Follikiiler Lenfoma ve Follikiiler Hiperplazi
Ayirici Tamsinda BCL-2 Proteini ve Prolifere
Hiicre Niikleer Antijenin (PCNA) Katkisi

Dr. Semin Ayhan', Dr. Saliha Soydan’, Dr. Mine Hekimgil’,

Dr. Sibel Getinkaya Kiligalp’, Dr. Seckin Cagirgan®

OZET

Follikiller lenfoma (FL) ve follikiiler hiperplazi (FH)
arasindaki ayinm, hematopatolojide en sik kargilagilan ayirici
tani sorunlardan birisidir. Bu galigmada monoklonal antikarlar
olan bel-2 ve PCNA'n FL ve FH ayinci tamsinda bir yontem
olarak kullamlabilirligi aragtinimigtir,

immunohistokimyasal incelemede bcl-2 pozitifligi FL
olgularinin %87.8'inde saptanirken FH olgularinin highirisinde
izlenmemistir. Istatistiksel agidan FL ve FH olgulan arasindaki
fark anlamh olarak bulunmustur (p<0.005). PCNA indeksi FL
olgulannda %13.28+1.7 iken FH olgularinda %d6.8+2.2 olarak
belirlenmigtir. FH ve FL olgulan kargilagtinldiginda FH'de PCNA
indeksi FL olgulanna gdre istatistiksel olarak anlamh olgude
yiiksek bulunmustur(p<0.005).
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GIRiS

Follikiiler lenfoma (FL) ve reaktif follikiler hiperplazi (FH)
arasindaki ayinm  hematopatolojinin  geleneksel tani
sorunlarindan birisini olugturmaktadir. Follikiiler lenfoma igin
gnerilen morfolojik kriterler ve sitolojik ayrintilar iyi tanimlanmig
olmasina kargin higbir kriterin 6zgil olmayigi ve yalmizca Igik
mikroskobu diizeyinde degerlendirme yapilabilmesi, timinde
olmasa bile bazi olgularda ayinci taniyi olanaksizlagtirmaktadir.
Oysa tani, sagaltimi ve prognozu timiiyle degistirmektedir. Bu
sorunlar nedeniyle FL ve FH ayinminda yeni belirleyiciler aramak
kaginlmaz hale gelmig ve immunopatolojideki geligmeler bu
konudaki galigma alanini yaratmigtir.

1980'lerin sonlan ve 19907arda molekiler biyolojik ve
sitogenetik caligmalanin yogunlagmas ile FL'larda 14. ve 18.
kromozomlar arasinda translokasyon bulundugu ortaya
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| haematopathology is the differantiation of follicular

differantiation of FL and FH was investigated.

| of FLs and FHs was 13.2841.7% and 46.8+2.2%,

THE ROLE OF PCNA AND BCL-2 IN THE DIFFERENTIAL
DIAGNDSIS OF FOLLICULAR LYMPHOMA AND
FOLLICULAR HYPERPLASIA.

One of the frequent problems of differential diagnosis in

lymphoma (FL) and follicular hyperplasia (FH). I this study
the roles of bel-2 and PCNA monoclonal antibodies, in the |

bel-2 immunreactivity was found in 87.8% of FL cases,
while none of FH showed any staining. Statistically, a
significant difference: was found between the bcl-2
immunreactivites of FLs and FHs (p<0.005). The PCNA index

respectively. A significantly higher PCNA index was detected |
in FH cases compared to FLs (p<0.005).
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konmustur”. Kinlma noktalannin molekiler analizi ile 18.
kromozom iizerinde lokalize bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-
2) geni saptanmistr®. FLlann yaklagik 2/3'sinde saptanan
t(14;18) koromozomal translokasyonu sonucunda aktive olan
bcl-2 geni bel-2  onkoproteinini sentezlemektedir. Bu
onkoproteinin immunohistokimyasal olarak saptanmasi ayirici
taniyr desteklemektedir®. Ote yandan proliferatif durumun
degerlendirilmesi de birgok malign timord tamimlamak ve
prognozu belirlemek agisindan yararh olabilir. 1980'lerde
bulunan “Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)", DNA
replikasyonunda yer alan DNA polimeraz enziminin aktivitesi
iin gerekli bir doku antijenidir®. PCNA'in lenfomalarin histolojik
tipi ile anlamii bir iligki gosterdigi ve pozitifligin yilksek dereceli
histolojik tiplerde diigilk dereceli gruplara oranla gok daha
yilksek oldugu éne siriimektedir™.

Bu galigmada, FL ve FH arasinda bcl-2 ve PGNA degerleri
yoniinden ortaya gikan farklar, bunlarin morfolojik bulgular ile



iligkileri, patolojik taniya katkilari ve prognoz Gzerindeki
etkinlikleri araghnimistir.

GEREGC VE YONTEM

Bu galigmaya 1989 - 1995 yillan arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiiitesi (EUTF) Patoloji Anabilim Dalr'nda lenf nodu
materyali incelenen 33 FL, 30'u FH olarak tami alan toplam 63
olgu alinmigtir. FH olgulari ise bu taniy alan ¢ok sayida olgu
arasindan secilmistir. FL ve FH olgulannin histopatolojik ayrimi
genel kabul gdren morfolojik kriterler temelinde yapilmigtir.

Immunohistokimyasal bayama igin %10'luk tamponlanmig
formalinde tespit edilmig ve parafine gomillmisg dokulardan, 5
mikron kalinhiginda hazirlanan kesitler deparafinize ve rehidrate
edildikten sonra 0.01 M sodyum sitrat soliisyonu (pH 6.0)
iginde, mikrodalga finnda, en yilksek enerjide (720 Watt), 5'er
dakikalik iki siklusta tutulmugtur. Bunun ardindan 20 dakika
sicak sitrat sollisyonunda sogumaya birakilan ve sonra sirasiyla
distile su ve Tris tampon soliisyonu (TBS) ile yikanarak
hazirlanan kesitler APAAP (Alkalen fosfataz-anti-alkalen
fosfataz) yontemi kullanarak boyanmigtir. Kesitler insan bcl-2
onkoproteinine ydnelik predilie monoklonal anti-bcl-2 (DAKO,
Danimarka) ile bir saat, monoklonal anti-PC10 (DAKO,
Danimarka) ile otuz dakika inkiibe edilmigtir. Primer antikorlar
ile inkibasyondan sonra, tiim kesitlere streptavidin-biotin
yontemi  (LSAB-2 Kit,,  DAKO,  Danimarka) ile
immunohistokimyasal boyama yapilmigtir. Kromojen olarak
new-fuksin-substrate (DAKO, Danimarka) kullamimistir.
Uygulama sirasindaki tim inkiibasyondar oda 1sisinda, nemli ve
kapali bir ortamda yapilmigtir. inkﬂbaéynnlar arasindaki tiim
yikamalarda TBS (pH 7.6, 0.05 M) kullanilmigtir. Anti-PCNA ve
anti-bcl-2 monoklonal antikorlan ile yapilan boyamalarda, her
dokudan hazirlanan yedek kesitlere moneklonal antikor yering
negatif kontrol olarak DAKO firmasindan saglanan negatif
kontrol sollisyonu (non-immune serum) uygulanmigtir. PCNA
boyamasinda pozitif kontrol olarak, PCNA ile boyanmasi
onceden saptanmig ve indeksi c¢ikanlmig olan kolon
adenokarsinomu tamisi almig bir olgunun doku kesitleri
kullamlmigtir. Anti-bel-2 ile boyamada ise reaktif FH olgulan
pozitif kontrol olarak degerlendirmigtir.

Her iki antijenin immun reaktivitesinin degerlendiriimesinde
mikroskobik inceleme karleme olarak olgulanin klinik ve
patolojik  bulgulan  bilinmeksizin ~ yapilmigtir.  PCNA
degerlendirmesi ve PCNA boyanmasinin sayimi standart 11k
mikroskobunda x40 objektif ile yapilmistir. Sayim igin reaktif
hiperplazilerde germinal merkezler, FL'larda ise neoplastik
follikiiller segilmigtir. Doku kesitlerinde toplam 10 alanda
rastgele secilen 1000 hilcre sayilmighr. PCNA boyanma indeksi,

pozitif hiicrelerin yiizdesi olarak ifade edilmistir.  Bel-2
degerlendirmesinde mantle zonda ve interfollikiiler bdlgede
boyanma géizlenirken follikiil igi boyanma gdstermeyen olgular
negatif olarak degerlendiriimigtir. Hem follikiil iginde hem de
interfollikiiler alanda boyanma gosteren olgular pozitif olarak
kabul edilmistir.

Klasik tani kriterlerinin; bcl-2 ve PCNA immunreaktivitesi ile
olan iligkilerini belirlemede Fisher'in tam olasilik {exact) testi ve
t testi kullanlmigtir.

BULGULAR

Histopatolojik incelemede FL ve FH olgulan arasindaki
ayinm, klasik tami kriterlerine gore ele alindiginda tim olgularda
kesin sonug elde edilememektedir. Follikillerin uniform
hiicrelerden olusmasi ve neoplastik hiicrelerin kapsili infiltre
etmesi en glvenilir bulgular olarak saptanmistir. Her iki bulgu da
FL olgularimin timiinde saptanirken FH olgulaninin higbirisinde
izlenmemistir (Tablo-1)

Galismada kullanilan iki immunohistokimyasal belirleyiciden
birisi olan becl-2’nin pozitifligi diffiz ya da ince graniler,
sitoplazmik boyanma sgeklinde izlenmigtir. Bcl-2 negatif
olgularda follikiillerin igi negatif, mantle zon ve interfollikiiler
alanlar ise pozitif olarak saptanmigtir. Bel-2 pozitif olgularda ise
tam tersi bir boyanma izlenmig; follikiillerin igi poazitif,
interfollikiiler alanlar negatif boyanmasgtir. Bazi olgularda ise tim
alanlar pozitif boyanmigtir. Bu gekilde degerlendirildiginde FL
olgularinin %87.8' becl-2 poazitif, %12.2'si bel-2 negatif olarak
saptanmigtir (Resim 1). FH olgulannin ise timi bel-2 negatif
olarak degerlendirilmistir. (Resim 2) (Tablo-1). Bel-2 boyanmasi

~ Morfolojik Ozellikler | FL(%) | FH(%)
Lénfnuduyaplsa sllinmig s .' db i
Follikiller korteks - medullada | 100 | 166
Follkiiler dizenli-yuvariak sa‘kude i e
Folliiller uniform boyutlarda | 878 | 133
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yonlnden kiyaslandiginda, FH olgulaninin FL'ya gére istatistiksel
agidan anlaml &lglide negatif boyandigi saptanmighir{p<0.005).
FL ve FH olgulannda izlenen bcl-2 boyanma oranlan ayirici
tanida becl-2'nin givenilir bir kriter olarak kullanilabilecegini
gostermigtir. Ancak olgularin timi Klinik olarak izlenemedigi
igin prognoza yonelik klinikopatolojik bir  korelasyon
kurulamamigtir.

Diger immunohistokimyasal belirleyici olan PCNA pozitifligi
nilkleuslarda graniiler ya da diffiiz boyanma geklinde izlenmistir.
Proliferasyon kapasitesinin gok fazla oldugju germinal merkezler
ve neoplastik follikiiller ¢ok yoQun boyanma gdsterirken
interfollikiller alanlarda az sayida hiicrede pozitiflik goriilmiigtiir.
FH olgulannda germinal merkezlerdeki hicrelerin ortalama
%46.8+2.2'sinde PCNA pozitifiigi izlenmistir (Resim 3). FL
olgularinda ise follikiil merkezlerindeki PCNA indeksi
%13.28+1.7 olarak belirlenmistir (Resim 4). FL ve FH olgulan
PCNA indeksleri yéniinden istatistiksel olarak
degerlendirildiklerinde anlaml bir fark gosterdikleri dikkati
gekmistir (p<0.005).

TARTISMA

Hematopatolojideki klasik tami sorunlanndan birisini
olugturan FL ve FH arasindaki ayinm son yillara kadar temel
histolojik tam kriterlerin 1si@inda yapilmigtir. Ancak bu
galismada degerlendirilen FL olgulaninda da vurgulandidi gibi
histolojik bulgulann higbirisi tam igin mutlak ve kesin bir kriter
olarak degerlendirilemez. Bu nedenle morfolajik tani kriterleri
yanisira yeni immun belirleyicileri kullanmak ayinci tanida
yardimei olabilir.

FL olgulan histolojik tani kriterlerine gére incelendiginde
ayincl tanida en givenilir bulgunun uniform hiicrelerden
olusmus follikiiller ve kapsiil invazyonu oldugu goriilmektedir.
Bu iki bulgu tim FL olgularinda saptamirken FH olgularimin
higbirisinde izlenmemistir. Gorildigd gibi yalmzca histolojik
bulgularla tam koyarken tiim kriterlerin ayn ayn dikkatle
degerlendirilmesi mutlak bir zorunluluktur.

Ayirici tanida histolojik kriterlerin kesin sonug vermedigi
olgularda kullamilabilecek belirleyiciler arandiginda yeni bir
onkopretin olan bel-2 galisma alanina girmistir. Bel-2'nin
lokalizasyonunu aragtiran galigmalarda, bunu diger tim
onkoproteinlerden ayiran  bir  ozelligi  oldugu, bcl-2
onkoproteininin  i¢ mitokondrial membranda yerlestigi
saptanmistir . Bu lokalizasyon bcl-2 onkoproteinin hiicresel
yasam diizenedindeki etkisi ile uyumludur. Deneysel
caligmalarda bcl-2'nin apoptozisi Gnledigi ve bir anlamda
“apopozis antidotu” olarak islev g6rdiigii dne siirdimistir™. Bu
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Resim 1 :Fl'da bcl-2 immunreaktivitesi. Follikil igi pozitif,
interfollikiiler alan negatif olarak izlenmekte (Anti-bcl-2x200),

Resim 2 :FH'de bcl-2 immunreaktivitesi. Germinal merkez negatif,
mantle zon pozitif olarak izlenmekte (Anti-bel-2x200).

Resim 3 : FH'de germinal merkezlerde yofun PCNA pozitifligi (Anti-
PCNAX200).




Resim 4 :FL'da disik yogunlukta PCNA boyanmasi (Anti-PGNAx200)

olayin diizenekleri tam olarak ortaya konmamig olmakla birlikte
serbest oksijen radikallerinin hasan sonucu ortaya gikan
apaptozisi onlemek igin bel-2'nin dncelikle antioksidan siiregleri
diizenlendigi diigintimektedir™. Bu etki bir yandan ortamdaki
hiicre sayisinin artigina yol agarken bir yandan da yagam
sirelerinin uzamasina bagh sekonder genetik degigikliklere
zemin hazirlamaktadir. Hiicrelerin proto-onkogenleri ve timar
siipresér genleri etkileyen farkl mutasyonlarla kargl kargiya
kaldi§i kabul edilmektedir®. Bcl-2'nin FL patogenezindeki yerini
aragtiran birgok galigma yapimigtir.  Sonuglar, bel-2
aktivasyonunda yalnizca t(14;18) translokasyonunun roli
olmadigini diigiindiirmekte, onkoproteini aktive eden heniz
saptanamamig somatik mutasyonlarin ya da kinima noktalarinin
varlgi olasihgini giiglendirmektedir™.

Farkli hematopoetik timérlerde ve reaktif lenfoid
hiperplazilerde bcl-2 boyanmasini dederlendiren Zutter FL'da
%100, Utz ise %89 bel-2 pozitifligi saptamig iken FH olgulannda
bel-2'yi tamamen negatif bulmuglardir  (Tablo-2)*"".
Galigmamizdaki FH olgulanmin timinde Zutter ve Utz'un

ldselnp e
Gaulard (12) 140 il e
Pezzella (13) 3 B '

Tahblo 2 :Farkli serilerde FL ve FH olgulaninda bcl-2 pozitifligi

sonuglaryla uyumlu olarak bcl-2 boyanmask negatiftir. FL
olgularinda ise istatistiksel agidan anlami dlgiide bel-2 pozitifligi
gérillmektedir. Yalmizca FL serisinde galgan’ Gaulard 140
olgunun 119'unda (%85), Pezzella ise 43 olgunun 37'sinde
(%86) bel-2 pozitifii§i saptamiglardir™™. Bu sonuglar, yalnizca
morfolojik bulgular ile ayirici tani yapilamayan sojunlu olgularda
bel-2 immunreaktivitesinin givenilir bir belirleyici olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu galigmada aragtinlan ikinci konu FH ve FL aymminda
proliferatif belirleyicilerin taniyi desteklemekdeki rolidir. Birgok
timérde incelenen proliferasyon antijenleri arasinda en sik
kullanilanlar Ki 67 ve PCNA'dir. Bu belirleyiciler, aktif
proliferasyon gésteren hiicrelerden olugan lenfoid dokudaki
germinal merkez hiicrelerinde yogun bir boyanma gosterirler.
Dolayisiyla reaktif FH'de ok yogun pozitifiik beklenmektedir.
FL'da ise germinal merkez hiicrelerini blastik transformasyonu
asamasinda farkl proliferasyon kapasitesine sahip hilcre
klonlarindan birinin cofalmasi sdzkonusudur. Bu nedenle ortaya
cikan timariin proliferatif aktivitesi degisken olmaktadir.

Smith ve arkadaglannca " yapilan caligmada reaktif
germinal merkezlerde PCNA indeksi %43-50 arasinda
degerlendirilmigtir. Kamel ve arkadaglar da ™' reaktif germinal
merkezlerdeki PCNA indeksini yaklagik %50 olarak bulmuglardi.
Bizim galismamizda FH'de elde edilen %46.8 oranindaki PCNA
indeksi, Smith ve Kamelin PCNA degerleri ile uyumludur.
Caligmamizda FL grubundaki PCNA indeksi ise %13.28 olarak
belirlenmistir. FL ve FH olgulan, elde edilen PCNA indeksleri
agisindan istatistikseél olarak degerlendirildiginde FH'de PCNA
indeksinin anlamli sekilde yiksek bulundufu gorlimigtir.
(p<0.005). PCNA boyanmasi FL'da neoplastik follikiilllerde,
FH'de ise germinal merkezlerde yogunlagmaktadir. NHL larda
proliferatif belirleyici olarak PCNA'i kullananan gok sayida
galigma yapiimistir. Sebon’un “* galigmasinda, PCNA indeksinin
lenfomanin histolojik tipi ile orantih olarak degistigi, lenfomanin
histolojik derecesi yilkseldikge PCNA indeksinin de yilkseldigi
gésterilmistir. Krokolopoulou ve arkadaglan ™ da digik, orta ve
yiiksek dereceli NHL'lar arasinda PCNA indeksi yoninden
anlaml bir farkin varligina igaret etmekte, yiksek dereceli
histolojik tiplerde PCNA skorunun da yilksek oldugunu
vurgulamaktadir.

Yaptigimiz calismada, FL ve FH aynminda etkinligi
aragtinlan bcl-2 ve PCNA'in, histolojik bulgulara ek olarak
kullanilabilecek iki giivenilir belirleyici oldugu gdzlenmigtir.
Ozellikle PCNA'in histolojik altgrup ile uyumlu iligki gdstermesi
nedeniyle prognost'fk bir belirleyici olarak kullanilabilecedi
anlasiimaktadir. Ancak bel-2'nin prognostik agidan degerinin
kesin olarak anlagilabilmesi igin aynintili klinikopatoiojix
galigmalara gerek vardir.
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