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OZET

Doktora Tezi

Follikiiler Lenfomalarda Mikrogevrenin Organizasyonunda TGFB/Smad Yolaginin Rolii ve
Prognozla Iliskisi

Senay KOM
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Isinsu KUZU

Germinal merkez B hiicrelerinden kaynaklanan Follikiiler lenfoma (FL) diinyada en sik rastlanan
ikinci lenfoma alt tipidir. Genellikle yavas klinik seyirli lenfomalar arasinda sayilmalarina ragmen
hastalar farkli klinik seyir gosterebilmektedir. Follikiiler lenfoma vakalarinin %30-40 kadari, agresif
karakterli diffiz biiyiikk B hiicreli lenfomaya (DBBHL)’ye ilerleyebilmektedir. T(14;18)(q32;921)
translokasyonu FL’da % 85-90 oraninda en sik goriilen genetik degisikliktir.

Bu zamana kadar, FL’da yas, evre, grade, timor yiki, kemik iligi tutulumu, serum laktat
dehidrojenaz (LDH), hemoglobin ve beta2 mikroglobulin (B2 mikroglobulin) gibi bir¢ok klinik
prognostik faktor tanimlanmigstir. Bu faktorlerin disinda hastalik mikrogevresinin prognozda ¢ok
onemli bir etken oldugu cesitli calismalarca gosterilmistir. FOXP3 ifade eden Treg hiicrelerinin
(Treg) mikrocevrede artmis olmasi daha iyi genel sag kalim ile iligkilendirilirken, mikrocevrede
makrofajlarin artig1 daha kotii klinik gidis ile iligkisi bildirilmistir. Ancak mikrogevre klinik davranig
iligkisini ortaya koyan ¢alismalarda elde edilen sonuglar birbirleriyle ¢elismektedir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, bu tez ¢alismasinda, timor mikrogevresi iizerinde etkisi oldugu
diisiiniilen TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifade degisimlerinin, follikiiler lenfoma 6rneklerinde
klinik/patolojik prognostik parametreler ile iligkisinin anlagilmasi hedeflenmistir. 21 FL vakasi ve
kontrol grubunu olusturan 5 reaktif follikiiler hiperplazi vakasinda, regiilator T hiicrelerin varliginin
tespiti i¢cin FOXP3 ve tlimdr iliskili makrofajlarin varliginin tespiti icin de CD163 antikorlar ile
immunohistokimyasal inceleme yapilmistir. FL 6rneklerinde lazer mikrodiseksiyon yontemi ile
ayristirilan neoplastik follikiillerden ve kontrol grubundan elde edilen RNA’lar ile TGFB/Smad
yolaginda yer alan TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA ve CDKN2B genlerinin
ifade diizeyleri QRT-PCR yontemi ile incelenmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen bulgular
ile histopatolojik-klinikopatolojik prognostik veriler arasindaki iliski istatistik analizler ile
arastirtlmistir. Bu istatistiksel arastirmalardan sonra elde edilen veriler arasinda anlamli herhangi bir
korelasyon olmadigi saptanmaistir.

Bu tez calismas1 18H0230001 numarali proje ile Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.

Keywords; Follikiiler lenfoma, prognoz, mikrogevre, TGFB/Smad yolagi

2020, 148 sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis

The Role Of Transforming Growth Factor B (TGFB)/ Smad Pathway In Microenvironment
Organization Of Follicular Lymphoma And Its Relevance To Prognosis

Senay KOM
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)
(932; g21) 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 TGFf / 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 TGF3 / Smad
pathway were examined by the gRT-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, TGFp/ Smad pathway

2020, 148 pages
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1. GIRIS

Lenfomalar, Hodgkin lenfoma ve Hodgkin-dis1 (Non-Hodgkin) lenfomalar olmak {izere iki
temel gruba ayrilir. Klasik Hodgkin lenfomada (CHL), lenf nodlarinda Reed-Sternberg
hiicreleri olarak adlandirilan biiyiikk, anormal lenfositler bulunur (1). Non-Hodgkin
lenfomalar (NHL), lenfoid sistemden kaynaklanan heterojen bir hastalik grubunu temsil

eder. Batida NHL’lerin ¢ogunu B hiicreli lenfomalar olusturur (2).

2015 Tirkiye Kanser istatistiklerine gore, tim yas gruplarindaki kanser tiirleri arasinda,
NHL ler erkek bireylerde %2,8 ile altinci, kadin bireylerde %2,8 ile sekizinci sirada goriilme
sikligina sahiptir (3). Non-Hodgkin lenfomalarin alt tipi olan Follikiiler lenfoma (FL),
diinyada en sik rastlanan ikinci lenfoma alt tipidir, 6zellikle Bat1 iilkelerinde goriilme siklig
giderek artmaktadir (4). FL vakalarinda ¢ok ¢esitli klinik seyirler mevcuttur. Bazi1 vakalar
yillarca fark edilmeden sinirli kalip veya tek lokalizasyonda tedavisi izlenen yavas klinik
seyirli iken, bazilar1 agresif davranis gosterirler. Agresif davranis gosteren vakalar diffiiz
biiylik B hiicreli lenfoma (DBBHL)’ya histolojik doniistim gosterirler. FL hastalar1 genelde
ileri evrede tespit edilir, yalmzca %26-33 evre I/II’de tespit edilir (4). Histolojik
transformasyon hastalarin %30-40’1nda goriiliir ve bu oran hastalikla gegirilen her yil i¢in
%3’tiir (1). Ortalama genel sag kalim biitiin FL hastalarinda 6-10 y1l iken, yiiksek dereceye
transformasyon durumunda hastalarin sagkalimi 1 yil olabilmektedir (5). Son yillarda
yapilan ¢aligmalar, follikiiler lenfomanin prognozunda klinik ve laboratuvar verilerin roliiyle
birlikte tiimor mikrogevresinin kritik 6nemini ortaya koymustur (6). Neoplastik hiicreler
disindaki tiimor mikrogevresindeki diger hiicrelerin bu karmasik durumun anlasilmasindaki

etkisi giderek artmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Lenfomalar, lenfoid organlar ve ekstranodal dokularda gelismekte olan lenfositlerden
kaynaklanan heterojen bir kanser grubudur. Giincel WHO smiflandirmasi, lenfomalari
oncelikli olarak morfoloji, immiin fenotip, genetik degisiklikler ve klinik 6zelliklere gore

35’ten fazla farkli antiteye siniflandirmistir (2).

Follikiiler lenfomalar germinal merkez B hiicrelerinden kaynaklanan bir Non-Hodgkin
lenfoma alt tipidir. Follikiiler lenfoma, klinik seyir ve tedavi segcenekleri agisindan ¢ok fazla
cesitlilik gosterir. Bu lenfoma grubundaki prognostik cesitlilik yakin zamana kadar, evre,
timor yiiki, kemik iligi tutulumu, sistemik semptomlar, performans durumu, serum laktat
dehidrojenaz (LDH), hemoglobin, eritrosit sedimentasyon orani ve Beta2 mikroglobulin gibi
faktorlerle iligkilendirilmekteydi. Ancak neoplastik hiicreler ile tiimor mikrogevresindeki
diger hiicrelerin olusturdugu kompozisyonun klinik seyir iizerindeki kritik etkisi,
arastirmacilarin FL hiicre hatlarin1 besleyici hiicreler ya da sitokinlerin iirettigi sag kalim

sinyalleri olmadan ¢ogaltamamalari sonucunda ortaya ¢ikmistir (6).
2.1. KANSER

Normal hiicre gelisimi ve Olimii arasindaki dengeyi saglayan, karmasik genetik ve
biyokimyasal siire¢ler hiicrelerin yasamini kontrol eder. Bu kontrol mekanizmalarinin
herhangi birinde ya da bir¢ogunda meydana gelen dengesizlikler ve aksakliklar hiicre
gelisimi siirecindeki akisi bozar. Bu akisin bozulmasi sonucu hiicre boliinmesinin kontrolden
cikmas1 kanserlesme veya diger genel terminoloji ile neoplastik silirecin zeminini

hazirlamaktadir (7).
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Sekil 2.1. Global kanser verileri (8).

Kanser, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra diinyada ikinci 6lim nedenidir.
2018’de diinya ¢apinda 18,1 milyon yeni kanser vakasi ortaya ¢ikarken, 9,6 milyon kanser
kaynakli 6liim meydana gelmistir. Global olarak 8 erkekten 1’1, 11 kadindan 1’1 kanserden
hayatin1 kaybetmektedir (Sekil 2.1.) (9).

Her iki cinsiyetteki sonuclar birlikte degerlendirildiginde, akciger kanseri biitiin kanser
vakalarinin %11,6’s1n1 olusturarak en ¢ok tani konulan kanser tiirlidiir ve kanser kaynakli
Olimlerin %18,4’linlii olusturmaktadir. Kanser kaynakli o6liimlerin %11,6 ile akciger
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 6lim orani ile kanserler

icerisinde 13. sirada yer almaktadir (10).

TUIK Mayis 2017 verilerine gore Tiirkiye’de her 5 6liimden 1°i kanser kaynaklidir (11).
Amerikan Kanser Dernegi’nin 2015’te yayinladig: kanser atlasina gore, Tiirkiye’de her yil

148 bin civarinda yeni kanser tanis1 ve 91800 kanser bagli 6liim meydana gelmektedir (12).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de erkeklerde kanser tiplerinin goriilme orani (3).
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de kadinlarda kanser tiplerinin gériilme orani (3).

T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan 2018’de yayinlanan Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2015’¢ ait
verilere gore kanser iilkemizde ve diinyada Oliim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Diinyada her 6 oliimden biri, tilkemizde ise her 5 6liimden birinin nedeni
kanserdir. 2015 verilerine gore, tiim yas gruplarinda, erkeklerde akciger kanseri %21 oranla
ilk sirada, prostat kanseri %12,9 ve kolorektal kanser %9,3 oranla akciger kanserini takip
etmektedir. Non-Hodgkin lenfomalar ise erkeklerde en sik rastlanan kanser tiirlerinde %2,8
ile altinci sirada yer almaktadir. Kadinlarda ilk sirada %24,7 ile meme kanseri bulunurken,
tiroid kanseri %12,1 ve kolorektal kanser %8,3 oranla takip etmektedir. Non-Hodgkin

lenfomalar %2,8 ile kadinlarda en sik rastlanan sekizinci kanser tiiriidiir (Sekil 2.2-3) (3).



2.2. FOLLIKULER LENFOMA

Follikiiler lenfoma, B lenfositlerin adaptif immun yanit asamasinda antijene 6zgii antikor
olusturmasi yolunda organize olan germinal merkez hiicrelerinden koken almaktadir.
Reaktif germinal merkez hiicrelerinin gogalmasinin temelinde antijen uyaris1 bu-
lunmaktadir. FL’da folikiil yapisin1 olusturan neoplastik hiicreler, kiigiik-orta boyutlu
sentrositler ve/veya biiyiik boyutlu sentroblastlar veya transforme hiicreler olabilir. FL’da
neoplastik follikiiller iginde bulunan sentrositler ve sentroblastlarin oranina gére histolojik
derecelendirme yapilir. Bu derecelendirme hastaligin klinik davranisi ile iliskilidir (13). FL
icin WHO siniflandimasinda dort varyant tanimlanmistir. Lenf nodiiliinde ortaya ¢ikan nodal
formlar en yaygin goriiliirler. En erken evre olarak in situ follikiiler neoplazi tanimlanmustir.
Daha seyrek olarak lenf nodiilii disinda ekstranodal FL’lar da goriilebilir. Duodenal tip
follikiiler lenfomanin morfolojik, fenotipik ve molekiiler 6zellikleri, nodal FL ile ortak olsa
da klinik 6zellikleri bakimindan farklidir. Bu sebeple yeni siniflamada ayri bir varyant olarak
kabul edilmistir. Testikiiler FL da yeni siniflamada ayr1 varyant olarak kabul edilmistir. Bazi
vakalarda fenotipik bulgular ayni olmasina ragmen follikiiler paternin bulunmadigi durumlar
diffiiz varyant olarak kabul edilmistir (13). Hastalik gelisim siiresinden sonra gegen zaman
icinde histolojik derece artis1 goriiliir. Vakalarin sag kalim siireleri i¢inde %25-35 oraninda
hastalik diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL)’ya doniismektedir. Hastalik gelisiminde
t(14;18)(g32;921) (IGH-BCL2) genetik anomalisi ve bunun Ssonucu ortaya g¢ikan anti
apoptotik protein BCL2’nin transkripsiyonel regiilasyon bozuklugu ile ifade artii

tanimlayict olarak belirtilmistir.

2.2.1. FOLLIKULER LENFOMANIN DAGILIM OZELLIKLERI -
EPIDEMIiYOLOJIi

Follikiiler lenfoma (FL), DBBHL’ dan sonra en yaygin ikinci diisiik dereceli B hiicreli
lenfomadir. Kuzey Amerika’da ve Bat1 Avrupa’da %20 oraninda gozlenmektedir ve bu oran
Dogu Avrupa ve Asya genelinden diisiiktiir. FL hastalarinin ortalama tan1 alma yas1 59°dur
ve erkeklerde kadinlara oranla 1,7 kat daha fazla FL tanili hasta bulunmaktadir. Pediatrik
hasta popiilasyonunda ¢ok nadir goriilmekle birlikte yine erkek bireyleri daha ¢ok etkiledigi
goriilmektedir (2).



2.2.2. FOLLIKULER LENFOMANIN TUTULUM ALANLARI

Cogunlukla lenf nodu tutulumu gdsterse de gastrointestinal kanalda 6zellikle duodenum, cilt,
tiroid bezleri, tiikiiriik bezleri, meme ve testisler gibi ekstranodal bolgelerde de tutulum
gosterebilmektedir (14). Primer Duodenal FL’lar disinda, ekstranodal gelisim gosterenlerde
DBBHL doniistimii daha hizli olarak seyretmektedir (2).

2.2.3. FOLLIKULER LENFOMANIN ETiYOLOJiSi

FL etiyolojisi i¢in kesin bir bilgi yoktur. Otoimmiin hastaliklar ve immiin sistemin
baskilanmasi, lenfoma riskinde artisla iligskilendirilmistir. Pestisit ve herbisit maruziyetinin,
sa¢ spreyi kullaniminin da risk artigina sebep olabilecegi gozlenmistir (15). Pestisite maruz
kalan bireylerde kanda t(14;18) bulunduran B lenfositlerin arttig1 bildirilmistir (16). Sigara
kullanimi, sagliksiz beslenme ve yasam tarzi da FL gelisimini tetikleyebilecek aktorlerden
olabilir (17). Epstein-Barr viriis, insan T-hiicre lenfotropik viriis tip I ve nadiren de olsa insan

Herpes viriis-8 gibi viriislerin de FL ile iliskili oldugu saptanmustir (18).
2.2.4. FOLLIKULER LENFOMANIN KLINiK OZELLIKLERI

FL, yillar i¢indeki yavas ilerlemesi ile yavas klinik seyirli olarak adlandirilan bir hastaliktir.
Genellikle yavas klinik seyirli olarak karakterize edilmelerine ragmen hastaligin ilerleyisi
her zaman yavas degildir ve hizli gelisen ve agresif form olan DBBHL doniigiimii
olabilmektedir (19). FL genel olarak lenf nodu tutulumu ile ortaya ¢ikar, ancak dalak, kemik
iligi, periferik kan ve lenf nodiilii dis1 (ekstranodal) bolgeler 6rnegin Waldeyer halkasi,
sindirim kanali tutulumlari da olabilmektedir. Hastalarin ¢ogu (%40-70) evre II/IV
durumunda tan1 almaktadir (2). Farkli yayinlarda degiskenlik gostermekle beraber hastalarin

yalnizca % 15-33 i evre I/ II” de tan1 almaktadir (20).

Giincelenen WHO siniflamasinda varyant olarak tanimlanan, FL’ nin primer ince bagirsak
baslangici, 6zellikle duodenuma 6zgii tipi molekiiler ve klinik davranig bakimmdan diger

ekstranodal, nodal ve sistemik benzerlerinden farklidir (2).

FL’den agresif forma (DBBHL’ye) doniisiim vakalarin %30-40’inda gerceklesmektedir.
DBBHL’ye doniisiim durumunda FL hastalar1 genellikle bir yil iginde hayatlarim



kaybetmektedirler. Diger taraftan, vakalarin %?20’sinde tedavi almaksizin kendiliginden

gerileme oldugu rapor edilmistir (5).

Biitiin bu bilgiler 1s181nda FL nin klinik 6zellikleri agisindan da heterojen bir hastalik oldugu

anlasilmaktadir.

2.2.5. FOLLIKULER LENFOMANIN OZELLIKLERI

2.2.5.1. Follikiiler Lenfomanin Morfolojisi

Neoplastik follikiiller, reaktif follikiillerden farkli olarak daha monoton hiicrelerden meyda-
na gelmistir. Bir kismi ¢evrelerinde naive B hiicrelerinin bulundugu mantle zon alan1 bulun-
durmaz. Reaktif follikiillerde antijene 6zgii antikor yapan B hiicrelerinin hizla ¢cogalmasi ve
pozitif se¢cimi asamalarinda mitoz ve apoptoziste artis meydana gelmektedir. Bu nedenle
artmis apoptotik hiicre artiklarini fagosite eden “tingible body makrofajlar” reaktif germinal
merkezlerde artmistir. FL’da bulunan follikiillerde ise apoptoz karakteristik mutasyon ne-

deniyle engellendiginden hiicre 6liimii azalmakta ve makrofajlar azalmaktadir (14).

FL‘da neoplastik follikiil merkez B hiicreleri immiinofenotipik agidan incelendiginde, B
hiicre belirtegleri olan CD19, CD20, CD79a, ifadesi ve germinal merkez B hiicrelerinde aktif
olan CD10 ve BCLG6 ifadesi bulundururlar (21).

Reaktif germinal merkez B hiicrelerinde negatif seleksiyon sirasinda antijene 6zgii antikor
yapimi basarisiz olan follikiil merkez hiicreleri apoptoz ile yok edildiginden, apoptozu
engelleyen BCL2 geni inaktiftir. Ancak FL’da %90 oraninda bulunan T(14;18) sonucu
BCL2 geninde transkripsiyonel regiilasyon bozuklugu ile neoplastik follikiillerde ifade artigi
ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde antiapoptotik protein artis1 neoplastik hiicrelerin yasam
dongiisiinii uzatirken, mitoz sayisi ise azalmaktadir. Bu durum FL i¢in lenfomagenezin en

onemli sebeplerinden biri olarak bilinmektedir (22).

Follikiiler lenfomanin en 6nemli ayiric1 6zelligi olan bu translokasyon, grade 1/2 vakalarin
%10-20’sinde bulunmayabilir. Grade 3 vakalarin yarisinin bu translokasyon agisindan

negatif olarak raporlandigi ¢alismalar bulunmaktadir (2).



2.2.5.1.1. Follikiiler Lenfomada Grade

Tiimoriin klinik agresifligi, sentroblastlarin sayilarinin artmasiyla dogru orantili olarak

WHO tarafindan asagidaki sekilde siniflandirilmistir (23).

e Grade 1 (0-5 sentroblast/ bilyiik biiyiitme alan1 (40x biiyiitme orani, 0,159mm?
mikroskobik alan),
e Grade 2 (6-15 sentroblast/ biiyiik biiyiitme alani),
e (Grade 3 (15°ten fazla sentroblast/ biiyiik biiyiitme alani),
o Grade 3A; sentroblastlarin yaninda sentrositler de mevcut,

o Grade 3B; sadece sentroblastlardan olusur (Sekil 2.1.).

FL’larda %80-90 oraninda vakalar Grade 1 ve 2 seklindedir. Bu vakalar klinik davranis
olarak benzediginden “diisiik dereceli” olarak kabul edilirler ve ayni1 sekilde tedavi edilirler.
Grade 1 ve 2 FL’larda degerlendirenler arasinda degiskenlik oraninin yiiksekligi ve farkli
alanlarda farkli grade goriilebildiginden birlikte degerlendirilirler. Grade 3A ve 3B’nin de
arasinda klinik davranig farklilig1 bildirilmektedir (24). Klinik, prognoz a¢isindan oldugu
kadar molekiiler genetik 6zellikler agisindan da birbirlerinden ¢ok farkli yapiya sahip
olduklarin1 gosteren yayinlar mevcuttur. Baz1 ¢alismalarda, Grade 3A FL ve Grade 1-2
FL’nin ilerlemesi seklinde ayni siifa girerken, Grade 3B de novo DBBHL gibi Klinik
davranis oldugu belirtilmistir (25). Ancak yayilanan bazi klinik ¢alismalarda Grade 3A ile
3B alt gruplar1 arasinda genel ve hastaliksiz sag kalim anlaminda 6nemli farklar olmadigini

gostermislerdir (24,26).
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Sekil 2.4. Follikiiler lenfomalarda histolojik grade mikroskobik 6rnekleri (Prof. Dr. Isinsu
KUZzU).

2.2.5.2. Follikiiler Lenfomanin Fenotipi

FL’da neoplastik hiicreler reaktif follikiillerdeki B lenfositlerde bulunan antijenleri ifade
ederler. CD20, CD19, CD79a, CD10 ve BCL6 karakteristik belirte¢lerdir. Ancak reaktif ve
neoplastik follikiillerin en 6nemli farklilig1 hastaligin patogenezinde tanimlanan t(14;18)
anomalisi sonucu ortaya ¢ikan BCL2 ifade artisidir. Reaktif ve neoplastik follikiilleri ayiran
en onemli bulgulardan biri BCL2 ifade artisidir. BCL2 ifadesi %85-90 oraninda, dzellikle
Grade 1-2 olguda bulunmaktadir. Grade 3 olgularda bu oran %50 altina inmektedir (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1. Follikiiler lenfomanin immiinohistokimyasal belirtecleri

Cb20 CD19 CD79a CD10 BCL2

Grade 1 + + + + + (%85-90)
Grade 2 + + + + + (%85-90)
Grade 3 + + + -/+ -/+(%50)



BCL2 ifadesinin bulunmamasimin bazi hastalardaki sebebi gendeki mutasyonlarin
proteinlerde aminoasit degisikligine yol agmasi nedeniyle kullanilan antikorlarin epitopu
tanimamasindan kaynaklanabilmektedir. Bagka follikiil merkez belirtecleri, 6rnegin LMO2,
GCET1 ve HGAL(GCET?2) ayiric1 tam zorlugu olan vakalarda kullanilabilir. Neoplastik
follikiil hiicreleri arasinda mitoz orani da reaktif follikiil merkezlerinden genellikle ¢ok daha
disiiktiir.  Ki67 ile belirlenen proliferasyon indeksi degerlendirilmesi burada 6nemlidir.
Ancak bazi aragtirmalarda diisiik dereceli (Grade 1-2) FL vakalarinin bir kisminda yiiksek
Ki67 proliferasyonu bildirilmektedir. Bu vakalarin diisiik proliferasyonlulardan daha agresif
oldugu bildirilmistir (27,28).

2.2.5.3. Follikiiler Lenfomanin Molekiiler Patogenezi

T(14; 18)(q32; g21) translokasyonu, FL hastalarinin yaklasik %90’mnda goriildiigiinden
FL’nin genetik damgasi (hallmark) olarak adlandirilmaktadir (29-31). Bu translokasyon ile
Immunoglobulin agir zincir (IgH) geni regiilatér bolgesi, BCL2 geni regiilator bolgesi yerine
gecer. Normalde reaktif germinal merkez B hiicrelerinde inaktif olan BCL2 geni
transkripsiyonu aktif olan IgH regiilator bolgesi tarafindan kontrol edildiginden

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

Bu hatanin B hiicre reseptorii IgH geninin repertuvarinda cesitliligi ortaya c¢ikartan IgH
lokuslarindaki V (variable), D (diversity) ve J (joining) bdlgelerinin kemik iliginde kok
hiicre asamasindaki rekombinasyonunun oldugu sirada meydana geldigi bilinmektedir
(34,35). BCL2 ailesi proteinleri mitokondrinin dis membran gegirgenligini ayarlayarak,
sitoplazmaya sitokrom C salinimin yonetir. BCL2 sitokrom C salinimini inhibe eder ve
bdylece sitokrom C, APAFI, ATP ve Caspase 9’dan olusan apoptozom protein

kompleksinin olusumunu da engellemis olur (36).
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Sekil 2.5. B hiicreli lenfomalarin gelisim basamaklari (37).

BCL2’nin  anti-proliferatif oldugu gibi anti-apoptotik ozelliginin  ve t(14;18)
translokasyonunun saglikli bireylerde de goriilebildigi goriilmiis olup, bu degisikligin ¢ok
onemli ancak lenfomagenezi tetiklemek i¢in BCL2’nin asir1 ifadesinin tek bagina yeterli
olmadig1 anlasilmigtir (36,38,39). Normal bireylerdeki germinal merkez B hiicreleri, spesifik
bir antijen tarafindan plazma ya da bellek B hiicrelerine doniismek iizere secilmemisler ise
apoptozisle yok edilirler. Ancak germinal merkezdeki afinite matiirasyonu ve sinif donlisiim
rekombinasyonu (class switch recombination) esnasinda apoptozise yonlendirilmeyen
BCL2 ifade eden FL hiicreleri, sekonder kromozomal degisiklikler gecirmeye egilimlidir
(Sekil 2.6.) (40-42).

Sitogenetik analizler FL 6rneklerinde ortalama dort ya da alt1 genomik degisim bulundugunu
gostermistir. Bunlardan en sik gozlenenler kromozom 6q delesyonu, trizomi 12, X

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

Kargilagtirmali kromozom genomik hibridizasyon (CGH) yontemleri ile tespit edilen bu
degisikliklerden bazilar1, timoér progresyonu ve histolojik transformasyonla iligkili
bulunmustur. 6q 25-27 delesyonu kotii prognozla iliskilendirilirken, 1936.22-p36.33 ve
6q21.q24.3 daha kisa sag kalimla anlamli bir sekilde iliskilendirilmistir (45,46).

FL’de kromozomal boyuttaki degisikliklerin disinda, farkli epigenetik modifikasyonlarda

gorev alan genlerde de siklikla mutasyonlar gézlenmektedir. Bir histon metiltransferaz
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(HMT) olan MLL2’deki mutasyonlar FL vakalarinin %89 unda gozlenir (47). MLL2, histon
3’lin 4. pozisyonundaki lizinin (H3K4) metilasyonunu katalize eder, bu modifikasyon ile
ilgili genlerin transkripsiyonunda artis gozlenir. Bir baska deyisle, MLL2 gen
transkripsiyonunun pozitif regiilatoriidiir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar fonksiyon
kayb1 mutasyonlar olup, transkripsiyon baskilama ile sonuglanan epigenetik bozukluklara

egilime sebep olmaktadir (48).
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Sekil 2.6. Follikiiler Lenfoma Patogenezi (49).

FL vakalarinda mutasyon goriilen bir diger HMT ise EZH2dir ve FL vakalarinin %10-
20’sinde gozlenir (50,51). EZH2, H3K27’nin metilasyonunu katalizler, ancak H3K4’iin
aksine, H3K27’nin metilasyonu genellikle transkripsiyonel olarak inaktif genlerle iligkilidir
(52). EZH2’nin SET domaininde kritik bir tirozin rezidiisiinde meydana gelen Y641
fonksiyon kazanilmasina sebep olan bir yanlis anlamli mutasyondur ve trimetilasyon
seviyesinde artigsa sebep oldugu gosterilmistir (50). Bu nedenle, EZH2 nin artmis aktivitesi
transkripsiyonun baskilanmasinda artisa ve gen ifadesinin germinal merkez benzeri profil

kazanmasina sebep olmaktadir (53).
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CREBBP ve EP300 normal hiicresel fonksiyon i¢in kritik olan iki yakin iliskili histon asetil
transferazdir (HAT). Bu iki genin asetilasyonundaki bozukluk sonucu olusan mutant

proteinler, BCL6 nin konstitiitif aktivasyonu ve azalmis p53 aktivasyonu ile iliskilidir (54).

MEF2B ise HAT ve HDAC’lerin promotor bolgelere toplanmasinda gorevli transkripsiyon
faktoriinii kodlar (55). Bu gendeki mutasyonlar FL vakalarinin %10-20’sinde gozlenir. Bu
mutasyonlar yanlis anlamli mutasyonlar olup, proteinin DNA’ya baglandigi ve
dimerizasyonun saglandigt MADS-box ve MEF2 domaininde meydana gelir. Bu
mutasyonlarin fonksiyonel getirisi bilinmemekle beraber, CREBBP ve EP300 gibi histon
modifikator proteinlerin, gen transkripsiyonun degisimine yol acarak, MEF2B hedef

genlerine toplanmasinda dengesizlige etkisi olabilecegi diistiniilmektedir (56).
2.2.5.4. Histolojik Transformasyon

Tim FL hastalarinin yaklasik %40 civari, yilda ise %2-3 FL hastas1 agresif forma
dontismektedir (57-59). Bu doniisiim genellikle DBBHL’ye olmakla birlikte, ¢ok nadiren
de olsa yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma, lenfoblastik lenfoma ya da akut lenfoblastik
16semiye de olabilmektedir (60-62). Transformasyonda neoplastik hiicrelerdeki genetik
anormaliler ve mikrogevrenin rol oynadigi diisiiniilmektedir. P53 ve CDKN2A gibi tiimor
baskilayici genlerdeki degisiklikler sonucu kayip ve Myc onkogenindeki amplifikasyonlar
transformasyon i¢in hedef genleri olustururken, follikiiller arasi boélgelerde follikiiler
dendritik hiicrelerin (FDH) kayb1 ve/veya CD4" T hiicrelerinin artig1 mikrogevresel agidan

transformasyonda 6nem arz etmektedir (63-65).

Yeni nesil dizileme yontemleri agresif forma transformasyonda etken olabilecek
mutasyonlarmn daha kapsamli bir tanimmin yapilmasini saglamistir. Cesitli sinyal
yolaklarinda gorev alan PIM1, SOCSI1, STAT6, MYDS88, TNFAIP3 ve ITPKB, hiicre
dongiisiinde rol alan CCND3, B hiicre gelisiminde rol alan EBF1, germinal merkez B
hiicrelerinin yayiliminda gorev alan GNA13, SIPR2 ve P2RY8 ve immiin sistemden kagista
gorev alan CD58 ve B2M gibi genlerdeki mutasyonlar transformasyon ile iligkili

bulunmustur (66-68).
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2.2.6. TANI VE EVRELEME

FL hastalarinin ¢cogu semptom gostermezler ve genel olarak nodal bir hastalik profiline

sahiptirler. Hastalarin az bir kism1 primer olarak ekstranodal bir profil sergilerler (69,70).

NHL’ler ve Hodgkin lenfomanin evrelemesi i¢in yapilan onceki Ann Arbor evreleme

sistemine dayanan Lugano siniflandirmasina gore (Cizelge 2.2. ve 2.3.), lenfadenopatilerde,

lenfomat6z bir durumdan siiphe edilmesi halinde, ekzisyonel ve insizyonel biyopsi alinmasi

gerekmektedir. FL’de evrelemenin dogru yapilmasi, tedavi segceneklerinin degerlendirilmesi

acisindan 6zellikle az sayidaki erken evre hastalar i¢in kritik 6nem bulundurur. FL nin

anatomik evrelemesi i¢in PET-BT (Bilgisayarli Pozitron EmisyonTomografisi) ve kemik

iligi biyopsisi yapilmasi sarttir (71).

Cizelge 2.2. Ann Arbor Evreleme Sistemi (72).

Evre | Tek lenf diigiimii bolgesi (I) ya da tek ekstralenfatik alan (IE)

Evre Il Diyaframin tek tarafinda 2 ya da daha fazla lenf diigiimii bolgesi (II) ya da diyaframin tek
tarafinda lokal ekstralenfatik yayilimla birlikte bir ya da daha fazla lenf diigiimii bolgesi
(IE)

Evre 111 Diyaframin her iki tarafinda lenf diigtimii bolgeleri (I11), lokal ekstralenfatik yayilim eslik
ediyorsa IIIE, dalak tutulumu varsa IIIS, lokal ekstralenfatik tutuluma dalak tutulumu eslik
ediyorsa IlISE

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

organin yaygin tutulumu

Cizelge 2.3. Lugano Evreleme Kriterleri (72).

Evre | Tek lenfatik bolge (I) ya da lokalize olmus tek ekstra lenfatik organ ya da bolge (IE) katilimi

Evre 11 Diyaframin tek tarafinda iki ya da daha fazla lenfatik bolge katilim1 (IT) ya da lokalize olmus
tek ekstra lenfatik organ katilimi ya da bdlgesi ve diyaframin tek tarafinda bir ya da daha
fazla lenfatik bolge katilimi

Evre 111 Diyaframin her iki tarafinda da lenfatik bolge katilimi

Evre IV Lenfatik katilimla birlikte ya da tek basina bir ya da daha fazla yaygin ya da diffiiz ekstra

lenfatik organ katilimi
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2.2.7. FOLLIKULER LENFOMA PROGNOZU

FL biyolojik olarak heterojen bir hastaliktir ve prognoz bireyler arasinda farklilik gosterir.
Diisiik dereceli (grade 1-2) follikiiler lenfomalar, yiiksek dereceli (grade 3) follikiiler
lenfomalardan ¢ok daha agresif klinik davranis gosterirler. Yavas klinik seyirli olarak bilinen
follikiiler lenfomalarin diisiik dereceli grubunda genel olarak daha yavas bir klinik ilerleme
tablosu mevcutken, yiiksek dereceli grup genellikle diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomaya benzer
sekilde agresif bir klinik davranis sergilemektedir. Bu klinik seyir heterojenitesinin altinda
yatan sebepler arasinda Sekil 2.6 da belirtilen ek mutasyonlarin kazanilmasi bulunmaktadir.
Bu siire¢ ve yiiksek grade li FL ya ilerleme farkli tedavi seceneklerinin degerlendirilmesi

acisindan 6nem tagimaktadir.

Prognozun tahmini i¢in klinik ve laboratuvar verileri esastir. FL’nin prognozunda Histolojik
Grade’den bagimsiz olarak degerlendirilen uluslararasi FLIPI (Follicular Lymphoma
International Prognostic Index) algoritmas: temel alinmaktadir. Bu algoritmanin
olusturulmasinda 4000’den fazla tedavi almis FL hastasindan elde edilen veriler
kullanilmigtir (73). Bu sistemde goz Oniine alinan prognostik faktorler; hastaliktaki nodal
bolge sayisi, laktat dehidrojenaz (LDH) seviyesi, yas, hastalifin evresi ve hemoglobin
diizeyidir. Bu sisteme gore 0-1 faktor diistik risk, 2 faktor orta dereceli risk, 3’ten fazla faktor
yiiksek risk grubunu isaret etmektedir. Rituximab’in kesfinden sonra FLIPI algoritmasi
giincellenerek FLIPI-2 olarak adlandirilmigtir (Cizelge 2.4.). Yeni sistemde, kemik iligi
tutulumu ve B-mikroglobulin (B2M) seviyeleri de risk faktorleri arasina dahil edilmistir (74)
Bu tez calismasinda FLIPI-1 algoritmasi baz alinarak prognostik agidan risk durumu

degerlendirilmistir.

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

Parametre FLIPI-1 FLIPI-2

Lenf nodu >4 lenf nodu bolgesi >6 cm

Yas >60 >60

Serum belirteg Normalden yiiksek LDH  Yiiksek p-mikroglobulin
Evre Ann Arbor HI-1V Kemik iligi tutulumu
Hemoglobin <12 g/dL <12 g/dL

Bes yillik sagkalim (%)

Diisiik risk (0-1) 91 79

Orta risk (2) 78 51

Yiiksek risk (3-5) 53 20
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2.2.8. FOLLIKULER LENFOMADA TEDAVi

Hastalik seyri ile ilgili bilinen bu heterojeniteye benzer olarak tedavi secenekleri de ¢esitli
alternatifler barindirmaktadir. Bunlar; yiiksek dozda kemoterapi iceren agresif tedavi, kok
hiicre transplantasyonu, immiinoterapi gibi yontemlerdir. Bu yontemlerin disinda hastanin
tedavi almaksizin takiplerle kontrol altinda tutuldugu “izle ve bekle” bir diger klinik
yaklasim yontemlerindendir. Anti CD-20 monoklonal antikoru ile immiinoterapi tedavisinin
baslangicindan Once, ortalama genel sag kalim FL hastalarinda 8 ila 10 yil arasinda
degisirken, Anti CD-20 immunoterapi ve yeni nesil 6zellesmis ajanlarin kullanilmaya

baslanmasiyla bu siire 6nemli 6l¢iide uzamistir (Sekil 2.7.) (76).

Evre | ya da ll, Evre |l yada ll,
Semptom Diisiik Timér Yiiksek Timér Yiikii Evre
Gostermeyen Vakalar Yiikii lilyada IV

-immiinokemoterapi
-Rituximab monoterapi
(kemoterapiyi tolere
edemeyen hastalarda)

-Radyoterapi

izle ve bekle

-immiinokemoterapi
-Rituximab monoterapi

Tedaviye Yanit Tedaviye Yanit
Verenler Vermeyenler
QuiiCn2n Niiks/direncli
antikoru ile hastalik tedavisi

idame tedavi

Sekil 2.7. Follikiiler Lenfoma Tedavi Segenekleri (77).

FL icin tedavi erken evre ve ileri evre i¢in olmak iizere ikiye ayrilmistir:

Erken evrede tedavi: FL hastalarinin yalnizca %15-30"u erken evrede tani almaktadir
(78,79). FDG-PET ileri evreleri ayirmak i¢in yardimer olmaktadir. Grade 1, 2, 3 ya da 3A

vakalarinda gerekli bolgelere 12 parca halinde 24 Gy radyoterapi uygulanmaktadir (79).
Radyoterapi ile ortalama 19 yil genel sag kalim, 10 yillik genel sag kalim orani ise %60-
80°dir (80). Son yapilan ¢alismalara gore, 5 yil hatasiz 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 sag kalim artarken, genel sag kalim bu durumdan etkilenmez.
Hastanin i¢inde bulunabilecegi farkli sartlardan ya da tiimdrlii bolgenin lokalizasyonunun
radyasyon tedavisine elverissiz olmasindan bu tedavinin uygulanamayacak oldugu
durumlarda, hastanin takip edilmesi makul bir se¢enektir. Erken evredeki bazi hastalar
tedavisiz 19 yil yasamaktadirlar (82). Bulky erken evre hastalik, ileri evrelerdeki hastalarin
aldig1 gibi diizenli immiinokemoterapotik tedavi almalidir ya da radyasyonla birlikte ya da
yalnizca immiinoterapi almalidir (78). Grade 3B vaka gruplarinda varilmis olan konsensusa
gore DBBHL’deki gibi immiinokemoterapi ile R-CHOP 6 dongiide uygulanir. Alternatif
olarak erken evre i¢in radyoterapiyi takiben 3-4 dongii R-CHOP uygulanabilir.

Ileri evrede tedavi: Hastalarin biiyiik cogunlugu ileri evrede tan1 almaktadir. Semptom

gostermeyen FL hemen tedavi gerektirmeyebilir. Ancak, semptomatik nodal hastalik,
semptomatik ekstranodal hastalik ya da sitopeni gibi belirtiler gozlendiginde tedavi
gerekliligi ortaya cikar. Bu yaklasim takip edilen hastalar ve tedavi alan hastalar
karsilastiran randomize bir prospektif ¢aligma ile desteklenmistir. En biiyiik ¢aligmalardan
biri, chlorambucil tedavisi ile takibi karsilagtirmigtir (83). Ortalama 16 yillik bir takip
stirecinde, iki yaklasim arasinda genel sag kalim ve sebep-spesifik sag kalimda bir farklilik
gbzlenmemistir. Benzer sonuglar diger prospektif iki yaklagimi karsilastiran ¢aligsmalarda da
elde edilmistir (84). Rituximab; FL’nin tedavisinde biiyiik bir doniim noktas1 yasatmistir.
Bunun ardindaki asil sebep anti-CD20 antikor temelli bir tedavi olmasidir (85). Rituximab’in
faydalar1 rituximabli ya da yalnizca kemoterapi alan hastalarin karsilastirildigi birgok
calismada gosterilmistir (19,86). Bu ¢alismalarin hepsi rituximab ile kemoterapi
kombinasyonunun genel sag kalim ve yanit oranindaki artis oldugunu gostermistir (75).
Rituximab’a direngli FL hastalarinda diger cesitli anti-CD20 antikorlarina karsi yanit
degerlendirilmistir. Bu antikorlardan Obinutuzumab daha o6nce tedavi almamis FL
hastalarinda yapilan faz III ¢aligmasinda, kemoterapinin obinutuzumab veya rituximab ile
kombine olarak denenmistir (87). GALLIUM ¢alismasi olarak da bilinen bu calismada,
obinutuzumab ve rituximab 2 y1l idame tedavisi uygulanmistir. Tedavi yanitlar1 iki grupta
da benzer iken, ilerlemesiz sag kalim obinutuzumab alan hastalarda daha yiiksek ¢ikmustir.
Genel sag kalimda ise hicbir farklilik gézlenmemistir. Ancak yan etkiler obinutuzumab

alanlarda daha fazla gozlenmistir.
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Bu iki grubun yani sira niiks hasta gruplar1 i¢in de bir¢ok tedavi secenegi bulunmaktadir.
Bunlar; yalniz bagina rituximab, rituximab-kemoterapi kombinasyonu, radyoimmiinoterapi
ve belli hastalar i¢in kok hiicre transplantasyonudur. Niiks eden FL hastalarinda cesitli
hiimanize edilmis anti-CD20 monoklonal antikoru c¢alismalar1 mevcuttur. Rituximab’in
yiiksek dozda kullanildig1 refrakter (tedaviye direngli) hastalardaki tedavi yanit oran1 %55,
ilerlemesiz sag kalim orta degeri 11,9 aydir (88). Niiks ve refrakter FL hastalarinda
obinutuzumab ile kemoterapi kombinasyonu c¢alismalarinda %93-98 tedavi yanit orani
gosterilmistir (89). Niiks hastalarinda CHOP ve R-CHOP ile tedavi kiyaslandiginda,
R-CHOP grubunda tedavi yanitinin ve ilerlemesiz sag kalimin yaklasik 12 ay arttig
gozlenmistir (90). Rituximab ile immiinomodiilatér kombinasyonunun, etkisi incelenmistir.
Bunlarin iginde en etkili olan kombinasyonun lenalidomid ile rituximab kombinasyonu
oldugu anlasilmistir. Bu kombinasyondaki yanit orani, tek basina rituximab’da %53 iken,
kombinasyonda %70’tir (91). Anti-CD20 radyoimmiinoterapi ajanlar niiks ve refrakter FL
hastalarinda kullanilan bagka bir se¢enektir (92). Tedavi yanit oran1 %60-80’dir. Ortalama
ilerlemesiz sag kalim yaklasik 12 ay, radyoimmiinokonjugatlar ¢cok yaygin bir kullanima

sahip degildir.

FL radyasyon terapisine olduk¢a yanit veren bir hastaliktir. Diisiik doz radyoterapi, tek bir
hastalik bolgesiyle ilgili semptomlar1 olan hastalarda, hastayi rahatlatmak i¢in (palliation)

kullanilabilmektedir. %57 oraninda yanit orani vardir (93).

FL’de otolog ya da allojenik hematopoetik hiicre transplantasyonu metotlari tartigmalidir ve
pek ¢ok ¢aligmanin konusudur (94). Cok sayida faz II ¢alismasi, yiiksek doz terapi ve otolog
HCT’nin 1y1 performans gdosterdigini ve kemoterapiye duyarli niiks hastalarinin ve per-
formans durumu iyi olan hastalarin %40’min ilerlemesiz sag kalim ve genel sag kalimda

artig oldugu saptanmistir(95,96).
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2.2.9. FOLLIKULER LENFOMA VE MiKROCEVRE

Follikiiler lenfoma, B hiicrelerinin asir1 proliferasyonu ile karakterize edilmesine karsin, son
yillarda lenfomagenez senaryosunun diger oyuncularinin mikrogevre elemanlar1 oldugu
ortaya cikmustir. Burkitt lenfoma gibi bazi lenfomalarda tiimor hiicrelerinin yogun
proliferasyonu sonucunda lenf nodu mimarisi degisirken ya da Hodgkin lenfomada oldugu
gibi reaktif hiicreler toplanirken, FL’da, follikiiler dendritik hiicreler ve yardime1 follikiiler
T hiicreleri (TFH) ile desteklenen germinal merkeze benzer bir follikiiler organizasyona
girer. Ancak FL lenf nodlarmin goriintiisii reaktif olanlardan farklidir. FL mikrogevresi
yardimct T17 hiicrelerinin aksine Treg hiicrelerince zengindir (Sekil 2.8.) (97). T
lenfositlerinin disinda FL, monosit polarizasyonunu immiin sistemi baskilayic1 fenotipe

dolayli olarak yonlendirir (98).
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Sekil 2.8. Follikiiler Lenfoma Mikrogevresi (97).

Mikrogevrenin Onemi, arastirmacilarin FL hiicre hatlarim1 mikrogevresel faktorler
olmaksizin ¢ogaltamamasi ile ortaya c¢ikmistir (57,99). Mikrogevrenin Oneminin
anlasilmasindan sonra FL gibi klinik seyri heterojen olan bir hastalik grubunda,

mikrogevrenin prognoz iizerinde kritik etkileri hakkinda veriler elde edilmeye baslanmistir.

19



Lenfoma/Losemi Molekiiler Profilleme Projesi (LLMPP)’nin 6nemli bir calismasindan elde
edilen sonuglara gore; T hiicre ve makrofajlarla ilgili genlerin ifadesindeki degisiklikler iyi
prognozla iliskili bulunurken, makrofaj ya da dendritik hiicrelerle ilgili genlerin ifadesindeki

degisikliklergenlerin transkriptlerin kotii prognozla iliskili oldugu gésterilmistir (100).

Tiimdr mikrogevresi, hiicre 6liimiine direng, hiicre istilasi, proliferasyonun siirdiiriilmesi,
immiin sistem baskilanmasi, kendini yenileme ve anjiyogenez gibi yollarla lenfomagenez ve

lenfoma progresyonuna katkida bulunur (101).

FL mikrogevresi timor gelisimini ti¢ farkli mekanizma ile tesvik eder. Bunlardan ilki, FL B
hiicre reseptdriiniin  stereotipik mannozlanan rezidiisiiniin, dendritik hiicreler ve
makrofajlardan salman lektinler ile etkilesimi sonrasinda B hiicre reseptoriiniin
aktiflestirilmesiyle gerceklesir (102,103). Ikinci mekanizma, follikiiler helper T hiicreleri
tarafindan salinan interlokin-4 (IL-4) gibi tiimorii tesvik eden sitokinlerin parakrin
sekresyonudur. Sonuncu mekanizmada ise, FL mikrogevresi, sitotoksik CD8" T hiicrelerinin
proliferasyonu baskilama ve etkili immiin sinaps olusturma yeteneklerini baskilama

suretiyle immiin sistemden kagista biiyiik rol oynamaktadir (104).

De Jong ve arkadaslari, lenfomalarda, hastaligin siddeti, tedaviye yanit ve hastaligin klinik
seyrine etkileyen faktorler arasinda, neoplastik B hiicrelerinin mikrogevre ile olan kompleks

etkilesimin biiyiik rolii oldugunu gosterdiler (105).

FL ve DBBHL’de son zamanlarda yapilan gen ifadesi ¢aligmalarindan elde edilen veriler,
neoplastik 6zellik tagimayan lenfositlerin, prognostik anlamda 6nemli unsurlar oldugunu

gostermistir (106).

FL mikrocevresinde infiltre T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan ifade edilen proteinler
seyrin en onemli belirleyicilerindendir. Ozellikle regiilator T hiicreleri (Treg) ve timor
iliskili makrofajlar (TIM), yapilan birgok calismadan elde edilen bilgilere gére FL’nin

prognozuna ve tedaviye yanitina etki etmektedirler (107).

Follikiiler lenfoma gelisiminde bir¢ok sinyal iletim yolaginin rolii bulunmaktadir. Bunlardan
biri olan Transforming Growth Factor Beta (TGFP) yolagi, follikiiler lenfoma

mikrogevresindeki birgok hiicre tipinin fonksiyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir.
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TGFB o6zellikle tim6r mikrogevresinde bulunan NK(Natural Killer) hiicreleri, CD4™ T ve
CD8" T hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller, dendritik hiicreler, mast hiicreleri ve B
hiicrelerinin fonksiyonlarini etkiler (108,109). TGFB’nin yiiksek seviyeleri B hiicrelerinin
apoptozisine, dendritik hiicrelerin ve NK hiicrelerinin olgunlagsmasinin baskilanmasina

neden olur (110,111).

TGFB, granzim A, granzim B, perforin, FAS ligand: ve interferon y gibi birlikte T hiicre
aracil1 timor hiicre sitotoksisitesine sebep olan unsurlarin ekspresyonunu da baskilar (112).
Granzim B ve interferon y’nin ekspresyonu direkt olarak TGFB yolaginda yer alan

Smad2/Smad3 ve ATF1 transkripsiyon faktorleriyle baglantilidir (113).

TGFB monositlerin makrofajlara farklilagsmasinda da rol alir (114). Ayrica makrofajlarin M1
formundan M2 formuna polarize olmalarini tesvik ederler ve bu sekilde monosit aracili
hiicre oliimiiniin baskilanmasin1 engellerler (115). TGFB, makrofajlarda, Makrofaj
Enflamatuvar Protein 1a ve 2 (MIP1a ve MIP2), CXCL1 kemokini, Graniilosit-Makrofaj
Koloni Stimiile Edici Faktor sitokini (GM-CSF) ve IL-18, IL-8 ve IL-10 gibi interkldkinlerin
ekspresyonunu baskilar (116). Bunun sonucunda makrofajlarin aktivitesi baskilanmig olur
(117). Bunlarin hepsi goz oOniine alindiginda, TGFB’nin makrofajlarin farklilagmasini,
aktivasyonunu, gen ekspresyon profilini ve dis uyaranlara karsi yanitin1 diizenledigini ve

boylece tiimor gelisimini direkt olarak etkiledigi anlagilmaktadir.

TGFB, makrofajlar tizerindeki etkisi araciligi ile CD4" T hiicre proliferasyonunu baskilar
(118). Tiimor mikrogevresindeki regiilatér T hiicreleri TGFB sitokinini salgilar ve CD8" T
hiicrelerinin baskilanmasma yol acar (119). TGFB, T hiicrelerinin farklilagmasini ve
fonksiyonlarmi baskilar, prolifere olmalarmi ve etkinlesmelerini engeller (120). Ayrica,
TGFB miirin periferik kan ve pankreas kanserinde naif CD4" T hiicrelerinin regiilatér T

hiicrelerine farklilasmasini saglar (121).

Belli tiimér hiicrelerinde, O6rnegin kolorektal kanser ve prostat kanserinde, TGFB’nin
yiikselmis seviyeleri kotii prognozla ve niiksle iliskilendirilmistir (122). Bu durum timér
mikrogevresindeki malign olmayan hiicrelerde TGFB’nin artmasiyla iliskilendirilmistir.

(123).
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2.2.9.1. REGULATOR T HUCRELERI (TREG)

T hiicrelerinin heterojen bir alt grubunu olusturan regiilator T hiicreleri (Treg) zararli immiin
yanitlar1 inhibe ederler. Regiilatér T hiicreleri lenfoma hiicreleri ile mikrogevre arasindaki
iliskiyi diizenleyen 6nemli modiilatorlerdir. Treg hiicreleri insan ve farelerde, periferal CD4*
T hiicrelerinin %5-10’unu olusturmaktadirlar (124-126). FOXP3 regiilatér T hiicrelerinin

tek belirtecidir. Treg neoplastik T hiicre popiilasyonunun biiyiimesini engellerler (127).

Daha onceleri baskilayici T hiicreler olarak adlandirilan bu hiicreler iki temel gruba

ayrilmaktadir;

Timus kokenli dogal Treg; siirekli olarak interlokin 2 reseptoriiniin (IL-2R) o zinciri olan
CD25 ifade eden CD4" T hiicrelerdir (137,138). Bu hiicreler, temas (kontakt) ve sitokin

bagimli olarak aktiflestirilirler.

Dogal regiilator T hiicreleri (nTreg) timusta gelisirler ve yasamlarinin ii¢lincli giiniinden
itibaren periferal dolagima baslarlar (128). nTreg, T hiicre havuzunda mevcut otoreaktif T
hiicrelerini baskilarlar ve bu sekilde periferal tolerans ve immiin homeostasisi siirdiirtirler.
1995°te Sakaguchi bu yeni nTreg popiilasyonunda yiiksek seviyelerde CD25 (IL-2R a
zinciri) ifade eden giiglii baskilama 6zelligine sahip CD4" T hiicrelerini gostermislerdir. Bu
CD4" CD25" T hiicreleri in vitro ortamda anerjiktir. Ayrica bu hiicreler konvansiyonel CD4*
CD25" efektor T hiicrelerinin in vitro ve in vivo proliferasyonu ve sitokin sekresyonunu

inhibe etme yetisine sahiptirler (129).

Thornton ve arkadaslari, nTregin in vitro baskilayici 6zellikleri i¢in net bir karakterizasyon
yapmislardir; antijen spesifik olmayan nTreg Ozelliklerini kullanabilmek igin

etkinlestirilmeye ve bu baskilama hiicre temasina ihtiyag duyarlar (130).

CD25 aktivasyon sonrasinda konvansiyonel CD4" T hiicrelerinde de ifade edildiginden
faydali bir belirte¢ degildir. nTreg i¢in diger belirte¢ adaylart CTLA-4 (sitotoksik T lenfosit
antijen 4) ve GITR (glukokortikoid uyarimli tiimér nekrozis faktor reseptor)’dir.

2003’te spesifik nTreg belirteci tanimlanmistir; transkripsiyon faktorii FOXP3’iin nTreg

gelisimi ve aktivitesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. FOXP3 geninde bir mutasyon
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barindiran Scurfy farelerde, fonksiyonel olmayan nTregden dolayr 6liimciil otoimmiin

enflamasyon gozlenmistir (131).

2.2.9.1.1. Uyarilms Regiilator T Hiicreleri (iTreg)

Bu hiicreler IL-10’un etkisindeki toleranslhi ¢evrede antijen stimiilasyonu ile tesvik edilen
adaptif regiilator T hiicreleridir ve Trl hiicreleri olarak adlandirilmislardir. Cesitli gruplar
Trl hiicrelerinin immatiir dendritik hiicreler tarafindan uyarildigini1 géstermistir. Bu Trl-tip
Treg hiicreleri FOXP3 ifade etmezler ve IL-10 ve TGF1 sekresyonu ile baskilayici aktivite
gosterirler (59,101).

Chen ve arkadaglari, TGFB1 varligindaki TCR-uyarisinin, konvansiyonel CD4" CD25" T
hiicrelerinde FOXP3’iin ifadesini arttirdigim gosterdiler. In vitro testlerde TGFpI1 ile
indiiklenmis FOXP3" T hiicrelerinin anerjik ve inhibe edici oldugu gozlenmistir. Ayrica
FOXP3" iTregin CD4" T hiicrelerinin antijen-spesifik ¢ogalmalarini in vivo olarak
gostermiglerdir(132).

Sonraki caligmalar TGFB1 aracili FOXP3 ifade artisindaki molekiiler yolag:i daha iyi
aciklamiglardir ve NFAT (aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii) ve Smad3

transkripsiyon faktorlerinin iTregde FOXP3 uyarimi igin kritik oldugunu kanitladilar (133).

Treg hiicrelerinin davranigsal 6zellikleri ¢ok fazla ¢alismanin konusu olmasina ragmen. Treg
aracilif1 ile inhibisyonun altinda yatan mekanizmalar hakkinda ¢ok net bilgiler elde

edilememistir.

Treg hiicreleri ile baskilama i¢in hiicre kontag1 gerektiginden, hiicre ylizeyinde baskilama
yetenegine sahip ifade olan molekiiller (CTLA-4, membran bagimli TGFB, GITR gibi) bu

sliregte onemli rol oynamaktadirlar (134,135).

Son zamanlarda tanimlanan B7 ailesi iiyesi B7-H1 nin reseptorii PD-1 ile etkilesiminin,
TCR sinyalini olumsuz olarak etkiledigi ve bu sekilde TCR-aracili proliferasyon ve sitokin
tiretimini azalttig1 gosterilmistir. Tiimore sizan CD4" CD25™ T hiicrelerinde PD-1"in ifade
edildigini, CD4" CD25" T hiicrelerde ise PD-1 ifadesinin olmadig1 gézlenmistir. Ayrica B7-
H1’in, B hiicreli NHL’lerde tiimdr i¢inde aktive olmus Treg hiicrelerinde indiiklenebildigi

gozlenmistir. Bu sonuglar, B7-H1 ve PD-1 arasindaki etkilesimin, tiimor icindeki Treg
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hiicrelerinin araciligiyla inhibisyonda rolii olabilecegini gostermektedir. Aslinda sonuglar,
B7-H1 ve PD-1 etkilesiminin engellenmesinin, B hiicreli NHL’lerde timor bolgesindeki

CD4* CD25" T hiicrelerinin, Treg hiicre aracili baskilamayi azalttigini gostermektedir (136).

Treg hiicreleri immiin sistem lizerinde baskilayici etkilerinin yam sira, diger T hiicrelerini
enfeksiy0z tolerans olarak adlandirilan olayla baskilayict hiicreler olmak tizere egitebilirler.
Enfeksiyoz tolerans olayi ilk olarak kisa siireli monoklonal antikorlar ile muamele edilen
siganlarda uzun siireli transplantasyon sag kalimini kesfeden arastiricilar tarafindan
tanimlanmustir. Toleransh sicanlardan transfer edilen T hiicrelerinin naif siganlarda benzer

bir tolerans durumuna sebep oldugunu gosterdiler (137).

FOXP3* Treg ve lenfoma arasindaki iliski hala net bir sekilde agiklanamamistir. Bazi
calismalarda Treg sayisinin artis1 iyi prognozla iligkilendirilirken, bazi ¢alismalarda tam tersi
sonuclar elde edilmistir. Ayrica farkli lenfoma tiplerinde ve hematolojik olmayan
timorlerden de farkli sonuglar ortaya ¢iktigi bilinmektedir (138). Bu tartigmaya agik

sonuglarin olasi sebepleri sunlar olabilir;

1. Treg degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerin ve bu yontemlerin heterojenitesi
2. Anti-FOXP3 antikor spesifisitesindeki farkliliklar

3. Alt ve st sinir degerleri farklilig
4

. Analiz igin timor alaninin se¢imi (139,140).

Muhtemel biyolojik agiklamaya gore; Treg CD4" ve CD8" T hiicrelerinin aktivitelerini
IL-10 ve TGFp sekresyonu ile diizenlemektedirler. Bdylece, bir taraftan neoplastik klonlarin
immiin sistemden kacisina yardimei olurlarken, diger taraftan tiimore sizan diger hiicreler
tarafindan indiiklenen pro-enflamatuvar uyaridan yararlanmasini engellemektedirler

(141,142).

Lenfomada 4 farkli sekilde davranig gosteren Treg bulunmaktadir;
1. Supresor Treg
2. Malign Treg
3. Direkt timor oldiiriicti Treg
4

Yetersiz (incompetent) Treg
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Treg supresor ya da malign olarak hareket ederlerse, anti-tiimor toksisitesi baskilanir,
bdylece Tregin sayisindaki diislis, iyi prognozla iligkilendirilir. Bu durumun aksine, Treg
tiimor oldiiriicii ya da yetersiz davranis sergilerlerse anti-tiimor toksisitesi artar ve boylece

Treg sayisindaki yiikselis iyi prognozla iliskilendirilir (143).
2.2.9.2. TUMOR ILiSKILI MAKROFAJLAR

Makrofajlar fenotipik ve fonksiyonel olarak ¢ok fazla ¢esitlilik gdsteren immiin sistem hiicre
popiilasyonudur. Biitiin dokularda yaygin bir sekilde bulunan makrofajlarin major olarak
enfeksiyonlara karst dogal immiin yanit olusturulmasinda rol oynarlar. Bununla birlikte

doku tamir ve gelisim mekanizmalari ile homeostaziste dnemli gérevleri vardir (144).

Genel olarak makrofajlarin kokeni kemik iligi olarak bilinmektedir. Ancak akciger alveolar
ve peritoneal makrofajlari, Kupffer hiicreleri, epidermal Langerhans hiicreleri ve beyin

mikroglia hiicreleri gibi primitif yolk sac 6nciillerinden koken alan makrofajlar da mevcuttur

(118).

Tiimér iliskili makrofajlarm (TIM), timér hiicreleri ya da kanser mikrogevresindeki
monositik Onciillerin malign olmayan hiicreler tarafindan salinan kemotaktik sinyaller
araciligr ile toplanmasini saglayan kan hiicrelerinden koken aldigi disiiniilmektedir
(145,146). Ancak bu konuda heniiz a¢ikliga kavugsmamis noktalar bulunmaktadir. Farelerde
yapilan ¢aligmalarda, beyindeki mikroglia gibi belli dokularda bulunan makrofajlarin fetal
ya da embriyonik gelisim esnasindaki dnciillerden meydana geldigi gosterilmistir (147,148).
Timor iliskili makrofajlar yiizey antijeni olarak spesifik olarak CD163 ifade ederler. CD68
ifadeleri de vardir ancak daha temiz sonug elde edildiginden immiinohistokimyasal olarak

daha ¢cok CD163 antikorlari tercih edilmektedir.

Tiimér dokularinda toplanan dolasimdaki TIM’lere farklilasan 6nciiller, klasik enflamatuvar

monositler ve monosit iligkili myeloid kdkenli baskilayict hiicreleri (M-MDSCs) igerirler.

Transkripsiyon faktdrii Smad3’iin ifadesinin baskilanmasi, M-MDSC’lerin matiir TIM’lere
farklilasmasindaki temel faktordiir (149). Farelerde enflamatuvar monositlerin TIM’lere
farklilasmas1 RBPJ’e (Notch sinyal yolagindaki bir transkripsiyonel regiilator) baglidir.
TIM’lerde bu proteindeki genetik delesyon tiimdr yiikiinii azaltmaktadir.
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TIM’lerin farkli fonksiyonlara sahip iki alt grubu bulunmaktadir. Bunlardan ilki ‘M1-tipi’
adi1 verilen ve tlimor karsiti davranis gosteren makrofajlardir. Digeri ise ‘M2-tipi’ olarak
adlandirilan tiimor gelisimine katkida bulunan makrofajlardir (150). Tiimor hiicrelerinden,
T lenfosit, B lenfositlerden ve stromal hiicrelerden kaynaklanan sinyaller TIM fonksiyonunu
ve ¢esitliligini etkilemektedir. Klasik olarak aktive olmus ‘M1’ makrofajlar ekstraselliiler

mekanizmalar ile timor hiicrelerini 6ldiiriirler (145,146).

Makrofaj ve T hiicre miktarinin prognozla iligskisi son zamanlarda ¢ok fazla ¢alismanin
oldugu popiiler bir alan1 olusturmaktadir. Ancak TIM’ler ile ilgili ¢alismalara bakildiginda
birbiriyle g¢elisen farkli sonuglarin ortaya ¢iktigi gozlenmektedir (151,152). 1970’lerde
yapilan calismalar makrofajlarin bakteriyel metabolitler ile etkinlestigini ve tiimor
hiicrelerini yok etmek igin sitokinlere ihtiya¢ duyduklarimi gostermistir (145,153). Ayrica
TIM’lerin tiimér gelisimini ve metastazi pozitif yonde etkiledigi gosterildi (118). Boylece
makrofajlarin kanser ile iki farkli yonde iliski i¢erisinde oldugu anlasilmis oldu. Yeni olusan
timorlerde, makrofajlarm T  hiicreler ve interferonlar tarafindan  yonetilen

immiinoregiilasyonun erken eliminasyon evresine katkida bulundugu gosterilmistir (154).

TiM’ler, tiimdér mikrogevresinde rol oynamalarmin yam sira tiimdr hiicrelerinin igsel
ozelliklerini de etkilerler. Ornegin, TIM’ler meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
uyaran EGF gibi biiylime faktorlerini tretirler (145). Ayrica makrofajlarin metastatik
hiicrelere avantaj saglayan Ozellikleri de vardir. IL-1 gibi faktorler {iireterek tiimor

hiicrelerinin uzak yerlerde birikmesine olanak saglarlar (118).

TIM’ler anjiyogenez ve lenfomagenezi de tesvik ederler (155). Biitiin bu dzellikler tiimor
gelisimi ve ilerlemesine katki saglar. TiM’ler ¢ift yonlii etkilesimle Treg’lerin
immiinosiipresif aktivitelerini de arttirirlar. Makrofajlar tiimorlerde immiinosiipresif
sitokinler IL-10 ve TGF sitokinlerini iireterek bu siirece destek olurlar (156). Kanser iliskili
enflamasyonda (CRI) ¢ok énemli bir role sahip TIM’lerin tiimér gelisimindeki etkisi,
enflamatuvar sitokinler gibi diger enflamatuvar hiicrelerin katkilarinin tanimlanmasiyla

anlasiimistir (118).
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TGFP’ nin kesfinden sonra makrofajlarla olan iliskisi arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir.
Basglangigta, TGFB bir immiino-baskilayici ve makrofajlart inhibe eden ajan olarak
distinilmustir (157). Daha sonra, makrofaj farklilasma asamasina bagli olarak

monosit/makrofaj fonksiyonundaki iki yonlii etkisi kesfedilmistir (158).

Klasik Hodgkin lenfoma (CHL) hastalarinda tiimérdeki TIM’lerin gen imzas1 ve yiiksek
CD68" hiicre sayisi, bu karakteristik dzelliklere sahip olmayan hastalarla karsilagtirildiginda
kemoterapi sonrasinda kisalmis sagkalimla iliskilendirilmistir. Boylece TIM’ler, risk
degerlendirmesinde bir biyobelirte¢ olarak diisiiniilmeye baslanmistir. Yiiksek CD68 veya
CD163 ifadesi birbirlerinden bagimsiz olarak sag kalimla ilgili olarak olumsuz belirtecler
olarak tanimlanmistir. Bu durum da yiliksek evreli CHL hastalarda kemoterapi sonrasi

TIM’lerin prognostik éneme sahip oldugunu gostermistir (118).

Daha once de yiiksek TIM (CD68") iceren tiimorlerin, ¢oklu ajan terapisi almis FL
hastalarinda olumsuz sonuglar dogurdugu gosterilmistir (102,103). Bu prognostik iliski
R-CHOP tedavisi ile tersine dondiiriilmiistiir (159).

Bir baska calismada, CD163* TIM’lerin, R-CHOP tedavisi almis FL hastalarinda iyi
prognozun isareti oldugu, R-CVP (rituximab, cyclophosphamide, vincristine, prednisone)
tedavisi almis hastalarda kotii prognozla iliskilendirilmistir (160). Bu sonuglar TIM
miktarinin FL hastalarinda prognozun tahmininde rol oynadigini gdsterirken, bu prognostik

etkinin tedaviye bagli oldugunu gostermektedir.

Rituximab tedavisinden onceki donemde, bir¢ok immniiohistokimya calismasinda, yiliksek

makrofaj sayis1 kotii prognozla iliskilendirilmistir (161,162).

Ancak makrofa; aracili timor gelisiminin altinda yatan mekanizma tam olarak
anlagilamamistir. Daha Onceleri makrofajlarin sitokin ve kemokin iireterek malign B
hiicrelerine sag kalim sinyalleri sagladiklar1 diisiiniilmekteydi (161). Uyarilma tipine gore
makrofajlar M1 ya da M2 tiplerine farklilagsmaktadir, bu iki tipin immiin yanittaki rolleri
farklidir. Ancak M2 tip makrofajlarin FL’deki rolleri net olarak anlagilamamaistir, tedaviyle

iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (61).
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Gen ifade profili (GIP) calismalari, binlerce genin hiicresel fonksiyonlarmn biiyiik bir
resmini ortaya koymak i¢in ayni anda ifadelerinin Olciilmesidir. Dogru istatistik ve
biyoinformatik analizler ile, gen ifade profili ¢alismalarindan lenfoma biyolojisi hakkinda
onemli bilgiler elde edilmektedir. Dave ve arkadaslart (100), doniim noktasi olan
calismalarinda, 1974 ile 2001 yillar1 arasinda tedavi almamis FL tanisi almig 191 hastanin
tiimor biyopsilerini kullanarak GIP ¢alismasi gergeklestirmislerdir. Bunlardan 95°i deneme
grubunu, 96’s1 da calisma grubunu olusturmustur. Biyopsi sonrasinda hastalar gesitli
standart tedaviler gormiislerdir, bunlar; antrasiklin ya da piirin analogu igeren kemoterapi
gibi kemoterapi c¢esitleri, otolog kok hiicre nakli ya da tedavisiz takip politikas1 ile

izlenmistir (6).
2.3. TGFB/SMAD YOLAGI

Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve migrasyonundaki etkileri ile gelisimsel programlari
ve hiicre davranisini kontrol eden TGFp (Transforming Growth Factor Beta) siiper ailesi

genel olarak iki ayr1 fonksiyonel gruba ayrilmistir (163-165):

1. TGFp’lar, Activinler, Nodallar ve bazi biiylime ve farklilasma faktorlerini (GDF)
igeren transforme edici biiytime faktorii (TGF) beta-benzeri grup

2. BMP, GDF ve Anti Mullerian Hormon (AMH)’den olusan Kemik Morfogenetik
Proteinleri (BMP)-benzeri grup.

TGFp siiper ailesi tiiyeleri proliferasyon, hiicre farklilagsmasi, 6liim, hiicre iskeleti
organizasyonu, adezyon ve migrasyon gibi temel hiicresel siirecleri diizenlerken; sartlara
bagli olarak kimi zaman da kanser progresyonunda onemli rol oynamaktadirlar. TGFf
yolaginda iki farkli yoldan sinyal iletimi gergeklesir. Kanonik ve kanonik olmayan yolaklar
adlandirilan bu yolaklardan kanonik yolakta sinyal iletimi Smadlar tizerinden gerceklesirken
kanonik olmayan yolakta ise PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinases) gibi yolaklar iizerinden sinyal iletilir (Sekil 2.9.) (166).
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Sekil 2.9. TGFB Kanonik ve Kanonik Olmayan Yolak (167).

2.3.1. TGFB/ SMAD YOLAGI ELEMANLARI

2.3.1.1. Ligandlar

Proteinin diizgilin katlanmasi ig¢in gereken genis bir amino-terminal prodomainine ve aktif
ligand1 olusturan yiiksek derecede korunmus bir karboksi terminale sahip olan TGFp siiper

ailesi ligandlart, ilk 6nce bir prekiirsor protein olarak sentezlenir (168).

Prekiirsoriin Furin ve diger proprotein konvertazlar gibi enzimler tarafindan pargcalanmasi
(cleavage) matiir dimerik ligandi meydana getirir. Bazi iiyelerin yapilarinin yiiksek
¢ozliniirliikte incelenmesi sonuncunda, matiir ligandlarin, yiiksek derecede korunmus alt1
sistein arasindaki hiicre i¢i ti¢ disiilfit baginin olusumundan meydana gelen “sistein
diigiimii/ilmegi” olarak adlandirilan bir yapi tarafindan yonlendirildigi gosterilmistir. Cogu
aile iiyesinde korunmus olan yedinci sistein, biyolojik olarak aktif molekiilii olusturmak igin

kovalent disiilfit bagi ile dimerizasyonu saglar (169).
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2.3.1.2. Ekstraselliiler Ligand Baglayici Proteinler

Ligandin reseptdrlere ulagsmasi ¢ok sayida ekstraselliiler baglanma faktorii tarafindan kontrol
edilmektedir. Baslik 2.3.1.1.”de bahsedildigi gibi, matiir TGF stiper ailesi ligandlari biiyiik
bir prekiirsoriin parcalanmasi ile ortaya ¢ikar. Ancak bazi durumlarda TGFp ligandi
prekiirsoriiniin pargalanmis halini iceren LAP (latency-associated peptide) ya da LTBPs
(latent TGFP -binding proteins) ad1 verilen biiyiik bir kompleks halinde hiicrelerden sekrete
edilirler. Bu kompleksler ekstraselliiler matriksteki TGFB’ya el koyarak (sequester) ya da
matiir ligand1 serbest birakmak icin integrin reseptorleriyle etkilesim araciligiyla ligand

aktivitesini kontrol ederler (168).

2.3.1.3. Heterodimerik Serin/Treonin Kinaz Reseptor Sinyal Kompleksi

TGFp siiper ailesi iiyelerinin sinyalleri tip I ve tip Il transmembran serin/treonin kinaz

reseptorlerinden olusan heterodimerik kompleksler araciligiyla iletilir (170-172).

Omurgalilarda 5 tip II reseptorii ve 7 tip I reseptorii vardir. Ancak biitiin TGFp siiper ailesi
icin bu reseptorlerin sinyal iletimi i¢in farkli kombinasyonlarla cift olusturduklar

bilinmektedir.

Kisaca, TGFp sadece tip I reseptor TGFPR1(diger adlar1 ALKS ve TPRI) ve tip II reseptor
TGFBR2’ye baglanir. Activin, Nodal ve BMPler tip II Activin reseptorleri 2A (ACVR2A ve
ACVR2B)’yi paylasirlar. Activin ve Nodal, tip I reseptorleri ACVR1 (ALK2), ACVRIB
(ALK4) ve ACVRIC (ALK7)’i paylasirken, BMPRI1A (ALK3) ve BMPRIB (ALKG6)
reseptorleri BMPler ve Anti-Muellerian hormon (AMH) i¢in primer reseptor olarak hareket
ederler. BMPR2 bir baska BMP tip II reseptorii iken AMHR2 ise AMH igin tip II
reseptoridiir. Activin reseptor-benzeri 1(ACVRLL1 ya da ALK1) de BMP9 ve BMP10 tip |
reseptoridiir, bu ancak yiiksek TGFP konsantrasyonlarina bagli olarak olabilir (173).

Ornegin: ACVR2A ve ACVR2B diger adlartyla Activin tip II reseptorleri Activin yanitlarini
olusturmak icin tip I reseptor ACVRI1B ile ya da BMP sinyallerinin iletimi i¢in ACVRI,
BMPRIA ya da BMPRIB tip I reseptorleri ile kompleks olustururlar (174).
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Aktif reseptdor kompleksinin olusumu, aktif halde bulunan tip II reseptdr kinazin,
GlySer(GS) domainini fosforile etmesine imkan tanir. GlySer (GS) domaini kinazin hemen
ist kisminda bulunan tip I reseptor bolgesidir ve tip I reseptor kinaz aktivitesini etkinlestirir.
7 farkli tip I reseptor olmasina ragmen, TGFp -benzeri ya da BMP-benzeri Smadlardan

hangisinin sinyal iletimini saglama yeteneklerine gore temel iki gruba ayrilirlar (175).

TGEF sinyal yolagini gdsterir KEGG haritast Sekil 2.10.’de goriildiigi gibidir.
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Sekil 2.10. TGFp sinyal yolagini gosterir KEGG haritasi (176).
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2.3.1.4. Smadlar

Diger cogu sinyal kaskadinin aksine TGFB yolagi, Smadlar olarak bilinen hiicre ici
mediyatorler araciligiyla, ekstraselliiler sinyalleri direkt olarak hiicre ylizey transmembran
reseptorlerinden niikleusa iletirler. Smad ailesi yliksek derecede korunmus ve solucanlar ve

sineklerdeki homologlari olan SMA ve MAD ailelerinden isimlerini almislardir (177,178).

Omurgalilarin ¢gogunda sekiz Smad varken, Caenorhabditis cinsinde alt1, Drosophila’da ise
4 Smad vardir (179).

Omurgalilarda 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 reseptorleri ile iliskilidir ve aktive olmus tip I reseptorleri tarafindan C-terminal
ucundaki (S)SXS motifindeki iki serin rezidiisii fosforile edilir. Bu durum ortak mediyator
Smad4 (common mediator smad, Co-Smad) ile heterodimerik bir kompleks olugmasina
imkan tanir. Ardindan Smadlar nukleusta birikirler ve gen ifadesini degistirmek icin
transkripsiyonel yanitlar ortaya ¢ikarirlar. R-Smadlar tip | reseptor tercihine gore iki alt
gruba ayrilabilirler; BMP tarafindan aktive edilen Smadlar (Smadl, Smad5, Smad9) ve
TGFB tarafindan aktive edilen Smadlar (Smad2, Smad3) (169).

R-Smadlar ve Co-Smadlar benzer yapisal mimariye sahiptirler. Korunmus bir Mad
Homology 1 (MH1), MH2 ve bir bilestirici linker domainine sahiptirler (Sekil 2.11.).
Smadlardaki biitiin domainler ¢ok ¢esitli protein partnerleri ile iligki i¢erisindedirler, ancak
MH1 domaini DNA’ya baglanmay1 saglayan bir B-hairpin yapisi da ig¢erir. MH2 domaini
Smad oligomerizasyonunu saglar ve ozellikle uygun tip I reseptorii ile spesifik DNA
baglama partnerinin anahtar etkilesimlerini saglayarak sinyal spesifitesinin saglanmasinda

onemlidir (169).
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Sekil 2.11. Smad aile domain yapis1 (169).

MH1 ve MH2 domainlerinin her ikisi de sekans spesifik transkripsiyon faktorleriyle
etkilesime gegebilirken, R-Smadlarin C terminali ilgili koaktivatorler CREB-binding protein
(CBP) ya da p300 ile etkilesime girerler (163,164,180). Smad2 disindaki Smadlarin MH1
domaini DNA’ya baglanabilirken, MH2 domainleri ise Smad oligomerizasyonu ve
Smad-reseptor interaksiyonunu saglar (166). Ortadaki linker domaini ise hedeflenmis
fosforilasyon i¢in serin aminoasitinden ve prolin rezidiilerinden zengindir. Bunlar ubikitin
ligazlar gibi gesitli regiilator proteinler ile etkilesimi artirirlar ve bu sekilde diger sinyal

yolaklari ile iletisimde 6nemli rol oynarlar.

Smadlarm iigiincii grubunu Inhibitér Smadlar (I-Smadlar) olustururlar. Bunlar Smad6 ve
Smad7’dir. Sineklerde Dad ve solucanlarda TAG-68’dir. I-Smadlarda MH1 domaini
cesitlilik gosterir. Tip I reseptorii ile iliskiyi kuran MH2 domaini ise korunmustur. Farkli
TGFpeta siiper ailesi iiyeleri tarafindan transkripsiyonel olarak indiiklenen I-Smadlar,
C-terminal SXS fosforilasyon motifi bulundurmazlar ve bdylece yolagin indiiklenebilir

inhibitorleri olarak hareket ederler (169).

Smad proteinleri sitoplazma ve niikleus arasinda stirekli mekik dokurlar. Niikleer pordan
giris ¢ikislar niikleoporinler sayesinde gerceklesir. Ancak reseptorler tarafindan indiiklenmis
olduklar1 oligomerik asamada, Smad proteinleri niikleer iceriye giris ve ¢ikis faktorlerine

ihtiyag duyarlar (181-183).
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Niikleusta aktive edilmis Smad4-R-Smad kompleksindeki R-Smad proteinleri partner olarak
DNA'’ya baglanan diger transkripsiyon faktorlerine baglanirlar ve bu sekilde hedef gen

taninmasini ve transkripsiyonel regiilasyonunu saglarlar (Sekil 2.12.) (184-186).
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Sekil 2.12. TGF reseptorii ve Smad aktivasyonunun mekanizmasi (171).

2.3.2. TGFB/SMAD YOLAGININ REGULASYON MEKANIiZMALARI

2.3.2.1. TGFB RESEPTOR KOMPLEKS AKTiViTE REGULASYONU

TGFp yolagr membrandan niikleusa kadar bircok asamada ¢ok siki bir kontrol altindadir.
Smadlar araciligi ile etkili TGF sinyalizasyonu i¢in TGFp ligandlarinin endozomlarda
reseptor internalizasyonunu indiiklemesi gerekmektedir (187,188). Aktive olmus TGFj
reseptor kompleksi iki farkli yolla internalize olur. Sinyalizasyonu kolaylastirmak icin
ZFYVEY (SARA) ya da Hgs(Hrs) ve ZFYVE16 (Endofin) gibi proteinleri igeren erken
endozomlara klatrinle ortiili c¢ukurlarla internalizasyon olabilirken, diger bir yol da
reseptOrlerin iclerinde ubikitinasyon ve degradasyon ig¢in lizozoma ydnlendirildigi
Caveolin-1 pozitif lipitleri araciligiyla tasinmasidir (189-191). Hangi rotanin izlenecegi
hakkinda yeterince bilgi olmamakla birlikte, [-Smadlarin ve E3 ubikitin ligazlarin HECT

domain simiflarinin reseptor degradasyonunda anahtar rol oynadiklar1 bilinmektedir (52).
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Inhibitdr Smadlar olan Smad6 ve Smad7 R-Smadlarla yarisarak tip I reseptore baglanirlar
ve fosforilasyonu engelleyerek negatif regiilasyonu saglarlar (163,180,189). I-Smadlar
ayrica C2-WW-HECT (Homologous of the E6 AP Carboxy Terminus) domain E3 ubikitin
ligazlar Smurfl (Smad-ubiquitination-regulatory factor 1) ve Smurf2 (Smad-ubiquitination-
regulatory factor 2) yi tip I reseptore toplayarak reseptdr kompleksinin degradasyonunda

anahtar goreve yaparlar (192).

2.3.2.2. SMAD SEVIYELERININ REGULASYONU

Gelisim sirasinda farkli sekillerde kontrol edilmelerine ragmen, ¢ogu hiicre tipinde R-
Smadlar ve Smad4 ifadesi mevcutken, inhibitér Smadlar Smad6 ve Smad?7 ifadeleri hiicre
dis1 sinyallerle kontrol edilmektedir. Smad6 ve Smad?7 ifadelerinin BMP ve TGF tarafindan
indiiklenmesi ligand bagimli sinyalizasyon i¢in bir o0to-inhibitér geribildirim

mekanizmasidir (104,173).

Smadlarin seviyeleri posttranslasyonel olarak ubikitin-proteozom aracili yikim ile kontrol
edilir. HECT, Smurfl ve Smurf2, R-Smadlarla etkilesime gecerek ve onlar1 degradasyona
yonlendirmek suretiyle TGFf sinyalizasyonuna zit bir sekilde ¢alisirlar (193). Smurfl,
Smadl ve Smad5 ile etkilesime girer ve bu sekilde BMP yanitlarini etkiler (194) . Ancak
Smurf2 daha genis bir kapsamda farkli R-Smadlar ile etkileserck BMP ve TGFp/activin
sinyalizasyonuna miidahil olurlar. Yine de Xenopus embriyo calismalar1 Smurfl ve

Smurf2’nin ana hedefinin BMP yolagi oldugunu gostermistir (195).

Smadlar ¢ok sayida post-translasyonel modifikasyona ugrarlar. Bu modifikasyonlarin geri
doniistimlii olmasi1 Smad-bagimli sinyal olaylarimin kuvvetini ve siiresinin kontrol
edilmesinde ¢ok biiyiilk rol oynar. Tip I reseptorler tarafindan R-Smadlarm SXS
motiflerinden fosforilasyonu kaskadi baslati, PPM1A ve SCP’ler (Small C-Terminal
Phosphatases) gibi gesitli fosfatazlar sitoplazmada ya da niikleusta Smadlar1 ayn1 yerden

defosforile ederek Smad aktivitesini sonlandirirlar (196).

Ring-finger sinifindan bazi E3 ligazlar da Smadlarin ya da Smad partnerlerinin
degradasyonunu diizenleyebilirler. Rnf111(Arkadia), Nodal sinyalini kolaylastirmak icin
Smad7 ubikitinasyonunu ve degradasyonunu indiiklerken, SCF/ROC kompleksi Smad3
doniigiimiinii diizenler. U-Box-bagimli protein STUBI1 (CHIP) ise TGF ve BMP tarafindan
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diizenlenen R-Smadlarin hepsini modiile edebilir (189,190,192). Ayrica APC (Anaphase
promoting complex), sinyali arttirma amaci ile transkripsiyonel inhibitér Skil’in

ubikitin-bagimli degradasyonunu indiiklemek i¢in Smad3’ii adaptor olarak kullanir (197).

R-Smadlarin aksine Smad4 ubikitinasyonla degradasyona ugramaz. Bunun yerine
sumoylasyonla stabilitesi arttirilir. Ancak, bazi timdr iliskili mutasyonlar Smad4’iin

ubikitinasyonuna ve/veya stabilitesinin azalmasina sebep olmaktadir (198).

Smadlar ubikitinasyon disinda birgok posttranslasyonel modifikasyona ugrarlar. Bunlar,
asetilasyon, ADP-ribozilasyonu ve linker domain fosforilasyonudur (196). R-Smadlar,
Smad7 gibi asetilasyona ugrarlar. Smad2 ve Smad3’in MH1 ve MH2 domaininde
asetilasyonu Smad’mn  ¢ekirdeksel fonksiyonlarini giiclendirerek TGFP  sinyalini
giiclendiriyor gibi goriiniirken, Smad7’nin lizin rezidiilerinden asetilasyonu ve ayni1 zamanda
E3 {bikitin ligazlar tarafindan proteozomal degradasyon igin birlikte hareket ederek
Smad7’nin stabilitesini artirirlar ve ayni zamanda TGFf sinyalini inhibe ederler (199).
Smad3 ve Smad4 ayrica PARPI1 tarafindan poli-ADP-ribozilasyonuna ugrarlar. Bu

modifikasyon Smad-DNA baglanmasina engel olur ve boylece transkripsiyonu azaltir (200).

2.3.2.3. SMAD HEDEF GENLERININ REGULASYONU

Smad kompleksleri gen ifade paternlerini diizenlemek i¢in spesifik promotorlar1 hedef
alirlar. Co-Smad ve R-Smadlar DNA’ya direkt baglanabilirlerken, Smad2’nin en yaygin
goriilen splays varyant1 bunu gergeklestiremez. Bu varyantta DNA’ya baglanmada kiigiik bir
B-hairpin araya girer (201). Smad DNA baglanmas1 diisiik afinitede gergeklesir. SBE’ler
(Smad-Binding-Elements) diisiik spesifiteye sahipken ayni zamanda GC bdlgelerinden,
tekrar eden GTCT ya da komplementer dizide AGAC dizilerinden zengindir (202). Smadlar
bu zayif DNA baglanma motiflerine sahipken, genellikle uygun hedef genlerine toplanmasi
icin Foxhl gibi DNA’ya yiiksek afiniteyle baglanan spesifik proteinlerle direkt etkilesime
gecmek zorundadirlar (203,204).

TGFP ve BMP-benzeri Smadlar i¢in farkli transkripsiyon faktorii siniflarindan ¢ok cesitli
partnerler tanimlanmistir (171,179). Smadlar spesifik transkripsiyon faktorleriyle birlikte
DNA’ya baglanir baglanmaz, temel kromatin yeniden modelleme kompleksleri, histon

modifiye edici asetiltransferazlar gibi koaktivatorler ya da histon deasetilazlar, Ski/Skil
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korepresorleri koregiilatdrleri transkirpsiyonun baglatilmasi ya da baskilanmasi i¢in toplarlar
(169). Cogu dokuya 6zel olan bu transkripsiyonel partnerler ve koregiilatorler, Smad
sinyalizasyonun sonucunun belirlenmesinde temel bir role sahiptirler. Bu sekilde Smadlarin
farkli hiicrelerde farkli transkripsiyonel yanitlara nasil sebep oldugunun da bir agiklamasi

yapilmig olmaktadir.

2.3.2.4. SMAD AKTIVASYONUNUN REGULASYONU

Ligandlarin indiiklemesi sonucunda aktive olmus tip I reseptorleri ile R-Smadlarin
etkilesimi, tip I reseptor kinazlar tarafindan C-terminalindeki SSXS motifinin distalindeki
iki serin direkt fosforilasyonu ile sonuglanir. Bu etkilesim hem reseptérdeki hem de
Smadlardaki sekanslar tarafindan spesifiklesir. Tip I reseptor kinaz domaininin dokuz amino
asitlik L45 loop’u Smad baglanma 0zgilliigiiniin, reseptor sinaylizasyonunun ana
belirleyicisidir. Ayrica R-Smadlarin MH2 domainindeki L3 loop’u ile direkt etkilesime
girerler. L3 loop’unun downstreamindeki diziler reseptor- baglanma 6zgiilliigiine katkida
bulunur. Tip I reseptoriin GS dizisinin tip II reseptor tarafindan serinlerden fosforilasyonu,
L3 loop’unun downstreamindeki sekanslar ile bir ara yiiz olusturur ve Smad kenetlenmesini

stirdiiriir ve Smad- interaksiyon 6zgilliigiine katkida bulunur (205,206).

Hiicre iskeleti proteinleri de Smadlarin lokalizasyonunda ve sinyalizasyonunda gorev alir.
Fosforile olmayan Smad2 ve Smad3 mikrotiibiil filamentlerine baglanir ve TGFf
ayrismalarina olmalarina sebep olur. Mikrotiibiillerin nocodazole ile parcalanmas: bu
ayrismay1 arttirir ¢ Smad2 fosforilasyonu ve aktivitesini giiglendirir (207). Smadlar ayrica
aktinle ¢apraz bag yapan hiicre ici sinyal proteinleri i¢in iskele (scaffold) olan filaminler ile
de etkilesirler. Ektopik olarak filamin ifadesi tarafindan kurtulabilecek olan filamin ifadesi

hatal1 olan hiicrelerde TGFp sinyalizasyonu ve Smad2 fosforilasyonu bozulur (208).
2.3.3. TGFB/SMAD YOLAGI VE KANSER

TGFp yolagi, embriyogenez ve doku homeostazisi gibi farkli biyolojik siireglerde hiicre
tipine ve hangi sinyal iletim yolaklar ile etkilesimde olduguna bagl olarak ¢esitli davranig

bi¢imleri sergileyebilmektedir (209).

Cok yonlii bir etki mekanizmasina sahip bu sitokin, normal hiicrelerde hiicre cogalmasini

baskilayip, farklilagsmaya tesvik ederken, kanserin ileri evrelerinde tiimdr gelisimini ve
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metastazi tetikleyebilmektedir. Kimi zaman bir timor baskilayici gibi hareket ederken kimi

zaman da bir onkogen gibi davranis sergilemektedir.

TGFB yanitin1 hiicrede belirleyen {i¢ farkl: tipte degisken vardir. Bunlardan ilki; TGFp sin-
yal iletim sistemindeki hiicre dis1 ve hiicre i¢i ligand, reseptor, regiilator ve inhibitorlerin
olusturdugu kompozisyondur. Farkli ligandlarin, reseptorlerin ve regiilatorlerin yogunlugu
ve etkinlikleri niikleustaki TGFp sinyalinin bi¢imini ve siddetini etkilemektedir. Ayrica
Smad proteinlerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve kanonik olmayan yolaklarin

aktivasyonu, sekillenmesine yardime1 olmaktadir (210-212).

Ikinci faktor ise; Smad proteinleri ile birlikte ¢alisan diger transkripsiyon faktorleridir. Bu
faktorlerin rolii FoxH1 (Forkhead Box Hl1)’in tanimlanmasi ile agikliga kavusmustur.
FoxH1, Smad proteinlerinin mezoderm farklilagmasinda gorev alan genlerin
promotorlarindaki ARE (Activin Response Element) boélgelerini tanimasini saglayan bir
faktordiir (213). Hiicre tipine 6zgii transkripsiyon faktorleri, TGFB ve BMP tarafindan
etkinlestirilmis Smad proteinlerini miyoblastlarda, pro B hiicrelerinde, miyeloid
onciillerinde ve eritroid Onciillerindeki spesifik bolgelere yonlendirirler (184,185).
Farklilagmis hiicrelerde, gesitli transkripsiyon faktorleri, Smad proteinlerini hedef genlerin
farkli alt gruplarina yonlendirirler (214). Biitiin bu Smad partnerlerine ulasilabilirlik hangi

genin hedeflenecegini ve bu genlerin aktif olup olmayacagini belirler.

Sonuncu faktdr ise; epigenetik manzaradir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
niikkleozom pozisyonlamasi, kodlama yapmayan RNA’lar ve diger bilesenler kromatin
yapisini sekillendirerek epigenetik yapiy1 olusturur. Bu sekilde gen ifadeleri diizenlenerek,
ifadesi olacak genler ve ifadesi baskilanacak genler belirlenir. Ornegin; embriyonik kok
hiicrelerde kendilerini yenilemeye uygun kosullar altinda, pluripotent karakterlerini
giiclendirecek genler agik tutularak TGFP sinyallerinin transkripsiyonel aktivasyonuna

imkan tanirken farklilagsma genleri baskilanmig vaziyette tutulur (184,185,215).

Tiimor hiicreleri TGFB’nin  biiylimeyi baskilayict etkisinden, TGFB sinyal yolag:
elemanlarinda meydana gelen mutasyonlarla ya da tiimor karsit1 yanit1 bozarak kacarlar.
Kanser hiicreleri, tiimor baskilayict yanitin olusmasinda aksaklik oldugu durumda TGFp ile
etkilesimde olan c¢esitli sinyal yolaklarin1 kendi yararlarina ¢alisir hale getirirler. Bu

durumun altinda yatan mekanizmanin arastirildigi c¢esitli calismalarda, sinyal yolagi
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elemanlarmin, hiicre tipinin, hiicre fonksiyon 6zgiilliigliniin ve ayrica stromal hiicrelerin

dahil olmasinin bu biyolojik karmasikliga sebep oldugu ortaya ¢ikarilmistir (216).

TGFB’nin transkripsiyon iizerindeki etkisi hedeflenen gen ve hiicresel yapiya bagh olarak
pozitif ya da negatif olabilmektedir. Ornegin; TGFp, ID1(inhibitdér of differantiation)
ifadesini memeli epitel hiicrelerinde baskilarken, metastatik meme kanseri hiicrelerinde
tesvik eder (217,218). Baz1 TGFf hedef genleri tiim hiicre tiplerinde ortaktir, Smad7 ve
SKIL (SKI-Like onkogen) gibi negatif geribildirim regiilatérleri buna Ornek olarak

verilebilir.

TGEFp antiproliferatif etkisini, hiicre siklusunu G1 evresinde durdururarak gerceklestirir.

Bunun i¢in de iki farkli yol izler;

1. CDK inhibitorlerinin ifadesini uyarmak
2. C-Myc ifadesini baskilamak.

TGEFP, epitel hiicrelerinde, CDK4 ya da CDK6’nin siklin D ile kompleks olusturmasini
engelleyen CDK inhibitori p15INK4b ifadesini, CDK?2 ile siklin E ya da A’nin kompleks
olugturmasini engelleyen p21CIP1 ifadesini tesvik eder. Smad3-Smad4 kompleksi FoxO
transkripsiyon faktorleri ile, pI5INK4b’yi kodlayan CDKN2B ve p21CIP1’yi kodlayan
CDKNI1A genlerinin promotorlarini hedeflemek i¢in birlikte hareket etmektedir (216).

c-Myec, hiicre biiylimesi ve boliinmesinin anahtar transkripsiyonel uyaranlarindan biridir.
Keratinositler ve memeli epitel hiicrelerinde, c-Myc’in ifadesinin baskilanmasi, TGFf
tarafindan indiiklenen Smad3-Smad4 kompleksi ve p107, E2F4 ya da E2F5 transkripsiyon
faktorleri ve CCAAT/enhansir baglanma proteini f (C/EBPP) araciligi ile gergeklesir
(216,217). C/EBPB, bu kompleks tarafindan Myc ifadesinin baskilanmasinda gerekliyken,
Smad3-Smad4-FoxO kompleksi tarafindan p15INK4b ifadesinin etkinlestirilmesi igin de
gereklidir. Boylelikle C/EBPB, TGFf’ya karst yanitta pl5INK4b ve c-Myc kodlayan

genlerin ifadelerinin arasinda bir denge saglar (216) .

Smad-bagimsiz TGFf’nin iliskili oldugu yolaklar, TGFpB’ya antiproliferatif yanitla
iliskilendirilmistir (166). Ornegin; TGFpB, p70S6K nin PP2A tarafindan defosforilasyonunu

saglar, boylece hiicre siklusunu durdurur (219).
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TGFp ayrica apoptozisi de tetikleyebilir. TGFp, hepatosit ve B lenfositlerde, Bcl-2 ailesi
tiyesi Bim’in proapoptotik etkisini giiclendiren MKP2 fosfatazi kodlayan geninin Smad3
bagimli transkripsiyonu araciligiyla apoptozisi baslatir (220). Ayrica, TGFp sag kalimla
ilgili Survivin proteininin ifadesini baskilar, ayn1 zamanda kolon kanser hiicrelerinde Akt
aktivitesini de baskilar ve apoptozise yonlendirir (221). Bunlarla birlikte, TGFp/Smad
yolaginin, transkripsiyon faktorleri Rb ve E2F4 ile birlikte prostat epitel hiicrelerinde

Survivin ifadesini baskiladigi gosterilmistir (222).

Smad-bagimli yanitlarin disinda, TGFB, TRAF6-TAK1-JNK/p38 yolagi ile de bazi hiicre
tiplerinde apoptozisi tetikler. E3 ligaz TRAF6’nin, TGFp tarafindan indiiklenen apoptoziste
temel bir rol oynadig anlagilmistir (223).

Tiimdr gelisimi siiresince, tlimor hiicreleri, TGFB nin tiimor baskilayict yanitlarindan ¢esitli
kurtulma yollarini kullanmaktadirlar. Baz1 durumlarda tiimor hiicreleri, TGFf/Smad sinyal
iletim yolagmin elemanlarinin kodladig1 genlerde ortaya ¢ikan somatik mutasyonlar ya da
epigenetik susturma ile timor karsiti aktiviteden kacabilmektedirler. Yolagin temel
elemanlarinin mutasyonlarla etkisiz hale gelmesi kolorektal kanserde, pankreas, over,
gastrik kanserlerde ve bas-boyun kanserlerinde meydana gelirken, meme, prostat kanserleri,
gliomalar, melanomalar ve hematopoetik neoplazilerde bu sitokinin hiicre stabilizasyon

programu 6zellikle bozulmaktadir.

TGFP’nin tiimdr gelisimi ve fibrozisteki pozitif etkisi E-cadherin baskilayicilart ve EMT
(Epithelial-Mesenchymal-Transition) uyaricilarinin etkinlesmesi ile EMT kapasitesiyle
iliskilendirilmisti (224). EMT normal gelisim siireci igin vazgegilmezdir ve karsinogenezin
temel mekanizmalarindan biridir (225). EMT, E-cadherin ifadesi ve epitel hiicre
baglantilarinin diisiikliigli ya da yoklugu ve hiicre iskeletinin mezenkimal paterne dogru
yonelmesi sonucunda hiicrenin hareketlilik ve invaziv 6zellik kazanmasidir. TGFB, EMT yi
uyararak kanser hiicrelerine istila ve yayilma 6zelligi kazandirmig olmaktadir. Kanserde,
TGF tesvikli EMT, tiimor olusturabilecek kapasitede transforme olmus epitel hiicrelerinde
gerceklesir (222). Bu baglamda, EMT programi tiimor hiicrelerinin ¢evreye yayilmasini ve

hareketlilik kazanmasinin saglayarak tiimdriin yayilmasina yardime1 olmus olur.

TGFp’nin kanser ilerlemesinde metastazda da etkisi vardir. TGFp ifadesi meme kanserinde

metastatik ilerleme ile iligkilendirilirken (226), ER-negatif meme kanserlerinde TGFf
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reseptorlerinin diisiik ifadesi iyi prognozla iligkilendirilmistir (227). Ayrica, TGFf sinyalinin
engellendigi 1sin tedavisi veya kemoterapi almis meme tiimorlii farelerde akciger

metastazinin 6nlendigi gosterilmistir (228).
2.3.3.1. TGFB/SMAD YOLAGI VE LENFOMAGENEZ

Lenfoid hiicrelerin proliferasyon, matiirasyon, aktivasyon ve eliminasyonunun siki bir

sekilde diizenlenmesiyle immiin sistem denge halinde tutulur (229).

Otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmas: suretiyle olusturulan immiin yanit ile hiicre
miktarinin kontrol altinda tutulmasi, immiin sistemin denge halinin siirdiiriilmesindeki esas
stire¢ olan apoptozis ile saglanir. TGFB1 normal lenfoid hiicrelerde anti-proliferatif ve pro-

apoptotik aktivitesi ile bu siirecin bir pargasidir (230).

TGFB’ nin lenfopoetik gelisimdeki rolii, TGFB1’den yoksun farelerde lenfositlerdeki asiri
proliferasyon ile desteklenmistir. Hematopoetik hastaliklarin bir¢ok ¢esidinde, neoplastik
hiicrelerin sinirSizca prolifere olmasina sebep olan, TGFp aktivitesine karsi duyarlilikta
kayiplar gozlenmistir (231). Birgok lenfoma ve 16semi tani grubunda tiimér hiicrelerinin

higbir diizenleyici etkisi olmamasina ragmen TGFpB1 iretmeye devam ettigi bilinmektedir
(232).

Insan B hiicre orijinli NHL hiicre hattinda (HT58) endojen olarak iiretilen TGFB1’in devam
eden hiicre proliferasyonuna etki etmedigini ancak ekzojen olarak verilen TGFB1’in

apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (233).

TGFp1 lenfoid hiicrelerin proliferasyonu ve hiicre 6liimiinde 6nemli bir diizenleyici rol
oynamaktadir. Ancak endojen olarak iiretilmesine ragmen TGFfB1’in inhibitor etkisi
yapamamasinin birka¢ sebebi olabilir. Bunlardan biri otokrin olarak TGFB1 aktive
edilememesi ya da aktive edilmigse hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki hatalardir. Bu hatalarin

sebepleri sunlar olabilir (231);

1. Yolaktaki bir genetik hata
2. Inhibitér Smadlarin etkisi
3. Apoptozisi Onleyen ve siirekli proliferasyona yardimci olan sagkalim faktorlerinin

devaml1 Uretimi
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Bu ¢aligmada elde edilen sonugclar, pro-apoptotik TGFB’nin lenfoma hiicrelerinde, endojen
I-Smadlarin ifadesi ve anti-apoptotik sag kalim faktorleri tarafindan baskilandiginm

distindiirmiistiir (231).

HT58 lenfoma hiicre hattinda Smad2 fosforilasyonu, R-Smad niikleer translokasyonu ve
Smadlardan sorumlu gen TIEG’in aktivasyonu Smad rotasinin ekzojen TGFB1 muamelesi
sonrasinda calistigin1 gostermektedir. Bu durum da lenfomalarda Smad sinyalinin ekzojen
olarak aktiflestirilebilecegi anlamina gelmektedir. Bu ¢alismadaki veriler HT58 hiicrelerinde
bircok TGFB1 tarafindan hedeflenen P15, P16 ve cyclinD1 gibi hiicre dongiisii regiilator
genlerinin ifadesinin, ekzojen TGFB1 muamelesinden sonra degismedigini gostermistir. Bu

sonug;

1. TGFP’nm anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkisinden sorumlu iki farkli yolak
oldugunu ya da

2. Proliferasyon genlerinin diizenlenme mekanizmalarin ¢oktiigiinii gostermistir

(231).
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2.4, LAZER MIKRODISEKSiYON

Bu tez ¢alismasinda follikiiler lenfoma hiicreleri ve follikiil mikrogevresinin incelenebilmesi

i¢in lazer mikrodiseksiyon yontemi kullanilmistir.

Follikiiler lenfoma mikrogevresinde bulunan FOXP3* regiilator T hiicreleri, CD163" tiimor
iligkili makrofajlar gibi hiicreler neoplastik follikiillerde bulunurlarken, follikiil dist
bolgelerde de bulunmaktadirlar. Bu nedenle lazer mikrodiseksiyon yontemi ile sadece
neoplastik follikiiller ayristirilarak caligsmanin sonraki asamalarinda elde edilecek sonuglarin
giivenilirliginin arttirllmas1 amaglanmistir. Morfolojik ve fonksiyonel olarak farkli hiicre
tiplerinden olusan insan dokularindaki bu gesitlilik tiimor hiicrelerinde ¢ok daha fazladir.
Patolojik arastirmalarda belli hiicrelerin digerlerinden ayirt edilerek incelenmesi 6nemli
biyolojik siire¢lerin aydinlatilmasinda ¢ok biiyiik role sahiptir. Lazer mikrodiseksiyon
yontemi ile heterojen yapiya sahip dokulardan incelenmek istenen hiicreler hizli ve giivenilir

bir sekilde ayristirilabilmektedir.

Bu metot 1986 yilinda tanimlanmustir (234). LMD ile ilgili ilk yayin 1996°da Science dergi-
sinde yayinlanmugtir (235). LMD teknolojisi Arcturus (Molecular Devices, Inc. Sunnyvale,
CA, USA) tarafindan ilk olarak piyasaya siirlilmiistiir. Arcturusu’u takiben The Palm
Microbeam (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Bernried/Germany) ve Leica LMDG6000
(Leica Microsystems Inc., Bannackburn, IL, USA) LMD sistemleri gelistirilmistir.

LMD sistemi, 151k mikroskobu ile hiicrelerin goriintiilenmesini ve ayristirilmasini saglayan

bir lazer cihazinin baglanmasina dayanir. Genel olarak iki farkli LMD sistemi mevcuttur;

1. Infrared (IR) LMD sistemi
2. Ultraviyole (UV) LMD sistemi (236).

2.4.1. INFRARED LMD (IR-LMD)

1996°’da Emmert-Buck ve arkadaslar1 NIH de bu sistemi tanitmislardir. Bu sistemden bir y1l
sonra Arcturus Engineering tarafindan PixCell adli sistem ile ticarilestirildi. PixCell
platformu, doku kesitinin {izerine ince transparan bir termoplastik filmin yerlestirilmesi
temeline dayanir. Doku mikroskobik olarak goriintiilenir ve hedef hiicrelerin sabit bir

pozisyonda, kisa siireli odaklanmis bir IR-lazer atis1 ile filme yapismasi saglanir (235).
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Hiicrelerin filme, lama olan yapiskanligindan daha fazla yapismaya baglarlar ve bu da segilen
hiicrelerin hare-ket etmesini saglar (237). Daha sonra segilen hiicreler filmin kaldirilmasi ile
ayristirilir. DNA ya da RNA izolasyonu igin gerekli soliisyonun bulundugu tiipe aktarilir
(238).

2.4.2. UV-LMD

1998°de, Schiitze ve Lahr UV temelli LMD sistemini gelistirmislerdir (12). Su anda, bu
platformlar 6um membranin yerlestirildigi lamlara alinan dokulardan UV-lazer 1simiyla

direkt goriintiileme ile gergeklesir (235,239).

Dar bir lazer 111 ile ilgilenilen hiicre ve hiicrelerin etrafi ¢izilerek, istenmeyen dokudan
ayrigsmalart saglanir (240). Lazerin giiciiniin artisiyla birlikte ilgilenilen hiicreler kesilir ve
asagida bulunan tiipe yercekimi etkisiyle diisiiriiliir. Bu sistem PALM Zeiss Microlaser

Technologies tarafindan ticarilestirilmistir (236,241).

LMD teknigi, histolojik ornekler, canli hiicreler ve hiicre kiiltiirleri, bitki materyali,
kromozom yaymalari, adli tip ¢alismalari, FFPE ya da taze dokular (boyali veya boyasiz)

orneklerde kullanilabilmektedir.

LMD islemini kolaylastirmak icin ¢ok sayida kit halihazirda piyasada mevcuttur. Ornek
hazirligi, LMD i¢in en ¢ok onem arz eden asamalardan biridir. Optimal LMD i¢in doku
kesitleri 5-15 um kalinliginda olmalidir. 5 pm’den ince olan kesitler hiicrenin biitiiniinii

almaya engel olabilirken, 15 um’den kalin olanlar ise kesme asamasinda basarisiz olabilir.

Doku kesitlerinin alinmasi tamamlandiktan sonra boyama asamasi uygun protokollerle
gerceklestirilir. Mikrodiseksiyonun tamamlanmasinin ardindan, baslikta bulunan hedef
hiicreler molekiiler analizler i¢in kullanmilir (242). FFPE dokular patoloji laboratuvar
arsivlerinde on yillarca saklanir. Bu siirecte niikleik asit-protein c¢apraz baglar
olusabilmektedir. FFPE dokulardan protein izolasyonu bu nedenle verimli olmamakla
birlikte, RNA izolasyonu ger¢eklestirmekte ve RT-PCR ve cDNA microarray ¢aligmalari
yapilabilmektedir (243).
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2.4.3. LMD’NIN AVANTAJ VE DEZAVANTAJLARI

En Onemli avantajlar, hizli, kesin ve ¢ok amagli kullanima sahip olunmasidir. Lazerin
blyiikliigli, dokunun mimari 6zellikleri, mikrodiseksiyonun hassasiyetine gore binlerce
hiicre toplanabilmektedir (244). LMD ¢ok hizlidir ve hedef hiicrenin yanindaki hiicreye zarar
vermez, ayni lam tiizerindeki farkli tlipte hiicreler orneklenebilir. Film ve diisiik giiglii
lazerden olu-san 1s1 DNA, RNA ya da protein kalitesini etkilemez. 1999°da Banks ve
arkadaslari, LMD ile ve daha geleneksel yontemlerle elde edilmis hiicrelerin protein

profillerini karsilastirdiginda 6nemli farklar olmadigini elektroforezle gostermistir (245).
2.4.4. LEICA LMD SISTEMLERI

Leica’nm iki farkli LMD sistemi bulunmaktadir. LMD6 (Sekil 2.13.) ve LMD7. iki sistemin
birbirlerinden farki lazer giicii ve kullanim alani ¢esitliligidir. LMD6, doku kesitlerinden tek
hiicre ya da tiimdrlii doku izolasyonu gibi standart LMD uygulamalari i¢in daha uygunken,
LMD7 daha gii¢lii bir lazere sahip ve lazer atis sikliginin ayarlanabilmesi gibi avantajlari
vardir. Ayrica kemik, dis, agac ya da bitki dokular1 gibi sert dokularin diseksiyonu igin
uygun bir platformdur. LMD6 nin lazer dalga boyu 355nm, atis siklig1 80Hz, atis uzunlugu

<4 ns, maksimum atis enerjisi 70 pJ’dur.

Sekil 2.13. Leica LMDG6 sistemleri (246).

Bu sistem hizli ve giivenilir bir lazer kesim imkan1 saglamaktadir. Lazer 1s1ninin kesim hizi,

siddeti ve araliginin ayarlanabilmesi ¢caligmaya uygun bir yol izlenmesine izin vermektedir.
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Bilgisayara bagli bir sistem olan LMD6’da hedef hiicre ya da dokulart mikroskop
aracilifiyla monitdrde goriintiilenir ve bu goriintli lizerinden ilgilenilen hiicre ve doku
bolgeleri ister monitor tizerinde 6zel bir kalem ya da mouse yardimiyla ¢izerek belirlenir.
Ardindan segilen alanlarin kesilmesi i¢in gerekli lazer ayarlar1 yapilir. Lazerin hizi, giicii ve

araligi/keskinligi dokuya gore ayarlanir.

Diger sistemlerin aksine bu sistemde membran degil hareket ettirilerek kesim
gergeklestirilir. Ayrica baghik/tlip membranin alt kisminda bulunur ve kesilen hiicre ya da
doku bélgelerinin yergekimi ile bashiga diismesi saglanir. LMD6 objektifleri 5x, 6.3x, 10x,
20x, 40x, 63x ve 150x’tir. Yapilacak caligmaya gore kullanilacak membran cesidi
belirlenmektedir. Farkli ¢alismalar i¢in ¢ok sayida membran tiirii bulunmaktadir. Bu

membranlar cam ya da celik malzemeden yapilmis lamlarin 6n yiizeyine tutturulmus

haldedir (247).
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3. GEREKCE VE AMAC

Follikiiler lenfoma klinik seyir agisindan c¢esitlilik gosteren bir lenfoma alt sinifidir.
Ozellikle diisiik gradeli hastalarin evreleri ve ayni evredeki hastalarin prognozlar farklilik
gosterebilmektedir. Bununla birlikte hastalara uygulanacak tedavi alternatifleri de ¢esitlidir.
Ancak klinik seyirleri g¢esitlilik gdsteren FL hastalarinin tedaviye yanitlar1 da bu nedenle
degisiklik gostermektedir. Bu cesitliligin altinda yatan nedenler hala arastirilmaya devam
etmektedir. FLIPI (Follicular Lymphoma International Prognostic Index)’de gbz oniine
aliman yas, evre, lenf nodu sayisi, hemoglobin diizyi, serum LDH diizeyi, kemik iligi
tutulumu gibi klinik risk faktorlerinin yani sira son yillarda timor mikrogevresinin de
prognostik Onem tasidigi anlagilmaya baslanmistir.  Literatiirde, timor mikrogevresi
kompozisyonunun, sag kalim iizerinde olumlu ya da olumsuz etkiye sahip olabilecegi ve
hatta tedavi yanitinda da belirleyici rol oynayabilecegine dair veriler gbze ¢arpmaktadir.
TGFp/Smad sinyal yolaginin, timdr gelisimini baskilayici ya da tesvik edici etkileri oldugu
ve bunun da tiimor mikrogevresindeki hiicrelerin fonksiyonlarini diizenlemek suretiyle
gerceklestigine dair veriler literatiirde bulunmaktadir. Timoér mikrogevresinin FL
prognozundaki etkisi ve TGFB/Smad sinyal yolaginin bu siirecteki potansiyel fonksiyonuna
literatlirdeki bilgilerin netlik kazanmasina yardimer olabilecegi diisiiniilerek yapilan bu tez
calismasinda, TGFB/Smad yolagmin disik dereceli (Grade 1-2) follikiiler lenfoma
mikrogevresindeki diizenleyici etkisi ile klinik prognostik 6zellikler ve transformasyon
olasiligindaki roliinlin incelenmesi amacglanmistir. TGFB/Smad yolaginin, diisiik dereceli
(Grade 1-2) follikiiler lenfomalarin mikrogevresindeki diizenleyici etkisinin, klinik

prognostik 6zelliklerle iliskisi oldugu hipotezinden yola ¢ikilan bu tez ¢alismasinda,

1. Follikiiler lenfoma gibi ¢ok farkli klinik seyirlere sahip lenfoproliferatif hastalikta,
Treg hiicreler veya tiimor iligkili makrofajlardan zengin mikrogevrede TGF-B/Smad
yolaginin roliiniin incelenmesi,

2. Elde edilen sonuglar 1s1ginda hastalarin klinik ve patolojik prognostik parametreleri
ile TGFB/Smad yolag1 proteinlerindeki ifade degisiliklerinin iligkilendirilmesi ve

follikiiler lenfomanin klinik davranisindaki roliiniin arastirilmasi hedeflenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinde bulunan follikiiler
lenfoma tanis1 almis vakalarin i¢inden ilk asamada 110 adet hasta belirlenmistir. Belirlenen
hastalarin arsivimizde formalinle fikse parafine gomiilii (FFPE) bloklari olanlar tespit

edilerek vaka havuzu daraltilmistir.

Bu vaka havuzundan klinik verilerine ulasilan 25 Grade 1-2 FL tanili hasta 6rnegi ve ayrica
kontrol grubunu olusturmak tizere 5 reaktif follikiiler hiperplazi hasta o6rnegi
degerlendirmeye alinmistir. Sec¢im asamasinda arsiv materyalinde tan1 amacli daha dnce
yapilmig olan belirteglerden 6zellikle BCL2, BCL6, dendritik hiicre belirtecleri CD21-
CD23, T hiicre belirteci CD3, makrofaj belirteci CD68 ve proliferasyon belirteci Ki67
degerlendirilmis ve skorlanmigstir. Tiim Orneklerde infiltrasyon alaninda>%380 follikiiler
patternde tutulum bulunmaktadir. Hastalarin uygun parafin bloklar1 c¢aligma amagl

belirlenmistir.
42. YONTEM

TGFp/Smad yolagmin follikiiler lenfoma mikrogevresindeki diizenleyici etkisi ile prognoz
ve transformasyonda rol oynayabilecegi hipotezi dogrultusundaki bu tez kapsaminda;
follikiiler lenfoma 6rnekleri immiinohistokimya yontemi ile, Treg hiicreler icin FOXP3 ve
tiimor iliskili makrofajlar (TIM) icin CD163 monoklonal antikorlar1 kullanilarak
immunfenotipik olarak degerlendirilmistir. Sonrasinda bu iki ayr1 grupta ve kontrol
grubunda TGFPB/Smad yolaginda yer alan transkripsiyon faktorlerinin ifade diizeyleri
MRNA seviyesinde qRT-PCR yontemi kullanilarak incelenmistir.

4.2.1. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZLER

Follikiiler lenfomalarin prognozunu etkileyen mikrogevre elemanlarindan Treg hiicreleri
(Treg) belirteci olarak FOXP3 ve tiimor iliskili makrofajlarn (TIM) belirteci olarak
CD163’ln ifadeleri, immiinohistokimyasal yontemle analiz edilmistir. FOXP3 i¢in,
Epitomics (Rabbit Monoclonal) Anti-FOXP3 (Clone EP340), CD163 i¢in Cell Marque
CD163 (MRQ-26) (Mouse Monoclonal) antikorlar1 kullanilmistir. Immiinohistokimyasal

48



boyama islemi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali immiinopatoloji
laboratuvarinda bulunan Ventana Benchmark ULTRA otomatik immunboyama cihaziyla

yapilmistir.
Bu asamada asagidaki basamaklar uygulanmistir;

1. Seg¢ilmis olan parafine gomiilii dokulardan mikrotom ile pozitif yiikli lamlara
4um’lik kesitler alinmigtir.

2. Uzerinde kesitlerin bulundugu lamlar, 56°C’ye ayarlanmus etiivde yaklasik bir saat
inkiibe edilerek kesitlerin lama yapismasi saglanmistir.

3. Kullanilacak antikorlardan CD163 herhangi bir diliisyon yapmaksizin kullanima
hazir sekilde uygulanmistir. FOXP3 antikoru 1/100 diliisyon yapildiktan sonra
kullanilacak sekilde optimize edilmistir.

4. Ventana Benchmark ULTRA cihazinda islem tamamlandiktan sonra boyanmis olan
lamlar alinarak, lamelle kapatma Oncesi hazirliklar1 tamamlanmistir. Bu hazirlik
sirasinda, lamlar 6nce sabunlu su dolu bir saleye 5-10 defa daldirip ¢ikarma suretiyle
yikanmistir. Sonrasinda distile su dolu bagka bir salede durulanmistir. %96-100
saflikta etanol ile dolu bir salede birka¢ dakika bekletildikten sonra 56°C’ye
ayarlanmig etiivde 5 dakika inkiibe edilerek kurutulmuslardir. Kurutulan lamlar,
lamelle kapatilmadan once birkag sefer ksilen dolu bir saleye daldirilip ¢ikartilmisg
ve sonrasinda tizerlerine bir-iki damla balsam (mount) damlatildiktan sonra lamelle
kapatilmis ve oda sicakliginda kurumalar1 saglanmistir.

5. Incelenmeye hazir hale gelen lamlar, Prof. Dr. Ismnsu Kuzu ve Senay Boyacigil KOM
tarafindan  degerlendirilmistir.  Biitlin ~ ornekler neoplastik  follikiillerdeki
mikrogevrenin degerlendirilmesinde boyanan hiicrelerin yogunluguna gére FOXP3
ve CD163 ifadesi acisindan derecelendirilmistir. Antijenlerin neoplastik follikiiller
icerisindeki hiicrelerde ifade oranma gore semi kantitatif olarak 0-3 arasinda
skorlanmigtir. Buna gére skorlamada: Hig pozitif hiicre bulunmadiginda veya hiicre
sayis1 %5 in altinda ise skor: 0, hiicre oran1 %6-%25 ise Skor 1, hiicre oran1 %26-
%50 ise Skor 2,>%51 ise Skor 3 olarak belirlenmistir. Tiim vakalarda BCL2 ifadesi

ile neoplastik reaktif follikiil ayirimi1 yapilmistir.
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4.2.2.

LAZER MIKRODISEKSIYON (LMD)

Lenfoma dokularinda sadece neoplastik follikiillerdeki mikrogevreyi degerlendirmek ve

bunun disindaki hiicrelerin etkisini dislamak i¢in lazer mikrodiseksiyon (LMD) yontemi

kullanilmustir.

4.2.2.1. LMD oncesi hazirhiklar

Lazer mikrodiseksiyon isleminde, FFPE bloklardan yapilan kesitler 2 pm kalinligindaki

PEN membranslide iizerine alinmistir. Caligmanin biitiin asamalarinda steril ortam ve

malzemeler kullanilmistir. Elde edilen kesitlerden LMD sonrast RNA izolasyonu

yapilacagindan, RNAazlardan uzak ¢alisma kosullart saglanmistir. Bunun igin;

1.

Kullanilan mikrotom, mikrotom bigaklari ve su banyosu RNAase away (Thermo
Scientific™, 7000TS1) ile temizlenmistir.

Kullanilan membranlar, membran lam kutularinda RNAase away ile muamele
edildikten sonra DEPC igeren su ile durulanmistir. Ardindan 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak steril edilmis ve DEPC etkinligi inaktif edilmistir.

Su banyosu i¢in kullanilacak sular, bir litre suya Iml DEPC olacak sekilde ilave
edildikten sonra gece boyu karigtiricida birakilmis ve ertesi giin otoklavlandiktan

sonra kullanilmistir.

4.2.2.2. FFPE dokulardan kesit alinmasi

Asagidaki islem basamaklar1 izlenmistir:

1-

2-

Arsivden ¢ikarilan FFPE bloklardan kesit alinmasi asamasinda Shandon Finesse 325
Manuel Mikrotom (Thermo, A77500016) cihaz1 kullanilmistir.

Arsivden cikarilan parafin bloklar -20°C’de’de yaklasik 30 dakika bekletildikten
sonra steril edilmis olan mikrotom cihazina yerlestirilmistir.

Dokunun biiyiikliigline gore her membrana 1 ya da 2 kesit olacak sekilde her bloktan
10 pm kalinliginda 2 kesit alinarak 45°C sicakligindaki su banyosuna atildiktan sonra
dokunun katlanmamasi ya da kivrilmamasina 6zen gosterilerek membran iizerine

alinmustir.
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4- Ornekler arasindaki kontaminasyondan kaginmak icin her blok igin ayri bir
mikrotom bigagi kullanilmistir.
5- Kesitler membran iizerine alindiktan sonra, 56°C’ye ayarlanmis etiivde yaklasik bir

saat bekletilerek kesitlerin lama yapismasi saglanmistir.
4.2.2.3. Deparafinizasyon

Kesitlerin iizerinde bulundugu membranlar, iki ayr1 kaptaki ksilende 5’er dakika
bekletildikten sonra, sirayla %100, %95 ve %70 safliktaki etanollerde 5’er dakika
bekletilerek deparafinize edilmistir. Her 6rnek sonrasinda ksilen ve alkoller degistirilerek

ornekler aras1 kontaminasyondan kaginilmaistir.

4.2.2.4. Kesitlerin Toluidin Blue ile Boyanmasi
10,5 gr toz halindeki toluidin blue boyasi 20 ml %96-100 etanolde ¢ozdiiriilmistiir.

Toluidin blue-etanol ¢6zeltisinin tizerine 80 ml distile su eklendikten sonra iyice karistirilmis

ve boya hazirlig1 tamamlanmistir.
Toluidin Blue Boyamasi:

1. Membranlar distile suda yikanmistir.

2. Hazirlanmig olan toluidin blue boyasi bulunan salede membranlar 2-3 dakika
bekletilerek boyanmalar1 saglanmustir.

3. Boyama sonrasinda membranlar distile su ile tekrar nazik¢e yikanmistir.

4. Membranlar dehidrasyon amaciyla %96-100 etanolden gegirilip, oda sicakliginda

kurutulmustur.

Bu asamalarda kullanilan biitiin soliisyonlarda ve kesit i¢in kullanilan sicak su banyosundaki
sular DEPC ile en az 24 saat muamele edilmis ve ardindan otoklavlanmistir. Ortam temizligi
icin Rnase away kullanilarak RNAaz’lardan uzak bir ¢alisma gergeklestirilmeye

caligilmistir.
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Bu membranlar tizerindeki kesitlerde Toluidin Blue Boyasi ile neoplastik follikiiller goriiliir
hale gelmis ve lazer mikrodiseksiyon cihazinda sadece neoplastik follikiil yapilar1 kesilerek
bunlar ¢alisma i¢in toplanmustir. Sekil 4.2.°de LMD o6ncesi doku ve LMD sonras1 doku

kesiti goriintiileri bulunmaktadir.

LMD o6ncesi ve sonrast orneklerin gorselleri Sekil 4.1.’de verilmistir.

Sekil 4.1. LMD o6ncesi ve sonrasi doku gorselleri.

4.3. RNA IZOLASYONU

Bes adet kontrol vakasi olmak {izere toplamda 26 vaka i¢in FFPE doku 6rneklerinden lazer
mikrodiseksiyon ile segilen alanlardan Qiagen Rneasy FFPE kit (Cat. N0:73504) ile total
RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA’larin safliklar1 ve konsantrasyonlari
spektrofotometre ile Ol¢iilmiistiir. Konsantrasyon ve saflik degerleri tez caligmasinda
kullanilmaya yeterli olmayan orneklerde izolasyon tekrarlanmistir. Izolasyon siireci
sonunda, tez ¢alismasinda kullanilmak tizere hedeflenen RNA kiitiiphanesi hazirlanmis ve

-80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Asagidaki protokol takip edilmistir;

1. Lazer mikrodiseksiyon esnasinda 0,2 ml’lik PCR tiipline alinan 6rnek RNA
izolasyon asamasina kadar -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir. RNA
izolasyonuna baslanacagi sirada her tiipe 75 pl, Buffer PKD transfer edilmistir.
Ornekler pipet ucuyla iyice ezerek karistirilmistir.

2. Orneklere 10ul Proteinaz K (20mg/ml) eklenmis ve hafifce pipetaj yapilarak
kanigtirilirmastir.

3. Ornekler 56°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

Tiipler ters diiz edilerek, 80°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Tiipler buz iizerinde 3 dakika bekletildikten sonra 20000 x G (13,500 rpm)’de 15
dakika santrifiij edilmistir.

Supernatant, pellete dokunmamaya dikkat edilerek yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
transfer edilmistir.

Ornek toplam hacminin onda birine denk gelecek hacimde (yaklasik 16ul) DNase
Booster Buffer ve 10ul DNase I stock soliisyonu eklenmistir. Tiipii ters ¢evirmek
suretiyle karismasi saglanmistir. DNase [ stock soliisyonu fiziksel olarak
denatiirasyona duyarhidir oldugundan vorteks yapilmamalidir. Kisaca santrifiij
yaparak tiip kenarindaki siv1 artiklar asagiya indirilmistir.

Ornekler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.

Baglanma kosullarim1 saglamak icin tiiplere 320ul Buffer RBC eklenmistir.
Baglanmay1 artirmak i¢in lizat nazikge pipetaj yapilarak iyice karistirilmistir.
Omeklere 720ul etanol (%100) eklenmis ve nazikge pipetaj yapilarak iyice
karistirihirmistir.  Etanol eklendikten sonra c¢okeltiler gozlenebilir, bu durum
prosediirii etkilemez. Oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildikten sonra santrifiij
yapilmadan bir sonraki adima gec¢ilmistir.

Orneklerden ¢okeltileri de igeren 700ul almarak RNeasy MinElute spin column’a
transfer edilmistir. Kapak nazikce kapatildiktan sonra 15 saniye >8000 x G (>10,000
rpm) santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi koleksiyon tiipii bosaltilmistir ve ayni tiip
12. basamakta da kullanilmstir.

Adim tiim 6rnek RNeasy MinElute spin column’dan gecene kadar tekrar edilmistir.
Koleksiyon tiipii 13.basamakta da kullanilmistir.

500ul Buffer RPE, RNeasy MinElute spin column’a eklenmistir. Spin kolon
membraninin yikanmasi i¢in kapak nazikge kapatildiktan sonra 15 saniye >8000 x G
(>10,000 rpm) santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi koleksiyon tiipii bosaltilmistir ve
ayni1 tiip 14. basamakta da kullanilmistir.

RNeasy MinElute spin column’a 500ul Buffer RPE eklenmistir. Spin kolon
membraninin yikanmasi i¢in kapak nazikce kapatildiktan sonra 2 dakika >8000 x G

(>10,000 rpm) santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipii i¢indekiyle birlikte atilmistir.
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15. RNeasy MinElute spin column yeni bir 2 mI’lik koleksiyon tiipiine yerlestirilmistir.
Spin kolonun kapagi acilmis ve 5 dakika maksimum hizda santrifiij edilmistir.
Koleksiyon tiipii igindekiyle birlikte atilmistir.

16. RNeasy MinElute spin column yeni bir 1.5 mI’lik koleksiyon tiipline yerlestirilmistir.
14-30ul RNase-free su direkt olarak spin kolonun membranina eklenmistir. Kapak
nazik¢e kapatildiktan sonra 2 dakika bekletilmis ve 1 dakika maksimum hizda

santrifiij yapilarak RNA eliie edilmistir.

Elde edilen RNA o&rnekleri spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Implen
NanoPhotometer® P 300 sistemi ile RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir. Fenol
ya da protein kontaminasyonu olup olmadigini gosteren A260/280 ve A260/230 oranlar1 da
tespit edilmistir.

4.4. CDNA SENTEZI VE OPTIMiZASYON CALISMALARI

Elde edilen RNA o6rneklerinden RT2 First Strand Kit (Qiagen, #330404) cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Bu protokolde iki agamali olarak cDNA sentezi gerceklestirilmektedir.
[k asamada olas1 genomik DNA eliminasyonu yapilirken, sonrasinda reverse transkripsiyon
asamas1 yer almaktadir. Elde edilen RNA konsantrasyonlarina gore toplam 400 ng/rxn total

RNA olacak sekilde cDNA sentez agsamasina girilmistir.

Genomik DNA eliminasyonu i¢in Cizelge 4.1’¢ gore hazirlik yapildiktan sonra drnekler
42°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. 5 dakika inkiibasyonun ardindan en az 1 dakika
stireyle buzda bekletilmislerdir. Akabinde Cizelge 4.2°e gore reverse-transkripsiyon karigimi

hazirlanarak, buzda bekleyen tiiplere dagitilmigtir.

Cizelge 4.2.’de belirtildigi gibi reverse-transkripsiyon karigimi hazirlanarak, buzda bekleyen
tiiplere dagitilmistir. ¢cDNA sentez kitinin giincel ve eski protokollerinde bilesenler
degismemesine ragmen farkli inkiibasyon protokolleri oldugu goézlenmistir. Bu sebeple
optimizasyon denemelerinde kullanmak igin izole edilen ilave bir adet RNA numunesi
kullanilarak ideal siirenin hangisi olduguna karar vermek amaciyla deneme reaksiyonu
kurulmustur. Her iki reaksiyon da ayn1t RNA 6rneginden, birebir ayni igerikler hazirlanarak

kurulmustur. Reaksiyon kosullarindan giincel olaninda (2017-2018 katalogu) 42°C’de 15
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dakika, 95°C’de 5 dakika ve 4°C’de bekleme Onerilir iken; eski katalogda (2014-2017 arasi)
37°C’de 1 saat, 95°C’de 5 dakika ve 4°C’de bekleme Onerilmektedir.

Cizelge 4.1. cDNA sentezi genomik DNA eliminasyon asamasi protokolii.

Komponent Miktar
RNA 400 ng/rxn
Buffer GE 2 ul
RNase- free su Degisken
Toplam hacim 10ul

Cizelge 4.2. cDNA sentezi reverse-trasnkripsiyon agamasi protokoli.

Komponent Hacim (1 reaksiyon i¢in)
5x Buffer BC3 4 ul

Control P2 1 ul

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul

RNase-free su 3ul

Toplam Hacim 10 pl

45. PRIMERLERIN CALISMA SARTLARININ BELIRLENMESI

TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA (ZFYVE9) ve P15 (CDKN2B)
genlerinin primer optimizasyonlar1 igin 1/3 cDNA diliisyonu kullanilarak 57, 58, 60 ve 62°C
baglanma sicakliklarinda gradient PCR kurulmustur. Kullanilan primerler Qiagen tarafindan
Sybr Green ile ifade analizi igin 6zel olarak tasarlanmus, spesifitesi ve amplifikasyon verimi
acisindan basaris1 onaylanmis primerlerdir. Kullanilan primerlerin bilgileri asagidaki

Cizelge 4.3’de belirtilmistir.
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Cizelge 4.3. Tez galismasinda kullanilan primer setleri, Qiagen.

Gen Ad1 Kitin Ad1 Katalog Numarasi
TGFBR1 RT? gPCR Primer Assay for Human TGFfR1 PPH00237C
SMAD?2 RT? gPCR Primer Assay for Human SMAD2 PPHO1949F
SMAD3 RT? gPCR Primer Assay for Human SMAD3 PPH01921C
SMAD4 RT? gPCR Primer Assay for Human SMAD4 PPH00134C
SMADG6 RT? gPCR Primer Assay for Human SMAD6 PPHO1910F
SMAD7 RT? gPCR Primer Assay for Human SMAD7 PPHO01905C
SARA (ZFYVE9) RT? gPCR Primer Assay for Human ZFYVE9 (SARA) PPH13228A
CDKN2B (P15) RT? gPCR Primer Assay for Human CDKN2B (P15) PPH00206C
Actin (ACTB) RT? gPCR Primer Assay for Human ACTB PPH00073G

Termal dongii programi Cizelge 4.4’de belirtildigi gibidir. Elde edilen PCR iiriinleri %2’1ik

agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 4.4. Primer baglanma isilarnin optimizasyonunda uygulanan gradient PCR

protokolii.
Sicakhik Siire Dongii
95°C 5 dakika
95°C 30 saniye
57-62°C 30 saniye 40
72°C 45 saniye
72°C 5 dakika
12°C )
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45.1. GENLERIN IFADE DUZEYLERININ BELIiRLENMESI

PRIMERLERIN QRT-PCR OPTIMiZASYONLARI

QRT-PCR’da ilgili genlerin ifade diizeyini belirlemek i¢in Oncelikle hangi cDNA
konsantrasyonunun ¢alismaya uygun oldugunu tespit etmek gerekmektedir. Bunun i¢in hasta
ve kontrol cDNA’larmin 1:2, 1:4, 1:5 ve 1:10 seri diliisyonlar1 kullanilarak Cizelge 4.5 teki
reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Reaksiyon kosullar Cizelge 4.6°da belirtildigi gibidir.

Cizelge 4.5. RT-PCR karigima.

Komponent Hacim
RT2SYBR Green Mastermix 5ul
cDNA 1 ul
RT2 QPCR Primer Assay (10uM stock) 0,4 ul
RNase-free water 4,2 ul
Toplam Hacim 10 ul

Cizelge 4.6.Rotor-Gene Cihaz protokolii.

Dongii Siire Sicaklik

1 10 dakika 95°C

40 15 saniye 95°C
30 saniye 60°C
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4.6. QRT-PCR ANALIZLERI

Gradient PCR denemeleri sonucunda biitiin primer ¢iftlerinin ortak ¢alisma sicakliginin
60°C oldugu tespit edilmis ve qRT-PCR deneylerinin tamaminda biitiin primerler igin bu
baglanma 1sis1 kullanilmistir. Totalde 400ng ¢cDNA igeren orneklerin diliisyonlar1 igin
yapilan optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda 1/3 diliisyonun biitiin pimerler icin ideal

diliisyon orani belirlenmis ve qRT-PCR deneyleri bu diliisyon oraniyla ger¢eklestirilmistir

Calismanin basinda kullanilmasi planlanan “relative standard curve” metodu denenmistir,
ancak bu yontemle analiz etmeye uygun veriler elde edilemediginden “relative

quantification” metoduyla (248) analizler gergeklestirilmistir.

ACPtarget ( controf — sample )

(E

target )

ACPref (control - sample )

( Er'ef)

“Relative standard curve” metodunun “relative quantification” metodundan farki her primer
icin amplifikasyon verimliliginin 6lgiilmesidir. “Relative quantification” metodunda bu
deger, polimeraz zincir reaksiyonunun her dongiisiinde kalip cDNA’nin iki katina ¢ikacagi
teorik bilgisinden “2” olarak kabul edilmektedir. Ancak teoride bdyle olmasina ragmen,
pratikte primerler her zaman ideal sekilde amplifikasyon gerceklestiremeyebilir. Bu nedenle
daha giivenilir sonug elde etmek icin her primer ¢ifti i¢in yapilan PCR’da 6rneklerle birlikte,
standard olarak bir cDNA 06rnegi stok, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 olacak sekilde seri
diliisyon yapilmis olarak reaksiyona sokulmustur. Ancak elde edilen ct (cycle threshold)
degerleri “Relative standard curve” metodunun uygulanmasina izin vermemistir. Bunun
nedeni, stok olarak reaksiyona sokulan c¢DNA konsantrasyonu halihazirda diisiik
oldugundan ileri diliisyon asamalarinda reaksiyon karistminda amplifikasyon elde edilecek
kadar kalip cDNA bulunmuyor olmasidir. Bu nedenle her primer ¢ifti i¢in amplifikasyon
verimliligi “2” olarak kabul edilerek “Relative quantification” metoduyla analizler

gerceklestirilmistir.
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gRT-PCR deneyleri Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari

blinyesinde bulunan Roche LightCycler 480 cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calismalar 384-well plate’lerde yapilmistir. Her PCR plate’inde iki gen igin biitiin 6rnekler

ayn1 anda ti¢ teknik tekerriir olacak sekilde tasarlanmis ve uygulanmistir. Reaksiyon karisimi

Cizelge 4.7°ye gore hazirlanmis olup, Cizelge 4.8’deki cihaz protokolii uygulanmistir.

Cizelge 4.7. RT-PCR karisimi.

Komponent Hacim
RT2SYBR Green Mastermix 6 ul
cDNA 2 ul
RT2QPCR Primer Assay (10uM stock) 0,4 ul
RNase-free water 3,6 ul
Toplam Hacim 12 pl
Cizelge 4.8. LightCycler 480 Cihaz Programu.
Dongii Siire Sicaklik
1 10 dakika  95°C
15 saniye 95°C
40 1 dakika 60°C
30 saniye 72°C
30 saniye 95°C
Melting curve ~ 30saniye  60°C
30 saniye 95°C
Soguma 10 saniye 40°C
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4.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Calismada elde edilen biitiin verilerin istatistiksel analizleri, Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali Do¢.Dr. Beyza Doganay Erdogan ve arastirma
gorevlisi Zeynep Yavuz yardimi ile SPSS programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Analizlerde Mann Whitney U, Kruskal-Wallis, Fisher’s Exact, Spearman korelasyon
katsayis1 metotlar1 kullanilarak parametreler birbirleriyle karsilastirilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda degerlendirilen nicel veriler, ortanca (minimum-maksimum) degerleri ile
kategorik veriler ise frekans ve ylizdeler ile 6zetlenmistir. Cinsiyet oranlar1 bakimindan FL
ile kontrol grubu Fisher’s Exact testi kullanilarak karsilagtirilmistir. Gen ifadeleri
bakimindan, FL ile kontrol grubu ve FL grubunun igindeki alt gruplarin birbirleri ile
karsilagtirilmasinda uygun olarak Mann Whitney U testi ya da Kruskal Wallis testi
kullanilmistir. Tip-1 hatay1 kontrol etmek {izere belirlenen p degerleri iizerinde Benjamini-
Hochberg diizeltmesi uygulanmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. DEMOGRAFIK BULGULAR

Calismaya dahil edilen 21 hastanin median yas1 64 (Min: 33, Max: 79) bulunustur. Cinsiyet
dagilimina bakildiginda, hastalarin %47,6’s1 kadin (n=10), %52,4’tinii (n=11) erkekdir.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 35 (Min: 18, Max: 64) dir. Kontrol grubunda cinsiyet
dagilimi 2 (%40) kadin, 3 (%60) erkek seklindedir (Cizelge 5.1.).

5.1.1. FOLLIKULER LENFOMA GRADE DAGILIMI

Diisiik dereceli olarak gruplanan grade I-II FL hastalar1 tiim grubun %73,1’ini (n=19)
olusturmaktadir. Hastalarin 2’si grade III FL tanilidir (%7,7 (n=2)) (Cizelge 5.1.).

52. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Immiinohistokimya testleri sonunda (Cizelge 5.1.) FOXP3 ve CD163 antikorlar1 ile boyanan
follikiiler lenfoma olgularinin 151k mikroskobik degerlendirilmesi ve skorlanmasinda,
FOXP3 pozitif Treg Skor 1 grubundaki hastalar tiim hastalarin %38,1’ini (n=8), skor 2
grubundaki hastalar tiim hastalarin %52,4’{inti (n=11) ve skor 3 grubundaki hastalar tiim
hastalarin %9,5’ini (n=2) olusturmaktadir. CD163 ifade eden TiM’lerin degerlendirme
sonuglart Skor O grubundaki hastalar tiim hastalarin %66,7’sini (n=14), skor 1 grubundaki
hastalar tiim hastalarin %19’unu (n=4) ve skor 2 grubundaki hastalar tiim hastalarin

%14,3’tinti (n=3) olusturmaktadir (Sekil 5.1-3.).
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Cizelge 5.1. Demografik, klinik ve immunohistokimyasal bulgular.

Yas | Cinsiyet | Grade | FOXP3 | CD163 | Hemoglobin | Serum LDH | Evre | Lenf nodu sayisi | Ki Tutulumu | FLIPI-1 Skor | Ki67 | BCL2
Hastal | 47 | Erkek 1 2 1 16,6 225 1 <4 Yok 1 1 1
Hasta2 | 55 | Erkek 1 1 0 14,4 241 4 >4 Yok 3 1 1
Hasta3 | 66 | Erkek 2 2 0 15,7 219 4B >4 Var 4 0 1
Hasta4 | 56 | Kadmn 2 2 0 11,5 162 4 >4 Var 3 0 1
Hasta5 | 37 | Erkek 2 1 0 15,5 154 4 >4 Var 3 1 0
Hasta6 | 74 | Kadm 2 2 0 12,9 146 4 >4 Var 3 2 1
Hasta7 | 64 | Kadm 2 1 1 12,8 380 4 >4 Var 4 1 1
Hasta8 | 59 | Kadmn 2 1 2 13,3 132 4 >4 Yok 2 0 2
Hasta9 | 73 | Erkek 2 1 0 11,5 166 4 >4 Var 4 2 1
Hasta 10 | 60 | Kadin 2 1 0 14,0 0 4 >4 Var 3 0 2
Hasta 11 | 66 | Kadin 2 1 0 12,7 170 4 >4 Var 3 2 1
Hasta 12 | 73 | Kadin 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 | Kadin 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 | Kadin 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 | Kadin 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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AL IIE, TIw o

FOXP3 skor 1  CD163skor0

Sekil 5.1. FL grade Il vakalarda skor 1 FOXP3, skor 0 CD163 ve BCL2 mikroskop
goriintiileri.

FOXP3 skor 2 CD163 skor 0

Sekil 5.2. FL grade Il vakalarda skor 2 FOXP3, skor 0 CD163 ve BCL2 mikroskop
goriintiileri.
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N

FOXP3 skor 3 CD163 skor

Sekil 5.3. FL grade Ill vakalarda skor 3 FOXP3, Skor 2 CD163, BCL2 mikroskop
goriintiileri.
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5.3. KLINIK BULGULAR

Hastalarin tan1 sirasindaki evreleri degerlendirildiginde, %9,5°1 evre I (n=2), %23,8’1 evre
I (n=5), %61,9’u evre IV (n=13) oldugu saptanmistir. Lenf nodu sayilari
degerlendirildiginde, 4’ten az sayida lenf nodu tutulumu olan 1 hasta (%4,8) mevcutken,
diger hastalarin (%95,2, n=20) 4 ve ilizeri sayida lenf nodu tutulumu gosterdigi
saptanmaktadir. Kemik iligi tutulumu 12 hastada (%57,1) saptanmis, 9 hastada (%42,9)

kemik iligi tutulumu bulunmadig1 goriilmiistiir.

Hemoglobin degerleri 6 hastada normalin (12g/dL) altinda gozlenirken, 15 hastada normal
bulunmaktadir. Serum LDH degeri de 6 hastada normal seviyeden (200U/I) yiiksek, 15

hastada normal sinirlarda gézlenmistir.

Bu tez calismasina dahil olan FL vakalarinin FLIPI skorlar1 degerlendirildiginde, 2 vakada
diisiik risk (0-1) saptanirken, 2 vakada orta risk (2), 17 vakanin ise yiiksek risk grubunda
(3-5) oldugu saptanmustir.

Bu tez ¢alismasinda 2 vaka haricinde, biitiin vakalarin %90,5' inde BCL2 pozitifligi
gozlenmistir (Sekil 5.1-3.). BCL6 ifadesi ise biitiin vakalarda bulunmaktadir. Hastalarin
proliferasyon belirteci Ki67 durumlarma bakildiginda, 4 hastada (%19) proliferasyon
oraninin ¢ok diisiik (Skor 0), 7 hastada (%33,3) diisiik (Skor 1), 6 hastada (%28,6) orta (Skor
2) ve 4 hastada (%19) (Skor 3) yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 5.1).
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5.4. LMD VE RNA IZOLASYON SONUCLARI

Lazer mikrodiseksiyon ile se¢ilen alanlardan yapilan RNA izolasyonlar1 sonucunda (Cizelge
5.2), orneklerin safliklar1 ve konsantrasyonlar1 calismaya devam etmek icin yeterli

bulunmustur.

Cizelge 5.2. LMD ile secilen toplam alan, RNA konsantrasyon ve saflik bilgileri

Ornek Toplam Alan LCM (um2) RNA Kons. (ng/ul) 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 SENTEZI VE OPTIMIiZASYON SONUCLARI

Sonuglari degerlendirmek amaciyla aynt RNA 6rneginden iki farkli protokolde elde edilen
cDNA 6rneklerinden, Beta-Actin house-keeping geni i¢in 60°C baglanma sicakliginda 1:3,
1:4, 1:5 ve 1:10 seri diliisyonlar kullanilarak PCR kurulmustur. Reaksiyon sonras: elde
edilen PCR iirtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuca gore 37°C’de 1
saat, 95°C’de 5 dakika inkiibasyon seklindeki protokoliin daha basarili oldugu gézlenmistir

(Jel gorseli sunulmamaistir).

5.6. PCR OPTIMIiZASYON SONUCLARI

Hasta (n=21) ve kontrol grubundan (n=5) elde edilen cDNA &rneklerinden 1:3 diliisyon ile
60°C baglanma sicakligi kullanilarak B-actin PCR reaksiyonu kurulmustur. Yapilan PCR
reaksiyonu sonucu elde edilen amplikonlar agaroz jelde yiirtitilmistiir (Sekil 5.4. ve 5.5.).
Agaroz jel analizi sonucunda 1:3 diliisyonun galismada kullanilmaya yeterli oldugu

anlasilmstir.

Sekil 5.4. cDNA ornekleri i¢in yapilan Actin PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii 1

e 15 16 17 18 19 2021 22 23 24 25 26
=
Wl L

-E8==S3cccaza=

.00-...-....
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Sekil 5.5. cDNA ornekleri i¢in yapilan Actin PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii 2

Calismaya konu olan genlere ait primerler i¢in gradient PCR denemeleri yapilmistir. PCR
analizleri sonucunda tiim primer setlerinin 60°C baglanma sicakliginda calisabildigi
anlasilmistir (jel gorseli sunulmamistir). Baglanma sicakligi dogrulanan primerlerin
gorselini olusturmak amaciyla 1 adet kontrol (1), 1 adet hasta (2) cDNA’s1 kalip olarak
kullanilmis olup, Qiagen Qiaxcel kapiller jel elektroforezi sisteminde yiiriitiilmiistir (Sekil

5.6 ve 5.7).

s CDENIB SMADT LFYVES SMADE

Sekil 5.6. CDKN2B, SMAD7, ZFYVE9, SMAD6 optimizasyon dijital jel goriintiisii
(QIAXcel)

SMAD2 TGFBR1 SMAD3 SMAD4

Sekil 5.7. SMAD2, TGFBR1, SMAD3, SMAD4 optimizasyon dijital jel goriintiisii
(QlAXcel)
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57. QRT-PCR OPTIMIiZASYON SONUCLARI

Konvensiyonel PCR reaksiyonu sonrasinda tiim Ornekler c¢alisma diliisyonlarinin
belirlenebilmesi i¢in RT-PCR reaksiyonuna tabi tutulmustur. 1:2, 1:4, 1:5 ve 1:10 seri
diliisyonlar denenmis olup, optimizasyonun tamamlanmas1 i¢in gerekli 6n bilgilere sahip

olunmustur. cDNA miktarinin en az 13ng/rxn olmasi gerektigi anlagilmistir.

Tiim primerlerin nonspesifik bant vermediginden ve tek iiriin olusturdugundan emin olmak
igin PCR iiriinlerine Melting Curve analizi yapilmistir. Sekil 5.8’de melting curve analizi
gorselleri sunulmustur. Alinan sonuca goére primer setleri hicbir numunede nonspesifik bant
olusturmamis olup, elde edilen sicaklik verileri, {iriin kataloglarindaki degerler ile uyumlu
bulunmustur. Primer setleri eldeki vaka grubuna ait cDNA orneklerinde kullanilmaya

uygundur.

Sekil 5.8. Melting curve egrileri. a: Beta Actin geni, b: CDKN2B geni, ¢c: SMAD?2 geni, d:
SMADZ3 geni, e: SMAD4 geni , f: SMAD7 geni, g: TGFBRI1 geni .
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5.8. QRT-PCR SONUCLARI

Kontrol ve FL grubunda TGFPRI1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA,
CDKN2B genlerinin ifade diizeyleri (fold change) Mann Whitney U testi ile

karsilastirildiginda FL grubunda kontrol grubuna gére anlamli bir fark gézlenmemistir.

Tim grupta FOXP3 dereceleri ve gen ifade diizeyleri Kruskal-Wallis testi ile
karsilastirilmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir. Bu sonug
sadece FL grubunda FOXP3 dereceleri ve gen ifade diizeyleri karsilastirildiginda da

degismemistir.

Tim grupta CDI163 dereceleri ile gen ifade diizeyleri Kruskal-Wallis testi ile
karsilastirilmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir. Bu sonug
sadece FL grubunda CD163 dereceleri ve gen ifade diizeyleri karsilastirildiginda da anlamli

bir iliski elde edilememistir.

Spearman korelasyon katsayis1 kullanilarak tiim grupta gen ifade diizeylerinin birbirleri ile
korelasyonlar1 arastirtlmistir. Bu teste gore, TGFPR1’in Smad2, Smad3, Smad4, SARA,
CDKNZ2B ile arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu gozlenmistir (p< 0,05). Smad2’nin ise
Smad3, Smad4, CDKN2B ile arasinda giiglii bir korelasyon oldugu gézlenmistir. Smad3’iin
TGFPR1, Smad2, Smad4, Smad7, SARA, CDKN2B ile arasinda gii¢lii bir korelasyon
oldugu gozlenmistir (p< 0,05). Smad4’iin TGFPR1, Smad2, Smad3, Smad7, SARA,
CDKNZ2B ile arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu gézlenmistir (p< 0,05). Smad6’nin diger
genlerin higbiri ile korelasyon gostermedigi gozlenmistir. Smad7’nin Smad3, Smad4 ve
SARA ile arasinda giiglii bir korelasyon oldugu gézlenmistir (p< 0,05). SARA’nin Smad3,
Smad4 ve Smad7 ile arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu gozlenmistir (p< 0,05).
CDKN2B’nin TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4 ile arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu
gbzlenmistir (p< 0,05).

QRT-PCR deneyleri sonucunda elde edilen ct degerleri Cizelge 5.3° te gosterilmistir.
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Cizelge 5.3. Orneklere ait ortalama CT degerlerini gdsterir tablo (* Ornek 5 ve 14 Grade Il
vakalardir).

ORNEK ACTIN TGFBR1 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 34,551 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
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Sekil 5.9. TGFBR1 gen ifade degisimini gosterir grafik.

Bu tez calismasinda 21 vakadan 14’tinde TGFBR1 gen ifadesinde artig tespit edilirken, 7
vakada TGFPBR1 geninde ifadesinde diistis gozlenmistir (Sekil 5.9.). 20 ve 21 numarali FL

vakalar grade Il vakalardir.
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Sekil 5.10. SMAD2 gen ifade degisimini gosterir grafik.

Smad?2 geni ifadesi 21 vakanin 17’sinde artis gosterirken, geriye kalan 4 vakada Smad2 gen
ifadesinde diistis saptanmustir (Sekil 5.10.). 20 ve 21 numarali FL vakalar1 grade III

vakalardir.
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Smad3 geni ifadesi 21 vakanin 15’inde artig gosterirken, geriye kalan 6 vakada Smad3 geni

ifadesinde diistis saptanmustir (Sekil 5.11.). 20 ve 21 numarali FL vakalar1 grade III

Sekil 5.11. SMADS gen ifade degisimini gosterir grafik.
vakalardir.
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Smad4 geni ifadesi 21 vakanin 16’sinda artig gosterirken, geriye kalan 5 vakada Smad4 geni
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ifadesinde diistis saptanmustir (Sekil 5.12.). 20 ve 21 numarali FL vakalar1 grade III

Sekil 5.12. SMAD4 gen ifade degisimini gosterir grafik.

vakalardir.
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Sekil 5.13. SMAD?7 gen ifade degisimini gosterir grafik.

Smad7 geni ifadesi 21 vakanin 18’inde artig gosterirken, geriye kalan 3 vakada Smad7 geni
ifadesinde diisiis saptanmistir (Sekil 5.13.). 20 ve 21 numarali FL vakalar1 grade III

vakalardir.
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Sekil 5.14. SARA gen ifade degisimini gosterir grafik.

SARA geni ifadesi 21 vakanin 12’sinde anlamli artig gosterirken, geriye kalan 9 vakada
SARA geni ifadesi i¢gin diisiis saptanmustir (Sekil 5.14.). 20 ve 21 numarali1 FL vakalar1 grade
IIT vakalardir.
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Sekil 5.15. CDKN2B gen ifade degisimini gosterir grafik.

CDKN2B gen ifadesi 21 vakanin 17’sinde artis gosterirken, 3 vakada CDKN2B gen
ifadesinde diisiis saptanmistir, 21 vakada ise ifade degisikligi saptanmamstir (Sekil 5.15.).

20 ve 21 numarali FL vakalar1 grade III vakalardir.

RT-PCR islemi tamamlandiktan sonra, her gen bdlgesi i¢in rastgele orneklerden PCR
tirtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek amplifikasyonlarin non-spesifik bantlar olmaksizin

gerceklestigi dogrulanmistir (Sekil 5.16.- 20.).

SMAD4

143 bp

Sekil 5.16. Smad3 ve Smad4 reaksiyonlarina ait jel goriintiisi. DNA Ladder: Thermo
Scientific SM0323
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TGFBRI

72 bp

Sekil 5.17. TGFBR1 ve CDKN2B reaksiyonlarina ait jel goriintiisii. DNA Ladder: Thermo
Scientific SM0323

100 bp
Ladder

SMAD7

146 bp

Sekil 5.18. Smad7 ve Sara reaksiyonlarina ait jel goriintiisii. DNA Ladder: Thermo Scientific
SM0323

.

SMADG

103 bp

Sekil 5.19. Smad6 reaksiyonlarina ait jel goriintiisi. DNA Ladder: Thermo Scientific
SM0323
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SMAD?2

97 bp

Sekil 5.20. Smad2 reaksiyonlarina ait jel goriintiisi. DNA Ladder: Thermo Scientific
SM0323

5.9. ISTATISTIK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Istatistik analizlerde Mann Whitney U, Kruskal-Wallis, Fisher’s Exact, Spearman

korelasyon katsayis1 metotlar1 kullanilarak parametreler birbirleriyle karsilastiriimistir.

Bu analizlerden elde edilen sonuglara gore; TGFB/Smad yolaginda yer alan TGFBR1,
Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA ve CDKN2B gen ifadelerinin FL
hastalarindaki degisimleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark gézlenmemistir (Cizelge 5.4, (p>0,05)).

Cizelge 5.4. FL hastalarinin TGF3/Smad yolaginda yer alan gen ifade degisimlerinin kontrol

grubu ile istatistiksel karsilastirilmasi (Non parametrik Mann whitney U testi).

TGFBR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD6 SMAD7 SARA  CDKN2B

P Degeri 0,555 0,242 0,492 0,242 0,555 0,184 0,753 0,492

FOXP3 ve CD163 immunhistokimyasal ifade skorlarina gére TGFB/Smad yolagindaki
TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri
arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamistir (Cizelge 5.5) (p>0,05). Ayrica Ki67
proliferasyon indeksi ile TGFB/Smad yolagindaki TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6,
Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamustir (Cizelge 5.5) (p>0,05).
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Cizelge 5.5. Immunhistokimyasal mikrogevre iliskili belirtegler ve proliferasyon indeksi ile
TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin istatistiksel karsilagtirilmasi (Non parametrik

Mann whitney U testi).
Pdegeri TGFPR1 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 0825 0822 0892 0717 0717 0,784

Klinik prognostik belirteg olan FLIPI skorlar1 ile TGFB/Smad yolagindaki TGFBR1, Smad2,
Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmamustir (Cizelge 5.5) (p>0,05). Hastalarda tani sirasindaki evreleriyle
ilgili bilgi veren kemik iligi tutulumu ile TGFB/Smad yolagindaki TGFBR1, Smad2, Smad3,
Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmamistir (Cizelge 5.6) (p>0,05).

Cizelge 5.6. FLIPI skorlar1, kemik iligi tutulumu ile TGFB/Smad yolagindaki genlerin

ifadelerinin istatistiksel karsilagtirtlmasi (Non parametrik Mann whitney U testi).
P degeri TGFBR1 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 iligi Tutulumu 0,936 0,936 0,936 0,936 0,972 0,936 0,936 0,972
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Follikiiler lenfoma, germinal merkez B hiicrelerinden kaynaklanan, hastalik seyri a¢isindan
cok fazla cesitlilik gosteren batida en sik rastlanan lenfoma tipidir. Follikiiler lenfomanin
klinik seyrinde etken oldugu bilinen yas, evre, timor yiikii, kemik iligi tutulumu, sistemik
semptomlar, performans durumu, serum laktat dehidrojenaz (LDH) ve hemoglobin
diizeyleri, eritrosit sedimentasyon hizi ve 2-mikroglobulin gibi klinik prognostik faktorlerle
birlikte hastalik seyrinde tiimor mikrogevresinin 6nemi anlasilmaya baslamistir. Neoplastik
olmayan T hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler, fibroblastlar, endotel hiicreleri gibi
birgok hiicreyi bulunduran tiimér mikrogevresinde, Treg hiicreleri ve makrofajlarin

neoplastik siirecteki onemi dikkat ¢cekmektedir (101).

Kanser gelisimi ve 6zellikle lenfomagenez senaryolarinda rolii oldugu bilinen ¢ok sayida
sinyal yolagi mevcuttur. Bu yolaklardan bir tanesi olan TGFB/Smad yolag:i diger
yolaklardan farkli olarak kanser gelisimi ve progresyonunda pozitif ve negatif olmak iizere
iki yonli davranig paterni sergilemektedir (165). Bu durumun altinda yattig1 diisiiniilen
sebeplerden biri, TGFB’nin, tiim&r mikrogevresinde bulunan hiicrelerin tizerindeki farkli

etkisinin, mikrogevrenin sekillenmesinde rol almasidir.

TGFB, makrofajlar {izerindeki etkisi araciligi ile CD4" T hiicre proliferasyonunu
baskilarken, T hiicrelerinin farklilagmasini ve fonksiyonlarini baskilar, prolifere olmalarini
ve etkinlesmelerini engeller (118). TGFB naif CD4" T hiicrelerinin regiilatér T hiicrelerine
farklilasmasini saglar (121). Ayrica tiimor mikrogevresindeki regiilator T hiicreleri TGFB

sitokinini salgilar ve CD8" T hiicrelerinin baskilanmasina yol agar (119).

Diisiik dereceli FL’larin klinik ve patolojik heterojenitesinin nedenlerinin anlagilmasina dair
birbiriyle ¢elisen sonuglara sahip ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢eliskilerin sebebi diisiik
dereceli FL’larda klinik ve prognostik parametrelerin ¢esitliligini agiklayacak net faktorlerin
bulunmamasidir. Bu nedenle bu ¢alismada diisiik dereceli FL vakalarinin klinik ve patolojik
prognostik ozellikleri ile mikrocevre durumuyla ilgili eksikliklerin tamamlanmasina yonelik
bir ¢alisma plani1 yapilmistir. Mikrogevrenin organizasyonunda TGFp/Smad yolaginin

Oonemi olabilecegi hipotezi kurulmustur. Calismanin omurgasini timoér mikrogevresi
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olusturdugu icin neoplastik follikiillerin ayrilmas: ve diger alanlardaki hiicrelerin gen
ifadelerinin sonuglari etkilememesi i¢in lazer mikrodiseksiyon yontemi tercih edilmistir. Bu

sekilde ¢alisma sonuglarinin giivenilirliginin arttirilmasi hedeflenmistir.

Bu konudaki belirsizliklerin anlasilmasina katkida bulunma amaciyla yapilan bu tez
caligmasinda, TGFB/Smad yolagmin Treg hiicreleri ve makrofajlar iizerinden follikiiler
lenfoma prognozuna mikrogevrenin etkisi incelenmistir. Bu dogrultuda TGFpB/Smad
yolaginda yer alan genlerdeki ifade degisikliklerinin diisiik dereceli Grade I ve II) FL
prognozu iizerinde etkisinin incelenmistir ve sonuca ulagsmak i¢in planlanan teknik her adim

basari ile tamamlanmaistir.
6.1.1. TEKNiK DEGERLENDIRME

Bu tez ¢alismasinin baglangicinda, follikiiler lenfoma tanis1 almig 25 hasta ve kontrol grubu
olarak 5 reaktif hiperplazi 6rnegi calismaya dahil edilmistir. Ancak hasta parafine gdmiilii
dokularinin 4’tinden elde edilen RNA konsantrasyonlar1 ve kaliteleri ¢alismaya devam
edecek vyeterlilikte olmadigi igin ¢alisma dis1 birakilmak zorunda kalinmistir. Bu
orneklerdeki basarisiz sonuglarin sebeplerinden biri dokunun FFPE patoloji ornekleri
olmasindan kaynaklanan RNA kaybi, ya da lazer mikrodiseksiyon islemi sirasinda meydana
gelmis olabilecek kayiplar olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu olumsuzluklarin 6niine
gecilmesi i¢in lazer mikrodiseksiyon ile dokudan alinan 6rnekler zaman kaybetmeksizin
dondurularak saklanmigtir. Ayrica elde edilecek RNA miktarini arttirmak igin yapilan
deneme sonucunda RNA izolasyonunun ilk agamasi olan proteinaz ile 56°C’de inkiibasyon
asamasi protokoldeki siireden uzatilarak gece boyu yapilmistir. Ancak 4 hasta 6rnegi igin
yine de basarisiz sonug elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismaya 5’1 kontrol olmak iizere 26

ornekle devam edilmistir.
6.1.2. DEMOGRAFIK DEGERLENDIRME

21 FL vakasmin 11 ‘ini erkek bireyler olustururken, 10’u kadin bireylerden olugmaktadir.
Literatiirdeki bilgilere gore follikiiler lenfoma erkek bireylerde kadinlara oranla 1,7 kat daha

fazla ortaya ¢ikmaktadir (249).
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Vakalarin 12’si 60 yasin lizerinde tan1 almistir. Dokuz vaka 37 ve 33 yas gibi erken yaslarda
tan1 almis hastalardir. Follikiiler lenfoma i¢in tani yasi ortalama 59°dur. Ancak erken yasta
tan1 alan vakalara da az olmakla birlikte rastlanmaktadir (4). Bu ¢alismadaki vakalarin yas
ortalamas1 64 ’tiir. Literatiire gore yiiksek olan bu yas ortalamasi ayni zamanda bir prognostik
risk faktoriinii de olusturmaktadir. 60 yas tizeri yas FLIPI degerlendirmesine gore follikiiler

lenfomada hastalik seyri i¢in negatif bir belirtegtir (73).

Hemoglobin seviyesinin normal seviyeden (12g/dL) diisiik olmasi follikiiler lenfoma
hastalar1 i¢in prognostik bir risk faktoriidiir. Kemik iligi tutulumu ve kemik iligi
yetmezligine sebep olan hastalik varligini desteklemektedir. Calismamizda 21 vakanin

6’sinda (%28,5) hemoglobin diisiik bulunmustur.

Follikiiler lenfomadaki prognostik risk faktorlerinden bir digeri serum LDH (laktat
dehidrojenaz) seviyesinin (200U/1) yiiksek olmasidir. Bu caligmada 21 vakanin 11’inde
(%52,3) LDH seviyesinin normalin iistiinde oldugu goriilmiistiir. Bu durum risk faktoérleri
arasinda diisiik dereceli (Grade I-11) FL vakalarin incelenmis olmasina ragmen hastalarin

yarisinda hastaligin yaygin oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismaya dahil edilen FL vakalarindan 3’ii erken evrede (evre 1) tan1 almisken, geriye kalan
18’1 ileri evrede (evre 3 ya da 4) tan1 almiglardir. Hastalik evresinin ileri olmasi en 6nemli

prognostik belirteclerdendir (72).

325 follikiiler lenfoma vakasi ile yapilan bir ¢aligmada, tani sirasinda ileri evreli, yiiksek
FLIPI ve IPI skorlu hastalarda histolojik transformasyon riskinin ¢ok daha yiiksek oldugu
anlasilmistir. 15 yillik takip sonucunda elde edilen sonuglar, ileri yas, diisiik hemoglobin,
yiksek LDH ve yiiksek FLIPI-IPI skoru ilk niikste histolojik transformasyonla
iliskilendirilmistir (1).

Bu tez calismasina dahil olan FL vakalarinin FLIPI skorlar1 degerlendirildiginde, 2 vakada
diisiik risk (0-1) saptanirken, 2 vakada orta risk (2), 17 vakanin ise yiiksek risk grubunda (3-

5) oldugu saptanmuistir.

Calisma kapsaminda degerlendirilen bir diger parametre Ki-67 ile belirlenen proliferasyon
durumudur. Yirmibir vakadan 11’inde Ki-67 ifadesi diisiik ya da hi¢ yokken, geriye kalan
10 vakada Ki-67 ile proliferasyon indeksi yiiksek gdzlenmistir. Neoplastik follikiil

81



hiicrelerinde mitoz oran1 genel olarak reaktif follikiillere gore daha diisiiktiir. Ki-67
degerlendirmesi bu agidan 6nemlidir. Bazi ¢aligmalarda, FL vakalarinin bir kisminda ytiksek
Ki-67 ifadesi oldugu bilinmektedir. Bu vakalarin daha agresif davramis gosterdikleri
bildirilmistir (27,28).

T(14;18) translokasyonundan dolayr BCL2 ifadesi artis1 follikiiler lenfoma hastalarinin
%85-90'inda goriiliir. Bu tez ¢alismasinda 2 vaka haricinde yani biitiin vakalarin %90,5'inde
BCL2 pozitifligi gozlenmistir. Tan1 kriterlerinden biri oldugundan dolay1 bu durum sasirtici
degildir.

6.1.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIiRME

21’1 FL ornegi olan 26 adet FFPE dokudan immniiohistokimya ile Treg hiicrelerin
mikrocevredeki yogunlugunun incelenmesi i¢in FOXP3 ve tiimér iliskili makrofajlarin
mikrogevredeki yogunlugu i¢in CD163 immunhistokimyasal olarak incelenmistir. Sonuglara
gore FOXP3 igin 21 hasta 6rneginden 8’inde (%38,1) diisiik skorlu, 11’inde (%52,4) orta
skorlu, 2’sinde (%9,5) yiiksek skorlu boyanma oldugu goézlenmistir. CD163 boyama
sonuclar1 ise; hastalarin 14’linde (%66,7) diisiikk seviyede boyanma, 4’tinde (%19) orta
seviyede boyanma, 3’linde (%14,3) yiiksek seviyede boyanma gdzlenmistir. Bu oranlara

bakilarak tiimor iliskili makrofajlarin yogunlugunun genel olarak diisiik oldugu saptanmuistir.

Bu skorlarin grade I-ll ile grade Il vakalar arasinda nasil degisiklik gosterdigini
inceledigimizde, FOXP3 i¢in yiiksek skorlu iki vakanin ikisinin de grade III vakas1 oldugu
goze carpmaktadir. Bu iki grade III vakasinin CD163 skorlarina bakildiginda, iki vakadan
birinin skorunun yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durumun dikkat ¢gekmesinin sebebi
21 vakadan sadece 3’iiniin CD163 skorunun yiiksek olmasi ve bunlardan birinin de grade III
vakast olmasidir. Bu durum, yiiksek dereceli FL vakalarimin mikrogevrelerinde, diisiik
dereceli olanlarla karsilastirildiginda daha yogun Treg ve tiimor iligkili makrofaj
bulunduguna dair bir gosterge olabilir. FOXP3 ve CD163 ifadesi agisindan iki ayri grup
bulunacagi beklenmis, ancak genel olarak FOXP3 ifadesi yiiksek, CD163 agisindan fakir bir
mikrogevre oldugu saptanmistir. Bu degerler ¢alismadaki diger prognostik ve molekiiler
parametreler ile karsilastirildiginda herhangi bir grupta istatistiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilememistir (p=0,952-1). Ancak vaka bazinda degerlerdirme yapildiginda, en yiiksek
FOXP3 pozitif Treg yogunlugu gosteren skor 3 bulunan iki vakanin ikisinin de grade III
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olmasi dikkat gekmektedir. Ayrica bu iki vakanin birinde CD163 skorunun da 2 oldugu tespit
edilmistir. Bu tez c¢alismasinda hipotezde diisiik dereceli (grade I-11) FL vakalar
hedeflenmistir. Literatiirde Grade III FL ile Grade I-1l FL’ lar prognostik ve molekiiler
yolaklarin farklilig1 acisindan zaten birbirinden farklidir. Bu nedenle FOXP3 ve CD163
skorlar1 yiiksek olmasi beklenen bir sonugtur (139,152).

Iki Grade III vakanin TGFB/Smad yolagindaki gen ifade degisimleri incelendiginde bu
vakalardan birinin TGFBR1 gen ifadesinde diislis saptanan vakalardan biri oldugu goze
carpmaktadir. Burada dikkat ¢eken diger bir durum ise, bu vakada yolaktaki diger genlerin
ifadelerinde de anlamli bir diisiis ya da artis saptanmamis olmasidir. Bu iki Grade III vakadan
digerinde ise Grade I ve II vakalardan ayr1 bir gen ifade paterni saptanmamistir. Bu tez
calismasinin asil hedefi diisiik dereceli FL vakalar1 oldugundan, grade III vakalarinin sayisi
sinirli olmustur. Ancak diisiik ve yiiksek dereceli FL vakalar1 arasinda bir karsilastirma
hedeflenmis olsaydi, sinirhi sayidaki vakaya ragmen saptamis oldugumuz bu farkin daha

belirgin hale gelecek oldugunu diistindiirmiistiir.

Literatiirde, Treg hiicreleri ve makrofajlarin lenfomalarin prognozu, tedavi segenekleri

tizerindeki etkisi hakkinda farkli sonuglar elde edilmistir.

Son zamanlarda gen ifade analiz ¢alismalarindan ortaya ¢ikan bilgiler 1s18inda follikiiler
lenfoma ve DBBHL’de malign olmayan lenfositlerin ¢ok o6nemli prognostik anlam
tagidiklarin1 gostermistir (6). Saglikli bireyler ya da tedavisinin tamamlamis bireylere
kiyasla tedavi almamis B-NHL hastalarinda FOXP3 mRNA transkriptlerinin 6nemli 6lgiide
arttig1 gézlenmistir. Serum LDH ve periferal CD4/CD25 pozitifligi arasinda, periferik kan
FOXP3 ifadesi, hastalik evresi ile hastalarin performans durumu arasinda, periferik kan
TGFB mRNA ifadesi ile CD4/CD25 arasinda, periferik kan TGFf ifadesi, hastalik evresi ve
performans durumu arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir. FL hastalarinda diger
gruplara gore, LDH ve FOXP3 ifadesinin daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir (250).
Laurenti ve arkadaslari, Treg popiilasyonunun LDH seviyesiyle iliskili oldugunu gosterdiler.
Artmis Treg oranini yiiksek LDH ile iliskilendirmislerdir (251). Bu tez calismasinda FOXP3

degerleri ile prognostik faktorlerinin higbiri arasinda bir korelasyon saptanmamustir.
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FOXP3" Tregin hastalik niiksiinde de rolii olduguna dair sonuglar Malpeli ve arkadaglarinin
2018 yilindaki ¢alismalarinda ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismada, 26 FL ve 12 reaktif lenf
nodunda microarray ile microRNA ifade profili ve immiinohistokimya ile de tiimor
mikrogevresi arastirilmistir. FOXP3* hiicreler niiks eden hastalarda onemli 6l¢iide daha
diigiik bulunurken, diisitk FOXP3" hiicre sayis1 hastaligin daha kisa siirede niiks etmesi ile
iliskilendirilmistir ve FOXP3" hiicrelerin hastalik niiksiinde bir belirte¢ olabilecegini
gostermistir (252).

FOXP3* Treglerin mikrogevredeki etkilerinin yani sira, tan1 anindaki lokalizasyonlarinin
transformasyonla ilgili ip uclar1 verebilecegi one siiriilmiistiir. Bu hiicrelerin tanida follikiil
disinda yer almasi daha kisa siirede transformasyona isaret etmektedir. Ayrica FOXP3*
Treglerin yiiksek total alan skorlari lokalizasyondan bagimsiz olarak daha kisa siirede
transformasyon ile Kkorelasyon igerisinde oldugu gosterilmigti. FOXP3* Treglerin
lokalizasyona gore farkli roller iistenebilecekleri kesfedilmistir; follikiil i¢inde timor
gelisimini destekleyen CD4" Tfh hiicrelerini baskilarken, follikiil disinda tiimér baskilayici

T hiicre alt siniflarinin baskilanmasina sebep olabildigi bilgisi elde edilmistir (162).

Tan1 esnasinda follikiiler FOXP3* Treg’in yiiksek miktarinin, rituximab ¢agindan 6nce

follikiiler lenfomada genel sagkalim siiresini uzattig1 sonucu elde edilmistir (162,253).

Farkli T hiicre tipleri arasindaki denge, FL’de kontrol noktasi inhibitorleri gibi yeni

tedavilerin 6neminin arttigin1 kanitlayabilir.

Mayo Clinic grubunun, NHL B hiicrelerini kullandiklar1 bir in vitro ¢aligmada, tiimdr ici
alanda Treg hiicrelerinin aktive olmus infiltre olan sitotoksik CD8" T hiicrelerinin
proliferasyonunu ve graniil liretimini engelledigini gosterdiler. B hiicrelerine maruz kalan
infiltre sitotoksik CD8" T hiicrelerinin sitotoksik graniil iiretemedigini ve bu durumu takiben
sitotoksik aktivitesinin, timor i¢i Treg hiicrelerinin varliginda tamamen zayiflatildigini
gosterdiler. Bununla birlikte, B hiicreli NHL hastalarindan alinan biyopsi 6rneklerinde tiimor

ici Treg hiicrelerinin sayisinin arttigini da gosterdiler (141).

Hematopoetik olmayan kanserlerde sonuglar celigkili olsa da, ge¢cmise doniik birgok
calismada FOXP3"™ T hiicrelerinin, FL’de, germinal merkez tipi DBBHL’de, Hodgkin

lenfomada tedaviden bagimsiz iyi prognoza isaret oldugunu gosterdiler (142,254). Ancak

84



germinal merkez tipi olmayan DBBHL’de FOXP3" T hiicreleri kotii prognozla iliskili
bulunmustur (46).

Ayrica, heterojen tedavinin klinik etkisi ile ilgili ¢eliskili sonuglar zaman zaman ortaya

¢ikmaktadir (255).

Literatiirdeki ¢alismalardan elde edilen sonuglar goz oniine alindiginda FOXP3™ Treg ve
lenfoma arasindaki iligkinin hala tartismali oldugu goriilmektedir. Baz1 ¢calismalarda Treg
hiicreleri ile prognoz arasinda pozitif iligki kurulurken, bazilarinda tam tersidir. Farkli
lenfoma tipleri ve hematolojik olmayan tiimérlerden farkli sonuglar elde edilmistir (138). Bu

tartismal1 sonuglarin sebeplerinin sunlar olabilecegi diistiniilmektedir;

Treg degerlendirmesinde kullanilan metotlarin heterojenitesi
Anti-FOXP3 antikor spesifisitesindeki farkliliklar

Alt ve st sinir degerlerinin belirlenmesi

A e np e

Analiz igin timor alanin segimi (139).

Yapilan caligmalar, timor mikrogevresinin detayli bir karakterizasyonu ile yeni
immiinoterap6tik  ajanlar, kontrol noktasi inhibitorleri, idealisib gibi sinyal yolak
inhibitorleri tedavilerinin yanit1 i¢in farkli T hiicre tiplerinin kompozisyonunun dnemini

gostermektedir (162).

Bu tez galismasinda CD163" pozitifligi ile diger klinik ve molekiiler parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli herhangi bir korelasyon saptanmamustir. Follikiiler lenfomalarda
CD163 ifade eden makrofajlarin sayica artisginin prognostik Onemini arastiran Klinik
calismalarin vaka serilerinin tekrar degerlendirilmesinde makrofaj artisinin ancak kullanilan
tedaviyle iliskili bir prognostik 6nemi oldugu anlagilmistir (210). Bu ¢alisma vakalarindan
ikisi yiliksek dereceli Grade III FL vakasi, digerleri diisiik dereceli (FL Grade | veya II)
vakalaridir. Diisiik dereceli FL vakalarinda ¢ok diisiilk makrofaj sayisi bulunurken 2 Grade
IIT FL vakasinda digerlerinden daha yiiksek makrofaj izlenmistir. CD163 ile makrofajlarin
ylksek bulunmamasinin serideki en 6nemli sebebi ¢alismada diisiik dereceli FL vakalarinin

bulunmasidir.
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6.1.4. QPCR DEGERLENDIRME

Bu tez ¢alismasinda 21 vakadan 14’tinde TGFBR1 gen ifadesinde kontrole gore artis tespit
edilirken, 7 vakada TGFBR1 geninde ifadesinde diisiis gozlenmistir. Ifade diisiisii olan
vakalarin ifadesi yiikselen vakalardan farkli olarak tani aninda erken evre olduklari tespit
edilmistir. Ayrica diisiik ifadeye sahip olan vakalarin yaslarinin da ortalamanin altinda
olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bununla beraber erken evre bir bagka vakada ifade artisi
gbzlenmistir. Istatistiksel olarak da evre ile TGFBR1 ifadesi arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamistir. Hematopoetik hastaliklarin  birgok ¢esidinde, neoplastik hiicrelerin
siirsizca prolifere olmasina sebep olan TGFP aktivitesine karst duyarlilikta kayiplar

gozlenmistir (231).

Bu olasiligin diisiiniilmesindeki diger neden de bu ¢alisma kapsaminda ifadesi
degerlendirilen diger TGFB/Smad yolagindaki transkripsiyon faktorleri olan Smad2, Smad3
ve Smad4’iin follikiiler lenfoma hastalarindaki ifade degisikliginin benzer patern
gostermesidir. Smad2 geninin ifadesinde 21 vakanin 17’sinde, Smad3 geninin ifadesinde 21
vakanin 15’inde ve Smad4 geninin ifadesinde 21 vakanin 16’sinda artis gézlenirken, geriye
kalan vakalarda bu genlerin ifadesinde diisiis saptanmistir. Calismamizi olusturan vakalarin
cogunlugunun ileri evrede tan1 aldiklar1 diisiiniildiigiinde, TGFB/Smad yolag1 elemanlarinin
genel olarak diisiik seviyede ifadesi beklenir. Ciinkii bu yolagin hedef genleri arasinda
bulunan CDKN2B ve CDKNI1A genleri hiicre siklusunu durdurarak proliferasyonu ve
dolayistyla tiimér olusumunu baskilarlar. Buradaki gen ifadelerinin yiiksekligine ragmen
FLIPI skorlarinin ytiksekligi, baska hiicresel ve genomik mekanizmalar ile transkriptlerin
islevsel proteinlere doniismesinin engellendigi fikrini dogurmaktadir. Posttranslasyonel
stiregler  (ubikitinasyon, sumoylasyon gibi), epigenetik mekanizmalar, Ornegin;
mikroRNAlar ya da yolaktaki diger unsurlarda meydana gelmis olabilecek mutasyonlar gibi

degisiklikler bu sonuca yol agmis olabilir.

Bircok lenfoma ve losemi tani grubunda tiimor hiicrelerinin higbir diizenleyici etkisi
olmamasina ragmen TGFp1 iiretmeye devam ettigi bilinmektedir (232,256). Ancak bu
tepkisizlesme siirecinin altinda yatan sebepler netlik kazanmamustir. Bu noktada ilk akla
gelen senaryolardan biri yolaktaki sinyal iletimini olumsuz etkileyecek bagka faktorlerin

devreye girmesidir. Ornegin inhibitdr Smadlar, reseptér Smadlarin, co-Smad Smad4 ile
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kompleks olusturup sinyalin iletimine engel olabilmektedir. Bu ¢alismada iki inhibitér Smad
olan Smad6 ve Smad7 geninin FL vakalarinda ve kontrollerde ifade diizeyleri incelenmistir.
Ancak Smad6 geninin amplifikasyonu kontrol ve hasta grubunda da yeteri kadar
gerceklesmedigi i¢in degerlendirme disinda birakilmistir. Smad7 geninin ifadesi ise 21
vakadan 18’inde artis gosterirken, geri kalan 3 vakada bu gen igin ifade diisiisii saptanmustir.
Smad7 ifadesinin arttig1 vakalar patern olarak TGFBR1 ifadesinin arttig1 vakalarla biiyiik
Olclide oOrtiismektedir. Bu durum da TGFBR1’in tiimor baskilayici etkisinin Smad7
tarafindan inhibe edilmis olma olasiligimi diisiindiirmektedir. Smad6é BMP sinyalini inhibe
ederken, Smad7 hem TGFB hem BMP sinyalini baskilar (229,257). immiin sistem kokenli
hiicrelerin ¢ogalmas1 ve gerektiginde ortadan kaldirilmasinda etkili bir regiilator gorev
tistlenen TGFB1’in iiretimi olmasma ragmen bu diizenleyici etkisini kaybetmesinin
arkasinda cesitli senaryolar olabilir (231). Sonu¢ olarak lenfomagenezde TGFp/Smad
yolaginin rolii oldugu bilinmesine ragmen bagka bir¢cok kompleks mekanizma da bu siirecte

devreye girmektedir (165).

Immiin sistemin bir denge halinde tutulmasi icin lenfoid hiicrelerin proliferasyon,
matilirasyon, aktivasyon ve eliminasyonunun kontrolii saglanmasi ¢ok biiylik bir éneme
sahiptir (229). Immiin sistemin stabilizasyonundaki en temel siire¢ apoptozistir. Bu sayede
otoreaktif lenfositler ortadan kaldirilarak immiin yanit ile hiicre miktar1 kontrol altinda

tutulabilmektedir.

TGFp1 normal lenfoid hiicrelerde anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktivitesi ile bu siirecin
bir pargasidir (230).

TGFB’nin lenfoma gelisimindeki rolii, TGFB1’den yoksun farelerde lenfositlerin yogun bir
proliferasyon siirecine girmesi ile desteklenmistir. Hematopoetik malignitelerin birgok
cesidinde TGFB aktivitesine karsi duyarlilik kaybolmustur. Bu durum da neoplastik
hiicrelerin sinirsizca artmasina sebep olmustur (258). TGFBI1’in antiproliferatif ve/veya
proapoptotik etkisi lenfomagenezde 6nemli inhibitor faktor olabilir. Ancak endojen TGFB
iretimine ragmen birgok ornekte inhibitor etki gosterememektedir. Bunun sebeplerinden biri
otokrin TGFBI1 aktivasyonunun gerceklesmemesi ya da aktive edilmisse hiicre i¢i sinyal

yolaklarin-da olast bir bozuklugu ve bdylece proapoptotik endojen TGFB’nin lenfoma

87



hiicrelerinde [-Smadlarin ifadesi ve sag kalim faktorleri tarafindan baskilandigim

distindiirmektedir.

HT58 lenfoma hiicre hattinda TGFBR1 tarafindan hedeflenen bir¢ok hiicre dongiisii
regiilatér geninin (OR; pl5, pl6, CyclinD1) ekzojen TGFBR1 muamelesinden sonra
degismedigini gostermistir (231).

Bu tez ¢alismasinda da TGFB1 ifade degisimi ile p15 (CDKN2B) ifadesi arasinda anlamli

bir korelasyon saptanmamastir.

60 FL hastas1 ve 20 kontrol 6rneginin dahil edildigi bir ¢alismada, IL-IRa, IL-6, IL-7,
IL-10, IL-13, TNF-a, VEGF, PDGF, b-FGF ve TGFp sitokinlerinin serum seviyesinin
prognostik etkisi degerlendirilmistir. FL hastalarinda IL-IRa, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13,
TNF-0, VEGF, PDGF seviyelerinin arttig1 gézlenmistir. Cesitli analizler sonucunda, TGFf
ve erken evrenin genel sag kalim ile pozitif bir iliski i¢cinde oldugu gosterilmistir. Yiiksek

LDH ve VEGF seviyeleri birbirlerinden bagimsiz olarak kisa ilerlemesiz sag kalimla

iliskilendirilmistir (259).

Son calismalardan bazilari, FL gelisiminde TGFf yolaginin etkin oldugunu gosterdiler.
Tvrdik ve arkadaslari, FL hiicre hattt DoHH2’de calisarak, TGFB’nin in vitro etkilerini

arastirmig ve hiicre siklusunu blokladigini gostermislerdir (260,261).

Husson ve arkadaglari (32), gen ifade profil ¢alismasinda, FL’de normal germinal merkez B
hiicrelerine kiyasla en fazla ifadesi artan genin Smadl oldugunu gosterdiler. Huse ve
arkadaglari, TGFB’ nin, DBBHL’y1 da i¢eren diger B hiicreli lenfoma hiicre hatlarinda boyle
bir etkisi yokken, FL hiicre hatlarinda proliferasyonu baskiladigini gosterdiler (262).
Bunlarin hepsi géz 6niine alindiginda, bu in vivo ve in vitro ¢alismalar TGFf’nin FL hiicre
proliferasyonundaki negatif etkisini gostermektedir. Bu da yiiksek serum TGFf seviyesinin
FL hastalarina faydasim1 agiklamaktadir (259). Bizim bulgularimiza gore yiiksek
proliferasyon gosteren 4 vakada (K167 skoru 3) gen ifadesi degisimlerinde, diisiik veya orta

proliferasyonlu vakalara (K167 skoru 1 ya da 2) gére anlamli bir fark saptanmamstr.

Normal germinal merkez B hiicreleri ve FL hiicrelerinin ifade ettikleri genleri incelemek i¢in
cDNA arrayleri ile yapilan bir calismada FL B hiicrelerinde, normal germinal merkez B

hiicreleriyle karsilastirildiginda 37 genin ifadesinin arttig1, 28 genin ifadesinin azaldigi tespit
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edilmistir. 588 ¢esit CONA igeren arraylerin kullanildigi bu ¢calisamadan elde edilen sonuglar
kantitatif PCR ile valide edilmistir. Validasyon ¢alismasi sonucunda da 24 genin ifade artis,
8 genin ifade diisiisii dogrulanmustir. Ifadesi artan genler igerisinde hiicre dongiisii regiilator
proteinleri, CDK10, p120, p21CIP1, p16INK4A; normal B hiicre gelisiminde gorev alan
transkripsiyon faktorleri Pax-5, 1d-2, hiicre-hiicre etkilesiminde gorev alan genler, timdr
nekroz faktorii (TNF), interlokin 2Ry ve IL-4Ra genleri mevcutken, mikrogevre ya da hiicre-
hiicre etkilesimleriyle iliskili MRP14, MRPS, CD40, TMSB10 genleririn ifadesinin diistiigii
saptanmustir (261).

Bu tez caligmasinda follikiiler lenfoma vakalarinda CDKN2B (p15) geninin ifade degisimi
incelenmistir. 21 vakanin 17’sinde ifade artis gézlenirken, geri kalan 3 vakada bu gen i¢in
ifade diisiisii saptanmistir. CDKN2B ifade degisikligi paterni beklendigi tizere Smad2,
Smad3, Smad4, Smad7 ve TGFBRL1 ile de biiyiik dl¢iide ortiismektedir.

Epitel hiicrelerinde TGFB, CDK4 ya da CDK6’nin siklin D ile kompleks olusturmasini
engelleyen CDK inhibitorii p15™%%  ifadesini tesvik ettigi gosterilmistir. TGFp
antiproliferatif etkisini, hiicre siklusunu G1 evresinde durdururarak gergeklestirir. Bunun
i¢in de Smad3-Smad4 kompleksi FoxO transkripsiyon faktorleri ile, p15™%4®*yi kodlayan
CDKN2B ve p21CIP1’yi kodlayan CDKNIA genlerinin promotorlarini hedeflemek i¢in
birlikte hareket etmektedir. Bu yilizden bu genlerin ifade paternlerinin benzer olmasi
beklenen bir durumdur (216).

Bu tez ¢alismasinda TGFB/Smad yolaginin elemanlarindan olan SARA (Smad Anchor for
Receptor Activation. ZFYVE9)’nin da follikiiler lenfoma hastalarindaki ifade diizeyindeki
degisiklik arastirilmigtir. 21 vakanin 12°sinde ifade artis1 gozlenirken, geriye kalan 9 vakada

ifade diisiisii saptanmustir.

SARA’nin mikrogevre ile iliskisi hakkinda literatiirde ¢ok az veri bulunmaktadir. SARA

ifadesi ile ilgili monositlerde ve makrofajlarda yapilmis hi¢ caligma bulunmamaktadir (263).

SARA ya da ZFYVE9’un aktiflestirilmemis Smad proteinleri ve TGFp reseptorleri ile direkt
etkilesim ile TGFp sinyalinde rol aldigi diigsiiniilmektedir. Ancak bu bilgiler tartigmaya
aciktir, bir ¢alismada farkli B hiicreli lenfoma tiplerinde SARA ifadesi ile TGF aracili Smad

fosforilasyonu seviyesinde, Smad niikleer yerlesiminde ya da TGFfB hedef genlerinin
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uyarilmasinda korelasyon olmadig1 gosterilmistir. R-Smadlar ve TGFp reseptoriiniin SARA
ile etkilesimi immiinopresipitasyon ile arastirilmis ancak herhangi bir iligki tespit
edilememistir. Boylece SARA’nin fonksiyonel TGF sinyali i¢in mecburi bir rol almadigi
anlasilmistir (264).

TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifade degisikligi bircok hematolojik malignite tipinde
arastirilmistir (Cizelge 6.1.). Literatiirde, 19 Pediatrik T hiicreli akut lenfositik 16semi (ALL)
vakasinda western blot ve sekanslama yontemleri kullanilarak Smad3 protein ifadesinde
diisiis saptanmustir (265). Northern blot yonteminin kullanildig1 bir baska ¢alismada ise 13
kronik lenfositik 16semi (KLL)vakasinda TGFBR1 geninde mutasyon sonucu ifade diisiisii
saptanmistir (266). 34 KLL vakasmin incelendigi bir baska ¢alismada ise microarray
yontemi ile TGFBRIII ifadesinde diisiis oldugu tespit edilmistir (267). Jelinek ve
arkadaslarinin B-KLL vakalarinda yapmis oldugu bir diger ¢alismada ise micoarray, RT-

PCR ve Western blot metotlari ile TGFBRIII geninin ifadesinde diisiis saptanmistir (268).

18 kronik miyeloid 16semi (KML) hastasiyla yapilan bir ¢caligmada ise TGFBRII geninin
ifadesinde diisiis oldugu tespit edilmistir (269). Esansiyel trombositoz (ET) vakalarinda
yapilan bir baska ¢alismada da Smad4 geninin ifadesinde diisiis saptanirken (270), ALL
vakalarinda Smad3 ve Smad7 ifadesinde artis saptanmustir (271).
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Cizelge 6.1. Literatiirdeki Hematolojik Malignitelerde TGFB/Smad Yolagindaki Ifade
Degisiklikleri (272).

BULGU HASTALIK REFERANS

Smad3 protein ifadesinde diisiis Pediatrik T-hiicreli ALL ~ Wolfraim et al.(265)

TGFBRI1 ifadesinde diisiis (mutasyon) KLL DeCoteau et al. (266)

TGFBRIII ifadesinde artig KLL Klein et al (267), Jelinek et al
(268).

TGFBRII ifadesinde diisiis KML Rooke et al (269).

Smad4 ifadesinde diisiis ET Kuroda et al (270).

TGFBRI1 ve TGFBRII ifadesinde diisiis NHL Capocasale et al (273),,

Schiemann et al (274).

Smad3 ve Smad?7 ifadesinde artis ALL Zhang et al (271).
TGFBRI ifadesinde artis NHL Sebestyen et al (275).
Smad] ifadesinde artig FL Husson et al (276).

Bizim ¢aligmamizda ise hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda gorev alan pl15 (CDKN2B)
geninin ifadesi FL orneklerinde, kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml bir fark
gostermemistir. Bu tez caligmasi kapsaminda incelenen 7 genin (TGFBR1, Smad2, Smad3,
Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B) hepsinin ifadelerinin genel olarak kontrol
orneklerinden 6nemli Ol¢iide yiiksek oldugu tespit edilmesine ragmen, ornek sayisinin

yetersizligi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilememistir.

Burada FOXP3 geninin TGFB/Smad yolagindaki transkripsiyon faktorlerinin hedefi oldugu
diisiniildiigiinde FOXP3 ifadesi ile TGFp/Smad yolagindaki genlerin ifadeleri arasinda
pozitif bir korelasyon olmasi beklenmektedir. Ancak bu tez calismasina konu olan
TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin degisiklikleri ile FOXP3, CD163 skorlar
arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamuistir (p=0,913-1). FLIPI skorlar1 ile TGFp/Smad
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yolagindaki TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA, CDKNZ2B genlerinin
ifadeleri arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamistir (p>0,292-1). Ayrica kemik iligi
tutulumu ve Ki67 ifadesi ile TGFB/Smad yolagidaki TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4,
Smad6, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamustir (p=0,717-0.972).

Bu tez calismasinda FL hastalarinda, kontrol grubuna gore TGFp/Smad yolagindaki genlerin
ifadelerinde anlamli bir artis gézlenmis ve bu artis FLIPI skorlartyla da iliskilendirilebilmis
olsaydi, FL tedavi se¢encklerine alternatif ve/veya destekleyici olarak TGFf/Smad yolagini
hedefleyen terapotik ajanlarin kullanilma olasiligindan bahsedebilirdik. Ozellikle kanserin
ileri evrelerinde tiimor gelisimine katkida bulunmasi nedeniyle TGFf/Smad yolagi hedefe
yonelik tedaviler i¢in dnemli bir potansiyele sahiptir. TGFB’nin hedeflenmesinde, antisense
oligoniikleotidler (ASO), anti-TGFB kanser asilar1 (Belagenpneumatucel-L gibi) ve
monoklonal antikorlar (2G7, 1D11, Lerdelimumab, Metelimumab ve Fresolimumab)
kullanilabilmektedir (277).
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6.2.

SONUC

Diisiik dereceli (Grade I ve II) FL’larda Klinik prognostik parametreler (yas, evre,
hemoglobin diizeyi, lenf nodu sayisi, kemik iligi tutulum durumu) ile timor
mikrogevresi belirtegleri olan Treg ve tiimor iliskili makrofajlarin, kontrol grubu olan
reaktif lenfoid hiperplaziler ile karsilastirildiginda anlamli farklilik bulundurmadigi
anlagilmistir.

TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin, Treg agisindan zengin veya
makrofajlardan zengin mikrogevre organizasyonunda farkli bir patern sergilemedigi
saptanmigtir. Ancak genel olarak FL hastalarinda kontrol grubuna gore bu gen
ifadelerinde artis gozlenmistir. Bu tez calismasina dahil edilen FL hastalarinin
cogunlugunun ileri evrede tan1 almig oldugu goz oniine alindiginda, TGFB/Smad
yolaginin burada tiimor olusumunun baskilanmasinda etkin bir rol sergileyemedigini
diistindiirmektedir. Bu durum, TGF/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin mRNA
diizeyindeki degisikliklerinin, g¢esitli epigenetik mekanizmalar ile proteine
yansimamasindan kaynaklanmis olabilir.

FL hastalarinda FOXP3 ve CDI163 skorlarinin, bu tez kapsaminda incelenen
TGFp/Smad yolagindaki TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad6, Smad7, SARA
ve CDKN2B genlerinin ifadelerindeki degisimle bir korelasyon bulundurmadig:
anlasilmstir.

Elde edilen veriler teker teker degerlendirildiginde birbirleriyle tutarli olmalarina
ragmen, hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
sonuglara ulasilamamis olunmasinin nedenlerinden biri hasta ve kontrol gruplarinin

sayilarindan kaynaklanabilir.
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AESTRALTS

essential thrombocythemia di d mccording WHO
classificaticns were treated with Interferan-Alin 2b sub-
cutanepus. Treatment scheme was consisted of two
phases: a] imduction phase with mmterferon alpha 3mil-
lion wmits (MU) per day and b} a maintenance phase.
The pretreatment mean platelet counts were 923 x10 971
and megacariccytes in bone marrow were increased in all
cases. Splenomegaly was present in 1 5% of the patients,
and Spts have had vascular complicatson like thrombosis
in pretreatment phase.

Results: Duning the induction phase, the resulis
showed that using 21MU of IFN Alfa weekly (3MU/
day] platelet counts were 500 x10 9/1 in 100% of the
patients. During the maintenance phase 25pts required
3MU three times a week, and 10 pts required 98U three
times a weele. V61 TF mutation of JAK2 gene was positive
inl Tpts. During a long-term treatment of 5 years subjec:
tive side effects were tmlerable. Until now 31 pts have
stable platelet counts below 500 x10 9] and only 2 had
died becawse of acute myocardial infarction and two had
died because of acute mesenteric thrombosis.

Conchusions: We conclude that Interferon-Alia can
correct thrombecythosis in pts with essential thrombo-

in ower a period of years and prevent morbédity
attributable to this disease.
Keywarnd: Exiential thrombocyilesmia, [nerferea-Alk

Poster No: 00M07 Absract il
EVALUATION OF THE AMOUNT OF THE NEOFLASTIC
CLONE IN THE BONE MARROW SAMFLES OF
MYELOPROLIFERATIVE DISORDERS AND ITS
RELATION WITH THE DISEASE STATUS

Senay Bovaogil', Yesim Dogan Alakog”,

Yasemin Yuyucu Karabulut', Beyza Doganay
Erdogan’, Ginhan Girman®, Isnsu Kuza!

‘Ankara University School of Medicne, Depaniment of
Pothology, Ankara

‘Ankara University Instiude of Béotechnology, Ankara
‘Ankara University School of Medicine, Depantment of
Binstatistics

‘Ankara University School of Medicine, Department of
Hoematodogy

Bialogy and disease status of Myeloproliferative disor.
ders [MPD) can be interpreted by the amount of neoplas-
tic clone. This evaluation can be made on JAKZ mutated
cases by using sensitive molecular methods,

In this study, we aimed to investigate JAK2 exon 14
[JAEKIVE LI TF), JAKZ exon 12 and MPLWS15L, MPLWS 13K,
MPLASOGT and MPLASI9T muttions, on pathology
archival material using Mext Generation Sesquencing
Technologies. The amount of the mutated clone was
compared with the histopathological parameters and the
clinical data in order to evaluate the relationship between
disease presentation and the “allele burden® status on
bone marmow samples. For this purpose, the bone mar:
row bhiopsies and smears of 56 patenis with median
age 578 [22-80) [45.8% male, 34.13% female] diagnosed
as MPD [ET, PV, PMF) between 20001-2001 in Ankara
University Faculty of Medicine Department of Pathalogy
were sebected for the study. The clinical and laboratory
data were colbscted from the hospital records. Roche 454
GS Junior system was performed for detection of JAKZ
and MPL mutations sequencing.

Our series showed compatible age, gender and labo-
ratory findings with the stages of the di ErOAIps.

May 22 — 25, 2013 = Istanbul, Turkey
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JAKZ exon 14 VEITF mutation was examined in %79,2
of the patients (ET 84.2%, PV 91.7%, PMF 64.7%]. One
of the cases carried JAK2 exon 12 mutation. MPL exon
10 mutation was examined only on one ET case %29
case also carmyving JAK 2 exon 14 mutation. *Allel burden”™
which represents the amount of JAK2VEITF mutated
clone ratio was lowest amaong PMF cases, followed by
ET. The ratio was highest among PV cases. A positive
relation between cellulanity (p=0.032), white blpod cell
count [p=0.007) and alle]l burden status was examined.
The amount of mutated alle] was less than %10 for five
patients.

Cur results confirmed that the ratio of Jak mutated
cases for different clinical presentations of MPD is higher
than the literature when the bone marmow samples wene
examined by pyrosequencing. Cellularity in the bone
marmow hiopsies and white blood cell count m blood ane
the most reliable reflectors of the amount of neoplastic
clone for MPD as expected.

Heyword: MPD, Jak2 mulation

Poster Hec 00108 Mbsinac 0z
PATHOPHYSIOLOGY OF PLATELET MEDIATED
THROMBOSIS AND BLEEDING IN THROMBOCYTHEMIA
Jan Jargues Michiels®, Alxin Gadisseur
{Goodheart Institute Rotterdam, Netherlonds
“University Hospital Antiwerp, Belgium
Erythromelalgic thrombotic thrombocythemia (ETT),
caused by a thrombotic occlusion of the acral digral
(erythromeelalgin) and the cerebral end-arterial circulation
(migrame-like microvascular cerebmml transient ischemic
attack; MlAs] are the far most frequent aspirin-sensitive
micTovascular complication in ET and PV, If left untreat-
ed, major thrombosis of the peripheral, cerebral and the
caranary circulation do occur uswally o the absence of
pre-existing vascular dissase as a main cause of death.
In cases of reactive thrombocytosis, erythromelalgga,
MlAs and major thrombasis de not ocour, indicating not
only a quantitative but also a gqualitative hypersensitive
platelet defect in thromboecythemia, [t s postulated that
hypersensitive platebet in throm im are caused by
the JAK2VELTF or MPLS15 gain of function mutations in
thrombocythemia. Correction of the hemotoorit to normal
in PV [=42 in female, = (.45 in male] on top of low dose
aspirin or reduction of platelet oumber in ET and PV o
normal by platelet by agents [mterferon or anagrelidey
reduces the minor and major thrombotic complication to
near gero. An association between spontansows hemaor-
rhn,g::. and ptmm.mned thrombecythemia (hemorrhagee
ia- HT) is cawsed by an acquired von
WlJlE'hrmd Disease (AVWS due to platelet induced prote
olysis af the won Willebrand fator (WWF)) at platelet counts
in excess of 1000x 10¢/]. Correction of the platelet counts
to below 10010 /L allevintes bleeding and largely car-
rects the AVWS-defect. Reduction of platelet count to
near normal or normal is asscciated with the complete
relief of bleeds, but the risk on aspirin preventable minor
erythromelalgsc ischemic distress and major thromboses
persist in ET and PV patients. The von Willebrand factor
(VWF) is the link to explain the pamdoxical ocoumences
of both ETT and HT at the same time in one the same
ET ar PV patient. We hypothesize and could produced
good evidence, that interactive activation of hypersensi-
tive platelet/ ADAMTS13/VWF complex formation at high
shear siress in the end-arterial microcirculation does
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Akciger kanserinde EGER mutasyon profili: AUTE deneyimi

Boyacgll _Senays, Coghun Oznur’, Musayewa Melanet’, Ceyhan
Kogry®, Dizbay Sak Serpil*

“Ankorn U 2 Joi £
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“Ankevo Universites( Tip Fokdltesi, Ti0i Patoloy ABD, Ankora

Aloiger kanser, en ¢ok Same yol agan kanserdir. Adenokanserier
bajta odmak Crere kixgOk hicrell dep akcifer kansererinin (KHDAX)}
%10-20sinde EGFR mutasyonian bifdiriimigtic. Buniann %50 ekzon

15 |defesyonlar] ve 21'de (nokta yonian) g L

Bu mutasyonlar EGFR troxin kinaz ishibitdrerine (eriotinib/
gefitinid) cevapla kgl stir. Bu caligmada Ol
KHDAK'da EGFR m yon profi 3 ve litesatarie

larglagbrmas amaganmghr. Ayrica yag, dnsivet, DNA lalitess,
kullarsian materyal tipind iceren parametrelerke mutasyon duramu
arasndakl gkl arastnimighe BAKImOmize bapnarmug 436 KHDAK
hastasina ait rezeksiyon, biyopsi ve aspirasyon materyadinden Qole
edilen DNATar kuliand megtir. DNA degredasyon dizeyinin kontrolo

Naon-small cell lung cancer (NSCLC), adenocarcinoma in particulas,
carries EGFR mutations in 10-20% of cases. 90% of mutations are
observed in exons 19821, These mutations are associkated with

P to EGFR ty kinase s {gefitinib/erictinib). In
this study, we aimed to detect EGFR mutation profile in our country
and the rel hips b the mutation status and

some parameters inchuding age, gender, DNA quality, material
type. We examined material (resection, biopsy, cytological) from
435 NSCLC patients for EGFR matation status. Exons 18, 19, 20
and 21 were screened by Sanger sequencing. EGFR mutabon
analysks was successful in 92% (n:401) of the cases. 67% of our
cases were formalin-fised, paraffin-embedded (FFPE) material and
33% was cytological material. Mutations were detected in 12.2%
of cases (13.4% of FFPE, 9.8% of cytology material). Our patients
consisted of 300 men and 101 women. Mutations were detected
in 40.8% of male and 59.2% of female pattents. We observed a
total of 52 mutations in 49 patients [2 in exon 18 (%3.8), 29 In exon
19 (55.8%), 4 in exon 20 (7.7%) and 17 in exon 21 (32.7%,]}. Rare
mutations consisted 13.5% of nutations. In 77.2% of the cases,
Q787Q SNP In exon 20 was detected. In this series, the yield of
cytology was higher than that of FFPE material (95.7% ws. 90.3%).
The mutation profile and gender distribution was consistent with
the . However, pr e of rare suggests that
ing. which can detect ail alterations, is 3 sutable method

Igin sie dder PCR yapeimegtir. Sanger sekansl ¥ e
EGFR ekron 18, 19, 20 ve 21 biigeleri sbe EGFR yon
analizi yapilan cigulann % 92'dnde (n:401) 2n3iiz bagand olmugtur.
Bunlann %67's formatinie fikse edilmis, parafine gomdimis (FFPE)
reaeksiyon, biyopsi veya hicre blogu; % 33°0 yayma preperatiardan
cugmaktadir. Olgulann % 12 2'sinde (FFPE materyalin % 13.4°0,
sitolojik materyaiin % 9.8'() v sor. Analiz yap

hastalann %75 erkek ve %25' kadin &en, mutasyonlu olgulann
% 402 erkek, %59.2'sl kadindir. 49 oclguda iz P 52
mutasyonun % 3.8'i [n:2) ekzon 18, % 55.8'1 {n:29) ekzon 19, % 7.7
{n:4) ekson 20, % 32.7% {n:17) ek2on 21'dedic zienen mutasyoniar

"

Urde nadirolarak mentasy

%13.5 (n:7) oldugu didatl ¢ekmiste Olgularemain %74.3'Gnde
(n:298) Q787Q SNP st Serimizde sitolojk materyaide
analiz bagarsen FFPE materyale oranla daha yiksek (M95.7 vs.
90.3) okdugu sap! gt L2 yonlar ve cinstyet dagdiow
literatOrie uyumiu oimakla bidikte; nadir mutasyoniann varigdy,
tom cegisiidklen saptayan bir yontem olan selansamann EGFR

lizinde en uygun yo ofdugunu disindUrmektedic

EGFR mutation profile in lung cancer: AUTF experience

Bxaacgll Senyy’, Cogiun Omar’, Musayewa Melanet’, Ceyhan
Koray®, Dizbay Sak Serpil*
‘Ankavo University, Siotechrology Mstitute, Anksre

for EGFR mutation analysis.

PS-01 44

Let-7¢'nin Otofaji Uzerine Etkisinin MCF-7 Meme Kanseri
Hicre Mattinda Aragtirdmas

Demial Secil’, Xvkbes Sevif, Ulagh Mustafa', Glrses Serdar,
Oztuzcu Serdar’, Eroglu Segll’, Camo Celalettin’, Cakmak Ecir AW,
Arsian Abmet’

‘Garmacep Unwersitesi Tip Fokiliess Tibdy Sppoloy Anahdve dat, Gavanten,
Tarkiye.

Zive Universitesi Tip FokGites: Ty Byokyi Anctilen dafl, Ganantep,
Tarkipe.

Gariantep Univevsresi N Fokdites Ookofof Anodlin dol, Gazanten,
Tarkipe.

Otofay, wzun Omlril peoteinkerin, hasardi organedlerin ve
thnmami; proteinierin chugturdufu agregatiann ykami iin var
olan K | katabollk bir yolakte. Otofajinin, kanser, dvy

Ve nérodee tif hastabklar i birgok hastalita rol
oynadyg) bilinmektedic miRNA lar, 21-25 nikleotd wzuniugunda

vt

&ndl

“Ankova L X% Schaod of M Dvp ¥ of Madice! Patholey RANANardir. Cegith kanser tiplerinde miIRNA Ifacesinde
Ankov dlzensizlider cidufu g Imig ve bu do Mder, karsinoge

ag direnci vo lle ilighdl limigtic. Bu agdan miRNA'lar

fndan o ) hedef genk belir yeni kanser

24.

tedaviler! gelistrmek acsindan onemidir. Yapilan on caligmada
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Abstract Ohr aim in this study was to describe the clinical,
morphological, and molecular profile of gastmintestinal stro-
mal tumor {GIST) metastatic to bone, We analyzed the mor-
phological, phenotypic, and molecular chamoteristics ofseven
cases, and in addition reviewed 17 cases from hiterature.
Sequence analysis of KIT and PDGFRA genes was possible
for s cases. For the GIST cases with bone metastasis, the
most common primanes were small intesting {295%), stomach
(25%), and mectum (21%). Sites of bone metastases wens ver
tebme (11), pebvis (8), fermr (8), ribs (6), lumens (5), skull
{3}, scapula (1), and mandible (1 ). The s@e ranged from 1.5 to
13 cm (median, 3.8 cm). Bone metastases without imvalve-
ment of any other organ were seen in 17% of the cases and
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were solitary in 14 (58%). Adjacent soft tissue mvolvement
wis present innearly half of the patients. Bone metas tasis was
either manifest at thetimeofdiagnosis (285%) or occured after
a mean period of 4.7 vears (3 months—20 vears).
Morphologically, neoplastic cells were spindle in 67%, opi-
thelioid in 13%, and mixed epithelioid and spindle in 20%.
CD117, DOMG, and CD34 were positive in 88, 86, and 85%
of the cases, respectively. KIT Exon 11 mutations were the
most frequent gene altemtion (78%), followed by KIT Exon
13 mutations. OF 17 of the cases with available follow-up
information, 7 (41 %) patients developed bone metastasis un-
derimatnib therapy. Five patients (29%) died of disease with-
in a mean of 17 months. Bone metastases from GIST are
usually found in patients with advanced disease and typically
present as lytic masses with occasional soft tissue mvolve-
ment. We could not identify any KT or PDGFRA alterations
predisposmg to bone metastasis,

Kevwords Gastroimtestinal stromal tumor - Bone metastasis -
Mutation - OG- KT - POGERA

Introduction

Castroimtestinal stromal tumor (GIST) is the most common
mesenchymal tumor of the gastrointestinal tract. It may also
rarely present in extra-gastromizstinal locations such as mes-
entery, retropentoneum, nd omentum, and is then referred to
as extra-gastromtestinal stromal tumor (EGIST)[1]. Akhough
nearly 50% of malignant GISTs present with metastasis and
the vastmajority of the patients develop metastasis in liver or
pentoneum within 2 vears, bone metastises seem to be quite
uncommon, oocurnng inless than 5% of cases [2-5]. As clin-
ical guidelines do not recommend moutine bone explorations at
dingnosis or during themapy, pathologsts rarely encounter
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GIST metsstasis to bone. Henee, they may have difficultics
diagnosing bone metastasis of GIST, unkess relevant clinical
information is available

A mutation n onz of two recepior tyrosine kinase genes
(BT and PDGFRA) 15 the key event in the pathogenesis of
most GISTs (85-905%). &7 and PDGFRA mutations vary in
type and complexity. The primary mutation is in &7 exon 9
(8% of cases), exon 11 (65%), exon 13 (15%), oeon 17 (1%),
and PDGFRA exon 12 (2% of cases), exon 14 (<0.5%), and
exon | 8({8%) [6]. Location of primary tumor, size, and mitotic
activity are nsk factors assockted with outcome, and efforts
are ongoing to establish morphological and prognostic eome-
lates with specific types of mutation [7-9]. As there are only
single case reports or small senes on GISTs with bone metas-
tasis in the lterature [10-2Z], their clmicopathological char-
actenistics and mutational profike are not well characterized. In
this multicenter study, we collected seven cases of GIST with
bonge metasasis, analyzed their momphology and gene abera-
tion profile, and reviewed the literanre.

Material and methods
Case selection

Seven cases wene retrieved from the pathology archives of
fiour meferml hospitals. One of these cases (case 5) was previ-
ously reported without data regarding it gene mutation status
[23]. Available clinical data were investigated from the hospi-
tal datahases or patent files. H&E-staned shides of all cases
were reviewsd by two pathologists (KK and GE), and mor-
phological features were recorded with available immunohis-
tochemical findings.

To support the diagnosis of GIST, DOGL stining was per-
formed (Cell Margue, SF31, 1/200 Ventana ultmView detec-
tion kit with DAP chromogen with Ventana BenchMark XT
automated immunostainer, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ) i six cases (case no. 7 could not be included
due to lack of a paraffin block). Results of other
immunostamings wers o btained from pathology reports.

The English Literature was ssrched in PubMed for GISTs
with bone metastasis, using keywords *gastrointestinal stro-
mal tumor” mnd “bone metastsis™ in the period before 2014,
Full texts of all case reports were critically reviewed regarding
the diagnosis of GIST. The reports without morphological
documentation were discarded. All available clinical, radio-
logical, and pathological findmgs, meluding immumohisto-
chemical and molecular data, were reconded.

Analvsis of KIT and PDMGFRA mutations

Mutation mnalyses for £IT gene exons 9, 11,13, and 17 and
POGFRA gene exons 12, 14, and 18 wene parformed in st

‘g&pﬁinsu
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cases wsing PCR amplification and direct sequencing of the
amplificd products. In three cases, both primary tumors and
their bone metastases were available for imvestigation of mu-
tation analvsis. Fve unstamed 10- e-thick tissue sectons were
wsed for DNA extraction. IMNA was isolated by using
QlAamp® DN A FFPE Tissue Kit ((iagen Incorporated,
Valencin, CA, USA), and a sufficient amount of DMA of ap-
propriate quality was obtained in all cases. Following PCH
amplification by primers spedfic for £T exons 9, 11, 13,
md 17 and PDGFRA exons 12, 14, and 18, the PCR products
were cleaned up by ExoSAP-IT® (GML Corporation,
Wolleran, Switzerland). Sequencing of the amplified frag-
ments was done with a PCR reacton of 25 cycles of 105 at
94 *C, 5 5 at 50 *C, and 4 min at 60 *C wsing Bighve
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit { Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) acconding to the manufacturer’s in-
structions. The samples were run in either ABI 310
Automated Sequencer or in ABI 3130x] Genetic Analyzer.
The identified DINA sequence alerations werns confirmed by
sequencing of both DNA srands in two independent expen-
ments. The sequences wene compared with the sequences of
the genes m the NCBI Blast DNA bank. Molecular analyses
were inerpreted by five authors (GE, 1K, EK, SB, and OC).

In order to confirm the validity of mutations and increase
the sensitivity of detection for some cases, next-generation
sequencing was performed using a Roche 454 GS hmior plat-
form{ Roche Applied Science, Indanapolis, IN) in those cases
of which material was available. Firstly, primers wen: de-
signed for KT evons 9,11, 13, nd 17, inchuding 454 adaptors
mnd multiplex wdentifiers (MIDs). PCR. was parformed using
these primers with MIDs, Then, PCR products were pooled
and purified with Agencourt AMPure XP kit {Beckman
Coulter, Indianapolis, IM) and purified PCR products were
quantified by Qumt-T PicoGrem Assay (Life Technologies,
CGrand Island, NY). Lastly, emulsion PCR and bead recovery
msays wene performed according to the mamifacturer’s in-
structions. For sequencing assay, 454 G5 Junior Titanium re-
agents were used. MGS dat was analyzed by J8I SeqPilot
Version 4.0.1 build 502 program.

Resulis

Meta-analysis of previously reported series with cases
of the present study

Table 1 summanzes the chimeopathological and immunohis-
tochemical features of current and previously reported GISTs
metastatic to bone. Together with seven newly presented
cases, a total of 24 cases were recorded. These cases occurned
in 10 women and 13 men, with a median age of 61 yeams
(mnge, 4092 years). Small intestine (seven cases, 295) and
stomach (six cases, 25%) were the most common
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Mandible Metastasis

84
lleal Primary
S e ey
Fig.1 Csse no. 1.a, b lleal mmor was composed of’ short
fascicles of pindle cells (<200 #d *400). ¢ Neoplastic cells were
pasitive for DOG1 (x200). d Comy [ hy led = sol itery

mass at the right mandible. e, £ Mandibulsr metastsis of GIST was

were also seen in a minonty of the cases. GISTs commonly
metastasize to liver and penitoncum, and about 5% of the
metastases are found in unusual locations, such as bone, soft
tissue, lymph nodes, and skin [2]. Lung metastases were also
considered to be infrequent: however, in our series, we found
that 15% of the patients developed hung metastases. This is
consistent with the previous data that both lung and bone
metastases are somewhat late events seen in advanced discase
[24]. Patients with bone metastasis also have a poorer prog-
nosis than patients with metastasis m any other site [2, 3]. In
the largest GIST series (Tabke 3), the reported mte of bone
metastasis is quite low, and bone metastases seem to occur
more often in rectal GISTs compared © small-intestinal and
gastric GISTs, both of which have a compamble frequency
[25-28].

The incidence of metastatic GIST scems to be
underestimated compared with that of other sarcomas [2-4,
29, 30]. This may be because mdiological bone survey is not
outinely performed in GIST patients, unless there are signif-
icant clinical indications such as fracture and severe pain. Not
unexpectedly. GIST metastasis to bone may become more

&) springer

posed of spindle cells similar to s primery (<100 and *400). g
Epitheliok aress were only present in metastatic focus (<400)
Neoplastic cells were positive for CD34 (h) znd CD117 (i) (=400)

prevalent due to extensive use of imaging techniques and in-
aeased patient life expectancy resulting from the improve-
ment in therapeutic modalities. In line with this, curent ree-
ommendations for radiographical management of high- and
intermediate-nisk GIST propose a CT scan every 3-4 months
for 3 years [31]. While bone lesions in a patient witha history
of GIST raise the suspicion of mctastatic discase, the imaging
features are not pathognomonic: hence, confirmation of the
diagnosis requires histopathological examination and speafic
immunohistochemical or mokcular techniques [15, 16]. A
recently described entity. imatinib-related bone marow necro-
sis, may also mimic bone metastasis [32, 33). Therefore, m-
diological diagnosis of mdtastasis for a solitary lytic bone
lesion should be supported with histopathological examina-
tion, espedally in patients on tyrosine kmase inhibitor drug
therupy.

Regarding the distribution of pimary tumor location of
our series, several findings are of particular interest. Small
mtestinal GISTs (29%) and rectal GISTs constituted the
majority of cases. Higher prevalence of bone metastasis in
intestinal GISTs is not surprising, as intestinal GISTs are
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and DOG (h) (<400). i Gene sequence of KIT exon I3 showed that liver

*200). e Spindle cells intermingled with collsgen
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primary had & single nucleotid jAnt i hese change was
resent on KIT gene ot the tic site. k Next-genersts ¢
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more aggressive than gastric GISTs. Similarly, the high
number of rectal GISTs in our senies (21%) indicates that
GISTs of rectal ongin are more aggressive. EGISTs have
similar morphologic, immunophenotypic, and molecular
features as conventional GISTs, including a high frequency
of KIT or PDGFRA mutations and overexpression of
CD117 by immunohistochemistry [25. 34, 35]. EGISTs
are reported to behave more aggressively than omental
GISTs, more akin to small intestinal than gastric GISTs
[34, 36, 37]. Both EGISTs in our series, one of which also
invaded the small intestinal mesentery, arose in an ovary.
EGISTs are known to occur in the female reproductive
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system [38—41]. but due to the low number of cases, data
on prognosis are inadequate to draw any conclusions. Liver
tends to be mainly involved in the metastatic process rather
than being a primary site for GIST. However, we were not
able to demonstrate an intm-abdominal pimary site in one
of our cases with a large solitary hepatic GIST (caseno. 2)
with KIT' Exon 13 mutation, suggesting that it wasa pnma-
ry liver GIST. Primary liver GISTs are quite rare withonly a
few cases reported in the literature [42-46]. Even so, we
grouped this case as unknown pnmary rather than primary
liver EGIST, because a consensus on the liver as the pima-
1y site had not been reached.
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Pb. 3 a Typial mophological festures ofmsr were seen in the scapulsr metsitesis (case no. 4, *200). b Diffise DOG1 positivity (<200).

2

pherogram imag,

of direct

Histopathologically, we noted myxoid degeneration,
hypervascular background, and hyaline change in several
cases. In one case (case no. 2), we observed pronounced
atypia associated with neoplastic multinuclear gunt cells in a
metastatic focus, which were not present i the primary. These
morphological changes may represent cither sarcomatoid
trans formation, quite a rare phenomenon [47], ordegenerative
alterations related to imatinib thempy, asa prominent increase
in mitotic figures or necrasis was not noted. Degenerative
changes due to imatinib therapy were also noted by Hu etal.
[43]. Also, some of these alterations have been asaibed to
imatinib therapy. associated with regression due to partial

& springer
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w results of KIT Exon 11 (¢) and Exon 13 (d) mutations m mdagatic focus

response to therapy in combination with therapy resistance
of subpopulations of tumor cells [48]. Regressive changes
inchide hypocelhular, myxoid, andior fibrotic stroma associat-
od with few residual neoplastic cells representing GIST with
pyknotic nuclei and minimal cytoplasm, stromal deposition of
congophilic matenial, and reduction in CD117 expression.
Resistant GISTs show more epithelioid cells with abundant
cytoplasm, although there s some debate about this pheno-
typical comrelate [48].

Differential diagnosis of metastatic GIST in a bone biopsy
is lengthy, due toits histological variants and its ranty. Tumors
included in the differential diagnosis depend on the main
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Table 2 Molecula

charateriition of presenied cses Mutstion in primry

Mutstion i meladads

Cae 1 Mone®

Case 2 KlTexan 13 K642E hetlerocygous
Case 3 Exom 11 V59D homeey gous
Case 4 NA

Case 5 NA

Case 6 NA

ElTexan 11 Del/ms &t codons 555,556,565,568 heerosygous

KlTexan 13 K642E heteroygous”

Biste chamges in Intron 10 (IVS11-15C0A)

ElTexon 11 4. 17441749 delGTGGAA maCAC)
heerosygous

ElTexon 11EKS5TT and V358T heterorygous

KITexom 11WSE2s"

ElTexan 13 K642E helerorygous

BT exan 11 del(W556_ K 557) hamaoey gous

wWT

N not available

"M mutations delected by Sanper sequencing. NGS could not be performeal due o ek of availdle maerdal
" Deteced by wing next-genaation squencing (MGES)

histological pattern of GIST: fascicular (spindle cdl), epithe-
linid, and pleomorphic. Radiological evaluation together with
clinical setting and morphological demonstration of cartilagi-
nous or osteoid areas excludes primary bone tumors, such as
ostensarcoma and chondrosarcoma. An immunohistochem-
cal marker panel should include cytokerating for metastatic
carcinoma, 5100 protem for malignant nerve sheath tumaor,
and melanoma, desmin, and SMA for lelomyosarcoma.
Considering that expression of CD34 and CDN17 is not pa-
thognomomic for GIST [49] and may become negative inmet-
astatic foci [19], the use of DOGT (diggnosed on GIST-1), a
surmgate marker for GIST, is highly recommended [50].
[Magnosis of metastatic GIST in a bone biopsy in the absence
of clinical data is even more challenging, given it mnty.
The most frequent gene mutations i GISTs ane those
exons 9, 11, 13, and 17 of the KT gene. However, most ane
non-specific and complec-type mutations. The frequency of
GISTs with primary &7 exon 13 or exon 17 mutations is not
higher than 1 to 2% [£]. The most frequent KT exon 13
mutant 15 K4 2ZE, although other mutations m the vicnity of
codon 642 have also been documented. In ourseries, only tao
tumors showed a KT mutation leading to a single amino acid
substitution (K642 E) in exon 13, In the metastasis of case no,
2, a hase change in imtron 10 (IV511-15C/A) was found in
addition to an exon 13 mutation. Base changes in the intron
10—exon 11 boundary of KIT have been described as a very
rare finding in previous case reports [51, 52]. In case no. 3, the
codon 599 mutation in the primary tumor could not be

detected in the metastatic sample as it showed complec muta-
tions with deletion and insertion in the same area In case no.
4, a patient on imatinib therapy with a metastatic lesion at the
scpula might have evolved into a double mutant with a KT
eon 13 and two different K7 Exon 11 mutations, one of
which was a non-sense mutation. This patient responded to
sunitinib thempy and is doing well for 2 vears. Double mu-
tants are reported to respond better to sunitinib than to imatin-
ib [53]. In our series, the most frequent moleqlar altemtion
was KT exon 11 (78 cases, TR%). Mutahon data from the
thres cases in the ltemture are based on the primary tumors,
Two of our four cases had deleions/insertions, one had a
deletion, and one showed a single-mucleotide mutation. In
addition to deletions, the rare insertions affecting codons
557559 mught also be assoaated with poor prognoss and
metastatic behavior, as suggested by previous publications
[54-601]. One experimental study suggests that deletions in
these codons are related to GIST metastatic behavior [61].
Cur three cases (cases no. 1, no. 3, and no. 5) with a
deletion/insertion type of compler mutation in exon 11 were
chamcterized by a melatively better course of discase (alive
with disease over 5 years) in spite of bone metasasis. In some
series, most of the GISTs showed the same mutation in the
primary and mecurrent/metastatic tumors [62]. Others demon-
strated major differences between the mutahon profile of pn-
mary and requment'metastatic tumors, explained by clonal
evolution or thempy resistanee [63, 64]. In two of three cases
inour series, the mution found in the primany was conserved

Table 3 Bone meladsis and
martality rates of four berges

GIST seres

Mumber Bime meladsmis DHieme-speci fic mora ity
Giastric GILSTs (Miettinen e &l 2005) 175 4074 (0.4%) 17
Smuall inestinal GISTs (Mietinen et zl. 2W6) A 4627 (L6 %R
Chremta | GISTs (Miatinen et al. 200) 45 Mot v lshle kL2
Rects] GISTs (Miettinen e al. 2001 ) 133 3N (3% 4K
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in the metastsis. However, additional studies including nesxt-
gengration sequencing or double PCR elucidate these con-
served mutations. A major issue in detecting mutations in
bone metastises is poor quality of the DNA, due to decalcifi-
cation procedurs. Mext-generation sequenang methods using
targeted panels might be mon: appropriate to screen for muta-
tions in these tumorms and their metastases [65].

In conclusion, most bone metastses from GISTs ocour in
advanced disease with mubiple metastases. They are solbtary
or multiple btic masses, particularly in the axial skeleton,
occasionally mvading surounding soft tissue. Rectal and in-
testinal GISTs are more lkdy to show bone metastases. The
histological appearance & diverse, which leads to a large dif
ferential diagnosis. Although deletions in Exon 11 codon
557-554 have been associated with metastasis, the low num-
ber of cases with these mutations precludes confirmation of an
association between this specific molecular alteration and
bonge metastasis,
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