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ÖZET 

Doktora Tezi 

Folliküler Lenfomalarda Mikroçevrenin Organizasyonunda TGFβ/Smad Yolağının Rolü ve 

Prognozla İlişkisi 

Şenay KÖM 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Işınsu KUZU 

Germinal merkez B hücrelerinden kaynaklanan Folliküler lenfoma (FL) dünyada en sık rastlanan 

ikinci lenfoma alt tipidir. Genellikle yavaş klinik seyirli lenfomalar arasında sayılmalarına rağmen 

hastalar farklı klinik seyir gösterebilmektedir. Folliküler lenfoma vakalarının %30-40 kadarı, agresif 

karakterli diffüz büyük B hücreli lenfomaya (DBBHL)’ye ilerleyebilmektedir. T(14;18)(q32;q21) 

translokasyonu FL’da % 85-90 oranında en sık görülen genetik değişikliktir.  

Bu zamana kadar, FL’da yaş, evre, grade, tümör yükü, kemik iliği tutulumu, serum laktat 

dehidrojenaz (LDH), hemoglobin ve beta2 mikroglobulin (B2 mikroglobulin) gibi birçok klinik 

prognostik faktör tanımlanmıştır. Bu faktörlerin dışında hastalık mikroçevresinin prognozda çok 

önemli bir etken olduğu çeşitli çalışmalarca gösterilmiştir. FOXP3 ifade eden Treg hücrelerinin 

(Treg) mikroçevrede artmış olması daha iyi genel sağ kalım ile ilişkilendirilirken, mikroçevrede 

makrofajların artışı daha kötü klinik gidiş ile ilişkisi bildirilmiştir. Ancak mikroçevre klinik davranış 

ilişkisini ortaya koyan çalışmalarda elde edilen sonuçlar birbirleriyle çelişmektedir.  

Bu bilgilerden yola çıkılarak, bu tez çalışmasında, tümör mikroçevresi üzerinde etkisi olduğu 

düşünülen TGFβ/Smad yolağındaki genlerin ifade değişimlerinin, folliküler lenfoma örneklerinde 

klinik/patolojik prognostik parametreler ile ilişkisinin anlaşılması hedeflenmiştir. 21 FL vakası ve 

kontrol grubunu oluşturan 5 reaktif folliküler hiperplazi vakasında, regülatör T hücrelerin varlığının 

tespiti için FOXP3 ve tümör ilişkili makrofajların varlığının tespiti için de CD163 antikorları ile 

immunohistokimyasal inceleme yapılmıştır. FL örneklerinde lazer mikrodiseksiyon yöntemi ile 

ayrıştırılan neoplastik folliküllerden ve kontrol grubundan elde edilen RNA’lar ile TGFβ/Smad 

yolağında yer alan TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA ve CDKN2B genlerinin 

ifade düzeyleri qRT-PCR yöntemi ile incelenmiştir.  Bu analizler sonucunda elde edilen bulgular 

ile histopatolojik-klinikopatolojik prognostik veriler arasındaki ilişki istatistik analizler ile 

araştırılmıştır.  Bu istatistiksel araştırmalardan sonra elde edilen veriler arasında anlamlı herhangi bir 

korelasyon olmadığı saptanmıştır.  

Bu tez çalışması 18H0230001 numaralı proje ile Ankara Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinatörlüğü tarafından desteklenmiştir. 

Keywords; Folliküler lenfoma, prognoz, mikroçevre, TGFβ/Smad yolağı 
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ABSTRACT 

 

PhD Thesis 

The Role Of Transforming Growth Factor ß (TGFß)/ Smad Pathway İn Microenvironment 

Organization Of Follicular Lymphoma And İts Relevance To Prognosis 

Şenay KÖM 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Isinsu KUZU 

Follicular lymphoma (FL) caused by germinal central B cells is the second most common lymphoma 

subtype. Although they are considered as indoent lymphomas, patients may have a wide variety of 

clinical course. 30-40 % of cases of follicular lymphoma are transformed into aggressive 

characterized diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), which is also of germinal origin.  T(14; 18) 

(q32; q21) translocation is the most important genetic marker of FL and is observed in 85-90% of 

FL cases.  

To date, many clinical prognostic factors have been identified including factors such as age, stage, 

grade, tumor burden, bone marrow involvement, serum lactate dehydrogenase (LDH), hemoglobin 

and b-microglobulin.  Beside these factors, various studies have shown that the microenvironment 

of the disease is a very important factor in prognosis. Increased number of of FOXP3-expressing T 

cells (Treg) in microenvironment was associated with better overall survival, while higher 

macrophage content was associated with poorer clinical outcome. However, the results obtained from 

the studies on this subject may contradict each other.  

Based on this information, in this thesis, it is aimed to understand the relationship between the 

expression changes of genes in the TGFβ / Smad pathway, which are thought to have an effect on 

tumor microenvironment, with clinical / pathological prognostic parameters in follicular lymphoma 

samples. In 21 cases of FL and 5 reactive follicular hyperplasia cases that constitute the control 

group, immunohistochemical examination was performed with the antibodies FOXP3 to detect the 

presence of regulator T cells and CD163 antibodies for the presence of tumor-associated 

macrophages. RNA was extracted from the neoplastic follicles in FL samples and reactive follicles 

in control group which were separated by laser microdissection method. The expression levels of 

TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA and CDKN2B genes in the TGFβ / Smad 

pathway were examined by the qRT-PCR method. The relationship between the findings obtained as 

a result of these analyzes and histopathological-clinicopathological prognostic data were investigated 

by statistical analysis. No significant correlation was found between the data obtained after these 

statistical studies. 

This thesis was supported by Ankara University Scientific Research Projects Coordinator with the 

project numbered 18H0230001. 

Keywords: Follicular lymphoma, prognosis, microenvironment, TGFβ/ Smad pathway 
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FFPE   Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue (Formalinle fikse edilmiş 

   blok dokusu) 

PCR   Polimerase Chain Reaction (polimeraz zincir reaksiyonu) 

QRT-PCR Quantitative Reverse Transcriptase Polimerase Chain Reaction 

(Kantitatif ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu) 
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1. GİRİŞ 

Lenfomalar, Hodgkin lenfoma ve Hodgkin-dışı (Non-Hodgkin) lenfomalar olmak üzere iki 

temel gruba ayrılır. Klasik Hodgkin lenfomada (CHL), lenf nodlarında Reed-Sternberg 

hücreleri olarak adlandırılan büyük, anormal lenfositler bulunur (1). Non-Hodgkin 

lenfomalar (NHL), lenfoid sistemden kaynaklanan heterojen bir hastalık grubunu temsil 

eder.  Batıda NHL’lerin çoğunu B hücreli lenfomalar oluşturur (2). 

2015 Türkiye Kanser istatistiklerine göre, tüm yaş gruplarındaki kanser türleri arasında, 

NHL’ler erkek bireylerde %2,8 ile altıncı, kadın bireylerde %2,8 ile sekizinci sırada görülme 

sıklığına sahiptir (3). Non-Hodgkin lenfomaların alt tipi olan Folliküler lenfoma (FL), 

dünyada en sık rastlanan ikinci lenfoma alt tipidir, özellikle Batı ülkelerinde görülme sıklığı 

giderek artmaktadır (4). FL vakalarında çok çeşitli klinik seyirler mevcuttur. Bazı vakalar 

yıllarca fark edilmeden sınırlı kalıp veya tek lokalizasyonda tedavisi izlenen yavaş klinik 

seyirli iken, bazıları agresif davranış gösterirler. Agresif davranış gösteren vakalar diffüz 

büyük B hücreli lenfoma (DBBHL)’ya histolojik dönüşüm gösterirler. FL hastaları genelde 

ileri evrede tespit edilir, yalnızca %26-33 evre I/II’de tespit edilir (4). Histolojik 

transformasyon hastaların %30-40’ında görülür ve bu oran hastalıkla geçirilen her yıl için 

%3’tür (1). Ortalama genel sağ kalım bütün FL hastalarında 6-10 yıl iken, yüksek dereceye 

transformasyon durumunda hastaların sağkalımı 1 yıl olabilmektedir (5). Son yıllarda 

yapılan çalışmalar, folliküler lenfomanın prognozunda klinik ve laboratuvar verilerin rolüyle 

birlikte tümör mikroçevresinin kritik önemini ortaya koymuştur (6). Neoplastik hücreler 

dışındaki tümör mikroçevresindeki diğer hücrelerin bu karmaşık durumun anlaşılmasındaki 

etkisi giderek artmaktadır.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Lenfomalar, lenfoid organlar ve ekstranodal dokularda gelişmekte olan lenfositlerden 

kaynaklanan heterojen bir kanser grubudur. Güncel WHO sınıflandırması, lenfomaları 

öncelikli olarak morfoloji, immün fenotip, genetik değişiklikler ve klinik özelliklere göre 

35’ten fazla farklı antiteye sınıflandırmıştır (2). 

Folliküler lenfomalar germinal merkez B hücrelerinden kaynaklanan bir Non-Hodgkin 

lenfoma alt tipidir. Folliküler lenfoma, klinik seyir ve tedavi seçenekleri açısından çok fazla 

çeşitlilik gösterir. Bu lenfoma grubundaki prognostik çeşitlilik yakın zamana kadar, evre, 

tümör yükü, kemik iliği tutulumu, sistemik semptomlar, performans durumu, serum laktat 

dehidrojenaz (LDH), hemoglobin, eritrosit sedimentasyon oranı ve Beta2 mikroglobulin gibi 

faktörlerle ilişkilendirilmekteydi. Ancak neoplastik hücreler ile tümör mikroçevresindeki 

diğer hücrelerin oluşturduğu kompozisyonun klinik seyir üzerindeki kritik etkisi, 

araştırmacıların FL hücre hatlarını besleyici hücreler ya da sitokinlerin ürettiği sağ kalım 

sinyalleri olmadan çoğaltamamaları sonucunda ortaya çıkmıştır (6). 

2.1. KANSER 

Normal hücre gelişimi ve ölümü arasındaki dengeyi sağlayan, karmaşık genetik ve 

biyokimyasal süreçler hücrelerin yaşamını kontrol eder. Bu kontrol mekanizmalarının 

herhangi birinde ya da birçoğunda meydana gelen dengesizlikler ve aksaklıklar hücre 

gelişimi sürecindeki akışı bozar. Bu akışın bozulması sonucu hücre bölünmesinin kontrolden 

çıkması kanserleşme veya diğer genel terminoloji ile neoplastik sürecin zeminini 

hazırlamaktadır (7). 
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Şekil 2.1. Global kanser verileri (8). 

Kanser, kardiyovasküler sistem hastalıklarından sonra dünyada ikinci ölüm nedenidir. 

2018’de dünya çapında 18,1 milyon yeni kanser vakası ortaya çıkarken, 9,6 milyon kanser 

kaynaklı ölüm meydana gelmiştir. Global olarak 8 erkekten 1’i, 11 kadından 1’i kanserden 

hayatını kaybetmektedir (Şekil 2.1.) (9). 

Her iki cinsiyetteki sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, akciğer kanseri bütün kanser 

vakalarının %11,6’sını oluşturarak en çok tanı konulan kanser türüdür ve kanser kaynaklı 

ölümlerin %18,4’ünü oluşturmaktadır. Kanser kaynaklı ölümlerin %11,6 ile akciğer 

kanserini takip eden meme kanseri, %7,1 ile prostat kanseri, %6,1 ile kolorekal kanser 

izlemektedir. Non-Hodgkin lenfomalar ise %2,8 yeni vaka ve %2,6 ölüm oranı ile kanserler 

içerisinde 13. sırada yer almaktadır (10). 

TÜİK Mayıs 2017 verilerine göre Türkiye’de her 5 ölümden 1’i kanser kaynaklıdır (11). 

Amerikan Kanser Derneği’nin 2015’te yayınladığı kanser atlasına göre, Türkiye’de her yıl 

148 bin civarında yeni kanser tanısı ve 91800 kanser bağlı ölüm meydana gelmektedir (12). 
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Şekil 2.2. Türkiye’de erkeklerde kanser tiplerinin görülme oranı (3). 

 

Şekil 2.3. Türkiye’de kadınlarda kanser tiplerinin görülme oranı (3). 

T.C. Sağlık Bakanlığı tarafından 2018’de yayınlanan Türkiye Kanser İstatistikleri 2015’e ait 

verilere göre kanser ülkemizde ve dünyada ölüm nedenleri arasında ikinci sırada yer 

almaktadır. Dünyada her 6 ölümden biri, ülkemizde ise her 5 ölümden birinin nedeni 

kanserdir. 2015 verilerine göre, tüm yaş gruplarında, erkeklerde akciğer kanseri %21 oranla 

ilk sırada, prostat kanseri %12,9 ve kolorektal kanser %9,3 oranla akciğer kanserini takip 

etmektedir. Non-Hodgkin lenfomalar ise erkeklerde en sık rastlanan kanser türlerinde %2,8 

ile altıncı sırada yer almaktadır. Kadınlarda ilk sırada %24,7 ile meme kanseri bulunurken, 

tiroid kanseri %12,1 ve kolorektal kanser %8,3 oranla takip etmektedir. Non-Hodgkin 

lenfomalar %2,8 ile kadınlarda en sık rastlanan sekizinci kanser türüdür (Şekil 2.2-3) (3). 
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2.2. FOLLİKÜLER LENFOMA 

Folliküler lenfoma, B lenfositlerin adaptif immun yanıt aşamasında antijene özgü antikor 

oluşturması yolunda organize olan germinal merkez hücrelerinden köken almaktadır. 

Reaktif germinal merkez hücrelerinin çoğalmasının temelinde antijen uyarısı bu-

lunmaktadır.  FL’da folikül yapısını oluşturan neoplastik hücreler, küçük-orta boyutlu 

sentrositler ve/veya büyük boyutlu sentroblastlar veya transforme hücreler olabilir. FL’da 

neoplastik folliküller içinde bulunan sentrositler ve sentroblastların oranına göre histolojik 

derecelendirme yapılır. Bu derecelendirme hastalığın klinik davranışı ile ilişkilidir (13). FL 

için WHO sınıflandımasında dört varyant tanımlanmıştır. Lenf nodülünde ortaya çıkan nodal 

formlar en yaygın görülürler. En erken evre olarak in situ folliküler neoplazi tanımlanmıştır. 

Daha seyrek olarak lenf nodülü dışında ekstranodal FL’lar da görülebilir. Duodenal tip 

folliküler lenfomanın morfolojik, fenotipik ve moleküler özellikleri, nodal FL ile ortak olsa 

da klinik özellikleri bakımından farklıdır. Bu sebeple yeni sınıflamada ayrı bir varyant olarak 

kabul edilmiştir. Testiküler FL da yeni sınıflamada ayrı varyant olarak kabul edilmiştir. Bazı 

vakalarda fenotipik bulgular aynı olmasına rağmen folliküler paternin bulunmadığı durumlar 

diffüz varyant olarak kabul edilmiştir (13). Hastalık gelişim süresinden sonra geçen zaman 

içinde histolojik derece artışı görülür. Vakaların sağ kalım süreleri içinde %25-35 oranında 

hastalık diffüz büyük B hücreli lenfoma (DBBHL)’ya dönüşmektedir. Hastalık gelişiminde 

t(14;18)(q32;q21) (IGH-BCL2) genetik anomalisi ve bunun sonucu ortaya çıkan anti 

apoptotik protein BCL2’nin transkripsiyonel regülasyon bozukluğu ile ifade artışı 

tanımlayıcı olarak belirtilmiştir. 

2.2.1. FOLLİKÜLER LENFOMANIN DAĞILIM ÖZELLİKLERİ – 

EPİDEMİYOLOJİ 

Folliküler lenfoma (FL), DBBHL’ dan sonra en yaygın ikinci düşük dereceli B hücreli 

lenfomadır. Kuzey Amerika’da ve Batı Avrupa’da %20 oranında gözlenmektedir ve bu oran 

Doğu Avrupa ve Asya genelinden düşüktür. FL hastalarının ortalama tanı alma yaşı 59’dur 

ve erkeklerde kadınlara oranla 1,7 kat daha fazla FL tanılı hasta bulunmaktadır. Pediatrik 

hasta popülasyonunda çok nadir görülmekle birlikte yine erkek bireyleri daha çok etkilediği 

görülmektedir (2). 
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2.2.2. FOLLİKÜLER LENFOMANIN TUTULUM ALANLARI 

Çoğunlukla lenf nodu tutulumu gösterse de gastrointestinal kanalda özellikle duodenum, cilt, 

tiroid bezleri, tükürük bezleri, meme ve testisler gibi ekstranodal bölgelerde de tutulum 

gösterebilmektedir (14). Primer Duodenal FL’lar dışında, ekstranodal gelişim gösterenlerde 

DBBHL dönüşümü daha hızlı olarak seyretmektedir (2). 

2.2.3. FOLLİKÜLER LENFOMANIN ETİYOLOJİSİ 

FL etiyolojisi için kesin bir bilgi yoktur. Otoimmün hastalıklar ve immün sistemin 

baskılanması, lenfoma riskinde artışla ilişkilendirilmiştir. Pestisit ve herbisit maruziyetinin, 

saç spreyi kullanımının da risk artışına sebep olabileceği gözlenmiştir (15). Pestisite maruz 

kalan bireylerde kanda t(14;18) bulunduran B lenfositlerin arttığı bildirilmiştir (16). Sigara 

kullanımı, sağlıksız beslenme ve yaşam tarzı da FL gelişimini tetikleyebilecek aktörlerden 

olabilir (17). Epstein-Barr virüs, insan T-hücre lenfotropik virüs tip I ve nadiren de olsa insan 

Herpes virüs-8 gibi virüslerin de FL ile ilişkili olduğu saptanmıştır (18).  

2.2.4. FOLLİKÜLER LENFOMANIN KLİNİK ÖZELLİKLERİ 

FL, yıllar içindeki yavaş ilerlemesi ile yavaş klinik seyirli olarak adlandırılan bir hastalıktır. 

Genellikle yavaş klinik seyirli olarak karakterize edilmelerine rağmen hastalığın ilerleyişi 

her zaman yavaş değildir ve hızlı gelişen ve agresif form olan DBBHL dönüşümü 

olabilmektedir (19). FL genel olarak lenf nodu tutulumu ile ortaya çıkar, ancak dalak, kemik 

iliği, periferik kan ve lenf nodülü dışı (ekstranodal) bölgeler örneğin Waldeyer halkası, 

sindirim kanalı tutulumları da olabilmektedir. Hastaların çoğu (%40-70) evre III/IV 

durumunda tanı almaktadır (2). Farklı yayınlarda değişkenlik göstermekle beraber hastaların 

yalnızca % 15-33 ’ü evre I/ II’ de tanı almaktadır (20). 

Güncelenen WHO sınıflamasında varyant olarak tanımlanan, FL’ nin primer ince bağırsak 

başlangıcı, özellikle duodenuma özgü tipi moleküler ve klinik davranış bakımından diğer 

ekstranodal, nodal ve sistemik benzerlerinden farklıdır (2). 

FL’den agresif forma (DBBHL’ye) dönüşüm vakaların %30-40’ında gerçekleşmektedir. 

DBBHL’ye dönüşüm durumunda FL hastaları genellikle bir yıl içinde hayatlarını 
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kaybetmektedirler. Diğer taraftan, vakaların %20’sinde tedavi almaksızın kendiliğinden 

gerileme olduğu rapor edilmiştir (5). 

Bütün bu bilgiler ışığında FL’nin klinik özellikleri açısından da heterojen bir hastalık olduğu 

anlaşılmaktadır. 

2.2.5. FOLLİKÜLER LENFOMANIN ÖZELLİKLERİ 

2.2.5.1. Folliküler Lenfomanın Morfolojisi 

Neoplastik folliküller, reaktif folliküllerden farklı olarak daha monoton hücrelerden meyda-

na gelmiştir. Bir kısmı çevrelerinde naive B hücrelerinin bulunduğu mantle zon alanı bulun-

durmaz.  Reaktif folliküllerde antijene özgü antikor yapan B hücrelerinin hızla çoğalması ve 

pozitif seçimi aşamalarında mitoz ve apoptoziste artış meydana gelmektedir. Bu nedenle 

artmış apoptotik hücre artıklarını fagosite eden “tingible body makrofajlar” reaktif germinal 

merkezlerde artmıştır. FL’da bulunan folliküllerde ise apoptoz karakteristik mutasyon ne-

deniyle engellendiğinden hücre ölümü azalmakta ve makrofajlar azalmaktadır (14). 

FL‘da neoplastik follikül merkez B hücreleri immünofenotipik açıdan incelendiğinde, B 

hücre belirteçleri olan CD19, CD20, CD79a, ifadesi ve germinal merkez B hücrelerinde aktif 

olan CD10 ve BCL6 ifadesi bulundururlar (21). 

Reaktif germinal merkez B hücrelerinde negatif seleksiyon sırasında antijene özgü antikor 

yapımı başarısız olan follikül merkez hücreleri apoptoz ile yok edildiğinden, apoptozu 

engelleyen BCL2 geni inaktiftir. Ancak FL’da %90 oranında bulunan T(14;18) sonucu 

BCL2 geninde transkripsiyonel regülasyon bozukluğu ile neoplastik folliküllerde ifade artışı 

ortaya çıkmaktadır. Bu şekilde antiapoptotik protein artışı neoplastik hücrelerin yaşam 

döngüsünü uzatırken, mitoz sayısı ise azalmaktadır. Bu durum FL için lenfomagenezin en 

önemli sebeplerinden biri olarak bilinmektedir (22). 

Folliküler lenfomanın en önemli ayırıcı özelliği olan bu translokasyon, grade 1/2 vakaların 

%10-20’sinde bulunmayabilir. Grade 3 vakaların yarısının bu translokasyon açısından 

negatif olarak raporlandığı çalışmalar bulunmaktadır (2).  
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2.2.5.1.1. Folliküler Lenfomada Grade 

Tümörün klinik agresifliği, sentroblastların sayılarının artmasıyla doğru orantılı olarak 

WHO tarafından aşağıdaki şekilde sınıflandırılmıştır (23). 

• Grade 1 (0-5 sentroblast/ büyük büyütme alanı (40x büyütme oranı, 0,159mm2 

mikroskobik alan), 

• Grade 2 (6-15 sentroblast/ büyük büyütme alanı), 

• Grade 3 (15’ten fazla sentroblast/ büyük büyütme alanı), 

o Grade 3A; sentroblastların yanında sentrositler de mevcut, 

o Grade 3B; sadece sentroblastlardan oluşur (Şekil 2.1.). 

FL’larda %80-90 oranında vakalar Grade 1 ve 2 şeklindedir. Bu vakalar klinik davranış 

olarak benzediğinden “düşük dereceli” olarak kabul edilirler ve aynı şekilde tedavi edilirler.   

Grade 1 ve 2 FL’larda değerlendirenler arasında değişkenlik oranının yüksekliği ve farklı 

alanlarda farklı grade görülebildiğinden birlikte değerlendirilirler. Grade 3A ve 3B’nin de 

arasında klinik davranış farklılığı bildirilmektedir (24). Klinik, prognoz açısından olduğu 

kadar moleküler genetik özellikler açısından da birbirlerinden çok farklı yapıya sahip 

olduklarını gösteren yayınlar mevcuttur. Bazı çalışmalarda, Grade 3A FL ve Grade 1-2 

FL’nın ilerlemesi şeklinde aynı sınıfa girerken, Grade 3B de novo DBBHL gibi klinik 

davranış olduğu belirtilmiştir (25). Ancak yayınlanan bazı klinik çalışmalarda Grade 3A ile 

3B alt grupları arasında genel ve hastalıksız sağ kalım anlamında önemli farklar olmadığını 

göstermişlerdir (24,26). 
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Şekil 2.4. Folliküler lenfomalarda histolojik grade mikroskobik örnekleri (Prof. Dr. Işınsu 

KUZU). 

2.2.5.2. Folliküler Lenfomanın Fenotipi 

FL’da neoplastik hücreler reaktif folliküllerdeki B lenfositlerde bulunan antijenleri ifade 

ederler. CD20, CD19, CD79a, CD10 ve BCL6 karakteristik belirteçlerdir. Ancak reaktif ve 

neoplastik folliküllerin en önemli farklılığı hastalığın patogenezinde tanımlanan t(14;18) 

anomalisi sonucu ortaya çıkan BCL2 ifade artışıdır. Reaktif ve neoplastik follikülleri ayıran 

en önemli bulgulardan biri BCL2 ifade artışıdır. BCL2 ifadesi %85-90 oranında, özellikle 

Grade 1-2 olguda bulunmaktadır. Grade 3 olgularda bu oran %50 altına inmektedir (Çizelge 

2.1.).  

Çizelge 2.1. Folliküler lenfomanın immünohistokimyasal belirteçleri  

 CD20 CD19 CD79a CD10 BCL2  

Grade 1 + + + + + (%85-90) 

Grade 2 + + + + + (%85-90) 

Grade 3 + + + -/+ -/+(%50) 
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BCL2 ifadesinin bulunmamasının bazı hastalardaki sebebi gendeki mutasyonların 

proteinlerde aminoasit değişikliğine yol açması nedeniyle kullanılan antikorların epitopu 

tanımamasından kaynaklanabilmektedir. Başka follikül merkez belirteçleri, örneğin LM02, 

GCET1 ve HGAL(GCET2) ayırıcı tanı zorluğu olan vakalarda kullanılabilir. Neoplastik 

follikül hücreleri arasında mitoz oranı da reaktif follikül merkezlerinden genellikle çok daha 

düşüktür.  Ki67 ile belirlenen proliferasyon indeksi değerlendirilmesi burada önemlidir. 

Ancak bazı araştırmalarda düşük dereceli (Grade 1-2) FL vakalarının bir kısmında yüksek 

Ki67 proliferasyonu bildirilmektedir. Bu vakaların düşük proliferasyonlulardan daha agresif 

olduğu bildirilmiştir (27,28). 

2.2.5.3. Folliküler Lenfomanın Moleküler Patogenezi  

T(14; 18)(q32; q21) translokasyonu, FL hastalarının yaklaşık %90’ında görüldüğünden 

FL’nin genetik damgası (hallmark) olarak adlandırılmaktadır  (29–31). Bu translokasyon ile 

İmmunoglobulin ağır zincir (IgH) geni regülatör bölgesi, BCL2 geni regülatör bölgesi yerine 

geçer. Normalde reaktif germinal merkez B hücrelerinde inaktif olan BCL2 geni 

transkripsiyonu aktif olan IgH regülatör bölgesi tarafından kontrol edildiğinden  

anti-apoptotik protein BCL2’nin artmış ifadesine sebep olur (Şekil 2.5.) (32,33). 

Bu hatanın B hücre reseptörü IgH geninin repertuvarında çeşitliliği ortaya çıkartan IgH 

lokuslarındaki V (variable), D (diversity) ve J (joining) bölgelerinin kemik iliğinde kök 

hücre aşamasındaki rekombinasyonunun olduğu sırada meydana geldiği bilinmektedir 

(34,35).  BCL2 ailesi proteinleri mitokondrinin dış membran geçirgenliğini ayarlayarak, 

sitoplazmaya sitokrom C salınımını yönetir. BCL2 sitokrom C salınımını inhibe eder ve 

böylece sitokrom C, APAF1, ATP ve Caspase 9’dan oluşan apoptozom protein 

kompleksinin oluşumunu da engellemiş olur (36). 
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Şekil 2.5. B hücreli lenfomaların gelişim basamakları (37). 

BCL2’nin anti-proliferatif olduğu gibi anti-apoptotik özelliğinin ve t(14;18) 

translokasyonunun sağlıklı bireylerde de görülebildiği görülmüş olup, bu değişikliğin çok 

önemli ancak lenfomagenezi tetiklemek için BCL2’nin aşırı ifadesinin tek başına yeterli 

olmadığı anlaşılmıştır (36,38,39). Normal bireylerdeki germinal merkez B hücreleri, spesifik 

bir antijen tarafından plazma ya da bellek B hücrelerine dönüşmek üzere seçilmemişler ise 

apoptozisle yok edilirler. Ancak germinal merkezdeki afinite matürasyonu ve sınıf dönüşüm 

rekombinasyonu (class switch recombination) esnasında apoptozise yönlendirilmeyen 

BCL2 ifade eden FL hücreleri, sekonder kromozomal değişiklikler geçirmeye eğilimlidir 

(Şekil 2.6.) (40–42). 

Sitogenetik analizler FL örneklerinde ortalama dört ya da altı genomik değişim bulunduğunu 

göstermiştir. Bunlardan en sık gözlenenler kromozom 6q delesyonu, trizomi 12, X 

kromozomu duplikasyonu, der 18 (derivative of chomosome 18) değişiklikleridir (43,44). 

Karşılaştırmalı kromozom genomik hibridizasyon (CGH) yöntemleri ile tespit edilen bu 

değişikliklerden bazıları, tümör progresyonu ve histolojik transformasyonla ilişkili 

bulunmuştur. 6q 25-27 delesyonu kötü prognozla ilişkilendirilirken, 1q36.22-p36.33 ve 

6q21.q24.3 daha kısa sağ kalımla anlamlı bir şekilde ilişkilendirilmiştir (45,46). 

FL’de kromozomal boyuttaki değişikliklerin dışında, farklı epigenetik modifikasyonlarda 

görev alan genlerde de sıklıkla mutasyonlar gözlenmektedir. Bir histon metiltransferaz 



12 

 

(HMT) olan MLL2’deki mutasyonlar FL vakalarının %89’unda gözlenir (47). MLL2, histon 

3’ün 4. pozisyonundaki lizinin (H3K4) metilasyonunu katalize eder, bu modifikasyon ile 

ilgili genlerin transkripsiyonunda artış gözlenir. Bir başka deyişle, MLL2 gen 

transkripsiyonunun pozitif regülatörüdür. Bu gende meydana gelen mutasyonlar fonksiyon 

kaybı mutasyonlar olup, transkripsiyon baskılama ile sonuçlanan epigenetik bozukluklara 

eğilime sebep olmaktadır (48). 

 

Şekil 2.6. Folliküler Lenfoma Patogenezi  (49). 

FL vakalarında mutasyon görülen bir diğer HMT ise EZH2’dir ve FL vakalarının %10-

20’sinde gözlenir (50,51). EZH2, H3K27’nin metilasyonunu katalizler, ancak H3K4’ün 

aksine, H3K27’nin metilasyonu genellikle transkripsiyonel olarak inaktif genlerle ilişkilidir 

(52). EZH2’nin SET domaininde kritik bir tirozin rezidüsünde meydana gelen Y641 

fonksiyon kazanılmasına sebep olan bir yanlış anlamlı mutasyondur ve trimetilasyon 

seviyesinde artışa sebep olduğu gösterilmiştir (50). Bu nedenle, EZH2’nin artmış aktivitesi 

transkripsiyonun baskılanmasında artışa ve gen ifadesinin germinal merkez benzeri profil 

kazanmasına sebep olmaktadır (53). 
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CREBBP ve EP300 normal hücresel fonksiyon için kritik olan iki yakın ilişkili histon asetil 

transferazdır (HAT). Bu iki genin asetilasyonundaki bozukluk sonucu oluşan mutant 

proteinler, BCL6’nın konstitütif aktivasyonu ve azalmış p53 aktivasyonu ile ilişkilidir (54). 

MEF2B ise HAT ve HDAC’lerin promotor bölgelere toplanmasında görevli transkripsiyon 

faktörünü kodlar (55).  Bu gendeki mutasyonlar FL vakalarının %10-20’sinde gözlenir. Bu 

mutasyonlar yanlış anlamlı mutasyonlar olup, proteinin DNA’ya bağlandığı ve 

dimerizasyonun sağlandığı MADS-box ve MEF2 domaininde meydana gelir. Bu 

mutasyonların fonksiyonel getirisi bilinmemekle beraber, CREBBP ve EP300 gibi histon 

modifikatör proteinlerin, gen transkripsiyonun değişimine yol açarak, MEF2B hedef 

genlerine toplanmasında dengesizliğe etkisi olabileceği düşünülmektedir (56). 

2.2.5.4. Histolojik Transformasyon 

Tüm FL hastalarının yaklaşık %40 civarı, yılda ise %2-3 FL hastası agresif forma 

dönüşmektedir (57–59). Bu dönüşüm genellikle DBBHL’ye olmakla birlikte, çok nadiren 

de olsa yüksek dereceli B hücreli lenfoma, lenfoblastik lenfoma ya da akut lenfoblastik 

lösemiye de olabilmektedir (60–62). Transformasyonda neoplastik hücrelerdeki genetik 

anormaliler ve mikroçevrenin rol oynadığı düşünülmektedir. P53 ve CDKN2A gibi tümör 

baskılayıcı genlerdeki değişiklikler sonucu kayıp ve Myc onkogenindeki amplifikasyonlar 

transformasyon için hedef genleri oluştururken, folliküller arası bölgelerde folliküler 

dendritik hücrelerin (FDH) kaybı ve/veya CD4+ T hücrelerinin artışı mikroçevresel açıdan 

transformasyonda önem arz etmektedir (63–65). 

Yeni nesil dizileme yöntemleri agresif forma transformasyonda etken olabilecek 

mutasyonların daha kapsamlı bir tanımının yapılmasını sağlamıştır. Çeşitli sinyal 

yolaklarında görev alan PIM1, SOCS1, STAT6, MYD88, TNFAIP3 ve ITPKB, hücre 

döngüsünde rol alan CCND3, B hücre gelişiminde rol alan EBF1, germinal merkez B 

hücrelerinin yayılımında görev alan GNA13, S1PR2 ve P2RY8 ve immün sistemden kaçışta 

görev alan CD58 ve B2M gibi genlerdeki mutasyonlar transformasyon ile ilişkili 

bulunmuştur (66–68). 



14 

 

2.2.6. TANI VE EVRELEME 

FL hastalarının çoğu semptom göstermezler ve genel olarak nodal bir hastalık profiline 

sahiptirler. Hastaların az bir kısmı primer olarak ekstranodal bir profil sergilerler (69,70). 

NHL’ler ve Hodgkin lenfomanın evrelemesi için yapılan önceki Ann Arbor evreleme 

sistemine dayanan Lugano sınıflandırmasına göre (Çizelge 2.2. ve 2.3.), lenfadenopatilerde, 

lenfomatöz bir durumdan şüphe edilmesi halinde, ekzisyonel ve insizyonel biyopsi alınması 

gerekmektedir. FL’de evrelemenin doğru yapılması, tedavi seçeneklerinin değerlendirilmesi 

açısından özellikle az sayıdaki erken evre hastalar için kritik önem bulundurur. FL’nin 

anatomik evrelemesi için PET-BT (Bilgisayarlı Pozitron EmisyonTomografisi) ve kemik 

iliği biyopsisi yapılması şarttır (71). 

Çizelge 2.2. Ann Arbor Evreleme Sistemi (72). 

Evre I Tek lenf düğümü bölgesi (I) ya da tek ekstralenfatik alan (IE) 

Evre II Diyaframın tek tarafında 2 ya da daha fazla lenf düğümü bölgesi (II) ya da diyaframın tek 

tarafında lokal ekstralenfatik yayılımla birlikte bir ya da daha fazla lenf düğümü bölgesi 

(IIE) 

Evre III Diyaframın her iki tarafında lenf düğümü bölgeleri (III), lokal ekstralenfatik yayılım eşlik 

ediyorsa IIIE, dalak tutulumu varsa IIIS, lokal ekstralenfatik tutuluma dalak tutulumu eşlik 

ediyorsa IIISE 

Evre IV Eşlik eden lenf düğümü tutulumu olsun ya da olmasın bir ya da daha fazla ekstralenfatik 

organın yaygın tutulumu 

 

Çizelge 2.3. Lugano Evreleme Kriterleri (72). 

Evre I Tek lenfatik bölge (I) ya da lokalize olmuş tek ekstra lenfatik organ ya da bölge (IE) katılımı 

Evre II Diyaframın tek tarafında iki ya da daha fazla lenfatik bölge katılımı (II) ya da lokalize olmuş 

tek ekstra lenfatik organ katılımı ya da bölgesi ve diyaframın tek tarafında bir ya da daha 

fazla lenfatik bölge katılımı 

Evre III Diyaframın her iki tarafında da lenfatik bölge katılımı 

Evre IV Lenfatik katılımla birlikte ya da tek başına bir ya da daha fazla yaygın ya da diffüz ekstra 

lenfatik organ katılımı 
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2.2.7. FOLLİKÜLER LENFOMA PROGNOZU 

FL biyolojik olarak heterojen bir hastalıktır ve prognoz bireyler arasında farklılık gösterir. 

Düşük dereceli (grade 1-2) folliküler lenfomalar, yüksek dereceli (grade 3) folliküler 

lenfomalardan çok daha agresif klinik davranış gösterirler. Yavaş klinik seyirli olarak bilinen 

folliküler lenfomaların düşük dereceli grubunda genel olarak daha yavaş bir klinik ilerleme 

tablosu mevcutken, yüksek dereceli grup genellikle diffüz büyük B hücreli lenfomaya benzer 

şekilde agresif bir klinik davranış sergilemektedir. Bu klinik seyir heterojenitesinin altında 

yatan sebepler arasında Şekil 2.6 da belirtilen ek mutasyonların kazanılması bulunmaktadır. 

Bu süreç ve yüksek grade li FL ya ilerleme farklı tedavi seçeneklerinin değerlendirilmesi 

açısından önem taşımaktadır.  

 Prognozun tahmini için klinik ve laboratuvar verileri esastır. FL’nin prognozunda Histolojik 

Grade’den bağımsız olarak değerlendirilen uluslararası FLIPI (Follicular Lymphoma 

International Prognostic Index) algoritması temel alınmaktadır. Bu algoritmanın 

oluşturulmasında 4000’den fazla tedavi almış FL hastasından elde edilen veriler 

kullanılmıştır (73). Bu sistemde göz önüne alınan prognostik faktörler; hastalıktaki nodal 

bölge sayısı, laktat dehidrojenaz (LDH) seviyesi, yaş, hastalığın evresi ve hemoglobin 

düzeyidir. Bu sisteme göre 0-1 faktör düşük risk, 2 faktör orta dereceli risk, 3’ten fazla faktör 

yüksek risk grubunu işaret etmektedir. Rituximab’ın keşfinden sonra FLIPI algoritması 

güncellenerek FLIPI-2 olarak adlandırılmıştır (Çizelge 2.4.). Yeni sistemde, kemik iliği 

tutulumu ve β-mikroglobulin (B2M) seviyeleri de risk faktörleri arasına dahil edilmiştir (74) 

Bu tez çalışmasında FLIPI-1 algoritması baz alınarak prognostik açıdan risk durumu 

değerlendirilmiştir. 

Çizelge 2.4. FLIPI ve FLIPI-2 Risk Tablosu (73,75). 

Parametre FLIPI-1 FLIPI-2 

Lenf nodu >4 lenf nodu bölgesi >6 cm 

Yaş >60 >60 

Serum belirteç Normalden yüksek LDH Yüksek β-mikroglobulin 

Evre Ann Arbor III-IV Kemik iliği tutulumu 

Hemoglobin <12 g/dL <12 g/dL 

Beş yıllık sağkalım (%)   

Düşük risk (0-1) 91 79 

Orta risk (2) 78 51 

Yüksek risk (3-5) 53 20 
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2.2.8. FOLLİKÜLER LENFOMADA TEDAVİ 

Hastalık seyri ile ilgili bilinen bu heterojeniteye benzer olarak tedavi seçenekleri de çeşitli 

alternatifler barındırmaktadır. Bunlar; yüksek dozda kemoterapi içeren agresif tedavi, kök 

hücre transplantasyonu, immünoterapi gibi yöntemlerdir. Bu yöntemlerin dışında hastanın 

tedavi almaksızın takiplerle kontrol altında tutulduğu “izle ve bekle” bir diğer klinik 

yaklaşım yöntemlerindendir.  Anti CD-20 monoklonal antikoru ile immünoterapi tedavisinin 

başlangıcından önce, ortalama genel sağ kalım FL hastalarında 8 ila 10 yıl arasında 

değişirken, Anti CD-20 immunoterapi ve yeni nesil özelleşmiş ajanların kullanılmaya 

başlanmasıyla bu süre önemli ölçüde uzamıştır (Şekil 2.7.) (76). 

 

Şekil 2.7. Folliküler Lenfoma Tedavi Seçenekleri (77). 

FL için tedavi erken evre ve ileri evre için olmak üzere ikiye ayrılmıştır: 

Erken evrede tedavi: FL hastalarının yalnızca %15-30’u erken evrede tanı almaktadır 

(78,79). FDG-PET ileri evreleri ayırmak için yardımcı olmaktadır. Grade 1, 2, 3 ya da 3A 

vakalarında gerekli bölgelere 12 parça halinde 24 Gy radyoterapi uygulanmaktadır (79). 

Radyoterapi ile ortalama 19 yıl genel sağ kalım, 10 yıllık genel sağ kalım oranı ise %60-

80’dir (80). Son yapılan çalışmalara göre, 5 yıl hatasız ilerleme (failure free survival) evre 

I’de %74 iken evre II’de %48’dir (81). Tedaviye rituximab ya da kemoterapi eklenmesi 
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durumunda ilerlemesiz sağ kalım artarken, genel sağ kalım bu durumdan etkilenmez. 

Hastanın içinde bulunabileceği farklı şartlardan ya da tümörlü bölgenin lokalizasyonunun 

radyasyon tedavisine elverişsiz olmasından bu tedavinin uygulanamayacak olduğu 

durumlarda, hastanın takip edilmesi makul bir seçenektir. Erken evredeki bazı hastalar 

tedavisiz 19 yıl yaşamaktadırlar (82). Bulky erken evre hastalık, ileri evrelerdeki hastaların 

aldığı gibi düzenli immünokemoterapötik tedavi almalıdır ya da radyasyonla birlikte ya da 

yalnızca immünoterapi almalıdır (78). Grade 3B vaka gruplarında varılmış olan konsensusa 

göre DBBHL’deki gibi immünokemoterapi ile R-CHOP 6 döngüde uygulanır. Alternatif 

olarak erken evre için radyoterapiyi takiben 3-4 döngü R-CHOP uygulanabilir.  

İleri evrede tedavi: Hastaların büyük çoğunluğu ileri evrede tanı almaktadır. Semptom 

göstermeyen FL hemen tedavi gerektirmeyebilir. Ancak, semptomatik nodal hastalık, 

semptomatik ekstranodal hastalık ya da sitopeni gibi belirtiler gözlendiğinde tedavi 

gerekliliği ortaya çıkar. Bu yaklaşım takip edilen hastalar ve tedavi alan hastaları 

karşılaştıran randomize bir prospektif çalışma ile desteklenmiştir. En büyük çalışmalardan 

biri, chlorambucil tedavisi ile takibi karşılaştırmıştır (83). Ortalama 16 yıllık bir takip 

sürecinde, iki yaklaşım arasında genel sağ kalım ve sebep-spesifik sağ kalımda bir farklılık 

gözlenmemiştir. Benzer sonuçlar diğer prospektif iki yaklaşımı karşılaştıran çalışmalarda da 

elde edilmiştir (84). Rituximab; FL’nin tedavisinde büyük bir dönüm noktası yaşatmıştır. 

Bunun ardındaki asıl sebep anti-CD20 antikor temelli bir tedavi olmasıdır (85). Rituximab’ın 

faydaları rituximablı ya da yalnızca kemoterapi alan hastaların karşılaştırıldığı birçok 

çalışmada gösterilmiştir (19,86). Bu çalışmaların hepsi rituximab ile kemoterapi 

kombinasyonunun genel sağ kalım ve yanıt oranındaki artış olduğunu göstermiştir (75). 

Rituximab’a dirençli FL hastalarında diğer çeşitli anti-CD20 antikorlarına karşı yanıt 

değerlendirilmiştir. Bu antikorlardan Obinutuzumab daha önce tedavi almamış FL 

hastalarında yapılan faz III çalışmasında, kemoterapinin obinutuzumab veya rituximab ile 

kombine olarak denenmiştir  (87). GALLİUM çalışması olarak da bilinen bu çalışmada, 

obinutuzumab ve rituximab 2 yıl idame tedavisi uygulanmıştır. Tedavi yanıtları iki grupta 

da benzer iken, ilerlemesiz sağ kalım obinutuzumab alan hastalarda daha yüksek çıkmıştır. 

Genel sağ kalımda ise hiçbir farklılık gözlenmemiştir. Ancak yan etkiler obinutuzumab 

alanlarda daha fazla gözlenmiştir. 



18 

 

Bu iki grubun yanı sıra nüks hasta grupları için de birçok tedavi seçeneği bulunmaktadır. 

Bunlar; yalnız başına rituximab, rituximab-kemoterapi kombinasyonu, radyoimmünoterapi 

ve belli hastalar için kök hücre transplantasyonudur. Nüks eden FL hastalarında çeşitli 

hümanize edilmiş anti-CD20 monoklonal antikoru çalışmaları mevcuttur. Rituximab’ın 

yüksek dozda kullanıldığı refrakter (tedaviye dirençli) hastalardaki tedavi yanıt oranı %55, 

ilerlemesiz sağ kalım orta değeri 11,9 aydır (88). Nüks ve refrakter FL hastalarında 

obinutuzumab ile kemoterapi kombinasyonu çalışmalarında %93-98 tedavi yanıt oranı 

gösterilmiştir (89). Nüks hastalarında CHOP ve R-CHOP ile tedavi kıyaslandığında,  

R-CHOP grubunda tedavi yanıtının ve ilerlemesiz sağ kalımın yaklaşık 12 ay arttığı 

gözlenmiştir (90). Rituximab ile immünomodülatör kombinasyonunun, etkisi incelenmiştir. 

Bunların içinde en etkili olan kombinasyonun lenalidomid ile rituximab kombinasyonu 

olduğu anlaşılmıştır. Bu kombinasyondaki yanıt oranı, tek başına rituximab’da %53 iken, 

kombinasyonda %70’tir (91). Anti-CD20 radyoimmünoterapi ajanlar nüks ve refrakter FL 

hastalarında kullanılan başka bir seçenektir (92). Tedavi yanıt oranı %60-80’dir. Ortalama 

ilerlemesiz sağ kalım yaklaşık 12 ay, radyoimmünokonjugatlar çok yaygın bir kullanıma 

sahip değildir. 

FL radyasyon terapisine oldukça yanıt veren bir hastalıktır. Düşük doz radyoterapi, tek bir 

hastalık bölgesiyle ilgili semptomları olan hastalarda, hastayı rahatlatmak için (palliation) 

kullanılabilmektedir. %57 oranında yanıt oranı vardır (93).  

FL’de otolog ya da allojenik hematopoetik hücre transplantasyonu metotları tartışmalıdır ve 

pek çok çalışmanın konusudur (94). Çok sayıda faz II çalışması, yüksek doz terapi ve otolog 

HCT’nin iyi performans gösterdiğini ve kemoterapiye duyarlı nüks hastalarının ve per-

formans durumu iyi olan hastaların %40’ının ilerlemesiz sağ kalım ve genel sağ kalımda 

artış olduğu saptanmıştır(95,96).  
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2.2.9. FOLLİKÜLER LENFOMA VE MİKROÇEVRE 

Folliküler lenfoma, B hücrelerinin aşırı proliferasyonu ile karakterize edilmesine karşın, son 

yıllarda lenfomagenez senaryosunun diğer oyuncularının mikroçevre elemanları olduğu 

ortaya çıkmıştır. Burkitt lenfoma gibi bazı lenfomalarda tümör hücrelerinin yoğun 

proliferasyonu sonucunda lenf nodu mimarisi değişirken ya da Hodgkin lenfomada olduğu 

gibi reaktif hücreler toplanırken, FL’da, folliküler dendritik hücreler ve yardımcı folliküler 

T hücreleri (TFH) ile desteklenen germinal merkeze benzer bir folliküler organizasyona 

girer. Ancak FL lenf nodlarının görüntüsü reaktif olanlardan farklıdır. FL mikroçevresi 

yardımcı T17 hücrelerinin aksine Treg hücrelerince zengindir (Şekil 2.8.) (97). T 

lenfositlerinin dışında FL, monosit polarizasyonunu immün sistemi baskılayıcı fenotipe 

dolaylı olarak yönlendirir (98). 

 

Şekil 2.8. Folliküler Lenfoma Mikroçevresi (97).  

Mikroçevrenin önemi, araştırmacıların FL hücre hatlarını mikroçevresel faktörler 

olmaksızın çoğaltamaması ile ortaya çıkmıştır (57,99). Mikroçevrenin öneminin 

anlaşılmasından sonra FL gibi klinik seyri heterojen olan bir hastalık grubunda, 

mikroçevrenin prognoz üzerinde kritik etkileri hakkında veriler elde edilmeye başlanmıştır. 
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Lenfoma/Lösemi Moleküler Profilleme Projesi (LLMPP)’nin önemli bir çalışmasından elde 

edilen sonuçlara göre; T hücre ve makrofajlarla ilgili genlerin ifadesindeki değişiklikler iyi 

prognozla ilişkili bulunurken, makrofaj ya da dendritik hücrelerle ilgili genlerin ifadesindeki 

değişikliklergenlerin transkriptlerin kötü prognozla ilişkili olduğu gösterilmiştir (100). 

Tümör mikroçevresi, hücre ölümüne direnç, hücre istilası, proliferasyonun sürdürülmesi, 

immün sistem baskılanması, kendini yenileme ve anjiyogenez gibi yollarla lenfomagenez ve 

lenfoma progresyonuna katkıda bulunur (101). 

FL mikroçevresi tümör gelişimini üç farklı mekanizma ile teşvik eder. Bunlardan ilki, FL B 

hücre reseptörünün stereotipik mannozlanan rezidüsünün, dendritik hücreler ve 

makrofajlardan salınan lektinler ile etkileşimi sonrasında B hücre reseptörünün  

aktifleştirilmesiyle gerçekleşir (102,103). İkinci mekanizma, folliküler helper T hücreleri 

tarafından salınan interlökin-4 (IL-4) gibi tümörü teşvik eden sitokinlerin parakrin 

sekresyonudur. Sonuncu mekanizmada ise, FL mikroçevresi, sitotoksik CD8+ T hücrelerinin 

proliferasyonu baskılama ve etkili immün sinaps oluşturma yeteneklerini baskılama 

suretiyle immün sistemden kaçışta büyük rol oynamaktadır (104).   

De Jong ve arkadaşları, lenfomalarda, hastalığın şiddeti, tedaviye yanıt ve hastalığın klinik 

seyrine etkileyen faktörler arasında, neoplastik B hücrelerinin mikroçevre ile olan kompleks 

etkileşimin büyük rolü olduğunu gösterdiler (105). 

FL ve DBBHL’de son zamanlarda yapılan gen ifadesi çalışmalarından elde edilen veriler, 

neoplastik özellik taşımayan lenfositlerin, prognostik anlamda önemli unsurlar olduğunu 

göstermiştir (106). 

FL mikroçevresinde infiltre T hücreleri ve makrofajlar tarafından ifade edilen proteinler 

seyrin en önemli belirleyicilerindendir. Özellikle regülatör T hücreleri (Treg) ve tümör 

ilişkili makrofajlar (TİM), yapılan birçok çalışmadan elde edilen bilgilere göre FL’nin 

prognozuna ve tedaviye yanıtına etki etmektedirler (107). 

Folliküler lenfoma gelişiminde birçok sinyal iletim yolağının rolü bulunmaktadır. Bunlardan 

biri olan Transforming Growth Factor Beta (TGFβ) yolağı, folliküler lenfoma 

mikroçevresindeki birçok hücre tipinin fonksiyonunun düzenlenmesinde görev almaktadır.  
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TGFB özellikle tümör mikroçevresinde bulunan NK(Natural Killer) hücreleri, CD4+ T ve 

CD8+ T hücreleri, makrofajlar, nötrofiller, dendritik hücreler, mast hücreleri ve B 

hücrelerinin fonksiyonlarını etkiler (108,109). TGFB’nın yüksek seviyeleri B hücrelerinin 

apoptozisine, dendritik hücrelerin ve NK hücrelerinin olgunlaşmasının baskılanmasına 

neden olur (110,111). 

TGFB, granzim A, granzim B, perforin, FAS ligandı ve interferon γ gibi birlikte T hücre 

aracılı tümör hücre sitotoksisitesine sebep olan unsurların ekspresyonunu da baskılar (112). 

Granzim B ve interferon γ’nın ekspresyonu direkt olarak TGFB yolağında yer alan 

Smad2/Smad3 ve ATF1 transkripsiyon faktörleriyle bağlantılıdır (113).  

TGFB monositlerin makrofajlara farklılaşmasında da rol alır (114). Ayrıca makrofajların M1 

formundan M2 formuna polarize olmalarını teşvik ederler ve bu şekilde monosit aracılı 

hücre ölümünün baskılanmasını engellerler (115). TGFB, makrofajlarda, Makrofaj 

Enflamatuvar Protein 1α ve 2 (MIP1α ve MIP2), CXCL1 kemokini, Granülosit-Makrofaj 

Koloni Stimüle Edici Faktör sitokini (GM-CSF) ve IL-1β, IL-8 ve IL-10 gibi interklökinlerin 

ekspresyonunu baskılar (116). Bunun sonucunda makrofajların aktivitesi baskılanmış olur 

(117). Bunların hepsi göz önüne alındığında, TGFB’nın makrofajların farklılaşmasını, 

aktivasyonunu, gen ekspresyon profilini ve dış uyaranlara karşı yanıtını düzenlediğini ve 

böylece tümör gelişimini direkt olarak etkilediği anlaşılmaktadır. 

TGFB, makrofajlar üzerindeki etkisi aracılığı ile CD4+ T hücre proliferasyonunu baskılar 

(118). Tümör mikroçevresindeki regülatör T hücreleri TGFB sitokinini salgılar ve CD8+ T 

hücrelerinin baskılanmasına yol açar (119). TGFB, T hücrelerinin farklılaşmasını ve 

fonksiyonlarını baskılar, prolifere olmalarını ve etkinleşmelerini engeller (120). Ayrıca, 

TGFB mürin periferik kan ve pankreas kanserinde naif CD4+ T hücrelerinin regülatör T 

hücrelerine farklılaşmasını sağlar (121).  

Belli tümör hücrelerinde, örneğin kolorektal kanser ve prostat kanserinde, TGFB’nın 

yükselmiş seviyeleri kötü prognozla ve nüksle ilişkilendirilmiştir (122). Bu durum tümör 

mikroçevresindeki malign olmayan hücrelerde TGFB’nın artmasıyla ilişkilendirilmiştir. 

(123).  
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2.2.9.1. REGÜLATÖR T HÜCRELERİ (TREG) 

T hücrelerinin heterojen bir alt grubunu oluşturan regülatör T hücreleri (Treg) zararlı immün 

yanıtları inhibe ederler. Regülatör T hücreleri lenfoma hücreleri ile mikroçevre arasındaki 

ilişkiyi düzenleyen önemli modülatörlerdir. Treg hücreleri insan ve farelerde, periferal CD4+ 

T hücrelerinin %5-10’unu oluşturmaktadırlar (124–126). FOXP3 regülatör T hücrelerinin 

tek belirtecidir. Treg neoplastik T hücre popülasyonunun büyümesini engellerler (127). 

Daha önceleri baskılayıcı T hücreler olarak adlandırılan bu hücreler iki temel gruba 

ayrılmaktadır; 

Timus kökenli doğal Treg; sürekli olarak interlökin 2 reseptörünün (IL-2R) α zinciri olan 

CD25 ifade eden CD4+ T hücrelerdir (137,138). Bu hücreler, temas (kontakt) ve sitokin 

bağımlı olarak aktifleştirilirler. 

Doğal regülatör T hücreleri (nTreg) timusta gelişirler ve yaşamlarının üçüncü gününden 

itibaren periferal dolaşıma başlarlar (128). nTreg, T hücre havuzunda mevcut otoreaktif T 

hücrelerini baskılarlar ve bu şekilde periferal tolerans ve immün homeostasisi sürdürürler. 

1995’te Sakaguchi bu yeni nTreg popülasyonunda yüksek seviyelerde CD25 (IL-2R α 

zinciri) ifade eden güçlü baskılama özelliğine sahip CD4+ T hücrelerini göstermişlerdir. Bu 

CD4+ CD25+ T hücreleri in vitro ortamda anerjiktir. Ayrıca bu hücreler konvansiyonel CD4+ 

CD25- efektör T hücrelerinin in vitro ve in vivo proliferasyonu ve sitokin sekresyonunu 

inhibe etme yetisine sahiptirler (129). 

Thornton ve arkadaşları, nTregin in vitro baskılayıcı özellikleri için net bir karakterizasyon 

yapmışlardır; antijen spesifik olmayan nTreg özelliklerini kullanabilmek için 

etkinleştirilmeye ve bu baskılama hücre temasına ihtiyaç duyarlar (130). 

CD25 aktivasyon sonrasında konvansiyonel CD4+ T hücrelerinde de ifade edildiğinden 

faydalı bir belirteç değildir. nTreg için diğer belirteç adayları CTLA-4 (sitotoksik T lenfosit 

antijen 4) ve GITR (glukokortikoid uyarımlı tümör nekrozis faktör reseptör)’dır. 

2003’te spesifik nTreg belirteci tanımlanmıştır; transkripsiyon faktörü FOXP3’ün nTreg 

gelişimi ve aktivitesi için gerekli olduğu gösterilmiştir. FOXP3 geninde bir mutasyon 
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barındıran Scurfy farelerde, fonksiyonel olmayan nTregden dolayı ölümcül otoimmün 

enflamasyon gözlenmiştir (131). 

2.2.9.1.1. Uyarılmış Regülatör T Hücreleri (iTreg) 

Bu hücreler IL-10’un etkisindeki toleranslı çevrede antijen stimülasyonu ile teşvik edilen 

adaptif regülatör T hücreleridir ve Tr1 hücreleri olarak adlandırılmışlardır. Çeşitli gruplar 

Tr1 hücrelerinin immatür dendritik hücreler tarafından uyarıldığını göstermiştir. Bu Tr1-tip 

Treg hücreleri FOXP3 ifade etmezler ve IL-10 ve TGFβ1 sekresyonu ile baskılayıcı aktivite 

gösterirler (59,101). 

Chen ve arkadaşları, TGFβ1 varlığındaki TCR-uyarısının, konvansiyonel CD4+ CD25- T 

hücrelerinde FOXP3’ün ifadesini arttırdığını gösterdiler. İn vitro testlerde TGFβ1 ile 

indüklenmiş FOXP3+ T hücrelerinin anerjik ve inhibe edici olduğu gözlenmiştir. Ayrıca 

FOXP3+ iTregin CD4+ T hücrelerinin antijen-spesifik çoğalmalarını in vivo olarak 

göstermişlerdir(132). 

Sonraki çalışmalar TGFβ1 aracılı FOXP3 ifade artışındaki moleküler yolağı daha iyi 

açıklamışlardır ve NFAT (aktive edilmiş T hücrelerinin nükleer faktörü) ve Smad3 

transkripsiyon faktörlerinin iTregde FOXP3 uyarımı için kritik olduğunu kanıtladılar (133). 

Treg hücrelerinin davranışsal özellikleri çok fazla çalışmanın konusu olmasına rağmen. Treg 

aracılığı ile inhibisyonun altında yatan mekanizmalar hakkında çok net bilgiler elde 

edilememiştir. 

Treg hücreleri ile baskılama için hücre kontağı gerektiğinden, hücre yüzeyinde baskılama 

yeteneğine sahip ifade olan moleküller (CTLA-4, membran bağımlı TGFβ, GITR gibi) bu 

süreçte önemli rol oynamaktadırlar (134,135). 

Son zamanlarda tanımlanan B7 ailesi üyesi B7-H1’nin reseptörü PD-1 ile etkileşiminin, 

TCR sinyalini olumsuz olarak etkilediği ve bu şekilde TCR-aracılı proliferasyon ve sitokin 

üretimini azalttığı gösterilmiştir. Tümöre sızan CD4+ CD25- T hücrelerinde PD-1’in ifade 

edildiğini, CD4+ CD25+ T hücrelerde ise PD-1 ifadesinin olmadığı gözlenmiştir. Ayrıca B7-

H1’in, B hücreli NHL’lerde tümör içinde aktive olmuş Treg hücrelerinde indüklenebildiği 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar, B7-H1 ve PD-1 arasındaki etkileşimin, tümör içindeki Treg 
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hücrelerinin aracılığıyla inhibisyonda rolü olabileceğini göstermektedir. Aslında sonuçlar, 

B7-H1 ve PD-1 etkileşiminin engellenmesinin, B hücreli NHL’lerde tümör bölgesindeki 

CD4+ CD25- T hücrelerinin, Treg hücre aracılı baskılamayı azalttığını göstermektedir (136). 

Treg hücreleri immün sistem üzerinde baskılayıcı etkilerinin yanı sıra, diğer T hücrelerini 

enfeksiyöz tolerans olarak adlandırılan olayla baskılayıcı hücreler olmak üzere eğitebilirler. 

Enfeksiyöz tolerans olayı ilk olarak kısa süreli monoklonal antikorlar ile muamele edilen 

sıçanlarda uzun süreli transplantasyon sağ kalımını keşfeden araştırıcılar tarafından 

tanımlanmıştır. Toleranslı sıçanlardan transfer edilen T hücrelerinin naif sıçanlarda benzer 

bir tolerans durumuna sebep olduğunu gösterdiler (137). 

FOXP3+ Treg ve lenfoma arasındaki ilişki hala net bir şekilde açıklanamamıştır. Bazı 

çalışmalarda Treg sayısının artışı iyi prognozla ilişkilendirilirken, bazı çalışmalarda tam tersi 

sonuçlar elde edilmiştir. Ayrıca farklı lenfoma tiplerinde ve hematolojik olmayan 

tümörlerden de farklı sonuçlar ortaya çıktığı bilinmektedir (138). Bu tartışmaya açık 

sonuçların olası sebepleri şunlar olabilir; 

1. Treg değerlendirilmesinde kullanılan yöntemlerin ve bu yöntemlerin heterojenitesi 

2. Anti-FOXP3 antikor spesifisitesindeki farklılıklar 

3. Alt ve üst sınır değerleri farklılığı 

4. Analiz için tümör alanının seçimi (139,140). 

Muhtemel biyolojik açıklamaya göre; Treg CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin aktivitelerini  

IL-10 ve TGFβ sekresyonu ile düzenlemektedirler. Böylece, bir taraftan neoplastik klonların 

immün sistemden kaçışına yardımcı olurlarken, diğer taraftan tümöre sızan diğer hücreler 

tarafından indüklenen pro-enflamatuvar uyarıdan yararlanmasını engellemektedirler 

(141,142).  

Lenfomada 4 farklı şekilde davranış gösteren Treg bulunmaktadır; 

1. Supresör Treg 

2. Malign Treg 

3. Direkt tümör öldürücü Treg 

4. Yetersiz (incompetent) Treg 
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Treg supresör ya da malign olarak hareket ederlerse, anti-tümör toksisitesi baskılanır, 

böylece Tregin sayısındaki düşüş, iyi prognozla ilişkilendirilir. Bu durumun aksine, Treg 

tümör öldürücü ya da yetersiz davranış sergilerlerse anti-tümör toksisitesi artar ve böylece 

Treg sayısındaki yükseliş iyi prognozla ilişkilendirilir (143). 

2.2.9.2. TÜMÖR İLİŞKİLİ MAKROFAJLAR 

Makrofajlar fenotipik ve fonksiyonel olarak çok fazla çeşitlilik gösteren immün sistem hücre 

popülasyonudur. Bütün dokularda yaygın bir şekilde bulunan makrofajların majör olarak 

enfeksiyonlara karşı doğal immün yanıt oluşturulmasında rol oynarlar. Bununla birlikte 

doku tamir ve gelişim mekanizmaları ile homeostaziste önemli görevleri vardır (144). 

Genel olarak makrofajların kökeni kemik iliği olarak bilinmektedir. Ancak akciğer alveolar 

ve peritoneal makrofajları, Kupffer hücreleri, epidermal Langerhans hücreleri ve beyin 

mikroglia hücreleri gibi primitif yolk sac öncüllerinden köken alan makrofajlar da mevcuttur 

(118). 

Tümör ilişkili makrofajların (TİM), tümör hücreleri ya da kanser mikroçevresindeki 

monositik öncüllerin malign olmayan hücreler tarafından salınan kemotaktik sinyaller 

aracılığı ile toplanmasını sağlayan kan hücrelerinden köken aldığı düşünülmektedir 

(145,146). Ancak bu konuda henüz açıklığa kavuşmamış noktalar bulunmaktadır. Farelerde 

yapılan çalışmalarda, beyindeki mikroglia gibi belli dokularda bulunan makrofajların fetal 

ya da embriyonik gelişim esnasındaki öncüllerden meydana geldiği gösterilmiştir (147,148). 

Tümör ilişkili makrofajlar yüzey antijeni olarak spesifik olarak CD163 ifade ederler. CD68 

ifadeleri de vardır ancak daha temiz sonuç elde edildiğinden immünohistokimyasal olarak 

daha çok CD163 antikorları tercih edilmektedir. 

Tümör dokularında toplanan dolaşımdaki TİM’lere farklılaşan öncüller, klasik enflamatuvar 

monositler ve monosit ilişkili myeloid kökenli baskılayıcı hücreleri (M-MDSCs) içerirler. 

Transkripsiyon faktörü Smad3’ün ifadesinin baskılanması, M-MDSC’lerin matür TİM’lere 

farklılaşmasındaki temel faktördür (149). Farelerde enflamatuvar monositlerin TİM’lere 

farklılaşması RBPJ’e (Notch sinyal yolağındaki bir transkripsiyonel regülatör) bağlıdır. 

TİM’lerde bu proteindeki genetik delesyon tümör yükünü azaltmaktadır. 
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TİM’lerin farklı fonksiyonlara sahip iki alt grubu bulunmaktadır. Bunlardan ilki ‘M1-tipi’ 

adı verilen ve tümör karşıtı davranış gösteren makrofajlardır. Diğeri ise ‘M2-tipi’ olarak 

adlandırılan tümör gelişimine katkıda bulunan makrofajlardır (150). Tümör hücrelerinden, 

T lenfosit, B lenfositlerden ve stromal hücrelerden kaynaklanan sinyaller TİM fonksiyonunu 

ve çeşitliliğini etkilemektedir. Klasik olarak aktive olmuş ‘M1’ makrofajlar ekstrasellüler 

mekanizmalar ile tümör hücrelerini öldürürler (145,146). 

Makrofaj ve T hücre miktarının prognozla ilişkisi son zamanlarda çok fazla çalışmanın 

olduğu popüler bir alanı oluşturmaktadır. Ancak TİM’ler ile ilgili çalışmalara bakıldığında 

birbiriyle çelişen farklı sonuçların ortaya çıktığı gözlenmektedir (151,152). 1970’lerde 

yapılan çalışmalar makrofajların bakteriyel metabolitler ile etkinleştiğini ve tümör 

hücrelerini yok etmek için sitokinlere ihtiyaç duyduklarını göstermiştir (145,153). Ayrıca 

TİM’lerin tümör gelişimini ve metastazı pozitif yönde etkilediği gösterildi (118). Böylece 

makrofajların kanser ile iki farklı yönde ilişki içerisinde olduğu anlaşılmış oldu. Yeni oluşan 

tümörlerde, makrofajların T hücreler ve interferonlar tarafından yönetilen 

immünoregülasyonun erken eliminasyon evresine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (154). 

TİM’ler, tümör mikroçevresinde rol oynamalarının yanı sıra tümör hücrelerinin içsel 

özelliklerini de etkilerler. Örneğin, TİM’ler meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu 

uyaran EGF gibi büyüme faktörlerini üretirler (145). Ayrıca makrofajların metastatik 

hücrelere avantaj sağlayan özellikleri de vardır. IL-1 gibi faktörler üreterek tümör 

hücrelerinin uzak yerlerde birikmesine olanak sağlarlar (118). 

TİM’ler anjiyogenez ve lenfomagenezi de teşvik ederler (155). Bütün bu özellikler tümör 

gelişimi ve ilerlemesine katkı sağlar. TİM’ler çift yönlü etkileşimle Treg’lerin 

immünosüpresif aktivitelerini de arttırırlar. Makrofajlar tümörlerde immünosüpresif 

sitokinler IL-10 ve TGFβ sitokinlerini üreterek bu sürece destek olurlar (156). Kanser ilişkili 

enflamasyonda (CRI) çok önemli bir role sahip TİM’lerin tümör gelişimindeki etkisi, 

enflamatuvar sitokinler gibi diğer enflamatuvar hücrelerin katkılarının tanımlanmasıyla 

anlaşılmıştır (118). 
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TGFβ’nın keşfinden sonra makrofajlarla olan ilişkisi araştırmacıların dikkatini çekmiştir. 

Başlangıçta, TGFβ bir immüno-baskılayıcı ve makrofajları inhibe eden ajan olarak 

düşünülmüştür (157). Daha sonra, makrofaj farklılaşma aşamasına bağlı olarak 

monosit/makrofaj fonksiyonundaki iki yönlü etkisi keşfedilmiştir (158). 

Klasik Hodgkin lenfoma (CHL) hastalarında tümördeki TİM’lerin gen imzası ve yüksek 

CD68+ hücre sayısı, bu karakteristik özelliklere sahip olmayan hastalarla karşılaştırıldığında 

kemoterapi sonrasında kısalmış sağkalımla ilişkilendirilmiştir. Böylece TİM’ler, risk 

değerlendirmesinde bir biyobelirteç olarak düşünülmeye başlanmıştır. Yüksek CD68 veya 

CD163 ifadesi birbirlerinden bağımsız olarak sağ kalımla ilgili olarak olumsuz belirteçler 

olarak tanımlanmıştır. Bu durum da yüksek evreli CHL hastalarda kemoterapi sonrası 

TİM’lerin prognostik öneme sahip olduğunu göstermiştir (118). 

Daha önce de yüksek TİM (CD68+) içeren tümörlerin, çoklu ajan terapisi almış FL 

hastalarında olumsuz sonuçlar doğurduğu gösterilmiştir (102,103). Bu prognostik ilişki  

R-CHOP tedavisi ile tersine döndürülmüştür (159). 

Bir başka çalışmada, CD163+ TİM’lerin, R-CHOP tedavisi almış FL hastalarında iyi 

prognozun işareti olduğu, R-CVP (rituximab, cyclophosphamide, vincristine, prednisone) 

tedavisi almış hastalarda kötü prognozla ilişkilendirilmiştir (160). Bu sonuçlar TİM 

miktarının FL hastalarında prognozun tahmininde rol oynadığını gösterirken, bu prognostik 

etkinin tedaviye bağlı olduğunu göstermektedir. 

Rituximab tedavisinden önceki dönemde, birçok immnüohistokimya çalışmasında, yüksek 

makrofaj sayısı kötü prognozla ilişkilendirilmiştir (161,162). 

Ancak makrofaj aracılı tümör gelişiminin altında yatan mekanizma tam olarak 

anlaşılamamıştır. Daha önceleri makrofajların sitokin ve kemokin üreterek malign B 

hücrelerine sağ kalım sinyalleri sağladıkları düşünülmekteydi (161). Uyarılma tipine göre 

makrofajlar M1 ya da M2 tiplerine farklılaşmaktadır, bu iki tipin immün yanıttaki rolleri 

farklıdır. Ancak M2 tip makrofajların FL’deki rolleri net olarak anlaşılamamıştır, tedaviyle 

ilişkili olabileceği düşünülmektedir (61). 
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Gen ifade profili (GİP) çalışmaları, binlerce genin hücresel fonksiyonlarının büyük bir 

resmini ortaya koymak için aynı anda ifadelerinin ölçülmesidir. Doğru istatistik ve 

biyoinformatik analizler ile, gen ifade profili çalışmalarından lenfoma biyolojisi hakkında 

önemli bilgiler elde edilmektedir. Dave ve arkadaşları (100), dönüm noktası olan 

çalışmalarında, 1974 ile 2001 yılları arasında tedavi almamış FL tanısı almış 191 hastanın 

tümör biyopsilerini kullanarak GİP çalışması gerçekleştirmişlerdir. Bunlardan 95’i deneme 

grubunu, 96’sı da çalışma grubunu oluşturmuştur. Biyopsi sonrasında hastalar çeşitli 

standart tedaviler görmüşlerdir, bunlar; antrasiklin ya da pürin analoğu içeren kemoterapi 

gibi kemoterapi çeşitleri, otolog kök hücre nakli ya da tedavisiz takip politikası ile 

izlenmiştir (6). 

2.3. TGFB/ SMAD YOLAĞI 

Hücre proliferasyonu, farklılaşması ve migrasyonundaki etkileri ile gelişimsel programları 

ve hücre davranışını kontrol eden TGFβ (Transforming Growth Factor Beta) süper ailesi 

genel olarak iki ayrı fonksiyonel gruba ayrılmıştır  (163–165): 

1. TGFβ’lar, Activinler, Nodallar ve bazı büyüme ve farklılaşma faktörlerini (GDF) 

içeren transforme edici büyüme faktörü (TGF) beta-benzeri grup 

2. BMP, GDF ve Anti Mullerian Hormon (AMH)’den oluşan Kemik Morfogenetik 

Proteinleri (BMP)-benzeri grup. 

TGFβ süper ailesi üyeleri proliferasyon, hücre farklılaşması, ölüm, hücre iskeleti 

organizasyonu, adezyon ve migrasyon gibi temel hücresel süreçleri düzenlerken; şartlara 

bağlı olarak kimi zaman da kanser progresyonunda önemli rol oynamaktadırlar. TGFβ 

yolağında iki farklı yoldan sinyal iletimi gerçekleşir. Kanonik ve kanonik olmayan yolaklar 

adlandırılan bu yolaklardan kanonik yolakta sinyal iletimi Smadlar üzerinden gerçekleşirken 

kanonik olmayan yolakta ise PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), MAPK (Mitogen Activated 

Protein Kinases) gibi yolaklar üzerinden sinyal iletilir (Şekil 2.9.) (166). 
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Şekil 2.9. TGFB Kanonik ve Kanonik Olmayan Yolak (167). 

2.3.1. TGFB/ SMAD YOLAĞI ELEMANLARI 

2.3.1.1. Ligandlar 

Proteinin düzgün katlanması için gereken geniş bir amino-terminal prodomainine ve aktif 

ligandı oluşturan yüksek derecede korunmuş bir karboksi terminale sahip olan TGFβ süper 

ailesi ligandları, ilk önce bir prekürsör protein olarak sentezlenir (168). 

 Prekürsörün Furin ve diğer proprotein konvertazlar gibi enzimler tarafından parçalanması 

(cleavage) matür dimerik ligandı meydana getirir. Bazı üyelerin yapılarının yüksek 

çözünürlükte incelenmesi sonuncunda, matür ligandların, yüksek derecede korunmuş altı 

sistein arasındaki hücre içi üç disülfit bağının oluşumundan meydana gelen “sistein 

düğümü/ilmeği” olarak adlandırılan bir yapı tarafından yönlendirildiği gösterilmiştir. Çoğu 

aile üyesinde korunmuş olan yedinci sistein, biyolojik olarak aktif molekülü oluşturmak için 

kovalent disülfit bağı ile dimerizasyonu sağlar (169). 
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2.3.1.2. Ekstrasellüler Ligand Bağlayıcı Proteinler 

Ligandın reseptörlere ulaşması çok sayıda ekstrasellüler bağlanma faktörü tarafından kontrol 

edilmektedir. Başlık 2.3.1.1.’de bahsedildiği gibi, matür TGFβ süper ailesi ligandları büyük 

bir prekürsörün parçalanması ile ortaya çıkar. Ancak bazı durumlarda TGFβ ligandı 

prekürsörünün parçalanmış halini içeren LAP (latency-associated peptide) ya da LTBPs 

(latent TGFβ -binding proteins) adı verilen büyük bir kompleks halinde hücrelerden sekrete 

edilirler. Bu kompleksler ekstrasellüler matriksteki TGFβ’ya el koyarak (sequester) ya da 

matür ligandı serbest bırakmak için integrin reseptörleriyle etkileşim aracılığıyla ligand 

aktivitesini kontrol ederler (168). 

2.3.1.3. Heterodimerik Serin/Treonin Kinaz Reseptör Sinyal Kompleksi 

TGFβ süper ailesi üyelerinin sinyalleri tip I ve tip II transmembran serin/treonin kinaz 

reseptörlerinden oluşan heterodimerik kompleksler aracılığıyla iletilir (170–172). 

Omurgalılarda 5 tip II reseptörü ve 7 tip I reseptörü vardır. Ancak bütün TGFβ süper ailesi 

için bu reseptörlerin sinyal iletimi için farklı kombinasyonlarla çift oluşturdukları 

bilinmektedir. 

Kısaca, TGFβ sadece tip I reseptör TGFβR1(diğer adları ALK5 ve TβRI) ve tip II reseptör 

TGFβR2’ye bağlanır. Activin, Nodal ve BMPler tip II Activin reseptörleri 2A (ACVR2A ve 

ACVR2B)’yi paylaşırlar. Activin ve Nodal, tip I reseptörleri ACVR1 (ALK2), ACVR1B 

(ALK4) ve ACVR1C (ALK7)’i paylaşırken, BMPR1A (ALK3) ve BMPR1B (ALK6) 

reseptörleri BMPler ve Anti-Muellerian hormon (AMH) için primer reseptör olarak hareket 

ederler. BMPR2 bir başka BMP tip II reseptörü iken AMHR2 ise AMH için tip II 

reseptörüdür. Activin reseptör-benzeri 1(ACVRL1 ya da ALK1) de BMP9 ve BMP10 tip I 

reseptörüdür, bu ancak yüksek TGFβ konsantrasyonlarına bağlı olarak olabilir (173). 

Örneğin: ACVR2A ve ACVR2B diğer adlarıyla Activin tip II reseptörleri Activin yanıtlarını 

oluşturmak için tip I reseptör ACVR1B ile ya da BMP sinyallerinin iletimi için ACVR1, 

BMPRIA ya da BMPRIB tip I reseptörleri ile kompleks oluştururlar (174). 
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Aktif reseptör kompleksinin oluşumu, aktif halde bulunan tip II reseptör kinazın, 

GlySer(GS) domainini fosforile etmesine imkan tanır. GlySer (GS) domaini kinazın hemen 

üst kısmında bulunan tip I reseptör bölgesidir ve tip I reseptör kinaz aktivitesini etkinleştirir. 

7 farklı tip I reseptör olmasına rağmen, TGFβ -benzeri ya da BMP-benzeri Smadlardan 

hangisinin sinyal iletimini sağlama yeteneklerine göre temel iki gruba ayrılırlar (175). 

TGFβ sinyal yolağını gösterir KEGG haritası Şekil 2.10.’de görüldüğü gibidir.  

 

Şekil 2.10. TGFβ sinyal yolağını gösterir KEGG haritası (176). 
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2.3.1.4. Smadlar 

Diğer çoğu sinyal kaskadının aksine TGFβ yolağı, Smadlar olarak bilinen hücre içi 

mediyatörler aracılığıyla, ekstrasellüler sinyalleri direkt olarak hücre yüzey transmembran 

reseptörlerinden nükleusa iletirler. Smad ailesi yüksek derecede korunmuş ve solucanlar ve 

sineklerdeki homologları olan SMA ve MAD ailelerinden isimlerini almışlardır (177,178).   

Omurgalıların çoğunda sekiz Smad varken, Caenorhabditis cinsinde altı, Drosophila’da ise 

4 Smad vardır (179). 

Omurgalılarda Smad1, Smad2, Smad3, Smad5, and Smad9 (genelde Smad8 olarak bilinir). 

Sineklerde Mad ve Smox, solucanlarda SMA-2, SMA-3, DAF-8 ve DAF-14. Bu Smadlar 

tip I reseptörleri ile ilişkilidir ve aktive olmuş tip I reseptörleri tarafından C-terminal 

ucundaki (S)SXS motifindeki iki serin rezidüsü fosforile edilir. Bu durum ortak mediyatör 

Smad4 (common mediator smad, Co-Smad) ile heterodimerik bir kompleks oluşmasına 

imkan tanır. Ardından Smadlar nukleusta birikirler ve gen ifadesini değiştirmek için 

transkripsiyonel yanıtlar ortaya çıkarırlar. R-Smadlar tip I reseptör tercihine göre iki alt 

gruba ayrılabilirler; BMP tarafından aktive edilen Smadlar (Smad1, Smad5, Smad9) ve 

TGFΒ tarafından aktive edilen Smadlar (Smad2, Smad3) (169). 

R-Smadlar ve Co-Smadlar benzer yapısal mimariye sahiptirler. Korunmuş bir Mad 

Homology 1 (MH1), MH2 ve bir bileştirici linker domainine sahiptirler (Şekil 2.11.). 

Smadlardaki bütün domainler çok çeşitli protein partnerleri ile ilişki içerisindedirler, ancak 

MH1 domaini DNA’ya bağlanmayı sağlayan bir β-hairpin yapısı da içerir. MH2 domaini 

Smad oligomerizasyonunu sağlar ve özellikle uygun tip I reseptörü ile spesifik DNA 

bağlama partnerinin anahtar etkileşimlerini sağlayarak sinyal spesifitesinin sağlanmasında 

önemlidir (169). 
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Şekil 2.11. Smad aile domain yapısı (169). 

MH1 ve MH2 domainlerinin her ikisi de sekans spesifik transkripsiyon faktörleriyle 

etkileşime geçebilirken, R-Smadların C terminali ilgili koaktivatörler CREB-binding protein 

(CBP) ya da p300 ile etkileşime girerler (163,164,180). Smad2 dışındaki Smadların MH1 

domaini DNA’ya bağlanabilirken, MH2 domainleri ise Smad oligomerizasyonu ve  

Smad-reseptör interaksiyonunu sağlar (166). Ortadaki linker domaini ise hedeflenmiş 

fosforilasyon için serin aminoasitinden ve prolin rezidülerinden zengindir. Bunlar ubikitin 

ligazlar gibi çeşitli regülatör proteinler ile etkileşimi artırırlar ve bu şekilde diğer sinyal 

yolakları ile iletişimde önemli rol oynarlar. 

Smadların üçüncü grubunu İnhibitör Smadlar (I-Smadlar) oluştururlar. Bunlar Smad6 ve 

Smad7’dir. Sineklerde Dad ve solucanlarda TAG-68’dir. I-Smadlarda MH1 domaini 

çeşitlilik gösterir. Tip I reseptörü ile ilişkiyi kuran MH2 domaini ise korunmuştur. Farklı 

TGFβeta süper ailesi üyeleri tarafından transkripsiyonel olarak indüklenen I-Smadlar,  

C-terminal SXS fosforilasyon motifi bulundurmazlar ve böylece yolağın indüklenebilir 

inhibitörleri olarak hareket ederler (169). 

Smad proteinleri sitoplazma ve nükleus arasında sürekli mekik dokurlar. Nükleer pordan 

giriş çıkışlar nükleoporinler sayesinde gerçekleşir. Ancak reseptörler tarafından indüklenmiş 

oldukları oligomerik aşamada, Smad proteinleri nükleer içeriye giriş ve çıkış faktörlerine 

ihtiyaç duyarlar (181–183). 
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Nükleusta aktive edilmiş Smad4-R-Smad kompleksindeki R-Smad proteinleri partner olarak 

DNA’ya bağlanan diğer transkripsiyon faktörlerine bağlanırlar ve bu şekilde hedef gen 

tanınmasını ve transkripsiyonel regülasyonunu sağlarlar (Şekil 2.12.) (184–186). 

 

Şekil 2.12. TGFβ reseptörü ve Smad aktivasyonunun mekanizması (171). 

2.3.2. TGFΒ/SMAD YOLAĞININ REGÜLASYON MEKANİZMALARI  

2.3.2.1. TGFB RESEPTÖR KOMPLEKS AKTİVİTE REGÜLASYONU 

TGFβ yolağı membrandan nükleusa kadar birçok aşamada çok sıkı bir kontrol altındadır. 

Smadlar aracılığı ile etkili TGFβ sinyalizasyonu için TGFβ ligandlarının endozomlarda 

reseptör internalizasyonunu indüklemesi gerekmektedir (187,188). Aktive olmuş TGFβ 

reseptör kompleksi iki farklı yolla internalize olur. Sinyalizasyonu kolaylaştırmak için 

ZFYVE9 (SARA) ya da Hgs(Hrs) ve ZFYVE16 (Endofin) gibi proteinleri içeren erken 

endozomlara klatrinle örtülü çukurlarla internalizasyon olabilirken, diğer bir yol da 

reseptörlerin içlerinde ubikitinasyon ve degradasyon için lizozoma yönlendirildiği  

Caveolin-1 pozitif lipitleri aracılığıyla taşınmasıdır (189–191). Hangi rotanın izleneceği 

hakkında yeterince bilgi olmamakla birlikte, I-Smadların ve E3 ubikitin ligazların HECT 

domain sınıflarının reseptör degradasyonunda anahtar rol oynadıkları bilinmektedir (52). 
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Inhibitör Smadlar olan Smad6 ve Smad7 R-Smadlarla yarışarak tip I reseptöre bağlanırlar 

ve fosforilasyonu engelleyerek negatif regülasyonu sağlarlar (163,180,189). I-Smadlar 

ayrıca C2-WW-HECT (Homologous of the E6 AP Carboxy Terminus) domain E3 ubikitin 

ligazlar Smurf1 (Smad-ubiquitination-regulatory factor 1) ve Smurf2 (Smad-ubiquitination-

regulatory factor 2) yi tip I reseptöre toplayarak reseptör kompleksinin degradasyonunda 

anahtar göreve yaparlar (192). 

2.3.2.2. SMAD SEVİYELERİNİN REGÜLASYONU 

Gelişim sırasında farklı şekillerde kontrol edilmelerine rağmen, çoğu hücre tipinde R-

Smadlar ve Smad4 ifadesi mevcutken, inhibitör Smadlar Smad6 ve Smad7 ifadeleri hücre 

dışı sinyallerle kontrol edilmektedir. Smad6 ve Smad7 ifadelerinin BMP ve TGFβ tarafından 

indüklenmesi ligand bağımlı sinyalizasyon için bir oto-inhibitör geribildirim 

mekanizmasıdır (104,173). 

Smadların seviyeleri posttranslasyonel olarak ubikitin-proteozom aracılı yıkım ile kontrol 

edilir. HECT, Smurf1 ve Smurf2, R-Smadlarla etkileşime geçerek ve onları degradasyona 

yönlendirmek suretiyle TGFβ sinyalizasyonuna zıt bir şekilde çalışırlar (193). Smurf1, 

Smad1 ve Smad5 ile etkileşime girer ve bu şekilde BMP yanıtlarını etkiler (194) . Ancak 

Smurf2 daha geniş bir kapsamda farklı R-Smadlar ile etkileşerek BMP ve TGFβ/activin 

sinyalizasyonuna müdahil olurlar. Yine de Xenopus embriyo çalışmaları Smurf1 ve 

Smurf2’nin ana hedefinin BMP yolağı olduğunu göstermiştir (195). 

Smadlar çok sayıda post-translasyonel modifikasyona uğrarlar. Bu modifikasyonların geri 

dönüşümlü olması Smad-bağımlı sinyal olaylarının kuvvetini ve süresinin kontrol 

edilmesinde çok büyük rol oynar. Tip I reseptörler tarafından R-Smadların SXS 

motiflerinden fosforilasyonu kaskadı başlatır, PPM1A ve SCP’ler (Small C-Terminal 

Phosphatases) gibi çeşitli fosfatazlar sitoplazmada ya da nükleusta Smadları aynı yerden 

defosforile ederek Smad aktivitesini sonlandırırlar (196). 

Ring-finger sınıfından bazı E3 ligazlar da Smadların ya da Smad partnerlerinin 

degradasyonunu düzenleyebilirler. Rnf111(Arkadia), Nodal sinyalini kolaylaştırmak için 

Smad7 ubikitinasyonunu ve degradasyonunu indüklerken, SCF/ROC kompleksi Smad3 

dönüşümünü düzenler. U-Box-bağımlı protein STUB1 (CHIP) ise TGFβ ve BMP tarafından 
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düzenlenen R-Smadların hepsini modüle edebilir (189,190,192). Ayrıca APC (Anaphase 

promoting complex), sinyali arttırma amacı ile transkripsiyonel inhibitör Skil’in  

ubikitin-bağımlı degradasyonunu indüklemek için Smad3’ü adaptör olarak kullanır (197). 

R-Smadların aksine Smad4 ubikitinasyonla degradasyona uğramaz. Bunun yerine 

sumoylasyonla stabilitesi arttırılır. Ancak, bazı tümör ilişkili mutasyonlar Smad4’ün 

ubikitinasyonuna ve/veya stabilitesinin azalmasına sebep olmaktadır (198). 

Smadlar ubikitinasyon dışında birçok posttranslasyonel modifikasyona uğrarlar. Bunlar, 

asetilasyon, ADP-ribozilasyonu ve linker domain fosforilasyonudur (196). R-Smadlar, 

Smad7 gibi asetilasyona uğrarlar. Smad2 ve Smad3’ün MH1 ve MH2 domaininde 

asetilasyonu Smad’ın çekirdeksel fonksiyonlarını güçlendirerek TGFβ sinyalini 

güçlendiriyor gibi görünürken, Smad7’nin lizin rezidülerinden asetilasyonu ve aynı zamanda 

E3 übikitin ligazlar tarafından proteozomal degradasyon için birlikte hareket ederek 

Smad7’nin stabilitesini artırırlar ve aynı zamanda TGFβ sinyalini inhibe ederler (199). 

Smad3 ve Smad4 ayrıca PARP1 tarafından poli-ADP-ribozilasyonuna uğrarlar. Bu 

modifikasyon Smad-DNA bağlanmasına engel olur ve böylece transkripsiyonu azaltır (200). 

2.3.2.3. SMAD HEDEF GENLERİNİN REGÜLASYONU 

Smad kompleksleri gen ifade paternlerini düzenlemek için spesifik promotorları hedef 

alırlar. Co-Smad ve R-Smadlar DNA’ya direkt bağlanabilirlerken, Smad2’nin en yaygın 

görülen splays varyantı bunu gerçekleştiremez. Bu varyantta DNA’ya bağlanmada küçük bir 

β-hairpin araya girer (201). Smad DNA bağlanması düşük afinitede gerçekleşir. SBE’ler 

(Smad-Binding-Elements) düşük spesifiteye sahipken aynı zamanda GC bölgelerinden, 

tekrar eden GTCT ya da komplementer dizide AGAC dizilerinden zengindir (202). Smadlar 

bu zayıf DNA bağlanma motiflerine sahipken, genellikle uygun hedef genlerine toplanması 

için Foxh1 gibi DNA’ya yüksek afiniteyle bağlanan spesifik proteinlerle direkt etkileşime 

geçmek zorundadırlar (203,204). 

TGFβ ve BMP-benzeri Smadlar için farklı transkripsiyon faktörü sınıflarından çok çeşitli 

partnerler tanımlanmıştır (171,179). Smadlar spesifik transkripsiyon faktörleriyle birlikte 

DNA’ya bağlanır bağlanmaz, temel kromatin yeniden modelleme kompleksleri, histon 

modifiye edici asetiltransferazlar gibi koaktivatörler ya da histon deasetilazlar, Ski/Skil 
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korepresörleri koregülatörleri transkirpsiyonun başlatılması ya da baskılanması için toplarlar 

(169). Çoğu dokuya özel olan bu transkripsiyonel partnerler ve koregülatörler, Smad 

sinyalizasyonun sonucunun belirlenmesinde temel bir role sahiptirler. Bu şekilde Smadların 

farklı hücrelerde farklı transkripsiyonel yanıtlara nasıl sebep olduğunun da bir açıklaması 

yapılmış olmaktadır. 

2.3.2.4. SMAD AKTİVASYONUNUN REGÜLASYONU 

Ligandların indüklemesi sonucunda aktive olmuş tip I reseptörleri ile R-Smadların 

etkileşimi, tip I reseptör kinazlar tarafından C-terminalindeki SSXS motifinin distalindeki 

iki serin direkt fosforilasyonu ile sonuçlanır. Bu etkileşim hem reseptördeki hem de 

Smadlardaki sekanslar tarafından spesifikleşir. Tip I reseptör kinaz domaininin dokuz amino 

asitlik L45 loop’u Smad bağlanma özgüllüğünün, reseptör sinaylizasyonunun ana 

belirleyicisidir. Ayrıca R-Smadların MH2 domainindeki L3 loop’u ile direkt etkileşime 

girerler. L3 loop’unun downstreamindeki diziler reseptör- bağlanma özgüllüğüne katkıda 

bulunur. Tip I reseptörün GS dizisinin tip II reseptör tarafından serinlerden fosforilasyonu, 

L3 loop’unun downstreamindeki sekanslar ile bir ara yüz oluşturur ve Smad kenetlenmesini 

sürdürür ve Smad- interaksiyon özgüllüğüne katkıda bulunur (205,206). 

Hücre iskeleti proteinleri de Smadların lokalizasyonunda ve sinyalizasyonunda görev alır. 

Fosforile olmayan Smad2 ve Smad3 mikrotübül filamentlerine bağlanır ve TGFβ 

ayrışmalarına olmalarına sebep olur. Mikrotübüllerin nocodazole ile parçalanması bu 

ayrışmayı arttırır e Smad2 fosforilasyonu ve aktivitesini güçlendirir (207). Smadlar ayrıca 

aktinle çapraz bağ yapan hücre içi sinyal proteinleri için iskele (scaffold) olan filaminler ile 

de etkileşirler. Ektopik olarak filamin ifadesi tarafından kurtulabilecek olan filamin ifadesi 

hatalı olan hücrelerde TGFβ sinyalizasyonu ve Smad2 fosforilasyonu bozulur (208). 

2.3.3. TGFΒ/SMAD YOLAĞI VE KANSER 

TGFβ yolağı, embriyogenez ve doku homeostazisi gibi farklı biyolojik süreçlerde hücre 

tipine ve hangi sinyal iletim yolakları ile etkileşimde olduğuna bağlı olarak çeşitli davranış 

biçimleri sergileyebilmektedir (209).  

Çok yönlü bir etki mekanizmasına sahip bu sitokin, normal hücrelerde hücre çoğalmasını 

baskılayıp, farklılaşmaya teşvik ederken, kanserin ileri evrelerinde tümör gelişimini ve 
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metastazı tetikleyebilmektedir. Kimi zaman bir tümör baskılayıcı gibi hareket ederken kimi 

zaman da bir onkogen gibi davranış sergilemektedir.  

TGFβ yanıtını hücrede belirleyen üç farklı tipte değişken vardır. Bunlardan ilki; TGFβ sin-

yal iletim sistemindeki hücre dışı ve hücre içi ligand, reseptör, regülatör ve inhibitörlerin 

oluşturduğu kompozisyondur. Farklı ligandların, reseptörlerin ve regülatörlerin yoğunluğu 

ve etkinlikleri nükleustaki TGFβ sinyalinin biçimini ve şiddetini etkilemektedir. Ayrıca 

Smad proteinlerinin fonksiyonlarının düzenlenmesi ve kanonik olmayan yolakların 

aktivasyonu, şekillenmesine yardımcı olmaktadır (210–212). 

İkinci faktör ise; Smad proteinleri ile birlikte çalışan diğer transkripsiyon faktörleridir. Bu 

faktörlerin rolü FoxH1 (Forkhead Box H1)’in tanımlanması ile açıklığa kavuşmuştur. 

FoxH1, Smad proteinlerinin mezoderm farklılaşmasında görev alan genlerin 

promotorlarındaki ARE (Activin Response Element) bölgelerini tanımasını sağlayan bir 

faktördür (213). Hücre tipine özgü transkripsiyon faktörleri, TGFβ ve BMP tarafından 

etkinleştirilmiş Smad proteinlerini miyoblastlarda, pro B hücrelerinde, miyeloid 

öncüllerinde ve eritroid öncüllerindeki spesifik bölgelere yönlendirirler (184,185). 

Farklılaşmış hücrelerde, çeşitli transkripsiyon faktörleri, Smad proteinlerini hedef genlerin 

farklı alt gruplarına yönlendirirler (214). Bütün bu Smad partnerlerine ulaşılabilirlik hangi 

genin hedefleneceğini ve bu genlerin aktif olup olmayacağını belirler. 

Sonuncu faktör ise; epigenetik manzaradır. DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, 

nükleozom pozisyonlaması, kodlama yapmayan RNA’lar ve diğer bileşenler kromatin 

yapısını şekillendirerek epigenetik yapıyı oluşturur. Bu şekilde gen ifadeleri düzenlenerek, 

ifadesi olacak genler ve ifadesi baskılanacak genler belirlenir. Örneğin; embriyonik kök 

hücrelerde kendilerini yenilemeye uygun koşullar altında, pluripotent karakterlerini 

güçlendirecek genler açık tutularak TGFβ sinyallerinin transkripsiyonel aktivasyonuna 

imkan tanırken farklılaşma genleri baskılanmış vaziyette tutulur (184,185,215). 

Tümör hücreleri TGFβ’nın büyümeyi baskılayıcı etkisinden, TGFβ sinyal yolağı 

elemanlarında meydana gelen mutasyonlarla ya da tümör karşıtı yanıtı bozarak kaçarlar. 

Kanser hücreleri, tümör baskılayıcı yanıtın oluşmasında aksaklık olduğu durumda TGFβ ile 

etkileşimde olan çeşitli sinyal yolaklarını kendi yararlarına çalışır hale getirirler. Bu 

durumun altında yatan mekanizmanın araştırıldığı çeşitli çalışmalarda, sinyal yolağı 
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elemanlarının, hücre tipinin, hücre fonksiyon özgüllüğünün ve ayrıca stromal hücrelerin 

dahil olmasının bu biyolojik karmaşıklığa sebep olduğu ortaya çıkarılmıştır (216).  

TGFβ’nın transkripsiyon üzerindeki etkisi hedeflenen gen ve hücresel yapıya bağlı olarak 

pozitif ya da negatif olabilmektedir. Örneğin; TGFβ, ID1(inhibitör of differantiation) 

ifadesini memeli epitel hücrelerinde baskılarken, metastatik meme kanseri hücrelerinde 

teşvik eder (217,218). Bazı TGFβ hedef genleri tüm hücre tiplerinde ortaktır, Smad7 ve 

SKIL (SKI-Like onkogen) gibi negatif geribildirim regülatörleri buna örnek olarak 

verilebilir.  

TGFβ antiproliferatif etkisini, hücre siklusunu G1 evresinde durdururarak gerçekleştirir. 

Bunun için de iki farklı yol izler; 

1. CDK inhibitörlerinin ifadesini uyarmak  

2. C-Myc ifadesini baskılamak. 

TGFβ, epitel hücrelerinde, CDK4 ya da CDK6’nın siklin D ile kompleks oluşturmasını 

engelleyen CDK inhibitörü p15INK4b ifadesini, CDK2 ile siklin E ya da A’nın kompleks 

oluşturmasını engelleyen p21CIP1 ifadesini teşvik eder. Smad3-Smad4 kompleksi FoxO 

transkripsiyon faktörleri ile, p15INK4b’yi kodlayan CDKN2B ve p21CIP1’yi kodlayan 

CDKN1A genlerinin promotorlarını hedeflemek için birlikte hareket etmektedir (216). 

c-Myc, hücre büyümesi ve bölünmesinin anahtar transkripsiyonel uyaranlarından biridir. 

Keratinositler ve memeli epitel hücrelerinde, c-Myc’in ifadesinin baskılanması, TGFβ 

tarafından indüklenen Smad3-Smad4 kompleksi ve p107, E2F4 ya da E2F5 transkripsiyon 

faktörleri ve CCAAT/enhansır bağlanma proteini β (C/EBPβ) aracılığı ile gerçekleşir 

(216,217). C/EBPβ, bu kompleks tarafından Myc ifadesinin baskılanmasında gerekliyken, 

Smad3-Smad4-FoxO kompleksi tarafından p15INK4b ifadesinin etkinleştirilmesi için de 

gereklidir. Böylelikle C/EBPβ, TGFβ’ya karşı yanıtta p15INK4b ve c-Myc kodlayan 

genlerin ifadelerinin arasında bir denge sağlar (216) . 

Smad-bağımsız TGFβ’nın ilişkili olduğu yolaklar, TGFβ’ya antiproliferatif yanıtla 

ilişkilendirilmiştir (166). Örneğin; TGFβ, p70S6K’nın PP2A tarafından defosforilasyonunu 

sağlar, böylece hücre siklusunu durdurur (219). 
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TGFβ ayrıca apoptozisi de tetikleyebilir. TGFβ, hepatosit ve B lenfositlerde, Bcl-2 ailesi 

üyesi Bim’in proapoptotik etkisini güçlendiren MKP2 fosfatazı kodlayan geninin Smad3 

bağımlı transkripsiyonu aracılığıyla apoptozisi başlatır (220). Ayrıca, TGFβ sağ kalımla 

ilgili Survivin proteininin ifadesini baskılar, aynı zamanda kolon kanser hücrelerinde Akt 

aktivitesini de baskılar ve apoptozise yönlendirir (221). Bunlarla birlikte, TGFβ/Smad 

yolağının, transkripsiyon faktörleri Rb ve E2F4 ile birlikte prostat epitel hücrelerinde 

Survivin ifadesini baskıladığı gösterilmiştir (222). 

Smad-bağımlı yanıtların dışında, TGFβ, TRAF6-TAK1-JNK/p38 yolağı ile de bazı hücre 

tiplerinde apoptozisi tetikler. E3 ligaz TRAF6’nın, TGFβ tarafından indüklenen apoptoziste 

temel bir rol oynadığı anlaşılmıştır (223).  

Tümör gelişimi süresince, tümör hücreleri, TGFβ’nın tümör baskılayıcı yanıtlarından çeşitli 

kurtulma yollarını kullanmaktadırlar. Bazı durumlarda tümör hücreleri, TGFβ/Smad sinyal 

iletim yolağının elemanlarının kodladığı genlerde ortaya çıkan somatik mutasyonlar ya da 

epigenetik susturma ile tümör karşıtı aktiviteden kaçabilmektedirler. Yolağın temel 

elemanlarının mutasyonlarla etkisiz hale gelmesi kolorektal kanserde, pankreas, over, 

gastrik kanserlerde ve baş-boyun kanserlerinde meydana gelirken, meme, prostat kanserleri, 

gliomalar, melanomalar ve hematopoetik neoplazilerde bu sitokinin hücre stabilizasyon 

programı özellikle bozulmaktadır. 

TGFβ’nın tümör gelişimi ve fibrozisteki pozitif etkisi E-cadherin baskılayıcıları ve EMT 

(Epithelial-Mesenchymal-Transition) uyarıcılarının etkinleşmesi ile EMT kapasitesiyle 

ilişkilendirilmişti (224). EMT normal gelişim süreci için vazgeçilmezdir ve karsinogenezin 

temel mekanizmalarından biridir (225). EMT, E-cadherin ifadesi ve epitel hücre 

bağlantılarının düşüklüğü ya da yokluğu ve hücre iskeletinin mezenkimal paterne doğru 

yönelmesi sonucunda hücrenin hareketlilik ve invaziv özellik kazanmasıdır. TGFβ, EMT’yi 

uyararak kanser hücrelerine istila ve yayılma özelliği kazandırmış olmaktadır. Kanserde, 

TGFβ teşvikli EMT, tümör oluşturabilecek kapasitede transforme olmuş epitel hücrelerinde 

gerçekleşir (222). Bu bağlamda, EMT programı tümör hücrelerinin çevreye yayılmasını ve 

hareketlilik kazanmasının sağlayarak tümörün yayılmasına yardımcı olmuş olur.  

TGFβ’nın kanser ilerlemesinde metastazda da etkisi vardır. TGFβ ifadesi meme kanserinde 

metastatik ilerleme ile ilişkilendirilirken (226), ER-negatif meme kanserlerinde TGFβ 
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reseptörlerinin düşük ifadesi iyi prognozla ilişkilendirilmiştir (227). Ayrıca, TGFβ sinyalinin 

engellendiği ışın tedavisi veya kemoterapi almış meme tümörlü farelerde akciğer 

metastazının önlendiği gösterilmiştir (228). 

2.3.3.1. TGFΒ/SMAD YOLAĞI VE LENFOMAGENEZ  

Lenfoid hücrelerin proliferasyon, matürasyon, aktivasyon ve eliminasyonunun sıkı bir 

şekilde düzenlenmesiyle immün sistem denge halinde tutulur (229). 

Otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldırılması suretiyle oluşturulan immün yanıt ile hücre 

miktarının kontrol altında tutulması, immün sistemin denge halinin sürdürülmesindeki esas 

süreç olan apoptozis ile sağlanır. TGFβ1 normal lenfoid hücrelerde anti-proliferatif ve pro-

apoptotik aktivitesi ile bu sürecin bir parçasıdır (230). 

TGFβ’nın lenfopoetik gelişimdeki rolü, TGFβ1’den yoksun farelerde lenfositlerdeki aşırı 

proliferasyon ile desteklenmiştir. Hematopoetik hastalıkların birçok çeşidinde, neoplastik 

hücrelerin sınırsızca prolifere olmasına sebep olan, TGFβ aktivitesine karşı duyarlılıkta 

kayıplar gözlenmiştir (231). Birçok lenfoma ve lösemi tanı grubunda tümör hücrelerinin 

hiçbir düzenleyici etkisi olmamasına rağmen TGFβ1 üretmeye devam ettiği bilinmektedir 

(232). 

İnsan B hücre orijinli NHL hücre hattında (HT58) endojen olarak üretilen TGFβ1’in devam 

eden hücre proliferasyonuna etki etmediğini ancak ekzojen olarak verilen TGFβ1’in 

apoptozisi indüklediği gösterilmiştir (233). 

TGFβ1 lenfoid hücrelerin proliferasyonu ve hücre ölümünde önemli bir düzenleyici rol 

oynamaktadır. Ancak endojen olarak üretilmesine rağmen TGFβ1’in inhibitör etkisi 

yapamamasının birkaç sebebi olabilir. Bunlardan biri otokrin olarak TGFβ1 aktive 

edilememesi ya da aktive edilmişse hücre içi sinyal yolaklarındaki hatalardır. Bu hataların 

sebepleri şunlar olabilir (231); 

1. Yolaktaki bir genetik hata 

2. İnhibitör Smadların etkisi 

3. Apoptozisi önleyen ve sürekli proliferasyona yardımcı olan sağkalım faktörlerinin 

devamlı üretimi 
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Bu çalışmada elde edilen sonuçlar, pro-apoptotik TGFβ’nın lenfoma hücrelerinde, endojen 

I-Smadların ifadesi ve anti-apoptotik sağ kalım faktörleri tarafından baskılandığını 

düşündürmüştür (231). 

HT58 lenfoma hücre hattında Smad2 fosforilasyonu, R-Smad nükleer translokasyonu ve 

Smadlardan sorumlu gen TIEG’in aktivasyonu Smad rotasının ekzojen TGFβ1 muamelesi 

sonrasında çalıştığını göstermektedir. Bu durum da lenfomalarda Smad sinyalinin ekzojen 

olarak aktifleştirilebileceği anlamına gelmektedir. Bu çalışmadaki veriler HT58 hücrelerinde 

birçok TGFβ1 tarafından hedeflenen P15, P16 ve cyclinD1 gibi hücre döngüsü regülatör 

genlerinin ifadesinin, ekzojen TGFβ1 muamelesinden sonra değişmediğini göstermiştir. Bu 

sonuç; 

1. TGFβ’nın anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkisinden sorumlu iki farklı yolak 

olduğunu ya da 

2. Proliferasyon genlerinin düzenlenme mekanizmalarının çöktüğünü göstermiştir 

(231). 
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2.4. LAZER MİKRODİSEKSİYON 

Bu tez çalışmasında folliküler lenfoma hücreleri ve follikül mikroçevresinin incelenebilmesi 

için lazer mikrodiseksiyon yöntemi kullanılmıştır.  

Folliküler lenfoma mikroçevresinde bulunan FOXP3+ regülatör T hücreleri, CD163+ tümör 

ilişkili makrofajlar gibi hücreler neoplastik folliküllerde bulunurlarken, follikül dışı 

bölgelerde de bulunmaktadırlar. Bu nedenle lazer mikrodiseksiyon yöntemi ile sadece 

neoplastik folliküller ayrıştırılarak çalışmanın sonraki aşamalarında elde edilecek sonuçların 

güvenilirliğinin arttırılması amaçlanmıştır. Morfolojik ve fonksiyonel olarak farklı hücre 

tiplerinden oluşan insan dokularındaki bu çeşitlilik tümör hücrelerinde çok daha fazladır. 

Patolojik araştırmalarda belli hücrelerin diğerlerinden ayırt edilerek incelenmesi önemli 

biyolojik süreçlerin aydınlatılmasında çok büyük role sahiptir. Lazer mikrodiseksiyon 

yöntemi ile heterojen yapıya sahip dokulardan incelenmek istenen hücreler hızlı ve güvenilir 

bir şekilde ayrıştırılabilmektedir.  

Bu metot 1986 yılında tanımlanmıştır (234). LMD ile ilgili ilk yayın 1996’da Science dergi-

sinde yayınlanmıştır (235). LMD teknolojisi Arcturus (Molecular Devices, Inc. Sunnyvale, 

CA, USA) tarafından ilk olarak piyasaya sürülmüştür. Arcturusu’u takiben The Palm 

Microbeam (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Bernried/Germany) ve Leica LMD6000 

(Leica Microsystems Inc., Bannackburn, IL, USA) LMD sistemleri geliştirilmiştir.  

LMD sistemi, ışık mikroskobu ile hücrelerin görüntülenmesini ve ayrıştırılmasını sağlayan 

bir lazer cihazının bağlanmasına dayanır. Genel olarak iki farklı LMD sistemi mevcuttur; 

1. İnfrared (IR) LMD sistemi 

2. Ultraviyole (UV) LMD sistemi (236). 

2.4.1. INFRARED LMD (IR-LMD) 

1996’da Emmert-Buck ve arkadaşları NIH’de bu sistemi tanıtmışlardır. Bu sistemden bir yıl 

sonra Arcturus Engineering tarafından PixCell adlı sistem ile ticarileştirildi. PixCell 

platformu, doku kesitinin üzerine ince transparan bir termoplastik filmin yerleştirilmesi 

temeline dayanır. Doku mikroskobik olarak görüntülenir ve hedef hücrelerin sabit bir 

pozisyonda, kısa süreli odaklanmış bir IR-lazer atışı ile filme yapışması sağlanır (235). 



44 

 

Hücrelerin filme, lama olan yapışkanlığından daha fazla yapışmaya başlarlar ve bu da seçilen 

hücrelerin hare-ket etmesini sağlar (237). Daha sonra seçilen hücreler filmin kaldırılması ile 

ayrıştırılır. DNA ya da RNA izolasyonu için gerekli solüsyonun bulunduğu tüpe aktarılır 

(238). 

2.4.2. UV-LMD 

1998’de, Schütze ve Lahr UV temelli LMD sistemini geliştirmişlerdir (12). Şu anda, bu 

platformlar 6µm membranın yerleştirildiği lamlara alınan dokulardan UV-lazer ışınıyla 

direkt görüntüleme ile gerçekleşir (235,239). 

Dar bir lazer ışını ile ilgilenilen hücre ve hücrelerin etrafı çizilerek, istenmeyen dokudan 

ayrışmaları sağlanır (240). Lazerin gücünün artışıyla birlikte ilgilenilen hücreler kesilir ve 

aşağıda bulunan tüpe yerçekimi etkisiyle düşürülür. Bu sistem PALM Zeiss Microlaser 

Technologies tarafından ticarileştirilmiştir (236,241).  

LMD tekniği, histolojik örnekler, canlı hücreler ve hücre kültürleri, bitki materyali, 

kromozom yaymaları, adli tıp çalışmaları, FFPE ya da taze dokular (boyalı veya boyasız) 

örneklerde kullanılabilmektedir. 

LMD işlemini kolaylaştırmak için çok sayıda kit halihazırda piyasada mevcuttur. Örnek 

hazırlığı, LMD için en çok önem arz eden aşamalardan biridir. Optimal LMD için doku 

kesitleri 5-15 µm kalınlığında olmalıdır. 5 µm’den ince olan kesitler hücrenin bütününü 

almaya engel olabilirken, 15 µm’den kalın olanlar ise kesme aşamasında başarısız olabilir.  

Doku kesitlerinin alınması tamamlandıktan sonra boyama aşaması uygun protokollerle 

gerçekleştirilir. Mikrodiseksiyonun tamamlanmasının ardından, başlıkta bulunan hedef 

hücreler moleküler analizler için kullanılır (242). FFPE dokular patoloji laboratuvar 

arşivlerinde on yıllarca saklanır. Bu süreçte nükleik asit-protein çapraz bağları 

oluşabilmektedir. FFPE dokulardan protein izolasyonu bu nedenle verimli olmamakla 

birlikte, RNA izolasyonu gerçekleştirmekte ve RT-PCR ve cDNA microarray çalışmaları 

yapılabilmektedir (243). 
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2.4.3. LMD’NİN AVANTAJ VE DEZAVANTAJLARI 

En önemli avantajlar, hızlı, kesin ve çok amaçlı kullanıma sahip olunmasıdır. Lazerin 

büyüklüğü, dokunun mimari özellikleri, mikrodiseksiyonun hassasiyetine göre binlerce 

hücre toplanabilmektedir (244). LMD çok hızlıdır ve hedef hücrenin yanındaki hücreye zarar 

vermez, aynı lam üzerindeki farklı tüpte hücreler örneklenebilir. Film ve düşük güçlü 

lazerden olu-şan ısı DNA, RNA ya da protein kalitesini etkilemez. 1999’da Banks ve 

arkadaşları, LMD ile ve daha geleneksel yöntemlerle elde edilmiş hücrelerin protein 

profillerini karşılaştırdığında önemli farklar olmadığını elektroforezle göstermiştir (245).  

2.4.4. LEİCA LMD SİSTEMLERİ 

Leica’nın iki farklı LMD sistemi bulunmaktadır. LMD6 (Şekil 2.13.) ve LMD7. İki sistemin 

birbirlerinden farkı lazer gücü ve kullanım alanı çeşitliliğidir. LMD6, doku kesitlerinden tek 

hücre ya da tümörlü doku izolasyonu gibi standart LMD uygulamaları için daha uygunken, 

LMD7 daha güçlü bir lazere sahip ve lazer atış sıklığının ayarlanabilmesi gibi avantajları 

vardır. Ayrıca kemik, diş, ağaç ya da bitki dokuları gibi sert dokuların diseksiyonu için 

uygun bir platformdur. LMD6’nın lazer dalga boyu 355nm, atış sıklığı 80Hz, atış uzunluğu 

<4 ns, maksimum atış enerjisi 70 µJ’dur. 

 

Şekil 2.13. Leica LMD6 sistemleri (246). 

Bu sistem hızlı ve güvenilir bir lazer kesim imkanı sağlamaktadır. Lazer ışınının kesim hızı, 

şiddeti ve aralığının ayarlanabilmesi çalışmaya uygun bir yol izlenmesine izin vermektedir.  
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Bilgisayara bağlı bir sistem olan LMD6’da hedef hücre ya da dokuları mikroskop 

aracılığıyla monitörde görüntülenir ve bu görüntü üzerinden ilgilenilen hücre ve doku 

bölgeleri ister monitör üzerinde özel bir kalem ya da mouse yardımıyla çizerek belirlenir. 

Ardından seçilen alanların kesilmesi için gerekli lazer ayarları yapılır. Lazerin hızı, gücü ve 

aralığı/keskinliği dokuya göre ayarlanır.  

Diğer sistemlerin aksine bu sistemde membran değil hareket ettirilerek kesim 

gerçekleştirilir. Ayrıca başlık/tüp membranın alt kısmında bulunur ve kesilen hücre ya da 

doku bölgelerinin yerçekimi ile başlığa düşmesi sağlanır. LMD6 objektifleri 5x, 6.3x, 10x, 

20x, 40x, 63x ve 150x’tir. Yapılacak çalışmaya göre kullanılacak membran çeşidi 

belirlenmektedir. Farklı çalışmalar için çok sayıda membran türü bulunmaktadır. Bu 

membranlar cam ya da çelik malzemeden yapılmış lamların ön yüzeyine tutturulmuş 

haldedir (247). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Folliküler lenfoma klinik seyir açısından çeşitlilik gösteren bir lenfoma alt sınıfıdır. 

Özellikle düşük gradeli hastaların evreleri ve aynı evredeki hastaların prognozları farklılık 

gösterebilmektedir. Bununla birlikte hastalara uygulanacak tedavi alternatifleri de çeşitlidir. 

Ancak klinik seyirleri çeşitlilik gösteren FL hastalarının tedaviye yanıtları da bu nedenle 

değişiklik göstermektedir. Bu çeşitliliğin altında yatan nedenler hala araştırılmaya devam 

etmektedir. FLIPI (Follicular Lymphoma International Prognostic Index)’de göz önüne 

alınan yaş, evre, lenf nodu sayısı, hemoglobin düzyi, serum LDH düzeyi, kemik iliği 

tutulumu gibi klinik risk faktörlerinin yanı sıra son yıllarda tümör mikroçevresinin de 

prognostik önem taşıdığı anlaşılmaya başlanmıştır.  Literatürde, tümör mikroçevresi 

kompozisyonunun, sağ kalım üzerinde olumlu ya da olumsuz etkiye sahip olabileceği ve 

hatta tedavi yanıtında da belirleyici rol oynayabileceğine dair veriler göze çarpmaktadır. 

TGFβ/Smad sinyal yolağının, tümör gelişimini baskılayıcı ya da teşvik edici etkileri olduğu 

ve bunun da tümör mikroçevresindeki hücrelerin fonksiyonlarını düzenlemek suretiyle 

gerçekleştiğine dair veriler literatürde bulunmaktadır. Tümör mikroçevresinin FL 

prognozundaki etkisi ve TGFβ/Smad sinyal yolağının bu süreçteki potansiyel fonksiyonuna 

literatürdeki bilgilerin netlik kazanmasına yardımcı olabileceği düşünülerek yapılan bu tez 

çalışmasında, TGFβ/Smad yolağının düşük dereceli (Grade 1-2) folliküler lenfoma 

mikroçevresindeki düzenleyici etkisi ile klinik prognostik özellikler ve transformasyon 

olasılığındaki rolünün incelenmesi amaçlanmıştır. TGFβ/Smad yolağının, düşük dereceli 

(Grade 1-2) folliküler lenfomaların mikroçevresindeki düzenleyici etkisinin, klinik 

prognostik özelliklerle ilişkisi olduğu hipotezinden yola çıkılan bu tez çalışmasında, 

1. Folliküler lenfoma gibi çok farklı klinik seyirlere sahip lenfoproliferatif hastalıkta, 

Treg hücreler veya tümör ilişkili makrofajlardan zengin mikroçevrede TGF-β/Smad 

yolağının rolünün incelenmesi, 

2. Elde edilen sonuçlar ışığında hastaların klinik ve patolojik prognostik parametreleri 

ile TGFβ/Smad yolağı proteinlerindeki ifade değişiliklerinin ilişkilendirilmesi ve 

folliküler lenfomanın klinik davranışındaki rolünün araştırılması hedeflenmiştir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı arşivinde bulunan folliküler 

lenfoma tanısı almış vakaların içinden ilk aşamada 110 adet hasta belirlenmiştir.  Belirlenen 

hastaların arşivimizde formalinle fikse parafine gömülü (FFPE) blokları olanlar tespit 

edilerek vaka havuzu daraltılmıştır. 

Bu vaka havuzundan klinik verilerine ulaşılan 25 Grade 1-2 FL tanılı hasta örneği ve ayrıca 

kontrol grubunu oluşturmak üzere 5 reaktif folliküler hiperplazi hasta örneği 

değerlendirmeye alınmıştır.  Seçim aşamasında arşiv materyalinde tanı amaçlı daha önce 

yapılmış olan belirteçlerden özellikle BCL2, BCL6, dendritik hücre belirteçleri CD21-

CD23, T hücre belirteci CD3, makrofaj belirteci CD68 ve proliferasyon belirteci Kİ67 

değerlendirilmiş ve skorlanmıştır. Tüm örneklerde infiltrasyon alanında>%80 folliküler 

patternde tutulum bulunmaktadır. Hastaların uygun parafin blokları çalışma amaçlı 

belirlenmiştir.  

4.2. YÖNTEM 

TGFβ/Smad yolağının folliküler lenfoma mikroçevresindeki düzenleyici etkisi ile prognoz 

ve transformasyonda rol oynayabileceği hipotezi doğrultusundaki bu tez kapsamında; 

folliküler lenfoma örnekleri immünohistokimya yöntemi ile, Treg hücreler için FOXP3 ve 

tümör ilişkili makrofajlar (TİM) için CD163 monoklonal antikorları kullanılarak 

immunfenotipik olarak değerlendirilmiştir. Sonrasında bu iki ayrı grupta ve kontrol 

grubunda TGFβ/Smad yolağında yer alan transkripsiyon faktörlerinin ifade düzeyleri 

mRNA seviyesinde qRT-PCR yöntemi kullanılarak incelenmiştir. 

4.2.1. İMMÜNOHİSTOKİMYASAL ANALİZLER 

Folliküler lenfomaların prognozunu etkileyen mikroçevre elemanlarından Treg hücreleri 

(Treg) belirteci olarak FOXP3 ve tümör ilişkili makrofajların (TİM) belirteci olarak 

CD163’ün ifadeleri, immünohistokimyasal yöntemle analiz edilmiştir.  FOXP3 için, 

Epitomics (Rabbit Monoclonal) Anti-FOXP3 (Clone EP340), CD163 için Cell Marque 

CD163 (MRQ-26) (Mouse Monoclonal) antikorları kullanılmıştır. İmmünohistokimyasal 
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boyama işlemi, Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı İmmünopatoloji 

laboratuvarında bulunan Ventana Benchmark ULTRA otomatik immunboyama cihazıyla 

yapılmıştır. 

Bu aşamada aşağıdaki basamaklar uygulanmıştır; 

1. Seçilmiş olan parafine gömülü dokulardan mikrotom ile pozitif yüklü lamlara 

4µm’lik kesitler alınmıştır. 

2. Üzerinde kesitlerin bulunduğu lamlar, 56oC’ye ayarlanmış etüvde yaklaşık bir saat 

inkübe edilerek kesitlerin lama yapışması sağlanmıştır. 

3. Kullanılacak antikorlardan CD163 herhangi bir dilüsyon yapmaksızın kullanıma 

hazır şekilde uygulanmıştır.  FOXP3 antikoru 1/100 dilüsyon yapıldıktan sonra 

kullanılacak şekilde optimize edilmiştir. 

4. Ventana Benchmark ULTRA cihazında işlem tamamlandıktan sonra boyanmış olan 

lamlar alınarak, lamelle kapatma öncesi hazırlıkları tamamlanmıştır. Bu hazırlık 

sırasında, lamlar önce sabunlu su dolu bir şaleye 5-10 defa daldırıp çıkarma suretiyle 

yıkanmıştır. Sonrasında distile su dolu başka bir şalede durulanmıştır. %96-100 

saflıkta etanol ile dolu bir şalede birkaç dakika bekletildikten sonra 56oC’ye 

ayarlanmış etüvde 5 dakika inkübe edilerek kurutulmuşlardır. Kurutulan lamlar, 

lamelle kapatılmadan önce birkaç sefer ksilen dolu bir şaleye daldırılıp çıkartılmış 

ve sonrasında üzerlerine bir-iki damla balsam (mount) damlatıldıktan sonra lamelle 

kapatılmış ve oda sıcaklığında kurumaları sağlanmıştır. 

5. İncelenmeye hazır hale gelen lamlar, Prof. Dr. Işınsu Kuzu ve Şenay Boyacıgil KÖM 

tarafından değerlendirilmiştir. Bütün örnekler neoplastik folliküllerdeki 

mikroçevrenin değerlendirilmesinde boyanan hücrelerin yoğunluğuna göre FOXP3 

ve CD163 ifadesi açısından derecelendirilmiştir. Antijenlerin neoplastik folliküller 

içerisindeki hücrelerde ifade oranına göre semi kantitatif olarak 0-3 arasında 

skorlanmıştır. Buna göre skorlamada: Hiç pozitif hücre bulunmadığında veya hücre 

sayısı %5 in altında ise skor: 0, hücre oranı %6-%25 ise Skor 1, hücre oranı %26-

%50 ise Skor 2,>%51 ise Skor 3 olarak belirlenmiştir. Tüm vakalarda BCL2 ifadesi 

ile neoplastik reaktif follikül ayırımı yapılmıştır.  
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4.2.2. LAZER MİKRODİSEKSİYON (LMD) 

Lenfoma dokularında sadece neoplastik folliküllerdeki mikroçevreyi değerlendirmek ve 

bunun dışındaki hücrelerin etkisini dışlamak için lazer mikrodiseksiyon (LMD) yöntemi 

kullanılmıştır.  

4.2.2.1. LMD öncesi hazırlıklar 

Lazer mikrodiseksiyon işleminde, FFPE bloklardan yapılan kesitler 2 µm kalınlığındaki 

PEN membranslide üzerine alınmıştır. Çalışmanın bütün aşamalarında steril ortam ve 

malzemeler kullanılmıştır. Elde edilen kesitlerden LMD sonrası RNA izolasyonu 

yapılacağından, RNAazlardan uzak çalışma koşulları sağlanmıştır. Bunun için; 

1. Kullanılan mikrotom, mikrotom bıçakları ve su banyosu RNAase away (Thermo 

Scientific™, 7000TS1) ile temizlenmiştir. 

2. Kullanılan membranlar, membran lam kutularında RNAase away ile muamele 

edildikten sonra DEPC içeren su ile durulanmıştır. Ardından 121oC’de 20 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiş ve DEPC etkinliği inaktif edilmiştir. 

3. Su banyosu için kullanılacak sular, bir litre suya 1ml DEPC olacak şekilde ilave 

edildikten sonra gece boyu karıştırıcıda bırakılmış ve ertesi gün otoklavlandıktan 

sonra kullanılmıştır. 

4.2.2.2. FFPE dokulardan kesit alınması 

Aşağıdaki işlem basamakları izlenmiştir: 

1- Arşivden çıkarılan FFPE bloklardan kesit alınması aşamasında Shandon Finesse 325 

Manuel Mikrotom (Thermo, A77500016) cihazı kullanılmıştır. 

2- Arşivden çıkarılan parafin bloklar -20oC’de’de yaklaşık 30 dakika bekletildikten 

sonra steril edilmiş olan mikrotom cihazına yerleştirilmiştir. 

3- Dokunun büyüklüğüne göre her membrana 1 ya da 2 kesit olacak şekilde her bloktan 

10 μm kalınlığında 2 kesit alınarak 45oC sıcaklığındaki su banyosuna atıldıktan sonra 

dokunun katlanmaması ya da kıvrılmamasına özen gösterilerek membran üzerine 

alınmıştır. 
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4- Örnekler arasındaki kontaminasyondan kaçınmak için her blok için ayrı bir 

mikrotom bıçağı kullanılmıştır. 

5- Kesitler membran üzerine alındıktan sonra, 56oC’ye ayarlanmış etüvde yaklaşık bir 

saat bekletilerek kesitlerin lama yapışması sağlanmıştır. 

4.2.2.3. Deparafinizasyon 

Kesitlerin üzerinde bulunduğu membranlar, iki ayrı kaptaki ksilende 5’er dakika 

bekletildikten sonra, sırayla %100, %95 ve %70 saflıktaki etanollerde 5’er dakika 

bekletilerek deparafinize edilmiştir. Her örnek sonrasında ksilen ve alkoller değiştirilerek 

örnekler arası kontaminasyondan kaçınılmıştır. 

4.2.2.4. Kesitlerin Toluidin Blue ile Boyanması 

10,5 gr toz halindeki toluidin blue boyası 20 ml %96-100 etanolde çözdürülmüştür. 

Toluidin blue-etanol çözeltisinin üzerine 80 ml distile su eklendikten sonra iyice karıştırılmış 

ve boya hazırlığı tamamlanmıştır. 

Toluidin Blue Boyaması: 

1. Membranlar distile suda yıkanmıştır. 

2. Hazırlanmış olan toluidin blue boyası bulunan şalede membranlar 2-3 dakika 

bekletilerek boyanmaları sağlanmıştır. 

3. Boyama sonrasında membranlar distile su ile tekrar nazikçe yıkanmıştır. 

4. Membranlar dehidrasyon amacıyla %96-100 etanolden geçirilip, oda sıcaklığında 

kurutulmuştur. 

Bu aşamalarda kullanılan bütün solüsyonlarda ve kesit için kullanılan sıcak su banyosundaki 

sular DEPC ile en az 24 saat muamele edilmiş ve ardından otoklavlanmıştır. Ortam temizliği 

için Rnase away kullanılarak RNAaz’lardan uzak bir çalışma gerçekleştirilmeye 

çalışılmıştır.  
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Bu membranlar üzerindeki kesitlerde Toluidin Blue Boyası ile neoplastik folliküller görülür 

hale gelmiş ve lazer mikrodiseksiyon cihazında sadece neoplastik follikül yapıları kesilerek 

bunlar çalışma için toplanmıştır.  Şekil 4.2.’de LMD öncesi doku ve LMD sonrası doku 

kesiti görüntüleri bulunmaktadır.  

LMD öncesi ve sonrası örneklerin görselleri Şekil 4.1.’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.1. LMD öncesi ve sonrası doku görselleri. 

4.3. RNA İZOLASYONU 

Beş adet kontrol vakası olmak üzere toplamda 26 vaka için FFPE doku örneklerinden lazer 

mikrodiseksiyon ile seçilen alanlardan Qiagen Rneasy FFPE kit (Cat. No:73504) ile total 

RNA izolasyonu yapılmıştır. Elde edilen RNA’ların saflıkları ve konsantrasyonları 

spektrofotometre ile ölçülmüştür. Konsantrasyon ve saflık değerleri tez çalışmasında 

kullanılmaya yeterli olmayan örneklerde izolasyon tekrarlanmıştır. İzolasyon süreci 

sonunda, tez çalışmasında kullanılmak üzere hedeflenen RNA kütüphanesi hazırlanmış ve 

-80oC derin dondurucuda muhafaza edilmiştir. Aşağıdaki protokol takip edilmiştir; 

1. Lazer mikrodiseksiyon esnasında 0,2 ml’lik PCR tüpüne alınan örnek RNA 

izolasyon aşamasına kadar -80oC derin dondurucuda muhafaza edilmiştir. RNA 

izolasyonuna başlanacağı sırada her tüpe 75 μl, Buffer PKD transfer edilmiştir. 

Örnekler pipet ucuyla iyice ezerek karıştırılmıştır. 

2. Örneklere 10μl Proteinaz K (20mg/ml) eklenmiş ve hafifçe pipetaj yapılarak 

karıştırılırmıştır. 

3. Örnekler 56°C’de gece boyu inkübe edilmiştir. 
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4. Tüpler ters düz edilerek, 80°C’de 15 dakika inkübe edilmiştir. 

5. Tüpler buz üzerinde 3 dakika bekletildikten sonra 20000 x G (13,500 rpm)’de 15 

dakika santrifüj edilmiştir. 

6. Supernatant, pellete dokunmamaya dikkat edilerek yeni bir mikrosantrifüj tüpüne 

transfer edilmiştir.   

7. Örnek toplam hacminin onda birine denk gelecek hacimde (yaklaşık 16μl) DNase 

Booster Buffer ve 10μl DNase I stock solüsyonu eklenmiştir. Tüpü ters çevirmek 

suretiyle karışması sağlanmıştır. DNase I stock solüsyonu fiziksel olarak 

denatürasyona duyarlıdır olduğundan vorteks yapılmamalıdır. Kısaca santrifüj 

yaparak tüp kenarındaki sıvı artıklar aşağıya indirilmiştir. 

8. Örnekler oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. 

9. Bağlanma koşullarını sağlamak için tüplere 320μl Buffer RBC eklenmiştir. 

Bağlanmayı artırmak için lizat nazikçe pipetaj yapılarak iyice karıştırılmıştır. 

10. Örneklere 720μl etanol (%100) eklenmiş ve nazikçe pipetaj yapılarak iyice 

karıştırılırmıştır. Etanol eklendikten sonra çökeltiler gözlenebilir, bu durum 

prosedürü etkilemez. Oda sıcaklığında 2-3 dakika bekletildikten sonra santrifüj 

yapılmadan bir sonraki adıma geçilmiştir. 

11. Örneklerden çökeltileri de içeren 700μl alınarak RNeasy MinElute spin column’a 

transfer edilmiştir. Kapak nazikçe kapatıldıktan sonra 15 saniye ≥8000 x G (≥10,000 

rpm) santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası koleksiyon tüpü boşaltılmıştır ve aynı tüp 

12. basamakta da kullanılmıştır. 

12. Adım tüm örnek RNeasy MinElute spin column’dan geçene kadar tekrar edilmiştir. 

Koleksiyon tüpü 13.basamakta da kullanılmıştır. 

13. 500μl Buffer RPE, RNeasy MinElute spin column’a eklenmiştir. Spin kolon 

membranının yıkanması için kapak nazikçe kapatıldıktan sonra 15 saniye ≥8000 x G 

(≥10,000 rpm) santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası koleksiyon tüpü boşaltılmıştır ve 

aynı tüp 14. basamakta da kullanılmıştır. 

14. RNeasy MinElute spin column’a 500μl Buffer RPE eklenmiştir. Spin kolon 

membranının yıkanması için kapak nazikçe kapatıldıktan sonra 2 dakika ≥8000 x G 

(≥10,000 rpm) santrifüj edilmiştir. Koleksiyon tüpü içindekiyle birlikte atılmıştır. 
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15. RNeasy MinElute spin column yeni bir 2 ml’lik koleksiyon tüpüne yerleştirilmiştir. 

Spin kolonun kapağı açılmış ve 5 dakika maksimum hızda santrifüj edilmiştir. 

Koleksiyon tüpü içindekiyle birlikte atılmıştır.  

16. RNeasy MinElute spin column yeni bir 1.5 ml’lik koleksiyon tüpüne yerleştirilmiştir. 

14-30μl RNase-free su direkt olarak spin kolonun membranına eklenmiştir. Kapak 

nazikçe kapatıldıktan sonra 2 dakika bekletilmiş ve 1 dakika maksimum hızda 

santrifüj yapılarak RNA elüe edilmiştir. 

Elde edilen RNA örnekleri spektrofotometrik olarak değerlendirilmiştir. İmplen 

NanoPhotometer® P 300 sistemi ile RNA örneklerinin konsantrasyonları ölçülmüştür. Fenol 

ya da protein kontaminasyonu olup olmadığını gösteren A260/280 ve A260/230 oranları da 

tespit edilmiştir. 

4.4. CDNA SENTEZİ VE OPTİMİZASYON ÇALIŞMALARI 

Elde edilen RNA örneklerinden RT2 First Strand Kit (Qiagen, #330404) cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir. Bu protokolde iki aşamalı olarak cDNA sentezi gerçekleştirilmektedir. 

İlk aşamada olası genomik DNA eliminasyonu yapılırken, sonrasında reverse transkripsiyon 

aşaması yer almaktadır. Elde edilen RNA konsantrasyonlarına göre toplam 400 ng/rxn total 

RNA olacak şekilde cDNA sentez aşamasına girilmiştir. 

Genomik DNA eliminasyonu için Çizelge 4.1’e göre hazırlık yapıldıktan sonra örnekler 

42oC’de 5 dakika inkübasyona bırakılmıştır. 5 dakika inkübasyonun ardından en az 1 dakika 

süreyle buzda bekletilmişlerdir. Akabinde Çizelge 4.2’e göre reverse-transkripsiyon karışımı 

hazırlanarak, buzda bekleyen tüplere dağıtılmıştır. 

Çizelge 4.2.’de belirtildiği gibi reverse-transkripsiyon karışımı hazırlanarak, buzda bekleyen 

tüplere dağıtılmıştır. cDNA sentez kitinin güncel ve eski protokollerinde bileşenler 

değişmemesine rağmen farklı inkübasyon protokolleri olduğu gözlenmiştir. Bu sebeple 

optimizasyon denemelerinde kullanmak için izole edilen ilave bir adet RNA numunesi 

kullanılarak ideal sürenin hangisi olduğuna karar vermek amacıyla deneme reaksiyonu 

kurulmuştur. Her iki reaksiyon da aynı RNA örneğinden, birebir aynı içerikler hazırlanarak 

kurulmuştur. Reaksiyon koşullarından güncel olanında (2017-2018 kataloğu) 42oC’de 15 
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dakika, 95oC’de 5 dakika ve 4oC’de bekleme önerilir iken; eski katalogda (2014-2017 arası) 

37oC’de 1 saat, 95oC’de 5 dakika ve 4oC’de bekleme önerilmektedir. 

Çizelge 4.1. cDNA sentezi genomik DNA eliminasyon aşaması protokolü. 

Komponent Miktar 

RNA 400 ng/rxn 

Buffer GE 2 µl 

RNase- free su Değişken 

Toplam hacim 10µl 

 

Çizelge 4.2. cDNA sentezi reverse-trasnkripsiyon aşaması protokolü. 

 

 

 

 

4.5. PRİMERLERİN ÇALIŞMA ŞARTLARININ BELİRLENMESİ 

TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA (ZFYVE9) ve P15 (CDKN2B) 

genlerinin primer optimizasyonları için 1/3 cDNA dilüsyonu kullanılarak 57, 58, 60 ve 62oC 

bağlanma sıcaklıklarında gradient PCR kurulmuştur. Kullanılan primerler Qiagen tarafından 

Sybr Green ile ifade analizi için özel olarak tasarlanmış, spesifitesi ve amplifikasyon verimi 

açısından başarısı onaylanmış primerlerdir.  Kullanılan primerlerin bilgileri aşağıdaki 

Çizelge 4.3’de belirtilmiştir. 

 

 

 

 

Komponent Hacim (1 reaksiyon için) 

5x Buffer BC3 4 µl 

Control P2 1 µl 

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 µl 

RNase-free su 3 µl 

Toplam Hacim 10 µl 
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Çizelge 4.3. Tez çalışmasında kullanılan primer setleri, Qiagen. 

Gen Adı Kitin Adı Katalog Numarası 

TGFβR1 RT² qPCR Primer Assay for Human TGFβR1 PPH00237C 

SMAD2 RT² qPCR Primer Assay for Human SMAD2 PPH01949F 

SMAD3 RT² qPCR Primer Assay for Human SMAD3 PPH01921C 

SMAD4 RT² qPCR Primer Assay for Human SMAD4 PPH00134C 

SMAD6 RT² qPCR Primer Assay for Human SMAD6 PPH01910F 

SMAD7 RT² qPCR Primer Assay for Human SMAD7 PPH01905C 

SARA (ZFYVE9) RT² qPCR Primer Assay for Human ZFYVE9 (SARA) PPH13228A 

CDKN2B (P15) RT² qPCR Primer Assay for Human CDKN2B (P15) PPH00206C 

Actin (ACTB) RT² qPCR Primer Assay for Human ACTB PPH00073G 

 

Termal döngü programı Çizelge 4.4’de belirtildiği gibidir. Elde edilen PCR ürünleri %2’lik 

agaroz jelde yürütülmüştür. 

Çizelge 4.4. Primer bağlanma ısılarının optimizasyonunda uygulanan gradient PCR 

protokolü. 

Sıcaklık Süre Döngü 

950 C 5 dakika  

950 C 30 saniye  

40 57-620 C 30 saniye 

720 C 45 saniye 

720 C 5 dakika  

120 C ∞  

 

 

 

 

 

https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPH00237C
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4.5.1. GENLERİN İFADE DÜZEYLERİNİN BELİRLENMESİ ÖNCESİ 

PRİMERLERİN QRT-PCR OPTİMİZASYONLARI 

QRT-PCR’da ilgili genlerin ifade düzeyini belirlemek için öncelikle hangi cDNA 

konsantrasyonunun çalışmaya uygun olduğunu tespit etmek gerekmektedir. Bunun için hasta 

ve kontrol cDNA’larının 1:2, 1:4, 1:5 ve 1:10 seri dilüsyonları kullanılarak Çizelge 4.5’teki 

reaksiyon karışımı hazırlanmıştır. Reaksiyon koşulları Çizelge 4.6’da belirtildiği gibidir.  

Çizelge 4.5. RT-PCR karışımı.  

Komponent Hacim 

RT2 SYBR Green Mastermix 5 µl 

cDNA 1 µl 

RT2  QPCR Primer Assay (10µM stock) 0,4 µl 

RNase-free water 4,2 µl 

Toplam Hacim 10 ul 

 

Çizelge 4.6.Rotor-Gene Cihaz protokolü. 

Döngü Süre Sıcaklık 
1 10 dakika 95 0 C 
40 15 saniye 95 0 C 

30 saniye 60 0 C 
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4.6. QRT-PCR ANALİZLERİ 

Gradient PCR denemeleri sonucunda bütün primer çiftlerinin ortak çalışma sıcaklığının 

60oC olduğu tespit edilmiş ve qRT-PCR deneylerinin tamamında bütün primerler için bu 

bağlanma ısısı kullanılmıştır. Totalde 400ng cDNA içeren örneklerin dilüsyonları için 

yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda 1/3 dilüsyonun bütün pimerler için ideal 

dilüsyon oranı belirlenmiş ve qRT-PCR deneyleri bu dilüsyon oranıyla gerçekleştirilmiştir  

Çalışmanın başında kullanılması planlanan “relative standard curve” metodu denenmiştir, 

ancak bu yöntemle analiz etmeye uygun veriler elde edilemediğinden “relative 

quantification” metoduyla (248) analizler gerçekleştirilmiştir. 

 

“Relative standard curve” metodunun “relative quantification” metodundan farkı her primer 

için amplifikasyon verimliliğinin ölçülmesidir. “Relative quantification” metodunda bu 

değer, polimeraz zincir reaksiyonunun her döngüsünde kalıp cDNA’nın iki katına çıkacağı 

teorik bilgisinden “2” olarak kabul edilmektedir. Ancak teoride böyle olmasına rağmen, 

pratikte primerler her zaman ideal şekilde amplifikasyon gerçekleştiremeyebilir. Bu nedenle 

daha güvenilir sonuç elde etmek için her primer çifti için yapılan PCR’da örneklerle birlikte, 

standard olarak bir cDNA örneği stok, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 olacak şekilde seri 

dilüsyon yapılmış olarak reaksiyona sokulmuştur. Ancak elde edilen ct (cycle threshold) 

değerleri “Relative standard curve” metodunun uygulanmasına izin vermemiştir. Bunun 

nedeni, stok olarak reaksiyona sokulan cDNA konsantrasyonu halihazırda düşük 

olduğundan ileri dilüsyon aşamalarında reaksiyon karışımında amplifikasyon elde edilecek 

kadar kalıp cDNA bulunmuyor olmasıdır. Bu nedenle her primer çifti için amplifikasyon 

verimliliği “2” olarak kabul edilerek “Relative quantification” metoduyla analizler 

gerçekleştirilmiştir. 
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qRT-PCR deneyleri Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez Laboratuvarı 

bünyesinde bulunan Roche LightCycler 480 cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmalar 384-well plate’lerde yapılmıştır. Her PCR plate’inde iki gen için bütün örnekler 

aynı anda üç teknik tekerrür olacak şekilde tasarlanmış ve uygulanmıştır. Reaksiyon karışımı 

Çizelge 4.7’ye göre hazırlanmış olup, Çizelge 4.8’deki cihaz protokolü uygulanmıştır. 

Çizelge 4.7. RT-PCR karışımı. 

Komponent Hacim 

RT2 SYBR Green Mastermix 6 µl 

cDNA 2 µl 

RT2 QPCR Primer Assay (10µM stock) 0,4 µl 

RNase-free water 3,6 µl 

Toplam Hacim 12 µl 

Çizelge 4.8. LightCycler 480 Cihaz Programı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Döngü Süre Sıcaklık 

1 10 dakika 950 C 

 

40 

15 saniye 950 C 

1 dakika 600 C 

30 saniye 720 C 

Melting curve 

30 saniye 950 C 

30 saniye 600 C 

30 saniye 950 C 

Soğuma 10 saniye  400 C 
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4.7. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

Çalışmada elde edilen bütün verilerin istatistiksel analizleri, Ankara Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Biyoistatistik Anabilim Dalı Doç.Dr. Beyza Doğanay Erdoğan ve araştırma 

görevlisi Zeynep Yavuz yardımı ile SPSS programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Analizlerde Mann Whitney U, Kruskal-Wallis, Fisher’s Exact, Spearman korelasyon 

katsayısı metotları kullanılarak parametreler birbirleriyle karşılaştırılmıştır. Tez çalışması 

kapsamında değerlendirilen nicel veriler, ortanca (minimum-maksimum) değerleri ile 

kategorik veriler ise frekans ve yüzdeler ile özetlenmiştir. Cinsiyet oranları bakımından FL 

ile kontrol grubu Fisher’s Exact testi kullanılarak karşılaştırılmıştır. Gen ifadeleri 

bakımından, FL ile kontrol grubu ve FL grubunun içindeki alt grupların birbirleri ile 

karşılaştırılmasında uygun olarak Mann Whitney U testi ya da Kruskal Wallis testi 

kullanılmıştır. Tip-I hatayı kontrol etmek üzere belirlenen p değerleri üzerinde Benjamini-

Hochberg düzeltmesi uygulanmıştır. p<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. DEMOGRAFİK BULGULAR 

Çalışmaya dahil edilen 21 hastanın median yaşı 64 (Min: 33, Max: 79) bulunuştur.  Cinsiyet 

dağılımına bakıldığında, hastaların %47,6’sı kadın (n=10), %52,4’ünü (n=11) erkekdir. 

Kontrol grubunun yaş ortalaması 35 (Min: 18, Max: 64) dir. Kontrol grubunda cinsiyet 

dağılımı 2 (%40) kadın, 3 (%60) erkek şeklindedir (Çizelge 5.1.).  

5.1.1. FOLLİKÜLER LENFOMA GRADE DAĞILIMI 

Düşük dereceli olarak gruplanan grade I-II FL hastaları tüm grubun %73,1’ini (n=19) 

oluşturmaktadır. Hastaların 2’si grade III FL tanılıdır (%7,7 (n=2)) (Çizelge 5.1.).   

5.2. İMMÜNOHİSTOKİMYASAL BULGULAR 

İmmünohistokimya testleri sonunda (Çizelge 5.1.) FOXP3 ve CD163 antikorları ile boyanan 

folliküler lenfoma olgularının ışık mikroskobik değerlendirilmesi ve skorlanmasında, 

FOXP3 pozitif Treg Skor 1 grubundaki hastalar tüm hastaların %38,1’ini (n=8), skor 2 

grubundaki hastalar tüm hastaların %52,4’ünü (n=11) ve skor 3 grubundaki hastalar tüm 

hastaların %9,5’ini (n=2) oluşturmaktadır. CD163 ifade eden TİM’lerin değerlendirme 

sonuçları Skor 0 grubundaki hastalar tüm hastaların %66,7’sini (n=14), skor 1 grubundaki 

hastalar tüm hastaların %19’unu (n=4) ve skor 2 grubundaki hastalar tüm hastaların 

%14,3’ünü (n=3) oluşturmaktadır (Şekil 5.1-3.).  
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Çizelge 5.1. Demografik, klinik ve immunohistokimyasal bulgular. 

  Yaş Cinsiyet Grade FOXP3 CD163 Hemoglobin Serum LDH Evre Lenf nodu sayısı Kİ Tutulumu FLIPI-1 Skor Kİ67 BCL2 

Hasta 1 47 Erkek 1 2 1 16,6 225 1 <4 Yok 1 1 1 

Hasta 2 55 Erkek 1 1 0 14,4 241 4 ≥4 Yok 3 1 1 

Hasta 3 66 Erkek 2 2 0 15,7 219 4B ≥4 Var 4 0 1 

Hasta 4 56 Kadın 2 2 0 11,5 162 4 ≥4 Var 3 0 1 

Hasta 5 37 Erkek 2 1 0 15,5 154 4 ≥4 Var 3 1 0  

Hasta 6 74 Kadın 2 2 0 12,9 146 4 ≥4 Var 3 2 1 

Hasta 7 64 Kadın 2 1 1 12,8 380 4 ≥4 Var 4 1 1 

Hasta 8 59 Kadın 2 1 2 13,3 132 4 ≥4 Yok 2 0 2 

Hasta 9 73 Erkek 2 1 0 11,5 166 4 ≥4 Var 4 2 1 

Hasta 10 60 Kadın 2 1 0 14,0 0 4 ≥4 Var 3 0 2 

Hasta 11 66 Kadın 2 1 0 12,7 170 4 ≥4 Var 3 2 1 

Hasta 12 73 Kadın 2 2 0 14,6 230 3 ≥4 Yok 4 2 1 

Hasta 13 79 Erkek 2 2 0 12,4 256 3 ≥4 Yok 4 1 0 

Hasta 14 43 Kadın 2 2 0 12,5 150 3A ≥4 Yok 2 2 2 

Hasta 15 33 Erkek 2 2 0 17,0 158 1 ≥4 Yok 2 2 1 

Hasta 16 51 Kadın 2 2 1 11,0 189 1 ≥4 Var 3 1 1 

Hasta 17 69 Erkek 2 2 0 16,5 210 4 ≥4 Var 3 3 1 

Hasta 18 75 Kadın 2 2 1 10,2 218 4 ≥4 Var 5 1 2 

Hasta 19 67 Erkek 2 1 2 15,9 146 3 ≥4 Yok 3 3 1 

Hasta 20 70 Erkek 3B 3 2 8,9 387 4 ≥4 Var 5 3 2 

Hasta 21 61 Erkek 3A 3 0 11,3 369 3 ≥4 Yok 4 3 1 
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Şekil 5.1. FL grade II vakalarda skor 1 FOXP3, skor 0 CD163 ve BCL2 mikroskop 

görüntüleri. 

 

Şekil 5.2. FL grade II vakalarda skor 2 FOXP3, skor 0 CD163 ve BCL2 mikroskop 

görüntüleri. 
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Şekil 5.3. FL grade III vakalarda skor 3 FOXP3, Skor 2 CD163, BCL2 mikroskop 

görüntüleri. 
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5.3. KLİNİK BULGULAR 

Hastaların tanı sırasındaki evreleri değerlendirildiğinde, %9,5’i evre I (n=2), %23,8’i evre 

III (n=5), %61,9’u evre IV (n=13) olduğu saptanmıştır. Lenf nodu sayıları 

değerlendirildiğinde, 4’ten az sayıda lenf nodu tutulumu olan 1 hasta (%4,8) mevcutken, 

diğer hastaların (%95,2, n=20) 4 ve üzeri sayıda lenf nodu tutulumu gösterdiği 

saptanmaktadır. Kemik iliği tutulumu 12 hastada (%57,1) saptanmış, 9 hastada (%42,9) 

kemik iliği tutulumu bulunmadığı görülmüştür.    

Hemoglobin değerleri 6 hastada normalin (12g/dL) altında gözlenirken, 15 hastada normal 

bulunmaktadır. Serum LDH değeri de 6 hastada normal seviyeden (200U/I) yüksek, 15 

hastada normal sınırlarda gözlenmiştir.  

Bu tez çalışmasına dahil olan FL vakalarının FLIPI skorları değerlendirildiğinde, 2 vakada 

düşük risk (0-1) saptanırken, 2 vakada orta risk (2), 17 vakanın ise yüksek risk grubunda  

(3-5) olduğu saptanmıştır. 

Bu tez çalışmasında 2 vaka haricinde, bütün vakaların %90,5' inde BCL2 pozitifliği 

gözlenmiştir (Şekil 5.1-3.). BCL6 ifadesi ise bütün vakalarda bulunmaktadır. Hastaların 

proliferasyon belirteci Kİ67 durumlarına bakıldığında, 4 hastada (%19) proliferasyon 

oranının çok düşük (Skor 0), 7 hastada (%33,3) düşük (Skor 1), 6 hastada (%28,6) orta (Skor 

2) ve 4 hastada (%19) (Skor 3) yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 5.1). 
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5.4. LMD VE RNA İZOLASYON SONUÇLARI 

Lazer mikrodiseksiyon ile seçilen alanlardan yapılan RNA izolasyonları sonucunda (Çizelge 

5.2), örneklerin saflıkları ve konsantrasyonları çalışmaya devam etmek için yeterli 

bulunmuştur. 

Çizelge 5.2. LMD ile seçilen toplam alan, RNA konsantrasyon ve saflık bilgileri 

 Örnek Toplam Alan LCM (μm2) RNA Kons. (ng/µl) A260/280 A260/230 

1 37392965 146 1.789 1.920 

2 36149478 90 1.860 1.895 

3 39017915 182 1.750 2.010 

4 30495055 138 1.900 1.978 

5 30888333 96 1.910 2.050 

6 32674439 128 1.870 1.978 

7 38447743 104 1.725 2.250 

8 34314899 96 1.865 2.198 

9 32543129 80 1.917 1.987 

10 34179027 58 1.840 1.897 

11 31649032 64 1.950 2.105 

12 42165404 152 1.780 2.000 

13 63835897 218 1.818 1.990 

14 27806090 94 1.880 1.869 

15 32196875 90 1.952 2.040 

16 33276235 60 1.925 2.130 

17 30963860 58 1.872 1.976 

18 23594857 72 1.787 2.210 

19 15543442 60 1.770 2.060 

20 26482375 72 1.830 2.110 

21 25291584 90 1.990 1.985 

22 22675216 74 1.864 2.000 

23 33141633 74 1.910 1.910 

24 30450079 160 1.779 1.958 

25 19466117 66 1.834 1.997 

26 19731977 64 1.951 2.017 

27 24141440 88 1.789 2.037 

28 19814000 140 1.823 2.123 

29 40138557 214 1.900 1.989 

30 18425578 54 1.877 2.012 
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5.5. CDNA SENTEZİ VE OPTİMİZASYON SONUÇLARI 

Sonuçları değerlendirmek amacıyla aynı RNA örneğinden iki farklı protokolde elde edilen 

cDNA örneklerinden, Beta-Actin house-keeping geni için 60oC bağlanma sıcaklığında 1:3, 

1:4, 1:5 ve 1:10 seri dilüsyonlar kullanılarak PCR kurulmuştur. Reaksiyon sonrası elde 

edilen PCR ürünleri %2’lik agaroz jelde yürütülmüştür. Elde edilen sonuca göre 37oC’de 1 

saat, 95oC’de 5 dakika inkübasyon şeklindeki protokolün daha başarılı olduğu gözlenmiştir 

(Jel görseli sunulmamıştır). 

5.6. PCR OPTİMİZASYON SONUÇLARI 

Hasta (n=21) ve kontrol grubundan (n=5) elde edilen cDNA örneklerinden 1:3 dilüsyon ile 

60oC bağlanma sıcaklığı kullanılarak β-actin PCR reaksiyonu kurulmuştur. Yapılan PCR 

reaksiyonu sonucu elde edilen amplikonlar agaroz jelde yürütülmüştür (Şekil 5.4. ve 5.5.). 

Agaroz jel analizi sonucunda 1:3 dilüsyonun çalışmada kullanılmaya yeterli olduğu 

anlaşılmıştır. 

 

Şekil 5.4. cDNA örnekleri için yapılan Actin PCR ürünleri agaroz jel görüntüsü 1 
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Şekil 5.5. cDNA örnekleri için yapılan Actin PCR ürünleri agaroz jel görüntüsü 2 

 

Çalışmaya konu olan genlere ait primerler için gradient PCR denemeleri yapılmıştır. PCR 

analizleri sonucunda tüm primer setlerinin 60oC bağlanma sıcaklığında çalışabildiği 

anlaşılmıştır (jel görseli sunulmamıştır). Bağlanma sıcaklığı doğrulanan primerlerin 

görselini oluşturmak amacıyla 1 adet kontrol (1), 1 adet hasta (2) cDNA’sı kalıp olarak 

kullanılmış olup, Qiagen Qiaxcel kapiller jel elektroforezi sisteminde yürütülmüştür (Şekil 

5.6 ve 5.7). 

 

Şekil 5.6. CDKN2B, SMAD7, ZFYVE9, SMAD6 optimizasyon dijital jel görüntüsü 

(QIAxcel) 

 

 

Şekil 5.7. SMAD2, TGFβR1, SMAD3, SMAD4 optimizasyon dijital jel görüntüsü 

(QIAxcel) 
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5.7. QRT-PCR OPTİMİZASYON SONUÇLARI 

Konvensiyonel PCR reaksiyonu sonrasında tüm örnekler çalışma dilüsyonlarının 

belirlenebilmesi için RT-PCR reaksiyonuna tabi tutulmuştur. 1:2, 1:4, 1:5 ve 1:10 seri 

dilüsyonlar denenmiş olup, optimizasyonun tamamlanması için gerekli ön bilgilere sahip 

olunmuştur. cDNA miktarının en az 13ng/rxn olması gerektiği anlaşılmıştır. 

Tüm primerlerin nonspesifik bant vermediğinden ve tek ürün oluşturduğundan emin olmak 

için PCR ürünlerine Melting Curve analizi yapılmıştır. Şekil 5.8’de melting curve analizi 

görselleri sunulmuştur. Alınan sonuca göre primer setleri hiçbir numunede nonspesifik bant 

oluşturmamış olup, elde edilen sıcaklık verileri, ürün kataloglarındaki değerler ile uyumlu 

bulunmuştur. Primer setleri eldeki vaka grubuna ait cDNA örneklerinde kullanılmaya 

uygundur. 

 

Şekil 5.8. Melting curve eğrileri. a: Beta Actin geni, b: CDKN2B geni, c: SMAD2 geni, d: 

SMAD3 geni, e: SMAD4 geni , f: SMAD7 geni, g: TGFβR1 geni . 
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5.8. QRT-PCR SONUÇLARI 

Kontrol ve FL grubunda TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, 

CDKN2B genlerinin ifade düzeyleri (fold change) Mann Whitney U testi ile 

karşılaştırıldığında FL grubunda kontrol grubuna göre anlamlı bir fark gözlenmemiştir.  

Tüm grupta FOXP3 dereceleri ve gen ifade düzeyleri Kruskal-Wallis testi ile 

karşılaştırılmıştır. Ancak istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç elde edilememiştir. Bu sonuç 

sadece FL grubunda FOXP3 dereceleri ve gen ifade düzeyleri karşılaştırıldığında da 

değişmemiştir.  

Tüm grupta CD163 dereceleri ile gen ifade düzeyleri Kruskal-Wallis testi ile 

karşılaştırılmıştır. Ancak istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç elde edilememiştir. Bu sonuç 

sadece FL grubunda CD163 dereceleri ve gen ifade düzeyleri karşılaştırıldığında da anlamlı 

bir ilişki elde edilememiştir. 

Spearman korelasyon katsayısı kullanılarak tüm grupta gen ifade düzeylerinin birbirleri ile 

korelasyonları araştırılmıştır. Bu teste göre, TGFβR1’in Smad2, Smad3, Smad4, SARA, 

CDKN2B ile arasında güçlü bir korelasyon olduğu gözlenmiştir (p≤ 0,05). Smad2’nin ise 

Smad3, Smad4, CDKN2B ile arasında güçlü bir korelasyon olduğu gözlenmiştir. Smad3’ün 

TGFβR1, Smad2, Smad4, Smad7, SARA, CDKN2B ile arasında güçlü bir korelasyon 

olduğu gözlenmiştir (p≤ 0,05). Smad4’ün TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad7, SARA, 

CDKN2B ile arasında güçlü bir korelasyon olduğu gözlenmiştir (p≤ 0,05). Smad6’nın diğer 

genlerin hiçbiri ile korelasyon göstermediği gözlenmiştir. Smad7’nin Smad3, Smad4 ve 

SARA ile arasında güçlü bir korelasyon olduğu gözlenmiştir (p≤ 0,05). SARA’nın Smad3, 

Smad4 ve Smad7 ile arasında güçlü bir korelasyon olduğu gözlenmiştir (p≤ 0,05). 

CDKN2B’nin TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4 ile arasında güçlü bir korelasyon olduğu 

gözlenmiştir (p≤ 0,05). 

QRT-PCR deneyleri sonucunda elde edilen ct değerleri Çizelge 5.3’ te gösterilmiştir. 
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Çizelge 5.3. Örneklere ait ortalama CT değerlerini gösterir tablo (* Örnek 5 ve 14 Grade III 

vakalardır).  

ÖRNEK ACTİN TGFβR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD6 SMAD7 SARA CDKN2B 

1 20,54 26,42 25,75 26,57 26,74 33,62 28,80 30,84 27,83 

2 22,27 28,01 26,59 27,87 28,75 36,69 31,75 33,01 29,73 

3 21,16 25,49 24,75 27,17 26,23 34,16 29,32 30,45 28,28 

4 21,76 26,01 25,43 26,69 26,70 34,38 30,27 31,19 27,67 

5 23,38 26,43 26,21 28,68 27,91 35,78 32,69 34,51 28,08 

6 20,51 26,12 24,69 25,58 25,69 32,38 28,00 29,55 27,40 

7 23,99 27,46 27,19 29,17 29,07 36,98 32,63 31,94 28,74 

8 21,91 26,27 25,26 26,69 26,52 35,49 30,00 30,87 27,22 

9 21,22 26,53 25,95 26,74 27,26 35,25 30,24 31,54 27,22 

10 21,86 26,58 26,16 27,00 27,34 35,25 30,15 31,35 28,16 

11 22,78 26,64 25,81 27,37 27,16 36,04 31,09 31,80 28,61 

12 23,53 28,16 26,62 28,52 28,17 37,09 31,29 32,60 30,07 

13 21,89 27,30 25,30 28,34 26,64 35,68 30,46 31,79 27,07 

14 21,63 27,78 25,91 27,65 27,13 35,38 30,26 31,64 28,13 

15 21,40 27,11 26,12 27,69 27,44 34,31 30,23 30,45 28,08 

16 23,08 27,68 27,01 27,21 28,38 35,76 31,02 32,41 28,27 

17 23,61 27,92 26,86 27,78 27,79 35,87 31,52 32,90 29,40 

18 22,39 27,69 26,59 28,45 27,77 34,70 31,10 32,57 28,26 

19 20,75 27,73 25,30 27,34 26,86 35,54 30,24 31,25 28,45 

20 21,75 26,11 25,69 26,93 26,99 37,57 30,76 30,84 28,21 

21 22,21 27,06 25,63 27,85 26,96 36,23 30,91 31,43 27,98 

KONTROL 20,63 27,02 25,77 27,51 27,05 35,71 30,56 31,28 28,94 

KONTROL 21,88 27,08 26,21 27,62 27,49 35,22 30,73 30,89 28,12 

KONTROL 23,97 27,90 27,68 28,51 28,81 36,46 32,67 31,70 29,60 

KONTROL 20,69 26,52 25,76 26,89 26,92 34,85 29,84 30,50 28,77 

KONTROL 21,87 26,74 26,04 27,63 27,66 35,72 31,05 31,46 28,04 

 



72 

 

 

Şekil 5.9. TGFβR1 gen ifade değişimini gösterir grafik. 

Bu tez çalışmasında 21 vakadan 14’ünde TGFβR1 gen ifadesinde artış tespit edilirken, 7 

vakada TGFβR1 geninde ifadesinde düşüş gözlenmiştir (Şekil 5.9.). 20 ve 21 numaralı FL 

vakaları grade III vakalardır.  

 

Şekil 5.10. SMAD2 gen ifade değişimini gösterir grafik. 

Smad2 geni ifadesi 21 vakanın 17’sinde artış gösterirken, geriye kalan 4 vakada Smad2 gen 

ifadesinde düşüş saptanmıştır (Şekil 5.10.). 20 ve 21 numaralı FL vakaları grade III 

vakalardır.  
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Şekil 5.11. SMAD3 gen ifade değişimini gösterir grafik. 

Smad3 geni ifadesi 21 vakanın 15’inde artış gösterirken, geriye kalan 6 vakada Smad3 geni 

ifadesinde düşüş saptanmıştır (Şekil 5.11.). 20 ve 21 numaralı FL vakaları grade III 

vakalardır.  

 

Şekil 5.12. SMAD4 gen ifade değişimini gösterir grafik. 

Smad4 geni ifadesi 21 vakanın 16’sında artış gösterirken, geriye kalan 5 vakada Smad4 geni 

ifadesinde düşüş saptanmıştır (Şekil 5.12.). 20 ve 21 numaralı FL vakaları grade III 

vakalardır.  
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Şekil 5.13. SMAD7 gen ifade değişimini gösterir grafik. 

Smad7 geni ifadesi 21 vakanın 18’inde artış gösterirken, geriye kalan 3 vakada Smad7 geni 

ifadesinde düşüş saptanmıştır (Şekil 5.13.). 20 ve 21 numaralı FL vakaları grade III 

vakalardır.  

 

Şekil 5.14. SARA gen ifade değişimini gösterir grafik. 

SARA geni ifadesi 21 vakanın 12’sinde anlamlı artış gösterirken, geriye kalan 9 vakada 

SARA geni ifadesi için düşüş saptanmıştır (Şekil 5.14.). 20 ve 21 numaralı FL vakaları grade 

III vakalardır.  
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Şekil 5.15. CDKN2B gen ifade değişimini gösterir grafik. 

CDKN2B gen ifadesi 21 vakanın 17’sinde artış gösterirken, 3 vakada CDKN2B gen 

ifadesinde düşüş saptanmıştır, 21 vakada ise ifade değişikliği saptanmamıştır (Şekil 5.15.). 

20 ve 21 numaralı FL vakaları grade III vakalardır.  

RT-PCR işlemi tamamlandıktan sonra, her gen bölgesi için rastgele örneklerden PCR 

ürünleri %2’lik agaroz jelde yürütülerek amplifikasyonların non-spesifik bantlar olmaksızın 

gerçekleştiği doğrulanmıştır (Şekil 5.16.- 20.). 

 

Şekil 5.16. Smad3 ve Smad4 reaksiyonlarına ait jel görüntüsü. DNA Ladder: Thermo 

Scientific SM0323 
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Şekil 5.17. TGFβR1 ve CDKN2B reaksiyonlarına ait jel görüntüsü. DNA Ladder: Thermo 

Scientific SM0323 

 

Şekil 5.18. Smad7 ve Sara reaksiyonlarına ait jel görüntüsü. DNA Ladder: Thermo Scientific 

SM0323 

 

Şekil 5.19. Smad6 reaksiyonlarına ait jel görüntüsü. DNA Ladder: Thermo Scientific 

SM0323 
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Şekil 5.20. Smad2 reaksiyonlarına ait jel görüntüsü. DNA Ladder: Thermo Scientific 

SM0323 

 

5.9. İSTATİSTİK DEĞERLENDİRME SONUÇLARI 

İstatistik analizlerde Mann Whitney U, Kruskal-Wallis, Fisher’s Exact, Spearman 

korelasyon katsayısı metotları kullanılarak parametreler birbirleriyle karşılaştırılmıştır. 

Bu analizlerden elde edilen sonuçlara göre; TGFβ/Smad yolağında yer alan TGFβR1, 

Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA ve CDKN2B gen ifadelerinin FL 

hastalarındaki değişimleri kontrol grubuyla kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark gözlenmemiştir (Çizelge 5.4, (p≥0,05)). 

Çizelge 5.4. FL hastalarının TGFβ/Smad yolağında yer alan gen ifade değişimlerinin kontrol 

grubu ile istatistiksel karşılaştırılması (Non parametrik Mann whitney U testi). 

 TGFβR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD6 SMAD7  SARA CDKN2B 

P Değeri 0,555 0,242 0,492 0,242 0,555 0,184 0,753 0,492 

FOXP3 ve CD163 immunhistokimyasal ifade skorlarına göre TGFβ/Smad yolağındaki 

TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri 

arasında anlamlı bir korelasyon saptanmamıştır (Çizelge 5.5) (p≥0,05). Ayrıca Kİ67 

proliferasyon indeksi ile TGFβ/Smad yolağındaki TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, 

Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasında anlamlı bir korelasyon 

saptanmamıştır (Çizelge 5.5) (p≥0,05). 
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Çizelge 5.5. İmmunhistokimyasal mikroçevre ilişkili belirteçler ve proliferasyon indeksi ile 

TGFβ/Smad yolağındaki genlerin ifadelerinin istatistiksel karşılaştırılması (Non parametrik 

Mann whitney U testi). 

P değeri   TGFβR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD6 SMAD7  SARA CDKN2B 

FOXP3 0,952 0,952 0,952 0,952 1 1 0,952 1 

CD163 0,913 0,913 0,913 0,913 0,913 0,913 0,913 0,913 

Ki67 0,857 0,717 0,825 0,822 0,892 0,717 0,717 0,784 

 

Klinik prognostik belirteç olan FLIPI skorları ile TGFβ/Smad yolağındaki TGFβR1, Smad2, 

Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasında anlamlı bir 

korelasyon saptanmamıştır (Çizelge 5.5) (p≥0,05). Hastalarda tanı sırasındaki evreleriyle 

ilgili bilgi veren kemik iliği tutulumu ile TGFβ/Smad yolağındaki TGFβR1, Smad2, Smad3, 

Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasında anlamlı bir 

korelasyon saptanmamıştır (Çizelge 5.6) (p≥0,05). 

 

Çizelge 5.6. FLIPI skorları, kemik iliği tutulumu ile TGFβ/Smad yolağındaki genlerin 

ifadelerinin istatistiksel karşılaştırılması (Non parametrik Mann whitney U testi). 

P değeri   TGFβR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD6 SMAD7  SARA CDKN2B 

FLIPI Skor 0,292 0,248 0,248 0,248 0,547 0,406 0,406 1 

Kemik İliği Tutulumu 0,936 0,936 0,936 0,936 0,972 0,936 0,936 0,972 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

Folliküler lenfoma, germinal merkez B hücrelerinden kaynaklanan, hastalık seyri açısından 

çok fazla çeşitlilik gösteren batıda en sık rastlanan lenfoma tipidir. Folliküler lenfomanın 

klinik seyrinde etken olduğu bilinen yaş, evre, tümör yükü, kemik iliği tutulumu, sistemik 

semptomlar, performans durumu, serum laktat dehidrojenaz (LDH) ve hemoglobin 

düzeyleri, eritrosit sedimentasyon hızı ve -mikroglobulin gibi klinik prognostik faktörlerle 

birlikte hastalık seyrinde tümör mikroçevresinin önemi anlaşılmaya başlamıştır. Neoplastik 

olmayan T hücreleri, makrofajlar, dendritik hücreler, fibroblastlar, endotel hücreleri gibi 

birçok hücreyi bulunduran tümör mikroçevresinde, Treg hücreleri ve makrofajların 

neoplastik süreçteki önemi dikkat çekmektedir (101).  

Kanser gelişimi ve özellikle lenfomagenez senaryolarında rolü olduğu bilinen çok sayıda 

sinyal yolağı mevcuttur. Bu yolaklardan bir tanesi olan TGFΒ/Smad yolağı diğer 

yolaklardan farklı olarak kanser gelişimi ve progresyonunda pozitif ve negatif olmak üzere 

iki yönlü davranış paterni sergilemektedir (165). Bu durumun altında yattığı düşünülen 

sebeplerden biri, TGFB’nın, tümör mikroçevresinde bulunan hücrelerin üzerindeki farklı 

etkisinin, mikroçevrenin şekillenmesinde rol almasıdır.  

TGFB, makrofajlar üzerindeki etkisi aracılığı ile CD4+ T hücre proliferasyonunu 

baskılarken, T hücrelerinin farklılaşmasını ve fonksiyonlarını baskılar, prolifere olmalarını 

ve etkinleşmelerini engeller  (118). TGFB naif CD4+ T hücrelerinin regülatör T hücrelerine 

farklılaşmasını sağlar (121).  Ayrıca tümör mikroçevresindeki regülatör T hücreleri TGFB 

sitokinini salgılar ve CD8+ T hücrelerinin baskılanmasına yol açar (119).  

Düşük dereceli FL’ların klinik ve patolojik heterojenitesinin nedenlerinin anlaşılmasına dair 

birbiriyle çelişen sonuçlara sahip çalışmalar bulunmaktadır. Bu çelişkilerin sebebi düşük 

dereceli FL’larda klinik ve prognostik parametrelerin çeşitliliğini açıklayacak net faktörlerin 

bulunmamasıdır. Bu nedenle bu çalışmada düşük dereceli FL vakalarının klinik ve patolojik 

prognostik özellikleri ile mikroçevre durumuyla ilgili eksikliklerin tamamlanmasına yönelik 

bir çalışma planı yapılmıştır. Mikroçevrenin organizasyonunda TGFβ/Smad yolağının 

önemi olabileceği hipotezi kurulmuştur.  Çalışmanın omurgasını tümör mikroçevresi 
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oluşturduğu için neoplastik folliküllerin ayrılması ve diğer alanlardaki hücrelerin gen 

ifadelerinin sonuçları etkilememesi için lazer mikrodiseksiyon yöntemi tercih edilmiştir. Bu 

şekilde çalışma sonuçlarının güvenilirliğinin arttırılması hedeflenmiştir.   

Bu konudaki belirsizliklerin anlaşılmasına katkıda bulunma amacıyla yapılan bu tez 

çalışmasında, TGFΒ/Smad yolağının Treg hücreleri ve makrofajlar üzerinden folliküler 

lenfoma prognozuna mikroçevrenin etkisi incelenmiştir. Bu doğrultuda TGFβ/Smad 

yolağında yer alan genlerdeki ifade değişikliklerinin düşük dereceli Grade I ve II) FL 

prognozu üzerinde etkisinin incelenmiştir ve sonuca ulaşmak için planlanan teknik her adım 

başarı ile tamamlanmıştır. 

6.1.1. TEKNİK DEĞERLENDİRME 

Bu tez çalışmasının başlangıcında, folliküler lenfoma tanısı almış 25 hasta ve kontrol grubu 

olarak 5 reaktif hiperplazi örneği çalışmaya dahil edilmiştir. Ancak hasta parafine gömülü 

dokularının 4’ünden elde edilen RNA konsantrasyonları ve kaliteleri çalışmaya devam 

edecek yeterlilikte olmadığı için çalışma dışı bırakılmak zorunda kalınmıştır. Bu 

örneklerdeki başarısız sonuçların sebeplerinden biri dokunun FFPE patoloji örnekleri 

olmasından kaynaklanan RNA kaybı, ya da lazer mikrodiseksiyon işlemi sırasında meydana 

gelmiş olabilecek kayıplar olabileceği düşünülmektedir. Bu olumsuzlukların önüne 

geçilmesi için lazer mikrodiseksiyon ile dokudan alınan örnekler zaman kaybetmeksizin 

dondurularak saklanmıştır. Ayrıca elde edilecek RNA miktarını arttırmak için yapılan 

deneme sonucunda RNA izolasyonunun ilk aşaması olan proteinaz ile 56oC’de inkübasyon 

aşaması protokoldeki süreden uzatılarak gece boyu yapılmıştır. Ancak 4 hasta örneği için 

yine de başarısız sonuç elde edilmiştir.  Bu nedenle çalışmaya 5’i kontrol olmak üzere 26 

örnekle devam edilmiştir.  

6.1.2. DEMOGRAFİK DEĞERLENDİRME 

21 FL vakasının 11 ‘ini erkek bireyler oluştururken, 10’u kadın bireylerden oluşmaktadır. 

Literatürdeki bilgilere göre folliküler lenfoma erkek bireylerde kadınlara oranla 1,7 kat daha 

fazla ortaya çıkmaktadır (249).  
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Vakaların 12’si 60 yaşın üzerinde tanı almıştır. Dokuz vaka 37 ve 33 yaş gibi erken yaşlarda 

tanı almış hastalardır. Folliküler lenfoma için tanı yaşı ortalama 59’dur. Ancak erken yaşta 

tanı alan vakalara da az olmakla birlikte rastlanmaktadır (4). Bu çalışmadaki vakaların yaş 

ortalaması 64’tür. Literatüre göre yüksek olan bu yaş ortalaması aynı zamanda bir prognostik 

risk faktörünü de oluşturmaktadır. 60 yaş üzeri yaş FLIPI değerlendirmesine göre folliküler 

lenfomada hastalık seyri için negatif bir belirteçtir (73).  

Hemoglobin seviyesinin normal seviyeden (12g/dL) düşük olması folliküler lenfoma 

hastaları için prognostik bir risk faktörüdür. Kemik iliği tutulumu ve kemik iliği 

yetmezliğine sebep olan hastalık varlığını desteklemektedir.  Çalışmamızda 21 vakanın 

6’sında (%28,5) hemoglobin düşük bulunmuştur.  

Folliküler lenfomadaki prognostik risk faktörlerinden bir diğeri serum LDH (laktat 

dehidrojenaz) seviyesinin (200U/l) yüksek olmasıdır. Bu çalışmada 21 vakanın 11’inde 

(%52,3) LDH seviyesinin normalin üstünde olduğu görülmüştür. Bu durum risk faktörleri 

arasında düşük dereceli (Grade I-II) FL vakaların incelenmiş olmasına rağmen hastaların 

yarısında hastalığın yaygın olduğunu ortaya koymaktadır.  

Çalışmaya dahil edilen FL vakalarından 3’ü erken evrede (evre 1) tanı almışken, geriye kalan 

18’i ileri evrede (evre 3 ya da 4) tanı almışlardır. Hastalık evresinin ileri olması en önemli 

prognostik belirteçlerdendir (72).   

325 folliküler lenfoma vakası ile yapılan bir çalışmada, tanı sırasında ileri evreli, yüksek 

FLIPI ve IPI skorlu hastalarda histolojik transformasyon riskinin çok daha yüksek olduğu 

anlaşılmıştır. 15 yıllık takip sonucunda elde edilen sonuçlar, ileri yaş, düşük hemoglobin, 

yüksek LDH ve yüksek FLIPI-IPI skoru ilk nükste histolojik transformasyonla 

ilişkilendirilmiştir (1). 

Bu tez çalışmasına dahil olan FL vakalarının FLIPI skorları değerlendirildiğinde, 2 vakada 

düşük risk (0-1) saptanırken, 2 vakada orta risk (2), 17 vakanın ise yüksek risk grubunda (3-

5) olduğu saptanmıştır.  

Çalışma kapsamında değerlendirilen bir diğer parametre Kİ-67 ile belirlenen proliferasyon 

durumudur. Yirmibir vakadan 11’inde Kİ-67 ifadesi düşük ya da hiç yokken, geriye kalan 

10 vakada Kİ-67 ile proliferasyon indeksi yüksek gözlenmiştir. Neoplastik follikül 
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hücrelerinde mitoz oranı genel olarak reaktif folliküllere göre daha düşüktür. Kİ-67 

değerlendirmesi bu açıdan önemlidir. Bazı çalışmalarda, FL vakalarının bir kısmında yüksek 

Kİ-67 ifadesi olduğu bilinmektedir. Bu vakaların daha agresif davranış gösterdikleri 

bildirilmiştir (27,28). 

T(14;18) translokasyonundan dolayı BCL2 ifadesi artışı folliküler lenfoma hastalarının 

%85-90'ında görülür. Bu tez çalışmasında 2 vaka haricinde yani bütün vakaların %90,5'inde 

BCL2 pozitifliği gözlenmiştir. Tanı kriterlerinden biri olduğundan dolayı bu durum şaşırtıcı 

değildir.  

6.1.3. İMMUNOHİSTOKİMYASAL DEĞERLENDİRME 

21’i FL örneği olan 26 adet FFPE dokudan immnüohistokimya ile Treg hücrelerin 

mikroçevredeki yoğunluğunun incelenmesi için FOXP3 ve tümör ilişkili makrofajların 

mikroçevredeki yoğunluğu için CD163 immunhistokimyasal olarak incelenmiştir. Sonuçlara 

göre FOXP3 için 21 hasta örneğinden 8’inde (%38,1) düşük skorlu, 11’inde (%52,4) orta 

skorlu, 2’sinde (%9,5) yüksek skorlu boyanma olduğu gözlenmiştir. CD163 boyama 

sonuçları ise; hastaların 14’ünde (%66,7) düşük seviyede boyanma, 4’ünde (%19) orta 

seviyede boyanma, 3’ünde (%14,3) yüksek seviyede boyanma gözlenmiştir. Bu oranlara 

bakılarak tümör ilişkili makrofajların yoğunluğunun genel olarak düşük olduğu saptanmıştır.  

Bu skorların grade I-II ile grade III vakalar arasında nasıl değişiklik gösterdiğini 

incelediğimizde, FOXP3 için yüksek skorlu iki vakanın ikisinin de grade III vakası olduğu 

göze çarpmaktadır. Bu iki grade III vakasının CD163 skorlarına bakıldığında, iki vakadan 

birinin skorunun yüksek olduğu dikkat çekmektedir. Bu durumun dikkat çekmesinin sebebi 

21 vakadan sadece 3’ünün CD163 skorunun yüksek olması ve bunlardan birinin de grade III 

vakası olmasıdır. Bu durum, yüksek dereceli FL vakalarının mikroçevrelerinde, düşük 

dereceli olanlarla karşılaştırıldığında daha yoğun Treg ve tümör ilişkili makrofaj 

bulunduğuna dair bir gösterge olabilir. FOXP3 ve CD163 ifadesi açısından iki ayrı grup 

bulunacağı beklenmiş, ancak genel olarak FOXP3 ifadesi yüksek, CD163 açısından fakir bir 

mikroçevre olduğu saptanmıştır. Bu değerler çalışmadaki diğer prognostik ve moleküler 

parametreler ile karşılaştırıldığında herhangi bir grupta istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç 

elde edilememiştir (p=0,952-1). Ancak vaka bazında değerlerdirme yapıldığında, en yüksek 

FOXP3 pozitif Treg yoğunluğu gösteren skor 3 bulunan iki vakanın ikisinin de grade III 
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olması dikkat çekmektedir. Ayrıca bu iki vakanın birinde CD163 skorunun da 2 olduğu tespit 

edilmiştir. Bu tez çalışmasında hipotezde düşük dereceli (grade I-II) FL vakalar 

hedeflenmiştir. Literatürde Grade III FL ile Grade I-II FL’ lar prognostik ve moleküler 

yolakların farklılığı açısından zaten birbirinden farklıdır. Bu nedenle FOXP3 ve CD163 

skorları yüksek olması beklenen bir sonuçtur (139,152).  

İki Grade III vakanın TGFβ/Smad yolağındaki gen ifade değişimleri incelendiğinde bu 

vakalardan birinin TGFBR1 gen ifadesinde düşüş saptanan vakalardan biri olduğu göze 

çarpmaktadır. Burada dikkat çeken diğer bir durum ise, bu vakada yolaktaki diğer genlerin 

ifadelerinde de anlamlı bir düşüş ya da artış saptanmamış olmasıdır. Bu iki Grade III vakadan 

diğerinde ise Grade I ve II vakalardan ayrı bir gen ifade paterni saptanmamıştır.  Bu tez 

çalışmasının asıl hedefi düşük dereceli FL vakaları olduğundan, grade III vakalarının sayısı 

sınırlı olmuştur. Ancak düşük ve yüksek dereceli FL vakaları arasında bir karşılaştırma 

hedeflenmiş olsaydı, sınırlı sayıdaki vakaya rağmen saptamış olduğumuz bu farkın daha 

belirgin hale gelecek olduğunu düşündürmüştür.  

Literatürde, Treg hücreleri ve makrofajların lenfomaların prognozu, tedavi seçenekleri 

üzerindeki etkisi hakkında farklı sonuçlar elde edilmiştir.  

Son zamanlarda gen ifade analiz çalışmalarından ortaya çıkan bilgiler ışığında folliküler 

lenfoma ve DBBHL’de malign olmayan lenfositlerin çok önemli prognostik anlam 

taşıdıklarını göstermiştir (6).  Sağlıklı bireyler ya da tedavisinin tamamlamış bireylere 

kıyasla tedavi almamış B-NHL hastalarında FOXP3 mRNA transkriptlerinin önemli ölçüde 

arttığı gözlenmiştir. Serum LDH ve periferal CD4/CD25 pozitifliği arasında, periferik kan 

FOXP3 ifadesi, hastalık evresi ile hastaların performans durumu arasında, periferik kan 

TGFβ mRNA ifadesi ile CD4/CD25 arasında, periferik kan TGFβ ifadesi, hastalık evresi ve 

performans durumu arasında pozitif bir korelasyon saptanmıştır. FL hastalarında diğer 

gruplara göre, LDH ve FOXP3 ifadesinin daha yüksek olduğu ortaya çıkmıştır (250). 

Laurenti ve arkadaşları, Treg popülasyonunun LDH seviyesiyle ilişkili olduğunu gösterdiler. 

Artmış Treg oranını yüksek LDH ile ilişkilendirmişlerdir (251). Bu tez çalışmasında FOXP3 

değerleri ile prognostik faktörlerinin hiçbiri arasında bir korelasyon saptanmamıştır.  
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FOXP3+ Tregin hastalık nüksünde de rolü olduğuna dair sonuçlar Malpeli ve arkadaşlarının 

2018 yılındaki çalışmalarında ortaya çıkmıştır. Bu çalışmada, 26 FL ve 12 reaktif lenf 

nodunda microarray ile microRNA ifade profili ve immünohistokimya ile de tümör 

mikroçevresi araştırılmıştır. FOXP3+ hücreler nüks eden hastalarda önemli ölçüde daha 

düşük bulunurken, düşük FOXP3+ hücre sayısı hastalığın daha kısa sürede nüks etmesi ile 

ilişkilendirilmiştir ve FOXP3+ hücrelerin hastalık nüksünde bir belirteç olabileceğini 

göstermiştir (252). 

FOXP3+ Treglerin mikroçevredeki etkilerinin yanı sıra, tanı anındaki lokalizasyonlarının 

transformasyonla ilgili ip uçları verebileceği öne sürülmüştür. Bu hücrelerin tanıda follikül 

dışında yer alması daha kısa sürede transformasyona işaret etmektedir. Ayrıca FOXP3+ 

Treglerin yüksek total alan skorları lokalizasyondan bağımsız olarak daha kısa sürede 

transformasyon ile korelasyon içerisinde olduğu gösterilmiştir. FOXP3+ Treglerin 

lokalizasyona göre farklı roller üstenebilecekleri keşfedilmiştir; follikül içinde tümör 

gelişimini destekleyen CD4+ Tfh hücrelerini baskılarken, follikül dışında tümör baskılayıcı 

T hücre alt sınıflarının baskılanmasına sebep olabildiği bilgisi elde edilmiştir (162).  

Tanı esnasında folliküler FOXP3+ Treg’in yüksek miktarının, rituximab çağından önce 

folliküler lenfomada genel sağkalım süresini uzattığı sonucu elde edilmiştir (162,253).  

Farklı T hücre tipleri arasındaki denge, FL’de kontrol noktası inhibitörleri gibi yeni 

tedavilerin öneminin arttığını kanıtlayabilir. 

Mayo Clinic grubunun, NHL B hücrelerini kullandıkları bir in vitro çalışmada, tümör içi 

alanda Treg hücrelerinin aktive olmuş infiltre olan sitotoksik CD8+ T hücrelerinin 

proliferasyonunu ve granül üretimini engellediğini gösterdiler. B hücrelerine maruz kalan 

infiltre sitotoksik CD8+ T hücrelerinin sitotoksik granül üretemediğini ve bu durumu takiben 

sitotoksik aktivitesinin, tümör içi Treg hücrelerinin varlığında tamamen zayıflatıldığını 

gösterdiler. Bununla birlikte, B hücreli NHL hastalarından alınan biyopsi örneklerinde tümör 

içi Treg hücrelerinin sayısının arttığını da gösterdiler (141). 

Hematopoetik olmayan kanserlerde sonuçlar çelişkili olsa da, geçmişe dönük birçok 

çalışmada FOXP3+ T hücrelerinin; FL’de, germinal merkez tipi DBBHL’de, Hodgkin 

lenfomada tedaviden bağımsız iyi prognoza işaret olduğunu gösterdiler (142,254). Ancak 
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germinal merkez tipi olmayan DBBHL’de FOXP3+ T hücreleri kötü prognozla ilişkili 

bulunmuştur (46).  

Ayrıca, heterojen tedavinin klinik etkisi ile ilgili çelişkili sonuçlar zaman zaman ortaya 

çıkmaktadır (255). 

Literatürdeki çalışmalardan elde edilen sonuçlar göz önüne alındığında FOXP3+ Treg ve 

lenfoma arasındaki ilişkinin hala tartışmalı olduğu görülmektedir. Bazı çalışmalarda Treg 

hücreleri ile prognoz arasında pozitif ilişki kurulurken, bazılarında tam tersidir. Farklı 

lenfoma tipleri ve hematolojik olmayan tümörlerden farklı sonuçlar elde edilmiştir (138). Bu 

tartışmalı sonuçların sebeplerinin şunlar olabileceği düşünülmektedir;  

1. Treg değerlendirmesinde kullanılan metotların heterojenitesi  

2. Anti-FOXP3 antikor spesifisitesindeki farklılıklar  

3. Alt ve üst sınır değerlerinin belirlenmesi  

4. Analiz için tümör alanın seçimi (139).  

Yapılan çalışmalar, tümör mikroçevresinin detaylı bir karakterizasyonu ile yeni 

immünoterapötik ajanlar, kontrol noktası inhibitörleri, idealisib gibi sinyal yolak 

inhibitörleri tedavilerinin yanıtı için farklı T hücre tiplerinin kompozisyonunun önemini 

göstermektedir (162). 

Bu tez çalışmasında CD163+ pozitifliği ile diğer klinik ve moleküler parametreler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir korelasyon saptanmamıştır. Folliküler lenfomalarda 

CD163 ifade eden makrofajların sayıca artışının prognostik önemini araştıran klinik 

çalışmaların vaka serilerinin tekrar değerlendirilmesinde makrofaj artışının ancak kullanılan 

tedaviyle ilişkili bir prognostik önemi olduğu anlaşılmıştır (210). Bu çalışma vakalarından 

ikisi yüksek dereceli Grade III FL vakası, diğerleri düşük dereceli (FL Grade I veya II) 

vakalarıdır. Düşük dereceli FL vakalarında çok düşük makrofaj sayısı bulunurken 2 Grade 

III FL vakasında diğerlerinden daha yüksek makrofaj izlenmiştir. CD163 ile makrofajların 

yüksek bulunmamasının serideki en önemli sebebi çalışmada düşük dereceli FL vakalarının 

bulunmasıdır.  
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6.1.4. QPCR DEĞERLENDİRME 

Bu tez çalışmasında 21 vakadan 14’ünde TGFβR1 gen ifadesinde kontrole göre artış tespit 

edilirken, 7 vakada TGFβR1 geninde ifadesinde düşüş gözlenmiştir. İfade düşüşü olan 

vakaların ifadesi yükselen vakalardan farklı olarak tanı anında erken evre oldukları tespit 

edilmiştir. Ayrıca düşük ifadeye sahip olan vakaların yaşlarının da ortalamanın altında 

olması dikkat çekmektedir. Bununla beraber erken evre bir başka vakada ifade artışı 

gözlenmiştir. İstatistiksel olarak da evre ile TGFβR1 ifadesi arasında anlamlı bir korelasyon 

saptanmamıştır. Hematopoetik hastalıkların birçok çeşidinde, neoplastik hücrelerin 

sınırsızca prolifere olmasına sebep olan TGFβ aktivitesine karşı duyarlılıkta kayıplar 

gözlenmiştir (231). 

Bu olasılığın düşünülmesindeki diğer neden de bu çalışma kapsamında ifadesi 

değerlendirilen diğer TGFβ/Smad yolağındaki transkripsiyon faktörleri olan Smad2, Smad3 

ve Smad4’ün folliküler lenfoma hastalarındaki ifade değişikliğinin benzer patern 

göstermesidir. Smad2 geninin ifadesinde 21 vakanın 17’sinde, Smad3 geninin ifadesinde 21 

vakanın 15’inde ve Smad4 geninin ifadesinde 21 vakanın 16’sında artış gözlenirken, geriye 

kalan vakalarda bu genlerin ifadesinde düşüş saptanmıştır. Çalışmamızı oluşturan vakaların 

çoğunluğunun ileri evrede tanı aldıkları düşünüldüğünde, TGFβ/Smad yolağı elemanlarının 

genel olarak düşük seviyede ifadesi beklenir.  Çünkü bu yolağın hedef genleri arasında 

bulunan CDKN2B ve CDKN1A genleri hücre siklusunu durdurarak proliferasyonu ve 

dolayısıyla tümör oluşumunu baskılarlar. Buradaki gen ifadelerinin yüksekliğine rağmen 

FLIPI skorlarının yüksekliği, başka hücresel ve genomik mekanizmalar ile transkriptlerin 

işlevsel proteinlere dönüşmesinin engellendiği fikrini doğurmaktadır. Posttranslasyonel 

süreçler (ubikitinasyon, sumoylasyon gibi), epigenetik mekanizmalar, örneğin; 

mikroRNAlar ya da yolaktaki diğer unsurlarda meydana gelmiş olabilecek mutasyonlar gibi 

değişiklikler bu sonuca yol açmış olabilir.  

Birçok lenfoma ve lösemi tanı grubunda tümör hücrelerinin hiçbir düzenleyici etkisi 

olmamasına rağmen TGFβ1 üretmeye devam ettiği bilinmektedir (232,256). Ancak bu 

tepkisizleşme sürecinin altında yatan sebepler netlik kazanmamıştır. Bu noktada ilk akla 

gelen senaryolardan biri yolaktaki sinyal iletimini olumsuz etkileyecek başka faktörlerin 

devreye girmesidir. Örneğin inhibitör Smadlar, reseptör Smadların, co-Smad Smad4 ile 
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kompleks oluşturup sinyalin iletimine engel olabilmektedir. Bu çalışmada iki inhibitör Smad 

olan Smad6 ve Smad7 geninin FL vakalarında ve kontrollerde ifade düzeyleri incelenmiştir.  

Ancak Smad6 geninin amplifikasyonu kontrol ve hasta grubunda da yeteri kadar 

gerçekleşmediği için değerlendirme dışında bırakılmıştır. Smad7 geninin ifadesi ise 21 

vakadan 18’inde artış gösterirken, geri kalan 3 vakada bu gen için ifade düşüşü saptanmıştır. 

Smad7 ifadesinin arttığı vakalar patern olarak TGFβR1 ifadesinin arttığı vakalarla büyük 

ölçüde örtüşmektedir. Bu durum da TGFβR1’in tümör baskılayıcı etkisinin Smad7 

tarafından inhibe edilmiş olma olasılığını düşündürmektedir. Smad6 BMP sinyalini inhibe 

ederken, Smad7 hem TGFβ hem BMP sinyalini baskılar (229,257). İmmün sistem kökenli 

hücrelerin çoğalması ve gerektiğinde ortadan kaldırılmasında etkili bir regülatör görev 

üstlenen TGFβ1’in üretimi olmasına rağmen bu düzenleyici etkisini kaybetmesinin 

arkasında çeşitli senaryolar olabilir (231). Sonuç olarak lenfomagenezde TGFβ/Smad 

yolağının rolü olduğu bilinmesine rağmen başka birçok kompleks mekanizma da bu süreçte 

devreye girmektedir (165). 

İmmün sistemin bir denge halinde tutulması için lenfoid hücrelerin proliferasyon, 

matürasyon, aktivasyon ve eliminasyonunun kontrolü sağlanması çok büyük bir öneme 

sahiptir (229). İmmün sistemin stabilizasyonundaki en temel süreç apoptozistir. Bu sayede 

otoreaktif lenfositler ortadan kaldırılarak immün yanıt ile hücre miktarı kontrol altında 

tutulabilmektedir.  

TGFβ1 normal lenfoid hücrelerde anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktivitesi ile bu sürecin 

bir parçasıdır (230). 

TGFΒ’nın lenfoma gelişimindeki rolü, TGFΒ1’den yoksun farelerde lenfositlerin yoğun bir 

proliferasyon sürecine girmesi ile desteklenmiştir. Hematopoetik malignitelerin birçok 

çeşidinde TGFΒ aktivitesine karşı duyarlılık kaybolmuştur. Bu durum da neoplastik 

hücrelerin sınırsızca artmasına sebep olmuştur (258).  TGFΒ1’in antiproliferatif ve/veya 

proapoptotik etkisi lenfomagenezde önemli inhibitör faktör olabilir. Ancak endojen TGFΒ 

üretimine rağmen birçok örnekte inhibitör etki gösterememektedir. Bunun sebeplerinden biri 

otokrin TGFΒ1 aktivasyonunun gerçekleşmemesi ya da aktive edilmişse hücre içi sinyal 

yolakların-da olası bir bozukluğu ve böylece proapoptotik endojen TGFΒ’nın lenfoma 
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hücrelerinde I-Smadların ifadesi ve sağ kalım faktörleri tarafından baskılandığını 

düşündürmektedir. 

HT58 lenfoma hücre hattında TGFβR1 tarafından hedeflenen birçok hücre döngüsü 

regülatör geninin (ÖR; p15, p16, CyclinD1) ekzojen TGFβR1 muamelesinden sonra 

değişmediğini göstermiştir (231). 

Bu tez çalışmasında da TGFΒ1 ifade değişimi ile p15 (CDKN2B) ifadesi arasında anlamlı 

bir korelasyon saptanmamıştır.  

60 FL hastası ve 20 kontrol örneğinin dahil edildiği bir çalışmada, IL-IRα, IL-6, IL-7, 

IL-10, IL-13, TNF-α, VEGF, PDGF, b-FGF ve TGFβ sitokinlerinin serum seviyesinin 

prognostik etkisi değerlendirilmiştir. FL hastalarında IL-IRα, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13,  

TNF-α, VEGF, PDGF seviyelerinin arttığı gözlenmiştir. Çeşitli analizler sonucunda, TGFβ 

ve erken evrenin genel sağ kalım ile pozitif bir ilişki içinde olduğu gösterilmiştir. Yüksek 

LDH ve VEGF seviyeleri birbirlerinden bağımsız olarak kısa ilerlemesiz sağ kalımla 

ilişkilendirilmiştir (259).  

Son çalışmalardan bazıları, FL gelişiminde TGFβ yolağının etkin olduğunu gösterdiler. 

Tvrdik ve arkadaşları, FL hücre hattı DoHH2’de çalışarak, TGFβ’nın in vitro etkilerini 

araştırmış ve hücre siklusunu blokladığını göstermişlerdir (260,261). 

Husson ve arkadaşları (32), gen ifade profil çalışmasında, FL’de normal germinal merkez B 

hücrelerine kıyasla en fazla ifadesi artan genin Smad1 olduğunu gösterdiler. Huse ve 

arkadaşları, TGFβ’nın, DBBHL’yı da içeren diğer B hücreli lenfoma hücre hatlarında böyle 

bir etkisi yokken, FL hücre hatlarında proliferasyonu baskıladığını gösterdiler (262). 

Bunların hepsi göz önüne alındığında, bu in vivo ve in vitro çalışmalar TGFβ’nın FL hücre 

proliferasyonundaki negatif etkisini göstermektedir. Bu da yüksek serum TGFβ seviyesinin 

FL hastalarına faydasını açıklamaktadır (259). Bizim bulgularımıza göre yüksek 

proliferasyon gösteren 4 vakada (Kİ67 skoru 3) gen ifadesi değişimlerinde, düşük veya orta 

proliferasyonlu vakalara (Kİ67 skoru 1 ya da 2) göre anlamlı bir fark saptanmamıştır.  

Normal germinal merkez B hücreleri ve FL hücrelerinin ifade ettikleri genleri incelemek için 

cDNA arrayleri ile yapılan bir çalışmada FL B hücrelerinde, normal germinal merkez B 

hücreleriyle karşılaştırıldığında 37 genin ifadesinin arttığı, 28 genin ifadesinin azaldığı tespit 
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edilmiştir. 588 çeşit cDNA içeren arraylerin kullanıldığı bu çalışamadan elde edilen sonuçlar 

kantitatif PCR ile valide edilmiştir. Validasyon çalışması sonucunda da 24 genin ifade artışı, 

8 genin ifade düşüşü doğrulanmıştır. İfadesi artan genler içerisinde hücre döngüsü regülatör 

proteinleri, CDK10, p120, p21CIP1, p16INK4A; normal B hücre gelişiminde görev alan 

transkripsiyon faktörleri Pax-5, Id-2, hücre-hücre etkileşiminde görev alan genler, tümör 

nekroz faktörü (TNF), interlökin 2Rγ ve IL-4Rα genleri mevcutken, mikroçevre ya da hücre-

hücre etkileşimleriyle ilişkili MRP14, MRP8, CD40, TMSB10 genleririn ifadesinin düştüğü 

saptanmıştır (261). 

Bu tez çalışmasında folliküler lenfoma vakalarında CDKN2B (p15) geninin ifade değişimi 

incelenmiştir. 21 vakanın 17’sinde ifade artış gözlenirken, geri kalan 3 vakada bu gen için 

ifade düşüşü saptanmıştır. CDKN2B ifade değişikliği paterni beklendiği üzere Smad2, 

Smad3, Smad4, Smad7 ve TGFβR1 ile de büyük ölçüde örtüşmektedir.  

Epitel hücrelerinde TGFβ, CDK4 ya da CDK6’nın siklin D ile kompleks oluşturmasını 

engelleyen CDK inhibitörü p15INK4b ifadesini teşvik ettiği gösterilmiştir. TGFβ 

antiproliferatif etkisini, hücre siklusunu G1 evresinde durdururarak gerçekleştirir. Bunun 

için de Smad3-Smad4 kompleksi FoxO transkripsiyon faktörleri ile, p15INK4b’yi kodlayan 

CDKN2B ve p21CIP1’yi kodlayan CDKN1A genlerinin promotorlarını hedeflemek için 

birlikte hareket etmektedir. Bu yüzden bu genlerin ifade paternlerinin benzer olması 

beklenen bir durumdur (216).  

Bu tez çalışmasında TGFβ/Smad yolağının elemanlarından olan SARA (Smad Anchor for 

Receptor Activation. ZFYVE9)’nın da folliküler lenfoma hastalarındaki ifade düzeyindeki 

değişiklik araştırılmıştır. 21 vakanın 12’sinde ifade artışı gözlenirken, geriye kalan 9 vakada 

ifade düşüşü saptanmıştır.  

SARA’nın mikroçevre ile ilişkisi hakkında literatürde çok az veri bulunmaktadır. SARA 

ifadesi ile ilgili monositlerde ve makrofajlarda yapılmış hiç çalışma bulunmamaktadır (263).  

SARA ya da ZFYVE9’un aktifleştirilmemiş Smad proteinleri ve TGFβ reseptörleri ile direkt 

etkileşim ile TGFβ sinyalinde rol aldığı düşünülmektedir. Ancak bu bilgiler tartışmaya 

açıktır, bir çalışmada farklı B hücreli lenfoma tiplerinde SARA ifadesi ile TGF aracılı Smad 

fosforilasyonu seviyesinde, Smad nükleer yerleşiminde ya da TGFβ hedef genlerinin 
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uyarılmasında korelasyon olmadığı gösterilmiştir. R-Smadlar ve TGFβ reseptörünün SARA 

ile etkileşimi immünopresipitasyon ile araştırılmış ancak herhangi bir ilişki tespit 

edilememiştir.  Böylece SARA’nın fonksiyonel TGFβ sinyali için mecburi bir rol almadığı 

anlaşılmıştır (264). 

TGFB/Smad yolağındaki genlerin ifade değişikliği birçok hematolojik malignite tipinde 

araştırılmıştır (Çizelge 6.1.). Literatürde,19 Pediatrik T hücreli akut lenfositik lösemi (ALL) 

vakasında western blot ve sekanslama yöntemleri kullanılarak Smad3 protein ifadesinde 

düşüş saptanmıştır (265).  Northern blot yönteminin kullanıldığı bir başka çalışmada ise 13 

kronik lenfositik lösemi (KLL)vakasında TGFBR1 geninde mutasyon sonucu ifade düşüşü 

saptanmıştır (266). 34 KLL vakasının incelendiği bir başka çalışmada ise microarray 

yöntemi ile TGFBRIII ifadesinde düşüş olduğu tespit edilmiştir (267). Jelinek ve 

arkadaşlarının B-KLL vakalarında yapmış olduğu bir diğer çalışmada ise micoarray, RT-

PCR ve Western blot metotları ile TGFBRIII geninin ifadesinde düşüş saptanmıştır (268).  

18 kronik miyeloid lösemi (KML) hastasıyla yapılan bir çalışmada ise TGFBRII geninin 

ifadesinde düşüş olduğu tespit edilmiştir (269). Esansiyel trombositoz (ET) vakalarında 

yapılan bir başka çalışmada da Smad4 geninin ifadesinde düşüş saptanırken (270), ALL 

vakalarında Smad3 ve Smad7 ifadesinde artış saptanmıştır (271). 
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Çizelge 6.1. Literatürdeki Hematolojik Malignitelerde TGFB/Smad Yolağındaki İfade 

Değişiklikleri (272). 

BULGU HASTALIK  REFERANS 

Smad3 protein ifadesinde düşüş Pediatrik T-hücreli ALL Wolfraim et al.(265) 

TGFBR1 ifadesinde düşüş (mutasyon) KLL  DeCoteau et al. (266) 

TGFBRIII ifadesinde artış KLL Klein et al (267), Jelinek et al 

(268). 

TGFBRII ifadesinde düşüş KML Rooke et al (269). 

Smad4 ifadesinde düşüş  ET  Kuroda et al (270). 

TGFBR1 ve TGFBRII ifadesinde düşüş NHL  Capocasale et al (273)., 

Schiemann et al (274). 

Smad3 ve Smad7 ifadesinde artış  ALL Zhang et al (271). 

TGFBR1 ifadesinde artış  NHL Sebestyen et al (275).  

Smad1 ifadesinde artış  FL Husson et al (276).  

 

Bizim çalışmamızda ise hücre döngüsünün regülasyonunda görev alan p15 (CDKN2B) 

geninin ifadesi FL örneklerinde, kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

göstermemiştir. Bu tez çalışması kapsamında incelenen 7 genin (TGFβR1, Smad2, Smad3, 

Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B) hepsinin ifadelerinin genel olarak kontrol 

örneklerinden önemli ölçüde yüksek olduğu tespit edilmesine rağmen, örnek sayısının 

yetersizliği nedeniyle istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar elde edilememiştir. 

Burada FOXP3 geninin TGFβ/Smad yolağındaki transkripsiyon faktörlerinin hedefi olduğu 

düşünüldüğünde FOXP3 ifadesi ile TGFβ/Smad yolağındaki genlerin ifadeleri arasında 

pozitif bir korelasyon olması beklenmektedir. Ancak bu tez çalışmasına konu olan 

TGFβ/Smad yolağındaki genlerin ifadelerinin değişiklikleri ile FOXP3, CD163 skorları 

arasında anlamlı bir korelasyon saptanmamıştır (p=0,913-1).  FLIPI skorları ile TGFβ/Smad 
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yolağındaki TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin 

ifadeleri arasında anlamlı bir korelasyon saptanmamıştır (p≥0,292-1). Ayrıca kemik iliği 

tutulumu ve Kİ67 ifadesi ile TGFβ/Smad yolağındaki TGFβR1, Smad2, Smad3, Smad4, 

Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasında anlamlı bir korelasyon 

saptanmamıştır (p=0,717-0.972). 

Bu tez çalışmasında FL hastalarında, kontrol grubuna göre TGFβ/Smad yolağındaki genlerin 

ifadelerinde anlamlı bir artış gözlenmiş ve bu artış FLIPI skorlarıyla da ilişkilendirilebilmiş 

olsaydı, FL tedavi seçeneklerine alternatif ve/veya destekleyici olarak TGFβ/Smad yolağını 

hedefleyen terapötik ajanların kullanılma olasılığından bahsedebilirdik. Özellikle kanserin 

ileri evrelerinde tümör gelişimine katkıda bulunması nedeniyle TGFβ/Smad yolağı hedefe 

yönelik tedaviler için önemli bir potansiyele sahiptir. TGFβ’nın hedeflenmesinde, antisense 

oligonükleotidler (ASO), anti-TGFβ kanser aşıları (Belagenpneumatucel-L gibi) ve 

monoklonal antikorlar (2G7, 1D11, Lerdelimumab, Metelimumab ve Fresolimumab) 

kullanılabilmektedir (277).  
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6.2. SONUÇ 

1- Düşük dereceli (Grade I ve II) FL’larda klinik prognostik parametreler (yaş, evre, 

hemoglobin düzeyi, lenf nodu sayısı, kemik iliği tutulum durumu) ile tümör 

mikroçevresi belirteçleri olan Treg ve tümör ilişkili makrofajların, kontrol grubu olan 

reaktif lenfoid hiperplaziler ile karşılaştırıldığında anlamlı farklılık bulundurmadığı 

anlaşılmıştır.  

2- TGFβ/Smad yolağındaki genlerin ifadelerinin, Treg açısından zengin veya 

makrofajlardan zengin mikroçevre organizasyonunda farklı bir patern sergilemediği 

saptanmıştır. Ancak genel olarak FL hastalarında kontrol grubuna göre bu gen 

ifadelerinde artış gözlenmiştir. Bu tez çalışmasına dahil edilen FL hastalarının 

çoğunluğunun ileri evrede tanı almış olduğu göz önüne alındığında, TGFβ/Smad 

yolağının burada tümör oluşumunun baskılanmasında etkin bir rol sergileyemediğini 

düşündürmektedir. Bu durum, TGFβ/Smad yolağındaki genlerin ifadelerinin mRNA 

düzeyindeki değişikliklerinin, çeşitli epigenetik mekanizmalar ile proteine 

yansımamasından kaynaklanmış olabilir. 

3- FL hastalarında FOXP3 ve CD163 skorlarının, bu tez kapsamında incelenen 

TGFβ/Smad yolağındaki TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA 

ve CDKN2B genlerinin ifadelerindeki değişimle bir korelasyon bulundurmadığı 

anlaşılmıştır.  

4- Elde edilen veriler teker teker değerlendirildiğinde birbirleriyle tutarlı olmalarına 

rağmen, hasta grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı 

sonuçlara ulaşılamamış olunmasının nedenlerinden biri hasta ve kontrol gruplarının 

sayılarından kaynaklanabilir.  
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