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OZET
Onder, S. Diffiiz bityilk B hiicreli lenfomalarda morfolojik ozellikler ve PTEN
immiinekspresyonu. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Tezi.
Ankara, 2003. Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL ) erigkinlerde goriilen
non-Hodgkin lenfomalarm en biiyiik grubunu olusturmaktadir. Lenfomalarin
etiyolojileri tam olarak bilinmemekle birlikte neoplastik patogenezde genetik
anomalilerin rol oynadigi gosterilmigtir. Bu genetik anomaliler i¢inde siklikla
onkogenleri ilgilendiren gen rearanjmanlar1 saptanmustir. Tiimér siipresor genlerin
lenfomagenezdeki rolleri hakkindaki bilgiler ise daha azdir. Pek ¢ok malign solid
neoplazide kromozom 10q23’te lokalize bir tiimor siipresér gen olan PTEN’i
ilgilendiren g¢esitli nokta mutasyonlar1 veya delesyonlar bildirilmistir. Bu ¢alismada
102 DBBHL olgusunda immiinhistokimyasal olarak PTEN ekspresyonu
aragtirilmistir. Olgularin yaklagik licte birinde PTEN immiinekspresyon kaybi
saptanmistir. Bulgular, PTEN gen anomalilerinin DBBHL olgularinin bir kisminda

neoplastik gelisim stirecinde rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, PTEN



ABSTRACT

Onder, S. Morphological characteristics and PTEN immunoexpression in
diffuse large B-cell lymphomas. Hacettepe University Faculty of Medicine,
Thesis in Medical Pathology, Ankara, 2003. Diffuse large B-cell lymphomas
(DLBCL) constitute the largest subgroup of non-Hodgkin lymphomas (NHL) in
adults. Although the etiology of NHL is not fully understood, different genetic
abnormalities, involving particularly oncogenes, were shown as a mechanism of
lymphomagenesis. Mutations of tumor suppressor genes, unlike oncogenes, have
been relatively less studied in DLBCL. PTEN, a tumor suppressor gene located at
10g23, has been shown to be mutated or deleted in a variety of solid tumors. In this
study, loss of PTEN expression was evaluated immunohistochemically in 102
DLBCL patients. Partial or complete loss of PTEN was detected in about one-third
of the cases, leading us to the conclusion that it might contribute to the

lymphomagenesis in some cases.

Keywords: Diffuse large B-cell lymphomas, PTEN



vi

ICINDEKILER

Sayfa
TESEKKUR ...oovvtevereerireistesissesessesssessssessessassersssssssssssssssssasssssssssnssssssssssnsssnesosas iii
OZET ooeeeeeeeeeeseeressessssessessessssssssssasssssssossssssasssssassssassasssassassnsssssntassmsassassassosases iv
ABSTRACT  .ciieieiiinennesreereeeseseesessasessessesassssossessssssssssesssssassssssessassssssesssassasens v
[CINDEKILER  ...ovietevictetenteseesetssstete s s sesssesesessesesssssssssssssssssssstsssssssssssssssnsssnen vi
SIMGELER VE KISALTMALAR  .....uoueeeterereinrenensesnesesssasserssssessssesssnsssesssssonas vii
SEKILLER VE RESIMLER.........cceteietiretetetieteseteseesesessesssesesessssssssssssasssscsssssens viii
TABLOLAR  ..oeotrirtieerccetreeesnesesseesessesessessesssossessssssassessnsssassassressassasssassaessessases ix
GIRIS ..ottt bttt s s s s s b s sasssastssssasssbabatasassssosssannsnss 1
L1 ADAG..uciuiirieirninnrersrsiesinsssasesnosessnssessnsensessesasassenssssssssessasssessesseessasssssassssssessassasssas 1
1.2. Kapsam Ve YONIEM.....ccouerierierveressessescsnereessosssessosessasssassssesasessossessesasarasssssnssnassnaes 1
GENEL BILGILER
2.1. B Hiicreli Lenfomalar........cccceeceeriinvecrersreceesssesessenerescssscsseesanessnessesessessansssensans 2
2.1.1. B Hiicreli Lenfomalarin Tanim: ve Molekiiler Genetik Anomaliler.................. 2
2.1.2. Malign Lenfoma S1niflamalari.........cccceceeeieeerieriiereenvesieereenresiseeessreesssssnessessnes 5
2.2. Diffiiz Biiylik B Hiicreli Lenfomalar..........cccccceeveeeerrercnencencenrenssnsrecssesesseesacsnneenes 8
2.2.1. WHO Siniflamasina gére DBBHL Morfolojik Varyantlari..........cccoeeeerveevennenne 9
2.2.2. WHO Siniflamasina gére DBBHL AIttipleri....ccccoeeercreecreeseereesernessessaeracesnnnne 11
2.3. Incelenen Immiinhistokimyasal Belirleyiciler Hakkinda Genel Bilgiler........ 12
2.3.1. PTENuiiiriniiinsncnncnsuesisssssuesssssseasssssssssasssasssesassssasassssassassessssssessessasssnessassssssas 12
2320 BCL-2uueiiicirteitctsctetenetsts s sseesessesesesesesessessnesaessesessesasaassassasaensensens 16
2.3.3. CD20u.cuciuienieeriessessssisssssessessosssssssaroseossssnssonsssesassssssnssssssssassessessssssassesssasssssnes 17
2.3.4. CD30..cueeeeerenernerererecnssseesessasosssssssssssssassssessssassssesnsssaessesssassessassasssassasssassasses 17
235 EMA .. eetecteeennseeneseesasesssssesessasssssnsssasssesssssnsantesesasessessassasssesnsensassassasnnes 18
2.3.60. KI-0T.cccuvinrrereeercieresseosssssesnenssssssessnssassssosnessessasnsssesssssssssassssosssssessassssssasssassasnss 18
GEREC VE YONTEM
3.1. Olgular ve DOKU OINEKIETT ...covvereeeeeerncrercisssesesassesssesssassssassscssesessnsensasesens 19
3.2, IMMUNNISIOKIIMY . .v.v.reerereeresecresseesesssessnsessesserssesessssssssessssssssssessssessssssnsassossssens 19
3.3. Immiinhistokimyasal Degerlendirme. ...........oevevrrevereiirisirrinesencneeseessesseenenns 20
3.4, ISLAtKSEl ANAIZ......civereerrrerererreieeaeteseseseesesessses et ses e s ssssesssesssssesesssssessans 21
BULGULAR
4.1. Olgularmn KHnik OZEIKIETi.....evvererrersererersersersesesesaesssensessesesaessesnssessessesessosnns 22
4.2, Morfolojik Tiplerin Lokalizasyon, Immiinfenotipik ve Sagkalim Ozellikleri....23
4.3, ImmiinhistoKimyasal BUIGUIAT..........cvecevererereremesesenenrsesssessesssssssssssssssssasssnsssnes 26
4.4. Sagkalim ile Morfolojik ve Immiinofenotipik Ozellikler Aras: iliski..............30
4.4.1. Sagkalim ve Bcl-2 EKSPIeSYONU.....ceieenrruerernrreeneeneeseeeereneensnneneenens 31
4.4.2. Sagkalim ve PTEN EKSPreSyonU......cccoeiuiuiiiiiiireniniineeneneeneneenaenennes 32
TARTISMA . .ottt ettt ettt e te ettt et eeteteesareesanseseaniaeens 33
SONUCLAR VE ONERILER........cuiiiiiiie et 42
KAYNAKLAR . ..ottt ettt te e e rsesaeneaenensenenessarrenns 43

EK 1: Lenfoid Hiicre Neoplazmlarinin WHO Smiflamast.....cce..ooveiiiininiiiinnnnnn53
EK 2: Olgu LiSIESuuesuerererscniniiiiiiiiniiiiiinieerereeierereerneeneeeeneeeeneneesmmmsnennnennsdd



CD
DBBHL
EBV
EMA
H&E
HHV-8/KSHV
HIV

Ig

IgH

IgL
NHL

P

P3K
PIP3

WHO

vii

SIMGELER VE KISALTMALAR

Cluster of differentiation

Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
Epstein-Barr Viriis

Epitelyal Membran Antijen
Hematoksilen- Eozin

Insan Herpesvirtisii-8/Kaposi Sarkomu Herpes Viriis
Human Immunedeficiency Virus
Immiinoglobulin

Immiinoglobulin Agir Zincir
Immiinoglobulin Hafif Zincir
Non-Hodgkin Lenfoma

Probability

Fosfoinozitid-3-kinaz
Fosfatidilinozitoltrifosfat

Revised European-American Lymphoma
Diinya Saglik Orgiitii



viil

SEKILLER VE RESIMLER
Sekil Sayfa
2.1. P3K/PTEN/AKL YOIAB1.....ccorteeiiiieeecrenietrneeeeeeeecsisssessesssseessssssssssnsssssssessssseenes 14
4.1. Sentroblastik ve sentroblastik digi1 olgularda PTEN kaybl.......c.eccvvevviirnrnnnnnee. 30
Resim
4.1. Olgularin WHO Simiflamasina gére histomorfolojik tipleri.......cocoeveeervevevennans 25
4.2. Bazi olgularda CD30, EMA, Ki-67 ve bcl-2 immiinekspresyonu................ 28

4.3, PTEN immUneKSPreSyOnU.... v eeecrsiisserssersiseisssenicssiesssnesssunssssssssncssssssssnsssasesas 29



ix

TABLOLAR
Tablo Sayfa
2.1. B ve T/NK hiicreli lenfomalarin gorilme Stklifl......cccoeuevvevinveniiniiiinennnnnninnne, 2
2.2. B hiicreli lenfomalarda goriilen bazi kromozom translokasyonlari...........ccceueue. 4
2.3. Rappaport SINIlAMASL..c..cceeeeeermiruecriiesieissisiiieieieissisnene e ssessessassessessessensnsen 5
2.4, Kiel SINIFIAMASL..cccveeierreeieecrcieirirnrceniinitcsssnntestssssssseissesssssnesssseessessssesssesssssanses 6
2.5. Working FOrmuUIation........cceeeersersnesnessunseissnesersseessnisssesssesssnsssnssssnsssaessessasesnsesnes 7
2.6. WHO Siniflamasina gére DBBHL morfolojik varyantlar: ve alttipleri................. 9
2.7. PTEN geninde mutasyonu gésterilmis bazi kodonlar..........ccocecevcvvvirninniincnnnnnns 15
3.1. Immiinhistokimyasal ¢aligmalarda kullanilan primer antikorlar..........c.ccccceueec.. 19
4.1. Olgularin bazi Klinik SZellIKIETi........cooervurrersensunirrnreccinsrinrinsineisnsessiessisneecssenes 22
4.2. Olgularin WHO siniflamasina gore histomorfolojik olarak dagilimi.................. 23
4.3. DBBHL histomorfolojik tiplerine gére immiinhistokimyasal bulgular............... 26
4.4. PTEN ekspresyonunun histomorfolojik tiplere gére dagilimi..........cocevvvvucnnenene 29
4.5. Sagkalim oranlarinin histomorfolojik tiplere gore dagilimi........coeevevveveuinnnnne. 31
4.6. Sagkalim ve DCl-2 eKSPrESYOMU.....ueerruiereririiisrininssisncsrississniresssnessessnsnssnessesnes 31

4.7. Sagkalim ve PTEN eKSPreSyOnU........coocevemeinriniesiniinncninnisinssisessessessessnensons 32



GIRIS

1.1. Amacg

B hiicreli non-Hodgkin lenfomalarin (NHL) {igte birinden fazlasim olusturan
Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar (DBBHL), REAL/WHO simflamasina gore
histomorfolojik goriiniimleri birbirinden farkli biiyiik neoplastik B hiicrelerinden
meydana gelen lenfomalarin birarada toplandigi heterojen bir lenfoma grubudur. Bu
grup igerisinde yer alan lenfomalar koken aldiklari hiicreler, tagidiklar molekiiler
genetik anomaliler ve biyolojik davramglari agisindan da gesitlilik gostermektedir.
Etiyopatogenezleri tam olarak aydmlatilamamus olmakla birlikte, B hiicreli
lenfomalarda neoplastik transformasyondan sorumlu tutulan pek ¢ok genetik anomali
saptanmustir. Bu genetik anomaliler igerisinde en sik onkogen aktivasyonuna yol
acan kromozom translokasyonlar1 gosterilmistir. Lenfomagenezde timor siipresor
gen anomalilerin rolii géreceli olarak daha az ¢alisilmig bir konudur.

Bu ¢alismada diffiiz biiyiilk B hiicreli lenfomalarda bir tlim&r siipresér gen
olan PTEN’in immiinhistokimyasal yontemlerle ekspresyonu arastirilmis, PTEN
immiinkaybiin DBBHL patogenezindeki rolii ve sagkalim iizerindeki etkisi
tartistlmagtir. Olgulanin ayrica histomorfolojik ve bel-2, CD30, EMA, ve Ki-67
ckspresyonuna yonelik immiinfenotipik 6zellikleri incelenmis, prognostik énemleri
degerlendirilmigtir.

1.2. Kapsam ve Yoéntem

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilimdalinda 1999-2002
yillar1 arasinda diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma tanis1 alan 102 olguya ait biyopsi
ornekleri yeniden gozden gecirilmigtir. Olgular REAL/WHO simflamasina gore
tekrar kategorize edilmis ve ardindan PTEN, bcl-2, CD20, CD30, EMA ve Ki-67’ye
yonelik immiinohistokimyasal boyamalar yapilmistir. Histolojik ve immiin-

histokimyasal bulgular iki ayr1 patolog tarafindan degerlendirilmistir.



GENEL BILGILER

2.1. B Hucreli Lenfomalar
2.1.1. B Hiicreli Lenfomalarim Tanimi ve Molekiiler Genetik Anomaliler
B-hiicreli non-Hodgkin lenfomalar, matiir B hiicrelerinden plazma
hiicrelerine kadar herhangi bir diferansiasyon asamasindaki B lenfositlerin klonal
cogalmast sonucu meydana gelen neoplazmlardir ve tiim lenfoid neoplazmlarin
%90°dan fazlasini olusturmaktadir. Tiim diinyada her yil meydana gelen yeni
malignitelerin yaklagik %4’{inii lenfomalar teskil etmektedir. Yillikk insidansi
Amerika Birlesik Devletleri’'nde 15/100,000°dir. Oldukga heterojen bir hastalik
grubunu temsil eden NHL’lerin en sik goriilen tipleri diffiiz biiyilkk B hiicreli
lenfomalar ve follikiiler lenfomalardir ve sadece bu iki tip, tim NHL olgularinin

%50’den fazlasin1 meydana getirmektedirl’2 (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. B ve T/NK hiicreli lenfomalarin goriilme siklig1.

Lenfoma Tipi Sikhk (%)
Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma 30,6
Follikiiler lenfoma 22,1
MALT lenfoma 7,6
Matiir T hiicreli lenfomalar (ABHL hari¢) 7,6
Kronik lenfositik l6semi/ 6,7
kiictik lenfositik lenforma

Mantle hiicreli lenfoma 6,4
Mediastinal biiyiik B hiicreli lenfoma 2,4
Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma 2.4
Burkitt lenfoma 2,5
Nodal marjinal zon lenfoma 1,8
Prekiirsor T lenfoblastik lenfoma 1,7
Lenfoblastik lenfoma 1,2
Diger 74

MALT; Mucosa-associated lymphoid tissue, ABHL; Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma



B hiicreli lenfomalar bimodal yas dagilim1 géstermektedirler. Ortalama 6. ve
7. dekadlarda goriilmekle birlikte Burkitt lenfoma ve biiyiik B hiicreli lenfomalar
onemli bir oranda ¢ocukluk yas grubunda da ortaya ¢ikmaktadir. Erkeklerde biraz
daha sik goriilmektedir.?

Lenfomalarin etiyolojisi tam olarak aydinlanmanus olmakla birlikte bazi
lenfoma tiplerinde etiyopatogenezde rol oynayabilecek gesitli enfeksiyéz ajanlar ve
immiin yetmezlik durumlar1 gosterilmistir. Epstein-Barr viriisii (EBV) Burkitt
lenfomada, Insan Herpesviriis-8 (HHV-8)/ Kaposi Sarkomu Herperviriis (KSHV)
primer efflizyon lenfomasinda, Hepatit C viriisii lenfoplazmasitik lenfomada, H.
pylori gastrik MALT lenfomalarda etiyopatogenezde Onemli oldugu diisiiniilen
enfeksiyoz etkenlerin bazilaridir.”

B hiicreli lenfomalarin ¢ogunda genetik bir anomali gosterilmistir. Genetik
bozukluklar lenfoid hiicrelerinin diferansiasyon asamalarimin herhangi bir evresinde
meydana gelebilmektedir. Bu genetik anomalilerden karakteristik olan bazilarimin
tespiti ile hem lenfomalarin ayirici tanilarini yapabilmek, hem de bazi lenfoma
olgularimin biyolojik davramiglarim1 6nceden kestirebilmek miimkiin olmaktadir.
Lenfomalarda, diger pek ¢ok malign neoplazide oldugu gibi temel olarak ii¢ grup
genin etkilendigi gosterilmistir. Bunlar onkogenler, timd&r slipresér genler ve
apoptozisi diizenleyici genlerdir.

Onkogenleri ilgilendiren genetik anomalilerde kromozom translokasyonlari,
nokta mutasyonlar, gen amplifikasyonlari ve retroviruslerin etkisi gibi ¢esitli
mekanizmalar sonucunda onkogen aktivasyonu meydana gelmekte ve ardindan
hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaktadir. B hiicreli NHL’lerde en sik goriilen
kromozom anomalileri immiinglobulin (Ig) genleri ve onkogenler arasinda meydana
gelen translokasyonlar ve buna bagli onkogen aktivasyonlaridir. Sonugta, B
hiicrelerinde Ig agir (IgH) ve hafif (Igl) zincirlerinin transkripsiyonu sirasinda aym
zamanda Ig geni komsuluguna transloke olan onkogenin {irlininiin de aberan
transkripsiyonu saglanmaktadir. IgH geni 14. kromozom, Igl. kappa ve lambda
genleri ise swrasiyla 2 ve 22 no’lu kromozomlarda bulunmaktadir. Malign
lenfomalarda sitogenetik yontemlerle bu ii¢ Ig gen lokusunu ilgilendiren pek ¢ok
translokasyon gosterilmistir. Bunlardan karakteristik olan bazilar1 Tablo 2.2°de

gosterilmistir.



Tablo 2.2. B hiicreli lenfomalarda goriilen baz1 kromozom translokasyonlari.

Lenfoma Tipi Translokasyon Onkogen Onkogen Ozelligi

Burkitt t(8;14), t(2;8) myc Transkripsiyon faktorii
ve 1(8;22)

Follikiiler t(14;18) bcl-2 Apoptozis inhibitdrii

Mantle hiicreli t(11;14) bel-1 Hiicre siklus regiilatorii

(cyclin-D1)

Lenfoplazmasitik t(14;19) bcl-3 Transkripsiyon faktorii

DBBHL t(3;14), t(3;22) bcl-6 Transkripsiyon faktorii
t(14;18) bcl-2 Apoptozis inhibitorii
t(8;22) myc Transkripsiyon faktorii

Non-Hodgkin lenfomalarin %80-90’inda bdyle bir translokasyon anomalisi
mevcuttur. B hiicreli lenfomalarda en sik 18921 lokusundaki bel-2, 8q24 lokusundaki
myc ve 3927 lokusundaki bcl-6 onkogenlerini ilgilendiren translokasyonlar tespit
edilmistir. Bu {lic onkogeni ilgilendiren translokasyonlar DBBHL’lerin yaklagik
%350’sinde saptanmustir.?

Tiimor siipresor genlere bagli neoplastik transformasyon siirecinde ise klasik
olarak tlimdr siipresor genin dnce bir allelinde mutasyon meydana gelmektedir. Daha
sonra kargt allelin kaybi ile malign transformasyona kadar ilerleyen selektif bir
proliferasyon siireci baslamaktadir. Ikinci allelin kayb1 (heterozigosite kaybs, loss of
heterozygosity) siklikla genis bir kromozom bdlgesini ilgilendiren delesyonlar
sonucu meydana gelmektedir. Heterozigosite kaybi1 delesyonlar yanisira genom
lizerinde nokta mutasyonlar veya insersiyon gibi mekanizmalarla da meydana
gelebilmektedir. Tiimor slipresdr genlerin malign lenfoma patogenezindeki rolleri
onkogenlere oranla daha az arastirilmis bir konudur. Son yillarda tammlanmis yeni
bir tlimor siipresdr gen olan PTEN’i ilgilendiren mutasyonlar daha ¢ok solid
neoplazmlarda saptanmis olmakla birlikte ¢esitli B ve T hiicreli NHL olgularinda da
bildirilmistir.



2.2 Malign Lenfoma Siniflamalar

Lenfoma smiflamasi uzun yillar boyunca patologlarm ve klinisyenlerin
arasinda farkli go6riis ve Oneriler nedeniyle tartigma konusu olmustur. 1960°h
yillarda, ilk simiflamalardan birisi olan Rappaport Siniflamasi esas olarak neoplazmin

morfolojik dzelliklerine gore yapilmistir* (Talo 2.3).

Tablo 2.3. Rappaport Smiflamasi

Nodiiler lenfomalar Diffiiz lenfomalar
Iyi diferansiye lenfositik fyi diferansiye lenfositik
Kotii diferansiye lenfositik Kotii diferansiye lenfositik
Mikst lenfositik ve histiyositik Mikst lenfositik ve histiyositik
Histiyositik Histiyositik
Indiferansiye Indiferansiye
Hodgkin lenfoma Hodgkin lenfoma

Daha sonraki yillarda, 1974’te Karl Lennert tarafindan Almanya, Kiel’de
yapilan ve 1988°de giincellestirilen Kiel smiflamasinda neoplastik hiicrelerin
normalde kargilik geldikleri hiicreler gozoniine almmugtir® (Tablo 2.4). Avrupa’da
cok kabul goren Kiel simniflamasinda lenfomalarin gelisim paterninden ¢ok hiicresel
icerigi ve lenfositik diferansiasyon derecesi dikkat cekmektedir. Neoplazmi olugturan
hiicrelere verilen —sitik,—sitoid ve —blastik sonekleri ile lenfomalar hem degisik
morfolojik tiplere, hem de bu morfolojik tiplerin karsilik geldigi, sirasiyla diistik ve
yiksek dereceli lenfomalara ayrilmistir. Bu simflamada, daha sonra REAL
stmflamasinda DBBHL olarak kategorize edilecek sentroblastik, B-immiinoblastik
ve biiylik B hiicreli anaplastik olmak tizere ii¢ ana lenfoma grubu da tanimlanmustir.

Kiel smuflamasi, lenfomalarin gelisim paterninin nodiiler yada diffliz
olmasinin 6nemli bir prognostik parametre olduguna inanan Amerikali otorler
tarafindan ¢ok kabul gérmemistir. Ciinkii Kiel simiflamasi hem yeni terminolojisiyle
degisik lenfomalar tanimlamig, hem de nodiiler (follikiiler) lenfomalar ile diffiiz
lenfomalar1 ayn birer baglik olarak icermemistir. Nodiiler (follikiiler) lenfomalarin
daha iyi prognozlu olmasi ve Amerika Birlesik Devletleri’nde daha sik goriilmesi

nedeniyle, Amerikali patolog ve klinik onkologlar tarafindan 1982 yilinda



lenfomalarin derecelerine gére yeni bir siniflama yapilmistir. Working Formulation
adi verilen bu siniflamada lenfomalar, hastalifin klinik seyrine gore diistik, orta ve
yilksek dereceli olarak {i¢ kategoriye ayrilmgtir. Simiflamada ayn1 zamanda hem
lenfomalarin gelisim paternine, hem de hiicre morfolojilerine yer verilmistir’ (Tablo
2.5). Ancak neoplastik lenfoid hiicrelerin immiinfenotipik 6zelliklerini gozard1 eden

bu simiflama da tartigmalara yol agmustir.

Tablo 2.4. Kiel Simiflamasi
B hiicreli lenfoma T hiicreli lenfoma

Diisiik dereceli
Lenfositik Lenfositik

KLL KLL

Hairy cell 16semi Kiiciik serebriform

Lenfoplazmositoid/sitik (immiinositoma) Lenfoepiteloid (Lennert)
Plazmasitik Angioimmiinoblastik
Sentroblastik/sentrositik T-zone
Sentrositik Pleomorfik, kiigiik hiicreli
Yiiksek dereceli
Sentroblastik Pleomorfik, orta-biiyiik hiicreli
Immiinoblastik Immiinoblastik
Lenfoblastik Lenfoblastik
Burkitt lenfoma
Anaplastik biiyiik hiicreli (Ki-17) Anaplastik biiyiik hiicreli (Ki-17)

KIL1: kronik lenfositik 13semi

Patologlarin morfolojik bulgularin yanisira neoplazmlarin immiinfenotipik ve
hatta son yillarda molekiiler genetik ozelliklerini de ortaya ¢ikarip tanilarim
kesinlestirebilmeleri, pek ¢ok neoplazmda oldugu gibi lenfomalarin da degisik
alttiplerini tammlamalarina yol agmustir. Bunun tizerine 1994 yilinda Uluslararas:
Lenfoma Calisma Grubu, daha once literatiirde bildirilmis olan lenfoma tipleriyle
birlikte yeni tammlanmig antiteleri de i¢ine alan ¢ok kapsamli yeni bir lenfoma
siniflamasimi sunmustur. Onceki Avrupa ve Amerikan siniflamalarim kapsayan bu

yeni smiflandirmaya REAL (Revised European-American Lymphoma) adi



verilmistir.® REAL simflamasimun nceki simflamalardan bir farki da bunun sadece
bir hastalik gruplandirmasi degil, ayn1 zamanda tiim lenfoma antitelerinin bir
derlemesi nitelii tasimasidir. Burada neoplazmlar biyolojik davranmiglarinin
benzerliklerine gore gruplandirilmamig, morfolojik, immiinfenotipik ve genetik
Ozelliklerine ve normal hiicre karsiliklarina gore ayri hastaliklar olarak listelenmistir.
Bu liste en son Diinya Saglik Orgliti (WHO) tarafindan g6zden gegirilmis ve
giincellestirilmistir >'° (Bkz. EK 1).

Tablo 2.5. Working Formulation

Diisiik dereceli lenfoma

Kiiciik lenfositik
KLL ile uyumiu
Plazmasitoid
Follikiiler, kiiciik gentikli hiicreli
Follikiiler, mikst kii¢iik ¢etikli ve biiyiik hiicreli

Intermediate dereceli lenfoma

Follikiiler, biiyiik hiicreli
Diffiiz, kiigiik ¢entikli hiicreli
Diffiiz, mikst kii¢iik ve biiyiik hiicreli
Diffiiz, biiyiik hiicreli
Centikli hiicreli

Centiksiz hiicreli

Yiiksek dereceli lenfoma

Biiyiik hiicreli, immiinoblastik
Plazmasitoid
Clear cell
Polimorfik

Lenfoblastik

Kiiciik gentiksiz hiicreli
Burkitt
Burkitt dis1

KLL: kronik lenfositik 16semi

WHO smiflamasinda en biiylik grubu Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar
olusturmaktadir. Working Formulation’daki diffiiz biiylik hiicreli, diffiiz mikst



hiicreli ve immiinoblastik lenfomalar ile Kiel simiflamasindaki diffiiz sentroblastik,
diffiiz sentroblastik veya sentrositik ve immiinoblastik lenfomalar bu baghk altinda
yer almaktadir. REAL smiflamasinda bulunmayan ii¢ lenfoma tipi (Mediastinal
Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, Intravaskiiler Biiylik B Hiicreli Lenfoma ve Primer
Effizyon Lenfomasi) WHO tarafindan DBBHL’ler igine {i¢ yeni antite olarak
eklenmistir. Boylece lenfoblastik lenfoma ve Burkitt lenfoma digindaki biitiin agresif
B hiicreli lenfomalar DBBHL bagh: altinda toplanmistir. B hiicreli non-Hodgkin
lenfomalarin en kalabalik grubunu olusturan bu grup klinik, morfolojik,
immiinfenotipik ve molekiiler genetik farkliliklar agisindan da en heterojen grubunu
temsil etmektedir.
2.2. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar

Difftiz bliyik B hiicreli lenfomalar niikleuslar1 normal lenfositlerin iki
katindan daha biiyiik veya en az histiyosit niikkleusu biiylikliigiindeki neoplastik B
hiicrelerinin diffiiz proliferasyonu sonucu meydana gelen non-Hodgkin lenfoma
grubudur. Vezikiile niikleuslu, niikleolleri belirgin, bazofilik sitoplazmali ve orta-
yiiksek proliferasyon indeksine sahip hiicrelerden olusan DBBHL, erigkinlerde B
hiicreli non-Hodgkin lenfomalarin %30’dan fazlasimi olusturur. Hastaligin goriilme
yasl genis bir spektruma sahip olmakla birlikte ortalama 7. dekaddir ve erkeklerde
biraz daha siktir. Cocukluk caginda da goriilebilir.' Hastaligmn ilk prezentasyonu
daha ¢ok nodal olup %40 olguda ekstranodal bir odakta ortaya ¢ikar. Ekstranodal
lokalizasyonlar icerisinde, siklik sirasina gore, gastrointestinal sistem, deri, santral
sinir sistemi, kemik, testis, yumusak doku, kadin genital sistemi, akciger, bobrek,
karaciger, dalak ve diger organlar yer alir. Kemik iligi ender olarak primer odaktir.?

Hastalik ¢ogunlukla de novo (primer) olarak meydana gelmektedir. Ancak
kronik lenfositik 16semi/kiigiik lenfositik lenfoma, follikiiler lenfoma, marjinal zon
lenfoma ve nodiiler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma gibi daha az agresif olan
baska lenfomalarin progresyonu sonucunda sekonder olarak da gelisebilmektedir.

Hastalik tipik olarak nodal veya ekstranodal bir odakta hizli biiyliyen kitle
seklinde klinik bulgu vermektedir. Tan1 aminda olgularin yaris1 evre III ve IV tiir.
Hastalarin figte ikisinden fazlasinda agrisiz periferal lenf nodu biiylimesi mevcuttur.
Kilo kaybi, ates, gece terlemesi gibi sistemik sikayetler daha ¢ok ekstranodal

yerlesimli hastalikta goriilmektedir. Agresif bir klinik seyire sahip olmalarina karsin



kemoterapiye iyi yanit veren DBBHL, orta (intermediate) dereceli NHL olarak kabul
edilmektedir. Pek cok seriye gore modern kemoterap6tik ajanlarla tam remisyon
oranlart %50’lere ve uzun dénem hastaliksiz sag kalim oranlarn % 70’lere kadar
varmaktadir,''3

REAL ve WHO simflamasinda DBBHL ortak bash@ altinda toplanan
lenfomalar hem histomorfolojik olarak, hem de tasidiklar1 molekiiler genetik, baz1
immiinfenotipik ve biyolojik 6zellikler bakimindan farkliliklar gostermektedir. Son
yillarda gelismekte olan microarray teknolojisi ile lenfomalarda yapilan ¢alismalarda
morfolojik olarak DBBHL kategorisine giren lenfomalarin gen ekspresyon
profillerinin de birbirinden farkliliklar gosterdigi belirlenmistir.'*
2.2.1. WHO Siniflamasma giére DBBHL Morfolojik Varyantlar

Tim DBBHL’ler transforme olmus biiyiik lenfoid hiicrelerden meydana
gelmektedir. Ancak neoplastik hiicrelerin degisik histomorfolojik g6riintimleri
nedeniyle WHO tarafindan bazi morfolojik varyantlar tanimlanmistir. Ayrica,
kendilerine 6zgii klinikopatolojik 6zelliklerinden dolay: ii¢ yeni lenfoma tipi WHO
tarafindan ayr birer antite kabul edilerek DBBHL baslig1 altina alttipler olarak dahil
edilmistir* (Tablo 2.7).

Tablo 2.6. WHO Siniflamasina gére DBBHL morfolojik varyantlar1 ve alttipleri.

Morfolojik varyantlar
Sentroblastik
Immiinoblastik
Anaplastik
T hiicresinden/histiyositten zengin
Burkitt benzeri
Plazmablastik
Lenfomatoid granulomatozis
Alttipler
Mediastinal (Timik) Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
Primer Effiizyon Lenfomas1
Intravaskiiler Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
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Sentroblastik Tip: Bu varyanti olugturan hiicreler histomorfolojik olarak
reaktif lenf nodunun germinal merkezlerinde prolifere olan sentroblastlara (biiyiik
centiksiz hiicrelere) benzerler. Hiicreler 10-14pm ¢apta olup, yuvarlak-oval vezikiile
niikleuslara ve ince kromatin yapisina sahiptir. Tipik olarak iki-dort adet ve niikleer
membrana yapigik niikleolus igerirler. Sitoplazmalan bazofilik ve dardir.
Sentroblastlarla karisik olarak arada immiinoblast benzeri hiicreler de bulunabilir.
Sentroblastik varyant sadece sentroblastlar1 iceren monomorfik bir gériiniim yanisira,
immiinoblastlarin da eslik etmesiyle polimorfik bir gortintimde olabilir ancak
immiinoblastlarin oran1 %90°1n altindadr.

Immiinoblastik Tip: Daha az siklikta goriilen bu varyanttaki neoplastik
hiicrelerin %90’mndan fazlasim immiinoblastlar olusturmaktadir. Immiinoblastlar
sentroblastlara gdre daha genis ve bazofilik sitoplazmali, yuvarlak niikleuslu ve
santral yerlesimli tek niikleolus iceren hiicrelerdir. Plazmasitoid diferansiasyon
goriilebilir. Sentroblastlar eglik edebilir ancak bu oran neoplastik hiicre
popiilasyonunun %10’unu asmaz. Sentroblastik varyant ile karsilastirldiginda
olgularin sagkalim siirelerinin gok daha kisa oldugunu iddia eden bazi aragtirmacilara
gore immiinoblastik tip lenfomalar en agresif seyirli DBBHL grubunu temsil
etmektedir.>!’

T Hiicresinden/Histiyositten Zengin Tip: Bu varyant: olusturan neoplastik
hiicreler sentroblast veya immiinoblast morfolojisinde biiyiik B hiicrelerdir ve
neoplazm igerisinde yaygm, reaktif, kiigiik T hiicre komponenti ve/veya histiyositler
mevcuttur.'® T hiicreleri (+ histiyositler) hiicre popiilasyonunun ¢ogunu olugtururken
neoplastik biiyiik B hiicrelerinin oram %10’u asmaz.'” Neoplastik hiicrelerde
lenfohistiyositik (L&H) veya Reed-Sternberg hiicrelerine benzer morfoloji
goriilebilir.

Anaplastik Tip: Bu varyant (anaplastik biiyik B-hiicreli lenfoma)
pleomorfik niikleuslara sahip genis sitoplazmali, biiyiik, anaplastik morfolojide
hiicrelerden meydana gelir. Neoplastik hiicreler olgularin ¢ogunda CD30 ile pozitif
immiinreaksiyon verdiginden, bu grup Ki-1 veya CD30" lenfoma olarak da

bilinmektedir.2*!
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Lenfomatoid Graniilomatozis: Basta akcigerler ve deri olmak lizere gesitli
lenfoid olmayan dokularda goriillen anjiyosentrik ve anjiodestriiktif bir
lenfoproliferatif hastaliktir.”**® Lezyonun karakteristik histolojik triad1 vardir: 1)
kiigiik lenfositler, plazma hiicreleri ve atipik, orta biiyiikliikte veya biiyiik hiicreleri
iceren polimorfik bir lenfoid hiicre infiltrasyonu; 2) arter ve venlerin duvarinda
transmural mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile karakterize anjiitis; ve 3) lenfoid
nodiillerde ger¢ek granulom olusumundan ziyade graniilomatozis olarak adlandirilan
nekroz. Hastaligin patogenezinde EBV’nin de rol aldif: gosterildiginden®
anjiyosentrikianjiyodestriiktif T-hiicreden zengin, EBV-iliskili B-hiicreli lenfoma
olarak da adlandirilmistir.

Plazmablastik Tip: Daha ¢ok Insan Immiinyetmezlik Virlisi (HIV)
tagtyicilarinda goriilen ve ozellikle basta gingiva olmak {izere daha ¢ok oral kavite
mukozasim1 tutan bu lenfoma tipini olusturan hiicreler, morfolojik olarak
immiinoblastlara, immiinfenotip olarak ise plazma hiicrelerine benzemektedir.”
Neoplastik hiicreler B immiinoblast ile plazﬁla hiicresi arasindaki bir differansiasyon
basamaginda olup immiinhistokimyasal olarak B hiicre belirleyicilerinden CD20 ve
CD45 ile zayif, ancak plazma hiicresi belirleyicileri olan CD79a ve VS38C ile

kuvvetli reaksiyon verirler.

2.2.2. WHO Smiflamasina gore DBBHL Alfttipleri

Farkli immiinfenotipik, genetik ve klinik 6zellikleri ile yeni tanimlanmis olan
tic antite WHO tarafindan DBBHL’lerin alttipleri olarak smmflandiriimistir (Tablo
2.7).

Mediastinal (Timik) Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma: Primer olarak mediastinal
yerlesimli olan ve biiyiik B hiicrelerinden meydana gelen bu lenfoma kendine 6zgii
klinik ve patolojik 6zellikler tasimaktadir.?® Siklikla geng erigkinlerde ve kadimlarda
goriilmektedir ve klinik olarak biiylik mediastinal bir kitle geklinde ortaya
cikmaktadir. Histolojik olarak lezyon sentroblast benzeri hiicrelerin diffiiz
proliferasyonu seklinde goriiliir. Hiicre gruplan arasinda karakteristik fibrozis
mevcuttur. Reed-Sternberg benzeri polilobe hiicreler goriilebilir. Neoplastik
hiicrelerin karakteristik bir 6zelligi de sitoplazmalarinin berrak olusudur. Bu berrak
goriiniimiinden dolay1r B hiicreli primer mediastinal clear cell lenfoma olarak da

adlandirlmistir.”” Bazi olgularda neoplazi gevresinde rezidii timus dokusu izlenmesi
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ve neoplastik hiicrelerin intramediiller timik B hiicreleri gibi immiinfenotipe sahip

% neoplastik hiicrelerin timus kokenli olabilecegini diistindiirmektedir. Bu

olmasi,
lenfomanin  biyolojik seyri diger DBBHL varyantlarindan pek farklilik
gostermemektedir.

Primer Effiizyon Lenfomasi: Az rastlanan ve solid tiimoér Kitlesi
olusturmadan serdz viicut bosluklarinda ortaya ¢ikan bu lenfoma hemen daima HIV
ile enfekte kisilerde goriiltir.” Olgularin tiimiinde neoplastik hiicrelerde HHV-8
saptanmistir.”’ -Bu lenfomalar koken aldiklant viicut bosluklarinda sirl: kalmakta ve
nadiren lenf nodlarma yayilmaktadir. Tutulum yerleri en sik plevral, perikardiyal ve
peritoneal bosluklar olup tipik olarak bu viicut bosluklarindan sadece bir tanesi
tutulmaktadir. Neoplastik hiicreler anaplastik veya immiinoblastik morfolojidedir.
HHV-8 enfeksiyonu tami i¢in olmazsa olmaz bir kriterdir. Prognozu son derece
kotidiir.

Intravaskiiler Biiyiik B -Hiicreli Lenfoma: Intravaskiiler biiyiik B-hiicreli
lenfoma, nadir goriilen agresif bir DBBHL varyantidir. Neoplastik lenfoid hiicreler
sadece damarlarin, 6zellikle kapillerlerin iginde siurlidir. Siklikla deri veya beyin

damarlarinin okliizyonuna ikincil semptomlar ile klinik verirler. Prognozu son derece

kotiidiir.?

2.3. Incelenen immiinhistokimyasal Belirleyiciler Hakkinda Genel Bilgiler
2.3.1. PTEN

PTEN 10923 lokusunda lokalize bir tiimér siipresdr gendir.’*>? Gen iiriinii
olan 403 amino asitlik PTEN molekiilii, protein tirozin fosfataz ailesine iiye bir
proteindir. PTEN hem protein, hem de lipid fosfataz &zelligine sahip bir dual
fosfatazdir> ve bir enzimatik fonksiyonu oldugu bilinen ilk timér stipresor
molekiildiir. PTEN, reseptdr tirozin kinazlar tarafindan hiicre i¢ine aktarilan ve daha
sonra fosfoinozitid—3-kinaz (PI3K) aracilig: ile niikleusa ulagtirilan sinyal iletimi
yolaginda islev gérmektedir. PTEN, lipid fosfataz aktivitesi ile bu yolaktaki PI3K
iirtinleri olan fosfatidilinozitoltrifosfatlart (PIP3) defosforile etmekte ve hiicre
cogalmasim uyaracak stimuluslarin niikleusa iletilmesini engellemektedir.

PTEN’in bir bagka 6zelligi de hiicre iskeleti proteinlerinden tensin ve auxilin
ile sekans homolojisi tagimasidir. Tensin, fokal adhezyonlarda aktin filamentlerine

baglanan ve integrin-aracili hiicre adhezyonunda rol alan bir hiicre iskeleti
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proteinidir. PTEN, protein tirozin fosfataz aktivitesi ile fosforile tirozin, serin ve
treonin aminoasitlerini (fosfotirozil, fosfoseril ve fosfotreonil rezidiilerini)
pargalamaktadir. Bu grup proteinlerden bir tanesi fokal adhezyonlarda hiicreler aras:
etkilesimde Onemli bir molekiil olan Fokal Adhezyon Kinazdir (FAK). FAK
defosforilasyonuna neden olana PTEN, fokal adhezyonda integrin-aracili hiicre
sinyallesmesini inhibe ederek hiicre-ekstaseliiler matriks iligkilerini ve hiicre
yayilmasiru selektif olarak bozmaktadir?,

Adm fosfataz fonksiyonu ve tensin homolojisi 6zelliklerinden alan PTEN
(Phosphatase and tensin), ilk ¢aligmalar sirasinda farkli aragtirmacilar tarafindan
MMAC1 (mutated in multiple advanced cancer) ve TEP-1 (I'GFp-regulated and
epithelial cell-enriched phosphatase) olarak da adlandirilmaigtir.

Ekstraselliiler sinyaller hiicre niikleusuna gesitli sitoplazmik yolaklarla iletilir.
Hiicre biiyiimesini ve g¢ogalmasimu uyaran insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF-1)
gibi bazi biiyiime faktérleri ve gesitli sitokinler, uyarilarin1 hiicre igine Reseptér
Tirozin Kinaz araciligiyla iletmektedir, Bu uyarici stimuluslar daha sonra PI3K/Akt
yolagr™ ile hiicre niikleusuna ulasmaktadir (Sekil 2.1).

Hiicre uyarici sinyaller ile aktive olan PI3K, fosfotidilinozitolbifosfat1 (PIP2)
fosforilleyerek membranla iligkili bir lipid medyatér olan PIP3’e ¢evirir. Bir ikincil
mesaj molekiilii olan PIP3 ise bir onkoprotein olan serin-treonin protein kinaz Akt
molekiiliinii aktive eder. Protein kinaz B olarak da bilinen Akt aktive olduktan sonra
intrasitoplazmik pek ¢ok kinazin, transkripsiyon faktoriiniin ve regiilatdr molekiiliin
fosforilasyonunu gergeklestirerek hiicreye gelen uyarict sinyallerin niikleusa
iletilmesini saglamis olur.

Cesitli sitokinler, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) gibi baz1 biiyiime
faktorleri ve hiicrelerin ekstraseliiler matrikse temasi gibi bir takim hiicre-matriks
iliskileri, 6zellikle tirozin kinaz aktivitesine sahip olan membran reseptérlerinin
uyarilmasina neden olarak PI3K/Akt yolag: iizerinden gliikoz metabolizmas:1 gibi
bazi metabolik olaylarin yanisira hiicre béliinmesi ve ¢ogalmasini saglayan
proliferatif siiregleri baglatmaktadir. Hiicre siklusu tizerindeki bu proliferatif etkileri

yiiziinden PI3K/Akt yolagi gesitli neoplastik siireglerden de sorumlu tutulmaktadir.
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Sekil 2.1. PI3K/PTEN/Akt yolag1.35 PDK: fosfoinozitid-dependent kinaz; GSK3: glikojen
sentaz 3; p70°°: ribozomal protein S6 kinaz; BAD: bcl-2, bely; antagonisti; IKK: IkB kinaz; eNOS:

endotelyal nitrik oksid sentaz; mTOR: mammalian target of rapamycin; 4E-BP: eukaryotic translation

initiation factor 4E binding protein.

PTEN lipid fosfataz fonksiyonu ile PIP2 ve PIP3’leri defosforile ederek
inaktiflestirir ve dolayistyla PIP3 tarafindan Akt aktivasyonunu engelleyerek hiicre
ici proliferatif sinyallerin iletimini ve hiicre siklusunun ilerlemesini inhibe eder.*
PTEN fonksiyonu olmayan hiicrelerde PIP3 seviyelerinin iki kat kadar arttif
gosterilmistir.””>® PTEN’in tiimér siipresor dzelligi bu lipid fosfataz fonksiyonundan
gelmektedir.”

Son yillarda yapilan ¢alismalarda pek ¢ok primer ve metastatik neoplazmda
PTEN geninin bulundugu 10923 lokusunu ilgilendiren cesitli genetik anomali
gosterilmistir. PTEN geninin ¢esitli kodonlarinda bildirilmis mutasyonlarin bazilari
Tablo 2.7°de gosterilmistir. Literatiirde bildirilmis ¢esitli neoplazilerdeki PTEN
mutasyonlarmm derlendigi bir ¢aligmaya gore, genetik anomalilerin basinda

frameshift ve missense mutasyonlar ile homozigot gen kayiplari gelmektedir.*
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Tablo 2.7. PTEN geninde mutasyonu gosterilmis bazi kodonlar.*

Toplam germline Toplam somatik
Kodon no. Ozellikleri mutasyon (n=75) mutasyon (n=273)
129 Fosfataz core motif 6 (%8) 3 (%1)
130 Fosfataz core motif; CpG 11 (%14.7) 20 (%7.3)
157 Tersiyer yap1 4 (%5.3) 0
173 CpG 0 12 (%4)
233 CpG:; Tyr-P yeri 6 (%8) 8 (2.9%)
316-323 Poly(A)6; tekrar motifi; Tyr-P yeri 1(%1.3) 24 (%9)
332-338 335 CpG; Tyr-P and Ser-P yeri 5(%7) 11 (%4.0)

PTEN insan kanserlerinde en fazla mutasyonu gosterilen genlerden birisidir.
Literatiirde pek ¢cok somatik malign neoplazmda bildirilmistir. PTEN genindeki yada
kromozom 10q kolundaki anomalilerinin en sik gosterildigi neoplazmlar
glioblastomlar, meme, prostat, endometrium ve tiroid karsinomlan ile malign
melanomlardir. Bunun disinda, over, bas-boyun bolgesi skuamoéz hiicreli
karsinomlar,, bobrek, akciger, mide ve kolorektal karsinomlarda da PTEN
mutasyonlar1 bildirilmigtir.**>" Bunlarin diginda otozomal dominant gegigli bazi
herediter neoplazi sendromlarinda da PTEN geninde germline mutasyonlar
saptanmigtir. Bu sendromlardan birisi, gastrointestinal multip] hamartomat6z
polipler, yiizde trikolemmoma, oral mukozal papillomlar ve artmis oranda meme ve
tiroid kanser insidansi ile karakterize Cowden sendromu,52 digeri ise Bannayan-
Zonana sendromudur.>

Tiimor siipresér gen kusurlari sonucu ortaya ¢ikan neoplazmlardaki klasik
genetik anomali, 6nce bir allelde daha sonra da kars: allelde mutasyon meydana
gelmesidir. Ikinci allelin kaybina heterozigosite kaybi (loss of heterozygosity) adi
verilmektedir ve siklikla genis bir kromozom bélgesini ilgilendiren delesyonlar
sonucu goriilmektedir. PTEN anomalisi tastyan glioblastomlarin %60-80’inde
heterozigosite kayb1 gosterilmigtir. Yapilan ilk c¢aligmalarda PTEN kayiplarinin
ozellikle yiiksek dereceli glial tiimérlerde ve agresif seyirli ve metastatik ¢esitli ileri
evre neoplazilerde saptanmig olmasi 414244 pTEN’in tam kaybinin, neoplazilerin daha
¢ok progresyon siireglerinde etkili oldugunu diistindiirmiistiir. PTEN’in MMACI
olarak da adlandiriimasinin bir nedeni budur. Ancak yapilan bir ¢alisgmada PTEN
geninin tek bir allelindeki mutasyonun (kismi kayibin) da neoplastik

transformasyonu baslatici rolii olabilecegini gdsterilmistir®, Nitekim literatiirde
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erken evre endometrium karsinomlarinda %55’lere varan oranlarda PTEN kaybi
bildirilmistir.** Endometrioid tip over karsinomlarinda da gosterilmis olan PTEN
mutasyonlar1,** ileri olgularin tersine, daha diisiik dereceli ve erken evre olgularda,
ayrica endometrium kanserleri igin preneoplastik kabul edilen endometrial
hiperplazilerde de saptanmigtir.’”*® Bu bulgular PTEN kaybmmn karsinogenez
siirecinin sadece progresyon evresinde degil, erken evrelerinde de bulundugunu ve
neoplastik transformasyonu baslatici bir rol de oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Literatiirde solid neoplazilerde PTEN mutasyonu hakkinda g¢ok sayida
¢alisma olmasina karsin non-Hodgkin lenfomalarda konuyla ilgili bildiriler daha
azdir. Yapilan c¢alismalarda NHL’lerde de PTEN genini ilgilendiren genetik
lezyonlar saptanmig ve NHL patogenez ve progresyonunda PTEN gen kusurlarinin
da rol oynadig: gosterilmistir.”>>°
2.3.2. Bcel-2

Bcl-2 18q21 lokusunda bulunan bir onkogendir. Non-Hodgkin lenfomalarda
t(14;18) translokasyon sonucu goriilen bcl-2 gen rearanjman ilk kez follikiil merkez
hiicreli B lenfomalarda tespit edilmistir ve follikiiler lenfomalar i¢in karakteristik bir
genetik anomali olarak kabul edilmektedir.**®* Gen iiriinii olan bcl-2 molekiilii bir
apoptozis inhibitoriidiir. Bcl-2 ekspresyonu germinal merkez ©ncesi ve sonrasi
evrelerdeki B lenfositlerde mevcut iken, germinal merkez reaksiyonlarina katilan
lenfositlerde azalmaktadir. Germinal merkezler, lenfoid organlarda matiir B
hiicrelerinin plazma hiicresi veya memory B hiicresi olmak i¢in immiinolojik olarak
islendigi ve segildigi bolgelerdir. Buradaki reaksiyonlar sirasinda terminal
diferansiasyon i¢in segilemeyen pek ¢ok lenfoid hiicre apoptozise ugramak
zorundadir; bu yiizden bu asamadaki lenfoid hiicrelerde bcl-2 ekspresyonu yoktur,
¢iinkii apoptotik hiicre 6liimiiniin olmas: gereken stireclerde bcl-2 ekspresyonu
durmaktadir.®?

Bu translokasyon ile 18q2 lokusundaki bcl-2 proto-onkogeni 14q32
lokusundaki IgH geni yanina yerleserek (jukstapozisyon) aberan bcl-2 ekspresyonu
ve buna bagli asirt bcl-2 molekiilii sentezi meydana gelmektedir. Bel-2 molekiilii ise
apoptotik siireci engelleyerek t(14;18) translokasyonu tastyan hiicrelerde kontrolsiiz

¢ogalma ve immortalizasyona neden olarak neoplastik transformasyonda rol oynar.
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Germinal merkez B hiicrelerinden bu mekanizma ile follikiiler lenfomalar meydana
gelmektedir.®*

Bcl-2 ekspresyonu germinal merkez hiicreleri igin spesifik degildir ve
follikiiler lenfomalar disinda, DBBHL’lerde de gosterilmistir.%® DBBHL’lerde
bcl-2 ekspresyonu %80°lere kadar cikan oranlarda tespit edilmistir.”® Bcl-2
ekspresyonunun bu  spesifik translokasyon disinda, kromozom ve gen
amplifikasyonlar1 gibi baska mekanizmalar sonucunda da meydana geldigi
bilinmektedir.”*"?

Literatiirde bcl-2 eksprese eden DBBHL olgularinin daha kotii seyrettigi,
ozellikle hastahksiz sagkalimi olumsuz etkiledigi bildirilmistir.””® Yiiksek
miktarlarda iretilen bcl-2 molekiilii, antiapoptotik etkisi nedeniyle pek ¢ok
kemoterapotik ajamin apoptozis indiikleyici mekanizmalar tizerinden gosterdikleri
etkilerini de antagonize etmektedir. Bu gekilde meydana getirdigi ilag direncinden
dolay1 bcl-2 ekspresyonu, akut l6semi gibi bazi lenfoproliferatif hastaliklarda kotii
prognoztik bir parametre olarak kabul edilmektedir.””*’
2.3.3.CD20

CD20 sadece B hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir proteindir. Transmembran
kalsiyum gecisi lizerindeki dogrudan etkileriyle B hiicrelerinin aktivasyon ve
proliferasyonunu  diizenledigi  diisiiniilmektedir.®!  Parafinize dokularda iyi
calistigindan, immiinohistokimyasal yontemlerle giivenilir bir B hiicre belirleyicisi
olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.*
2.3.4.CD30

ik kez 80°’li yillarm sonlarinda Hodgkin Lenfomalarin neoplastik hiicre
popiilasyonunu meydana getiren Reed-Sternberg hiicrelerinde gosterilmis bir
antijendir.*® CD30 (Ki-1), T ve B hiicrelerinin neoplastik siirecler (Hodgkin veya
non-Hodgkin lenfomalar) veya infeksiyoz ajanlar etkisi sonucu aktivasyonuyla
iligkili bir molekiildiir. Periferal B ve T hiicrelerinde ve monositlerde ekspresyonu
gosterilmemistir. Normal lenf nodunda lenfoid follikiillerin gevresinde dagimik halde
CD30" T ve B hiicreleri bulunabilmektedir. Yine normal lenf nodunda germinal
merkezlerin hemen kenarinda CD30" biiyiik B hiicreleri goriilebilmektedir. Doku

makrofajlarinin da graniilomat6z iltihabi reaksiyonlar gibi reaktif durumlarda CD30

cksprese ettikleri gosterilmistir. Non-Hodgkin lenfomalarda yapilan calismalarda
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karakteristik olarak anaplastik biiylikk hiicreli lenfomalarin CD30 ile pozitif
immiinreaksiyon verdigi bilinmektedir.”>** Bunun diginda diger B hiicreli NHL’lerin
yaklagtk %15-20°sinde, T hiicreli NHL’lerin de %30’unda CD30 varhif:
gOsterilmisgtir.
2.3.5. EMA

Benign veya malign hemen hemen biitiin epitelyal hiicrelerde bulunan
epitelyal membran antijen sadece epitelyal dokulara spesifik olmayip, bazi
mezenkimal, néroektodermal ve lenfoid neoplazmlarda da eksprese olabilmektedir.
Non-Hodgkin lenfomalar igerisinde karakteristik olarak CD30" (Ki-1) biiyiik hiicreli
lenfomalarda sik olarak gériilmektedir.®
2.3.6. Ki-67

Cesitli malign neoplazmlarda prognostik belirleyici olarak kullanilan Ki-67,
hiicre siklusunda Gq faz1 digindaki fazlarda (ge¢ dénem Gi, S, G, ve M fazlar1)
eksprese olmaktadir.*>*® Hiicre nukleusunda lokalize ve kompleks bir yapiya sahip
bu molekiiliin islevi heniiz tam olarak bilinmemektedir. DNA ve RNA ile karmagik
etkilesimlerinden dolayr hiicre proliferasyonu siirecinde kritik rol oynadig:
diistiniilmektedir.”” Ki-67, immiinhistokimyasal olarak lenfoid organlarda germinal
merkez hiicreleri gibi non-neoplastik hiicrelerin dagilimini, bir baska deyisle lenfoid
follikiillerin normal yapisim géstermede, Burkitt lenfoma gibi bazi non-Hodgkin
lenfomalarin yiiksek derecesini saptamada ve diisiik dereceli bir lenfomanin yiiksek
dereceli bir lenfomaya transformasyonunu belirlemede yardimci bir tamisal arag
olarak kullamilmaktadir.
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GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular ve Doku Ornekleri

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda 1999-2002
yillar1 arasinda diffiiz biiyik B hiicreli lenfoma tamsi alan hastalarn H&E
preparatlan tekrar incelenmistir. Toplam 102 olgu bu arastirmaya dahil edilmistir
(Bkz. EK 2). Olgulara ait klinik bilgiler biyopsi istek formlarindan ve hastalarin
dosyalarindan elde edilmistir. Preparatlar 151k mikroskopu altinda iki ayr1 patolog
tarafindan tekrar degerlendirilmis ve WHO Siniflamasina gore morfolojik tiplerine
ayrildiktan sonra immiinhistokimyasal ¢alismalar uygulanmugtr.
3.2. Immiinhistokimya

Immiinhistokimyasal galismalar %10’luk formalin ile fikse edilmis dokularn
parafin bloklarindan hazirlanan Sum kalmhgmndaki kesitlere uygulanmigtir. Tiim
olgularda antijen a¢i3a ¢ikarma iglemi yapilmis ve avidin-biotin-peroksidaz yontemi

kullamilmugtir. Kullanilan primer antikorlar Tablo 3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Immiinhistokimyasal ¢alismalarda kullanilan primer antikorlar.

Primer Inkiibasyon
antikor Klon, Tip Diliisyon (dakika) Firma
CD20 Monoklonal, mouse 1/100 30 NeoMarkers, ABD
DAKO,
CD30 Monoklonal, mouse 1720 30
Danimarka
EMA Monoklonal, mouse 1/2000 30 NeoMarkers, ABD
Ki-67 Monoklonal, mouse 1/100 30 NeoMarkers, ABD
DAKO,
Bcl-2 Monoklonal, mouse 1/40 30
Danimarka
Novocastra,
PTEN Monoklonal, mouse 1/200 30 .
Ingiltere

Immiinhistokimyasal boyama islemlerinde asagidaki basamaklar takip edilmistir.
1. Kesitler etiivde 57 °C’de 16 saat tutularak deparafinize edildi.
2. Ksilolde 15 dakika bekletilerek deparafizasyona devam edildi. Bu islem iki kez

tekrarlandi.
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3. %95’lik etanolde 15 dakika tutularak dehidrate edildi. Bu islem iki kez tekrarland:.
4. Cesme suyunda 5 dakika yikandi.
5. Parafin kesitler %0,5°lik hidrojen peroksit iceren %80°lik metanol ile kaplamp 10
dakika inkiibe edilerek endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi.
6. Preparatlar 0,01M tri-sodyum sitrat soliisyonu ile doldurulmus kaplara konduktan
sonra mikrodalga firinda 700W giigte 15 dakika 1s1t1lds.
7. Mikrodalga isleminden sonra kesitler oda sicakliinda 15 dakika sogumaya
birakildi, daha sonra PBS (phosphate buffer saline) soliisyonuyla 5 dakika yikandi.
8. Dokular primer antikorlarla oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
9. PBS soliisyonuyla 5 dakika yikandi.
10. Biotin ile isaretli baglayic1 sekonder antikor ile 10 dakika inkiibe edildi.
11. PBS ile 5 dakika yikandi.
12. Streptavidin-konjiige peroksidaz ile 10 dakika inkiibe edildi.
13. PBS soliisyonuyla 5 dakika yikandi.
14. Kromojen soliisyonundaki 3,3’diaminobenzidin ile 10 dakika boyandi.
15. Cesme suyunda 5 dakika yikandi.
16. Kesitler hematoksilende 10 saniye tutularak niikleer boyama gergeklestirildi.
17. Cesme suyunda 3 dakika yikandi.
18. Alkolde 15 dakika tutularak dehidrate edildi, ksilolde seffaflandirilarak balsam
ile kapatildi.
3.3. immiinhistokimyasal Degerlendirme
[mmiinohistokimyasal sonuglarin degerlendirilmesinde CD20, CD30 ve EMA
ile membranoz, bel-2 ile sitoplazmik, Ki-67 ve PTEN ile niikleer boyanmalar pozitif
kabul edilmistir. PTEN immiinekspresyonunun degerlendirilmesinde, dokulardaki
non-neoplastik lenfositler ve normal ¢evre dokuya ait hiicrelerdeki (epitel, damar
endoteli) niikleer boyanmalar i¢ kontrol olarak kullamilmistir. Buna gore PTEN ile
immiin boyanma kontrol hiicrelerinkileriyle benzer siddette oldugunda, neoplazmda
PTEN kayb1 olmadigi, PTEN immiinpozitivitesi kontrol hiicrelerinkine gore daha
zay1f siddette oldugunda yada neoplastik hiicre niikleuslarinda PTEN ile hi¢ immiin

boyanma goriilmediginde, neoplazmda PTEN kaybi oldugu kabul edilmistir.
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3.4. Istatiksel Analiz

Biitiin veriler Microsoft Access 2000 veritabanina girilmistir. Burada derlenen
veriler istatistiksel inceleme amaciyla Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
v 10.0 for Windows programina aktarilmistir. Nitelik degiskenler (histomorfolojik
tip, immiinhistokimyasal belirleyicilerin pozitiflikleri, lokalizasyon) arasindaki fark
Pearson Y’ testi ile degerlendirilmistir. Bagimsiz degiskenlerin sagkalim iizerindeki
etkileri Kaplan-Meier testi ile aragtirilmigtir. Tim testlerde p degerinin 0,05’in

altinda (p < 0,05) oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmisgtir.
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BULGULAR

4.1. Olgularm Klinik Ozellikleri

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma tamisi alan 102 olgunun 51°i (%50) erkek,
51°i (%50) kadindir. En geng hasta 11, en yash hasta 101 yasindadir. Ortalama yas
52,6°dir. 102 hastamn yalmzca 79’unun (%77,5) takip bilgilerine ulasilabilmisgtir.
Hastalarin ortalama takip siireleri 1 ay ile 42 ay arasinda degismektedir (ortalama
15,4 ay). Takibi olan 79 hastanin 25°i (%31.6) 6lmistlir. Hayatta kalan hasta sayisi
54’tiir (% 68,4). Lenfomalar 49 (%48) olguda nodal, 53 (%53) olguda ekstranodal
yerlesimlidir. Calisma grubumuzdaki olgularin lokalizasyon dagiliminda dikkat
cekici bir nokta, ekstranodal yerlesimli lenfoma olgularimin daha yiiksek oranda
olmasidir. Gastrointestinal sistem 16 olgu ile ekstranodal lokalizasyonlar icinde ilk
sirada gelmektedir. Bu olgularin 8’i mide yerlesimlidir. 5 olgu kadin genital
organlarinda, 5 olgu timusta, 3 olgu dalakta, geri kalan 24 olgu ise kemik, akciger,
meme, bobrek, beyin gibi ¢esitli organlarda lokalizedir. Olgulara ait bazi klinik

ozellikler Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Olgularin bazi1 klinik 6zellikleri.

Yas

En kiiciik 11
En biiyiik 101
Ortalama 52,6
Cinsiyet

Kadin 51
Erkek 51
Lokalizasyon

Nodal 49
Ekstranodal 53
Takip siiresi (ay)

En kisa 1
En uzun 42
Ortalama 154
Sagkalim

Eksitus 25
Sag , 54

Bilinmeyen 23
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102 hastanin biyopsi 6rneklerini temsil eden preparatlar 151k mikroskopunda
tekrar incelenmis ve olgular WHO Siniflamasina gére histomorfolojik tiplerine

ayrilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Olgularin WHO Siniflamasina gore histomorfolojik olarak dagilimi.

Histomorfolojik tip Olgu Sayisi %
Sentroblastik 71 69,6
Anaplastik 15 14,7
Immiinoblastik 3 29
Burkitt benzeri 8 7,8
T hiicreden zengin 5 4,9
Toplam 102 100

4.2. Morfolojik Tiplerin Lokalizasyon, immiinfenotipik ve Sagkalim Ozellikleri
Sentroblastik Tip: Vezikiile niikleuslu, nilkleer membrana yapigik
niikleollere sahip lenfositlerden olusan neoplazmlar sentroblastik tip olarak
siiflandiriimigtir (Resim 4.1A). Buna gore 71 (%69,6) olgu bu grupta yer almugtir.
Sentroblastik lenfomalarin 32’si  (%45,1) nodal, 39°u (%54,9) ekstranodal
yerlesimlidir. Hasta takip bilgisi mevcut olan 53 olgunun 17°si (%32,1) 6lmiistiir. 36
(%67.9) olgu hayattadir; bunlarin 24’{inde hastalik devam etmekteyken, 12’sinde tam
remisyon elde edilmistir Bu gruptaki lenfomalarin immiinfenotipik 6zelliklerine
bakildiginda, CD30 ile 8’i pozitif, 62’si negatif; EMA ile 10’u pozitif, 61°i negatif;
bel-2 ile 43’4 (%62,3) pozitif, 26’s1 (%37,7) negatiftir. Ki-67 indeksi 12 olguda
%90°in lizerindedir. PTEN kaybi 19 olguda (%26,7) mevcut iken 52 olguda
saptanmamistir  (Tablo 4.3). Sentroblastik lenfomalar ile lokalizasyon,
immiinfenotipik 6zellikler ve sagkalim arasinda bir korelasyon saptanmamustir.
Immiinoblastik Tip: Immiinoblastlar sentroblastlara gére biraz daha iri
niikleuslu ve santral yerlesimli tek niikleollere sahip hiicrelerdir (Resim 4.1B).
Neoplazm igerisindeki immiinoblastlarin oraminin %90’ {izerinde oldugu olgular
immiinoblastik tip olarak kategorize edilmistir. Buna gore 3 olgu bu grupta yer
almistir. Olgularin ancak birisinin takip bilgisine ulasilabilmistir ve bu olgu

hayattadir. Olgularin lokalizasyonlart ve immiinhistokimyasal bulgulart EK 1 ve
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Tablo 4.3’te gosterilmistir. CD30 ve EMA ile olgularin higbirinde immiinreaksiyon
elde edilmezken, bcl-2 ekspresyonu ii¢ olguda da mevcuttur. PTEN kayb: 1 olguda
(%33,3) saptanmigtir. immiinoblastik lenfoma olgularinin sayisi ¢ok az oldugundan
lokalizasyon, immiinfenotip ve sagkalim arasinda korelasyon saptanmamustir.

Anaplastik Tip: Konturlar1 diizensiz, polilobe ve pleomorfik goriiniimde
hiicrelerden olusan lenfomalar anaplastik lenfoma olarak gruplandirilmigtir. Bu
grupta 15 olgu mevcut olup, 7°si nodal, 8°i ekstranodal yerlegimlidir. Takip bilgileri
elde edilebilen 13 anaplastik lenfoma olgusunun 11°i (%84,6) hayattadir; bu
olgularin 2’sinde tam remisyon mevcut olup 9’unda hastalik devam etmektedir.
[mmiinhistokimyasal olarak 9 (%60) olgu CD30, 7 (%46,7) olgu EMA ile pozitif
reaksiyon vermistir. Olgularin 12°sinde (%80) bcl-2 ekspresyonu saptanmustir.
Olgularin %15,4’tinde yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi gériilmiistiir. PTEN kayb:
15 olgunun 8’inde (%53,3) mevcuttur. Anaplastik lenfomalarin sagkalim {izerine
anlaml bir etkisi saptanmamustir.

T Hiicreden Zengin Tip: Zeminde bol miktarda reaktif T hiicresi bulunan
olgular T hiicresinden zengin tip olarak simiflandirilmustir. Bu grupta 5 olgu yer
almaktadir. 5 olgunun 4’{ lenf nodlarinda lokalizedir. Olgularmn 2’si hayatta olup 3’
olmistiir. CD30 4 olguda degerlendirilebilmis olup 3 (%75) olgu pozitiftir. EMA 2
(%40) olguda, bcl-2 ise 3 (%60) olguda pozitif reaksiyon vermistir. Olgularin
tiimiinde Ki-67 proliferasyon indeksi %90’ altindadir. PTEN ekspresyon kayb: 3
(%60) olguda mevcuttur. Bu grup olgu sayisimn da az olmasi nedeniyle
lokalizasyon, diger immiin belirleyiciler ve sagkalim arasinda iligki saptanmamustir.

Burkitt Benzeri Tip: Histolojik derecesi yiiksek, mitoz ve tingible body
makrofajlardan zengin, hiicre morfolojisi ve gelisim paterni Burkitt lenfomaya
benzeyen olgular Burkitt benzeri DBBHL olarak siniflandirilmustir. 8 olgu bu grupta
yer almaktadir. 5 (%62,5) olgu nodal yerlesimlidir. Takip bilgilerine ulagilabilen 7
olgunun 4°ii (%57,1) hayatta olup 3’1 (%42,9) Slmiistiir. Immiinhistokimyasal olarak
olgularin timii CD30 ve EMA ile negatif reaksiyon vermistir. Bcl-2 3 (%37,5)
olguda pozitiftir. 8 olgunun 6’sinda (%75) Ki-67 proliferasyon indeksi >%90°dir. 4
(%50) olguda PTEN kaybi mevcuttur. Yiiksek dereceli olan bu lenfomalarin
muhtemelen olgu sayisimin az olmasi nedeniyle sagkalim lizerine bir etkisi

saptanmamistir.



Resim 4.1. Olgularin WHO Siniflamasina gore histomorfolojik tipleri.
A) Sentroblastik tip, B) Immiinoblastik tip, C) Anaplastik tip, D) Burkitt
benzeri tip, E) T hiicreden zengin tip (H&E, x400).

25



4.3. Immiinhistokimyasal Bulgular
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Olgularin immiinhistokimyasal 6zellikleri ve DBBHL morfolojik tipleri ile
kargilagtirilmasi Tablo 4.3°te g6sterilmistir.
Tablo 4.3. DBBHL histomorfolojik tiplerine gore immiinhistokimyasal bulgular.
Immiinhistokimyasal Belirleyici
cp20 | cp3o | EMA | BcL2 | Kki-67(%) | PTEN
(kay1p)
+ |-+ -1+ -1+ -1>0 | <9O}lE | H
Sb
71 |0 8 [ 6210|6143 |26] 12 40 | 19 | 52
n=71
Ama s iololel7 szl 3] 1| 12]8)7
n=15
b 13 lolo 3lol3]l3|ofo]| 2]1]2
n=3
Bur g oloslol7]l3]s5| 6 | 2|44
n=8
THZ 4 s ol |1 ]2]3)3|2)o0] 5 |3]2
n=5
Toplam | 102 | 0 | 20 [ 80 | 19 | 82 |64 | 36| 19 61 |35 67

Sb: Sentroblastik, Ana: Anaplastik, Ib: Immiinoblastik, Bur: Burkitt benzeri, TZH: T hiicreden

zengin, E: Evet, H: Hayir, n: Olgu sayist

CD20: CD20 ile 102 olgunun tamaminda pozitif membrandz reaksiyon
saptanmuastir.

CD30: CD30 100 olguda degerlendirilebilmistir. 100 olgunun 18’inde

kuvvetli ve diffiiz, 2’sinde fokal, toplam 20 (%20) olguda membrandz reaksiyon

gozlenmistir (Resim 4.2A). 80 olguda (%80) immiinreaksiyon saptanmamigtir.

Pozitif reaksiyon izlenen olgularin 9’u (%45) anaplastik, 8’1 (%40) sentroblastik, 3°ii

T hiicreden zengin tip lenfomadir. iImmiinoblastik ve Burkitt benzeri olgularda CD30

reaksiyonu saptanmamistir. Morfolijk tipler arasinda CD30 immiinekspresyonu

acisindan bir korelasyon saptanmamustir. CD30 pozitif lenfomalarim 10°u (%50)



27

nodal, 10’u (%50) ekstranodal yerlesimlidir ve lokalizasyonlar1 arasinda da bir
korelasyon mevcut degildir.

EMA: EMA 101 olguda degerlendirilebilmistir. 11’inde diffiiz, 8’sinde fokal
olmak iizere 19 (%18,8) olguda pozitif, 82 (%81,2) olguda negatif reaksiyon
gortilmistiir (Resim 4.2B). EMA pozitif olgularin 10’u (%52,6) sentroblastik, 7’si
(%36,8) anaplastik, 2’si (%10,5) ise T hiicreden zengin tip lenfomadir. Morfolojik
tipler icinde EMA immiinpozitivitesi en yiiksek oranda anaplastik lenfomalarda
saptanmugtir (%46,7). Immiinoblastik ve Burkitt benzeri tiplerde EMA pozitivitesi
saptanmamigtir. EMA pozitif toplam 19 olgunun 16’sinin (%84,2) ayni zamanda
bcl-2 de eksprese ettigi gorillmiistiir ve bu oran istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (x*=4.301, p=0.038). EMA pozitif olgularin 12’si (%63,2) nodal 7’si
(%36,8) ekstranodal yerlesimlidir ancak lokalizasyonlar arasinda korelasyon mevcut
degildir.

Ki-67: Bir proliferasyon indeksi belirleyicisi olan Ki-67 ile 102 olgunun 80’
degerlendirilebilmistir. Ki-67 proliferasyon indeksi 80 olgunun 19’unda (%23,8)
%090 ve tizerinde, 61’inde ise (%76,2) %90’1n altinda bulunmustur. Burkitt benzeri
toplam 8 olgunun 6’sinda (%75) bu oran % 100’e yakindir (Resim 4.2C). Yiiksek Ki-
67 pozitivitesi ile sagkalim arasinda, muhtemelen bu grup olgu sayisinin az olmasi
nedeniyle korelasyon saptanmamuistir.

Bel-2: Toplam 100 olguya ait bcl-2 immiinhistokimya sonucu
degerlendirilmeye alinmistir. Bunlarin 7’sinde fokal olmak iizere 64’iinde (%64)
pozitif, 36’sinda (%36) negatif immiinreaksiyon gézlenmistir (Resim 4.2D).
Sentroblastik lenfomalarin 43’tinde (%62,3), anaplastik lenfomalarin 12’sinde
(%80), immiinoblastik lenfomalarin 3’tinde (%100), Burkitt benzeri lenfomalarin
3’tinde (%37,5), ve T hiicreden zengin lenfomalarin 3’{inde (%60) bcl-2 pozitivitesi
saptanmugtir ancak aralarinda anlaml bir iligki saptanmamagtir. Bcl-2 ekspresyonu ile
lenfomalarin lokalizasyonu karsilastinldiginda bcl-2 pozitif olgularm 37’sinin
(%57,8) nodal, 27’sinin (%42,2) ekstranodal yerlesimli oldugu goriilmiistiir. Nodal
yerlesimli 49 olgunun 37’sinde (%75,5), extranodal yerlesimli 51 olgunun 27’sinde
(%52,9) bcl-2 pozitif saptanmistir ve bu bulgu istatistiksel olarak anlamlidir
(x*=5,525, p=0.019).
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Resim 4.2. Bazi olgularda CD30, EMA, Ki-67 ve bcl-2 immiinekspresyonu.
Anaplastik lenfoma olgularinda CD30 (A), EMA (B) ve bcl-2 (C) pozitivitesi. D)
Arada tingible-body makrofajlarin eslik ettigi Burkitt benzeri bir lenfoma olgusunda
yaygin Ki-67 pozitivitesi.

PTEN: PTEN’e ait ekspresyon kaybi, immiinhistokimyasal olarak neoplastik
hiicrelerde niikleer boyanma siddetinde azalma yada tam kayip olmasiyla
degerlendirilmistir. Toplam 102 olgunun 67’sinde (%65,7) PTEN ile boyanma
korunmus iken, 35 olguda (%34,3) immiinhistokimyasal olarak PTEN ekspresyon
kayb:1 saptanmistir (Resim 4.3). PTEN kaybr olan 35 olgunun 19’u (%54,3)
sentroblastik, 8’1 (%22,8) anaplastik, 1’i (%2,8) immiinoblastik, 4’ii (%11,4) Burkitt
benzeri, 2’si (%35,7) ise T hiicreden zengin tip lenfomadir (Tablo 4.4).
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Resim 4.3. PTEN immiinekspresyonu. A) PTEN ekspresyonu korunmus bir DBBHL
olgusunda neoplastik hiicrelerde niikleer PTEN immiinreaktivitesi. Damar endoteli
ve duvarindaki normal hiicrelerde de aym siddette niikleer boyanma mevcuttur. B)
PTEN ekspresyon kayb1 olan bir DBBHL olgusunda neoplastik hiicre nukleuslarinda
boyanma yok iken, aradaki kiigiik, matiir lenfositlerde PTEN ekspresyonu normal
olarak korunmustur.

Tablo 4.4. PTEN ekspresyonunun histomorfolojik tiplere gore dagilimu.

PTEN (Kay1p)
Histomorfolojik
tip Var Yok Toplam

Sentroblastik 19 572 Zé
Anaplastik 8 ) 3
Immiinoblastik 1 . .
Burkitt benzeri 4 ) s
T hiicreden zengin 3

Toplam 35 67 102

Olgular sentroblastik ve sentroblastik olmayan tip olarak iki gruba
ayrildiginda, PTEN ekspresyon kaybi sentroblastik olmayan grupta daha yiiksek
oranda bulunmustur (Sekil 4.1). PTEN ekspresyon kayb1 sentroblastik morfolojideki
71 olgunun 19’unda (%26,7), sentroblastik dis1 morfolojideki 31 olgunun 16’sinda
(%51,6) saptanmustir. Bu oranlar istatistiksel olarak anlamlidir (x*=5,913 p=0,05).
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PTEN kayb olan olgularin 19°u (%54,3) nodal, 16’s1 (%45,7) ekstranodal

yerlesimlidir ancak lokalizasyonlar arasinda bir korelasyon mevcut degildir.

60

50 %

409 I

a0 |

20 %

PTEN kayb1
Bl Yok

Sentroblastik Sentroblastik dis1

Sekil 4.1. Sentroblastik ve sentroblastik dis1 olgularda PTEN kaybu.

4.4. Sagkalm ile Morfolojik ve immiinfenotipik Ozellikler Aras1 Iliski

79 olgunun takip bilgilerine ulasilabilmigtir. Bunlarin 54°#i (%68,3) hayatta
olup 25’i (%31,6) dlmiistiir. Olen olgularin 13’{i kadm, 12’si erkektir. Ortalama 6lim
yasi 53,1°dir. Olgular ortalama 10,9 ay iginde hayatlarim kaybetmislerdir.

Olen olgulardaki lenfoma tipleri Tablo 4.5’te gdsterilmistir. Bunlarin 17’si
(%68) sentroblastik lenfoma olgusudur. Sentroblastik tipteki 53 olgunun 17°si (%32)
anaplastik tipteki 13 olgunun 2’si (%15,4), T hiicreden zengin tipteki 5 olgunun 3’ii
(%60), ve Burkitt benzeri morfolojideki 7 olgunun 3’1 (%42) ve Slmiistlir. Takibi
olan immiinoblastik tipteki 1 olgu hayattadir.

Olen olgularda lenfomalar 16 olguda ekstranodal, 9 olguda ise nodal
yerlesimlidir. Ki-67 ile proliferasyon indeksi 7 olguda %90’ {izerinde olup bcl-2
pozitivitesi 13 olguda mevcuttur. Morfolojik tiplerin ve lenfoma lokalizasyonlarinin

sagkalim {izerinde anlaml: bir etkisi saptanmamugtir.
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Tablo 4.5. Sagkalim oranlarinin histomorfolojik tiplere gére dagilumi.

Sagkalim

Histomorfolojik tip | Eksitus Sag Toplam
Sentroblastik 17 36 53
Anaplastik 2 11 13
Immiinoblastik 0 1 1
Burkitt benzeri 3 4 7
T hiicreden zengin 3 2 5

Toplam 25 54 79

4.4.1. Sagkahm ve bcl-2 ekspresyonu

Takip bilgilerine ulasilan 79 olgunun 77’sinde bcl-2  ekspresyonu
immiinhistokimyasal olarak degerlendirilebilmistir (Tablo 4.6). 77 olgunun 24’i
(%31,1) Slmiistiir. Olen 24 olgunun 13’{inde (%54,1), hayatta kalan 53 olgunun
36’sinda (%67,9) bcl-2 pozitivitesi mevcuttur. Bunlarin 10’unda tam remisyon elde
edilmis olup 26 olguda hastalik devam etmektedir. Sagkalim ve bcl-2 ekspresyonu

arasinda bir korelasyon saptanmanustir.

Tablo 4.6. Sagkalim ve bcl-2 ekspresyonu.

Sagkalim
Eksitus Sag Toplam
+ 13 36 49
Bcl-2
- 11 17 28
Toplam 24 53 77
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4.4.2, Sagkalim ve PTEN ekspresyonu

Takip bilgileri elde edilebilen 79 olguya ait olgularin PTEN ile
immiinhistokimyasal ¢alisma sonuglar1 Tablo 4.7°de gosterilmistir. Buna gére 79
olgunun 25’inde (%31,6) PTEN ekspresyon kayb1 saptanmistir. Olen 25 olgunun
8’inde (%32), hayatta kalan 54 olgunun 17’sinde (% 31.5) PTEN kaybi mevcuttur ve
oranlar hemen hemen aymidir. Hayatta kalan 17 olgunun 11’inde hastalik devam
etmekte olup 6 olguda tam remisyon gériilmiigtiir. PTEN ekspresyonu ve sagkalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamustir.

Tablo 4.7. Sagkalim ve PTEN ekspresyonu

Sagkalim
Eksitus Sag Toplam
PTEN Var 8 17 25
®ayp) | yox 17 37 54
Toplam 25 54 79
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TARTISMA

[k lenfoma simflamalan esas olarak neoplazmmn histomorfolojik 6zelliklerine
gore yapilmig, daha sonraki siniflamalar ise klinisyenlere tedavi agisindan daha yol
gosterici olacak sekilde hastalifin biyolojik davramslarimi da igerecek sekilde
yenilenmis ve giincellestirilmigtir. Son yillarda immiinoloji ve 6zellikle molekiiler
genetik alanindaki ilerlemeler sonucunda lenfomalarin morfolojik ve klinik
ozelliklerine ek olarak, kéken aldiklart hiicreleri ve tasidiklart molekiiler genetik
anomalileri de saptamak miimkiin olmustur. Tiim bu bilgiler en son WHO tarafindan
derlenerek lenfomalar kendilerine 6zgii histomorfolojik, immiinfenotipik ve genetik
ozelliklerine gore ayn birer antite olarak simflandirlmus™'® ve bu yeni listeye onceki
siniflamalarda mevcut olmayan yeni tanimlanan lenfoma tipleri eklenmistir.

Diffliz biiyiik B hiicreli lenfomalar WHO lenfoma siniflamas: igerisindeki en
biiytik grubu olusturmaktadir ve tiim non-Hodgkin lenfomalarin {igtebirinden
fazlasim meydana getirmektedir. DBBHL, biiylikk neoplastik B hiicrelerinden
meydana gelen c¢esitli lenfoma tiplerinin birarada smuflandirildigi heterojen bir
lenfoma grubudur. Bu grubun igerisinde histomorfolojik 6zellikleri birbirinden farkh
cesitli lenfomalar yer almaktadir (Tablo 2.7). DBBHL intermediate dereceli lenfoma
olarak kabul edildiginden ve benzer kemoterapi protokolii (CHOP: siklofosfamid,
doksorubisin, vinkristin, prednizolon) uygulandigindan ortak bir baglik altinda
toplannus olmakla birlikte baz: tipleri ¢ok agresif seyir géstermektedir. Bunlar i¢inde
immiinoblastik ve Burkitt benzeri lenfomalarin en agresif seyir izleyen DBBHL
tipleti oldugu kabul edilmektedir.”'” DBBHL sadece histomorfolojik ve klinik
olarak degil, molekiiler genetik anomaliler ve microarray ile gen ekspresyon
profilleri agisindan da heterojenite g6steren lenfomalardan olusmaktadir. Microarray
sonuglarina gére DBBHL’ler, germinal merkez B hiicresi orijinli lenfomalar ve
aktive B hiicresi orijinli lenfomalar olmak tizere iki farkli gen ekspresyonu profili
gosteren lenfoma tiplerinden olusmaktadir'®, Buna gore histolojik olarak
sentroblastik lenfomalarmn 6zellikle birinci grupta, sentoblastik polimorfik ve
immiinoblastik lenfomalarin ikinci grupta yer aldigr goriilmiis ve germinal merkez B

hiicre orijinli lenfomalarin biyolojik seyirlerinin de daha iyi oldugu gosterilmistir.”>**
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Non-Hodgkin lenfomalarda gosterilen genetik anomalilerin basinda 6zellikle
kromozom translokasyonlar1 ve buna bagli onkogen aktivasyonlar1 gelmektedir. Sik
goriilen translokasyonlardan bazilan Tablo 2.2°de gosterilmistir. Karsinogenezden
sorumlu bir diger 6nemli genetik mekanizma ise tiimor stipresér gen mutasyonlaridir.
Timor siipresor genlerin malign lenfoma patogenezindeki rolleri onkogenlere oranla
cok daha az arastirilmis bir konudur. Lenfoid neoplazilerin bir kisminda p16 ve p53
gibi tlimdr siipresdr gen mutasyonlar: tespit edilmistir.**° Son yillarda tanimlanmis
yeni bir tiimor siipresdr gen olan PTEN’i ilgilendiren mutasyonlar pek ¢cok malign
solid neoplazmda gésterilmistir. Ancak, literatiir bilgilerimize gére malign
lenfomalardaki PTEN anomalilerine yonelik ¢aligsma oldukga az sayidadir.

Non-Hodgkin lenfomalarda sik goriilen kromozom translokasyonlarmdan
olan t(14;18) translokasyonu follikiiler lenfomalaf icin karakteristiktir ve
DBBHL’lerin de bir kisminda gosterilmistir.’ Bu translokasyon sonucunda
18g21°deki bel-2 proto-onkogeni 14q32°deki IgH geni yanina yerleserek bel-2 gen
ekspresyonunun deregiilasyonuna ve bcl-2 protein seviyelerinin artmasina neden
olmaktadir. Bcl-2 proteini ise apoptotik siireci engelleyerek t(14;18) translokasyonu
tagtyan hiicrelerde kontrolsiiz ¢ogalma ve immortalizasyona neden olarak neoplastik
transformasyona neden olur.

Bcl-2 immiinpozitivitesi olgularimzin  64’tinde  (%64) saptanmagtir.
Literatiirde DBBHL’lerde degisik oranlarda bcl-2 ekspresyonu bildirilmistir. Bu oran
baz1 arastirmalarda %80°lere kadar ¢ikmaktadir®. Bcl-2 immiinpozitif 64 olgumuzun
43’ (%67,2) sentroblastik, 21’1 (%32,8) sentroblastik disi lenfomadir. Bcl-2
ekspresyonu, follikiiler lenfoma gibi germinal merkez hiicre kokenli lenfomalarda
oldugu gibi sentroblastik lenfomalarda da beklenebilir. Ancak olgularimizda
sentroblastik ve diger lenfoma gruplar1 arasinda bcl-2 pozitifligi agisindan bir iligki
saptanmamustir ¢linkii ¢caligma grubumuzdaki sentroblastik lenfoma olgularinin sayisi
da (n=71) bcl-2 pozitivitesine paralel sekilde diger grubun (n=31) yaklasik iki
katidir. Caligmamizda sentroblastik lenfomalarin %62,3°{i, sentroblastik tipte
olmayan lenfomalarin ise %67,7°si bcl-2 pozitiftir ve bu oranlar birbirlerine ¢ok
yakindir. Baska calismalarda da gosterildigi gibi bcl-2 pozitivitesi tek basina

follikiiler hiicre kokenli bir lenfomanin spesifik bir gostergesi degildir. Bcl-2
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ekspresyonunun bazi postgerminal merkez fenotipli lenfomalarda da goriilebildigi
bildirilmistir.

Literatiirde bcl-2 eksprese eden DBBHL olgularinin daha kdtii seyrettigi de
bildirilmistir.”””® Calisma grubumuzda agresif DBBHL tipleri olarak kabul edilen
immiinoblastik tip 3 olgunun tamaminin, anaplastik tip 15 olgunun 12’sinin bcl-2
pozitif olmas1 bu bulguyu destekleyebilir. Calisgmamizda takip bilgileri olan 77
olguda bcl-2 ekspresyonu degerlendirilebilmigtir. Bel-2 pozitif 49 olgunun 13’i
(%26,5) Olmiigtiir. 36 olguda (%73,5) tam remisyon gozlenmis olup 26 olguda
(%53,1) hastallk devam etmistir. Istatistiksel olarak olgularimizda bcl-2
ekspresyonunun baZimsiz bir faktér olarak sagkalim: etkilemedigi goriilmstiir,
ancak bu durumun olgularin bir kisminda yeterli klinik bilgiye ulagilamamig
olmasindan kaynaklanmasi muhtemeldir.

DBBHL lokalizasyonlarina gére bcl-2 ekspresyonuna bakildiginda, bcl-2
pozitif olgularin %57,8’inin lenf nodlarinda, %42,2’sinin ise ekstranodal bir odakta
yerlesik  oldugu goriilmiistiir. Nodal yerlesimli 49 olgunun 37’sinde (%75.5),
extranodal yerlesimli 51 olgunun 27’sinde (%51,9) bcl-2 pozitiftir. Bu oranlar
istatistiksel olarak da anlamlidir (}’=5,525, p=0.019). Literatirde DBBHL
lokalizasyonlar1 ile bcl-2 ekspresyonunun kargilastinildigs bir ¢aligmada boyle bir
iliski saptanmamuistir.’? Bcl-2 ile EMA pozitivitesi arasinda da korelasyon
saptanmigtir. EMA pozitif olgularin %84,2°si bel-2 ile de pozitif immiinreaksiyon
vermistir (°=4.301, p=0.038). Literatiir bilgilerimize gore bu iki belirleyici arasinda
benzer bir iligki bildirilmemistir.

Illging olarak, literatiirde t(14;18) translokasyon anomalisi tasiyan
lenfomalarin %90’inda ikincil kromozomal anomaliler de gosterilmistir.”'*? Siebert
ve arkadaglariin bir calismasinda t(14;18) translokasyonu tagiyan B hiicreli
lenfomalarin %11’inde, translokasyon anomalisi olmayan olgularin ise %1’inden
daha azinda, iizerinde PTEN geninin de yer aldifx 10q delesyonlart saptanmig ve
t(14;18) translokasyonlu lenfomalarin patogenezinde PTEN’in de dahil oldugu tiimér
slipres6r gen mutasyonlarinin rol alabilecegi savunulmustur.”® Olgularimizda bel-2
ekspresyonu ve PTEN kaybi arasindaki olasi bir korelasyon arastirildiginda bcl-2
pozitif 64 olgunun 21’inde (%32,8) PTEN kaybi saptanmis ancak istatistiksel olarak

anlamli iliski bulunamamistir. Ancak bizimki gibi immiinhistokimyasal yontemlere
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dayali bir ¢alismada PTEN kaybinin 10q delesyonuna, bcl-2 pozitivitesinin ise
t(14;18) translokasyonu bagli olup olmadigini s6ylemek miimkiin degildir.

PTEN kromozom 1023 lokusunda lokalize bir tiimor siipresor gen olup, gen
iiriinii protein tirozin fosfataz ailesine iiye bir proteindir.*>*> PTEN hem protein, hem
de lipid fosfataz dzelligine sahip bir dual fosfatazdir> ve bir enzimatik fonksiyonu
oldugu bilinen ilk tiimor siipresér molekiildiir. PTEN, reseptor tirozin kinazlar
tarafindan hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini uyaran biiyiime faktérleri ve sitokinler
gibi ekstraseliller molekiillerden aldiklar1 sinyalleri hiicre igine ileten PI3K/Akt
yolaginda fonksiyon goérmektedir. Biiylime faktorleri ile uyarlan PI3K, hiicre
membranina bagli PIP2’leri fosforilleyerek PIP3’e doniistiirmektedir. PIP3 ise, bir
onkoprotein olan Akt molekiiliinii aktive eden bir ikincil mesaj molekiliidiir. Aktive
olan Akt intrasitoplazmik pek ¢ok kinazin, transkripsiyon faktoriiniin ve hiicre siklus
regiilatorii molekiiliin fosforilasyonunu gerceklestirerek hiicreye gelen uyarici
sinyallerin niikleusa iletilmesini saglamaktadir. PTEN lipid fosfataz fonksiyonu ile
lipid medyat6r PIP3 molekiiliinii defosforile ederek inaktiflestirmektedir. PTEN’in
timor siipresor ozelligi bu lipid fosfataz fonksiyonundan gelmektedir.”® Hiicre ici
PTEN diizeyinin artmas: ve buna bagli Akt inaktivasyonu hiicre siklusunda Gl
arresti ve apoptosise neden olur. PTEN fonksiyonu olmayan hiicrelerde ise hiicre
proliferasyonu artmaktadir.

PTEN’in 6nemli bir 6zelligi de bir hiicre iskeleti proteini olan tensin ile
sekans homolojisi tagsmasidir. Tensin, fokal adhezyonlarda aktin filamentlerine
baglanan ve integrin-aracilt hiicre adhezyonunda rol alan bir hiicre iskeleti
proteinidir. Bu yiizden PTEN’in hiicre iskeleti ve integrin fonksiyonunda da rol
oynadig1 diisiintilmektedir. PTEN, protein tirozin fosfataz aktivitesi ile fosforile
tirozin, serin ve treonin aminoasitlerini (fosfotirozil, fosfoseril ve fosfotreonil
rezidiilerini) parcalamaktadir. Bu gruptaki proteinlerden bir tanesi hiicre-
ekstraselliiler matriks arasi etkilesimde rol oynayan Fokal Adhezyon Kinazdir
(FAK). Tamura ve ark.>* PTEN’in hiicre migrasyonu, hiicre biiytimesi, yayilmas1 ve
hiicre iskeleti regiilasyonu iizerine olan etkilerini bir ¢aligmalarinda in vitro olarak
arastirmig, PTEN expresyonu iki kat artirilmis fibroblastlarin yara yerindeki
migrasyon yeteneklerinde belirgin bir azalma oldugunu gostermislerdir. Aym

calismada PTEN’in asir1 ekspresyonunun protein fosfataz fonksiyonu ile FAK
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defosforilasyonuna neden olarak fokal adhezyonda integrin-aracili hiicre
sinyallesmesini bozdugu ve boylece hiicre yayimasini selektif olarak azalttify
bulunmustur. PTEN’in lipid fosfataz aktivitesindaki kayip neoplastik gelisimden
sorumlu iken, protein fosfataz aktivitesindeki bozukluklarin (neoplastik) hiicre
cogalmasi, migrasyonu ve yayillmasinda rol oynadig: diistiniilmektedir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda gesitli primer ve metastatik tiimorlerde
10g23 lokusunu ilgilendiren genetik anomali g6sterilmistir. PTEN anomalilerinin en
sik gosterildigi neoplazmlar glioblastomlar, prostat, meme, endometrium ve tiroid
karsinomlan ile malign melanomlardir. Bunun disinda akciger kanseri, bas-boyun
bolgesinin skuamoz hiicreli karsinomlari, bobrek, mide ve kolorektal karsinomlarda
da PTEN mutasyonlar1 gosterilmistir.*° Literatiirde solid neoplazmlar yanisira lenfoid
neoplaziler iizerinde daha az sayida yapilan ¢aligmalarda, non-Hodgkin lenfomalarda
ve bazi diger lenfoproliferatif hastaliklarda PTEN’i ilgilendiren gesitli genetik
lezyonlar bildirilmistir,>>>°

Genetik lezyonlarin mekanizmalar1 ¢esitlidir. Tmér slipresor genleri
ilgilendiren klasik neoplastik transformasyon modellerinde, tiimor siipresér genin
once bir allelinde mutasyon meydana gelmektedir. Daha sonra kars: allelin kaybr ile
malign transformasyona kadar ilerleyen selektif bir proliferasyon siireci
baslamaktadir. ikinci allelin kaybi (heterozigosite kaybi, loss of heterozygosity)
siklikla genis bir kromozom bdlgesini ilgilendiren delesyonlar sonucu meydana
gelmekedir. Heterozigosite kaybi delesyonlar yanmisira genom {izerinde nokta
mutasyonlar veya insersiyon gibi mekanizmalarla da meydana gelebilmektedir.
PTEN’de en sik gosterilen genetik anomaliler bu delesyonlar ve nokta
mutasyonlardir.”® Ancak genetik defekt her zaman genom iizerinde olmayabilir.
Normal bir genom tarafindan kodlanan bir proteinin transkripsiyonu sirasinda da
ortaya ¢ikabilir. Her durumda, sonugta anormal bir gen iiriinii ve buna bagh
fonksiyon bozukluklar1 (fonksiyon kaybi veya fonksiyon kazamimi) meydana
gelmektedir.

PTEN mutasyonlarmmn glioblastomlarda ve ¢esitli diger yiiksek dereceli ve
ileri evre neoplazilerde siklikla saptanmis olmasi, PTEN kaybinin neoplazilerin daha
cok progresyon siirecinde rol aldigim distindiirmiistiir. Ancak fare modellerinde

yapilan calismalarin bazilarinda PTEN’in tek bir allelinin kaybinda bile apoptosisin
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engellendigi ve hiicre proliferasyonunun artti1 gosterilmistir.>* Bu bulgu, tek
alleldeki PTEN inaktivasyonun transforme olmus hiicrelerin erken evrelerde
se¢ilmesi ve klonal ¢ofalmasinda 6nemli rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.
PTEN fonksiyonunun tam kayb1 ise transforme olmus hiicrelerin artmis
agresivitesinden ve metastatik potansiyelinden sorumlu olabilir. Glioblastomlarda ve
yiiksek dereceli ve metastatik prostat karsinomlarinda PTEN geninde tam
inaktivasyon gosterilmistir. Insan tiimérlerinden bas-boyun skuaméz hiicreli
karsinomlar ile endometirum ve over kanserlerinin erken evre lezyonlarda da PTEN
anomalileri saptanmistir. Endometrium kanserleri icin preneoplastik kabul edilen
endometrial hiperplazilerde de gosterilmistir®®. Bu bulgular PTEN kaybimimn
karsinogenez siirecinin sadece progresyon evresinde degil, erken evrelerinde de
bulundugunu ve bir baslatici rol de oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

PTEN’in insan kanserlerinde en fazla mutasyonu gosterilen genlerden birisi
oldugunu sdylemek miimkiindiir. PTEN yalmzca tiim6r progresyonunda degil,
preneoplastik lezyonlarda malign neoplastik transformasyon siirecinde ve
muhtemelen neoplastik hiicrelerin migrasyon ve yayilmasi asamalarinda da rol
almaktadir.

Olgularimizda PTEN geninin durumu ileri molekiiler teknikler ile
aragtirilmamig, PTEN mutasyonunundan sorumlu genetik mekanizmalar bu
calismada tartigilmamistir. Bu c¢alismada, PTEN gen inaktivasyonuna neden
olabilecek olast genetik mekanizmalarin biiyik c¢ogunlugunun (homozigot
delesyonlar, nonsense mutasyonlar, bazi internal delesyonlar, promoter metilasyonu
yada posttranskripsiyonel modifikasyon) immiinhistokimyasal olarak PTEN
ekspresyon kaybina da yol agacagi diigiiniilmiis ve olasi bir genetik anomalinin
immiinhistokimyasal olarak ekspresyon kaybi ile belirlenmesi amaglanmigtir. Ancak
immiinhistokimyasal yontemle antijeni (gen {irlinli molekiilii) gérmemize karsin
fonksiyon goriip gormedigi hakkinda da bilgi edinmemiz miimkiin degildir.
Dolayisiyla immiinekspresyon kaybi olmasa dahi fonksiyon bozuklugu olasilig
mevcuttur.

Literatiirde PTEN ekspresyon kaybina yo6nelik immiinhistokimyasal
calismalar mevcuttur. Bunlardan bazilar1 prostat, tiroid, meme ve bas-boyun bdlgesi

skuamdz hiicreli karsinom olgularinda yapilmistir. Literatiir bilgilerimize gore
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calisgmamiz  non-Hodgkin lenfomalarda PTEN’e yonelik yapilmig ilk
immiinhistokimyasal ¢alismadir. PTEN immiinreaktivitesi sitoplazmik, periniikleer
veya niikleer olabilmektedir. Literatiirdeki klasik bilgilere gore PTEN ile niikleer
lokalizasyon sinyali bildirilmemistir’'. Bu ¢esitliligin bir nedeni kullanilan PTEN
antikorundaki farklar olabilir. Ayrica immiinboyanmalar heniiz tam aydinlatilamamus
cesitli nedenlerden dolay1 hiicrenin degisik kompartmanlarinda goriilebilmektedir.
Niikleer PTEN immiinekspresyonunun olasi nedenlerinden birisi de PTEN’in
niikleusa bir shuttle mekanizma ile tasinmasi olabilir. Intrasitoplazmik substratlar
hiicre siklusunun degisik asamalarinda hiicrenin degisik kompartmanlarina
(sitoplazma, niikleus) yer degistirebilmektedir. Buna benzer bir mekanizma ile p53,
shuttledan sorumlu MDM2 molekiilii ile niikleus ve sitoplazma arasinda gidip
gelmektedir™. Normal tiroid dokusu ve tiroid neoplazmlari arasinda niikleer ve
sitoplazmik PTEN ekspresyonunun immiinhistokimyasal olarak karsilagtirildig:
Gimm ve ark.” tarafindan yapilan bir ¢alismada normal tiroid epitel hiicrelerinde
PTEN’in kuvvetli niikleer boyandigi, ancak sitoplazmik boyanmanin ¢ok daha zayif
oldugu, buna kargin niikleer boyanma siddetinin benign lezyonlarda azaldigi, malign
lezyonlarda 6zellikle indiferansiye karsinomlarda niikleer boyanmanin hemen
tamamen kayboldugu bildirilmisrtir. Bu calismadakine benzer sekilde bizim
olgularimizda da normal dokularda (epitel, endotel) niikleer boyanma mevcuttur.
Calismamiza dahil edilen 102 DBBHL olgusunun 67’sinde (%65,7) PTEN ile
niikleer boyanma elde edilmigtir. PTEN ile bu niikleer boyanma gercek bir
boyanmadir ¢linkii 35 olguda (%34,3) neoplastik hiicrelerde, normal kontrol
hiicreleri (epitel, damar endoteli, reaktif lenfositler) ile kargilastinldiginda PTEN
boyanma siddetinde belirgin bir azalma saptanmigtir. Literatiirde, non-Hodgkin
lenfomalardaki ilk galiymalardan birisi Nakahara ve ark. tarafindan bildirilmistir.>
Bu c¢aligmada 19°u B, 10°u T hiicreli olmak tizere 29 NHL olgusu incelenmistir.
PCR gibi molekiiler yontemler kullamilarak yapilan bu ¢alisgmamn sonucunda 1
olguda PTEN’de genomik delesyon, 2 olguda ise PTEN transkriptlerinde, bir bagka
deyisle PTEN proteinin enzimatik aktivitelerinde defekt saptanmigstir. Buna benzer
diger ¢caligmalarin sonucunda NHL patogenezinde PTEN gen defektini veya mRNA
transkriptlerini ilgilendiren lezyonlarin da rol oynayabilecegi goriilmiistiir.

Nakahara’nin ¢alismasinda 29 lenfoma olgusunun 3’iinde (%10,3), Grgnbzk ve
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ark.”’ tarafindan 39 DBBHL olgusunun 2’sinde (%5), Sakai ve ark.’® tarafindan 67
yiiksek dereceli lenfoma olgusunun 3’tinde (%10), Butler ve ark.> tarafindan ise 63
NHL olgusunun 2’sinde (%3) molekiiler teknikler ile PTEN mutasyonlar
gosterilmigtir.

102 DBBHL olgusunda PTEN immiinekspresyonunu arastirdigimiz bu
calisma, literatiir bilgilerimize gére en biiyiikk DBBHL serisini olusturmaktadir.
Toplam 35 (%34,3) olguda PTEN kaybi gozlenmistir. Bizim olgularimizdaki oran
diger aragtirmacilarin oranlarindan daha yiksektir. Bunun bir nedeni c¢alisma
grubumuzun daha biiyilk olmasi olabilir. Bir diger neden de ¢alismamizin
immiinhistokimyasal yontem ile, bir bagka deyisle 151k mikroskopu ile, subjektif ve
hatal1 yoruma yol agabilecek gorsel yoruma dayali bir yontem ile yapilmis olmasi
olabilir. PTEN ekspresyonun degerlendirilmesinde immiinhistokimyasal yontem ile
molekiiler yontemleri karsilastiran bir ¢alismada, immiinhistokimyasal boyanma
siddetinin azalmasina paralel olarak ileri molekiiler tekniklerle tespit edilen
heterozigosite kayb1 oranlarimn arttig gosterilmistir.”® Molekiiler tekniklerin genetik
lezyonlar tespit etmekteki istiinligii ¢ok daha fazla olmasina karsin Gimm ve
arkadaslarinin ¢alismasindaki bu bulgu, immiinboyamadan elde edilen sonuglarin
{istiin tekniklerle elde edilen sonuglarla korele oldugunu géstermektedir.

Calismamizda PTEN kaybi saptanan 35 olgunun 19°u (%54,3) sentroblastik,
8’1 (%22,9) anaplastik, 4’ii (%11,4) Burkitt benzeri, 3’ii (%8,6) T hiicreden zengin,
1’1 (%2,9) ise immiinoblastik tip lenfomadir. PTEN kayb1 belirli bir lenfoma tipi ile
korele bulunmamustir. Bunun muhtemel bir nedeni olgularimizi meydana getiren
lenfoma tipinin daha g¢ok sentroblastik lenfomalar olmasidir. Bu yilizden olgular
sentroblastik ve sentroblastik olmayan lenfomalar olarak iki ana gruba ayrildiginda
PTEN ekspresyon kaybinmn ikinci grupta daha fazla oldugu goriilmiistiir ve bu sonug
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (x>=5,913 p=0,05). Sentroblastik
lenfomalarin %26,7’si, sentroblastik olmayan lenfomalarin ise %51,6’sinda PTEN
ekspresyon kaybi mevcuttur. Iki grup arasindaki 2 kata yakin bu farkin nedeni,
sentroblastik lenfomalarin biyolojik seyirlerinin ikinci grubu meydana getiren
lenfomalardan daha iyi olmas olabilir. Ya da tam tersine, sentroblastik lenfomalarin
biyolojik seyirlerinin  diger (anaplastik, immiinoblastik, Burkitt benzeri)

lenfomalardan daha iyi olmasimin nedenlerinden birisi, PTEN ekspresyon kaybinin
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daha az oranda olmasi olabilir. Artmig Ki-67 isaretlenme indeksine gére daha agresif
seyirli oldugunu diistindiigimiiz Burkit-benzeri, immiinoblastik ve anaplastik
lenfoma olgular: ile PTEN kaybi arasinda, muhtemelen bu olgularin sayisinin az
olmasi nedeniyle bir korelasyon saptanmamugtir. Hastalifin biyolojik seyri ve PTEN
ekspresyonu arasindaki olasi1 bir iligkiyi saptamak amaciyla olgularin sagkalim
oranlann incelenmis ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamugtir. Takibi olan 79 olgu igerisinde PTEN kaybr 25°tir (%31,6). Bu
olgularin 8’i (%32) Slmistiir. Hayatta kalan olgularin 6’sinda (%24) tam remisyon
saglanmig olup, 11’inde (%44) ise hastalik devam etmektedir. Bu oranlar literatiirde
bildirilen genel DBBHL sagkalim oranlarina yakindir. Caligma grubumuzdaki
olgularin klinik verileri tim hastalarda elde edilememistir. Tlim hastalarin tam
anindaki evresi ve Uluslararast Prognostik Indeks (IPI) skoru gibi sagkalimi
etkileyecek bilgileri hastalarin tlimiinde ulasilamamigstir. Hastalarin standart
kemoterapi protokolii CHOP olmakla birlikte daha agresif ve bu tedaviye rezistan
baz1 olgular diger kemoterapétik ajanlarin da kombinasyonuyla tedavi edilmiglerdir.
Bu nedenle tedavi sekillerinde bazi farkliliklar da s6z konusudur. Olgular hakkindaki
mevcut bilgilerimize gére PTEN’in bagimsiz bir faktor olarak sagkalimi etkilemedigi
saptanmustir.

Sonu¢ olarak elde ettigimiz bulgular, immiinhistokimyasal olarak tespit
etmeye calistigimiz PTEN kaybinin bazi DBBHL’lerin patogenezinde rol
oynayabilecegini gOstermektedir. PTEN kaybmmin sentroblastik diggt DBBHL
olgularinda daha yiiksek oranda goriilmesi, PTEN kaybinin kétii bir prognostik
faktor olarak da degerlendirilebilecegini diisiindlirmiis olmakla birlikte bu konu
hakkinda daha fazla c¢aligmaya gereksinim vardir. Kompleks bir hastalik olan
DBBHL tedavisi i¢in yakin gelecekte gelistirilecek yeni tedavi sekillerinde,
ekspresyon kaybi gésterilmis olgularda PTEN molekiilti hedef olarak secilebilir.
PTEN’i ilgilendiren gesitli genetik mekanizmalarin tek bir teknik ile gosterildigi
immiinhistokimya ise rutin uygulamalarda tercih edilebilecek degerli bir yontem

olarak kullanilabilir.
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SONUCLAR VE ONERILER

WHO smiflamasina gére DBBHL’ler en biiyiik ve hem histomorfolojik, hem de
genetik defektler agisindan en heterojen non-Hodgkin lenfoma grubunu
olusturmaktadir.

Pek ¢ok malign neoplazide oldugu gibi lenfomalarda goriilen genetik anomaliler
onkogenleri ilgilendiren kromozom translokasyonlari, tlimdr silipresér
genlerindeki delesyonlar ve mutasyonlar, degisik sayisal kromozom anomaliler
ve diger ¢esitli genetik kusurlardir. DBBHL olgularinin farkli klinik seyirlerinden
ve tedaviye verdikleri farkli yamitlardan bu genetik heterojenite de sorumlu
tutulmaktadir. Patogenezden sorumlu olast molekiiler genetik defektlerin tespiti,
diger malign neoplazilerde oldugu gibi, lenfoproliferatif hastaliklarin da daha iyi
anlagilmasi ve daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi igin gereklidir.
Cesitli malign neoplazilerde genetik defekti gosterilmis bir tiimor slipresér gen
olan PTEN’in lenfomagenez siirecindeki rolii immiinhistokimyasal yontemlerle
arastinlldiginda, olgularimizin %34,3’tinde ekspresyon kaybi saptanmistir. Bu
bulgu, PTEN’in DBBHL olgularinin da bir kisminda patogenezden sorumlu
olabilecegini dustindiirmektedir. PTEN kaybi1 sentroblastik olmayan DBBHL
tiplerinde daha yliksek orandadir. Bunun bir nedeni, immiinoblastik ve Burkitt
benzeri tip gibi daha agresif seyrettigi bilinen DBBHL tiplerinin bu grupta yer
almasit olabilir. PTEN kayb1 ile lenfoma lokalizasyonlart ve diger
imminhistokimyasal belirleyiciler arasinda bir iligki saptanmamistir. PTEN
kaybi olan olgularda oliim oram1 %32, hayatta kalma orami ise %68’dir. Bu
rakamlar PTEN kaybi saptanmayan olgulardaki oranlarla hemen hemen aynidur.
Sonug olarak, immiinhistokimyasal olarak PTEN ile boyanma kaybina goére
degerlendirdigimiz PTEN gen ekspresyon anomalileri diffiiz biiyiik B hiicreli
lenfomalarda da  goriilebilmektedir. Ancak lenfomagenezden sorumlu
mekanizmalardan birisi olabilecegini diistindtigiimiiz PTEN ekspresyon kaybinin,

DBBHL olgularinin sagkalimi tizerinde bir etkisi saptanmamasgtir.
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EK 1. Lenfoid hiicre neoplazmlarinin WHO Siniflamasi

B-hiicreli neoplazmlar
Prekiirsor B-hiicreli neoplazm: B-lenfoblastik l6semi/lenfoma (prekiirsor B-

hiicreli akut lenfoblastik lenfoma)
Matiir (periferal) B-hiicreli neoplazmlar
B-hiicreli kronik lenf6sitik 16semi/ kiigtik lenfositik lenfoma
B-hiicreli prolenfositik 16semi
Lenfoplazmasitik lenfoma
Splenik marjinal zon B-hiicreli lenfoma ( £ villoz lenfositler)
Hairy cell 16semi
Plazma hiicreli myelom /plazmasitom
Mucosa-associated lenfoid dokunun (MALT) ekstranodal majinal zon B-hiicreli lenfomasi
Follikiil merkez hiicreli lenfoma
Mantle hiicreli lenfoma
Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma
Mediastinal biiyiik B-hiicreli lenfoma
Primer effiizyon lenfomas:
Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfomna
Burkitt lenfoma / Burkitt-hiiceli 16semi
T ve NK hiicreli neoplazmlar
Prekiirsor T-hiicreli neoplazm: Prekiirsor T-lenfoblastik lenfora/losemi (prekiirsér T-hiicreli akut
lenfoblastik 16semi)
Matiir (periferal) T-hiicreli neoplazmlar
T-hiicreli prolenfositik 16semi
T-hiicreli graniiler lenfositik 6semi
Agresif NK-hiicreli 16semi
Erigkin T-hiicreli lenfoma/l6semi (HTLV1+)
Ekstranodal NK/T-hiicreli lenfoma, nazal tip
Enteropati tipi T-hiicreli lenfoma
Hepatosplenik y3 T-hiicreli lenfoma
Subkiitan6z pannikiilit-benzeri T-hiicreli lenfoma
Mikozis fungoides/ Sezary sendromu
Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, T/null hiicreli, primer kiitan6z tip
Periferal T-hiicreli lenfoma, NOS
Anjiyoimmiinoblastik T-hiicreli lenfoma
Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, T/null hiicreli, primer sistemik tip
Hodgkin Lenfoma (Hodgkin hastahifi)
Nodiiler lenfosit predominant HL
Nodiiler sklerozis HL
Lenfositten zengin klasik HL
Mikst selliiler HL
Lenfositten yoksun tip HL

NK: natural killer
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