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Amacg: En sik goriilen ikinci lenfoma alt tipi olan folikiler lenfoma (FL), germinal merkez B hiic-
relerinden kaynaklanir. Bu ¢alismada, FL 6rneklerinde TGF/Smad yolagina ait genlerin ifade
degisikliklerinin, klinik ve patolojik prognostik parametrelerle iliskisinin arastiriimasi amaglanmis-
tir. Ayrica, bu genlerin FL timor mikrocevresi ve prognozu tzerindeki olasi etkileri ve rollerinin
incelenmesi hedeflenmistir.

Hastalar ve Yontem: Calismaya 21 FL olgusu ve bes reaktif folikiiler hiperplazi olgusu dahil
edilmistir. FOXP3 antikoru ile regilator T hiicreleri (Treg), CD163 antikoru ile timor iliskili makro-
fajlar (TiIM) immiinohistokimyasal olarak incelenmis ve mikrocevre 6zelliklerine gére ayrilmistir.
Folikiiler lenfoma 6rneklerinde neoplastik follikiiller, kontrol grubunda reaktif follikiller lazer
mikrodiseksiyon (LMD) yontemiyle izole edilmistir. Bu 6rneklerde qRT-PZR yontemiyle TGFf/
Smad yolagina ait TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad7, SARA, ve CDKN2B genlerinin ifade
dizeyleri arastinlmistir. Molekdler analizlerin histopatolojik ve klinikopatolojik prognostik veri-
lerle iliskisi istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: immiinohistokimyasal analizler, FL rneklerinde FOXP3* Tregler ve CD163* TiM'lerin
yogunlugunun, kontrol grubuna gore artmis oldugunu gostermektedir. Molekiler analizlerde
ise, TGFB/Smad yolagina ait genlerin timiinde, FL 6rneklerinde kontrol grubuna gére genel bir
ifade artisi g6zlemlenmistir. Bununla birlikte, calismada sinirli rneklem buyiklugu nedeniyle bu
degisimlerin istatistiksel olarak anlamlihgr gosterilememistir.

Sonug: Folikuler lenfomalarda hastalik prognozunu etkileyen mikrocevre 6zellikleri, TGFB/Smad
yolagina ait genlerin ifade diizeylerindeki degisiklikler ile iliskili olabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Folikiler lenfoma; TGFB/Smad yolagi; prognoz, mikrogevre

ABSTRACT

Objective: Follicular lymphoma (FL) is the second most common subtype of lymphoma and
originates from germinal center B cells. The aim of this study was to investigate the relationship
between gene expression changes of TGF3/Smad signaling pathway genes and clinical and
pathological prognostic parameters in FL samples. Furthermore, the study sought to investigate
the influence of these genes on the tumor microenvironment and to gain a deeper understand-
ing of their contribution to the prognosis of FL.
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Folikiiler Lenfomalarin Prognozunda TGFB/Smad Yolaginin Rolu

Patients and Methods: The study included 21 FL cases and five reactive follicular hyperplasia cases as controls. Regulatory T cells (Treg)
were examined using FOXP3 antibody, and tumor-associated macrophages (TAM) were analyzed using CD163 antibody through immu-
nohistochemistry. Neoplastic follicles from FL samples and reactive follicles from the control group were isolated by laser microdissection.
The expression levels of TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad7, SARA, and CDKN2B genes, which are involved in the TGFf3/Smad signaling
pathway, were assessed by qRT-PCR. The relationship between molecular findings and histopathological and clinicopathological prog-
nostic data was statistically analyzed.

Results: Immunohistochemical analysis showed an increased density of FOXP3* Tregs and CD163* TAMs in FL samples compared to the
control group. Molecular analysis revealed a general increase in the expression of genes related to the TGFf3/Smad pathway in FL samples
compared to the control group. However, the observed alterations did not reach statistical significance, likely due to the limited sample
size.

Conclusion: The microenvironmental characteristics that impact disease prognosis in FL may be associated to alterations in the expres-

sion of genes involved in the TGFB/Smad signaling pathway.
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GiRiS

Germinal merkez B hiicrelerinden kaynaklanan foliki-
ler lenfoma (FL), diinya genelinde en sik gorilen ikinci
non-Hodgkin lenfoma alt tipidir (1). Foliktler lenfoma
patogenezi, B lenfositlerdeki genetik ve epigenetik degi-
siklikler, stiregen antijenik uyari, germinal merkez mikro-
cevresi ve neoplastik hiicrelerin mikrogevreyle iliskisiyle
meydana gelen karmasik bir strectir (2-3).

Folikiiler lenfomalarin karakteristik genetik anomalisi
olan t(14;18)(g32;921) translokasyonu olgularin yaklasik
olarak %85'inde goriliir (4). ‘BCL2 proteininin asir eks-
presyonunu tetiklemekte olan bu translokasyon, hiicrenin
fizyolojik apoptotik slrecten kagisina ve klonal proliferas-
yonuna neden olmaktadir (5).

Genellikle yavas seyirli olmasina ragmen klinik davra-
nis ve tedaviye yanit acilarindan FL heterojen bir hastaliktir
(6). Giincel Diinya Saglk Orgiitii siniflamasinda bir 6nce-
kinden farkl olarak evre I-ll ve 3A FL'ler “klasik FL" olarak tek
bir semsiye altina alinmistir. Tanimlanan evre I-Il ve IlIA FL
formlan genellikle daha yavas seyirli bir tablo cizerken,
“folikuller buylik B hiicreli lenfoma” olarak adlandirilan evre
IIB FL, daha kotl prognozla karakterizedir. Ayrica evre I1IB
FL olgulari tedavide daha agresif bir yaklasim gerektirir (7).
Her yil hastalarin %2-3'tinde, daha agresif bir lenfoma tirt
olan diffiiz biiytk B hucreli lenfomaya (DLBCL) doniisim
gerceklesmektedir (8).

Folikller lenfoma hastalarinin prognostik risk deger-
lendirmesi, histolojik dereceden bagimsiz olarak kullanilan
Folikiiler Lenfoma Uluslararasi Prognostik indeksi (FLIPI)
algoritmasina dayanmaktadir (9).

Prognozun dngériilmesindeki temel faktorler klinik ve
laboratuvar verileridir. Bu sistemde dikkate alinan prog-
nostik faktorler; lenf nodu bolge sayisi, serum laktat dehid-
rogenaz (LDH) dizeyi, hasta yasi, hastaligin evresi ve
hemoglobin diizeyidir. Rituksimab'in klinik kullanima gir-
mesiyle birlikte, bu algoritma FLIPI-2 olarak glincellenmis
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ve kemik iligi tutulumu ile B2-mikroglobulin dlzeyleri de
risk faktorleri arasina dahil edilmistir (10).

B hiicrelerinin asiri proliferasyonuyla karakterize olan
FU'nin lenfomagenez siirecinin diger aktorlerinin, timor
mikrogevresindeki hiicresel bilesenler oldugu anlagiimistir

an.

Folikller lenfomanin timor mikrogevresi; T hiicreleri,
makrofajlar, stromal hiicreler ve daha az oranda nétrofiller
ile dogal oldurtct (NK) hicreleri icermektedir (12,13).
Ayrica, klinik seyri degiskenlik gésteren FL'nin prognozu
Gzerinde, mikrogevrenin kritik etkileri oldugu da anlasil-
maya baslanmistir (14).

Folikller lenfoma mikrogevresinde yer alan T hiicreleri
ve makrofajlar tarafindan ifade edilen proteinler, progno-
zun en dnemli belirleyicilerindendir. Ozellikle regiilatér T
hiicrelerin (Treg) ve timor iliskili makrofajlarin (TIM) FL'nin
prognozunu ve tedaviye yanitini etkiledigi gosterilmistir
(15). Bu alanda ¢igir acan calismalardan birinde Dave ve
arkadaslari, mikrocevredeki neoplastik olmayan hiicrelere
ait gen ifadesi imzalarinin FL prognozu ile iligkili oldugunu
ortaya koymustur (16).

Yakin zamanda yapilan bir calismada, FL germinal mer-
kez B hiicreleri (GC-benzeri) ve normal hafiza B hiicrelerine
benzer (MEM-benzeri) olmak tzere iki farkli molekiiler alt
tip tanimlanmistir. Bu siniflama, normal germinal merkez B
hiicreleri ve hafiza B hiicreleriyle iliskili iki ayri gen ekspres-
yon imzasina dayanmaktadir. MEM-benzeri tiimorler, rituk-
simab-kemoterapi tedavisi géren hastalarda anlamli sekil-
de daha kot progresyonsuz sagkalimla iliskilendirilmis,
bu da FL'nin biyolojik cesitliliginin klinik sonuglar tizerinde-
ki etkisini vurgulamistir (17).

Literatlrde, T hiicrelerinde ifade edilen genlerin imza-
lari daha iyi klinik seyirle iliskilendirilirken, makrofajlar ve
folikuller dendritik hlcrelerdeki gen ifadelerinin hastaligin
seyrini olumsuz yonde etkiledigine dair veriler mevcuttur.
Ancak farkh calismalarda elde edilen celiskili bulgular
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nedeniyle bu konu halen aktif bir arastirma alani olma
ozelligini korumaktadir (18).

Folikiiler lenfoma patogenezinde, timoér mikrogevre-
sindeki immiin hiicre popllasyonlari ve hiicreler arasi sin-
yal yolaklari da hastaligin prognozu ve transformasyon
potansiyeli Gzerinde belirleyici rol oynamaktadir.

Folikiler lenfoma patogenezinde, B hiicre reseptord,
Toll-benzeri reseptdr, Notch, NF-KB ve MAPK gibi cesitli
sinyal iletim yolaklarindaki bozukluklar rol oynamaktadir
(19). Bu yolaklarin yani sira Transforming Growth Factor
Beta (TGF) sinyal yolaklari da hiicre proliferasyonu, farkli-
lagma, 6lim, iskelet organizasyonu, adezyon ve migrasyon
gibi temel hiicresel suiregleri diizenleyen mekanizmalariyla
timor mikrogevresindeki cesitli hicrelerin islevlerinin
kontroliinde rol oynamaktadir. TGF3, klasik (Smad aracili)
ve alternatif (Smad disi) olmak tzere iki yol tizerinden sin-
yal iletimini gerceklestirir (20). Klasik yolakta sinyal Smad
proteinleri Gizerinden iletilirken, alternatif yolakta bu iletim
MAP kinaz, Rho-benzeri GTPaz ve PI3K/AKT yolaklari {ize-
rinden saglanir.

TGFpB, timoér mikrogevresindeki NK, CD4* ve CD8* T
hicreleri, makrofajlar, nétrofiller, dendritik hiicreler, mast
hiicreleri ve B hucrelerinin islevlerini etkilemektedir
(21,22). Yuksek diizeyde TGF varligi, B hiicrelerinde apop-
toza neden olurken dendritik hiicrelerle NK hiicrelerinin
olgunlagmasini baskilamaktadir (23,24). Ayrica TGF(, gran-
zim A, granzim B, perforin, FAS ligandi ve interferon gibi T
hiicre aracili timor hicresi sitotoksisitesine ait faktorlerin
ifadesini de baskilar (25). TGF3, monositlerin makrofajlara
farklilasmasinda da rol oynamaktadir. Ayni zamanda,
makrofajlarin M1 formundan M2 formuna polarizasyonu-
nu tesvik ederek monosit aracili hiicre 6lumini baskila-
maktadir. Bu baglamda, TGFf/Smad sinyal yolaginin
immdin yaniti diizenleyici etkileri ve timor mikrogevresiyle
olan etkilesimleri nedeniyle FL patogenezindeki roll dik-
kat cekmektedir (26,27).

TGFB, hiicre tipi ve hiicresel kosullara bagl olarak cok
yonli bir etki mekanizmasina sahip bir sitokindir. Normal
hiicresel kosullarda, hiicre proliferasyonunu baskilayarak
ve farklilasmayi uyararak timor baskilayici rol oynarken,
kanserin ileri evrelerinde bu durum tersine dénmekte ve
timor buylmesi ile metastazi tetikleyen onkogenik bir
islev kazanmaktadir (28).

Literaturdeki celiskili veriler gbz 6nline alinarak, bu
calismada tliimor mikrogevresinin FL prognozu Uzerindeki
etkisini ve TGF/Smad sinyal iletim yolaginin bu slrecteki
potansiyel rolinun arastirilmasi amaclanmistir. Bu amag
dogrultusunda, dusiik dereceli FL'lerde TGF3/Smad yolagi-
nin mikrogevre Uzerindeki diizenleyici etkisinin, klinik
prognostik 6zelliklerle olan iliskisi arastiriimistir.

HASTALAR ve YONTEM

Calismaya 21 FL ve kontrol grubu olarak secilen bes
reaktif folikliler hiperplazi olgusuna ait formalinle fikse
edilmis parafine gomdilli dokular (FFPE) dahil edilmistir.
Foliktler lenfoma olgularinin ikisi evre Ill, geri kalan 19'u
ise evre |-l olarak siniflandiriimistir.

Secim asamasinda tani amaciyla kullanilan belirtecler
arasinda 6zellikle BCL2, BCL6, dendritik hiicre belirtecleri
CD21 ve CD23, T hiicresi belirteci CD3, makrofaj belirteci
CD68 ve proliferasyon belirteci Ki-67 yeniden degerlendi-
rilmis ve puanlandiriimistir.

Folikiiler lenfoma prognozunu etkileyen mikrocevresel
elemanlar olan Treglerin belirteci olarak FOXP3 ve TiM'lerin
belirteci olarak ise CD163 ifadeleri immiinohistokimya
yontemiyle analiz edilmistir.

FOXP3 i¢in Epitomics (Tavsan Monoklonal) Anti-FOXP3
(Klon EP340) ve CD163 icin Cell Marque CD163 (MRQ-26)
(Fare Monoklonal) antikorlari kullaniimistir.
immiinohistokimyasal boyamalar, Ventana Benchmark
ULTRA tam otomatik boyama cihazinda gerceklestirilmis-
tir.

TGFB yolagindaki genlerin o6zellikle FL hiicrelerinin
bulundugu alanlarda incelenebilmesi i¢in neoplastik folli-
killer lazer mikrodiseksiyon yontemiyle Leica LMD6 siste-
mi kullanilarak 10 um kalinhiginda parafin doku kesitlerin-
den disseke edilmistir. Formalinle fikse edilmis parafine
gomullu dokular doku kesitleri, 2 um kalinliginda PEN
membranli cam lamlar (Leica, Almanya) lizerine alinmistir.
Kesit alma islemi sirasinda mikrotom olarak Shandon
Finesse 325 (ThermoFisher Scientific) cihazi kullanilmis,
DEPC ile muamele edilmis su tercih edilmis ve mikrotom
bicaklari RNase away™ (Ambion) ile temizlenmistir.

Bu membran uzerindeki doku kesitleri Toluidin Blue
boyasi ile boyanarak neoplastik follikll yapilari goranir
hale getirilmistir. Lazer mikrodiseksiyon cihazinda yalniz-
ca neoplastik folikil yapilari kesilerek ¢alisma icin toplan-
mistir. Toluidin Blue ile boyanmis kesitlerde bulanik alan-
larin bulunabilme ihtimaline karsi, her 6rnek icin FOXP3
ve CD163 gibi diger ilgili belirteclere ait boyanmis lamlar-
daki alanlarla karsilastirilarak dogru follikuller secilmistir
(Sekil 1).

Toplam RNA, lazer mikrodiseksiyon ile toplanan foliki-
ler alanlardan, dretici firmanin talimatlarina uygun olarak
RNeasy FFPE Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
izole edilmistir. RNA'nin konsantrasyonu ve safligi, Implen
NanoPhotometer® P 300 (Implen GmbH, Miinih, Almanya)
cihaziyla olclilmis ve Ornekler kullanilincaya kadar
-80 °C'de saklanmistir.
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A

cDNA sentezi icin reverse transkripsiyon islemi, Uretici
firmanin talimatlarina uygun olarak RT2 First Strand Kiti
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak ve 400 ng ekstrakte
edilmis RNA ile gerceklestirilmistir. Gercek zamanli polime-
raz reaksiyon testi (QRT-PZR), Roche LightCycler480 siste-
minde TGFBRI1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad7, SARA,
CDKN2B genlerine 6zgli RT2 gPZR Primer Assay (Qiagen,
Hilden, Almanya) primerleri ve RT2 SYBR Green Mastermix
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak dretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde gerceklestirilmistir. qPZR
dongu kosullari; 95-de 10 dakika, 95-de 15 saniye, 60-de
60 saniye ve 72-"de 30 saniyelik 40 dongu; 95-'de 30 saniye,
60-'de 30 saniye ve 95-de 30 saniyelik bir erime egrisi olus-
turulmustur.

Polimeraz zincir reaksiyonu verilerinin analizi icin
2-AACt yontemi kullaniimistir ve normalizasyon amaciyla
ACTB (B-actin) geni kullanilmistir. Bes kontrol bireyinden
elde edilen Ct degerleri her bir gen i¢in normalize edildik-
ten sonra ortalama deger saptanmis ve karsilastirmali gen
ifadesi analizlerinde kontrol verisi olarak kullanilimistir.

Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis, Fisher'in kesinlik testi
ve Spearman korelasyon katsayisi yontemleri kullanilarak
parametreler karsilastiriimistir. Calisma kapsaminda deger-
lendirilen nicel veriler medyan (minimum-maksimum)
degerlerle, kategorik veriler ise frekans ve ylizde degerle-
riyle 6zetlenmistir. Cinsiyet oranlari agisindan FL ve kontrol
gruplari, Fisher'in kesinlik testiyle karsilastirlmistir. Gen
ekspresyonlarinin karsilastirilmasinda, FL grubuyla kontrol
grubu arasindaki farklarin yani sira, FL grubundaki alt
gruplar arasindaki farkhliklarin degerlendirilmesinde
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Sekil 1. Lazer mikrodiseksiyon éncesi (A) ve sonrasi (B) doku kesitlerinin gériinimu (6lcek gubugu= 200 p/m).

uygun istatistiksel test olarak Mann-Whitney U testi veya
Kruskal-Wallis testi kullaniimigstir. Tip-I hata oranini kontrol
etmek amaciyla elde edilen p degerlerine Benjamini-
Hochberg diizeltmesi uygulanmistir. p< 0.05 dederi istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 21 hastanin medyan yasi 64
(minimum: 33, maksimum: 79)"tur. Cinsiyet dagilimi ince-
lendiginde hastalarin %47.6 (n= 10)’si kadin ve %52.4 (n=
11)'U erkek olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Evre -1l olarak siniflandirlan disuk dereceli FL hastala-
r1, tim grubun %73.1 (n= 19)'ini olusturmaktadir. iki hasta
ise evre lll FL tanisi almis olup bu oran %7.7 (n= 2)'dir (Sekil
2-4). Hastalarin tani sirasindaki evreleri degerlendirildigin-
de, %9.5 (n= 2)'i evre |, %23.8 (n=5)'i evre lll, %61.9 (n=
13)'u evre IV oldugu saptanmistir. Lenf nodu sayilari deger-
lendirildiginde, dortten az sayida lenf nodu tutulumu olan
1 (%4.8) hasta mevcutken, diger hastalarin (%95.2, n= 20)
dort ve izeri sayida lenf nodu tutulumu gosterdigi saptan-
maktadir. Kemik iligi tutulumu 12 (%57.1) hastada saptan-
mis, 9 (%42.9) hastada kemik iligi tutulumu bulunmadigi
gorulmustir (Tablo 1).

Hemoglobin degerleri alti hastada normalin (12g/dL)
altinda gozlenirken 15 hastada normal saptanmistir.
Serum LDH degeri de alti hastada normal seviyeden
(200U/L) yiiksek, 15 hastada normal sinirlarda gézlenmis-
tir. Calismaya dahil olan FL vakalarinin FLIPI skorlari deger-
lendirildiginde, iki vakada dusuk risk (0-1) saptanirken, iki
vakada orta risk (2), 17 vakanin ise yiksek risk grubunda
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Tablo 1. Demografik, klinik ve immiinohistokimyasal bulgular

Lenf )
Serum Nodu [ FLIPI-1
Yas Cinsiyet Evre FOXP3 (CD163 Hemoglobin LDH Evre Sayisi Tutulumu Skor Ki-67 BCL2
Hasta 1 47 Erkek 1 2 1 16.6 225 1 <4 Yok 1 1 1
Hasta 2 55 Erkek 1 1 0 144 241 4 >4 Yok 3 1 1
Hasta 3 66 Erkek 2 2 0 15.7 219 4B >4 Var 4 0 1
Hasta 4 56 Kadin 2 2 0 1.5 162 4 >4 Var 3 0 1
Hasta 5 37 Erkek 2 1 0 15.5 154 4 >4 Var 3 1 0
Hasta 6 74 Kadin 2 2 0 129 146 4 >4 Var 3 2 1
Hasta 7 64 Kadin 2 1 1 12.8 380 4 >4 Var 4 1 1
Hasta 8 59 Kadin 2 1 2 13.3 132 4 >4 Yok 2 0 2
Hasta 9 73 Erkek 2 1 0 11.5 166 4 >4 Var 4 2 1
Hasta 10 60 Kadin 2 1 0 14.0 0 4 >4 Var 3 0 2
Hasta 11 66 Kadin 2 1 0 12.7 170 4 >4 Var 3 2 1
Hasta12 73 Kadin 2 2 0 14.6 230 3 >4 Yok 4 2 1
Hasta13 79 Erkek 2 2 0 124 256 3 >4 Yok 4 1 0
Hasta 14 43 Kadin 2 2 0 12.5 150 3A >4 Yok 2 2 2
Hasta15 33 Erkek 2 2 0 17.0 158 1 >4 Yok 2 2 1
Hasta16 51 Kadin 2 2 1 11.0 189 1 >4 Var 3 1 1
Hasta17 69 Erkek 2 2 0 16.5 210 4 >4 Var 3 3 1
Hasta 18 75 Kadin 2 2 1 10.2 218 4 >4 Var 5 1 2
Hasta19 67 Erkek 2 1 2 15.9 146 3 >4 Yok 3 3 1
Hasta20 70 Erkek 3B 3 2 8.9 387 4 >4 Var 5 3 2
Hasta 21 61 Erkek 3A 3 0 11.3 369 3 >4 Yok 4 3 1

LDH: Laktat dehidrogenaz.

(3-5) oldugu saptanmistir. Calismadaki iki vaka haricinde,
butln vakalarin %90.5'inde BCL2 pozitifligi gozlenmistir.
Hastalarin proliferasyon belirteci Ki-67 durumlarina bakil-
didinda, 4 (%19) hastada proliferasyon oraninin ¢ok disiik
(skor 0), 7 (%33.3) hastada dustk (skor 1), 6 (%28.6) hasta-
da orta (skor 2) ve 4 (%19) hastada (skor 3) ylksek oldugu
g6zlenmistir (Tablo 1).

Folikiiler lenfoma olgulari, immiinohistokimyasal ola-
rak FOXP3 ve CD163 antikorlaryla boyanarak, isik mikros-
kobu altinda degerlendirilmis ve sinyal yogunlugundaki
artisa gore 0-3 arasinda puanlandiriimistir.

FOXP3 pozitif Treg hiicre skorlamasinda; skor 1, 2 ve 3
grubundaki hastalar sirasiyla %38.1 (n= 8), %52.4 (n=11)
ve %9.5 (n= 2) oraninda tiim hasta grubunu temsil etmek-
tedir. CD163 ekspresyonu gosteren TiM'lerin degerlendiril-
mesinde ise skor 0, 1 ve 2 grubundaki hastalar sirasiyla
%66.7 (n= 14), %19 (n= 4) ve %14.3 (n= 3) olarak bulun-
mustur (Sekil 2-4).

Folikiiler lenfoma olgular Tablo 2'de goériilen FLIPI-1
skorlamasi temel alinarak, Tablo 1'de sunulan klinik bulgu-
lari 1siginda gerceklestirilmistir (29). Calismaya dahil edilen

FL vakalarinin FLIPI skorlar degerlendirildiginde; iki olgu
dusuk risk (0-1), iki olgu orta risk (2) ve 17 olgu ytiksek risk
(3-5) grubunda yer almistir.

gPZR analizleri “rolatif kantifikasyon (2-AACt)” yonte-
miyle gerceklestirilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildi-
ginda qPZR analiz sonuglarina goére; 21 olgunun 14’iinde
TGFBR1 gen ifadesi artmis, yedi olguda ise azalmistir.
Smad2 gen ifadesi 21 olgunun 17'sinde artarken, geri
kalan dort olguda azalma gdstermistir. Smad3 gen ifadesi
15 olguda artmis, alti olguda azalmistir. Smad4 gen ifadesi
16 olguda artarken, bes olguda azalmistir. Smad7 gen ifa-
desi 18 olguda artmis, Ui¢ olguda ise azalmistir. SARA gen
ifadesi 12 olguda artarken, dokuz olguda azalmistir. CDK-
N2B gen ifadesi 17 olguda artmis, lic olguda azalmis; bir
olguda ise ifade diizeyinde degisiklik gdzlenmemistir.
Calismaya konu olan genlerde, hasta 6rneklerinin kontrole
gore ifadelerinin kat degisimleri Sekil 5'teki heatmap grafi-
ginde belirtilmistir.

Bu analizlerden elde edilen sonuglara goére; TGFR/
Smad yolaginda yer alan TGFBR1, Smad2, Smad3, Smad4,
Smad7, SARA ve CDKN2B gen ifadelerinin FL hastalarindaki
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Sekil 2. Foliktler lenfoma (evre Il) olgusundan temsili kesitler. (A) H&E boyasi. (B) BCL2 immiinohistokimyasal boyamasi. (C)
FOXP3 immiinohistokimyasal boyamasi. (D) CD163 immiinohistokimyasal boyamasi (élgek ¢ubugu= 50 p/m).

FOXP3 skor 2 CD163 skor 0

C D|

Sekil 3. Folikiiler lenfoma (evre Il) olgusundan baska bir alanin temsili kesitleri. (A) H&E boyasi. (B) BCL2 immdinohistokimyasal
boyamasi. (C) FOXP3 immiinohistokimyasal boyamasi. (D) CD163 immdinohistokimyasal boyamasi (élgek cubugu= 50 p/m).
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50 um

L = FOXP3skar3

il CD163 skor 2

Sekil 4. Folikiler lenfoma (evre Ill) olgusundan immdtinohistokimyasal boyamalar. (A) H&E boyasi. (B) BCL2 boyamasi. (C)
FOXP3 boyamasi. (D) CD163 boyamasi. (E) baska bir alandan CD163 boyamasi (élgek ¢ubugu= 50 p/m).

degisimleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p> 0.05) (Tablo 3).

FOXP3 ve CD163 immiinohistokimyasal ekspresyon
skorlarina gore, TGFB3/Smad yolaginda yer alan TGFBRIT,
Smad2, Smad3, Smad4, Smad7, SARA ve CDKN2B genlerinin
ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir kore-
lasyon saptanmamistir (p= 0.05). Ayrica, Ki-67 proliferasyon
indeksiyle s6z konusu genlerin ekspresyonlari arasinda da
anlamli bir iliski bulunmamistir (p=> 0.05) (Tablo 4).

Klinik prognostik belirte¢ olan FLIPI skorlaryla TGFB/
Smad yolagindaki TGFfR1, Smad2, Smad3, Smad4, Smad?7,
SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmamistir (cizelge 5.5) (p> 0.05). Hasta-
larda tani sirasindaki evreleriyle ilgili bilgi veren kemik iligi
tutulumuyla TGFfB/Smad yolagindaki TGFBR1, Smad2,
Smad3, Smad4, Smad7, SARA, CDKN2B genlerinin ifadeleri
arasinda anlaml bir korelasyon saptanmamistir (p= 0.05)
(Tablo 5).

TARTISMA ve SONUC

Folikiiler lenfoma, klinik ve prognostik acidan hetero-
jen bir hastaliktir. Klinik faktorlerin yani sira literatlirde yer
alan ¢ok sayida calisma, tiimor mikrogevresinin FL progno-
zundaki kritik 5nemini ortaya koymustur (6). Neoplastik B
hiicreleriyle mikrogevre arasindaki kompleks etkilesim,

hastaligin siddetini, tedaviye yaniti ve klinik seyri etkileyen
faktorler arasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (30).

Tumor mikrogevresinin ayrintili karakterizasyonu, yeni
immdinoterapotik ajanlar, kontrol noktasi inhibitorleri ve
idelalisib gibi sinyal yolagi inhibitorleriyle tedaviye yanit
acisindan farkh T hiicre tiplerinin bilegsiminin nemini orta-
ya koymustur (31). Cok sayida retrospektif calisma, FOXP3*
T hicrelerinin FL, germinal merkez tipi DLBCL ve Hodgkin
lenfomada tedaviden bagimsiz olarak iyi prognoz goster-
gesi oldugunu gostermistir (32). Ancak germinal merkez
tipi olmayan DLBCLde FOXP3* T hiicrelerinin kotl prog-
nozla iliskili oldugu bildirilmistir (33). Rituksimab tedavisi
oncesi donemde, tani aninda yiliksek diizeyde folikiler
FOXP3* Treg varliginin, genel sagkalim sdresini uzattigi
sonucuna varilmistir (31-34).

Gen ekspresyon analizlerinden elde edilen giincel bil-
gilere gore, malign olmayan lenfositlerin FL ve DLBCLde
onemli prognostik dneme sahip oldugu gosterilmistir (6).
Tedavi almamis B hiicreli non-Hodgkin lenfoma hastalarin-
da, saglikli bireylere veya tedavi almis hastalara oranla
anlamli diizeyde artmis FOXP3 mRNA transkriptleri goz-
lenmistir. Serum LDH diizeyi ile periferik CD4/CD25 pozitif-
ligi, periferik FOXP3 ekspresyonu, hastalik evresi ve perfor-
mans durumu, periferik kan TGF3 mRNA ekspresyonu ve
CD4/CD25 pozitifligi arasinda pozitif korelasyon saptan-
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Ornekler

Genler

Sekil 5. FLIPI skorlari, kemik iligi tutulumu ile TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin istatistiksel karsilastiriimasi.

mistir. Ayrica FL hastalarinda LDH ve FOXP3 ekspresyon
dizeylerinin diger gruplara gore daha yilksek oldugu
belirlenmistir (35). Laurenti ve arkadaslarinin calismasi,
artmis Treg oraninin yliksek LDH diizeyi ile iliskili oldugu-
nu gostermistir (36).

Baska bir calismada, R-CVP ile tedavi edilen FL hastala-
rnda CD163* TiMlerin k&ti prognozla iliskili oldugu,
R-CHOP tedavisi alanlarda ise iyi prognoz gostergesi oldu-
gu bulunmustur (37). Bu bulgular, TIM miktarinin FL hasta-
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larinda prognoz tahmininde rol oynadidini, ancak bu etki-
nin tedaviye bagimli oldugunu géstermektedir. Rituksimab
tedavisi 6ncesinde yapilan immiinohistokimya calismala-
rinda yuksek makrofaj sayisinin kot prognozla iliskili
oldugu bircok calismada bildirilmistir (31-38).

Xie ve arkadaslarinin meta-analiz calismasina gore,
yiiksek CD68* TIM yogunlugu, diisiik yogunluga kiyasla
daha kisa genel sagkalim (OS) ile iliskili bulunmustur (p=
0.033). Ayrica, FL prognozu ile CD68* TIM diizeyi arasindaki
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Tablo 2. FLIPI ve FLIPI-2 risk siniflandirma tablosu

Parametre FLIPI-1 FLIPI-2

Lenf nodu >4 lenf nodu boélgesi >6 cm

Yas >60 >60

Serum belirteci Artmis LDH Artmis B-mikroglobulin
Evre Ann Arbor [lI-IV Kemik iligi tutulumu
Hemoglobin <12 g/dL <12 g/dL

5 yillik sagkalim (%)

Duistik risk (0-1) 91 79

Orta risk (2) 78 51

Yiiksek risk (3-5) 53 20

LDH: Laktat dehidrogenaz.

Tablo 3. FL hastalarinda TGFB/Smad yolagina ait gen ifade degisikliklerinin kontrol grubuyla istatistiksel olarak karsilastiriimasi

TGFBR1 SMAD2 SMAD3

SMAD4 SMAD7 SARA CDKN2B

p 0.555 0.242 0.492

0.242 0.184 0.753 0.492

FL: Folikuler lenfoma.

Tablo 4. immiinhistokimyasal mikrogevre iliskili belirtecler ve proliferasyon indeksiyle TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin

istatistiksel karsilagtiriimasi

p TGFBR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 SARA CDKN2B
FOXP3 0.952 0.952 0.952 0.952 1 0.952 1
cD163 0.913 0.913 0.913 0.913 0.913 0.913 0.913
Ki-67 0.857 0.717 0.825 0.822 0.717 0.717 0.784

Tablo 5. FLIPI skorlari, kemik iligi tutulumuyla TGFB/Smad yolagindaki genlerin ifadelerinin istatistiksel karsilagtiriimasi

p TGFBR1 SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMAD7 SARA CDKN2B
FLIPI skor 0.292 0.248 0.248 0.248 0.406 0.406 1
Kemik iligi tutulumu 0.936 0.936 0.936 0.936 0.936 0.936 0.972

FLIPI: Folikiler lenfoma uluslararasi prognostik indeksi.

korelasyonda yiiksek TiM diizeyinin kéti OS ile iliskili oldu-
gu gortlmustar.

Rituksimab tedavisinin, 6zellikle yiiksek CD68* TiM
yogunluguna sahip hastalarda OS ve PFS lizerinde anlamh
pozitif etkisi oldugu gosterilmistir. Bu durum, FLde CD68*
ve CD163* makrofaj sayilarini immiinokemoterapi duyarli-
ligr icin potansiyel bir biyobelirte¢ olarak 6ne ¢ikarmakta-
dir (39).

Onceden, makrofajlarin malign B hiicrelerinin sagka-
lim sinyallerini desteklemek amaciyla sitokin ve kemokin
Urettigi diisinilmekteydi. Uyar tipine bagh olarak makro-
fajlar M1 veya M2 fenotiplerine farklilagsmakta olup bu iki
alt grubun bagisiklik yanitindaki rolleri farkhlik géstermek-
tedir. Ancak, makrofaj aracili timor gelisimini destekleyen
mekanizmalar ve M2 tipi makrofajlarin FL'deki rolleri tam
olarak aydinlatilamamistir ve tedaviye bagl degdisiklikler
olabilecegi diistinilmektedir (37-39).

Bu calismalardan elde edilen celiskili sonuclar nede-
niyle, FL mikrocevresinde Treglerin ve TiM'lerin rollerinin
literatlirde net olarak tanimlanmadigi gorilmektedir.
Bu belirsizligin giderilmesine katkida bulunmak amaciyla
calismamizda, immiuinohistokimyasal analizlerle CD163*
TiM'ler ve FOXP3* Treglerin FL prognozunu etkileyen diger
faktorlerle iliskisi arastirilmistir. Ancak FOXP3 ve CD163
skorlari ile klinik prognostik veriler arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmamistir (p= 0.05).

Calismamizda, timor mikrogevresinin prognoz Uzerin-
deki etkisinin degerlendirilmesine odaklanildigindan,
neoplastik folikillerin dogru secimi biiyik dnem tagimistir.
Bu amacla lazer mikrodiseksiyon yonteminin kullaniimasi
uygun bulunmus ve literatlirde benzer ¢alismalarda nadi-
renkullanilan bu yéntem calismamizin glivenilirligini art-
tirmigtir.

Calismamizin dogrudan amaci olmamakla birlikte,
FOXP3 ve CD163 skorlarinin evre I-ll ve evre lll olgular ara-
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sinda farklihk gosterip gostermedigi incelenmis; FOXP3
skoru ylksek olan iki olgunun her ikisinin de evre Ill oldu-
gu, ayrica bu iki olgudan birinin yiiksek CD163 skoruna
sahip oldugu gozlenmistir. Yalnizca 21 olgunun Uglinde
yuksek CD163 skoru bulundugu dikkate alindiginda, bu iki
bulgudan birinin evre Ill olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum,
yiksek dereceli FL olgularinda dislk derecelilere gore
daha fazla Treg ve TiM bulunabilecegini diisiindiirmekte-
dir. Bu olasiligin dogrulanmasi icin daha genis 6rneklem
gruplarinda, distik ve yiiksek dereceli FL olgularinda Treg
ve TiM'lerin incelenmesi yararli olacaktir.

TGFB/Smad yolagi, cok yonluluguyle bilinen bir sinyal-
yolagidir. Normal sartlarda hiicre proliferasyonunu baski-
lamakta ve hticresel farklilasmay desteklemektedir. Ancak
kanserin ileri evrelerinde, timor blylmesini ve metastazi
destekleyici etki gosterebilmektedir. Bu yolak, baglama ve
hiicresel kosullara bagli olarak zaman zaman timér baski-
layici, zaman zaman ise onkogenik bir islev Gstlenmektedir
(40).

Son donemde yapilan bazi calismalar, TGF( yolaginin
FL gelisiminde aktif rol aldigini géstermektedir. Tvrdik ve
arkadaslari, TGFR'nin FL hiicre hatlan Gizerindeki in vitro
etkilerini ortaya koyarak hiicre dongusu arresti olusturdu-
gunu gostermistir (41,42).

Bu bilgiler 151ginda, calismamizda, diizenleyici T hiicre-
leri veya timorle iliskili makrofajlarin zengin oldugu mik-
rocevrelerdeTGF(3/Smad yolaginin FLdeki roltiniin arastiril-
masi amaglanmistir. Calismamizda TGF3/Smad yolagi gen-
lerinin ekspresyon degisiklikleriyle hastalarin klinik ve
patolojik prognostik parametreleri arasindaki iliski deger-
lendirilerek bu yolagin FLnin klinik davranigi tzerindeki
etkisine 151k tutmasi hedeflenmistir.

Galismamizda, yavas seyirli FL hastalarinda TGFSRT,
Smad2, Smad3, Smad4, Smad7, SARA ve CDKN2B genlerinin
ekspresyon degisimleri kontrol grubuna kiyasla istatistik-
sel olarak anlamli farkllik gostermemistir (Mann-Whitney
U testi, p= 0.05). Ayni sekilde bu genlerin ekspresyonlari ile
FOXP3 ve CD163 immunohistokimyasal skorlari arasinda
da anlaml bir korelasyon bulunmamistir (p> 0.05). Ayrica,
bu genlerin ekspresyonlari ile Ki-67 proliferasyon indeksi,
FLIPI skorlari arasinda da anlamli bir iliski gozlenmemistir
(p= 0.05). Ayrica, bu genlerin ekspresyonlari ile Ki-67 proli-
ferasyon indeksi, FLIPI skorlari arasinda da anlamli bir iligki
g6zlenmemistir (p= 0.05).

TGFB/Smad yolagdinin, ozellikle ileri evre kanserlerde
timor progresyonunu hizlandiricr etkileri géz onlinde
bulunduruldugunda, bu yolagi hedefleyen terapotik yak-
lagimlar gelecekteki tedavi stratejileri icin umut verici bir
potansiyele sahiptir (43). Calismamizda, FL hastalarinda
s6z konusu genlerin ekspresyon artisinin kontrol grubuna
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gore anlamli oldugu ve FLIPI skorlariyla korelasyon goster-
digi senaryoda, TGFB/Smad yolagini hedefleyen tedavi
seceneklerinin  (6rnedin antisens oligonikleotidler,
Belagenpneumatucel-L gibi anti-TGFf kanser asilari, 2G7,
1D11, Lerdelimumab, Metelimumab, Fresolimumab gibi
monoklonal antikorlar) FL icin alternatif ya da yardimci
tedavi olarak potansiyel kullanimina dair tartismalar yapi-
labilirdi.

TGFB/Smad yolaginin FL prognozu Uzerindeki etkileri-
nin daha ayrintil ve biittinsel bir bicimde ortaya konulabil-
mesi icin bu yolakta yer alan genlerin mutasyon durumu
ve epigenetik etmenler g6z 6niinde bulunudurularak ileri
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica calismamizda
elde edilen verilerin desteklenmesi noktasinda, érneklem
blylkligu ve hasta-kontrol orani agisindan daha kapsam-
It ve dengeli calismalar yapilmasi yararl olacaktir.
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