ikiller lenfoma (FL) olgusu, bcl-2 ve
AgNOR skoru ydniinden deger-
Jplar arasindaki iligkiler ve boyanma

olgulannin %87.8'inde saptanmigtir.
erlendirmesinde, bcl-2 il kiigik gen-
ma (KGHFL)'nin anlamhi éigide daha
lilmistir(p<0.01). Galigmamizdaki
rnlerine gore degerlendirildiginde
lojik altgruplara gére belirgin sekilde
gOsterdigi dikkati gekmistir.

si ve AgNOR degerleri y6ntinden
ik altgruplar arasinda anlamh bir fark
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eler :Follikiler lenfoma, bcl-2,
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inde pozitif olarak saptanmakta ve
ul edilmektedir(3). Galigmamizda FL
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tolojik kriterler ile bir timdri tanimla-
rmadaki yerini saptamak bu timorin
prognozunu belirlemede yetersiz
oliferatif aktivitesini degerlendirmek,
iyi saptamada hem patolog hem de
ci, olmaktadir. Bu galigmada incele-
e AgNOR kullanilarak proliferasyon
degerlendirilmig ve histolojik altgru-
tir.
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Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’'nda lenf nodiilii materyali ince-
lenen ve FL tanisi konan 33 olgu alinmigtir. Olgulara ait hema-
toksilen-eozin boyal kesitler 1gik mikroskobunda incelenmig ve
Working Formulation (WF) siniflandirmasina gore histolojik alt-
gruplara aynimigtir. Olgularda histolojik alt gruplara gére boy-
anma yiizdesini ve boyanma patternlerini incelemek amaciyla
bcl-2 immun boyamasi, proliferasyon indeksini saptamak
amaclyla PCNA immun boyamasi ve AgNOR boyamas! uygu-
lanmustir.

Tiim boyamalar igin % 10’luk tamponlanmig formalinde
tespit edilmis ve parafine gémilmis dokulardan, 5 mikron
kalinhiginda kesitler hazirfanmigtir. Immunohistokimyasal boya-
malarda, kesitler deparafinize ve rehidrate edildikten sonra 0.01
M sodyum sitrat solisyonu (pH 6.0) icinde, mikrodalga finnda,
en yiksek enerjide (720 Watt), 5'er dakikalik iki siklusta tutul-
mustur. Bunun ardindan 20 dakika sicak sitrat soliisyonunda
sogumaya birakilan ve sonra sirasiyla distile su ve Tris tampon
soliisyonu (TBS) ile yikanarak hazirlanan kesitler APAAP
(Alkalen fosfataz-anti-alkalen fosfataz) ydntemi kullanilarak
boyanmigtir. Kesitler insan bcl-2 onkoproteinine ydnelik
prediliie monoklonal anti-bcl-2 (DAKO, Danimarka) ile bir saat,
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Bu galigmada, 33 Foll
PCNA immunreaktivitesi
lendirilmig, histolojik altgn
ozellikleri aragtinimigtir.

Bcl-2 pozitifligi tim FL
Bulgulanin istatistiksel ded
tikli hiicreli follikiler lenfor
sik pozitif boyandigi gor
olgular boyanma patte
KGHFL'nin diger histopatc
ntiddler boyanma patterni

PCNA immunreaktivite
kiyaslandignda da histoloj
saptanmistir(p<0,001). H
KCHFL grubunda, en yiiks
migtir.

Anahtar Kelim
PCNA, AgNOR

GiRiS

Follikiiler Lenfoma’
Non_Hodgkin Lenfoma (M
ine dzgu proliferatif i
sergilemktedirler(1,2). Oz
olgulaninin yaklagik %85’
fanisal bir bulgu olarak kal
histolojik altgruplannda b
boyanma ozellikleri aragtu

Giintimiizde klasik his
mak ve histolojik siniflandi
biyolojik davramigini ve
kalmaktadir. Tumérin pr
prognozu ve uygun tedav
klinisyenler icin yonlendiri
nen (FL) olgular PCNA\
kapasiteleri agisindan da
plar ile iligkileri incelenmig
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Resim 1 : Nodiiler boyanma patterni gosteren bir FL olgusu (Anti-bcl-2,
x100).

monoklonal anti-PC10 (DAKO, Danimarka) ile otuz dakika
inkiibe edilmigtir. Primer antikorlar ile inkiibasyondan sonra,
tim kesitiere streptavidin-biotin yontemi (LSAB-2 Kit, DAKO,
Danimarka) ile immunohistokimyasal boyama yapilmistir.
Kromojen olarak new-fuksin-substrate (DAKO, Danimarka) kul-
lanilmigtir. Uygulama sirasindaki tiim inkiibasyonlar oda 1sisin-
da, nemli ve kapal bir ortamda yapilmigtir. Inkiibasyonlar
arasindaki tim ykamalarda TBS (pH 7.6, 0.05 M) kul-
lanilmigtir. Anti-PCNA ve anti-bcl-2 monoklonal antikorlar ile
yapilan boyamalarda, her dokudan hazirlanan yedek kesitlere
monoklonal antikor yerine negatif kontrol olarak DAKO fir-
masindan saglanan negatif kontrol soliisyonu (non-immune
serum) uygulanmigtir. PCNA boyamasinda pozitif kontrol,

Tablo I: Bel-2 pozitif FL olgulannda histolojik altgruplara gére bcl-2 boy-
anma patterni

Resim 2: interfollikiiler bélgede de boyanmanin izlendigi diffiiz-+nodiler
boyanma patterni (Anti-bcl,2 x100)

PCNA ile boyanmasi nceden saptanmig ve indeksi gikanimig
olan kolon adenokarsinomu tanisi almig bir olgunun doku kist-
leri kullamimigtir. Anti-bcl-2 ile boyamada bir reakif follikiiler
hiperplazi olgusu pozitif kontrol olarak kullaniimigtir.

AgNOR boyamada ise kesitler 3:1 etanol/asetik asit
kangiminda 10 dakika bekletilip postfikse edildikten sonra
rehidrate edilmigtir. Galigma soliisyonu 1 kisim % 50’lik giimiis
nitrat solisyonu, 1 kisim %1’lik formik asitte % 2 oraninda
cOzilmis jelatin ve 1 kisim distile su kangimindan elde
edilmigtir. Kesitler bu soliisyonda, oda isisinda ve karanlik bir
ortamda 30 dakika bekletilmistir.

Degerlendirme koérleme olarak olgulann histopatolojik
tanilan bilinmeksizin yapilmigtir. Bcl-2 degerlendirmesinde fol-
likdl icinde ve interfollikiiler alanda boyanma gdsteren olgular
pozitif, follikil igin boyanma gdstermeyen olgular negatif olarak
kabul edilmigtir. Histopatolojik altgruplarda bcl-2 boyanma
oranlan ve boyanma patternleri incelenmigtir. PCNA deger-
lendirmesi ve PCNA boyanmasinin sayimi standart i1k
mikroskobunda x40 objektif ile yapilmigtir. Doku kesitlerinde
toplam 10 alanda rastgele secilen 1000 hiicre sayimistir.
PCNA boyanma indeksi, niikleuslarda diffiiz ya da graniiler
boyanma gosteren pozitif hiicrelerin yiizdesi olarak ifade
edilmigtir. AgNOR sayimi ise x100 objektif ile 100 hiicre
sayllarak yapilmigtir. Sayimda Crocker ve arkadaglannin
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Onerdigi gekilde nukleus iginde yeralan niikleoler ve ekstranik-
leoler AQNOR benekleri sayilmigtir.

BULGULAR

FL olgulannin yaglan 31-74 arasinda degismekte olup,
ortalama yas 53.96 olarak belirlenmigtir. Olgulann biyiik bir
bolimi (% 84.8) 5-7. dekatlar arasinda yeralmaktadir. Cinsiyet
yoniinden incelendidinde kadin: erkek orani 1:1.3 olarak belir-
lenmistir.

Klinik izleme ait veriler yalmizca 14 FL olgusunda elde
edilebilmigtir. Bu olgulann % 85.7’si tani sirasinda Ill. ya da IV
evrededir. Ayrica % 35.7'sinde kemik iligi tutulumu, %
64.2'sinde ekstranodaltutulum izlenmistir. Ekstranodal tutulum
yerleri kemik iligi diginda karaciger, dalak, pankreas, gekum,
prostat ve plevradir. Olgulara klasik CHOP kombinasyonu ile
sadaltim uygulanmis ve % 63.6'sinda remisyon saglanmigtir.
Bu olgularin Kklinik izlemleri halen devam etmektedir.

FL olgularinda incelenen lenf nodu materyalleri arasinda en
sik servikal (% 33.3) ve inguinal (% 24.2) lenf nodu ornekleri
izlenmigtir. Bunun yanisira aksiller, supraklavikiler, intraab-
dominal, retroperitoneal, paraaortik, submandibuler lenf nodlan
da incelemeye alinan drnekler arasinda yeralmaktadir.

FL olgulan histopatolojik altgruplar yoninden tekrar ince-
lenmis, WF siniflandirmasina gare 19 olgu (% 57.5) kiigiik gen-

Resim 3 : PCNA indeksi yiksek bir BHFL olgusu (Anti-PCNA, x200).

Resim 4 : Bir KGHFL olgusunda diigiik AgNOR skoru (AgNOR boyasi,
x1000).

L S B N R

tikli hicreli FL (KGHFL), 10 olgu (% 30.3) bilyik hiicreli FL
(BHFL), 4 olgu da (% 12.1) mikst hiicreli FL (MHFL) olarak
degerlendirilmistir.

Bcl-2 immunreraktivitesi yoniinden incelendiginde olgularin
% 87.8'i bel-2 pozitif, % 12.2'si bel-2 negatif olarak saptan-
migtir. Histopatolojik altgruplara gore degerlendirildiginde su
veriler elde edilmigtir.

- Incelenen 19 KHFL olgusunun tiimd bel-2 pozitiftir.

- Incelenen 4 MHFL olgusunun timd bel-2 poxzitiftir.

- Incelenen 10 BHFL olgsunun 6’si bcl-2 pozitif iken 4'G
bcl-2 negatiftir.

Bu bulgulann istatistiksel degerlendirmesinde BHFL'nin
diger histolojik altgruplara gore anlamh dlgtide daha sik negatif
boyandi§i (p<0.01), KGHFL'nin ise anlamli dlgiide daha sik
pozitif boyandigi gozlenmigtir (p<0.05).

Bcl-2 pozitif olgularda histopatolojik altgruplarda izlenen
boyanma patternleri nodiiler, diffiiz ve diffiiz+nodiiler olarak
izlenmigtir. Nodiler boyanmada tiim neoplastik follikiiller
yogun bir boyanma gésterirken interfollikiiler alanlarda gok az
sayida pozitif hiicre dikkati gekmistir (resim 1). Diffiiz boyan-
mada interfollikiiler bolgedeki yogun boyanma nedeniyle neo-
plastik follikiiller segilememektedir. Diffiiz+nodiiler boyanma-
da ise interfollikiiler bolgede boyanma olmasina kargin neo-
plastik follikiiller belirgin boyanma 6zelligini korumaktadir
(resim 2). Boyanma patternleri ¢alismamizda incelendiginde
nodiller boyanma % 55.17, diffiz boyanma % 13.8,
diffiz+nodiler boyanma ise % 31.03 olarak saptanmistir
(Tablo-1). Galigmamizdaki olgular bu boyanma patternlerine
gore degerlendirildiginde KGHFL'nin diger histopatolojik altgru-
plara gore belirgin sekilde nodiler boyanma patterni gosterdigi
dikkati gekmistir.

FL olgulannda histopatolojik altgruplara gére PCNA ve
AgNOR degerleri tablo-II'de gdsterilmigtir. PCNA immunreak-
tivitesinde, FL altgruplan arasindaki farklar istatistiksel acidan
anlamh bulunmugtur (p<0.001). AgNOR degerleri yoninden
kiyaslandifinda da histolojik altgruplar arasinda anlamii bir fark
saptanmigtir (p<0.001). Her iki belirleyici ile en diigik deger-
ler KCHFL grubunda, en yiksek degerler ise BHFL grubunda
izlenmistir (resim 3,4).

TARTISMA

Calisma grubumuzdaki FL olgulannin timi erigkin yas
grubundadir ve erkek: kadin orani yaklasik olarak esittir. Bu bul-
gular hastaligin genel 6zellikleri ile uyumludur. Klinik verileri
elde edilebilen olgular (14/33) degerlendirildiginde tani sirasin-
da olgularin biyiik kisminin ileri evrede oldugu gériilmektedir.
Bu bulgunun literatir bulgulan ile uyumlu oldugu gdzlenmistir
(4). Olgulanmizda tani sirasindaki kemik iligi tutulumu % 35.7
olarak belirlenmistir. Incelenen yayinlarda ise FL'larda kemik
iligi tutulumu % 80’lere ulagan seriler bulunmaktadir (5). Galis-
ma grubumuzda kemik iligi tutulumunun disiik olmasi Klinik
verilerin yetersizligi ile agiklanabilir. Literatiirde primer tutulum
yeri olarak siklikla servikal ve inguinal lenf nodlar bildirilmistir
(6). Galismamizda, klinik veri sadlanabilen olgularda degigik
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Tablo 3 : Degisik serilerde histolojik alt gruplara iligkin bcl-2
boyanma oranlan

Tablo 4 : Galisma sonuglannin Zutter'in serisiyle kiyaslanmasi

Tablo 5 :
karsilastinimasi

Galigmamizdaki PCNA indeksinin diger galigmalarla

odaklarda, multipl lenfadenopati bulundugundan primer tutu-
lum yeri hakkinda kesin bir bilgi elde edilememistir. Buna karsin
tim caligma grubunda en sik incelemeye alinan lenf nodlan

servikal ve inguinal lenf nodlan olmustur. Klinik bulgular-klasik
literatir bulgulan ile uyumlu olmasina kargin klinik iziem olgu-
lann timiinde elde edilemedigi icin histopatolojik korelasyonu
yapilamamistir.

FL olgulaninda bcl-2 pozitifligi histolojik altgruplara gore
degerlendirildiginde altgruplarda bcl-2 boyanma oranlannin
degistigi dikkati cekmektedir. Utz, Gaulard ve Pezzela’nin seri-
leri ile bizim serimiz birlikte dederlendirildiginde timiinde
KGHFL grubunda yeralan olgularda en yilksek BHFL grubunda
ise en diigiik boyanma orani eldeedilmistir (tablo-Ill) (1,3,5,7).
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Bu bulgu istatistiksel olarak incelendiginde BHFL'nin diger alt-
gruplara gore anlamli 6lgiide daha sik negatif boyandigi
(p<0.01), KGHFL'nin ise anlaml Olgiide daha sik pozitif
boyandii gézlenmistir (p<0.05). -

Pezzella ve arkadaglan ile calistiklan seride FL olgularinda
iki farkh boyanma patterni elde etmiglerdir, nodiiler ve diffiiz
(8). Gaulard ve arkadaglannin galismasinda da nodiiler ve dif-
fiz boyanma patternleri gériilmistiir (3). Bcl-2 onkoproteini ile
farkll hematopoetik timérlerde arastirma yapan Zutter ve
arkadaglan bcl-2 pozitif FL olgulannda iig farkli boyanma pat-
terni tammlamiglardir (9). Nodiiler ve diffiz boyanma pattern-
leri diginda, diffiz boyanma oldugu halde neophalistik follikiil-
lerin daha yogun ve belirgin boyandi§i grup “diffiiz+nodiiler”
pattern olarak tamimlanmigtir. Galismamizdaki olgular bu yak-
lagim ile degerlendirildiginde Tablo 1’deki sonuglar elde
edilmigtir. Zutter'in caligmast ile kiyaslandiginda en biiy(ik kore-
lasyonun olgulann ¢oguniugunu olusturan KGHFL'da oldugu
dikkati cekmistir (tablo 4).

Sebo, NHL caligma grubundaki olgulardan FL tanisi alan 18
olguyu, Korkolopoulou ise serisindeki 37 FL olgusunu ayrica
degerlendirmiglerdir (10,11). Bu serilerdeki histolojik altgru-
plarda PCNA degerleri tablo-4'de goriilmektedir. Bu tabloya
bizim caligmamizdaki FL olgularinin PCNA degerleri de eklen-
mistir. Galigmamizda elde edilen PCNA indeksleri ozellikle
Sebo ve arkadaglannin sonuglan ile benzerlik gostermektedir.
Her iki seride de, KGHFI ve MHFL olgulannda birbirini yakin
PCNA indeksleri izlenirken BHFL'da PCNA indeksi belirgin sek-
ilde daha yiksek. KGHFL ve MHFI'nin diisiik dereceli NHL
grubunda, BHFL’nin ise orta dereceli NHL grubunda yeraldigi
diigniildigiinde PCNA indeksinin prognostik acidan histolojik
altgruplarla uyum iginde oldugu goriilmektedir.

Korkolopoulou, ¢alismasindaki FL olgulannda AgNOR yon-
temini de uygulamig ve KGHFL'dae 1.93, MHFL'da 2.20,
BHFL'da ise 2.58 degerlerini elde etmistir (11). Bu degerler
bizim elde ettigimiz degerler ile uyumludur. Diisiik dereceli: NHL
grubunda galigan Smith ve Boldy ise AQNOR skorunu sirasiyla
5.4 ve 1.16 olarak degerlendirmiglerdir (12,13).

Caligmamizda histolojik kriterlere gore (¢ altgruba
ayirdigimiz FL olgulaninin ortalama PCNA ve AgNOR degerleri
arasinda-anlamii bir fark bulunmustur. FL’lar diisiik dereceli
Non-Hodgkin Lenfoma grubunda yeraldiklan igin elde edilen
degerlerin digik olmasi beklenen bir bulgudur, Ancak FL'nin
altgruplannda proliferasyon kapasitesi yoniinden izlenen farklar
da anlamhdir. Bu y6niyle PCNA ve AgNOR'un prognostik bir
belirleyici olarak kullanilabilecegi anlasiimaktadir.
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