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OZET



immiinhistokimyasal olarak MYC ve BCL2 ekspresyonu izlenen diffiiz blyik
B-hicreli lenfoma olgulari, double-ekspresor lenfoma grubu olarak
tanimlanmaktadir ve bu grubun kota prognoz ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Ayrica olgular, immunhistokimya ile germinal merkez B-hucre benzeri/-digi
olarak gruplanarak hucre orijini belirlenmeye c¢alisiimaktadir. Calismamizda,
Ocak 2007 ile Haziran 2015 tarihleri arasinda retrospektif olarak incelenen
diffuz buyuk B-hucreli lenfoma, NOS tanili 90 olgu degerlendirildi. Bu olgulara
ait klinik ve demografik veriler incelenerek immunhistokimyasal
degerlendirmeleri ve toplam sagkalim analizleri yapildi. Klinik ve demografik
olarak yas, cinsiyet, timor yerlesimi, Ann Arbor evresi, R-IPI skoru ve NCCN-
IPI skoru degerlendirildi. immiinhistokimyasal olarak; double-ekspresor
lenfoma grubunu belirlemek igin MYC ve BCL2, germinal merkez B-hlcre
benzeri/-digi gruplar belirlemek icin CD10, BCL6 ve MUM1, lenfoma
etiyopatogenezinde rolu olabilecek translokasyonlara neden olan DNA kiriklari
olusumunda ve tamirinde gorevli AID, UNG, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, P53

ve ATM protein ekspresyonlari degerlendirildi.

Olgularin ortanca yasi 59 olup, cinsiyetlerine gore erkek/kadin orani 0,95
olarak bulundu. MYC proteininde 2%40 ve BCL2 proteininde 2%50
immunekspresyon izlenen 11 olgu (%12,2) double-ekspresor DBBHL olarak
gruplandi. Calismamizda; yasin 60’tan blyuk olmasi , ileri Ann Arbor evresi,
yuksek R-IPI ve NCCN-IPI skoru, 2%40 MYC immuUnekspresyonu ve yluksek
Ki67 proliferasyon indeksinin dusuk toplam sagkalim ile iligkili bulundu.
Double-ekspresor lenfoma grubunda dusik toplam sagkalim seyri izlienmekle
birlikte istatistiksel olarak anlamh bulunmadi. AID, UNG, MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2, P53 ve ATM immunekspresyonlari ile double-ekspresor lenfoma ve
toplam sagkallm arasinda iliski saptanmadi. P53 ve MYC

immunekspresyonlarinin birlikteliginin anlamli oldugu saptandi.

ANAHTAR SOZCUKLER: Diffiiz blylik B-hiicreli lenfoma, Double-ekspresor

lenfoma, toplam sagkalim.

INGILiZCE OZET (ABSTRACT)



Cases of diffuse large B-cell Ilymphoma (DLBCL) which
immunohistochemically exhibit MYC and BCL2 expressions are defined as
double-expressor lymphomas and they are associated with adverse prognosis.
Cases may also be grouped as germinal center B-cell-like (GCB) and non-
GCB to determine the cell of origin. In this study, 90 cases of diffuse large B-
cell ymphoma, NOS diagnosed between the dates of January 2007 and June
2015 have been evaluated retrospectively. For this purpose, clinical and
demographical data including age, sex, localization of tumor, Ann Arbor stage,
R-IPI and NCCN-IPI scores belonging to patients were collected and
immunohistochemical evaluations as well as overall survival analyses have
been carried out. For immunohistochemical evaluation; MYC and BCL2 protein
expressions were used to determine double-expresor lymphoma group, while
CD10, BCL6 and MUM1 expressions were used to determine non-/GCB
groups. Also, protein expressions of AID, UNG, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
P53 and ATM were assessed since these proteins take role in formation and
repair of double strand breaks, which cause translocations and may have a

role in lymphoma etiopathogenesis.

Median age of the cases was 59, and male/female ratio was 0.95. 11
cases (12.2%) which exhibited =2%40 MYC and 2%50 BCL2
immunexpressions were classified as double-expressor DLBCL. Age greater
than 60, advanced Ann Arbor stage, high R-IPI and NCCN-IPI scores, 2%40
MYC immunexpression and high Ki67 proliferation index were all associated
with lower overall survival. Although a trend of lower overall survival was
observed in the double-expressor lymphoma group, this was not proven to be
statistically significant. Also, no significant relation between AID, UNG, MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2, P53 and ATM immunexpressions with double-expressor
lymphoma and overall survival could be detected. It was seen that the

association of P53 and MYC immunexpressions were significant.

Keywords: Diffuse large B-cell lymphoma, double-expressor lymphoma,

overall survival.
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1. GIRIS VE AMAG

Agresif B-hucreli lenfomalar heterojen bir hastalik grubu olup, siniflandirmasi
molekuler, immunfenotipik, klinik ve prognostik veriler 1g1ginda surekli
yenilenmektedir. Bu gruptaki olgularin buyuk ¢ogunlugunu olusturan diffiz
blyuk B-hicreli lenfomalar (DBBHL), erigkinlerde en sik gortlen Hodgkin-disi
lenfoma olarak bilinmektedir (1, 2). Heterojen tani grubu olan DBBHL, ayri alt
tiplere ayrilip degerlendiriimesine ragmen hastaligin seyrinde farkhliklar
izlenmektedir. Bu nedenle DBBHL, NOS olgularinda; klinik skorlama
sistemleri, immunhistokimyasal ve molekuler alt gruplamalar ile hastaligin
prognozu ve uygulanacak tedavi yaklagimi belirlenmeye caligiilmaktadir. Bu
amacla; molekuler olarak, hicre orijininin belirlenmesi veya MYC, BCL2, BCL6
genlerindeki translokasyonlarin arastiriimasi; immunfenotipik olarak ise MYC,
BCL2 protein ekspresyonlari izlenen olgularin double-ekspresor lenfoma
olarak degerlendiriimesi veya immunhistokimyasal algoritmalarla germinal
merkez B-hucre benzeri/-digi olarak hucre orjininin  belirlenmesi gibi

yaklasimlar son yillarda dne gikmaktadir (3).

Lenfomalarin biylk ¢odunlugunda translokasyon mutasyonlarinin
lenfomagenez surecinde dnemli yeri vardir. Bu mutasyonlarin olusumui ile ilgili
normal B-hdcre aktivasyonunda fizyolojik olarak gerceklesen somatik
hipermutasyon ve izotip degisimi sirasinda olusan DNA kiriklarinin roli
olabilecegi dusunilmektedir. Aktivasyonla-indiklenen sitidin deaminaz (AID),
Urasil-DNA glikozilaz (UNG), yanlis eslesme tamir proteinleri (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2), P53, ATM proteinlerinin, somatik mutasyon ve izotip degisimi

sirasinda rolleri bulunmaktadir (4-9).

Calismamizda DBBHL olgularinda; double-ekspresor grubun ve germinal
merkez B-hlcre benzeri/-digi grubun belirlenerek prognozla iligkisinin
saptanmasi ve diffiiz blyuk B-hucreli lenfoma patogenezinde roli olabilecek
AID, UNG, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, P53 ve ATM protein
ekspresyonlarinin degerlendirilerek double-ekspresor DBBHL ve prognoz ile

iliskisinin arastirilmasi amacglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. immiin Sistem

Canlilarda bagisikhigi saglayan hiicre ve molekdllerin batini ve bunlarin
yabanci etkenlere karsi ortaya koydugu kollektif ve koordine yanitlar
imminiteyi  olusturmaktadir.  Immin  sistem, toksik  molekillerden
mikroorganizmalara kadar pek c¢ok etkenin taninmasi ve yok edilmesinde
gorev alir. Ayrica inflamasyon ya da timor olusumuna neden olabilecek vicut
hiicreleri de immin sistem tarafindan taninir. immuinite terimi, eskiden Romali
senatorlere verilen dokunulmazlik anlamina gelen Latince immunitas

s6zcugunden gelmektedir (10).

Dogal immun yanit ve edinsel immun yanit olarak iki tip immun reaksiyon
vardir. Dogal immun sistem; patojenlerin enfeksiyonlari olusturmasini
engelleyip, kontrol ve elimine edilmelerini saglayarak ilk yanitin verilmesinde
rol oynar. Ayrica hasar gormus hucrelerin temizlenip doku tamirinin baglamasi
ve edinsel immun sistemin etkinlige baglamasi icin gereklidir. Dogal immun
sistemin hdcresel komponentinde epitelyal bariyerler, fagositler (nétrofiller,
monositler ve makrofajlar), dendritik hucreler, mast hucreleri, Natural killer
hicreleri ve bazi T hucreleri (yd T hacreleri, intraepitelyal T hacreleri);
molekiler komponentinde defensin, kathelidisin, opsonin, pentrakisin,
kollektin, fikolin, kompleman sistemi, interferon ve interlokin gibi sitokinler
gorev almaktadirlar. Dogal immun sistem, mikrobiyal ve hasar goérmus
hicresel bir takim belirli ortak Grtnlere (Toll-benzeri reseptor, formil peptid
reseptdr, mannoz reseptorl, scavenger reseptorler vb.) yonelik her seferinde
ayni sekilde yanit olusturarak reaksiyon gostermektedir. Patojenler arasinda

tam bir ayrim yapilmadan immun yanit olustururlar (10, 11).

Edinsel immun sistem; mikrobiyal veya mikrobiyal olmayan ¢ok sayida
yapinin her birini 6zgul olarak taniyan, patojenle her temasta giderek artan
boyutta ve yetenekte immun yanit olusturuimasinda gorevlidir. Reaksiyon

olusturduklari patojeni hatirlayarak immun sistemde hafiza olugsmasini



saglarlar. Humoral ve hucresel olarak iki tip edinsel immun yanit vardir.
Humoral immunitede, B lenfositler tarafindan Uretilen antikorlar gérev alirlar.
Ozellikle hiicre-disi yerlesimli mikroplara kargi savunmada humoral immiinite
onemli rol oynamaktadir. Kan ve mukozal salgilarda bulunan antikorlar,
mikrobiyal antijenleri tanimakta ve c¢esiti mekanizmalarla onlarin
eliminasyonunu saglamaktadir. Hicresel immunite ise T lenfositler araciligiyla
calismaktadir. Antikorlarin ulasamadigi hlcre ici yerlesimli
mikroorganizmalara (viris ve bazi bakteriler gibi) kargi savunmada etkinlik
gOsterirler (10, 11).

2.2. Lenfoid Organ ve Dokular

Oncl lenfoid hicrelerin imminolojik olarak aktivite kazanip olgunlastigi ve
antijenlere immauanolojik yanitin gergeklestigi bolgeler lenfoid doku olarak
adlandiriimaktadir. Lenfositlerin farkhlastiklari, olgunlastiklari ve etkinlik
goOsterdikleri bu lenfoid dokular vicutta kendilerine 6zel yerlesim
gOstermektedirler. Bu alanlarda lenfoid dokularin her biri kendisine 6zel yapisi,
mikro ¢evresi ve farkl etkinlikleriyle immun yanitta gorev almaktadirlar. Lenfoid
dokular, lenfoid hucrelerin farklilagsma asamalari ve etkilesimlerine gore iki ana

gruba ayrilmaktadir:

» Primer lenfoid dokular
= Kemik iligi
* Timus
» Fetal karaciger
» Sekonder (Periferal) lenfoid dokular
» Lenfnodu
= Dalak

=  Mukozal lenfoid dokular

Primer lenfoid dokular, immun yaniti saglayan hacrelerin farklilastigi ve
gelistigi dokular iken sekonder lenfoid dokular, bu hucrelerin aktivitelerini
gOsterdigi dokulardir (Sekil 1) (10).



Primer lenfoid organlar Kan, lenf Periferal Ienfoid organlar

Matdr naif B lenfosit

Ortak A
lenfoid B lenfosit R -
oncila yolu 8 ent
Kemik iligi i #;%
immatiir B lenfosit % ; Dalak
= Mukozal
Tlenfosit 1 a&w . lenfoid
e enfosi
) a dokular
yolu ’d:&

Timus Naif T lenfosit

Naif T lenfosit

Sekil 1. Primer ve sekonder (periferal) lenfoid dokular (10).

2.2.1. Kemik iligi

Kemik iligi, kendini yenileyen hematopoietik kok hlcreler ve lenfoid hicrelerin
ortak oncullerinden olusan, olduk¢ca hicresel ve damar agindan zengin,

aksiyel ve uzun kemiklerin merkezlerinde yer alan dokudur.

B hducrelerinin farklilasmasi kemik iliginde gerceklesmektedir. Ayrica
sekonder lenfoid organlarda olusan plazma hicreleri i¢cin depo gorevi
yapmaktadir (10, 12).

2.2.2. Timus

Kemik iliginden gelen T hacresi dncullerinin olgunlastigi ve secilime ugradigi
anterior mediasten yerlesimli organdir. Erken yaslarda normal T hucrelerinin
gelisimi igin kritik 6neme sahiptir. Yasamin geri kalani boyunca da bu

fonksiyonu az da olsa surdurdugune dair kanitlar mevcuttur (11, 12).



2.2.3. Lenf nodu

Cevre organlardan gelen antijen ve kemokinlerin en etkili sekilde
yakalanabilmesi icin stratejik noktalarda yerlesmisg, lenfatik sisteme ait kapsulli
dokulardir. Lenf nodlari buyuk ven yapilari ile ayni yerde ve siklikla kan
damarlarinin dallandigi alanlarda yerlesim gosterirler. Lenf nodu yapisi,
morfolojik olarak kabaca Ug¢ bolgeye ayrilir: Korteks, parakorteks ve medulla.
Korteks, lenfoid folliktllerin bulundugu bdlge olup c¢ogunlukla B hucreleri,
folikiler dendritik hucreleri ve makrofajlar icermektedir. Parakorteks ise
korteksin altinda yer alip esas olarak T hucreleri ve antijen sunan htcreleri
icermektedir. Lenf nodunun i¢ kisminda bulunan medullada ise B ve T

lenfositler ve plazma hucreleri bulunmaktadir (10, 11, 13).

2.2.4. Dalak

Dalak, kan filtreleme sistemi olarak gorev yapip dolasimdan gelen eritrositleri,
debri ve antijenleri uzaklagtiran, ayrica 6zellikle kan kaynakli antijenlere kargi
hizli bir sekilde immun yanitin olusturulmasinda gorevli, yaklasik 150 g
agirhginda, sol Ust abdomen yerlesimli bir organdir. Hem dolasim sistemi hem
immun sistemde oynadigl bu ¢oklu rol nedeniyle kirmizi ve beyaz pulpadan
olusan kompleks bir yapiya sahiptir. Oldukca 6zellesmis splenik venéz damar
agindan olusan kirmizi pulpada, etkinligini yitirmis kan hucreleri ve yabanci
elemanlar kan akisindan uzaklastiriir. Dalagin lenfoid yapilari iceren kismi
beyaz pulpa olarak adlandirilir. Beyaz pulpa, periarterioler lenfatik kilif ve B-
hicre zonu olarak iki kisimdan olusmaktadir. Periarterioler lenfatik kilif, santral
arter cevresini saran ve T hucrelerden baskin lenfoid kisimdir. Bu alandaki
santral arterlerin kuglk dallari marjinal sinus olarak adlandirilan vaskuiler
yapiya drene olmaktadir. B-hlicre zonu ise marjinal sinus ile periarterioler kilif
arasindaki boélgede, B hicrelerden zengin follikillerden olusan kisimdir.
Marjinal sinusun dis tarafinda beyaz pulpanin dis sinirini olusturan, B hucreleri
ve Ozellesmis makrofajlardan zengin bodlge ise marjinal zon olarak
isimlendirilmektedir (10, 11, 13, 14).



2.2.5. Mukoza-iliskili lenfoid doku

Gastrointestinal sistem, nazofarenks, orofarenks, akcigerde mukozal
yuzeylerle iligkili 6zellesmis lenfoid dokular mukoza-iligkili lenfoid doku
(Mucosa-associated lymphoid tissue, MALT) olarak adlandiriimaktadir. Bu
dokular, akcigerde BALT (Brons-iligkili lenfoid doku), gastrointestinal sistemde
GALT (Gut-iliskili lenfoid doku) ve Peyer plaklari, orofarenks ve nazofarenkste
Waldeyer halkasi olarak da isimlendiriimektedir. MALT organize mukozal
lenfoid doku, lamina propria, intraepitelyal lenfositler ve bdlgesel lenf nodlari
olmak tzere 6zellesmis dort lenfoid kisimdan olusmaktadir. Peyer plaklari ve
Waldeyer halkasinda belirgin olarak gorulmekte olan organize mukozal
dokuda bulunan lenfoid follikiller lenf noduna benzemekle birlikte marjinal zon
genislemis ve yuzey epiteline ulasmis gérinimdedir. Lamina propriada ¢ok
saylda plazma hlcresi ve daha az sayida makrofaj ile daginik lenfosit
bulunmaktadir. intraepitelyal lenfositler cogunlukla T hiicrelerinden
olusmaktadir. Ancak Peyer plaklarinda epitel icerisinde, M hucresi olarak

isimlendirilen B hucreleri de bulunmaktadir (10, 11, 13).

2.3. B ve T Hiicre Farklilagmasi

B ve T hicre farklilagmasi, yabanci antijenden bagimsiz ve yabanci antijene
bagimli olmak Uzere iki agamadan olugmaktadir. Yabanci antijenden bagimsiz
asamalar primer lenfoid organlarda (B hucre icin kemik iligi, T hucre igin timus)
gerceklesmektedir. Bu asamada yabanci antijenlere karsi yanit olusturma
kabiliyeti olan ve genellikle vicudun kendi antijenlerine (oto-antijen) yanit
vermeyen naif B ve T lenfosit havuzu olusturulur. Antijen ile karsilasan naif B
ve T lenfositler daha iri hucrelere donugerek antijene direk etki gosterebilen

antijene 6zgul effektér hicreler haline gelirler (10).

Bu tezde B hucreli lenfomalar arastirildigindan, B hlcre farklilasma

asamalari daha ayrintili anlatilacaktir.



2.3.1. B hiicre farklilasmasi

B hicreler, dogumdan 6nce fetal karacigerdeki ve sonra kemik iligindeki éncul
hicrelerden gelismektedir. Bu gelisimde ana olarak; immunglobulin genlerinde
belirli bir sirayla rearranjman ve ekspresyon izlenmesi, gelisen B hucrelerin
kontrol noktalarinda secilimi ve c¢ogalmasi ile B hucre repertuvarinin
belirlenmesi gerceklesmektedir. B hucre gelisim asamalarinda hucreler
morfolojik olarak birbirinden ayirt edilememektedir, ancak her bir agsamada
farkh ylzey belirtegleri ve 6zgul immunglobulin gen ekspresyonlari vardir
(Sekil 2) (10).

2.3.1.1. Pro-B ve pre-B hiicre

B hucre serisinin gelisiminde, hematopoietik kok hlcrelerden farklilasan ilk B
hicre preklrsor hucresi pro-B hicre olarak bilinmektedir. Pro-B hucre
immunglobulin Gretmemektedir. Ancak B hiicre serisi belirtecleri olan CD19 ve
CD10 yuzey molekdlleri ekspresyonu ile diger kok hticrelerden ayriimaktadir.
Rag-1 ve Rag-2 proteinleri ilk olarak bu evrede eksprese olmaya
baslamaktadir. Bu proteinler ile immunglobulin agir zincirlerinde
rekombinasyon gerceklesir. Rekombinasyon sirasinda oncelikle
immunglobulin p agir zincir geninde yer alan ¢ok sayida D ve J bdlgesi
icerisinden birer D ve J segmenti secilmektedir. Sonra yine gendeki oldukca
fazla sayidaki V bolgesinden bir V segmenti ile V(D)J ekzonu olusmaktadir.
Sonrasinda gesitli posttranskripsiyonel modifikasyonlar ile immunglobulin u
agir zincir ekspresyonu gerceklesmektedir. Boylece hucreler, immunglobulin
agir zincir rearranjmani gergeklestikten sonra artik pre-B hicre ismini
almaktadirlar. Pre-B hlcreler, immunglobulin py agir zinciri ve bir takim diger
proteinlerden olugan pre-B hucre reseptorunu tagimaktadirlar. Pre-B hucre
reseptorl, B hicre diferansiyasyonundaki ilk kontrol noktasini olusturur (10).



2.3.1.2. immatiir B hiicre

Pre- B hilcrelerde immunglobulin k hafif zincir rearranjmani gergeklestigi
zaman yuzeyinde tam bir immunglobulin M (IgM) tasiyan hucreler immatar B
hiicre adini alirlar. Imminglobulin hafif zincir geninde V ve J bdlgeleri
bulunmakta olup bu bdlgeler rekombinasyon ile VJ ekzonunu olugtururlar. K
hafif zincir rearranjmani saglikli bir sekilde gerceklesmeyen veya self-reaktif
olan hucrelerde A hafif zincir rearranjmani olmaktadir. Boylece hucreler k veya

A hafif zincirden birisini tagirlar (10).

immatiir B hiicreler kemik iliginden ayrilarak matiirasyon icin dncelikle
dalaga sonra da diger periferik lenfoid dokular arasinda go¢ ederler. Bu

nedenle resirkile hicreler olarak da isimlendirilirler.

NE i Yo Y od
Mstiitasyon Kok hiicre Pro-B Pre-B immatiir B Matur B
evresi
Proliferasyon — |
RAG ekspresyonu | —  —
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. . lg agir zincir g agir ve hafif zincir
Ig DNA, RNA Gelgrl‘\r:IAme Ge[r)r"\r}IAme geninde genlerinde
rekombinasyor rekombinasyon

Ig ekspresyonu B ) pre-B reseptori IgM lgM ve IgD

F CD43+ I I
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Sekil 2. B hicre farkhlagsma asamalari (10).

2.3.1.3. Matir B hicre

Farkl B hucre alt tipleri farkli oncullerden gelismektedir. Kemik iligi kaynakl

hematopoietik kdk hicreler B hucrelerin cogunun (Folliktler ve marjinal zon B



hicreleri) 6ncllu iken fetal karaciger kaynakli hematopoietik kok hicreler B-1

hicrelerin énculleridir (10).

Follikuler B hucreler; cogu B hucrenin dahil oldugu IgM’ye ek olarak IgD
uretmekte olan hucrelerdir. IgM* ve IgD* bu hucreler matur B hucre olarak

adlandirilir ve B hicre repertuarinin buyuk kismini olugtururlar.

B-1 hucreler; kisith antijen reseptor gesitliligine sahip, periton ve mukozal
bdlgelerde yerlesimli, kendilerini yenileyebilen hlcrelerdir. Belirgin antijenik
uyarl olmadan antikor uretebildikleri i¢in bu antikorlara dogal antikor da

denmektedir.

Marjinal zon B hicreleri; ¢cogunlukla dalakta marjinal sints c¢evresinde
yerlesimli, B-1 hicreler gibi kisitli antijen reseptor gesitliligine sahip hiucrelerdir.
Bu hucreler hem IgM hem de CD21 koekspresyonu gosterirler. Kan kaynakl
mikroplara karsi hizli yanit veriimesinde kisa omurli IgM salgilayan plazma

hlcrelerine donuserek rol oynamaktadirlar.

2.3.1.4. B hucre aktivasyonu ve antikor Uretimi

B hucre aktivasyonu, B hucrelerinin klonal olarak ¢ogalip farklilasarak antikor
uretebilen plazma hucrelerini ve hafiza B hdcrelerini  olusturmasini
kapsamaktadir. Kendilerine 6zgul antijenle karsilastiklarinda mattr naif B
hicreler, yuzeylerindeki IgM ve IgD’ye antijen baglanmasi sonucu aktive
olarak ¢ogalmaya baslarlar. Tek bir hicre bir hafta igerisinde 5000 hicreye

kadar gogalabilmekte ve 1012 antikor molekiilii salgilayabilmektedir (10, 12).

Ana olarak T-bagimh ve T-bagimsiz olarak iki tip B hucre aktivasyon
yolagr vardir. Tekrarlayan bolgeler igeren protein-disi antijenlere
(karbonhidratlar, bazi lipitler, bazi nikleik asitler gibi) karsi, antijene 6zgul T
hicre gerekmeksizin antikor Uretilmesine T-bagimsiz antikor Uretimi
denilmektedir. Bu yanit sirasinda antijen ile karsilasan B hlcrelerin bir kismi
¢ogalan blastlara ve bir kismi IgM antikoru Ureten kisa omurli plazma

hiicrelerine dontismektedir. Uretilen antikorlar genellikle dustk afinite ile



antijenlere baglanmaktadir. T-bagimsiz B hlicre yanitinda hafiza hucreleri

olusmamaktadir (10).

Protein antijenlere karsi antikor Uretimi sirasinda CD4* yardimci T
hicreler devreye girmektedir. Bu yanit, T-bagimh antikor Uretimi olarak
adlandirilir. Parakortikal alanlarda naif B hiicreler, kendilerine 6zgull antijen ile
kargilastiklari zaman, primer follikil merkezlerine go¢ ederek follikiler
dendritik hlcreler ile germinal merkezleri olustururlar (Sekil 3a). Her bir
germinal merkezde T-bagdimh humoral immudn yanit, germinal merkez

reaksiyonu olusturarak proliferasyon, izotip degisimi, somatik hipermutasyon

ve seleksiyon, diferansiyasyon olmak tUzere dort asama ile gelismektedir (Sekil
3b) (10).

B-hiicre aktivasyonu b
ve germinal merkeze B-hiicre Yardimci
gogli T-hiicre
Germinal

B-hiicre
proliferasyonu

}

Somatik mutasyon ve
afinite matirasyonu;
izotip degisimi Folikdler

dendritik
Yiiksek afiniteli antikor
Ureten hucreler ve hafiza
B-hiicreleri Hafiza B- X"
hiicresi Plazma hiicresi

Sekil 3. Lenfoid follikil ve germinal merkez (H&E, 100X) (a). Germinal

merkezde B hicre aktivasyonu (10) (b).

hiicre

2.3.1.4.1. Proliferasyon

Antijen tarafindan uyarilan B blast hlcreleri sentroblastlara donusup birikerek
germinal merkezin koyu zonunu olusturmaktadirlar. Sentroblastlar, hizli
¢ogalan ve yuksek proliferatif endekse sahip hicrelerdir. Bunu hiicre dongusu
inhibitorlerinin inaktivasyonu, hiicre dongusu aktivatorlerinin ekspresyonu ve

telomeraz aktivitesi ile saglarlar. Ayrica BCL2 gibi anti-apoptotik genlerin



azalmis ekspresyonu ve CD95 gibi pro-apoptotik genlerin artmis ekspresyonu

ile yUksek 6zgullige sahip hicrelerin hayatta kalabilmesi hedeflenmektedir.

2.3.1.4.2. Somatik hipermutasyon

Sentroblastlarda, immudnglobulin  V  bdlgeleri  genlerinde  somatik
hipermutasyon ile antikor afinitesinde degigiklik olusmasi saglanmaktadir.
Boylece birka¢g oncul hicreden ¢ok sayida gesitlilikte antikor Gretebilen B-
hicre populasyonu olusturulmaktadir. Bunlar arasinda sunulan antijene daha
o0zgul antikor olusmasi saglanarak antikor afinitesinde artis (afinite

matirasyonu) gergeklesmektedir.

Somatik hipermutasyon olusmasinda, aktivasyonla-indiklenen sitidin
deaminaz (AID) enzimi rol oynamaktadir. AID basta immunglobulin V bdlgesi
olmak Uzere DNA Uzerindeki sitozin nukleotidelerini urasile ¢evirmektedir.
Boylece normalde DNA'da bulunmayan urasil ntkleotidini igeren DNA dizileri
olugmasini saglanir. Hucreler, bu hatali durumu iki ¢esit mekanizma ile tamir
etmeye calisirlar. Birincisi, baz eksizyon tamir mekanizmasi olup UNG enzimi
rol oynamaktadir. UNG, urasilleri DNA dizisinden c¢ikararak abazik DNA
alanlar olusturur. Ikincisi ise yanlig-eslesme tamir mekanizmasi olup
MLH1/PMS2 ve MSH2/MSH6 proteinleri dimerler halinde caligsarak urasil
iceren daha genis tek zincirli DNA dizilerini ¢ikararak etkinliklerini gosterirler.
Sonra hataya-yatkin DNA polimeraz ile bu DNA bosluklari farkli ntkleotidler ile
doldurulmakta ve somatik hipermutasyon gergeklesmektedir (Sekil 4a) (9, 15,
16).

2.3.1.4.3. Seleksiyon ve izotip dedisimi

Olgunlagsan sentroblastlar, germinal merkezin diger tarafindaki agik zonda
sentrositlere donusmektedir. Sentrositler, immunglobulinleri ylzeylerinde
yeniden eksprese etmeye baslayan ve gogalamayan hucrelerdir. Sentrositler,
agir zincir (sinif) izotip degisimi olarak isimlendirilen asama ile IgM ve IgD

digindaki diger antikor tiplerini sentezleyebilirler. Uretilen antikor tipi ve



miktarini; immun yanita neden olan antijen tipi, T hucrelerin katilimi, anatomik
lokalizasyon ve antijenle daha dnceden temas 6ykusu gibi faktorler belirler.
Izotip degisimi sirasinda yine AID enziminin rolii bulunmaktadir (10). AID, UNG
ve yanlig-eslesme tamir proteinleri somatik mutasyondaki goérevleri gibi
mekanizmalar ile 6nce DNA’daki sitozinleri urasile cevirmekte, sonra ise tamir
proteinleri ile abazik segmentler veya daha uzun tek zincirli DNA kiriklar
olusturmaktadir. Ancak izotip degisimi sirasinda olugsan urasiller karsilikli
olarak hemen hemen komsu oldugu i¢in gift zincirli DNA kiriklari olusmaktadir.
Cift zincir DNA kirik alanlari palindromik olarak eslestiginde aradaki DNA halka
halinde c¢ikariimakta ve izotip degisimi gerceklesmektedir (Sekil 4b) (9, 15-17)
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Sekil 4. Somatik hipermutasyon (a) ve izotip degisimi (b) (16).



B hlcrelerde, somatik hipermutasyon ve izotip degisimi sirasinda, AID ve
DNA tamir proteinleri ile fizyolojik olarak DNA mutasyonlari ve DNA kiriklari
olusmaktadir. Bu yolakta gdrevli proteinlerin, immunglobulin genleri digindaki
genlerde de kontrolsiz ve hatali olarak DNA kiriklari olugturduklari
bilinmektedir. Boylece lenfoma patogenezinde, translokasyon mutasyonlarinin
olusmasinda rolleri oldugu yonunde bilgiler mevcuttur. Ayrica son kontrol
noktalarinda yer alan ATM ve P53 gibi tumor baskilayici proteinlerin
islevlerinin  bozulmasi da lenfomagenez sirecinde &6nemli oldugu
dusunulmektedir (Sekil 5) (5-8, 18-27).

ﬁ Gift zincirli kiriklar

Kontrol noktasinda
tutulma/dlim

A\ 4 d

Sinif-degisimi DNA igi-degisim  c-myc-igh
rekombinasyonu rekombinasyonu  translokasyonu

Normal tamir Aberan tamir

Sekil 5. Cift zincirli DNA kiriklarinin olusumu ve tamir edilmeleri (5).

2.3.1.4.4. Diferansiyasyon

Germinal merkezde segilen sentrositler, post-germinal  merkez
diferansiyasyonu ile plazma hicresi veya hafiza hicrelerine donismektedirler.
Bu dénemde BCLG6 inaktivasyonu ve CD40-CD40L aktivasyonun énemli rol

oynamaktadir (10).



2.3.1.5. Plazma hiicresi

Plazma hicreleri morfolojik olarak farkl goérinimde, antikor Uretimine
yogunlasan farkhlasmis B hicrelerinin son gelisim basamagini olusturan
hucrelerdir. Morfolojik olarak, nukleer membran gevresinde dagilim gosteren
kromatin izlenen ekzantrik yerlesimli nukleus ve duz endoplazmik retikulum ve
golgi organlari ile bol ve yogun sitoplazmali goérunimdedir Sentrositlerin
plazma hucresine farklilasmasi yolaginda, IRF4 ve BLIMP1 artisi ile PAX5

inaktivasyonu rol oynamaktadir (10).

2.3.1.6. Hafiza B hiicresi

Hafiza B hucreleri ayni antijenle tekrar karsilasma durumunda hizl yanittan
sorumlu germinal merkezde T-bagimh B hicre aktivasyonunda olusturulan
hicrelerdir. Bu htcreler uzun émurll olup, yluksek seviyede anti-apoptotik
BCL2 proteini igerirler (10).

2.4. Matiir B-Hiicreli Lenfoma Siniflandirmasi

DSO (Diinya Saglik Orgutii)’niin 2008 yil siniflamasina gére mattr B-hicreli

lenfoid neoplaziler Tablo 1’deki gibi gruplara ayrilarak incelenmektedir (1).



Tablo 1. DSO 2008 Matir B-hiicreli lenfoid neoplaziler siniflandirmasi (1).

Kronik lenfositik 16semi / Kiglk lenfositik lenfoma (KLL / SLL)

B-hucreli prolenfositik [6semi

Splenik marjinal zon lenfoma

Sacl hicreli [6semi

Lenfoplazmasitik lenfoma

Agir zincir hastaliklar

Plazma hacreli myelom

Kemigin soliter plazmasitomu

Ekstraosse6z plazmasitom

Mukoza iliskili lenfoid dokunun ekstranodal marjinal zon lenfomasi (MALT lenfoma)

Nodal marjinal zon lenfoma

Folliktler lenfoma

Primer kutanoz folliktiil merkez lenfomasi

Mantle hicreli lenfoma

Diffuz buyuk B-hucreli lenfoma, NOS

T hucre/Histiyositten zengin blylk B-hucreli lenfoma

Primer santral sinir sistemi DBBHL’s|

Primer kutan6z DBBHL, bacak tipi

Yashhdin EBV+ DBBHL'sI

Lenfomatoid granulomatozis

Kronik inflamasyon iligkili diffuz buyuk B-htcreli lenfoma

Primer mediastinal blyUk B-hucreli lenfoma

intravaskdler buytik B-hiicreli lenfoma

ALK pozitif buylik B-hucreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

HHV8-iliskili multisentrik Castleman hastalijindan kaynaklanan buyuk B-hucreli

lenfoma

Primer efuzyon lenfoma

Burkitt lenfoma

B-hucreli lenfoma, diffiz blylk B-hucreli lenfoma ile Burkitt lenfoma arasi 6zellikler

gOsteren

B-hucreli lenfoma, diffliz buyuk B-hucreli lenfoma ile klasik Hodgkin lenfoma arasi

Ozellikler gOsteren




2.5. Diffuz Buyuk B-Hicreli Lenfoma

Diffz buyuk B-htcreli lenfoma (DBBHL), diffiz bliyime paterni gdsteren
normal makrofaj c¢ekirdegine esit veya daha buyluk boyutta B-lenfoid
hicrelerden olusan ve erigkinlerde en sik gorulen Hodgkin-disi lenfoma tipidir
(2, 2). DBBHL'lar morfolojik bulgular, immuanfenotipik bulgular, gen
ekspresyonu, tedavi yaniti ve prognoz agisindan oldukga heterojen bir hastalik
grubudur (28).

2.5.1. Epidemiyoloji ve etiyoloji

Diffiz buyudk B-hlcreli lenfoma, eriskinlerde izlenen en sik Hodgkin-disi
lenfoma olup bunlarin yaklagik %25-30’'unu olusturmaktadir (29-31).
Yaslilarda daha sik olmakla birlikte geng¢ erigkin ve c¢ocuklarda da
gorulebilmektedir. Hastaligin izlendigi median yas 7. dekattir. Erkeklerde
kadinlara gore hafif daha ¢ok oranda goérulmektedir (1, 12, 32).

T.C Saglik Bakanligr Turkiye Halk Sagligi Kurumu verilerine gore
ulkemizde 2014 yilinda 100 000 erkekten 7,4’Unde ve 100 000 kadindan 5’inde
Hodgkin disi-lenfoma goérulmastur (33).

Diffuz buyuk B-hucreli lenfomanin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir.
Genellikle de novo (primer) olarak gelismektedir. Ancak daha az agresif olan
lenfomalardan (KLL/SLL, follikiler lenfoma, marjinal zon lenfoma veya noduler
lenfosit predominant Hodgkin lenfoma) progresyon veya transformasyon

(sekonder) seklinde de gorulebilmektedir (1, 12).

immiinyetmezlik varhigi hastaligin gelisiminde énemli bir risk faktéridr.
Ataksi-telenjiektazi, Wiscott-Aldrich sendromu, agir kombine immunyetmezlik,
Nijmegen kirilma sendromu, hiper IgM sendromu, otoimmun lenfoproliferatif
hastalik, sistemik lupus eritematozis, kazaniimis immun yetmezlik sendromu
gibi durumlar ile DBBHL arasinda iligski gosteriimistir. immiinyetmezlik olan
diffz bayuk B-htcreli lenfoma olgularda Epstein-Barr viris enfeksiyonunun
daha sik goruldagu bildirilmistir(12, 28, 30).



2.5.2. Klinik ozellikler ve yerlesim yeri

Hastalar genellikle nodal veya ekstranodal yerlesimli, tek veya ¢ok sayida, hizli
bayuyen kitle ile tani almaktadir. Olgularin bir kismi asemptomatik iken

yerlesim yerine bagh olarak farkli semptomlar izlenebilir (1).

Hastalik ilk olarak ekstranodal bolgeden geligebilecegi gibi nodal hastalik
ilerleyerek ekstranodal tutulum da gosterebilir Hastalik ekstranodal yerlesimde
en sik olarak gastrointestinal sistemde izlenmektedir. Kemik, testis, dalak,
Waldeyer halkasi, tukuruk bezi, tiroid, bobrek ve adrenal bezler de hastaligin
sikhkla goruldagu ekstranodal bolgelerdir. Kemik iligi tutulumu olgularin %11-
27’sinde gorulebilmektedir. Kemik iliginde, diffuz blyuk B-hucreli lenfoma
tutulumu konkordan tutulum, disuk dereceli diger lenfomalarin tutulumu ise
diskordan tutulum olarak isimlendiriimektedir. Diffiz blyluk B-hucreli
lenfomada, konkordan kemik iligi tutulumu daha koéta klinik seyirle iligkiliyken,
diskordan kemik iligi tutulumunun kétu prognoz ile iligkisi gosterilememektedir
(1, 12).

2.5.3. Morfolojik ozellikler

Lenf nodu yapisini siklikla tamamen degistiren, diffliz proliferasyon gosteren
iri lenfoid infiltrasyon izlenmektedir. Lenf nodunda parsiyel tutulum,
interfollikller alanda ve daha az olarak sintzoidal yerlesimli olarak izlenebilir.
Perinodal dokuda siklikla infiltrasyon gorulebilmektedir. Kalin veya ince fibroz
bantlar izlenebilir (Sekil 6) (1, 12).



Sekil 6. Diffuz buyuk B-hucreli lenfoma, lenf nodu (H&E, 40X).

DBBHL sitomorfolojik olarak gesitli varyantlara ayrilabilmektedir (1, 12):
» Histolojik varyantlar
= Sentroblastik
= imminoblastik
= Anaplastik
= Nadir morfolojik varyantlar (Miksoid, fibriller, psddorozet
olusturan, igsi hucreli, tagh yuzuk hucreli, mikrovilloz, rozet
olusturan, alveoler, dokuda belirgin eozinofili izlenen, kristal

depolayan ¢ok sayida histiyosit iceren gibi)

Histolojik varyantlarin prognoz ile iliskisi tam olarak gosterilememekle ve
ayrimlarinin siklikla goézlemciler arasi farkliliklar gostermesi ile birlikte
immunoblastik ve anaplastik varyantin daha kotu seyirli hastalik ile birlikteligini

gOsteren ¢alismalar mevcuttur (34-36) .

2.5.3.1. Sentroblastik varyant

En sik izlenen morfolojik varyanttir. Sentroblastlar, orta-iri boyutta, oval-
yuvarlak sekilde ince kromatin igeren nukleuslu, nukleer membran sinirinda

yerlesimli 2-4 nukleol igeren hucrelerdir. Hucreler genellikle dar sitoplazmali



amfofilik veya bazofilik gérinimdedir (Sekil 7a). Bazi timorler monomorfik
olarak (%90’dan fazla) sentroblastik hicre icermekteyken ¢odu olguda
hucreler, polimorfik olarak immunoblastlar ile sentroblastlardan (%90’dan az)
karigik olarak gorulmektedir. Kemik veya diger ekstranodal yerlesimli olgularda

multilobe nukleuslu timar hicreleri izlenebilir (1).

2.5.3.2. immiinoblastik varyant

Bu varyantta hicrelerin %90°dan fazlasini, merkezde yerlesim gosteren tek
nukleolli ve gorece daha genis sitoplazmaya sahip immunoblastik hucreler

olusturmaktadir (Sekil 7b). imminoblastik hiicrelerde plazmasitoid farklilasma

gorulebilir. Bu hucreler, bazi kaynaklarda plazmablastik varyant olarak
isimlendirilebilmektedir (1, 12).

Sekil 7. Sentroblastik varyant (a) ve immunoblastik varyant (b) (H&E, 200X).

2.5.3.3. Anaplastik varyant

Anaplastik varyantta yuvarlak, oval veya poligonal sekilli pleomorfik nikleusa
sahip iri hticreler izlenmektedir. Bu hiicreler Hodgkin lenfomada izlenen Reed-
Sternberg hucreleri veya anaplastik blyuk hicreli lenfomada izlenen

anaplastik hucreler ile karigabilir (1).



2.5.4. Diffiiz biiylik B-hiicreli lenfoma alt gruplari ve alt tipleri

DSO 2008 yili lenfoma siniflandirmasina gére DBBHL’larda morfolojik,
biyolojik, immunhistokimyasal ve Kklinik Ozelliklere bagli olarak farkh alt
gruplamalar ve alt tiplendirmeler yapilmaktadir (Tablo 2). Ozel alt tip ve
antiteler disinda olgulara “Diffiz Buyuk B-hucreli lenfoma, NOS” tanisi

verilmektedir (1).

Tablo 2. DSO 2008 yili DBBHL alt gruplari ve alt tipleri (1).

Molekduler alt gruplar

=  Germinal merkez B-hicre-benzeri
= Aktive B-hlcre-benzeri

immiinhistokimyasal alt gruplar

= Germinal merkez B-hiicre
= Germinal merkez B-hticre digi
= CDb5-pozitif DBBHL
Diffiiz bayuk B-hicreli lenfoma alt tipleri

» T-hicre/histiyositten-zengin buyuk B-hicreli lenfoma
* Primer santral sinir sistemi DBBHL’sI

»= Primer kutanéz DBBHL, bacak tipi

*  Yasliigin EBV-pozitif DBBHL’sI

Diger buyuk B-hucreli lenfomalar

» Primer mediastinel buyuk B-hlcreli lenfoma
= intravaskiiler biiyiik B-hiicreli lenfoma
= Kronik inflamasyon ile iligkili DBBHL
» Lenfomatoid grantlomatozis
= ALK-pozitif blylk B-hucreli lenfoma
» Plazmablastik lenfoma
= HHV8-iligkili multisentrik Castleman hastaligindan gelisen blyuUk B-htcreli
lenfoma
= Primer eflizyon lenfomasi
Arada kalinan olgulara yénelik antiteler

» B-htcrelilenfoma, siniflanamayan, diffiz baylk B-hlcreli lenfoma ile Burkitt
lenfoma arasi 6zellikler gdsteren

» B-htcreli lenfoma, siniflanamayan, diffiz buyuik B-hicreli lenfoma ile klasik
Hodgkin lenfoma arasi 6zellikler gosteren

2016 yilinda DSO lenfoma siniflamasinda giincelleme yapilmistir (3). Buna

gore matur B-hucre siniflamasi, Tablo 3'de goruldugu gibidir.



Tablo 3. DSO 2016 glncellemesine gore matir B-hicreli neoplazilerin
siniflandiriimasi (3).

Kronik lenfositik I6semi / Kiguk lenfositik lenfoma (KLL / SLL)

Monoklonal B-htcreli lenfositozis *

B-htcreli prolenfositik [6semi

Splenik marjinal zon lenfoma

Sacl hicreli [6semi

Splenik B-htcreli lenfoma/lésemi, siniflandirilamayan

Lenfoplazmasitik lenfoma

Agir zincir hastaliklari

Onemi belirlenemeyen IgM monoklonal gamapati *

Onemi belirlenemeyen IgG/A monoklonal gamapati *

Plazma hacreli myelom

Kemigin soliter plazmasitomu

Ekstraosse6z plazmasitom

Monoklonal immiinglobulin depo hastahg *

Mukoza iliskili lenfoid dokunun ekstranodal marjinal zon lenfomasi (MALT lenfoma)

Nodal marjinal zon lenfoma

Folliktler lenfoma

Pediatrik tip folliktiler lenfoma *

IRF4 rearranjmani izlenen buyuk B-hucreli lenfoma **

Primer kutanoz folliklil merkez lenfomasi

Mantle hicreli lenfoma

Diffliz buyuk B-hlcreli lenfoma, NOS

T hicre/Histiyositten zengin blyik B-htcreli lenfoma

Primer santral sinir sistemi DBBHL’sI

Primer kutandz DBBHL, bacak tipi

EBV+ DBBHL *

EBV+ mukokutan6z Ulser **

Lenfomatoid granulomatozis

Kronik inflamasyon iligkili diffiz biyuk B-hucreli lenfoma

Primer mediastinel blyuk B-hucreli lenfoma

intravaskdiler bilylik B-hiicreli lenfoma




Tablo 3 (devami). DSO 2016 glincellemesine gére mattir B-hiicreli
neoplazilerin siniflandiriimasi (3).

ALK+ buyuk B-hucreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

Primer efuzyon lenfoma

HHV8+ DBBHL, NOS **

Burkitt lenfoma

11q aberasyonu izlenen Burkitt-benzeri lenfoma **

Yiksek dereceli B-hticreli lenfoma, MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 rearranjmani

izlenen *

Yuksek dereceli B-hicreli lenfoma, NOS *

B-hucreli lenfoma, siniflanamayan, diffuz bayuk B-hucreli lenfoma ile klasik

Hodgkin lenfoma arasi 6zellikler gésteren

* Matur B-hticreli neoplazilerin siniflandirmasinda DSO 2008 yili siniflandirmasina
gore farkl tani gruplari.

** Matlr B-hicreli neoplazilerin siniflandirmasinda 6nerilen ancak kesin olmayan
antiteler.

2.5.5. Molekiiler ozellikler

2.5.5.1. Antijen reseptor genleri

Klonal olarak immiunglobulin agir ve hafif zincir genlerinde rearranjman
izlenmektedir. T hucre reseptdor (TCR) genlerinde genellikle mutasyon

saptanmamaktadir (1).

2.5.5.2. Aberran somatik hipermutasyonlar

Olgularin %50’den fazlasinda PIMI, MYC, RhoH/TTF ve PAX5 genlerinde

somatik hipermutasyon izlenmektedir (1).

2.5.5.3. Kromozomal translokasyonlar

En sik olarak, olgularin yaklasik %30-40'nda BCL6 geninde translokasyon
izlenmektedir. BCL6 geni, siklikla IgH geni ve daha az siklkla diger genlerle

translokasyon mutasyonu olusturmaktadir. BCL6 translokasyonunun 6zellikle




de novo DBBHL patogenezinde 6nemli oldugu bilinmektedir. BCL6 geninde
izlenen somatik mutasyonlarin da hastalik patogenezinde rolu olabilecegi
dusundimektedir. BCL6 geni 3927 kromozom yerlesimli olup germinal merkez
B hicrelerinde DNA hasar tamiri, hicre dongusdu, proliferasyon ve farklilasma
gibi gorevleri olan birgok genin ekspresyonunu baskilayan transkripsiyon
faktord kodlamaktadir. In vitro ve hayvan modellerinde DBBHL patogenezinde,
BCL6 translokasyonu ile B-hucre farklilagmasinin inhibisyonu ve P53 gibi

onemli genlerin baskilandigi gosterilmistir (19, 37).

BCL2 geninde yaklasik %20-30 oraninda rearranjman izlenmektedir.
BCL2 geni 18921 kromozom yerlesimli olup apoptozisi inhibe eden ve fizyolojik
DNA tamirinde gorevli proteini kodlamaktadir. BCL2 geninin 6zellikle 1IGH
geninin  promoter bolgesine translokasyonu, BCL2 geninin asiri

ekspresyonuna yol agmaktadir (19, 38).

DBBHL olgularinda, MYC geninde translokasyon varhgi yaklagik %5-14
oraninda bildirilmistir. MYC geni 8924 kromozom yerlesimli olup onkojenik
hicre transformasyonuna katkida bulunan birgok genin ekspresyonunu
duzenleyen bir transkripsiyon faktoru kodlamaktadir. MYC proteininin hicresel
proliferasyon, apoptozis, metabolizma ve farklilasma gibi birgok fizyolojik

asamada gorevi vardir (19, 39, 40).

2.5.5.4. Double-hit lenfoma

MYC geni ve beraberinde BCL2 veya BCL6 genlerinde mutasyon izlenen
olgular double-hit lenfoma, her U¢ gende translokasyon izlenen olgular triple-
hit lenfoma olarak tanimlanmaktadir (19). Bu olgularin olduk¢a kotu Klinik
seyirlerinin oldugu bildirilmistir (41). Double-hit lenfoma olgularinin buyuk
cogunlugunun, DSO 2008 yili lenfoma siniflandirmasinda “B-hiicreli lenfoma,
diffiz buyuk B-hucreli lenfoma ile Burkitt lenfoma arasi 6zellikler gosteren”
grupta oldugu diistniilmektedir (42). Ancak son DSO lenfoma siniflamasinin
2016 yili guncellemesinde “Yuksek dereceli B-htcreli lenfoma, MYC ve BCL2
ve/veya BCL6 rearranjmani izlenen” olarak ayri bir tani grubu olarak

tanimlanmaktadir (3).



2.5.5.5. Gen ekspresyon profili

Olgular, gen ekspresyon profillerine gére germinal merkez B-hlicre benzeri
(GMB) ve aktive B-hucre benzeri (ABH) olmak tzere iki gruba ayrilmistir (Sekil
8) (43). GMB grupta ABH grubuna gore daha iyi klinik seyir izienmektedir (44).
Hastalarin bes yillik toplam sagkalim oranlari, GMB grubunda %76 iken ABH
grubunda %34 olarak bilinmektedir (45). Diffuz blyuk B-hicreli lenfomanin
molekuler alt gruplarinda farkli malign transformasyon yolaklarinin etkili oldugu
bildirilmektedir (46, 47). Germinal merkez B-hlcre benzeri alt grupta, BCL2 ve
MYC translokasyonu, EZH2 mutasyonu ile PTEN delesyonu daha sik
izlenirken, aktive B-hlicre benzeri alt grupta NF-kB yolaginin aktivasyonu ile
CARD11, CD79B, TNFAIP3 ve MYD88 mutasyonlari daha sik izlenmektedir
(48).

cDNA mikroarray yontemi

Gen Ekspresyon Profili

Siniflandirilamayan

Germinal merkez B-hiicre Aktive B-hiicre benzeri

benzeri (GMB) (ABH)

Sekil 8. Gen ekspresyon profiline gére DBBHL molekuler alt gruplari (43).

2.5.5.6. Yeni nesil dizileme

P53, BCL6, CREBBP/EP300, KMT2D/C [MLL2/3], MEF2B, B2M, CD58
mutasyonlari gosteriimektedir. GMB-DBBHL olgularinda EZH2, GNA13

mutasyonlari ve BCL2 translokasyonlari daha sik izlenirken ABH-DBBHL



olgularinda MYD88, CD79a, CARD11, TNFAIP3 mutasyonlari ve NF-kB
yolagindaki mutasyonlar daha sik gériimektedir (49, 50).

2.5.6. immiinhistokimyasal dzellikler

Neoplastik htcrelerde, CD19, CD20, CD22, CD79a gibi B-hucre belirtecleri ile
ekspresyon izlenmektedir. Bunlardan bir veya daha fazlasinda ekspresyon
kaybi gortlebilir. Ozellikle rituksimab tedavisi alan olgularda CD20 ekspresyon
kaybi gorulebilir. Olgularin %50-75’'inde ylzeyel veya sitoplazmik yerlegimli
immunglobulin ekspresyonu (IgM>IgG>IgA>IgD) izlenebilir. CD45 ve PAX5
pozitifligi  izlenebilir. CD30 pozitifligi 6zellikle anaplastik varyantta
izlenebilmektedir. CD10, BCL6 ve IRF4/MUM1 ekspresyonlari degisen
oranlarda gorulebilir (1). CD10 ile %30-60, BCL6 ile %60-90, IRF4/MUM1
11e%35-65 olguda boyanma izlenmektedir. BCL2 antikoru ile olgularin
%60’ Inda pozitiflik saptanmaktadir. Yaklasik olarak olgularin %10’'unda CD5
immunekspresyonu saptanmaktadir. Bazi olgularda CD38, CD138 gibi plazma
hicre belirtecleri ile boyanma gorulebilmektedir. Olgularin %25-40'inda MYC
antikoru ile boyanma gorulebilmektedir. Neoplastik hucrelerde, Ki67
immunhistokimyasal boyamasi ile yuksek proliferatif endeks (%40-90)

izlenmektedir. Olgularin %20-60’inda P53 ile boyanma goérulebilmektedir.(12).

2.5.6.1. Immiinhistokimyasal yontemle gen ekspresyon profillerinin

belirlenmesi

Diffuz buyuk B hucreli lenfoma, gen ekspresyon profillerine gére molekuler
olarak, germinal merkez B-hucre-benzeri ve aktive B-hucre-benzeri iki ayr
gruba ayrilmaktadir. Klinik uygulanabilirlik, maliyet gibi nedenlerle her hastada
gen ekspresyon profil analizi yapilamadidindan immunhistokimyasal
algoritmalarla bu gruplar belirlenmeye calisiimistir. Literatirde bu ydnde
immunhistokimya temelli algoritma belirlemeye c¢alisan ¢ok sayida galisma

olmakla beraber en ¢ok kabul goéren Hans algoritmasi olarak bilinmektedir (51-



53). Buna gdére CD10, BCL6 ve MUM1 immunhistokimya belirtecleri ile
hastalar Germinal merkez B-hlicre benzeri (GMB) ve Germinal merkez B-
hicre benzeri disi (GMB-digi) olarak iki gruba ayrilmaktadir. CD10 pozitif veya
CD10negatif/BCL6pozitif/MUM1negatif olgular GMB benzeri gruptayken
CD10negatif/BCL6Nnegatif veya CD10negatif/BCL6pozitif/MUM1 pozitif olgular
GMB-disi grupta yer alirlar. Pozitiflik icin esik deger olarak, neoplastik

hucrelerin %30’'undan fazla boyanma varhgi kabul edilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile immunhistokimyasal yontemlerin, gen
ekspresyon profilini saptamada guvenirliliginin tam olmadigi bildiriimektedir.
Buna gobre molekller olarak belirlenen gruplarda izlenen prognoz farki,
immunhistokimyasal algoritmalarla belirlenen gruplarda izienmemektedir (54).
Ancak yine de immunhistokimyasal gruplandirma, farkh tedavi modalitelerinin
uygulanmasi nedeniyle O6nerilmektedir (55-58). Ayrica son yillarda
immunhistokimyasal algoritmalara alternatif olarak, RNA transkriptlerinin
kantifikasyonu ile gen ekspresyonu profilinin belirlenmesine yodnelik yeni

yontemler gelistiriimektedir (44, 59).

2.5.6.2. Double-ekspresor DBBHL

Son yillarda MYC ve BCL2 ile immunekspresyon izlenen olgular double-
ekspresor DBBHL olarak tanimlanmaktadir. Bu olgularin, kaynaklandigi hiicre
tipinden bagimsiz olarak agresif klinik seyir ve daha koétl toplam sagkalim ile
iliskili oldugu gosterilmistir (60-64). Bu olgular belirlenirken esik deger olarak
literatirde farkli degerlerin varligi goérulmustar. Ancak en sik olarak, MYC
belirteci igin neoplastik hicrelerin %40’ indan ve BCL2 belirteci igin neoplastik
hicrelerin %50’sinden fazla pozitiflik izlenen olgularin double-ekspresor gruba
girdigi kabul edilmektedir (3). Double-ekspresor DBBHL olgularinda double-hit
lenfoma olgularina gére daha iyi prognoz izlendigi ancak geri kalan DBBHL
olgularina gore daha kotu prognoz izlendigi bilinmektedir. Bu nedenle double-
ekspresyonun ayri bir antiteden ¢ok prognostik bir faktér oldugu
disinilmektedir. En son olarak DSO lenfoma siniflamasinin 2016 yili



revizyonunda, MYC ve BCL2 pozitifligi izlenen diffiiz blytk B-htcreli lenfoma
olgulari kéti prognoz ile iligkili olarak kabul edilmis ve double-ekspresor

lenfoma olarak tanimlanmistir (3).

2.5.7. Klinik gidis ve prognostik degerlendirme

Olgularin yaklasik %60’inda tam remisyon saglanabilse de ¢cogu olguda relaps
veya tedaviye refrakter hastalik izlenmektedir. Klinik gidisi tahmin edebilmek
icin klinik ve laboratuvar verilerle belirlenen “Uluslararasi prognostik endeks
skoru (IPI skoru)’ sistemi olusturulmustur (65). Ilerleyen yillarda yasa gére
dizeltiimis IPI skorlama sistemi (AA-IPI) ve revize edilmis IPl skorlama
sistemleri (R-IPI) olusturulmustur (Tablo 4) (66). En son olarak ise 6zellikle
tedaviye rituksimab eklenmesi sonrasi skorlama sistemlerinin prediktif degeri
azalmasi sonucu genisletilmis IPI skorlama sistemi (NCCN-IPI) kullaniimaya
baslanmistir (Tablo 5) (67). R-IPI ve NCCN-IPI skorlama sistemleri yaygin

olarak kullaniimaktadir.

Tablo 4. IPI ve R-IPI skorlama sistemleri (66).

IPI risk gruplari Ko6tu prognostik dedisken sayisi
> Diisuk Oveyal
> Diisik/Orta 2
> Yuksek/Orta 3
> Yiiksek 4 veya 5
Revize edilmis IPI (R-IPI) risk gruplarn | Kétl prognostik dedisken sayisi
» Cokiyi 0
> lyi 1 veya 2
> Koti 3,4veyab

Koti prognostik dediskenler (Her biri 1 puan)

» 60 yasindan blylk olma

= Koétl performans skoru (ECOG=22)

= ileri Ann Arbor evresi (IlI-IV)

= ki veya daha fazla bolgede ekstranodal tutulum
= Serum LDH seviyesinin normalden fazla olmasi




Tablo 5. NCCN-IPI skorlama sistemi (67).

NCCN-IPI Risk gruplari Skor
» Dusiik 0-1
» Dusiik/Orta 2-3
> Yiiksek/Orta 4-5
> Yiksek >6
Kot prognostik degiskenler Puan
* Yas
o >40 ve <60 1
o >60ve <75 2
o >75 3
= Serum LDH seviyesi
o Normalden fazla, 3 kata kadar 1
o Normalin 3 katindan fazla 2
= ileri Ann Arbor evresi (IlI-IV) 1
= Ekstranodal tutulum (Gastrointestinal sistem, 1
karaciger, akciger, santral sinir sistemi, kemik iligi)
= Kotl performans skoru (ECOG=2) 1

DBBHL’de kotu prognostik 6zellikler agagida (Tablo 6) belirtilmistir:

Tablo 6. DBBHL’de kotu prognostik 6zellikler (12, 28).

Klinik

Yuksek IPI skoru

Morfoloji

immiinoblastik varyant

immiinhistokimya

Double-ekspresor lenfoma
GMB-dis1 DBBHL

Yuksek Ki67 proliferasyon
endeksi

P53 ekspresyonu

CD5 pozitifligi

CD44s ekspresyonu

EBV pozitif olgular

Molekuler

ABH DBBHL

BCL2 gen rearranjmani

TP53 mutasyonu

3p11-p12 kromozom bdlgesinde
kazanclar




2.5.8. Tedavi ve sagkalim

Tedavide rituksimab, siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin ve prednizon’dan
olusan ve R-CHOP olarak tanimlanan ¢oklu ilagtan olusan kemoterapi rejimi
kullaniimaktadir (68). Ozellikle 2001 yilindan beri kullaniimaya baglanan anti-
CD20 ajani olan rituksimab tedaviye yanitta belirgin artisa neden olmustur
(69). Deri, testis, beyin gibi belirli alanlarda yerlesim gdsteren buylk tumor

kitlesine sahip olgularda tedaviye radyoterapi de eklenebilmektedir (70).

DBBHL olgularinda 5 yillik toplam sagkalim %46 olarak bilinmektedir (12).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Olgu Segimi

Marmara Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’nda Ocak 2007
ile Haziran 2015 yillar arasinda “Diffuz Buyuk B-hucreli lenfoma, NOS” tanisi
almis 187 olgu arasinda, sagkalim verilerini bildigimiz, arsivimizde tumor

ornegdi bulunan 90 olgu galigmaya alind1.

Calismaya dahil edilme kriterleri:
» Olguya ait parafin blogun mevcut olmasi
» Parafin blok Uzerinde yeterli timoér alaninin bulunmasi (>0,5¢cm)
» Tumor orneklerinin fiksasyon sorunu/mekanik artefakt icermemesi

» Olguya ait sagkalim bilgisine ulasiimasi

3.2. Etik Kurul

Projemiz, 09.2016.578 sayili protokol ile Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Projemiz; SAG-C-
TUP-131216-0526 proje no ile, Marmara Universitesi BAPKO’nun (Bilimsel

Arastirma ve Projeler Komisyonu) finansal destegi ile gerceklestiriimistir.

3.3. Yontem

Olgulara ait formalin fikse parafine gémulmus dokulardan, olgulara tani verme
sirasinda hazirlanan H&E boyali lamlar tekrar degerlendirildi ve histopatolojik

inceleme yapildi.



3.3.1. immiinhistokimya

Formalin fikse parafine gomulli dokulardan, pozitif sarjli lamlara 4um
kalinhginda kesitler alinarak AID, UNG, MLH-1, MSH-2, MSH-6, PMS-2, P53,
ATM antikorlari ile immunhistokimyasal yontem uygulandi (Tablo 7). Olgularin
birkisminda (36 olgu) manuel mikroarray yontemi uygulanarak timoru temsil
eden bolgeler secilerek calismaya dahil edildi. Otomatize immunhistokimya
cihazi (Ventana medical systems inc., BenchMark Ultra) kullanilarak tim
orneklerde immunhistokimya boyama islemi gergeklestirildi. BCL2, BCLS,
CD10, MUM1 ve Ki67 immunhistokimya analizi ise olgulara tani verilme
sirasinda uygulanan lamlarin tekrar degerlendiriimesi ile gerceklestirildi (Tablo
8).

Boyama islemi esnasinda eksternal pozitif kontrol dokulari kullanildi.
Pozitif kontrol dokusu olarak AID, UNG, ATM antikorlari i¢in olagan tonsil
dokusuna ait kesitler; MLH-1, MSH-2, MSH-6, PMS-2, P53 antikorlari igin
olagan kolon duvarina ait kesitler; MYC antikoru icin 5nceden MYC mutasyonu

oldugu gdsterilmis Burkitt lenfoma olgusuna ait kesitler kullanildi.

Tablo 7. imminhistokimyasal incelemede kullanilan antikorlar ve 6zellikleri.

Antikor Diliisyon inkij.l.)asy./on

sliresi

MYC Cell Marque EP121 1:50 32 dk
AID ThermoFischer | PA5-28077 1:100 60 dk
UNG ThermoFischer | PA1-41024 2:100 60 dk
P53 Dako DO-7 Kullanima hazir kit 32 dk
ATM ThermoFischer | MA1-23154 1:100 32 dk
MLH1 Dako ESO05 Kullanima hazir kit 92 dk
MSH2 Dako FE11 Kullanima hazir kit 92 dk
MSH6 Dako EP49 Kullanima hazir kit 92 dk
PMS2 Dako EP51 Kullanima hazir kit 120 dk




Tablo 8. Olgulara tani verilirken immunhistokimyasal incelemede kullanilan
antikorlar ve ozellikleri.

Antikor Dilusyon InkuPas;_(on
siiresi
CD10 Leica 56C6 1:100 60 dk
BCL6 Biocare LN22 1:100 40 dk
MUM1 Biocare BCS 1:100 32 dk
Ki67 Biocare SP6 1:100 32 dk

3.3.2. immiinhistokimyasal degerlendirme

3.3.2.1. MYC ve BCL2

Calismadaki olgularda double-ekspresor grubun belirlenmesi i¢cin MYC ve
BCL2 antikorlari ile immunhistokimyasal analiz yapildi. MYC pozitifligi i¢in
neoplastik hicrelerin %40’1 ve daha fazlasinda, BCL2 pozitifligi icin neoplastik
hicrelerin %50’si ve daha fazlasinda immuUnekspresyon izlenmesi kriter olarak
kabul edildi (3). Her iki antikorla pozitif saptanan olgular double-ekspresor

olarak gruplandi.

3.3.2.2. CD10, BCL6, MUM1

Olgular, CD10, BCL6 ve MUM1 immunekspresyonlari ile Hans algoritmasina
gore (Sekil 9) degerlendirilerek “germinal merkez B-hicre benzeri” ve
‘germinal merkez B-hucre digl” olarak gruplandi (51). Bu antikorlar ile
boyanma degerlendirilirken esik deger olarak neoplastik hicrelerin %30’'undan

fazla boyanma kabul edildi.



Sekil 9. Hans algoritmasi (51).

3.3.2.3. AID ve UNG

AID ve UNG antikoru ile sitoplazmik immunekspresyon varligi degerlendirildi.
Lenfoma olgularinda AID ve UNG antikorlarini degerlendirme igin hentz bir
standardizasyon geligtiriimemistir(71, 72). Calismamizda bu antikorlarin
ekspresyonlari degerlendirilirken, AID antikoru ile neoplastik hicrelerin %20’si
ve Uzeri, UNG antikoru ile neoplastik hicrelerin %50’si ve Uzeri boyanan

olgular degerlendirildi.

3.3.2.4. MLH1, MSH2, MSH6, PMS2

MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 yanlis eglesme tamir genlerine ait protein
ekspresyonlari degerlendirilirken neoplastik hucrelerin  tamaminda bu
antikorlar ile immuinekspresyonun izlenmedigi olgular belirlendi. Ayrica bu

antikorlar ile zayif boyanan olgular degerlendirildi.



3.3.2.5. PS3 ve ATM

P53 antikoru degerlendirilirken literatlirde daha ¢ok kullaniimis olan %50 esik
degeri olarak kabul edildi. Neoplastik hicrelerde nukleer P53
immunekspresyonu %50’den fazla ve %50’den az olarak gruplandi. ATM
antikoru ile immunekspresyon kaybi olan olgular degerlendirildi ve %10’dan az

ekspresyon izlenen olgular gruplandi.
3.3.2.6. Ki67
Olgularda neoplastik hiicrelerde izlenen Ki67 proliferasyon indeksi sayildi.

Buna goére Ki67 antikoru ile saptanan nukleer immunekspresyon varligi

%50’nin alti, %50 ile 90 arasi ve %90’in Uzeri olarak Ug¢ grupta incelendi.

3.3.3. Hastalara ait klinik ve demografik veriler

Hastane arsivinden klinik takip dosyalarina ulasilabilen olgulara ait klinik ve
demografik veriler elde edildi. Bu baglamda tum olgularin tani sirasindaki
yaslari, cinsiyetleri ve tumor yerlesimleri degerlendirildi. Olgularin Klinik
dosyalarina ulasilabilen bir kisminda ise Ann Arbor evresi, IPI skoru, ECOG
performans skorlari, B semptom varligi, serum LDH duzeyleri gibi klinik veriler

degerlendirildi.

3.3.4. istatistiksel degerlendirme

istatistiksel analizler IBM Statistical Package for Social Sciences (SPSS) paket
programi kullanilarak yapildi. Kategorik verilerin degerlendiriimesinde ¢apraz
tablolar olusturularak Pearson ki-kare veya “Fisher’s exact” testi yapildi.
Toplam sagkalim degerlendirmesi igin Kaplan-Meier egrileri olusturuldu.
Bagimsiz faktorlerin toplam sagkalim ile iligskisini dederlendirme igin Log-rank
testi uygulandi. Ayrica toplam sagkalim agisindan 6nemli ve badimsiz
prognostik faktorleri belilemek icin Cox orantisal regresyon testi ile tek
degiskenli ve ¢cok degiskenli analizler uygulandi. Tum analizlerde istatistiksel
anlamlilik dizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Bulgular

4.1.1. Demografik bulgular

Galismamiza dahil edilen 90 olgunun, 46’s1 kadin (%51,1), 44’0 erkek (%48,9)
olup erkek/kadin orani: 0,96 olarak bulundu. Olgularin tani anindaki yaslarinin
ortancasi 59 idi (Minimum 5 ve maksimum 88). Olgularin yaslarini
gruplandirdigimizda, 42 olgunun (%46,7) 60 Uzeri yasta, 48 olgunun (%53,3)
ise 60 alti yasta oldugu goérulda (Tablo 9). Hastalarin sagkalim bilgileri
degerlendirildiginde, 46 olgunun (%51,1) hayatta oldugu, 44 olgunun (%48,9)
ise hayatta olmadigi goruldlu. Hastalara ait toplam sagkalim degerlendirilirken
takip slresi ortalama 123 hafta (Minimum 1, maksimum 415 hafta) olarak

saptandi.

Tablo 9. Demografik bulgular.

Demografik bulguls
n %

Erkek 44 48,9

Kadin 46 51,1

>60 yas 42 53,3

<60 yas 48 46,7

Toplam 90 100

4.1.2. Tiumor yerlesimi

Olgulara ait 6rneklerin 48’inin (%53,3) lenf nodu yerlesimli oldugu, 42’sinin ise
(%46,7) lenf nodu-disi (ekstranodal) yerlesimli oldugu goéruldd. Lenf nodu digi
bolge yerlesimli olan olgulara ait tumor 6rneklerinin 12’sinin gastrointestinal
sistemden, 171’inin Waldeyer halkasindan, 11’inin kemikten ve 2’sinin

akcigerden alindigi saptandi (Tablo 10).



Tablo 10. TUmor yerlesimi.

n %

Lenf nodu 48 53,3
Ekstranodal 42 46,7

= GIs 12

= Waldeyer halkasi 11

= Kemik 11

= Akciger 2

= Diger 6

4.1.3. Tiumor evresi ve klinik skorlama verileri

Ann Arbor evresi bilgilerine ulasilabilen 58 hastadan 32’sinin evre IV hastaliga
sahip oldugu, daha az sayida olgunun ise evre | (3 olgu, %5,2), evre Il (11
olgu, %19) ve evre Il (12 olgu, %20,7) hastalik oldugu izlendi.

Tumor boyutu degerlendirilebilen 57 hastanin 10’'unda (%17,5) 10 cm’den
blyuk kitle oldugu saptandi ve bunlar “Bulky” hastalik olarak kabul edildi.

R-IPI skorlari ve NCCN-IPI skorlari, skorlama igin gerekli bilgilere ulagilabilen
52 hastada hesaplandi. R-IPl ve NCCN-IPI skorlari Tablo11’deki gibi dagihm
gostermektedir. Olgularin en sik aldiklari skorlar, R-IP1 igin 3 (17 olgu, %32,7)
ve NCCN-IPI i¢in 4 (13 olgu, %25) olarak belirlendi.



Tablo 11. Olgularin R-IPI ve NCCN-IPI skor dagilimlari.

R-IPI skoru

Hasta Sayisi ve Yizdesi

n=52

Hasta Sayisi ve

Cok lyi

(%15,4)

yi

(%17,3)

(%15,4)

Kot

(%32,7)

(%11,5)

(%7,7)

NCCN-IPI skoru Yiizdesi
n=52
0 2 (%3,8)
Disuk
1 7 (%13,5)
2 3 (%5,8)
Diisiik/Orta 3 5 %17.3)
4 13 (%25,0)
Yiiksek/Orta
5 12 (%23,1)
6 3 (%5,8)
Yiksek
7 3 (%5,8)

4.2. Demografik ve Klinik Bulgularin Toplam Sagkalim ile iligkisi

4.2.1. Yas ve cinsiyetin toplam sagkalimla iliskisi

Olgular, 60 yas ve alti ve 60 yasin Uzeri olarak gruplandiginda toplam sagkalim

agisindan anlamh fark izlendi. Buna gore, 60 yasin Uzerinde olan olgularda

daha kotu toplam sagkalim oldug@u izlendi (Sekil 10, log-rank testi, p=0,001).
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Sekil 10. Yas gruplarina gore olgularin toplam sagkalim grafigi (Kaplan-Meier

egrisi).



Toplam sagkalim de@erlendirmesi cinsiyetlere gore yapildiginda, erkek ve

kadin arasinda fark saptanmadi (Sekil 11, log-rank testi, p=0,906).
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Sekil 11. Cinsiyetlere gore olgularin toplam sagkalim grafigi (Kaplan-Meier
egrisi).

4.2.2. Tumor yerlesiminin toplam sagkalimla iliskisi

Olgulara ait 6rnekler, alindigi bdlgeye goére nodal ve ekstranodal olarak
ayrildiginda, toplam sagkalim acgisindan anlaml fark izlenmedi (Sekil 12, log-
rank testi, p=0,222). Ancak ekstranodal yerlesimli olgularda, bunlar igerisinde
de Ozellikle Waldeyer halkasi ve kemik yerlesimli olanlarda digerlerine gore

daha iyi toplam sagkalim seyri oldugu gozlemlendi.
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Sekil 12. Tumor yerlesimine gore olgularin toplam sagkalim grafigi (Kaplan-
Meier egrisi).

4.2.3. Tumor evresinin ve klinik skorlamanin toplam sagkalimla iliskisi

Olgular Ann Arbor evresine gore degerlendirildiginde, evre | ve Il olan olgularin
evre lll ve IV olan olgulara gore daha iyi toplam sagkalim ile iligkili oldugu

goriildi (Sekil 13, log-rank testi, p=0,026).
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Sekil 13. Ann-Arbor evrelerine gore olgularin toplam sagkalim grafigi (Kaplan-

Meier egrisi).



R-IPI skoru ve NCCN-IPI skoru ile olgular incelendiginde, toplam sagkalim
ile R-IPI ve NCCN-IPI skoru arasinda kuvvetli iliski oldugu goraldu (Sekil 14,
log-rank testi p<0,001). Buna gore dusuk skor alan olgularin daha iyi toplam

sagkalim ile iligkisi saptandi.
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Sekil 14. R-IPI skoruna gore olgularin toplam sagkalim grafigi. (Kaplan-Meier

egrisi)
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Sekil 15. NCCN-IPI skoruna godre olgularin toplam sagkalim grafigi (Kaplan-

Meier eqgrisi).



4.3. Germinal Merkez B-Hiicre Benzeri ve Germinal Merkez B-Hiicre

Benzeri-Disi Alt Gruplar ve Bunlarin Toplam Sagkalim ile iliskisi

Olgular, Hans algoritmasina goére, germinal merkez B-hlcre benzeri ve
germinal merkez B-hicre benzeri-digi olarak iki grupta incelendi. Germinal
merkez B-hlcre benzeri grupta 41 olgu (%45,6), germinal merkez B-hlcre
benzeri-digi grupta ise 49 olgu (%54,4) oldugu goraldu. Bu olgulara ait 6rnek

immunhistokimya goruntuleri Sekil 16 ve 17’'deki gibi izlendi.

Sekil 16. Hans algoritmasina gore germinal merkez B-hucre benzeri olarak
saptanan ornek olgu (CD10, immunhistokimya, 100X).
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Sekil 17. Hans algoritmasina goére germinal merkez B-hiicre benzeri-digi
olarak saptanan o6rnek olgu (CD10 (a), BCL6 (b) ve MUM1 (c),
immunhistokimya, 200X).



Germinal merkez B-hlcre benzeri ve germinal merkez B-hlcre benzeri-digi
gruplar toplam sagkalim acisindan karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi
(Sekil 18, log-rank testi, p=0,707).
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Sekil 18. Germinal merkez B-hucre benzeri ve germinal merkez B-hucre
benzeri-digi olgulara gére toplam sagkalim grafigi (Kaplan-Meier egrisi).



4.4. Double-Ekspresor Lenfoma ve Toplam Sagkalim ile iligkisi

MYC immunhistokimya belirteci ile %40 ve daha fazla ekspresyon varhgi 19
olguda (%21,1) saptandi. BCL2 immunhistokimya belirteci ile ise %50 ve daha
fazla ekspresyon varligi 53 olguda (%58,9) izlendi. Hem MYC hem BCL2
immunekspresyonunun belirlenen esik degerlerden yuksek oldugu olgular
Double-ekspresor DBBHL olarak kabul edildi. Buna gére 11 olgu (%12,2)
Double-ekspresor DBBHL olarak saptandi (Tablo 12).

Tablo 12. MYC ve BCL2 immunhistokimya boyanma dagilimlari ve bunlara
gore double-ekspresor DBBHL olgularinin dagihmi.

8 37

%32,2 %8,9 (%41,1)
42 11 53

%46,7 (%12,2) (%58,9)
71 19 90

%78,9 (%21,1) (%100

MYC immunekspresyonu toplam sagkalim acisindan degerlendirildiginde
(Sekil 19), MYC ile %40 ve uzeri pozitiflik izlenen 19 olguda (%21,1) anlamh
olarak daha kotu toplam sagkalim izlendi (Sekil 20, log-rank testi, p=0,018).
BCL2 immunhistokimya belirteci ile %50 ve tzeri pozitiflik izlenen ($ekil 21) 53
olguda %58,9) daha duguk toplam sagkalim seyri izlenmekle birlikte bu iligki
istatistiksel agidan anlamli olarak gérulmedi (Sekil 22, log-rank testi, p=0,073).
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Sekil 19. MYC, %40 alti (a) ve %40 ve Uzeri (b) immunekspresyon (200X).

Sekil 20. Olgularda MYC immunekspresyonu ile toplam sagkalim iligkisi

(Kaplan-Meier egrisi)



Sekil 21. BCL2, %50 alti (a), %50 ve tzeri (b) immuinekspresyon (200X,100X).
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Sekil 22. Olgularda BCL2 imminekspresyonu ile toplam sagkalim iligkisi
(Kaplan-Meier egrisi).

Double-ekspresor DBBHL olgularinda diger olgulara gore toplam
sagkalim farki agisindan anlaml iligki saptanmadi (Sekil 24, log-rank testi,
p=0,169). Ancak bu olgularda disuk toplam sagkalim seyri dikkati ¢ekti.
Double ekspresor DBBHL'ya ait drnek olguya ait resimler Sekil 23’te
gOsterilmisgtir.



Sekil 23. Double ekspresor DBBHL, MYC immunekspresyonu (a), BCL2
immunekspresyonu (b), H&E (c) (200X).
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Sekil 24. Double-ekspresor DBBHL olgularinin toplam sagkalim ile iligkisi

(Kaplan-Meier egrisi).

Olgular; sadece MYC pozitif (=%40) (8 olgu, %8,9), sadece BCL2 pozitif
(=%50) (42 olgu %46,7), her ikisi negatif (29 olgu %32,2) ve her ikisi pozitif (11
olgu, %12,2) olarak gruplandiginda, her iki belirtecin negatif oldugu olgularda
toplam sagkalimin anlamli olarak daha iyi oldugu goraldu (Sekil 25, log-rank
testi, p=0,015).
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Sekil 25. Olgularda MYC ve BCL2 immunekspresyonlarinin, tekli ve ikili pozitif
ya da negatifliklerine gore toplam sagkalim grafigi (Kaplan-Meier egrisi).

DBBHL olgulari, yerlesimlerine gore ayrilip incelendiginde, ekstranodal
yerlesimli olan 42 olgu igerisinde Double-ekspresor DBBHL grubunda
saptanan 7 olgunun daha kot toplam sagkalim ile iligkili oldugu gorulda (Sekil
26, log-rank testi, p=0,017).
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Sekil 26. Ekstranodal yerlesimli Double-ekspresor DBBHL olgularinin toplam
sagkalim ile iligkisi (Kaplan-Meier egrisi).



4.5. Double-Ekspresor Lenfomalarin Demografik ve Klinik Bulgular ile
lligkisi

Calismamizdaki Double-ekspresor lenfoma olgularinin cinsiyet, yas, tumor
yerlesimi, “bulky” hastalik varligi, Ann Arbor evresi, R-IPI ve NCCN-IPI skorlari
ile iliskisi agagidaki Tablo 13’te gosterilmigtir. Bu faktorler ile Double-ekspresor
lenfoma varligi arasinda anlamli iligski saptanmamistir. (Klinik dosyalarinda
yeterli veriye ulasilabilen 57 olguda “Bulky” hastalik varhdi, 54 olguda Ann
Arbor evresi, 52 olguda R-IPI ve NCCN-IPI skorlari degerlendirilebilmigtir.)
Tablo 13. Double-ekspresor DBBHL olgularin klinik ve demografik bulgular
ile iligkisi.
Double-Ekspresor Diger olgular p*
DBBHL olgulart

Erkek 4 40
0,375
Kadin 7 39
<60 ya 4 44
3 0,229
>60 yas 7 35
Lenf nodu 4 44
0,229
Ekstranodal 7 35
«Bulky» hastalik varhigi
217 8/50 0,413
(N=57)
Ann Arbor Evresi lll ve IV
2/8 38/46 0,951
(N=54)
R-IPI skoru 23
3/6 24/ 46 0,920
(N=52)
NCCN-IPI skoru 24
2/6 27/ 46 0,708
(N=52)

* “Fischer’s exact” testi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.



4.6. AID, UNG, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, P53 ve ATM Protein
Ekspresyonlari

Calismadaki olgularda, lenfoma patogenezinde rolu olabilecek AID, UNG,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, P53 ve ATM proteinlerinin immunekspresyonlari

degerlendirildi.

» Olgularda izlenen AID immunhistokimya belirteci boyanma miktari, esik
deger olarak neoplastik hicrelerin %20’sinde boyanma kabul edilerek iki
grupta incelendi. Buna gére %20 ve alti neoplastik hicrede
immuanekspresyon varligi izlenen 74 olgu (%82,2) var iken %20’den fazla
immunekspresyon varligi 16 olguda (%17,8) saptandi (Sekil 27). Bu gruplar
arasinda toplam sagkalim agisindan anlamli fark izlenmedi (Sekil 28, log-
rank testi, p=0,330).

Sekil 27. AID, <%20 immiinekspresyon (a), >%20 (b) immiinekspresyon (100X).
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Sekil 28. AID immiinekspresyonu ile toplam sagkalimin iligkisi (Kaplan-Meier
egrisi)



= Olgular, UNG immunhistokimya belirteci ile dederlendirilirken, %50 ve
altinda ekspresyon ile %50’den fazla ekspresyonun izlendigi iki grupta
incelendi. Olgularin 17’sinde (%18,9) %50°’den fazla, 73’Unde (%81,1) ise
%50 ve daha azini olusturan neoplastik hicrede immunekspresyon
saptandi (Sekil 29). Bu gruplar arasinda toplam sagkalim agisindan anlamli
fark izlenmedi (Sekil 30, log-rank testi, p=0,559).

Sekil 29. UNG, <%50 immunekspresyon (a), >%50 immunekspresyon (b)
(100X).
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Sekil 30. UNG immunekspresyonu ile toplam sagkalimin iligkisi (Kaplan-
Meier eqgrisi).



P53

%50’sinde izlenen boyanma egsik deger olarak kabul edildi. Buna goére 42

immunekspresyonu degerlendirilirken, neoplastik  hicrelerin

olguda (%46,7) neoplastik hucrelerin %50’sinden fazla immunekspresyon,
48 olguda (%53,3) ise

immunekspresyon izlendi (Sekil 31). Bu gruplar arasinda toplam sagkalim

%50 ve daha az neoplastik hicrede

agisindan fark saptanmadi (Sekil 32, log-rank testi, p=0,740).

]

Sekil 31. P53, <%50 immunekspresyon (a) ve >%50 immunekspresyon (b)

(100X).

Sekil 32. P53 immunekspresyonu ile toplam sagkalimin iligkisi (Kaplan-Meier

egrisi).
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=  ATM immunekspresyonu, 19 olguda (%21,1) neoplastik hicrelerin %10 ve
daha azinda, 71 olguda (%78,9) ise %10’dan fazla neoplastik hicrede
izlendi (Sekil 33). Bu gruplar arasinda toplam sagkalim agisindan anlaml
fark saptanmadi (Sekil 34, log-rank testi, p=0,720).

Sekil 33. ATM, £%10 immunekspresyon (a), >%10 immunekspresyon (b)
(200X).
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Sekil 34. ATM immunekspresyonu ile toplam sagkalimin iligkisi (Kaplan-

Meier egrisi).



= MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 yanls eslesme tamir proteinlerinin

immunekspresyonlarinda kayip  varligi  degerlendirildi.  Olgularin
tamaminda immunekspresyon izlendi (Sekil 35). Ancak iki olguda MSH2
proteininde zayif immunekspresyon dikkati ¢ekti (Sekil 36).

e

b I IR S e A 0
Sekil 35. Yanlis eslesme t
MSH2 (b), MSH6 (c), PMS2 (d) (200X).

Sekil 36. Zayif MSH2 immunekspresyonu izlenen iki ayri olgu (a ve b) (Ayni
olguya ait MLH1, MSH6 ve PM2 immunekspresyonlari sirasiyla yukaridan
asag! dogru kiguk resimlerde gosterilmistir.).



4.7. Ki67 proliferasyon indeksi

Olgular Ki67 proliferasyon indeksine gore; %50 ve alti, %50 ile 90 arasi, %90
ve Uzeri olmak Uzere g grupta incelendi. Olgularin 19’'unda (%21,1) %50 ve
daha az immunekspresyon, 55inde (%61,1) %50 ile 90 arasi
immuanekspresyon, 16’sinda (%17,8) %90 ve daha fazla immunekspresyon
saptandi (Sekil 37). Bu gruplar arasinda log-rank testi ile anlamli fark
izlenmemekle birlikte Ki67 proliferasyon indeksi yuksek olan gruplarda daha
dusuk toplam sagkalim seyri dikkati ¢cekti (Sekil 38, log-rank testi, p=0,092)
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Sekil 38. Ki67 proliferasyon indeksi gruplarina gére toplam sagkalim grafigi

(Kaplan-Meier egrisi).



4.8. Double-Ekspresor Diffuz Buyuk B-Hucreli Lenfomalarin; AID, UNG,
P53, ATM protein ekspresyonlari ve Germinal Merkez B-Hiicre Benzeri/-
Disi Gruplar ile iligkisi

Double-ekspresor DBBHL, MYC  immunekspresyonu ve BCL2
immunekspresyonu ile lenfoma patogenezinde roll olabilecek AID, UNG, P53
ve ATM proteinlerinin immunekspresyonlari arasinda iliski degerlendirildi.
Ayrica double-ekspresor DBBHL ile GMB/-disI gruplar ve Ki67 proliferasyon
indeksi arasindaki iliski degerlendirildi. Buna gore %40 ve Uzerinde MYC
immunekspresyonu ile %50 Uzerinde P53 immunekspresyonunun birlikte
izlenmesi anlamli olarak saptandi (Tablo 14, “Fischer’s exact” testi, p=0,012).
Ayrica %50 ve Uzerinde BCL2 immunekspresyonunun izlenmesi ile germinal
merkez B-hucre benzeri-disi grubun birlikteligi arasinda anlamli iligki izlendi
(Tablo 14, Pearson ki kare testi, p=0,008). Kalan degiskenler arasinda ise
anlamli bir iligki saptanamadi (Tablo 14, “Fischer’s exact” | Pearson ki kare
testi, p>0,05).

4.9. Cox Orantisal Regresyon Modeli ile Yagam Analizi

Olgularin yasam suresi analizi, Cox orantisal regresyon modeline goére tek
degiskenli analiz ile degerlendirildiginde; 60 Uzeri yas, R-IPl skorunun 3’ten
blyuk olmasi, NCCN-IPI skorunun 4’ten biyuk olmasi, Ann Arbor evresinin |l
veya |V olmasi, MYC immunekspresyonunun %40 veya daha fazla izlenmesi,
Ki67 skorunun yuksek olmasinin sagkalim Uzerinde kotu etkiye sahip oldugu
izlendi. Cok degdiskenli regresyon analizi uygulandiginda ise 60 Uzeri yas ile
MYC imminekspresyonunun %40 ve daha fazla olmasinin bagimsiz faktérler

olarak toplam sagkalimi etkiledigi saptandi (Tablo 15).



Tablo 14. Double ekspresor DBBHL gruplarinin AID, UNG, P53, ATM ve
Ki67 immunekspresyonlari ile germinal merkez B-hicre benzeri/-disi
gruplarla iligkisi.

Double pDreso -
DBB N
+ - 2%40 | <%40 | 2%50 <%50
(n=11) (n=79) (n=19) | (n=71) | (n=53) | (n=37)
<%20
10 64 18 56 41 33
(n=74)
AID
>0620
1 15 1 15 12 4
(n=16)
<%50
8 65 14 59 45 28
(n=73)
UNG
>0650
3 14 5 12 8 9
(n=17)
<%50
3 39 4 38 26 16
(n=42)
P53
>0650
8 40 15 33 27 21
(n=48)
<%10
3 14 6 11 11 6
(n=17)
ATM
>0010
8 65 13 60 42 31
(n=73)
<%50
1 18 1 18 12 7
(n=19)
_ 2%50-90
Ki67 7 48 12 48 33 22
(n=55)
2%90
3 13 6 13 8 8
(n=16)
GMB (n=41) 7 34 12 29 18 23
GMB-disi (n=49) 4 45 7 42 35 14




Tablo 15. Klinik, demografik ve immunhistokimyasal parametrelerin toplam
sagkalim Uzerindeki etkisi.

Tek degiskenli analiz Cok degiskenli analiz
p HR %95 Cl p HR %95 Cl

Cinsiyet 0,906 | 0,965 | 0,534-1,745
Yas 0,002 2,663 | 1,436-4,938 | 0,006 | 2,804 1,341-9,847
Lokalizasyon 0,227 | 0,688 | 0,375-1,262
R-IPI

3,578 | 1,485-8,62 *
skoru >3 0,005 85-8,625
NCCN-IPI 0,007 | 3,865 | 1,446-10,332 | *
skoru 24

Ann Arbor evresi

3,553 | 1,071-11,789 | *
- 0,058

GMB vs GMB-dis1 | 0,709 | 0,893 | 0,494-1,616

MYC 2%40 0,021 | 2,150 | 1,120-4,128 | 0,018 | 3,947 | 1,261-12,361
BCL2 2%50 0,079 | 1,770 | 0,936-3,346

P53 >%50 0,741 | 1,105 | 0,610-2,003

Ki67 0,039 | 1,617 | 1,024-2,553 | 0,270 | 1,360 0,788-2,347
Double -

0,571 0,254-1,286
ekspresor DBBHL 0,176

Cox orantisal regresyon analizi, p<0,05 anlaml olarak degerlendirildi.

Cl: Giiven araligi; HR: Risk orani

* Yeterli olgu sayisi olmadigi i¢in ¢ok degiskenli analiz uygulanamamistir.



5. TARTISMA

Diffuz buyuk B-hdcreli lenfoma, erigkinlerde en sik goérilen Hodgkin-digi
lenfoma tipi olup agresif seyirli bir hastaliktir. Hodgkin-disi Lenfomalarin
yaklasik %30-40’in1 olugturmaktadir. T.C Saglik Bakanhgi Turkiye Halk Saghgi
Kurumu verilerine gore ulkemizde 100 000 erkekten 7,4’Ginde ve 100 000
kadindan &’inde Hodgkin digi-lenfoma gorulmektedir. Gorulme  sikhgi
agisindan, etnik kdken ve irklar arasinda belirgin farklilik bildirilmemistir. Ancak
Asyalilar gibi bazi populasyonlarda folliktler lenfoma sikli§i daha az oldugu
icin DBBHL goreceli olarak Hodgkin-disi lenfomalarin daha ylksek oraninda
izlenebilmektedir (12, 33).

DBBHL en sik 6. dekatta goértlmekte olup, “Hodgkin-disi lenfoma
siniflandirma projesi”’ne gére DBHHL’nin izlendigi ortanca yas 64 olarak
izlenmistir  (32). Ayrica diger tum vyas gruplarinda da bu hastalik
izlenebilmektedir. Calismamizda ise DBBHL olgularinda ortanca yas, 59
olarak saptanmistir. Literatlrdeki farkli yayinlarda 55 ile 77 arasinda degisen
farkh ortanca yas degerleri izlenmekte olup bunlarin genellikle 6. dekat

civarinda oldugu gorulmustur (32, 73-77).

Diffiz buyuk B-hicreli lenfoma olgularinda yas ile toplam sagkalim
arasinda iliski degerlendirilirken siklikla 60 yas uUzeri ve alti olarak
degerlendiriimektedir (65). Literatirde 60 yas Uzeri olgularin diglk toplam
sagkalimla iligkili oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (32, 66, 67,
73-77). Calismamizda literatlr ile uyumlu olarak, 60 yas Uzeri olgularin, ¢cok
degiskenli analiz dederlendirmesinde dahi dusik toplam sagkalim ile iligkili

oldugu saptanmistir.

DBBHL'nin erkeklerde hafifce daha sik goéruldugu bildiriimektedir
(Erkek/kadin=1,2/1) (1). Calismamizda ise kadinlarda hafifce daha sik
gorulmas olup, erkek/kadin orani 0,95 olarak saptanmistir. Literatirdeki diger
calismalarda da erkeklerde hafifgce daha fazla izlendigi bildiriimekte olup erkek
kadin orani 1,28 ile 1,10 arasinda degismektedir (32, 67, 73-75, 77).



Calismamizda olgu sayisinin daha az olmasi ve galismamizin populasyon

bazli olmamasi nedeniyle bdyle bir farkin olabilecegi disunuldu.

Literatirdeki bazi calismalarda erkek cinsiyetin kotu prognoz ile iligkili
oldugu gosterilmekteyken, bazi galismalarda ise erkek kadin cinsiyet arasinda
fark saptanamamaktadir (67, 74, 78-80). Erkeklerde kotl prognoz izlenen
calismalarda, aradaki sagkalim farkinin farmakokinetik agidan rituksimab
metabolizmasina bagh olabilecegi yonunde tartismalar mevcuttur (81). Tam
aciklanamamis bu durumun badimsiz bir risk faktdéri olmadigi, erkek
hastalarin daha disik beden-kitle endeksine sahip olmasinin veya cinsiyet ile
iligkili gen polimorfizminin ritUksimab etkinligi ve dolagimdan temizlenmesi ile
iligkili olabileceg@i yonunde teoriler ileri surulmustir (74, 75, 82). Calismamizda

ise erkek ve kadin cinsiyet acisindan toplam sagkalim farki saptanmamistir.

Diffiz buyuk B-hucreli lenfoma, lenf nodunda hizli buylme veya
ekstranodal yerlesim gdsteren tUmor kitlesi olusturarak bulgu vermektedir.
Hastalik olgularin yaklasik %40’inda ekstranodal bdlgeden gelismekte ve
olgularin yaklagsik %70’inde hastalik seyri sirasinda ekstranodal tutulum
izlenmektedir. Ekstranodal yerlesim, en sik olarak gastrointestinal sistemde
goOrulmekle birlikte Waldeyer halkasi, kemik, testis, dalak, karaciger, tiroid bezi,
bdbrek, adrenal bez gibi diger organlarda da izlenmektedir (1). Literatirdeki
bazi yayinlarda Waldeyer halkasi ve dalagin nodal veya ekstanodal kabul
edilmesi ile ilgili tartismalar mevcuttur (83, 84). Ancak calismalardaki genis
kani ve DSO siniflandirmasinda bu organlarin ekstranodal olarak kabul
edilmesi yonindedir. DSO lenfoma siniflandirmasina gore primer olarak deri,
santral sinir sistemi, mediasten (timus), vicut boslugu ve intravaskuler
yerlesimli olanlar ise ayri tanilar olarak degerlendirilip, DBBHL, NOS’tan ayri

olarak incelenmektedir (1).

Olgularin degerlendirilirken nodal ve ekstranodal ayriminin yapilmasi,
birtakim zorluklar barindirmaktadir. Ekstranodal bodlge yerlesimli olgularda
timorin komsu lenf nodlarina invazyonu/metastazinin oldugu olgular veya
hem nodal hem ekstranodal bolgede tutulumu olan olgular degerlendirmeyi
guclestirmektedir. DBBHL olgularinda yerlesim degerlendirilirken, literatirde



bu zorluklar bildirilmig olup klinik ve goruntuleme bulgularindan yardim
alinarak bu ayrimin yapilabilecegi ve “klinik olarak uyumlu” terminolojisinin

kullaniimasinin uygun oldugu yonunde gorusler mevcuttur (85).

Calismamizda “Diffuz buylk B-hlcreli lenfoma, NOS” olgulari incelenmis
olup primer santral sinir sistemi, deri, mediasten, vicut boslugu ve
intravaskuler yerlesimli olgular calismaya dahil edilmemistir. Olgular biyopsinin
alindigi yer g6z 6nunde bulundurularak klinik veya goruntileme bulgulariyla
birlikte degerlendirilip nodal ve ekstranodal olarak iki grupta incelenmistir.
Buna gore olgularin %53’U nodal, %47’si ekstranodal yerlesimli olarak kabul
edilmistir. Tumor, ekstranodal yerlesim olarak literatlr ile uyumlu olarak en sik
gastrointestinal sistemde izlenmigtir. Bunu, Waldeyer halkasi ve kemik

yerlesimli olgular takip etmektedir.

Nodal ve ekstanodal bdlgelerde yerlesim godsteren tiUmorler arasinda
sagkalim agisindan genel geger bir fark belilenmemigtir. Ancak bazi
calismalarda ozellikle Waldeyer halkasi yerlesimli olan tumorlerin daha iyi
seyirli oldugu gosterilmektedir (86). Gastrointestinal sistem yerlesimli olanlarin
ise daha iyi seyirli oldugunu gosteren galismalar mevcut olmakla birlikte daha
kot seyirli oldugunu gosteren calismalar da vardir (86, 87). Bir galigsmada ise
erken evrede nodal yerlegimli olgularin, ileri evrede ise ekstranodal yerlesimli
olgularin daha iyi seyirli oldugu gosterilmektedir (88). Calismamizda, nodal ve
ekstranodal yerlesimli olgularin prognozlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark izlenmemektedir. Ancak ekstranodal yerlesimli olanlarin daha iyi
seyirli oldugu bunlar arasinda da Waldeyer halkasi ve kemik yerlesimli
olgularin daha iyi seyirli oldugu goézlemlenmistir. Bunun, literatirdeki Waldeyer
halkasi yerlesimli olgularin daha iyi sagkalim sonugclari ile paralel oldugu

dusundimustar (86, 89).

DBBHL lenfoma olgularinin yaklasik yarisinin erken evre (Ann Arbor evre
| veya Il) hastalik ile bagvurdugu bildiriimektedir. Calismamizda ise olgularin
baylk cogunlugunun (%75,9) ileri Ann Arbor evresi (Evre lll veya V) ile
bagvurdugu izlendi.



Olgularin yaklasik ucte birinde B semptomu oldugu bildiriimektedir (90).
Galismamizda B semptomu degerlendirilebilen olgularin %34,5’'inde (55 olgu)

B semptomlari oldugu goéralmustar.

Kemik iligi tutulumu olgularin %16’sinda gdrulebilmektedir (90).
Calismamizda kemik iligi tutulumu 52 olguda degerlendirilmis olup bunlarin

%30’unda tutulum oldugu gorulmustar.

DBBHL olgulari gogunlukla primer olmakla birlikte sekonder olarak dusuk
dereceli B-hlcreli lenfomalardan da (Follikiler lenfoma, KLL/SLL,
lenfoplazmasitik lenfoma, marjinal zon lenfoma, noduler lenfosit predominant
Hodgkin lenfoma) gelisebilmektedir (12). Calismamizda, digs merkez kaynakl
konsultasyon amacli merkezimize kabul edilen olgular da mevcut oldugu igin
ayrintili klinik dykt tam bilinmemekle birlikte degerlendirilebildigi kadariyla

tumarlerin primer DBBHL oldugu gorulmustur.

DBBHL klinik seyir agisindan heterojen seyirli bir hastalik olup cesitli
evreleme ve skorlama sistemleri ile prognoz belirlenmeye caligiimaktadir. Bu
amacgla Ann Arbor evreleme sistemi siklikla kullaniimaktadir (83).
Calismamizda, literatur ile uyumlu olarak Ann Arbor evresi ile toplam sagkalim
arasinda iligki oldugu gorulmustur. Klinik seyri tahmin etmek agisindan ayrica
IPI skorlama sistemi yaygin olarak kullaniimaktadir. Son yillarda 6zellikle
tedaviye ritiksimabin eklenmesi ile bu skorlama sistemi revize edilerek R-IPI
veya NCCN-IPI skorlama sistemleri olusturulmustur (66, 67). Calismamizda,
R-IPI ve NCCN-IPI skorlarinin literaturle uyumlu olarak klinik seyri tahmin etme

agisindan oldukga basarili olduklari izlenmigtir.

Diffliz bluytk B-hticreli lenfoma gen ekspresyon profillerine gére molekuler
olarak germinal merkez B-hucre ve aktive B-hucre lenfoma olarak
gruplanmaktadir (43). Bu gruplar arasinda lenfoma patogenezi ve hastalik
prognozu agisindan belirgin farkliliklar bulunmaktadir (44, 91). Molekuler
olarak bu ayrimin yapilmasi oldukga gerekli ve faydali olmasina ragmen rutin
laboratuvar kosullarinda uygulanmasi zor ve pahali olmaktadir (3). Bu nedenle
gen ekspresyon profili ile tanimlanan hadcre orijini, Hans algoritmasi gibi

immunhistokimyasal yontemlerle belirlenmeye c¢alisiimaktadir (51).



Calismamizdaki olgular, Hans algoritmasi ile germinal merkez B-hlcre
benzeri ve germinal merkez B-hlcre benzeri-disi iki grupta incelendi. Germinal
merkez B-hucre benzeri-digi grubun digerine gore daha fazla sayida olguya
sahip oldugu izlendi. Literatlrde, ¢alismamizla benzer olarak germinal merkez

B-hlcre benzeri-digi grupta daha fazla hasta oldugu bildiriimektedir (54).

Calismamizda germinal merkez B-hlcre benzeri ve germinal merkez B-
hicre benzeri-disi arasinda toplam sagkalim agisindan anlamh fark
izlenmemistir. Hans algoritmasinin kabul edilebilir gecerliligi olmasina ragmen
gen ekspresyon profili ile siniflandirlamayan %10-15 olguyu tanimamasi,
tekrarlanabilirlik sorunlari, uygulama hatalari, prognozu belirleme agisindan
etkinliginin simirh oldugu bildirilmektedir (54, 92-96). Imminhistokimyasal
algoritmalarin kullanimi, prognostik bilgiyi elde etmekten c¢ok tedaviyi
sekillendirebilmesi nedeniyle o6nerilmektedir (3, 55, 56, 58). Son yillarda
immuanhistokimyasal algoritmalara alternatif olarak; formalin fikse parafine
goémull dokularda galigilabilen, daha kolay uygulanabilir, daha ucuz molekuler
ve gen ekspresyon profili ile belirlenen prognoz farkini daha iyi yansitan

molekuler yontemler gelistiriimektedir (44, 59).

Ayrica yas, cinsiyet, R-IPI skoru, NCCN-IPI skoru, Ann Arbor evresi,
“bulky” hastalik varli§i, double-ekspresyon varligi ve yerlesim yerine gore farkli
alt gruplarda incelendiginde, germinal merkez B-hlicre benzeri/-disi gruplar

arasinda toplam sagkalim agisindan anlamli fark saptanmamistir.

MYC ve BCL2 vel/veya BCL6 translokasyonu izlenen agresif B-hulcreli
lenfoma olgulari, Double-hit/Triple-hit lenfoma olarak tanimlanmaktadir (19).
DSO 2016 yili revizyonunda bu olgulara, “Yiksek dereceli B-hiicreli lenfoma,
MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 rearranjmani izlenen” olarak tani verilmesi
gerektigi bildiriimektedir (1, 3). MYC ve BCL2 immilnekspresyonu izlenen
olgular ise double-ekspresor lenfoma olarak tanimlanmaktadir (61, 62).
Double-ekspresor lenfoma olgulari, “Diffiz blyuk B-htcreli lenfoma, NOS”
tanisi igerisinde prognostik bir grup olarak degerlendiriimektedir. Literatlrdeki
calismalarda, double-ekspresor lenfoma olgulan belirlenirken

immunekspresyon boyanma yuzdeleri i¢in farkh esik degerler kullaniimistir



(61-63, 97-99). Ancak en son olarak, 2016 yilinda DSO revizyonunda, MYC
icin %40, BCL2 igin %50 kabul edilmesinin uygun olacagr goérusu
bildiriimektedir (3). Calismamizda bu veri ile uyumlu olarak esik degerler
kullanildi.

Double-ekspresor lenfoma, DBBHL olgularinin yaklasik %20 ile %35’i
arasinda bildiriimektedir (100). Calismamizda, double-ekspresor lenfoma
orani %12,2 olarak goruldu. Literatlrdeki birgok ¢calismada, Double-ekspresor
lenfoma olgularinin distk toplam sagkalim ile iligkili oldugu bildirilmektedir (61,
62, 97, 98). Ancak double ekspresor lenfomanin toplam sagkalim ile iligkisinin
olmadigi, sadece MYC ekspresyonunun kotlu prognoz ile iligkili oldugu
yoninde az sayida galisma da mevcuttur (99). DSO 2016 yili revizyonunda,
Double-ekspresor lenfomanin kotl prognostik grup olarak kabul edilmesi
gerektigi sodylenmektedir (3). Calismamizda double-ekspresor lenfoma
olgularinda toplam sagkalim acisindan daha kotu seyir gorulmekle birlikte
istatistiksel olarak iliski gosterilemedi. Double-ekspresor lenfoma olgu
sayisinin, diger yayinlara gbére daha az sayida olmasi nedeniyle toplam
sagkalim ile iligkisi agisindan istatistiksel degerlendirmenin sinirli olabilecegi
dusundldu. Ancak calismamizda, MYC ekspresyonun %40 ve daha fazla
izlendigi olgular kotu toplam sagkalim ile iliskili oldugu goruldu. Literaturde de,
MYC immunekspresyonu ile disik toplam sagkalimin iligkili bulundugu ancak
double ekspresor-lenfoma ile bu iligkiyi saptayamayan yayin mevcuttur (99).
Ayrica DBBHL olgulari, Double-ekspresor lenfoma, sadece MYC pozitif (=40),
sadece BCL2 pozitif (250) ve her ikisi negatif olarak dort gruba ayrilarak
incelendiginde her ikisi de negatif olan gruptaki olgularda digerlerine goére
anlamli olarak daha iyi toplam sagkalim gosterdigi saptandi. Double-ekspresor
lenfoma ile toplam sagkalim iliskisi, nodal ve ekstranodal olarak ayri ayri
degerlendirildiginde, calismamizdaki ekstranodal yerlegimli olgularda Double-
ekspresor lenfomanin kot prognoz ile iliskisi gosterildi. Ancak nodal yerlegimli
olgularda az sayida double-ekspresor lenfoma (4 olgu) olgusu olmasi
nedeniyle bu degerlendirmenin sinirli olabilecedi disunildi. Calismamizda
Double ekspresor lenfoma; yas, cinsiyet, R-IPI skoru, NCCN-IPI skoru, Ann

Arbor evresi, “bulky” hastalik varligi ve immunhistokimyasal ydntemle



belirlenen hicre orijinine goére farkli alt gruplarda incelendiginde toplam
sagkalim agisindan anlamli fark saptanmamistir. Calismamizda demografik ve
klinik bulgularla double-ekspresor lenfoma arasinda iligki saptanmadi.
Literatlrde, double-ekspresor lenfoma olgularinin daha ileri evre ve yuksek IPI
skoru ile iligkili oldugunu gésteren yayinlar mevcuttur (62). Bazi yayinlarda ise

santral sinir sistemi tutulumu ile iligkili oldugu gdsterilmektedir (98).

Lenfosit farkhlasmasi ve aktivasyonu sirasinda, antijenlere karsi tretilen
antikorlarin ~ 6zgullugunuan, cgesitliliginin - ve  etkinliginin  artmasi igin
immunglobulin genlerinde rekombinasyon, somatik hipermutasyon, izotip
degisimi gibi DNA kiriklari ve mutasyonuna yol agan basamaklar gértulmektedir
(18). Fizyolojik olarak normalde gerceklesen bu durumlarin patolojik durumlara
yol agabildigini ileri siren yayinlar mevcuttur. Lenfoma patogenezinde siklikla
Ozellikle immunglobulin genlerini de kapsayan translokasyonlarin gorulmesi
bunu destekler niteliktedir. Lenfoma patogenezinde izlenen MYC ve BCL6
genlerindeki translokasyon mutasyonlarinda AID aracili DNA kiriklarinin rolu
bircok calismada bildiriimektedir (6, 7, 21-23, 101-103). Bu yolakta yer alan
UNG ve yanlis-eglesme tamir proteinlerinin ve P53, ATM gibi tumor baskilayici
proteinlerin, translokasyon mutasyonlarinin olusumunda etkili oldugunu

gosteren calismalar mevcuttur (8, 9, 104-107).

AID proteinin immunekspresyonu, DBBHL ve Hodgkin lenfoma basta
olmak uzere bir¢cok lenfomada bildirilmigtir (4, 72, 108-111). KLL/SLL ve
follikller lenfoma olgularinda, AID immunekspresyonunun koétu prognoz ile
iliskili olabilecegdini gosteren galismalar mevcuttur (112). Literatirde, UNG ve
yanlis-eslesme tamir proteinleri ile daha az sayida c¢alisma vardir. DBBHL
lenfoma olgularinda UNG immunekspresyonu pek incelenmemis olup,
marinlerde UNG ve yanlis eslesme tamir proteinlerinin beraber kaybinin
mutasyon oranini artirarak DBBHL benzeri hastalik olusturdugu, sadece UNG
eksikliginin ise koruyucu oldugu gosterilmektedir (22). Calismamizda ise AID
ve UNG proteinlerinin ekspresyonlari ile toplam sagkalim arasinda iliski

saptanamadi.



Literatirdeki calismalarda, DBBHL olgularinda, yanhs eslesme tamir
proteinlerinde immdunhistokimyasal yontemle kayip varlidi c¢ogunlukla
izlenmemekte olup az sayida olguda immunekspresyon kaybi
gOsterilmektedir(113). Molekuler olarak yanlis-eslesme tamir genlerinde
mutasyon saptanan olgular, immunhistokimyasal olarak degerlendirildiginde
ise bu olgularin bir kisminda zayif immunekspresyon varligina dikkat
cekilmektedir (113). Zayif immunekspresyona tek yanlig-eslesme tamir
proteinini etkileyen mutasyonlarin, immunekspresyon kaybina ise dimer olarak
iki yanlis-eslesme tamir proteinini etkileyen mutasyonlarin yol acabildigine
yonelik gorusler bildiriimektedir (114). Tam olarak acikliga kavusmamis bu
konu i¢in ileri galismalara ihtiyag vardir. Bizim ¢alismamizda, iki olguda MSH6
ile zayif immunekspresyon dikkati ¢ekti. Ancak molekuler olarak bu olgularda

yanlig-eslesme tamir gen mutasyon/metilasyon analizi uygulanamadi.

Cift zincirli DNA kiriklari olustuktan sonra, kontrol basamaklarinda P53 ve
ATM proteinlerinin etkili olabilecegi yoninde gorugler mevcuttur. Tam agikliga
kavusturulamamis bu basamakta, normal hucrelerde gorulen DNA kiriklari ile
olusturulan 1G gen rekombinasyonu ile patolojik translokasyonlar arasinda
kontrol yolaginda P53 ve ATM proteinlerinin islevi oldugu dugunulmektedir. Bu
proteinler, normal mutasyonlarin olusmasi sirasinda yardimci olarak ancak
patolojik translokasyonlar olustugunda ise bunlari engelleyici olarak fonksiyon
goOsterdikleri ileri surlGlmektedir. Calismalarda, P53 proteininin fazla
ekspresyonunun, P53 genindeki mutasyonlar ve lenfomagenezle iliskili
olabilecegi bildiriimektedir (115). Diffuz buyuk B-hucreli lenfomalarda, P53
ekspresyonu ile MYC protein ekspresyonu ve/veya MYC geni translokasyonu
arasinda iligki olduguna dair yayinlar mevcuttur (5, 27, 116, 117). Birgok
¢alismada, artmis P53 immunekspresyonun, DBBHL’da kotu prognostik faktor
oldugu bildirilmektedir (116-119). ATM mutasyonunun P53 yolagdini inhibe
ederek DBBHL patogenezinde oOnemli olabilecegi yonunde c¢alismalar
bildirilmigtir (120, 121). Murinlerde ATM kaybinin, DBBHL benzeri hastaliga
yol actigi ve lenfomagenezde roll olabilece@i bildiriimektedir (122). ATM
proteini kaybinin, daha ¢ok primer santral sinir sistemi diffliz buyuk B-hucreli

lenfoma olgularinda olup prognoz ile iligskisi olmadigi yayinlar mevcuttur (123).



Fizyolojik olarak normal B-hicre gelisimi sirasinda AID ile baslayan UNG
ve yanlig-eslesme tamir proteinlerini ve P53, ATM gibi timdr baskilayici
proteinleri kapsayan mekanizma tam olarak agikliga kavusturulamamistir. Bu
proteinlerin lenfomagenezdeki rolleri ise arastiriimaya devam etmekte ve
simdiye kadar bilinmeyenlerin olduk¢a fazla oldugu dusundlmektedir.
Calismamizda DBBHL olgularinda, bu proteinlerin immunekspresyonlarinin
dagihimlarina dair veri ortaya koymak ve double-ekspresor lenfoma, MYC
ekspresyonu =%40 olan olgular ve BCL2 ekspresyonu =2%50 olan olgular ile
iliskilerinin saptanmasi hedeflendi. Calismamizda; AID, UNG, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, P53, ATM immunekspresyonlari ile toplam sagkalim arasinda
iliski saptanmadi. Calismamizdaki olgular; “AID pozitifligi + UNG negatifligi
veya zayif MMR immunekspresyonu”, “AlD pozitifligi + UNG pozitifligi”, “AID
pozitifligi + P53 ekspresyonu ve/veya ATM ekspresyon kaybi” olarak
gruplandiginda da toplam sagkalim arasinda iliski saptanmadi. Bu proteinlerin
ekspresyonlari ile double-ekspresor lenfoma, MYC ekspresyonu (=%40) ve
BCL2 ekspresyonu (2%50) arasindaki iligki degerlendirildiginde, sadece P53
ile MYC ekspresyonu birlikteligi arasinda iliski saptandi. Ayrica yanlis-eslesme
tamir proteinlerinde immunekspresyon kaybi izlenmemesi nedeniyle DBBHL
lenfoma patogenezinde bu proteinlerin yerinin daha geri planda oldugunu

dusundimustar.

Ki67 proteini, proliferasyonu gdsteren belirte¢c olarak kullaniimakta olup,
DBBHL olgularinda prognoz ile iligkili oldugu yonunde ¢ok sayida galisma
mevcuttur. Ki67 ile proliferatif indeks arttikca daha kotu prognoz izlendigi
bildirimekle birlikte bu konuda tartigmalar devam etmektedir. Bazi
calismalarda prognostik 6neminin olmadigi bildiriimektedir. Literattirde farkl
calismalarda, immunhistokimyasal degerlendirmede farkli Ki67 esik
degerlerinin kullanildigi goéralmustir (63, 64, 124-126). Calismamizda; %50
alt, %50-90 arasi ve %90 Uzeri immunekspresyon varlidi ile gruplama
yapimistir. Calismamizda Ki67 indeksinin, tek degiskenli Cox orantisal
regresyon analizi ile duguk toplam sagkalim iligkili oldugu gosterilmis ancak bu

fark log-rank testinde ve ¢ok degiskenli Cox orantisal regresyon analizinde



saptanamamistir. Bu nedenle Ki67 proliferasyon indeksinin bagimsiz koétu

prognostik faktéor olmadigr disuniimustar.



6. SONUCLAR

Bu calismada;

» DBBHL'larda, yasin 60’tan buyuk olmasinin, ileri Ann Arbor evresinin,
yuksek R-IPI ve NCCN skorunun; kétl toplam sagkalim ile iligkili oldugu
gorulmustar.

» DBBHL'larda, MYC ekspresyonu (=%40) ile dusik toplam sagkalim
arasinda iligki saptanmisgtir.

» Double-ekspresor DBBHL alt grupta ve BCL2 ekspresyonu (=%50)
varliginda daha dusuk sagkalim izlenmekle birlikte anlamli iliski
bulunamamistir.

» Lenfoma etiyopatogenezinde rolu olabilecek DNA kiriklarinin olusumunda
ve tamirinde gorevli AID, UNG, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, P53, ATM
proteinlerinin immunekspresyonlari ile DBBHL’larda toplam sagkalim
arasinda iligki olmadig1 gorulmustur.

» AID, UNG, MLH1l, MSH2, MSH6, PMS2, P53, ATM proteinlerinin
immunekspresyonlari ile Double-ekspresor lenfoma grubu ile arasinda
iliski olmadigi gorulmustar.

» DBBHL'larda, P53 immunekspresyonu (>%50) ve MYC
immunekspresyonu (2%40) birlikteliginin iliskili oldugu gosterilmistir.

» Yanlig-eslesme proteinlerinin immunekspresyonlarinda kayip izlenmemesi
nedeniyle bu proteinlerin DBBHL patogenezinde belirgin roli olmadigi

kanisina variimistir.
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