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OZET
Amag: Fas (CD95/APO-1) 6zellikle lenfoid hiicrelerin apopitozuyla iligkili

bir proteindir. Bazi tiimé6rlerde Fas ekspresyonunun artigt timére karst immiin
cevabin artig1 ve iyi sagkalim sareleriyle iligkili bulunmustur. Fas’in non-Hodgkin
lenfoma seyrine ve prognoza etkisini aragtiran ¢aligma sayis: sinirhidir. Bu galigmanin
amaci, nodal difiiz biiyiik B hiicreli lenfomal: hastalarda immiinhistokimyasal olarak
Fas pozitifliginin prognozla iligkisi olup olmadigin arastirmakt1.

Gereg ve yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dalr’nda 1990-2003 yillar1 arasinda biyopsi ile diffiiz bityiik B-hiicreli lenfoma tanis:
alan primer nodal non-Hodgkin lenfomali 63 hasta ¢aligmaya alindi. Hastalarin
ortanca yasi 55 (19 ile 102 arasi) idi. Immiinohistokimyasal olarak Fas, bcl 2 ve pS3
uygulanmus kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi. Hastalar negatif ve pozitif
boyananlar olmak tzere iki gruba ayrildi. Olaysiz ve toplam sagkalim agisindan
yapilan kargilagtirmalarda bel-2, p53, Fas pozitif boyanmasi, yas, cins, performans
durumu, klinik evre, B semptomu varhg:, kemik iligi tutulumu, laktik dehidrogenaz
yiiksekligi ve toplam IPI skoru degerlendirmeye alind1.

Bulgular: Ortanca takip siiresi 19 ayd: (2-132 ay). Birinci sira kemoterapi
sonrast 28 hastada (%044.4) tam cevap elde edildi. Lojistik regresyon analizinde Fas
pozitifligi, erkek cins, perfomians durumu ECOG 0-1 olan hastalar, evre I-II hastalik,
B semptomu olmamasi, kemik ilifi tutulumu olmamasi, laktik dehidrogenaz

degerinin normal simrlarda olmasi, IPI skorunun diisikk veya diigiik-orta olmasi tam



cevap elde etme olasihifim arttiran faktdrlerdi. Fas pozitifligi ve ECOG performans
durumu toplam sagkalim i¢in de bagimsiz prognostik degiskenler olarak bulundu.
Faktorlerin higbirinin olaysiz sagkalimi etkilemedigi goriildii.

Sonu¢: Primer nodal difiz biiyik B hiicreli non-Hodgkin lenfoma
hastalarinda immiinhistokimyasal olarak Fas pozitif boyanmasi tam cevap ve toplam
sagkalim i¢in iyi prognostik kriter olarak bulundu.

Anahtar kelimeler: Apopitoz, non-Hodgkin lenfoma, prognoz ve tedavi. -
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- PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF FAS (CD95/APO-1)
POSITIVITY IN PATIENTS WITH PRIMARY NODAL
DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA

ABSTRACT
Aim: Fas (CD95/APO-1) is a protein that related with apoptosis of lymphoid

cells. Increment of Fas expression associated with enhanced immune response
against tumor and related with long term survival in some malignancies. There are
limited study regarding the effect on the course of non-Hodgkin’s lymphoma and
prognosis. The aim of this study was to investigate whether there was a relationship
between positive Fas staining and prognosis in nodal diffuse large B cell lymphoma.
Materials and methods: A total of 63 patients with primary nodal diffuse
large B cell lymphoma diagnosed in Erciyes University Department of Hematology
in between 1990-2003 were included in the study. Median age of the patients was 55
years  (range 19-102  years). Histopathological sections  stained
immunohistochemically were evaluated in light microscope for Fas, bcl-2 and p53.
Patients were stratified as negative and positive staining group. Patients were
compared for overall survival and disease free survival in terms of clinical and
laboratory parameters including Fas, bcl-2 and p33 positivity, age, sex, performance

status, clinical stage, presence of B symptoms, bone marrow involvement, extra-

vii



nodal involvement, lactic dehydrogenase levels and International Prognostic Index
score.

Results: Median follow-up period was 19 months (2-132 months). Complete
remission was obtained in 28 patients (44.4%) after first line chemotherapy. The
factors affecting complete remission in multivariate analysis were as follows: Fas
positivity, male gender, good performance status, clinical stage I-II, absence of B
symptoms, normal lactic dehydrogenase value, absence of bone marrow
involvement, low or low-intermediate IPI score. Positive Fas and ECOG
performance status were also found to be independent prognostic factors for overall
survival. None of the factors has been affected event free survival.

Conclusion: Immunohistochemical Fas positivity were found to be a
favorable prognostic factor for complete remission and overall survival in patients

with primary nodal diffuse large B cell lymphoma.

Key words: Apoptosis, non-Hodgkin’s lymphoma, prognosis and therapy.
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GIRIS VE AMAC
Non-Hodgkin lenfoma (NHL) histopatol(;jik olén‘ak farkli alt tipleri olan bir grup
lenfoid hiicre malignitesidir. Histopatolojik simiflamaya gore hastalarin beklenen
sagkalim streleri defismektedir. En sik rastlanan tip difiiz biiyiik hiicreli lenfomadur.
Son yillarda prognozu onceden belirleme agisindan hastalarn risk gruplarina
ayrildi1 indeksler gelistirilmigtir. Uluslararasi prognostik indeks bunlardan en sik
kullamlamdir (1). Bununla birlikte bu indeks de bazi hastalarin prognozunu

belirlemede yetersiz kalabilmektedir.

Apopitoz (programh hiicre 6liimii) non-Hodgkin lenfomalarin patogenezinde 6nemli
bir role sahiptir. Literatiirde apopitozla iligkili gen ve proteinlerin sagkalim siireleri
ve prognozla iligkilerini aragtiran bazi ¢aligmalar mevcuttur. Bu g¢aligmalarin
cogunlugu p53 ve bel-2 tizerine yogunlagmugtir (2-4,5).

Fas (CD95/APO-1) da apopitozla iligkili bir proteindir. Daha ¢ok immiin sistemle
iligkili apopitozdan sorumlu olmakla birlikte kanser hiicrelerinin apopitozuyla da
iligkili oldugu ¢esitli caligmalarla gosterilmistir. Cesitli timorlerde Fas
ekspresyonunun artin tiimore karst immiin cevabimn artis1 ve bazen de iyi sagkalim
stireleriyle iligkili bulunmustur (6-9). Fas’in NHL seyrine ve prognoza etkisini

arastiran ¢aligma sayis1 sirhidir.



Bu c¢aligmanin amaci, nodal difliz biiyiik B hiicreli lenfomali hastalarda
immiinhistokimyasal olarak Fas pozitifliginin prognozla ve klinik parametrelerle
iligkisi olup olmadigin1 aragtirmakti.



GENEL BIiLGILER

Hodgkin digt lenfoma (non-Hodgkin’s lenfoma) genellikle lenf nodlarindan ve bazen
de herhangi bir organdan koken alan heterojen bir grup B veya T lenfosit
malignitesidir. Erkeklerde tiim kanserlerin yaklagik %5’ini, kadmlarda ise %4’iinii
olusturur (10). Tiim kanser tiirleri ele alindiginda siklik olarak besinci sirada yer alir
(11). Nedenleri ¢ok iyi bilinmemekle birlikte 1995 yilinda g6zlenen yeni vaka orani
1973 yilinda go6zlenenlere gore yaklagik iki kat (8/ 100.000°den  16/100.000’¢)
artmigtir. Bu artigtan en ¢ok edinsel immiin yetmezlikler (Human Immunodeficiency
Virus, solid organ transplantasyonlar1 ve allogeneik kemik iligi nakli yapilan
hastalarda g6zlenen Epstein-Barr virus ile iligkili lenfoproliferatif sendrom) sorumlu
tutulmaktadir. Ayrica gesitli kimyasal ajanlar, tanm ilaglar1 (pestisit ve herbisitler),
sa¢ boyalari ve iyonize radyasyon da bu artigtan sorumlu olabilecek etkenlerden
bazilaridrr.

Hodgkin dis1 lenfomalar erkeklerde kadinlardan, beyaz irkta da siyah wktan biraz
daha sik gozlenir. Goriilme yag1 hastaligin histolojik alt tipine gore farklilik gdsterir.
Cocuklarda ve geng eriskinlerde Burkitt lenfoma ve lenfoblastik lenfoma daha sik
gozlenirken kiigtik lenfositik lenfoma ve folikiiler lenfomalar daha gok ileri yaslarin
hastaligidir. Genelde 60 yas iizerinde belirgin bir artis gozlenir. Ulkemiz gibi geng
niifusun yogun oldugu bolgelerde goriilme yasi biraz daha diisiiktiir. Daha &nce
klinigimizde yapilan bir ¢aligmada 1990-2000 yillar arasinda yeni tam almg
Hodgkin dis1 lenfomal: hastalarda ortanca yag 58 olup hastaligin en sik gézlendigi



yag grubu 55-65 yas arast olarak tespit edildi. Aym hasta grubunda hastalifin
erkeklerde kadinlardan biraz daha sik gézlendigi rapor edilmisti (12).

Hodgkin disi lenfoma (NHL) simiflamasi

NHL smiflamasi ilk tammlandigi yillardan giiniimiize onemli degisikliklere
ugramigtir. Smiflama ayn1 morfolojik Szelliklere sahip alt tipleri ayrrmak yaninda
benzer klinik davrams ve tedavi yanit1 elde edilebilme 6zelligini de igermelidir.
Rappaport tarafindan 1966 yilinda yapilan ilk lenfoma simiflamasi biiylik oranda
morfolojik kriterlere gore yapilmugtir. Bu simflamada hiicrelerin lenf nodunu tutma
sekli (difiz veya nodiiler) ve farklilagmalarina gore (iyi diferansiye veya kotii
diferansiye) ayirim yapilmaktayda.

Daha sonraki yillarda Lukes ve Collins tarafindan yapilan smiflama sisteminde ise
hiticrelerin kaynaklarina gore smiflama yapimigtir (B hiicreli veya T hiicreli). Her iki
smiflama da biiylik oranda histopatolojik farkliliklar dikkate alinarak yapildidindan
klinige uyarlanmasi, yani tedavi kararinin alinmasi ve prognozun belirlenmesi
acisindan yetersiz kalmustir. Bu nedenle klinik kullamma uygun bir lenfoma
smiflamas1 ihtiyaci hissedilmistir. Bu amagla Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
.Kanser Enstittisti (National Cancer Institute) tarafindan “Working Formulation” adi
verilen smiflama sistemi geligtirilmigtir (13). Bu smiflamada NHL diigiik, orta ve
ylksek dereceli lenfomalar olarak {ic ana grupta incelenmis, bunlarmn iginde
morfolojik &zelliklere gore alt gruplar belirlenmigtir. Working formulation tek bir
boyama ydntemiyle (hematoksilen-eozin) uygulama kolayhig1 ve klinik 6zelliklerle
biiylik oranda uyum gostermesi nedeniyle hem klinisyenler ve hem de patologlar
tarafindan yaygm kabul gérmiistiir. Ancak uygulamalar sonrasi bu smiflamanin da
baz1 eksik taraflarmin oldugu gorililmiigtiir. Aym histopatolojik simiflama igerisine
alinan hastalarda klinik gidis ve tedavi yanit oranlarinda nemli farkhiliklar oldugu
gozlenmigtir. Bunun yaninda bu smiflamanm hiicre orjinlerini belirlemede yetersiz
kalmasi,, immiinhistokimyasal ve genetik Ozelliklerinin de siklikla farkli olmasi
nedeniyle yeni bir smiflamaya . ihtiyag duyulmustur. Bu amagla Avrupa’h ve
Amerikal1 bilim adamlarimin ortak goriisleri cer¢evesinde dnce “Revised European-
American Lymphoma” (REAL) siuflamas: (14), daha sonra da Diinya Saghk Orgifitii
(WHO) smiflamasi (15) gelistirilmis ve tiim diinyada bu smiflamalarin kullamlmasi
yoniinde fikir birligi saglanilmaya ¢ahsilmistr (Tablo 1). Baslangigta



hematopatologlar tarafindan ortaya atilan bu siniflamalar gintimiizde hematolog ve
onkologlar tarafindan da kabul gormektedir. REAL ve WHO simflamalarinda
Working formulation’a gore Onemli farkliliklar mevcuttur. Birincisi, bu
simflamalarda hiicreler orjinlerine gore gruplara aynlmistir (B hicreli, T ve NK
hiicreli). Ayrica daha Onceki siniflamalarda ayri olarak degerlendirilen Hodgkin
hastaligi bu simflamada lenfomalarin icerisinde bir grup olarak degerlendirilmisgtir.
Benzer sekilde plazma hiicreli maligniteler ve akut lenfoid l6semiler de simiflamaya
dahil edilmistir. Alt gruplar da klinik ve histopatolojik ozellikler dikkate alinarak
daha detayli olarak gruplandirilmigtir.

Diffuiz buyiik B hiicreli lenfoma NHL’ nin en sik gézlenen alt tipidir. Goriilme sikligs
%30 civarinda rapor edilmektedir (10). Bizim hastalarimizda da diffuz biyiik B
hiicreli lenfoma tiim NHL’l1 hastalarin %40’a yakin bir kismini olugturmaktadir (12).

Hodgkin dist lenfomalarda prognostik faktérler:
En énemli prognostik faktdr histopatolojik simflamadir. Klinik evrelendirme de
o6nemli bir faktordir. Evrelendirmede Hodgkin Hastahigi’ndaki gibi Ann Arbor

sistemi kullanilir,

Bazi ¢aligmalar bunu dogrulamasa da sistemik B semptomlart koétii ézellik olarak
diginilmektedir. Yag da bir prognostik faktér olarak diigiiniilmektedir. Bazi
aragtirmacilar tarafindan tartiymal: bulunsa da 60 yas istii kétii bir prognostik 6zellik
olarak kabul edilmektedir. Bu durum yagh hastalarin kemoterapotik ajanlara
toleransinin digitk olmasina bagli olabilir. Ekstranodal hastalik, 6zellikle de santral
sinir sitemi (SSS) tutulumu koéti bir prognostik 6zelliktir. Primer SSS hastaligi daha
agresif histoloji ile iligkilidir.



Tablo 1. Lenfomalar i¢in 6nerilen WHO simiflamas: (15)

B hiicreli neoplaziler
1.Prekiirsor B hiicreli neoplaziler:
Prekiirsdr B lenfoblastik 16semi/lenfoma
2. Matiir (Periferik) B hiicreli neoplaziler
B kronik lenfositik 16semi/ kiigtik lenfositik lenfoma (CLL/SLL)
B hiicreli prolenfositik 16semi
Lenfoplazmasitik lenfoma
Dalak marjinal zon B hiicreli lenfoma (+/- villoz lenfosit)
Tiylii hiicreli 16semi (Hairy cell leukemia)
Plazma hiicreli myeloma/plazmasitoma
Ekstranodal marjinal zon B hiicreli lenfoma, MALT tipi
Nodal marjinal zon B hiicreli lenfoma (+/- monositoid B hiicre)
Follikiler lenfoma
Mantle hiicreli lenfoma
Mantle hiicreli lenfoma, blastositoid varyant
Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
Mediastinal (timik) biiyiik B-hiicreli lenfoma
Primer eflizyon lenfomas:
Burkitt lenfoma/Burkitt hiicreli 16semi
Smiflanamayan B hiicreli lenfoma
T hiicreli neoplaziler
1.Prekiirs6r T hiicreli neoplaziler:
" Prekiirsor T hiicreli lenfoma/losemi (Prekiirsor T ALL)
2. Matiir (Periferik) T hiicreli neoplaziler
T hiicreli prolenfositik 15semi
Kiiciik hiicreli
Serebriform hiicreli
T hiicreli graniler lenfositik (LGL) 16semi
Agresif NK hiicreli 16semi
Erigkin T hiicreli [6semi/lenfoma (HTLV1+)
Ekstranodal NK/T hiicreli lenfoma, nazal tip
Enteropati tipi T hiicreli lenfoma
Hepatosplenik gamma/delta T hiicreli lenfoma
Subkutan pannikiilit benzeri T hiicreli lenfoma
Mycosis fungoides/Sezary sendromu
Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, T/null hiicre, primer kutandz tip
Periferik T hiicreli lenfoma
Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, T/null hiicre, pnmer sistemik tip
Simflanamayan T hiicreli lenfoma
Hodgkin Hastahg
1. Nodiiler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma (LPHL)
2. Klasik Hodgkin lenfoma
Nodiiler sklerozan Hodgkin lenfoma (grade 1 ve 2)
Lenfositten zengin klasik Hodgkin lenfoma
Karigik hiicreli (Mikst selliiler) Hodgkin lenfoma
Lenfositten fakir Hodgkin lenfoma
Simflanamayan Hodgkin lenfoma




Tiimor biyikligi ve bliylime izt prognoz ile iligkilidir. On cm’den buyiik timér
kitlesi koétii prognostik faktdr olarak diigiiniilmektedir. Yiiksek serum Ie;ktik
dehidrogenaz (LDH) diizeyi de kot prognostik faktér olup tiimér yiikiini yansitir.
Tartigmali olmakla birlikte bazi ¢aligmalar ¢ok agresif hastalikta T hiicre fenotipinin
koti bir prognostik faktor oldugunu bildirmektedir. KI-67 antijeni ile
degerlendirilebilen yiiksek proliferatif indeks bazi ¢aligmalarda kotii prognoz ile
iligkili bulunmugtur. Bazs kromozom anormallikleri de kéti prognoz ile iligkili
bulunmugtur. Intermediate ve high grade lenfomalarda genis hasta gruplar
degerlendirildikten sonra bir prognoz degerlendirme sistemi geligtirilmigtir.
Uluslararas: prognostik indeks (International prognostic index=IPI) skorlamasi tablo

2’de gosterilmigtir.

Tablo 2. Uluslararas: prognostik indeks (1)

1) 60 ve lizeri yas

2) ECOG: 2 ve uzeri

3) Kan LDH diizeyinin normal degerin ﬁzerinde olmasi
4) 2 veya fazla ekstra nodal organ tutulumu

Ann-Arbor siniflamasina gére evre Il ve IV

Her faktor 1 puan olarak degerlendirilir. Buna gére risk siniflamas:
0ve 1 : Disiik risk

2 : Diigiik-orta risk

3 : Yiiksek-orta risk

4,5  :Yiiksek risk

Yaga gore diizeltilmis indeks:

0 : Digiik risk
1 : Diigiik-orta risk
2 : Yiiksek-orta risk

3,4 : Yiksek risk

Hastalarda risk diizeyi arttikga toplam sagkalim ve hastaliksiz sagkalim siiresinin
kisaldin gorillmiistir. Bu skorlamanin 6nemli ozelligi basit ve tiim merkezlerde

kolay uygulanabilir olmasidir.



Apopitoz ile iligkili gesitli genlerin ve bu genlerin iiriinii olan proteinlerin klinik
parametreler ve sagkalim ile iligkisini aragtiran gesitli caligmalar da mevcuttur. Fakat
prognostik nemleri farkli galiymalarda degisik sekillerde ortaya ¢gikmugtir.

APOPITOZ

Kerr ve arkadaglar1 1972 yilinda “apoptosis” terimini literatiire katmiglardir (16).
Eski Yunanca’dan gelen bu kelime fizyolojik hiicre Sliimiiniin morfolojisini yansttir.
Apopitosis (apopitoz) siklikla programli hiicre 6liimii ile es anlamli kullanilmaktadir.
Genom i¢inde kodlanmis Onceden mevcut olan §liim programmmin aktivasyonu
sonucu olusur. Apopitoz olayinda hiicre biiziismesi, g¢ekirdekte yogunlagma,
membranda kabarciklanma, membrana bagh apopitotik cisimciklerin igine
pargalanma ve etkilenmis hiicrenin fagositozu ile sonuglanan memran degisiklikleri

ile karakterize bir sira olaydan olusur.

Genetik defektler, yaralanma, hastaliklar veya ¢esitli zararh ajanlara maruz kalan
hticrelerin uzaklastirilmasi apopitoz yoluyla olur. Bu sekilde fonksiyonu bozulan ve
organizmamn ahengini bozabilecek hiicreler yok edilmis olur.

Artmis veya yetersiz apopitoz iskemi, nSrodejenerasyon, otoimmiinite ve tiimdr
hiicrelerinin biiylime veya regresyonu gibi ¢esitli hastaliklarm patogenezine katkida
bulunabilir (17) (Tablo 3).

Her ne kadar apopitoz 30 yil kadar 6nce tammlanmis olsa da bu hiicre 6lim seklinin
mekanizmasi ve isleyisi ile ilgili esas bilgiler heniiz yeni anlagilmaya baglanmigtir.
Apopitoz difer hiicre limlerinden farklidir. Ornegin nekrozla aralarinda belirgin
farkliliklar vardir. Hiicrelerde sisme ve memran parcalanmasi nekrozun dnde gelen
belirtileridir. Cekirdek kromatini erir ve g¢ekirdekte yogunlagma olugmaz. Genig
hiicre gruplar1 olaya katildig1 i¢in hiicre igerigi erken donemde hiicre dis1 bosluga
dagilir. Buna bagh olarak da gevresinde yogun bir inflamasyon gézlenir. Tam tersine
apopitoz olaymnda membran hasari ¢ok ge¢ dénemde olur ve genelde $len hiicreler
gevresindeki komsu hiicreler ve fagositler tarafindan fagosite edilir. Cogunlukla olay
cok yaygin degildir ve belirgin inflamasyona yol agmaz.



Tablo 3. Apopitoz diizenlenme bozuklugu ve hastaliklar (17)

Artmis apopitoz Yetersiz apopitoz

Dejeneratif norolojik hastaliklar
(Alzheimer, Huntington, Parkinson Graves hastalif

Otoimmun lenfoproliferatif sendrom

hastaliklar1) Hipereozinofilik sendrom
Aplastik anemi Hashimoto tiroiditi
AIDS Lupus eritematozus
Hashimoto tiroiditi Lenfoma

Lupus eritematozus Losemi

Multiple skleroz Solid tiimorler
Myelodisplastik sendrom Tip 1 diabetes mellitus
Tip 1 diabetes mellitus Osteoporoz

Ulseratif kolit Gelisimsel defektler
Wilson hastalig1

Kronik nétropeni

Geligimsel defektler

Apopitoz enerji gerektiren bir iglemdir. Nekrozda ise enerji gerekliligi yoktur.
‘Bununla birlikte apopitoz ve nekrozun biyokimyasal olarak bazi ortak noktalar1 da
vardir. Bu da dzellikle iskemiye ugramus hiicrelerin akibeti konusunda yanlis yoruma
yol agabilir. Ornegin, interniikleozomal DNA bolinmesi veya DNA basamaklari
elektroforezle veya TUNEL yontemiyle gosterilebilir ki bu hem apopitozun ve hem
de nekrozun bir bulgusudur ve ayirt edici degildir. Sekil 1°de apopitoz ve nekroz
gelisim agamalar: sematik olarak gosterilmigtir.

Apopitozun agamalar: ilk olarak 1980 sonlarinda bir nematod olan Caenorhabditis
elegans’da gosterilmistir. Bu parazitte hiicrelerin Sliimiinii diizenleyen 3 gen tarif
edilmigtir. Bunlar Caenorhabditis elegans 6liim geninin (Caenorhabditis elegans
death gene) bas harfleriyle anilan ced-3, ced-4, ced 9’dur. Ced-3 ve ced-4 apopitoza
gotiiren, ced 9 ise apopitozu engelleyen gendir. Memelilerde de apopitoz kontroliinde
bu genlerin benzerleri bulunmaktadir (18-21).



Apopitoz kontrol ve diizenleme agamasinda, dliim reseptorleri, adaptér molekiiller,
caspase (kaspas) kaskad1, mitokondri ve Bel 2 ailesinin dahil oldugu 6liim sinyalleri

ile baglantiy1 saglayan ¢esitli proteinler vardir (22-24).
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Sekil 1. Apopitoz ve nekroz

Kaspaslar ve aktivasyonlari:
Gincel modellerde apopitozun klasik ayar mekanizmalarinin ¢odu ortaya

¢ikanlmugtir. Standart morfolojik degisiklikler ve interniikleozomal DNA
pargalanmasi, hiicre i¢i polipeptitlerin segici proteolitik ayrigmasiyla olur (25, 26).
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Bu polipeptitlerin ayrismas:1 kaspas etkilerinin bir gostergesidir. Kaspaslar
intraseliiler sistein proteaz ailesi olup baz1 ortak 6zellikler igerirler (27): Birincisi:
Kaspaslar peptit zincirlerini aspartatin karboksil ucundan pargalarlar, bu 6zellik diger
Okaryotik proteé.zlardan aywricit 6zel bir durumdur. Ikincisi: Aktif kaspaslar oc,f,
tetramerlerinden olugur. Bunlar iki tane 17-35 kilo dalton (kDa) ve iki tane 10-12
kDa’dan olugan alt iinitlerdir ve her aktif bolge bir Bﬁyﬁk ve bir kii¢iik alt iinitten
olugur. Uglinciisti: Kaspaslar zimojen olarak sentezlenirler ve her bir dnciil polipeptit
aktivasyon iglemi sirasinda bir biiyiik ve bir kiigtik alt {init ortaya ¢ikarr.

Kaspas gen ailesi memelilerde 14 tiyeden olugur. Bunlar iki alt gruba ayrilir:

1. ICE veya inflamasyon grubu: Kaspas 1,4,5,13,'den olusur.

2. Ced-3 apoptozis alt grubu: Kaspas 2,3,6,7,8,9,10'dan olusur.

Apoptozla ilgili kaspaslar da fonksiyonlar1 agisindan iki gruba ayrilir; baglatic
kaspaslar (kaspas 2,8,9,10) ve dldiiriicli (veya efektor) kaspaslar (kaspas 3,6,7)'dir.

Apopitoz yollar:

Apopitoz isleminin baglamasi baslica iki yolla olabilir: Birincisi plazma
membraninda reseptdr aracihikli sinyaller tarafindan olurken digeri mitokondriden
sitokrom c’nin salnmasi yoluyla tetiklenir. Oliim reseptdrii yolu baslangicta
prokaspas 8’i aktive eder. Halbuki mitokondriyal yolda baslangicta prokaspasr 9
aktive edilmektedir. Aktivasyon bagladiktan sonra bu baslatici kaspaslarmn her biri
aktive olur pargalara aynlir ve efektdr kaspaslar denen kaspas 3, kaspas 6 ve kaspas
7°yi olustururlar. Bunlar da swrastyla niikleaz inhibitorii (ICAD) (28, 29) ve hiicre
iskeleti (cytoskeleton) komponentlerini kapsayan gesitli substratlara ayrigirlar. Sonug
olarak ¢ekirdek ici DNA ayrigmas: ve karakteristik morfolojik degisiklikler olusur.

Mitokondri bagimh yol ve bcl 2 ailesi proteinleri

Memeli hiicrelerinde Bcl 2 ailesinin 19 iiyesi tespit edilmigtir. Bcl 2 ailesi iiyeleri,
fonksiyonlar1 ve yapilarina gore i¢ gruba ayrilirlar:

1. Bel 2, Bel-XL ve Boo (Diva), Bel-w, Mcl-1, Al(Bﬂ-l), NR-13 antiapoptotik
iiyeler, BH1 ve BH2 igerirler.

2. Bax, Bak ve Bok (Mtd), gibi pro-apoptotik iiyeleri, sirasiyla BHL BH2 ve BH3

icerirler.
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3. Bid, Bad, Bim, Bik, Blk, Bod, Hrk (DPS5), Bnip3, BimL ve Noxa sadece BH3
igeren pro-apoptotik tiyelerdir. (19)

Bir protoonkogen olan Bcl 2 (B hiicreli 16semi lenfoma 2) geni dis mitokondrial
zarda yer alan 26 kD agwlikta, hidrofobik karboksi ucu igeren bir proteindir.
Onsekizinci kromozomda yer alir (18921). Kanserli hiicrede t(14;18) kromozom
translokasyonu sonucu Bcl-2, 14q kromozomundaki (14q32) immiinglobulin agir
- zincir (IgH) ile birlesir. Bl 2 proteininin asir1 yapimindan sorumlu promotor gen ve
sonugta Bcl-2 onkogeni olugur (30).

Agir zincir IgH’ye yakin alandaki c-myc protoonkogenindeki translokasyon da
kanserdz B hiicrelerinin gelisimine yol agar. Bir ¢ok arastirmada lenfoid sistem
hiicrelerinde Bel 2 ve c-myc onkogenenin birlikteligi gosterilmistir. Bel 2°nin agin
ekspresyonu radyasyon, c-myc, antikanser ilaglar: gibi gesitli ajanlar ile tetiklenebilir
(31, 32).

.Bel 2 ilk kez 1984 yilinda follikiiler lenfomalarda sikhikla kargilagilan t(14;18)
kromozom translokasyonu calisilirken tarif edilmis ve onkojenik potansiyeli ilk
olarak follikiiler lenfomalarda gosterilmistir (33).

Fazla miktarda bcl 2 proteini hiicrelerde mitokondriden sitokrom ¢ serbestlegmesini
6nleyerek kaspas aktivé.syonunun gerceklesmesini baskilar ve bunun sonucunda
apopitozu Onler (18, 34). Hiicresel stresler pro-apoptotik bcl 2 aile iiyelerinin
sitozolden mitokondriye yer degistirmesine ve sitokrom c’nin serbestlesmesine
neden olur. Sitokrom c’nin serbestlesmesini takiben kaspaslar aktive olur ve
apoptosom aracihif1 ile hiicre apopitoza gider. Sitozolde bulunan bir protein olan ve
sitokrom c’yi baglayan Apaf-1 ile procaspase-9 birlikte apoptosomu olustururlar. Bu
olay hiicre icerisinde ATP’ye bagimlidir. Apoptosom procaspase-3’ii ¢alistirir, bu
inaktif caspase-9°u aktive eder ve hiicrede apopitoz gergeklesir (23). Anti-apopitotik
Bel 2 proteinleri, sitokrom c¢’nin mitokondriden serbestlesmesini ©Onleyerek

apoptosom olusumunu engeller ve hiicrenin yagsaminin siirdiirmesini saglar (30, 33).

12



Oliim ligandlan ve liim reseptdrleri aracili yol:

Oliim reseptorleri olarak bilinen tiimér nekroz faktor ailesi tiyeleri, Fas (APO-1/CD
95), TNFR1, DR3/WSL ve TRAIL (TNF iligkili apoptoz uyarict ligand /APO-2)’dir.
Bunlar Fas Ligand, DR3 ligand: ya da TRAIL/Apo 2L olarak adlandirilan ligandlar
tarafindan baglanarak apopitoz yolunu aktive ederler. Bu grubun en iyi bilinen {iyesi
Fas (APO-1/CD 95)’dir (35-38).

Fas 48-kDa agirhigmnda tip 1 transmembran proteinidir. Onuncu kromozomda
yerlesmistir. Interferon oo ve TNF gibi sitokinler ile ekspresyonu artirilabilir. Fas,
hiicre yiizeyinin bir 6liim reseptdriidiir. Primer olarak hedef hiicrenin sitotoksik
lenfositler tarafindan pargalanmasi olayma karigir (39). Bu reseptoriin ekstraseliiler
parcasma trimerik Fas ligandn baglanmasi, reseptoriin oligomerizasyonuyla
sonuglanir. Fas’m sitoplazmik par¢casma FADD adh oligomerik adaptdr molekiiliin
baglanmasi ve prokaspas-8 ve prokaspas-10’un olaym i¢ine katilmasi ile de
Fas/FADD kompleksi olusur (40). Daha sonra prokaspas-8 ve prokaspas-10
boltinerek aktif kaspaslar olusur; aym zamanda prokaspas-3’ii aktive ederler. Kaspas
aktivasyonunu saglamak igin reseptdre baglanan adaptdr molekiiller 6liim reseptor
ligandlar1 (37) ve hiicre tiplerine gore farkh olsalar da benzer olaylar diger 6liim
reseptorleriyle (TNF-alfa tipl reseptdr ve oliim reseptorleri 3-6 gibi) tetiklenme
sirasinda da gozlenir (Sekil 2).
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Sekil 2. Oliim reseptorii (Fas) aracili apopitoz yohu.

Her ne kadar DNA hasar gibi cesitli hiicresel hasarmn Fas yolunu uyararak apopitozu
tetikledigi gibi goriigler one siiriilse de gliniimiizde bu uyarmin baglhca kaspas-9
yoluyla oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte toksik hasar bcl-2 aile iiyelerinin
degisimine yol agarak mitokondrinin membranlar aras: yiizeyinden sitokrom ¢ ve
diger polipeptitlerin salimmasma neden olur. Sitokrom c¢ sitozole salindiktan sonra
Apaf-1 adli proteinle etkilesime geger (27). Bu sekilde Apaf-1’in ATP’ye bagimli bir
mekanizmayla prokaspas-9’a baglanmasi ve onu aktive etmesi saglanir (41). Aktive
olduktan sonra kaspas-9 pargalanir ve prokaspas-3 ve prokaspas-7’yi aktive eder.

Kaspas aktivasyonunun diizenlenmesi:

Kontrolden ¢ikmis kaspas aktivasyonunun neler yapabilecegi agiktir. Bu nedenle
kaspaslarin aktivasyomu siki diizenleyici mekanizmalarla kontrol edilir. Olim
reseptdr yolu cesitli farkli seviyelerde diizenlenir. Birincisi, degisik 6liim
reseptorlerinin ekspresyonu, hiicre tipleri ve hiicrelerin degisik gelisim asamalarina
gore farklidir (39). Ornegin, DR4 ve DR5 normal erigkin timusunda ve gesitli timor
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hiicrelerinde eksprese edilirler, fakat difer normal erigkin dokularinda eksprese
edilmezler. Ikincisi, baz1 hiicreler tuzak reseptorleri diye adlandirilan ve hiicre
yiizeyinde bulunan veya 6lim ligandlarim1 baglayan protein yapisinda maddeler
salgilarlar. Bunlarm 6lim ligandlérma yiiksek afinitesi vardir, fakat sitoplazmik
adaptor molekiillere sinyal iletimi yetenegine sahip degildirler. Uglinciisli, 8liim
reseptorlerinden prokaspas-8’e sinyal iletimi kendi adaptorleri vasitasiyla diizenlenir.
Ornegin: cogu hiicreler c-FLIP eksprese ederler. Bu bir polipeptittir ve prokaspas-8’e
benzer bdlgeler ihtiva eder, fakat kaspas aktif bilgesini igermez. Asiri ekspresyonu
durumunda c-FLIP FADD’yi baglar ve yarigmali olarak prokaspas-8 ve prokaspas-
10’un katilimim onler, bu sekilde de sinyal iletimi belirli bir noktada kopmus olur
(26).

Mitokondriyal yolun aktivasyonu da siki bir sekilde kontrol edilir. Antiapopitotik
bel-2 aile tiyeleri sitokrom ¢ salmmmu inhibe ederler (42, 43). Bu gorevi
muhtemelen proapopitotik aile {iyeleri olan Bax ve Bak’in araciliiyla mitokondri dis
kismindaki voltaja bagimli anyon kanallarimin agilmasimi kolaylastirarak yaparlar
(44). Zit olarak pro-apopitotik bcl-2 aile dyeleri antiapopitotik aile tiyelerini
baglayarak ve bunlar nétralize ederek apopitoz olusumuna yardim ederler.

Baz1 diizenleyici mekanizmalar her iki yol lizerinden egzamanli olarak etki ederler.
Bunlar prokaspas transkripsiyonu, protein kinazlardan Akt aile fiyelerinin
aktivasyonu ve kaspas regiilatorii olan IAP aile tiyelerinin ekspresyonudur. Ornegin
transkripsiyon faktdrii olan Stat-1’in  (signal transducer and activator of
transcription-1) eksik oldugu hiicrelerde 6liimti indtikleyen bir uyar1 durumunda
prokaspas-1, prokaspas-2 ve prokaspas-3 ekspresyonunun yetersiz veya ¢ok zayif
oldugu goriiliir. Bununla birlikte Stat-1’den bagimsiz prokaspas-3 ve prokaspas-8’in
transkripsiyon degisiklikleri de tamimlanmugtir (45).

Her iki yolun aktive edilmesi gesitli kinazlar vasitasiyla da olur. Bir protein kinaz
olan Akt 6liim reseptdr yolunun aktivasyonu kadar (46) mitokondriyal sitokrom c
salinimini da inhibe eder (47).

Kaspas aktivasyonu ve regiilasyonu IAP’ler tarafindan da yapmlr (48). Bu
polipeptitlerden her biri aktif kaspaslara baglanma ve onlar1 inhibe etme yetenegine
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sahiptirler. cIAP1, cIAP2, XIAP ve survivin’in caspas-3 ve caspas-7 aktivitesini
inhibe ettikleri gosterilmistir. Ilave olarak insan cIAP1 ve cIAP2’nin sitokrom c
araciikli prokaspas-9 aktivasyonunu ve caspas-8 in indiikledigi prokaspas-3
aktivasyonunu inhibe ettigi de gézlemlenmigtir (48).

Decoylar (tuzak reseptorleri) ve FLIPler:

Kanser hiicreleri bazi yollarla apopitoz mekanizmasim bozmaktadirlar. Olim
reseptSr yolunda mekanizma gesitli sekillerde duraklayabilmektedir. Bazi timdrlerde
Fas ekspresyonu azalmaktadir (49). Fasligand’a baglh sitotoksik T lenfosit aracilikli
hiicre olimii kanserden koruyucu oOmemli bir mekanizma olmasi ve Fas’in
baskilanmasina bagli olarak immiin sistemde hasar olugmas: karsinogeneze katkida
bulunmaktadir.

Tiimér hiicreleri tarafindan agir1 salinimlan saglanan decoy (tuzak) reseptorler1 Slim
reseptorlerinin baskilanmasi olayma katilir. Pek gok tuzak reseptdr tammlanmig
olmakla birlikte bunlardan en fazla ilgi ¢ekeni DcR3"tﬁr. Bu reseptor Fas-liganda
baglamir ve Fas aracidikli apopitozu inhibe eder. DcR3 geni akciger ve kolon
kanserlerinin yaklasik %50’sinde tespit edilmistir (50). Oliim reseptor sinyallerini
azaltmammn bir yolu da prokaspas-8’in baskilanmasidir (42).

Mitokondrial yolun-inhibisyonu:

Mitokondriyal yoldaki bozukluk da gesitli mekanizmalarla olusabilir. Antiapopitotik
Bel-2’nin agir1 ekspresyonu pek ¢ok insan kanserinde tespit edilmistir. ilave olarak
da gogu kanser tiirlinde k&tli prognozla iligkili bulunmustur (akut myeloid 16semi,
lenfomalar, prostat kanseri, over kanseri ve {ist GIS kanserleri). Benzer durum
proapopitotik Bcl-2 ailesi tiyelerinin (Bax gibi) azalmis ekspresyonu neticesinde de
6Iusabﬂir (42). Bcl-2 asm ckspresyonu myc’in indiikledigi apopitozu da
engelleyebilmektedir (51, 52). Bazen karsinojen madde kendisi direkt olarak
mitokondriyal yol inhibisyonu yapabilmektedir. Ornegin ratlarda karaciger icin
karsinojen olan 2-asetilaminofloren adli madde kalsiyumun indiikledigi gegirgenligi
bozmaktadir (mitokondriyal membrandan gegirgenlik azalmaktadir) (53).
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Apopitozun biyolojik dnemi:

Apopitoza ugrayan normal hiicrelerin ¢ogunda hiicreleri 6liime gétiirmekten sorumlu
sinyal hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Baz1 hiicreler komsu hiicrelerin dliimleri
icin sinyal gonderebilirler. Hiicre 6liimii apopitoz baskilayici sinyallerin kaybolmasi

neticesi de olusabilir.

Viriisler, enfekte ettikleri hiicrede kendi proteinierini sentez ettirirerek hiicrenin
kendisi i¢in gerekli proteinlerin yapimim durdururlar. Bu durumda, hiicrede apoptoz
baglatilir ve hiicre ile birlikte virlis de ortadan kaldirilir. Ancak Epstein-Barr gibi bazi
viriisler enfekte ettikleri hiicrenin apoptoza gitmesini engelleyen yollar
gelistirmiglerdir. Ornegin, Epstein-Barr viriisii bir apoptoz inhibitérii olan Bcl-2’ye
benzer molekiiller salgilattigi gibi enfekte ettigi hiicrenin Bcl-2 f{iretimini arttiran

molekiiller de tiretmektedirler.

Hiicreler cesitli hastahklarda zamanindan erken olebilirler. Zit olarak da azalmig
apopitoz g¢esitli hastaliklara yol agabilir. Akut miyokard infarktiisii sirasinda hiicreler
hem apopitoz ve hem de nekroza bagli olarak kaybedilebilir.

Otoreaktif immiin hiicrelerin azalmg apopitozu ve ilave olarak bu hiicrelerin
indiiksiyon ve proliferasyonu otoimiinite gelisimi i¢in Snemli bir rol oynar. Neoplazi
gelisiminde de her ne kadar hiicrelerin hizli gogalmas: ana gereklilikten biri olsa da
gecikmis apopitoza bagli hiicre yasam siiresinin uzamasi1 da 6nemli bir faktor
olabilir. Ornegin Bcl-2’nin translokasyonla yer degistirmesi ve sonrasinda buna baglh
olarak apopitozun duraklamas: follikiiler lenfomalar basta olmak iizere B hiicreli
lenfomalarmn patogenezinde Snemli bir yer tutar. Bcl-2 ekspresyonunda artig ile uzun
stireli yasayan sentrositler birikmeye baglar, programh hiicre 6limii engellenir ve
lenfoma olusur.

Apopitoz bazi hastaliklarin tedavi temelini de olusturur. Radyoterapi ve kemoterapi

sonras1 degisime ugramis hiicrelerin uzaklagtirilmasi, bu hiicrelerin apopitozu ile
miimkiin olmaktadir.
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Kanserde apopitoz:

Proliferatif yolun anormal aktivasygr'lp pek ¢ok kanser tiirinde onemlidir. Diger
taraftan kronik lenfositik losemi ve yavag seyirli (indolent) lenfomalar gibi bazt
neoplastik hastaliklarda ise proliferatif aktivite ok az olmasina ragmen anormal

hiicreler birikmeye devam ederler.

Normal hiicrelerde apopitoz oram yiiksekken maligniteye dogru ilerleyen hiicrelerde
apopitoz orani giderek azalmaktadir. Ormegin, normal kolon epiteli, adenom ve
karsinomlarnin kargilagtinldigi hiicre kiiltiir 6rneklerinde normal kolonda en yiiksek
apopitoz oram gozlenirken adenomda orta diizeyde, karsinomda ise en az diizeyde

apopitoz gézlenmistir (54).

APOPITOZLA ILISKILi GENLER:
P53, bel-2, Fas genlerindeki mutasyon varlifinin dokularda immiinohistokimyasal
yontemlerle tesbiti miimkiindir. Bu genlerdeki mutasyonlar gesitli kanserlerin

patogenezinde rol oynar:

Bcl-2:

Bcl-2 bir antiapopitotik proteindir. Endoplazmik retikulum, niikleer kilif ve
mitokondri di§ membrammin sitoplazmik yiiziinde bulunur. Cesitli sitotoksik
- etkenlere (gamma ve ultraviole radyasyon, sitokin ¢ekilmesi, deksametazon ve
kemoterapotik ajanlar) kars1 hiicreyi korur (21).

Bcl-2 antiapopitotik (bcl-2, bel-X1) veya proapopitotik (bax, bel-Xs, bak, bad, bid)
aile tiyelerinin bir prototipidir. Mitokondriden sitokrom ¢ salinimini inhibe etmek
suretiyle apopitozu inhibe eder ve bu suretle Apaf-1 ve takibeden kaspas
aktivasyonlarim bloke etmiy olur (55). Bcl-2 ayrica pro-apopitotik molekiiller olan
bax ve bcl-Xs’yi baglar.

Bcl-2 hiicre siklus ilerlemesine de etki eder. Optimal olmayan biiyiime kogullarinda

hiicre dongiistinden ¢ikisi diizenler. Bu etki genetik olarak apopitozdan ayndir ve

etkiden sorumlu kisim amino-terminal bélgede yerlesmistir (56).
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Bcl-2’nin genetik mutasyonlar1 folikiiler lenfoma disinda g¢esitli malignitelerde de
gosterilmigtir. Fakat, bcl-2 translokasyonunun varligi her zaman malignite ile es
anlamh degildir. Bcl-2 gen yeniden diizenlenmesi bazen normal lenfoid dokularda da
tespit cdilebilmektedir (57). Malign transformasyon igin ilave genetik degisiklikler
de olmas: gerekli gibi goriinmektedir. Bu olay bcl-2/IgH transgenik farelerde
gosterilmigtir. Bu farelerde masif lenfoid hiperplazi olugmakta, fakat malign lenfoma
gelisimi c-myc onkogeni gibi bir onkogenin varlig: ile olmaktadir.

Kanser gelisiminde apopitoz ile iligkili genlerin mutasyonlar1 ve hatali galiymalarinmn
da onemli rolleri vardir. Cesitli insan tiimérlerinde proapopitotik molekiiller olan Fas
(58-60) ve Bcl-10°da (61) veya kaspas inhibitorlerinde (cellular inhibitor of
apoptosis: c-IAP2) (62) mutasyonlar saptanmustir. Benign lenfoproliferatif hastalik
ve bununla iligkili otoimmun semptomlar siklikla Fas’m (63, 64) veya Fasligand’in
(65) ya da kaspas-10’un (66) molekiiler degisimiyle iliskilidir. Ailevi periyodik ates
sendromu (67) ve kromozom 10’a bagh ailevi hemofagositik lenfohistiositoz (68)
TNE-R1 ve sitotoksik molekiil olan perforindeki defektlerle iligkili bulunmusgtur (69).

Fas (CD95; Apo-1):

Fas mutasyonu ¢ok degisik hematolojik ve solid tiimdrlerde (Akut lenfoblastik
16semi, Hodgkin hastaligi, Non hodgkin lenfomalar ve prostat kanserleri) goriiliir ve
timor Ornekleme c¢aligmalarinda bu mutasyon yaklasik %20-30 oraninda
saptanmugtir. Fas mutasyonu lenfoma ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde
Onemli rol oynar. Germinal ve post-germinal merkez B hiicrelerinden kdken alan
lenfomalarm yaklasik %50'sinde Fas geninde mutasyon vardir ve bunlar dzellikle
ekstranodal lenfomalardir.

Fas mutasyonu erken MALT tipi lenfoma patogenezinde anahtar rol oynar.
Ekstranodal MALT tipi lenfomada t(11;18) en sik goriilen kromozomal anomali olup
kismen de apoptozla ilgilidir. Son zamanlarda yapilan ¢ahgmalarda insan apoptoz
inhibitér-1 geni (HIAP) 11. kromozomda tesbit edilmistir. Bu protein Fas aracili
apoptozu ve kaspas aracih diger 6liim yollarm: direkt olarak bloke eder. Bu gen daha
az oranda diffiiz biiyiik hiicreli lenfomada da g6sterilmistir.

19



Fas bir transmembran reseptSr proteindir. Kendi dogal ligandi olan Fas-liganda
(FasL) baglanarak apopitozu tetikler (70). Apopitoz sinyali hiicre i¢i 6liim bSlgesiyle
iletilir ve bu molekiile adaptdr protein olan FADD baglanir, bu da prokaspas-8’i
olaya katar. Prokaspas-8’in Fas sinyal kompleksine yapigmasi prokaspas-8’in
boliinmesini otomatik olarak saglar. Daha sonra da diger kaspaslarin aktivasyonu
gerceklesir (36).

Mitokondriyi de igine alan bir diger Fas aracilikl1 apopitoz yolu da tammianmistir.
Bu yol hiicre tipine (tip I ve II) ve kismen de bel-2 aile iiyesi olan BID’ye baghdir
(43). BID kaspas-8 tarafindan boSliniir ve bu bélinme sonrast plS5 pargasi
mitokondriye tagmir. Burada mitokondriyal membrandan sitokrom c salmimini
saglar ve etkisi proapopitotik Bcl-2 aile fiyesi olan Bax ile benzerdir. Tip II
hiicrelerde bu yol bcl-2 veya bel-x1 asir1 ekspresyonuyla bloke edilebilir. Bu blokaj
tip I hiicreler i¢in gecerli degildir (71).

Fas pek ¢ok hiicrede yaygin olarak eksprese edilir. Fas’in fizyolojik rolii daba ¢ok
immun sistem ile ilgilidir. Oforeaktif T hiicrelerinin azalmas1 (72), aktive
lenfositlerin uzaklastirilmasi ve immun olayin sonlandirilmasi Fas-FasL etkilegimine
baghdlr (73). Farelerde spontan Fas mutasyonu oldugunda yaygin lenf nodlari,
dalakta biiylime ve g¢esitli otoimmun hastaliklarin olugtugu bir lenfoproliferatif
sendrom tablosu gelistigi gosterilmistir (74). Tip 1 otoimmm lenfoproliferatif
sendromlu (ALPS I) hastalarda da benzer semptomlar saptanmaktadir (Canale-Smith
sendromu). Bu sendromda Fas geninde mutasyon vardir. Nadir goriilen kalitimsal bir
hastaliktir ve ¢ocukluk ¢aginda baglar. Lenf nodlarinda biiylime, hepato-
splenomegali ve otoimmun olaylarla karakterize bir sendromdur (fakat nadiren
lenfositoz, hipergamaglobulinemi veya lenfoma gelisir). Bu hastalarda lenfositler Fas
yoluyla olan hiicre 6limiine direngli veya ¢ok az duyarhdirlar. Lenfoproliferatif
semptomlar yasla ortadan kalkar fakat otoimmun olaylar devam eder. Otozomal

dominant veya otozomal resesif gecis tariflenmigtir.

Fas mutasyonlar1 B ve T hiicreli gruplarin birlikte degerlendirildigi bir NHL hasta
grubunda %11 (16/150) oraninda tespit edilmistir (75).
Mutasyona ugramg Fas molekiili tim6r hiicresinin immiin sistemden kagmasma

yardim eder. Fas direnci tlimor hiicresinin FasL’1 agir1 eksprese etmesine ve
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kullanmasma olanak saglar. Bu sekilde Fas’a duyarli immun hiicrelere yonelik bir
karg1 atak baslatilir ve ilave olarak stromal ve parenkimal hiicrelerin 6ldiiriilmesiyle
yayilim kolaylasir (76).

P53 tiimor supresdr geni:

P53 tiim6r supresor geni 17. kromozomun kisa koluna yerlesir (17p) ve 53 kilodalton
agirhiginda 393 aminoasitden olusan oligemerik niikleer fosfoproteini kodlar.
Kodlanan bu proteine Wild tip p53 (dogal, fonksiyonel tip) proteini ad1 verilir. Wild
tip p53°iin yarilanma 6mrii 6-20 dakikadir.

Mutant tip p53 ise daha uzun Smiirliidiir (3-6 saat). Onkojenik etkiden bu tip
sorumludur ve dogal p53'tin fonksiyonunu inaktive eder. Mutant p53 somatik veya
herediter mutasyonlar sonucu olusur ve ¢ogunlugu nokta mutasyonu seklindedir.
Mutasyona ugramis pS53°iin antikanser etkisi ortadan kalkar, agir1 salimmu tumor
baskilayici etkisinde kaybin yamnsira tiimérojenik aktivitenin artisina neden olur.

p53 downstream genlerin regiilasyonunu yapma kabiliyeti olan bir transkripsiyon
faktorii olarak fonksiyon goren bir niikleoproteindir (77). Hipoksiye bagl hiicresel
stres veya bir onkogen aktivasyomunun varligi. ya da DNA hasari durumunda
hiicresel pS53 seviyesi artar ve p53 aktive olur (78). Daha sonra kendi hedef
genlerinin transkripsiyonunu baglatir (79). DNA hasarmna cevap olarak aktive olan
P53, hasarh DNA’ya sahip hiicrelerin hiicre dongiisiinii G1 ve G2 fazinda bloke eder
(80). Eger DNA hasar: siddetli ise hiicre tipine ve hiicrenin onkogen igerigine gore

hiicreyi Bax gibi genlerin transkripsiyonu yoluyla apopitoza gotiiriir.

P53’tin hiicre siklusunu durdurucu etkisi p21 (WAF1, Cip-1) ve GADD45 yoluyla
olur. P21 bir siklin bagiml kinaz (cdk) inhibitoriidiir. Bu siklin-cdk komplekslerini
ve PCNA’y1 baglar ve Gl ve G2 fazinda hiicre siklusunun ilerlemesini durdurur.
GADD45 de PCNA’y1 baglar ve hiicre siklusunu G2 fazinda durdurur. GADD45
ayrica DNA’dan niikleotid kesip ¢ikararak onarim yapar (80).

P53 apopitoz yolu gok degisik gen iiriinlerini igerir. Hiicre tipine bagli olarak insiilin
benzeri biiylime faktérii baglayic: protein 3 (IGF-BP3) ve Bax expresyonu p53’iin

araci oldugu apopitoza yardimei olur.
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Son zamanlarda bulunan proapopitotik bcl-2 aile iiyesi olan ve mitokondride bulunan
Noxa’nin (81) p53°iin uyardig: apopitozun aracisi oldugu diisiiniilmektedir.

P53 tarafindan kullamlan ilave bir yol da mitokondriye sinyal gondererek apopitozun
uyarilmasidir. P53 bunu reaktif oksijen radikallerinin diizeyini (ROS) arttirarak
yapar. ROS da mitokondriden sitokrom ¢ salinimina neden olur (82).

p53 bazi DNA onarim enzimlerinin kopyalanmasi ile bu olaya direkt olarak yardim
eder. Hasarli DNA onarilirsa hiicre siklusu tamamlanmaya birakilir. Eger DNA
hasar1 bagar1 ile tamir edilirse; mdm-2 (murine double minute-2) geninin proteini p53
proteinine baglanir ve p53'lin tiimdr siipresdr fonksiyonunu inaktive ederek hiicre

siklusunun devamini saglar.

P53 mutasyonu insan kanserlerinde en sik rastlanan genetik degisikliktir. (tiim insan
kanserlerinin %350-55"inde tespit edilir) (83). Ailevi Li-Fraumani sendromunda
dogumsal mutant p53 alleli mevcuttur. Bu ailelerde sarkomlar, meme kanseri, beyin
tiimorleri, 16semi erken yaslardan itibaren goriilmektedir (84). pS3 geninin kaybinda
veya mutasyonu durumunda hasarhi DNA onarilamaz ve hiicre malign degisime gider
(85).

P53 aracilikli apopitoz antikanser ajanlarin toksik etkilerini diizeltebilir. Meme
kanserinde p53 mutasyonlar1 doksorubisine dogal direng geligimi ile kendini gosterir
(86). Diger timorlerde de pS53 mutasyonlarmmn kemoterapi veya radyoterapiye
dirence yol agtig1 gdsterilmistir.

P53 apoptozda Fas ve bcl-2 ile birlikte 6nemli rol oynar. Hedef genlerdeki
aktivasyon yoluyla p53 kaspas bagimli apoptozu baglatir. p53; Fas ve Bax’1 aktive
ederken Bcl-2'yi inhibe ederek kaspas bagimhi birkag mekanizma ile apoptozu
baglatir. P53 Fas seviyelerini artrmasina ragmen DNA hasarina cevap olarak gelisen
p53 bagimh apoptozda Fas kesin olarak gerekli degildir.

P53 mutasyonu solid tlimorlerde daha sik goriiliirken, hematolojik malinitelerde daha
az orandadir. P53 mutasyonu NHL'da yaklagik %10-20 oraninda goriiliirken, agresif
lenfomalarda oran %30'lara yiikselir. P53 bagiml apoptoz bozuklugu sonucu degisik
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hematolojik tiimorlerde, p53'den bagmsiz yollar aktif hale geger. Ornegin;
¢ocuklarda goriilen akut lenfoblastik losemi'de primer I6semi hiicreleri ytiksek
oranda Fas bagimli apoptoz gdsterir ve Fas salimmi mutant p53 iceren hiicrelerde
yiiksek seviyede goriilirken, dogal tip p53 iceren hiicrelerde daha diisiik seviyede
goriiliir. P53 mutasyonu olan lenfomali hastalarda proliferasyon kapasitesi yiiksek,
prognoz kotii ve toplam yasam siireleri de kisadur.

P53 ailesine mensup iki gen daha bulunmaktadir. Bunlar p63 ve p73°diir. Fakat
bunlarm fonksiyonlari pS3 kadar iyi bilinmemektedir. P53 embriyonel gelisim
agsamasinda herhangi bir rol oynamaz. Diger taraftan p63 ve p73 eksikligi bilinen
hayvanlarda gelisimsel anomaliler olusabilecegi gosterilmistir (87, 88). Benzer
sékilde p63 ve p73 gen mutasyonlar1 daha az siklikta g6zlenir ve tlimér

olusumundaki rolleri heniiz net degildir.
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GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’nda 1990-2003 yillar:
arasinda biyopsi ile diffiiz biiylik B-hiicreli lenfoma tamsi alan ve diizenli takibi
yapilmis olan primer nodal non-Hodgkin lenfomal: hastalar ¢alismaya alindi.
Hastalarin Patoloji Anabilim Dali argivinden preparatlar1 ve parafin bloklar: ¢ikarildi.
Cerrahi materyal veya eksizyonel lenf nodu biyopsisi ile tam1 konan tiim olgular
histolojik olarak REAL smiflamasina gére yeniden degerlendirildi ve smiflandirilda.
Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma tamlar1 dogrulanan 63 hasta ¢alismaya dahil edildi.

Hastalarla ilgili kaytlardan; yas, cinsiyeti, telefon numaralar1 ve adresleri, bagvuru
anindaki sikayetleri, performans durumlari, tutulum yerleri, B semptomlarmin
varlig1r, Ann-arbor sistemine gore evresi (Tablo 4), serum LDH diizeyi, ekstranodal
tutulum yerleri ve say1si, kemik iligi tutulumu, uluslararas: prognostik indeks skorlar:
(IPI), tedavi sekilleri (kemoterapi ve/veya rédyoterapi) ¢ikarildi. Kemoterapi rejimi
olarak birinci sira tedavide CHOP (Tablo 5) veya CHOP benzéri protokol alan ve
optimal tedavi uygulanmms hastalar ¢aligmaya alindi. Performans durumu ECOG
kriterlerine gore degerlendirildi (Tablo 6).
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Tablo 4. Lenfomalarda Evreleme (Ann-Arbor Evreleme Sistemi)

Evre Tanmm

Evrel Tek lenf nodu bolgesi tutulumu veya ekstralenfatik bir organin
lokalize tutulumu (IE).

Evre I1 Diafragmanin aym bdlgesinde iki veya daha fazla lenf nodu bolgesi
tutulumu olmasi (II) veya ekstra lenfatik bir organin lokalize
tutulumu ile birlikte bdlgesel lenf nodu tutulumu veya diafragmanin
aym bolgesinde bagka lenf nodu bélgesi tutulumu (IIE).

Evre III Diafragmanin iki tarafinda lenf nodu bolgesi tutulumu olmasi (III),
ekstra lenfatik bir organin lokalize tutulumu ile birlikte olmas: (IIIE)
veya dalak tutulumu olmas: (IIIS) ya da her ikisinin olmas1 (IINE+S).

Evre IV Bir veya daha fazla yaygin (multifokal) ekstra lenfatik organ

tutulumu veya izole ekstra lenfatik organ tutulumu ile birlikte bdlge
dis1 lenf nodu tutulumu olmasi.

Tablo 5. CHOP Protokoli*

Kemoterapotik Doz Uygulama  ler
1[{2|3|4
Siklofosfamid 750 mg/m” 500cc serum fizyolojik (SF)
icinde 30 dakikada intravenéz | X
(IV) inflizyon
Adriamisin 50 mg/m* 100cc SF’te 15 dk’da IV X
inflizyon
Vinkristin 1.4 mg/m° IV puse
(maksimum 2 mg) X
Prednizon 100 mg/giin Oral yoldan X XXX

* Uygulamalar 21 giin arayla yapilda.

25




Tablo 6. Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)’a gore performans

skorlamasi

DERECE TANIM

Derece 0 Tamamen normal fizik aktivitesini siirdiirebilir, herhangi bir kisitlama
yok.

Derece 1 Fiziksel aktivitede kisitlanma var fakat hasta giinliik islerini normal
olarak yapabiliyor.

Derece 2 Kendi islerini kendi yapabiliyor, fakat diger is aktivitelerini

yapamiyor. Zamammn %50' den fazlasini yatak diginda gegiriyor.

Derece 3 Sadece kendi islerini smirli oranda yapabiliyor. Zamanmnin %50'den

fazlasim yatakta geciriyor.

Derece 4 Hicbir isi kendisi yapamiyor ve tamamen yataga bagimhi olarak

yasiyor.

Evreleme ve tedavi cevabimin degerlendirilmesi: Dosya kayitlarmmdan fizik
muayene bulgular1 yaminda abdominal kompiiterize tomografi (CT), akcifer PA
grafisi veya akciger CT, kemik ili3i aspirasyon ve/veya biyopsilerinin sonuglarma
bakildi. Tedavi sonrasi cevap degerlendirmeleri ve daha sonraki takip bulgular:
kaydedildi (Tablo 7). Niiks veya progresyon zamanlar: ile dlenlerin 6liim tarihleri ve
nedenleri not edildi. Bu verilerden istatistiksel karsilastirma igin gerekli olan stireler
(Tablo 8) hesaplandi.
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Tablo 7. Non-Hodgkin lenfomada tedaviye cevap kriterleri

Tedavi Cevabi Tanimlama
Tam cevap Hastanin en son aldif1 kemoterapiden 4 hafta
(Tam remisyon) sonrasinda fizik muayene ve radyolojik

bulgularin normal olarak bulunmasi.

CRu Klinik ve goriintiileme yontemleriyle tiimére
(Dogrulanmamis tam remisyon) ait bulgular olmamasi veya tedavi
baslangicinda kitle varsa bu kitlede %75’ den
fazla kiigiilme olmasi ve takiplerde bu kitlede

progresyon gdzlenmemesi.

Kismi cevap Tiimdr kitlesinde veya lenf nodlarinda %
(Parsiyel remisyon) 50’den fazla kii¢tilme veya hepato-

splenomegalide kiiclilme gézlenmesi.

Sabit hastalik Tiimor kitlesinde % 50°nin altinda kalan
kiictilme veya % 25°in altinda kalan biiylime
olmasi

[lerleyici hastalik Tiimdr kitlesinde % 25°den fazla artis veya
hepato-splenomegalide biiylime ya da yeni
tutulum bélgesi ortaya ¢ikmast.

Tablo 8. Sagkalun stireleri ile ilgili tammlamalar.

Sagkalim ile ilgili siireler Tanimlama

OS (overall survival=toplam yasam Calismaya alman tiim hastalarm tam
stiresi): tarihinden herhangi bir sebepten 51diigii

zamana kadar gegen stire.

EFS (event-free survival=olaysiz yasam Tam remisyon veya dogrulanmamis tam
stiresi): remisyona  girmis hastalarm  tam
tarihinden itibaren basarisizlik gézlendigi
veya herhangi bir sebepten &ldiigi

" zamana kadar gegen siire.
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Immiinohistokimyasal boyamalar

Hastalarda fas, bel-2 ve p53 ile immiinhistokimyasal ydntemlerle boyama yapildi. Bu
boyalarla pozitif boyanma ile tedavi cevabi, sagkalim siireleri ve diger prognostik
faktorlerin iliskisine bakildi.

[mmiinohistokimyasal boyama i¢in parafin bloklardan hazirlanan 5 mikronluk
kesitler, yapistirict madde olarak poli-L lizin ile képlamms lamlar {izerine alind1
Kesitler 60 °C’da etiivde. bir saat bekletildikten sonra, ksilol ve derecesi giderek
azalan oranlarda alkolden gegirildi. Ardindan sirayla asagidaki islemler yapild:

1- Distile suda 10 dakika yikandu.

2- Kesitler mikrodalga firinda %50 gli¢ seviyesinde 10 dakika antijen retrivel yapild:
ve mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler oda isisina gelene kadar 30 dakika
bekletildi.

3- Distile suda 5 dakika yikandi

4- Spesifik olmayan boyamalar1 ve zemin boyamasimi en aza indirmek i¢in biitiin
preperatlara 10 dakika stireyle %3’lik H,0; uygulandi.

5- Distile suda 5 dakika yikandi.

6- Tamponlanmis salin (PBS) soliisyonu ile 5 dakika yikandi.

7- Primer antikor olarak fare monoklonal antikor olan Fas (CD95/APO-1)
(Neomarkers, Fremont, CA, USA, Cod no:MS-1098R7, Lot no:1098R106) hazir
soliisyon, fare monoklonal antikor olan Bcl 2 (Neomarkers, Fremont, CA, USA,‘ Cod
no:MS-123P, Lot no:123P202) 1:50 diliisyonda, fare monoklonal antikor olan P53
(Neomarkers, Fremont, CA, USA, Cod no:MS186P, Lot no:186P207) 1:100
dih’isyonda damlatildi.’ P53 uygulamasinda, 1:50 diliisyonda p53 antikoru
damlatilarak 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Fas ve Bcl-2 uygulamasinda ise, Fas
(CD95/APO-1) ve 1:100 diliisyonda Bel 2 antikoru damlatilarak gece inkiibasyonu
+4 °C'de yapildi

8- Tamponlanmis salin soliisyonu ile 10 dakika yikands .

9- Biotinlenmis sekonder antikoru 10 dakika uygulandi.

10- Tamponlanmig salin soliisyonu ile 10 dakika yikandi .

11- Streptavidin peroksidaz konjugati 10 dakika uygulanda.

12- Tamponlanmis salin soliisyonu ile 10 dakika yikand: .

13- AEC kromojeni 15 dakika uygulandi .

14- Distile suda 10 dakika yikandi
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15- Meyer’in hemotoksileni ile iki dakika zit boya yapildi.

16- Distile suda 5 dakika yikandi.

17- Kapatma soliisyonu ile kapatildi.

Islemler odaisisinda ve kesitlerin kurumamasi igin nemli ortamda gergeklestirildi.
Pozitif kontrol olarak; Fas (APO 1/CD 95) i¢in meme dokusu, bcl 2 igin tonsil
dokusu, P53 i¢in mide dokusu kullamldi.

Degerlendirme:

Fas (APO-1/CD 95), bcl 2 ve P53 uygulanmis kesitler 1;k mikroskobunda
degerlendirildi. Isik mikroskopunda x 40k biiyiitme ile 5-10 blyiitme sahasi
taranarak skorlandi. Bu caligmada Fas, bcl-2 ve p53 renk aywraci olarak AEC
kullamlmasindan dolay:1 kirmiza boyanma pozitif olarak kabul edildi. Fas (APO 1/CD
95) i¢in cekirdek zar1 ve/veya sitoplazmik boyanma, bcl 2 igin sitoplazmik
boyanma, p53 i¢in ise niikleer boyanma dikkate alind1. Pozitif boyanma gosteren
alanlarin degerlendirilmesinde asagidaki skorlama kullarldi (tablo 10).

Tablo 9. immﬁnhistokimyasal boyamalara ait skorlama sistemi

Pozitif boyanma (% olarak) Skor
0 negatif
1-9 ‘ i
10-50 ++
50" den fazla - +H

Standardizasyon saglamak amaciyla tim boyamalarda aym degerler esas alindi ve
preparatlar O ile (+) boyananlar ve (++) ile (+++) boyananlar olmak lizere iki gruba
ayrildi

Istatiksel degerlendirme: Olaysiz ve toplam sagkahm agisindan bel-2, p53, Fas
pozitif boyanmasi, yas (<60 ve >60), cins, ECOG performans durumu (0-1 ve 2-4),
evre (I-II ve lII-IV), B semptomu varhgi, kemik iligi tutulumu, LDH yiksekligi ve
toplam IPI skoru (diisiik, disiik-orta ve yiiksek-orta, yiiksek) degerlendirmeye
alindw



Hastalara ait sagkalim egrileri Kaplan-Meier yontemiyle ¢ikarildi ve istatistiksel
kargilagtirmada log-rank ydntemi kullamldi. Sagkahmi etkileyen faktorlerin
multivariate analizini yapmak i¢in Cox-regresyon analizi kullanildi. Prognostik
faktorler ve immiinhistokimyasal boyalarin iligkilerini degerlendirmek i¢in ki-kare
testi kullamldi. Tam remisyon elde etmede etkili olan faktorleri belirlemede ki-kare
testi yapildi. Prognostik Onemi olan parametreler karsilagtirilirken hastalar IPI
skorunda oldugu gibi gruplandirildi. P degeri 0.05’in altinda olanlar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Erciyes Universitesi Tip fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal’’nda yaglan 19 ile 102
arasinda degisen'(ortanca 55 yas) 31°i kadin (%49.2), 32’si erkek (%50.8) toplam 63
hasta caligmaya alindi. Ortanca takip siiresi 19 aydi (2-132 ay). Birinci sira
kemoterapi sonras: 28 hastada (%44.4) tam cevap 8 (%12.7) hastada da kismi cevap
elde edildi (cevap elde edilen toplam hasta saylsi: 36 toplam cevap orani: %57.1).
Hastalara ait diger 6zellikler tablo 10°da gosterilmisgtir.

Tablo 10. Hastalarin genel 6zellikleri

Klinik 6zellikler Sayr %
Cinsiyet Erkek 32 50.8
Kadin 31 49.2
Yas <60 35 55.6
> 60 28 44 4
Performans durumu 0-1 29 46
(ECOG’a gore) 2-4 34 54
Ann Arbor evre LI 25 39.7
v 38 60.3
B semptom var 29 46
yok 34 54
Ekstranodal tutulum <1 51 81
>2 12 - 19
Kemik iligi tutulumu var 9 14.3
yok 54 85.7
LDH diizeyi yiiksek 29 46
normal 34 54
Uluslararas: prognostik indeks dusik 20 31.7
digik-orta 14 22.2
yiiksek-orta 11 17.5
yiiksek 18 28.6
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Tam cevap saglanmasmm etkileyen faktdrler: Lojistik regresyon analizinde Fas

pozitifligi, erkek cins, performans durumu ECOG 0-1 olan hastalar, evre I-II hastalik,

B semptomu olmamasi, en fazla bir ekstralenfatik organ tutulumu olmasi, kemik iligi

tutulumu olmamasi, LDH degerinin normal smirlarda olmasi, IPI skorunun diigtik

veya diigiik-orta olmasi tam cevap elde etme olasiligim arttiran faktorlerdi (Tablo
11). Tam cevap elde edilen 28 hastadan 10”u 13-94 ay arasi stirede niiks etti. Diger

‘18 hastanm ise takipleri tam remisyonda devam etmektedir.

Tablo 11. Tam cevapla klinik ve immiinhistokimyasal parametrelerin iligkisi

Tam cevap var

Tam cevap yok

Prognostik parametreler (n=28) (n=35) X2 P
_ Say1 % Say1 %
AR A
e p 2 s [ |
res §Z§§§f % | 3 | 2 | 7 |54 |0
a1 8 o o
= JE | R84 e s
ECOG 15 UG o] 3| 13.086 | 00001
B %iIII,IV ol % | e | 6419 | ool
B semptomu zfi( 253 ég ﬁ‘ g; 16.105 | 0.0001
| 2 | 5 B 8 e on
ﬁmﬁ@ g?:l; 217 ;(l) 287 gg 4725 | 0.03
e [ | 525 % [ew o
IPT skoru o 2 fg ;i gg 16.105 | 0.001

Immiinhistokimyasal boyalarin prognostik faktorlerle iligkisi: Hastalarin
immiinhistokimyasal boyanma say1 ve yiizdeleri tablo 12°de gosterildi. P53, bcl-2

veya Fas pozitif boyanmas: ile yas, ECOG performans durumu, B semptomu
pozitifligi, birden fazla ekstranodal organ tutulumu olmasi, LDH yiiksekligi ve
kemik iligi tutulumu mevcudiyeti arasinda iligki tespit edilmedi.
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Fas ile pozitif boyanma, erken evre hastalikta (erken evrede %72, ileri evrede %45)
ve IPI skoru diisiik ve diisiik-orta olanlarda daha yiiksek bulundu (diisiik ve diigiik-
orta IPI skorunda %68, yiiksek-orta ve yiiksek IPI skorunda %41).

Tablo 12. Hastalarda immiinhistokimyasal bbyanma say1 ve yiizdeleri

Immiinhistokimyasal Negatif + ++ -+
boya Say1 % Sayi1i % Saym % Sayi %
P53 39 619 5 79 17 27 2 3.2
Bcl-2 9 143 13 206 26 413 15 23.8
Fas 23 365 5 79 14 222 21 333

Toplam sagkalm etkileyen faktdrler: Ortanca 19 aylik takip siiresi iginde 23 hasta
6ldii (2-34 ay aras1 siirede). Tiim hastalar degerlendirildiinde 5 yillik tahmini
sagkalim olasilifi %52.2 idi. Kaplan-Meier sagkalim analizlerinde p53 ve bcl-2
pozitiﬂiéinin sagkalm etkilemedigi, Fas pozitif boyananlarda ise sagkalim
olasiligmin Fas negatiflifi olan hastalara gére anlamli olarak yiiksek oldugu goriildi
(p: 0.007)(Sekil 3-5). Multivariate analizde Fas pozitifligi (p: 0.039) ve ECOG
performans durumu (p: 0.01) bagimsiz prognostik degiskenler olarak bulundu (Tablo
13).
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Sekil 3. P53 porzitifliginin toplam sagkalima etkisi, p >0.05. --- p53 pozitif hastalar,
— p53 negatif hastalar.
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Sekil 4. bel-2 pozitifliginin toplam sagkalima etkisi, p >0.05. ---- bel-2 pozitif

hastalar, — bcl-2 negatif hastalar
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Sekil 5. Fas pozitifliginin toplam sagkalima etkisi, p: 0.007. - Fas pozitif hastalar,

— Fas negatif hastalar.

Fas boyanmasinm prognostik faktorlere gire degerlendirilmesi;

Fas boyanmasmin diger prognostik faktdrlerin pozitifligi veya negatifligi durumunda

sagkalimla iligkisine bakild1. Buna gore prognostik parametreler olan yas, cins, evre,
B semptom varligi, birden fazla ekstranodal tutulum mevcudiyeti, kemik iligi

tutulumu olmasi, LDH yiiksekligi ve IPI skorlar1 degerlendirmeye alindi. Sonugta; 60
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yas alt1 hastalarda (p: 0.0028), kadmn cinste (p: 0.018), B semptomu pozitif vakalarda
(0.0029) Fas ile pozitif boyanmamn daha uzun sagkalim ile birlikte oldugu goriildi.

Tablo 13. Toplam sagkalimu etkileyen faktorler

Parametre Odds ratio | %95 Giiven arahg p
P53 (Pozitif / negatif) 0,662 0,211-2,079 0,5
Bcel-2 (Pozitif / negatif) 1,154 0,399-3,339 0,8
Fas (Pozitif / negatif) 0,308 0,101-0,943 0,039
Yas (<60 yas / >60 yas) 0,872 0,289-2,628 0,8
Cinsiyet (E / K) 1,042 0,379-2,864 0,9
ECOG performans durumu (0-1 / 2-4) 8,944 1,685-47,487 0,01
Ann-arbor evre (1-2/ 3-4) 0,945 0,149-5,977 0,9
B semptomu (Var / yok) 2,670 0,833-8,555 0,1
| Extranodal tututum (0-1 / >2) 0,936 0,149-5,879 0,9
Kemik iligi tutulumu (Var / yok) 1,170 0,158-8,644 0,9
LDH yiiksekligi (Yiiksek / normal) 2,687 0,594-12,155 0,2
IPI skoru (0-2 / 3-5) 0,468 0,052-4,215 0,5

Fas boyanmasinin diger immiinhistokimyasal boyamalarla kombine degerlendirildigi
sagkalim analizlerinde: P53 pozitif hasta grubunda, Fas pozitif boyananlarin
sagkalim oram anlamh olarak daha yiiksek bulundu (p:0.006). Bcl-2 negatif hasta
grubunda da Fas pozitif boyanmasmm sagkalimi olumlu etkiledigi goriildii (p:0.004).
P53 negatif olanlarda ve Bcl-2 pozitif olanlarda Fas boyanmasmmn prognoza bir
etkisi olmadig1 sonucu ortaya ¢ikt1 (p>0.05) (Sekil 9-12).
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P531 (++) ve (+++) boyananlar
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Sekil 6. p53 pozitif hastalarda Fas pozitifliginin sagkalima etkisi, p:0.006.--— Fas
pozitif hastalar, — Fas negatif hastalar

P53 negatif ve (+) boyananlar
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Sekil 7. p53 negatif hastalarda Fas pozitifliginin toplam sagkalima etkisi. ---- Fas

pozitif hastalar, — Fas negatif hastalar, p >0.05.
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BCL-2 negatif ve (+) boyananiar
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Sekil 8. Bcl-2 negatif hastalarda Fas pozitifliginin toplam sagkalima etkisi. ---- Fas

pozitif hastalar, — Fas negatif hastalar, p:0.004
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Sekil 9. Bcl-2 pozitif hastalarda Fas pozitifliginin toplam sagkalima etkisi. ---- Fas
pozitif hastalar, — Fas negatif hastalar, p >0.05

Olaysiz  sagkalhm: Olaysiz  safkalimi  etkileyen faktdrler agisindan
immiinhistokimyasal boyalar ve IPI skorunu olusturan parametrelere bakilda.
Faktorlerin hicbirinin olaysiz sagkalimi etkilemedigi goriildi (Sekil 13-15).
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Sekil 10. pS3 pozitifliginin olaysiz sagkalima etkisi, p >0.05. —-- p53 pozitif hastalar,

— p53 negatif hastalar

10 JH——t———t7—]

Hastaliksiz sagkalim orani

=

__._.._..__..._’__l

L — —

24

Sre (ay)

Sekil 11. bel-2 pozitifliginin olaysiz sagkalima etkisi, p >0.05. ---- bcl-2 pozitif

hastalar, — bcl-2 negatif hastalar
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Sekil 12. Fas pozitifliginin olaysiz sagkalima etkisi, p >0.05. ---- Fas pozitif hastalar,

— Fas negatif hastalar
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TARTISMA
Apopitoz ile ilgili genler ve bu genlerin eksprese ettigi proteinler iginde p53, bel-2 ve
Fas 6nemli bir yer tutar. Fas hiicre membranindan apopitozu baglatirken Bcl-2
mitokondri diizeyinde apopitozu engellemeye calisir. P53 ise dogal bir tlimor
supresor gendir ve DNA hasarlarimi onarmakla gérevlidir. Eger DNA hasar: fazlaysa
hiicreyi apopitoza gotlrir. Apopitozla iligkili bu genlerin ve protein
ekspresyonlarimin bozulmasi, hiicrelerde 6liimiin durmasma ve kontrolsiiz gogalmaya
yol agarak kanser gelisiminde rol oynar. Kanserli hiicrelerin de 6limiinii geciktirerek
hem bu hiicrelerin birikmesine hem de gogalmasina yardimci olur. Programl hiicre
6liimii, 6zellikle lenfoma patogenezinde Snemli bir yer tutar. Ilave olarak metastaz

biyolojisinde, kemoterapi ve radyoterapi cevabinda da rolii vardir.

Apopitozla iligkili genlerin ve protein ekspresyonlarinin pozitifligi farkli anlamiar
tagr ve klinige yansmmalari da farkli gekillerde olabilir. p53 mutasyonu tiimor
baskilayict fonksiyonun bozuldugunu gosterir. Mutant p53 sonucu olusan protein,
hiicre onarim ve hasarh hiicrelerin apopitozunu gergeklestiremez ve tiimor olusumu
kolaylagir. Dogal p53’tGn yari OSmrii kisadir ve immiinhistokimyasal olarak
gosterilmesi zordur. Immiinhistokimyasal yontemlerle gosterilen mutant p53°diir.

Bcl-2 gen yeniden diizenlenmesi (rearanjman) ve bcl-2 protein ekspresyonu da

apopitozun engellenmesi anlamini tagr. Bu sekilde malign hiicreler uzun siire yasar
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ve birikirler. Bcl-2 gen ve protein bozukluklar: 6zellikle lenfoma patogenezinde
Onemlidir.

Fas agisindan durum bu ikisinden farklidir. Normalde apopitozu baglatic1 gérevi olan
Fas ile iliskili bir mutasyon olustugunda veya solubl Fas varliginda hiicre apopitoza
gidemez. Immiinhistokimyasal olarak gosterilen Fas ekspresyonu ise ¢ogunlukla
bunlarin tam tersine apopitozun ve tiimdr hiicresine karsi immiin yamtin

gostergesidir.

Protein agir1 ekspresyonunu olmasi gende bir bozukluk oldugu anlami tasimaz. Bu
nedenden dolay: apopitoz genlerindeki bozukluklarla protein ekspresyonlarm ayri
degerlendirmek gerekir.

Bcl-2 protein ekspresyonu gogu lenfoma tiirinde patogenezde ve progozda ¢ok etkili
iken bazi lenfoma tiirlerinde (6zellikle gastrik lenfomalarda) etkisi daha azdir.
Kramer ve arkadaslarinin ¢aligmasinda (89) bcl2 protein ekspresyonu nodal tutulum
olan hastalarda ekstranodal tutulum olanlara gére daha yiiksek oranda tespit
edilmigtir. Diger bir cahgmada immiinhistokimyasal olarak bcl-2 protein ekspresyonu
gastrik lenfomalarda diger ekstranodal lenfomalara gore (%41-%100) istatistiksel
olarak anlamh gekilde diigik bulunmugtur (90). Gaidano ve arkadaglarmm yaptig1
¢aliymada da (91), MALT lenfomalarda bcl-1, bel-2 ve c-myc genlerinin higbirisiyle
spesifik bir iligki saptanmanmgtar.

Bcl-2 gen rearanjmam tespiti disinda baz1 faktorler de bel-2 protein ekspresyonuna
yol agabilmektedir. Diger bir deyisle protein ekspresyonu olmasi gen mutasyonunun
bir gOstergesi olamaz. Fonksiyonu gosterdigi igin prognostik parametre olma
agisindan protein ekspresyonu gen mutasyonundan daha Snemlidir.

Gegmisteki bu tecriibeleri goz Sniine alarak hasta grubumuzun daha homojen olmas:
i¢in yalmzca primer nodal difiiz biiyiik B hiicreli NHL’h hastalar1 ¢alismaya dahil
edildi. Bu hastalarda apopitozla iligkili protein ekspresyonlarinm sagkalima ve tedavi
cevabina etkilerine bakildi.

Bcl-2 gen ailesi iginde pek ¢ok gen mevcuttur. Bunlardan bir kismu apopitotik etkiye
sahipken bir kistu da apopitozu inhibe eder. Bu nedenle bazi caligmalarda
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prognostik dneme bakilirken bel-2 ailesine ait birden fazla gen test edilmigtir. Bairey
O ve arkadaglarinin ¢aligmasinda (2), tek bagmma bel-2 pozitifliginin  bagimsiz
prognostik faktdr olmadif: goriiliicken. Bel-2 ve bel-x birlikte negatif olan hastalarda
yagam siiresinin uzun oldugu, tam tersine bcl-2 ve bel-x birlikte pozitif olan

olgularda yasam siiresinin kisa oldugu goriilmiigtiir.

Bcl-2 gen rearanjmam folikiiler lenfomalarin karakteristik 5zelligidir (92). Yiiksek
dereceli lenfomalarda da bcl-2 gen rearanjmam gozlenebilir. Bunlardan bir kismi
folikiiler lenfomadan doniislime ugramis hastalardir. Folikiiler histopatolojiden
bilyiik hiicreli lenfomaya doéniiste bel-2 ekspresyonu azalmaktadir (90). Ayrica bel-2
protein ekspresyonu ileri evre hastalikta da cogunlukla daha yiiksek bulunur (92).

Caliymamizda bel-2 protein ekspresyonu varligi ile toplam veya hastaliksiz sagkalim
arasinda bir iligki gozlenmedi. Bu durum iki sekilde yorumlanabilir: 1) bel-2
apopitoza yol acan diger gen ve proteinlerle denge halindeyse protein ekspresyonu
tek bagina prognostik faktdr olarak belirlenmeyebilir. 2) bel-2 antiapopitotik etkisini
daha ¢ok apopitozla isliskili proteinlerin fonksiyonunu bozarak gergeklestirmis
olabilir. Calismammzda da bcl-2 ile Fas birlikteligi olan vakalarda Fas pozitifligi
sagkalimi etkilemezken bcl-2 negatif olan grupta Fas bozitiﬂiginin sagkalima anlamli
bir katkist oldugu bulunmustur. Bu bulgu ikinci yorumu desteklemektedir. 3) bel-2
negatif olan hastalarm bir kismu folikiiler lenfoma orjinli olup histopatolojik olarak
biiyiik hiicreliye doniistim gosteren ileri evre hastalar olabilir. Bu durum da bcl-2’nin
prognostik 6nemini maskeleyebilir. Bcl-2 gen yeniden diizenlenmesinin varlig:
hastahigin folikiiler lenfoma orjinli oldufunu gosterebilir. Bu g¢alismada gen

rearanjmanma bakilmadig1 i¢in bu konuyla ilgili bir yorum yapilamaz.

Bcl-2 ailesi disinda bazi apopitoz inhibitorleri de kanser hiicrelerindeki bozulmug
apopitozdan sorumlu olabilir. Bunlarin en 6nemlilerinden birisi IAP grubudur
(inhibitor of apopitosis). Survivin bu grubun bir tiyesidir. Survivinin non-Hodgkin
lenfomal: hastalarda sagkalim lizerine etkisini aragtiran 222 hastalik bir ¢alismada
survivin pozitiflifi hem univariate hem de multivariate analizde bagimsiz kot

prognostik fakt6r olarak bulunmustur (93).
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P53 mutasyonu veya protein ekspresyonu, Ozellikle B hiicreli lenfomalarda daha
onemlidir. Immiinhistokimyasal olarak P53 pozitifligi T hiicreli lenfomalarda B
hiicrelilere g6re daha az gozlenir. Pescarmona E. ve arkadaglarinin ¢aligsmasinda (94)
primer nodal periferik T hiicreli lenfomada P53 pozitifligi hastalarmm %20’sinde
gbzlenmis ve %50°nin {izerinde p53 pozitifligi vakalarin sadece %4.4’{inde

saptanmustir. Bu vakalarm higbirinde PCR ile mutasyon saptanmamugtir.

p53 ekspresyonu igin de mutlaka p53 mutasyonu olmasina gerek ybktur. Cesitli
faktorler dogal tip p53°iin yasam siiresini uzatarak veya fonksiyonunu bozarak timor
gelisimine katkida bulunabilirler (95). P53 ekspresyonunun veya gen mutasyonunun
ileri evre hastalikta ortaya ¢ikma ihtimali daha yiiksektir (96). p53 mutasyonu ayrica
histopatolojinin agresiflesmesine katkida bulunarak (97) prognozu kotli yonde
etkileyebilir.

Tiirkiye’den Hazar ve arkadaglari (98) gastrointestinal sistem lenfomalarinda P53
boyanma ile klinik evre, tiimdr lokalizasyonu ve tiimor yiikii arasinda baglanti
bulamamuglar fakat intermediate ve high grade lenfomalarda low grade lenfomalara

gdre p53 protein ekspresyonunun daha yiiksek oranda oldugunu gérmiislerdir.

Higbir c¢ahsmada p53 protein ekspresyonunun sagkahmui iyi yonde etkiledigi
goriilmemistir. Bu nedenle genel olarak bakﬂdlgmda p53 gen mutasyonu veya
protein ekspresyonu NHL’li hastalar i¢in kotii prognostik kriter olarak kabul
edilebilir.

P53’tn immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmesi agresif NHL’da basit ve
- Onemli bir prognostik marker olarak kullamlabilir. P53 mutasyonu olanlar veya p53
ekspresyonu pozitif bulunan agresif lenfomali hastalara daha erken yogun
kemoterapi rejimleri uygulanmasi gerekir. Ozellikle yiiksek doz kemoterapi
verilenlerde p53 disinda bagka yollarla apopitoz olusturulabilir.

Cahismamizda pS3 pozitifligini olduk¢a diisiik bir oranda géilendi. p53 pozitifligi

hem toplam hem de hastaliksiz sagkalimi olumsuz etkileme egiliminde olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamh bir fark ortaya ¢ikmadi.
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P53 ve bel-2°nin sagkalim siireleri fizerine etkilerini hangi yolla yaptiklari ¢ok agik
degildir. Spekiilasyonlardan biri ilag direnci tizerine etkileri oldugudur. Wyndham H.
ve arkadaglar1 (5) relaps veya refrakter NHL hastalarinda p53 mutasyonu, pS53 asir
ekspresyonu, bcl-2 ekspresyonu ve timér proliferasyonu ile klinik ilag rezistans:
iliskisine bakmuglardir. Hastalarin p53 anomalitesi (mutasyon veya asir1 ekspresyon)
ile ila¢ rezistansi arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski saptanmistir. Diger
taraftan bcl-2 ekspresyonu ile ilag rezistansi arasinda iligki g6zlenmemistir.
Navaratnam S. ve arkadaslarinin ¢alismasinda da (99) immiinhistokimyasal olarak _
P53 pozitifligi olanlarda kemoterapiye tam cevap elde etme yiizdesi daha dusiik
bulunmugtur. Ayrica p53 pozitifligi olanlarda p53 pozitifligi olmayanlara gére niiks
orani1 yilksek olup (%60--%26) ortalama niiks siiresi de kisa bulunmustur. Bu
sonuglarin tersine p53 ekspresyonu ile ilag direnci arasinda iliski olmadigini savunan

yaymlar da vardr (100).

Calismamizda p53 ve bel-2’nin ilag direnci {izerine etkileri indirekt olarak test edildi.
Performans durumu kétii olan hastalar, ileri evre hastalik, B semptomu pozitifligi,
kemik iligi tutult_xmu olmasi, LDH yliksekligi, TP skorunun yiiksek-orta veya yiiksek
olmas: ve imminhistokimyasal olarak Fas negatif boyanmas: tam remisyon elde
edilmesi ac¢isindan kot prognostik faktdrler olarak bulundu. Analizde p53 ve bel-2
pozitifliginin tam remisyon elde edilmesine etkisi olmadigi g(")rﬁldﬁ.. Bu durum
hastalarmmzda p53 ve bel-2'nin ilag direncine direkt etkisi olmadigi seklinde

yorumlanabilir.

Fas (CD95/APO-1) ozellikle lenfositlerin apopitozu ile iligkili bir proteindir. Fas-
aracili apopitoz, sitotoksik T hiicrelerinin tiim6r hiicrelerini Sldiirmesine katkida
bulunur (101, 102) Fas dinlenme halindeki T ve B lenfositleri ve monositlerde
yaklagik %30-40, dogal 6ldiirticti lenfositlerde (NK) %5 oraninda eksprese edilirken,
aktive T ve B lenfositlerinde ekspresyon oranlari %80-90°dir. Aktive NK
hiicrelerinde de ekspresyonu artar (103).

Bir ¢alismada p33 +/- farelerde FasL eksikliginin timér gelisme olasihim: (6n
planda sarkomlar) arttirdigy g6sterilmisgtir (104). Fas’in apopitoz yolundaki
etkilerinden dolay1 NHL patogenezindeki etkileri de arastwrilmaktadwr. Yapilan
" ¢ahgmalardan bazilar1 Fas’in NHL patogenezinde rolii olabilecegini gdstermektedir.
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Ozellikle T hiicreli lenfomalarda belirgin bir iligki var gibi goriinmektedir. Nazal
NK/T hﬁc;reli lenfomada yitksek oranda (%50) Fas gen mutasyonu tespit edilmigtir
(105). Benzer sekilde Epstein-Barr virus (EBV)-iliskili lenfomada da Fas aracili
apopitoz mekanizmasimun bozuk oldugu gosterilmistir (106). T hiicreli deri
lenfomalarinda ise CD4 pozitif hiicrelerde Fas ile iligkili apopitoz sistemi
bozulmustur (107). MALT tip lenfoma gelisiminde de Fas aracilikl1 apopitozun roli
olabilecegi gosterilmigtir. (108).

Fas veya Fas-L gen mutasyonlarinin otoimmun lenfoproliferatif sendroma yol agtig1
iyi bilinmektedir. Bununla birlikte bu hastalarda lenfoma gelisimi nadirdir (109). Bu
bulgu lenfoma patogenezinde Fas gen mutasyonunun tek bagina rolii olmadifim,

patogenezde baska mekanizmalarin da ortak rolii oldugunu dusiindiirmektedir.

Cesitli kanser tirleri apopitozdan kagmak igin Fas aracilikli apopitoza direng
geligtirirler. Diren¢ mekanizmalar1 ¢esitlidir ve reseptér Oncesi veya sonrast
mekanizmalarla olugabilir. Reseptor sonrasi: Fas iligkili fosfataz (FAP-1) asin
ekspresyonu, intrastoplazmik sinyal gonderici parasi eksik olan Fas reseptor
ekspresyonu, bcl-2 agini ekspresyonu veya bel-X;, ekspresyonu ya da IAP veya FLIP

ekspresyonlan ile Fas aracili apopitoz engellenebilir.

Diren¢ mekanizmalarindan biri hiicre igi 6liim sinyal bolgesinin eksik olmasidir.
(110). Aym bolgedeki mutasyonlar da gesitli hematolojik malignitelerde Fas

aracilikl: apopitoza direng mekanizmasini olugturur. (111).

Reseptor oncesi: Intraselliiler IL-1beta artisinin da Fas aracilikli apopitozu inhibe
ettigi Niitsu N, ve ark (112) tarafindan lenfoma hiicre kiiltiirlerinde gosterilmistir. Bu
etkinin nasil gerceklestigi bilinmemektedir.

Timoér hiicreleri tarafindan salinan soluble Fas (sFas) proteini Fas aracili apopitoza
diren¢ mekanizmalarindan en ¢nemlisidir. sFas normal uzunluktaki Fas’dan farklh
olarak Fas proteininin transmembran pargasim igermez. Bu 6zelligi nedeniyle Fas-
liganda baglanmasina ragmen apopitoz gerceklesmez. Kanser hiicreleri bu sekilde
kendilerini apopitozdan koruyabilirler (113). sFas meme, kolon kanserleri, malign

melanom, T ve B hiicreli 16semiler gibi pek ¢ok kanser tiiriinde gosterilmistir (114).
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sFas seviyesi ALL’li ve NHL’li hastalarda saglikli kontrol grubuna gére anlaml
olarak yiiksek bulunur (115). Yiiksek sFas seviyesi hastalik evresi ve progresyonuyla
artmaktadir. Hastalar remisyona girdiginde sFas diizeyleri azalmaktadir. Hara T. ve
arkadaglarinin caligmasinda (116) sFas seviyesi 4 microg/I’nin altinda olanlarda
sagkalimin daha iyi oldufu gorilmisgtir. Aym ¢aligmada B ve T hiicreli gruplar
arasinda ve erken veya ileri evre hastalikta serum sFas diizeyleri arasinda fark

bulunamamusgtir.

Agresif lenfomalarda sFas diizeyi saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek olup yiiksek grade’li hastalarda da diigiik grade’li olanlara gore daha yiiksek
bulunur. sFas seviyelerinin tedaviye yamt alinan hastalarda diistiigii, progresyon

gozlenen hastalarda ise artti1 gorilmisgtiir (117).

Fas ekspresyonu aktif protein varligint gosterir ve tiimére karst immiin cevabin bir
géstergesidir. Fas ekspresyonu gogu tiimdrde gosterilmigtir, ancak sagkalima etkisi
degiskendir. Jackel MC. Ve arkadaglarinin galismasinda (6), larinks skuamdz hiicreli
karsinomda Fas ekspresyonunda artig tespit edilmig, fakat Fas ekspresyonu ile
sagkalim ve tiimordeki apopitoz arasinda bir iliski saptanmamustir. Mottolese M ve
ark. (8) meme kanserinde Fas ve Fas-L ekspresyonunun sagkalima etlfisini
aragtirmiglardir. Bu galismada Fas-L pozitifligi ile metastatik lenf nodu ve daha
buyiik timor kitlesi arasinda pozitif birliktelik tespit edilirken tam tersine Fas
pozitifligi ile nod negatiflifi ve daha kiiciik timér boyutu arasinda birliktelik
saptanmugtir. Ayrica Fas pozitif tiimore sahip hastalarda hastaliksiz sagkalim
stiresinin Fas negatif olanlara gore daha uzun oldugu bulunmustur. Koomagi R ve
Volm M.” iin (7) non-small cell akciger kanserli hastalar iizerinde yaptig1 ¢alismada
da Fas pozitifligi olanlarda negatif olanlara gére sagkahm belirgin olarak uzun
bulunmustur. Fas ve Fas-L immiinohistokimyasal ekspresyonu ile yas, evre ve
histolojik tip arasinda korelasyon saptanmamugtir. Fas ve Fas-L tek baglarina lenf
nodu metastaz: agisindan fazla etkili bulunmazken ikisi kombine edildiginde Fas ve
Fas-L negatif olan grupta Fas ve Fas-L pozitif olan gruba gore lenf nodu
metastazinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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Shibakita M ve ark. (9) calismasinda Ozefagus karsinomunda pozitif Fas
ekspresyonunun daha az invazyon derinligi, iyi diferansiye tiimér varligi ve daha az
lenf nodu metastazi ile birlikte oldugu gériilmiistiir. Fas ekspresyonu hastahiksiz ve
toplam sagkalim agisindan da olumlu bir prognostik faktor olarak bulunmusgtur. Fas
pozitifliginin degisik kanser tiirlerinde prognozu olumlu etkilemesi Fas aracilikli
apopitozun T hiicrelerinin timdr hiicrelerini dldiirmesine olumlu ybnde katkis: ile

agiklanabilir.

Fas aracilikli apopitoz yolunun inhibisyonu NHL patogenezinde rol oynarken, Fas-L
mutasyonlarmim ise hem lenfoma patogenezinde hem de Fas direncinde roli
smrhdrr. Bir caligmada 111 NHL’L hastadan yalnizca birinde mutasyon tespit
edilmigtir (118). Diger taraftan Fas-L ekspresyonu mutasyondan bagimsiz olarak
NHI.’da prognostik 6nem tagiyabilir. Ni X ve arkadaglarinin ¢aligmasinda (119)
mycosis fungoides (MF)’de Fas-L ekspresyonunun normal kontrole gore arttigi ve
buna paralel olarak CD8+ T hiicrelerinin azaldif1 goriilmiistlir. MF hiicrelerinin
immiin sistemden kagmak amaciyla Fas-L. eksprese eftikleri diistinitmektedir.
NHL’da da Fas antijeni varlif: tiim6re karg: artmig immiin cevabimn bir gstergesi
olabilir (120). Fas-L ekspresyonu ise Fas’m tersine apopitozdan kagis seklinde

yorumlanabilir,

Fas mutasyonu veya ekspresyonu bazi ¢alismalarda yiiksek grade veya ileri evreyle
iliskili bulunmamustr. Do B ve arkadaglarmin ¢alismasinda (121) folikiler
lenfomalarda morfolojik transformasyon durumunda Fas ile iligkili yeni bir mutasyon
ortaya ¢ikmadifi goriilmiistlir. Bu gdriislin aksine bazi ¢aligmalarda progresyonla
birlikte Fas gen mutasyonunun arttig1 goriilmiistiir (122). High grade lenfomalarda
low grade lenfomalara gbre Fas ekspresyon oram daha az bulunmaktadir. CD95
ekspresyonunda veya fonksiyonunda azalma olmasi daha agresif tiimor
histopatolojisi ile birlikte olabilir, (123).

Fas ve Fas-L yolu kemoterapdtiklerin etki mekanizmasmda &nemli bir yer tutar.
Kiigtik hiicreli digt akciger kanserinde Fas ve Fas-L birlikte pozitif olanlarda negatif
olanlara gore ilag sensitivitesinin anlamh olarak yiiksek oldugu gériilmiistiir (%30’a
karsi %18) (7). Zhu HL ve arkadaglarmm (124) miirin lenfoma hiicrelerine

uygulanan gesitli kemoterap6tikierin hangi apopitoz yolunu etkiledigini inceledikleri
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calismasinda deksametazon ve VP-16"nimn Fas ve Fas-L ekspresyonunu arttirdigs, bel-
2 ekspresyonunu ise etkilemedigi goriilmiigtiir. ATRA, bel-2 diizeyini azaltarak etki
etmekte fakat apopitoz yapmamaktadir. IL-2, IL-6 ve GM-CSF de Fas yolunu
aktiflestirmekte fakat apopitoza yol agmamaktadir. As;O; ise higbirini etkilememis
fakat apopitoza yol agmistir. Bu bulgular ¢esitli kemoterapétiklerin apopitozla iligkili
farkh proteinleri aktiflestirdigini g6stermektedir. Bu nedenle tedavide segilecek olan

ajanlarm farkli apopitoz yollarmi kullanan ilaglar olmasi tedavi etkinlifini arttirabilir,

Fas direncinin derecesi ile kemoterapi direncinin derecesi arasinda direkt korelasyon
tespit edilmistir (125). Caligmamizda da Fas pozitif hastalarda remisyon elde etme
ihtimali Fas negatif olan gruba gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu durum Fas

negatif olan hastalarda kemoterapi rezistansi gelismesiyle agiklanabilir.

CD95 (Fas) pozitif bulunan T hiicreli deri lenfomalarinda fotofereze tedavi cevabi
Fas negatif olanlara g6re daha iyidir (126). Radyoterapinin de etki
mekanizmalarindan biri Fas aracili apopitozun uyariimasidir (127) AIDS ile iligkili
primer santral sinir sistemi lenfomasinda da radyasyon ve IL-2 gibi sitokinlere
maruziyette Fas ekspresyonu ve buna bagli apopitozun aktiflestigi gosterilmistir
(128).

Calismamizda Fas pozitifligi hastaliksiz sagkalimi anlamli olarak etkilemezken
toplam sagkalimi olumlu etkiledigi g6riildii. Muhtemelen Fas pozitif olan hastalarda
kemoterapi cevabi daha iyi olmaktadwr. Remisyon elde edilen hastalarda toplam
sagkalim stiresi daha uzun oldufundan genel olarak toplam sagkalun siiresi de
artmaktadir.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda bel-2’nin Fas aracili apopitozu azalttif1 yoniinde veriler
meveuttur, Jurkat lenfoma hiicreleriyle yapilan deneysel Qallsmalarda anti-Fas
monoklonal antikoruyla indiiklenen apopitozun bcl-2 asir1  ekspresyonuyla
engellenebildii gosterilmigtir (129) Bel-2 ile Fas birlikteligi olan vakalarda Bcl-2
lenfoma hiicrelerini Fas aracili apopitozdan korumaktadir. Bcl-2’nin Fas aracili
apopitozu kismi olarak bloke ettifine dair bagka yaymlar da mevcuttur (130, 131). B
hiicreli deri lenfomalarinda da Fas ekspresyonu olmasi iyi, bcl-2 ve Fas-L
ekspresyonu birlikteligi k6tli prognozla birlikte bulunmugtur (132).
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Bizim galigmamizda Bcl-2 negatif hasta grubunda Fas pozitif olanlarda prognoz Fas
negatif olanlara gore anlamh olarak iyi bulunurken Bcl-2 pozitif olan hastalarda Fas
pozitifli§inin sagkalim etkilemedigi goriilmiigtir. Sonuglarimiz Bel-2'nin Fas aracili

apopitozu engelledigi goriigiinii desteklemektedir.

Bazi ¢aliymalarda Fas mutasyonu veya sFas dizeyi yiksekligi ile ekstranodal
tutulum ve otoimmiin hadiseler arasinda da iligki bulunmustur (133). Baz1 yayinlarda
da B semptom pozitiflii olanlarda serum soluble Fas seviyesinin daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir (116). Bununla birlikte, serum sFas dizeyinin klinik ve
laboratuar parametreleriyle iligkisi olmadig1 yoniinde ¢aligmalar da mevcuttur. (134).
sFas diizeyindeki artisin B semptomu varligi, klinik evre, histolojik alt tip gibi
prognostik faktorlerle veya tedavi yamti ve yanit siiresiyle iligkili olmadigini
gormislerdir. Biz de ¢aliymamizda Fas pozitifligi ile B semptomu varlig: arasinda bir
iliski gézlemedik.

Literatiirde mevcut olan Bcl-2, p53 ve Fas ile ilgili énemli ¢aligmalar ve bunlara ait

sonuglar Tablo 15-17°de 6zetlenmistir.
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SONUCLAR
1) Performans durumu ECOG 0-1 olan hastalar (p:0.0001), B semptomu olmamasi
(p:0.0001), IPI skorunun diisiik veya diisiik-orta olmasi (p:0.001), LDH degerinin
normal sinirlarda olmasi (0.009), evre I-II hastalik (p:0.01), Fas pozitifligi (p:0.023),
en fazla bir ekstralenfatik organ tutulumu olmasi (p:0.03), kemik iligi tutulumu
olmamas1 (p:0.03), erkek cins (p:0.05) lojistik regresyon analizinde tam cevap elde

etme olasiigim arttiran faktdrler olarak bulundu.

2) P53, bel-2 veya Fas pozitif boyanmasi ile yas, ECOG performans durumu, B
semptomu  pozitifligi, birden fazla ekstranodal organ tutulumu olmasi, LDH

yiiksekligi ve kemik iligi tutulumu meveudiyeti arasinda iligki tespit edilmedi.

3) Fas ile pozitif boyanma, erken evre hastalikta (erken evrede %72, ileri evrede
%45) ve IPI skoru disiik ve diigiik-orta olanlarda daha yliksek bulundu (dusik ve
diisiik-orta IPT skorunda %68, yiiksek-orta ve yitksek IPI skorunda %41).

4) Tiim hastalar degerlendirildiginde 5 yillik tahmini sagkahim olasili1 %52.2 idi.

5) p53 ve bel-2 pozitifliginin sagkalimi etkilemedigi, Fas pozitif boyananlarda ise

sagkalim olasihfmm Fas negatiflifi olan hastalara gore anlamli olarak yiiksek
oldugu goriildii (p: 0.007).
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6) Cox multivariate analizde Fas pozitifligi (p: 0.039) ve ECOG performans durumu
(p: 0.01) toplam sagkalimi etkileyen bagimsiz prognostik degiskenler olarak

bulundu.
7) Yast altnmstan kiigiik olan hastalarda (p: 0.0028), kadin cinste (p: 0.018), B
semptomu pozitif vakalarda (0.0029) Fas ile pozitif boyanmanin daha uzun sagkalim

ile birlikte oldugu goérildii.

8) P53 pozitif hasta grubunda, Fas pozitif boyananlarin sagkalim oram anlamli olarak
daha yitksek butundu (p:0.006).

9) Bcl-2 negatif hasta grubunda da Fas pozitif boyanmasinin sagkalimi olumlu
etkiledigi gorildii (p:0.004).

10) p53 negatif olanlarda ve Bcl-2 pozitif olanlarda Fas boyanmasinin prognoza bir
etkisi olmadig1 sonucu ortaya ¢ikt1 (p>0.05).

11) immiinhistokimyasal boyalar ve IPI skorunu olusturan parametrelerin olaysiz

sagkalim etkilemedigi goriildii.
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Ek: Hasta listesi

Ad-soyad Deosya no Ad-soyad Dosya no
AO 945498 HS 1128500

*AC 947305 K 971924
AC 843140 P 947374
AS 377015 KO 708983
AU 1052075 MB 1016371
AY 945215 MG 602140
BA 1116832 MK 646138
BO 948541 MK 720901
CE 714547 MK 945900
CS 1152553 MO 947523
CT 722722 MS 797808
EA 554893 MT 665456
EA 931499 MT 946620
FB 1063920 MU 919037
FD 945526 MZ 946869
FF 921565 NC 752056
FH 833959 ND 668939
FO 1138646 - NK 948374
FS 877457 0s 825821
FT 714335 PY 805302
FO 639237 RT 1085723
GA 824356 SO 1059664
GK 824356 SS 576288
HA 405373 SK 1049672
HD 678235 SK 572253
HD 946794 SY 946690
HD 1138638 YG 1067579
HE 735819 YT 976783 .
HE 1043256 ZD 1010513
HE 350559 ZK 499598
HK 499178 Zp 1000517
HO 945504
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Dr. Biilent Eser’e ait “PRIMER NODAL DIFUZ BUYUK B HUCRELI NON-
HODGKIN LENFOMALI HASTALARDA FAS (CD95/APO-1) POZITIFLIGININ
PROGNOSTIK ONEMI” adli galigma, jiirimiz tarafindan I¢ Hastaliklart Anabilim
Dali Hematoloji Bilim Dali’nda Yan Dal Uzmanlik Tezi olarak kabul edilmistir.

Tarih : “22.0b. deely

72



