T.C.
GAZi UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

COCUK VE ADOLESAN LENFOMALARININ
ETYOPATOGENEZINDE TUMOR BASKILAYICI GENLERDE DNA
METILASYONUNUN ROLU

UZMANLIK TEZi

Dr. iIHSAN OZDEMIR

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. F. GUGLU PINARLI

ANKARA 2017



T.C.
GAZi UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

COCUK VE ADOLESAN LENFOMALARININ
ETYOPATOGENEZINDE TUMOR BASKILAYICI GENLERDE DNA
METILASYONUNUN ROLU

UZMANLIK TEZi

Dr. iIHSAN OZDEMIR

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. F. GUGLU PINARLI

ANKARA 2017



TESEKKUR

Uzmanlik egitimime bagladigim ilk ginden egitimimin son gunune
kadar iyi bir g¢oguk hekimi olabilmem igin bilgilerini ve emeklerini
esirgemeyen basta Anabilim Dali bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Aysun Bideci

olmak Uzere tum degerli hocalarima,

Egitim aldigim surede ve tez calismam sirasinda bilgi, emek ve
deneyimlerini her zaman paylasan, insani, ahlaki degerleri ve disiplini ile
ornek aldigim, yaninda galigsmaktan onur duydugum degerli danisman

hocam Sayin Prof. Dr. F. Guglu Pinarli’ya,

Tez calismam sirasinda genetik analizlerin titizlikle yapilmasi ve
yorumlanmasinda fedakarliklarini esirgemeyen Sayin Uzm. Dr. Ferda

Alpaslan Pinarh ve laboratuvar ekibine,

Tez cgalismam sirasinda patoloji preparatlarinin hazirlanmasinda

emekleri olan Sayin Dog¢. Dr. Pinar Aylin Gogln ve laboratuar ekibine,

Tez calismamin bulgularinin yorumlanmasinda, istatiksel verilerin

olusmasinda emegdi gecen Sayin Prof. Dr. F. Nur Baran Aksakal’a

Tez calismam sirasinda buyuk yardimlarini gordugim Sayin Yard.

Dog. Dr. Arzu Okur’'a



Uzmanhk egitimimi birlikte gecirdigim uzman ve asistan
arkadaglarima, ayrica maddi ve manevi destegini esirgemeyen dostum

Uzm. Dr. Metehan Kizilkaya'ya

Beni bugunlere getiren canim anneme ve babama,

Her zaman bir oldugumuz kardeslerim Abdullah ve Ahmet’e

Desteklerini her zaman bildigim, en zor ve en guzel gunleri birlikte
paylastigim, anlayisini, sevgisini esirgemeyen can yoldasim esim Dr.

Hatice Kiibra Ozdemir'e

Sonsuz tesekkdrler.

Dr. ihsan OZDEMIR



Sayfa No:

TESEKKUR.........oooiiiiieiee ettt i
ICINDEKILER ..........ooovieieeeee ettt iv
SEKILLER DIZINI ......coooviiviieiieeceeeeeeeeeeeee e Vil
TABLOLAR DIZINI ... viii
1. GIRISVE AMAG ...ttt 1
2. GENEL BILGILER .........cooiviiieeeceeeeeeee e 3
2.1. HODGKINLENFOMA ..........cooooiiieiieceeeee e 9
2.1.1. Hodgkin Lenfomanin Tarihgesi ve Siniflama .................. 9
2.1.1.1. Klasik Hodgkin Lenfoma (KHL) ....................... 10

2.1.1.1.1. Lenfositten Zengin Tip
(Lymphocyte Rich-LR) ................... 11

2.1.1.1.2. Lenfositten Fakir Tip
(Lymphocyte Depleted-LD) ............ 12

2.1.1.1.3. Kangik Hucreli Tip (Mixed
Celllularity-MC) .......cooveviiiiiiiiiiieee, 12

2.1.1.1.4. Noduler sklerozan Tip (Nodular
Sclerozis-NS) .....coevvviiiiiiiiiiiiiiiiis 12

2.1.1.2. Noduler, Lenfositten Baskin  Hodgkin

Lenfoma (Nodular Lymphocyte-Predominant
Hodgkin’s Lymphoma-NLPHL)........................ 13

2.1.2. Hodgkin Lenfoma’da Epidemiyoloji ve Etiyolojik
FaKIOIEr ....cvveieeeeee e 13

2.1.3. Hodgkin Lenfomanin Klinik Bulgulari ve Laboratuvar
(@.2=) |11 =T T 15
2.1.4. Hodgkin Lenfomanin Tanisi ve Evrelendirilmesi........... 18
2.1.5. Hodgkin Lenfomanin Tedavisi ............cccevvvviiiiiiiinnnnnn. 21

ICINDEKILER



2.2. HODGKIN DISILENFOMA.............ccooviviiiiriiiiieeieeeee e, 23

2.2.1. Hodgkin Digi Lenfomanin Tarihgesi.......ccccooveevviiinnnnnne.. 23
2.2.2. Hodgkin Digi Lenfomada Histopatoloji ve Siniflama .....24

2.2.3. Hodgkin Disi Lenfomada Epidemiyoloji ve Etiyolojik
FaKIOMEr ..o 27

2.2.4. Hodgkin Digl Lenfomanin Kilinigi ve Labaratuvar
(@ .2=) |11 =Y TR 29
2.2.5. Hodgkin Digi Lenfomanin Tanisi ve Evrelendiriimesi....32
2.2.6. Hodgkin Digi Lenfomanin Tedavisi.........ccccoeeevvvvvnnnnnnn.. 35
2.2.7. Hodgkin Digi Lenfomada Prognoz.........c.ccccecevvvvvnnnnnnn.. 41
2.3. KANSER. ... 42
2.3.1. TUMOr GeliSimi ...cceeviiiiiiiiiiiii e 46
2.3.1.1. Onkogenler (proto-onkogenler) .............cccouuve... 46
2.3.1.2. Tumor Supresor Genler (TSG).....coveeveeeeennnnn. 47

2.3.1.2.1. Hicre Yulzeyinde Etkili Olan
TUmor Supresor Genler ................. 48

2.3.1.2.2. Uyari iletim Sistemini Diizenleyen
TUmor Sudpresor Genler ................. 48

2.3.1.2.3. Cekirdekte Etkili Olan Tumor
Supresor Genler............ccceeeeeeenen. 49

2.3.1.3. Heterozigosite Kaybi (Loss of
Heterozygosity-LOH) .........cccoviiiiiiiiiiiiieeeeee, 52

2.3.1.4. Hatali Eslesme Onarim Genleri (Mismatch
Repair genleri- MMR).........coiiiiiiiiiiiiiie, 52
2.3.1.5. Telomeraz AKtIVItESI..........ccuvuviiiiiiiiiiiieeeeiiiann, 53
2.3.1.6. Epigenetik Degisimler ............cccoooviviiiiiiiinenns 54
2.4. KANSER VE GENETIK ........cocovooviiiiiicece e 57
2.4.1. Epigenetik Mekanizmalar ...........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 60
2.4.1.1. Histon Modifikasyonlari.............cccccceeiineeeinnnnnn. 60

2.4.1.2. DNA Metilasyonu ........cccccvuuiiiiiiiineeiiiieeciieeeeas 61



© © N o o b

2.4.1.3. RNA ile indiklenen Sessizlesme (RNA-
induced Silencing) ............ueciiiiniieeeeiiiiieeiis 69
2.4.2. Epigenetik TedaVi........ccuveuuuiiieieiieiiie e 69
2.4.3. Metilasyon Yoluyla Etkisizleserek Cocukluk Cagi

Lenfomalarinin Etyopatogenezinde Rol Oynadigi

One Surllen Tumor Baskilayici Genler ........................ 70

2.4.3.1. CDKN2A ... 70

2.4.3.2. PUL (SPIL)...cocuiiioiiieeeeeeeeeeeee e 71

2.4.3.3. PRDX2....uutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieeiia e 71

2.4.3.4. DLECL .....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeetee e 71

2.4.3.5. FOXOL ..o 72

2.4.3.6. KLFA ... 72

2.4.3.7. DAPKL....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiet et 73

GEREG VE YONTEM........cooviiiiieeeececeeee e, 74
3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ SECiMi..................... 74
3.2. OLGULARIN iZLEMi.........c.coooviiiiiiiiieeeee s 75
3.3. ETIK KURUL ONAYI.......cooiiiiiiieeeece e, 75
3.4. ARASTIRMA PROJESI DESTEGI...........c.ccocovvvvivivinirennn. 76
3.5. GALISMA PLANIVE YONTEMLERI ............ccccoevivvivirinnn. 76
3.5.1. DNA ve RNA [z0laSyonu ..........c.ccccevvevveeeeeeeeeeeene. 76
3.5.2. izole Edilen DNA ve RNA larin Kontrolii ....................... 76
3.5.3. izole Edilen RNA’nin cDNA’ya Cevrilmesi .................... 77
3.5.4. Gen Ekspresyon (RT- gqPCR) Calismasi....................... 77
3.5.5. Metilasyon Spesifik PCR Calismasl............cccccceeveeeeen. 79

[ I ] O I 82
TARTISMA . ... .o 108
SONUGLAR ..ot 123
OZET ...t 125
SUMMARY e 126
KAYNAKLAR e 127

Vi



SEKILLER DiZziNi

Sayfa No:
Sekil 2.1. Reed-Sternberg HUCIeSi .........coeviiiiiiiiiiiiiiiic e 10
Sekil 2.2. HUCre SIKIUSU .......ooooiiiiiiiiie e 50
Sekil 2.3. Epigenetik mekanizmalarin kanser gelisimindeki roli .......... 57
Sekil 2.4. Epigenetik mekanizmalar..............cccccoeiiiiiiiiiii e 58
Sekil 2.5. Baglica epigenetik mekanizmalar..............ccccciiiiiiin, 59
Sekil 2.6. CpG metilasyon mekanizmasi ...........cccoovveiiiiiiiiiiiiiiiiiineeees 62

Sekil 2.7. Normal ve kanserli htcrelerin DNA metilasyonu ile
IHSKISI. +vvvveeveeeeee e e 66

Sekil 2.8. Normal DNA metilasyonu ve gen ifadelenmesi .................... 68

Sekil 3.1. Gen ekspresyon calismasinin Real Time PCR
cihazindaki verilerinin grafigi..........ccccoooiviiiiiiii i 78

Sekil 3.2. Metilasyon spesifik PCR c¢alismasinin Real Time PCR

cihazindaki verilerinin grafigi...........cccccviiiiiiiiiii 80
Sekil 4.3. Hodgkin lenfoma hastalarinin genel yasam analizi .............. 86
Sekil 4.4. Hodgkin lenfoma hastalarini olaysiz yasam analizi .............. 86

Sekil 4.5. Hodgkin lenfoma hastalarinin evrelere gore genel
YasSamM @NAliZi........oovuuiiiiiiiie e 87
Sekil 4.6. Hodgkin lenfoma hastalarinin evrelere gore olaysiz
YaS$aAM @NALIZI ... 87
Sekil 4.7. Non- Hodgkin lenfoma hastalarinin genel yasam analizi...... 88
Sekil 4.8. Non- Hodgkin lenfoma hastalarinin olaysiz yasam
ANANIZIE ot 88
Sekil 4.9. Non- Hodgkin lenfoma hastalarinin evrelere gore genel
YaSaAM A@NALIZI...civviiiiiie e 89

Sekil 4.10. Non- Hodgkin lenfoma hastalarinin evrelere goére

olaysiz yasam analizi.............cccccoeiiiiiiiiiiiiiiii e 89
Sekil 5.1. B hiucre maliynitelerinin olugsum mekanizmasi.................... 108

Vii



TABLOLAR DiZziNi

Sayfa No:

Tablo 2.1. Cocukluk Cagi Losemi Digi Kanserlerin Tumor

Tiplerine Gore Dagilimi (TPOG 2002)........cccevveeeviiiiiieeeeenn, 4
Tablo 2.2. TPOG/TPHD Pediatrik Kanser Kayitlari, 2009..................... 5
Tablo 2.3. Maliyn Lenfoma Klasifikasyon Sistemleri .........cc..cccooeeeeennnn.. 7

Tablo 2.4. Cocukluk Cagdi ve Erigkin HL'lerin 2016 WHO

SINIFIAMASI....iiiii 8
Tablo 2.5. WHO 2016 Siniflamasinda Yer Alan Cocukluk Cagi

HDL Alt Gruplart .........oceviiieiie e 8
Tablo 2.6. HL'de imminhistokimyasal Bulgular..................c.ccceuee..... 11

Tablo 2.7. HL'de klinik ve patolojik Ozelliklerin  tumor
hdcrelerinden salinan sitokinlerle iligkiSi..........ccccccooveeevennnn. 17

Tablo 2.8. Klinik evrelerin belirlenebilmesi i¢cin  yapilmasi

gereken incelemeler ... 18
Tablo 2.9. HL'de Ann Arbor siniflamasinda  Costwold

MOdIfIKASYONU......uiiiiiiiie e 20
Tablo 2.12. HDL'li hastanin degerlendirilmesi............cccccoeeeeiviiiiiiencennns 33
Tablo 2.13. St. Jude evreleme SiSteMi..........coovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeiis 34
Tablo 2.14. Tumor lizis sendromuna yaklagim...........cccoooviiiiiiiieninnnnn. 36
Tablo 2.15. B Hucreli NHL-BFM 95 Tedavi Protokoll.......................... 38
Tablo 2.16. B Hicreli HDL Igin Risk Siniflamasi (SFOP)...................... 39
Tablo 2.17. B-Hucreli NHL-BFM 95 Protokolli Risk Gruplari................. 40
Tablo 2.18. Kanserin Genetik YapIS! ........coviiiviiiiiiieeiieiiie e, 45

Tablo 3.1. Gen Ekpresyon Calismasinda Calisilacak Genlere ait
Primerler ve Katalog Bilgileri...........cccoovovviiiiiiiiiiiicieeeees 78
Tablo 3.2. Metilasyon Spesifik PCR igin Secilen Genlerin

Promoter Bolgeleri icin Dizayn Edilen Primerler................. 80

viii



Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

Tablo 4.9.

Tablo 4.10.

Tablo 4.11.

Tablo 4.12.
Tablo 4.13.

Tablo 4.14.

Tablo 4.15.

Tablo 4.16.

Tablo 4.17.

Hasta ve kontrol grubunun yas, cinsiyet, evre (HL,

NHL), primer lokalizasyon ve tani alt gruplari..................... 82
HL ve NHL hastalarinin tutulum bolgeleri............c.............. 83
Ekpresyon calisilan hasta gruplarinin dagihimi................... 90
Gruplar igerisinde CDKN2A geni i¢in bakilan
eKSPresyon durUmU .........cooeevveiiiieeeeieie e 91
Gruplar igerisinde SPI1 geni i¢in bakilan ekspresyon
UIUMU L 92
Gruplar icerisinde PRDX2 geni igin bakilan
eKSPresyon durUmuU ..........ooeeiieiiiineeiiiiiee e 93
Gruplar icerisinde DLEC1 geni icin bakilan
eksSpresyon durlmu ............uueeeiiiiinn i 94
Gruplar igerisinde KLF4 geni i¢in bakilan ekspresyon
UIUMU ©cei e 96
Gruplar icerisinde DAPK1 geni icin bakilan
eKSPresyon durUmU .........cooeeeveuiiiieeee e 97
Hasta gruplar icerisinde metilasyon c¢alisiima
AUIUMU e 98
Metilasyon caligilan hasta gruplarinin dagihmi .................. 99
Hasta ve kontrol gruplari igerisinde CDKNZ2A geni
icin bakilan metilasyon durumu...........cccccooiiiiiiiiiinneens 100
Hasta ve kontrol gruplar igerisinde SPI1 geni igin
bakilan metilasyon durumu .............ccccooviviieiiiiiiiiiiiiiiiinnns 101
Hasta ve kontrol gruplari igerisinde PRDX2 geni igin
bakilan metilasyon durumu..............ccoeiiiiiiniiiin 102
Hasta ve kontrol gruplari i¢erisinde DLEC1 geni igin
bakilan metilasyon durumu..............ccoeiiiiiiiiiiii 103
Hasta ve kontrol gruplari igerisinde FOXO1 geni igin
bakilan metilasyon durumu ..............ooooviiiiiiiiiiiinees 104



Tablo 4.18.

Tablo 4.19.

Hasta ve kontrol gruplar icerisinde KLF4 geni igin
bakilan metilasyon durumu .............ccccoooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn,
Hasta ve kontrol gruplari igerisinde DAPK1 geni igin

bakilan metilasyon durumu ...............ooooviiiiiiiiiiiiieeees



1. GIRIS VE AMAG

Cocukluk ¢agi lenfomalarin yaklasik %40’ 1in1 Hodgkin, %60'in1 ise
Hodgkin digi lenfomalar olusturmaktadir. Hodgkin ve Hodgkin disi
lenfomalarin prognozu birgok gocukluk ¢agi kanserine gore iyi olmasina
karsin, refrakter ve progresif olgularda yasam oranlari dusuktur.

Son yillarda diger kanser tiplerinde oldugu gibi, lenfomalarin
etiyopatogenezinde de epigenetik bozukluklarin rol oynadidi ileri
surllmustur; bunlarin en énemlileri gen sessizlesmesine neden olan DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonudur. Ozellikle timdr baskilayici
genlerin ya da damgalanmaya ugrayan genlerin promoter bdlgelerindeki
hipermetilasyon, ilgili genin normalden farkli ifade bulmasina yol acar ve
kanser olusumuna katkida bulunur. Lenfoid maliynitelerdeki DNA onarimi,
apopitozis ve hucre siklusunu duzenlenyen genlerin metilasyona
ugrayarak kansere yol actigi bildirilmektedir.

Cocuk ve adolesan lenfomalarinda CDKN2A, PU.1 (SPI1), PRDX2,
DLEC1, FOXO01, KLF4, DAPK1 genlerinin metilasyon yolu ile epigenetik
sessizlesmesi etyopatogenezde rol almaktadir. Ulkemizde cocukluk cagi
lenfomalarinda epigenetik 6zellikler ve spesifik olarak timor baskilayici
genlerin metilasyonu Gzerine yapilmis ¢calisma yoktur.

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Onkoloji
Bilim Dali’nda 2000-2015 yillari arasinda takip ve tedavi edilen Hodgkin ve

Hodgkin disi lenfoma tanili hastalarin timér érneklerinde CDKN2A, PU.1



(SPI1), PRDX2, DLEC1, FOXO1, KLF4, DAPK1 genlerinin metilasyon yolu
ile epigenetik sessizlesmesi aragtirilacaktir.

Calismamizin amaci ise ¢ocukluk ¢agi lenfomalarinin gelisiminde
belirli gen ve yolaklarin rolinidn arastiriimasi ve molekuler genetik veriler
ile hastalarin klinik Ozellikleri ve yasam analizleri kargilastirilarak
prognostik faktérler ve risk gruplarinin belirlenmesidir. Elde edilecek
sonuglar belirlenen molekll ve yolaklara yonelik hedef tedavilerin
gelistiriimesine temel olusturabilecek, prognoz ve risk gruplarina gore
yogunlugu adapte edilmis tedavi planlanmasi agisindan literature katkida
bulunabilecektir. Lenfoma etyopatogenezinde hipermetilasyon yoluyla
sessizlesen kritik tumor baskilayici genlerin saptanmasi, demetile edici

ajanlarin hedef tedavi olarak kullanilabilmesinin yolunu agacaktir.



2. GENEL BILGILER

Normal lenfoid sistem islevsel olarak bolumlere ayrilir (1). Merkezi
lenfoid sistem (kemik iligi ve timus) immatdr lenfositlerin fonksiyonel,
immunkomponent T ve B hucrelerine donusumlerinden sorumludur.
Lenfoid farklilasmada rol alan hicreler kemik iliginde multipotent kok
hicreden kdken alir. T hucreleri timusta ileri evrelere farkhlasir, B hicreleri
ise olgunlasmalarina kemik iliginde devam eder. immunglobulin ve T
hicre reseptor genleri kullanilarak geligtirilien mekanizmalar, oncul T ve B
hidcre maturasyonunda temel biyolojik basamaklardir. Yuzey reseptorlerin
ekspresyonu ile lenfoid hlcreler antijene yanit vermeye hazir hale gelir.
Periferik lenfoid sistem (dalak, lenf nodlari, barsak ve solunum yollarindaki
lenfoid dokular, deri) merkezi lenfoid organlarda programlanmis olan
lenfosit toplulugunu igerir ve antijenik uyari sonrasi immuin yanit
olusturmaya hazirdir. Maliyn donusum, morfolojik ve fonksiyonel olarak
bagisiklik sistemindeki lenfoid populasyondan ve merkezi-periferik lenfoid
organlardan kaynaklanir. Cocukluk ¢aginda maliyn lenfomalarin %80’i B
hicre kaynakhdir (2).

Gelismis ulkelerde maliyn lenfomalar (Hodgkin lenfoma ve Hodgkin
disi lenfoma), cocukluk c¢agdi maliyniteleri arasinda I6semi ve beyin
tumorlerinden sonra 3. sirayr alir (3). Bizim Ulkemizde ise lenfomalar,
I6semilerden sonra 2. sirada yer almakta, 15 yas alti ¢ocuklarda tim
kanserlerin  %10-12’sini, 20 vyas alti addlasanlarda ise %15’ini

olusturmaktadir. Turk pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) 2002 ulusal



cocukluk cagi kanser kayitlarina goére ulkemizde solid timorler iginde
%26.8 orani ile lenfomalar ilk sirayr almaktadir (Tablo 2.1) (4). TPOG ve
Turk Pediyatrik Hematoloji Dernegi 2009 yih ulusal ¢ocukluk cagi kanser
kayitlarina gore tum tumor tipleri icerinde %19.72 ile 16semilerden sonra
ikinci sirada yer almaktadir (Tablo 2.2) (5).

Tablo 2.1. Cocukluk Cagi Losemi Digi Kanserlerin Tumor Tiplerine Gore
Dagilimi (TPOG 2002) (4)

Tumor tipi Erkek/Kiz Sayi %
Lenfoma 195/92 287 26.80
HDL 124/57 181 16.90
Hodgkin 71/35 106 9.90
Histiyositozis 1/0 1 0.10
MSS timorleri 134/93 227 21.10
Sempatik sinir sistemi timorleri 49/52 101 9.40
Yumusak doku timorleri 46/35 81 7.50
Bobrek timorleri 35/41 76 7.10
Osteosarkom 37/23 60 5.60
Ewing timoru 27/18 45 4.20
Kondrosarkom 1/0 1 0.10
Retinoblastom 18/31 49 4.60
Germ hucreli tmorler 34/31 65 6.10
Karaciger 18/5 23 2.10
Karsinoma/Diger 29/28 57 5.30
Toplam 624/449 1073 100.00




Tablo 2.2. TPOG/TPHD Pediatrik Kanser Kayitlari, 2009 (5)

Tumor tipi Sayi %
Losemi 1769 23.05
Lenfoma/RES 1513 19.72
MSS tamorleri/intrakraniyal/intraspinal 1129 14.71
Sempatik Sinir Sistemi Tumorleri 593 7.79
Retinoblastom 297 3.8
Bobrek tiumorleri 463 6.0
Karaciger 114 1.5
Maliyn kemik timorleri 460 6.0
Yumusak doku sarkomlari 499 6.5
Germ hucreli/trofoblastik/diger gonadal 365 4.7
Karsinom/Diger maliyn epitelyal 231 3.1
Diger/non-spesifiye maliyn LCH 240 3.1
Toplam 7673 100.0

Histopatolojik  siniflamasinda hala tartismalar olan maliyn
lenfomalar igin 1966 yilindan simdiye kadar cesitli klasifikasyonlar
kullanilmigtir (Tablo 2.3). Bu siniflamalarin tumidnde ortak parametre
klinikopatolojik farkliliklardir. Rappaport klasifikasyonu (6) temel olarak
infiltrasyon paterni ve hacrelerin sitolojik 6zelliklerine dayali olmasina
karsin Lukes-Collins (7) ve Kiel klasifikasyonlari (8) temelde histopatolojik

ve sitolojiye dayanan T ve B fenotiplemesine goére modifiye edilmis



siniflamalardir. 1982’de lenfoma klasifikasyonunda terminolojide ortak bir
dil arayigi nedeniyle histopatolojik ve sitolojik Ozelliklere dayali degigik
kategorilerin ortak ve ayirici ozellikleri goz onune alinmadan sadece
siralamaya dayanan Working Formulation (9) kullaniimaya baslanilmigtir.
Uluslararasi lenfoma ¢alisma grubu tarafindan 1994 ‘den itibaren dnerilen
ve temeli Kiel klasifikasyonuna dayanan REAL siniflamasi (10) molekuler
genetik, sitogenetik, immunoloji, klinik ve prognostik bilgilerin tUmunu
icermektedir. Bu siniflamada lenfoid I6semiler, plazma hicreli neoplaziler,
ekstranodal lenfomalar ile ilk kez bu siniflamada yer alan lenfomalar ayni
hicre dizisinin neoplastik hastaliklari olarak hep birlikte bulunmaktadir.
ilerleyen yillarda bu siniflamada grade sisteminin olmamasi ve farkli
antitelerin ayni siniflamada olmasi nedeniyle elestiriler almasi ile Dinya
Saglhk Orgiti (WHO) (11) temeli REAL siniflamasina dayali WHO 2008
siniflamasini yayinlamigtir. Mart 2016 da ise WHO; bugin kullanilan
lenfoid neoplaziler siniflamasini hedef tedavi stratejilerine firsat taniyacak
olan molekuler ve genetik tani yontemlerinin de son yillardaki buyuk
katkilar ile revize ederek yayinlamistir. Siniflamaya bakilacak oldugunda
erigkin lenfomalarinda alt grup sayisi artmigken, cocukluk c¢agi

lenfomalarinda ¢ok belirgin bir degisiklik goze carpmamaktadir (11a).



Tablo 2.3. Maliyn Lenfoma Klasifikasyon Sistemleri

Maliyn lenfoma klasifikasyon sistemleri

Rappaport klasifikasyonu (1964)

Lukes-Collins klasifikasyonu (1974)

Kiel-Lennert klasifikasyonu (1974)

Working Formulation (1982)

REAL (Revised European-American

Classification of Lymphoid Neoplasms (1994)

WHO klasifikasyonu (1998)

WHO klasifikasyonu (2008)

WHO klasifikasyonu (2016)

Cocukluk cagr lenfomalari, biyolojik davraniglari ve tedavileri
birbirinden farkli Hodgkin Lenfoma (HL) (%40) ve Hodgkin Disi Lenfoma
(HDL) (%60) olmak Uzere 2 alt gruba ayrilir. WHO siniflamasinda gorulen
antitelerden g¢ocukluk ¢aginda en sik gorilen lenfoma tipleri tabloda

belirtilmistir (Tablo 2.4-5).




Tablo 2.4. Cocukluk Cagi ve Eriskin HL’lerin 2016 WHO Siniflamasi (11a)

1. Klasik Hodgkin Lenfoma (KHL)
a) Lenfositten zengin (Lymphocyte Rich-LR)
b) Noduler sklerozan (Nodular Sclerozis-NS)
¢) Karisik hicreli (Mixed Cellularity-MC)

2. Noduler Lenfosit Predominant Hodgkin Lenfoma (NLPHL)

Tablo 2.5. WHO 2016 Siniflamasinda Yer Alan Cocukluk Cagi HDL Alt
Gruplar (11a) (34)

HDL Alt Gruplari Sikhik (%)

Prekiirsor Lenfoid Neoplaziler
o T Lenfoblastik lenfoma 15-20
o B Lenfoblastik lenfoma 3

Matur B Hucreli Neoplaziler

o Burkitt lenfoma 35-40
o Yaygin buyuk B hucreli lenfoma 15-20
o Primer mediastinal B hicreli lenfoma 1-2

o Pediatrik folliktler lenfoma Nadir
o Pediatrik marjinal zon lenfoma Nadir

Matuir T Hucreli Neoplaziler

o Anaplastik buylk hacreli lenfoma, Anaplastik lenfoma
kinaz (ALK) (+)

o Periferal T htcreli lenfoma (bagka turlu
siniflandirilamayan)

15-20
Nadir




Son yillarda o&zellikle histopatoloji, immunoloji, sitogenetik-
epigenetik ve molekuler biyolojideki ilerlemeler nedeniyle, gocukluk ¢agi
lenfomalarindaki bilgilerimiz de giderek artmistir. Buna bagh olarak da
cocukluk ¢agi lenfomalarinin tedavisi de dramatik olarak gelismis ve ¢ogu

hastada tamamen kur saglanabilir hale gelmigtir.

2.1. HODGKIiN LENFOMA

2.1.1. Hodgkin Lenfomanin Tarihgesi ve Siniflama

Hodgkin hastalgi, ilk kez 1832 yilinda Thomas Hodgkin tarafindan,
lenf bezleri ve dalagin blyumesi ile karakterize bir hastalik olarak
tanimlanmigs ve 1865 yilinda Sir Samuel Wilks tarafindan isimlendirilmigstir
(12-13). 1898 yilinda Sternberg ve 1902 yilinda da Reed tarafindan
hastaliga 6zgl binukleer veya multinikleer dev hucreler tanimlanmigtir
(14-15). Hastaligin maliyn kaynaklh olmasi da Seif ve Springs tarafindan
sitogenetik analiz ile maliyn hucrelerin klonal orjininin gosterilmesi ile
kanitlanmistir (16). Codu vakada maliyn hicrelerin B lenfosit kaynakli
olmasi nedeniyle Dinya Saghk Orguti (WHO) Hematolojik ve Lenfoid
Doku Tumoér Siniflamasi hastaligin adini Hodgkin Lenfoma (HL) olarak
degistirmistir (2-11). Ayrica HL’nin klinik ve biyolojik 6zellik olarak Klasik
Hodgkin Lenfoma (KHL) ve Noduller Lenfosit Predominant Hodgkin
Lenfoma (NLPHL) olmak tzere iki farkli hastaliktan olustugu gdsterilmistir.
KHL da kendi arasinda lenfositten zengin, noduler sklerozan, karigik

hdcreli ve lenfositten fakir olmak Gzere dort tipe ayrilmigtir (Tablo 2.4).



2.1.1.1.Klasik Hodgkin Lenfoma (KHL)

KHL, kiglk lenfositler, eozinofiller, noétrofiller, histiyositler, plazma
hicreleri, fibroblastlar ve kollojen fibrillerden olusan karisik bir zeminde
mononukleer Hodgkin hicreleri ile multinikleer Reed Sternberg (RS)
hicrelerini igeren bir monoklonal lenfoid neoplazidir (11). Reed-Sternberg
hicreleri, buylk, bazofilik stoplazmali, en az iki nikleer lobdan olusan ve
eozinofilik nikleolus igceren hicrelerdir (Sekil 2.1). Mononukleer varyantlari
Hodgkin hucreleri olarak tanimlanir ve daha buyuk sitoplazma igerir.
Reed-Sternberg hicrelerinin bayuk bir cogunlugu B hicre kdkenli olup ¢ok
az bir kismi T hicre kokenlidir (17). KHL'de RS hicreleri degisen
oranlarda B hicre antijenlerinden olan CD20 ve CD79a antijenlerini
tasirken, vakalarin %90’ninda B hucre spesifik aktivator proteini (BSAP-
PAXS5 gen urlnu) eksprese edilir (18). RS hucreleri hemen her zaman

CD30 antijeni pozitiftir ve genellikle CD15 antijeni eksprese ederler.

Sekil 2.1. Reed-Sternberg Hicresi (Periferik yaymada X1225 buyitme) (19)
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Tablo 2.6. HL’de imminhistokimyasal Bulgular

Marker KHL NLPHL
CD30 + -
CD15 t -
CD45 - +
CD20 * +
CD79a t +
BSAP + +
EBV + -

*BSAP; B hiicre spesifik aktivator proteini, CD; cluster of differentiation, EBV; Epstein-
Barr virls

WHO siniflamasina gore 4 alt gruba ayrilan KHL’de Reed-Stenberg
hicresinin immunfenotipik ve genetik 6zellikleri tim histolojik alt tiplerde

aynidir ancak alt tiplerin klinik 6zellikleri ve EBV ile iligkileri farklidir. (20).

2.1.1.1.1. Lenfositten Zengin Tip (Lymphocyte Rich-LR)

Tum olgularin yaklasik %6’sini olusturur. Diffiz bazen noduler,
matir lenfosit ve dedisken sayida beniyn histiyosit infiltrasyonu ile
karakterizedir. Bu tipte RS hacrelerini bulmak son derece gugtur.
Eozinofiller, nétrofiller ve plazma hicreleri gibi diger hicreler de az
sayidadir veya yoktur. Nekroz ve fibrozis nadirdir. Hastalarin ¢ogu 35

yasin altinda ve erkektir. Hastalik sinirli olup prognozu ¢ok iyidir (26).
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2.1.1.1.2. Lenfositten Fakir Tip (Lymphocyte Depleted-LD)

Nadir gorulen bir tiptir. Lenfositler az sayidadir, RS hicreleri ve RS
hicrelerinin varyantlari goéreceli olarak c¢oktur. Diffiz fibrozis ve retikller
varyantlar olmak Gzere iki morfolojik formu vardir. Peripheral T hucreli
lenfoma ve anaplastik dev hucreli lenfomadan ayirt etmek zordur.
Olgularin ¢cogu ileri yas erkeklerdir ve sistemik bulgularla birlikte yaygin

hastalik vardir. HL’nin en agresif formudur. (26)

2.1.1.1.3. Karisik Hucreli Tip (Mixed Celllularity-MC)

Lenfositten zengin tip ile lenfositten fakir tip arasinda olan
intermediyer tiptir. Tipik RS hucreleri ¢ok sayidadir ama lenfositler LR
tipine gbre daha azdir. Lenf nodu ¢ogu kez diffiz tutulmustur. Karisik
hiacreli tip KHL erkeklerde fazladir, butin klinik evrelerle Dbirlikte
goérunebilirse de, hastalik olgularin ¢ogunda yaygindir ve sik olarak

sistemik bulgularla birliktedir (26).

2.1.1.1.4. Noduler sklerozan Tip (Nodular Sclerozis-NS)

Geligsmis ulkelerde en fazla gorulen tiptir. Klinik ve histolojik olarak
diger u¢c formdan farklidir. Morfolojik olarak iki Ozellikle karakterizedir:
Birincisi, RS hucrelerinin 6zel bir varyanti olan lakiner hucrelerin
bulunmasi; ikincisi dokuyu nodullere bdlen kollajen bantlarinin
saptanmasidir. Klasik RS hucreleri nadirdir. Kadinlarda en sik gorulen

tiptir ve agag! servikal, supraklavikular ve mediastinal lenf nodlari tutulumu
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tipik 6zelliklerindendir. Olgularin ¢gogu adolesan ve geng erigkindir (26),

(21).

2.1.1.2. Noduler, Lenfositten Baskin Hodgkin Lenfoma (Nodular
Lymphocyte-Predominant Hodgkin’s Lymphoma-NLPHL)

NLPHL, monoklonal B hucreli neoplazidir. Tim HL'lerin %10’unu
kapsar. Cocuklara oranla erigkinlerde ve erkeklerde daha siktir. Diger
tiplere kiyasla oldukga iyi bir prognoza sahiptir ancak geg relapslara daha
sik rastlanir. Bu olgularda B hicreli lenfomaya dénidsim veya B hucreli
lenfoma ile birliktelik dikkat cekicidir. Diffliz alanlarin da bulunabilecegi
noduler paterne sahiptir. Neoplastik htcreler lenfosit predominant (LP) ya
da “popcorn” hucreleri olarak adlandirilan B lenfosit kokenli hicrelerdir.
Klasik RS hucreleri yoktur. Neoplastik hlcreler immunfenotipik olarak
CD19, CD45, CD20, CD22, CD79a pozitif olup CD30 ve CD15 negatiftir
(Tablo 2.6). Latent EBV enfeksiyonu LP hucrelerinde hemen hig gorulmez,

EBV’nin transformasyonda rolu yoktur (22).

2.1.2. Hodgkin Lenfoma’da Epidemiyoloji ve Etiyolojik Faktorler

Kanser insidans calismalarinda Avrupa, Amerika, Ispanyol ve
Avustralya populasyonunda HL 15-34 yas arasi ve 60 yas sonrasi olmak
Uzere bimodal dagilim gosterir. Asya populasyonunda ise insidans daha
kUguk yaslara kaymistir ve yasla birlikte artis gosterir (23). Hastalik

insidansi 10 yas altinda dusuktar, tim bolgelerde 3 yasin altinda nadir
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olarak gorulmekte ve 20 yas alti tim cocukluk ¢agi kanserlerin %8.8’ini
olusturmaktadir (24). Hastalarin ikiz teklerinde ve birinci derece
akrabalarinda HL insidansi artmistir (25). HL’'nin ¢ocukluk ¢agi formu
erkeklerde kizlardan 3 kat fazla géralurken, 10 yas sonrasinda insidans
artar ve kiz-erkek orani esitlenir (26). 10 yas alti pediyatrik populasyonda
karisik hucreli alt tip sik gorullirken, adolesan grupta ise noduler sklerozan
tip sik gorulir (27). Nodller sklerozan tip kiz-erkek orani hemen her
zaman esittir (28). Ulkemizin de icinde bulundugu gelismekte olan
ulkelerde karisik htcreli tipin daha baskin oldugu bilinmektedir.

HL’nin etyolojisi bilinmemektedir. Ancak etyolojisinde rol alan risk
faktorleri immun yetersizlikler, enfeksiy6z faktorler ve genetik yatkinlik
olarak 3 grupta toplanabilir:

Enfeksiyoz Faktorler: Epstein Barr Viris (EBV)nin HL ile
birlikteligi birgcok epidemiyolojik ve serolojik calismalarda gosterilmistir
(26). EBV ile enfekte RS hucreleri ve varyantlari Latent Membran Protein
1 (LMP1), Latent Membran Protein 2A (LMP2A), Epstein Barr Nukleer
Antijen-1 (EBNA-1) salgilarlar (29). LMP1, bcl 2 ekspresyonunu artirarak B
hlcrelerini apoptotik hticre dluminden korumaktadir.

immiinite: Hodgkin Lenfoma’li hastalarda yliksek oranda
immunolojik bozukluklar gorulmektedir. Primer immun yetmezligi olanlarda
lenfoma gelisme riski fazladir. Ayrica, bobrek ve kalp transplantasyonu
yapilarak immunsupresif tedavi verilen hastalarda ve AIDS dahil gesitli
kazanilmig immune yetmezligi olan bireylerde HL'yi de igeren maliyn

lenfoma geligsim riski artmistir. HL'de bazi karakterisitik klinik bulgular
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kanser hucrelerinin salgiladiklar sitokinler ve hematopoetik buyume
faktorleri ile aciklanir. Bu faktorler sistemik B semptomlari, eozinofili,
immun yetmezlik, trombositoz ve fibrozisden sorumludur. Eozinofili IL-5
seviyesi ile, fibrozis TNF-alfa ile, sistemik semptomlar ise IL-6 seviyesi ile
iligkili bulunmustur. Dogumsal ya da edinsel immunolojik bozukluklarin HL
riskini arttirmasinin yani sira, dnceden saglikli olan bireylerde gelisen HL
da immin yetmezlige yol agmaktadir. Mekanizmalari tam anlami ile
bilinmese de su an ki veriler dogrultusunda fonksiyon géren B hicre
proliferasyonunu inhibe eden TGF-B ve immunregulatér olan IL-10
uzerinden yaptigi bilinmektedir.

Genetik Yatkinhik: HL'nin birden fazla aile bireylerinde gorilmesi
genetik bir yatkinhlk oldugunu dusundurmustir. Yakin gecmisteki
calismalar epigenetik mekanizmalarin daha iyi anlagilmasini saglayarak

patogenezde genetik paterni bir kere daha onemli hale getirmigtir.

2.1.3. Hodgkin Lenfomanin Klinik Bulgulari ve Laboratuvar
Ozellikleri

Hodgkin Lenfoma’ll hastalarin yaklagik %90’ninda goérilen ilk bulgu
lenf bezlerinin buyumesidir (30). Tutulan lenf nodu lastik kivaminda elastik
ve agrisizdir. Lenfadenopatilerin, en sik goéruldigu yer %80 oraninda
servikal bolgedir. llk geliste mediastinal bdlgenin tutulmasi %60 oraninda
eslik edebilir. Ayrica aksiller bolge, inguinal bolge ve retroperitoneal bodlge
de tutulabilir (26). Bir lenf nodu veya nodal kitlenin 210 cm olmasina “bulky
hastalik” denir (26). Bulky mediastinal hastalik: mediastinal kitlenin en

genis transvers capinin toraksin T5-T6 daki transvers c¢apina oraninin
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0.33 den buyuk olmasidir. Bu grup hastalarda niks daha sik
gorulmektedir.

Dalagin buyuk olmasi dalak tutulumunun gostergesi degildir. Dalak
tutulumun sikhgi histolojik tip ile iligkilidir. En fazla tutulum lenfositten fakir
tipte gorulur (26).

Hastaligin %30 ‘unda prognostik 6nemi olan B semptomlari vardir.
B semptomlari son 6 ayda sebebi bilinmeyen ates, %10’dan fazla kilo
kaybi ve tekrarlayan gece terlemeleri olarak tanimlanir (31). Kasinti
vakalarin %15-25'’ine eslik eder.

Hastalarin %17’sinde pulmoner hastalik vardir. Hastalarin yaklagik
2/3’Unde intratorasik tutulum oldugundan dolayi, hiler ya da mediastinal
kitlesi olan hastalara mutlaka akciger tomografisi ¢ekilmelidir (26).

Norolojik bulgular, genellikle ge¢ donemde ortaya c¢ikar. Metastatik
olmayan ndrolojik komplikasyonlar; metabolik bozukluklar, enfeksiyonlar
(en sik HSV), kemoterapotiklere (en sik vinkristin) ve radyoterapiye
baghdir.

Kemik tutulumu c¢ok nadir olmak birlikte olmasi kot prognoz
gostergesidir (26). Kemik iligi tutulumu %5 vakada vardir. HL’nin kemik
iligini fokal tutmasi nedeniyle tani i¢in ¢oklu kemik iligi biyopsilerine ihtiyag
vardir (26).

Laboratuvar bulgularinda normokrom normositer anemi, notrofili
(%50), eozinofili (%15) ve lenfositopeni gorulebilir. Biyokimyasal olarak
serum bakir, serum ferritin, eritrosit sedimantasyon hizi, fibrinojen,
haptoglobin, serum alkalen fosfataz, serum soluble interleukin-2 reseptéru

ve B2-makroglobulin seviyeleri artmigtir.
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imminolojik olarak da T hiicre fonksiyonunda ve dogal éldiriici

hlcre aracili sitotoksisitete azalma gorulebilir.

Tablo 2.7. HL'de klinik ve patolojik Ozelliklerin tUmor hulcrelerinden

salinan sitokinlerle iliskisi

HL’ nin klinik ve patolojik 6zellikleri

Sitokinler

Konstitlsyonel B semptomlari

TNF, LT-a, IL, IL-6

Polikaryon olugsumu

IFN-Y, IL-4

TGF-B, LIF, PDGF, IL-1, TNF

Skleroz
Akut faz yaniti IL-1, IL-6, IL-11, LIF
Eozinofili IL-5, GM-CSF, IL-2, IL-3
Plazmasitoz IL-6, IL-11

IL-6, IL-11, LIF

Hafif trombositoz

T/RS hcre iligkisi

IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-9, TNF, LT-a,
CDa30L,

Immiin yetmezlik

TGF-B, IL-10

Otokrin buyume faktorleri (?)

IL-6, IL-9, TNF, LT-a, CD30L, M-
CSF

Artmis alkelen fosfataz

M-CSF

Notrofil birikimi ve aktivasyonu

IL-8, TNF, TGF-B

(TNF, timor nekrozis faktor; LT, lemfotoksin; IL, interlokin; IFN, interferon; PDGF,
trombositten elde edilmis blylime faktort; TGF, transforming growth factor; LIF, 16semi
inhibitor faktorti; GM-CSF, granilosit-makrofaj koloni uyarici faktoér; T, T hicreleri; H-RS,
Hodgkin ve Reed-Sternberg hucreleri; M-CSF, makrofaj koloni uyarici faktor)
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2.1.4. Hodgkin Lenfomanin Tanisi ve Evrelendiriimesi

Klinik degerlendirme, iyi bir anamnez ve lenf nodlarini iceren
dikkatli bir fizik muayene ile baglar. Tani i¢in lenf nodundan yapilan
eksizyonel biyopsinin histopatolojik ve immunhistokimyasal olarak
degerlendiriimesi gerekir. Lenfoma hucrelerinin tam karakterinini
belirlenmesi igin genisletiimis immunfenotipik incelemeye ihtiyag vardir

(Tablo 2.8).

Tablo 2.8. Klinik evrelerin Dbelirlenebilmesi igin yapilmasi gereken

incelemeler

Anamnez ve fizik muayene
*B semptomlari sorgulanmasi

Hemogram, peiferik yayma

Sedimentasyon

Lenf nodu biyopsisi

Biyokimyasal incelemeler: Karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, serum
albumin, LDH, kalsiyum, ALP duzeyleri

Radyolojik incelemeler: P-A ve lateral akciger grafisi, Toraks Tomagrafi,
Abdomen ve pelvis tomografi, PET

Kemik iligi aspirasyonu

Gerekli oldugu zaman vyapilacak incelemeler: karaciger biyopsisi,
manyetik rezonans goruntuleme (MRG), Teknesyum-99 kemik
sintigrafisi, ultrasonografi, ekokardiyografi
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Ann Arbor evreleme sistemi yaklasik olarak ¢ dekattir evrensel
olarak kullaniimaktadir (32). HL ayni zamanda klinik bulgulara gore A,
B ve E olarak alt evrelere ayrilir. Alt evre A, asemptomatik hastaligi, alt
evre B, B semptomlarini, alt evre E ise minimal ekstralenfatik hastaligi
belirtir. Cocukluk ¢agi HL tedavisinde kemoterapinin kullanimi, son
yilllarda goruntileme tekniklerinin gelismesi ve operasyona badgli
komplikasyon riski nedeniyle cerrahi evreleme c¢ok sinirli vakada
kullaniimaktadir (26).

Ann Arbor siniflamasi lenf nodlarinin anatomik lokalizasyonlarini
temel alarak duzenlenmis, Costwold toplantisinda alt gruplar

eklenmistir (32) (Tablo 2.9).
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Tablo 2.9. HL‘da Ann Arbor siniflamasinda Costwold Modifikasyonu

Evre | Agiklama
Bir tek lenf nodu bdlgesi veya lenfoid yapi (6rn: dalak, timus,

I Waldayer halkasi) (l) veya tek bir ekstralenfatik organ veya
bdlge tutulumu (IE)

Diyaframin ayni tarafinda iki ve daha fazla lenf nodu bolgesinin

' tutulmasi (ll) veya sinirl ekstralenfatik organ veya bdlge
tutulumu ve diyaframin ayni tarafinda bir veya birden fazla lenf
nodu baolgesi tutulumu (lIE)

I Diyaframin her iki tarafinda da lenf nodu bdlgelerinin tutulumu
(Il1) ve buna dalak tutulumunun esglik etmesi (IlIS) veya sinirli
ekstralenfatik organ veya bdlge tutulumu (llIIE) veya her ikisi de
(INSE)

Splenik hiler, ¢dlyak veya portal nodlari iceren veya icermeyen
tutulum (1111)
Paraaortik, iliak veya mezenterik nodlarin tutulumu (1112)

" Ekstralenfatik organlardan veya dokulardan birinin lenf nodu
tutulumlu ya da tutulumsuz yaygin veya ilerlemis hastalik

A Semptom yok
Alti ayda aciklanamayan %10‘dan fazla kilo kaybi

B Agiklanamayan 38°C uzerinde ates
Gece terlemesi
Bulky hastalik: Nodal kitlenin 210cm olmasi, Mediastinal kitlenin

X en geniG transvers gapinin toraksin TS5 —T6 daki transvers
¢apina oraninin 0.33 den buyuk olmasi

E Sinirli ekstralenfatik organ tutlumu

20



2.1.5. Hodgkin Lenfomanin Tedavisi

HL tedavisinde, kemoterapi ve diusuk doz (20-25 Gy) tutulmus
olan radyoterapisinden (involved field radiotherapy-IFRT) olusan
kombine model benimsenmigtir. Bu tedavi bigimiyle yanit oranlar
%90’lara kadar ulagmaktadir. Standart kemoterapi, 6 déngu halinde
MOPP (mekloretamin, vinkristin, prokarbazin, prednizon) veya MOPP
derivelerinden (6rn. COPP) olusabilir. ABVD (doksorubisin, bleomisin,
vinkristin, dakarbazin) ve turevleri de kullanilabilir. Tek basina
kemoterapi kullaniimasinin radyasyona bagli blylime
komplikasyonlarini, tiroid ve kardiyopulmoner fonksiyon bozukluklarini
ve radyoterapiye bagh ikincil kanser gelisim riskini azalttigi da one
surtlmektedir (26).

HL'nin tedavisinde evre ve yanit-uyarlanmis tedavi ile risk-
uyarlanmis tedavi segenekleri de gundeme gelmistir. Evre ve yanit-
uyarlanmis tedavi: erken evre hastalik evre |, lIA ve IlIA; ileri evre, evre
1B, 11IA2, 1IB, IV ve bulky hastaligi kapsar. Bu tedaviler kisa slirede az
donguld  tedavilerdir. Risk-uyarlanmis tedavi: Tani aninda B
semptomlarinin varligi, bulky hastalik varligi, ekstranodal yayilim,
tutulan alan sayisi ve Ann Arbor evrelemesi g6z Onlnde
bulundurularak, hastalar dugik, orta ve yuksek risk olarak
siniflandirilirliar:

o Dusuk risk: B semptomu ve bulky hastalik olmayan evre | ve

Il hastalar
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Orta risk: Evre 1A ve IIA olup B semptomlarinin eslik etmesi,
bulky hastalik, hiler lenfadenopati, Ugten fazla alan tutulumu
ya da ekstranodal alan tutulumundan en az birinin eglik
etmesi ve evre IlIA hastalar

Yiksek risk: evre llIB ve IV hastalar

Prognostik faktorler:

1.

2.

Yas: Cocuklarda erigkinlere gore prognoz dahaiyidir.

Cinsiyet: Kizlarda erkeklere oranla prognoz daha iyidir.
Sistemik semptomlar: Ates, kilo kaybi, gece terlemesi, koétu
prognostik bulgulardir.

Evre: ileri evre, 6zellikle evre 1V en koétu prognoza sahiptir.

Bulky hastalik: Hastaligin evresi, 6zellikle tutulan alanin hacmi
ve tutulan alan sayisi ile iligkilidir. Bulunmasi kotu prognostik
faktorddar.

Tam remisyon: Tam remisyondaki hastalarin, remisyonu
olmayan ve parsiyel remisyonu olan hastalara gére daha iyi
prognozu vardir. Son vyillarda HL tedavisinde iki kar
kemoterapi sonrasi ¢ekilen interim PET ile tam remisyon
saglanirsa prognozun iyi oldugu, hatta bu ek olarak mutlak
monosit sayisi ile kombinasyonun bu 0zelligi daha da
guclendirdigi ifade edilmektedir (92).

Histopatoloji:  Lenfosit baskin>nodiler sklerozan>karigik

hicreli>lenfositten fakir. Lenfositten fakir tip noduler sklerozan
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tipe oranla daha duslk sag kalim oranina sahiptir. Lenfositten
fakir Hodgkin Lenfoma en agresif tipidir. ileri yaslarda ve
erkeklerde, kadinlara oranla daha sik gorulir. Daha ¢ok evre

Il ve evre IV olarak bulgu verir.

2.2. HODGKIN DISI LENFOMA

2.2.1. Hodgkin Digi Lenfomanin Tarihgesi

Hodgkin disi lenfomalar; B hicre onclilleri, T hicre oncilleri, matir
B veya T hucrelerinden olusan lenfoid dokularin maliyn timorlerini iceren
bir grup hastaliktir (9). Lenfoid maliyniteler hematopoetik éncu hicrelerin
farkli gelisim basamaklarinda kalmasi sonucu olusan neoplaziler olmasi
nedeniyle cocukluk ¢agi HDL'leri farkli morfolojik, immunolojik ve Klinik
tablolar géstermektedir (33). Erigkin donemde gelisen HDL'lerin %901 B
hidcre kaynakli iken gocukluk ¢agr HDL’lerinde B ve T hucre kokenli olanlar
esit oranda gorulmektedir. Cocukluk c¢agr HDL'lerin buylk c¢ogunlugu
yiksek dereceli olup; hizli bilyiime, kemik iligi (Ki) ve santral sinir sistemi
(SSS) tututlumu ile ortaya gikmaktadir (34).

GUnumuzde hastalarin %751 modern tedavilerle iyilestiriimekte,
¢ogu calisma da tedavinin akut ve uzun doénem yan etkileri azaltmayi
hedeflemektedir. HDL’'nin molekuler biyoloji ve immunolojisinin daha iyi
anlagilmasiyla, daha dogru siniflama sistemlerinin olusturulmasi,
goéruntileme ve evreleme sistemlerindeki ilerlemeler, HDL’nin ve

tedavisinin hayati tehdit edici komplikasyonlarina kargi daha iyi destek
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tedavilerinin  gelistiriimesi ve ileri evre hastalarda daha yogun
kemoterapotik ajanlarin  kullanilmasina dayali tedavilerde HDL’li
cocuklarda daha iyi tedavi sonuglarina ulagsmaya onemli katkida

bulunmustur.

2.2.2.Hodgkin Disi1 Lenfomada Histopatoloji ve Siniflama

Pediyatrik HDL’leri hem klinik prezantasyon ve tedaviye yanit, hem
de lenfomanin alt tirlerinin dagihiminda yetiskin lenfomalardan farklilik
gostermektedir (Tablo 2.5). Preklrsor (lenfoblastik) lenfomalar cocuklarda
siktir; pediyatrik HDL’lerin %30’unu olustururlar. Cocuklarda erigkinlere
oranla ekstranodal hastalik ve ileri evre hastalik (evre Il veya IV) genelde
daha sik goérulur. Cocuk ve ergenlerde gérilen HDL'lerin 4 blyUk histolojik
alt grubu ve gorulme sikliklari Tablo 2.10'da verilmistir. 20 yasin altindaki

HDL hastalarinin %95’inden fazlasinda bu alt tipler gortlmektedir.

Tablo 2.10. Cocukluk Cagi HDL larin Histolojik Alt Gruplari (8)

HDL Histolojik Alt Gruplari Sikhik (%)
= Burkitt Lenfoma (Klasik ve Burkitt Benzeri Lenfoma) 40
= Lenfoblastik Lenfoma (LBL) 30
= Yaygin Blyuk B Hucreli Lenfoma (YBBHL) 20
=  Anaplastik Buyuk Hucreli Lenfoma (ABHL) 10
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Cocukluk caginda goértlen matir B hucreli HDL'lerin ¢odu Burkitt
lenfoma (BL) (klasik ve Burkitt benzeri lenfoma) ve diffiiz baylk B hicreli
lenfoma (DBBHL) alt gruplarina aittir. Cocukluk c¢aginda nadir olarak
gorulen dusuk dereceli matir B hicreli HDL alt gruplarinda Folikiler
Lenfoma (FL) ve Marjinal Zon Lenfoma (MZL) bulunur. Pediyatrik mattr B
hicreli HDL’ler, pro-proliferatif proteinlerin asiri ekspresyonuna bagh
olarak, ylksek proliferasyon indeksine sahip neoplazilerdir. Bu
Ozelliklerinden dolayr patogenezde eriskinlerde daha sik gorulen
apopitozis defektlerine goére daha fazla oranda goérilen anormal
proliferasyon sorumlu tutulmaktadir (35).

Burkitt Lenfoma (BL): Viral bir patojenle iligkilendirilen ilk
maliynite, onkojen aktivasyonu ile iligkili translokasyonlarin tanimlandigr ilk
kanserlerden ve HIV ile iligkili oldugu bildirilen ilk timor olan BL, pediyatrik
HDL'nin yaklasik %30-50’sini olusturmaktadir. irlandali bir cerrah olan
Denis Burkitt, lokalizasyonu, histopatolojisi ve cografi dagilimi agisindan
bazi farklliklari olan bu lenfoma turinu Afrikali ¢ocuklarda 1958 yilinda
tariflemistir. EBV varligi ilk kez 1964 yilinda BL’nin etyolojisine yonelik
arastirmalar esnasinda ortaya konulmustur (36). Bilinen en hizli buyuyen
(iki katina ¢gikma suresi 12-24 saat) tumor olan BL, sadece kemoterapi ile
iyilesme bildirilen ilk ¢ocukluk c¢agi kanseridir. WHO siniflamasina gore
klinik prezantasyonu ve biyolojisi farkli ancak morfolojik olarak ayni olan 3
alt tipi belirlenmistir; endemik BL, sporadik BL ve immun yetmezlik iligkili

BL (11,43).
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s Endemik BL, ekvatoryal Afrika, Papua Yeni Gine ve Glney
Afrikanin ekvatoryal boélgeleinde gorulur. Vakalarin %95’i EBV
iliskilidir

% Sporadik BL, dinyanin herhangi bir bdlgesinde gorullr.
Gelismis Ulkelerde HDL’nin ve mattr B hiicre neoplazilerinin en
sik gorulen formudur. EBV ile iligkisi %10-15tir.

< Immin yetmezlik iliskili BL, dzellikle HIV ile enfekte hastalarda
gorular. %70 hastada EBV ile iligkilidir.

BL hacreleri hemen her zaman B hicre antijenlerinden CD19,
CD20, CD22, CD79a ve yuzey immunglobulin eksprese ederler. CD5,
CD23, TdT tipik olarak negatiftir (11). BL hucreleri BL-spesifik kromozomal
translokasyonlar tasir. Cogunlukla t (8;14), daha az sikhkta t (2;8) ve t
(8;22) bulunur. Diger epigenetik modifikasyonlara bagh olarak olusan
batun translokasyonlar c-myc proto-onkogenin aktivasyonu ile sonuglanir.

Tumor son derece yuksek bir proliferasyon indeksine sahip
oldugundan mitotik figurlere ¢ok sik rastlanir. Apopitozisin ¢goklugu dikkat
ceker. Apoptotik hucreleri fagosite eden normal makrofajlarin tumor
hacreleri igcinde dagiimasi ile ortaya c¢ikan goruntiye “yildizh gokyuzu
manzaras!” adi verilir. Bu goruantunin BL’'ye 6zgu olmadigi, apoptotik
indeksi yuksek diger timorlerde de goérulebilecdi unutulmamahdir (11).

Diffuz Bluiyuk B Hucreli Lenfoma (DBBHL): WHO siniflamasina
gore normal lenfositlerin iki katindan daha buyluk ve doku makrofajlari ile

ayni boyutta ya da daha buyuk neoplastik lenfoid hicreler iceren B lenfoid
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hicrelerin diffiz proliferasyonu olarak tanimlanir. Pediyatrik HDL'lerin
ortalama %?20’sini olusturmaktadir ve ergenlik ¢adindaki ¢ocuklarda ve
bayuk cocuklarda daha siktir. DBBHL hucreleri Pax5, CD79a, CD19 ve
CD20 ekprese ederken diger B hicre belirteglerini degisen oranlarda
tasirlar. DBBHL herhangi bir 6zgul sitogenetik bozukluk ile iligkili degildir.
DBBHL, immiunfenotipik olarak germinal merkez B hicre benzeri grup
(GMB) ve germinal merkez B hucre benzeri olmayan grup (non-GMB)
olarak ikiye ayrilir. Bu ayirim 6zellikle prognostik 6nem tasimaktadir: GMB
grubun prognozunun daha iyi oldugu birgcok calismada gosterilmistir.
Pediyatrik olgular daha ¢ok bu gruptan olup prognozlari daha iyidir. (37-

40).

2.2.3. Hodgkin Disi Lenfomada Epidemiyoloji ve Etiyolojik Faktorler

HDL, Avrupa ve Amerika Birlesik Devleti'nde tUum c¢ocukluk cagi
maliynitelerinin %6—7'sini olusturur. Cocukluk ¢agi maliyniteleri igerisinde
3. siray! alir. insidansi 10.5/1.000.000‘dur. Ancak BL endemik formunun
sitmanin holoendemik oldugu ve EBV enfeksiyonu ile erken yaslarda
kargilagilan Orta Dogu, Nijerya, Uganda gibi Uulkelerde insidans
150/1.000.000'dur. Cocukluk ¢agi ve 20 yas alti adolesan donemde tum
lenfomalarin  %45‘ini  olusturur. Erkek/kiz orani 2,5:1° dir, 5-14 vyas
arasinda 3:1 gorulur. Tum yaslarda gorulebilir ancak DBBHL insidansinin

daha c¢ok arttigi 15-19 yaslar arasi pik yapar (26).
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HDL’nin etyolojisi bilinmemektedir. ilaglara (immiinsupresif ilaglar
hari¢) ve radyasyona maruz kalma HDL igin major risk faktori degildir
(33). HDL, HL tedavisinin bir komplikasyonu olarak gorulebilir. Erigkin
dénemdeki tedavisi biten HL'li vakalarin %5‘inde HDL ikincil kanser olarak
gorulmektedir ancak bu risk ¢ocukluk ¢aginda oldukga dusuktir. Kalitsal
ya da kazanilmig immun yetmezlik sonrasi oraya ¢ikan immun supresyon,
HDL gelisimi ile acgikca iligkilidir. Wiskott-Aldrich senromu, X'e bagli
agammaglobulinemi, ataksi-telenjiektazi, sik degisken immin yetmezlik,
agir kombine immun yetmezlik, Chediak-Higashi sendrom‘lu cocuklar,
kendi saghkh yas grubu cocuklara gére 100 ile 10.000 kat daha fazla HDL
gelistirme riskine sahiptir. X’ e bagh lenfoproliferatif sendromda da risk
artmistir. HIV ile enfekte ¢cocuklarda da lenfoproliferatif hastalik gelistirme
riski (6zellikle BL ve DBBHL) yiksektir.

Saghkh kisilerde EBV, B hicrelerini poliklonal proliferasyonla
O0lumsuz hale getirir ancak bu olay EBV’ye spesifik sitotosik T hucreleri ile
kontrol edilir (42). immun yetmezlikli hastalarda ise kontrol altina
alinamaz.

HDL, tek oncul hucrenin klonal proliferasyonu sonucu olugur; maliyn
donisum tek lenfoid progenitor hicreden baglar ve farklilagma
kapasitesini kaybetmis immatur hucreler hastaligi olusturur. Mevcut
deliller, lenfomalarin proliferasyon, diferansiyasyon ve apopitozisi etkileyen
genetik degisimler sonucu oldugunu ileri surmektedir. Proliferasyon ve

apopitozis, normal immun sistem gelisim ve immun yanit igin gereklidir.
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Sitogenetik c¢alismalar, HDL’nin tekrarlayan non-random kromozom
translokasyonlari ile iliskili oldugunu gostermektedir. Translokasyonda rol
alan genlerin hicre donglsu veya apopitozisde goérevli oldugu
bilinmektedir. Guncel ¢alismalarda bu degisime katki saglayan nedenler

arasinda epigenetik mekanizmalar Uzerinde durulmaktadir.

2.2.4.Hodgkin Digi Lenfomanin Klinigi ve Labaratuvar Ozellikleri

HDL’'nin farkli histolojik alt gruplarinda, farkh Klinik o6zellikler
gorulmektedir.

Burkitt Lenfoma (BL): Sporadik ve endemik BL'de tutulum
bélgeleri ve yayilimlari farkhdir. Endemik BL'de ¢cene en sik tutulan bolge
iken, sporadik BlL'de karin ve kemik iligi en sik tutulan bdolgelerdir.
Endemik BL‘de maksiller hastalik olsun ya da olmasin, orbital tumor eglik
edebilir. Yine endemik BL'de abdominal hastalik ta gortlir ancak tutulum
yeri ileum ve c¢ekumun aksine mezenter ve omentumdur. Kemik iligi
tutulumu nadirdir ancak vakalarin 1/3‘Unde merkezi sinir sistemi tutulumu
vardir. Sporadik BL‘de en sik tutulum yeri karindir. 5-10 yas arasi
erkeklerde sik gorulur. Karin agrisi veya karinda sislik, bulanti, kusma,
gastrointestinal kanama, nadiren perforasyon bagvuru bulgularidir.
lliogekal intususepsiyona bagh olarak sag alt kadranda kitle ya da akut
karin agrisi %25-30 hastada gorulebilir ve akut apandisit ile karisir. Bag-
boyun bélgesi, ikinci en sik tutulan bolgedir. Ozellikle paranazal siniis ve

tonsilleri tutar. Endemik BLnin aksine, g¢ene tutulumu %10‘dan az
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hastada gorulur. Kemik iligi tutulumu sporadik BL'li hastalarin %20‘sinde

gorular.

Bu hastalar tumor lizis sendromu agisindan yuksek riskli

hastalardir. Ulkemizde gérilen BL olgulari, endemik ve sporadik BL

arasinda klinik bulgular olusturmaktadir ve Orta Dogu tipi BL olarak da

adlandirilir (44). Endemik ve sporadik BL arasinda farklar Tablo 2.11°de

belirtilmistir (33).

Tablo 2.11. Endemik ve Sporadik BL arasindaki farklar (33)

Ozellik

Endemik

Sporadik

Klinik ozellikler

5-10 yas; Erkek > Kiz

6-12 yas; Erkek >Kiz

Cografik dagilim

Ekvatoryal Afrika, Yeni
Gine, Amazonlar,

Brezilya, Turkiye

Kuzey Amerika,

Bati Avrupa

Yillik insidans

10/ 100.000

0,2 /100.000

Tumor yerlesimi

Cene, BOS abdomen,
MSS,

Abdomen, kemik iligi,

lenf nodlari, overler

Histopatolojik
Ozellikler

Diffiiz, monomorfik orta
boy hucreler, yildizli

gOkylzu manzarasi

Ayni

immunolojik Ozellikler

CD20 (+), IgM, Byada A
CD10 (+), BCL2 ()

CD10 (+), IgM, B ya
da A CD10 (+), BCL2

t (8;22) varhgi

)
EBV DNA varhgi %95 %15
t (8:14), t (2:8),
( ) 1(2:8) Evet Evet

Kromozom 8 kirilma

noktasi

cMYC geni distalinde

cMYC geni icinde
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Diffiiz Buyuk B Hiicreli Lenfoma (DBBHL): Oldukga heterojen
klinik bulgular gésterir. Mediasten tutulumu BL‘ye gore siktir, kemik iligi ve
merkezi sinir sistemi tutulumu nadir gorulur. Tumor; perikard, plevra gibi
organlara lokal invazyon gosterir, genellikle superior vena kava
sendromuna neden olur (33). Hastaligin 6zgun bir laboratuar bulgusu
yoktur. ileri evre hastalikta LDH yiiksekligi tipiktir. Kemik iligi tutulumu olan
hastalarda beyaz kure yuUksekligi, anemi ve trombositopeni gorulur.
DBBHL’nin sik goérilen abdominal tipi ile DBBHL alt gruplarindan, 6zel bir
antite olan mediastinal (timik) tipi vardir.

DBBHL’nin sik gorulen abdominal tipinde, tumor hacreleri CD19,
CD20, CD22 ve CD79a gibi B hucre belirteglerini bulundururlar, ancak
bunlardan biri veya daha fazlasi eksik olabilir. YUzey ve/veya sitoplazmik
immunoglobulin (IgM > IgG > IgA) % 50-75 vakada goOsterilebilir.
immiinfenotipik olarak germinal merkez B hiicre benzeri grup (GMB) ve
germinal merkez B hlcre benzeri olmayan grup (non-GMB) olarak ikiye
ayrilmaktadir. Cocuk ve ergenlerde gorulen DBBHL'larda sitogenetik
anormallikler 6zgin olmamasina karsin oldukga tekrarlayici 6zelliktedir.
BCL-2 translokasyonlari t (14;18) (gq32;921) nadiren gorulmekte iken C-
MYC onkogeni ile olan translokasyonlar t (8;14) daha sik (pediatrik
DBBHL olgularinin % 30-40’inda) gorulmektedir (36-37).

DBBHL alt gruplarindan olan Primer mediastinal (timik) buyuk
hicreli lenfoma ise, mediastende timik B hucrelerinden gelisir ve

cogunlukla ergenlerde ve geng erigkin kadinlarda gorulir. imminfenotipik
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ve genotipik olarak farkhliklar icermektedir. Morfolojisinde yaygin buyuk
hicre proliferasyonu, Reed-Stenberg benzeri hlicreler ve gesitli derecede
kompartmanlara ayrilmis sklerozis goralir. Bu tipin HL’dan ayirt edilmesi
immunfenotipik inceleme ile mimkun olacaktir (35).

Mediastinal blytk B hucreli lenfoma da matir B hiicre fenotipine
uyacak sekilde CD19, CD20, CD22, CD79a pozitifligi gosterir. Ylzey
immunoglobulini bulunmazken sitoplazmik Ig mevcuttur (35). Mediastinal
bayuk B hucreli lenfomada; MYC, BCL-2 ve BCL-6 genlerinde yeniden

yapilanma yoktur (45).

2.2.5. Hodgkin Disi Lenfomanin Tanisi ve Evrelendiriimesi

lyi bir sitolojik ve histolojik 6rnek, kesin tani ve dogru siniflama igin
gereklidir. Tanidaki problemlerin ¢ogu, uygusuz ve yetersiz materyalden
kaynaklanir. Uygun lenf bezinin segimi ve histolojik érnek ¢ok énemlidir
(33). Secilmis vakalarda sitogenetik, FISH, gen analizi yapilabilir (Tablo
2.12).

Evrelendirmede amag, hastalari farkli prognostik risk gruplarina
ayirmak ve tedavilerini buna gore duzenlemektir. Cocukluk ¢agr HDL igin
cesitli evrelendirme sistemleri kullaniimistir.  Murphy tarafindandan
1978'de Onerilen, Hodgkin hastaligi igin kullanilan Ann Arbor evreleme
sisteminin bir modifikasyonu olan, St.Jude Research Hospital evreleme
sistemi pediatrik olgularda tum histopatolojik alt gruplar igin buyuk kabul

goérmastur (Tablo 2.13).
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Tablo 2.12. HDL'li hastanin degerlendiriimesi

Anamnez ve fizik muayene

Kan sayimi, serum elektrolitleri: kalsiyum,

fosfor, magnezyum

Bobrek fonksiyon testleri, karaciger fonksiyon

testleri
LDH seviyesi

C6zinmuUs interldkin-2 reseptor (IL-2R) seviyesi

(mUmkunse)
Yeterli biyopsi materyali

Viral caliGmalar: HIV, hepatit A, B, C, CMV-HSV-varisella

antikorlari
Kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi (bilateral)

Beyin omurilik sivisi, peritoneal, perikardiyal yada plevral sivi
orneklemesi: sitoloji, sitogenetik, immunolojik ve molekuller

inceleme

PA-akciger grafisi, gogus tomografisi, karin ultrasonografisi

ve tomografisi
Etkilenen bolgenin duz grafisi ve tomografisi
Galyum sintigrafi

Magnetik rezonans goruntuleme

(gereginde)

BL'li olgularda dis muayenesi
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Tablo 2.13. St. Jude evreleme sistemi

Tek lenf nodu tutulumu ya da tek ekstranodal organ tutulumu

EVRE |
(mediasten ve abdomen harig)
o Tek ekstranodal organ ve birlikte bolgesel lenf nodu
tutulumu
e Diyaframin ayni tarafinda 2 ya da daha fazla lenf
nodu tutulumu
EVRE Il
o Diyaframin ayni tarafinda lenf nodu tutulumu eglik
eden veya etmeyen 2 ekstranodal tutulum
e Mezenterik lenf nodunun eslik ettigi veya etmedigi
tamami ¢ikariimis primer karin igi kitlesi
e Diyaframin iki tarafinda iki ekstranodal tutulumu
o Diyaframin iki tarafinda 2 veya daha fazla lenf nodu
tutulumu
e Herhangi bir intratorasik timaor (mediastinal, timik,
EVRE Il
plevral)
e Yaygin primer karin ici kitle
e Baska taraf tutulumu olsun olmasin parasipinal ya da
epidural tumor
Yukardakilerden herhangi birine eslik eden SSS* veya kemik
EVRE IV

iligi** tutulumu (kemik iliginde blast orani %25‘in altinda ise

tutulum olarak degerlendirilir.)

* Santral sinir sistemi tutulumu kriterleri: 1) Kraniyal BT ya da

MRG’de intraserebral kitle 2) Kraniyal sinir felci (Ekstradural
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kitlenin neden olmadigi) 3)Beyin omurilik sivisinda blast
g6rulmesi; En az bir kriter yeterli (80)
** Kemik iligi tutulumu: Kemik iliginde %5-25 oraninda blastik hucre

olmasi; >%25 blast I6semi kabul edilir

2.2.6.Hodgkin Digi Lenfomanin Tedavisi

HDL'de hayati tehdit edici 2 komplikasyon vardir: Siklikla LL‘de
gorulen mediastinal timore bagli stperior vena kava sendromu ve kritik
hava vyolu tikanikhdi ile BL'de kemoterapiye bagh metabolik
komplikasyonlarin neden oldugu tumor lizis sendromu.

intratorasik lezyonlara yaklasim: Hastalar mutlaka oturur
pozisyonda olmalidir ve genel anesteziden kaginiimalidir. Lokal anestezi
altinda periferik lenf nodundan biyopsi, plevral eflizyon varlidinda da
sividan sitolojik 6rnekleme yapilmalidir. Bitin bu yaklagimlar, hastanin
genel durum bozuklugunda ertelenebilir. Bu durumda kortikosteroidler
(radyasyon ile birlikte ya da degil) kitle kigulene kadar kullanilabilir.
Ardindan genel anestezi altinda biyopsi yapilabilir.

Tiimoér lizis sendromuna yaklagim: Ozellikle BL ve T hicreli
|I6semi/lenfomada goérulir. Hizh hicre ¢ogalimi, hizli hiicre 6luminiu de
beraberinde getirir. Hucrelerden agida ¢ikan iyonlar, metabolik
komplikasyonlara neden olur: hiperurisemi, hiperkalemi, hiperfosfatemi,

hipokalsemi, boébrek yetmezligi. Tumor lizis sendromu eger iyi tedavi
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edilmezse kalp aritmileri, bobrek yetmezligi, nobet, koma, yaygin damar

ici pthtilagsma ve 6lum ile sonuglanabilir (Tablo 2.14).

Tablo 2.14. Tuimor lizis sendromuna yaklasim

Hidrasyon ve alkalinizasyon: idrar dansitesi <1010, idrar pH 6.5-7.5

ve saatlik idrar ¢ikigli 100 mI/mz/saat olmal

Ditrez: furosemid, furosemid ve hidrasyona ragmen oligurik

hastalarda mannitol
Urik asit azaltiimasi: allopUrinol ya da Rasburikaz

Lokosit azaltiimasi: I6koferez ve kan degisimi; beyaz kire sayisi

>100.000/mm3

Trombosit destegi: kafa i¢i kanama riskini azaltmak i¢in trombosit

degeri > 20,000/mm3 olacak sekilde destek verilmesi

Kan transfizyonu: Hemoglobin degerinin 10 g/dl dizeyinde

tutulmasi

Hasta stabilize oldugunda ve yeterli idrar c¢ikisi saglandiginda

kemoterapiye baslanmasi

Diyaliz: ilerleyici boébrek yetmezliginde (potasyum >6 mEg/L, fosfor

>10 mg/dL, oliglri, anuri ve volum yuklenmesi durumunda

Monitorizasyon: 6 saatte bir elektrolit (kalsiyum, fosfor), Urik asit,

BUN, kreatinin, tam kan sayimi, idrar ¢ikigi, idrar dansitesi ve pH

Hiperkalemi ve hipokalsemi durumunda solunum, kardiyak ve MSS

monitorizasyon
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Lenfoblastlarin ¢odalmasi olduk¢ga hizh oldugundan (ikiye
katlanma zamani <24 saat), HDL'de basaril bir tedavi, hicrelerin
yeniden ¢ogalmasina firsat vermeyecek kisa surede ve yogun olmalidir.
Bolinmis dozlarda siklofosfamid ve surekli inflzyon seklinde
doksorubisin veya sitozin arabinozidin kortikosteroidlerle birlikte
kullaniimasi, basarili bir HDL tedavisinin unsurlarini olusturur (26).
Tedavi gruplari asagidakiler gibi siniflandirilabilir:

e Lokalize (evre | ve Il) lenfoblastik lenfoma

e llerievre (evre lll ve IV) lenfoblastik lenfoma

e Lokalize (tamamen cikariimis evre | ve abdominal evre 1) B

hicre NHL, BL, B lenfoblastik lenfoma, diffiz B hucrel
lenfoma ve diffiz buyudk hicreli lenfoma

e Orta risk: tamemen cikarilmamis evre | hastalar, diger tim

evre Il hastalar (tamamen g¢ikarilmis abdominal evre Il
hastalar harig), evre Il hastalar, merkezi sinir sistemi
tutulumu olmayan veya kemik iliginde %25‘ten az blast olan
evre |V hastalar

e Merkezi sinir sistemi tutulumu veya kemik iliginde %25‘ten

fazla lenfoblast saptanan BL, B hicreli lenfoblastik lenfoma
ve diffiz bayUk hacreli lenfoma

e Buyuk hucreli anaplastik HDL

Bu hasta gruplari degisik kemoterapi ajanlarinin kullanildigi farkh

tedavi modelleri ile tedavi alirlar. Son yillarda en c¢ok kullanilan
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kemoterapi rejimleri sunlardir:

e St.Jude Total B
e LMB

e BFM-NHL (34).

Bu tedavi protokollerinden B hucreli NHL-BFM 95 tedavi protokolu

Tablo 2.15 'de verilmektedir.

Tablo 2.15. B Hucreli NHL-BFM 95 Tedavi Protokolu (47)

Burkitt ve Buyuk B Hucreli Lenfomalar EFS
3 yil)
R1 > ki kiir: A-B % 94
R2 » Prefaz ardindan 4 kir: A-B-A-B % 94
> Prefaz
R3 ardindan 5 % 85
kur: AA-BB-
CC-AA-BB
» Prefaz ardindan
R4 6 kiir: AA-BB- % 81
CC-AA-BB-CC

A: Dexamethasone, VCR, IFOS, Ara-C, VP-16, MTX (1gr/m2) ve Uglu intratekal tedavi
B: Dexamethasone, VCR, CPM, Doksorubisin, MTX (1gr/m2) ve Uglu intratekal tedavi

AA ve BB kiirlerinde MTX dozu 5gr/m2’ye yukseltilir

CC: Dexamethasone, Vindesine, yuksek doz Ara-C, VP-16 ve UglU intratekal

tedavi

R3 ve R4’te 5 kiir sonunda canli timoér varsa otolog yliksek doz kemoterapi ve

kdk hiicre nakli planlanmistir

Fransiz Pediatrik Onkoloji Grubu (SFOP) B hucreli HDL'leri risk

gruplarina goére tedavi edebilmek igin bir risk siniflamasi olusturmus ve
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St.Jude evrelemesinin uyarlanmasi ile olusturulan bu siniflama
uluslararasi olarak kabul edilmistir. Bu siniflamaya benzer olarak NHL-
BFM 95 protokolunde de hastalar risk gruplarina ayrilmakta ve bu risk
gruplarina gore tedavi edilmektedir. Risk siniflamalari Tablo 2.16 ve
2.17'de verilmektedir.

Tablo 2.16. B Hiicreli HDL igin Risk Siniflamasi (SFOP) (48)

Grup Tumor Yayginhgi

= Cerrahi olarak tam c¢ikarilan Evre |

A
= Abdominal Evre Il timorler
= Cok sayida abdomen digi timor

B = Cerrahi olarak gikarilamayan Evre |, Il,

l1l, SSS (-), Ki <% 25 blast
C » SSS (+), Ki = % 25 blast (olgun B ALL)
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Tablo 2.17. B-Hucreli NHL-BFM 95 Protokoll Risk Gruplari (47)

R1 = Evre | ve ll, cerrahi olarak tam cikarilan
= Evre | ve ll, cerrahi olarak tam ¢ikarilamayan
R2
= Evre lll ve LDH < 500 U/L
= Evre lll ve LDH 500-999 U/L
R3 » Evre IV KI (+) veya B hiicreli I1ésemi ve LDH < 1000 ve
SSS(-)
R4 = LDH = 1000 U/L ve/veya SSS (+)

HDL' de prognostik faktorler;

Olumlu prognostik faktorler

Primer tutulum yeri
Evre | ve Il bas ve boyun (parameningeal olmayan)
Periferik lenf nodu tutulumu

Abdominal tutulum: %80 veya daha fazla 2 yilhik yasam

Olumsuz prognostik faktorler

Evre lll ve IV (MSS tutulumlu evre IV hastalar en kéti prognoz)
Tutulum yeri: parameningeal evre |l, ekstranodal her evre, bas
ve boyunda lenfatik disi tutulum (sinus, ¢ene, orbita), evre llI
kicguk gentiksiz hicreli lenfomada plevral eflizyon

ik 2 ayda remisyon saglanmamasi

Co6zinmus IL-2R seviyesi >1000 U/mL
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e LDH seviyesi >1000 U/L

o Urik asit seviyesi >7.1 mg/dL

Tedavide genellikle radyoterapinin yeri yoktur. Akut hayati tehdit
edici komplikasyanlarda (6rn; superior vena kava sendromu), lokal
nikslerde secilmis olgularda, mediastinal lolalize rezidiel tiumdrlerde,
baglangi¢ kemoterapiye direncgli durumda endikedir. Doz ve alan kisithidir.
Merkezi sinir sistemi tutulumu olan B hucreli HDL'de kraniyal 1ginlama
kullaniimamalidir. Merkezi sinir sistemi profilaksisi icin kraniyal
Isinlamanin kullanimi tartismahdir. Fakat ileri evre lenfoblastik lenfomada
bircok protokol tarafindan kullaniimaktadir (26).

HDL tedavisinde cerrahinin rolu sinirhdir. Tam rezeksiyonun
yapilabileceQi hastalarda uygulanmahdir (6rnegin; lokalize barsak
hastal@i). Yaygin hastaligi olanlar, cerrahi rezeksiyon igin uygun degildir

(26).

2.2.7. Hodgkin Dis1 Lenfomada Prognoz

Sinirh hastahgr olan HDL olgularinda 5 yilhk EFS % 90-95 olup
prognoz ¢ok iyidir. ileri evre hastalikta ise prognoz histolojik alt gruplara
gore degisim gostermekle birlikte dnceki yillara gore iyilesme gostermigtir
(5 yilik EFS % 60- 90) (48).

BLl'da LDH = 1000 U/L olmasi, SSS hastaligi, induksiyon

tedavisine yanitsizlik, yas > 15 olmasi ve YBBHL’da ise kizlarda yas > 14
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olmasi, primer mediastinal tutulum, LDH = 500 U/L olmasi Kkotu

prognostik risk faktorleri olarak kabul edilmektedir (49).

2.3. KANSER

Kanser, gelismekte olan dunyamizda giderek artan ve toplum
saghgini onemli Olgude etkileyen saglik problemlerinin basinda yer
almaktadir. Turkiye’de her iki cinsiyette seneler icinde artis gosteren
kanserler bagirsak, rektum, lenfatik ve hematopoietik doku kanserleridir.

Yasam kalitesinin artmasina bagli olarak kanser gelisme riski de
artis goOstermektedir. Bununla birlikte kanser tanisinda kullanilan
yontemlerin hizla ilerlemesi ve maliyetlerinin digmesi sebebi ile daha gok
hastanin hekime basvurmasi ve gelisen teknoloji ile g¢evresel
karsinojenlere  maruziyetin artisi  kanser sikhgini arttiran  diger
etkenlerdendir.

Kanser tek bir hastalik adi olmayip organizmada meydana gelen
ve hucreleri kontrolsiz buyuyen maliyn tumorler igin kullanilan genel
terimdir. Bu tip hucreler beniyn tUmdrlerin aksine baska dokulara invazyon
ve metastaz 6zelligi gosterir. Ulkemizde 2012 yilinda kanserler 6lime
sebep olan hastaliklar igerisinde %21,1 ile ikinci sirada yer almaktadir.
Karsinogenez c¢ok faktorli ve c¢ok basamakli bir olaydir. Normal bir
hicrenin  kanser hicresine donusmesi igin ¢ok sayida genetik
degisikliklerin olmasi gereklidir. Bunlar arasinda nokta mutasyonlari,

translokasyonlar, gen amplifikasyonlari, hicresel onkogen aktivasyonu ve
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tumor stpresoér genlerin (anti-onkogen) inaktivasyonu gibi mekanizmalar
yer alir (50). Kanserin genetik yapisi Tablo 2.18'de sadelestirilerek
Ozetlenmistir.

Bazi kanser tarlerinde primer ve sekonder faktorler olarak
adlandirilan iki etken vardir. Primer faktér olarak anormal gen sorumlu
tutulurken, sekonder faktorde c¢evresel faktdrler sorumlu olup hicre
cogalmasi gergeklesmektedir. Mutasyonlar hucre bolunmesi sirasinda
surekli bir sekilde gerceklesmektedirler ve onkogenler ile tUmor supresor
genler diger genlere kiyasla daha az mutasyona ugramaya meyillidirler.
Kanserlerdeki mutasyonlari  diger mutasyonlardan farkli  yapan,
mutasyonlarin guclu bir sekilde hiucresel artis ve uzun hucresel yasam igin
pozitif seleksiyona yol agmalaridir.

Kanserlerin olusum sikh@i, turine, cografi bolgelere, sosyo-
ekonomik yasam kalitelerine, hasta yas ve cinsiyetine goére farkllik
gostermektedir (38). Kanserin hucre igindeki gelisimi hemen tamamlanip
sona ermez; normal bir hicre kanserli hiucreye donugmeden 6nce o
hiacrenin genetik bilgisinde pek ¢ok degisiklik olmasi gerekmektedir.
Yapilan aragtirmalar onkogenez icin tek bir genetik degisimin yeterli
olmadigini, tumor supresor genler, proto-onkogenler ve yapisal genlerde
bir dizi mutasyonun olusmasi gerektigini gostermistir. Kanser geligimi,
genetik acidan ¢ok asamali bir surectir; bu sirada olusan mutasyonlar

kendiliginden ya da mutajenik etkilere bagl olarak gelisebilir.
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Hucrelerin anormal buyume sureci asama asama
gerceklesmektedir. Her bir genetik degisiklik, hucreyi anormal buyume
surecinde biraz daha ileriye tasir. TUm hucrelerin genetik ozellikleri birebir
ayni olmadidi igin, genetik dedgisikliklerin ne zaman gergeklesecegini
tahmin etmek neredeyse imkansizdir. Bu nedenle bazi kanser tipleri
oldukga yavas bir seyir gosterirken, bazilari ise hizla ilerleyip bir ka¢ ayda
bireyin sagligini bozmaktadir. Birgcok kanser turinde, tumor dokusunda
belirlenen  6zgun onkogenler ve tumor baskilayici  genlerde
hipermetilasyon, mikrosatellit instabilitesi, kromozomal translokasyonlar,
nokta mutasyonlari ve heterozigotluk kaybr (LOH) gibi molekuler
duzeydeki degisikliklerin, hastalarin énemli bir bolumuntn periferik kan

hlcrelerinde de oldugu bildirilmistir (52).
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Tablo 2.18. Kanserin Genetik Yapisi (51)

Bir kanserin sporadik olarak bireylerde izlenmesine ya da herediter
bir 6zellik gostererek bir ailenin bazi bireylerinde tekrar etmesine

bakilmaksizin, kanser genetik bir hastaliktir.

Kanser baslangicinda etkisi olan genler:

- Hucre proliferasyonunda sinyal iletiminde yer alan proteinleri
- Kontakt inhibisyonun olusumunda yer alan hticre bilesenlerini
- Mitotik siklis duzenleyicilerini

- Programlanmis hucre olumu bilesenlerini

- Mutasyonlarin  tanimlanmasi ve tamirinden sorumlu olan

proteinleri

kodlayan genlerdir.

Kanser olusumundan sorumlu mutasyonlar:

- Bir proto-onkogenin bir allelinin iglev kazandiran mutasyonla

etkinlesmesi

- Bir tumor baskilayici genin bir allelinin basat olumsuz (dominant

negatif) mutasyonu ya da her iki allelin iglev kaybi

- Genlerin yanlis ifadelenmesine ya da yeni bir iglevsel 6zellik
kazanmasina yol acan kimerik genlerin olugsumuna neden olan

kromozomal translokasyonlardir.

Donusum bir kez basladiginda; sitogenetik yapinin korunmasindan
ve DNA’da olusabilecek hasari tamirden sorumlu hicresel
mekanizmalari kodlayan genlerin mutasyonu ya da epigenetik

sessizligi seklinde ek genetik hasarlarin biriken etkisiyle kanser

yayginlasir.
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2.3.1.Tumor Gelisimi

Tumor, bir diger adiyla neoplazi, yeni buyluyen ve yeni olugsan
anormal doku kitlesidir. Buyumesi normal doku buyUmesine Kkiyasla
fazladir ve aralarinda bir baglanti yoktur; olayin baslamasina neden olan
ve kendisine uyari kalktiktan sonra bile bliyimeye devam eden anormal
doku Kkitlesidir. BUyume amagsizdir ve otonomi gozlenir. Tumor
gelisiminden sorumlu faktorler; proto-onkogenler (onkogenler), timor
supresor genler, replikasyon hatalarini belirleyip onaran genler (mismatch
repair genler) ve telomeraz genlerin aktivite kusurlari ile genetik
materyalde bir bozukluga bagli olmaksizin hatali gen ekspresyonuna

neden olan epigenetik degisikliklerdir.

2.3.1.1.0nkogenler (proto-onkogenler)

Onkogenler genomda aktif olarak bulunan protoonkogenlerin
mutant formlaridir. Bugune kadar 80’den fazla protoonkogenin her birinin
onkogenik potansiyel gostererek cesitli kanser olugsumlarinda rol aldigi
saptanmigtir. Onkogenlerin kanser gelisimindeki roli 60’h yillardan itibaren
ortaya konmustur ve kanserin molekuler temelleri hakkinda ilk bulgular
tumor viruslari ile yapilan arastirmalar sonucunda saglanmig, onkogen
olarak adlandirilan belirli genlerin hucreleri transforme etme yetenekleri
oldugu gosterilmistir. Ancak bdyle olsa bile insan kanserlerinin buyuk
¢ogunlugu viruslarin etkisiyle degil radyasyon ya da kimyasal karsinojenez

gibi bagka nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir.
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2.3.1.2.TUmor Supresor Genler (TSG)

Tipki onkogenler gibi tumor stpresor genler de hicre gogalmasinin
dizenlenmesine katilan molekiiller sifrelerdir. Fakat onkogenler ile timor
stpresor genlerin farki; onkogenler aktif olduklarinda kansere neden
olurken, tumoér genler ise calismadiklarinda yani inaktif olduklarinda
kansere neden olur. TUmor slUpresér genlerin esas fonksiyonu timor
olusumunu engellemek degil, hucre budyumesini kontrol etmektir.
Knudson’un c¢ift mutasyon hipotezi de bu ifadeyi desteklemektedir. Bu
teoriye gore herediter olan olgularda bir genetik degisiklik ebeveyinlerden
birinden gelir ve tiim somatik hiicrelerde vardir. ikinci mutasyon ise ilk
mutasyonu da tasiyan hdcrelerin herhangi birinde meydana gelir. Sporadik
vakalarda ise her iki mutasyon ayni tek hucrede somatik olarak vardir. Bu
hipoteze en iyi ornek retinoblastom (RDb) geninde acgiklanmistir. Mutant
kalitsal Rb geni tasiyan (Rb lokusu igin heterezigot olan) ¢ocuk saglkh
olmakla birlikte kanser gelisme riski yuksektir; mutant allel homozigot
oldugu zaman retinoblastom ortaya c¢ikar. Kisacasi TSG'ler, hucre
dongusunu kontrol ederler ve onarilamayan herhangi bir DNA hasari
oldugunda hucreyi apopitozise sevk eder. Tumor gelisimi i¢in her iki
allelde de mutasyon gereklidir; saglam allelin kodladigi protein tumor

gelisimini dnlemek icin yeterlidir.
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2.3.1.2.1. Hicre Yuzeyinde Etkili Olan Tumor Stpresér Genler

Hucrenin buyume ve davranisini duzenleyen hucre yuzeyinden
salinan cesitli molekdller vardir. En 6énemlileri Transforme edici bluyime
faktor-beta (Transforming Growth Faktor=TGF-R), Kadherin ve Silinmis
kolon kanseri (Deleted Colon Cancer= DCC) geni sayilabilir. TGF-beta
blylumeyi engelleyici faktordir. Kadherin hicresel adezyonu saglar. DCC
geni ise hucre-hucre ve hucre-matriks iligkisini saglar ve ¢evreden aldigi
uyari ile hicrenin buylime ve diferansiasyonunu diizenlemekle gorevlidir.
TGF-beta buyumeyi engelleyen genlerin transkripsiyonunu regule eder.

Buradaki mutasyon pek ¢cok timorde gorulmektedir.

2.3.1.2.2. Uyar lletim Sistemini Dizenleyen Timér Sipresér
Genler

TUmoOr suUpresor genlerin etkili oldugu bir diger alan buyume
sinyalini azaltmaktir. Norofibromin 1 (NF1) geni ile Adenomatoz polipozis
koli geni (APC) bu kategoridedir. NF1’de ve APC’de germline mutasyon
beniyn timorlerle ve karsinom onculeriyle iligkili bulunmustur. Anormal
APC geni vakalar ile dogan bir kiside bir mutant allel vardir ve yasam
sirasinda da pek ¢ok polip gelismektedir. TUumor gelisimi igin yeterli
degildir; ikinci allelin de mutant olmasi gerekmektedir. Adenomdan kanser
gelisimi de ek mutasyonlarla mumkundur. Sitoplazmada lokalize olan APC
geninin iligkili oldugu proteinlerden biri de beta katenindir. Beta katenin

cekirdege ulasip transkripsiyon faktorlerini etkileyebilmektedir. APC’nin
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gorevi katenini yikmak ve sitoplazmada az bulunmasini saglamaktir. APC
gen inaktivasyonu veya kaybi katenin seviyesini artirir ve hucre
proliferasyonu meydana gelir. Bazen Katenin mutasyonu da
olabilmektedir. Mutant katenin APC’nin yikici etkisine direng gostererek
yine hucre proliferasyonuna neden olmaktadir. Bu sebepten dolayi bazi
kanser vakalarinda APC geni aktif olsa bile timor gelisimi gérilmektedir.
NF1 geni de APC gibi davranmaktadir. Bir mutant alleli olan bireyde
sayisiz norofibrom gelismekte, 2. kopyasinda mutasyon olunca veya ek

mutasyonlarla maliyn timor olabilmektedir (93).

2.3.1.2.3.Cekirdekte Etkili Olan Tumor Stpresoér Genler

Cekirdege lokalize olan tumor supresor genler Rb, p53 ve WT1'dir.

e Retinoblastom (Rb) Geni: ik taninan timor siipresér gendir.
Hucre déngusunde anahtar role sahiptir. Her hicre tipinde ifade
edilir. Aktif ve inaktif formu vardir. Aktif formunda hucre
siklusunda G1 fazindan S fazina gecgerken siklusu duraklatma
goérevi vardir. S fazina giren hacreler bolunmeye baslar.
Retinoblastom geninin bu etkilerinde onemli rol oynayan bir
faktor de E2F proteinidir. E2F ile bagli olan Rb proteini fosforile
olunca E2F’yi serbest birakir ve serbest kalan E2F
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile hicrenin S fazina
girmesini saglar. Retinoblastom proteini yoklugunda veya

E2F’nin regllasyonu bozuldugunda hicre déngusunin kontrol
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mekanizmasi bozulur ve hucreler surekli S fazina girer. Bununla
birlikte Rb goérev vyapti§i slUrece indirekt olarak onun
fonksiyonunu dizenleyen Urdnler olan siklinler, siklin bagimli
kinaz (SBK)lar da ve SBK inhibitérlerinde gerceklesen
mutasyonlar da Rb kaybinin yarattigi etkileri taklit ederek
hicreye zarar verir. Sonu¢ olarak hicre déngusu kontrollnin
kaybr maliyn transformasyonun merkezidir ve siklusun 4
anahtarindan en azindan birinin mutasyonu gerekir. Bunlar Rb,

siklinler, SBK’lar ve SBK inhibitérlerinden p16’dir.

G1 Slkﬁln L
parcalanmasi .«

Gy COK ¥ Q S sikiin

S CDK

s T M siklin

Ve

S0

M siklin parcalanmasi M CDK S siklin parcalanmasi

Sekil 2.2. Hicre Siklusu: Siklin ve siklin bagiml kinazlar ile kontrol edilen

hdcre siklusu G1—-S—G2—M evre sirasi ile gergeklesmektedir.
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P53 Geni: Tumorlerde en sik genetik degisikligin gergeklestigi
gen adayidir. Neredeyse %50’den fazla timodrde p53 geninde
mutasyon varhgr s6z konusudur. Daha nadir olarak bazilari
p53’0 kalitsal sekilde mutant allel olarak bulundurmaktadir.
Retinoblastom geni gibi bir mutant allelin kalitimi kisinin maliyn
tumor gelistirmesi igin predispozandir ¢unki sadece tek bir
mutasyonun normal olan ikinci alleli bozmasi yeterlidir. P53
geni cekirdekte lokalizedir ve diger genlerin transkripsiyonunu
kontrol etmek primer gorevidir. Bu anlamda ¢ok onemli bir rol
ustlenmektedir. Rb aksine hucre siklusunun bekgiligini yapmaz.
P53’Un hucre siklusunu durdurmak igin ¢agiriimasi ancak DNA
hasari, radyasyon, mutajenik kimyasallarla temas oldugunda
s6z konusudur. Genetik materyal zarar goérdiginde duragan
p53 harekete gecer. ki ana gérevi vardir: Hicre siklusunu
durdurmak ve apopitozisi uyarmak. P53 ile induklenen siklus
durmasi G1 fazinin ge¢ déneminde ve p53 bagimh SBK
inhibitorleri araciligi ile gerceklesir. SBK inhibitorlerinden bu iste
gorevli olani p21’dir. Siklin/SBK kompleksini inhibe eden p21
proteini, S fazina girmek igin gerekli olan Rb fosforilasyonunu
engeller. DNA hasari tamiri igcin zaman taninir. DNA hasari
basari ile tamir edilirse p53 etkisi sonlanir. Eger DNA hasari

tamir edilemezse apopitozisi uyaran genler gérevilendirilir. P53
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genin homozigot mutasyonu DNA’nin tamir edilememesine

neden olarak maliyn transformasyona egilim yaratir.

2.3.1.3.Heterozigosite Kaybi (Loss of Heterozygosity-LOH)

TUmOr supresor genlerden birinin sahip oldugu allelerden birisinde
mutasyon varli§i sonucu genin islevini yitirmesi fenotipe yansimayacaktir.
Bu durumda diger allel rutin gorevi olan tumor baskilayici islevini yerine
getirmeye devam edecektir. Bu sekilde her iki allelin birbirinden farkli
olmasi durumu “heterozigot” olarak adlandirilir. Daha sonraki asamada
saglam allelin de kaybi ya da mutasyonu gelismesi halinde heterozigot
olma durumu kaybedilir. Bu olay heterozigosite kaybi (Loss of
Heterozygosity= LOH / homozigotluga indirgenme) olarak
adlandiriimaktadir. Heterozigosite kaybi, tUmor supresor geninin fonksiyon
gbrememesi sonucu tumor gelisiminin baglamasina veya ilerlemesine
neden olmaktadir.

2.3.1.4.Hatali Eslesme Onarim Genleri (Mismatch Repair genleri-

MMR)

Genetik bilgiyi tasiyarak nesilden nesile aktarilmasini saglayan
DNA Uzerinde surekli olarak hasar olusmaktadir. Her bir insan hlcresinin
DNA’sinda gunde yaklasik olarak 104 adet kodlanmayan veya yanls
kodlamaya neden olan hasar meydana gelmektedir (53). Replikasyon
sirasinda ortaya cikabilecek hatalar ya da mutasyonlar MMR genleri

tarafindan fark edilerek onarilmaya calisir. Ancak bu genlerin kendilerinde

52



mutasyon meydana gelmesi halinde daha sonra olugacak mutasyonlarin
onarimini engelleyerek tumor gelisimine yol agacaktir.

Hatali eslesme onariminda tumor gelisimi i¢in her iki allelin de
mutant olmasi gerekir. Bugune kadar en c¢ok arastiriimis MMR genleri,
MLH1, MSH2, PMS1 ve PMS2dir. MMR genleri mutasyonlu olan
timorlerde her hicre bolinmesinde c¢ok sayida replikasyon hatasi
mevcuttur ve onarilamazlar. Genlerin bazi bolgelerinde kodlanmayan ve
mikrosatellit olarak adlandirilan 6zel DNA dizileri vardir. Mikrosatellit
yapilari canli turlerinde ve bireyden bireye farklihk gosterseler dahi bir
bireyin tUm hucrelerinde aynidir. Bu bdlgeler MMR gen kusurlarindan ilk

etkilenen yerlerdir ve sonugta mikrosatellit instabilitesi ortaya gikar.

2.3.1.5.Telomeraz Aktivitesi

Kromozom uglarinda stabilizasyonu saglayan 6zel DNA dizileri
mevcuttur. Bu diziler 6zellesmis TTAGGG seklinde yapilar olup telomer
olarak adlandiriimaktadir. Gorevleri kromozomlarin stabilizasyonunu
saglamak, u¢ uca fuzyonu engellemek ve degradasyondan korumaktir.
Hucre ¢ogaldikga ve yaslandikga telomer boyunun kisaldigi goruldr.
Telomeraz enzimi, teleomeraz geninin aktivasyonu ile sentezlenir ve

telomerin sabit kalmasini saglar.
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2.3.1.6.Epigenetik Degisimler

TUmor olusumuna neden faktorlerin en 6nemlilerinden biri, en son
ve en c¢ok gundemde olani ise epigenetik degisimlerdir. Epigenetik
degisiklikler genlerin sessizligine neden olarak kanser olusumunda rol

oynamaktadir.

2.4.KANSER VE EPIGENETIK

Hicrenin DNA diziliminde mutasyonlar (nokta mutasyonlari,
delesyonlar, insersiyonlar, gen flzyonlar, kromozomal tekrar
dizenlenmeler) insan yasami boyunca olmakta ve bu degisiklikler
birikmektedir. Mutasyonlar bazen iyi huylu olup somatik mozaizime, bazen
de kanser gibi 6lumcul hastaliklara sebep olabilmektedir (54-56). Bagka bir
deyigle kanser, surekli gerceklesen mutasyonlarin zaman igerisinde
birikerek, karmasik ve c¢ok faktérli mekanizmalar sonucunda normal
hdcrenin maliyn hiucreye donugsmesi seklinde tanimlanmigtir (57).

Epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmasi ve kanser etiyolojisinde
oynadiklari rolin kegfedilmesiyle bu klasik dugunce degisiklige ugramistir
(58,59). insan DNA’sinda 3,2 milyar niikleotid ve bunlarin da yaklasik
25.000 gen tasidigi bilinmektedir (60). Genetik bilgiyi tagiyan DNA, hlcre
cekirdeginde histon proteinleriyle  birleserek  kromatin  yapisini
olugturmaktadir. Kromatinin en kuguk fonksiyonel birimi olan
nikleozomlar, 147 baz ciftinin ikiser molekul H2A, H2B, H3 ve H4

proteinlerinin etrafini yaklagik 2 turla sarmasiyla olusur. Kromatin
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heterokromatin ve 6kromatin olarak ikiye ayirilabilir. Heterokromatin daha
yogundur ve aktif olmayan genleri icerir. Okromatin ise kismen daha
gevsektir ve aktif genleri icerirler (61). Kromatinin U¢ boyutlu yapisinin ve
Uzerindeki degisikliklerin genlerin aktif ve pasif hale ge¢gmesini etkiledigi
uzun yillardan beri bilinmektedir. Gelisen teknoloji ve uygun ekipmanlar
sayesinde son zamanlarda yapilan arastirmalarda histon proteinleri
Uzerinde olan bu posttranslasyonel degisikliklerin tahminlerden ¢ok daha
fazla sayida ve cesitlilikte oldugunun fark edilmesiyle, bu degisikliklerin
fonksiyonu arastimacilarin merak konusu olmustur.

1940 yilinda Condrad Hal Waddington tarafindan ortaya atilan
“Epigenetik” terimi, fenotipin ortaya c¢ikmasini saglayan genlerin ve
bunlarin Grunleri arasindaki etkilesim olarak tanimlanmigtir (62).
Gunumuzde ise epigenetik, gen ifadesindeki degisikliklere neden olan
mayoz ve mitoz bolinmeyle kalitilabilen mekanizmalari inceleyen bilim
dali, baska bir deyisle gen ekspresyonuna bagli kalitlsal bilgi olarak
tanimlanmaktadir. Epigenetik mekanizmalar tersinirdir; birey kendi
epigenetik profilini degistirebilmekte ve olusturdugu epigenetik profili bir
sonraki nesle aktarabilmektedir (63,64). DNA diziliminde degisikliklere
neden olan genotoksik mekanizmalarin aksine epigenetik mekanizmalar
DNA dizilimini degistirmeden gen ifade seviyesini duzenlemektedir. Daha
aciklayicl olarak ifade edilirse bazi genlerin ifadesinin kontroll
epigenetigin gorevidir ve bunu DNA'nin temel yapisini degistirerek degil,

DNA ile baglantili olan kromatin proteinlerini ya da DNA’yi etkileyerek
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gerceklestirir.  Yani epigenetik, transkripsiyon faktérlerinin DNA'ya
ulasmasini engelleyecek mekanik degisiklikler olusturarak gen ifadesini
kontrol eder. Organizmalarda meydana gelen X kromozomu
inaktivasyonu, genomik baskilama, kromozomal kararsizlik, hucre
faklilasmasi ve gen ifadesi seviyesi gibi olaylar epigenetik mekanizmalar
tarafindan dizenlenmektedir.

Bununla birlikte gida, annenin davranislari gibi ¢evresel faktorler
de epigenetik mekanizmalari kolayca etkileyebilmektedir (65). Epigenetik
mekanizmalar, ayni ortamda buyuyen ve ayni genetik yapiya sahip iki
bireyin nasil farkh fenotiplere sahip oldugunu aciklar (66). DNA, cekirdek
icerisinde histon proteinleri ile birlikte nikleozom birimlerini olusturur ve
boylece genetik materyal, duzenli bir bicimde paketlenerek kromatin yapisi
meydana gelir. Kromatin yapisinda kovalent ve kovalent olmayan
modifikasyonlar gerceklesir. Yuksek yapili Okaryotlarin ¢odunda ise
DNA’nin kendi kendini kovalent olarak degistirmesi mumkuindur. Bunu
sitozin bazlarinin metilasyonu ile gergeklestirir. Bu mekanizmalarin hepsi
birbiriyle i¢c ice gecmis yolaklari igerir ve kromatin yapisindaki
varyasyonlari olusturur. Bu nedenle tamamen ayni olduklari dusinulen tek
yumurta ikizlerini birbirinden ayiran molekuler mekanizmalar epigenetigin
bir Grinaduar. Ayrica kardes kromatitlerin Gzerindeki epigenetik farkliliklarin
gen ifade duzeylerine farkliliklara sebep olabilecegi dusunulmektedir (67).
Hatta epigenetik mekanizmalarin, karsinogenezin ilk safhalarinda yogun

olarak meydana geldiginden kanser baglangicinda etkili oldugu

56



dusunulerek epigenetik temelli kanser tedavi yontemlerinin gelistiriimesi

yeni hedef haline gelmigtir (68,69).

R

Histon Deasetilasyonu ™

Proto-onkogen

4 A
Aktivasyonu
Gevresel Faktorler '
Besinler

’ velveya
Genetik Faktorler
Yaglanma Timér
Hastaliklar

. J

Promotor Metilasyonu
Baskilayici Gen

inaktivasyonu

KANSER <

Sekil 2.3. Epigenetik mekanizmalarin kanser gelisimindeki roll (72)

2.4. KANSER VE GENETIK

Epigenetik mekanizmalar transkripsiyonel ve post transkripsiyon
olmak Uzere iki temel mekanizma igerir. Transkripsiyonel mekanizmalar;
histon modifikasyonlari ve DNA metilasyonu ile epigenetik regulasyonu
genomik imprinting, X inaktivasyonu ve genomun Yyeniden
programlanmasinda gorev almaktadir. Post—transkripsiyonel mekanizma,;
RNAi esas olarak transkripsiyon duzenleyicilerinin DNA’ya erigimini

etkilerler. Fosforilasyon, ubiqutinasyon, yuksek mobiliteye sahip histon
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olmayan (non-histon) proteinlerin varhg ve asetilasyon ise;
nikleoproteinler  dizeyinde (histon-nonhiston) yapilan epigenetik
modifikasyon mekanizmalari olup gen ekspresyonu farklilasmasinda rol
alan en onemli mekanizmalardir.

Ayrintili epigenetik mekanizmalar sekil 2.4’de belirtilmistir.

FPIGENETIK MEKANIZMALAR
I I

Dogrudan Etki Edenler Dolayh Olarak Etki Edenler
| |
DNA modifikasyonlan Kromatin modifikasyonlan  Post-transkripsivonel modifikasyonlar

I | (mRNA sessizlestirmesi)

1. DNA metilasyomm

) Kovalent ohmavan Kovalent histon ~ Kovalent olmayan

B DNA mo diﬁkaiwo ot modifikasyonlan  modifikasyonlar

3. Transkeipsiyon 1. Asetilasyon 1. Histon takaslari

faktirleri ile dizenlenme

2. Metilasyon 1. Histon eklenmesi

3. Fosforilasyon 3. Kromatin onarmm

4 Ubikitlasyon 4. Kodlama yapmayan RNA
ile ethilesim
5. Sumovlasyon
5. Diger faktétlerle etkilesimler

6. Uzun mesafe kromozomal
etkilesimler

Sekil 2.4. Epigenetik mekanizmalar
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En 6nemli epigenetik mekanizmalar t¢ ana baslikta toplanabilir
e DNA metilasyonu
e Histon modifikasyonlari

¢ RNA ile indliklenen sessizlesme (RNA-induced silencing)

Kromozom Kardeskromatid

Histon :
modifikasyonlar1 :

RNA interferens

PR €\ Me
> °\4/\ o I
VG
% § e

Sekil 2.5. Baglica epigenetik mekanizmalar (70)
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2.4.1. Epigenetik Mekanizmalar

2.4.1.1. Histon Modifikasyonlari

e Histon asetilasyonu / deasetilasyonu

e Histon metilasyonu

e Serin veya treoninlerin fosforilasyonu

¢ Histon ubiquitinasyonu

e Glutamik asitlerin ADP-ribozilasyonu ve ubikitilasyon

TUum bu mekanizmalar, kromatin yapisinda degisiklikler olusturarak
transkripsiyonu dizenleyici komplekslerin DNA’ya ulasabilirligini etkilerler.
Ayrica birgok histon modifikasyonu geri dontsumlidir ve modifikasyon
seviyesi ile transkripsiyon seviyesi siki iligki igerisindedir. Bes adet olan
histon proteinleri DNA’'nin paketlenmesinde goérev alirken, nukleozomdan
disariya c¢ikinti yapan bazik NH2 (amino) terminal uclari bir takim post-
translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. Bu modifikasyonlar arasinda;
histon asetil transferazlar tarafindan asetillenme ve histon metil
transferazlar tarafindan metillenme yer almaktadir. Bu enzimler araciligi ile
kromatinin yapisi degistirilirken gen regulasyonunda 6nemli rol oynarlar.

Asetilasyon ile histondaki pozitif ylik (+) nétralize edilirken histonun
DNA’ya olan elektrostatik etkilesimi zayiflatilir. Histon modifikasyonlari
kromatinin Okromatik ya da heterokromatik durumu gozetilerek gen
aktivitesi ya da inaktivitesinde belirte¢ olarak kullanilabilir. H3 ve H4 histon
lizin rezidulerinin asetilasyonu, aktif gen ¢alismasi yani 6kromatik durumla
gosterilebilirken, deasetilasyon ise kromatinin daha siki paketlendigi

heterokromatik durum ile izah edilebilir. Histon lizin metilasyonu ise,
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asetilasyonun tersine, hangi rezidude olduguna gore aktivasyon ya da
inaktivasyonla  sonuglanabilir. Bu yolla, histonlardaki ozgul
modifikasyonlar, transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif kromatinin
belirlenmesinde  bir ¢esit belite¢ olarak kullanilabilir.  Histon
modifikasyonlari, DNA metilasyonu ile birlikte calisarak gen ifadesinin
duizenlenmesinde o6nemli rol alirlar. 5-metil sitozin varhidi, bulundugu
kromozom bdlgesinde lokalize olan genlerin sessizlesmesine yol acar.
Hucrede pek c¢ok mekanizmanin duzenlenmesinde replikasyon,
transkripsiyon, DNA tamir, rekombinasyon ve gen transpozisyonunda

gérev alir.

2.4.1.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, gen baskilanmasiyla baglantili olan bir
mekanizmadir. Uzerinde en fazla c¢alisma vyapilan ve ilk bulunan
epigenetik degisiklik DNA metillenmesidir (71,72). DNA metilasyonu
kovalent kimyasal bir modifikasyondur ve sitozin halkasinin 5.
pozisyonundaki karbon atomuna bir metil grubunun (-CH3) eklenmesiyle

gergeklesir (73). (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6. CpG metilasyon mekanizmasi,

(A) Sitozin bazindaki nukleotidleri iceren CpG adacidi, (B) DNMTlar tarafindan
katalizlenen CpG adasI metilasyonu; S-adenozil metiyonin (SAM-CH3)'den sitoz bazina
metil grubu transferi.

Normalde DNA’da bulunan sitozin, en sik gbzlenen mutasyon
mekanizmalarindan biri olan deaminasyon sonucu urasile donusur ve bir
RNA bazi olmasi nedeniyle onarim mekanizmalarinca (urasil glikozilazlar)
taninarak onarilmaktadir. Buna karsilik metilsitozinin  kendiliginden

deaminasyonu sonucu olusan timin, normalde de DNA’da bulunan bir baz
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oldugu igin onarim mekanizmalarindan kagar. Bunun sonucu baslangigta
DNA cift zincirinde bulunan C-G ikilisi T-A ikilisine dénusmesiyle
sonuglanir (74). Sitozin nukleotidinin metillenmesi, gen ifadesi ile direkt
bagli olup birgok Okaryot canlinin gelisiminde, normal ve hastalik
durumunda buyulk rol oynar (75). CpG adaciklari ise genlerin promoter
bélgelerinde bulunan, yaklasik 500 baz ¢ifti uzunlugunda ve %55'den fazla
CG igeren, metilasyon orani disik olan korunmus dizilerdir (76). DNA
metilasyonu, genellikle genetik suskunluga sebep olmaktadir (77). Kisaca
CpG adalarinin metilasyonu; gen delesyonu ya da inaktive edici
mutasyonlara esdeger fonksiyon ile genin susturulmasina neden olur. Bu
adaciklarin belirli gruplarinin metilasyonuna normal dokuda rastlansa da
genellikle normal hiucrelerde metillenmemis halde bulunmaktadir.

Anormal DNA metilasyonun;

e hipometilasyon

e hipermetilasyon

e baskilama kaybi olmak Uzere Ug taru vardir.

Tarihsel olarak kanserlerde saptanan ilk epigenetik anomali
hipometilasyondur. Hipometilasyon kromozomal instabiliteye ve bazi
protoonkogenlerin  ekspresyonunda artisa sebep olmaktadir (78).
Hipometilasyon ve gen ekspresyonu arasindaki bu ters iliski akciger ve
kolon kanserlerinde k-ras proto-onkogeninde gosterilmigtir  (79).
Tumorlerde siklikla hipometilasyon gozlenen diger bdlgeler ise

retrotranspozonlar ve SINE (‘short interspersed nucleotide elements’) ve
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LINE-1 (‘long interspersed nucleotide element type 1’) tekrarlanan
bdlgelerdir. DNA metilasyonu DNA’nin siki bir sekilde paketlenmesinde rol
oynamaktadir. Bu siki paketlenmeden dolayl ornegin, transpozonlarin
genom icerisinde hareket etmeleri engellenmis olmaktadir. Ancak,
metilasyon kaybi ile DNA siki bir gekilde paketlenemeyeceginden
transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal instabiliteye
neden olmaktadir. Ayrica, DNA onarim genlerindeki anomaliler de
kromozomal instabiliteye neden olmaktadir (80).

Promotor bdlgelerde CpG adasi hipermetilasyonu, normalde
metillenmemis olarak bulunan bagta tumor baskilayici genler olmak Uzere
genomda hayati fonksiyonu olan pek ¢ok genin (DNA tamir genleri, hicre
siklus regulatorleri, apopitozis ve detoksifikasyonla iligkili genler gibi)
hipermetilasyon ile sessizlestirilerek fonksiyonlarinin kaybina sebep olur.
ik olarak, 1993 yilinda sporadik retinoblastomda retinoblastoma (Rb) (81)
geninde hipermetilasyon gozlenmis olup, bunu takiben von Hippel Lindau
(VHL) (82), CDNK2A (p16) (82), ve ozellikle son 20 yilda bircok gende
hipermetilasyon oldugu kanser ile ilgili ¢alismalarda gosterilmistir.
Kanserde hipermetilasyonda rol oynayan genler; hicre siklusunun
regulasyonu (p16, p15, Rb, p14), DNA tamir sistemi (BRCA1, MGMT (O
(6)-metilguanin-DNA metiltransferaz), apopitozis (6lumle iligkili protein
kinaz-DAPK), transmembran segmenti-TMS1), ilag direnci,
detoksifikasyon, anjiogenez ve metastaz gibi olaylardan sorumludur.

Bununla birlikte; RASSF1A ve pl16 gibi belirli genler bir ¢ok ¢esit kanserde
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siklikla metile halde iken, diger genler ise sadece bazi spesifik kanserlerde
metiledir. Ornegin; nazofarengeal, bas-boyun, akciger, mide, meme,
seviks, renal karsinomlarda ve lenfomalarda DLECL1 (84), 6zellikle B hicre
lenfomalarinda FOXO1 (85). CpG adalarinin metilasyonunun timor
gelisiminin 6zellikle erken dénemlerinde énemli oldugu, kanser i¢in zemin
hazirladigi, kanserin prognoz, ve vyayllim hizina etki ettigi
dusunulmektedir. Bu durum bir tumor gostergesi olarak metilasyonun
onemini vurgulamaktadir. Yeni nesil Sekans (NGS-Next Generation
Sequence) gibi yeni yontemler kullanilarak yapilan arastirmalar
sonucunda normalde metillenmemis durumdaki CpG adaciklarinin %5 ile
%10’unun gesitli kanser turlerinde anormal metillendigi gosterilmigtir (86).
Memelilerde DNA metilasyonunun gorevini anlamak igin model
olarak fare kullaniimigtir. Bu modelde, primordial germ hucreleri,
embriyonik kok hucreler ve blastosit hucrelerinin  Olgulebilir DNA
metilasyonu olmadan normal bir sekilde gelistikleri gorulmustur. Ancak kok
hacreler farklilagsmaya basladigi donemde DNA metilasyonu kusursuz
gelisim icin gerekli hale gelmektedir. Anne ya da babadan kalitilan spesifik
genlerden yalniz birinin ifade olmasi anlamina gelen gen damgalanmasi
(genomic imprinting) de DNA metilasyonunu icermektedir. Sitozin
metilasyonu ayni zamanda X-kromozom inaktivasyonundan da
sorumludur. DNA metilasyonunun ayni zamanda yaslanma surecini de
icerdigi dusunulmektedir. Konak memeli hicrelerinin genomuna birlegtiren

viral  DNA’nin metilasyon tarafindan inaktivasyona ugratilmasi, bu
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yontemin enfeksiyon ajanlarina kargi bir koruma mekanizmasi olarak
gérev aldigini gostermektedir. (87) DNA metilasyonunun normal ve

kanserli hiicrelerle iliskisi Sekil 2.7°de 6zetlenmisgtir.

Aktif ve inaktif durumlarda

kromatinin dogru erganizasyonu
N
0 X- Kromozom inaktivasyonu Dokuya spesifik metilasyon
R
M
A
L
H Parazitik hiicrelerin Genomik impirinting
t sessizlesmesi
C
R
' II- _II
K
A
N
8
E
R Tiimdr baskilayici genlerinin Global genomik hipometilasyon 5-mC kalinfilan
CpG adalarinda hipermetilasyon
H
C
C
R
E
S plé/Rh, p53/pld ve APC/R-katenin Kromozomal instabilite 5-mC — T mutasyonlarinin
i yvolaklarinin hozulmas, Anoploidi kendiliginden olusumu
Mutasyon onarim mekanizmalarinda Transpozonlarn aktivatasyonu
bozukluklar, Proto-onkogenlerin aktivasyonu

\_ Apoptozun kaybi

Sekil 2.7. Normal ve kanserli hicrelerin DNA metilasyonu ile iligkisi (75).
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Promoter bdlgelerinde ve ilk ekzonlarda bulunan, %60-70 oraninda
guanin ve sitozince zengin olan CpG adalari genellikle tim normal
dokularda metile degil iken impirinting genler ve inaktif X kromozom
genlerinde metile halde bulunur. Metillenmemis durumunda bulunan CpG
adalarindaki yeniden metillenmeler yaslanma sureci ve kanser gibi bazi
hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda ©6nemli rol oynamaktadir. DNA
metilasyonununda DNA metiltransferaz (DNMT) ve s-adenozil metiyonin
(SAM) 6nemli rol oynamaktadir. DNMT’ler, SAM tarafindan saglanan metil
grubunu sitozinin 5. konumundaki karbona aktaran enzimlerdir. Simdiye
kadar memelilerde 5 tip DNMT enzimi saptanmis olup; bunlar DNMT1,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve onun izoformu olan DNMT3L’dir (88).
DNMT1, gergek metiltransferazlar olarak da bilinir ve replikasyon sirasinda
daha o©Once metillenmis halde bulunan sitozin bazlarini tanima ve
metilasyonu yavru hucrelere aktarma yani metilasyonun korunmasini
saglama Ozelligine sahiptir. DNMT1, yari-metillenmis DNA bdlgelerine
baglanir. DNMT3a ve DNMT3b de novo metiltransferaz aktivitesi gosterir
ve erken embriyogenez gelisim doneminde onemli rol oynarlar. Yari-
metillenmis ve hi¢c metillenmemis bdlgelere baglanarak metilasyonu
gerceklestirirler. DNMT3L ise; DNMT3a ve DNMT3b enzimleri ile iligkili
olup de novo DNA metilasyonunu induklemektedir. DNMT2’nin diger metil
transferazlar gibi korunmus olan metiltransferaz motifini  tasidigi

gosterilmig olup, ancak aktivitesi gorulmemistir (89).
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SAM birgcok metilasyon reaksiyonunun metil vericisidir. Artisi DNA
metiltransferazlari aktive eder, hipermetilasyonu tetikler ve global
hipometilasyona karsi genomu korur (90). DNMT’lerin etkisiyle SAM’'dan s-
adenozil homosistein (SAH) olusur; SAM/SAH orani metilasyon
durumunun metabolik gostergesi olup metilasyon potansiyeli olarak da
ifade edilir (91).

DNA Metilasyonu ve Gen ifadesinin Diizenlenmesi: Bir genin
metillenme derecesi ile ifade edilme derecesi arasinda ters bir iligki vardir.
Yani, disuk derecedeki metilasyon ylksek oranda gen ifadesi ile ve
yuksek derecedeki metilasyon ise dusuk oranda gen ifadesi ile
baglantihdir (Sekil 2.8). Huicre farkhlasmasiyla beraber farkli dokularda
farkli genlerin ifade edilmesinin temelinde bu dizenlenme yatmaktadir.
Ayrica metilasyon dokuya 6zgudur ve bir kere gerceklesince o dokunun

butin hicrelerine aktarilir.

DNM\T1/3a/3b Tetl2/3
S-sitozin S.matilsitozin S-hidroksilmetilsitozin

" C ‘:~:§ —OI‘:

S -

- 5-mC

5-kmC

Geanlare ait kodlar .
De.\l.’i.-\rﬁez?finge Gen ifadesi!! ‘, Gen ifadasi!! T

Sekil 2.8. Normal DNA metilasyonu ve gen ifadelenmesi
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2.4.1.3. RNA ile indiiklenen Sessizlesme (RNA-induced silencing)

RNA’larin, histon modifikasyonlarinin ve DNA metilasyonunun
baglamasi igin itici gu¢ olusturdugu, bu sayede heterokromatin bolgenin
olusumuna katkida bulunarak kalitsal olarak sessizlestiriimesini sagladigi

dusunulmektedir (76).

2.4.2. Epigenetik Tedavi

Son yillarda, insanlarda goérilen c¢ogu hastaligin epigenetik
temellerinin  oldugunun anlasiimasi Uzerine, epigenetik hatalarin
duzeltiimesi amaciyla yuratilen ilag arastirma-gelistirme calismalari hiz
kazanmigtir. Tumorlerdeki epigenetik degisiklikler potansiyel olarak DNA
metilasyon inhibitorleri veya histon deasetilasyon inhibitorleri ile geri
dondurilebilmektedir.  Boylelikle inaktive ediimis olan  TSG’lerin
aktivasyonu saglanacaktir. Bu nedenle timor hacrelerinde gérulen CpG
adalarindaki metilasyon tedavi i¢cin hedef durumuna gelmigtir. DNA
metilasyonunun  kaldiriimasinda i goren  5-aza-2'-deoksisitidin
(Decitabine, DAC) ve 5’-azasitidin ajanlari DNA metiltransferaz (DNMT)
enzimleri Uzerinden etki etmektedir. Hematolojik timorlerde DNA
metilasyon inhibitérleri umut veren sonuglar ortaya ¢ikartmistir. Fakat bu
yararlarin, tam olarak epigenom uzerindeki etkilerden mi kaynaklanip
kaynaklanmadigi henlz tam olarak belirlenemedigi icin temel

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir (76).
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2.4.3. Metilasyon  Yoluyla Etkisizleserek  Cocukluk  Cagi
Lenfomalarinin  Etyopatogenezinde Rol Oynadigi One

Surllen Tumor Baskilayici Genler
Normal lenfoid gelisim basamaklarindaki metilasyon &rnekleri
evrelendirmeye 6zgudur (94). Normal metilasyon surecleri dogrultusunda;
lenfoid maliynitelerdeki DNA onarimi, apopitozis ve hicre siklusunu
dizenlenyen genlerin metilasyon sirasinda olusan degisikliklerinden
sorumlu aday genler gdosterilmistir (95-101). Genis skala DNA metilasyon
teknolojileri  kullaniminin  artmasinin  bir sonucu olarak, lenfoid
maliynitelerin en az bir tipinde yuzlerce metilasyon degisiklikleri
saptanmistir. Bu genleri tanimlamak, kromatin mimarisinin ana yapisinin
gelistirilebilmesi ve devaminin  saglanmasi agisindan, maliynite
gelisiminden sorumlu olabilecek sinyal yolaklarinin belirlenebilmesi ve
biyobelirteg geligtirilebilmesi igin onemlidir. CDKN2A, PU.1 (SPI1),
PRDX2, DLEC1, FOXO1, KLF4, DAPK1 genlerinin metilasyon yolu ile
epigenetik sessizlesmesinin etyopatogenezde rol aldigini gosteren

calismalar bulunmaktadir.

2.4.3.1. CDKN2A

CDKN2A hicre siklus duzenlenmesinde timor baskilayici gen
olarak 6nemli rol oynamaktadir. Son vyillarda yapilan galigmalarda Burkitt
lenfoma patogenezinde bu genin metilasyonunun rol oynadidi 6ne

surdlmustir. Robaina ve ark. (105) yaptigi 51 vakalik bir c¢alismada
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olgularin %72 sinde CDKN2A metilasyonu saptanmistir. Aslinda hicre
siklusunda bir nevi tumor baskilayici genler gibi fonksiyon goren p15, p16,
p21, p27 gibi CDK inhibitérlerinden bu yolak ile iligkili olarak real-time PCR

ile dlgtlen p16INK4A ekpresyonu %41 olguda saptanmamistir.

2.4.3.2. PU1 (SPI1)

Apopitozisde transkripsiyon faktori olarak gérev alan ve klasik
HL'de ifadelenmesi azalmis olarak Dbelirlenen PU.1  geninin
hipermetilasyonu ile hiicre siklusunun G1 fazinda duraklayamadigi, (G1
arrest) hemen S fazina girerek mevcut timoér supressoér etkinliginin

kaybolduguna dair bilgiler literaturde yayinlanmistir (102).

2.4.3.3. PRDX2

Miyeloid hlcrelerde buyume inhibitdri olarak gorev alan PRDX2’
nin metilasyonu ve transkripsiyonel susturulmasi ilk olarak AML
hastalarinda tanimlanmasina ragmen klasik HL'da da gosterilmistir.
Hodgkin lenfoma hulcre serilerinde PRDX2 hipermetilasyonunun varligi
tumor baskilayici etkinligin kaybolmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir

(106).

2.4.3.4. DLEC1
Kromozomun 3p22-21.3 bolgesinde yer alan ¢ok gesitli kanserlerin

erken molekller mekanizmalarindan sorumlu olan birgok gen
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tanimlanmistir. Wang ve ark. (84) ‘da DLEC1 geninin normal lenfoid
dokularda net bir sekilde ifade edilmesine karsin HL ve NHL’de bu genin
ifadelenmesinde %70 oraninda azalma veya tamamen sessizlesme
saptanarak aktif olarak gorev aldigi timor baskilayici mekanizmalar devre
disi kalmistir. Bu ekpresyon azligi ya da yoklugu gérulen hicre serilerinin

cogunun B hicrelerinden koken alan tip ve alt tipler oldugu belirtilmigstir.

2.4.3.5. FOX0O1

Normal hicre siklusunda ve apopitozisde transkripsiyonel faktor
olarak gorev alan ve B hucrelerinde yuksek miktarda eksprese edilen
FOXO1 geninin hipermetilasyonunun da klasik HL'de ve primer
mediastinal B hicreli lenfomada onkojenik transformasyonda rol oynadigi
gOsterilmistir. Bu mekanizmalar; hicre siklusunda iletim yolaklarindan
JAK-STAT yolu Gzerinden mitozun kontrolunde yer alan DNA baglayici bir
protein olan MYC onkogeninin agiri aktive olmasi ve programlanmis hicre
Olimdnd inhibe eden genlerden BCL-2 geninin yine aktive olmasi ile

meydana gelmektedir (85).

2.4.3.6. KLF4

Guan ve ark. B hucreli lenfoma hucre serilerinde 6zellikle de klasik
HL, diffuz bayuk B hacreli lenfoma, Burkitt lenfoma ve folikuler lenfomada
KLF4 geninin metile oldugunu gostermiglerdir. Bu genin promoterinin

hipermetilasyonunda ifadelenmesinin  azaldi§i  hatta  kayboldugu
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belirtiimistir. KLF4’ tn transkripsiyonel aktivatora olan PU.1 transkripsiyon
faktor ve B hticre proliferasyonunun inhibisyonunda FOXOL1 trankripsiyon
faktorinin iliskisi dusUndldiginde bu genin  epigenetik  olarak
susturulmasinin maliyn transformasyon goésteren hlicrelerin apopitozis ve
hdcre siklus kontrol mekanizmalarindan kagmasina yol acgarak B hucreli

lenfomalarda, 6zellikle de klasik HL'de etkin rol oynadigi belirtilmistir (103).

2.4.3.7. DAPK1

2000’li yillardan itibaren DAPK geninin HDL'lerde hipermetilasyonu
arastirma konusudur. DAP-kinaz (DAPK ya da DAPK1) serin-treonin kinaz
olarak gorev yapar ve p53’un direk ve indirek en dnemli substratlarindan
birisidir. Kristensen ve ark. diffiz biylk B hucreli lenfomali 119 hastanin
102’sinde bu genin hipermetile oldugunui géstermisleridir. Caligmalarinda
DAPK metilasyonunun istatiksel olarak anlamli bir oranda genel sag kalimi
ve hastaliga 6zgu sag kalimi azalttigini belirtmiglerdir. Boylelikle diffuz
buyuk B hucreli lenfomali hastalarda DAPK metilasyonunun kétu prognoz
kriteri olarak degerlendirilebilecegi kanisina variimistir (104).

Cocuk ve adolesan lenfomalarinda CDKN2A, PU.1 (SPI1), PRDX2,
DLEC1, FOXO1, KLF4, DAPK1 genlerinin metilasyon yolu ile epigenetik
sessizlesmesinin  etyopatogenezde rol aldigini gosteren c¢alismalar
olmakla birlikte, 6zgul bir lenfoma karakteristijine sahip olan Ulkemizde
cocukluk ¢agi lenfomalarinda epigenetik 6zellikler ve spesifik olarak tumor

baskilayici genlerin metilasyonu Uzerine yapilmig ¢alisma yoktur.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ SECiMi

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Sagligi ve Hastalklari
Anabilim Dali, Cocuk Onkoloji béliminde 2000-2015 vyillari arasinda
izlenen 42 HL, 15 NHL ve 41 maliyn olmayan lenf nodu proliferasyonu
(kontrol grubu) olmak Uzere, patolojik degerlendirmesi merkezimizde
yapilan toplam 98 birey calismaya alindi. Hasta izleminde kullanilan
dosyalar retrospektif olarak incelendi ve her hasta igin, hastalarin tani
yasl, cinsiyeti, predispozan faktorler, histopatolojik tanisi, primer
lokalizasonu, hastalik evresi, hastalik alt evresi, risk grubu, tutulum yerleri,
biyopsi yontemi, kemoterapi protokoll, kemoterapi kur sayisi, radyoterapi
varligi, lokalizasyonu ve doz miktari, izlem sduresi, relaps varligi ve
zamanli, progresyon varligi ve zamani ve nihai durumlari tespit edildi.

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim dalinda parafin
bloklari halen mevcut olan ve yapilacak incelemeler i¢in yeterli oldugu
dugunulen 98 hastanin genetik ¢aligmalari Digkap! Yildinm Beyazit EAH
Genetik Tani Merkezi'nde yapildi. iki érnekte DNA izolasyonu dokunun
yetersiz olmasi nedeniyle yapilamadi. Toplamda 41 HL, 15 NHL ve 40
maliyn olmayan kontrol grubu olmak Uzere 96 birey galismalara dahil
edildi. Hasta dosyalarinin incelenmesi ile tespit edilen 96 bireyde
CDKN2A, PU.1 (SPI1), PRDX2, DLEC1, FOXO1, KLF4, DAPK1 genlerinin
ekpresyon durumu ile hasta grubundan 30, kontrol grubundan 20 hastanin
metilasyon ¢alismasi gergeklestirildi.
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3.2. OLGULARIN iZLEMi

Calismaya alinan tim hasta ve kontrol grubunun takip ve tedavileri
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde yapilmistir. Tani igin yapilan
biyopsi islemleri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahi Anabilim
Dali tarafindan yapilmistir. Hastalara uygulanacak olan tedavi yaklasimlari
pediatrik onkolog, ¢cocuk cerrahi, radyasyon onkologu (HL hastalari igin),
patolog ve pediatrik radyologdan olusan bir kurul tarafindan kapsamli bir
sekilde tartisilarak karar verilmisti. Relaps ya da progresif hastalik ya da
tedavi protokollerinde degisiklik yapilmasi durumlari da her bir hasta igin
ayrintih olarak bu kurulda tartisiimig ve karar verilmigtir. Hastalarin
takibinde goruntuleme cgalismalari, ilk 2 yilda 3 ayda bir, 2-5 yil arasi 6

ayda bir, sonraki yillarda ise yillik olarak degerlendirilmistir.

3.3. ETIK KURUL ONAYI

Bu calisma icin Gazi Universitesi Tip Fakultesi Kurumsal Arastirma
Degerlendirme Komisyonu’na basgvurularak; bu komisyonda iyi klinik
uygulamalar klavuzu, biyoetik sozlesmesi, girisimsel olmayan klink
arastirmalar hakkinda yonetmelikte degisiklik yapiimasina dair 11.03.2010
tarin ve 27518 sayili yonetmelik hukumleri esas alinarak, etik agidan
uygun bulundugu 14 mart 2016 tarih ve 25901600/125 sayili karar ile

onay! alinmistir.
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3.4. ARASTIRMA PROJESI DESTEGI

Bu ¢alisma projesi Turk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) Bilimsel
Arastirmalar Projeleri (BAP) Destek Programi tarafindan desteklenmigtir.
Proje destegi TPOG ydnetim kurulu tarafindan 01.06.2016 tarih ve 956

saylili belge ile agiklanmisgtir.

3.5. GALISMA PLANI VE YONTEMLERI

3.5.1. DNA ve RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol vakalarinin doku érneklerinin parafin bloklarindan
5 mikron- luk kesit alinarak tUmaorlt alan isaretlenerek QlAamp FFPE DNA
izolasyon kiti (QIAGEN, (QIAGEN, CAT NO:56404) ile DNA izolasyonu,
miRNaesy FFPE RNA izolasyon kiti (QIAGEN, CAT NO:217504) ile de

RNA izolasyonlari yapildi.

3.5.2. izole Edilen DNA ve RNA larin Kontrol(i

izolasyonu gerceklestirilen DNA ve RNA’larin kalitesi ve miktarlari
spektrofotometre ile (NanoDrop ND-1000) olgumler yapilarak belirlendi.
Olgtimleri gerceklestirilen DNAve RNA'lar ile ilgili hesaplamalar yapildi ve

DNA ve RNA miktarlari 50ng/5ul olacak sekilde seyreltildi.
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3.5.3. izole Edilen RNA’nin cDNA’ya Cevrilmesi

Elde RNA 6rnekleri Transcriptor First Strand cDNA Synthesis KiT
(ROCHE, CAT NO: 04 379 012 001) kullanilarak ve Thermal Cycler
(Applied Biosystems)’da; 65 °C 10 dk denatlirasyon, 25°C 10 dk, 55°C 30

dk, 85°C 5 dk’lik reaksiyon programinda cDNA'ya cevrildi.

3.5.4. Gen Ekspresyon (RT- gPCR) Calismasi
Gen ekspresyonu calismasinda caligilacak genlere ait kullanilan

primerler ve katolog bilgileri tablo 3.1'de verildi.
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Tablo 3.1. Gen Ekpresyon Calismasinda Calisilacak Genlere ait Primerler
ve Katalog Bilgileri

GEN ismi MARKA LOT ASSAY ID
DAPK1 Roche 28009 100335
PRDX2 Roche 28005 10076

PU1 (SPI1) Roche 28007 111795
FOXO Roche 28006 137191

CDKN2A Roche 28010 101437
DLEC1 Roche 28012 148087

KLF4 Roche 28008 113486
ACTB (Kontrol Gen) Roche 23658 143636

FastStart Essential DNA Probes Master (ROCHE, Catolog No:06402682001) ile; Rotor-
Gene Q 2plex Platform (QIAGEN) cihazi ve 95°C’de 10dk, 95°C’de 30sn (35 cycle),
60°C’de 30sn (35 cycle), 72°C’de 30sn (35 cycle) termal cycler programi kullanilarak RT
—qPCR calismasi yapildi. Veriler Q-Rex Software programinda analiz edildi. Gen
ekpresyon calismasinin Real Time PCR cihazindaki verilerinin grafigi sekil 3.1'de
gOsterilmigtir.
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Sekil 3.1. Gen ekspresyon calismasinin Real Time PCR cihazindaki
verilerinin grafigi (30.cycle sonrasi ekspresyon (-) olarak kabul
edilmigtir).
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3.5.5. Metilasyon Spesifik PCR Caligsmasi

Gen Ekspresyonu cgalismasinin analiz sonuglari dogrultusunda
doku kesitlerinden elde edilen DNA'lardan 50 6rnek (30 hasta, 20 kontrol)

secilerek Metilasyon ¢alismasi yapildi.

DNA 'larin G-C’den zengin bolgelerinin bisulfittenmesi islemi icin EZ
DNA Methylation-Gold (ZYMO; Catalog no:D5005-D5006) kiti kullanilarak
Thermal Cycler (Applied Biosystems) cihazinda 98° C’de 10 dk, 64°
C'de 2,5 saat, 4 °C’'de 20 saat PCR yapilip spin kolon yontemi ile DNA

calisiimaya hazir hale getirildi.

Metilasyon spesifik PCR igin secilen genlerin promoter bolgeleri igin
dizayn edilen primerler (tablo 3.2.) ve Zymo Research (E2055) Taq gPCR
premix kullanilarak Thermal Cycler (Applied Biosystems) cihazinda; 95
°C’de 10dk 95 °C’de 30sn (35 cycle), 55 °C’de 30sn (35 cycle), 72 °C’de
30sn (35 cycle), 72 °C’de 7 dk.’lik programda PCR iglemi yapildi. Sonuglar

Q-Rex Software (QIAGEN) analiz programinda analiz edildi.
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Tablo 3.2. Metilasyon Spesifik PCR icin Secilen Genlerin Promoter
Bdlgeleri i¢in Dizayn Edilen Primerler

GEN iSMmi MARKA URETIM LOT ASSAY ID
DAPK1 Roche 20161017 25-26
PRDX2 Roche 20161017 9-10

PU1 (SPI1) Roche 20161017 17-18
FOXO Roche 20161017 13-14

CDKN2A Roche 20161017 29-30
DLEC1 Roche 20161017 33-34

KLF4 Roche 20161017 21-22

Metilasyon spesifik PCR, sodyum bisllfitin DNA ile kimyasal tepkimesi sonucu
metillenmemis  sitozinin urasile donismesi reaksiyonu ve  bunun ardindan
geleneksel PCR yapilmasi esasina dayalidir. Metillenmig sitozinler bu tepkimede urasile
doénismezler, durumu merak edilen (Bizim g¢alismamizda genlerin prometer bdlgeleri)
CpG konumu ile értlisen primerler kullanilarak orasinin metillenip metillenmedigi anlasilir
(141). Metilasyon spesifik PCR ¢alismasinin Real Time PCR cihazindaki verilerinin grafigi
sekil 3.2’de gosterilmigtir.
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Sekil 3.2. Metilasyon spesifik PCR calismasinin Real Time PCR
cihazindaki verilerinin grafigi (30.cycle sonrasi metilasyon (-)

olarak kabul edilmigtir).
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3.6. ISTATIKSEL ANALIiz

Tam veriler SPSS 15.0 programi kullanilarak analiz edildi. Hasta
gruplarinin kendi arasinda ve hasta gruplarinin kontrol grubu ile olan
karsilastiriimasinda hem ekpresyon hem de metilasyon orani VAR/YOK
seklinde Pearson ki kare testi ile analiz edildi. Genel yasam analizleri ve
olaysiz yasam analizleri degerlendirilirken Kaplan-Meier ydntemi, ilgili
genlerin, hastalik evresinin ve cinsiyetin genel ve olaysiz yasam Uzerine

etkisi Cox regresyon analizi yontemi kullanildi.
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4 BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklari

Anabilim Dali, Cocuk Onkoloji bdlimutnde 2000-2015 yillari arasinda takip

edilen HL, NHL ve maliyn olmayan lenfadenopati tanisi alan hastalardan

genetik analiz icin yeterli 6rnek saglanabilen 96 olgunun doku ornekleri

calismaya alindi. Hasta ve kontrol gruplarinin dagihmi ve klinik ozelikleri

Tablo 4.1°de, HL ve NHL gruplarinda tutulum vyerleri Tablo 4.2’de

verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunun yas, cinsiyet, evre (HL, NHL),

primer lokalizasyon ve tani alt gruplari

HASTA KONTROL
HL NHL Toplam Toplam
n=41 n=15 n=56 n=40
Yas (ay)
Mean £ SD 141.8+46.8 86.6151.4 | 128.3+53.1 | 92.4157.0
Median 144.0 65 144 72
Cinsiyet
E 25 (%61) 12 (%80) 37 (%66) 32 (%80)
K 16 (%39) 3 (%20) 19 (%34) 8 (%20)
Evre
I 4 (%9.8)
Il 17 (%41.5)
11 8 (%19.6) 11 (%73.3)
v 12 (%29.7) 4 (%26.7)
Primer lokalizasyon
Servikal 27 (%65.9) 3 (%20)
Mediasten 11 (%26.8) 4 (%26.7) 30 (%75)
Batin 1 (%2.8) 5 (%33.3)
HL-NS..20 BL..8 RLN...16
HL-MS..12 DBBHL..1 LH...24
Tani
alt grup) HL-LR...5 THL..6
(alt grup NLPHL..3

HL-tanimlanmamis 1

HL-NS: hodgkin lenfoma-nodeler sklerozan, HL-MS: hodgkin lenfoma-miks selller, HL-LR: hodgkin
lenfoma-lenfosit zengin, NLPHL: noduler lenfosit predominant hodgkin lenfoma, BL: burkitt lenfoma,
DBBHL: diffiiz buyltk B hicreli lenfoma, THL: T hicreli lenfomalar, RLN: reaktif lenf nodu, LH:

lenfoid hiperplaz
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Tablo 4.2. HL ve NHL hastalarinin tutulum bélgeleri

TUTULAN BOLGELER (LN) HL NHL
servikal 6 2
mediasten 3 3
abdomen 0 5
aksiller 1 0
servikal+mediasten 15 1
servikal+abdomen 2 1
servikal+aksiller 0 0
servikal+abdomen 2 3
mediasten+aksiller 0 0
servikal+mediasten+abdomen 12 0
TOPLAM 41 15

Hastalik icin olabilecek predispozan faktorlerine bakildiginda;

41 HL hastalarindan 1 hastada fenitoin kullanimi, 1 hastada ailevi
polipozis, 1 hastada da IgA eksikligi 1 hastada tbc temas 6ykusu olup;
geriye kalan hastalarda herhangi bir predispozan faktore rastlaniimamistir.

15 NHL hastalarindan sadece 1’'inde transplantasyona ikincil

gelistigi gorulmustar.
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Hastalara tani koymak i¢cin kullanilan biyopsi yontemleri
incelendiginde, HL grubunda 41 hastadan 33’Unde (%86.8) eksizyonel
biyopsi ile tani konulmugken; NHL grubunda 15 hastadan 8’inde tru-cut
biyopsi teknigi ile biyopsi yapilip tani konuldugu goéruldu.

Hastaliklarin  major tedavisi olan kemoterapi protokollerine
bakildiginda; HL grubunda hastalarin %97’sinde alterne COPP
(Siklofosfamid, Vinkristin, Prokarbazin, Prednizon) + ABVD (Doksorubisin,
Bleomisin, Vinblastin, Dakarbazin) protokol kullaniimisken, NHL grubunda
%91 oraninda BFM protokolu kullanildigr gézlendi..

Verilen kemoterapi protokollerinin kiur sayisi incelendiginde; HL igin
tamamina yakini duguk evreli olan 16 hastada (%39) daha ¢ok 4 kur,
cogunlugu yuksek evreden olusan 19 hastada (%46) ise 6 kur kemoterapi
kullaniimigtir. NHL hastalarinda ise %60 oraninda 6 kur kemoterapi
kullaniimigtir. HL icin kemoterapi ile birlikte radyoterapinin 41 hastanin
31’'inde (%75) kullanildigi saptanmigtir. Doz olarak bakildiginda ise 1950
ile 6120 cGy arasinda doz verilmis olup median doz 3576 cGy
bulunmustur. Verilen radyoterapi lokalizasyonlarina bakildiginda 31
hastanin 10’'una (%32.3) boyun+mediasten lenf nodlarina verildigi, 9'una
(%29) ise boyun+servikal lenf nodlarina verildigi goralmustar.

Relapslara bakildiginda ise HL hastalarindan sadece 5’'inde (%13)
relaps oldugu, relaps zamaninin tani anindan sonraki 12 ay ile 73 ay
arasinda degistigi, median relaps suresinin 28 ay oldugu hesaplandi.

Calismamiza dahil olan higbir NHL hastasinda relaps izlenmedi. Tum
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hasta grubunda sadece 1 HL hastasinda tedavinin 8. ayinda progresyon
izlendigi saptandi.

Son durum olarak hastalarimiza bakildiginda; HL hastalarindan
1’nin tedavisinin devam ettigi, 27 hastanin remisyonda oldugu (%63), 2
hastanin eksitus oldugu ve nedenin sepsis olarak kayda ge¢mistir. NHL
hastalarinin ise 11’nin remisyona girdigi (%76.6) 2 hastanin da biri
sepsisten digeri de progresif hastallk nedeniyle eksitus oldugu
gorulmustar.

HL hastalarinin genel yasam ve olaysiz yasam grafikleri Sekil 4.3
ve Sekil 4.4'de; evrelere gore genel yasam ve olaysiz yasam grafikleri
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.

NHL hastalarinin genel yasam ve olaysiz yagsam grafikleri Sekil 4.7
ve Sekil 4.8'de; evrelere gore genel yasam ve olaysiz yasam grafikleri

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.5. Hogkin lenfoma hastalarinin evrelere gére genel yasam analizi

(n=41)
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Sekil 4.6. Hogkin lenfoma hastalarinin evrelere gore olaysiz yagam

analizi (n=41)
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Sekil 4.7. Non- Hogkin lenfoma hastalarinin genel yagam analizi (n=15)
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Sekil 4.8. Non- Hogkin lenfoma hastalarinin olaysiz yasam analizi (n=15)
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Sekil 4.9. Non- Hogkin lenfoma hastalarinin evrelere gore genel yasam

analizi (n=15)
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Sekil 4.10. Non- Hogkin lenfoma hastalarinin evrelere goére olaysiz

yasam analizi (n=15)
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Calismamizda analiz ettigimiz CDKN2A, PU.1 (SPI1), PRDX2,

DLEC1, FOXO1, KLF4, DAPK1 timér baskilayici genlerin ekspresyon ve

metilasyon durumlari soyledir;

Tablo 4.3. Ekpresyon caligilan hasta gruplarinin dagilimi

Yizde
Hasta ve Kontrol Gruplarinin Dagilimi Hasta dagilimi Toplam
(ekspresyon c¢aligilanlar) sayisl (%) (%)
HL-LPN 3 31
HL-NS 20 20,8
Hodgkin Lenfoma HL-MS 12 12,5 41 (%42.7)
HL-LR 5 5,2
HL-Tanimlanmamig 1 1
Burkitt 8 8.32
Hodgkin Digi
DBBHL 1 1.04 15 (%15,6)
Lenfoma
T Hucreli Lenfoma 6 6.24
RLN 16 16,7
Kontrol 40 (%41.7)
LH 24 25
100
TOPLAM 96 100,0
(%100)
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istatistiksel analize HL ve NHL alt gruplari ve iki alt gruptan olusan

(RLN ve LH) kontrol gruplari birlestirilerek devam edilmistir. Her bir gen

icin HL (n=41), NHL (n=15) ve kontrol (n=40) olmak tzere toplam 96 drnek

uzerinden karsilastirma yapilmigtir.

Tablo 4.4. Gruplar icerisinde CDKNZ2A geni igin bakilan ekspresyon
CDKNA2
GRUPLAR YOK VAR Toplam
HL Hasta sayisi 40 1 41
% 97,6% 2,4% 100%
NHL Hasta sayisi 15 0 15
% 100% 0% 100%
Kontrol Hasta sayisi 34 6 40
% 85% 15% 100%
Toplam Hasta sayisi 89 7 96
% 92,7% 7,3% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda CDKN2A

gen ekspresyonu acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir

(p=0.05). CDKN2A ekspresyon orani HL, NHL ve kontrol gruplarinin

hepsinde benzer oranda dusulk olarak saptandi.
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Tablo 4.5. Gruplar igerisinde SPI1 geni icin bakilan ekspresyon durumu

SPI1

GRUPLAR YOK VAR Toplam

Hasta sayisi 30 11 41
HL

% 73,2% 26,8% 100%

Hasta sayisi 11 4 15
NHL

% 73,3% 26,7% 100%

Hasta sayisi 2 38 40
Kontrol

% 5% 95% 100%
Toplam Hasta sayisi 43 53 96

% 44,8% 55,2% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda SPI1
gen ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu
(p=0.0001). Hasta gruplari arasinda SPI1 geni ekpresyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi (p>0.05), farkin gen
ekspresyonunun hasta gruplarindan anlamli derecede yuksek oldugu

(%95) kontrol grubundan kaynaklandigi saptandi.
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Tablo 4.6. Gruplar igerisinde PRDX2 geni i¢in bakilan ekspresyon

durumu
PRDX2
GRUPLAR YOK VAR Toplam
Hasta sayisi 33 8 41
HL
% 80,5% 19,5% 100%
Hasta sayisi 8 7 15
NHL
% 53,3% 46,7% 100%
Hasta sayisi 2 38 40
Kontrol
% 5% 95% 100%
Toplam Hasta sayisi 43 53 96
% 44,8% 55,2% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda PRDX2

gen ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu

(p=0.0001). Hasta gruplari arasinda PRDX2 gen ekpresyonu agisindan

istatistiksel olarak anlaml

fark olmadigi

(p>0.05),

farkin gen

ekspresyonunun hasta gruplarindan anlamli derecede yuksek oldugu

(%95) kontrol grubundan kaynaklandigi saptandi.
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Tablo 4.7. Gruplar igerisinde DLEC1 geni igin bakilan ekspresyon durumu

DLEC1
GRUPLAR Toplam
YOK VAR

Hasta sayisi 38 3 41
HL

% 92,7% 7,3% 100%

Hasta sayisi 13 2 15
NHL

% 86,7% 13,3% 100%

Hasta sayisi 3 37 40
Kontrol

% 7,5% 92,5% 100%
Toplam Hasta sayisi 54 42 96

% 56,3% 43,8% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda DLEC1
gen ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu
(p<0.001). Hasta gruplari arasinda DLEC1 gen ekpresyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi (p>0.05), farkin gen
ekspresyonunun hasta gruplarindan anlamli derecede yuksek oldugu

(%92,5) kontrol grubundan kaynaklandigi saptandi.
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Tablo 4.8. Gruplar igerisinde FOXO1 geni igin bakilan ekspresyon durumu

GRUPLAR FOXO1 Toplam
YOK VAR

Hasta sayisi 6 35 41
HL

% 14,6% 85,4% 100%

Hasta sayisi 0 15 15
NHL

% 0% 100% 100%

Hasta sayisi 1 39 40
Kontrol

% 7,5% 92,5% 100%
Toplam Hasta sayisi 7 89 96

% 7,3% 92,7% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda FOXO1 gen

ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

FOXOL1 ekspresyon orani HL, NHL ve kontrol gruplarinin hepsinde benzer

oranda yuksek olarak saptandi.
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Tablo 4.9. Gruplar igerisinde KLF4 geni igin bakilan ekspresyon durumu

KLF4

GRUPLAR YOK VAR Toplam

Hasta sayisi 39 2 41
HL

% 95,1% 4,9% 100%

Hasta sayisi 14 1 15
NHL

% 93,3% 6,7% 100%

Hasta sayisi 12 28 40
Kontrol

% 30% 70% 100%
Toplam Hasta sayisi 65 31 96

% 67,7% 32,3% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda KLF4
gen ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu
(p<0.001). Hasta gruplan arasinda KLF4 gen ekpresyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi (p>0.05), farkin gen
ekspresyonunun hasta gruplarindan anlamli derecede yuksek oldugu

(%70) kontrol grubundan kaynaklandidi saptandi.
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Tablo 4.10. Gruplar igerisinde DAPKL1 geni icin bakilan ekspresyon durumu

DAPK1

GRUPLAR YOK VAR Toplam

Hasta sayisi 15 26 41
HL

% 36,6% 63,4% 100%

Hasta sayisi 10 5 15
NHL

% 66,7% 33,3% 100%

Hasta sayisi 4 36 40
Kontrol

% 10% 90% 100%

Hasta sayisi 29 67 96
Toplam

% 30,2% 69,8% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda

DAPK1 gen ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark

bulundu (p<0.001). Hasta gruplari arasinda DAPK1 gen ekpresyonu

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi (p>0.05), farkin gen

ekspresyonunun hasta gruplarindan anlamli derecede yuksek oldugu

(%90) kontrol grubundan kaynaklandigi saptandi.
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Ozet olarak, hasta ve kontrol gruplari karsilastirildiginda SPI1,

PRDX2, KLF4, DLEC1 DAPK1 genlerinin kontrol

gruba gore

hastalarda istatistiksel olarak anlamli derecede daha az ekprese

olduklari, CDKNA2 ve FOXO1 genlerinin ekspresyonu igin ise hasta

ve kontrol gruplan arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadigi

goruldu.

Tablo 4.11. Hasta gruplari igerisinde metilasyon ¢alisiilma durumu

Yuzde
Hasta sayisi | dagihmi
METILASYON
46 47,9
y CALISILAMAYANLAR
Hasta dagilimi
(metilasyon METILASYON
S0 52,1
calisiima) CALISILANLAR
TOPLAM 96 100,0

Calismaya dahil edilen toplam 96 hastadan 50’sinde tanesinde

metilasyon analizi calisiimistir.
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Tablo 4.12. Metilasyon ¢alisilan hasta gruplarinin dagilimi

Yuzde

Hasta dagilimi Hasta sayisi dagihmi
HL-NS 10 20,0
HL-MS 9 18,0
METILASYON i 11 22,0
CALISILANLAR RLN 10 20,0
LH 10 20,0

TOPLAM 50 100,0

Metilasyon c¢alisilan hasta grubunun ise 30 tanesi hasta grubu 20

tanesi ise kontrol grubu olarak kendi icinde alt gruplara ayriimistir.

Ekspresyon analizlerinde de oldugu gibi HL, NHL ve kontrol alt gruplari

kendi iclerinde birlestirilerek istatistiksel analiz yapilmistir.
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Tablo 4.13. Hasta ve kontrol gruplari igerisinde CDKN2A geni igin

bakilan metilasyon durumu

CDKNA2 met

GRUPLAR YOK VAR Toplam

Hasta sayisi 0 19 19
HL

% 0% 100% 100%

Hasta sayisi 0 11 15
NHL

% 0% 100% 100%

Hasta sayisi 5 15 40
Kontrol

% 25% 75% 100%
Toplam Hasta sayisi 5 45 50

% 10% 90% 100,0%

Hasta gruplarinin  hepsinde CDKN2A geni metilasyona

ugradigindan kontrol grubu ile istatistiksel analiz yapilmamakla birlikte,

kontrol grubunda da yUuksek oranda metilasyon saptanmistir.
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Tablo 4.14. Hasta ve kontrol gruplar igerisinde SPI1 geni igin bakilan

metilasyon durumu

GRUPLAR SPI1 met Toplam
YOK VAR

Hasta sayisi 5 14 19
HL

% 26,3% 73, 7% 100%

Hasta sayisi 3 8 15
NHL

% 27,3% 72,7% 100%

Hasta sayisi 20 0 40
Kontrol

% 100% 0% 100%
Toplam Hasta sayisi 28 22 50

% 56% 44% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda SPI1

gen metilasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu

(p=0.0001). Hasta gruplar arasinda SPI1 geni metilasyonu agisindan

istatistiksel

olarak anlamli

fark olmadigi

(p>0.05),

farkin gen

metilasyonunun kontrol grubunda hi¢ bulunmamasindan kaynaklandigi

saptandi.
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Tablo 4.15. Hasta ve kontrol gruplari igerisinde PRDX2 geni igin bakilan

metilasyon durumu

GRUPLAR PRDX2 met Toplam
YOK VAR

Hasta sayisi 4 15 19
HL

% 21,1% 78,9% 100%

Hasta sayisi 6 5 11
NHL

% 54,5% 45,5% 100%

Hasta sayisi 20 0 40
Kontrol

% 100% 0% 100%
Toplam Hasta sayisi 30 20 50

% 60% 40% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda PRDX2

gen metilasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu

(p=0.0001). Hasta gruplari arasinda PRDX2 gen metilasyonu agisindan

istatistiksel

olarak anlamli

fark olmadigi (p>0.05),

farkin gen

metilasyonunun HL ve HNL gruplarinda blyuk oranda varligina karsin

kontrol grubunda hi¢ bulunmamasindan kaynaklandigi saptandi.
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Tablo 4.16. Hasta ve kontrol gruplari icerisinde DLEC1 geni icin bakilan

metilasyon durumu

GRUPLAR DLEC1 met Toplam
YOK VAR

Hasta sayisi 1 18 19
HL

% 5,3% 94,7% 100%

Hasta sayisi 0 11 11
NHL

% 54,5% 45,5% 100%

Hasta sayisi 19 1 40
Kontrol

% 95% 5% 100%
Toplam Hasta sayisi 30 20 50

% 60% 40% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda DLEC1
gen metilasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu
(p=0.0001). Hasta gruplari arasinda DLEC1 gen metilasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi (p>0.05), farkin gen
metilasyonunun HL ve HNL gruplarinda 1 hasta diginda varligina karsin
kontrol grubunda vyalnizca bir hastada bulunmasindan kaynaklandigi

saptandi.
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Tablo 4.17. Hasta ve kontrol gruplari igerisinde FOXO1 geni igin bakilan

metilasyon durumu

FOXO1 met Toplam

GRUPLAR YOK VAR

Hasta sayisi 15 4 19
HL

% 78,9% 21,1% 100%

Hasta sayisi 11 0 11
NHL

% 100% 0% 100%

Hasta sayisi 20 0 40
Kontrol

% 100% 0% 100%

Hasta sayisi 46 4 50
Toplam

% 92% 8% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda FOXO1

gen metilasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu

(p=0.029). NHL grubunda hi¢ metilasyon bulunmamasi nedeniyle HL ve

NHL gruplar istatistiksel analiz ile kargilastinlamamakla birlikte, HL

grubunda %21,1 oraninda metilasyon saptanmasi,

NHL ve kontrol

gruplarinda ise hi¢ metilasyon bulunmamasi dikkat gekiciydi.
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Tablo 4.18. Hasta ve kontrol gruplari igerisinde KLF4 geni igin bakilan

metilasyon durumu

KLF4 met

GRUPLAR YOK VAR Toplam

Hasta sayisi 0 19 19
HL

% 0% 100% 100%

Hasta sayisi 0 11 11
NHL

% 0% 100% 100%

Hasta sayisi 14 6 40
Kontrol

% 70% 30% 100%

Hasta sayisi 14 36 50
Toplam

% 28% 72% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda KLF4

gen metilasyonu agisindan gruplar arasinda anlamh fark bulundu

(p=0.0001). Hasta gruplar arasinda KLF4 gen metilasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi (p>0.05), farkin HL ve HNL

gruplarindaki

grubunda %30 oraninda bulunmasindan kaynaklandigi saptandi.

hastalarinin  hepsinin metile olmasina karsin kontrol
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Tablo 4.19.

metilasyon durumu

Hasta ve kontrol gruplari icerisinde DAPK1 geni igin bakilan

DAPK1 met

GRUPLAR YOK VAR Toplam

Hasta sayisi 10 9 19
HL

% 52,6% 47,4% 100%

Hasta sayisi 3 8 11
NHL

% 27,3% 72, 7% 100%

Hasta sayisi 18 2 40
Kontrol

% 90% 10% 100%

Hasta sayisi 31 19 50
Toplam

% 62% 38% 100,0%

Pearson ki kare testi ile istatistiksel analiz yapildiginda

DAPK1 gen metilasyonu a¢isindan gruplar arasinda anlamh fark

bulundu (p=0.002). Hasta gruplari arasinda DAPK1 gen metilasyonu

acisindan istatistiksel olarak anlaml fark olmadigi (p>0.05), farkin gen

metilasyonunun kontrol grubunda yalnizca %10 oraninda bulunmasindan

kaynaklandigi saptandi

Ozet olarak, CDKN2A ve FOXO1 geni hari¢ calisilan tiim

genlerde metilasyon oranlari HL ve NHL gruplarinda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamh derecede yiiksek bulundu. FOXO1
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geni HL’hh hastalarda NHL ve kontrol grubuna gore belirgin olarak
yuksek bulundu.

Cox Regresyon analizi ile CDKNA2, SPI1, PRDX2, DLEC1,
FOXO01, KLF4 ve DAPK1l gen ekspresyonlarinin, evre ve cinsiyet ile
birlikte hastalarin genel yasam ve olaysiz yasam oranlari Uzerine etkisi
olmadigi gorulmustur. Metilasyonun, evre ve cinsiyet ile birlikte hastalarin
genel yasam ve olaysiz yasam oranlari Uzerine etkisine bakildiginda;
yalnizca DAPK1 metilasyonunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goraldu
(p=0,029). Bununla birlikte, DAPK1 ekspresyonunun genel ve olaysiz
yasam Uzerine etkisinin olmamasi nedeniyle bu bulgunun daha genis

serilerde dogrulanmasi gerekliligi dugunuldu.
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5.TARTISMA

B hucreli maliyniteler, normal hicre farklilasmasinin devam ettigi
sirada tumor supresor genlerin inaktivasyonu, onkogenlerin aktivasyonu,
genomik kararsizliga neden olan kromozomal translokasyonlar gibi ¢ok
cesitli mekanizmalara epigenetik anormalliklerin de katkisi ile, B hlcre
gelisiminin ve farklilasmasinin duraklamasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir

(Sekil 5.1) (107).

Pre-germinal Center Post-germinal Center

/ Memory

CLL
ABC-DLBCL

Germinal Center

Naive

Mantle Zone
Plasma

FL
GCB-DLBCL

Sekil 5.1. B hicre maliynitelerinin olusum mekanizmasi

MCL: mantle hicre lenfoma FL: folikiler lenfoma GCB-DLBCL: (kemosensitif) germinal
merkez B hiicre benzeri diffiiz blyik B hiicreli lenfoma ABC-DLBCL: (refrakter) aktive B
hiicre benzeri diffuz buyuk B hicreli lenfoma (107)

21. yy baslarindan beri molekller genetigin gelismesinin hiz
kazanmasi ile DNA metilasyonu, post-traslasyonel histon modifikasyonlari

ve kodlanmayan RNA’nin anormal ekspresyonlarindan olusan epigenetik
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mekanizmalar ayri  bir 6nem kazanmistir. Literatirde epigenetik
mekanizmalari baz alarak yapilan ¢alismalar giderek hizla artmaktadir:
TET metilsitozin dioksigenaz 1 (TET1) enzimi metilasyonda 6nemli
bir role sahip olup hipermetilasyonu TET1 ‘in ekpresyonunun azalmasina
yol acarak ratlarda B hucreli lenfomaya neden oldugu gdsterilmistir. Bu
nedenle hematopoetik maliynitelerde, 6zellikle de B hucreli lenfomalarda
timor supresor rol oynadigi  dusunulmektedir. Ayni  zamanda
ekpresyonunun azalmasi ile meme, kolorektal, cilt, mide ve akciger
kanserlerinde de adi gegmektedir. TET1 defektif ratlarda periferik lenf
nodlarinda agir buyume oldugu gosterilmigtir (108). TET1 ile benzer
aileden olan TET2 geninin hipermetilasyonu ise folikuler lenfoma, mantle
hicreli lenfoma ve Burkitt lenfomali hastalarda gosterilmistir (109).
Literatirde EBV iligkili-iligskisiz B hicre lenfomalarinda da galigmalar
yapilmig, B hlcre siklusunda oénemli transkripsiyon faktori ve ayni
zamanda tumor supresor olarak gorev yaptigi dusunulen BOB1, OCT2 ve
PU.1 genlerinin ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilmigtir (110).
Avrupa’dan bildirilen bir makalede; 6zellikle klasik HL'li hastalarda,
onceki caligmalarda reaktif lenf nodlarinda, germinal merkez hucre
cekirdeklerinde, mantle zon ve parafolikuler hdcrelerde
immunhistokimyasal yontemlerle gosteriimis ETS1 transkripsiyon
faktorunin ifade edilmesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi

bildirilmistir. (111).
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Tunus’tan Dhiab ve ark. (112) tarafindan baska bir ¢alismada ise;
icerisinde 13 cocuk hastanin da oldugu toplam 53 HL’li hastanin parafin
bloklari ile ¢galisma yapilmistir. Calismanin amaci 6ncesinde hucre siklus
duzenlemesi ve apoptosisde gorev alan DAPK, RASSFAL (DLEC1), P16;
hicre farklilasmasinda gérev alan CDH1 ve SHP1; DNA onarim ve
detoksifikasyonunda gbérev alan MGMT ve GSTP1 genlerinin
metilasyonunu PCR 10 Kkisilik reaktif lenf nodu tanisi alan grupla
karsilastirmiglardir. Sonug¢ olarak, c¢alisilan 7 ayri genin hepsinin belli
oranlarda metile oldugu, kontrol grubunda ise metilasyon olmadigi
gorulmastur. P16, RASSFA1 (DLEC1), CDH1, DAPK genlerinin digerlerine
gore yuksek oranda metile oldugu saptanmistir. Calismanin baska bir
sonucu da SHP1 geninin normalde bimodal insidans gosteren HL
hastalarinda (<15 yas ve >54 yas) yuksek oranda metile oldugudur. Ayrica
B semptomlu hastalarda bu genin yine anlamh olarak ylksek oranda
metile oldugu gorulmustur. RASSFA1 (DLEC1) geni igin metilasyon ve
ekpresyon durumlarinin hastalarin demografik verileri ile kargilastiriimasi
yapilmis ve kadin hastalarda istatiksel olarak metilasyon durumu anlamli
bulunmustur. P16 genine bakildiginda daha ¢ok ileri yaslarda EBV-pozitif
HL hastalarinda metile oldugu saptanmistir. Bir diger énemli sonu¢ da
literatlrde metilasyonun prognostik belirteg olarak kullaniimasinin en
buyuk adayi olarak belirtlen DAPK geninin hipermetile oldugu gdsterilen
hastalarin kemo-rezistan olmasidir (113). Bizim c¢alismamizda da DAPK

geni metilasyonun hastalik evresi ve cinsiyet ile birlikte yapilan Cox
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regresyon analizi anlamli ¢gikmistir. Her ne kadar bu genin metilasyonunun
genel yasam ve olaysiz yagsam uzerine etkili olmadigi calismamizda
goérulse de elde ettigimiz veriyi literatur ile birlestirdigimizde; mevcut
durumun hasta sayillarimizin sinirli olmasindan kaynaklanabilecegi ve
bunun daha net aciklanabilmesi icin daha buyuk hasta sayisinin
kullanildigi genis kapsamli bir ¢galisma yapilabilecegi sonucuna eristik.

Bethge ve ark. (114) B hucreli NHL'li 480 hastanin tamor
orneklerinde, aralarinda tumoér stpresor genlerin de bulundugu tedavi
edilen hucre serilerinde ekpresyonu artmis oldugu bilinen 233 genin
ekpresyonunun azaldigini saptamis ve B hicreli lenfomal 37 hastanin
%70’'inde metile oldugu goérilen 7 tane gen promoteri belirlemislerdir.
Metilasyon durumlari oransal olarak birbirinden farkli olan bu genlerden
Ozellikle FZD8 ve PPP1R14A’nin hemen hemen tum lenfoma tiplerinde
yuksek oranda hipermetile oldugu dikkati gekmistir. Yazarlar, bu genlerin B
hicreli  lenfomalarda  biyobelirteg  olarak  kullanilabilecegini  one
surmuslerdir.

Epigenetik mekanizmalarin agikliga kavusmasi ve yeni teknolojilerin
gelistiriimesi ile anormal epigenetik olaylari engellemek tedavi secenegi
olarak gindeme gelmigtir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda tg¢ farkli
molekdl karsimiza ¢ikmaktadir.

e HDAC (histon deasetilaz) inhibitorleri

e DNA metiltransferaz inhibitorleri (DNMTI)

e Histon metiltransferaz inhibitorleri (EZH2 gibi)
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Literatire  baktigimizda HDAC inhibitoérlerinin  (vorinostat,
romidepsin, belinostat, panobinostat) hicre siklus kontrolu, apopitozis,
hicre farklilasmasi ve gen ekspresyonunda dizenleyici rol aldigi
belirlenmistir. Vorinostatin folikiler ve marginal zon lenfoma tiplerinde etkili
oldugu goérulmustir. FDA tarafindan onay alinan romidepsin ise kutanéz T
hicreli lenfoma ve periferik T hicreli lenfomada kullaniimaktadir. Benzer
sekilde benostat da periferik T hicreli lenfomada kullaniimaktadir.
Panobinostatin ise multiple myelomda kullanildigi goésterilen yayinlar
mevcuttur. HDAC inhibitérlerinin kombine tedavi olarak kullaniimasi
Onerilmektedir. DNA metiltranferaz inhibitdrlerinden azasitidin ve desitabin
nikleosid analoglari olup DNA metiltransferazlari inhibe ederek
hipometilasyonda rol oynamaktadirlar. Bu iki ilag da FDA tarafindan
myelodisplastik sendrom tedavisinde kullanilmak Uzere onay almigtir ve
AML ve lenfoma tedavisinde kullaniimasi i¢in faz calismalari devam
etmektedir. Bu tedavi rejimleri icin CDKN2A geni de dahil olmak Uzere faz
calismalari hizla devam etmektedir (113).

Ayrica DNA metilasyonundan sorumlu olan DNA metiltransferaz 3A
ve 3B (DNMT3A ve DNMT3B) ‘lerin diffiiz buyik B hicreli lenfomalarda
asiri ekprese edildigi gosterilmistir (107). Bu enzimlerin de inhibe
edilebilecegi tartsiimaktadir.

TUmor  supresor genlerin  baskilanmasi ile iligkili  histon
metiltransferaz adli enzimin rol aldigi AML hastalarinda gosterilmistir.

Diffuz blyuk B hucreli lenfoma ve folikiler lenfomada da rol aldig
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gOsterilen bu enzimin inhibe edilmesi ile guzel sonuglar alinabilecegi
tartisiimaktadir (113).

Kanser ve genetik iligkisi, yakin gegmisteki teknolojik gelismelerle
birlikte epigenetik mekanizmalarin daha iyi anlasiimasi ile her gegen gun
daha da 6n plana ¢ikmaktadir. Genel olarak kanser, hlcre proliferasyonu
ve apopitozis arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya c¢ikmaktadir.
Molekuler genetigin yontemlerin katkisi ile bu dengede rol alan, ozellikle
de tUmor supresdr gen olarak gorev yapan transkripsiyon faktorlerinin
varhgi, ozellikle erigkin hastalarda yapilan calismalar ile gosterilmistir. Bu
konuda cocukluk caginda yapilan calismalar daha azdir ve lenfoma
prevalansinin yuksek oldugu ulkemize Ozgu genetik ve epigenetik
Ozellikleri inceleyen arastirmalar kisith sayidadir. Literatirde B hucreli
lenfomalarin olusum mekanizmalarindan sorumlu oldugu 6ne surilen ve
Ozellikle erigkin tip lenfomalarda hdcre dongusunde ve apopitozisde
transkripsiyon faktora olarak gorev aldigi bilinen CDKN2A, PU.1 (SPI1),
PRDX2, DLEC1, FOXO1, KLF4, DAPK1 genlerinin, cocukluk ¢agi
lenfomalarinin etiyopatogenezinde de rol oynamasi olasidir.

CDKNZ2A geninin birgok kanserin yani sira B hucreli NHL’larda da
inaktive edildigi gosterilmistir. CDKN2A hucre siklusunda kritik role sahip
CDK4 ve CDKG&'yI inhibe ederek hucre dongusunun G1 fazindan S fazina
gegisini durduran bir timor supresor gendir (115-116). Ayrica CDKN2A'nin
hicre serilerinde ve Burkitt lenfoma 6rneklerinde yine hicre dongusunde

gbrevli p16’y1 inaktive ettigi de gosterilmistir (117-118-119). Ote yandan
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Burkitt lenfoma etiyopatogenezinde rol oynayan EBV’nin EBNA3A ve
EBNA3c proteinlerinin CDKN2A metilasyonunu indukledigi gdsterilmistir
(120-121). CDKN2A hipermetilasyonu olan NHL'lerin daha agresif seyir
gOsterdigi de 6ne strlimustar (122).

Literatirde BL hucre serilerinden ve BL orneklerinden olugan
calismalara bakildiginda CDKN2A geninin kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli duzeyde metile oldugu gosterilmistir. Ayni
calismada CDKN2A geninin direk ekpresyonuna bakilmamis olup, hicre
dongusunde yakin igbirligi igcinde cgalistiklari p16 ekpresyonu calisiimigtir.
Sadece 1/6 timorde ekprese edildigi bunlarin da %5’lik bir kisminin metile
oldugu gorulmustur. CDKN2A metilasyonunun 5 yillik genel sagkalim
uzerine etkisi ise istatiksel olarak anlamli bulunmamigtir (123).

Bizim calismamizda ise CDKN2A geninin tUm hasta gruplari
icerisinde sadece HL’li 1 hastada eksprese olmasina karsin, kontrol
grubunda da yalnizca %15 oraninda eksprese olmasi nedeniyle hasta ve
kontrol gruplar karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olmadigi
gorulda.

CDKN2A geninin metilasyonuna bakildidinda ise; metilasyon
calisilan tum hasta gruplarinda metile oldugu, kontrol grubu ile hasta
gruplar karsilastirildiginda ise kontrol grubunun sadece %25’'inde metile
olmadigi gorulmustar.

Bu veriler dogrultusunda CDKN2A geninin tim hasta gruplarinda

metile olmasina ragmen hasta ve kontrol grubunun her ikisinde de
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ekprese olmamasi, CDKN2A geninin hicre proliferasyonunda énemli bir
goérevi oldugu ve kontrol grubununda reaktif lenf nodu ve lenfoid
hiperplazilerden olustugu duastnuldiginde bu genin sadece tumor
olusumu ile ilgili olmadigi kanaatine variimistir. CDKN2A geninin maliyn
olan ya da olmayan tim lenf nodu proliferasyonlarinda ekspresyonunun
azaldigini ve maliyniteye 6zgu olmayabileceg@ini dusundurmektedir.

Cahstigimiz diger bir gen olan SPI1 (PU.1) ile ilgili literatlre
baktigimizda birgok calismada lenfoid ve miyeloid hiicre farklilagsmasinda
traskripsiyon faktért olarak gbze carpan bir timor supresor gendir (124-
125).

Ratlarda yapilan baska bir calismada SPI1 geni ekpresyonu
azaltildiginda (down-regulation), %20 oraninda ratlarda AML ve B hucreli
KLL geligtigi gorulmustir (126-127).

HL hicre serilerinde de yapilan g¢alisma dogrultusunda kontrol
grubuna gore daha az ekprese edildigi, bunlarin da yuksek oranda metile
oldugu gorulmugstur. Normal sartlarda hucre dongusunde asiri ya da
uygunsuz prolifere olan hucreyi G1 fazinda durdurup S fazina girigini
engelemekle ve apopitozisi (in vitro ve in vivo olarak) baslatarak
yapmaktadir. Metilasyona ugramasina ikincil ekprese olamayan bu genin
gorevini ya eksik ya da hi¢c yapamayacagi gosterilmistir. Calismada asiri
ifade edilen ile ifade edilmeyen rat gruplari kargilastirildiginda; asir ifade
edilen grupta uzun donem hayatta kalimin arttigi ve tumor regresyonunu

indukledigi gosterilmigtir (128).
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Calismamizda; SPI1 geni hasta gruplari igerisinde %73 oraninda
ekprese olmadigi, hasta gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamh sonu¢ karsimiza ¢ikmistir (p=0.0001). Bunun
nedeni ise tamamen kontrol grubunun %95 oranin bu geni ekprese
etmesinden kaynaklandigi goruimugtar.

Hasta ve kontrol gruplari SPI1 geni metilasyonu karsilastirildiginda,
hasta grubunda %73 olan metilasyon oraninin, kontrol grubunda higbir
bireyde metilasyon goértilmemesiyle, istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p=0.0001). Bu sonug, TSG olarak goérev yaptigi bilinen bu
genin hasta grubunda hipermetilasyona ugrayarak baskilandigini ortaya
koymaktadir.

PRDX2 (peroksiredoksin) geninin kuvvetli bir TSG aday! oldugu
literatirde belirtiimektedir (15). Primer I6semi orneklerinde DNA
hipermetilasyonu ve histon deasetilasyonu tekrarlayan kereler
goérulmektedir. Epigenetik degisiklikler ile PRDX2 geninin dusuk
ekpresyonu korele oldugu ve AML hastalarinda kotu prognoz ile seyrettigi
belirtiimistir. Schneider ve ark. bu genin miyeloid hucrelerde buyume
inhibitord oldugunu soylemigler ve bu genin gorevinin sadece miyeloid
seride olmadigini klasik HL hastalarinda oldugunu da gdstermigleridir.
Normal B hucre populasyonuna goére kiyaslandiginda HL hastalarinda
yuksek oranda metile oldugunu ve bunla iligkili olarak PRDX2 mRNA kaybi

oldugunu bulmusglardir (129).
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Calismamizda ise PRDX2 geninin HL'de %80,5, NHL’de %53,3,
kontrol grubunda ise yalnizca %5 oraninda ekprese olmadigi ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0.0001) saptandi. Farkin kontrol
grubundan kaynaklandigi ve kontrol grubunda PRDX2 gen ekpresyonunun
hasta gruplarindan anlamli sekilde ylksek (%93) oldugu saptanmigtir.

Metilasyon caligmasinda, oOzellikle HL grubunda yuksek oranda
metilasyon saptanirken, kontrol grubunda hi¢ metilasyon gordimemesi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0001). Bu sonug, literatlirde
blylime inhibitéri olarak nitelendirilen bu genin hasta grubumuzda DNA
hipermetilasyonu ile susturularak baskilandigini gostermektedir.

Populer bir gen olan DLEC1 igin ise literatirde tUumor olusumunda
erken evrelerde olsa bile saptanabilen hedefe yonelik tedavide potansiyel
bir timoér biyobelirteg olabileceginden bahsedilmektedir. Oncesinde
nazofarenks, bas-boyun, akciger, mide, meme, serviks, renal
karsinomlarda varligi bilinen bu gen son bes yil icerisinde lenfoma
birlikteligi ile de anilmaktadir. Ayni zaman da genin bulundugu
kromozomal bdlgede birgok TSG tanimlanmistir. Hem hucre serileri hem
de tumor dokularindan olusan bu ¢alismada metilasyon oranlarinin HL ve
NHL'den olusan 25 adet hucre serisinde BL ve HL %100 oraninda oldugu,
58 tumor dokusunda ise FL'de %100, HL'de %53 ve BL’de %83 oraninda
oldugu gorulmuastar. Diffuz bayuk B hucreli lenfomalarda ise metilasyon

orani digerlerine kiyasla belirgin olarak azdir (130).
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Calismamizda ise HL grubunda %92,7, NHL grubunda %386,7,
kontrol grubunda ise yalnizca %7,5 oraninda DLEC1 ekspresyon kaybi
saptanmistir (p=0.0001). Hasta gruplarinda, 6zellikle HL'de yiksek oranda
metilasyon goértlmesine karsin kontrol grubunda yalnizca 1 hastada
metilasyon saptanmasi bu genin de DNA hipermetilasyonu ile susturularak
baskilandigini gostermektedir.

Calismamiza dahil olan genler icerisinde belki daha az bilinen bir
gen olan FOXO1 geni igin literaturde B hicrelerinde ylksek oranda
ekprese olmasina ragmen klasik HL orneklerinde baskilandigi belirtilmigtir.
Guan ve ark. (131) NHL alt tiplerinden diffiz baytk B hicreli lenfoma alt
tipi olan primer mediastinal B hiicreli lenfoma tanisi olan 20 hasta Gzerinde
calismiglardir. Sadece 1 hastada ekprese edildigi gorilen bir
transkripsiyon faktor geni olan FOXOZ2'in normal sartlarda yaptigi hicre igi
sinyal mekanizmalari ile proliferasyon dizenini yapamayarak lenfomanin
onkojenik olusumuna katkida bulundugu belirtmislerdir.

Bizim c¢alismamizda literatirden farkli olarak, FOXO1 geninin hem
hasta hem de kontrol gruplarinda yuksek oranda eksprese oldugu
gorulmastur. Metilasyon oranlarina bakildiginda ise; FOXO1 geni HL
grubunda %21,1 oraninda metile olmugken NHL ve kontrol grubunda
hicbir hasta da metilasyona ugramadigi gorulmustir. Metilasyon farki
istatistiksel olarak anlamli olsa da (p=0.029), bu genin hem hasta hem de

kontrol gruplarinda ekprese olmasi, FOXO1l maliynite ve beniyn
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lenfadenopatiler ile verilerimiz  dodrultusunda iligkisi olmadigdini
gOstermektedir.

Calismamiza dahil olan bir diger gen olan KLF4 geni igin literatire
baktigimizda yine bir transkripsiyon faktori olarak goérev yaptigdi
gorunmektedir (132). Bu geni digerlerinden ayiran 6zelliklerinden biri ise
hem onkogen hem de tumor supresor gen olarak gorev yapmasidir.
Onkogen olarak; larinks, cilt ve meme kanserlerinde rol alirken, TSG
olarak ise hlcre dongusinde CDKN1A ve CDKNI1B trankripsiyonel
aktivasyonunu engelleyerek gastrointetinal kanal tiumorlerinde karsimiza
cikmaktadir (133-134). KLF4 ayni zamanda B hucre farklilagmasi,
proliferasyonu ve apopitozisin duzenlenmesinde gorev almaktadir. KLF4
indUksiyonu ile FOXO1 transkripsiyon faktoru yardimi ile B hicre
proliferasyonunu da engelledigi dusunulmektedir (135). Ayrica SPI1
trankripsiyon faktorli, KLF4'Un transkripsiyonel aktivatorudur (136). B
hicre lenfomalari KLF4 geninin epigenetik olarak sessizlesmesi ile hucre
dongu kontrol mekanizmalarinda kagip, apopitozisden korunmasi ile
olusmaktadir (137).

Calismamizda ise KLF4 geninin hem HL hem de NHL gruplarinda
¢ok dusik duzeyde eksprese edilirken, bu oranin kontrol grubunda %70
oldugu bulunmustur. Metilasyon durumuna bakildiginda hasta gruplarinin
hepsinde ve kontrol grubunun %30’unda metile oldugu bulunmustur

(p=0.0001).
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Hasta gruplarinda metilasyona ugrayanlarin istatistiksel olarak
kontrol grubuna gore ekprese olmadiginin gosterilmesi; hem onkogen hem
de TSG olarak gérev yapan bu genin, hasta grubumuzda hipermetilasyon
ile susturulan bir TSG olarak goérev yaptigi anlagiimaktadir.

DAPK1 geninin bilinen en eski timor supresor genlerden biri olan
p53 ile ortak gcalistigi yolaklar olsa da bagimsiz olarak da hicre i¢cinde ¢ok
cesitli 6lum yolaklarini aktifleyerek apopitozisi kolaylastirdigi bilinmektedir.
Hemotolojik maliynitelerden 6zellikle diffiz bayluk B hicreli lenfomalarda
on plana ¢ikmaktadir. Kristensen ve ark. (138) yaptigi 119 diffiz blyuk B
hdcreli lenfomadan olusan bir hasta grubunda bu genin 102 hastada
metile oldugu gostermistir. DAPK1 metilasyonunun genel hayatta kalimi
azalttigi saptamistir.  Multivaryant analizler dogrulrusunda DAPK1
metilasyonunun varligi yuksek LDH duzeyleri ve uluslararasi prognoz
indeksi ile istatistiksel olarak anlamli bulmuglardir. Hatta tum veriler
dogrultusunda diffiz bayuk B hucreli lenfomalarda bagimsiz bir prognostik
faktor olabilecedi soylemislerdir. CDKN2A ve DAPK1 hipermetilasyonu
agresif seyreden diffuz buyuk B hucreli lenfoma ile iligkili bulunmustur
(139). Yine literaturde DNA metilasyon heterojenitesinin hastaligin
agresifligi ile yakindan iligkili oldugu belirtilmistir (140).

Calismamizda DAPK1 gen ekpresyon oranlari HL'de % 63,4,
NHL’de %33,3, kontrol grubunda ise %90 olarak bulunmustur (p<0.001).
Metilasyon durumlarina bakildiginda HL'de %47,4, NHL'de %72,7, kontrol

grubunda ise yalnizca %10 bulunmustur (p=0.001). Bu sonu¢, DAPK1

120



geninin Ozellikle NHL hastalarinda hipermetile olarak baskilandigi
gOstermektedir. Hasta grubumuzda Cox regresyon analizinde genel ve
olaysiz yasam ile iligkili goérilen (p=0.029) tek parametrenin DAPK1
metilasyonu olmasi da dikkat c¢ekicidir. Bununla birlikte DAPK1
ekspresyonunun genel ve olaysiz yasam uzerine etkisinin olmamasi
nedeniyle bu bulgunun daha genis serilerde dogrulanmasi gerekliligi
distnuldl. Bu bulgular Kristensen ve ark. yaptigi diffiz bayuk B htcreli
lenfoma g¢alismasindaki veriler ile birlestirildiginde, DAPK1 geninin
prognostik bir parametre adayi olabilecegi sdylenebilir.

Sonug olarak,

e Calismamiza dahil ettigimiz 7 genden SPI1, PRDX2, DLEC],
KLF4, DAPKZ1’in kontrol grubuna gore karsilastinldiginda disuk
oranda ekprese oldugu, ayni zamanda metilasyon durumlari da
kontrol grubuna goére daha yuksek oranda metilasyona ugramis
oldugunu saptadik. Bu genlerin kanser olusum patogenezinde
TSG olarak goérev vyaptigi g6z Onune alindiginda
hipermetilasyona bagl disuk ekpresyonun son derece anlamli
oldugu gorualmustar.

e CDKN2A geni ise hem hasta grupta hem de kontrol
grubumuzda ekprese olmadigindan maliyniteye 6zgul olmadigi
dusunulmustar.

e FOXO1 geni ise hem hastalarda hem de kontrol gruplarinda

ekprese oldugu gérinmektedir.
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Hasta gruplarda ekprese olmayan genlerin bircok mekanizma
ile etkisizlesebilecegi bilinmekle birlikte; ¢alismamizda bu
genlerin yuksek oranda metilasyona ugrayarak islevlerini
yitirdigini gosterdik.

Calismamizdaki bu sonuglar, SPI1, PRDX2, DLEC1, KLF4,
DAPK1 genlerinin gocukluk ¢agl HL ve NHL etyopatogenezinde
rol aldigini géstermektedir. Daha ¢ok sayida hasta ile yapilacak
olan genis calismalarda elde edilecek veriler ile bu genlerin
cocukluk ¢agi lenfomalarinda biyobelirte¢ ya da tedavi hedefleri

icin aday olup olamayacagi gosterilebilir.
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6.SONUCLAR

» 41 HL hastasinin 10 yillik genel yasam analizi %94 iken;
olaysiz yasami %91 bulundu.

» HL hastalarinin evrelerine gore 10 yillik genel yasami evre I-11-
lll'icin %100 iken; evre IV igin %80 bulundu.

» HL hastalarinin evrelerine gore 10 yillik olaysiz yagami evre I-1I-
lll'icin %100 iken; evre IV igin %70 bulundu.

» 15 NHL hastasinin 5 yillik genel yasam ve olaysiz yasami %82
bulundu.

» NHL hastalarinin evrelerine gore 5 yillik genel ve olaysiz
yasami evre lll icin %89, evre IV i¢in %67 bulundu.

» CDKN2A geninin tum hasta gruplarinda metile olmasina
ragmen hasta ve kontrol grubunun her ikisinde de ekprese
olmamasi, CDKN2A geninin hucre proliferasyonunda dnemli bir
goérevi oldugu kanisina varildi. Kontrol grubunun reaktif lenf
nodu ve lenfoid hiperplazilerden olugsmasi nedeniyle bu genin
epigenetik degisikliklerinin timor olusumuna 6zgu olmadigi
dusinulda.

» FOXO1 geninin metilasyon orani kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yuksek bulunmakla beraber, bu genin
ekspresyonu hem hasta hem de kontrol gruplarinda yuksek

olarak saptandi.

123



» HL ve NHL gruplarinda SPI1, PRDX2, DLEC1, KLF4 ve DAPK1
genlerinin ekspresyon oranlari duslk, metilasyon oranlar ise
yuksek olarak bulundu. Bu genlerin epigenetik degisikliklerinin
lenfoma patogenezinde dnemli roll oldugu sonucuna varildi.

» DAPK1 geninin oOzellikle NHL hastalarinda hipermetile olarak
baskilandigi goérlldi. Hasta grubumuzda Cox regresyon
analizinde genel ve olaysiz yasam ile iligkili gorulen (p=0.029)
tek parametrenin DAPK1 metilasyonu olmasi da dikkat cekici

bulundu.
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7. OZET

Cocuk ve Adolesan Lenfomalarinin Etyopatogenezinde Tumor
Baskilayici Genlerde DNA Metilasyonunun Rolii

Amag: Cocukluk cagi lenfomalarinin etyopatogenezinde epigenetik
degisiklige ugrayarak rol oynadigi 6ne surulen 7 ayri gen igin ekpresyon
ve metilasyon durumlarini belirleyerek genel ve olaysiz yasam Uzerine
olan etkisini aragtirmaktir.

Hastalar ve Yontem: Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Sagligi
ve Hastaliklari Anabilim Dali, Cocuk Onkoloji bolimunde 2000-2015 yillar
arasinda izlenen 41 HL, 15 NHL ve 40 maliyn olmayan lenf nodu
proliferasyonu olmak Uzere, patolojik degerlendirmesi merkezimizde
yapilan ve doku ornekleri yeterli olan toplam 96 c¢ocuk calismaya alindi.
Doku orneklerinden DNA ve RNA izolasyonu yapilarak RT- gPCR ve
metilasyon spesifik PCR ¢alismasi yapildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplar karsilastirildiginda hasta
grubunda SPI1, PRDX2, KLF4, DLEC1 DAPK1 genlerinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha az ekprese oldugu,
CDKNA2 ve FOXO1 genlerinin ekspresyonunun ise hasta ve kontrol
gruplarinda istatistiksel olarak farkh olmadigi goérildd. Metilasyon
oranlarina bakildiginda; CDKN2A ve FOXO1 geni hari¢ ¢alisilan tim
genlerde metilasyon oranlari HL ve NHL gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulundu.

Sonug: Cocukluk ¢agi HL ve NHL hastalarinin timor doku
orneklerinde SPI1, PRDX2, DLEC1, KLF4, DAPK1 genlerinin
hipermetilasyon ile susturulduklari saptandi. CDKN2A geninin hem hasta
hem de kontrol gruplarinda ekprese olmamasi nedeniyle maliyniteye 6zgul
olmadidi sonucuna varildi. FOXO1 geni ise hem hastalarda hem de

kontrol gruplarinda ekprese oldugundan maliynite ile iligkisi gosterilemedi.
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8.SUMMARY

The Role of DNA Methylation of The Tumor Supressor Genes in
Etiopathogenesis of Childhood and Adolescent Lymphomas

Purpose: The aim of the study is to investigate the expression and
methylation status of 7 distinctive genes with tumor suppressing properties
in childhood lymphomas.

Patients and Methodology: A total of 96 patients (41 HL, 15 NHL
and 40 non-malignant lymph node proliferation) who are followed up
between 2000-2015 in the Pediatric Oncology Division of Pediatry
Department of Gazi University and whose pathological examination were
performed in our center are included in the research. Specific PCR studies
of RT-gPCR and methylation were performed by making DNA and RNA
isolation in tissue samples.

Results: When patient groups and control groups are compared,
we found that SPI1, PRDX2, KLF4, DLEC1 DAPK1 genes are significantly
less expressed with respect to control group. However, expression of
CDKNA2 and FOXOL1 genes in the patient and control groups were not
statistically different. The methylation ratios of all genes excluding the
CDKN2A and FOXO1 genes in HL and NHL groups were significantly
higher than the controls.

Conclusion: We showed that SPI1, PRDX2, DLEC1, KLF4,
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