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TESEKKURLER

Asistanlann olmaktan gurur ve mutluluk duydugum, uzmanhigim siiresince
benden yardimlarim esirgemeyen tiim hocalarima, pozitif enerji kaynagim agabey ve
ablalarima, bana siirekli destek olan ve yol gdsteren tez damigmanim Dog. Dr.
Aysegiil Uner’e, istatistiksel analizlerimin yapilmasinda biiyiik katkisi olan Mutlu
Hayran’a , basta Ziya Birinci olmak iizere bu ¢alismay1 gergeklestirmemde emegi
gegen tiim laboratuar ekibimize, maddi destegi i¢in Hacettepe Universitesi Arastirma
Fonu’na ve her kosulda sabirla yanimda olan aileme ¢ok ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

Saglam, A. T/NK hiicreli lenfomalarda coklu ila¢ direnci proteinlerinin
ekspresyonu. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Tezi. Ankara,
2005. Coklu Tlag Direnci (multidrug resistance - MDR) tiimér hiicrelerinde genis bir
kemoterapétik ajan spektrumuna direng olarak tammlanmaktadir. Son yillarda tiimér
hiicrelerinde ilaca dirence neden olan mekanizmalar Gzerinde yogun c¢aligmalar
baglamigtir. Her gegen giin listeye yenileri eklenmekle beraber bu proteinlerin
kemoterapiye direngle iligkili oldugu gosterilen baslicalann P-glikoprotein (P-gp),”
multidrug resitance associated protein 1-9” (MRP), “lung resistance protein” (LRP),
“breast cancer resistance protein” (BCRP) 'dir. T/NK hiicreli lenfomalar klinik olarak
hematopoetik ve lenfoid neoplazilerin en agresif davranigh olamidirlar. Bu agresif
klinik davramga hastalanin ¢ofunun ileri evre hastalikla bagvurmasinin yamsira
tedaviye direncin de katkida bulundugu disiniilmektedir. Ancak T/NK hiicreli
lenfomalarda CID’nin rolinii ele alan calisma sayist smrhdir ve sonuclar
tartigmalidir. Bu nedenle T lenfomalarda CID proteinlerinin roliinii saptayabilmek ve
yeni terapétik ajanlarin gelistirilmesine 151k tutabilmek amaciyla hastanemizde 1997-
2004 yillann arasinda tami almig olan matiir T/NK hiicreli lenfoma vakalarinda
imminhistokimyasal olarak CID’inde rol oynayan P-gp, MRP-1, BRCP ve LRP
ckspresyonunu  varlii  aragtirdik.  Vakalarin  %87,5’inin  incelenen CiD
proteinlerinden en az birini, %12,5’inin ise dérdiinii de eksprese ettigi gorilmiigtiir.
BCRP ekspresyonun sagkalim ile negatif iligki gosterdigi saptanmigtir. Bu bulgular
T/NK hiicreli lenfoma grubmuzunda yiiksek oranda CID proteinleri ekspresyonun
oldugunu gostermektedir, bu CID proteinlerinin ekspresyonunun bir kisim vakalarda
gozlenen ilag direncinden sorumlu olmasi ve ileride tedaviyi yonlendirmede etkili

olabilmesi miumkiindiir.

Anahtar Kelimeler: T/NK lenfoma, ALCL, MDR, BCRP, MDR-1, P-glycoprotein,
LRP, MRP-1

Destek Kurulus : Hacettepe Universitesi Arastirma Fonu
Proje no : 03-D11-101-001

iv



ABSTRACT

Saglam, A. Expression of Multidrug resistance proteins in T/NK cell
lymphomas. Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Medical
Pathology, Ankara, 2005. Multidrug resistance (MDR) is defined as resistance of
tumor cells to a wide spectrum of structurally and functionally unrelated drugs. One
of the most important and probably the most extensively studied mechanisms are
those involving "cellular drug efflux" transporters. Of these proteins P-glycoprotein,
multidrug resistance associated proteins (MRP1-9), lung resistance protein ( LRP )
and breast cancer resistance protein (BCRP) are those primarily thought to be
involved in mediating MDR. Drug resistance is a common and formidable obstacle
to therapy in mature T/NK cell lymphomas and the MDR phenotype is thought to be
one of the contributing mechanisms. However to date studies concerning the
expression of MDR proteins in mature T/NK cell lymphomas are limited and the
results of these studies are controversial. Therefore in order to determine the role of
MDR in mature T/NK cell lymphomas and to be able to aid the development of
novel therapeutic agents we planned to study the immunohistochemical expression of
P-gp, MRP-1, LRP and BCRP in 45 cases of T/NK cell lypmhoma diagnosed at our
hospital between the years 1997 and 2004. 87,5% of the studied cases were seen to
express at least one of the MDR proteins while 12,5% expressed all four proteins.
Furthermore of these proteins BCRP expression was seen to be negatively associated
with survival. These findings show that our T/NK lymphoma cases display high
frequency of MDR protein expression, which may in part contribute to

chemoresistance observed in some cases and help guide therapy in the future.

Keywords: T/NK lymphoma, ALCL, MDR, BCRP, MDR-1, P-glycoprotein, LRP,
MRP-1
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GIRiS
1.1  Amag

Kemoterapi gerek solid gerek hematopoetik kanserlerin tedavisinde umut
verici olmakla birlikte, gilinlimiizde birgok timérde baslangigtan itibaren veya
rekiirens sirasinda (edinsel) izlenen ilag direnci, kemoterapinin etkisini sinirlamakta
ve kiir sansim ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenledir ki son yillarda tiimér
hiicrelerinde ilaca dirence neden olan mekanizmalar iizerinde yogun c¢aligmalar
baslamustir.

Aragtirmalar ilaca direngte rol oynayan mekanizmalarin normal fizyolojik
savunma mekanizmalariyla iliskili olduklarini ve normalde barsaktan birgok ilag ve
gida maddesinin iginde yer aldig1 baz1 toksik ajanlarin viicuda alinmasinin énlenmesi
ve kan-beyin, kan-testis ve maternal-fetal barierin saglanmasi gibi rollerinin
oldugunu gostermistir. Fizyolojik olarak Coklu Ilag Direnci (CID) fenotipi gdsteren
hiicreler listesinde lenfositler de yer almaktadir.

Bu mekanizmalarin aydinlatilmasi ve hangi kanser tiirlerinde hangilerinin 6n
planda olduklarinin belirlenmesi ile daha etkili kanser tedavisine olanak saglayacak
yeni ilaglarin gelistirilmesi igin 6zgiil molekiller hedeflerin ortaya ¢ikacag
umulmaktadir.

T/NK hiicreli lenfomalar da tedaviye yanitin kétii oldugu bir neoplazm
grubunu temsil etmekte olup bunun nedenleri arasinda intrensik ilag direncinin
olabilecegi diisiiniilmektedir . Ancak bu konuda yapilan ¢alisma sayis1 sinirlidir.

Bu ¢aligmada T/NK hiicreli lenfomalarda ilag direncinde rol oynayan “P-
glycoprotein” (P-gp), “Multidrug related protein-1” (MRP-1), “Breast cancer related
protein” (BCRP) ve “Lung related protein” (LRP)’in ekspresyonu
immiinhistokimyasal yontemlerle aragtirilmigtir. Bu proteinlerin ekspresyonunun
T/NK hiicreli lenfomalarda ilag direncinde rolii olup olmadiginin belirlenmesi ve bu
proteinlerin ekspresyonunun prognoz ve tedaviyi yonlendirmeye katkisi olup

olmayacaginin 6ngoriilmesi amaglanmustir.

1.2 Kapsam ve Yontem
1997-2003 tarihleri arasinda HUTF Patoloji ABD’da tam verilmis olan 45
adet matiir T/NK hiicreli lenfoma vakasi immiinhistokimyasal olarak CID protein



ekspresyonu agisindan incelenmistir. Bu inceleme i¢in MDR’de 6nemli rolii olan
baglica dort proteini olugturan P-glycoprotein, MRP-1, BCRP ve LRP proteinleri ile
immiinhistokimyasal boyamalar yapilmistir. Boyanma paterni ve miktann iki ayn

patolog tarafindan degerlendirilmistir.



GENEL BIiLGILER

Kemoterapinin kanser tedavisinde ¢ok Onemli yeri vardir ve yeni ilaglarin
gelistirilmesiyle bagaris1 giinden giine artmaktadir. Ancak normal doku ve hiicrelere
olan yan etkileri yanisira kemoterapinin tedavi etkinligini sinirlayict en 6nemli
faktorlerden biri de kemoterapétiklere direngli kanser hiicre varyantlarinin varhigidir.
Bu varyant hiicreler spesifik tek bir ilaca direng gOsterebilecekleri gibi degigik
kimyasal yapilardaki ve degisik etki mekanizmalarina sahip birbirinden farkli birgok
ilaca birden de direng gosterebilmektedir. Ik defa 1970°de Biedler ve arkadaslar
(1970) tarafindan ortaya atilan bu tip ilag direnci “goklu ilag direnci” (CID-
multidrug resistance, MDR) olarak bilinmektedir (Coon, 1991). Kanserlerin gogunun
tedavisinde farkli stmflardan birgok ilag kombine olarak kullamldigindan CID kanser
tedavisinde kemoterapi basarisiziginin 6nde gelen nedenlerindendir. Esasta
tiimdrlerin bircogu kanser tedavisinde kullanilan potent sitotoksik ajanlardan ¢oguna
edinsel olarak direnglidir ki bu ilag direncinde rol oynayan mekanizmalarin normal
fizyolojide de yeri olmasindan ileri gelmektedir. Bagta ilaca duyarl olan tiimdorler ise
rekiirens sirasinda gerek tedavide kullanilmig olan gerekse tedavi sirasinda
kullanilmamus olan bir ¢ok ilaca direng gelistirmis olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

[lag direnci ciddi bir klinik problem oldugundan son yillarda ilag direnci ve
mekanizmalari {izerine ¢ok sayida galisma mevcuttur. Buna ragmen s6z konusu
direng mekanizmalan halen tam olarak aydinlatilamamigtir. Bu mekanizmalarin
aslinda mikroorganizma ve hiicrelerin kendilerini ksenobiyotiklerden veya konake1
tarafindan olugturulan defensin gibi lizozomal antimikrobiyallerden koruma c¢abasi
sonucu zamanla evrimsellestigi diisiintilmektedir.

Mevcut ¢alismalar sayesinde CID’den sorumlu farkli bir gok mekanizma
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda:

¢ Hiicre siklusu kontrol noktalarindaki degisiklikler (p27) (St. Croix B, 1996)
e Apoptotik mekanizmalardaki bozukluklar (Goldie, 1983; Takahashi, 1999;

Sonneveld, 2000; Chauncey, 2001))

e ER-rezistan stress proteinlerinin (GRP78 ve GRP94) indiiksiyonu ile

karakterize stres iligkili direng (Willman, 1997; Motoloji, 2000)

o Timdr mikrogevresi ve hiicre adhezyonu (Cheng, 1993; Covelli, 1999;

Damiano, 2000; Tan, 2000; van der Kolk, 2000; Marie, 2001; Shain, 2001)



e Hiicresel onarim enzimleri ve DNA onarnim sistemleri (Pileri, 1991,

Rodriguez, 1993; Lage, 1999)

e Glutatyon-S-transferaz gibi ksenobiyotik detoksifiye edici sistemlerin

aktivasyonu (Dan, 1991)

e Hasar goren hedef hiicre mekanizmalarimin onarimi1 ve

e Ilag birikiminin azaltilmas1 yer almaktadir (Gascoyne, 1993; Jaffe, 2001).
Bu mekanizmalar arasinda ila¢ birikiminin azaltilmasi ile giden mekanizmalar en
detayli aragtirilmig olani olup aym zamanda bugiin ¢oklu ilag direncinde en siklikla
rol oynadig: diisiiniilen mekanizmayi olusturmaktadr.

Hiicre i¢i ilag¢ birikiminin azaltilmasinin yollarindan biri ilaglar1 hiicre igine
tagtyan tagtyicilardaki mutasyonlardir ve hidrofilik ilaglar igin gegerlidir. Bu
mekanizma ile ancak tek bir ilaca direng geligtirilmesi miimkiin olmaktadir. Bu
mekanizma ile CID ancak tagtyicilarin hiicre yiizeyine lokalizasyonunda olabilecek
jeneralize bir bozukluk sonucu olusabilir ve bu mekanizma hiicre membramindan
diffiize olabilen hidrofobik ilaglara direng saglamaz (Dréneu, 1997). Hem hidrofilik
hem de hidrofobik ilaglara karg1 direngte rol oynayan ve hiicre i¢i ilag birikimini

azaltan diger mekanizma ise “transmembran ilag tagiyicilar’dir.

2.1 Transmembran ila¢ Tasiyrcalar:

En énemli CID mekanizmalarindan bir tanesi antitiimoral ve antimikrobiyal
ajanlar hiicre digina atan transmembran ilag tagiyicilandir. Bu ilag tagiyicilarin bir
kismi belli tek bir ilaca veya belli bir sinifa ait ilaglara 6zgil iken, bunlarin “goklu
ilag tastyicilan” olarak adlandinlan bir grubu genis bir ilag spektrumunu
tagtyabilmektedir. Bu tagtyicilar hem patojenik mikroorganizmalarda (Yamaguchi,
1995; lillella, 2000; Jung, 2001), hem de kanser hiicrelerinde (Schlaifer, 1990)
ilaglar1 digar1 atip bunlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarim azaltarak CIiD fenotipinden
sorumludur. Bu tagiyicilar, sayillan simirli birkag protein ailesinin tiyesidir ve bugiine
kadar aragtirilmig olan her tiir canlida mevcuttur (Miller, 1991). Bu tastyicilar, enerji
kaynaklarina gore ikiye aynilmaktadir (Sekil 2.1). Bunlardan biri “ikincil aktif
tagtyicilar” (secondary active transporters) olarak adlandirilmaktadir . Bu smifta, ilag
diga atim1 proton veya sodyum iyonlan egliginde belli bir konsantrasyon gradienti

varlifinda simport veya antiport geklinde gergeklesmektedir (Poje, 1991) ve esas



olarak prokaryotik organizmalarda ilag atiminda rol oynamaktadir (Jung, 2001). Bu
simifin 4 tane fiyesi vardir: “The Small MDR” superailesi (SMR), “The Multidrug
and Toxic Compound Extrusion” ailesi (MATE), “The Resistance-modulation-cell
division” ailesi (RND) ve “The Major Facilitator” superailesi (MFS) (Goldstein,
1989) (Sekil 2.1 ve 2.2). Diger smuf, enerji saglamak igin ATP hidrolizinin
kullamldigs “primer aktif tasiyicilar”dir ve agirlikli olarak Gkaryotik hiicrelerde ilag
atimindan sorumludur (Jung, 2001). CID’de en ¢ok iizerinde durulan “ATP-binding—
cassette (ABC) tasryicilart” ailesi bu ikinci stmifa dahildir (Moscow, 1989).

Coklu ilag: ta,s.!yl,cllan

primer aktif taswyacilar sekonder aktif tasnyicilar

l

ABC tagryicilan

SMR MFS
MATE RND

Sekil 2.1 : Transmembran ilag tagiyicilarmn simflandwrilmast

MFS SMR BMATE RND ABC

Sekil 2.2: Transmembran ilag tasiyicilarimn 5 karakteristik ailesi- Paulsen ve Lewis
(2001) 'den alinmustir.



2.2 ABC-tasiyicilan

ABC-tagtyicilart adi 1992°de Chris Higgins tarafindan ortaya atilmagtir
(Moscow, 1989). ABC adi tiim siiperailede korunmus olan “ATP-binding—cassette”
alt biriminin bas harflerinden gelmektedir. ABC-tasiyicilar1 esasta membran
glikoproteinleridir ve fizyolojik olarak biyolojik membranlardan degisik
molekiillerin taginmasi ile gorevlidirler (Niehans, 1992). Bu tasiyicilarin aktiviteleri
canl1 hiicrelerin sitotoksik ksenobiyotiklere karsi korunmasinda temel bir biyolojik
stratejiyi temsil etmektedir. Bu tasiyicilar tiim canli alemlerinde mevcuttur ve
yaklasik 3 milyar yillik bir evrimsel gegmise sahiptir (Kang, 1995). Normal
fizyolojik gOrevleri yanisira bakterilerden insan kanser hiicrelerine kadar hemen
hemen tiim canlilarda ilag¢ direnci fenomeninden sorumludurlar (Niehans, 1992).

ABC tastyicilant primer aktif tasiyicilarin temsilcisidir. ABC proteinleri,
“ABC”, “ABC domaini”, “ABC-ATPase domaini” veya “niikleotid baglayic1 domain
(NBD-nucleotide binding domain)” adi verilen yaklagik 215 aminoasitlik ve gruba
adin1 veren bir sekansla karakterizedir.

Bu domain tiim niikleotid baglayici

proteinlerde mevcuttur ve ATP’nin Pgp

baglanmasinda rol almaktadir

(Glisinden zengin Walker A ve
hidrofobik nitelikteki Walker B ad1
verilen iki kisa peptid motifinden “
olusmaktadir) (Lage, 2003). Bu e é

. o ce e s (home dimer)
proteinler fosfat bagimn enerjisini oo

IS

ATP hidrolizi ile baglayarak tasiyicilik

yapmaktadirlar ve bir gok hiicresel Sekil 2.3: “Full-transporter "larini ve

fonksiyonda rol alular. ABC “half-transporter ”larinin membran
topolojileri- Sarkadi ve ark. (2004) den

proteinleri, genellikle en az 6 alpha- almmustir.

helixten olugsan hidrofobik bir trans-
membran  domaini ile baglandiklarinda  ABC-tasiyicilart  olusmaktadir.
Transmembran domainlerinin ABC tastyicilarinin substrat spesifisitesini belirledigi

diisliniilmektedir. Biyolojik olarak aktif bir tagiyici gogunlukla iki transmembran, iki



de ABC domaininden [TMD-NBD], olusan tek polipeptid zinciri halinde “tam-
tagiyic1” (full transporter) olarak , bazen de birer transmembran ve ABC domaini
iceren “yanm tasiyic1” (half-transporter) olarak bulunur. “Yarim tagiyicilar”lar
dimerize olarak fonksiyon goriirler (Lage, 2003; Sarkadi, 2004) (Bkz. sekil 2.3).
Bugiine kadar 48 degisik ABC tastyicisi tammmlanmigtir (Tkeda, 1999). Bunlar
filogenetik karakterlerine gére 7 alttipe (subfamily) ayrntmistir: ABCA, ABCB,
ABCC, ABCD, ABCE, ABDF ve ABCG (Ikeda, 1999). Bunlardan 24 tanesinin
fonksiyonu veya hastalikla iligkisi bilinmektedir (Gascoyne, 1993). ABC
transporterlerinin tanimlanmuis fonksiyonlar arasinda (Gascoyne, 1993):

e Toksik ajanklarin (ilag, besin maddeleri) bagirsaktan emilimini 6nlemek

e Kan-beyin-BOS, kan-testis ve maternal-fetal barierlerin saglanmasi,
bunlardan toksik madde transportunun dnlenmesi

» Detoksifikasyon sirasinda glutatyon, glukronat veya siilfatla konjiige edilerek
hiicre membranlanindan diffiizyonu engellenen maddelerin (ilag, toksik
maddeler..) disar1 atimu.

e Endojen metabolitlerin tasinmasi, Ornegin karacigerde safra tuzlarimn
(ABCB;;: BSEP-bile salt export pump), fosfatidilkolinin (MDR3 P-
glycoprotein, ABCBy ) , billurubin glukronidlerin (MRP2, ABCC,) disar
taginmasl.

e Antijen presentasyonu igin peptidlerin taginmasi: “TAP- transporter
associated with antigen presentation” (Kuwazuru, 1990)

e Peptidlerin mitokondriden taginmasi (Lau, 1998)

yer almaktadir. Ayrica bu tasiyicilarin insanlarda Tangier hastaligi, Stargardt
hastalig1, retinitis pigmentoza, makiiler distrofi, hamilelik kolestazi, ataksili anemi,
Dubin-Johnson sendromu, Ps6doksantoma elastikum, adrenoldkodistrofi ve
sitosterolemi gibi 6zellikle konjenital olan gesitli hastaliklarla iligkili oldugu ortaya
cikarilmigtir (Tablo 2.1)( Gascoyne, 1993; van Haselen, 1999).

Tanimlanan ABC tasiyicilarindan ilag direncinde en ¢ok rol oynayan ve ilag
direnci fenotipiyle iligkilendirilen en dénemli 3 tanesi P-gp (P-glycoprotein, MDR-1,
ABCB;), MRP-1 (multidrug resistance associated protein-1, ABCC;) ve BCRP
(breast cancer resistance protein, ABCP- plasenta-specific ABC transporter, MXR-



Tablo 2.1: ABC-transporterleri ve iliskili oldugu hastaliklar.

PROTEIN ADI SEMBOLU ILISKILI OLDUGU
HASTALIK

ABC1 ABCA1 Tangier hastalif1

ABCR ABCA4 Stargardt hastalif
retinitis pigmentosa
makiiler distorfi

PGY3 ABCB4 PFIC-3
Gebelik kolestaz1

ABC7 ABCB7 Ataksili anemi

BSEP ABCBI11 PFIC-2

MRP-2 ABCC2 Dubin-Johnson sendromu

MRP6 ABCC6 Psodoksantoma-elastikum

ALD ABCD1 Adrenolokodistrofi

ABCGS ABCG5 Kolesterol ?

ABCGS8 ABCGS Kolesterol ?

mitoxantrone resistance protein)’dir. Ilag tagtyiciliginda rol oynadigi digiiniilen
ancak bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda ilaca direngli fenotiple zayif korelasyon
gosteren diger baz1 ABC-tagtyicilarn arasinda ise
o ABCA; (0stradiolin Ostrojen mustard tiirevi olan estramustin’e direngle
iligkili) (Laing, 1998; Vulevic, 2001)
e ABCBy; (paklitaksel’e direngle iligkili) (Childs, 1998)
e TAPI1 ve TAP2 (mitoxantrone veya etoposide direngle iligkili) (Izquierdo ,
1996a; Lage , 2001) yer almaktadir.

2.2.1 P-glycoprotein

ABC tastyicilan ailesinin bir tiyesi olan P-glycoprotein (P-gp) aymi zamanda
tanumlanan ilk ATP bagimh diga atim (efflux) pompasidir (Chen , 1986). Kromozom
7q21°de lokalize MDR1 geninin uriintidiir (Ambudkar, 2003). P-gp molekiiler
agirliklann 3000-200000 aras1 degigen notral ve hidrofobik bilegikleri tagir (Ford,
1990; Ambudkar, 2003). P-gp her biri 6 tane transmembran domaini ve bir ATP-
baglayici domain igeren iki yarnidan (homodimer) olugmaktadir (Sekil 2.4)
(Ambudkar, 2003). Ancak bu iki yan tek bir tagiyici olarak gorev gorir ve
birbirlerine esnek bir baglayict bolge ile baglidir, bu bolge olmadan fonksiyon




Sekil 2.4: ABC-taswici proteinlerinin ongoriilen domain dizilimleri . NBD-niikleotid

baglanma domaini, TMD-transmembran domaini- Lage ve ark. (2003)’dan

alinmugtir.



géremez (Hrycyna, 2001; Loo, 2001a). Esas ilag baglayic1 bdlge transmembran
domaininde bulunur (Loo, 2001b). Normalde esas olarak ince ve kalin barsak
mukozasi, hepatositler, adrenal bez, bobrek proksimal tiibiilleri ve, beyin, over ve
testis kapiller endotelyal hiicrelerinde eksprese olurlar (Fojo, 1987; Schinkel, 1997;
Borst, 2002).

“CID-knockout” farelerde yapilan deneyler, P-gp’nin ilag absorpsiyonunda,
detoksifikasyonunda ve atiliminda rolii oldugunu gostermektedir (Schinkel, 1997).
llag substratlar1 arasinda antrasiklinler- doxorubicin, daunorubicin; vinca
alkaloidleri- vinkristine, vinblastin, vindesin; antibiyotikler- actinomisin-D,
daktinomisin, mitomisin; taksanlar- paklitaksel, docetaksel; epipodofilotoksinler -
etoposide, tenoposide; ve digerleri- kolsisin, topotekan, STI571, valinomisin,
puromisin, emetin vardir (Ambudkar, 2003).

P-gp’nin hangi insan kanserlerinde ilag direncinden sorumlu oldugunun
ortaya konmasi igin yapilmis ¢aligmalarm ¢ogu hematopoietik kanserler lizerinde
yogunlagmigtir. P-gp normalde lokalize oldugu bobrek , karaciger ve kolon gibi
dokulardan gelisen kanserlerde igsel olarak yiiksek seviyelerde bulunur (Fojo, 1987;
Ambudkar, 2003). Losemi, lenfoma ve multiple myelom da ise bagsta diisiik
ekspresyon gostermekle birlikte 6zellikle kemoterapi sonrasi ekspresyonunun arttigt
gosterilmigtir (Ambudkar, 2003). P-gp ile AML hastalarinda ¢ok sayida ¢aligma
yapilmis olup AML hastalarinin 1/3’tinde tan1 aminda , %50’sinde ise ilk relapsta
yiiksek seviyelerde P-gp ekspresyonu oldugu gosterilmistir. Leith ve arkadaglar
(1999) AML hastalarinda P-gp ekspresyon seviyesinin relaps ihtimali ile korele
oldugunu bildirmigtir. KML’nin blast krizinde ve noéroblastomda ise P-gp tiimdor
progresyonu sirasinda esprese olmaya baslamaktadir (Goldstein, 1989). Bugiine
kadar yapilan ¢aligmalarda MDR1 geninde 50 adet tek niikleotid polimorfizmi, 3
tane de “insertion/deletion” polimorfizmi tanimlanmigtir (Ambudkar, 2003).

2.2.2 Multidrug Resistance-Associated Protein-1

“Glutathione ve glukronat rezistans pompast ve antrasiklinler,
epipodofilotoksinler, vinca alkaloidleri and kamptotekinlere rezistans faktorii” olarak
da adlandirilan, Multidrug Resistance-Associated Protein-1 (MRP-1) , 9 tiyeye sahip
Multidrug Resistance-Associated Protein (MRP) ailesinini ilk tanimlanan tyesidir.
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MRP ailesi lipofilik anyonlarin tasinmasinda rol alir. MRP-1 190 kilodalton
agirhiginda 1531 aminoasitlik bir transmembran proteindir. 3 adet transmembran
domaini, ekstraselliiler N-terminusu, 2 adet niikleotid baglayici domaini ve iki adet
intraselliller linker/baglayici domaini vardur (Bkz. sekil 2.4) (Bakos, 1996).
Bazolateral bir tasiyici oldugundan bilesiklerin liiminal yiizeyden bazal membran
altindaki dokulara taginmasini saglar. Glutatyon heniiz netlesmemis asagida siralanan
baz1 mekanizmalarla MRP-1 bagimh disa atimda rol oynar (Kruh, 2003):

e Glutatyonla ko-transport (vinka alkoloidleri ve antrasiklinler)

e Glutatyona enzimatik olarak konjuge edilmis hidrofobik bilesiklerin (faz II

selliiler detoksifikasyon iiriinleri ) tasimmasi

e Glutatyonun pozitif allosterik etkisi

e Oksitlenmis glutatyonun (oksidatif stress sonucu olusur) taginmasi
Sitoplazmik glutatyonun hiicrei¢i domainlerle, hidrofobik ilaglarin ise transmembran
domainlerle etkilestigi ettigi diigiiniilmektedir.

MRP-1 fizyolojik olarak meme, akciger, kalp, bobrek, kas , kolon, testis, kemik
iligi hiicreleri, mononiikleer lokositler ve eritrositlerde eksprese olur. In vivo
fonksiyonlar arasinda :

e Glutatyon homeostazinin saglanmasi

e Redox dengesinin saglanmasi (oksitlenmis glutatyonun hiicre iginden atilmasi

ile)

e Hiicresel folat homeostaz: (folik asit ve l6koverin gibi indirgenmis folatlarin

taginmasi) (Assaraf , 2003)

e LTC, ile iligkili inflamatuar siiregler ve yine LTC; ile iligkili olarak dendritik

hiicre fonksiyonu (Leier, 1994; Robbiani, 2000)

e Kemik iligi ve mukozal yiizeyler, testis ve koroid pleksusta barier gorevi yer
alir (Kruh, 2003).

Fizyolojik substratlan arasinda glutatyon, glukronat ve sulfat konjugatlan
vardr (Jedlitschky, 1996; Loe, 1996). Direng profili ise P-gp’inkine benzer
niteliktedir. Ilag substratlan arasinda antrasiklinler, vinka alkaloidler,
epipodofilotoksinler, kamptotekinler ve metotreksat yer alir (Kruh, 2003). Farelerde
bunlara ek olarak MRP-1 ekspresyon artisimin taksanlar ve mitoksantrona dirence de

yol agtig1 gosterilmistir. Insanlarda bu konuda deneyim yoktur (Lin, 2002). Yukarda
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bahsedilen ilaglarla tedavi edilen 16semi, meme kanseri, kolorektal kanserler ve germ

hiicreli neoplazilerde artmis ekspresyonu gosterilmistir (Kruh, 2003).

2.2.3 Breast Cancer Related Protein

Mitoksantron’a rezistan bazi hiicre dizilerinde MDR-1 veya P-gp’in
ekspresyonunda artis saptanamamistir. Bu gozleme yonelik yapilan ¢aligmalarda 3
ayrt grup tarafindan hemen hemen aymi donemlerde mitoksantron direncinden
sorumlu olabilecek ABC ailesine ait yeni bir protein izole edilmigtir. Bu proteine
Doyle ve arkadaslari (1998) mitoksantron direngli meme kanseri hiicre dizilerinde
izole ettiklerinden “meme kanseri rezistans proteini” (Breast Cancer Related Protein,
BCRP) adimi, Allikmets (1998) ve arkadaslart plasentada ¢ok miktarda eksprese
oldugunu goézleyerek ABC plasenta’nin kisaltimi olan ABCP adini, mitoksantrona
direngli kolorektal kanser hiicre dizileri ile g¢alisan bir baska grup ise MXR
(mitoxantrone resistance) adin1 vermislerdir (Miyake, 1999).

ABC tastyicalarindan G alt-ailesinin 2. iiyesi olan ve bu yiizden resmi olarak
ABCG; olarak bilinen BCRP proteini bir yarim-ABC proteinidir (half-transporter),
yani bir tane 6’11 transmembran domaini ve bir tane ABC domaini vardir ( P-gp veya
MRP-1’in yansmna benzer) ( Bkz. sekil 2.4). Bu tastyict MRP’lerin aksine ilag
konjugatlariyla degil, direkt olarak ilaglarin kendisiyle etkileserek fonksiyon goriir
(Doyle, 2003). Caligmalar BCRP’nin, bir birine disiilfid bag1 ile baghh homodimerler
olarak fonksiyon gordiigiinii gostermektedir (Kage, 2002). BCRP’yi kodlayan gen
4q22°de lokalizedir ve BCRP ekspresyonun artmis oldugu hiicre dizilerinde bu gende
amplifikasyon ve translokasyonlar gésterilmigtir (Knutsen, 2000).

BCRP’nin fizyolojik fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir. Plasentada,
barsak yiizey epitelinde, kiigiik kan damarlarinin endotelinde, beyinde, prostat, over,
kalp kasi, karaciger kanalikiilleri, endokrin pankreas, adrenal korteks , meme, tiroid
ve paratiroidde ekspresyonu gosterilmistir (Doyle, 1998; Maliepaard 2001).
Plasentada koryon villuslarii ddseyen sinsityotrofoblastlarin apikalinde yer
aldiklarindan fetiise ulasan ilaglarin maternal dolasima geri d6ndiiriilmesinde rol
aldiklan diisiiniilmektedir (Jonker, 2000; Maliepaard, 2001). Yine plasentada 6stron
ve 17 estradioliin taginmasinda rol oynadiklarina dair bulgular elde edilmistir (Imai,
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2002). Beyin mikrodolagiminin endotelinde yer aldiklarindan kan-beyin barierinin
saglanmasinda rolleri vardir (Jonker, 2002).

Yakin donemde yapilan ¢aligmalarda BCRP’nin bir ¢ok dokudan elde edilen
pluripotent kok hiicrelerde oldukga anlamli miktarlarda eksprese oldugu goriilmiigtiir,
dolayistyla kok hiicre biyolojisinde gorev alabilecekleri diigiiniilmektedir ve bunlarin
kok hiicre belirleyicisi olarak kullanilip kullamlamaca@i konusu giindeme gelmistir.
Siire gelen c¢aligmalarda, BCRP’nin kok hiicrelerde diferansiyasyona neden olan
bilegiklerin hiicre iginde birikimini engelledikleri 6ne stirtilmektedir (Zhou, 2001;
Zhou, 2002; Doyle, 2003). Yapilan g¢aligmalar ayrica BCRP’nin protoporfirin
metabolizmasinda da rol oynadifim diigiindiirmektedir, ¢linkii BCRP “knock-out”
farelerin 151k sensitivitesi ve protoporfiri gelistirdikleri g6zlemlenmistir (Jonker,
2002) .

Mitoksantrone’a direng yamisira BCRP daunorubisin, doksorubisin,
topoizomeraz I inhibittrleri (topotekan ve indotekan), antrasiklinler, bisantrene,
prazosin, lisotraker, rodamine ve flavopiridole direngten sorumludur (Doyle, 2003).

Orijinal olarak meme kanseri hiicrelerinde ilag direnci ile iliskilendirilmis
olmasina ragmen meme kanseri hastalarinda mRNA protein diizeyinde yapilan
caligmalarda diisiik seviyelerde eksprese olmaktadir. Bugiin BCRP’nin en ¢ok AML
hastalarinda ilaca direngten sorumlu oldugu gosterilmistir. AML blastlarda normal
kemik iligi blastlarina gére daha yiiksek seviyelerde eksprese oldugu ve AML’li
hastalarda tedaviye yamtsizlikla iligkili oldugu bildirilmigtir. Yine bazi kolon kanseri,
Osefagus kanseri, endometrial kanser, akcifer kanseri ve melanomlarda da

ekspresyonu gériilmiistiir (Doyle, 2003).

2.3 Major Vault Proteinleri

CID’den sorumlu ve birgok insan tiimériinde artmig ekspresyon gosteren bir
diger mekanizmay1 da “vault” proteinleri olusturur. Vault’lar Skaryotik hiicrelerde
bulunan biiyiikk riboniikleoprotein partikiilleridir. Yaklagik 13 megadalton agirliga
sahip olup bugiine kadar tamimlanan en biiyiik riboniikleoprotein partikiillerini
olusturmaktadirlar. Bir major vault proteini (MVP, M; 100,000), iki mindr vault
proteini ( M; 193,000 ve M; 240,000) ve vault RNAs! (transkribe olmayan bir RNA
partikiilil) vault proteinlerinin komponentlerini olugturur ve vault proteinleri bu
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komponentlerin de@isen sayidaki degisik kombinasyonlarindan olusur. Bu
komponentler {i¢ boyutlu konfigiirasyonda kapali oldugunda ici bos bir figiy,
acildiginda ise merkezi bir halkayr ¢evreleyen 8 yaprakh ¢icegi andiran bir yapi
olustururlar (Sekil 2.5) ( Scheffer, 2000; van Zon, 2003).

Vault proteinlerinin biiyiikk c¢ogunlugu sitoplazmada yer alir . Hiicresel
fonksiyonlan heniiz tanimlanmamis olmakla beraber sitoplazmik lokalizasyonu ve
fig1 benzeri sekli nedeniyle hiicre-igi (intraselliiler) tasimadan sorumlu olduklan
diisliniilmektedir. Mikrotiibiiller ve aktin filamanlar1 ile kolokalize olduklar
gosterilmistir (Kedersha, 1990) ki bu da hiicre iskeleti vasitastyla tagindiklarim ve
boylelikle de kargolarini bir subselliiler lokalizasyondan digerine tagiyarak fonksiyon
gordiiklerini diisiiniilmektedir. Hiicre iskeletinin korunmasinda rol alabilecekleri 6ne
siiriilmektedir. Ayrica ksenobiyotiklere yiiksek seviyelerde maruz kalan brons epiteli,
kolon mukoza epiteli ve makrofaj gibi hiicrelerde ve adrenal korteks gibi metabolik
olarak aktive dokularda yiiksek seviyelerde eksprese olduklan gosterilmistir ve
bundan dolayida fizyolojik defans mekanizmalar1 arasinda yer aldiklari One
stiriilmektedir ( Scheffer, 2000; van Zon, 2003).

Bazi arastirmacilar hiicre iskeleti ile iligkisi yanisira vaultlarin bir kisminin
niikleer membran ve niikleer “pore” kompleksi ile de iligkisinin oldugunu ve
niikleositoplazmik transporta rol aldiklarimi gostermislerdir (Chugani, 1993).
Muhtemel kargolardan biri ribozomlardir. Abbondanza ve arkadaslari (1998) ise
vault proteinlerinin kargolarindan birinin Gstrojen reseptérii (ER) oldugunu ve vault
proteinlerinin ER’niin niikleusa taginmasinda rol oynadigini bildirmislerdir.

Vault proteinlerinin ilag direncinde de bu mekanizmalarla, yani ilaglarin
fonksiyon gorecekleri hiicresel lokalizasyondan uzaklagtirilmasi ile gorev aldiklari
diisiiniilmektedir. Ozellikle de niikleositoplazmik transportun ilag direncinden

sorumlu olabilecegini gosteren sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

2.3.1 Lung Resistance Protein/Major Vault Protein
“Lung resistance Protein” (LRP) ilk defa 1993°de Scheper ve arkadaslar
(1993) tarafindan kiiglik hiicreli dist akcifer kanseri hiicre dizisinde doksorubisin

direnci ile iliskili olarak tanimlandi. Daha sonradan da LRP’nin vault’larin ana
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Sekil 2.5: Vault proteinlerinin elektron mikroskopik ve sematik goriiniimii-van Zon ve
ark (2003) 'den alinmigtir.

komponenti olan “majér vault proteini” (MVP) oldugu gosterildi (Scheffer, 1995).
Geni kromozom 16pl3.1-p11.2’de yer almaktadir. Karboksi ucundaki a-helix,
sarmallardan olugan domaini MVP’ler aras1 iligki ve vault partikiillerinin
olusumundan sorumludur. N-terminalinde ise kalsiyum baglanmasindan sorumlu 45-
50 aminoasit tekrar bdlgesi bulunur ki ¢aligmalar kalsiyumun da MVP’nin gesitli
sekillerde katlanip bir araya gelerek kompleks vault partikiillerinin olusturulmasinda
rolii oldugunu gostermektedir (Scheffer, 2000; van Zon, 2003).

MVP’lerinin fizyolojik gorevleri heniiz net olarak bilinmemektedir. Ancak
dokularda degisken ekspresyon gosterdikleri, akciger, karaciger ve bagirsaklarda
ekspresyonu belirgin iken, ¢izgili kas ve beyin dokusunda disiik seviyelerde
cksprese olduklari ve insan dendritik hiicrelerinde hiicre geligimi sirasinda
espresyonlariin attig1 goriilmiistiir (Izquerdo, 1996b; Scheffer, 2000; Schroeijers,
2002; van Zon, 2003).

LRP/MVP’nin antrasiklinlerin niikleusdan atilimimi sagladii gosterilmistir.
(Kitazono, 1999). Ayrica LRP/MVP’nin osteosarkomlarda, melanomlarda, akciger
kanserlerinde, AML, multipl myelom ve néroblastomda kemoterapiye yanitsitlik ve
kotii prognozla ilgikili oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur. MVP’lerin direkt
olarak ilag¢ direncinden sorumlu oldugunu destekleyen ¢aligmalar yamsira MVP’lerin
ilag direncinde tek baglarina yeterli olmadiklarim1 gosteren ¢aligmalar da vardir
(Siva, 2001; Mossink, 2002). Bu nedenle giiniimiizde LRP’nin ilag direnci
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fenotipinin bir belirleyicisi m1 oldufu yoksa direkt ilag¢ direncinden sorumlu mu

oldugu heniiz netlesmemistir.

2.4 T/NK Hiicreli Lenfomalar

T/NK hiicreli lenfomalar T hiicre fenotipi ve genotipine sahip lenfositlerden
olusan neoplazmlardir. NK (natural killer) hiicreleri de gerek immiinfenotipik,
gerekse fonksiyonel olarak T hiicrelerine benzerlik gdsterdiginden NK hiicre
kaynakli lenfomalar da bu grup icersine dahildir. Bu grup lenfomalar, modern
immiinolojik ve molekiiler tekniklerin gelistirilmesi ile ancak yakin gegmiste net
olarak tammlanmigtir. B lenfomalara oranla ¢ok nadir gériilmekte olup tiim Hodgkin
dis1  lenfomalarin  (Non-Hodgkin  lymphoma-NHL) ancak  %12’sini
olusturmaktadirlar (Jaffe, 2001). Tim bu nedenlerden dolayr T lenfomalar iizerinde
deneyim azdir. Molekiiler patogenetik mekanizmalar1 heniiz tanimlanmamistir ve
bunlara 6zgiil tedavi protokollerine yonelik ¢aligmalar az sayidadir.

Molekiiler patogenezleri heniiz bilinmediginden ve anaplastik biiyiik hiicreli
lenfoma (Anaplastic large cell lymphoma-ALCL) alttipi hari¢ bu grup lenfomalar
igin Ozgill genetik anomaliler tammmlanmamis oldugundan smiflandirmalarinda, B
lenfomalarin aksine, morfolojik ve molekiiler 6zelliklerden ¢ok klinik Szellikler 6n
planda tutulmugtur. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2001 simflamasinda klinik
dzelliklerine gére — 16semik/dissemine, ekstranodal, nodal ve kiitandz olmak iizere

asagidaki gibi d6rt ana gruba ayrilmiglardir:

e Losemik veya dissemine
o T-hiicreli prolenfositik 16semi
o T-hiicreli graniiler lenfositik 16semi
o Agresif NK-hiicreli 16semi
o Eriskin T-hiicreli 16semi/lenfoma
e Ekstranodal
o Ekstranodal NK/T-hiicreli lenfoma, nasal tip
o Enteropatik tip T-hiicreli lenfoma
o Hepatosplenik T-hiicreli lenfoma

o Subkiitandz pannikiilit benzeri T-hiicreli lenfoma
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e Kiitanoz
o Blastik NK-hiicreli lenfoma
o Mikozis fungoides (MF)/Sezary sendromu
o Primer kiitan6z Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma

o Periferal T-hiicreli lenfoma, daha ileri tammmlanmamis (not otherwised
specified, nos)
o Anjioimmiinoblastik T-hicreli lenfoma

o Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma

Klinik olarak vakalarin 2/3’ primer olarak nodal, 1/3’iinde primer olarak
ekstranodal hastalikla basvurur. Ekstranodal yayilim siktir. Asya’lilarda insidansi
daha yiiksek olup en sik goriilen alttiplerini “Periferik T-hiicreli lenfoma, nos” ve
“Anaplastik bilyiik hiicreli lenfoma”lar olusturur, ekstranodal bélgelerde ise “NK/T-
hiicreli lenfoma, nasal tip” en sik goriilen alttiptir. Cok genis bir histomorfolojik
spektrum sergilerler. Apoptoz, nekroz ve anjioinvazyon, klinik olarak da
hemofagositik sendrom siktir. Immiinfenotipik olarak T hiicre belirleyicilerinin
aberan ekspresyonuyla karakterizedirler. Klonaliteyi gosterecek immiinfenotipik bir
belirleyici olmadigindan, klonalite degerlendirilmesi i¢in T hiicre reseptérii (TCR)
gen rearranjmanin gosteren molekiiler ¢aligmalar gerekmektedir. Karyotipik olarak
heniiz sadece ALCL alttipinde ( t(2:5)) 6zgiil anomali tanimlanabilmistir.

Etyolojileri de heniiz netlesmemistir ancak endemik bazi bélgelerde HTLV-1
ve EBV viruslan ile iligki gosterilmigtir.

Klinik olarak agresif seyir ile bilinirler. Tedaviye cevaplar kétiidiir. Bunun
nedenlerinden birinin intrensik ilag direnci olabilecegi diigiiniilmektedir (Dréneu,
1997). Bir diger nedenin de bu grup lenfomalarin bilyiikk ¢ogunlugunun B lenfomalar
igin gelistirilmis tedavi protokolleri ile tedavi ediliyor olmalar1 ve bunlara 6zgiil
tedavi protokolleri ve tedavi protokollerine yonelik c¢alismalarin az olmasidir. Bu
hastalarin siklikla ileri evre hastalikla bagvuruyor olmalart da kotii prognoza katkida
bulunan bir diger faktordiir (Lopez-Guillermo, 1998). Tiim bu nedenlerden dolay: bu
grup lenfomalarda sag kalim kotidir, 5 yillik sagkalim yaklasik %30 olarak
bildirilmektedir.
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2.4.1 NK Hiicreli Neoplaziler

Biiyiik graniillii lenfosit morfolojisi ile karakterize NK ve NK-benzeri
sitotoksik T hiicrelerden koken alan bu lenfoproliferatif hastalik grubu igersinde,
ekstranodal NK/T hiicreli lenfomalar ve agresif NK hiicreli 16semi yer alir. Cok nadir
ve agresif bir lenfoma grubunu olustururlar. Uzak dogu, Meksika ve Giiney Amerika
kokenli 1rkta daha sik goriilmekte olup biiyiik cogunlugunda etiyolojide Epstein-Barr
viriisiiniin rolii oldugu diisiniilmektedir.

Ekstranodal NK/T hiicreli lenfomalar en sik olarak nazal ve paranazal
siniislerde goriildiginden bu grup pratik olarak nazal ve ekstranazal olarak ikiye
ayrilir. Ekstranazal olarak deri, gastrointestinal sistem, testis ve yumusak dokuyu
tutar ve nazal NK/T hiicreli lenfomalara oranla daha agresif seyirlidirler. En agresif
seyirli form ise daha geng bir hasta popiilasyonunu ilgilendiren agresif NK hiicreli
16semidir. Bu grup hasta dissemine hastalik ile bagvurur ve kisa zamanda sistemik
tutulum ve multiorgan yetmezliginden kaybedilir.

Histolojik olarak biiylik ¢cogunlugu hiperkromatik vezikiile niikleuslu veya
blastik gbriinimde biiyiik hiicrelerden olusmakla birlikte morfolojik spektrumu ¢ok
genistir ve kiiciik, orta biiyiikliikte veya biiyiik lenfositlerin ¢esitli kombinasyonlarini
sergileyebilirler. Anjiosentrik bilylime paterni, anjioinvazyon, apoptoz ve zonal
nekroz siktir. Agresif NK hiicreli 16semiler ise kemik iligi ve periferik kanda atipik
biiyiik graniillii lenfositlerle karakterizedir.

Immiinhistokimyasal olarak biiyiik g¢ogunlugu CD2+, vyiizeyel CD3-,
sitoplazmik CD3epsilont ve CD56+’dir. T hiicre gen rearranjmani gdstermezler.
Sitogenetik olarak 6q,11q ve 13q’da kayiplar; 1p, 6p, 11q, 12q, 17q, 19p, 20q ve
Xp’de kazanimlar ve 17p’de rekiiren aberasyonlar gosterilmistir. Prognozu kotii bu
grup lenfomanin tedavisinde giiniimiizde radyoterapi ve multiajan kemoterapi
kullanilmaktadir ancak optimal tedavi modalitelerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar

siirmektedir.
2.4.2 Anaplastik Biiyiik Hiicreli Lenfoma

Anaplastik biiyiik hiicreli lenfomalar (ALCL) CD30 pozitif neoplastik lenfoid

hiicrelerle karakterize histomorfolojik ve sitogenetik olarak heterojen bir grup T
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hiicreli lenfoproliferatif hastalig1 temsil etmektedir. ALCL’ler temelde kiitan6z ve
primer sistemik ALCL olmak {izere ikiye ayrilirlar. Kiitan6z ALCL’ler genelde
eriskin yas grubunun hastalif1 olup sistemik yayilim gostermezler, lokal tedaviye
cevap verirler ve ¢ok iyi prognozla karakterizedirler. Primer sistemik lenfomalar ise
stklikla hem lenf nodu hem de ekstranodal (deri, kemik, yumusak doku, akciger,
karaciger, nadiren de gastrointestinal sistem ve santral sinir sistemi) tutulumla
karakterizedirler. Bu grup ALK ekspresyonuna gére kendi iginde ikiye ayrilir. ALK
pozitif olanlar daha geng yasta goriiliir ve daha iyi prognoza sahiptir. ALK negatif
grupta klinik 6zellikler ve prognoz daha heterojendir, ekstranodal tutulum ise daha az
siktir,

Morfolojik olarak at-nali sekilli niikleuslar, genis sitoplazmali, pleomorfik
biiyiik lenfoid hiicreler ve sinuzoidal biiyiime paterni ile karakterize olmakla birlikte
basta lenfohistiositik ve kiigiik hiicreli varyanti olmak iizere diger T/NK hiicreli
lenfoproliferatif hastaliklarda oldugu gibi ¢ok ¢esitli morfolojik goriiniime sahip
olabilirler.

Immiinhistokimyasal olarak sitoplazmik ve paraniikleer (Golgi zon) CD30 ve
biiylik cogunlugu aynmi paternde EMA pozitifligi gosterir. Vakalarin 2/3’{ T hiicre
fenotipine, %10-20 kadar1 B hiicre fenotipine sahiptir. Bir grup ise ne T, ne de B
hiicre belirleyicileri ile reaksiyon verir ki bu grup “null cell” olarak adlandirilmigtir,
ancak molekiiler ¢aligmalar bu grubun da T hiicre kékenli oldugu yoniindedir.
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GEREC VE YONTEM

3.1 Hasta Popiilasyonu ve Histolojik inceleme

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde 1997-2004 yillar: arasinda
T/NK hiicreli lenfoma tamsi alan 45 hastaya ait 53 doku 6megi incelenmigtir.
%10’luk formalinde fikse edilmis ve parafine gémiilmiis dokulardan elde edilen 3-
4um kalinlikta, hematoksilen-eosin boyali kesitler gézden gegirilmigtir. Timérler
2001 Diinya Saglk Orgiitii simflamasina goére siniflandirilimigtir. Hastalara ait klinik

bilgiler hastalarin dosyalarindan ve hastanemiz intranet servisinden elde edilmistir.

3.2 immiinhistokimyasal inceleme

Immiinhistokimyasal inceleme igin her vakadan temsili bloklar secilmistir ve
Sum kahnlikta kesitler hazirlanmigtir. Avidin-biotin peroksidaz yontemi
kullanilmagtir.

Kesitler etiivde deparafinize edildikten sonra rehidrate edilmis ve endojen
peroksidaz aktivitesini Onlemek i¢in 15 dakika boyunca %0.5°’lik hidrojen
peroksidaz igeren %80’lik metil alkol ile muamele edilmigtir. BCRP boyasi igin
ayrilan kesitler ek olarak 6nceden 1sitilmig 10mmol/L tamponlanmig sitrat (pH 6.0)
icersine sokularak 15 dakika boyunca mikrodalga firinda (700W) isitilmagtir.
Ardindan oda sicakliginda 40 dakika sogutulmaya birakilmigtir. Boyanma 6ncesi tiim
kesitler 5 dk PBS ( phosphate buffer saline) iginde bekletilmistir. Ardindan oda
sicakliginda LRP, MDR-1, MRP-1 ve BCRP’e karg1 monoklonal antikorlarla (Tablo
3.1) 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: tekrar PBS ile yikanip 6nce
biotin bagl ikinci bir antikor ile ardindan tekrar PBS ile yikandiktan sonra
peroksidaz ile eglestirilmis streptavidin ile 10°ar dakika muamele edilmigtir. Substrat
olarak 3,3’ diaminobenzidine ile muameleyi takiben hemotoksilenle zemin boyamas:

yapilmugtir.
3.4 Kantifikasyon

Kesitler 151k mikroskopunda x 400’likk biiyiitmede incelenmigtir. LRP ile
sadece sitoplazmik, P-gp, BCRP ve MRP-1 ile ise hem sitoplazmik hem membranoz
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Tablo 3.1: Immiinhistokimyasal ¢alismada kullamlan antikorlarm ozellikleri.

Primer antikor Klon Diliisyon Firma
LRP LMRS5S 1/40 Chemicon
International
MDR-1 (P-gp) JSB-1 1/60 Chemicon
: International
BCRP BXP-34 1/80 Chemicon
International
MRP-1 MRPm5 1/300 Chemicon
International

boyanma izlenmigtir. P-gp ile vakalarda ancak zayif boyanma saptanmig oldugundan
P-gp ekspresyonu pozitif ve negatif olmak tizere ikiye ayrilarak skorlanmigtir ve
hiicrelerin %50’sinden fazlasinda zayif sitoplazmik ve buna eslik eden fokal
membrandz boyanma pozitif olarak kabul edilmigtir. BCRP ve MRP-1 ile daha
belirgin boyanma elde edildiginden bu iki protein ile reaksiyon 3 grupta
skorlanmagtir:
0 : boyanma yok veya hiicrelerin %50’sinden azinda zayif siddette fokal boyanma
var
1+: hiicrelerin %50’sinden fazlasinda sadece sitoplazmik boyanma var
2+: Sitoplazmik boyanma yanisira fokal (<%50) membrandz boyanma
3+: Sitoplazmik boyanma yanisira hiicrelerin %50’sinden fazlasinda belirgin
membranéz boyanma.
Istatiksel analiz igin O ve 1+ skorlanan vakalar negatif (CID proteinini eksprese
etmiyor), 2+ ve 3+ skorlanan vakalar pozitif (CID proteinini ekspere ediyor) olaral
kabul edilmistir. LRP ile, beklenildigi iizere, sadece sitoplazmik reaksiyon
izlenmistir ve hiicrelerin %30’undan fazlasinda boyanma pozitif kabul edilmistir.
T/NK hiicreli lenfomalar morfolojik olarak genellikle kiigiik ve biiyiik hiicreli
lenfoid hiicrelerin ve neoplastik ve nonneoplastik lenfoid hiicrelerin birarada
bulundugu heterojen bir grubu olusturdugundan immiinhistokimyasal degerlendirme
timor icersinde neoplastik olduguna giiphe birakmayan hiicreler 6n plana alinarak
yapilmugtir. Bu durum ALCL’larda problem yaratmamgtir.
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3.5 Istatiksel Analiz

Istatiksel analiz Windows igin gelistirilmis “Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 11.5” paket programi kullamilarak yapilmgtir. Sagkalim analizi igin
“Kaplan-Meier metod”u ve “Log-rank™ testi, Anaplastik biiyiik hiicreli lenfomalar ile
diger T/NK hiicreli lenfomalarin arasinda CID proteinleri ekspresyonu agisindan fark
olup olmadiginin saptanabilmesi i¢in ise “Ki-kare” kullanilmustir. 0.05’in altindaki
“p” degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1 Hastalarin Ozellikleri

Incelenen 45 hastanin 27°si erkek (%60), 18’1 (%40) kadindi. Hastalarin
yaglan1 7 ile 81 arasinda deSigmekteydi ve yag ortalamasi 44’idi. Ikisi primer
kiitan6z olmak tizere (C-ALCL) vakalarin toplam 21 tanesi ALCL’idi, bunlardan 7
tanesi ALK pozitif gruptaydi. Nazal tip ekstranodal NK/T hiicreli lenfomali 2,
angioimmunoblastik T hiicreli lenfomali 1 ve agresif NK/T hiicreli lenfoma/lésemili
1 hasta vardi Hastalarin geri kalan 20°si Periferik T hiicreli lenfoma, nos
grubundaydi. Vakalarin 28 tanesinde nodal, 11 tanesinde ekstranodal tutulum, 6
tanesinde ise hem nodal, hem de ekstranodal tutulum mevcuttu. Hasta
popilasyonunun demografik o6zellikleri ve patolojik siniflamasi Tablo 4.1°de

Ozetlenmigtir.

4.2 Genel Bakas

Genel olarak her dort proteinin de incelenebildigi 40 vaka iizerinden
degerlendirildiginde vakalarn %87,5’inin (35 vaka) CiD’den sorumlu dort
proteinden en az birini eksprese ettigi, buna karsilik vakalarin ancak %12,5’isinin (5
vaka) incelenen dort proteinden higbirini eksprese etmedigi goriilmisgtiir. Eksprese

edilen ¢oklu ilag direnci sayisina gore vakalarin dagilimi Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: Eksprese edilen ¢oklu ilag direnci proteini sayisi.

Vaka Yiizde Kimiilatif

Sayisi yiizde

Ekspreie 0 5 12,5 12,5
edilen CID

_p 1 8 20,0 32,5

proteini sayis: 2 11 275 60.0

3 1 275 87,5

4 5 12,5 100,0

Total 40 100,0 100,0

CID proteinlerinin ekspresyonu neoplastik lenfoid hiicreler diginda yaygin
olarak plazma hucrelerinde , histiositlerde , stromal hiicrelerde , endotelde ve yiizey
epitelde ( deri, ¢ok kath yass: epitel, respiratuar mukoza, safra epiteli ) degisken
siddetlerde gorilmiigtiir (Resim 4.13-20).
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Tablo 4.1: Hasta popiilasyonun demografik ézellikleri ve patolojik alt tipi.

Hasta no | Patolojik tip Yag/cinsiyet Lokalizasyon

1 NK/T, nazal tip 44 [ erkek Testis

2 ALCL, T, ALK+ 7 / erkek Gogis

3 PTCL, nos 11 / kadin Lenf nodu

4 PTCL, nos 74 ] erkek Lenf nodu

5 PTCL, nos 21 / kadin Lenf nodu + karaciger + dalak
6 PTCL, nos 51/ erkek Lenf nodu

7 ALCL, T, ALK- 63/ erkek Lenf nodu

8 PTCL, nos 46 [ erkek Lenf nodu + tonsil
9 ALCL, T, ALK- 35/ erkek Lenf nodu

10 PTCL, nos 40 / kadin larinks

1" ALCL, null, ALK- 26 / kadin Lenf nodu

12 PTCL, nos 43 | erkek Lenf nodu

13 ALCL, null, ALK- 35/ erkek Lenf nodu

14 ALCL, T, ALK- 54/ erkek Lenf nodu

15 PTCL, nos 66 / kadin Dil

16 ALCL, T, ALK~ 21/ erkek Lenf nodu + karacifer + deri
17 ALCL, T, ALK- 51/ kadin Lenf nodu

18 PTCL, nos 60 / kadin Dil

19 NK/T, nazal tip 36 / kadin Nazofarinks

20 ALCL, T, ALK+ 19/ erkek Lenf nodu + karaciger + dalak
21 Anjioimmunoblastik lenfoma 53/ erkek Lenf nodu + deri
22 PTCL, nos 70/ erkek Lenf nodu

23 ALCL, T, ALK+ 20 / kadin Lenf nodu

24 PTCL, nos 63 / kadin Lenf nodu

25 ALCL, T, ALK+ 68 / erkek Lenf nodu

26 PTCL, nos 55 / erkek Lenf nodu

27 ALCL, T, ALK+ 22 | erkek Lenf nodu

28 PTCL, nos 64 / erkek Lenf nodu

29 ALCL, T, ALK- 45 | erkek Lenf nodu

30 PTCL, nos 48 | erkek Lenf nodu

31 ALCL, null, ALK- 38 [ erkek Lenf nodu

32 ALCL, null, ALK- 29 / kadin Lenf nodu + plevra
33 ALCL, T, ALK+ 40 / kadin Lenf nodu

34 Agresif NK/T lenfoma/lésemi 51/ erkek Lenf nodu

35 PTCL, nos 81/ kadin Lenf nodu

36 PTCL, nos 42 |/ kadin Nazofarinks

37 PTCL, nos 35/ kadin Lenf nodu

38 ALCL, T, ALK- 48 [/ erkek Lenf nodu

39 PTCL, nos 53 / erkek Maksiller siniis

40 ALCL, T, ALK- 8/ erkek Lenf nodu

41 ALCL, T, ALK+ 23 / erkek Akciger

42 PTCL, nos 74 / kadin Lenf nodu

43 C-ALCL 71 / erkek Deri

44 C-ALCL 19/ kadin Deri

45 PTCL, nos 57 / kadin Lenf nodu
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4.3 P-gp Ekspresyon Durumu
P-gp ekspresyonu vakalarin 42’sinde incelenebilmigtir. Bunlarin ancak

12’sinde (%28,6) P-gp ekspresyonu saptanmistir, vakalarn 30’unun (%71,4) P-gp’yi
eksprese etmedigi goriilmiistiir (Resim 4.1 ve 4.2). P-gp ekspresyonu lenfoma alt
tiplerine gore incelendiginde ALCL’larda P-gp ekspresyonunun %40 (20 hastanin
12’s1), diger T/NK hiicreli lenfomalarda ise %18,2 (22 hastamin 4’{i) oldugu
goriilmiistir. ALCL’larda P-gp ekspresyonu daha yiiksek goriinmekle beraber
aradaki fark istatiksel olarak anlamli gikmamugtir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: ALCL ve diger T/NK hiicreli lenfomalarda MDR-1 proteini ekspresyonu.

4.4 BCRP Ekspresyon Durumu
BCRP ekspresyonu vakalarin 41°inde incelenebilmistir. Vakalarda dért gruba

aynlarak incelenen BCRP ekspresyon seviyesi Tablo 4.3°de verilmisgtir.
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Tablo 4.3 : BCRP ekspresyonun dagilimi.

Vaka Sayis1  Yiizde

BCRP 0 7 17,1
1+ 11 26,8

2+ 11 26,8

3+ 12 293

Toplam 41 100,0

Bu proteinin fonksiyon gordiigii kompartman hiicre membran: oldugundan
sitoplazmik pozitiviteyi temsil eden 1+ boyanma da negatif kabul edildiginde
vakalarin %43,9’unun ( 41 vakanin 18’i) BCRP eksprese etmedigi, buna karsilik
yarisindan fazlasimin (%56,1, 41 vakanin 23°)) BCRP ile belirgin membrandz
pozitivite gosterdigi saptanmistir (Resim 4.5-8). Yine bu sekilde incelendiginde
ALCL ile diger T/NK hiicreli lenfomalar karsilastirildifinda BCRP ekspresyon
oranlarinin benzer oldugu goriilmiistiir: ALCL’larda %52,6 (19 vakanin 10°u), diger
T/NK hiicreli lenfomalarda %59,1 (22 vakanin 13’).

4.5 MRP-1 Ekspresyon Durumu
MRP-1 ekspresyonu vakalarin 42°sinde incelenebilmistir. Vakalarda dort

gruba ayrilarak incelenen MRP-1 ekspresyon seviyesi Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4 : MRP-1 ekspresyonun dagilimi.

Vaka Sayisi Yiizde

MRP-1 0 5 11,9
1+ 6 14,3

2+ 18 42,9

3+ 13 31,0

Toplam 42 100,0

Bu proteinin de fonksiyon gordiigii kompartman hiicre membrant oldugundan
BCRP’ye benzer gekilde sitoplazmik pozitiviteyi temsil eden 1+ boyanma negatif
kabul edildiginde vakalarin % 73,8’inin (42 vakanin 31°i) MRP-1 ekspresyonu
gosterdigi izlenmigtir (Resim 4.9-12). MRP-1 ekspresyonu lenfoma alt tiplerine gére
incelendiginde ALCL’lerde MRP-1 ekspresyon oranmimin P-gp’ye benzer sekilde
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X

diger T/NK hiicreli lenfomalara oranla daha yiikksek oldugu go6rillmiistiir.
ALCL’lerde MRP-1 ekspresyon orami %80 (20 vakanin 16’sinda), diger T/NK
hiicreli lenfomalarda ise %68,2 (22 vakanin 15°i) olarak saptanmustir. Aradaki fark
istatiksel olarak anlamlilik sinirina yakin bulunmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: ALCL ve diger T/NK hiicreli lenfomalarda MRP-1 proteini ekspresyonu.

4.6 LRP Ekspresyon Durumu

LRP ekspresyonu vakalarin 44’tinde incelenebilmigstir. Bu proteinin diger
CID proteinlerinden farkli olarak sitoplazma ve niikleer membranda gorev aldipn
diistiniildiiginden (Chugani 1993, Kedersha 1990) sitoplazmik boyanma pozitif
olarak kabul edilmistir, buna gére vakalarin 23’iiniin (%52,3) LRP ekspresyonu
gosterdigi saptanmistir (Resim 4.3 ve 4.4). Pozitif reaksiyon veren 7 vakada niikleer
membran ¢evresi daha kuvvetli halkasal bir boyanma varlifi dikkati ¢ekmistir
Lenfoma alt tiplerine gore degerlendirildifinde ALCL ve diger T/NK hiicreli

lenfomalarda LRP ekspresyon oraninin benzer oldugu ve Tablo 4.5’de gosterildigi
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diger T/NK hiicreli lenfomalara oranla daha yiiksek oldugu goriilmiigtiir.
ALCL’lerde MRP-1 ekspresyon oramt %80 (20 vakanin 16’sinda), diger T/NK
hiicreli lenfomalarda ise %68,2 (22 vakanin 15°1) olarak saptanmistir. Aradaki fark
istatiksel olarak anlamlilik sinirina yakin bulunmustur (p=0,13) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: ALCL ve diger T/NK hiicreli lenfomalarda MRP-1 proteini ekspresyonu.

4.6 LRP Ekspresyon Durumu

LRP ekspresyonu vakalarin 44’{inde incelenebilmistir. Bu proteinin diger
CID proteinlerinden farkli olarak sitoplazma ve niikleer membranda gérev aldig
diistiniildiigtinden (Chugani 1993, Kedersha 1990) sitoplazmik boyanma pozitif
olarak kabul edilmistir, buna gore vakalarin 23’iiniin (%52,3) LRP ekspresyonu
gosterdigi saptanmigtir (Resim 4.3 ve 4.4). Pozitif reaksiyon veren 7 vakada niikleer
membran ¢evresi daha kuvvetli halkasal bir boyanma varhigi dikkati gekmistir.
Lenfoma alt tiplerine gére degerlendirildiinde ALCL ve diger T/NK hiicreli
lenfomalarda LRP ekspresyon oramimin benzer oldugu ve Tablo 4.5°de gosterildigi
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gibi her iki grupta da vakalarin yaklagik %50 oranda LRP ekspresyonu gosterdigi

goriilmistr.

Tablo 4.5; Lenfoma alt tiplerine gore LRP ekspresyonu durumu.

LRP Toplam
negatif pozitif
TIT Sayi Yiiza Sayi Yiizd Sayi Yizde
ALCL 11 %52, 10 %476 21 %100,
T/NK (i diger)L 10 %43,5 13 %56,5 23 %100
Toplaj[ 21 %47,7! 23 %52,3] 44 %100,0

4.7 Sagkalm Analizi

Hastalarin 37 tanesinin takip bilgisi mevcuttu. Caligmanin sonlandifi anda
bunlardan 16 tanesi (%43,2) &lmis, 21’1 (%56,8) halen yasiyordu. Yasayan
hastalarda takip stiresi 4 ay ile 168 ay arasinda degismektedir , ortalama takip siiresi

46,7 ay (ortanca 40 ay)’dur.

Beklenildigi tizere sagkalim evre ile korele ¢ikmugtir, evre artikga sagkalimin
istatiksel olarak anlamli bir gekilde diigtiigii saptanmigtir (p<0,001) (Tablo 4.6 ve

Sekil 4.3).

Tablo 4.6: Evrenin sagkalim ile iligkisi.

I-ylhk
3-yllik
Medyan Sagkalm

Sagkahm (Standart Hata)

Evre 172 Evre 3 Evre 4
84,6 (10,0) 72,7 (13,4) 40,0 (17,3)
84,6 (10,0) 41,6 (15,6) 13,3 (12,3)

63 ay + 24 ay 10 ay
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Sekil 4.3: Evre ile sagkalim iliskisi.

ALCL’lar ile T/NK hiicreli lenfomalar sagkalim agisindan karsilastirildiginda
ise istatiksel olarak anlamli olmamakla beraber (p=0,25) ALCL’larda sagkalimin
(ortanca 53 ay) diger T/NK hiicreli lenfomalara (ortanca 24 ay) oranla daha iyi

oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.7 ve Sekil 4.4).

Tablo 4.7: ALCL ve diger T/NK hiicreli lenfomali hastalarin sagkalimlari.

Sagkalim (Standart Hata)
ALCL T/NK diger
I-yillik 72,8 (10,5) 70,6 (11,1)
3-yillik 59,5 (12,1) 48,9 (13,1)
Medyan Sagkalim S53ay + 24 ay

Benzer gekilde sagkalimin istatiksel olarak anlamli olmamakla birlikte yas ile
de (vakalar 35 yas alt1 ve 35 yas {stii olarak iki gruba ayrilarak incelendiginde) ters

orantil1 bir iligki gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.4: ALCL ve diger T/NK hiicreli lenfomalarda sagkalim.

Incelenen CID proteinlerinden P-gp, MRP-1 ve LRP’de bu proteinlerin
ekspresyonlan ile sagkalim arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. Ancak bu
proteinleri eksprese eden ve etmeyen gruplarda yas ve evre dengeli dagilmadigindan,
bu faktdrlerden kaynaklanan farkhiliklarinin protein ekspresyonu ve sagkalima etkisi
lizerinde kangtinicr etkisi bulunmasi miimkiindiir. Yas ve evrenin pozitif ve negatif
gruplar arasinda dengeli bir dagilim gosterdigi BCRP proteinin de ise protein
ekspresyonu ile sagkalim arasinda istatiksel olarak anlamli seviyeye ulagmamis
olmakla beraber (p=0,32) negatif bir iligki oldugu izlenmistir (Sekil 4.5 ve Tablo
4.8).
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Sekil 4.5: BCRP ekspresyonuna gore sagkalim.

Tablo4.8: BCRP ekspresyonuna gore sagkalim.

Sagkahm (Standart Hata)
BCRP negatif BCRP pozitif
I-yllik 73,7 (11,3) 66,2 (11,3)
3-yulik 67,0 (12,1) 53,0(12,3)
Medyan Sagkalhim 53 ay+ 24 ay
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Resim 4.1: P-gp ekspresyonu Resim 4.2: P-gp ile negatif bir PTCL, nos
gaosteren bir PTCL, nos vakast (8 vakast (10 numaralt vaka).
numarali vaka).

Resim 4.3 : LRP ile kuvvetli Resim 4.4: LRP ile negatif reaksiyon veren

reaksiyon veren bir ALCL vakast (32 bir PTCL, nos vakast (18 numarali vaka).
numarali vaka).
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Resim 4.5: BCRP ile reaksiyon Resim 4.6: BCRP ile 1+ reaksiyon veren
vermeyen PTCL, nos lenfomali bir ALCL’li bir vaka (40 numaral: vaka).
vaka (24 numaral vaka).

R S
e ! o ‘v
Resim 4.7: BCRP ile 2+ reaksiyon Resim 4.8: BCRP ile 3+ reaksiyon veren
veren ALCL’l1 bir vaka (32 numarali ALCL’li bir vaka (31 numaral: vaka).
vaka).
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Resim 4.9 : MRP-1 ile reaksiyon Resim 4.10 : MRP-1 ile 1+ veren PTCL,
vermeyen PTCL, nos lenfomalr bir nos lenfomali bir vaka (18 numaral vaka).
vaka (39 numarali vaka).

Resim 4.11: MRP-1 ile 2+ reaksiyon Resim 4.12 : MRP-1 ile 3+ reaksiyon
veren PTCL, nos lenfomali bir vaka veren PTCL, nos lenfomali bir vaka (26
(10 numarali vaka). numarali vaka).
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Resim 4.13 : Laringeal mukozada P- Resim 4.14: Endotelde BCRP ekspresyonu.
gp ekspresyonu (10 numarali vaka).

Resim 4.15: Stromal hiicrelerde

BCRP ve endotelde ekspresyonu. Resim 4.16: Dilde yiizey epitelde LRP
ekspresyonu (18 numarali vaka.)
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Resim 4.17 : Laringeal mukozada Resim 4.18: Deride MRP-1 ekspresyonu
MRP-1 ekspresyonu (10 numarali vaka). (43 numarali vaka).

Resim 4.19: Stromal hiicreler ve Resim 4.20: Safra kesesi epitelinde MRP-1
endotelde MRP-1 ekspresyonu. ekspresyonu (16 numarali vaka).
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TARTISMA

Coklu Ilag Direnci timér hiicrelerinde genis bir kemoterapdtik ajan
spektrumuna diren¢ olarak tanimlanmaktadir ve giliniimiizde birgok tiimorde
kemoterapinin etkisini sinirlayan 6nemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenledir ki son yillarda tiimor hiicrelerinde ilaca dirence neden olan mekanizmalar
tizerinde yogun caligmalar baglamistir ve bu mekanizmalar hizla aydinlatilmaya
baslanmstir. CID mekanizmalarinin aydinlatiimasi ile CID’ini modiile eden ajanlarin
gelistirilmesi de baglamistir. Bu alandaki ¢alismalarin hizh bir gekilde ilerledigi ve
klinik denemelerin bugiin dahi giindemde oldugu gozoniine alindifinda bu gibi
ilaglann/ajanlarin  yakin gelecekte rutin/standart kemoterapi protokollerinin bir
pargasi olacai beklenmektedir. Bu nedenle degisik kanserlerde CiD’den sorumlu
mekanizmalarin belirlenmesi ve siniflandirilmasi 6nem tagimaktadir ve giiniimiizde
Onemli bir arastirma alanini olusturmaktadir.

Hematolojik malignitelerin 6nemli bir kismi basta kemoterapiye duyarli
olmakla beraber, hemen hemen tiimiinde relapsla birlikte ilag direnci ortaya cikar.
Relaps sirasindaki bu ilag direncinin hastalik baglangicinda intrensik olarak ilaca
direngli olan bir hiicre popiilasyonun g¢ogalmasi veya tedavi sirasinda olusan
mutasyonlar sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Goldie, 1983).

Bugiin l6semilerde (5zellikle AML) CiD’inde rol alan birgok proteinle gok
sayida ¢aligma yapilmig, nihai veriler ortaya ¢ikmaya baglamis ve bunlardan yola
¢ikarak yeni tedavi yontemleriyle klinik denemeler giindeme gelmistir. AML, ilag
direnci mekanizmalarinin ve bunlarin hasta prognozu ve tedaviye yamita etkilerinin
en kapsamli olarak calisildifn hematolojik malignensi grubunu olusturmaktadir
(Willman, 1997; Motoloji, 2000; Sonneveld, 2000; Chauncey, 2001). P-gp ve MRP-
I’in AML hastalaninda tedaviye yanitta belirleyici oldugu goriilmiistir (Willman,
1997; van der Kolk, 2000). Daha da énemlisi bu hastalarda CID’ni modiile eden
ajanlarla klinik calismalar baslamis olup bunlarin sonuglart umut vericidir (Covelli,
1999; Sonneveld, 2000; Tan, 2000; Marie, 2001).

Bu calismadaki amag¢ hematopoetik ve lenfoid neoplazilerin en agresif

davranislisi olan ve siklikla tedaviye direngli olan T/NK hiicreli lenfomalarda bugiine
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kadar tammlanmis mekanizmalardan P-gp, MRP-1, BCRP ve LRP’nin ekspresyonun
olup olmadiginin belirlenmesidir.

Fizyolojik olarak CID aktivitesi gésteren hiicreler listesinde lenfositler de yer
almaktadir. Coon ve arkadaglari (1991) PCR amplifikasyonuyla normal insan
lenfositlerinde P-gp varligmni ve lenfositlerde CD8, CD4 ve CD20 pozitif hiicrelerde
sirastyla giderek azalan bir CID aktivitesi oldugunu gostermistir. Ayrica P-gp'nin NK
hiicrelerinde lizozom pH'sinin regiilasyonunda ve NK hiicre aracili sitotoksitede rol
oynayabilecegi de bilinmektedir (Takahashi, 1999; Luciani, 2002). Dolayisiyla bu
hiicrelerden gelisen lenfomalarda da gesitli ilag direnci proteinlerinin ekspresyonu
beklenmedik bir durum degildir.

Ancak AML’lerin aksine lenfomalarda CID iizerine yapilan galigma sayisi
simirhdir ve bunlarin ¢ogu P-gp {izerine yogunlagmistir. Giiniimiizde lenfomalarda
CID'inin rolii, tedaviye cevapta etkisi olup olmadig1 ve prognozla iliskisi heniiz
belirsizdir. Lenfomalarda yapilan ¢alismalarn ¢ogu genellikle klinigi ve tedavi
protokolleri degiskenlik gdsteren yiiksek ve diislik dereceli NHL hatta Hodgkin
lenfomalar1 da igine alan heterojen bir vaka grubunu icermektedir (Yuen, 1994). Bu
durum sonuglarin kargilagtirilmasim ve genellemelerin yapilmasim zorlagtirmaktadar.
Sonuglarin kargilagtirilmas1 ve genellemelerin yapilmasin1 zorlagtiran bir diger
durum ise CID proteinlerini belirlemede kullamlan y&ntemlerdeki farklihiklardan
kaynaklanmaktadir. Ozellikle immiinhistokimyasal sonuglarin yorumlanmasinda sirf
lenfomalar degil diger solid tiimorlerde de kriterler cok degiskenlik gostermektedir.
Tiim bu nedenlerden dolay:1 lenfoproliferatif hastaliklar grubu s6z konusu oldugunda
CID hakkinda net ¢ikarimlarin yapilmasi heniiz miimkiin degildir.

Bu ¢alismada immiinhistokimyasal degerlendirme, sitoplazmik ve niikleer
membranda gorev alan LRP disinda, fonksiyonunu hiicre membraninda
gerceklestirdigi bilinen diger 3 CID proteini icin (P-gp, MRP-1 ve BCRP)
membrandz boyanma esas almarak yaptlmugtir. Istatiksel olarak anlamli olmamakla
beraber sagkalim ile iligkisi oldugu gosterilen BCRP’de sadece sitoplazmik boyanma
pozitif kabul edildiginde aym iligkinin saptanamamis olmasi da bu se¢imi
desteklemektedir. Immiinhistokimyasal ekspresyonun  fonksiyonel statiiyii
gostermedigi bilinmektedir ve bu nedenle proteinlerin en azindan fonksiyon
gordikleri hiicresel kompertmanda bulunmalarinin 6nemli oldugu diisiintilmiigtiir.
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Aslinda en azindan tizerinde en gok ¢aligmanin yapildifi P-gp igin P-gp statiisiiniin
belirlenmesinde esas analiz edilmesi gerekenin P-gp fonksiyonu oldugu
belirtilmektedir (Marie, 2001). Ciinkii protein seviyesini belirlemede daha hassas
olan molekiiler yontemlerin de neoplastik hiicreleri komsu non-neoplastik
hiicrelerden ayiramama gibi o6nemli sakincalan vardir. Bu T/NK hiicreli
lenfomalarda biiyiik bir problem yaratmaktadir ¢iinkii bu tip lenfomalarda genellikle
neoplastik ve nonneoplastik lenfoid hiicreler i¢ ice bulunmaktadir. Ayrica diger
¢aligmalarda belirtildigi ve bu ¢aligmada da goriildiigii tizere yiizey epiteli, plazma
hiicreleri, histiosit/makrofajlar, endotelyal hiicreler ve stromal hiicrelerde de CID
proteinlerinin ekspresyonu mevcuttur ki molekiiler ¢aligmalarda bu hiicreleri hesaba
katmamak miimkiin olamamaktadir. Immiinhistokimya bu agidan avantajli olup
komsu non-neoplastik hiicrelerin ayirnmina olanak vermektedir.

Lenfomalar s6z konusu oldugunda tiizerinde en ¢ok yogunlasilan P-gp
proteininde immiinhistokimyasal yontemlerle ekspresyon oraninin %2 ile %30
arasinda degistigi goriilmektedir (Schlaifer, 1990; Miller, 1991; Pileri, 1991; Poje,
1991, Niehans, 1992; Gascoyne, 1993; Cheng, 1993). RNA bazli molekiiler analiz
metodlar1 kullamldiginda ise bu oramin %22 ile %50 arasinda degistigi goriilmektedir
(Goldstein, 1989; Moscow, 1989; Nichans, 1992; Rodriguez, 1993). Bu
degiskenlikler degerlendirme yOntemleri, kullanilan antikor klonlar1 ile
degisebilecegi gibi bu galigmalarm hep degisik heterojen lenfoma popiilasyonlarim
barmdiran gruplar lizerinde oldugu g6z oOniine alindifinda, degiskenliklerin bu
heterojeniteden de kaynaklaniyor olabilecegi akilda tutulmalidir.

Genel olarak lenfomalarda P-gp lizerine yapilan ¢aligmalarda, P-gp
ekspresyon oram ne olursa olsun, egilim tedavi almamig hastalarda P-gp seviyesinin
tedavi almig olanlara oranla daha diigiik oldugu ve P-gp eksprese eden hastalarin
daha kotii bir prognoza sahip oldugu yoniindedir (Goldstein, 1989; Dan, 1991;
Miller, 1991; Pileri, 1991; Cheng, 1993; Rodriguez, 1993; Gascoyne,1993; Kang,
1995). Bu da P-gp’nin lenfomalarda klinik 6nemi olabilecegini diigiindiirmektedir.
Cheng ve arkadaglar1 (1993) ve Pileri ve arkadaglar1 (1991) P-gp negatif vakalarda
pozitif olanlara gbre tedaviye cevapta istatiksel olarak anlamli bir fark oldugunu
bildirmigtir. Benzer sekilde Rodriguez ve arkadaslari (1993) ve Dan ve arkadaglar
(1991) P-gp negatif vakalarda tedaviye daha yliksek oranda cevap oldugunu
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gozlemlediklerini bildirmis ancak vaka sayilar: istatiksel analiz i¢in yetersiz
kalmigtir. Bunlarin aksine Niehans ve arkadaglari (1992) diffiiz biiylik hiicreli ve
yiiksek dereceli lenfomalardan olugan nispeten homojen bir vaka grubunda yaptiklari
¢alismada benzer sonuglar elde edememiglerdir. Gascoyne ve arkadaglari (1993) da
orta ve yliksek dereceli ileri evre B hiicreli lenfomalardan olugan yine nispeten
homojen bir grup vakayla yaptiklari ¢aligmada P-gp statiisii ile yagam siiresi arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki oldugunu bildirmistir.

Diger lenfomalara benzer sekilde sadece T/NK hiicreli lenfomalar: ele alarak
yapilan az sayidaki CID ¢aligmalar1 da hemen hemen tlimiiyle P-gp ekspresyonunun
incelenmesi tizerinedir. Dréneu ve arkadaglar1 (1997), gen ve protein ekspresyonu
seviyesine gore ve akim sitometri ile thodamine diga atimina dayanan fonksiyonel
seviyede inceledikleri 3 adet CD3-, CD56+ NHL vakasinda P-gp ekspresyonu ile
agresif klinik ve kemoterapiye direng arasinda iligki oldugunu gézlemislerdir. Jillella
ve arkadaglari (2000) inceledikleri ileri evre kiitanéz T hiicreli lenfomali (CTCL) 25
vakada immiinhistokimyasal olarak P-gp ekspresyonunun sik oldugunu (25 vakanin
18’1, %72) g6stermislerdir. Ancak gerek P-gp pozitif grubun gerekse negatif grubun
tedaviye yamitinin kotii olmasi iizerine CTCL’larda P-gp ekspresyonun sik olmakla
birlikte ilaca direnglilikte major bir belirleyici olmadig1 sonucuna varmislardir. Yine
Jung ve ark. (2001) Korean T ve NK hiicreli lenfomalarda, 35 hastalik serilerinde
yaptiklarnn immiinhistokimyasal c¢aliymada, %57,1 oraninda P-gp ekspresyonu
oldugunu ve P-gp ckspresyonu ile tedavi basarisizlify arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki oldugunu, Yamaguchi ve ark. (1995) ise 10 vakadan olugan nazal T
hiicreli lenfoma serilerinde hem immiinhistokimyasal, hem de RNA seviyesinde
yaptiklar1 caligmada prognozunun kétii seyretmesinin P-gp ekspresyonu ile
agiklanabilecegini belirtmektedirler.

Bu caligmada nispeten homojen bir grup olan T/NK hiicreli lenfomalarda,
benzer vaka grubu ile g¢aligan Jung ve arkadaglarmn (2001) aksine, P-gp
ekspresyonunun %28,6 ve zayif siddette oldugu gériilmiigtiir. P-gp oranmnin daha
diigiik olmasimin bir nedeni bu caligmada pozitivite kriteri olarak membranéz
boyanmanin gsart kosulmus olmasi olabilir ki Jung ve arkadaglanmin (2001)
caligmasinda bu konuda bilgi bulunamamistir. Bu ¢aligmadaki hasta grubunda tiim
diger proteinlerin ekspresyonu P-gp’den daha kuvvetli olarak saptanmigtir. T/NK
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hiicreli lenfomalar kendi iglerinde ALCL’lar ve digerleri diye incelendiginde P-gp
ekspresyon oraninin ALCL’larda (%40) digerlerine (%18,2) oranla istatiksel olarak
anlamli olmamakla beraber daha yiiksek oldugu gériilmiigtiir.

T/NK hiicreli lenfomalarda diger CID proteinlerini de kapsayan ender
caligmalar arasinda ise basta van Haselen ve arkadaglarinin (1999) primer kiitandz
lenfomalarda yaptiklar1 ¢aligma ile Ohno ve arkadaglarmin (2001a ve 2001b)
iclerinde lenfamat6z prezentasyonun da bulundugu 48 eriskin T hiicreli 16semili
(adult T cell leukemia- ATL) hastalardan olusan serileri ile yaptiklar: ¢aligmalar yer
almaktadir. van Haselen ve ark. (1999) 24’ti T/NK hiicreli lenfomadan olugan
serilerinde immiinhistokimyasal olarak P-gp yanisira LRP ve MRP-1 ekspresyonunu
da incelemis ve MF ve CD30 negatif kiitan5z biiyiik T hiicreli lenfomalarda MRP-1
ekspresyonunun yiiksek oldugunu ve ozellikle MF hastalarinda tedavi ile bu
proteinin ekspresyonun artifini; P-gp ekspresyonun ise daha diistik oldufunu ve
tedavi ile degismedigini gozlemlemislerdir. Ohno ve arkadaglari ise protein
ekspresyonu seviyesinde inceledikleri MRP-1 ekspresyonunun akut ve lenfomatdz
tip ATL’lerde sagkalimda kisalma ile korele oldugunu, yine bu grupta LRP
ekspresyonunun kot prognozla iligkili oldugunu ve niikleositoplazmik transportta
gorev aldigim gostermiglerdir. Bu grup P-gp ile sagkalim arasinda iliski
gosteremediklerini belirtmislerdir. Benzer sekilde Ikeda ve arkadaglar (1999) da 28
vakalik ATL serilerinde RT-PCR yontemi ile MDR-1 mRNA ekspresyonu
saptayamamugtir. Bu ¢aligmalarin aksine 20 ATL’1l1 hastasindan olusan bir bagka seri
ile yapilan ¢aligmada hastalarin 8’inde bagvuru aninda, relaps sirasinda ise relaps
olan tiim vakalarda P-gp seviyesinde artiy saptanmigtir (Kuwazuru, 1990). Yakin
gecmiste yapilan bir baska ¢alisma ise T lenfomalarda CID mekanizmalarma 1g1k
tutmaktadir. HTLV-1 pozitif hastalardan elde edilen hiicre kiiltiirlerinde yapilan bu
¢alismada MDR-1 ekspresyonunun CD3+ T hiicreleri ile simirli oldugunu ve HTLV-
1’in MDR-1 gen promotdriinii aktive ederek CID’ne yol agan mekanizmalar arasinda
yer alabilecegi gosterilmistir (Lau, 1998).

Bu ¢alismada 45 vakalik T/NK hiicreli lenfomaladan olusan seride CID’den
sorumlu olarak en ¢ok iizerinde durulan ve ii¢ii daha 6nceki ¢aligmalarda da yer alan
P-gp, MRP-1, LRP ve BCRP proteinlerinin ekspresyonu incelenmistir. Bu ¢alisma,

ucuz ve rutin kullanima olanak saglama gibi avantajlar1 olan immiinhistokimyasal
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yontemi kullanarak gerceklestirilmistir. Ttim vakalarda bagvuru anindaki biyopsi
orneklerinin degerlendirilmesi miimkiin oldu. Sonug olarak bu grup lenfomada P-gp
ile %28.6, MRP-1 ile %73.8 , LRP ile %52.3 ve BCRP ile %56.1 oraninda pozitivite
saptandt. T/NK hiicreli lenfomalarin %87.5 oraninda biiyiik bir kisminin bagvuru
aninda CID’den sorumlu bu dért proteinden en az birini, %12,5%ini ise dort proteinin
dordiinii de eksprese ettigi goriildi ki, bu da bu grupta CID ekspresyonun bu grup
lenfomanin igsel bir 6zelligi olabilecegi ve Lau ve arkadaglar1 (1998) tarafindan
HTLV-1 infekte hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda da 6ne siiriildiigi
gibi CID’inin bu lenfomalarda patogenez sirasinda ortaya cikmis olabilecei
olasiligini desteklemektedir.

ALCL’larda diger T/NK hiicreli lenfomalara oranla P-gp ve MRP-1
ekspresyonu daha yiliksek olarak izlendi ve MRP-1 proteininde aradaki farkin
istatiksel anlamlilik simirina yakin oldugu saptandi. ALCL vakalarmizin bir
kisminda beklenenin aksine klinik olarak tedaviye direng izlenmis oldugu gtz dniine
alinirsa bu beklenen bir gézlem olarak yorumlanabilir.

LRP ile 7 vakada niikleer membran etrafinda yogunlagan daha koyu boyanma
izlendi. Bu gozlemin Ohno ve arkadaglar1 tarafindan LRP igin g0sterilen
niikleositoplazmik transport gorevi agisindan anlamli olabilecegi diisiiniilmiistiir,
ancak immiinhistokimya yontemi bSyle bir ¢ikarimin kesin olarak desteklenmesine
olanak vermemektedir.

Izlenen yiiksek CID protein ekspresyonu oranlarina ragmen P-gp, MRP-1 ve
LRP ile protein ekspresyonu ve sagkalim arasinda bir iligki saptanamamigtir. Daha
6nceden bu grup vakada bilindigi kadariyla hi¢ ¢alisiilmamig olan BCRP proteini ile
ise sagkalim arasinda, istatiksel olarak anlamli diizeye ulagmamakla birlikte, ters
iligki oldugu, protein ekspresyonu ile sagkalimin diisme egilimi gosterdigi
gorlilmistiir. Bu gozlemin, BCRP pozitif ve negatif vakalarm sagkalimda Gnemli
rolii olan evre ve yag fakttrleri agisindan dengeli dagilimi nedeniyle ortaya ¢ikmig
olmasi miimkiindiir. Yine bu nedenle diger proteinlerle sagkalim arasinda iliski
saptanmamig olmasi, bunlarda yas ve evre gibi faktérler esit dagilmamasina bagh
olabilir ve bu fakttrlerin karigtiric: faktér rolii oynuyor olabilecegi diigtintilmiistiir.

Vakalarin bagvuru biyopsilerinin degerlendirildigi ve ¢ok biiyiik bir kisminin

CID proteinlerinden birinden birini eksprese ettigi ve dolaysiyla CID proteinlerinin
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ekspresyonu bu grup lenfomada intrensik bir faktér olarak diisiiniiliirse, bu
proteinlerin ekspresyonun hasta sagkalimim belirlemede bagimsiz bir faktér olmast
beklenemez. Boyle bir durumda hasta sakalimimi belirleyen faktorler klinik evre
gibi diger degiskenlerdir. Bu ¢alimadaki hasta grubunda beklenildigi iizere evre
istatiksel olarak anlamli seviyede sagkalimi etkilemektedir, yas ve lenfoma tipi ise
(35 yas Ustli ve alt;; ALCL ve diger T/NK hiicreli lenfomalar) istatiksel olarak
anlamli olmamakla beraber sagkalim ile iliski olarak bulunmustur. P-gp’nin de novo
ekspresyonu sarkomlarda tanimlanmigtir, aymi durum Lau ve arkadaslarinin da
(1998) one siirdiigi gibi T/NK hiicreli lenfomalar i¢in de gegerli olabilir. Bu
olasihigin agiklifa kavusmas: igin daha fazla hasta sayisina sahip ileri ¢alismalar
gerektigi acgiktir. Bu hastalarin tedavisinde ilk etapta kullanilan ilaglarin incelenen
CID proteinlerinin substratlart oldugu diisiiniiliirse, T/NK hiicreli lenfomalarda de
novo ekspresyonun teyid edilmesi halinde bu CID proteinlerinin modiilatdrlerinin
kemoterapi protokollerine eklenmesi konusu giindeme gelebilir. Bu da hastalarin
tedaviye cevabini ve sagkalimini artirabilir.

Ozetle bu galismada agresif klinik davramsla tamnan ve bunun nedeni olarak
hastalarin ¢ogunun ileri evre hastalikla bagvurmasinin yanisira tedaviye direncin de
katkida bulundugu diisiiniilen T/NK hiicreli lenfomalar grubunda basvuru aninda
yiiksek oranlarda CID proteinlerinin eksprese oldugu saptanmustir. Daha Snceden
lenfomalarda ekspresyonu bildirilmemis olan BCRP ekspresyonu ile sagkalim
arasinda negatif bir iligki gbzlenmistir. Bu sonuglar 118inda evre diginda baska
prognostik faktorlere ihtiyag duyulan bu grup lenfomalarda CID proteinlerinin yeni
prognostik belirleyiciler olabilecegi ve yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine 151k

tutabilecegi umulmaktadir.
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SONUCLAR VE ONERILER

. Hematolojik malignensilerin 6nemli bir kisminda CID’de rol oynayan
proteinlerin  eksprese oldufu halen siire gelen ¢ahigmalarla ortaya
konulmaktadir ve bu ¢aligmada T/NK hiicreli lenfomalarn da bu gruba dahil
oldugu goriilmiistiir.

. T/NK hiicreli lenfomalarda kayda deger miktarda P-gp, MRP-1, MDR ve
BCRP ekspresyonu oldugu saptanmustir.

. Vakalarimizda tedavi Oncesi biyopsi 6rneklerinin degerlendirilmis olmasi,
incelenen CID proteinlerinin ekspresyonun T/NK hiicreli lenfomalarm bir
kismimn intrensik bir 6zelligi olabilecegi ve progresyondan ziyade baslangic
(initiation) safhasinda kazamilmis anomalilere bagli olabilecegi olasihigim
desteklemektedir. Tedavi Oncesi ve sonrast biyopsilerin  birlikte
degerlendirilmesinin miimkiin olabilecegi hasta popiilasyonlariyla yapilacak
caligmalar bu ¢ikarimu aydinlatabilir.

. BCRP diginda incelenen diger proteinlerle sagkalim ile protein ekspresyonu
arasinda iligki saptanamamistir. Ancak BCRP’nin aksine diger proteinlerde
pozitif ve negatif gruplar arasinda evre ve yas bakimindan dengeli bir
dagilimin olmadi1 goriilmiistiir. Bu nedenle CID proteinleri ekspresyonunun
prognozu belirlemede evre ve yastan bagimsiz bir faktor olmadig
diisiiniilebilir. BCRP’de oldugu gibi evre ve yas dengeli dagildig taktirde ise
CID proteinleri ek bir prognostik faktdr rolii oynayabilir. Bu noktalarin
belirlenmesi igin daha genis hasta popiilasyonlu ¢alismalar gerekmektedir.

. Giiniimiizde CID proteinlerini modiile eden ilaglarin hizla gelistiriliyor
oldugu diisiiniildiigiinde immiinhistokimya gibi ucuz ve rutin olarak
kullanilabilecek yontemlerle CID proteinlerinin ekspresyonunun var olup
olmadiginin belirlenmesi ve hastanin tedavisinin buna gére yonlendirilmesi
(eksprese edilen CID proteinlerinin substratlarinin yer almadig: ilaglari iceren
protokoller kullanilarak veya CID proteinlerin modiile edici ajanlarn
eklendigi protokoller gelistirilerek) yakin gelecekte giindeme gelebilecek ve

tedaviye cevabi artirabilecek olasiliklardir.



6. P-gp ve MRP-1 ile ALCL’larda diger T/NK hiicreli lenfomalara kiyasla daha
yiiksek oranda ekspresyon saptanmugtir. T/NK hiicreli lenfomalar arasinda
tedaviye daha iyi yamt verdigi bilinen bu grupda CID’ni modiile edici
ajanlanin  kullamlmasmin  tedaviye yamiti daha da  artirabilecegi
diisintlmiistiir.

7. Bu caligmada yiizey epiteli ve endotel hiicrelerinin fizyolojik barier
gorevleriyle de uyumlu olarak CID proteinleriyle diffiiz reaksiyon verdigi
gorilmiistiir.

8. Gerek ylizey epiteli, gerek stromal hiicreler ve endotel hiicreleri, gerekse de
inflamatuar hiicreler (plasma hiicreleri, histiosit ve makrofajlar) CID
proteinlerini eksprese etmektedir. Bu nedenle molekiiler galismalarla CiD
proteinlerinin ekspresyonunun degerlendirilmesinde bu tiir non-neoplastik
hiicrelerden kaynaklanabilecek hatali yorum olasihigi g6z Oniinde
tutulmalidir. Immiinhistokimyasal galigmalar morfolojik incelemeye imkan
verdiginden bu agidan avantajlidir.

9. BCRP igin ancak membrandz boyanma pozitif kabul edildigi taktirde
sagkalim ile protein ckspresyonu arasinda bir iliski saptanabilmistir. Bu
nedenle BCRP gibi membranda gorev alan (P-gp, MRP’ler.) CID
proteinlerinin degerlendirilmesinde immiinhistokimyasal yontemlerle yapilan

calismalarda membrandz boyanmanin esas alinmasi gerektigi diigiiniilmiigtiir.
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