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GIRIS VE AMAC

Lenfomalar immtm sistem hicrelerinin neoplazmlaricir?4.42,33, Klasik
olarak malign lenfoma tamsi klinisyence alinan doku biyopsisinin histopatolojik
olarak incelenmesi sanatina dayamr 16,42, Tam kriterleri de uzun yillar boyunca
biriken tecrtibeler ve klinikopatolojik degerlendirmeleri temel almaktadir 42. Ancak
bazan kismen neoplastik hitcrenin orijinini anlamadaki gtclikler, kismen de
morfolojik  ozellikleri  degerlendirmede  kullanilabilecek  pozitif  hiicre
tanimlayicilarmin  olmamas) sebebiyle Hodgkin-digi lenfoma tanisi diyagnostik

patolgjinin en zar konularmdan biri olabilir 33.42,

Her y1l teshis edilen malign lenfoma sayisi giderek artarken tedavideki
modern ve bagarili uygulamalar sonucunda bu hastaliklara bagh oltimler ise giderek
azalmaktadir 18.33, Bagarih bir tedavinin ilk sarti dogru tamdir 18, Farkll tanilar
arasinda birytik prognostik ve terapétik degisiklikler olmasi nedeniyle tanmin dogru
olarak konmas ook ¢nemli olmaktadir. Patologlarin benign ve malign
lenfoproliferasyonlar1 ayirdedebilmelerindeki gticliik sadece vak'alarin karmagik
olmasindan degil biraz da klinisyenlerin giderek artan oranda daha kiiciik biyopsi
materyali ile tam konmasim istemelerinden kaynaklanmaktadir 33, Biyopsilerin
cogunda bir guclik ¢kmasa da odnemli sayida vak'ada malignitenin cinsi
konvansiyonel yontemlerle tam olarak ortaya konamayabilir 18,
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Lenfositlerin B ve T hiicre tiplerinin oldugunun anlagilmasmdan sonra
bunlardan kaynaklanan ttmmérlerin de B ve T hticre tiplerinin olmasi gerektigi
diisimitlmiigtiir. Genellikle Hodgkin hastalipnyla Hodgkin-dis1 lenfomanin ayrim
histolojik olarak mimkimdiir ancak diffiiz lenfomalarin B ya da T hiicre serisine ait
olduklarinin séylenebilmesi konvansiyonel histolojik ¢aligmalarla ¢ok zordur 39,
Oysa farkli hticrelerden kaynaklanan tiimérlerin tedavi ve prognozlar1 da
farkhliklar gosterebilir. Boyle vak'alarda uygun tedavinin planlanmas) da giic
olacaktir 16. Bu gibi problemlerin biyiik gogunlugu immimohistokimya ile ¢ézime

kavusturulabilir 16,38,

Bu c¢aligmada Hodgkin-digi lenfomalarin  konvansiyonel yéntemlerle
bagarllamayan B ve T hiicre tiplendirmesinin yapilmasi, bu tiplendirme ile
maorfolojik tanilar arasindaki iligkilerin kargilaghrilmasi ve bu sekilde tedavideki
muhteme] gelismelere 151k tutulmas) amaclanmstir.



GENEL BILGILER

Lenfositin embriyolojik geligimi

Lenfoma hiicrelerinin de normal hiicre poptilasyonlarindan geligtikleri ve ana
htcrelerin morfoloji ve fonksiyonlarim yansittiklar kabul edilir . Bu nedenle ana

hitcrelerin iyi bilinmesi sarttir 32,

Embriyolojik, anatomik ve fanksiyonel olarak immim sistem t¢ ana gruba
ayrilir: T lenfositler, B lenfositler ve makrofajlar. B ve T lenfositlerin kaynaklandigi
ana hicreler ilk defa yolk kesesinde kan adaciklarinda gortiltirler ve gebelik
stiresince karaciger, dalak ve kemik iligine géc ederler. Primer lenfoid arganlar olan
timus ve kuglardaki bursa fabricius'a (insandaki kargihgn muhtemelen fotal
karacigerdir) goc etmeden dnce bu hitcrelerin arijinleri ortaktir. T ve B lenfositlerin
fonksiyon kazanabilmeleri i¢in pek ¢cok antijenik 6zelligi “6grenmeleri” ve diferansiye
olmalar1 gerekir. Bu amagcla primer lenfoid organlar olan timus ve insan fotal
karacigeri, B ve T hticrelerinin diferansiye olduklar, ytizey antijenlerinin degigtigi,
subgruplarin ortaya giktign ve artik bazi spesifik fonksiyonlarin geligtigi bir ilkokul
girevi garirler. Sonucta “ilkokul“u bitiren B ve T lenfositler diferansiasyona
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dolasimda devam ederler. Ortaya ¢ikan bu iki ana grubun gérevleri farkhidir. T
lenfositler hiicresel immin cevapta rol alirken B lenfositlerin immim cevaptaki yeri
htmoraldir. T hticreleri antikor salgilamaz ancak B htcrelerinin salgiladig
antikorun miktar, cins ve afinitesini ayarlamada rol alirlar. B lenfositlerin
antikorlarinin da T lenfositler tizerinde kontrol edici etkisi vardir . Kemik iligi
kaynakli makrofajlar da antijen olugumu, antijenlerin lenfositlere takdimi ve
immtinaregiilasyonda gérev alirlar. 6zetle immim cevabin diizenlenmesinde T ve B
hiicreleriyle makrofajlarin rolleri birbirleriyle sikica iligkilidir diyebiliriz (Sekil 1)
32

B lenfositlerin atalam sitoplazmik immtmoglobulinleriyle gebeligin yedinci
haftasindan itibaren fotal karacigerde tesbit edilebilirler. Dokuzuncu haftada ise
ytizey immimoglobulinleri tagiyan hiicreler fotal karacigerde gériilebilir. Erken fotal
hayattan itibaren insan B lenfositlerinde ytizey immimoglobulini veya sitoplazmik
immtmoglobulin bulunabildiginden B hticreleri igin en iyi belirleyicinin
immimoglobulinler oldugu soylenebilir. Yiizey immimoglobulini tagiyan B hitcreleri
12-13. haftada fotal dalak periferik kaninda bulunur ve devamli olarak lenfoid
dokularmn germinal merkezleri ve kemik iligi tarafindan antijenik uyarilara cevap
olarak tretilirler. B lenfositlerin ortalama yar: émiirleri sekiz gtmdtir 32,

Timus ise fotal hayatin sekizinci haftasinda tigimcit ve dordimeit brankial
ceplerden geligir. Kemiricilerde ve muhtemelen insanlarda da T hiicrelerinin ti¢ ana
popiilasyonu tamimlanmigtir : Protimositler, timositler ve immtmokompetan T
hacreleri8. Kemiricilerde protimositler fotal karaciger ve kemik iliginden timusa
gocerek bir dizi diferansiasyona ugrarlar 8.2, Hiicreler korteksten medullaya
gecerler, antijenleri degisir ve prolifere olurlar 32, Posttimik T hticrelerinin ¢ogu
fonksiyonel olarak immattirdiir ve periferal lenfoid organlarda olgumlagirlar 692,
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Insandaki T hiicre matitrasyonu daha az bilinmektedir. Timik lenfopoez insan
fetusunda sekizinci haftada aktiftir. Timusta maksimum T hticre tiretimi 16. ila 18.
haftalar arasinda olur. Dolasima giren T hticreleri 16. haftada dalakta gortiltirier 8,
T hicrelerinin fonksiyonlar: hilinen yardimcvfuyarial ve éldiricti/baskilayicn adi
verilen alt gruplar: vardir 8.30, T hiicrelerinin timustaki hayat siiresi kisadir ancak

periferde otuz y1l kadar yagayabilirler 32,

T ve B hiicrelerinin vitcutta belli lokalizasyenlar: vardir 3.30,34, T hitcreleri
lenf bezlerindeki parakortikal sahalarda ve dalakta beyaz pulpada arterler boyunca
periarteryoler kilifta yasarlar. B hicreleri de lenf nodunda follikiil germinal
merkezlerinde, dalakta beyaz pulpada bulunurlard2, (Sekil 2)

T hitcreleri genellikle dort saat siiren bir devirle bitim viicudu dolagirlar. Bu
dolagim T hiicre zonlarmdaki efferent lenfatiklerden baglar, duktus torasikus ve
genel kan dolagimini izledikten sonra gene lenf bezinde postkapiller ventillerin uzun
endotel hiicreleri arasindan gecerek bagladifn yerde son bulur. Postkapiller ventil

endotel hiicreleri arasindan geciste hticre yiizey antijenleri anemlidir 32.

B lenfositler ise daha oturakhdirlar ve dokuda kalirlar. Bu da periferik
kandaki %60-80'lik T lenfosit hakimiyetini agiklar 3.32,
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Sekil 2, Lenfbezinin gematik gortmima 1°

Trabekiila

Lenfosit transformasyonua

Morfolojik olarak oldukca tmiform bir yapiya sahip olan kiiciik lenfositler
fonksiyonel olarak birbirinden farkli T ve B hiicreleriyle her iki gruptan da olmayan
“null” hiicreler gibi ana gruplara ayrilirlar. Kiicitk lenfosit matiir olmakla beraber bir
son safha hiicresi olmayip uygun antijenik uyariyla bazofilik sitoplazmali, belirgin
nitkleoluslu daha bityitk bir hiicre haline gegebilir 41. Bu hiicre transforme lenfosit
(immiinoblast) olarak bilinir 22.41, Malign lenfomalarm ¢ok bityiik bir kismu B veya
Thiicre tipindedir . Gergek histiyesitik lenfomalar ise cok nadirdir22.
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Kiigiik lenfosit, lenfositin uyuyan formumu temsil eder. Transforme lenfosit
ise metabolik olarak aktif ve bélémen formdur, In vivo lenfosit transformasyonuna
bir diferansiasyon olarak degil bir modtilasyon olarak bakilmalidir. Bu nedenle
lenfoblast tabiri de biraz yanhghr. Zira bu lenfositin primitif bir formunu degil
sadece bolimen formunu temsil eder?2, B lenfositler spesifik bir antijenik uyariy1
takiben metamorfoza ugrayarak biytik transforme lenfositlere, daha sonra
immtmoblastlara ve en sonunda plazma hitcrelerine dogru degisirler 22,42, Antijenik
uyarmin kalkmasiyla tekrar eski hallerine dinerler 22, B lenfosit iransformasyonu
ozellikle follikiillerin merkezlerindeki hiicrelerde ortaya gikar 42, Bu olaylar
sirasmda lenfositlerin spesifik formlarini marfolojik olarak tamimak mimkimdir
(Sekil 3) 22 Bu hticrelere Lukes ve Collins folliktil merkez hticreleri, Lennert ve grubu
ise senfirosit-sentroblast adini vermislerdir . Evvelce farkli hticreler olduklar:
sanilan kiictik lenfosit, follikiil merkez hticresi, immimoblast ve plazma hiicresinin

aslinda aym hiicrenin farkli dénemleri olduklar: artik bilinmektedir 42.

__CENTILI CENTIKSIZ Interfollikiler Saha
KOGk BUYOK KOk BOvOK

Perifollikiiler

hiicre\

‘B »
Lenfosit

Plazma hiicresi

“T"Lenfosit
Sekil 3, Folliktd merkez hticre transformasyonu gortigtmtntn gematik gosterimi 22
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Istirahatteki bir organizmada dolagimdaki lenfositlerin ¢ogu morfolojik
olarak kigtik lenfositlerdir. Antijenik uyariy: takiben kismen transforme lenfositler
ve immimoeblastlarin da dolagimda gértlmeleri mimkin olur. Lenfamalarda da
buna benzer bir davranig vardir. Kiictik hiicreli lenfositik lenfomalarda kanda bitytik
oranda dolagan hiicre komponenti gartilirken, follikiil merkez hiicreli lenfomalar lenf
bezinde otururlar 42,

Bu gorigler 1signinda lenfositin ¢ temel formu oldugumu soylemek
mimkimdiir:

1.T ve B hiicre serisine ait uyuyan kitciik lenfositler,

2.Transfarme, bdltmen lenfositler,

3.T ve B hiicre sistemlerinin fonksiyonel hiicreleri (B hiicre serisindeki

plazma hacreleri, T hiicre serisindeki sitotoksik hitcreler gibi)22.

Insan malign lenfomalarinda olay lenfosit transformasyonunda bir blok ya da
bir kisim hiicrenin asin1 proliferasyonudur. In vitro transforme lenfositler normal
follikiil merkez hiicrelerine ¢ok benzerler. Camera lucida ¢aligmalariyla bu zonda
dort tip hticre ortaya konmugtur. Centikli hticreler, ¢entiksiz hiicreler, yildizh
gokytizlt manzaras1 olusturan fagositik histiyositler ve dendritik retikulum

hitcreleri??.

Normal lenfosit gibi lenfoma hiicresi de hiicre siklusu esnasinda fonksiyonel
ve morfolojik degisiklikler gésteriyar olmalidir . Monoklonal hticre poptilasyonunun
tek tip hitcreden olustugu yani monoklonalitenin monomorfite oldugu goértst
yanhgtir, Neoplastik hiicreler de tipki normaldeki kargiliklar: gibi transformasyon
gostererek gogalirlar. Bunun sonucunda bir lenfomada hakim olan bir hicre tipi

yaninda diger hiticreler de gartilebilir41,
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Hicre siklusu sirasnda timér hiicresinin morfoloji ve fonksiyonlarinda
kaginilmaz degisiklikler olur. Hitcre biiyiir, nitkleusta arantisiz bir geligme olur, S
fazinda protein sentezi ve RNA artiminin bir géstergesi olarak sitoplazmik bazofili
artaya gikar. Mitoz éncesinde G2 fazinin karakteristigi olarak belirgin bir nitkleolusa
sahip immimoblast izlenir. Bu gibi hiicrelerin sayis1 proliferasyon hizinin bir

gostergesidir41,

Lenfomanin seyri esnasinda bir organda farkl zamanlarda veya aym anda;
ya da farkh iki arganda aym anda iki farkh histolojik tipte lenfomanmin bulunmasi
karigik bir biyolojik fenomen olugturur. Bu farkli komponentler neoplastik B
lenfositin farkl mattrasyon devreleriyle ilgilidir. Kompozit lenfoma adi verilen iki
farkli histolojik tipteki lenfomanin bir arada bulunmasi gok nadir bir durumdur ve
bu gibi olaylarin ekserisi ashnda tek bir malign hiicre tipinin farkli morfolojik
ekspresyonlaridir. Lenfomalarin seyri esnasinda vak'alarin %16-35 kadarinda
histolojik tipler arasinda gecig goraltr 46, Bir histolojik tipteki lenfomanin bir diger
tipe gecisi veya transmutasyonu hiicre siklusundaki hakim hiicre tipinin gifti ile
kolayca anlagilabilir. Bu gibi durumlarda neoplazm “vites degigtirmektedir" 41.

Transformasyona ugrayan lenfositlerin her dart tipine ait neoplazmlar tarif
edilmistir. Farkh B hiicrelerinin farkh timérlerde gértilmesi bu hiicrelerden birinin
nisbi Gstiml{igi nedeniyledir. Mesela kiigiik hiicreli lenfomada hakim olan hiicre tipi
kagk hticreler, multipl myelomada ise plazmasitoid hacrelerdir. Ancak her tip
lenfomada her tip hticre az da olsa gértltr 42, Degisik lenfoma tipleri arasmdaki
morfolojik farklar farkl orijinden gelme nedeniyle degil hakim olan hiicrenin siklus
fazi nedeniyledir. Bu durumda immimoblastik lenfoma ile lenfositik malign lenfoma
arasindaki fark da, benzerlik de yumurta ve tavuk iliskisine benzer 41.
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Malign lenfomalar morfolojik ozellikler, yiizey marker ¢zellikleri ve
davraniglarinda benzedikleri lenfositler gibidirler ve lenfomalarin farkl: tipleri ile
transformasyon olay1 esnasinda gértilen farkh lenfosit morfolojik formlar arasinda

baglant: kurulabilir 41 ( Sekil 4) .

Kiigiik lenfositik lenfoma

Follikiil
Merkez Hiicre
Lenfornass,
Centikli

Kronik lenfositik 1osemi

Follikill
Merkez Hicre
Lenfornasi,
Centiksiz )
(Burkitt dahil) Pair?:;itt;i
Lenfoma
? @
Hodgkin
Plazma Hiicresi

Hastahi

) Myeloma
B-Immiinoblastik Lenfoma

Sekil 4, B lenfositin hiicre siklusu siramndaki gegitli morfolojik formlar ve bunlardan
kaynaklanan neoplazmlar 23,

Neoplastik bir lenfoid poptilasyonun hiicrelerini yorumlarken sunlara dikkat
edilmelidir 41

1.Poptilasyona hakim olan hticre tipi: Bu timértm morfolojisini ve davranigimi
etkiler;

2.Ana htcre tipi disindaki diger hiicreler: Davranmig ve morfolojideki ince
ayrintilar1 tayin ederler (immimoblastlarm timérim bitytime hizim belirlemeleri

gibi);
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3.Agikar bir reaktif hitcre komponentinin olugu: Tiimére karg: immim cevabin
bir gostergesi olabilir;

4.Folliktiler bir yapinin varhg: Prognozla ilgili olabilir ve diferansiasyon
gostergesidir. Buna benzer bir gértis Rappapart tarafindan daha 1956'da éne
sitrtilmits ve daha sanra birgok kez dogrulanmgtar 3.41.43,

Lenfomalar: B ve T htcreli olarak smiflamanmn klinik ve prognostik énemi
vardir. Lenfomalarin ¢ogunda téimiorim tabiatini histopatolojik ve sitolojik kriterlere
gtre tahmin gtmeye yardima: olacak oldukga spesifik yapisal ve fonksiyonel kriterler
tanimlanmigtir®. Degisik lenfoma tiplerinin B ve T hiicre orijinlerine gore de
ayirdedilebilmesini saglayacak hticre morfolojik yapilar da tarif edilmis bunlarin
"camera lucida” cizimleri gerceklegtirilmistir 22(Sekil 5).

Lenfoma Simiflamalan

Genel olarak vircuttaki her tiimér hiicresinin bir progenitor hiicresi olduguna
ve her bilinen hiicre igin de tanimlanabilir bir neoplazm olduguna inanihr, Timér
smiflamalar1 da genellikle kaynaklandiklari normal dokularin smiflamalarina
paralel olurlar. Bu nedenle immiin sistem neoplazmlarmin siniflandirilabilmesi igin
immim sistem hicrelerinin iyi anlagilmasi gerekir 42. Immfmoloji ve lenfopoez
tizerindeki bilgi noksanliklar: nedeniyle malign lenfomalar 1950'li yillarin artalarma
kadar bir ilel"leme kaydetmemisler ancak bumdan sonra T ve B lenfosit sistemleri
Uzerindeki bilgilerimizde bitytik gelismelerle beraber lenfoma tizerindeki bilgilerimiz
de artmugtir. 1971 yilindan itibaren de lenfomalarm morfolgjik tipleriyle
immimofenotipleri tizerindeki ¢aligmalar birlegtirilmeye baglanmgtir 22,
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5

Kliglik lenfositik Klgilk gantiki Blyuk gentikh Kiiglk gentiksiz
lenfoma, B hilere follikl merkez hiiore  follildil merkez hiiors follikiil merkez hiiore
lenfornas lenfomas lenfomas
Plazmasitoid lenfositik
lenfoma

Blylk gentiksiz follikil merkez  Immiinoblastik lenfoma B hiicre  Hairy cell leukemia
hiicre lenfornas

Mysosis fungoides ve Sezary hiore Histiyositik lenfoma
Sekil 5. Deigik B ve T lenfomalann "camsra luclda"® glzimleri 22,
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Bazen lenfoma hicrelerinin morfolojik gorimiimimden bagka neoplastik
hiicrelerin yerlegimi de tip tayinine yardima olabilir 32,37, Bu noktadan hareketle
bazi lenfopoetik tiimérlerin en ok yerlestikleri lenf bezi bblgelerinin haritalar da
hazirlanmgtir 37 ( Sekil 6).

Malign Histiyositozis Follikiiler Lenfoma

Lenfositik Lenfoma Burkitt Lenfoma

Orta derecede diferansiye

apete o . Plete
. .
J.O': ..: t':' .
. . etetels
43 I
“a_s a *a%e
. e e%e?
PR
.
o‘.n'u s, v «tes
vertalete
:
seaniele

Lrg Sendromu

Sez
l.<r~onfk Lonfo-sitik Ldsonfﬂf Myoosis Fungoides
lyi Diferansiye Lenfositik Lenfoma Lenfoblastik Lenfoma
¥ aldenstrom Makroglobulinemisi A
Akut Lenfoblastik Losemi
S Siniisler, F Follikuller, Hodgkin Hastahd

PC Parakortels, MC Mediiller Kordonlar

Sekil 6. Lenfbezinin degisik bélgelerinden kaynaklanan neoplazmlar.

Yirminci asrin baglarindan beri immim sistem ve hiicreleri konusunda
devaml degisen goris ve bilgiler nedeniyle Hodgkin disi lenfomalarin smiflamalar:
tizerinde sirekli olarak degisiklikler yapilmugtir 3237, En son modifiye seklini
1966'da alan Rappaport smiflamasi®® tam genel kabul gérmenin egigine gelmigken
immimoloji alanindaki giiglit ilerlemelerle birdenbire eski bir hal almigtr 37.41,
Rappaportun smiflamasi ihtiyagtan kaynaklanan nedenlerle tamamen morfolojik
temellere dayaniyardu ve pek ¢ok ¢alismada da bu siniflamanin kullanilabilirligi ve
klinik faydalar1 gosterilmigti 37. Immtmolojik ytizey markerlar tizerindeki
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cahgmalar lenfoma smiflamalar hakkindaki giriiglerimize yeni bakis agqlam
getirmigtir ancak halen kusursuz bir smiflama tizerinde anlagilabilmig degildir 41.

One sirtlen elliden fazla simflamanin varhgn klinisyenlerle patologlarin ve

hatta patologlarla patologlarin dahi anlagamadiklarini gostermektedir 41.

Bu smiflamalar arasinda Rappaport smiflamasi kendinden éncekilere gore
¢ok degerlidir 6, Ancak bundan senra siniflamalara getirilen immtmolojik bakis
aqisiyla Lukes-Collins 28 ve Lennert 20 smflamalari dogunca Rappaport
smiflamasinda  koklit  degisiklikler meydana gelmigtir 43. Ancak yeni
siniflamalardan pek gogu klinik korelasyonlara dayandiriimarms her bir yeni
antijenin bulunmasiyla modifiye edilmistir 43. Yeni teklif edilen smiflamalarin
ekserisi selltller immimolojinin daha iyi anlagilmasina dayanmaktadir. Sadece
histolojik siniflamalar lenfoma smiflamalarina bir temel olugturamazlar. Bunu
Klinik ve immimolojik bilgilerle kombine etmek gerekir 4. Yani en degerli
simflamalar immimolojik wve morfolojik kriterleri birlikte barmdiranlar
olmaktadyr 13,42,

Bunlar hep bir arayigin igareti sayilabilir. Hangi simiflamanin klinikle daha
uyumlu , daha tretken ve bilimse] olarak daha dogru oldugu da bilinmediginden
1982'de "National Cancer Institute” o gime kadar yapilan smiflamalardan en degerli
ve en ¢ok kullanilan (halen de tyledir) altisim1 genis bir caligmada ele alarak bunlara
birbirleriyle kiyaslamay: ve bir birlik temin etmeyi amagladi . 1175 vak'a Gzerinde
Rappaport siniflamasi 36, Lukes-Collins simiflamasi 23, Kiel simiflamasi 20, Dimya
Saghk Tegkilah smiflamasi 26, Dorfman smiflamasi 13, British National
Lymphoma Investigation simiflamasmun 3 klinikle iligkileri ve tretkenlikleri
kargilagtirildy . Sonuglarin genig kullanim alani bulabilmesi ve pratik olmasi
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amaciyla hi¢ bir immimolojik metodun kullanilmadign ve sadece morfolojik
yontemlere yer verilen ¢alismada varilan ana sonug bitiin siniflamalarin degerli
olduguydu . Hticre tipi ne olursa olsun folliktiler yapinn iyi prognoza igaret ettigi
dogruland . Sonugta sadece morfolojik kriterler zemininde lenfomalar: on ana gruba
ayiran bizim de kullandigimz bir formiilasyon éne stirtildts . Bu formiilasyon yeni bir
siniflama olmayip her bir grubun histolojik ézelliklerini tarif etmekte ayrica degisik
siniflamalar arasinda kiyas: kolaylagtirmak icin sinonimleri de ihtiva etmektedir 43
(Tablo1).

Immimchistokimyasal y@ntemler

Karmagik tani problemleriyle kargilagtiklarinda uzun yillar boyunca sadece
konvansiyonel histokimyasal metodlar1 kullanabilen patologlar, dokularda spesifik
antijenlerin gosterilebilmesinin baglamasiyla beraber heyecan verici ilerlemeler
kaydetmiglerdir 26,34,

Ik defa 1942'de Coons ve arkadaglarmin ortaya atbg immimofloresans
metodlar gimiimiizde de yaygin olarak kullanilmakta olup, halen 6zellikle bobrek
biyopsilerinde immimoglobulinler ve komplemanin gosterilmesi icin patoloji
laboratuvarlarinin  rutin teknikleri arasinda yer almaktadirlar 34. Floresein
izotiyosiyanatin (FITC) stabil bilesiklerinin dretilmesi ve FITC ile antikor
bilesiklerinin hazirlanmasiyla flaresan antikor teknigi dogmusgtur 40,
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Immitmofloresan metodlarin diyagnostik patoloji ve aragtirma patolojisinde
yaygin olarak kullanilmasi imminoloji ve immiinopatolojide biyiik ilerlemeler
saglamg, ancak immimofloresan metodlarin kotii morfolojileri ve kahici olmayiglar:
nedeniyle daha tatminkar alternatif metodlara ihtiyag dogmugtur. Bunun tizerine
pek ¢ok metod ortaya atilmig ancak herbirinin kendine has sakincalari olmasi
nedeniyle bir dizi modifikasyonla nihayet immimoperoksidaz teknikler
gelistirilmigtir 40, Halen de modifiye olmaya devam eden immtnoperoksidaz
teknikler 1966'dan itibaren patoloji laboratuvarlarina girmistir 14.

Peroksidazla isaretlenen  immimolojik boyama  uygulamalarinin
immimofloresan metodlara gére belirgin bazi  avantgjlan  vardir0,
Immimoperoksidaz teknikler hem taze donmus dokulara, hem hiicre
siispansiyonlarina, hem de formalinle tesbit edilip rutin iglem gérmiis dokulara
uygulanabildikleri i¢in immimofloresan metodlara tistimdtirler. Immtmoperoksidaz
teknikler icin normal is1k mikroskobu yeterli olur, hematoksilenle zit boyama
sayesinde iyi bir morfolojik ayrinti elde edilir, parafin bloklara uygulanabildiginden
geriye déniik ¢aligma yapilmas) mimkiindtr. Immimoperoksidaz teknikler elektron
mikroskopisine de uygulanabilir ve hassasiyetleri radioimmunoassay c¢aligmalar:
kadar yiiksektir 12,28, Ancak immimoglobulinlerin gésterilmesi ve monoklonalite
tayininde immimofloresamn immimoperoksidaz yéntemlere tistin olduguna dair
caligmalar da vardur 45,48,

Immimofloresan ve immimoperoksidaz tekniklerin en primitifleri direkt ve
indirekt metodlar olup birbirlerinin aynidir 12, Direkt ve indirekt metodlarin baz
dezavantajlar1 olmas: sebebiyle diizeltilmis konjuge metodlar geligtirilmigtir . one
stirtilen pek ¢ok metod arasinda en yaygm kullanim alaminl peroksidaz
antiperoksidaz metodu bulmustur 14 (Sekil 7.
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Sekil 7. Immimoperoksidaz metodlar. A Konjuge peroksidaz - antikor metodu, di-
rekt; B, konjuge peroksidaz - antikor metodw, indirekt; C, igaretli antikor metodw
D, r.==n:.'.im1 %ﬁpr& metody, E, peroksidaz - antiperoksidaz (PAP) immim kompleks
metodu 14,

Immimochistokimyasal ¢alismalarda Hsu ve arkadaglarimin teklif ettikleri
avidin-biotin  peroksidaz = kompleks metodunun daha sensitif oldugu
yaymlanmgl8.19 ve daha sonra genis kullanim alam bulmugtur 4,14, Avidin biotin
peroksidaz metodunun peroksidaz antiperoksidaz metoduna gére 40 kat daha
hassas oldugu bildirilmigtir 18. Avidin molekiil agirhgi 68000 olan biotine kars:
afinitesi yitksek dort baglama yerine sahip bir yumurta aki glikoproteindir 1419, Bu
metodla ¢ kademeli bir teknik kullamlarak isaretsiz primer antikor ve
avidin-biotin peroksidaz kompleksi arasinda bictinle igaretli sekonder antikor bir
koprit olarak kullamlmaktadir!4.19, (Sekil 8) U¢ kademeli bu teknikle hassasiyet
arttirilirken primer antikar da daha dilite olarak kullanilabilmektedir 14,18,19, Bu
yitksek sensitivite cok sayida peroksidaz molekili sayesinde bir kafes meydana
gelisine baghdir 14,13, Bu yéntemle dokudaki her bir antijen igin (¢ ayr1 noktadan
peroksidaz aktivitesi gorintitlenebilmektedir. Biotin ve avidin kullanan
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immimohistokimyasal teknikler aragtirma sistemlerinin en tmit vericilerindendir.
Zira spesifik boyanmalarinin zemin boyanmasmma oranlari yiiksektir yani iyi

kontrast verirler 14.

& -antijen
¥ -biotin

-avidin Px

Avidin-Biotin i

Perokndaz
Fa Kompleksf ————F

%& ——— PX-igaretli ”*‘*E+¥~WP %
: Avidin

aretsiz
— Biotinli anti- a ¢ Bictinli antti-as aratsl
/é\ antikoru antikoru A*'_ Antikory
~a i A

Sekil 8, Avidin - biotin peroksidaz teknikleri !4

Aranmakta olan antijen bu gekilde spesifik olarak isaretlendikten sonra
peroksidaz - 3,3' diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) teknigiyle gérimtimtin elde
edilmesi saglanir . Ortama eklenen H90g9'den Og salimmm katalize eden

peroksidaz DABnin okside olmasina yol agtigindan ortaya kahverengi olarak gortlen
cozimmez bir polimer ¢ikar 28.34, Bu gekilde gorimtii elde edildikten sonra kesitler
herhangi bir preparat gibi rutin gekilde ksilol ve alkollerle dehidrate edilip
seffaflagtirilabilirler ve sentetik resinle kapatilabilirler . DAB'nin potansiyel bir
karsinojen oldugu bilindiginden yerine 3-amino 9-etil karbazol (AEC) gibi daha
kirmizi kah\;erengi renk veren substratlar da kullanilabilir . Ancak AEC ksilol gibi
solventlerde eriyebildiginden kesitler sudan ¢ikarildikian sonra gliserin jeli ile
kapatilmalidur 34,
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Immimohistokimyasal olarak aranan antijenin gosterilebilmesi boyanan
antijen ile cevredeki diger maddeler arasinda kontrast elde edilmesine baghdir 49,
Ideal olarak metod sadece aranan antijen sahasinda boyanma vermelidir . Ancak
pek cok faktor bu boyanmayi karigtirir 34,

Endojen peroksidaz aktivitesi yorumlamay: gticlestirebilir. Bu taze donmug
kesitlerde daha belirgin olarak kargimza ¢ikar. Lokosit grantilleri ve hemoglobinin
belirgin peroksidaz aktivitesi vardir 28. Endojen peroksidazmm bloke edilmesi
amaciyla % 3k HpOg kullanilir 12, Zemin boyanmasmin sebepleri arasinda

fiksasyondan énce sorumlu maddenin hiicre disina difiizyonu da yer alr 28.40,
Kullanilan antijenin spesifitesi az olabilir, bu sorun monoklonal antikorlarla en aza
indirilmigtir . Kollagen ve retikulum lifleriyle nekroz sahalarinda da belirgin olarak
zemin boyanmasi izlenir . Cok kademeli teknikler ve primer antikorun diltie olarak
kullanilmasi ile zemin boyanmas) problemleri en aza indirgenebilir 34.40, Bundan
bagska iyi bir deparafinizasyon yapilmamasi da zemin boyanmasina yol agacagindan
ksilol ile deparafinizasyondan evvel kesitlerin 56°C'yi gegmemek gartiyla 1sitilmasi

yararl olur 12,

Immiinchistokimyasal metodlarda en énemli konulardan biri de kullanilan
primer antikordur. Primer antikor olarak farelerden hazirlanan monoklonal
antikorlarin konvansiyonel antiserumlara gare belirgin tstimltkleri vardr.
Manoklonal antikorlar segilmis hibrid hiicre klonlarindan istenildigi kadar elde
edilebilir ve monoklonal antikorlardaki yiksek spesifite zemin boyanmasim azaltir.
Aynm1 kaynaktan ¢ok miktarda standardize edilmis antikor ftretilerek farkh
merkezlerdeki ¢aligmalarin kiyaslanmasi imkani elde edilir. Konvansiyonel
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antikorlarla yapilmas: zor olan bir dizi antijene karg: seri olarak antikor tiretilmesi
islemi monoklonal antikorlarda kolaydir 14.

Ancak monoklonal antikarlarin spesifiteleri sadece tek bir antijenik
determinanta kargidir . Monoklonal antikorlarin taze donmug kesitlerde veya hiicre
stispansiyonlarinda tesbit ettikleri antijenleri parafin kesitlerde gosteremedikleri
olmaktadir . Bu muhtemelen monoklonal antikorun tanidig antijenik determinantin
denatiirasyonuna baghdir . Oysa birka¢ determinanta kargi farkh antikorlarin
karisimindan meydana gelen bir konvansiyonel antikor parafin blok doku
kesitlerinde daha bagaril olabilir 14,



MATERYAL VE METOD

1988 yih Ocak aymndan 1990 yilh Arallk ayma kadar Erciyes
Universitesi Tp Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalh'na gelen ve Hodgkin  dis1
lenfoma tanisi verilen toplam 34 lenf bezi materyalini inceledik. Parafin bloklarin
tamanu %10'luk tamponlanmamg farmalinde tesbit edilmiglerdi. Bitim bloklardan
hematoksilen eozinle boyanmg kesitler hazirlayip vak'alar: “International Working
Formulation*a AWF) gore simflandirdik 43, Parafin bloklardan 6-8 mikronluk
kesitler alarak immimohistokimyasal olarak “Leucocyte commaon antigen” (LCA),
pan B antijeni 4KB5, pan T antijeni UCHL], immimoglobulin G, A ve M'ye kars:
antikorlarla immtmohistolojik ¢aligma yaptik. Kesitler alindiktan sonra lamdan
dokiilmemeleri i¢in sicak su havuzuma distile suda hazirlanmg % 5'lik jelatin ilave
ettik. Kesitleri 56 C lik etiivde daha iyi bir deparafinizasyon icin 1s1ttik. Ksilol ve
derecesi giderek azalan alkollerden gegirip deparafinize ve rehidrate ettigimiz
kesitlere suda yikandiktan sonra immimohistolojik boyama uyguladik.
Cahsmamzda daha hassas oldugu bildirilen 1818 ve yaygin olarak kullamilan
avidin-hiotin peroksidaz kompleks metodunu tercih ettik.

Cahsmada kullandigimiz LCA, 4KB5 ve UCHLI antikorlar: monoklonal fare,
immimoglobulin antikorlar: ise poliklonal tavsan antikorlariydi (LCA, Ig G, Ig Ave
Ig M antikorlarl ImmuStain-DPC; 4KB5 ve UCHLI antikorlar: Immumon-Lipshaw).
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Avidin-biotin peroksidaz yéntemini su gekilde uyguladikl2,14,18,32,37,

1.Endojen peroksidaz aktivitesinin blokaj i¢in kesitleri %0.3'ltik HoO9 ile 5
dakika inkiibe ettik.

2.Kesitleri 5 dakika fosfatla tamponlanmig salin (PBS) soltisyonunda
yikadik.

3.Spesifik olmayan proteinlerin blokaji i¢in kesitleri 20 dakika stireyle
protein bloke edici ajanla inkiibe ettik. Bu iglemi sadece manoklonal antikorlara
uyguladik.

4 Kullanilan protein bloke edici ajanin fazlasim alip  primer antikoru
uyguladik. Primer antikor monoklonal antikorlarda 60 dakika, poliklonal
antikorlarda 30 dakika streyle uygulandi.

5.Kesitleri 5 dakika PBS ile yikadik.

6.Kesitleri kullanilan primer antikorun cinsine uygun (monoklonal veya
polikional) baglayia koprit ajanla 30 dakika inkibe ettik.

1.Kesitleri 5 dakika PBS ile yrikadik.

8.Dokular1 sekonder antikor olarak avidin enzimiyle 30 dakika muamele
ettik.

9.Kesitleri 5 dakika PBS ile y1kadik.

10.Kesitlere bu agamada renk verici olarak AEC i¢in 10-15, DAB i¢in 5-10
dakika stireyle AEC veya DAB uyguladik.

11.Bundan sonra cesme suyuyla yikanan kesitler, Mayer hematoksilen ile 1-2
dakika zit renkte boyanip DAB kullanilmigsa alkoller ve ksilollerden gegirilerek
rutin gekilde, AEC kullamilmgsa sudan sonra gliserin jeliyle kapatildi.

Kesitlerin kurumamalar: igin biitim iglemler hazirlanan kiictik bir nemli
odada gergeklestirildi.



Hazirlanan hematoksilen eozin ve immimnohistokimya preparatlar normal
151k mikroskobunda degerlendirildi. Biitin vak'alar IWF'a gére siniflandirildi.

Antijenik boyanmada sistem ileri derecede hassas oldugunden boyanmanin
siddeti degil ka¢ hticrede pozitif oldugu géz éntine alinarak boyanan hticrelerin
oranina gire vak'alar agagidaki sekilde skorlandi (Tablo I1, Resim 1).

Tablo II. Vak'alarin skorlanmas
SKOR |ANLAMI
- {Hi¢ boyanan hiicre yok

+  |%5'ten az hitcre boyanmg

+  |%5-25 arasi hiicre boyanmg

++ [%25-50 aras hiicre boyanmig
+++ |%50-75 arasi hiicre boyanmis
++++ |%75'ten fazla hticre boyanmis

Resim 1. Vak'alarin skorlanmasi. Immimohistokimyasal olarak yapilan
boyamada degrigik derecelerdeki reaksiyonlara drnekler. Ust sira; solda (+), sagda
(++), alt sira; solda (+++), sagda (++++) olarak degerlendirilen vak'alar
(Hematoksilenle z1t boyanmis immimohistokimyasal metod x1000).



BULGULAR

Vak'alar IWF'a gore simflandi. Buna gire vak'alarimizin biytik cogunlugunu
immimoblastik ve biytik hiicreli lenfomanin olusturdugu bulundu (sirayla %26.47 ve
%23.53). Bunlar1 %14.71'lik oranlariyla lenfoblastik lenfoma ile kigiik ve birytik
hiicrelerin karisik oldugu lenfoma vak'alan izledi. % 11.76 hk yer tutan kticiik
lenfositik lenfomadan sonra da diffiiz kiiciik centikli lenfoma gérildii. (Tablo IIT)

Tablo III. IWF'a gtore tamlarmm  dagnlom
TANI[l VAK'A |ORAN
KODUTANI ADEDI | (%)
A ML, kiigitk lenfositik 4] 11.76
E ML, diffaz kiciik centikli 1] 294
F ML, difftiz keictik ve bitytik hticre karisik S| 14,71
G ML difftiz barytik hitereli 8 23.53
H ML, biyiik hitereli,immimoblastik 9] 26.47
| ML, lenfoblastik 5] 1471
d ML, ktucuk hiicreli centiksiz 2]  5.88

LCAnin pozitiflik arani % 97 (33/34) olarak bulundu. 4KB5 ve UCHLI
degerlendirilirken bir antijenin pozitif digerinin negatif oldugu vak'alar ile bir
antijenin digerine belirgin hakimiyetinin oldugu vak'alar hakim olan antijen lehine
degerlendirildi.

Immimchistokimyasal ¢aligmalar sonucy elde edilen senuclar toplu halde
Tablo 1V'te verilmistir.
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Bu sonuclara gire vak'alarin % 70.6'sm1 B lenfoma (Resim 2), % 14.7'sini T

lenfoma (Resim 3) olarak degerlendirken kalan 5 vak'ada ( % 14.7 ) B ya da T hiicre
lenfomasi yénimde bir ayrima gidemedik (Resim 4) (Tablo V).

Tablo V. Bve T lenfomalarm coranlar)
ANTIJEN VAK'A | ORAN
PROFILI SAYISI| (%) |[YORUM
B+,T- olan vak'alar 7 20.6 |B lenfoma
T+,B- olan vak'alar 1 2.94 |T lenfoma
B>T olan vak'alar 17 50. 0 |B lenfoma

T<B olan vak'alar 4 11.76 |T lenfoma
B=T olan vak'alar 5 14.7 |Smiflanamad:
TOPLAM 34 100. 0

B ve T lenfoma siniflamasi ile IWF smiflamasini karsilagtirdigimizda
siniflandirilamayan bes vak'anin ikisinin kiicitk ve biiytik hticreli karisik lenfoma
(%40), ikisinin immimoblastik lenfoma (%40), kalan birinin de (%20) kictk hticreli
centikli lenfoma oldugumu izledik (Tablo VI ).

B lenfoma grubuna giren vak'alar arasinda (toplam 24) en buytik cogunlugu
yedi vak'a ile (%24.17) immimoblastik lenfomalarin aldigim bulduk. Bunu beg vak'a
ile (%20.83) bityitk hiicreli lenfomalar, dérder vak'a ile (%16.67) lenfoblastik ve kiigiik
hiicreli lenfositik lenfomalar ve ti¢ vak'a ile (%12.5) kiigiik ve biiyiik hiicreli karigik
lenfomalar izlerken B lenfomalar arasindaki en kicik grubu bir vak'a ile (%4.16)
Kkiictik centiksiz hiicreli lenfomalar olugturdu (Tablo VI ).

Bes T lenfoma vak'asinin IWF tanilarma gore dagihm ise; ti¢ bitytk hticreli
lenfoma (%60), bir lenfoblastik lenfoma (%20) ve bir kiicitk ¢entiksiz hticreli lenfoma
(%20) seklinde bulundu (Tablo VI ).



Tablo VI.Histopatolojik tamlara gore

B ve T lenfomalarim

TANI VAK'A |B-HDL | T-HDL {SINIF-

KODU TANI SAYISI SIZ
A |Kiiciik lenfositik 4 4 - -
E [Kuctk h.]i centikli 1 - - 1
F [Kigtik ve bityak h.li 5] 3 - 2
G |Bayak hiicreli 8 5 3 -
H |{Immimoeblastik 9 1 - 2
I |Lenfoblastik 5 4 1 -
d [Kucik h.li centiksiz 2 1 1 -

TOPLAM 34 24 5

B-HDL: B Hodgkin-di51 lenfoma
T-HDL: T Hodgkin-digt lenfoma

Resim 2. B hiicre serisine ait oldugu gértilen Hodgkin-digi lenfoma vak'asi.
OUst sira; soida hematoksilen eozin, sagda LCA ile, alt sira; solda 4KBS, sagda
UCHL1 ile yapillan boyamalar. Vak'ada LCA'nin pozitif oldugu, 4KB5 ile
boyanmanin belirgin bir gekildle UCHLl'den fazla oldugu izlenmektedir
(Hematoksilenle zi1t boyanmis immtmeohistokimyasal metod x1000).



Resim 3. T hicre serisine ait bir Hodgkin-dis1 lenfoma vak'asi. Ust sira; solda
hematoksilen eozin, sagda LCA ile, alt sira; solda 4KB5, sagda UCHLI ile yapilan
boyamalar. Vak'ada LCAnmn pozitif oldugu, UCHLI1 ile boyanmanin belirgin bir
sekilde 4KB5'ten fazla oldugu izlenmektedir (Hematoksilenle zit boyanmis
immitmohistokimyasal metod x1000).



Resim 4. B veya T hucre serisi yontimde ayrim yapilamayan bir lenfoma
vak'asi. Ust sira; solda hematoksilen eozin, sagda LCA ile, alt sira; solda 4KBS,
sagda UCHL1 ile yapilan boyamalar.4KB5S ve UCHLI1 ile yapilan boyamalar
arasinda belirgin bir fark gozlenmemektedir.(Hematoksilenle zit boyanmig
immimnchistokimyasal metod x1000).

Immimoglobulinlere karsi yapilan boyamalarda % 57.84 araminda (59/102)

zemin boyanmas gérditk.

Manoklonal antikorlardaki %1.96'hik (2/102) zemin boyanmasma kargsilik,
poliklonal antikorlardaki zemin boyanmasinin % 57.84 (§9/102) oldugunu izledik.



TARTISMA

Son yillarin immimolojik gelismeleri lenfomalar konusundaki goruslerimizi
¢ok bityiik oranda yenilemigtir . Artik bu timérleri pek ¢ok fizyolojik ve hiicre ytizey
ozellikleri normaldeki kargiliklarina benzeyen immtm sistem timmdrleri olarak

taniyoruz 33 ,

Immimohistokimyasal yontemler onceleri sadece taze donmus dokulara
uygulanabilirken daha sonra farmalinde fikse parafinde bloklanmig dokularda da
reaksiyon verebilen antikorlarin bulunmasi ¢alisma alanimi ¢ok bitytik oranda
genigletmistir 10, Patolog rutin hematoksilen eozin preparatini inceleyip spesifik bir
antijenin varhginm aragtirmaya ihtiyag duydugunda genellikle elinde ya sadece
parafin blok vardir ya da bir miktar formalinde fikse edilmig doku bulunur . Bu
nedenle parafin blok immtmchistokimyasi ¢ok bityttk imkanlar saglamgtar 28,

Immimohistokimyanin parafin blok kesitlerine uygulanabilmesi dokunun
tesbitini takiben antijenik dzelliklerin korummasi ve bunlara spesifik antikorlarm
bulunabilmesine baglidir. Fiksasyon islemi mutlaka bir miktar antijen kaybina yol
acar ancak geride genellikle tesbit edilebilecek kadar antijen kalir 34,

Ozellikle diferansiasyonu kot olan témérlerin ayiria tanisinda rutin
histokimyasal yontemler yetersiz kalabilir. Bu gibi durumlarda immitmohistolajik
calismalarin yapilabilmesi patologa énemli imkanlar saglamaktadir.
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Histopatoloji literatirine bakildiginda immimohistokimya  @izerindeki
¢aliymalarin diger konulara gore Hodgkin-disi lenfomalar (izerinde daha fazla
oldugu gortiltir. Cémkit bu konudaki antikorlar digerlerine gére cok fazla sayidadir ve
Hodgkin-disi  lenfoma konusunda hala aragtirilmasi gereken ¢ok nokta
bulummaktadir 25,

Immimohistolojik ¢aligmalarla indiferansiye timdrler tzerinde kagciik bir
grup antikor paneli kullanarak rutin metodiarla ayriminda gtigliik gekilen titmérleri
hematolojik timnérler, karsinomlar, melanom ve sarkomlar olarak ii¢ ana gruba
ayirmak mimmkimdeér 105,18, Boyle bir simiflama tedaviye yon verici oldugu gibi
prognozu da gésterir, Zira iyi bir tedavinin en énemli ilk sarta dogru tanidir.

Bu amagla kullanilabilecek antikorlardan biri de ‘leucocyte common
antigen" (LCA) adiyla bilinen lokositlere has bir antijene kargi hazirlanan
monoklonal antikorlardir. LCAlya karsi bilinen PD7/26 ve 2B11 antikarlar:1 Hodgkin
dis1 lenfomalarm B ve T hiicre tiplerinin ¢oguyla reaksiyon verirler 10,3347, LCA
antikorlarmin duyarhlign taze donmus doku kesitlerine gére formalinle fikse
parafinde bloklanms dokularda daha az olsa da devam eder 47,

Konvansiyonel yontemlerle muhtemel karsinomlar, lenfomalar wve
smiflanamayan tiimérler olarak ¢ gruba ayrilmig 120 vak'ahik bir seride aralarinda
LCAnn da bulundugu bir grup antiker yardimyla vak'alarm\‘sekizi disinda hepsi
smiflanmug ve onceki tanilarda degisiklikler oldugu gértilmtstir. Ayrica bu
calismada ayriminda gigltik ¢ekilen témérler arasinda lenfomalarm basta geldigi
gortllmitg ve immimohistokimyasal ¢aligma sonucunda eger bir tiimorim tabiati
hakkinda tereddiite distilmiis ise bumun lenfoma olma ihtimalinin diger timoérlere
gore g kat daha fazla oldugu bulunmugtur 18, Yani tamisinda giiglik cekilen
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timarleri degerlendirirken akla ilk olarak gelmesi gereken tanilardan biri de
Hodgkin-digi1 lenfomalar olmalidir.

Rutin iglem gormiig dokularda B ve T hiicreleri, makrofajlar ve graniilositleri
taniyan monoklonal antikorlar: elde etmek oldukea giigtir 11, Immimohistokimya
calismalarinda kullanilabilecek ve ticari olarak temini de mitmkiin olan ¢ok sayida
antikor vardir. Ancak bunlar arasindan en uygun olanlarinin segimi hem énemii,
hem de oldukea gti¢ bir problemdir. Antikor segimine bir standart getirebilmek igin
de calismalar yapilmaktadir 17, Parafinde bloklanmig dokularda Hodgkin-dis:
lenfomalarin monoklonal ve poliklonal antikorlarla immtmofenotiplenmeleri lenfoid
hticrelerdeki antijenlerin ¢ogunun dehidrasyon, fiksasyon ve parafinde bloklama
islemleri sirasmda denatfirasyonu sebebiyle zor ve yetersiz olmaktadir 11. Bu
antijenik denattirasyon, gosterilebilecek antijenlerinin tamammna yakini dar bir
sitoplazma nedeniyle membrana lokalize lenfoma hiicrelerinde daha da zordur.
Ancak gtmimtzde insan lokositlerindeki antijen molekiillerine karsi tretilen
monoklonal antikorlarm pek ¢ogunun ticari olarak elde edilmesi artik
mimkimdinS.

Lenfoid neoplazmlari digerlerinden ayirdetmek igin ortak lokosit antijeni
CD45'e (leucocyte common antigen-LCA) karsi antikorlarm  kullanim
yayginlagmgtir . Bu monoklonal antikor 6zellikle anaplastik timdérlerin ayiria
tamsinda yararhidir 10,38, LCA pozitif hiicreler Hodgkin-dis lenfomalar icin oldukga
karakteristiktirler 10,35,83,47, Cahgmamzda LCAmin Hodgkin-dis1 lenfomalardaki
hassasiyetini % 97 (33/34) kadar yiiksek bir aranda bulduk. Bu da bize LCAnin
hematolojik timmérler igin ¢ok giivenilir bir antijen oldugunu gdstermektedir.
Boyanmanin spesifikligi cok yiiksek oldugundan histolojik ayrimi imkansiz denecek
kadar gtic olan timorler dahi LCA ile ayirdedilebilirler, Bunun en gtizel
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drneklerinden biri de hiicreleri “lenfositlere benzeyen" olarak tarif edilen kicitk ve
dar sitoplazmali hiicrelerden meydana gelen kitgtik hiicreli akciger karsinomlaridir.
Kiigiuk hticreli akciger karsinomu tarafindan tamamina yakin bir kismu infiltre
edilmig bir lenf bezinde normal lenfositlerle neoplastik hiicreleri bir hematoksilen
eozin kesitinde aywrdetmek mimkim degildir. Ancak LCA ile yapilan bir
immiinchistokimyasal boyama ile bu hiicreler ¢ok rahat bir gekilde ayirdedilebilirler
(Resim )

Resim 5. Lenf bezi metastaz: yapmg bir kicitk hiicreli akciger karsinomu
vak'asinda  lenfositlerle karsinom hiicrelerinin LCA ile ayirdedilmesi. Soldaki
lenfositler LCA ile pozitif reaksiyon verirken, sagdaki karsinom hitcreleri sadece
hematoksilenle boyanmigtir. Renk farki diginda hiicrelerin histolojik yapilarinin
ayirdedilemedigine  dikkat  ediniz = (Hematoksilenle zit  boyanmug
immiinohistokimyasal metod x400)
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Lenfoid neoplazmlarin hticre orijinine gtre smiflanmalari ilk defa Lukes ve
Collins tarafindan éne strtilmiistir 8, Bundan sonra yapisal ve fonksiyonel analizler
kullanilarak lenfomalarin cogumun Tveya B httere orijinli oldugu anlasilmigtir 8,24,

Pek ¢ok ¢aligmada parafin blok doku kesitlerinde anti B ve anti T hiicre
antikorlarmin diyagnostik yararmndan bahsedilmekle birlikte en uygun antikor
paneli tesbit edilememigtir. Ayrica makalelerin ¢ogunda bahsedilen anfikorlar
heniiz ticari olarak temini mimmkim olmayan laboratuvarlarda tzel ¢alisma ile elde
edilmig antikarlardir . Caligmalarda kiyaslamay1 mimkim hale getirmek icin ticari
olarak temin edilebilen antikorlar tizerinde de ¢aligmalar yapilmaktadir 7.

B ve T hiicrelerini parafin kesitlerde taniyabilmek icin pek ¢ok monoklonal
antikor tarif edilmistir. Pan B antikorlar: olarak L26, L.27, 4KBS, Leu 12, MB1,LN1,
LN2, LN3, T015, MB1; pan T antikorlari olarak UCHL1, LN1, LN2, LN3, Leu 1,
Leu 4, Leu 5, Leu 9 ve BF1 gibi pek ¢ok antikor kullanilmigtar 6,7,10,11,21,81,88,08,
Tarif edilen ve halen bircogu yaygin olarak kullanilan bu antikorlarla Hodgkin-dis
lenfomalarin T ve B hiicre serisine ait olduklarinin séylenebilmesinde baz gugliikler
vardir. Hatali sonuglardan kaginmak i¢in méimktin oldugu kadar genis bir antikor
panelinin kullanirm tavsiye edilmektedird?,98 . Yapilan boyama sonucimda bir ya da
birden fazla B antijeni gosteren antikorlar B lenfoma, bir veya daha fazla T antijeni
bulunduranlar da T lenfoma olarak kabul edilirler 33,

Bizim calismamizda kullanilan 4KB5 antikaru da en ¢ok kullanilan pan B
antikorlari arasindadir. 4KB5 germinal merkez ve mantle zon B hiicreleri, bazi T
hiicre alt gruplari ve monositlere karg1 bir antikorudur 7.10,11, LCA'nin yitksek
molekitl agirhkhi bir kismn olan CD45R antijenini tamir. Taze doku ve hiicre
stuspansiyonlarinda periferal B hticreleri kadar T htcrelerinin bir kismmyla
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monositleri de igaretler. Ancak parafin blok kesitlerinde ozellikle mantle zon B
lenfositlerini gésterir, Bir diger pan B antikoru olup CD20 antijenini taniyan L27 ile
birlikte kullanilirsa hassasiyetin % 94'e giktagn bildirilmektedir 7,11,

Calismamizda T hiicrelerini géstermek igin UCHL 1 olarak bilinen
monoklonal antikoru kullandik. UCHLI T hiicrelerini, B hiicre alt gruplarinin kiigtik
bir kismini, makrofaj ve grantilositleri isaretler. LCA ailesinin diigitk molekiil
agirlikh 180 kilodaltonluk bir subesini tamr 2,10,11,81,85, Parafin kesitlerde T
hitcrelerini kuvvetle igaretlerken diger hiicreleri hemen hig gostermez . T hiicre
matirrasyonunda daha geg donemdeki hiicreleri daha iyi isaretlemektedir 11.

Bu iki antikoru kullanarak Hodgkin-dig1 lenfomalari tiplendirdigimizde
vak'alarmmzin %70.6'smin B hticre serisinden, %14.7'sinin T hticre serisinden
kaynaklandigin) gorditk. Kalan %14.7'lik vak'a arasinda ise B ya da T hiicre yénimnde
bir ayrim yapilamayacak kadar esit miktarda antijenik boyanma gértlda.

Hodgkin dig1 lenfomalarin bityiik gogunlugu B hiicre tipinde oldugunu bulduk.
Bu konudaki diger galismalarin sonuglari da bizim bulgularimuzla uyumludur
123,42, Taylor'm 500 vak'adan daha fazla Hodgkin-digi lenfomay: igine alan
serisinde B lenfomalarin %67, T lenfomalarin da %201k yer tuttugu, kalan %13lik
grubun ise siniflandirilamadign bildirilmektedir 42, Bu konudaki diger yazilarda da
B lenfoma oramt %70 civarindadir 23, Gergek histiyositik lenfomalar ise
nadirdir®,23,24,

Frozen Kkesitlerle tip tayini yapilmig vak'alarin parafin blok kesitlerinde 61
vak'alik bir Hodgkin dig1 lenfoma serisinde B lenfomalarin %94'tmin, T lenfomalarm
tamammin [27, 4KB5 ve UCHL1 antikorlariyla dogru olarak tanmabildigi
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yayinlanmistir!l, Bir diger caligmada da B lenfomalarin tamaminin, T lenfomalarin
%93'tnn, Hodgkin hastalig1 vak'alarinin %86'sinn, histiyositik neoplazmlarin da
%80inin olmak tizere lenfoid neoplazmlarmn ortalama %95'inde monoklonal

antikorlarla tiplendirmeye gidilebildigi bildirilmistir 2 .

Hodgkin-disi lenfomalarin B veya T hiicre serisine ait olduklarini soylerken
her zaman bir antijeni pozitif digerini negatif bulmadik. Baz1 vak'alarda her iki
antikorla da pozitif boyanma elde edilirken bir antikorun digerine gére daha fazla
reaksiyon verdigini tesbit ettik. Bu gibi vak'alar1 daha yogun boyanma gasteren
antikor lehine degerlendirdik. Bu vak'alardaki iki yénltt boyanma neoplastik hiicreler
arasindaki reaktif hiicrelerden kaynaklanabilecegi gibi antikorlarin birbirleriyle
¢apraz reaksiyon vermelerinin bir sonucu da olabilir. 4KB5 ve UCHL] ile yapilan bir
calismada B hiicre neoplazmlarmm %79wnun 4KBS ile, %2'sinin de UCHLL1 ile
boyandign gosterilmistir. Aymi durtom tersi icin de stz konusudur ve T hiicre
neoplazmlarinin %78'inde UCHL1 pozitif iken %14 vak'ada 4KBS5'in de pozitif
oldugu bulunmugtur. 4KB5 ve UCHL1 antikorlarmin duyarhiliklar yiiksek ancak
spesifiteleri tam degildir ?.

Hodgkin dig1 lenfomalarin her zaman B veya T hiticre serilerinden birine ait
olduklarinin sdylenemeyiginin bir diger sebebi de bu lenfomalardan énemli bir
kisminin heterojen yapida oluglaridir. Yani bir lenfomada hem B hem de T hiicre
serisine ait neoplastik hiicreler de bulunabilmektedir. Bu durum vak'alarimzin
énemli bir kismindaki iki yonli boyanmalarin varligiyla kendini gésterdi. 6zellikle
kiigitk lenfositik , biryiik hiicreli, immimoblastik ve lenfoblastik lenfoma vak'alarinda
B ve T hiicre serisi ayriminin daha iyi yapilabildigini izledik. 564 vak'alik genis bir
seri tizerinde yapilan bir caligmada ise kiigtik lenfositik ve difftiz mikst lenfomalarin
daha heterojen bir yapiya sahip olduklari, folliktiler lenfomalarin hemen daima B
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hiicre serisinden geligtikleri, immimoblastik lenfomalarm da T wveya B hiicre
serisinde ve homojen bir yapida olduklar gortimiistir 144, Bu bulgular da kiigtik
lenfositik lenfomalar disinda bizim sonuglarimizla uyumlu bulundu.

Immimoglobulinlere karg: yaptigimz boyamalarda belirgin zemin boyanmasi
dikkat ¢ekiciydi. Bunun en énemli sebebinin tesbit gartlari oldugumu diigimiiyoruz.
Ctmki antijen tesbitinde hizh fiksasyon énemlidir 12,3440, Baz) antijenler ¢cabucak
ekstrasellitler ortama difftize olurlar 34. Taze donmus kesitlerde immimoglobulin
tagidign tesbit edilen hiicrelerin parafin blok kesitlerinde sonuglarin farkl oranlarda
degistigi goritlmiistior 12, Tesbitin hem stresi hem de kullanilan tesbit materyalinin
cinsi immimoglobulinleri ¢ok etkilemektedir. Fiksatifler antijenler t(izerinde ve
ozellikle immtmoglobulinler #zerinde tahrip edici etki gostermektedirleri2.40,
Eskimis ve tamponsuz formalin asidik ozellikie olup ozellikle immimoglobulinler
icin tahrip edicidir 40. B lenfomalarm bayiik ¢ogunlugunda immimoglobulinleri
pozitif bulurken bazi B lenfomalarda immimoglobulin tesbit edemedik veya oldukca
zayif bir reaksiyon elde ettik. Burada tesbit igleminden 6te goz énime alinmasi
gereken bir nokta daha vardir. Plazma hicrelerindeki immimoglobulin ¢ok bol
oldugundan kolayca gosterilebilirken B hticre lenfomalarinda hiicreler bitytk olsa
dahi sitoplazmik immtmoglobulin iyi bir sekilde gosterilemeyebilir . Ctmkt bu
hiicrelerin immimoglobulin miktar: plazma hiicrelerine gore ¢ok az miktardadir ve
fiksasyondan sonra bu fark belirgin olarak artar. Immimoglobulinler igin B5
fiksatifinin _daha iyi sonuglar verdigine dair yaymlar vardir 34,40, Kullamlan
antikorun optimum reaktivitesi fiksatife bagimh olabilir . Ancak bitttin antijenler

icin ¢ok iyi sonug veren ortak bir fiksatif oldugu séylenemez 10,

Kullanilan fiksatifin uygulama stiresi de ¢ok énemlidir . Lenfomalar tizerinde
yapilan bir calismada tesbit stresine bagh olarak hassasiyetin % 55.6 ile % 94.7
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arasinda degrigtigi gortlmagtir 30,

Bittim avantajlarina  ragmen Hodgkin-disi lenfoma patolojisinde
immimohistokimyamn konvansiyonel yéntemlere tistim oldugunu séylemek mtimktin
degildir. Clinkit kullandigimuz antikorlarin hemen tamamu neoplastik hiicreleri
oldugu kadar benign hticreleri de géstermektedir. Benign veya malign oldugu
konusunda bir karara varilamayan vak'alarda immtmohistokimyanin yardim heniiz

smirhdir.

Simdilik lenfoma patolojisinde {izerinde en ¢ok durulan konular morfolojik
smiflamalarla bunlara uyan immimohistokimyasal antijen profillerinin ¢ikarilmasi
ve degrisik lenfoid malignitelerin orijin aldiklar hiicrelerin ortaya konmasidir 25,

Morfolgji ile fenotipin kargsilagtirilmasi konusunda yapilan bir ¢aligma ilk
bakista -farkhh lenfomalarm antijenik profillerinin ortaya gkarilmasmi
saglayacagindan- ¢ok faydali gibi gortiltéor. Monoklonal antikorlarin kullanimyla
morfolojik smiflamalarin yerini alacak bir immimfenotipik siniflamanin radikal bir
¢bziim getirecegine dair umutlar da vardir. Bittm morfolojik kategorilerdeki
timorlerin antijenik profilleri bulumarak bir cetvel haline getirilebilir. Boylece
patologlarin bugtme kadar farkli lenfoma tiplerinin morfolgjik ayrmtilarm
dgrenmek icin yaptiklar: yorucu galigmalar da gereksiz hale gelebilecektir 23,

Fenotip ile klinik davranig arasinda baginti kurmak ise daha zordur. Bugin
i¢in immimolojik markerlar bitytme hiz1 gibi dinamik azellikleri ortaya koymada
yararh olabilmektedirler . Mesela T9 antijeninin bitytmeye eglik eden bir marker
oldugu, iyi diferansiye lenfositik lenfomalarda proliferasyon merkezlerinde

sayilarimin arttign gosterilmigtir 25.27,



Bitim insan lenfomasi hiicrelerinin narmalde bir kargihiklar: oldugu ve
bunlarin matéirasyon siklusunda bir yere uydugu genis kabul garen bir fikirdir .
Ancak pratikte devamh olarak yeni antijenlere kargi antikorlarin tretilmesi
sonucunda neoplastik hicrelerin normaldeki kargihiklarindan oldukga farkh
olduklar1 anlagilmaya baglarmgtir . Fakat hergeye ragmen gene de neoplastik hiicre
orijin aldign normaldeki hiicreye ait pek ¢ok antijeni tagimaya devam eder 25, Bu
ozellik de bize Hodgkin-digi lenfomalarin B veya T hiicre serisine ait olduklarmi
styleyebilme imkanin tanir.

Lenfoma hicrelerinin geligtikleri hiicrelere ait pek ¢ok antijen yaninda
kendilerini benign hitcrelerden ayirdetmeye yarayacak normalden farkli antijenleri
de vardir. Bu fenotipik farkliliklara kars: yeni antikorlar bulunmakta ve béylece
malign lenfoproliferasyonlarin tanis1 giderek kolaylagmaktadir. Bu fenotipik
farklarin bir kissn Hodgkin digt lenfomanin klonal bir neoplazm olusundan
kaynaklanmaktadir . Klonal bir neoplazm deyimi tek ya da az sayida hiicre
klonunun neoplastik proliferasyonunu yansiir . Oysa narmal ya da reakfif
poptilasyonlar ¢ok sayida klondan meydana gelirler 33,

Son yillardaki hizli immimolojik gelismeler patologlara benign ve malign
lenfoproliferasyonlar arasindaki farklari tesbit etme imkanimi da vermeye
bagslamigtir. Histolojik olarak benign ve malign olduklar: ayirdedilmis genig bir seri
lenfoproliferatif olay dzerinde yapilan c¢aligmada benign ve malign
lenfoproliferasyonlarin immimohistolojik olarak ayirdedilmesini saglayan bazi
fenotipik ézellikler ortaya konmugtur. Genel olarak normal antijenlerin kayb: ya da
anormal antijenlerin ortaya qikmasi geklinde 6zetlenebilecek bu ézellikler B veT
lenfomalar icin ayr1 ayr tarif edilmeye cahgilmigtir 83,
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Lenfoma tanisindaki immimfenotipik kriterler monoklonaliteyi gésterenler
ve anormal antijen ekspresyonu gosterenler olarak baghica iki ana grupta
incelenebilir. Normalde bulunmayan bir antijenin ortaya ¢ikmasi, normal olarak
bulunmasi gereken bir antijenin kayh veya tek tek bulimmas) gereken antijenlerin
ayni hiticrede birlikte gértlmeleri anormal antijen ekspresyonu baghg altinda
toplanirlar. Ortaya ¢karilan yeni bir anormal immimfenotipik kriterin bttin
lenfoma htcrelerinde olmasi gerekmez ancak benign lenfoproliferasyonlarin

hicbirinde goritlmemeleri esastir 33,

B lenfomalarda malign immimofenctipik kriterler :

B lenfomalarda belirlenmis bazi malign immimofenotipik kriterler vardir.
Bunlardan imminoglobulin hafif zincirinin tek tip olusu gibi monoklonaliteyi
gosteren ozellikler uzun zamandir bilinmekteyken tarif edilmis daha yeni

immtmofenotipik kriterler de vardir 33(Tablo VII ).

Tablo VII. Hodgkin-digi1 B lenfomalarin
malign immimofenotipik dzellikleri

A Klonalite bulgular: (Ig hafif zincir tek tipliligi)
B. "Anormal" antijenlerin ortaya ¢ikig

1.Hafif zincir negatif B hticre serisi

2.Leu 1+ B hiicre serisi

3.L 60 + B hiicre serisi

4.41 H + prolifere olan B hiicre serisi

a.Pan B antijenlerinin kayh

6.LFA 1 - B hiicre serisi

Immimoglobulin hafif zinciri: Immimoglobulinlerde agir zincirlerden bagka
kappa ve lambda adh iki de hafif zincir bulunur. Normalde bir immimtmoglobulin
molekiilime adini veren agir zincirlerden biridir. Immtmoglobulin genleri ile agir ve

hafif zincirlerin depisik kombinasyonlariyla 107'den fazla cesitlilige sahip antikor
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elde edilebilir. Bir B hiicresinde muhtemel 107 DNA diziliminden sadece birinin
goralmesi nedeniyle monoklonal (neoplastik) ve poliklonal (reaktif) hiicre
proliferasyonlarinin = ayirdedilmesi  mamktindtr. Benign B hicre
proliferasyonlarindaki immimoglobulinlerin hem kappa hem de lambda hafif
zincirlere  sahip  olmalarima  kargihk  neoplastik  popftilasyonlardaki
immtmoglobulinlerin tek tip yani monoklonal immimoglobulinleri bulunur.
Immimoglobulin monoklonalitesinin oldugunu séyleyebilmek i¢in bir hafif zincirin
digerine en az % 90 oranda hakim olmasi gerekir. Ancak teorik olarak ¢ok basit olan
bu ayrimin pratik uygulamada baz giicliikleri de vardir. Ancak biitiin zorluklarina
ragmen monoklonal immimoglobulin varliginin tesbiti en faydali B lenfoma teghis
prosedtrtdird.33,

Tabloda gortilen diger malign immimofenotipik ézellikler hentiz yeni tarif
edilmiglerdir. Bu antijenlerin bir kismi normalde T hicrelerine ait olduklar: igin
anormal olarak kabul edilirken bazilari da dogrudan dogruya B htcrelerine ait

malign immimofenotipik ézellikler olarak tne strilmitgtir 33,

T lenfomalarda malign imminofenotipik kriterler:

T lenfomalar i¢cin kullanilabilecek immimofenotipik kriterler ise hem sayica
daha azdir hem de aralarinda B lenfomalardaki immimoglobulin monoklonalitesi
gibi yaygin kullamim alam bulmusg bir dzellik hentiz yoktur, T lenfomalar icin tarif
edilen immtmofenotipik ozellikler de B lenfomalardakiler gibi iki ana grupta
toplanmugtir 33 (Tablo VIII).
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Tablo VIII. Hodgkin-dist T lenfomalarm
malign imminofenotipik ozellikleri
A Klonalite bulgular (TCR degisken bolge antikorlar)*
B. "Anormal" antijen ortaya c¢tkig1 **
1. Pan T antijenlerinin kayb
2. T altgrup antijenlerinin kaybiya da birlikteortaya ¢ikigi
3. Leu 6 + T hitcre serisi
4. MB 1+ T hiicre serisi
* Teorik olarak rafiakiin, heniiz bulunraug andiker yok
** Timus harig

T hiicre neoplazmlarinin monoklonalitesinin tayini i¢in T hiicre reseptorime
(TCR) ait degigken bdlgeye kargi antikorlarin tretilmesi caligmalari umut
vericidi?, Yakin zamanlara kadar TCRnin ne oldugu bilinmiyardu. Ancak
molekuler biyolojideki ilerlemelerle bunun ayrintilariyla 6grenilmesi miimktm
olmustur (Sekil 9) 9.55,

S-S Disiilfit bady, T3:7, b ve € rolekiil kornpleksi

Sekil 9, Insan T hirre reseptorimim gematik yapis1, Tio ve Tio subimitleri distifit
baglanyla baghdir, Sawmlar kilodalton olarak molekill agirhklanm gistermektedir.

T hticrelerindeki TCR'lerin herbiri, bir degisken (yani antijen baglayan) ve bir
sabit bolge olmak tizere iki bolge ihtiva eden birer heterodimerdir. Simdiye kadar

tesbiti yapulamayan T hiicre proliferasyonlarinin klonalite tayini icin ya TCR gen
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rearanjmanlart yapilacak ya da antiklonotipik antikorlar kullanilmasi
gerekecektird 38,

T hiicrelerine ait maligniteyi gosterdigi éne stiriilen diger immimofenotipik
ozellikler ise ya immatir T hiicrelerine ait ozellikler ya da matiir hiicrelerde sadece
biri bulunmasi gereken antijenik ozelliklerin birlikte ortaya qkmalar1 gibi
ozelliklerdir39,

Bu kriterlerle yaklagik 500 vak'a tizerinde B hiicre malignitelerinin % 90'dan
fazlasinda, T hiicre malignitelerinin de yaklagik % 80'inde benign ve malign
proliferasyonlarin ayirdedilebildigi bildirilmistir 33.

Immimohistokimyada hala ¢bzim bekleyen pek ¢ok sorun vardir . Bir
antikorun “zor” vak'alarda muhtemel tanilar arasinda ayrim yapabileceginden kesin
olarak emin olunamaz . Lenfomalarda EMA, dtiz kas tiimirlerde sitokeratin gibi
beklenmedik ¢apraz reaksiyonlara dair yaymlar pek ragbet gérmemekte zor kabul
gormektedirl’.42,  Immimohistokimyasal sonuglar ve International Warking
Formulation arasinda entegrasyon ¢ahigmalar: yapilmustir 44, Giderek lenfomalarin
immimfenotiplendirilmesi yayginlagmaktadir ancak klinik zeminde hastalara nasil
daha farkl yaklagilabilecegi konusu hentiz iyi bilinmemektedir . Bu gibi sorunlarin
¢Oziimit zamana ve dikkatli takibe muhtagtr.
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SONUC

1.Immimohistokimyasal metodlar uygulamasi kolay, hassasiyeti ytiksek,
kullanim alani genis yéntemlerdir.

2.Lenfositler Gzerinde tarif edilen ¢ok sayida antijen ve bunlara kars:
tiretilmis antikorlar bulundugundan Hodgkin-digi lenfomalar immtmohistokimya
metodlarinin en genig ve yaygin kullanim alanlari arasinda yer alir.

3.Halen Hodgkin-digt lenfomalarda konvansiyonel histopatolojik
yéntemlerin degeri strmektedir.

4.Lenfoma smiflamalarindaki  “gokseslilik® nedeniyle smiflamada
International Working Formulation'm kullanmimu daha yararlidir. Ancak giderek
artan oranda yeni antijenlerin tarif edilmesi nedeniyle Hodgkin-dis1 lenfomalarda
hem immimolojik, hem de morfolojik bir siniflamaya dogru bir gidis baglamigtir.

5.Diferansiasyonu kot tiimérler arasinda ilk olarak akla gelmesi gereken
neoplazmlardan biri de Hodgkin-dig1 lenfomadir.

6.Hodgkin-dig1 lenfoma wvak'alarimizda LCA'nin pozitiflik oram % 97
bulundu. Indiferansiye timdrler arasinda ayrim yapmada LCAlya karsi monoklonal
antikorlarin kullanim énemli élgtide yol gostericidir.
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7.Vak'alarimizin % 70.6's1 B hiicre, %14.T'si ise T hiicre arijinli oldugunu
bulduk. Hodgkin-dis1 lenfomalarin ok birytik bir kism B veya T hiicre tipindedir. Bu
ttimarlerin kaynaklandiklar: hticre tipinin immitmohistokimyasal olarak monoklonal
antikorlarla gosterilmesi mimkimdiir.

8.Hodgkin-digi lenfomalarin %14.7'sinde B veya T hiicre ayrimina gidilemedi.
Baz1 lenfomalarda B veya T hticre ayrimu yapilamaz. Bu kullanilan antikorlarin
spesifitesi, neoplazm icinde reaktif hiicrelerin bulunabilmesi ya da timérim
kendisinin heterojen yapida olmasindan kaynaklanan bir durumdur.

9.Immimoglobulin boyamalarmda % 57.84 oraninda zemin boyanmasi
izledik. Immimoglobulinler rutin tesbit ve takip islemlerine ¢ok hassastir. Bu
nedenle immimoglobulinler tizerinde yapilan immitmochistolojik ¢aligmalarda bagar:
arani daha digitktiir. Ortaya gikan zemin boyanmas) degerlendirmeyi biytk aranda

guclestirir.

10.Monoklonal antikerlarda diigiik orandaki (%1.96) zemin boyanmasinin
poliklonal antikorlarda ¢ok ytiksek (% 57.84) oldugunu gérditk. Mimkim oldugu
zaman monoklonal antikarlarin tercihi basariy: artirmaktadir.

11.Lenfoma immimohistokimyasindaki en ©Onemli problemlerden biri
gtmtimtizde kullanilan antikorlarin benign ve malign hticreler arasinda bir ayrim
yapamayiglaridir. Fakat son zamanlarda maligniteyi gosteren antijenlere karsi
antikorlar da elde edilmektedir.
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oZET

Hodgkin-dig1 lenfomalarin tani ve tiplendirmesi diyagnostik patolgjinin en
zor konularindan biridir. Hodgkin-dig1 lenfoma tanisinda son onbes yil igindeki
immtémohistolojik ¢aligmalar heyecan verici yeni bir boyut getirmigtir.

| Hodgkin-dis1 lenfomalarin kaynaklandign hiicre serisini tayin etmek icin
immtmohistolojik bir calisma yaptik. 34 Hodgkin-dist lenfoma vak'asmdan
hazirlanan parafin kesitlerin hiicre orijini ti¢ monoklonal, ti¢ poliklonal antikordan
olugan bir antikor paneliyle aragtirildi. Kullanilan antikor paneli anti-ortak lokosit
antijeni (LCA), anti B hiicre antijeni (4KB5), anti T hticre antijeni (UCHL1) ve
immtmoglobulin G, A, ve M ye karsi antikorlardan meydana geliyordu. Calismada
immiinolojik boyanma i¢in avidin-biotin peroksidaz kompleks metodu kullanildi.

LCA antikorunun Hodgkin-dig1 lenfomalarin taninmasinda biytik yardim
oldugu gérildi. Biri disinda biitim vak'alarimiz anti-LCA ile reaksiyon verdi (% 97,
33/34).Lenfoma vak'alarinin % 70.6'stmin B hiicre serisi, % 14.7'sinin de T hiicre
serisi kaynakh oldugu izlendi.

Ozetle, LCA antikoru Hodgkin-dig! lenfomalar icin ytiksek derecede hassas ve
spesifiktir, 4KB5 ve UCHLI antikorlar: Hodgkin-dis1 lenfomalar: B ve T lenfomalar
seklinde siniflamak igin yararh bir ikili oluskrur ancak bu antikorlar tam olarak
duyarli ve spesifik degildirler.

Anahtar kelimeler : Hodgkin-digi lenfomalar, immimchistokimya, LCA,
4KB5, UCHLI.
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SUMMARY

The diagnosis and phenotyping of non-Hodgkin's lymphomas is one of the
most difficult problems in surgical pathology. During the last fifteen  years
immunohistochemical techniques have added an new exciting dimension especially
to the diagnosis of nan-Hodgkin's lymphomas.

To determine cell lineage of non-Hodgkin's lymphomas we perfarmed an
immunchistochemical study. The cell lineages of paraffin sections prepared from 34
non-Hodgkin's lymphomas was investigated with a panel of three monoclonal and
three polyclonal antibodies. The antibody panel was used including anti-leucocyte
common antigen (LCA), anti-B cell antigen (4KB5), anti-T cell antigen (UCHLI),
anti- immunoglobulins G, Aand M. The avidin-biotin peroksidase complex technique
was used for immumostaining in this study.

LCA antibody has made a significant contribution to the
immunohistochemical definition of non-Hodgkin's lymphomas. All of our cases
reacted with anti-LCA, except one ( 97%, 33/34). 70.6 percent of the non-Hodgkin's
lymphomas were B lineage and 14.7 percent were T lineagé.

In summary, LCA antibody has a high sensitivity for the non-Hodgkin
lymphemas and 4KB5 and UCHLI form a useful but not absolutely spesific or
sensitive paraffin section immunochistochemical panel for the categarization of B and

T cell non-Hodgkin's lymphomas.

Key words : Non-Hodgkin's lymphoma, immunchistochemistry, LCA, 4KB5,
UCHLL.
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