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OZET

Mikozis fungoides (MF), kutan6z T-hucreli lenfomalarin en sik
rastlanan tipidir. MF’in  etyolojisi ve patogenezi biyuk oranda
bilinmemektedir. Genetik, ¢cevresel ve immunolojik faktorlerin rol oynadigi
dusundlmektedir. Son yillarda yapilan bazi galismalarda, insan herpes virsu
(HHV)-8'in kutandz lenfoproliferatif hastaliklarda rolu olabilecegi ortaya
atiimistir.

Bu calismada, viral etyolojinin de rolu oldugu dusunidlen mikozis
fungoides hastalarinin deri biyopsilerinde HHV-8 DNA’sinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile varliginin arastiriimasi planlanmistir. Bu ¢alisma ile MF
patogenezine agiklik getirmek amaglanmistir.

Calismaya mikozis fungoides tanisi konulmus 40 olgu hasta grubu
olarak, 10 psoriasis ve 10 atopik dermatit olgusu negatif kontrol grubu, 10
Kaposi sarkom hastasi pozitif kontrol grubu olarak dahil edildi. Hasta ve
kontrol gruplarina ait parafine gomullu lezyonlu deri 6rnekleri real-time PCR
yontemi ile HHV-8 DNA'sI agisindan incelendi.

Pozitif kontrol grubu hastalarinin timUunun deri biyopsisi drneklerinde
HHV-8 DNA’sina rastlanirken, MF hastalarindan ve negatif kontrol
grubundan ise higbir hastanin parafine gomulu deri biyopsisi orneklerinde
HHV-8 DNA’sI saptanmadi. Boylece, MF etyolojisinde HHV-8'in rolu olmadigi
gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: Mikozis Fungoides, insan herpes viriisu-8, polimeraz

zincir reaksiyonu



SUMMARY

ASSESSMENT OF THE ROLE OF HHV-8 IN MYCOSIS FUNGOIDES

Mycosis fungoides (MF) is the most common form of cutaneous T-cell
lymphomas. The etiology and the pathogenesis of MF is largely unknown.
Genetic, environmental and immunological factors are thougt to play a role in
the pathogenesis. Some recent studies suggest that human herpes virus-8
(HHV-8) plays a role in cutaneous lymphoproliferative diseases.

In this study, we investigated the presence of HHV-8 DNA in the skin
biopsies of patients with mycosis fungoides. We aimed to clarify the
pathogenesis of MF by this study.

Forty mycosis fungoides patients as study group, 10 psoriasis and 10
atopik dermatitis patients as negative control group and 10 Kaposi sarcoma
patients as positive control group were included in this study. Paraffin-
embedded lesional skin biopsies of the patient and control groups were
examined for HHV-8 DNA by real-time polymerase chain reaction method.

HHV-8 DNA was detected in the skin biopsy specimens of the all
patients in the positive control group, whereas none of the skin biopsies of
the patients in the negative control group or MF group were positive for HHV-
8 DNA. Thus, it is shown that HHV-8 does not play a role in the etiology of
MF.

Keywords: Mycosis fungoides, human herpes virus-8, polymerase chain

reaction



Giris

Kutantdz T hucreli lenfoma (KTHL), degisik klinik bulgularla, histolojik
gorunumle, immunofenotip ve prognozlarla ortaya ¢ikan, deride yerlesmis
CD4" CD45RO" T hiicrelerinin bir neoplazisidir. KTHLler tim primer deri
lenfomalarinin  %75-80’ini olusturur. Primer kutandz lenfomalarin, diger
bolgelerde ortaya c¢ikan lenfomalara kargi en 6nemli avantaji gézle gorundr
ve kolayca biyopsi yapilabilir olmasidir. Bu yuzden, dermatologlar bu
hastaliklarin tanisinda, siniflandiriimasinda ve tedavisinde anahtar rol
oynarlar (1,2).

Derinin primer T-hicreli lenfomalari ekstranodal Hodgkin-disi
lenfomalarin bir alt grubudur ve tani aninda i¢ organ tutulumu olmadan
sadece deride yer alabilirler (3).

Primer kutandz lenfomalarin gu anki siniflandiriimasi Dunya Saglhk
Orgltll (WHO) ve Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavisi Organizasyonu’nun
(EORTC) birlikte galismasi sonucu ortaya ¢ikmis ve 2005 yilinda “Kutandz
Lenfomalarin WHO-EORTC Siniflandirmasi” adiyla yayinlanmig ve 2008
yilinda WHO tarafindan “Hematopoetik ve Lenfoid Doku Tidmoérlerinin WHO
Siniflandirimasi” bagligiyla degistiriimigtir. WHO-EORTC siniflandirmasi,
primer kutan6z lenfomalari iki buylk gruba ayirmaktadir: deride yerlesmis T
lenfositlerinden kdken alan “kutan6z T hicreli lenfomalar” ve B
lenfositlerinden kdken alan kutan6z B hicreli lenfomalar (KBHL). Ek olarak
dogal oldurtcu (NK) hiucrelerden koken alan lenfomalar ve tanimlanamamig
fenotipik 0Ozelliklere sahip, siniflandirmada gecici olarak gruplandirilan
lenfomalar da bulunmaktadir (Tablo-1) (4).



Tablo-1: Primer kutandz bulgular ile ortaya c¢ikan kutan6z lenfomalarin
WHO-EORTC siniflandirmasi (4).

Kutandz T hiicre ve NK hicreli lenfomalar

Mikozis Fungoides
MF varyantlari ve alt tipleri
Folikulotropik MF
Pajetoid retikiloz
Granulomat6z gevsek deri
Sezary sendromu
Erigkin T-hicreli [6semi/lenfoma
Primer kutan6z CD30+ lenfoproliferatif hastaliklar
Primer kutan0z anaplastik buyuk hucreli lenfoma
Lenfomatoid papulozis
Subkutan panniklit benzeri T-hicreli lenfoma
Ekstranodal NK/T-hucreli lenfoma, nazal tip
Primer kutan6z periferal T-hicreli lenfoma, belirlenmemis
Primer kutan6z agresif epidermotropik CD8+ T-huicreli lenfoma (gegici)
Kutandz y/® T-hicreli lenfoma
Primer kutan6z CD4+ kuguk/orta-boyutlu pleomorfik T-hicreli lenfoma
(gecici)
Kutan6z B-hicreli lenfomalar
Primer kutan6z marjinal zon B-hucreli lenfoma
Primer kutan6z follikil merkezi lenfoma
Primer kutan6z diffiiz buyik B-hicreli lenfoma, bacak tipi
Primer kutan6z diffuiz buyuk B-huicreli lenfoma, diger
intravaskiiler biyiik B-hiicreli lenfoma
Oncul hematolojik neoplaziler
CD4+/CD56+ hematodermik neoplazi (blastik NK-hticreli lenfoma)

WHO-EORTC: Diinya Saglik Orgltii- Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavisi Organizasyonu
MF: Mikozis Fungoides
NK htcre: Dogal éldurica hicre



Kutanoz T-hucreli lenfomalar nadir gorulen bir grup hastaligi icerse de
en sik gorulen alt tipler mikozis fungoides ve Sezary Sendromu’dur. Bu iki
hastalik tim primer lenfomalarin %70-75’ini olusturmaktadir (5).

Mikozis Fungoides

Mikozis fungoides (MF), KTHLIlerin en sik rastlanan tipidir ve tim
primer kutandz lenfomalarin %50’sini olusturmaktadir. Mikozis fungoides,
genellikle CD4" fenotipinde kiiciik-orta boyutlu lenfositlerin bir neoplazisidir
(3).

Mikozis fungoides, nadir bir hastalik olup insidansi 3/1.000.000'dir.
Genellikle yagli erigkinlerde gorulmekle birlikte (medyan tani yasi: 55-60 yas)
cocuklarda ve genclerde de gelisebilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla
(E/K: 1.6-2.0:1) ve siyahi irkta beyazlara gore (2 kati sik) daha sik
gorulmektedir. MF, genellikle yillar ve dekatlar suren ilerlemeyle masum bir
seyir gosterse de, bazen bu seyir 6ngorilemez. Baslangigta sadece deriyi
etkiler ve epidermotropizm gozlenir fakat, evresine bagli olarak zaman
icerisinde lenf nodlarina, kana ve i¢ organlara yayilabilir (1,3).

Tipik olarak, klasik MF hastalarn yama evreden plak evreye ve son
olarak da tumoral evreye ilerleme gosterirler ve yillar, hatta dekatlar suren
uzun bir Kklinik seyirleri vardir. MF’in bu 3 klasik evresi 1876 yilinda Bazin
tarafindan tanimlanmigtir. Bu u¢ fazin her biri hastaligin seyri boyunca
gorulebilir ve genellikle 6rtusur ya da ayni anda ortaya ¢ikabilir (1,3).

Kesin tani konulmadan once, hastalarin baylk kismi, hastaliga 6zgu
olmayan, siddetli kasintili, ekzematoz ya da psoriaziform deri lezyonlari ve
kesin tani vermeyen deri biyopsileri ile yillarca zaman kaybederler. Deri
lezyonlarinin baglangicindan MF tanisi konulana kadar birkag ay ile 5
dekattan daha uzun (ortalama 4-6 yil) zaman gecebilir (1,3).

Histopatolojik inceleme hastaligin evresine gore degiskenlik gosterir
ve klasik erken evre lezyonlarin mikroskobik bulgulari neoplastik olmayan

dermatozlar ile karistinlabilir (1,3).



Erken yama lezyonlarda ozellikle lenfositlerden olusan, epidermiste
sinirli (epidermotropizm), yuzeyel bant tarzi ya da likenoid infiltrasyon
gOzlenir; bazen hiperkromatik nukleuslu, oldukga kivrik (serebriform), kiguk-
orta boyutlu atipik lenfositler saptanabilir. Bu lenfositler, tipik olarak, vakuollt
halolar ile ¢evrilmig tek hucreler halinde, lineer bir konfigirasyon godstererek
epidermisin bazal tabakasinda kolonize olurlar. Epidermiste akantoz,
hiperkeratoz ya da bazal tabaka hasari (pigment dusmesi) ve Odem
gorulebilir. Postkapiller ventullerde belirginlesme ve eozinofiller, makrofajlar
ve dermal dendritik hicrelerden olusan infiltratlar gozlenebilir. Papiller dermal
fibroz bulunabilir. infiltrasyonun yogunlugu degiskendir ve lezyon gelisip plak
lezyonlara benzemeye bagladik¢a artar. Tipik plaklarda ise epidermotropizm
cok Dbelirgindir. intraepidermal atipik hiicre birikintilerinin  (Pautrier
mikroapseleri) varhigi tani icin olduk¢a 6zgu olmasina ragmen vakalarin
sadece Ucte birinde gorulur. Epidermiste akantoz, uzamisg, psoriaziform rete
sirtlari gozlenebilir, fakat, spongiyoz genellikle yoktur ya da c¢ok azdir.
Serebriform nukleuslu lenfositlerden olusan yogun bir subepidermal bant
tarzi infiltrasyon gozlenir. Dermal infiltrasyon daha belirgindir; serebriform
nukleuslu atipik htcreler, yer yer blast hicreleri ve bu hicrelerle karismis
eozindofiller ile plazma hucrelerinden olusur (1,3).

Tumoral evrede, dermal infiltrasyon tim dermisi kaplayabilir ve
subkutan dokuya yayilabilir. Bu evreden sonra epidermotropizm gdzlenmez.
Reaktif T lenfositleri ve dendritik hucrelerin sayisinda azalma meydana gelir.
Tumor huacreleri sayica ve boyut olarak artarlar ve degdisik oranlarda
serebriform nukleuslu kiguk, orta ya da buyuk hucreler, belirgin nikleuslu
blast hiicreleri ve ara formlar gézlenebilir. CD30" ya da CD30" diffiiz buyik T-
hdcreli lenfomaya donusum gozlenebilir ve bu durumda prognoz oldukga
kotadur (1,3).

Klinik olarak erken yama evre MF'te tipik olarak, kasintili, degisik
boyutlarda, eritemli, ince skuamli yamalar gézlenmektedir (Sekil-1). Bu erken
donemde degdisik derecelerde atrofi gozlenebilmekte ve alacali hipo-
hiperpigmentasyon, atrofi ve telenjiektaziden olusan poikilodermik gorinum
(poikiloderma vasculare atrophicans=PVA) (Sekil-2) olusabilmektedir.



Baslangigtaki deri lezyonlari kalgalarda, govde ve ekstremitelerin diger ortult
yerlerinde yerlesme egilimi gOsterirler. Yamalar progresyon gosterir ve
annuler, polisiklik ve tipik at nali seklinde konfiglirasyon gosterebilen, giderek
blyuyen, kenarlari daha infiltre, kirmizimsi-kahverengi, skuamli plaklar gelisir
(Sekil-3). Plaklarin kenarlari epidermal hiperplaziye ya da énemli derecedeki
neoplastik lenfositik infiltrata bagli olarak elevedir. Plaklar mevcut
yamalardan ya da de novo geligebilir. Yuzde olusan infiltratif plaklar “aslan
ylzu” gérunumune ve killi bolgelerde ortaya g¢ikanlar alopesiye ya da kistlere
neden olabilir. Bunun vyaninda, derinin neoplastik hucreler ile diffiz

infiltrasyonu sonucu eritrodermi gelisebilir (1,6).

Sekil-1. Erken yama evre mikozis fungoides. Kruriste yerlesmis eritemli, flu
sinirli, ince skuamli yama gozleniyor. (Uludag Universitesi Tip Fakdiltesi Deri
ve Zlhrevi Hastaliklar1 Arsivinden)

Hastalarin gogunda “plak evre”ye gegis gozlenmez ve hastalik yama
evre ile sinirli kalir. Buna kargin, bir grup hastada noduller ve tumorler gelisir
(Sekil-4). Tumorler genellikle morumsu renkli, ekzofitik ve mantar-sekillidir ve
tercihen ylzu ve vucut kivrimlarini etkiler. Tumoral evre MF’li hastalarda tipik
olarak yamalarin, plaklarin ve tumoérlerin bir arada oldugu go6zlenir ve
tumorlerde siklikla Ulserasyon, nekroz ya da sekonder enfeksiyonlar

meydana gelir. Bu evrede kasintinin siddeti azalabilir (1,6).



Sekil-2: Poikiloderma atrofikans vaskulareli bir hasta. Sigara kagidi benzeri
atrofik deri, hipo ve hiperpigmentasyon ve yer yer telenjiektaziler izleniyor.
(Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklari Argivinden)

Sekil-3: Plak evre mikozis fungoides. Sirt bolgesinde bazilarinin Gzeri hafifce
skuamli, morumsu renkli plaklar izleniyor. (Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Deri ve Ziihrevi Hastaliklar1 Arsivinden)

MF’ten kaynaklanan olimlerin %50’sinden fazlasi Staphylococcus
aureus ya da Pseudomonas aeruginosa sepsisi nedeniyle gerceklesmektedir.
Tumorler, KTHL'nin, daha agresif seyirli CD30" buyiik-hiicreli anaplastik
varyantina  donUsebilirler.  Primer CD30" anaplastik  bulyuk-hicreli



lenfomalarin aksine MF ile iligkili olarak sekonder gelisen CD30" lenfomalarin
(biylk hicre transformasyonu) prognozu oldukga kétudiar ve medyan
sagkalim 11 ile 36 ay arasinda degisir (1,6).

Sekil-4. Timdral evre mikozis fungoides. Sirtta ve kalgalarda yaygin noduller
gozlenmekte. (Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklari
Arsivinden)

Ekstrakutan6z hastalik geligtirme riski, hastaligin yayginhgr ve deri
lezyonlarinin tipi ile yakindan iligkilidir. Bu durum, sinirli yama/plak evre
hastalikta oldukga nadir iken, yaygin plakli hastalarda nispeten daha sik, deri
tumorleri ve eritrodermili hastalarda ise en siktir. Ekstrakutan6z hastalik,
istisnasiz, oncelikle yodun deri tutulumunun oldugu bolgeyi drene eden
bélgesel lenf nodlarinda gdzlenir. Sonrasinda organ tutulumu gdzlenebilir ve
herhangi bir organi etkileyebilir. Kemik iligi nadiren etkilenmektedir (1,6).

Her ne kadar MF ve Sezary Sendromu (SS), Hodgkin disi lenfomalarin
tipleri olsalar da, bu hastaliklarda deri bulgularina ve deri digi hastalik
bulgularina dayanarak farkli siniflandirma ve evreleme sistemleri
kullaniimaktadir (Tablo-2, Tablo-3) (7).



Tablo-2: Kutan6z T-hicreli Lenfomalarda Evreleme (7).

Klinik evre | T N M B

IA T1 No Mo Bo.1
IB T, No Mo Bo.1
A Tio Nio Mo Bo-1
1B Ts No-2 Mo Bo.1
[l Ta No-2 Mo Bo.1
VA, T14 No-2 Mo Bo-1
VA2 T14 N3 Mo Bo-1
VB T14 No-3 M, Bo-1

Tablo-3: Kutandz T-hucreli lenfomalarda TNM Siniflandirmasi (7).

Siniflandirma

Tanimlama

T: Deri

To Klinik ve/veya histopatolojik olarak supheli lezyonlar

T1 Deri yuzey alaninin %10’'undan azini kaplayan papdller,
plaklar ya da ekzematdz yamalar

T, Deri yluzey alaninin  %10’'undan fazlasini kaplayan
paptller, plaklar ya da ekzemattz yamalar

L Bir ya da daha fazla tumoér

T4 Eritrodermi

N: Lenf nodlari

No

Klinik olarak anormal periferik lenf nodu yok; patoloji KTHL
acisindan negatif

N1 Klinik olarak anormal periferik lenf nodu var; patoloji KTHL
acisindan negatif

N2 Klinik olarak anormal periferik lenf nodu yok; patoloji KTHL
acisindan pozitif

N3 Klinik olarak anormal periferik lenf nodu var; patoloji KTHL

acisindan pozitif

B: Periferik kan

Bo

Dolasimda atipik hiucreler yok (<%5)

B:

Dolasimda atipik hicreler var (>%5); total beyaz kure ve
total lenfosit sayilarini ve 100 lenfositteki toplam atipik
hdcre sayisini kaydedin

M: i¢ organlar

Mo

ic organ tutulumu yok

M,

ic organ tutulumu (Patolojik dogrulama yapilmal ve
etkilenen organ kaydedilmeli)

KTHL: Kutan6z T-hticreli lenfoma

Mikozis fungoidesin kademeli progresyonunun etyolojisi ve patogenezi

biyuk oranda bilinmemektedir. Genetik, cevresel ve immunolojik etkenlerin

rol oynadigi1 dusunulmektedir (Sekil-5) (1,8).




Genetik faktarler
immunolojikfaktdrler
Cevresel faktorler

L ]

A |B |C |D

Etkilenmemis I Yama e a-11 I“' Timar I‘-— Eritrodermi == Sezary Sendromu
Pautrier D;SI*HVDH

ik leri —
| mikroapse f-l’l ____'.-!_—;L_TF_:H" :-,-. ~ I 2

p 3 _ 3 coae k; j‘; ‘tk. o *3 - l

Mermal T C_DE"" ) Malign CD4+ MK hlcre Langerhans Dendritik Eozinofil Maonosit IgE
hicresi sitotoksik  Thicresi hicrea P
T hicresi

Sekil-5: MF progresyonunda derinin mikrogevresi. (A) Normal deride,
epidermiste yerlesik Langerhans hucreleri ve dermis ve dolagimdaki T
hicreleri. (B) MF’in yama ve plak evrelerinde epidermise vyerleserek
Langerhans hcreleri etrafinda toplanan CD4" T hicreleri. (C) Tumoral MF'te
tumor dermis ve subkutan dokuyu kaplar ve temel olarak malign T
hicrelerinden ve az miktarda CD8" T hiicrelerinden olusur. (D) Eritrodermik
MF ve Sezary Sendromunda dolasimda, Th2 sitokinleri salarak CD8" T
hacreleri, dogal olduraclt hucreler ve dendritik hucrelerin  sayr ve
fonksiyonlarini ve dolayisiyla konak immun yanitini etkileyen malign T
hicreleri (8 numarali kaynaktan uyarlanmstir).



Genetik Etkenler

Lenfomagenez; klonal proliferasyon, malign transformasyon ve en
sonunda yaygin hastalikla sonuglanan bir¢ok genetik anomalinin kademeli
eklenmesiyle olusan multifaktoryel bir sdrectir. Her ne kadar, tumor
progresyonundaki klinik basamaklar yiz yil 6nce tanimlanmis olsa da, bu
basamaklarin altinda yatan molekuler olaylar halen tanimlanabilmis dedgildir.
MF ve Sezary Sendromlu hastalarda dengesiz translokasyonlar ve sayisal ve
yapisal anomaliler gibi kromozomal sapmalar belirlenmis fakat hasta
heterojenitesi nedeniyle bu verilerin yorumlanmasi gu¢ olmustur. MF’li
hastalarda birgok genetik anomali rapor edilmig fakat, kalici bir patern ortaya
citkmamigtir (1). Yakin zamanda Carbone ve ark.'’nin (9) yaptigi bir galismada
erken yama evre MF’li hastalarda kromozom 19 monozomisi; tekrarlayan
7p22.1-p22.3, 7911.1-q11.23, 9934.12, 12924.31 ve 16922.3-923.1 kayiplari;
8022.3-923.1 kazanimi ve BCL7A, SMAC/DIABLO ve RHOF tumor supresor
genlerinde silinmeler saptanmigtir. Karenko ve ark.larinin (10) yaptigr bir
calismada NAV3 genini kodlayan 12g21-22 bolgesinde silinmeler oldugu
ortaya konulmustur. NAV3 geni nukleer transport, kinetokor olusumu ve
hicre dongusunidn kontrolinde gorev alarak tUmor supresodr gen gorevi
gorar.
immunolojik Etkenler

Yakin zamanda yapilan galismalar, CD8" sitotoksik T hiicrelerinin
(STH) MF’teki antitumoral yanitta kritik bir rol oynadigini gostermistir. Dermal
infiltratlardaki yiiksek CD8" STH ylizdesi ile sag kalimin artmasi arasinda bir
iliski tanimlanmigtir (11). Bu CD8" T hiicreleri, antitimoral etkilerini, hem
dogrudan sitotoksik etki, hem de 06zellikle interferon (IFN)-y olmak uzere
sitokin Gretimi yoluyla gostermektedirler. TUumor hucresi lizisini perforin,
granzim ve T-hucresine sinirl intraselller antijen (TIA-1) iceren sitotoksik
granullerin ekzositozu ve neoplastik T hicrelerinde Fas (CD95; APO-1) ile
reaksiyona giren Fas ligand (FasL) ekspresyonu ile saglamaktadirlar. Her iki
yolak da, kaspaz 3 aktivasyonuna ve apoptozis yoluyla timoér hicresi

olumune yol agmaktadir. Neoplastik T hucrelerinde Fas ekspresyonunun ya

10



da fonksiyonunun kaybi, tumor hdcrelerinin antitimoéral yanittan kagma
mekanizmalarindan biridir (12).

Ancak, malign T hucrelerinin otonom ¢ogalma potansiyeli olmadigi ve
CD28 uyarimi gerektirdigine dair hipotezler ortaya atimistir. MF’in
histopatolojik incelemesinde hem malign CD4" hem de reaktif CD8" T
hdcrelerine rastlanmaktadir. Hastaligin erken evresinde yardimci T hicresi
(Th) 1 sitokin paterni baskin iken ilerleyen evrelerde CD4" T hiicrelerinde ve
Th2 de artis meydana gelir. Bu durum CD8-aracili immun yanitin kaybinin
hastaligin ilerlemesinde rol oynadigini dugundurmektedir (5).

T hucrelerini azaltan faktorler ise kutandz lenfosit antijeni (CLA) ve E-
selektin icin ligandin (CD62E) kutanoz ekspresyonudur. Bunun diginda
CCR4, CCR10 ve sirasiyla ligandlari CCL17/TARC ve CCL27/CTACK gibi
adezyon molekulleri ve kemokinler de T hucrelerini azaltmaktadir (5).

Erken evre MF'te Th1l sitokinleri olan IFN-y, interlOkin (IL)-12 ve IL-2
seviyesinde artis mevcut iken, hastalik ilerledikge Th1 sitokinleri azalir ve 1L4,
IL5, IL10 ve IL13 gibi Th2 sitokinleri hakim olur. Th2 sitokinlerinin
seviyesindeki artig, Th1-hucre aracili antitumoral yaniti bozabilir ve ileri evre
MF hastalarinda gorulen immunsupresyona yol agabilir (5).

Cevresel Etkenler

Mikroorganizmalar ile surekli antijenik uyarimin, MALT (mucosa-
associated lymphoid tissue) lenfomalar (Orn Helicobacter pylori enfeksiyonu),
kutan6z B hucreli lenfoma (Orn Borrelia burgdorferi enfeksiyonu) ve
enteropati tipi T-hicreli lenfoma (Orn Celiac hastaligi) gibi cesitli malign
lenfomalarin gelisiminde onemli rol oynadigi gosterilmigtir. Ayrica MFte,
Israrci antijenik uyarim baslangi¢ olay! olarak kabul edilmektedir; fakat yer
alan antijen(ler)in dogasi bilinmemektedir (1). Genis vaka-kontrol
calismalarinda endustriyel ve cevresel etkenler ile MF gelisimi arasinda iligki
saptanmamigtir (13). Buna ragmen, erigkin T-hicreli |6semi/lenfomada insan
T-hicreli lenfoma virliist 1'in (HTLV-1) ve ekstranodal NK/T-hucreli lenfoma,
nazal tipte Ebstein-Barr virus (EBV)’Un etyolojik rolt oldugu kanitlanmistir; bu
viruslerin MF’te primer etyolojik rollerine iligkin kanit ise yetersizdir (14,15).
Diger epidemiyolojik calismalar, bir enfeksiydoz kaynagin varligini one
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surmektedir. KTHL’'nin hem gorulme sikhdr hem de mortalite riski yasli
populasyonda en yuksektir. Yagllardan baska, KTHL, diger immunsuprese
durumlarda beklenenden ¢ok daha sik ortaya c¢ikmaktadir. Organ
transplantasyonunu takiben goruldugu bildirilmistir ve bu hastalarda daha
agresif seyir gosterir. KTHL'li deri ve kan Orneklerinde dedisik viruslerin
nukleik asit ve protein igeriklerini arastiran onceki galismalarin sonuglari
oldukga karigiktir. Bazi calismalarda stafilokokkal superantijenlerin de MF
gelisimini tetikleyebilecegi ©One surulmus fakat kesin sonuglar elde
edilememigtir. Bu tutarsiz bulgularin acgiklamalari, degisik kontaminasyon
formlari (Or: PCR reaksiyonlarinin viral genomik kontaminasyonu); viriis-ile
iligkili kanserlerin (Or: erigkin T-hiicreli l16semi/lenfoma) KTHL olarak yanlig
tanisi ve varolan molekuler ve immunolojik tani tekniklerinin kisitlihgi olabilir.
Bunun yaninda, galigmalarin ¢gogunda retrovirtsler ve herpesvirusler ile olasi
iligkiler saptanmistir (16).

insan herpes viriisii (HHV)-8, Kaposi Sarkomu, Primer Efiizyon
Lenfomasi ve Multisentrik Castleman Hastaligi'na yol agtigi bilinen bir
gammaherpesvirtstir. Diger herpesvirusler gibi HHV-8 de, hicre icinde
epizom seklinde latent evrede kalabilir ve ultraviyole 11§11 ya da
immunosupresif tedavi ile reaktive olabilir (17). Son yillarda yapilan bazi
calismalarda, HHV-8'in kutan6z lenfoproliferatif hastaliklarda rolU olabilecegi
ortaya atilmistir (18-20). 1997 yilinda, Henghold ve ark.’nin (21) yaptigi bir
calismada, deri biyopsileri Uzerinde yapilan polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile MF hastalarinin higbirinde HHV-8 DNA’sina rastlanmamistir. Dupin
ve ark.lar1 (22) da benzer sonuglar elde etmiglerdir. 2000 yilinda, Nagore ve
ark.’nin (18) benzer bir yontemle primer kutan6z lenfomali hastalar Gzerinde
yaptigi bir calismada, MF hastalarinin %24’Gnde Ebstein Barr virus (EBV),
%14’'Unde insan herpes virisu 7 (HHV-7) DNA'si pozitif saptanirken,
hastalarinin higbirinde HHV-8 DNA sina rastlanmamigtir. 2005 yilinda Trento
ve ark.’lar1 (19), buyuk plak parapsoriasis ve MF gibi lenfoproliferatif hastaligi
olan 22 kisilik bir italyan toplulugunda HHV-8 enfeksiyonu varligini
arastirmiglardir. Sonugta buylk plak parapsoriasis hastalarinda HHV-8
seroprevalanst %100 bulunurken, MF’li hastalarda bu oran %25 olarak
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bulunmustur. Seronegatif MF hastalarinin  higbirisinde nested PCR
yontemiyle deri biyopsileri ve periferal kan mononikleer hicrelerinde HHV-8
DNA'’sina rastlanilmazken, seropozitif olan 3 hastanin 2 sinde periferal kan
mononukleer hicreleri icerisinde HHV-8 DNA’sina rastlanmigtir. Bu ki
hastadan da sadece birinden alinan deri biyopsisinde nested PCR ydntemi
ile HHV-8 DNA’sI pozitif bulunmustur. 2008 yilinda Kreuter ve ark.’nin (20)
yaptidi ¢galismada ise MF’li hastalarin deri biyopsilerinde nested PCR yontemi
ile HHV-8 DNA'sI pozitif bulunurken, latentlik ile iligkili nukleer antijen (LANA)
isaretci olarak kullanilarak yapilan immunohistokimyasal boyamada HHV-8
saptanamamistir. Bunun yaninda, ileri evre hastaliga ya da uzun donem
tedaviye bagli olarak ortaya g¢ikan immun baskilanma sonucu HHV-8'in,
kutanoz T hucreli lenfomanin ilerlemesinde kofaktor olarak rol oynadigi
dusundlmektedir (20).

Bu calismada, viral etyolojinin de rolu oldugu dusunulen MF
hastalarinin deri biyopsilerinde HHV-8 DNA’sInin polimeraz zincir reaksiyonu
ile varh@ininin arastirlmasi ve MF patogenezindeki rolinun irdelenmesi

amaclanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Calismaya Haziran 2011 ve Nisan 2013 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Zihrevi Hastaliklari poliklinigine bagvuran
ve klinik, histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularla, EORTC (4)
kriterlerine uygun olarak Mikozis fungoides tanisi konulmus 40 olgu hasta
grubu olarak dahil edildi. Histopatolojik olarak tani konulmus 10 gonullt
psoriasis ve 10 gonullt atopik dermatit olgusu negatif kontrol grubu, 10
Kaposi sarkomu hastasi pozitif kontrol grubu olarak galismaya dahil edildi.
MF disinda immunosupresyon yaratacak hastalik bulunmasi (Orn AIDS)
dislanma kriteri olarak kabul edildi.

Mikozis fungoides hastalarinin genellikle boélumumuzde yapilmig
birden ¢ok deri biyopsileri bulundugundan, kesin mikozis fungoides tanisi
veren ilk deri biyopsileri galigmaya alindi.

Hasta ve kontrol gruplarina ait parafine gomulu lezyonlu deri
ornekleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden
temin edildi.

Calisma 6ncesinde Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindiktan sonra (37 Mayis 2011 tarih ve
2011-12/2 nolu karar ile onay alinip; 17 Aralik 2013 tarih ve 2013-21/20 nolu
karar ile ¢calismada degisiklik yapilimistir) galigsma kriterlerine uygun olarak
calismaya alinan tim olgulara Bilgilendiriimig Gonulli Onam Formu
imzalatildi.

Deparafinizasyon ve DNA Ekstraksiyonu
Parafine gomull oOrneklerin deparafinizasyonu ve DNA eldesi igin

QlAamp DNA Mini ve Kan Mini Kiti (Maryland, ABD) kullanilarak ekstraksiyon
protokoll uretici firma onerileri dogrultusunda gergeklestirildi.
Islem Basamaklari:

1. 25 mg parafin igerisindeki doku santrifuj tuplerine aktarildi.

2. 1200 pL ksilen eklendi, vortekslendi.

3. Oda isisinda 5 dk boyunca en yuksek devirde santrifij edildi.
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Supernatan pipet yardimiyla ayrildi.

Kalan ksileni ayirmak igin 1200 pL %100 etanol eklendi ve ¢alkalandi.
Oda 1sisinda 5 dk boyunca en yuksek devirde santrifuj edildi.

Etanol pipet yardimiyla dikkatlice alindi ve atild1.

5.-7. basamaklardaki islemler bir kez daha tekrarlandi.

© © N o g &

Tupler 10-15 dk boyunca etanol buharlasana kadar 37°C’de bekletildi.

10.Doku pelleti 180 uL ATL tamponu igerisinde suspense edildi.

11.20 pL proteinaz K eklendi, vortekslenerek karistirildi ve doku
tamamen lizise ugrayana kadar 56°C’de inkiibe edildi.

12.Kapagin i¢ kismindaki damlalari uzaklastirmak amaciyla 1.5 mL tup
kisa bir sure santrifij edildi.

13.0rnege 200 uL AL tamponu eklendi, puls-vorteksleme ile 15 saniye
karistirildi ve 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Kapagin i¢ kismindaki
damlalar uzaklastirmak amaciyla 1.5 mL tlup kisa bir sure santrifij
edildi.

14.Ornege 200 uL etanol eklendi, 15 saniye boyunca puls-vorteksleme ile
karigtirildi.  Karigtirdiktan sonra kapagin i¢ kismindaki damlalari
uzaklastirmak amaciyla 1.5 mL tlp kisa bir sure santriftj edildi.

15.Karigim QIlAamp Mini spin kolonuna (2 mL toplama tuplerinde)
dikkatlice aktarildi. 8000 rpm de 1 dakika boyunca santrifuj edildi.
QIAamp Mini spin kolonu temiz bir 2 mL toplama tuptine konuldu ve
filtrati iceren tap atildi.

16.500 pyL AW1 tamponu eklenerek 8000 rpm de 1 dakika boyunca
santriflj edildi. QlAamp Mini spin kolonu tekrar temiz bir 2 mL toplama
tupune konuldu ve filtrati iceren tlp atildi.

17.500 yL AW2 tamponu eklenerek 14000 rpm de 3 dakika boyunca
santrifdj edildi.

18.QIAamp Mini spin kolonu temiz bir 2 mL toplama tiptne konuldu ve
filtrati iceren eski tip atildi. 18000 rpm de 1 dakika boyunca santrif(j
edildi.

19.QIAamp Mini spin kolonu temiz bir 1.5 mL toplama ttpine konuldu ve

filtrati iceren eski tup atildi. 200 pL AE tamponu eklendi. Oda
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sicakliginda 1 dakika boyunca inkube edildikten sonra 8000 rpm de 1
dakika boyunca santrifuj edildi.
20.Bir 6nceki basamak tekrar edildi.
21.0Ornekler PCR uygulanana kadar —20°C’de saklandi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Protokoll

Polimeraz zincir reaksiyonu in vitro enzimatik sentez yolunu
kullanarak belirli DNA dizilerinin amplifikasyonu amaciyla kullanilan bir
yontemdir. BOylece birkag saat igerisinde yaklasik 100 milyar kopya elde
edilebilir. PCR surecinde, 0©ncelikle, genomik DNA sicakhgin etkisiyle
denature edilir ve cift zinciri tek zincir haline gelir. Sonrasinda oda isisinda
ilgili primerler tek-sarmalli DNA’nin ilgili primer bdlgesine yapigir. Takiben
DNA polimeraz enzimi primerler 3’ bolgesine baglanir ve ortamdaki dort
deoksinukleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) yeni zincire
eklenmesi sonucunda ilgili gen boélgeleri ¢ogaltilir (23).

Bu calismada deri dokusu orneklerinden elde edilen DNA'da insan
herpes virtist (HHV)-8 DNA’sI arandi. Bunun igin PrimerDesign™ genesig Kit
(Birlegik Krallik) kullanildi. Kit, ayni zamanda pozitif kontrol kalibi da
icermekteydi. Negatif kontrol olarak da RNAz/DNAz igermeyen su kullanildi.
Boylece islemin guvenilirligi her calismada test edildi. Yabanci DNA ile
kontaminasyonu engellemek amaciyla pipetleme iglemi PCR laboratuvarinda
biyoguvenlik kabininde gerceklestirildi.

Real-Time PCR Prosediirii [slem Basamaklarr:
1. Kit icerikleri asagidaki tabloya gore, icerilerine yanlarinda belirtilen
hacim kadar RNAse/DNAse icermeyen su konularak hazirlandi
(Tablo-4)

Tablo-4: Kit igeriklerinin sulandiriimasi.

Icerik Hacim
HHV8 Primer/Probe karigimi 165 pL
internal ekstraksiyon kontrol primer/prob karisimi 165 uL
Endojen ACTB primer/prob karigimi 165 pL
internal kontrol DNA 600 uL
Pozitif kontrol sablonu 500 pL
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2. Asagidaki tabloya gore HHV-8 tanima karigimi hazirlandi (Tablo-5).

Tablo-5: HHV-8 tanima karigiminin hazirlanmasi (belirtilen hacimler sadece
bir 6rnek igindir).

Icerik Miktar
Lightcycler Fast Start DNA Master Hyb Probe 10 x 2 L
HHV8 Primer/Probe mix 1 L
internal ekstraksiyon kontrol primer/prob karigimi 1 L
RNAse/DNAse icermeyen su 11 L
Toplam hacim 15 yL

3. Her kuyucuga bu karisimdan 15 L konuldu.

4. Tum ornekler icin RNAse/DNAse icermeyen su igerisinde 6rnek DNA
sablonlari (5 ng/uL) hazirlandi.

5. Her kuyucuga 5 pL dilue DNA sablonu konuldu. Negatif kontrol
kuyulari igin 5 pL RNAse/DNAse icermeyen su kullanildi. Her
kuyucuktaki toplam hacim 20 uL oldu.

6. Standart egri dilusyon serilerinin hazirlanmasi

a. 900 pL RNAse/DNAse icermeyen su pipet ile ¢cekilerek 5 ttptn
icerisine kondu ve 2’den 6’ya kadar numaralandirildi.

100 pL pozitif kontrol sablonu 2 numaral tipe konuldu.

Vortekslendi.

Pipet ucu degistirilerek 2. tupten 3. tipe 100 pL cekildi.

Vortekslendi.

-~ o o 0 T

Dilusyon serilerini tamamlamak icin son iki basamak, 6. tupe
kadar bir 6nceki tupten pipetle alinarak tekrarlandi.
Bu islem sonunda pozitif kontrol sablonu olarak kullanilan tuplerde farkli
miktarlarda DNA kopyasi elde edildi (Tablo-6).

7. Her kuyucuga 5 yL standart sablon konuldu.
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Tablo-6: Dilusyon serilerindeki DNA kopya sayilari.

Tup 1 (pozitif kontrol) pL’de 2 x 10°
Tiip 2 uL'de 2 x 10*
Tup 3 uL’'de 2 x 10°
Tiip 4 uL'de 2 x 10°
Tup 5 puL’'de 20
Tup 6 puL'de 2

DNA Amplifikasyon Protokolu

DNA amplifikasyonu LightCycler® 480 Il (Roche, Rotkreuz, isvigre)
cihazi kullanilarak yapildi.

Once 37°C’de 15 dakika, sonrasinda 95°C’de 10 dakika denaturasyon
uygulandi. Amplifikasyon 95°C’de 10 saniye, 60°C’'de 1 dakika boyunca
uygulandi. Bu iki dongu 50 siklus boyunca tekrarlandi. Sonrasinda 30 saniye
boyunca 40°C’de sogutma uygulanarak analiz yapildi.
istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesi Uludag Universitesi
Biyoistatistik Anabilim Dali’nda ‘SPSS for Windows Version 20,0’ istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Calismada surekli deger alan degiskenler
ortanca ve maksimum-minimum degerleriyle birlikte verildi. Kategorik deger
alan degiskenler (cinsiyet) capraz tablolarla verilip iki grup arasindaki
farkhliklari saptamak icin Pearson ki-kare testi kullanildi. Surekli deger alan
yas degigkeni icin, normal dagilim gostermemesi nedeniyle, Kruskal-Wallis
testi ve ikili gruplarin kargilagtirimasinda Mann-Whitney U testi kullanildi.
Calismada anlamlilik dizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calismaya toplam 40 MF hastasi (19 erkek, 21 kadin), 10 Kaposi
sarkomu hastasi (7 erkek, 3 kadin), 10 psoriasis hastasi (5 erkek, 5 kadin),
10 atopik dermatit hastasi (7 erkek, 3 kadin) dahil edildi. Pozitif ve negatif
kontrol gruplari ile hasta grubu yaslari bakimindan birbirlerine denk dedgillerdi
(p<0.001). MF hastalarinin yas ortancasi 58, Kaposi sarkomu hastalarinin
yas ortancasi 72 ve psoriasis ve atopik dermatit hastalarinin yas ortancasi 37
bulundu. Bunun nedeni Kaposi sarkomu ve mikozis fungoidesin genellikle
ileri yaglarda ortaya gikarken, atopik dermatit ve psoriasisin genellikle geng
ve orta yasli populasyonda goérilmesiydi. Gruplarin yas bakimindan Kruskal-
Wallis testi ile kargilagtiriimasi Tablo-7’de sunulmustur. Ug¢ grup arasinda
cinsiyet agisindan anlamli farkhlik bulunmamaktaydi (p=0.368). Calismaya
alinan MF hastalarinin demografik dzellikleri, hastalik sureleri ve MF evreleri
EK-1'de sunulmustur. Calismaya dahil edilen tim MF hastalarinda hastalik

suresi ortancasi 5,5 yildi (minimum 1, maksimum 35 yil).

Tablo-7: Pozitif ve negatif kontrol gruplari ve hastalik grubunun yaslarinin

kargilagtiriimasi.

Pso+AD MF Ikili gruplarin
karsilastiriimasi (p
degeri)
Yas 72 (57- 37 (18- 58 <0.001 KS-pso+AD <0.001
[Ortanca  90) 79) (31- KS-MF <0.001
(min- 81) MF-pso+A =0.001
maks)]

KS: Kaposi sarkomu, Pso: Psoriasis, AD: Atopik dermatit, MF: Mikozis fungoides

MF hasta grubunda 11 hasta evre 1a, 29 hasta ise evre 1b hastaliga
sahipti. Hastalardan alinan deri biyopsilerinin 5 tanesi plak lezyonlardan, 1
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tanesi poikilodermik yamalardan ve geri kalan 34 tanesi ise klasik MF yama
lezyonlarindan alinmisti.

Calisma grubu olarak 40 MF hastasinin, pozitif kontrol grubu olarak 10
Kaposi sarkomu hastasinin ve negatif kontrol grubu olarak da 10 psoriasis ve
10 atopik dermatit hastasinin deri biyopsileri HHV-8 varligi agisindan analiz
edildi.

Kaposi sarkomu hastalarinin %100’Unin deri biyopsilerinde RT-PCR
ile HHV-8 DNA’sina rastlandi. Bu hastalardaki DNA kopya sayilari kullanilan
pozitif standart sablonlar ile oranlanarak Tablo-8'de sunulmustur.

Tablo-8: Pozitif kontrol grubundaki hastalarin deri biyopsilerinde saptanan
DNA kopya sayisi.

| Hasta numarasi DNA kopya sayisi (uL’de)
1 5
45
)
6386
20
4252
1251
977
4353
0 167

RO N U WN

MF hastalarindan ve negatif kontrol grubundan ise higbir hastanin
parafine gomuali deri biyopsisi orneklerinde HHV-8 DNA’si saptanmadi.
Pozitif standart sablonlarin ve bunlar ile kargilagtirmali olarak hasta grubu
(MF) ve negatif kontrol grubunun (psoriasis, atopik dermatit) PCR ile
amplifikasyon egrileri $ekil-6 ve Sekil-7’de gosterilmistir.
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Amplification Curves
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Sekil-6: Pozitif standart sablonlarin amplifikasyon egrileri. Real-time PCR ile
oncelikle 15.-20. sikluslar arasinda 200000 kopya/uL, 20. siklustan sonra
20000 kopya/uL, 25. siklustan sonra 2000 kopya/pL, 30. siklusta 200
kopya/puL, 30.-35. sikluslar arasinda 20 kopya/puL ve 35.-40. sikluslar
arasinda 2 kopya/uL konsantrasyonlu standart sablonlarin floresanlarinda
artis gozleniyor.
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Amplification Curves

3446

8.546

7.Bd6

B. 746

Fluorescence (465-510)
wa = =~ 5]
fea) = [¥a) oo
e o o= P
Ex Ep e g

2. 246

1,246

0,445

5 10 15 0 l:;2'5 | a0 5 an 45 50

Sekil-7: Standart sablonlar ile karsilastirmali olarak pozitif ve negatif kontrol
grubunun ve hasta grubunun amplifikasyon egrileri. Bordo renk ile gosterilen
egdriler standart sablonlara (6 adet), kirmizi renk ile gosterilen amplifikasyon
egrileri PCR ile HHV-8 DNA’sinin pozitif saptandigi 4 adet Kaposi sarkomu
hastasina (4, 6, 9, 10 numarali hastalar) ve yesil renk ile gosterilen
amplifikasyon egrileri PCR ile HHV-8 DNA'sinin negatif saptandigi negatif
kontrol grubu ve MF hastalarina (25 ve 39 numarali hastalar) aittir.
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TARTISMA VE SONUC

HHV-8 ilk defa 1994'te Kaposi sarkomlu (KS) hastalardan izole edilen
bir gamaherpesvirtstir (24). HHV-8'in 140 kilobazlik genomu 4 buyuk alt tipe
ayrilabilir (A-D), ve bunlar da 14 farkli tipe degisim gostermiglerdir. HHV-8
sinyal iletiminde, hicre dongisu duzenlenmesinde, apoptozisin
inhibisyonunda ve immun modulasyonda kullanilan hicresel proteinleri
kodlayan en az 11 ORF (open reading frame) tasimaktadir (25). Bu ytzden
HHV-8 bir onkojenik virisin genetik yapilarini igerir. HHV-8'in cinsel bulagi
kanittanmig olmakla birlikte endemik bdlgelerde cinsel olmayan horizontal
yolla gegisi de bildiriimigtir (26). HHV-8 seroprevalansi bazi Afrika Ulkelerinde
%100 iken, Akdeniz boélgesinde %15-20'yi bulmakta, kuzey Avrupa ve
Amerika’da yaklasik %2-%5 oranlarina dugmektedir (27). Bunun yaninda KS,
primer efuzyon lenfomasi ve Multisentrik Castleman Hastaligi’'nda ve daha
birgok hastalikta HHV-8 iligkisi bildirilmig; fakat sonraki c¢alismalar
anjiosarkom ve pemfigus vulgaris gibi hastaliklarda HHV-8 varligini
desteklememigtir (28-31).

Yirmibir ¢alismayi iceren bir derlemede Kaposi sarkomlu hastalarin
lezyonlu bdlgelerinden alinan deri  biyopsilerinin  polimeraz  zincir
reaksiyonununda hastalarin %95’'inde HHV-8 DNA’si pozitif bulunmustur
(32). Bizim calismamizda ise tum Kaposi sarkomu hastalarinin (%100)
lezyonlu deri 6rneklerinden HHV-8 DNA’sI izole edilmistir. Negatif kontrol
grubu olarak kullanilan psoriasis ve atopik dermatit hastalarinin higbirinin deri
biyopsilerinde ise HHV-8 DNA’'sina rastlanmamistir. Bu durum var olan
literatirti desteklemektedir. Lenfoma benzeri germinotropik hastaliklarda (33)
ve T hicre fenotipine sahip primer efuzyon lenfomasinda (34) HHV-8'in
saptanmasi kutan6z T hucreli lenfomada da bu virisin rolu olabilecegini
dugundurmustar. 1997 yilinda Henghold ve ark.lar (21), yine ayn yil
igerisinde Dupin ve ark.lar1 (22), 2000 yilinda Nagore ve ark.lar1 (18) ve 2002
yilinda Erkek ve arklarinin (35) vyaptigi calismalar bu iligkiyi
desteklememistir. Bunun aksine, Trento ve arkadaslari (19) MF hastalarinin
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%25'inin  ve MF hastaliginin onculu olarak kabul edilen genis plak
parapsoriasis (GPP) hastalarinin %100’anun deri biyopsileri ve periferik
kaninda HHV-8 enfeksiyonunun varligini rapor etmiglerdir. Sonrasinda
Kreuter ve ark.’nin (20) yaptigi ¢galismada GPP hastalarinin %87’sinin ve MF
hastalarinin %70’inin deri biyopsilerinde nested PCR yontemi ile HHV-8
DNA’sina rastlanmistir. Yakin zamanda yapilan bir g¢alismada ise bizim
calismamizda kullanilan real-time (RT)-PCR cihazi kullanilmig ve 27 MF
hastasinin sadece ikisinde HHV-8 DNA’si saptanmistir (36). Bizim
calismamizda ise orneklerin hi¢cbirinde HHV-8 DNA'sina rastlanmamigtir. Bu
konu hakkinda daha Once yapilan c¢alismalarin sonuglari Tablo-9'da
Ozetlenmisgtir.

MF’li hastalarin doku orneklerinde HHV-8 saptayamayan tium
calismalarda hastalar daha 6nce herhangi bir tedavi almamislardi. Bizim
calismamizda ise hastalarin bir kismi tedavi almamigken, bir kismi ise daha
once topikal ya da sistemik immunsupresif ilaglarla tedavi edilmiglerdi. Pozitif
sonuglar bulunan bir galismada yuksek HHV-8 prevelansi yogun tedavi
altindaki hastalarda yeni hastallk ya da HHV-8 reaktivasyonu ile ya da
hastaligin ileri asamasindaki immun baskilanma ile agiklanmigti (20). Buna
ragmen, bizim c¢alismamizda immunsupresif tedavi alan hastalarin deri
orneklerinde HHV-8 DNA'’sI saptanmamistir.

Daha onceki galigmalar incelendiginde, mikozis fungoideste HHV-8'in
roline iliskin kafa karistirici sonuglar birkag farkh hipotez ile agiklanabilir.
Bunlardan birincisi kullanilan teknik ile iligkili olup, parafine gomulu
Oorneklerden kesit alma, deparafinizasyon, DNA ekstraksiyonu ya da PCR
islemi sirasinda kontaminasyon ortaya ¢ikabilmesidir. Bizim ¢alismamizda bu
basamaklarin hepsi titizlikle gergeklestiriimis olup ultraviyole ile sterilize
edilen ve PCR icermeyen alanlarda pipetleme islemi gercgeklestiriimistir.
Bunun yani sira deri biyopsisi sirasinda hastanin periferik kan mononukleer
hicrelerindeki viral dizilimler deri 6rnegini kontamine etmis olabilir. Son
olarak da Trento (19) ve Kreuter'in (20) calismalarinda kullandiklari nested
PCR yontemi PCR kontaminasyonu riskini her zaman diglamamaktadir. Buna

ragmen, real time PCR yontemi, Ozellikle immun sistemi baskilanmig
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hastalarda, herpes virlis reaktivasyonunu belirlemede virlls genomunun

yuksek duyarlilik ve guvenilirlikle taninmasina olanak kilar (37,38).

Tablo-9: Mikozis fungoidesli hastalarin deri biyopsilerinde PCR ile HHV-8

varhgini aragtiran diger ¢alismalarin ozeti.

Literatiir (yil) Hasta sayisi Yontem Bulgular
Henghold ve 16 MF PCR TUm gruplar negatif
ark.’lan 7 LyP
(1997) (21) 7 PKBHL
5 HL
Dupin ve 23 MF 1 GPP hastasinda pozitif sonug
ark.’lan 5SS
(1997) (22) 2 PTHL
2 ABTHL

1 HTLV1 iligkili THL
8 B-hiicreli lenfoma

6 GPP
Nagore ve 29 MF PCR Tum gruplar negatif
ark.’lar 3 MF ile Dbirlikte
(2000) (18) folliktiler musinoz
3 PKBHL
2 PTHL
1 anjiosentrik KTHL
9 FMKBHL
4 marjinal zon KBHL
Erkek ve 50 MF PCR Tum hastalar negatif
ark.’lan
(2002) (35)
Trento ve 12 MF Nested 1 MF ve 10 GPP hastasinda pozitif
ark.’lar 10 GPP PCR sonuclar
(2005) (19)
Kreuter ve 8GPP Nested 7 GPP ve 7 MF hastasinda pozitif
ark.’lan 10 MF PCR sonuglar, tim LyP hastalarinda
(2008) (20) 4 LyP negatif sonuclar
Fahad (2010) 27 MF Real-time 2 hastada pozitif sonuclar
(36) PCR

MF: Mikozis fungoides, LyP: lenfomatoid papulozis, ABTHL: Anaplastik buyik T-hicreli
lenfoma, THL: T-hiicreli lenfoma, PKBHL: Primer kutanéz CD30" Buyilk hiicreli lenfoma,
PTHL: Pleomorfik T hicreli lenfoma, KTHL: Kutan6éz T hiicreli lenfoma, FMKBHL: Follikil
merkez kutandz B hiicreli lenfoma, GPP: genis plak parapsoriasis

Sonu¢ olarak bu g¢alismada, mikozis fungoides hastalarinin deri
biyopsisi 6rneklerinde HHV-8'in saptanmamasi, bu hastaligin etyolojisinde
HHV-8'in  roli olmadigini  dusundurmustir. Pozitif sonuglar bulan
calismalarda kontaminasyon ihtimalinin g6z o©nunde bulundurulmasi

gerekmektedir.
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EKLER

EK-1: Calismadaki mikozis fungoides hastalarinin klinik ve demografik

Ozellikleri.

' Yas Cinsiyet Hastalik siiresi (yil) MF evresi
66 E 35 T2NOMO
74 E 7 T2NOMO
65 K T2NOMO
70 E 9 TINOMO
66 K 10 TINOMO
55 E 3 TIN1IMO
42 K 20 T2NOMO
81 E 15 T2NOMO
33 E 1 T2NOMO
47 K 22 T2NOMO
31 K 2 TINOMO
32 E 2 T2NOMO
59 E 3 T2NOMO
69 E 5 T2NOMO
77 K 4 TINOMO
58 K 11 T2NOMO
35 K 5 T2NOMO
64 E 1 TINOMO
59 E 1 TINOMO
63 K 1 T2NOMO
32 E 1 T2NOMO
46 K 1 T2NOMO
57 K 14 TINOMO
41 K 7 TINOMO
41 E 9 T2NOMO
48 K 30 TINOMO
66 E 7 T2NOMO
36 E 2 T2NOMO
69 K 4 T2NOMO
45 E 6 T2NOMO
42 K 1 T2NOMO
69 K 2 T2NOMO
62 K 12 T2NOMO
52 K 9 T2NOMO
71 K 2 T2NOMO
58 E 30 T2NOMO
73 E 11 T2NOMO
54 K 20 T2NOMO
44 K 23 TINOMO
70 E 1 T2NOMO

MF: Mikozis fungoides
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