T.C.
GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANA BILiM DALI

GOCUKLUK CAGI LENFOMALARINDA SERUM VEGF
LEPTIN, ENDOSTATIN DUZEYLERiI VE PROGNOSTIK

ONEMI

ONKOLOJi YAN DAL UZMANLIK TEZi

DR. F.VISAL OKUR

TEZ DANISMANI

PROF.DR. CEYDA KARADENIz

ANKARA-2006



ICINDEKILER

1. GIRIS VE AMAG......coiiiiiiriieeeectreeeeeeeireeeeeeenreeeeeesareeeeseennns 1

2. GENEL BILGILER.......ccuuuuiiiieeeeieeeeeceereeee e e e e e e e e e e e e e e e 2-23
3. GEREG Ve YONTEMLER........ceeeiieiiiinrerreeeeeeeeeeeeennnsneeeeeeens 24-29
4. BULGULAR.......uvttiieeeeeeeeeiunnreeeeeeeeeeeasssssereeeeseeeeassnsssnneeeeens 30-40
5. TARTISMA . .....coiiiitriiieieiirreeeeeeirreeeeeesssreeeseeanreeeseesnseeeseennns 41-48
6. SONUGLAR.......ceeeeiiitrieeeeeiitrreeeeeessrreeeseeassreeesseassseeeeseasnneens 49-50
y (0 .4 =3 RO 51



KISALTMALAR

VEGF: Vaskular endotelyal buyime faktori
VEGFR: Vaskilar endotelyal bluyime faktorl reseptort
bFGF: Bazik fibroblast buylume faktori
HGF:Hepatosit buylime faktori

IGF-1: insiilin benzeri bilyiime faktérii-1
PDGF: Trombosit kaynakl buyume faktoru
PIGF: Plasental buylume faktoru

EGF: Endotelyal buyume faktoru

HIF: Hipoksi ile uyarilan faktor

MMR: Matriks metalloproteinaz enzimleri
Hb: Hemoglobin

IL-1RB: interlékin-10

IL-6: interlokin-6

TNF-a: Tumor nekrozis faktor- a

TGF- R: Transforme edici buyume faktoru
IFN-y: interferon-y

RT-PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

HL: Hodgkin lenfoma

NHL: Non-Hodgkin lenfoma

a-SMA: a- Duz kas aktin



GIRIS VE AMAG

Son yillarda kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi alanlarindaki gelismeler
sayesinde ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde kur oranlari %70’lere yukselmistir. Ancak hala
prognostik degeri olan ve tanisal amagla kullanilabilecek yeni faktorlere ve direngli
olgularda kullanilabilecek yeni tedavilere ihtiya¢ vardir.

Tumor gelisimi ve yayilimindaki oneminin anlasiimasi anjiogenezi tumor
biyolojisinin  en yogun c¢aligilan alanlarindan biri haline getirmistir. Genellikle erigkin
hastalarda yapilan bu ¢aligmalarda anjiogenezi uyaran ve onleyen faktorleri duzeyleri
ile timoran yayginh@i ve hasta sagkalim hizlari arasindaki iligki incelenmigtir. Hem
solid tumoérlerde hem de hematolojik kanserlerde tumor anjiogenezindeki artigin
prognozu olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmigtir. Tumor proliferasyon hizi ve
vaskulerizasyonunun ¢ok daha yUksek oldugu ¢ocukluk c¢agi tumorlerinde
anjiogenezin tumor gelisimindeki rolinU arastiran c¢alismalarin sayisi ise ¢ok azdir
(109,134). Literatirde anjiogenezi uyarici faktorler olarak 6zellikle VEGF (Vaskuler
endotelyal buyume faktort), b-FGF (Bazik fibroblast buyime faktorl), anjiopoietin
PD-ECGF (Trombosit kaynakli endotelyal hicre buyume faktortu), TGF-R
(Transforme edici buylume faktor) ve leptin, dnleyici olarak da endostatin anjiostatin
trombospondin gibi faktorler c¢alisiimistir.  TUmor anjiogenezini tam olarak
degerlendirebilmek igin anjiogenezi uyaran ve Onleyen faktorlerin birlikte
incelenmesi daha uygun bir yaklagim gibi gézukmektedir. Ayrica monoklonal
antikorlar kullanilarak VEGF ve b-FGF etkinliginin dnlenmesi ve tumor gelisiminin
durdurulmasi, anjiogenizi 6nleyici tedavilerin arastirilmasi yolunu agmistir.

Bu calismada, ¢cocukluk ¢agi lenfomalarinda serum VEGF, leptin ve endostatin
duzeylerinin tespiti ile anjiogenezin degerlendirilmesi ve bu faktorler ile bilinen diger

prognostik faktorler arasindaki iligkinin arastiriimasi amaclanmistir.



GENEL BILGILER

Anjiogenez, premaliyn bir lezyonun kansere donusimunden metastatik
lezyonlarin gelisimine kadar uzanan tumor gelisim basamaklarinin her birinde rol
oynamaktadir (62,67,90). Folkman tarafindan ilk kez 1971 yilinda ortaya atilan yeterli
kan dolasimi olmadigi takdirde solid tiimoérlerin bir kag mm®den daha fazla
baylyemeyecegdi hipotezi ile angiogenez alaninda baglayan arastirmalarda, tUmor
gelisiminin angiogeneze bagimh oldugu kanitlanmis ve angiogenez tumor
biyolojisinin en énemli alanlarindan biri haline gelmistir (48). Angiogenez ile oksijen
besinler, buylime faktorleri, hormonlar ve proteolitik enzimler dokulara ulastirilirken
koagulasyon sistemi ve fibrinolitik sistemin kontrolinu saglayan hemostatik faktorler
kontrol altinda tutulur, timoér hdcrelerinin uzak bolgelere erigimi saglanir (45).
Anjiogenez, anjiogenizi uyaran ve Onleyen ¢ok sayida faktor tarafindan kontrol
edilen, son derece karmasik ve dinamik bir olaydir. Bir grup tUmor hucresinin
anjiogenik ozellik kazanmasinin tumortin maliyn potansiyelinin gelisiminde anahtar
roli oynadigi dusunulmektedir. Bu 6zellik, anjiogenezi uyaran ve Onleyen faktorler
arasindaki dengenin uyarici faktorler lehine bozulmasi ile ortaya ¢cikmaktadir (62).

Buyuyen dokularin artan metabolik ihtiyaclarinin karsilanabilmesi igin uyarilan
fizyolojik anjiogenez, ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmekte ve uyari ortadan kalkinca
derhal durduruldugundan cok sinirli diizeyde kalmaktadir. Ozellikle embriyonal
dénemde yogun olan anjiogenez, postnatal donemde giderek azalir ve erigkin saglikli
bir erkekte nadiren anjiogenik aktivite goralur. Erigkin bir kadinda ise menstrual
siklus (korpus luteum ve endometrium gelisimi) ve gebelik sliresince aktif anjiogenez
goralur (111,47,118). Ayrica inflamasyon ve doku rejenerasyonu gereken durumlarda
da anjiogenez aktif hale gelir (47,111).

Hemanjiom, proliferatif retinopati gibi cesitli klinik tablolarda tespit edilebilen
patolojik anjiogenez, solid timaorlerin onemli 6zelliklerinden biridir. Bir solid tUmorun
besin ve oksijen dagiliminin pasif difizyonla saglanabildigi bir kag mm’lik boyuta
ulasmasindan sonra kendine ait damar agi olmazsa buyumesi durur. Ancak tumor igi
anjiogenez ile yeterli kan dolasimi saglandiktan sonra timoér blyumeye devam

edebilir ve metastaz yapabilir. Genel olarak bakildiginda timoér i¢i kan dolasiminin
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ve tumor dokusunda anjiogenizi uyarici faktor ekspresyonu artiginin pek gok kanser
tipinde ileri tumor evresi ve kotu prognoz ile iligkili oldugu bilinmektedir (32).

Anjiogenez tUmor hicreleri ve tumoru infiltre eden makrofaj, fibroblast gibi
hicreler tarafindan salgilanan endojen anjiogenik faktérler ve endotel hucreleri
icerisinde yeralan, bu faktorlerin etkilestigi sinyal iletim yolaklari ile uyarilir. Ancak
tumorlerden anjiogenezi uyarici molekuller yaninda oOnleyen molekuller de
salgilanmaktadir. Tumoér dokusundaki anjiogenik aktivitenin derecesini, yani timoérin
blylime potansiyeli ile yakindan iligkili olan timértn anjiogenik profilini, bu uyarici ve
Onleyici faktorler arasindaki denge belirler (62,117). Son vyillarda yapilan
arastirmalarda, anjiogenizi uyarici ve anjiogenizi onleyici faktorlerinin timor dokusu
disinda kanda da tespit edilebilecedi ve bu faktérlerin serum dizeyleri ile tumor
dokusundaki duzeyleri arasinda korelasyon oldugu dolayisi ile tanisal ve prognostik
amacla kullanilabilecekleri gosterilmistir (113). Ayrica yuksek anjiogenizi uyarici
sitokin serum duzeylerinin, yliksek tUmor proliferasyon hizi, progresif hastalik ve kisa
sagkalim suiresi gibi olumsuz Kklinik parametrelerle korelasyon gosterdigi tespit
edilmistir (82).

Ancak doku orijini (yumusak doku ya da epitel), proliferasyon hizi ve
vaskularite gibi pek ¢ok yonden erigkin tumdrlerinden farklilik gosteren ¢ocukluk ¢agi
tumorlerinde serum anjiogenik faktor duzeylerinin klinik 6nemi ile ilgili bilgiler hala
sinirhdir. Néroblastomlu ¢ocuklarda yuksek tiumor vaskularitesinin prognozu olumsuz
yonde etkiledigi gosterilmistir (99). Yine beyin timorli ¢cocuklarda timor dokusunda
ve beyin omurilik sivisinda yuksek bulunan fibroblastik buyime faktoru seviyesinin
kotl prognoz gostergesi oldugu tespit edilmistir (14,88). Solid tumoru olan gocuklarda
yapilan baska bir c¢alismada da hastalarda anjiogenik faktor dizeyleri kontrol
grubuna gore daha yuksek bulunmus ve 0zellikle metastatik hastaligi olanlarda bu
farkin daha belirgin oldugu gorulmustar (134). Son olarak tedavi 6ncesi serum VEGF
dizeyleri yuksek bulunan solid timorlu ¢ocuklarda etkin tedavi ile VEGF seviyesinin
normale dondugu belirlenmigtir (109). Pediatrik solid timorlerde serum VEGF, leptin
ve endostatin seviyelerine bakilarak birbirleri ile ve diger prognostik faktorlerle

iligkilerinin arastirildigi bir calismaya ise literatirde rastlaniimamigtir.



NORMAL ANGIOGENEZ

Vaskuler sistem, embriyonal donemde endotelyal hicre Oncusu olan
anjioblastlardan vaskllogenez sonucu gelisen primer kapiller agin farkhlasmasi ile
olusmaktadir. Vaskulogenezde anjioblastlar ¢ogalirlar ve primer kapiller agi
olusturmak icin biraraya gelirler. Olusan bu endotelyal hiucre agi, anjiogenez
sirasinda yeniden sekillendirilip, genigletilerek yeni damarlarin olusumu igin temel
olarak kullanilir. Fizyolojik anjiogenezde yeni damar gelisimi, mural hucrelerin
(perisitlerin) vaskuler endotelden uzaklastirimasi ve bu yolla damar duvarinin
batunligunun bozulmasi ile baslar. Endotelyal hicre bazal membraninin ve hucre
digi matriksin, matriks metalloproteinazlari (MMP) gibi spesifik proteazlar tarafindan
yeniden sekillendiriimesinden sonra uyarilan stromal hucreler tarafindan yeni matriks
sentezlenir. Bu matriks icerisinde endotelyal hucrelerin migrasyonunu ve
proliferasyonunu saglayan buyume faktorleri de bulunmaktadir. Daha sonra yeterli
saylya ulasan endotelyal hucreler tip benzeri yapilar olustururlar. Bu yapilarin
perisitler ve vaskuller diz kas hucreleri ile sarilmasindan sonra yeni olusan kan
damarlarinda kan dolasimi baslar (107) (Sekil1). Fizyolojik  kosullar altinda
anjiogenez, sadece buyuyen ya da yenilenen dokularin artan metabolik ihtiyaglarinin

karsilanabilmesi icin aktif hale gelmektedir.

TUMOR ANJIOGENEZI

Baslangi¢c evresindeki butin tumorler avaskuler kuguk hucre kumelerinden
olusurlar. Vaskulerizasyon oncesi donem olarak adlandirilan bu evrede metabolik
ihtiyaclarin (besin alimi, oksijen alimi, metabolik atiklarin uzaklastiriimasi) pasif
difizyon ile karsilanabildigi maksimum timér boyutu birkag mm?® tir. Timér bu
boyuta ulastiktan sonra tumor hucreleri ¢ogalmaya devam etmesine ragmen,
tumorun buylmesi duraklar. Cunku bu evrede tumor hucrelerinin gogalma hizi ile
apopitoz hizi birbirine esittir (45,67). Anjiogenizi uyarici ve angiogenizi Onleyici

faktorler arasindaki dengenin, anjiogenik faktorler lehine bozulmasi ile tumor
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Sekil 1. Fizyolojik anjiogenez mekanizmalari. VEGF, vaskilar endotelyal buyime faktoru;
TGF-B, transforme edici buylime faktort; FGF, fibroblast bliylume faktéri; EGF, endotelyal
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Papetti M, Herman IM. Am J Physiol 282: 947-970, 2002)



6

hacrelerinden bir kismi anjiogenik fenotip kazanirlar. Sonu¢ olarak tumor hizla
blylmeye ve yayllmaya baglar (45). Tumor hicrelerinde bu transformasyona neden
olan mekanizmalar hentz tam olarak agiklanamamistir. Ancak hipoksi sonucu timor
hicrelerinde anjiogenik faktér ekspresyonunun artisinin, onkogen ve timor
baskilayici genlerin rol aldigi bazi genetik olaylarin bu transformasyona yolagabildigi
bilinmektedir (25,116,45). Tumor buyumesinin hem erken hem de ileri evrelerinde
gelisebilen hipoksi etkisi ile doku igi oksijen konsantrasyonu normal oldugunda
birbirlerinden ayri olan HIF-1’in (hipoksi ile uyarilan faktér-1), a ve R alt Gniteleri
birbirlerine baglanirlar. Olusan transkripsiyon kompleksi, hlcre c¢ekirdeginde
anjiogenik faktor gen ekspresyonunun kontrol edildigi bolgeye baglanarak anjiogenik
faktor sentezini uyarir (74,121). Diger yandan timor gelisimi sirasinda cesitli
onkogenlerin aktivasyonu ile anjiogenizi uyarici faktorlerin ekspresyonu artarken
(6rm: mutant ras geni VEGF ve MMP ekspresyonlarinda artisa, TIMP
ekspresyonunda ise azalmaya neden olur) timor baskilayici genlerin inhibisyonu ile
angiogenizi 6nleyici faktorlerin ekspresyonu azalmaktadir érn: p53 geninde mutasyon
trombospondin ekspresyonunun azalmasina neden olur) (3,25,116). Sonucta
tumorun buyumesi igin gerekli olan anjiogenez uyarilir.

Tumor anjiogenezinin baslayabilmesi i¢in tUmor hicrelerinden ve tumoru
infiltre eden hlcrelerden anjiogenizi uyarici faktorlerin salgilanmasi yeterli degildir. Eg
zamanli olarak anjiogenezi Onleyici faktorlerin - saliniminin  da azalmasi
gerekmektedir (25). Bu kontrol mekanizmasi disinda, gugli mitojenik molekulleri
hicre digi matrikste hapseden perisitlerin, endotelyal hicrelerin buyume faktorlerine
duyarliigini azaltan hucresel sekil degisikliklerinin ve endotelyal integrinlerin de
endotelyal hidcre proliferasyonu Uzerinde etkileri vardir. Hucre duzeyinde
konsantrasyonlari artan anjiogenik blylUme faktorlerinin parakrin etkisi ile damar
gelisimi baglar. Tumor hucrelerinin proliferasyon hizindaki artiga paralel olarak primer
tumoran buyume hizi da artar ve metastatik lezyonlar gelisir (50).

Ancak timoér dokusunun metabolik ihtiyaglarinin gideriimesini saglayan bu
yeni damarlarda bazi yapisal bozukluklar vardir. Bu damarlarin ¢gevresinde damar
duvarinin butunligunu saglayan yeterli sayida perisit, diz kas hucresi ve saglam bir

bazal membran bulunmadigidan gegcirgenlikleri ok yuksektir. Damar duvarinda
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hem endotelyal hicreler hem de tumor hacreleri yer alir ve bu damarlarin igerisindeki
kan akimi duzensizdir (107). Tam olarak olgunlagsmamis olan bu damarlar, a-SMA
(a- diz kas aktin) gibi olgunlasmis kan damarlari ylzeyinde bulunan molekdiller igin
spesifik olan monoklonal antikorlar kullanilarak, normal olgunlasmis kan
damarlarindan ayirt edilebilir. Tumor i¢i olgunlagsmamig/olgunlasmig damar orani
hesaplanarak, olgunlasmamis kan damarlari Gzerinde daha etkili olan anjiogenizi
Onleyici tedavilerin etkinligi degerlendirilebilir (7).

Tumorun buyumesini ve metastaz yapmasini saglayan tumor i¢i damar agi
ilging bir sekilde kemoterapatiklerin tumor dokusuna erigimini azaltmaktadir. Bunun
nedeni hizla buyuyen tumoér dokusu icerisinde yer alan kan damarlarinin artan
basinca maruz kalmasi ve timor i¢i lenfatik dolagsiminini yetersiz olmasi sonucu
timor dokusunun perfizyonunun bozulmasi ve tumor icerisinde santral nekroz

gelismesidir (50).

ANJIOGENEZ KONTROL MEKANIZMALARI

Anjiogenezin tumor gelisimindeki yeri ve Oneminin anlagiimasi anjiogenezi
kontrol eden mekanizmalarla ilgili arastirmalarin artmasina yol agmistir. Parakrin ya
da otokrin yollarla anjiogenezi uyaran c¢ok sayida faktor tespit edilmistir. Bu faktorler
hem timor hicreleri, hem de tumdr dokusu iginde yer alan makrofaj, fibroblast gibi
infiltratif hucreler tarafindan salgilanmaktadir (135). Tumor hlcrelerinde anjiogenizi
uyarici faktorlerin ekspresyonunun, sentez ve sekresyonunun artigi ile tumor igi
anjiogenez uyarilir. Tumoértin buyime potansiyeli ile yakindan iligkili olan anjiogenik
profili ise anjiogenizi uyaran ve anjiogenizi 6nleyen faktorler arasinda kurulan denge

ile belirlenir.



ANJIOGENIZi UYARAN FAKTORLER

Vaskiilar endotelyal buiyiime faktorii (VEGF)

VEGF bilinen en etkili anjiogenizi uyarici faktorlerden biridir ve anjiogenezin
kontrolinde ©Onemli rol oynar. Anjiogenizi ve lenfanjiogenizi uyarici blyume
faktorlerini  kodlayan VEGF gen ailesi tarafindan alti farkh glikoprotein
kodlanmaktadir: VEGF-A,B,C,D,E ve plasental buyume faktéri-1 (PIGF-1) (40,66).
VEGF-A (genellikle VEGF olarak adlandirilir) ilk kez Dvorak ve arkadaslar tarafindan
tumor hucrelerinden salgilanan vaskuler gecirgenligi  artinci  faktor olarak
tanimlanmistir (127). Daha sonra Ferrara ve arkadaslari VEGF-A’yl endotelyal
hicrelere spesifik bir mitojen olarak izole etmislerdir (87).

VEGF; 45-kDa molekul agirlhiginda, birden fazla anjiogenizi uyarici etkisi olan
homodimerik bir glikoproteindir. VEGF-A mRNA'’sinin farkli kodlanmasi ile aminoasit
icerik ve sayilari farkli olan 5 izoform sentezlenir: VEGF-121,145, 165, 189 ve 206
(66). Kisa amino asit zinciri iceren izoformlar (VEGF-121 ve -145) hiicre disina
salgilanip serumda serbest formda bulunurken, daha uzun amino asit zinciri igeren
izoformlar (VEGF-189 ve VEGF-206) hucre digi matriks icerisinde yer alirlar.
Proteolitik enzim reaksiyonlari sonrasinda aktif hale gelirler (31). Baskin form olan ve
pek cok solid timoérde artisi saptanan VEGF-165 ise hem serumda serbest formda
hem de hicre digi matriks proteinlerine bagli olarak bulunur. Yapilan arastirmalar
belirli VEGF izoformlarinin doku spesifik oldugunu, vaskulogenezde ve tumor
anjiogenezinde etkin rol oynadiklarini gostermigstir (41,42). VEGF embriyonal gelisim
suresince aktif olan fizyolojik vaskulogenez yaninda, postnatal dénemde vyara
iyilesmesi, ovulasyon, menstruasyon, kan basincinin regulasyonu ve gebelik gibi pek
cok olayda da anjiogenezin kontrolunde etkin rol oynamaktadir (19,43). Ayrica artirit
psoriazis, makuler dejenerasyon, diabetik retinopati ve tumorler gibi patolojik
anjiogenezin goruldigu durumlarda da VEGF ekspresyonunda artis oldugu tespit
edilmistir (40).

VEGF ailesine dahil olan molekuller farkli reseptorler araciligi ile anjiogenik
etkilerini gostermektedirler. VEGF’'nin baglandigir 3 farkl tirozin kinaz reseptoru
tanimlanmistir. VEGFR-1 (fms benzeri tyrosine kinase; flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1)

ve VEGFR-3 (FIt-4). Bu reseptorler endotelyal hiicrelere 6zel olmayip, vaskuler diz
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kas hlcrelerinde ve monosit/makrofajlarda da bulunmaktadir. VEGF reseptorleri “7-
Ig” ya da flt gen ailesine dahil olup, yedi adet hicre digi immunoglobulin benzeri
yapl, bir membrandz kisim ve bir de tirozin kinaz aktivitesi tasiyan hicre ici kisimdan
olusurlar (65,107) (Sekil 2).

VEGFR-1, VEGF baglama potansiyeli en yuksek olan reseptor olmasina
ragmen endotelyal hicre migrasyonunu ve proliferasyonunu uyarici etkisi yoktur.
Sitoskeletal sistem Uzerinde de direkt bir etkisi saptanmamistir. VEGF baglama
potansiyeli daha dusik olan VEGFR-2 reseptérine VEGF’nin baglanmasi ile
endotelyal hlcrelerde mitogenez, kemotakzis ve sekil degisiklikleri baslar. Bu
reseptor Ozellikle aktif olarak ¢ogalan endotelyal ve hematopoietik dncu hicrelerin
membranlarinda bulunur (140). VEGFR-3 ise genellikle erigkin lenfatik damar
endotelinde yer alir ve lenfanjiogenezin uyariimasindan sorumlu olan VEGF-C ve

VEGF-D molekulleri bu reseptore baglanir.

a L
Ig-benzeri /
VEGF ¢ VEGF'in

bagdlayici \
kisim

reseptére
baglanmasi

tirozin kinaz l = ®

aktivitesi

tasiyan ' =
kisim ¥ @

VEGFR-1 (FIt-1) b
VEGFR-2 (FIk-1/KDR) reseptdr aktivasyonu

VEGFR-3 (Flt-4) anjio::; ez

Sekil 2. VEGF reseptdrlerinin molekuler yapisi. VEGFR-1,-2-,3 vaskular endoteyal buyime
faktérinin reseptorleri (Seklin alindigi kaynak: McMahon G. Oncologist 5(suppl 1): 3-10
2000)
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FIt gen ailesi tarafindan kodlanmayan ve VEGF baglayabilen bir baska
reseptor ise norofilindir. Bir ndronal reseptor olan norofilin-1  normal endotelyal
hicrelerin  ylzeylerinde bulunur ve VEGF-165 ile badlanarak anjiogenezin
uyarilmasinda rol oynar. VEGF ailesine dahil olan molekillerden biri de plasental
bayume faktoradur (PIGF-1). VEGFR-1 ya da norofilin-1 reseptorlerine baglanarak
sinerjistik etki ile uyarici VEGF sinyalini artirir. VEGF-B endotelyal hacreler igin
mitojenik olup, VEGF-A ile heterodimer olusturarak, onun anjiojenik etkisini artirir.
VEGFR-2 ve 3 reseptorleri araciligi ile etkisini gosteren VEGF-C ve VEGF-D
molekulleri ise embriyonal ve postnatal donemde lenfanjiogenezde rol
oynamaktadirlar. Parapoks virus ailesinden olan Orf virusu tarafindan sentezlenen
VEGF-E ise VEGFR-2 reseptorine baglanarak angiojenezi uyarir (107) (Sekil3).
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Sekil 3. VEGF izoform-reseptdr iliskisi ve etki mekanizmalari. VEGF-A,-B,-C,-D,-E, vaskilar
endotelyal bayime faktorleri; VEGFR, vaskular endotelyal buyume faktérinin reseptorleri;
PLGF, plasenta buyume faktoru (Seklin alindigi kaynak: Hicklin DJ, Ellis LM. J Clin Oncol
23:1011-102, 2005)

VEGF ekspresyonu lokal doku oksijen konsantrasyonu tarafindan kontrol
edilir. Hipoksik kosullarda hicre cekirdegindeki VEGF promotor bdlgesine HIF-1
baglanir. Bu baglanma sonucu VEGF gen transkripsiyonu ve mRNA stabilitesi artar.
VEGF sentezinde artig saptanir (74). Ayrica gesitli blyume faktorleri ve sitokinler de
timor huicrelerinde VEGF ekspresyonunu artirarak dolayli yoldan anjiogenezi
uyarirlar. Epidermal buyume faktorinin reseptorleri olan EGFR (ErbB-1) ve HER-
2/neu (ErbB-2)'nin bu yolla anjiogenezde rol oynadiklari kolon kanseri, pankreas
kanseri, mide kanseri, meme kanseri, glioblastoma multiforme, akciger kanseri ve
bdbrek kanseri gibi gesitli kanser tiplerinde gdsterilmistir (107). Cesitli kanserlerde
artisi saptanan, agresif hastallk ve metastaz gelisimi ile iliskisi tespit edilen insulin

benzeri buyume faktoru reseptori de VEGF ekspresyonunu artirarak anjiogenezi
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uyarmaktadir. Hepatosit buyume faktori ve trombosit kaynakli buyume faktora de
benzer mekanizma ile anjiogenezi uyarabilmektedirler. Prostoglandinler pek ¢ok
biyolojik olaydaki énemli rolleri yaninda, VEGF ekspresyonunda artisa neden olarak
tumor angiogenezinde de rol oynarlar. Prostoglandin sentezinde hiz sinirlayici enzim
olan siklooksijenaz-2 aktivitesindeki artigin  tumoér progresyonu ve tumor
anjiogezindeki artis ile iligkili oldugu cesitli solid timadrlerde gdsterilmistir (65).

VEGF anjiogenezin farkli basamaklarinda etkili olan ¢ok fonksiyonlu bir
faktordur. Endotelyal hiicre plazma membraninin damar l[imenine bakan ve dokuya
bakan kisimlari arasinda gegisi saglayan vesikovaskular organellerin aktivitesini
artirarak, endotelyal hicrelerin gegirgenligini artirir. Ayrica VEGF etkisi ile endotelyal
hicreler arasindaki baglantilar gevser ve hiicre membranindaki deliklerin sayisi artar,
bu da hlcre gecirgenligindeki artisa katkida bulunur (65). Artan damar gecirgenligi
sayesinde plazma proteinleri damar disina sizar, endotelyal ve stromal hucrelerin
migrasyonuna uygun olan hidcre disi matriks sentezi baslar. VEGF’in damar
gegirgenligini artirici etkisi ile maliyn effizyonlar gelisir. Endotelyal hicrelere 6zel bir
mitojen olan VEGF, endotelyal hlcre proliferasyonunu artirip, apopitozu énleyerek
hacrelerin sagkalimini artirir. Ayrica VEGF endotelyal hucrelerden, plazminojen
aktive edici molekdllerin, plazminojen aktivator inhibitdor molekullerin ve kollejenaz
enziminin salinimini uyararak, dengeli bir proteolitik aktivite ile ekstraselller matriksin
anjiogeneze uygun bir sekilde yeniden dizenlenmesini saglar (107). VEGF
endotelyal hucre membranindaki reseptorlerine baglanarak anjiogenezi uyarirken
tumor hdcrelerinin - membraninda bulunan reseptorlerine baglanarak otokrin

mekanizma ile tiumorin buyumesine de yol agmaktadir (65).

Fibroblast buiyiime faktorii (FGF)

Asidik ve bazik fibroblast buyume faktorleri (aFGF, bFGF), 18 ve 25-kDa molekll
agirhginda olan ve normal anjiogenezde onemli rol oynayan polipeptidlerdir. FGF
tipki VEGF gibi endotelyal hicreler igin mitojenik etkisi olan guglu bir anjiogenik
faktordur (54). Ancak VEGF’den farkli olarak epitelyal hicreler ve fibroblastlar gibi
ektoderm ve mezoderm kokenli hucrelerde de proliferasyonu uyarabildigi igin
mitojenik etkisi spesifik degildir (58). Tumor hucrelerinden salgilanan ve parakrin

yolla endotelyal hiicre proliferasyonunu uyaran bFGF yaninda endotelyal hicrelerden
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de bFGF salgilanir ve otokrin etki ile endotel hucre proliferasyonuna neden olur
(126). bFGF angiogenez uyariminda VEGF ile sinerjistik etki gosterir (4). Kanser
gelisimi sirasinda timoérden salgilanan bFGF’Un tiumor hucrelerinin  anjiogenik
fenotipe gecisinde de rol oynadidi gosterilmistir (71). Ayrica insan bFGF’ne 6zel olan
monoklonal antikorlarin  timor gelisimini durdurdugu da tespit edilmigtir(68).
Endotelyal hicre proliferasyon ve migrasyonunun uyariimasi disinda FGF,
endotelyal hiicrelerden plazminojen aktive edici faktor ve kollejenaz sentezlenmesine
ve salinimina da yol acarak endotelyal hiucrelerin GU¢ boyutlu kollajen matrikste tup
benzeri yapilar olusturmasini saglar. FGF’un buyuk kismi sitoplazmik ya da hucre
digi matrikse bagh olarak bulunur ve ancak hucre hasari durumunda serbest hale
gelerek serumda tespit edilebilir. Bu da FGF’'Un lokal onarici anjiogenezde rolu

oldugunu gostermektedir.

Trombosit kaynakli endotelyal hiicre buyiime faktorii (PD-ECGF)

PD-ECGF’'nin VEGF ve bFGF’e gdre endotelyal hucreler Uzerindeki
mitojenik etkisi daha az olmakla birlikte, endotelyal hucreler Uzerinde kemotaktik
migrasyonu uyarici etkisi vardir. Cok c¢esitli timorlerde ekspresyonu tespit edilen PD-
ECGF; makrofaj, stromal hicreler ve glial hicreler gibi normal hicreler tarafindan da
salgilanmaktadir (52,59). Tumaordeki ekspresyonunun hipoksi gibi timor mikrogevresi
ile ilgili faktorler tarafindan uyarildigi bilinmektedir. Ayrica PD-ECGF yeni olusan
kapiller damarlarin perisitler tarafindan sarilmasini ve perisitlerin proliferasyonunu
saglar. Boylece kapiller damar duvar butunlagunin saglanmasina katkida bulunur
(107).

Anjiopoietinler ve Tie reseptorleri

Anjiopoietinler vaskular endotelyal hucreler icin spesifik olan Tie-2 reseptorleri
araciligi ile etki gosteren 70-kDa molekul agirliginda polipeptidlerdir. Endotelyal
hicreleri gevreleyen mezengimal hicrelerden salgilanan anjiopoietin-1, yeni olusan
kapiller damarlarin dallanmasini ve yeniden sekillendirilerek fonksiyonel hale
gelmesini saglar ve damar duvar buatunligunin saglanmasina katkida bulunur.
Anjiopoietin-2 ise Anjiopoietin-1/Tie-2 kompleksinin anjiogenez Uzerindeki etkisini

antagonize ederek damar duvar batlinligunin bozulmasina yol agar, yeni olusan
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damarlarda asir dallanmaya ve damar aginin yayilmasina engel olur. Ayrica
ortamda VEGF olmasi durumunda anjiopoietin-2 damar duvar butunligini bozarak,

damar endotelini VEGF’nin uyarici etkilerine daha agik hale getirir (107).

Leptin

Leptin obezite geni (Ob geni) tarafindan kodlanan, adipositler tarafindan
uretilen 16-kDa molekul agirliginda bir peptid hormondur. Hipotalamusta néropeptid-
Y sentez ve salinimini engelleyerek gida alimini azaltir ve enerji tuketimini artirir
(128). Vacut agirhgini duzenleyen en onemli hormonlardan biri olan leptinin lipid
metabolizmasi, hematopoez, pankreatik 3 hdcre fonksiyonu, GUreme fonksiyonu,
inflamatuvar immdn yanit ve termogenez gibi pek c¢ok farkli fizyolojik olayin
kontrolliinde de rol oynadidi bilinmektedir (8,23,91). Serum leptin dizeyi ile total viicut
yag kitlesi ve viicut kitle indeksi (VKI) arasinda glgcli bir pozitif korelasyon vardir
(137). Dolayisi ile obez insanlarda, sayilari ve boyutlari artan adipositlerden
saliniminin artmasi nedeni ile serum leptin seviyesi yuksektir. Lipodistrofik
durumlarda ise serum leptin seviyesi duser (77). Serum leptin dlizeyi sabit degildir.
Kirk bes dakikada bir tekrarlayan pulsatif bir salinim goralur. Ayrica beslenme
dizenine bagl olarak diurnal ritm gosteren leptin sekresyonu sonucu serum leptin
dizeyi gece en yuksek, 6gle ve 6gdleden sonra ise en dusuk seviyesine ulagir (129).
Anorektik hormon olarak da bilinen leptinin salinimi besin alimi ile artarken, aclikta
azalir ve bdylece enerji dengesinin korunmasinda anahtar rol oynar (1). Obezite
Onleyici etkisine ragmen obez insanlarda beklenenin aksine serum leptin duzeyinin
yuksek olmasinin nedeni leptinin beyine transportunda bozukluk ya da hormonun
reseptor / reseptor-sonrasi dizeyde etkisiz olmasi sonucu gelisen leptin direncidir.
Kilo kaybi ile birlikte serum leptin duzeyi de normale doner. Viucut agirliginin kontrol
edilmesi diginda leptinin kardiovaskular sistem ve renal fonksiyonlar Gzerinde de
etkileri vardir. Ayrica leptin cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda bazi organlar
Uzerinde parakrin yolla etkisini gdsteren bir bluyume faktoradar (131). Hucre
proliferasyonu ve farklilagsmasi, enerji metabolizmasinin dizenlenmesi ile ilgili olarak
insulin, IGF, buyume hormonu, glukagon ve glukokortikoidler gibi diger hormonlarla
etkilesim halindedir (53) (Sekil 4)
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Serum leptin duzeyi hem cocuklarda hem de erigkinlerde cinsiyete gore
farklihk gosterir ve kizlarda daha yuksektir. Bunun nedenide vucut yag dagiliminin
cinsiyete gore degdismesi ve erkeklerde ylksek olan testesteronun leptin sentezini
inhibe etmesidir. Cocuklarda normal sekstel gelisim igin gerekli olan leptinin
hipotalamik gonadotropin salgilatici  hormon salinimini  uyararak pubertenin
baslamasinda rol oynadigi ileri surulmektedir (131,137).

Leptin tip-I sitokin reseptdr ailesinden olan Ob-R reseptdora aracihigi ile etkisini

gosterir. JAK/STAT yola@i kullanilarak sinyal iletimi saglanir (13, 93,128).

Leptin ve Anjiogenez

Leptin esas olarak yag dokusundan salgilanan bir hormon olmasina ragmen
plasenta, kalp, beyin, kemik ve sa¢ folikllleri gibi anjiogenezin aktif oldugu dokularda
da sentezlenmektedir. Bu durum leptinin vaskularizasyonu uyarici etkisi olup
olmadigl konusunu gundeme getirmistir (13,18,108). Ayrica yag dokusunun geligimi
icin adipogenez ile anjiogenez arasinda siki bir iligkinin olmasi gerektigi de
bilinmektedir. Dolayisi ile bir endokrin hormon olan leptin, vaskular sistem Uzerinde
parakrin yolla etki gosteren bir buyime hormonudur. Leptinin lokal anjiogenezi
uyarmasi ile dolagsima giren ve hipotalamusa ulasan leptin miktari artar. Tokluk hissi
geligir, besin alimi engellenir, lipoliz ve lipid oksidasyonu artar ve kilo kontroll
saglanmis olur. Yine anjiogenez yolu ile yag dokusu gibi aktif termogenez

bdlgelerinde 1s1 kaybi arttirilarak ener;ji tiketimi saglanir (128).
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Sekil 4. Leptinin  santral ve periferik etkileri (Seklin alindigi  kaynak:
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/G/5/IN3G5V6D2H1RCFR3V.pdf)

Leptinin anjiogenik etkisini ilk kez gosterenler, 1998 yilinda in vivo ve in vitro
modellerde leptinin anjiogenezi uyardigini tespit eden Sierra-Honigman ve
Bouloumie olmustur (13,128). Bouloumie ve arkadaslari in vitro ortamda leptinin
vaskular endotelyal hucre proliferasyonunu artirict etkisinin  VEGF kadar guglu
oldugunu da gostermiglerdir. Ayrica leptinin apopitozu onleyici bir molekul olan Bcl-2
ekspresyonunu arttirarak endotelyal hicreler Uzerinde apopitozu Onleyici etki de
gosterdigi kanitlanmistir. Anjiogenezin uyarilmasi sirasinda leptin 6zellikle FGF-2’ye

kismen bagimh olarak VEGF ve FGF ile sinerjistik etki gosterir (131). Ancak
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anjiogenezin uyariimasi igin leptin JAK/STAT yolagini, VEGF ve FGF ise protein
kinaz C/MAPK (mitojen aktive protein kinaz) yolagini kullanirlar (18). Ayrica leptin
anjiogenezde aktif rol oynayan MMP-2 gibi proteolitik enzimlerin ekspresyonunu ve
salinimini da artirir (131). Leptinin ¢esitli dokularda biuylimeyi ve anjiogenezi uyarici
etkilerinin oldugunun gosterilmesi arastirmacilari leptin ile karsinogenez arasinda bir

iligki olup olmadigini incelemeye yoneltmistir.

ANJIOGENIZzi ONLEYEN FAKTORLER

Primer tumorun c¢ikariimasindan sonra hizla uzak metastazlarin geligtiginin
gozlenmesi ile primer tUmorun anjiogenik faktorler yaninda anjiogenezi Onleyici
faktorlerde salgiladigi ve bu yolla timdérin metastatik yayihiminin énlendigi hipotezi
ortaya atimistir (114). Bunu kanitlamak igin yapilan arastirmalar sonucunda
anjiogenezi onleyen ¢ok sayida faktor bulunmustur.

Bu molekdllerin buydk bir kismi hucre disi matriksin, koagulasyon sisteminin
ya da fibrinolitik sistemin bilesenleridirler. Ornegin ilk olarak Folkman ve arkadaslari
tarafindan, Lewis tipi akciger karsinomu hicrelerinden izole edilen ve primer timaorin
metastatik yayilimini 6nledigi tespit edilen anjiostatin, 38-kDa molekul agirliginda bir
plazminojen bilesenidir ve kapiller endotelyal hicrelerin gogalmasini etkin bir sekilde
onler (105).

Trombospondin-1(TSP-1)’'in anjiogenizi o6nleyici etkisi ise tumor gelisimini
uyaran ve Onleyen genlerin tespit edilmesi icin yapilan bir arastirma esnasinda
farkedilmigtir. Guglu bir anjiogenez onleyici molekil olan TSP-1’in ekspresyonu
tumaor baskilayici bir gen olan p53 tarafindan kontrol edilmektedir (25,107).

Endostatin

Kollajen tip XVIII'in karboksi terminalinden elde edilen 20-kDa molekul
agirhiginda bir bileseni olan endostatin, ilk olarak O’Reilly ve arkadagslari tarafindan
fare hemanjioendotelyoma hucrelerinden izole edilmistir. Endotelyal hucrelerin
¢ogalmasini ve migrasyonunu onler (106). Bu g¢alismada rekombinant endostatinin

sistemik olarak uygulanmasi ile anjiogenez etkili bir sekilde onlenmis, metastazlar
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mikroskobik boyutlarda kalirken, primer tumaorun boyutlarinda da belirgin bir gerileme
olmustur. Ayrica uygulama suresince yeni tumor gelisimi olmamis, ilag direnci ya da
toksik etki goézlenmemigtir.

Kollajen tip XVIII bazal membranlarda, hicre disi matrikste ve 0ozellikle
karacigerde yogun olarak bulunur. in vitro ortamlarda elastaz ve L-katepsin gibi
proteinazlar araciligi ile kolajen tip XVIlI'den elde edilen endostatinin, in vivo
ortamlardaki elde edilis mekanizmasi henliz tam olarak aydinlatilamamistir (120).

invazif timorlerden salgilanan kollajenazlar, hiicre disi matriks ve bazal
membranlardaki kollajen XVII'den endostatin elde edilmesini saglar. Ayrica VEGF de
endostatin sentezinde dolayli olarak rol oynamaktadir. Tumoér hdcreleri tarafindan
sentezlenen ve salgilanan VEGF neoplastik damarlarin endotelinden tumor
matriksine kollejenaz salinimini artirir, bodylece tUmor igerisindeki endostatin
konsantrasyonu artar (11,39). Endotelyal hucrelerin proliferasyonunu Onleyici direkt
etkisi yaninda endostatin, VEGF mRNA ekspresyonunu, VEGF sentez ve
sekresyonunu azaltarak ya da VEGF KDR/FIk-1 reseptorleri ile etkilesip VEGF sinyal

iletimini bozarak da anjiogenezi ve tumaor gelisimini 6nlemektedir (61,73).

ANJIOGENIZi UYARAN FAKTORLERIN TANISAL VE PROGNOSTIK ONEMi

Tumor ici anjiogenik aktiviteyi ve dolayisi ile tUmorun buyumesini kontrol
eden anjiogenik faktorlerin, farkh kanser tiplerinin gelisimindeki rolleri ve klinik
onemleri henlz tam olarak bilinmemektedir. Bu faktorlerin timor dokusundaki
ekspresyonu, immmaunohistokimyasal boyama ve Western blot analizi ile protein
dizeyinde ya da PCR ve in-situ hibridizasyon gibi tekniklerle mRNA dizeyinde
calisilabilmektedir. Bu yontemler tumorun anjiogenik aktivitesinin degerlendirilmesini
saglayan mikrodamar sayimi metoduna alternatiftir. Ancak vaskular endotelyal hicre
yuzeyinde yer alan faktér VIII (VWF), CD31 ya da CD34 gibi antijenlere spesifik
monoklonal antikorlarla, tumor dokusunun immunhistokimyasal boyamasindan
sonra, damarlarin yogun oldugu bdlgelerin tespit edilmesi ve bu bdlgelerdeki
damarlarin sayllmasina dayanan bu metod ile standardizasyon saglamak zordur.

CunkU timor dokusu igerisindeki damar yogunlugu heterojendir. Ayrica damar aginin
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en yogun oldugu tumoér bolgelerinin belirlenmesi ve damarlarin sayimi sirasinda
arastirmacilar arasinda farklilik olmasi kacinilmazdir (72).

Tamodrler tarafindan salgilanan anjiogenik faktorlerin buyidk kismi eriyebilir
peptidler olduklari icin bu faktérlerin serum ya da plazma dizeylerinin oélgimu ile
tumorun anjiogenik aktivitesi hakkinda bilgi edinilebilir. Bu yontem, tum hastalara
uygulanabilmesi, tumor doku Ornegdi gerektirmemesi, operasyon oncesi hasta
degerlendiriimesine olanak saglamasi ve invazif olmayan, tekrarlanabilen bir yontem
olusu nedeni ile daha avantajlidir. Bu nedenle son yillarda kanserli hastalarda
anjiogenik faktorlerin prognostik degerleri aragtiriirken, ELISA yéntemi ile
dolasimdaki faktor dizeylerinin dlguma tercih edilmektedir (113).

Kanserli hastalarda, dolasimdaki anjiogenik faktor dizeylerinin incelendigi
arastirmalar genellikle bu faktérlerin duzeyleri ile timoérin yayginligi ve sagkalim
oranlari arasinda bir iligki olup olmadigini tespit edebilmek amaci ile yapiimaktadir.
Ayrica anjiogenik faktor dizeylerine bakilarak adjuvan tedavi verilmesi gereken nuks
yapma olasiligi yuksek olan riskli hastalar tespit edilebilmektedir. Yine cerrahi dncesi
serum anjiogenik faktér dizeylerine bakilarak hastaligin yayginhdi ile ilgili bilgi
edinilebilmekte ve neoadjuvan tedavi almasi gereken hastalar belirlenebilmektedir.
Son yillarda yapilan arastirmalar tedavi sonrasi yuksek kalan ya da tekrar yukselen
anjiogenik faktor duzeylerine bakilarak tUmor nuksunin erken tespit edilebilme
olasiligini da gundeme getirmistir (113). Dirix ve arkadaslar farkh histolojik tiplerde
metastatik kanseri olan ve kemoterapi uygulanan hastalarda serum VEGF ve bFGF
duzeylerinin; progresif seyir gosterenlerde, tedaviye yanit veren hastalardan daha
yuksek oldugunu gostermislerdir (30). Baska bir ¢calismada ise tedavi 6ncesi yuksek
olan serum VEGF duzeyinin kot tedavi yaniti ile baglantili oldugu bulunmustur
(124). Bu sonuglar serum anjiogenik faktor dizeylerinin timorin kemoterapiye yanit
verip vermeyeceginin belilenmesinde de kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak
butin bu olumlu potansiyel kullanim alanlarina ragmen serum anjiogenik faktor
dizeylerinin tGmorlerin erken tanisinda kullanimlari  mamkuin gézikmemektedir.
Cunku bu faktérler ancak hizla blyudyen yaygin tUmdrlerde, tespit edilebilir serum

duzeylerine ulasmaktadirlar.
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VEGF ve Kanser

TUmor anjiogenezinin kontrolinde dnemli roli olan VEGF’nin serum duzeyinin
kanserli hastalarda saglikli bireylerdekinden daha yuksek oldugu ilk kez 1994’te
Kondo ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir (78). Daha sonra Yamamoto ve
arkadaslan farkli kanser tiplerinde serum VEGF dizeyi ile tumorin evresi
mikrodamar yogunlugu ve tumor dokusundaki VEGF ekspresyonu arasinda anlamli
korelasyon saptamislardir (144). Bir baska arastirmada ise farkli histolojik kanser
tiplerinde, serum VEGF dulzeylerinin, yaygin hastaliyi olanlarda lokal hastaligi
olanlara gobre daha yuksek oldugu tespit edilmistir (123). Meme, akciger
gastrointestinal sistem, Uriner sistem kanserleri, yumusak doku sarkomlari, bas-
boyun kanserleri, jinekolojik kanserler ve hematolojik kanserlerde yluksek serum ya
da plazma VEGF dlzeyi ile ileri timor evresi ve koétu sagkalim hizi arasinda
korelasyon tespit edilmistir (80,89,113). Cocukluk c¢agi lenfomalarinda VEGF'nin
tanisal ve prognostik degerinin arastirildigi ¢alismalarin sayisi ise olduk¢a azdir
(34,109,134).

Leptin ve kanser

Anjiogenizi uyarici etkisi nedeni ile cesitli kanser tiplerinde, leptin ile tumor
gelisimi arasinda bir iligki olup olmadigi arastinimistir. Yuksek serum leptin
seviyesinin prostat kanseri gelisme riskini artirdigi ve leptinin anjiogenezi uyararak
prostat kanserli hastalarda timoérin blylmesine yol actigi bildirilmistir (132). Meme
kanseri hucrelerinde leptin reseptorleri tespit edilmis ve bir galismada Ostrojen
reseptorli tasiyan insan meme kanseri hucrelerinde, leptinin blyumeyi uyardigi
g6zlenmistir. Ancak meme kanseri ile serum leptin dlzeyi arasindaki iligkiyi inceleyen
calismalarda, hasta ve kontrol vakalarinin serum leptin dlzeyleri arasinda anlaml
farkhlik saptanmamigtir (22). Sonug¢ olarak obezite, meme bezi gelisimi ve meme
kanseri gelisim riski arasinda bilinen baglanti sebebi ile, leptin ve/veya leptin reseptor
ekspresyonu ile meme kanseri geligsiminin arasindaki baglantiyr kanitlayacak yeni
arastirmalara ihtiyag vardir (131). Jinekolojik kanselerde serum leptin dizeyi ile klinik
ve patolojik parametreler ve prognoz arasinda bir iliski saptanamamistir(86). Yuksek
yagh diyetle beslenen bireylerde artan leptin, kolon hicrelerinde proliferasyonu

uyararak kolon karsinogenezine katkida bulunmaktadir (5). Ancak Tessitore ve
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arkadasglari kolorektal karsinomlu hastalarin serum leptin duzeyleri ile kontroller
arasinda fark bulamamiglardir (136). Cesitli myeloid ve lenfoid l6semik hucre
dizinlerinde leptin reseptér mRNA’sI tespit edilmigstir (20). Yine niks yapan AML ve
MDS hastalarinda leptin reseptdr ekspresyonu yeni tani alanlardan daha yulksek
bulunmustur (79). Ancak leptinin l16semik hastalardaki prognostik degerinin kesin
olarak belirlenmesi, leptinin hematopoez ve I6komogenezdeki biyolojik ve patolojik
rollerinin acikliga kavusturulmasina bagh gibi goézukmektedir. Lenfomali ¢ocuk
hastalarda serum leptin duzeyinin prognostik degerini ve leptinin diger klinik ve

patolojik faktorlerle iligkisini inceleyen bir arastirmaya literatirde rastlanmamistir.

Endostatin ve kanser

Solid timérli hastalarda yapilan klinik ¢calismalarda meme kanseri, akciger
kanseri, yumusak doku sarkomu ve renal tumoru olan hastalarin serum endostatin
dizeyleri kontrol grubundaki bireylerden daha yuksek bulunmustur (37,39). Akciger
kanseri ve yumusak doku sarkomlarinda serum endostatin dizeyinin prognostik
degeri oldugu, vulvar kanserlerde ise prognostik deger tasimadigi tespit edilmistir
(36,133,64). Hodgkin disi lenfomali hastalarda ise serum endostatin dizeyinin
prognostik degeri olup olmadigini arastiran c¢alismalarin sonuglari  birbirleri ile
celismektedir. Bertolini ve arkadaslari serum endostatin dizeyinin Hodgkin digi
lenfomali hastalarda prognostik degeri olmadigini tespit etmiglerdir (10). Bono
tarafindan yapilan bir ¢galismada ise tedavi éncesi serum endostatin duzeyi ylksek

olan Hodgkin disi lenfomali hastalarda prognozun daha kotu oldugu gosterilmigstir

(11).
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HODGKIN DISI LENFOMALAR

Cocukluk caginda gorulen Hodgkin disi lenfomalar ¢ok hizli blaylyen agresif
tumorler oldugu i¢in, mumkin olan en kisa surede tani konulup evreleme yapilmasi
ve tumorun histopatolojik tipine uygun olan tedavinin baslanmasi gerekmektedir.
Nuks yapma riski dusuk olan hastalarda, kisa sureli ve daha az toksik olan tedavi
protokolleri, yuksek riskli hastalarda ise daha yogun ve uzun sureli tedavi protokolleri
kullaniimaktadir. Bunun i¢inde tedaviye baglanmadan 6nce hastalarin risk gruplarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Farkh tedavi protokollerinde risk gruplarinin belirlenmesi
icin farkh prognostik faktorler kullanilsa da genel olarak timdrin histolojik tipi
indUksiyon tedavisine alinan yanit, timorin evresi, serum LDH dizeyi, SSS ya da
kemik iligi tutulumunun olmasi, cerrahi sonrasi rezidi tumor dokusunun kalip
kalmamasi gibi faktorler, prognozun belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (17,
95).

Sonu¢ olarak cocukluk cadi lenfomalari ginimuizde tedavi edilebilir bir
hastalik grubu olarak kabul edilmektedir. Elde edilen basarili tedavi sonuglarinin
temel sebebleri; gelisen immunohistokimyasal, sitogenetik ve molekuler teknikler ile
tumor alt gruplarinin ve histolojik tiplerinin dogru olarak tespit edilmesi ve hastalarin
risk gruplarina uygun tedavi protokolleri ile tedavi edildigi ¢ok merkezli caligmalarin

duzenlenebilmesidir.

HODGKIiN LENFOMA

Gunumuzde Hodgkin lenfomali ¢ocuklarin tedavisinde, ¢ok ajanli sistemik
kemoterapi ve tutulmus alana dusik doz radyoterapi igeren protokoller
kullaniimaktadir. Bu tedavi protokollerinin kullaniimasi ile 5 yillik sagkalim oranlari
%90'nin Uzerine ¢ikmigtir (27). Cocukluk ¢cagi Hodgkin lenfomalarinin tedavisinde
bugln gelinen noktada amag, elde edilen yuksek tedavi bagari oranlarini koruyarak
tedaviye bagh gelisen yan etkileri en aza indirebilmektir. Bunun iginde olaysiz ve
genel sagkalim hizlarini etkileyen prognostik faktorlerin belirlenmesi ve bu faktorler
kullanilarak tanimlanacak risk gruplarina gore tedavi yogunlugunun ve suresinin

ayarlanmasi gerekmektedir.
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Risk gruplarinin tanimlanmasi protokoller arasinda farklilik gosterse de genel
olarak evre | ya da Il nodal hastaligi olan, kitlevi hastaligi ve B semptomlari
bulunmayan olgularda daha iyi bir klinik seyir gorulir ve niUks riski dusuktur. B
semptomlarinin varligi, kitlevi mediastinal ya da periferik hastalik, ekstranodal
hastalik ve ileri evre hastalik (evre IlIB ve IV) ise kotu prognoz bulgularidir ve timor
niksu agisindan yuksek risk tasiyan olgularin tespitinde kullanilirlar (28). Ylksek ve
dusuk riskli olgularin belirlenmesi igin kullanilan prognostik faktorler genellikle
erigskinlerde yapilan c¢alismalar sonucunda bulunmustur. Bu faktérler kullanilarak
geligtirilen ve uygun tedavi segiminde yol gosterici olan prognostik indekslerin
Hodgkin lenfomali ¢ocuklarda kullanimi uygun olmayabilir (130). Dolayisi ile gocukluk
¢agl lenfomalarinda, mevcut klinik prognostik faktorlerle birlikte kullanilabilecek
timorun proliferasyon ve yayillim potansiyeli, kemoterapi ve apopitoz direnci gibi
biyolojik o6zellikleri hakkinda bilgi vererek, risk gruplarinin daha dogru bir sekilde

tanimlanmasini saglayacak yeni prognostik faktorlere ihtiyac vardir.
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GEREG VE YONTEM

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Onkoloji Bilim Dallarinda ve Ankara SSK Hastanesi Pediatrik Onkoloji Kliniginde
Ocak 2004- Ekim 2005 tarihleri arasinda izlenen, yeni tani alan veya tani aldiktan
sonra herhangi bir tedavi baglanmadan s6z konusu merkezlere gonderilen yaslar
3-15 (ortalama 8.1 + 3.3) yas arasinda degisen 36 (24 erkek, 12 kiz) Hodgkin (n= 15)
ve Hodgkin disi lenfomali (n= 21) cocuk hasta bu galismaya dahil edildi. Lenfoma
tanisi her merkezde lenfoma konusunda deneyimli olan patologlar tarafindan doku
orneklerinin morfolojik ve immunohistokimyasal incelenmesi ile konuldu.

Hodgkin lenfomali hastalarin klinik evrelemesi Ann-Arbor evreleme sistemine
g6re, Hodgkin disi lenfomali hastalarinki ise St Jude evreleme sistemine gore yapildi.
Histopatolojik alt gruplar; Hodgkin lenfomali hastalarda Rye kriterleri, Hodgkin digi
lenfomali hastalarda ise REAL siniflama sistemi kullanilarak belirlendi. Hodgkin
lenfomall hastalara hastaligin evresi ve mevcut risk faktérlerine gore belirlenen 4-6
kir déntsumli COPP/ABVD ya da sadece ABVD tedavisi ve tutulmus alana disuk
doz radyoterapi (150-180 cGy/fraksiyon, toplam doz 20-25 Gy) uygulandi. Hodgkin
digi lenfomali hastalar ise bagli bulunduklari merkezde kullaniimakta olan B hicre-
BFM 95, B hucre disi BFM 95, LMB 89 ya da LMT 89 protokollerine uygun olarak
tedavi edildiler.

Hodgkin lenfoma tanisi alan 15 hastanin 10’unda (% 66.7) evre | ya da Il
5’'inde (% 33.3) ise evre lll ya da IV hastalik mevcuttu. En sik gorulen tumor histojileri
karigik hucreli (% 33.3) ve noduler sklerozan (% 33.3) tiplerdi. On bes hastanin
ucinde (%20) B semptomu ve dort (% 26.7) hastada da kitlevi hastalik tespit edildi.
Hodgkin lenfomali hastalarin demografik 6zellikleri ve klinik bilgileri Tablo I'de verildi.

Hodgkin disi lenfoma tanisi alan 21 hastanin 17’sinde (% 80.9) evre |ll ya da
IV; 4dnde (% 19.1) ise evre | ya da Il hastallk mevcuttu. Lenfoblastik lenfoma
(%42.9) ve Burkitt / Burkitt benzeri (% 38.1) lenfomalar en sik gorllen tiplerdi.

Hodgkin disi lenfomali hastalara ait diger bilgiler Tablo II'de 6zetlendi.
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Tablo I. Hodgkin lenfomali hastalarin o6zellikleri

N (%)
Cinsiyet
Kiz 3 (20)
Erkek 12 (80)
Yas (yil)
Ortalama (+ SD) 8.4 (£3.1)
Min-Maks 3-14
Vucut kitle indeksi
Ortalama (x SD) 17.2 (£ 2.2)
Min-Maks 14.6 — 23.7
B semptomlari
Var 3 (20)
Yok 12 (80)
Kitlevi hastalik
Var 4 (26.7)
Yok 11 (73.3)
Ekstranodal hastalik
Var 2 (13.3)
Yok 13 (86.7)
Tamor evresi
I 1(6.7)
Il 9 (60)
1l 3 (20)
v 2(13.3)
Tamor histolojisi
Karigik hicreli 5(33.3)
Nodiler sklerozan 5(33.3)
Lenfositten zengin 4 (26.7)
Lenfositten fakir 1(6.7)
LDH (IU/L)
<500 5(33.3)
> 500 10 (66.7)
Sedim (mm/sa)
<20 8 (53.3)
> 20 7 (46.7)
Albumin (g/dl)
<4 1 (6.7)
24 14 (93.3)
Hemoglobin (g/dl)
<11 5 (33.3)
=11 10 (66.7)
Beyaz kiire sayisi (x 10°/L)
<135 11 (73.3)
>13,5 4 (26.7)
Tedavi
ABVD + TA-DDRT 7 (46.7)
ABVD/COPP + TA-DDRT 8 (53.3)
Tedavi yaniti
Tam yanit 14 (93.3)
Progresif hastalik 1 (6.7)

ABVD; Adriamisin, bleomisin, vinblastin, dakarbazin, COPP; siklofosfamid, vinkristin, prokarbazin prednizon, TA-DDRT;

tutulmus alana dusuk doz radyoterapi
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Tablo Il. Hodgkin Digi lenfomali hastalarin 6zellikleri

N (%)

Cins

Kiz 10 (47.6)

Erkek 11 (52.4)
Yas

Ortalama (xSD) 7.9 (£ 3.5)

Min-Maks 3-14
Vicut kitle indeksi

Ortalama (£SD) 16 (= 2.6)

Min-Maks 13- 21
B semptomlari

Var 13 (61.9)

Yok 8 (38.1)
Ekstranodal hastalik

Var 13 (61.9)

Yok 8 (38.1)
TUmor evresi

I 1(4.8)

Il 3(14.3)

I 9 (42.9)

v 8 (38.1)
Tdmor histolojisi

Burkitt / Burkitt benzeri 8 (38.1)

Lenfoblastik 9 (42.9)

Buiyuk hicreli 4 (19)
LDH (IU/L)

<500 7 (33.3)
> 500 14 (66.7)

Tedavi

BFM 95 3(14.3)

BFM 95 non-B cell 2 (9.5)

LMB 89 8 (38.1)

LMT 89 8 (38.1)
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Hodgkin ve Hodgkin digi lenfomali hastalar, mediastinal/periferik kitlevi hastalik
ekstranodal hastalik, B semptomlarinin varli§i ve hemoglobin (< 11g/dl ve = 11g/dl)
beyaz kiire sayisi (< 13500/ mm?® ve >13500/mm?®), eritrosit sedimentasyon hizi
(< 20mm/sa ve =2 20mm/sa), serum laktat dehidrogenez (LDH; < 500 IU/L ve > 500
IU/L), serum albumin (< 4g/dl ve = 4g/dl), C- reaktif protein (CRP; < 6 mg/Lve > 6
mg/L) ve CA-125 (< 35 IU/ml ve > 35 IU/ml) duzeylerinde izlenen degisim agisindan
tani aninda ve tedavi bitiminde degerlendirildi. Prognostik degeri oldugu bilinen bu
faktorler ile serum anjiogenik faktor dizeyleri arasindaki iligki incelendi. Ayrica tani
aninda, hastalarin vicut agirhgi ve boy oOlgumleri yapilarak, vicut kitle indeksleri
(VKi= Agirlik (kg) / Boy? (m) form(ilii ile) hesaplandi.

Serum VEGF, leptin ve endostatin dizeylerinin normal degerlerinin
belirlenebilmesi icin enfeksiyon digi nedenlerle gocuk poliklinigine basvuran yaslari
3-14 (ortalama 9.4 £ 3.5) yas arasinda degisen 18 (8 erkek, 10 kiz) saglkh ¢ocuktan
kan alindi. Anjiogenik faktor dizeylerinde yaniltici artistan sakinmak igin son 1 ay
icerisinde enfeksiyon veya cerrahi geciren ¢ocuklar kontrol grubuna dahil edilmedi.

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundaki tim ¢ocuklarin aileleri
GUTF Etik Kurul Yénergelerine uygun olarak bilgilendirildi ve yazili onaylari alindi.

Hasta ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin herbirinden serum VEGF, leptin ve
endostatin dizeylerinin saptanmasi igin periferik venden 5cc kan 6rnegi kuru steril
tiplere alindi. Santriflij éncesi 30 dk kendiliginden pihtilasmasi beklendikten sonra
1000 cpm hizinda 15 dk santriflj edilip serumlari ayrildi. Serum érnekleri -80 *C’de
degerlendirme zamanina kadar saklandi. Hasta grubundaki gocuklardan ayrica tam
kan sayimi ,CRP, CA-125, eritrosit sedimentasyon hizi (ESR), serum albumin, ferritin
ve laktat dehidrogenaz duzeylerinin belirlenebilmesi igin vendz kan ornekleri uygun
tuplere alindi. Kan ornekleri tani aninda, her timorun klinik 6zelligine gore tedavi
bitiminde remisyon saglandiktan sonra, ayrica rutin takipler sirasinda nuks
saptandiginda ilave olarak alindi.

Vicut kitle indeksi (VKI), viicut agirhgi(kg) / boy?(m?) formiilii ile hesaplandi.
Hasta grubunda yer alan ¢ocuklarda sadece tani anindaki degerlere bakildi. Kontrol

grubundaki gocuklarin ise VKI degerleri mevcut degildir.
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Kullanilan Laboratuvar Yontemleri:

Hemoglobin, beyaz kire ve trombosit sayiminin belirlenmesi igin alinan vendz
kan ornekleri Coulter Maxm otomatik 6lgim cihazi ile ¢ahisildi.

Serum CA-125 duzeyi Immulite-2000 otoanalizoru ile kemiliminisans yontemi
ile c¢ahsildi. Normal sinir olarak < 35 IU/ml kabul edildi. Serum CRP duzeyi
immunonefelometrik yontem ile g¢alisildi ve 0-6 mg/L arasindaki degerler normal
olarak kabul edildi. Eritrosit sedimentasyon hizi Wintrobe yontemi ile ¢aligildi ve
< 20 mm/sa normal olarak kabul edildi. Serum albumin duzeyi igin ise 0-4 gr/dl
arasindaki degerler normal olarak kabul edildi.

VEGF: Serum VEGF duzeyleri RayBiotech firmasina ait Human VEGF ELISA
kiti kullanilarak, hastanemizin imminoloji Bilim Dali laboratuvarinda g¢alisildi. Kitin
calisma prensibine uygun sekilde ilk olarak, standartlarin ya da serum oOrneklerinin
icerdigi VEGF’nin anti-human VEGF antikorlarina baglanmasi saglandi. Sonra
ortama biotin-antihuman VEGF antikor konjugati eklendi. Ardindan sirasi ile HRP-
strepavidin enzim kompleksi ve kolorimetrik ajan eklendi. Son olarak serum
ornegindeki VEGF konsantrasyonu ile orantili olan, drun optik dansitesi 450 nm’de
ol¢uldu. Kit tarafindan odlgulebilen en dusuk serum VEGF konsantrasyonu 4 pg/ml idi.
Serum VEGF duzeylerinin, kitin okuma sinirinin altinda kaldigi olgularda, istatiksel
testlerde, 0 ile alt okuma sinirinin (4 pg/ml) orta degeri kullanildi.

Endostatin: Serum endostatin dizeyleri ELISA teknidi ile hastanemizin
imminoloji Bilim Dali laboratuvarinda calisildi. Cytimmune Sciences firmasina ait
Accucyte Human Endostatin markali kitin ¢galisma prensibine uygun olarak, her bir
ornek icinde yer alan ve endostatin antikoru, biyotinile edilmis endostatin proteini,
serum Ornedi ya da standart sollsyonu iceren spesisifik endostatin kompleksine,
goat anti-rabbit human endostatin antikorlarinin baglanmasi saglandi. Orneklerin
ylkanmasindan sonra strepavidin alkaline fosfataz konjugatinin, immobilize olan
biyotin-protein  konjugatina baglanmasi saglandi. Kolorimetrik ajanin ortama
eklenmesinden sonra olusan Grunin 450 nm de optik dansitesi dl¢lildu. Serum ya da
standart solUsyon igerisindeki endostatin ile biyotinile edilmis endostatin proteini
endostatin spesifik antikor bdlgelerine baglanma igin kompetisyon gdsterirler. Serum

ornedindeki endostatin konsantrasyonu arttikga antikor bdlgesine baglanabilen ve
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strepavidin alkaline fosfataz konjugati kullanilarak optik dansitesi belirlenen biyotinile
endostatin konsantrasyonu azalir. Dolayisi ile her bir serum 6rneginde tespit edilen
endostatin konsantrasyonu  endostatin  standart  egrisindeki  degerlerle
kargilastirildiginda sitokin konsantrasyonu ile optik dansite arasinda ters oranti
oldugu goruldr. Yani serum orneginin optik dansitesi ne kadar yuksekse, igerdigi
sitokin konsantrasyonu o kadar dusuktur. Kit tarafindan belirlenebilen en disuk
serum endostatin konsantrasyonu 1.95 ng/ml olup, kitin élgim araligi 1.95-500 ng/mi
idi. Serum endostatin duzeyleri, kitin okuma sinirinin altinda kalan olgularda istatiksel
testlerde O ile alt okuma sinirinin (1.95ng/ml) orta degeri kullanildi.

Leptin: Serum leptin dizeyleri, ¢ift yonli radyoimmunometrik assay (IRMA)
yontemi ile calisan Human leptin IRMA DSL-23100i markal kit kullanilarak
hastanemizin Pediatrik Endokrinoloji laboratuvarinda calisildi. Sonuglar LB2111
cihazi ile ng/ml olarak degerlendirildi. Tespit edilebilen en dusik serum leptin

konsantrasyonu 0.1ng/ml idi.

istatistiksel Yontemler:

Sonuglar ortalama + standart hata (SH) olarak verildi. Hasta ve kontrol gruplari
arasindaki farkliliklarin degerlendirimesinde t testi ve Mann-Whitney U testi
kullanildi. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi de@erlerin karsilastiriimasi icin t testi ve
Wilcoxon igaretli siralar testi kulllanildi. Farkh degigkenler arasindaki korelasyonun
saptanmasi i¢in Spearman sira korelasyonu analizi yapildi. Cinsiyet ve yasa gore
farkh degigskenler acisindan hastalar arasinda farklilik olup olmadiginin tespiti igin ki-
kare testi yapildi. Sagkalim olasiliklarinin hesaplanmasinda, Kaplan-Meier sagkalim
analizi kullanildi. Hastalar farkli degiskenlere gore gruplandirildiktan sonra, gruplar
arasinda sagkalim yonutnden farkliik olup olmadiginin incelenmesi icin Log rank
analizi yapildi. P< 0.05 olan tum degerler istatiksel olarak anlaml kabul edildi. Tim

veriler SPSS 10.0 bilgisayar programi kullanilarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Kontrol grubundaki ¢ocuklarin timunde serum VEGF duzeyleri kitin okuma
siniri olan 4pg/ml’in altinda bulundu. Ortalama serum endostatin ve leptin dizeyleri
ise sirasi ile 123.6 £ 13.5 ng/ml ve 6.7 + 1.2 ng/ml olarak tespit edildi. Hasta
grubundaki c¢ocuklarin timune (N= 36) bakildiginda, VEGF konsantrasyonunun
kontrol grubuna gére anlamli dizeyde yuksek oldugu gorildu (p= 0.033). Serum
endostatin (p= 0.000) ve leptin (p= 0.013) dluzeylerinde ise istatiksel olarak anlamli
Olcide dusme saptandi (Tablo Il1).

Tedavi sonrasi izlemde kalan ve remisyona giren 33 hastanin tedavi dncesi ve
tedavi sonrasi serum VEGF (p= 0.041), endostatin (p= 0.047) ve leptin (p= 0.012)
dizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamh farklilik oldugu goérulda (Tablo 1V).

Hodgkin ve Hodgkin digi lenfomali hastalar ayri gruplar olarak incelendiginde
Hodgkin lenfomali olgularin tedavi dncesi serum VEGF dizeylerinin; < 4pg/ml - 985.5
pg/ml (ortalama; 143.2 + 82.8) araliginda, Hodgkin disi lenfomali olgularda ise
<4pg/ml- 1148.7pg/ml (ortalama; 136.3 £ 67.6) araliginda genis bir dagilim gdsterdigi
saptandi. Bu degerler ile kontrol grubundaki saglikli ¢ocuklarin serum VEGF
degerleri arasinda istatiksel olarak anlamh fark mevcuttu (HL, p= 0.05; NHL p=
0.029). Her iki hasta grubundaki ¢ocuklarin tedavi 6ncesi serum endostatin degerleri
kontrol grubuna goére belirgin dizeyde dusuktu (p= 0.000 HL ve NHL igin). Hodgkin
lenfomali hastalarin tedavi 6ncesi serum leptin dizeyleri ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir farklilik saptanmazken (p > 0.05), Hodgkin disi lenfomali hastalarin tani

anindaki serum leptin duzeyleri dusuk bulundu (p= 0.001) (Tablo IlI, Sekil 5,6).
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Tablo lll . Hodgkin / Hodgkin Disi lenfomali hastalarin ve kontrol grubunun tedavi

oncesi serum VEGF, leptin ve endostatin diizeyleri

Degisken N Ortanca Ortalama SS SH Ortalamanin P degeri
(min-maks) %95 gliven
aralig
VEGF
(pg/ml)
Tum hastalar | 36 2 139.2 309.9 51.6 (34.3- 244) 0.033*
(2-1148.7)
NHL 21 2 136.3 309.9 67.6 (-4.7-277.4) 0.029*
(2-1148.7)
HL 15 2 143.2 320.6 82.8 (-34.4- 320.7) | 0.05*
(2- 985.5)
Kontrol 18 <4 <4
Endostatin
(ng/mil)
Tum hastalar | 36 48.7 43.9 34.5 5.8 (30.2- 53.6) 0.000*
(0.98-116.5)
NHL 21 41.9 38.2 31 6.8 (24- 52.3) 0.000*
(0,98- 88,5)
HL 15 51 47 39.7 10.3 (25-69) 0.000*
(0.98- 116.6)
Kontrol 18 121.6 123.6 57 13.5 (95.2- 152)
(27.8- 228.6)
Leptin
(ng/ml)
TUm hastalar | 36 1.9 5.0 8.7 1.5 (2-7.9) 0.013*
(0.02- 41.7)
NHL 21 1.4 25 27 0.6 (1.3-3.8) 0.001*
(0.02- 8.9)
HL 15 5.0 8.5 12.6 3.2 (1.6- 15.5) 0.406
(0.7-41.7)
Kontrol 18 4.4 6.7 5.2 1.2 (4.1-9.3)
(1.3-20.2)

VEGF; vaskilar endotelyal bliyime faktérl, NHL; Hodgkin disi lenfoma, HL; Hodgkin lenfoma, SS;

standart sapma, SH; standart hata.
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Tedavi sonrasi remisyona giren hastalarda, serum anjiogenik faktor
duzeylerindeki degdisimler incelendiginde; Hodgkin lenfomali hastalarin tedavi dncesi
ve tedavi sonrasi serum VEGF, endostatin ve leptin dlzeyleri arasinda istatiksel
olarak anlamh bir farklihk saptanmadi (p> 0.05). Ancak VEGF degerlerinin dustigu
ve kontrol grubu ile hasta grubu arasinda tedavi Oncesi tespit edilen farkin ortadan
kalktigi goruldu (p> 0.05). Hodgkin digi lenfomali hastalarda tedavi oncesi
normalden disuk olan serum endostatin (p= 0.04) ve leptin (p= 0.003) dizeylerinde
tedavi sonrasi belirgin artis tespit edildi. Serum VEGF dizeyleri ise saglikli
cocuklardaki normal degerlere dusmesine ragmen, tedavi Oncesi degerlerle

karsilagtinldiginda, anlamli duzeyde farklilik saptanmadi (p> 0.05) (Tablo IV, Sekil 7).
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oncesi ve tedavi sonrasi serum VEGF, leptin ve endostatin diizeyleri

Tedavi 6ncesi Tedavi sonrasi P degeri
Degisken Ortanca (min-maks) Ortanca (min-maks)
Ortalama (£SH) Ortalama (£SH)
VEGF (pg/ml)
NHL 2(2-1148.7) 2(2-178.3) 0.116
136.3 (+67.6) 11.8 (£ 9.8)
HL 2 (2- 985.5) 2 (0.8-189.9) 0.345
143.2 (+ 82.8) 21.6 (£ 13.0)
Tum hastalar 2(2-1148.7) 2 (0.8 —189.9) 0.041*
151.6 (x 55.9) 16.2 (£ 7.9)
Endostatin (ng/ml)
NHL 41.9 (0.9 - 88.6) 65.8 (7.7 - 164.8) 0.04*
38.2 (£ 6.8) 68.9 (£ 9.7)
HL 51 (0.9-116.6) 56.8 (0.9 - 118.7) 0.519
47 (£ 10.3) 62.2 (£ 9.9)
Tum hastalar 48.6 (0.98 — 116.6) 59.7 (1 — 164.8) 0.047*
43.1 (£ 5.9) 65.9 (£ 6.8)
Leptin (ng/ml)
4.3 (0.9-30.4) 0.003*
NHL 1.4 (0.02 - 8.9) 8.3(x1.9)
2.5(x0.6)
2.8(0.2-78.7) 0.826
HL 5.0 (0.7-41.7) 11,6 (£ 5.6)
8.5(x3.2)
Tum hastalar 1.9 (0.02 -41.7) 3.6 (0.2-78.6) 0.012*
5.3(x1.6) 9.8 (x2.7)

VEGF; vaskular endotelyal buyime faktért, NHL; Hodgkin digi lenfoma, HL; Hodgkin

lenfoma, SS; standart sapma, SH; standart hata.
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Tumor anjiogenezi, anjiogenizi uyaran ve Onleyen faktorler arasinda kurulan
dengeye bagdli oldugundan lenfomali hastalarin timidnde (N= 36) bu faktorler
arasinda iligki olup olmadigi arastirildi. Tani anindaki serum VEGF, endostatin ve
leptin dizeyleri arasinda anlamh dogrusal bir iliski tespit edilemedi (p> 0.05
Spearman). Tedavi Oncesi serum leptin dizeyi ile tani anindaki yas (r= 0.45 p=
0.006) ve vucut kitle indeksi (r= 0.38 p= 0.021) arasinda anlamli pozitif korelasyon;
serum leptin dizeyi ve LDH duzeyi (r= -0.37 p= 0.0027) arasinda ise negatif
korelasyon oldugu goruldi. Lenfomali hastalarda prognostik degeri oldugu bildirilen
diger faktorler (cins tumor evresi, ekstranodal hastalik, B semptomu, kitlevi hastalik,
hemoglobin, beyaz kure sayimi, sedimentasyon hizi, CRP ve CA-125) ile anjiogenik
faktorler arasinda bir iligki tespit edilemedi (p> 0.05).

Lenfomali hastalarda anjiogenik faktor diizeylerinin cinsiyete gore farkhlik
gOsterip gostermedigi incelendi. Kiz ve erkek hastalarda tani anindaki ortalama
serum VEGF duzeyleri sirasi ile 144.35 £ 79.23 pg/ml ve 136.25 £ 68.59 pg/ml idi
(p> 0.05). Kiz hastalarda serum endostatin ve leptin duzeyleri sirasi ile 52 +
9.83ng/ml ve 8.1 + 3.79 ng/ml; erkeklerde ise 39.47 £ 7 ng/ml ve 3.27 + 0.67 ng/ml
bulundu. Ve aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p> 0.05). Hastalarin
tani anindaki yaslarinin da anjiogenik faktorler Gzerinde etkisi tespit edilmedi
(p> 0.05).

Hastalar, timoér evresi (erken evre / ileri evre), B semptomu, ekstranodal
hastalik, kitlevi hastalik ve tumor nuksu durumlarina gore gruplandirildi ve tani
anindaki anjiogenik faktor duzeylerinin gruplar arasi farklilik gostermedigi saptandi
(p> 0.05 Ki-kare testi). Ancak tani aninda ekstranodal hastaligi olan gocuklarin
% 66.7’sinde endostatin ve leptin dizeyleri (N= 36, endostatin medyan degeri olan
248.7ng/ml ve leptin medyan degeri olan =21.87ng/ml normal olarak kabul edildiginde)
dusuk bulunurken, ekstranodal hastaligi olmayanlarda bu oran % 38.1 idi (p= 0.09
Ki kare testi). Yine tani anindaki serum LDH duzeyi > 500 IU/L olan ¢ocuklarin
serum leptin dizeylerinin belirgin olarak disuk olmasi da dikkat cekici bulundu
(p= 0.005 Ki kare testi).

Tdm hasta grubu i¢in medyan takip suresi 12 ay (2-30ay) olup; 2 yillik nuksuz
ve genel sagkalim hizlar sirasi ile % 85.7 ve % 88.6 olarak bulundu. Hodgkin ve

Hodgkin digi lenfomali hastalar ayri olarak incelendiginde ise; medyan takip suresi 12
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ay (5-24 ay) olan Hodgkin lenfomali hastalarin tmunin bir hasta digindaki tam
remisyona girdigi goruldu. Primer progresif hastalik olarak kabul edilen bu hasta 12
aylk izlem sonunda kaybedildi. Hem nUkstiz hemde iki yillik genel sagkalim hizi
% 93.3 idi. Medyan takip siresi 13.5 ay (2-30 ay) olan Hogdkin disi lenfomali 21
hastanin 16’sinda tedavi sonrasi tam remisyon elde edildi. Bir hasta psikososyal
nedenlerden dolayi takip digi birakildi. ileri evre blyik B hicreli lenfoma tanisi ile
izlenen iki ve lenfoblastik lenfoma tanisi ile izlenen bir hasta tedavi altindayken
hastalik niksu nedeni ile kaybedildi. Evre IV Burkitt lenfoma tanisi alan ve tedavi
altindayken erken nuks gorulen bir hastanin ise halen tedavisi devam etmektedir. Bu
hasta grubu icin iki yillik nUkstz sagkalim orani % 80, genel sagkalim orani ise % 85
olarak tespit edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Hodgkin ve Hodgkin-disi lenfomali hastalarda iki yillik olaysiz (A) ve genel
sagkalim hizlan (B)
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Hem tum lenfomali hastalarda hem de Hodgkin ve Hodgkin disi lenfomal
hastalarda, tedavi dncesi serum anjiogenik faktor dizeylerinin hastalarin sagkalimi
uzerindeki etkileri de arastirildi. Bunun igin serum VEGF duzeyinin ortalama degeri
endostatin ve leptinin ise medyan degerleri sinir olarak kabul edilerek hastalar
gruplandirildi. Lenfomal tim hastalarda, tedavi 6ncesi serum VEGF duzeyi yuksek
(> 139pg/ml) ve normal (< 139 pg/ml) olanlarin iki yilhk genel (GS) ve olaysiz (OS)
sagkalim hizlari sirasi ile %87.5 ve %88.9 ; %87.5 ve %85 olarak bulundu (p> 0.05).
Tedavi 6ncesi serum endostatin dizeyi dusuk (< 48.7ng/ml) ve normal (= 48.7ng/ml)
olan hastalarin iki yillik genel ve olaysiz sagkalim hizlari ise sirasi ile % 85.7 ve %
90.5; % 78.6 ve % 90.5 idi (p> 0.05). Serum leptin duzeyi disuk (< 1.87ng/ml) olan
hastalar ile normal (= 1.87ng/ml) olanlarin genel ve olaysiz sagkalim hizlari (% 94 ve
% 83.3; % 88.2 ve % 83.3) arasinda da istatiksel olarak anlaml bir farklilik
saptanmadi (p> 0.05) (Sekil 9).
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Hodgkin lenfomali hastalarda, tedavi oncesi serum VEGF duzeyi yuksek
(> 143 pg/ml), endostatin (< 51 ng/ml) ve leptin (< 5 ng/ml) duzeyleri dusuk olanlar
ile normal olanlarin iki yillik genel ve olaysiz sagkalim hizlari arasinda da farkhlik
saptanmadi (Sirasi ile, VEGF; GS % 100 ve % 91.7, OS % 100 ve % 91.7;
Endostatin; GS % 100 ve % 87.5, OS % 100 ve % 87.5; Leptin; GS % 85.7 ve
% 100, OS % 85.7 ve % 100) (p> 0.05). Hodgkin digi lenfomali olgularda ise
endostatin dizeyi (< 41.87 ng/ml) disuk ve normal olanlarda iki yillik olaysiz
sagkalim hizlari sirasi ile % 66.7 ve % 90.9 olarak tespit edildi. Benzer sekilde iki
yillik genel sagkalim hizlarida endostatin diuzeyi dusuk olgularda daha dusuk
bulundu (% 77.8 ve % 90.9). Ancak bu farkliliklar istatiksel anlamlilik dizeyinde
degildi (p> 0.05). Bu grupta yeralan hastalarin tedavi 6ncesi serum endostatin ve
leptin duizeylerinin sagkalim UGzerine belirgin bir etkisi saptanmadi (p> 0.05)
(Sekil 10).

00— 100, 1
Li !
E |
1 =
£ w 5% i
> 2 | SVEGF<136.3pgiml 7867
3 SVEGF > 136.3pgiml %80 @ S Ddibehates)
> 2 a0 |
o 8y H !
© o A
s S-VEGF £ 136.3pgiml wio e | S-VEGF >136.3pgiml
- K]
= 0 T 0
£
£ <
>
0; 607
P>0.05 Log-rank testi P>005  Log-rank testi
50 50

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Sagkalim Siiresi (Ay) Sagkalim Siiresi (Ay)



40

1007 7 1007 ————- 1
i ) i
i Endostatin 2 41.9ng/ml %90.9 1 Endostatin 2 41.9ng/ml % 90.9
90+ i (—% 90, i
£ , =S .
s | 3 |
E . * :
> g | 2 g !
w ! @
4 | © |
H . - .
E | = ! %77.8
o 70 i = i Endostatin < 41.9ng/ml b T1.
< ‘ Endostatin <41.9ngiml % 66.7 £ |__Endostatin < 41.9n 9
= T T T T T - x
E
2 6o 607
P>0.05 Log-rank testi P>005 Log-rank testi
50, 50
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Sagkalim Siiresi (Ay) Sagkalim Siiresi (Ay)
e 100 =
! i
i
90| £ o :
£ = |
s Leptin 2 1.41 ng/ml %81.8 2 | |Leptin <141 ngimi % 88.9
=2 iy
= 8 | . S 80 Leptin 21.41 ngiml % 81.8
o (=eplin =247 ng'm? 277
H Leptin < 1.41 ng/ml % T1.8 ©
s s
S 0 3
£ £
= x
=
£
g 6 607
P>0.05 Log-rank testi P>0.05 Log-rank testi
50 50
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Sagkalim Siiresi (Ay) Sagkalim Siiresi (Ay)

Sekil 10. Non-Hodgkin lenfomali hastalarin tedavi 6ncesi serum VEGF (A)

endostatin (B) ve leptin (C) diizeylerine gore olaysiz ve genel sagkalim egrileri
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TARTISMA

Tumor gelisimi ve metastatik yayiliminda etkili olan temel mekanizmalardan
biri olan anjiogenez, anjiogenizi uyaran ve Onleyen faktorler arasindaki dengenin
korunmasi yolu ile kontrol edilir. Tumor olusumu ile birlikte bu faktorler arasindaki
fizyolojik denge, anjiogenizi uyaran faktor duzeylerinin artmasi ve anjiogenizi 6nleyen
faktor duzeylerinin azalmasi sonucunda, anjiogenizi uyaran faktorler lehine bozulur
(15,51,62). Tumor ici yeni damar gelisimi ile timoér dokusunun artan metabolik
ihtiyaclar kargilandigi igin tumor gelisimi ve yayihimi hizlanir (47). Anjiogenik faktor
dizeylerinde tumor gelisimi ile orantili bir artma oldugu ve bu faktorlerin timor
dokusundaki ekspresyonlarinin ya da serum/plazma duzeylerinin belirlenmesi ile
tumor prognozu ile ilgili bilgi edinilebilecegi arastirmalar sonucu kanitlanmigstir
(76,94). Ayrica solid tumorlerde oldugu kadar hematolojik kanserlerde de
anjiogenezin prognozu belirleyen o6nemli faktdrlerden biri oldugunu gdsteren

calismalarin sayisi giderek artmaktadir (100,110,115,125).

NHL ve B hucreli kronik lenfositik 16semili erigkin hastalarda tUmorin mikro
damar yogunlugu ile histolojik davranig bicimi ve klinik evresi arasinda korelasyon
oldugu gosterilmigtir (24,75,138). Yine lenfomali hastalarda kemik iligindeki
anjiogenez artisinin kéti prognoz bulgusu oldugu bildirilmistir (100,125,145). Gugclu
anjiogenik etkiye sahip olan VEGF ve bFGF’Un serum dizeylerindeki artigin tumor
prognozu ile iligkili oldugu Salven ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada
gosterilmistir  (124). Ancak Hodgkin lenfoma tanisinda ve prognozunun
belirlenmesinde anjiogenezin rolunu inceleyen calisma sayisi ¢cok azdir ve genellikle
tumor dokusunda anjiogenik faktorlerin ekspresyonlari incelenmigtir (29,96). Ayrica
tumor anjiogenezinin lenfomalardaki yerini inceleyen tum bu c¢alismalar erigkin
hastalarda yapilmistir. Proliferasyon hizlari daha ylksek olan ve daha agresif bir
seyir gosteren  cocukluk c¢agi lenfomalarinin anjiogenik potansiyelleri erigkin
lenfomalarindan daha fazladir. Bu nedenle c¢ocukluk c¢agi lenfomalarinda
anjiogenezin incelenmesi ile timor prognozu ile ilgili dnemli bilgiler edinilebilir ve
anjiogenizi onleyici tedavinin pediatrik lenfomalarin tedavisinde yeri olup olmadigi

tespit edilebilir. Tumorlerin prognozu ile ilgili net ve guvenilir veriler elde edebilmek
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icin tumorun anjiogenik potansiyelini belirleyen anjiogenizi uyaran ve Oonleyen

faktorlerin birlikte incelenmesi daha uygun bir yaklagsimdir.

Bu c¢alismada, Hodgkin lenfomah (143.2 + 82.8 pg/ml) ve Non-Hodgkin
lenfomali (136.3 * 67.6 pg/ml) cocuklarda serum VEGF dulzeylerinin, kontrol
grubundaki ¢ocuklarda saptanan degerlerden belirgin dl¢glide yuksek oldugu goruldu.
Tedavi sonrasi remisyona giren hastalarda ise serum VEGF duzeylerinin normale
doéndugu gozlendi. Pavlakovi¢ ve ark. tarafindan solid timorli ¢ocuklarda yapilan
benzer bir calismada da lenfomali 17 hastanin tani aninda yuksek olan serum VEGF
(552 + 457 pg/ml) duzeylerinde tedavi sonrasi anlamli bir dugme oldugu bildirilmistir
(109). Hodgkin lenfomali 37 ve Non-Hodgkin lenfomali 65 erigkin hastada, tedavi
oncesi ve tedavi sonrasi anjiogenik faktor dizeyleri ile sagkalim hizlari arasindaki

iliskiyi inceleyen bir baska arastirmada da benzer sonuglar elde edilmistir (56).

Lenfomalarda da diger bazi kanser tiplerinde oldugu gibi timoér dokusu
tarafindan VEGF Uretilmektedir (32). VEGF Uretimini uyaran en Onemli faktor
baylyen tumoér dokusu iginde gelisen hipoksik ortam olmakla birlikte, lenfoma
hicrelerinden salgilanan IL-6, EGF, TGF-B4 ,TNF gibi sitokinlerin de VEGF
ekspresyonunu uyarabildigi bilinmektedir (21). Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfomali
hastalarda timor dokusunda belirgin bir anjiogenik aktivitenin oldugu biopsiler ile
gosterilmistir (31). Doussis-Anagnostopoulou ve ark. Hodgkin lenfomali 61 erigkin
hastanin % 70.6’'sinda Reed-Stenberg ve Hodgkin hicrelerinde VEGF ekspresyonu
oldugunu tespit etmiglerdir (29). NHL’li hastalarda da tumor dokusunda anjiogenik
faktorlerin ekpresyonu tespit edilmistir (31). Bu calismada, lenfomali ¢ocuklarda
tedavi dncesi ylksek olan serum VEGF duzeylerinin, tedavi sonrasi diserek normale
dénmis olmasi VEGF’in timoér kaynakh oldugunu dusindurtmektedir. Ancak
lenfomali hastalarda tedavi Oncesi yuksek olan serum VEGF duzeylerinin kotu
prognoz bulgusu oldugunu ve sagkalim hizlarini olumsuz yonde etkiledigini bildiren
(10,56,103,122,124) calismalarin aksine, bizim c¢alismamizda tani aninda yuksek
olan VEGF dizeyinin timdr prognozu ve hasta sagkalim hizlari Gzerinde herhangi bir
etkisi tespit edilmedi. Bu durum incelenen hasta sayisinin az olmasi, takip suresinin
kisa olusu, ¢ocukluk ¢agi lenfomalarinin tedaviye iyi cevap vermesi, serum VEGF

dizeylerinin 6lcim metodlarinin farkhligi ya da heterojen ve genis bir dagilim
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gosteren serum VEGF duzeylerinin  degerlendiriimesinde farkli istatistiksel
yontemlerin kullaniimis olmasi ile agiklanabilir.

Besin alimi ve enerji tiketiminin kontrol edilmesinde rol alarak vicut
agirhginin korunmasini saglayan, yag dokusu kaynakli bir hormon olan leptinin, in
vitro ve in vivo ortamlarda yeni damar olusumunu uyarici etkisi oldugu ilk kez Sierra-
Honigman ve Boulemia tarafindan bildirilmistir (13,128). Bu bulgu leptinin, bir
anjiogenik faktor olarak farkli kanser tiplerinde, timér gelisimi ve yayillimindaki rolinu
arastiran galismalarin baslamasina yol agmistir (86,132). Ancak literatirde ¢ocukluk
cagr tumorlerinde leptinin timor anjiogenezindeki rolinu inceleyen bir arastirma
bulunmamaktadir. Bertolini ve ark. 36 NHL'lI eriskin hastada VEGF, bFGF
anjiogenin ve endostatin ile birlikte leptinin timoérlin prognozu Uzerindeki etkisini
inceledikleri caligmalarinda, tam remisyona giren hastalar ile nuks gorulen hastalarin
serum leptin duzeyleri arasinda farklilik tespit etmemiglerdir (10). Bizim galismamizda
ise kontrol grubundaki saglikli gocuklarin hepsinde serum leptini (6.7 £ 1.2 ng/ml)
tespit edilebilir dizeylerde bulundu. Hodgkin lenfomali hastalarin leptin (8.5 + 3.2
pg/ml) dizeyleri ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farkhlik olmamakla birlikte
olgularin % 81'ni  Evre IllI/IV hastaligi olan g¢ocuklarin olusturdugu NHL'li hastalarin
serum leptin (2.5 = 0.6 pg/ml) dizeyleri normalden dusuktl. Tedavi sonrasi
remisyona giren NHL’lI hastalarda ise bu degerlerin artarak normale (8.3 £ 1.9 pg/ml)
doéndugu gorilda. Ayrica tani anindaki serum leptin dizeyi ile serum LDH dlzeyi
arasinda anlamh negatif bir korelasyon saptandi. Bu bulgular aktif timor
proliferasyonu ve tumorun yayginligi ile serum leptin duzeylerindeki azalma arasinda
bir iligkili olabilecegdi olasiligini akla getirmektedir. Hematolojik kanserlerde leptinin bir
anjiogenik faktor olarak rolinu inceleyen galismalarin sayisi ¢ok azdir (2,16,69,79).
Mevcut calismalarda leptinin I6semik hucreler tzerindeki proliferasyonu uyarici ve
apopitozusu onleyici etkileri nedeni ile genellikle 16semili hastalarda yapiimistir. Akut
lenfoblastik I6semili 38 c¢ocukta tedavi 6ncesi bakilan plazma leptin (0.92 £ 0.79
ng/ml) duzeyleri kontrol grubundaki (3.01 = 2.27 pg/ml) cocuklarin dederleri ile
kargilastirildiginda anlamh olgude dusuk bulunmus, tam remisyona girenlerde ise
artarak normale (2.6 + 2.4 pg/ml) donmustar (142). Bu arastirmanin sonuglari bizim
calismamizin sonuglari ile uyumludur. Bir baska calismada ise lenfoproliferatif

hastaligi olan 42 hastanin kemik iligi ve serum leptin dizeyleri incelenmigtir. Kemik
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iligi leptin dizeylerinde belirgin bir azalma ve kemik iligi infiltrasyonu ile leptin
dizeyleri arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir (55). Akciger kanserli ve
kolorektal kanserli hastalarda da leptin dizeylerinin normalden disik oldugu
bildirilmistir (92,136). Hastalarin % 67’sini erken evre (evre I/ll) hastaligi olan
cocuklarin  olusturdugu Hodgkin lenfomali hasta grubumuzda serum leptin
dizeylerinde anlamli bir degisme gdzlenmezken, tum hasta grubunun % 81’ni ileri
evre (evre IIl/IV) hastahgi olan ¢ocuklarin olusturdugu NHL hasta grubumuzda serum
leptin dUzeylerinin  normalden dusuk bulunmasinin c¢esitli nedenleri olabilir.
Hematopoetik oncul hucrelerde, eritropoetik, myeloid ve lenfoblastoid kokenli
hicrelerde leptin reseptdrlerinin bulundugu ve bu reseptorler araciligi ile leptinin
hematopoezin regulasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (20,102). Ancak
lenfositlerde leptin reseptorlerinin ekspresyonunu inceleyen arastirma sayisi ¢ok
azdir. Bunlardan biri olan ve yukarida s6zedilen Wex ve ark.’larinin akut lenfoblastik
I6semili gocuklarda yaptiklari galismada, kemik iligi kaynakli mononukleer hicrelerde
RT-PCR ile leptin reseptdr geninin ekspresyonu incelenmistir. Tani aninda olgularin
% 33’Unde gen ekspresyonu mevcut iken, tam remisyona giren hastalarda bu oran
% 71'e yukselmigtir. Saglikh cocuklarda ise gen ekpresyonunun % 100 oldugu
bildirilmistir (142). Bu ve benzeri arastirmalarin sonuglari 16semik hicre klonunun
degil, normal immun sistem hucrelerinin leptin reseptort tasidigini kanitlamaktadir.
Lenfomalarda, tumor hicrelerinde leptin reseptdrinin ekpresyonu ile ilgili literatlr
bilgisi heniz mevcut olmamakla birlikte, yukarida s6z edilen arastirmalarin sonuglari
baylyen tumor dokusu ile birlikte tmor hdcrelerinde bulunan leptin reseptorlerine
baglanan serbest leptin miktarindaki artisin, serum leptin dizeyindeki azalmaya
neden olabilece§i  hipotezini zayiflatmaktadir. Ote yandan tiimor tarafindan
salgilanan IL-1B, IL-6, TNF-a ve IFN-y gibi sitokinlerin, adipositler ve diger stromal
hicrelerde leptin ekspresyonunu baskilayarak , kanserli hastalarda kaseksi
gelisimine neden oldugu bilinmektedir (35,83,84). Bir diger olasilik ise tumor
dokusunun yayginliginin, leptin salgilayan hlcre populasyonunda azalmaya neden
olarak serum leptin konsantrasyonunun dusmesine yol acmis olmasidir. Bizim
galismamizda lenfomall hastalarin sadece tani anindaki viicut kitle indeksleri (VKI)
hesaplanmis oldugundan, VKi ile serum leptin diizeyi arasinda saptanan pozitif

korelasyona ragmen, tedavi sonrasi leptin dizeylerinde gériilen artisin VKi'deki
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degisimle iligkili olup olmadigi ile ilgili yorum yapmamiz mumkun degildir. Lenfomal
hastalarda tedavi protokolinde yeralan kortikosteroidler de serum leptin
konsantrasyonunda tedavi sonrasi goérulen artisa neden olabilirler (104).
Hastalarimizda serum leptin duzeylerinin kemoterapi sonrasi normale donmesi ve
normal dedgerlerin Uzerinde bir artig saptanmamasi bu olasiligi zayiflatmaktadir.
Tedavi 6ncesi NHL’lI hastalarimizda dusuk olan serum leptin duzeylerinin, tedavi
sonras! artarak normale dénmesinin en olasi nedeni; tumdr tarafindan salgilanan
sitokinlerin etkisi ile adipositler bagta olmak Uzere diger stromal hucrelerdeki leptin
ekpresyonunun baskilanmasi gibi gozukmektedir. Serum leptin duzeyinin timorin
prognozu ve sagkalim hizlari Gzerinde bir etkisinin tespit edilmemis olmasida bu
olasiligi guglendirmektedir.

Sonug olarak leptin ile timor gelisimi ve timor anjiogenezi arasindaki iligki
ancak bu ¢ok fonksiyonlu hormonun metabolizma, néroendokrin sistem ve immun
sistem Uzerindeki etkileri tam olarak aydinlatilip, birlikte degerlendirildiginde
belirlenebilir. Ayrica lenfomalarda tumoér huicrelerinde leptin  reseptor gen
ekpresyonunun ve tumoér tarafindan salgilanan sitokinlerin leptin  sekresyonu
uzerindeki etkilerinin incelenecegi yeni arastirmalara ihtiyag vardir.

Tumorlerin anjiogenik potansiyeli, anjiogenizi uyaran ve Onleyen faktorler
arasindaki etkilesim sonucu belirlendigi icin bu c¢alismada pediatrik lenfomall
hastalarda, VEGF ve leptin ile birlikte en édnemli anjiogenez onleyici faktorlerden biri
olan endostatinin tedavi oncesi ve sonrasi degerlerine de bakildi. Diger
arastirmacilarin sonuglari ile uyumlu olarak, bu ¢alismada kontrol grubundaki saglikli
cocuklarin serumunda tespit edilebilir duzeylerde endostatin (123.6 £ 13.5 pg/ml)
saptandi (37,39). Bu durum saglikli bireylerde endostatinin fizyolojik anjiogenezin
sinirh duzeylerde tutulmasinda 6nemli roli olan bir faktér olmasi ile aciklanabilir.
Ayrica fizyolojik kollajen yikimi sonucu aciga ¢ikan endostatinde serum endostatin
dizeylerindeki artisa katkida bulunabilir (47,48). Saglikh bireylerin serumunda da
endostatin saptanabildigi ve gocuklarda normal serum endostatin dizeyleri heniz
kesin olarak tanimlanmadig! icin hasta grubumuzda tedavi Oncesi ve sonrasi
endostatin degerlerini Olcerek hem endostatinin tumor kaynakh olup olmadigini
hemde tedavi ile birlikte bu faktorin duzeyinin degisip degismedigini tespit etmeyi

amagcladik.
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Hem NHL hemde HL’li hastalarda tani anindaki serum endostatin duzeyleri
normalden dusuk (NHL; 38.2 £ 6.8 pg/ml, HL; 47 £ 10.3 pg/ml) bulundu (p= 0.000).
HL’li hastalarin serum endostatin diuzeylerinde tedavi sonrasi belirgin bir degisme
olmazken, NHL’li hastalarin serum endostatin duzeylerininde anlaml bir artis tespit
edildi. Hodgkin lenfomada endostatinin timor anjiogenezindeki rolinu inceleyen bir
arastirmaya literatirde rastlanilamadi. NHL'lI hastalarda ise bu konuda yapilmig
galismalarin sinirli sayida oldugu ve sonuglarinin birbirleri ile uyumlu olmadigi
goéruldu. Bu calismalardan birinde NHL'lh 36 erigkin hastanin serum endostatin
duzeyleri incelenmis ve remisyona giren hastalar ile progresif hastaligi olanlarin
serum endostatin duzeyleri arasinda fark olmadigi bildirilmigstir (10). Ayni ¢galismada
bizim c¢alismamizda oldugu gibi serum endostatin duzeylerinin sagkalim suresi
Uzerinde herhangi bir etkisi de tespit edilmemistir. Kronik lenfositik 16semili, vulvar
karsinomlu ve hepatoseliler karsinomlu hastalarda da serum endostatin diuzeylerinin
kontrol grubundan farkli olmadigi bildiriimistir (57,64,143). NHL lenfomali
hastalarimizda tani aninda disuk olan serum endostatininin, remisyon ile birlikte
artarak normale donmesi endostatinin tumor kaynakli olmadigini, aksine tumor
tarafindan salgilanan faktorler etkisi ile endostatin yapiminin baskilandigini
dusundurtmektedir. Kanserli hastalarda serum endostatininin kaynagi henuz tam
olarak  aciklanamamaktadir. Bu sitokinin  ilk  olarak izole  edildigi
hemanjioendothelioma hucreleri digsinda endostatin Greten bir timoér hlcresi henlz
tanimlanmamistir (39,106).

insanlarda vaskiilar endotelyal hiicre bazal membraninda ve o6zellikle
karacigerde yogun olarak bulunan kollajen XVIIin hicre disi ortamda proteazlar
tarafindan yikimi sonucu endostatin agiga ¢ikmaktadir. Gora-Tybor ve ark.’nin, 80
kronik lenfositik I6semili hastanin dahil edildigi calismasinda ileri evre ya da progresif
hastaligi olanlarda, serum endostatin duzeylerinin erken evre hastaligi olanlardan
daha dusuk oldugunu tespit edilmistir (57). YUksek serum VEGF, bFGF ve dusuk
endostatin dlzeyleri saptanan hepatoseluler karsinomlu hastalarda, tumorin
anjiogenik skorunun belirgin bir sekilde arttigi ve serum endostatin duzeyi yuksek
olanlarin sag kalimlarinin daha iyi oldugu bildiriimistir (26). Bu sonuglar, bizim
galismamizin sonuglari ile uyumludur. Ozellikle % 81’i yaygin hastalikla gelen NHL'li

hastalarimizda tumoér volUmi ve yayginligi ile endostatin dizeylerinde gdrulen
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baskilanma arasinda bir iliski oldugu dusunulebilir. Nitekim tedavi sonrasinda
tumorun ortadan kalkmasi ile birlikte serum anjiogenik faktor duzeyleri duserken
endostatin duzeyleri artmistir. Eriskin  NHL'lI hastalarda, yluksek endostatin
duzeylerinin kotu prognoz bulgusu oldugunu ve ileri evre hastaligl olanlarda serum
endostatin duzeylerinin, VEGF ile birlikte artig gosterdigini bildiren Bono ve ark.
calismasinin  aksine, pediatrik NHL'da timorun anjiogenik potansiyelinin
belirlenmesinde, anjiogenizi 6nleyen faktorlerin baskilanmasi énemli bir mekanizma
gibi gdziukmektedir (11). Bu sekilde anjiostatik denge anjiogenik faktorler lehine
bozulmakta ve tumor gelisimi hizlanmaktadir. Yukarida bahsedilen ¢alisma farkh
histolojik alt gruplar iceren, klinik seyir ve bulgulari farklihk gdsteren eriskin NHL’li
hastalarda yapilmistir. Oysa ¢ocukluk ¢gagi NHL'lar1 daha agresif bir seyir gosterirler
proliferasyon hizlari ve dolayisi ile anjiogenik potansiyelleri daha yuksektir. Bu
yuzden erigkinlerde yapilan galismalarin sonuglarinin pediatrik hastalarda da gegerli
oldugunu kabul etmek dogru bir yaklasim degildir. Ayrica s6z konusu arastirmada
serum endostatin dizeyinde tespit edilen artisin nedeni, ttmdrde kompansatrif olarak
arttigi ileri surllen anjiogenizi Onleyici aktivite degil, timoér volimundn ve invazif
potansiyelinin artigi olabilir. Tumorin hem lokal hem de metastatik yayiliminda
tumor dokusu tarafindan salgilanan proteinazlarin rol oynadigi bilinmektedir. Bu
enzimler endotelyal bazal membranin yapisinda yer alan kollajen XVIII'in yikimina da
yol agarak endostatin agiga ¢cikmasina neden olurlar. Dolagimda bulunan endostatin
benzeri diger kollajen XVIII yikim Grdnleri ya da endostatinin farkli glikolize formlari
da serum endostatin konsantrasyonunun artmasina neden olabilirler. Serum
endostatin dizeylerinin tespitinde kullanilan mevcut yontemler ile bu endostatin
varyantlarinin ayirt edilmesi mamkin degildir. Bu varyantlarin herbirinin  biyolojik
aktiviteleri de farkli olabilir (36,70,85). Bu durum NHL, meme kanseri akciger kanseri
mesane kanseri, beyin timoru, yumugak doku sarkomu ve renal hicreli karsinomu
olan erigkin hastalarda, yUksek serum endostatin duzeyleri ile kotl prognoz arasinda
tespit edilen iligkiyi agiklayabilir (11,37,39,60,101,133).

Hodgkin lenfomali hastalarimizda, serum endostatin dizeylerinde tedavi
sonrasi gorulen artisin anlaml olmayigi, hasta sayimizin yetersiz olmasi ve Hodgkin
lenfomada serum endostatin duzeylerinde baskilanmaya yol agan farkli

mekanizmalarin varligi ile agiklanabilir. Neoplastik transformasyonda rol oynayan
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onkogenlerin aktivasyonu ya da tumor baskilayici genlerin inhibisyonu ile anjiogenizi
uyaran genlerin ekspresyonu artarken anjiogenizi dnleyen genlerin ekpresyonlarinin
baskilandigi bilinmektedir (25,63,72,116). Nitekim ndroblastomda mycn onkogeninin
ekspresyonunun artmasi ile endotelyal hicre proliferasyonunu 6nleyen faktorlerin
ekpresyonlarinin azaldigi, bunun da tumor anjiogenezini baglattigr bildirilmigtir
(15,51,99). Hodgkin lenfomada da benzer bir mekanizmanin olup olmadigi
arastirilmasi gereken bir olasiliktir.

Bu calismada NHL ve HL'll cocuklarda serum VEGF dlzeyleri artarken
endostatin duzeylerinin belirgin olarak baskilandigi tespit edildi. Bu durum pediatrik
lenfomalarda, anjiogenizi onleyen faktorlerin baskilanmasinin, anjiostatik dengenin
anjiogenizi uyaran faktorler lehine bozulmasina neden olarak tumoér anjiogenezini
baslattigini gostermektedir. Ayrica Non-Hodgkin lenfomali hastalarda tani aninda
duguk olan endostatin duzeylerinin, remisyon ile birlikte belirgin olarak artmasi
pediatrik NHL'In tedavisinde anjiogenizi Onleyici tedavi semalarinin etkinliginin
arastirimasi gerektigini gostermektedir. Sonug olarak, ¢ocukluk ¢agi lenfomalarinda
anjiogenizi uyaran ve anjiogenizi 6nleyen faktorlerin serum dizeylerinin tedavi
oncesinde ve takiplerde dizenli araliklarla dlgimu ile timorun anjiogenik potansiyeli
ve yayginhg: ile ilgili daha guvenilir bilgiler edinilebilir, uygulanan tedavilerin etkinligi

degerlendirilebilir ve nuksler erken tespit edilebilir.
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SONUGLAR

Bu calismada yeni tani alan, 15 Hodgkin lenfomali ve 21 Non-Hodgkin

lenfomali hastanin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi serum VEGF, leptin ve endostatin

degerleri olguldu. Bu faktorler ile bilinen diger prognostik faktorler arasindaki iligki

arastinldi.

1. Kontrol grubunda yeralan ¢ocuklarin timinde serum VEGF duzeyleri tespit
edilebilme dizeyinin altinda (< 4pg/ml) bulundu.

2. Lenfomali hastalarda (N= 36), serum VEGF duzeyleri kontrol grubuna gore
anlaml dlgude yuksek (p= 0.033), endostatin (p= 0.000) ve leptin (p= 0.013)
dizeyleri ise dugukta.

3. Tedavi sonrasinda, lenfomali tim hastalarda serum VEGF dlzeylerinde
istatiksel olarak anlaml bir digsme, endostatin ve leptin dizeylerininde ise
artis saptandi (p< 0.05).

4. Hodgkin lenfomali hastalarda, serum VEGF dlzeyleri kontrol grubuna gore
yuksek (p= 0.05), endostatin duzeyleri ise dusuktu (p= 0.000). Serum leptin
duzeyleri arasinda ise anlamli bir farkhlk yoktu (p> 0.05).

5. Non-Hodgkin lenfomali hastalarda ise kontrol grubunun degerleri ile
kargilastinildiginda serum VEGF duzeylerinde belirgin bir artis, endostatin ve
leptin dizeylerinde ise azalma tespit edildi (p< 0.05).

6. Hodgkin lenfomali hastalarda tedavi sonrasi serum anjiogenik faktor
duzeylerinde anlamli bir degisim saptanmadi (p>0.05).

7. Non-Hodgkin lenfomali hastalarda, serum endostatin ve leptin duzeylerinde
tedavi sonrasinda anlamli bir artis saptandi (p< 0.05). Serum VEGF
duzeyindeki azalma, istatiksel anlamlilik duzeyinde degildi.

8. Lenfomali hastalarin (N= 36) serum VEGF, endostatin ve leptin duzeyleri
arasinda anlamli bir korelasyon bulunmadi.

9. Anjiogenik faktorler ile bilinen diger prognostik faktorler (yas, cins, tumor

evresi, B semptomlari, ekstranodal hastalik, Hb, BK, ESR, CRP ve Ca-125)
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmedi.
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10. Lenfomali hastalarda (N= 36), serum leptin duzeyi ile yas (r= 0,45 p= 0,006)
ve vlcut kitle indeksi (r= 0,38 p= 0,021) arasinda pozitif korelasyon, serum
leptin ve  LDH duzeyleri arasinda negatif korelasyon(r=-0,37 p=0,027)
saptandi. Serum LDH duzeyi yuksek olan (>5001U/L) hastalarda serum leptin
dizeylerinin, normal olanlardan belirgin olarak dusuk olmasi dikkat c¢ekici
bulundu (p=0.005).

11. Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfomali hastalarda serum VEGF, endostatin ve

leptin duzeylerinin sagkalim hizlari Gzerinde anlamli bir etkisi tespit edilmedi.
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OZET

Yeni tani alan ve yaslar 3-15 yas (ort. 8.1 + 3.3) arasinda degisen Hodgkin
(n= 15) ve Non-Hodgkin (n= 21) lenfomali hastalarin tedavi dncesi ve sonrasi serum
VEGF, endostatin ve leptin duzeyleri olguldu. Bu faktorlerin dizeylerinde tedavi ile
birlikte bir degisim olup olmadigi ve prognostik degerleri incelendi.

Tumoran buyume ve metastatik yayilim potansiyelinin tespitinde 6nemli rolG
olan timorin anjiogenik profili, anjiogenizi uyaran ve 6nleyen faktorler arasindaki
etkilesim sonucu belirlendigi icin serum VEGF ve leptin dizeyi ile birlikte serum
endostatin duzeyi de dlguldi. Non-Hodgkin ve Hodgkin lenfomali gocuklarda serum
VEGF duzeyinin arttigi, leptin ve endostatin dizeyinin ise belirgin olarak baskilandigi
tespit edildi. Hem Hodgkin hem de Non-Hodgkin lenfomali hastalarda serum
endostatin duzeyinin normalden dusik olmasi nedeni ile pediatrik lenfomalarda
tumor anjiogenezini baslatan temel mekanizmalardan birinin anjiogenizi 6nleyen
faktorlerin baskilanmasi oldugu dasunuldd. Tedavi sonrasi remisyona giren HL’li
hastalarda anjiogenik faktor dlzeylerinde belirgin bir degisim olmamasi olgu
sayisinin az olmasina ve ileri evre hastaligin az olmasina baglanabilir. Non-Hodgkin
lenfomali hastalarda ise tedavi sonrasi serum VEGF ve leptin dizeylerinin normale
doéndugu gozlendi. Serum anjiogenik faktor duzeylerinin dizenli araliklarla dlgimda ile
NHL’lI hastalarda tedavi etkinliginin de@erlendirilebilecegi sonucuna varildi.
Endostatin dizeylerindeki artis istatiksel anlamhlik dizeyinde degildi. Serum VEGF
endostatin ve leptin duzeyleri arasinda korelasyon saptanmadi. Ve bu faktorlerin
sagkalim hizlari Uzerinde herhangi bir etkileri tespit edilmedi.

Sonug olarak, ¢ocukluk ¢adi lenfomalarinda anjiogenik faktérlerin prognostik
degerlerinin belirlenebilmesi icin daha genis capli, prospektif arastirmalara ihtiyac
vardir. Anjiogenizi Onleyici tedavilerin pediatrik lenfoma tedavisinde vyeri olup

olmadigi da bu galismalarin sonucunda belli olacaktir.
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