i) Bisulfit uygulamasi yapilngitamamiyla metile-olmayan genomik kontrol DNA
ornesi ve

iii) Bisdlfit uygulamasi yapiimammetile-olmayan genomik kontrol DNA 6rnekleri
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kullanilarak yapildi (EpiTect Control DNA and Caritr DNA Set, Qiagen).
Optimizasyon ¢ajmalarina 1.5mM, 2mM, 2.5mM ve 3mM olmak tzere «liavigCl,
konsantrasyonlari kullanilarak devam edildi. Ensgnucun elde edilgi 3mM MgCl,
konsantrasyonu ile cafmalara devam edildiSgekil 3.1). Tablo 3.2 ve 3.3’te optimize

edilen gercek-zamanli PCR reaksiyon &am ve PCR protokoll yer almaktadir.
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Sekil 3.1 Farkli MgCh konsantrasyonu kullanilarak yapilan optimizasyahsimasina
ait metilasyona-6zgun yuksek ¢cozunurltkli erimgse analizi (HRM). a) 1,5 mM
MgCl, ve metile DNA 6rngi, b) 2mM MgChL ve metile DNA 6rngi, c) 2,5mM
MgCl, ve metile DNA 0rngi, d) 3mM MgCL ve metile DNA 6rngi €) 3mM
MgCl, ve metile-olmayan DNA Orrge

Tablo 3.2 GADD45y promoter metilasyon durumunu belirlemek amacki#anilan
gercek-zamanli PCR reaksiyon kami

icerik Hacim Final
Forward primer 1ul 5uM
Reverse primer 1l 5uM
MgCl, 2.4 pul 3mM
Master kagimi* 10 pl 1x
PCRgrade su 0.6 pul -
Template DNA 5 ul -

*. Master kargimi olarak, “LightCycler 480 HRM Master Mix” kitiRoche) kullanildi.



62

Tablo 3.3GADD45yicin Metilasyon-6zgin HRM Analiz Protokoli*

AnalizModu Déngl  Segment Hedef Isi Sire Kazanim Miu
Pre-inkiibasyon
1 95°C 10 dk -
Amplifikasyon
Denatlrasyon 95°C 10 sn -
50 Annealing 60°C 15 sn Tek
Ekstensiyon 72°C 10 sn -
HRM
Denatirasyon 95°C 1dk -
1 Annealing 40°C 1dk -
Melting 98C Osn Sarekli
slope=0@/sn
Sosutma
1 40°C 30 sn -

*. Gergek-zamanli PCR Protokol@re-inkibasyon Enzim aktivasyonu ve kalip DNA'nin
denatlrasyonuAmplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile gatilmasi, HRM:
Satlre boya ve HRM master kanni kullanilarak hedef bdlgenin (amplikonun) idéksyonu,
Sasutma: Sistemde yer alan termal Blin s@utulmasi basamaklarini icermektedir.

3.6. Immiinohistokimyasal {HK) Analiz

Immiinohistokimyasal analiz icin FFPE dokulardan tetetatik yikli lamlara (X-
traTM, Surgipath Medical Industries, Richmond, nidlis, USA) 4-fim kalinliginda
kesitler alindi ve 60°C’de en az iki saat kurutul@eparafinizasyon ve antijen aal
cikarma glemleri de dahil olmak tzere tim boyama sureci seat BechMark XT tam
otomatik IHK boyama cihazinda gercekiildi. Zit boyama Hematoksilen ve
mavilestirici sollsyon ile cihazda tamamlandi. Kesitledehidratasyonu, ksilen ile
seffaflandiriimalari ve lamel ile kapatiimasaanalari elde yapilarakHK boyama
protokolt tamamlandi. Primer antikor olarak Bcledijsyon: 1/25, klon: 100/D5, Santa
Cruz, Heidelberg, Germany), Bcl-x(dilisyon: 1/50, klon: 2H12, Santa Cruz,
Heidelberg, Germany) ve GADD45dilusyon: 1/200, Rabbit Polyclonal Antibody,
Woburn, MA, USA) kullanildi.

Isik mikroskobunda, x40 buyitmede immunopozitif hiendceren alanlar tarandi.
Bcl-2, Bcl-x_ proteinleri icin pozitif ekspresyon, neoplastikchélerin en az %10'u
pozitif oldugunda kabul edildi (Bai vd 2004). GADD#5proteini icin pozitif
ekspresyon, graniler sitoplazmik boyanma plawa kabul edildi. Ayrica Gadd#5
icin pozitif ekspresyon 4 gruba ayrilarakgddendirildi: 0: boyanma yok, +: zayif
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boyanma, ++. moderate (orgaddette) boyanma, +++: gicli boyanma (Na vd 2009).
Tonsil, Bcl-2 ve Bcl-x igin; larinks skuamoz hucreli karsinom, GADDA4fgin pozitif
kontrol olarak kullanildi. Ayni doku drnekleri, ayimmmunohistokimyasal yontemlerle

primer antikor ilave edilmeksizin boyanarak negktihtrol olarak dgerlendirildi.

3.7. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase &TP Nick End Labeling)

Yontemi

GADD45’nin hicreyi apoptoza yonlendirip yonlendirmgdi degerlendirmek
amaciyla TUNEL yontemi uygulandi. Bu amacla, FFREulardan elektrostatik yuklu
lamlara (X-traTM, Surgipath Medical Industries, Rieond, lllinois, USA) alinann
kalinhginda kesitlerde DNA fragmantasyonunun gosteriimesn, TdT (terminal
deoksinukleotidil-transferaz)-aracih situ isaretleme tekr@i (TUNEL) kullanildi (In
Situ Cell Death Detection Kit, POD, Roche). Uretifiimanin oOnerdii sekilde

uygulanan protokoliin detaylagagida basamaklar halinde verilmektedir:

A. Deparafinizasyon
1. Lamlar etiivde 6%C’de 30dk inkiibasyona birakildi.

2. Etvden cikartilan lamlar ksilende oda sicakida 2 saat bekletildi.

B. Rehidratasyon
1. Lamlar sirasiyla %100, %95, %90, %80 ve %70lilanet icerisinde 3’er dk

bekletildi.
2. Lamlar iki ayri PBS (pH 7,4) icerisinde oda &icanda 3’er dk bekletilerek yikama
islemi gerceklstirildi.

C. HO, ile bloklama

1. Lamlarin tzerine pipetle %3'luk 4@, solisyonu damlatildi ve oda sicgkhda
15dk inkube edildi.

2. Lamlar iki ayri PBS (pH 7,4) icerisinde oda sicgkida 3’er dk bekletilerek yikama
islemi gerceklstirildi.

D. Proteaz Uygulamasi
1. Lamlar %1'lik proteinaz K iceren 10 mM Tris-HCI'&¥°C’'de 30 dk inkiibe edildi.

2. Lamlar dort ayri PBS (pH 7,4) icerisinde oda kliganda 3’er dk bekletildi.

3. Lamlar, tzerindeki doku 6rgenemli kalacaksekilde kurutma kgidi ile kurutuldu.
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E. TUNEL Kargiminin eklenmesi
1. Orneklerin tizerine kitle birlikte ganan 50ul TUNEL reaksiyon kammi eklendi ve

uzeri lamelle kapatilp 3Z'de nemli ve karanlik ortamda 1 saat inkiibasyarekidi.
2. Lamlar Gg¢ ayri PBS (pH 7,4) icerisinde oda sigakbla 2ser dk bekletildi.
3. Lamlar, Uzerindeki doku orgenemli kalacaksekilde kurutma kgidi ile kurutuldu.

F. Converter-POD Eklenmesi

1. Doku orngi Uzerine kitle birlikte sglanan Converter-POD’tan 50ul eklendi ve
lamelle kapatilip 3T’de nemli ve karanlik ortamda 30dk inkiibe edildi.
2. Lamlar Gg ayri PBS (pH 7,4) icerisinde oda sigakbla 2er dk bekletildi.

3. Lamlar, tzerindeki doku 6rgenemli kalacaksekilde kurutma kgidi ile kurutuldu.

G. DAB-Substrat Eklenmesi

1. Kitle birlikte sazlanan peroksidaz buffer igerisinde %5’lik DAB-Sulasthazirlandi
ve doku drneklerinini tizerine 100 ul eklendi. Odzkliginda 10 dk bekletildi.

2. Lamlar G¢ ayri PBS (pH 7,4) icerisinde oda sigakbla 2ser dk bekletildi.

3. Orneklere Harris’in hemotoksilen boyasi ile zit bma yapildi ve lzerleri lamelle

kapatildi.

Her TUNEL protokolli uygulanginda, cama grubu 6rnekleri ile birlikte pozitif
kontrol (normal timik doku oOrnekleri) ve negatif ool (TUNEL reaksiyon kagimi
eklenmemy reaktif lenf nodulu kesitleri) kullanildisik mikroskobunda, DBBHL olgu
ve RLD’li kontrol gruplarina ait preparatlarda, x4fliyitmede apoptotik hicreleri
iceren en az 10 alan sayildi ve apoptotik hiicraia@gidaki formile gére hesaplandi
(Garrity vd 2003):

Apoptotik hiicre orani (%) = Pozitif apoptoz hiicagisi / Toplam hicre sayist X %100

3.7 istatistiksel Analiz

Tam analizler icin SPSS programi kullanilag@ktesti yapildi. (version 17.0, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) ve p<0.05 geri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Calsma Grubunu Olusturan Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler

Bu calgmada, 40 adet nodal/ekstra nodal ye@mdé DBBHL doku ornekleri ile
kontrol grubu olarak 40 adet RLD ornekleri gédendirildi. DBBHL olgularinda
ortalama ya 61.7£15.82 (24-80) olarak bulundu. Kontrol grubuwiusturan olgularin
ortalama ya ise 32.68+22.27 (1-79) olarak belirlendi. DBBHLbIgularin 22
(%55)'sini kadin ve 18 (%45)'ini erkek hasta glirurken malign olmayan RLD’li
doku orneklerinin 12 (%30)’si kadin ve 28 (%70)tkek hastadan elde edildi.
DBBHL’li doku 6rneklerinin 15 (%38.4)’inde nodal v24 (%61.6)'Unde extranodal
tutulum belirlendi (1 olgunun tutulumu belirlenemigtin). DBBHL tanisi alan olgular
klinik evrelerine gore deerlendirildiginde, tim olgular erken evre (Evre | ve evre Il) ve
ileri evre (Evre lll ve evre IV) olmak Uzere gruptirildi. DBBHL olgularindan 5’'inde
klinik evre verilerine ulstlamadi. Geride kalan 35 olgudan 9'unun (%25.7gerkvre
ve 26'sinin (%74.3) ileri evre ol@u belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. DBBHL'li olgulara ait klinikopatolojik parametreler

Klinikopatolojik parametreler Olgu sayisi (%)
Ortalama yas (En duk-En yuksek) 61.7 £ 15.82 (24-80)
Cinsiyet

Kadin 22 (55.0)

Erkek 18 (45.0)
Klinik evre

Evre | 4(11.4)

Evre Il 5(14.3)

Evre Il 13 (37.15)

Evre IV 13 (37.15)
Tutulum

Nodal 15 (38.4)

Ekstranodal 24 (61.6)
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4.2. Calsma Grubunu Olusturan Olgularda GADD45yMetilasyon Durumu

GADD45/ geninin promoter metilasyon durumu, ¢ala grubumuzu okiuran
olgulara ait FFPE dokulardan izole edilen genomiKADGrneklerinde, metilasyona

0zgun HRM analizi ile belirlendiSekil 4.1’de DBBHL olgularina ait HRM analizi
gosterilmektedir.

Melting Peaks

g 17.4581 < , %“ ‘

66 68 70 72 74 76 78 80 82

84 86 a8 0 7] 94
Temperature [*C)

Sekil 4.1 DBBHL olgularindaGADDA45y promoter metilasyonuna 6zgiin HRM analizi. a:
Promoter metilasyonu belirlenmeyen olguya ait erieggisi (Tm=76+0.5C), b:

Promoter metilasyonu belirlenen olguya ait eringgise (Tm=79+£0.5C), c: Negatif
kontrol (Kalip DNA yerine PCR-grade su kullanildr).

Tum olgulardan informatif veriler alindi. HR&halizi sonrasinda meti@ADD45/
promoter bolgesine sahip oOrneklerin Tm derecesiO®€ iken, metile olmayan
orneklerde Tm derecesi 760G olarak belirlendi. Buna gére DBBHL olgularindaa 2
(%55)'sindeGADDA45y promoter boélgesinin metile ol@u belirlendi. Geriye kalan 18
(%45) olguda ise promoter metilasyonu gozlenmedintkol grubu olgularindan 16
(%40)'sindaGADD45 promoter metilasyonu saptanirken, 24 (%60) olgGédd D45/
promoter bdlgesinin metile olmagl belirlendi Sekil 4.2). GADD45y metilasyonu

acisindan DBBHL'li olgular ve kontrol grubu olgulaarasinda anlamh bir fark
gozlenmediP= 0.263).
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Sekil 4.2 Diffiz Buyuk B-hucreli Lenfoma (DBBHL) ve Reaktif dnfoid Doku (RLD)
orneklerindeGADD45 promoter metilasyon sikliklar

GADD45 promoter metilasyon durumu ve olgularin klinikagajik parametrelerle
ili skisi dezerlendirildiginde, cinsiyet ve tutulum arasinda anlamli bikilibelirlenmedi
(sirasi ileP= 1.000 veP= 0.086). Erken evre olgularla kdatirildiginda ise, ileri evre
olgularda metilasyon silgh 17 kat daha yuksekti ve bu fark istatistikselrakaanlaml
idi (P=0.041) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 DBBHL'de GADD45 metilasyon durumunun klinikopatolojik

parametrelerle igkisi

Klinikopatolojik parametre GADDA45ymetilasyon durumu P-degeri
Metile (%) Unmetile (%)

Cinsiyet
Kadin 11 (50) 11 (50) 1.000
Erkek 9 (50) 9 (50)

Klinik evre
Erken 1(12.5) 7 (87.5) 0.041
Ileri 17 (60.7) 11 (39.3)

Tutulum
Nodal 8 (36.4) 14 (63.6) 0.086

Ekstranodal 10 (71.4) 4 (28.6)
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4.3. GADDA45 Protein Ekspresyonu ve Metilasyon Profili ileili skisi

GADD4% protein ekspresyonu acisindan DBBHL olgularinisi 207, 20’si “+”,
12’si “++” ve 6'sI “+++” olarak dgerlendirilirken, RLD’li 8 olgu “0”, 30 olgu “+”, 2
olgu “++” olarak degerlendirildi §ekil 4.3). Bu dgerlendirmede "0” ve “+” olgular
protein ekspresyonu acgisindan negatif ve “++” ve+*olgular protein ekspresyonu
acisindan pozitif olarak gruplandirggnda, DBBHL tanisi alan 22 (%55) olguda
GADDA45y protein ekspresyonu gozlenmezken, 18 (%45) olg@éd D45y protein
ekspresyonu gozlendi. RLD’li olgularin 38 (%95)atein ekspresyonu agisindan
negatif olarak dgerlendirilirken, 2 (%5) olgu protein ekspresyonusagdan pozitif
olarak dgerlendirildi. DBBHL'li ve RLD’li olgular arasinda @&DD45y protein
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anléaritibulundu (p=0.000) (Tablo 4.3).

Sekil 4.3DBBHL’li olguda GADDA45y proteininin gugli (+++) ekspresyonu (x200).
(TGmor hucrelerinde ygun sitoplazmik boyanma)

Tablo 4.3DBBHL’li ve RLD’li olgularda GADDA45y protein ekspresyonu

GADDA45y ekspresyonu DBBHL (%) RLD (%) P degeri
Negatif (0/ +) 22 (55) 38 (95) 0.000

Pozitif (++ / +++) 18 (45) 2 (5)
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GADD4%5 protein ekspresyonu DBBHL'li olgularin patolojikvrelerine goére
deserlendirildiginde, erken evre olgularin 5 (%62.5)'sinda ekspyesyozlenmezken, 3
(%37.5) olguda protein ekspresyonu gozleridici evre olgularda ise, 14 (%50) olgu
ekspresyon acisindan negatif olaralgettendirilirken, 14 (%50) olgu pozitif olarak
deserlendirildi.  Klinik evre ve protein ekspresyongisindan istatistiksel olarak
anlamh bir iliski gbzlenmedi P=0.695). Benzegekilde, cinsiyet ve tutulum arasinda da

anlaml bir ilgki belirlenmedi (sirasi il®= 0.75 veP= 0.495) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 DBBHL'de

parametrelerle igkisi

GADD45y protein ekspresyonunun Klinikopatolojik

Klinikopatolojik parametre GADDA45y protein ekspresyonu P-degeri
Pozitif (%) Negatif (%)

Cinsiyet
Kadin 9 (59.1) 13 (40.9) 0.75
Erkek 9 (50) 9 (50)

Klinik evre
Erken 3(37.5) 5 (62.5) 0.695
Tleri 14 (50) 14 (50)

Tutulum
Nodal 9 (40.9) 13 (59.1) 0.495
Ekstranodal 8 (71.4) 6 (28.6)

GADD4%5 promoter metilasyon profili ile protein ekspresyoarasindaki ikki
deserlendirildiginde, toplam 38 (%47.5) olguda uyum gozlenirken(%52.5) olguda

metilasyon durumu ve protein ekspresyonu arasigdmbelirlenmedi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5GADD45 promoter metilasyonu ile protein ekspresyonu acdekniliski

Metilasyon + / Metilasyon + / Metilasyon - / Metilasyon -/

Ekspresyon + Ekspresyon - Ekspresyon + Ekspresyon -
DBBHL 10 12 8 10
RLD 0 16 2 22
Toplam 10 28 10 32
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4.4. Apoptotik parametreler veGADDA45y Metilasyon Profili ile iliskileri
4.4.1. Bcl-2 ve Bcl-x Protein Ekspresyonu

Tablo 4.6, DBBHL'li ve RLD’li olgularda gozlem Bcl-2 ve Bcl-x protein
ekpresyon profillerini gostermektedir. DBBHL'li aldarinin 37 (%92.5)'sinde Bcl-2
ekspresyon kaybi gozlenirken, 3 (%7.5)'inde Bck&peesyonu gozlendSekil 4.4).
RLD’li olgularin 3 (%7.5)'Unde Bcl-2 ekspresyon kawe 37’sinde Bcl-2 ekspresyonu
gozlendi. DBBHL olgulariyla RLD 6rneklerinin aradim Bcl-2 ekspresyonu agisindan
fark, istatistiksel olarak anlamli idP€0.000). Bcl-x ekspresyonu acgisindan DBBHL
olgularinin 33 (%82.5)'U pozitif olarak gerlendirilirken, RLD’li olgularin 38 (%95)’i
pozitif olarak dgerlendirildi Sekil 4.5). DBBHL olgulari ile RLD’li olgular arasda

Bcl-x_ protein ekspresyonlari agisindan anlamh bgkilbulunamadi P=0.154).

Tablo 4.6 DBBHL'li ve RLD’li olgularda anti-apoptotik protaierin ekspresyonlari

DBBHL (%) RLD (%) Rdegeri
Bcl-2
Negatif 37 (92.5) 3(7.5)
Pozitif 3 (7.5 37 (92.5) 0.000
Bcl-xl
Negatif 7 (17.5) 2 (5)
Pozitif 33 (82.5) 38 (95) 0.154

ANl T T PRI o AL TR L L e
AN N R AL
Ly, U deiet e e S N s .

Sekil 4.4 DBBHL'li olguda Bcl-2 proteininin guclu (+++) ekspsyonu (x200).
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4.4.2. Bcl-2/ Bcl-x Protein Ekspresyonlarive GADD45y Metilasyonu

DBBHL'li olgular arasinda, Bcl-2 ekspyesunun goézlengi toplam 3
olguda GADD45 promoter metilasyonu gozlenmedi. Bcl-2 ekspreskapbi olan
toplam 37 olgudan 20 (%54.1)'sin@ADD45 promoter metilasyonu goézlendi (Tablo
4.7). GADD45 promoter metilasyonu ve Bcl-2 ekspresyonu arasiistitistiksel
olarak anlam bulunamadiP£0.231). Bcl-x ekpresyonu agisindan pozitif olarak
deserlendirilen toplam 33 olgunun 16’sinda (%48 6ADD4%5 promoter bolgesi
metile olarak belirlendi. Bcl-xL ekpresyon kaybizfgnen 7 olgunun sadece 4’lUnde
(%57.1)GADD4Y promoter metilasyonu saptandi. GADDR4&%omoter metilasyonu
ve Bcl-x_ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlalomiamadi P=1.000).

RLD’li olgularda ise GADD4% promoter metilasyonunun g6zlegdttm olgulari
(n=16) ayni zamanda Bcl-2 ekspresyonu acisindanpozitif olduklari belirlenc
GADD45 promoter't unmetile olan toplam 24 olgunun 21'ind&87.5) Bcl2
ekspresyonu pozitif olarak belirlendi. Bal-xekpresyonu g6zonine aligchda
GADDA4Y promoter metilasyonu gozlenen 16 olgunun tumundexB ekspreyont
gozlenirken GADD45 promoter metilasyonu gozlenmeyen 24 olgunun
(%91.7)'sinde Bcl-x ekspresyonu goézlendi. RLD’li olgularda GADD4Bromote
metilasyon durumu ile Bcl-2 ve Bgk ekspresyonu arasinda anlamh birgki
belirlenmedi (sirasi il€=0.262 veP=0.508).
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Tablo 4.7 DBBHL’'de anti-apoptotik protein ekspresyonlari @ADD45y metilasyonu

arasindaki igki

“Apoptotik parametreler  GADD45ymetilasyon durumu_ P-degeri
Metile (%) Unmetile (%)

Bcl-2 ekspresyonu

Pozitif - 3 (100) 0.231
Negatif 20 (54.1) 17 (45.9)

Bcl-x_ ekspresyonu
Pozitif 16 (48.5) 17 (51.5) 1.000
Negatif 4 (57.1) 3 (42.9)

4.4.3. Apoptotik Indeks (Al) ve GADD45, Bcl-2, Bcl-xL protein ekspresyonlari
arasindaki iligki

DBBHL'li olgularda, TUNEL pozitif apoptotik hire indeksi medyan geri 0.6
(%95 guiven arali, aralik 0-1) iken, RLD’li olgularda bu g@er 0.5 (%95 giiven argl
aralik 0-1) olarak belirlendiSekil 4.6°da DBBHL'li bir olguya ait doku kesitinde
TUNEL yontemi ile boyanan apoptotik hiicreler goréktedir.

Sekil 4.6 DBBHL'da TUNEL yOntemi ile boyanan apoptotik hiilene(x200).
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Calsmaya dahil edilen tim olgulardaki Al gerleri “< 0.5” ve “> 0.5” olmak Uzere
2 alt grupta toplandi. DBBHL ve kontrol grubu dignda belirlenen Al dgerleri
GADD45y, Bcl-2 ve Bcl-x protein ekspresyonlari ile kalastinldiginda, iki grup
arasinda her 3 protein ekspresyonu acisindan ankaniliski bulunmadi. GADD4%
protein ekspresyonu pozitif olarakgelendirilen DBBHL ve kontrol grubu olgularinda
Al degerleri sirasi ile 0.65 ve 0.72 olarak belirlenirkelkspresyon kaybi olan olgularda
bu deerlerin sirasi ile 0.6 ve 0.5 olduklar belirlenBicl-2 protein ekspresyon kaybi
olan DBBHL'li ve RLD’li olgularda Al sirasiyla 0.&e 0.5 olarak belirlenirken, Bcl-2
ekspresyonu gozlenen DBBHL'li olgularda Al 0.45 nkeRLD’li olgularda Al 0.5
olarak belirlendi. Bcl-x ekspresyon kaybi olan DBBHL'li ve RLD’li olgulardAl
sirasi ile 0.2 ve 0.47 olarak belirlenirken, butpnain eksprese oldw olgularda Al

deserleri sirasi ile 0.8 ve 0.5 olarak hesaplandi [@4l8).

Tablo 4.8 DBBHL'li ve RLD’li olgularda Al ile GADD45y, Bcl-2 ve Bcl-x protein

ekspresyonlari arasindakisKi

DBBHL'de RLD'de
Apoptotik indeks P-degeri Apoptotik indeks P-degeri
(medyan/aralik) (medyan/aralik)
GADD45y
Negatif 0.6/0-1 1.000 0.5/0-1 0,492
Pozitif 0.65/0-1 0.72/0-1
Bcl-2
Negatif  0.6/0-1 1.000 0.5/0-1 1.000
Pozitif 0.45/0-1 0.5/0-1
BC'-XL
Negatif 0.2/0-1 0.095 0.47/0-1 1.000
Pozitif 0.8/0-1 0.5/0-1

4.4.4 Apoptotik Indeks veGADD45y promoter metilasyonu arasindaki iliski

DBBHL'li olgularda promoter metilasyonu belirlenéoplam 22 olgunun 9’'unda
(%56.2) Al deeri 0.5ten kigcuk iken geride kalan 13 olguda bgete<0.5 olarak
belirlendi. Al ve GADD45y metilasyonu arasinda anlamli birskii belirlenmedi P=
1.000) (Tablo 4.9). Kontrol grubunda ise metilerolalgularin 7 (%43.8)'sinde ve
unmetile olgularin 11 (%45.8)'inde Al gerin <0.5’in altinda oldgu belirlendi ve
DBBHL'de oldugu gibi anlamli bir ilgki belirlenmedi P=1.000).



Tablo 4.9DBBHL'de Apoptotikindeks veGADD45ymetilasyonu arasindakigki

GADD45ymetilasyon durumu P-degeri
Apoptotik indeks (Al) Metile (%) Unmetile (%)

74

<05 9 (56.2) 7(43.8) 1.000
>0.5 13 (54.1) 11 (45.9)
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5. TARTI SMA

Hem fetal hem de ekin dokularda eksprese edilen GADDA45 proteinleviirasel
surecte siki korunmguproteinlerdir. Bu proteinlerin ekspresyonlari hgic@dnguisunin
G; fazinda artarken, S fazi boyunca 6nemli derecedddmaktadir. Temel olarak,
GADDA45 proteinleri genotoksik ve genotoksik-olmayaanlara kan stres sensorleri
ve tumor baskilayicilar gibi etki gostererek hugesmitinin olgmasinda rol oynarlar.
Ancak uyarinin tarine, uyarinin etkilgdinticre tipine ve hicrenin icinde buluriu
fizyolojik kosullara gore fonksiyonlar farklliklar gostermektedGunimuize kadar
yapilan fonksiyon caymalarinda, Ozellikle GADD4b ve B’'ya odaklaniimg olup,
GADDA45y ile ilgili yapilan calgmalar oldukc¢a sinirhdir ve elde edilen verileryumlu
olmadg dikkati cekmektedir (Zerbini vd 2005, Tamura \@il2, Moskalev vd 2012).

GADDA45 proteinlerinin hiicrede dnemli stres sgigteri olarak gorev yapmalari, bu
proteinlerin kanser okum veya progresyon surecinde de vyer alabileceklerin
disundurmektedir. Bu ¢caimanin hipotezlerinden bitADD45ynin metilasyon aracil
gen ekspresyon kaybinin DBBHL’nin patogenezinde aghadgidir. Bu hipotezin
esliginde, DBBHL tanisi alan olgularda ve malign olmayamtrol grubu olgularinda
GADD45/ metilasyon durumu ve GADD45 protein ekspresyon duzeylerinin
belirlenmesi amaclandi. Cstnamizda DBBHL’lI olgularin  %55’'indeGADD4%
promoter metilasyonu belirlenirken, RLD’li olgulaxdou oran %40 olarak bulundu.
GADD45y protein ekspresyonu pozitif olarak ggelendirilen olgu sayisit DBBHL'li
olgularda (n=18) RLD’li olgulara (n=2) oranla 9 kaé&ha fazla idi ve bu iki ¢cama
grubu arasinda GADDA45 protein ekspresyonu agcisindan anlamli fark géraldi
(P=0.000.

Literatiirde solid timoérlerde ve hematolojik ligi@ensilerdeGADD45) metilasyon
durumunu argtiran birgok cakma bulunmaktadir. Na ve arkatiinin (2010) yapgi
bir calsmada kucuk hiicre ¢l akciger kanserlerindeGADD45/ metilasyon sikgl

%31.6 olarak bulunmyur. Ayrica erkeklere oranla kadinlarda metilasyokliginin
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daha yuksek oldiu belirlenmgtir ve bu genin metilasyon-aracili sessjm@sinin
akciger karsinogenezinde rol oynayabilgceéne surtlmétir. Bahar ve arkadhkar
(2004) hipofiz adenomlu olgularin %58’in@ADD45y metilasyonunu belirlergier ve
MRNA diizeyinde gen ekspresyonu gozlenmeyen 22 adenaigunun 18 (%82)’inde
hem metilasyon-6zgiin PCR hem de sodyum bisulfit dizalizi ile GADD45%/
metilasyonunu belirlemgierdir. Ying ve arkadgdari (2005), yuksek-¢cozunarlukli
bisulfit dizi analizi sonucundaGGADD45/nIn ¢ssitli kanser turleri ve timor hicre
hatlarinda, siklikla epigenetik olarak inaktive @dna dair bulgular elde etgherdir.
So6zkonusu ¢calmada nazofarinks, meme, 6zofagus, kolorektal, kgrakcger, gastrik,
larinks karsinomu olmak tzere farkli karsinom huleatlari ile non-Hodgkin lenfoma,
Hodgkin lenfoma ve I6semi hicre hatlari olmak tzésefarkli karsinom ve lenfoma
hicre hatlarn kullaniingtir. GADDA45y ekspresyonlari semi-quantitative RT-PCR
kullanillarak analiz edilgi ve non-Hodgkin lenfomalarda %85, nazofaringeal
karsinomda %73, Hodgkin lenfomalarda %50 vgedihicre hatlarinda %35 oraninda
GADD45y ekspresyonunun baskilagdveya susturuldgu bulunmytur. Bunun aksine
GADD4%: ve GADD4%; ekspresyonlari tum hiicre hatlarinda ytksek ekgpreprofili
gostermglerdir. GADD45y ekspresyonunun baskilagdiya da susturuldiu hicre
hatlarinin timindeGADDA45y promoter metilasyonu saptargtm. Hicre hatlarinin
yanisira primer tamdrlerin de gerlendirildigi bu calsmada, endemik Burkitt
lenfomada %88, DBBHL'da %38 ve follikiiler lenfomadal16 oranindaGADD45/
metilasyon sikigl belirlenmitir. Ozetle bu ca$mada, farkh lenfoma tirlerinde
metilasyon orani %16-88 oranindagg@ken, solid tumorlerde bu oran %11-16
arasinda daskenlik goOstermgtir ve bu bulgular lenfomalarin hipermetilasyon
duzeylerinin solid tumorlere gére anlansdkilde yiuksek oldgunu gostermektedir. Bu
veriler, calgmamizdan elde edilen verilerle uyumludur. SonugaddaGADDA45y solid
tumorlerle kagilastirildiginda lenfomalarda daha yiksek oranda hipermetilesiir
baska ifade ile, GADD45y hipermetilasyonu timor-spesifigli gostermektedir.
Literatiirde DBBHL’de Klinik érneklerle yapilan tdkr calsmadan elde edilen verilere
ek veri s@lamasi, daha gepniserideki olgu ile ¢cajmanin tamamlanmasi ve olgu
grubunun yanisira malign olmayan kontrol grubukagsilastirma yapilmasi agisindan,
calismamizdan elde edilen veriler orijinal nitelikstaaktadir. Caklmamizin bir dier

orijinal bulgusu, ileri evre olgularind&ADDA45/ metilasyon sikiinin erken evre
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olgulara oranla ¢ok daha yiksek atddur. Bu bulgu, biz&sADD45y metilasyonunun

DBBHL progresyonunda énemli rol oynayabilgoe distindirmektedir.

GADD45 metilasyon durumu ve protein ekspresyonu arasindakelasyonu
deserlendiren cabmalarin bulgulari birbirleriyle uyum gdstermemektedring ve
arkadalarinin farkli kanser hicre hatlari ile yaptiklagalismalarinda, GADD45/
ekspresyonunun baskilagdiya da susturuldiu hticre hatlarinin timind@ADD45y
promoter metilasyonu saptarnytm. HUcre hatti 6rneklerine yerine hipofiz adenoml
klinik 6rneklerin dgerlendirildigi bir ¢calismada, hipofiz adenomlu olgularin %58’inde
GADD45/metilasyonu belirlenmive mRNA dizeyinde gen ekspresyonu gézlenmeyen
22 adenomlu olgunun 18 (%82)'inde hem metilasyogiddz PCR hem de sodyum
bisulfit dizi analizi ileGADD45y/metilasyonu belirlenngtir. GADD45y metilasyonu ile
ekspresyon kaybi arasinda istatistiksel olarak mamldir iliski bulunmasina karmn,
GADD45/ metilasyonu gb6zlenen olgularin %9’un@RADD45y transkriptinin eksprese
oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde uyumun gozlenmegli diger grupta olgularin
%18’'inde GADD45/ metilasyonu belirlenmegi halde, ekspresyon gozlenmaeiii
(Bahar vd, 2004). CaimamizdaGADD45y promoter bdlgesinde yer alan 115 bp’lik
DNA fragmaninda metilasyon durumunugddendi ve DBBHL’de metilasyon siig
%55 olarak belirlenirken olgularin %45’inde prote&iri ekspresyonu belirlendi.
GADD45/ promoter metilasyon durumu ve protein ekspresyamasindaki ikki
deserlendirildiginde, calgmamiza dahil edilen olgularin %52.5'inde uyum gantedi.
Bu olgularin 10 tanesiGADD45y promoter metilasyonu ve protein ekspresyonu
acisindan pozitif olarak derlendirildi. Promoter metilasyonu negatif olarak
deserlendirilen 10 olguda, ayni zamanda protein ekspme kaybi da gozlendi. Benzer
sekilde 22 RLD’li olguda hem promoter metilasyonumhale protein ekspresyonu
negatif olarak dgerlendirildi. Bu uyumsuz sonuclar doért olasilik geresinde
aciklanabilir:  Birincisi, c¢akmamizda metilasyon analizi kantitatif olarak
yapilamadiindan metilasyon yuzdesi hakkinda bilgimiz bulunraktadir ve bilyuk
olasilikla bu olgularda metilasyon yuzdesinirsitki olmasi, protein ekspresyon kaybi
icin yetersizdir.ikinci olasilik cercevesinde, ¢ginamizda hedeflenen bdélgesihida,
DNA metilasyonu aracgh ile gen baskilanmasindan sorumlu olabilecegediolasi
bdlgelerin de analiz edilmesi gerektii disiinmekteyiz. Tezin kuramsal bilgiler
boluminde yer alan genin yapisi goz6nune ghnda, cakmamizda

deserlendirdgimiz promoter bolgesi dindaki dger kor promoter bélgeleri ile birlikte
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ekzon 1-3 ve ekzon 4’Gn bir boélimdnin (tim bu aargenin CpG adasinda yer
almaktadir) metilasyon durumunun belirlenmesi gidrgk acikca gorilecektir. Ayrica,
s6zkonusu genin transkripsiyonal sessimesinden sorumlu olabilecek bu hedef
bdlgelerin bisdlfit dizi analizi gibi daha duyavle 6zgin yontemlerle gerlendirilmesi,
GADD45y/daki DNA metilasyon profili hakkinda daha detayilgiler edinmemiz
acisindan yararli olacaktir. Primer kanserle@&DDA45y gen mutasyonlari nadiren
gozlenmektedir (Ying vd 2005). Bu nedenle, Gcuni@siak, GADD45/ nin epigenetik
sessizlgmesinden, DNA metilasyon gndaki ve/veya DNA metilasyonu ile koordineli
calisan diger epigenetik mekanizmalar sorumlu olabilir. Soasdik ise IHK analizinde
kullanilan GADD45 antikorunun poliklonal olmasidiiTicari olarak monoklonal
antikorun bulunmamasi nedeniyle, poliklonal antikéullaniimstir. Poliklonal
antikorlarin farkli proteinlerdeki ortak epitoplataniyabilmesi, elde edilgi deney
hayvani turine gore @ekenlik gosterebilmesi ve ayni antijenle yeniden inmze
edilen deney hayvanlarinda farkl epitoplara saiiipalari gibi 6nemli dezavantajlari
bulunmaktadir (Burry vd 2010).

Zhang ve arkaglari (2010) tarafindan yapilan bir c¢amada gastrik,
kolorektal ve pankreas kanserlerinde GADDp4metilasyon yuzdeleri, promoter
metilasyon analizlerinde kullanilan yeni bir yontestan HRM analizi (Wojdacz vd
2008) ile dgerlendirilmistir ve GADD45ymetilasyon yuzdeleri bu kanserlerde sirasiyla
%34, %45 ve %31 olarak belirlengnii. Normal dokularda ise metilasyon ylzdesi
%210’un altinda bulunmgiur. PCR sonrasi uygulanan ve bir eringeg analizi yontemi
olan HRM’in en 6nemli avantajlari duyarli, hizh weuz bir yontem olmasidir. Bu
yontemde DNA’nin PCR ile amplifikasyonu ardindamM®ya-baglanan bir satiirasyon
boyasi varlginda erime grisi analizi yapilir ve hedef DNA amplikonunun Trardcesi
belirlenir. HRM analizi, daha detayli bir erimgrisi analizidir. Bu amacla kullanilan
yazihm, erime grisi normalizasyonu icin oncelikle ek 1si @gmi uygular ve
sonuclarin gozle daha iyi ayirt edilebilmesi iciormalize edilen erimeggilerini yeni
bir grafige yerlatirir. Bu yazilim ayni zamanda farkl genotip/dezié sahip ornekleri
gruplar halinde toplar ve bdylelikle bircok verigeren bir analizde sonuglari kolaylikla
yorumlamamizi sdar. HRM analizinde satiire boyalar (LC Gr&r, EVA Green ve
Syto 9 gibi) kullanilir. Satire olmayan boyalar Y Green | gibi) veya interkalasyon
boyalari erime analizinde oldukc¢a kullginiboyalar olmalarina kam, amplifikasyon

reaksiyonlari icin oldukca toksiktirler ve bu seleele diguk konsantrasyonlarda
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kullanilirlar. Ayni zamanda, denatirasyorsladiginda cift iplikten ayrilan bu boyalar
tekrar cift iplige balanabilme yetengne sahip olduklarindan, erime analizlerinde
blyuk bir dezavantaja sahiptirler. Sattre olan oy ise toksik etkileri ¢cok diiktur

ve bu sayede amplifikasyon sirasindaqg polimerazi inhibe etmezler. Yiksek
konsantrasyonlarda kullanilarak tim DNA'nin boya slatirasyonu gercekteilebilir.
Boylelikle, yiksek konsantrasyonda kullanilan sattioya, hedef DNA fragmaninin
uzunligu boyunca DNA'ya bganir. Satlire olan boyalar da erime sirasinda,
dsDNA’nin denatire olmaya adigi bolgede DNA'dan ayrilmaya Barlar. Serbest
kalan boya, DNA’nin denatiire olmayan bélgelerindtie boyanin vag nedeniyle,
tekrar DNA'ya b&lanamaz. Bu 0zellik daha detayl vegdo analiz yapiimasina olanak
saglar. HRM analizinde kullanilan boyalarin sahip dttan 6zellikler, HRM analizini
konvansiyonal erime analizinden dstin kilar (Woiaed 2009). Yukaridaki
aciklamalar dgrultusunda cajmamizdaGADDA45y metilasyon durumunu belirlemek
icin diger yontemlere gore oldukca avantajli olan HRM aaili kullandik ve tim
olgulardan informatif sonuclar aldik. Ayrica, HRMaizinde tek bir primer seti ile
DNA metilasyon analizinin yapilabilmesi, ateimalarda bu yontemin konvansiyonal
metilasyona-6zgiin PCR’dan daha az maliyetli kilradkt DNA metilasyon
profillerinin belirlenmesinde, HRM analizinin duydik, 6zginlik ve maliyet acisindan

diger metilasyona-6zgin PCR yontemlerine gore dahmigtiigunu diglinmekteyiz.

DBBHL olsumu ve progresyonunda rol oynayan mekanizmalardain de
apoptotik yolaklarin regtlasyonunda yer alan Be&e2Bcl-x_ gibi anti-apoptotik kritik
molekillerin ekspresyonlarindaki glggmlerdir (Catz SD ve Johnson JL 2003). Neto ve
arkadalari (2010) DBBHL'li 27 olguda Bcl-2 ekspresyon filmi incelemisler ve
yuksek riskli olgularin  %37'sinde Bcl-2 ekspresyoou pozitif  olarak
degerlendirmglerdir. ABC-benzeri ve GCB-benzeri DBBHL alt siaufi arasinda, bu
protein ekspresyonu agisindan anlamli bir fark falaslardir. Sohn SK ve arkaglari
(2003) DBBHL'li 94 olgunun 24 (%26)'Unde Bcl-2 eksgyonunu pozitif olarak
deserlendirmglerdir. Bcl-2-pozitif ve Bcl-2-negatif olgu grupliaicin 3-yillik sgskalim
oranlarini sirasiyla %36.3 ve %69.3 olarak belikledi bu calsmalarinda, Bcl-2
ekspresyonu ile kisa @ealim orani arasinda anlaml birski bulmuslardir. Llanos M
ve arkadglari (2001) DBBHL'li 55 olgunun 34 (%61)'Ginde Bcl-€kspresyonu pozitif
olarak dgerlendirilmistir. Calismada hem ileri evre (Evre 3-4) hem de birden fazla

extranodal tutulum goérulen DBBHL olgular ile bclekspresyonu arasinda anlamli bir
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ili skinin oldugunu belirlemglerdir. Barans SL ve arkadiari (2001) DBBHL tanisi alan
169 adet olgunun 88 (%52)inde Bcl-2 ekspresyonumpozitif olarak
deserlendirmglerdir. Eow ve arkaddgari (2006) 67 DBBHL tanisi alan @v doku
orneklerinin 43 (%64)'Unde pozitif Bcl-2 ekpresyomgdrmislerdir. DBBHL'li 67
ornesin 24’0 nodal yerlgimli ve 43’0 extranodal yerlgmli olarak deerlendirilmistir
ve Bcl-2 ekspresyonu nodal yedilmli DBBHL olgularinda, extranodal yeenli
olgulara gore daha yiksek bulungtur. Ayni calgmada, nodal tutulum gdsteren
olgularin %72’si ve ekstranodal tutulum gosteregutdrin %50’si Bcl-2 ekspresyonu
acisindan pozitif olarak @erlendirilmilerdir. Ertan Y ve arkadéari (2005) Bcl-2
ekspresyonunu DBBHL tanisi alan 55 olgunun 35 (%&#9 pozitif olarak
deserlendirmglerdir. DBBHL'de Bcl-2 ekspresyonu ile glealim ve mitotik aktivite
arasinda anlamh bir gki bulamamglardir. Sanchez (1998), Hermine (1996) ve
Gascoyn ve arkadir (1997) DBBHL'de Bcl-2 protein ekspresyonu seskalim
arasinda ikki bulmuslardir. Ayni zamanda Bcl-2 protein ekspresyonunaifz bir
prognostik faktor oldgunu ileri stirmglerdir. Bai ve arkadgar (2004) 77 DBBHL'li
olgunun 46(%60)'siniI Bcl-xI ekspresyonu acisindanitif olarak dgerlendirmiler ve
GCB-benzeri DBBHL'de anti-apoptotik Bcl-xI ekspresyinu, ABC-benzeri
DBBHL'ya go6re daha djilk bulmulardir. Apoptotik indeksi ise GCB-benzeri
DBBHL'de ABC-benzeri DBBHL'ye gore daha yiksek bulgtardir. Calsmamizda
DBBHL tanisi alan 40 orrggn 3'Unde (%7.5) Bcl-2 ve 33’Unde (%82.5) Bcl-Xkia
ekspresyonu belirlendBCL2 geninin anti-apoptotik bir faktér olarak fonksiygaptisi
ve DBBHL'de siklikla deregile oldw bilinmektedir. Bu nedenle bircok cahada
hem patogenezin aydinlatiimasinda hem de progno$tik belirte¢ olarak
deserlendiriimesine rgmen, yukarida da tasgtldigl lGzere elde edilen sonuclar
birbirleriyle uyum gostermemektedir. Bu uyumsuzitegr bir anlamda DBBHL’nin

oldukca heterojen yapisini destekler niteliktedir.

GADD45: ve g'nin, hicrelerde apoptozu ancak bellisldtarda uyarabilmelerine
karsin, GADD45/nin G/M, Gi/S evrelerinde hiicre dongusunid durdurulmasinda ve
apoptozun uyariminda daha kritik rol oynadileri surdlmgtir (Thyss vd 2005,
Liebermann ve Hoffman 2007, Tamura vd 2012). Buenégl cakmamizda GADD4%
ekspresyonunun apoptozla olakisini dezerlendirdik. Chung ve arkaglari (2003),
normal tiroid hicreleri ile karastirildiginda, anaplastik tiroid kanser hiicre hatlarinda

GADD45y ekspresyonunun o6nemli derecede azahli belirlemglerdir. Endojen
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GADD45y eksprese eden bu hicrelerinde apoptozulkdiderecede gozlenirken,
GADD45y'nin reeksprese edilgii kanser hiicrelerinde apoptozda agdzlenmgtir. Bu
calismada, GADD4gnin anaplastik tiroid kanser hicrelerindeggbnayi-inhibe edici
etkisinin apoptoza neden olabilgcedne surulmétir. Saha ve arkadlari (2010),
akciger kanser hicre hatti (PC9) ile yaptiklar gahalarinda, fenolik bir bilgk olan
kurkuminin p53-bgimsiz yolakla GADD4$ ekspresyonunu arttigini ve bu arin
apoptoza neden olgdunu gozlemlemierdir. Kurkuminin anti-kanser aktivitesindeki
mekanizmanin  GADD4p ekspresyon agh ile iliskili oldugu ©6ne surllmgtdr.
GADDA45 proteinlerinin hem mitokondri tGizerinden hela p38/IJNK yolg! Gizerinden
hicreyi 6lume goturdakleri gandlmektedir. NF«B, bir transkripsiyon faktort olan c-
myc ekspresyonunu arttirir ve bu da GADRAE GADDA45% ekspresyonlarini inhibe
ederken GADDA4B ekspresyonunu @estirmez. Bu mekanizma tzerinden JNK-aracili
apoptozun,GADD45: ve GADD45ynIn sessizlgtiriimesi ile bloke edilebilecg 6ne
surtulmektedir. GADD4& elongasyon faktoru #&-ile etkilesime girerek mitokondri-
aracili hicre o6lumunt aktive eder. Bu etiite hiicre iskeleti stabilitesini bozar ve
Bim’in membran vyapisini o#uran mikrotibillerden ayrilmasina gha olarak
mitokondri Gizerinden apoptoza neden olur. GAD®48& GADD45/nin pro-apoptotik
fonksiyonlarina zit olarak, GADD4#5 mitojenle-aktive protein kinaz kinaz 7
(MKK7)'yi inhibe ederek, TNF aracilgl ile JNK Uzerinden gercgelden apoptozu
inhibe eder(Tamura vd 2012)GADD45y, PCNA ile etkilgime girerek NER aracili
DNA tamir mekanizmasini aktive ederken, GADD4v¥e GADD43, GADDA45/
tzerinden NER aracili DNA tamir mekanizmasini aktader. Ayrica GADD4pve a
aracili bir transkripsiyonel koaktivatér olan CRIBterekspresyonu ile hicre dongusu
G1/S ve G2/M evrelerinde durdurulabilir. GADDA&IN apoptoz yolaklarindaki etki
mekanizmasi ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a sinidir ve GADDA45y ile uyarilan
apoptozun derecesi ile birlikte hiicre tipine godstgrdgi degisiklik henliz net olarak
bilinmemektedir. Cafmamiz, DBBHL'de GADDA4% ekspresyonu ve apoptozsKisini
arastiran ilk calsmadir. DBBHL olgularinda GADDA4bekspresyonunda anlamli arti
gOzlenmesine ganen, GADD4Y ekspresyon durumu ile apoptozlgklli proteinler ve
Al arasinda anlamli bir gki bulunmadi. Bu sonuclar bize DBBHL'de apoptoz

regulasyonunun ¢cok daha kagnabir mekanizma ile ggandgini ve GADD45ynin,
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tek bgina kanser hicrelerinde bu programh hiicre o6lunneipneden olmagdini

gOstermektedir.

Herhangi bir katalitik aktiviteleri olmamasin@smen GADDA45 proteinlerinin DNA
demetilasyonunda 6nemli rol oynadiklarini ve DNAmdtilasyonunu NER ve BER
mekanizmalarina dahil olarak gercefieliklerine dair veriler artmaktadir. Bu sirecte
GADDA45 proteinlerinin, nikleotid ve/veya baz eksimytamir faktorlerini gen-spesifik
hedef bolgelere gardigl ve tamir faktorleri ile kromatin arasinda bir pttr protein
gibi rol oynadgl 6ne surtlmektedir. Dolayisiyla, GADDA45 proteiimén epigenetik ve
DNA tamiri arasinda Qdantiyr s&ladiklari digunulmektedir (Niehrs ve Schéfer 2012).
Ancak, GADD45-aracili DNA demetilasyonunun karsiangz Uzerinde nasil bir etkiye
sahip oldgu heniz bilinmemektedir. Yukarida tadan tim veriler giginde,
GADD45y'nin DBBHL'nin olusumundan veya progresyonundan sorumlu olabilecek
genlerin demetilasyonuna neden olarak (birskha ifade ile sorumlu genlerin
ekspresyonlarinin epigenetik kontroliniglagarak) veya DNA tamir mekanizmasini
etkileyerek karsinogenez sirecinde yer alabfiede ilgili yeni ¢alismalarin yapiimasi
gerektgini disinmekteyiz. Bu cercevede bir gka 6nemli soru da GADD45-araclli
DNA demetilasyonunun hicresel metilasyon paternibglirlenmesinde ne kadar

onemli oldgudur.

Sonu¢ olarak, bu catnadan elde edilen veriler, literatlrle uyumlu okarsolid
tumorlerin aksine DBBHL o6rn@ Gzerinden hematolojik malignensilerd@ADD45y
metilasyon sikiiinin daha ytksek olgunu veGADDA45y hipermetilasyonunun timor-
spesifikligi gosterdgini teyit etmektedir. Ayni zamanda, ileri evre digrdaGADD45/
metilasyon sikiinin erken evre olgulara oranla ¢ok daha yiiksekasinGADDA45/
geninde goOzlenen bu epigenetik ggemin DBBHL progresyonunda 6nemli rol

oynayabilecgini dUstindirmektedir.
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6. SONUCLAR

DBBHL, agresif lenfomalarin en blytk grubureiNHL'larin yaklgik %30-40'Ini
olusturmaktadir. DBBHL klinik bulgu, morfoloji, genetike molekuler 6zelliklerindeki
farkliliklar nedeniyle tek bir klinikopatolojik aité yerine heterojen bir timor grubu

olarak dgerlendiriimektedir.

DBBHL'nin patogenezinde, hiicre dongusi ve amdpyollarda dizensizie neden
olan farkli mekanizmalar rol oynamaktadiGrowth Arrest DNA Damage-Inducible
45" (GADD45 gen ailesi DNA tamiri, hicre dongusu kontroll,ctel gelsimi ve
sgzkalimi, genotoksik stres gibi hiicresel fonksiyomadiizenlenmesinde rol oynayan
onemli bir gen ailesidir vé6sADD45z, GADD453, GADD45/ olmak Uzere 3 Uyeden

olusmaktadir.

GADDA45y; hicre dongusiunin negatif regtlasyonunda rol oynéyagendir. Hem
hematolojik malignensiler hem de solid timoérle@ADDA45/ metilasyon sikfl ve
protein ekspresyon duzeyleri ile ilgili bircok gaha bulunmasina ganen, DBBHL'de
s6zkonusu genin metilasyon durumu ve ekspresyoreyiliizakkinda detayh bilgi
bulunmamaktadir. Bu amagcla planlanan sgaaimizin ana sonuclarsagida belirtilen

maddeler halinde 6zetlenebilir:

- Literatlrle uyumlu olarak, solid timorlerin aksineBBHL'de GADDA45/
metilasyon siklii yuksektir (%55). Bu ¢ajma, literatirde hem genseri DBBHL
olgularinda tamamlanan hem de malign (DBBHL) veigmablmayan doku (RLD)

orneklerindeki verileri kaulastiran ilk calsmadir.

- Klinik evrelerine gore deerlendirildiginde, ileri evre olgulardaGADD45y
metilasyon sikiiinin erken evre olgulara oranla 17 kat daha yulkéakgu belirlendi

(P=0.041). Bu bulgu, s6zkonusu gende gozlenen bu eeige deisimin
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DBBHL'nin progresyonunda rol oynayabilegei disindirmektedir.

Calismada dgerlendirilen kontrol DNA 6rneklerinden ve tim olgudan informatif
sonuclarin alinmasi nedeniyle, Metilasyona-6zgin VHRAnalizi GADD45y
metilasyon profilini belirlemede duyarlilik, ©0zgiikl ve maliyet acisindan

kullantlabilir bir yontemdir.

- GADDA45y protein ekspresyon oranlari DBBHL'li ve RLD’li aldarda sirasi ile
%45 ve %5 olarak belirlendi. Kontrol grubu ile kéastirildiginda GADD4Yy
protein ekspresyonundaki arti anlamli olmasi, DBBHL patogenezinde

GADD45y'nin yer alabilecgini distindtrmektedir.

- GADD4% metilasyonu ve protein ekspresyonu arasinda keyefaun
bulunmamasi, bu alanda yeni gaialarin yapilmasi gerekini géstermektedir. Bu

yeni calsmalar 4 ana bdik altinda 6zetlenebilir:

a) Daha ileri yontemler (bistilfit dizi analizi gibi)ulanilarakGADD45 geninde,
calsmamizda dgerlendirilen promoter bolgesinde metilasyon dizeyin

belirlenmesi,

b) GADD4% geninde, cajmamizda dgerlendirilen promoter bdlgesi gindaki

diger CpG alanlarinin metilasyon durumunun belirlenmes

c) DNA metilasyonu dinda diger epigenetik mekanizmalardaki gilgmlerin

belirlenmesi,

d) GADD45y ekspresyon diizeyinin belirlenmesinde kullanilaié#k yonteminin

standardize edilmesidir.

DBBHL icindeki heterojeniteyi yansitacajekilde, DBBHL olgularinda Bcl-2
ekspresyon sikli (%7.5) literatirde belirtilen ekspresyon sikhdan daha diiik
bulundu. Literatirle uyumlu olarak, Bcl|-xekspresyon sikii (%82.5) yuksek

bulundu.

- Kontrol grubu ve DBBHL olgu gruplarinda Al sirade i0.5 ve 0.6 olarak
belirlendi ve bu iki grup arasinda Al agisindanaanil bir fark bulunmadi. Bu
calsmada sadece 2 anti-apoptotik proteinin ekspresydeierlendirildi. Ancak,

diger tim malignensilerde olgu gibi DBBHL’'de de Bcl-2 ailesi proteinlerinin (pro
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apoptotik: bax, bak, bok, bad, bik, bim, bid veiapoptotik: bcl2, bcl-xI ve mcll)
ekspresyonlarindaki farkliliklarin, apoptotik durdaki varyasyonlarin sadece bir
bolumunu aciklayabile@i distiinmekteyiz.

- Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, DBBHL olgularinda GADDA4b
ekspresyonunda anlaml argézlenmesine gamen, GADD4Y ekspresyon durumu
ile apoptozla ikkili proteinler ve Al arasinda anlamli bir ki bulunmadi. Bu
sonugclar bize DBBHL'de apoptoz regulasyonunun calkadkarmsgtk bir mekanizma
ile sgglandgini ve GADDA45pnin, tek baina kanser hicrelerinde bu programli hicre

6lum tipine neden olmagini gostermektedir.
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