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KISALTMALAR

ABC: Aktive B hicre tipi

BBA: Buyuk buyutme alani

CTLA-4: Sitotoksik T lenfosit-iligkili antijen 4
DBBHL: Diffuz buyuk B hucreli lenfoma

DSO: Diinya Saglik Orgit

EBV: Epstein-Barr virus

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group
FDG: Fluorodeoksiglukoz

GCB: Germinal merkez B hucre tipi

HCV: Hepatit C virtsu

HE: Hematoksilen eozin

IFN: interferon

IPI: Uluslararasi Prognostik indeks

IRF-1: interferon regilatér faktér-1

KLL/SLL: Kronik lenfosittik Id6semi/klicuk lenfosittik lenfoma
KT: Kemoterapi

LDH: Laktat dehidrogenaz

LM orani: Lenfosit/monosit orani

MDSC: Myeloid kdkenli stipresor hicre
M-MDSC: Monositik myeloid kokenli supresor hicre
MPV: Ortalama platelet hacmi

NHL: Non-Hodgkin lenfoma

NK: Dogal élduricu

NL orani: Notrofil/lenfosit orani



NOS: Bagka turlt siniflandirilamayan

PD-1: Programlanmis hucre olumu 1

PD-L1: Programlanmig hucre élumu ligand 1

PET: Pozitron emisyon tomografisi

PL orani: Platelet/lenfosit orani

R-CHOP: Rituksimab, siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin ve prednizolon
R-IPI: Revize Uluslararasi Prognostik Indeks

TAM: Tumdr iligkili makrofaj (tumaru infiltre eden makrofaj)

TCR: T htcre reseptoru

TiL: TUmord infiltre eden lenfosit



GiRiS

Diffiz bayuk B hucreli lenfoma (DBBHL), non-Hodgkin lenfomalarin (NHL)
en sik gorulen histolojik alt tipidir ve yeni tani alan lenfomalarin yaklasik %30-
40’11 olusturur (1, 2). DBBHL ler klinik 6zellikler de dikkate alinarak
morfolojik varyantlar ve molekuler alt tiplere ayrilmistir. Bununla birlikte,
biyolojik olarak heterojen ve alt tipleme igin agik ve kabul edilmig bir dlgute
sahip olmayan pek ¢ok olgu vardir (3). DBBHL ler tipik olarak aylar iginde
gelisen ve tedavi edilmediginde 6lumcul olabilecek semptomatik hastaliga
neden olan agresif lenfomalardir (4). Buna karsin ileri evre olgularda dahi
hastalarin gcogu immunokemoterapi ile tedavi edilebilmektedir (4).
Rituksimab, siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin ve prednizolon rejimi (R-
CHOP) gibi rituksimab ile kombine edilen antrasiklin bazli kemoterapiler,
DBBHL i¢in standart tedavi olmustur (5). Rituksimab tedavisiyle gézlenen
gelismelere ragmen ileri evre DBBHL olgularinin yaklasik Ggte biri tedaviye
direnclidir ya da hastalik sik niikslerle seyreder (6). Hastalarin yarisindan
fazlasi uzun sureli remisyona ulassa da, 6zellikle ylksek riskli hastalarda bu
tedaviler etkisiz kalabilmektedir (7). Son on yilda molekuler genetikteki
gelismeler sonucu temel onkojenik yolaklarin ve yeni tedavi hedeflerinin
kesfedilmesine yol agcan DBBHL'nin biyolojik ¢esitliligine dair anlayis buyuk
Olclide gelismistir (4). Bu nedenle DBBHL hastalarinin tedavisinde molektler
onkojenik mekanizmalara dayanan yeni tedavi yontemlerinin geligtiriimesi
gerekmektedir (7).

Son yillarda malign hicreler ile timor mikrogevresi arasindaki etkilesimin
ve tumor hacrelerinin immun sistemden kagis mekanizmalarinin daha iyi
anlasiimasi sonucu kanser tedavisinde immun yaniti uyaran ya da timor
hicrelerinin immun sistemden kagisini engelleyen yeni tedavi yontemleri

tanimlanmaktadir (8). Tumér mikrogevresi ve tumor hicrelerinin immun



sistemden kagisi ile ilgili molekullerin prognozu 6ngorulebilecegdi de
dusunulmektedir. Hastalarda tumore kargi daha iyi bir immun yanitin
olusturulabilmesine yonelik immun tedavi yontemleri ve bu tedavilerden en
yuksek yarari gorecek hasta gruplarinin belirlenmesini saglayacak belirtegler
calismalarla ortaya konmustur. Programlanmig hicre 6limua 1 (PD-1),
programlanmis hucre 6limu ligand 1 (PD-L1) ve sitotoksik T lenfosit-iliskili
antijen 4 (CTLA-4) gibi molekullerin tanimlanmasi, bu molekulleri hedef alan
yeni tedavilerin kullanima girmesiyle sonuglanmistir. Ornegin CTLA-4’e kars!
gelistirilmis bir monoklonal antikor olan ipilimumab, ileri evre melanom
hastalarinda 6nemli bir tedavi segcenegi olmaya baslamistir. Ayrica PD-1’i
hedef alan nivolumab ve pembrolizumab; PD-L1’i hedef alan atezolizumab
gibi tedavi ajanlari melanom, kuguk hucreli digi akciger kanserleri, bobrek
kanserleri ve mesane kanserleri gibi tumor gruplarinda klinik kullanima
girmektedir (9). Bu molekdillerin lenfomalardaki durumu yani sira timor
mikrogevresinin ana bilesenlerinden olan makrofajlarin prognostik etkisini
belirlemeye yonelik arastirmalar da artmaktadir.

Bu calismada; tumor mikrogevresi ve kontrol noktasi blokaji iligkili
molekullerden olan PD-1, PD-L1, CTLA-4, CD163 ve CD14’lin DBBHL’lerde
immunohistokimyasal yontemle boyanma durumunun saptanmasi, bu
verilerle hastalarin prognostik verilerinin karsilastirilarak bu belirteglerin
DBBHL olgularinda prognozu 6ngorup goremeyecedinin belirlenmesi

amaclanmaktadir.



GENEL BILGILER

Diffiiz Bliyuk B Hiicreli Lenfoma, NOS

DBBHL, diffiiz gelisim paternine sahip, normal lenfosit boyutunun iki
katindan daha buyuk, orta ya da buyuk boy B lenfoid hlcrelerin neoplazmidir
(10). NHL'ler icin 1960’h yillardan gunumuze Rappaport, Lukes&Collins,
revize Rappaport, Kiel, Working formulation ve REAL siniflamasi gibi farkli
siniflamalar kullaniimistir (11-13). 2001 yilinda REAL siniflamasi temel
alinarak Dinya Saglik Orgiitii (DSO) siniflamasi olusturulmustur (12). 2016
yilinda, lenfoid sistem timérleri igin kullanilan DSO, 2008 siniflamasi
guncellenmis olup gunumizde bu siniflama kullaniimaktadir (Tablo 1) (14).

Morfolojik, biyolojik ve Kklinik calismalar sonucu DBBHL’ler morfolojik
varyantlar, molekuler alt tipler ve farkli hastaliklar olarak gruplara ayrilmigtir.
Bununla birlikte, biyolojik olarak heterojen olabilen ve alt tipleme igin acik ve
kabul edilmis bir 6lgute sahip olmayan bir¢ok olgu vardir. Bu olgular, Tablo
1’de listelenen spesifik tani dlgutlerine sahip olmayan olgulardir ve timu
DBBHL, baska turla siniflandirilamayan (DBBHL, NOS) olarak gruplanir (10).
DSO, 2016 siniflamasina gore DBBHL, NOS’lar; ‘germinal merkez B hicre
tipi (GCB)’ ve ‘aktive B hucre tipi (ABC)’ olmak Uzere iki molekuler alt tip igerir
(10, 14). Morfolojik varyantlari ise sik ve nadir gorulen varyantlar olarak 2 ana
gruba ayrilmaktadir. Sentroblastik, immunoblastik ve anaplastik varyantlar
DBBHL, NOS’larin sik gorulen morfolojik varyantlaridir (14). Bunlarin disinda;
miksoid stroma ya da fibriler matriks igeren, psddorozet formasyonu
olusturan, igsi gériinimde veya tasl ylzuk benzeri morfolojide olan,
sitoplazmik granuller, mikrovillus projeksiyonlari ve interselller junktionlar

olusturan daha nadir goérulen morfolojik varyantlar da tanimlanmistir (10).



Tablo 1: DSO, 2016 siniflamasina gére matiir B hiicre neoplazmlari

Matiir B hiicre Neoplazmlari

Kronik lenfosittik 16semi/kiiglk lenfosittik lenfoma

Monoklonal B hiicre lenfositozu

B hicreli prolenfositik [6semi

Splenik marjinal zon lenfoma

‘Hairy cell’ 16semi (TUylu hicreli [I6semi)

Splenik B hiicreli lenfoma/lésemi, siniflandirilamayan

Splenik difftiz kirmizi pulpa kligiik B hiicreli lenfomasi

‘Hairy cell’ Ibsemi-varyant

Lenfoplazmasitik lenfoma

Waldenstrém makroglobulinemisi

Onemi bilinmeyen monoklonal gammopati (MGUS), IgM

M agir zincir hastaligi

y agir zincir hastahgi

a agir zincir hastahgi

Onemi bilinmeyen monoklonal gammopati (MGUS), IgG/A

Plazma hicreli myelom

Kemigin soliter plazmasitomu

Ekstraossetz plazmasitom

Monoklonal immunoglobulin depozisyon hastaliklari

Mukoza iligkili ekstranodal marjinal zon lenfoma (MALT lenfoma)

Nodal marjinal zon lenfoma

Pediatrik nodal marjinal zon lenfoma

Follikiler lymphoma

in situ follikller neoplazi

Duodenal tip folliktler lenfoma

Pediatrik tip folliktler lenfoma

IRF4 yeniden dlizenlenimi gésteren bliylik B hiicreli lenfoma

Primer kutanoz follikil merkez lenfomasi

‘Mantle’ hicreli lenfoma

in situ ‘mantle’ hlcreli neoplazi

Diffiz buylk B hiicreli lenfoma (DBBHL), NOS

Germinal merkez B hiicre tipi

Aktive B htcre tipi

T hicre/histiosit zengin buyik B hicreli lenfoma

Santral sinir sisteminin (SSS) primer DBBHLsi




Tablo 1: DSO, 2016 siniflamasina gére matiir B hiicre neoplazmlari (DEVAM)

Primer kutan6z DBBHL, bacak tipi

EBV+ DBBHL, NOS

EBV+ mukokutanéz lilser

Kronik yangi iligkili DBBHL

Lenfomatoid granilomatozis

Primer mediastinal (timik) biyik B hicreli lenfoma

intravaskdiler biiyiik B hiicreli lenfoma

ALK+ biyik B hicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

Primer eflizyon lenfomasi

HHV8+ DBBHL, NOS

Burkitt lenfoma

11q aberasyonu gésteren Burkitt benzeri lenfoma

MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 yeniden dizenlenimi gésteren yiksek dereceli B hicreli

lenfoma

YUiksek dereceli B hiicreli lenfoma, NOS

DBBHL ve klasik Hodgkin lenfoma arasinda 6zellikler gésteren B hiicreli lenfoma,

siniflandirilamayan

Gegici antiteler italik olarak listelenmigtir.

Epidemiyoloji:

Non-Hodgkin lenfoma insidansi son birkag on yilda artis géstermistir.
NHL’lerin yaklasik %85-90'I B hucre kdkenli iken geri kalan NHL’ler T hlicre
ve NK hucrelerinden kaynaklanir (15). Spesifik lenfoma alt tiplerinin sikhg,
cografi bolgelere gore degiskenlik gostermektedir; ancak DBBHL tim
dinyada yaygindir (15) ve NHL’lerin en sik gorulen histolojik alt tipidir. Yeni
tani alan lenfomalarin yaklasik %30-40’ini DBBHL’ler olusturur (1, 2). TUm
yaslarda gorulebilmesine karsin yaslilarda daha siktir ve ortanca hasta yasi
65 yastir (16). Erkeklerde kadinlara gore hafifge daha siktir (17, 18).

Etiyoloji:

DBBHL lerde ¢ogdu olguda etiyoloji bilinmemekle birlikte (de novo),
olgularin bir kismi daha az agresif bir lenfomanin transformasyonu

(sekonder) sonucu gelismistir (10, 19). Kronik lenfosittik [6semi/kiguk



lenfositik lenfoma, follikliler lenfoma, marjinal zon lenfoma ya da nodtler
lenfosit predominant Hodgkin lenfoma gibi daha az agresif lenfomalar
DBBHL'ye transforme olabilirler (10, 19).

Konjenital ya da kazanilmis immun yetmezlik durumlarinin yani sira
molekuler aberasyonlara neden olan ajanlar predispozan faktorler olarak
belirtiimektedir (20). Altta yatan immun yetmezlik DBBHL geligimi icin dnemli
bir risk faktéridir (10). Ozellikle son yillarda DBBHL ve virlisler arasindaki
iligkiler tartisma konusu haline gelmistir. DBBHL ile hepatit C virustu (HCV)
arasinda iligki oldugu bildiriimektedir (21). Epidemiyolojik ¢calismalar sonucu,
HCV prevalansinin yiksek oldugu bdlgelerde dislk olanlara gore lenfoma
riskinin daha yuksek oldugu gosterilmistir (21, 22). Epstein-Barr viris (EBV),
DBBHL da dahil olmak tzere genis bir lenfoproliferatif hastalik spektrumu ile
iliskilidir (23-25). immun yetmezlik zemininde ortaya ¢ikan DBBHL,
NOS’larda EBV pozitifligi sporadik olgulara gore daha siktir. Zeminde immun
yetmezlik olmayan DBBHL olgularinda EBV pozitifligi bati toplumlarinda %3
oraninda iken Asya ve Latin Amerika toplumlarinda yaklasik %10 olarak
bildirilmistir ve tipik olarak bu olgulardaki lenfomalar ABC alt tipindedir (25-
31). Eger timor hicrelerinin gogunda EBV pozitif ise EBV pozitif DBBHL,
NOS ya da baska bir spesifik EBV pozitif lenfoma (kronik yangi iligkili

DBBHL, lenfomatoid grantlomatozis vb.) tanisi dustunulmelidir (10).
Lokalizasyon:

DBBHL nodal ya da ekstranodal hastalik seklinde prezente olabilir.
Olgularin %401 baglangigta ekstranodal dokulara sinirli olarak goéralur (17,
32, 33). En sik ekstranodal tutulum yeri gastrointestinal sistem olmasina
karsin tum dokular primer tutulum yeri olabilir (10, 34). En sik tutulan diger
ekstranodal dokular; kemik, testis, dalak, Waldeyer halkasi, tukuruk bezi,
tiroid, karaciger, bdbrek ve adrenal bezlerdir (10).

Tani aninda olgularin yaklasik %10-25'inde kemik iligi tutulumu saptanir
(35, 36). DBBHL’de kemik iligi tutulumu uyumsuz (kemik iliginde duguk
dereceli B hicreli lenfoma) ya da uyumlu (kemik iliginde buyuk hicreli
lenfoma) olabilir (36-40). Minimal tutulumun tespit edilme orani morfolojik



incelemeye ek olarak flow sitometri, immunohistokimyasal ¢alismalar ve
molekuler genetik gibi ydontemlerin uygulanmasi ile artabilir (41, 42). Son
calismalara gore fluorodeoksiglukoz-pozitron emisyon tomografisi (FDG-
PET) uyumlu kemik iligi tutulumunu gostermede sensitif bir yontemken
uyumsuz tutlum igin guvenilir bir ydntem degildir (43-45). Lenfoma
evrelemesinde kabul edilen son dlcltlere gére FDG-PET sonucu negatif
olgularda rutin kemik iligi biyopsisi onerilmemektedir (46). DBBHL nin

periferik kan tutulumu nadirdir (10).
Klinik Ozellikler:

Hastalar genellikle tek veya multipl nodal ya da ekstranodal yerlesimli hizli
buyuyen kitlelerle basvururlar. Hastalarin yarisina yakini tani aninda erken
evrededir (evre | ya da evre Il). Ancak DBBHL'nin baslangi¢ evrelemesine
PET-bilgisayarl tomografinin (PET-BT) dahil edilmesi, erken evre hastaligi
olan hastalarin ylzdesinin azalmasiyla sonuglanmistir. Cogu hasta tani
aninda asemptomatiktir ancak B semptomlari (ates, gece terlemesi, kilo
kaybi) gorulebilir. Ekstranodal tutulumlu olgularda lokalizasyona bagli

semptomlar gorilebilir (17, 18).
Morfolojik Ozellikler:

DBBHL’de tutulan lenf nodu ya da ekstranodal dokular; normal yapilarini
orta ya da buyuk boy lenfoid htcrelerin diffiz proliferasyonu sonucu siklikla
tamamen, bazen de parsiyel olarak kaybederler. Parsiyel nodal tutulum
interfollikller ve/veya daha az siklikla sintzoidal olabilir. Nodal tutulumlu
olgularda siklikla perinodal doku infiltrasyonu saptanir. Kalin ya da ince
sklerotik bantlar gérulebilir. DBBHL, NOS’larin morfolojik 6zellikleri ¢esitlilik
gOsterir ve olgular sik ve nadir goértlen morfolojik varyantlar olarak
gruplanabilir. Morfolojik 6zelliklerin gesitliligi nedeniyle ayirici taniya yonelik
ek incelemelerin yapilmasi gerekmektedir. Tum varyantlarda timor hicreleri,

¢cok sayida T lenfositler ve/veya histiositler ile karisik halde bulunabilir (10).



Sik qoriilen morfolojik varyantlar:

a. Sentroblastik varyant: Sentroblastlar; orta boy, oval ya da yuvarlak,
veziklle nukleuslu, 2-4 nukleollt hiucrelerdir. Genellikle bazofilik ya da
amfofilik dar bir sitoplazmaya sahiptir. Sentroblastik varyant en sik gorulen
varyanttir ve bazi olgularda timor monomorfik olup %90’dan fazla
sentroblast igerirken bazilari sentroblast ve immunoblastlari beraber
icerecek sekilde polimorfik 6zelliktedir. Sentroblastik olgular genellikle
GCB alt tipindedir (47). Ancak ¢ogu olgu sentroblastlar ve
immunoblastlarin karigsimi (<%90) seklinde polimorfik 6zelliktedir.

b. Immunoblastik varyant: %90’dan fazlasi immunoblastlardan olusur.
immunoblastlar; tek ve santral yerlesimli niikleolli, belirgin bazofilik
sitoplazmali hiicrelerdir. Immunoblastik ve sentroblastik varyant ayriminin
go6zlemler/gézlemciler arasinda tekrarlanabilirligi distktir (48, 49).

c. Anaplastik varyant: Daha nadir gorllen varyanttir. Hodgkin/Reed-
Sternberg hlcresi ya da anaplastik blyuk hucreli lenfoma hlcrelerine
benzer dzellikte timor hicreleri goralur. Hiucreler sintzoidal ve/veya
koheziv gelisim paterni gostererek andifferansiye karsinomu taklit edebilir
(50). Bu varyant, ALK pozitif baylk B hicreli lenfoma ile biyolojik ve klinik
olarak iligkisizdir (10).

Nadir goriilen morfolojik varyantlar:

Miksoid stroma ya da fibriler matriks iceren, psédorozet formasyonu
olusturan, igsi gérinimde veya tasli ylzik benzeri morfolojide olan,
sitoplazmik granuller, mikrovillus projeksiyonlari ve intersellller junktionlar

olusturan daha nadir gorulen morfolojik varyantlar tanimlanmigtir (10).
immunfenotipik Ozellikler:

DBBHL’nin hicreleri tipik olarak CD19, CD20, CD22, CD79a ve PAXS5 gibi
pan-B hlcre belirteglerini beraber eksprese ederler. Buna kargin bunlardan
bir ya da birden fazlasinda ekspresyon kaybi goérulebilir (10). Rituksimab
(anti-CD20) ya da anti-CD22 antikorlari ile tedavi edilen DBBHL olgularinda,
rekurren hastaliklarda CD20 veya CD22 ekspresyon kaybi gorilebilir (51).



Olgularin %50-75’inde ylzey ve sitoplazmik immunglobulin ekspresyonu
gorulebilir ancak sitoplazmik immunglobulin varligi CD38 ve CD138 gibi
plazma hucre belirteglerinin ekspresyonu ile iligkili degildir (52). Fakat nadiren
CD20 pozitif hucrelerde CD38 ve CD138 pozitifligi de saptanabilir (10).
Olgularin %10-20’sinde, 6zellikle de anaplastik varyantta CD30 ekspresyonu
gorulebilir (27, 53).

DBBHL olgularinin %5-10’unda CD5 ekspresyonu gozlenir (54, 55). CD5
pozitif olgularin gogu de novo olgulardir ve nadiren kronik lenfosittik
|I6semi/kiguk lenfosittik lenfomadan (KLL/SLL) gelisir. CD5 pozitif DBBHL,
‘mantle’ hiicreli lenfomanin blastoid varyantindan Siklin D1 ve SOX11
negatifligi ile ayrilabilir (56).

DBBHL’lerde MYC ve BCL2 ekspresyonlari oranlari, pozitifligi tanimlamak
icin kullanilan esik dedere badli olarak degiskenlik gosterir. Cogu calismaya
g6re BCL2 ile timor hicrelerinin 2%50, MYC ile timor hicrelerinin nikleer
boyanmasi 2%40 ise pozitif olarak kabul edilmektedir. Bu iki belirteg ile
boyanan olgular ‘double ekspresor’ olarak adlandiriimaktadir ve bu olgular
genellikle ABC alt tipindedir (57, 58).

DBBHL'lerde CD10 ekspresyonu %30-50, BCL6 ekspresyonu %60-90 ve
MUMA1 ekspresyonu %35-65 oraninda bildiriimektedir (59-62). Normal
germinal merkez B hicrelerinde BCL6 ve MUM1 koekspresyonu
beklenmezken tum DBBHL’lerin %50’sinde bu iki belirtecin birlikte eksprese
edildigi bildirilmistir (63). Olgular bu g belirtecin kullanildigi Hans algoritmasi
ile GCB ve non-GCB alt tiplerine ayirmaktadir ve timor hticrelerinin boyanma
orani 2%30 ise belirte¢ pozitif olarak kabul edilmektedir (Sekil 1) (64).

Klasik bilinen molekuller disinda da DBBHL lerde gesitli molekullerin
ekspresyonu gosterilmistir. Ornegin, FOXP1 ekspresyonu, germinal merkez
fenotipi olmayan ve t(14;18) géstermeyen olgularin yaklasik %20’sinde
bildirilmigtir (65). Yine bir germinal merkez belirteci olan GCET1, olgularin
%40-50’sinde pozitiftir ve GCB alt tipiyle ylksek korelasyona sahiptir (66).
LMO2 ekspresyonu ise olgularin %45’inde gorilir ve bu belirte¢ germinal
merkez belirtecleri ile korele iken MUM1 ya da BCL2 ile korele degildir (67).



GCB
+ non-GCB
+
o MUM1
CD10 (230%) , (230%)\
_ GCB

Bcl-6
(230%)

- non-GCB

Sekil 1: Hans algoritmasina gore olgularin GCB ve non-GCB alt tiplerine

ayriimasi

BCL2 ekspresyonu %47-84 oraninda genis bir degiskenlikte
bildiriimektedir (61, 68-70). Ki67 ile proliferasyon indeksi genellikle %40’tan
yuksektir ve bazi olgularda %90’in Ustlnde olabilir (71-75).

Genetik Ozellikler:

Antijen reseptbr genleri:

Immunglobulin hafif ve adir zincir genlerinde yeniden diizenlenimler ve
degisik bolgelerde somatik hipermutasyonlar saptanabilir (3).

Mutasyon bélgeleri:

Son dénemlerde bircok calismayla DBBHL’de goérilen mutasyonlar ortaya
konmaktadir. Bu mutasyonlarin bazilari GCB ve ABC alt tiplerine spesifik
iken bazilar her ikisinde de gortlebilir. Ornegin, EZH2 ve GNA13
mutasyonlari neredeyse sadece GCB alt tipinde goérulirken CARD11,
MYD88 ve CD79B mutasyonlari ABC alt tipinde karakteristiktir (76-79).
Ayrica, tekrarlayan kopya sayisi degisiklikleri de arastirmalara konu
olmaktadir. Kromozomal kazanimlar ve delesyonlar yaygindir ve alt tiplerin
hicresel kdkenine (GCB ve ABC alt tipleri) bagl olarak farkhliklar gosterirler
(80, 81). MYC lokusundaki kazanimlarin sikhgr degiskendir ve MYC
degisiklikleri her iki alt tipte de goérulebilmekle birlikte GCB alt tipinde daha
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yaygindirlar (58, 82, 83). Ayrica ekstranodal DBBHL olgularinda gézlenen
mutasyonlari ortaya koymak ve lokalizasyona ve alt tipe bagli olabilecek
ortak genetik anormallikleri saptamak i¢in ¢alismalar bulunmaktadir (10).

Kromozomal translokasyonlar:

Olgularin %30’'unda DBBHL’de en yaygin translokasyon olan ve BCLG'yi
iceren 3q27 bdlgesinin yeniden dizenlenimleri gértlmektedir (84-90). Bu
yeniden duzenlenimler ABC alt tipinde daha yaygin saptanir (87). Follikuler
lenfomanin ayirici 6zelligi olan BCL2 translokasyonu t(14;18) olgularin
yaklasik %40’inda (daha sik olarak GCB alt tipinde) gorulir ve BCL2 ve
CD10 proteinlerinin ekspresyonu ile yakindan iligkilidir (58, 91-95).

MYC yeniden dizenlenimi olgularin %8-14’lUnde izlenir ve GCB alt tipi ile
ABC alt tiplerinde benzer oranlarda saptanir. DBBHL'de, MYC yeniden
dizenlenimi Burkitt lenfomadan farkli olarak karmasik bir karyotip ile iliskilidir.
MYC translokasyonunu barindiran DBBHL olgularinin yaklasik yarisinda
ayrica BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonu da gézlenir. Bu olgular DSO,
2016 siniflamasinda ‘MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 yeniden dizenlenimi
gOsteren ylUksek dereceli B hiicreli lenfoma’ bagligi altinda ayri bir tip olarak
tanimlanmistir (‘double hit lenfoma’) (568, 96-101). Tipik DBBHL morfolojisi ve
izole MYC translokasyonu olan olgular ise DLBCL, NOS kategorisinde
siniflandinlir (97, 98, 102). MYC translokasyonu olan cogu DBBHL, NOS
olgusu ‘double ekspresor'dur (immunohistokimyasal olarak hem MYC hem
de BCL2 ile pozitif) (57, 58, 103). DBBHL, NOS’lardaki daha nadir
translokasyonlar ise GCB alt tipinde bulunan TBL1XR1 translokasyonu ile
primer testikiler DBBHL’de daha sik gorulen CD274 (PDCD1LG1 ya da PD-
L1) ve PDCD1LG2 (PD-L2) yeniden duzenlenimleridir (104, 105).

Prognostik Faktorler:

Klinik 6zellikler:

DBBHL tedavi rejimine Rituksimab eklenmeden 6nce uzun donem

remisyon oranlari %50-60 arasinda idi (18). R-CHOP tedavi protokolu ile
birlikte; remisyon oranlari yaklasik %70-80 (106), 5 yillik progresyonsuz sag
kalim orani %60, genel sag kalim orani ise %65 olarak bildirilmektedir (4).
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Buna karsin hastalarin yaklasik %30-40’inda niuks hastalik saptanmaktadir
(107). Hastalik evresi ve hasta yasli, sag kalimi etkileyen dnemli faktorlerdir.
Yuksek riskli klinik 6zellikleri olan hastalari daha iyi belirleyebilen yeni
sistemler tanimlanmis olmasina ragmen, bes klinik degisken iceren
Uluslararasi Prognostik indeks (IP1) degerli bir prognostik arag olarak kabul
edilmektedir (108, 109).

IPI skoru (Tablo 2); yas, serum laktat dehidrogenaz (LDH) duzeyi, ECOG
(Eastern Cooperative Oncology Group) performans durumu, Ann-Arbor
evresi (Tablo 3) ve ekstranodal tutulum varligi maddelerinden olusmaktadir
(3, 18, 110). IPI skorlamasinda her bir faktérin varhigi/yoklugu
degerlendiriimekte olup 0-1 puan arasi: dusuk risk, 2 puan: dusuk-orta risk, 3
puan: orta-yuksek risk ve 4-5 puan: yuksek risk grubu olarak
siniflandinimaktadir (110). Revize IPI skorlamasinda (R-IPI) ise ayni
maddeler ve puanlama sistemi gecerli olup sadece prognostik gruplar farklilk
goOstermektedir. R-IPIl skorlamasina gore risk skoru 0 olan hastalar ‘cok iyi’, 1
ve 2 olanlar ‘iyi’, 3, 4 ve 5 olanlar ise ‘kotd’ gidigli prognostik grup olarak
siniflandiniimislardir (108).

R-IPI skorlama sistemine gore ‘¢cok iyi’ prognostik gruptaki hastalarda
uzun dénem progresyonsuz sag kalim orani %94 olup bu grup R-CHOP
tedavisinden yiiksek fayda gérmektedir. ‘iyi’ prognostik grupta progresyonsuz
sag kalim %80, ‘koétd’ prognostik grupta ise %53 olarak bildirilmistir (108).

Blyuk timor kitlesi (=10 cm), erkek cinsiyet, D vitamini eksikligi, disuk
vucut kitle indeksi, serum serbest hafif zincirlerin ylksekligi, monoklonal
serum IgM proteinleri, dusuk mutlak lenfosit/monosit orani (LM orani) ve
uyumlu kemik iligi tutulumu kot prognozla iligkili diger faktorler olarak kabul
edilmektedir (40, 111-119).

Morfoloji:

immunoblastik morfolojinin prognostik etkisi tartismalidir ve literatiirde
celiskili yayinlar mevcuttur. Bazi galismalarda olumsuz prognostik etkisi
oldugu sodylenirken bazilarinda ise kotu prognozla ilgisinin olmadigi
bildirilmektedir (48, 49).
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Tablo 2: Uluslararasi Prognostik indeks (IP1) Skoru

Prognostik Faktorler (Her biri 1 puan)

Yas >60

Serum LDH yuksekligi

K6t performans durumu (ECOG skoru 22)

Yuksek evre (Evre IlI-1V)

1’den fazla ekstranodal bolge tutulumu

Risk Grubu (Standart IPI)

0-1 Dusuk risk

2 Dusuk-orta risk

3 Orta-yUksek risk

4-5 Yiksek risk

Risk Grubu (R-IPI)

0 Cok iyi
12 |lyi
3-4-5 | Kétd

LDH: Laktat dehidrogenaz, ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

Tablo 3: Ann-Arbor Evreleme Sistemi:

| Tek lenf nodu bdlgesinin tutulumu veya tek bir ekstranodal organ ya

da bolgenin tutulumu (IE)

Il Diyaframin ayni tarafinda iki veya daha fazla lenf nodu bdélgesinin
tutulumu ya da diyaframin ayni tarafinda bir ekstranodal bolge veya
organin lokalize tutulumu (lIE) ile birlikte bir ya da daha fazla lenf

nodu bdlgesinin tutulumu

lll | Diyaframin her iki tarafinda lenf nodu bolgelerinin tutulumu
Buna bir ekstranodal organ veya bdlgenin (IlIE) ya da dalagin (111S) ya

da her ikisinin (IlIISE) lokalize tutulumu eglik edebilir

IV | Lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin, bir veya daha fazla uzak

ekstranodal organin diffiz ya da dissemine tutulumu

A: Asemptomatik

B: Ates, terleme, vicut agirhginin %10’undan fazlasinin kaybi
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Immunfenotip:

Birgok immunohistokimyasal belirtecin prognostik etkisinin oldugu
bildirilmesine karsin cogu dogrulanamamis ve rutin belirtecler olarak kabul
edilmemigtir (120-122). De novo CD5 (+) DBBHL lerin agresif klinik
Ozelliklerle iligkili oldugu, CD5 (-) DBBHL’lere gbre daha kot prognoziu
oldugu bildiriimektedir (54). BCL2 igin bildirilen kotu prognostik etki ve BCL6
icin bildirilen iyi prognostik etki, CHOP kemoterapi rejimine rituksimab
eklenmesiyle degismistir (123, 124). Read ve arkadaslarinin yaptigi meta-
analize gbre gen ekspresyon profili ile belirlenen hicresel kokenin (GCB ve
ABC subtipleri) prognostik 6neminin oldugu, immunohistokimyasal
algoritmaya dayanan yontemin (Hans algoritmasi, GCB ve non-GCB alt
gruplan) ise prognozu yansitmadigi bildiriimistir. Bu gcalismaya goére gen
ekspresyon profili ile belirlenen GCB alt tipindeki olgularin sag kalimlarinin
ABC alt tipindekilere gore anlamli derecede daha iyi oldugu saptanmistir
(125). Tum DBBHL, NOS olgularinin yaklasik %30’u ‘double ekspresor’
lenfoma olup bu immunprofile sahip olgularin prognozu konusunda da gorus
birligi bulunmamaktadir (126, 127). MYC pozitif olgularin daha kétu prognoza
sahip olduklari bildiriimektedir (128, 129). Primer mediastinal buylk B hicreli
lenfomalar hari¢, EBV negatif DBBHL'lerde CD30 ekspresyonunun (olgularin
yaklagik %10-20’sinde gozlenmektedir) olumlu klinik seyirle iligkili oldugu
saptanmigtir (27, 53). Literatirde DBBHL lerde siklin D1 pozitifliginin kotl
prognozla iligkili oldugunu bildiren yayinlar yani sira prognostik etkisinin
olmadigini bildiren ¢calismalar da bulunmaktadir (130).

Proliferasyon:

Ki-67 proliferasyon indeksi ile degerlendirilen yltksek proliferatif oranin
prognostik dnemi tartismalidir. Hem CHOP hem de R-CHOP ile tedavi
yapilan dénemlerdeki calismalarda elde edilen bulgular geligkilidir. Bu
durumun hasta yasi, diger klinik degiskenler ve hlcresel kdkenin goz ardi
edilmesiyle olusturulan ¢alisma gruplari nedeniyle bu sonuglarin ortaya
ciktigr dusundlmektedir (57, 73, 131, 132).
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Genetik:

Bazi ¢alismalarda, BCL2'yi i¢ceren bir translokasyonunun varhgi, R-CHOP
ile tedavi edilen GCB alt tipindeki DLBCL olgularinda kotu prognoz ile iligkili
bulunmustur (91, 93, 95). BCL2 kopya sayisinin artmasi, ABC alt tipinde kotu
prognozu gostermektedir (82). BCL6 translokasyonu ABC alt tipinde daha
siktir ve bazi ¢alismalara gore kotl prognozu 6ngérur (85, 87, 90). MYC
translokasyonlari, DBBHL, NOS olgularinin %8-14’dnde gorulur ve kotu sag
kalim gostergesidir (97, 132-134). Cogu caligmaya gore MYC ve BCL2
‘double hit’ lenfomalarin GCB alt tipinde daha yaygindir ve bu olgularda sag
kalim duasuktar (58, 98, 133, 135). MYC ve BCL6 translokasyonlarinin
prognostik onemi ise tartismahdir (128, 136, 137). Bu translokasyonlar ABC
alt tipinde daha yaygindir (58, 128, 137). Ancak DSO, 2016 siniflamasina
g6re bu ‘double hit’ lenfomalar ‘MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 yeniden
dizenlenimi gosteren ylksek dereceli B hiicreli lenfoma’ olarak
siniflanmaktadir (14). TP53 kaybi ve/veya mutasyonlari olan DBBHL
olgularinda da sag kalim dusuktur (138, 139). Ayrica kromozom 9p21 ve
trizomi 3 tzerindeki CDKN2A lokusunun delesyonlari ABC alt tipi ve dusuk
sag kalm ile iligkilidir (140, 141).

Mikrocgevre:

Gen ekspresyonu profili galismalari, DBBHL’deki timor mikrogevresindeki
hem non-neoplastik hicreler hem de hicre digi matriks bilesenlerinin
prognostik roll oldugunu gostermektedir (142). R-CHOP tedavi protokoll
doéneminde ‘stromal-1’ (hlicre disi matriks birikimi ve histiositik infiltrasyon) ve
‘stromal-2’ (tumordeki kan damari yogunlugu/anjiyogenez) imzalarinin
prognostik dneminin oldugu bildirilmistir (143). Mikrogevreyi temsil eden bir
gen olan TNFRSF9 ekspresyonunun da prognozu 6ngordugu gosterilmistir
(144). Ayrica MHC sinif Il kaybinin timoru infiltre eden CD8+ T lenfositlerin
azalmasina yol actigi ve kotu klinik gidigle iliskili oldugu saptanmistir (145).
immun sistemden kagis mekanizmalarini ilgilendiren molekiiler degiliklikler
de DBBHL’de sa§ kalim agisindan énemlidir. Ornegin PD-L1’in fazla
eksprese edilmesinin azalmis sag kalim ile iligkili oldugu bildirilmektedir (7).

15



Diger immun sistem hucrelerinin prognostik rolinu degerlendiren az sayida
calisma da bulunmaktadir.
MikroRNA:

MikroRNA'lar1 iceren somatik mutasyonlarin DBBHL’de hucresel koken ve

IPI'den bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilmigstir (146).
Tedavi:

DBBHL agresif fakat potansiyel olarak multi-ajan kemoterapi ile tedavi
edilebilir bir hastaliktir. CHOP kemoterapi rejimi yillardan beri tedavinin
dayanak noktasi olmustur. CHOP rejimine bir anti-CD20 antikoru olan
rituksimab’in eklenmesi ile yagsam surelerinin 6nemli 6lgctide uzadigi tespit
edilmistir (147). Farkh tedavi segenekleri olsa da bunlarin sag kalim Gzerinde
olumlu etkilerinin olup olmadigi belirsizdir (4). ABC alt tipindeki olgularda sag
kalimi arttirmak igin R-CHOP rejimi temeline yeni ajanlarin eklenmesine

yonelik calismalar yapilmaktadir (148-154).

Kontrol Noktasi Blokaji ve Tumor Mikrogevresi

immun sistem hiicrelerinin kanser hiicrelerine verdigi yanit temel olarak
yedi basamakta incelenebilir. Ilk basamakta kanser hiicrelerine ait antijenlerin
salinmasi ve bunlarin islemden gegcmek Uzere dendritik hicrelerce
yakalanmasi yer alir. Bu durumun gergeklesmesi igin immunojenik sinyallerle
bu slrecin desteklenmesi gereklidir. Bu sinyallerin proinflamatuar sitokinler
ve Olen tiumor hicrelerinden salinan proinflamatuar faktorler oldugu
disindlmektedir. ikinci basamakta dendritik hiicrelerin yakalanan antijenleri
MHC | ve MHC Il molekdlleri ile T hlcrelerine sunmasi yer alir. Ardindan
uclncl basamakta kanser spesifik antijenlere efektdr T hicre yanitlarinin
baslamasi ve aktivasyonu izlenir. Olugacak immun yanitin ¢esidi, regulatér T
hicreleri ve efektdr T hicreleri arasindaki orana bagl olarak bu basamakta
belirlenir. Dordincu basamakta aktive efektor T hicreleri timor yatagina
dogru ilerler ve besinci basamakta timor yatagini infiltre eder. Ardindan
kanser hicresi-T hicresi baglanmasi T hicre reseptori (TCR)-MHC |
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baglanmasi ile gerceklesir ve son basamakta hedef kanser hicreleri
olduralur. Kanser hiucre olumu ile ortaya ¢ikan tumor iligkili antijenler siklusu
yeniden ilk basamaga dondurlr. Bu sureg¢, basamaklari etkileyen uyari ve
inhibitor faktorlerle birlikte Sekil 2'de 6zetlenmistir (155).

3.Aktivasyon
CD28/B7.1,
CD137/CD137L,

4.T hiicrelerinin timore ilerlemesi

OX40/0X40L, e CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CCL5
CD27/CD70, > il
HVEM,GITR, IL-2, \
IL-12 &
CTLA4/B7.1. PD- [ @ 5. T hacrelerinin timér yatagini
N\
L1/PD-1, PD-L1/B7.1, mfiltre etmes1
prostaglandinler L.enfnodu LFA1/ICAMI, Selektinler
[ VEGF, Endotelin B reseptorii
= 1
2_Antijen sunumu / 1
B 5.T hiicrelerinin kanser hiicrelerini
TNF-a, IL-1, IFN-a, Timoér
§ . tanimasi
CD40L/CD40, CDN,
Ny T hiicre reseptérleri
ATP, HMGBI1, TLR |
Y Kanser hiicrelerinde azalms pMHC
IL-10, IL-4, IL-13

7 Kanser hiicrelerinin 61dtrilmesi

" IFN-y, T hiicre granil i¢erigi

| PD-L1/PD-1, PD-L1/B7.1, IDO, TGE-
B, BTLA, VISTA, LAG-3, Arjinaz,
MICA/MICB, B7-H4,
TIM-3/fosfolipidler

l- 1.Kanser hiicre antijenlerinin
B Uvyanca faktérler salinum

inhibitarler Immiinojenik hiicre &limi

 Tolerjenik hiicre 6limi

Sekil 2: Kanser immunite siklusunda uyarici ve inhibitor faktorler (155)

B hucreli lenfomalarda timor mikrogevresi; ¢cok sayida immun sistem
hlcresini, stromal hiucreleri, kan damarlarini ve ekstraselluler matriksi igerir.
Tumor mikrogevresinin boyutu ve bilesenleri; malign hucrelerdeki genetik
anormallikler yani sira mikrogevredeki hicrelerin hayatta kalma, proliferasyon
ve immun sistemden kagmak igin dis uyaranlara ve konagin yangisal
yanitina bagli kalma derecesine baglhidir. (142).

Gen ekspresyon profili ve yeni nesil sekanslama ile yapilan ¢aligmalar,
tumore karsi gelisen yangisal yanitlarin ve tumaér mikrogevresinin DBBHL’ nin
belirleyici 6zellikleri oldugunu gostermektedir (143, 156). TUmor
mikrogevresinin bilesenleri ve iglevi, hem timaér sag kalimi (immun sistemden
kacig) hem de antitiméral savunma icin en énemli faktorlerden biridir (157).

Tumor mikrogevresi; timari infilire eden lenfositler (TIL) (6zellikle

regulator T lenfositler), timorld destekleyen M2 makrofajlar, timor baskilayici
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M1 makrofajlar ve myeloid kdkenli stipresér hiicrelerden (MDSC) olusur.
MDSC’ler, granulositer hicrelerin, makrofajlarin ve dendritik hticrelerin
oncullerini temsil eden, immatur myeloid hucrelerin heterojen bir
populasyonudur (157). MDSC’ler granulositik koken (G-MDSC) ve monositik
koken (M-MDSC) olarak ayrilabilir ve M-MDSC’ler CD14 pozitif immunfenotip
gosterirken G-MDSC’ler CD14 negatiftir (158-160). MDSC’ler, malignitelerde
T hlcre defektlerine yol agan baslica immunsupresif hicrelerdir (161). Son
yillarda, tumoru infiltre eden makrofajlar (tumor iligkili makrofaj; TAM), en
onemli biyolojik belirteclerden biri haline gelmistir ve tumor mikrogevresindeki
ana bilesenlerdendir. Bu hlcreler normal makrofajlar olarak davranirken,
tumaor bayumesini inhibe eden immun duzenleyici faktorler ya da enzimler
salgilarlar. Bununla birlikte, timor hicreleri tarafindan olumsuz
etkilendiginde, yangisal faktorleri ve ekstraselliler matriks dlzenleyici
faktorleri salgilayarak antitimor immun reaksiyonunu inhibe edebilir, timor
anjiyogenezini hizlandirabilir ve lokal bazal membran hasari yapabilirler. Bu
aktiviteler ile tumor buyumesi, invazyon ve metastaza yol agabilirler (162-
164). TAM'lar, fonksiyonel olarak M1 ve M2 olarak iki farkli tipte
siniflandinlabilir ve bu hticre tiplerinin dengesinin, timorlere karsi etkileri
belirledigi bildiriimektedir (165).

Monositler, inflamasyon ya da tUmor gelisimi ve progresyonu sirasinda
sitokinlere bagl olarak makrofajlarinin islevsel olarak farkh iki alt tipi olan M1
ve M2 alt tipine diferansiye olabilirler. M1 ve M2 makrofajlar farkl ylzey
molekulleri eksprese eder ve farkh sitokinler Uretirler. Klasik olarak aktive
olan M1 makrofajlar proinflamatuar sitokinler Uretir ve patojenleri yok eden
efektor hucreler olarak iglev gorurler. M1 makrofajlar ayni zamanda tUmor
baskilayici bir fonksiyon sergiler ve antitimér immun yaniti uyarirlar. M1
makrofajlarin aksine, alternatif olarak aktive edilen M2 makrofajlar, IL-4, IL-13
ve TGF-f3 gibi Th2 sitokinleri ile diferansiye olur ve CD163 ve CD204 gibi
reseptorleri eksprese ederler. M2 makrofajlar bol miktarda IL-10, CCL17 ve
CCL20 salgilarlar, yara iyilesmesinde rol oynarlar ve timor hicrelerinin sag
kalimi, invazyon, metastaz ve anjiyogenezini desteklerler. M2 makrofajlar

ayrica M1 makrofajlar ve Th1 hicrelerinin aracilik ettigi antitimor immun
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yanitlari ‘down-regule’ ederek ve regulatér T hicreleri ile Th2 hicrelerini
aktive ederek immunosupresif rol oynarlar (166-168). insanlarda TAM’larin
‘upregule’ genlerinin ekspresyonlarinin in vitro olarak M1 ve M2 makrofajlarla
karsilagtirimasi sonucunda TAM profilinin M2 makrofajlara daha yakin
oldugu goézlenmistir (169).

Cesitli lenfomalarda timor hicrelerine eslik eden makrofajlarin varligi,
hastaligin klinik ya da laboratuvar bulgulari, prognoz ya da kemoterapinin
etkinligi gibi ¢esitli 6zelliklerinin bir gostergesi olabilir. Hucreler kanserdz hale
gelmeden 6nce bile, makrofajlar onkogenezi destekleyebilen veya artirabilen
reaktif oksijen radikalleri gibi mutajen maddeler Uretebilirler. Buna ek olarak,
M2 makrofajlar PD-1 ve PD-L1 dahil olmak tzere immun yaniti engelleyen,
tumaor hacrelerinin antitimor immun yanittan kagmasini saglayan immun
kontrol noktasi molekullerini eksprese edebilirler. (106).

TAM’larin cesitli kanserlerin prognozlarina etkileri arastirilmaktadir ve
hematolojik malignitelerde de bu etki Uzerine ¢calismalar yapiimaktadir.
Folliktler lenfoma (170) ve klasik Hodgkin lenfomada (171) TAM’larin kotu
prognozla iligkili oldugu bildirilirken, DBBHL’de TAM’larin prognozla iliskisi
tartismalidir (165, 172, 173) ve bu durumun makrofajlarin heterojenitesine
bagl olabilecedi dusunulmektedir.

T hucrelerin proliferasyonu, efektor ya da bellek T hlcrelerine
donusebilmeleri igin gerekli temel iki basamak bulunmaktadir. Bunlardan ilki
antijen sunan hucrelerin ylzeyindeki MHC molekdlleri ile TCR etkilesimidir.
Bu asamada T hucresi antijenik peptid-MHC kompleksinin TCR ile etkilesimi
sayesinde sunulan antijeni tanir. ikinci asamada ise T hiicresi antijene karsi
olusturacag@i yanitin belirlenebilmesi i¢in gerekli dogrulama sinyallerini alir.
ikinci sinyalin yoklugunda, antijene spesifik lenfositler etkili bir sekilde tepki
veremezler, fonksiyonel olarak etkisiz hale gelirler ya da anerjiktirler ve
antijen ile tekrar kargilasma durumunda aktivasyona direnclidirler. Bu
sinyaller ¢esitli koreseptorler tarafindan olusturulan kostimulator sinyallerdir
(174). Aktive edici sinyaller, kontrol noktasi molekdulleri olarak adlandirilan
inhibitdr reseptdrler tarafindan dizenlenir. Bu molekiillerin baslica islevi,

Ozellikle kronik enfeksiyon ve yangi varliginda yikici immun yanitlari dnlemek
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ve ayni zamanda otoimmun hasari engellemektir (8). Bu koreseptdrlerden
ikisi olan PD-1 ve CTLA-4 detayli bigcimde ¢alismalara konu olmus ve antijen
tanima durumunda T lenfosit fonksiyonunu ‘down-regule’ eden kritik inhibitor
sinyaller gonderdikleri saptanmistir (174-177).

Bu immun kontrol noktalari, immun yanitin normal olarak iglemesinde
onemli bir rol oynasa da ayni zamanda tumorler igin immun sistemden kagis
mekanizmasi saglar. Tumor hucreleri, kontrol noktasi reseptorlerinin
ligandlarini agiri eksprese ederek T hicrelerinin tepki vermemesini
saglayarak ya da T hicrelerini tikenme durumuna getirerek immun
sistemden kacabilirler (8, 178). Bu kacis mekanizmalarinin anlasiimasiyla bu
yolaklarin gesitli bolgelerini hedef alarak tumor hicrelerinin immun sistemden
kagisini dnlemek amaciyla terap6tik monoklonal antikorlar gelistiriimektedir
(175). Bu yolaklarin immun kontrol noktasi inhibisyonu ile terapotik
manipulasyonu, T hucre anerjisini tersine gevirerek etkin bir T hlcre aracili
antitimaor yaniti olusturur (8). Kontrol noktasi blokaji tedavisi; melanom,
akciger kanseri, renal hucreli karsinom gibi birgok timorde basarili sonuglar

vermis ve tedavi protokollerinde énemli degisikliklere yol agmistir (179-181).

Calismada Kullanilan Belirtegler

PD-1 ve PD-L1:

T hucrelerin antijene karsi olusturacagi yanitin belirlenebilmesi igin gerekli
dogrulama sinyallerini ¢esitli koreseptodrler tarafindan olusturulur.
Koreseptorler baglica B7/CD28 ailesi ve TNF/TNF reseptor ailesi olmak
uzere iki grupta toplanmaktadir. B7/CD28 ailesi Uyeleri genellikle efektor T
hicre yanitini baskilayan sinyaller olustururken, TNF/TNF reseptor ailesi
genellikle T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunu uyaran sinyaller olusturur.
B7/CD28 ailesinin bir tyesi olan PD-1 de inhibitor sinyaller olugturan ve
antijenle kargilasan T hucrelerin olusturacagi yanitlari duzenleyen

koreseptdrlerden biridir (174).
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PD-1, 2. kromozom Uzerindeki Pdcd1 geni tarafindan kodlanan 288
aminoasitlik tip | transmembran proteindir (174). PD-1, esas olarak aktive T
ve B lenfositler ile NK hucreleri tarafindan eksprese edilir (182). T ya da B
hdcre reseptoru ligasyonu, lenfositlerin ylizeyinde PD-1 ‘upregilasyonunu’
saglayabilir.

PD-1’in PD-L1 ve PD-L2 olmak Uzere iki ligandi bulunmaktadir (174). PD-
L1, 9. kromozom Uzerindeki CD274 geni tarafindan kodlanan 290
aminoasitlik tip | transmembran proteinidir (183, 184). iImmun hicreler
(makrofajlar, dendritik hticreler ve lenfositler) ve immun olmayan hticrelerde
(timor hicreleri) PD-L1 ekspresyonu gorulebilir (182). Ayrica aktivasyon
sonrasi birgok hucre tipinde PD-L1 ‘upregulasyonu’ gozlenebilir. Tip | ve tip Il
interferonlar (IFN) PD-L1’in ‘upregulasyonunu’ saglarlar (183, 184). Hem
yapisal hem de uyarilabilir PD-L1 ekspresyonunun, transkripsiyon baslama
bdlgesindeki 200-320 bazlik iki interferon regulatér faktor-1 (IRF-1) baglama
bolgesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (185). PD-L1 ekspresyonu icin gerekli
sinyal yollarini aragtiran ¢alismalarda, MYD88, TRAF6 ve MEK inhibe
edildiginde PD-L1 ekspresyonunun azaldi§i gdézlenmistir (186). JAK2 de PD-
L1 indUksiyonunda rol almaktadir (187). Kanserlerde PTEN kaybi ya da
inhibisyonu durumunda, post-transkripsiyonel PD-L1 ekspresyonu
artmaktadir (188).

PD-1/PD-L1, T hdcre yanitinin efektor fazini baskilamaktadir. Bu durum,
T hicre aktivasyonunun regulasyonu, T hlicre proliferasyonunun inhibisyonu
ve aktive T hucrelerinin apoptozise yonlendiriimesi gibi T hucre yanitlarinin
cesitli fazlarinda imman toleransin olusmasina sebep olur. PD-1/PD-L1
regulasyon mekanizmasi, TCR iligkili sinyal molekullerinin defosforilasyonu
ve T hicrelerine inhibitor sinyallerin aktarimi ile yakindan iligkilidir. TCR
sinyali hiicre igine Ca2+ akisina neden olur. Bunun sonucunda T hicresinin
aktivasyonu ve diferansiyasyonu igin gerekli cok sayida sinyal yolu aktive
edilmig olur. PD-1 ve PD-L1 baglanmasi, CD8 (+) sitotoksik T hlcrelerin
proliferasyonunu, yasam siresini ve efektor etkilerini sinirlar, TiL’lerde

apoptozise yol acar. Yuksek duzeylerdeki PD-1 ekspresyonu, diger inhibitor

21



reseptérlerin olusturdugu sinyallerle birlikte, TiL islevlerini kisitlar ve timér
mikrogevresinde sayilarinin azalmasina neden olur (188).

PD-1 sinyal yolunun aktivasyonu efektor T hucre iglevlerini baskilamanin
yani sira, immunsupresif regulator T hlcre islevlerini de arttirir. Calismalarda,
akciger kanserli hastalarda dolasimdaki regulator T hucre sayisinin saglikli
bireylerdekinin yaklasik iki kati dizeye ulastigi ve tumor dokusunda PD-1
eksprese eden regulator T hucrelerinin daha yuksek oranda bulundugu
gosterilmigtir. Bu sonuglar PD-1/PD-L1 yolunun regulator T hicre
indUksiyonunda ve adaptif immunitenin bozulmasinda rol oynadigini ortaya
koymaktadir (188).

CTLA4:

T hucrelerin proliferasyonu, efektor ya da bellek T hlcrelerine
donusebilmesi icin gerekli koreseptorlerden bir digeri ise CTLA-4’tir. CTLA-4,
naif T hlcre ylzeyinde bulunmayan, ancak T hicresi aktive oldugunda
yuksek duzeyde eksprese edilerek CD28'in baglandigi B7.1 (CD80) ve B7.2
(CD86) molekullerinin her ikisine birden yuksek affinite ile baglanarak immun
sistem Uzerinde negatif dlizenleyici bir etki yapan 36 aminoasitlik bir
molekuldir. CTLA-4 bir ylizey reseptori olmayip hicrede intrasellller
vezikuller iginde bulunur ve bir ligand baglandiginda yapisal degisiklige ugrar.
T hucre supresor fonksiyonlarinin yerine getirilerek periferik tolerans
gelisiminin saglanmasi ve otoimmunitenin gelisiminin 6nlenmesinde
fonksiyonlari oldugu gosterilmistir. Timore karsi immun yanitta ise, inhibitor
etki gostererek tumaorin immun sistemden kagisini hizlandirmaktadir (189).

CTLA-4 temel olarak aktive T lenfositlerde eksprese edilmektedir. Ancak
aktive B lenfositler, plasental fibroblastlar, iskelet kasi hiucreleri ve
monositlerin de CTLA-4 eksprese ettikleri bildirilmistir (190).

CTLA-4’Un 6zofagus kanseri, meme kanseri, akciger kanseri, melanom,
melanom disi deri kanserleri, servikal kanserler, kronik lenfositik I1dsemi ve
non-Hodgkin lenfomalar dahil olmak tzere gesitli malignitelerde immun

disregulasyona neden oldugu bildirilmektedir (191).
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Sekil 3: PD-1 ve CTLA-4’Un fonksiyonlarinin 6zeti. APC: antijen sunan
hicre; TCR: T hcre reseptorid; MHC: majoér doku uyumlulugu kompleksi; IL-
2: interldkin-2; ITIM: immunoreseptor tirozin bazli inhibitor motif; ITSM:

immunoreseptor tirozin bazli anahtar motifi (175).
CD163:

CD163, monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenen, 130 kDa
agirhiginda, transmembran glikoprotein yapisinda bir reseptor olup
hemoglobin-haptoglobin kompleksinin endositozundan sorumludur. 12.
kromozom uzerinde 12p13.31 pozisyonunda yer alan genler tarafindan
kodlanmaktadir ve sisteinden zengin ¢opgu reseptor super ailesinin bir
uyesidir. Bu reseptdr, monositlerin (dusuk ekspresyon) ve doku
makrofajlarinin (ylksek ekspresyon) yluzeyinde eksprese edilir (192).

Monositler, inflamasyon ya da tUmaor gelisimi ve progresyonu sirasinda
sitokinlere bagli olarak makrofajlarin islevsel olarak farkl iki alt tipi olan M1
ve M2 alt tipine diferansiye olabilirler. M1 ve M2 makrofajlar farkli ylizey
molekulleri eksprese ederler. TAM profiline daha yakin olan ve alternatif
olarak aktive edilen M2 makrofajlar, CD163 reseptdrini eksprese ederken
M1 makrofajlarin yiizeyinde CD163 eksprese edilmez (165). M2 makrofajlar
yara iyilesmesinde rol oynarlar ve tUumorlerde invazyon, metastaz ve

anjiyogenezi desteklerler. M2 makrofajlar ayrica M1 makrofajlar ve Th1
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hicrelerinin aracilik ettigi antitmor immun yanitlar ‘down-regule’ ederek ve
regulator T hicreleri ile Th2 hicrelerini aktive ederek immunsupresif rol
oynarlar (166-168).

CD14:

CD14, endotoksin baglanmasinda ve apoptotik hlcrelerin taninmasinda
rol oynayan 55 kDa agirliginda bir glikozil-fosfatidilinositol-benzeri membran
proteindir. CD14; monositler, makrofajlar, interstisyel myeloid dendritik
hicreler (dermal dendritik hiicreler vb.) tarafindan eksprese edilir (193). Bu
protein, gram pozitif ve gram negatif bakterilerin mikrobiyal hiicre duvari
bilesenlerinde immun tanima ve reaktivasyonda énemli bir rol oynar. Ayrica
apoptotik hucrelerin fagositozla temizlenmesinde rol oynamaktadir (194).
Grandulositler, endotelyal ve epitelyal hiicreler yani sira plasental trofoblastlar

tarafindan eksprese edilir (193).
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GEREGC VE YONTEMLER

Etik Kurul:

43569 numaral projemiz, 11.10.2017 tarihli toplantida 20.478.486 karar
no ile Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Etik

Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Olgular

Calismamizda, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakltesi Patoloji
Anabilim Dali argivinde yer alan, 1998-2017 yillari arasinda tani almig, tani
aninda bilinen ekstranodal tutulumu bulunmayan toplam 58 nodal DBBHL,
NOS olgusu degerlendirildi. Bu 58 olgunun tumu insizyonel ya da eksizyonel
biopsi ile tani alan olgular olup uygulanacak genis immunohistokimyasal
panelde dokularinin tikenebilecegi dugunulen kalin igne biopsi materyali ile
tani alan olgular ¢calismaya dahil edilmedi. Olgularin hematoksilen eozin (HE)
boyali preparatlari, parafin bloklari ve immunohistokimyasal preparatlari
arsivden cikarildiktan sonra tim preparatlar gozden gegcirilerek DSO, 2016
siniflamasina gore tanilar tekrar degerlendirildi. Bu gézden gegirme sirasinda
uygun blok sec¢imi yapildi ve bloklardaki dokularin yeterliligi kontrol edildi.
Tekrar degderlendirme sonucunda yeterli doku elde edilemeyecek 1 olgu,
follikiler lenfomadan transforme oldugu anlagilan 1 olgu, ‘mantle’ hicreli
lenfoma olarak deg@erlendirilen 1 olgu, marjinal zon lenfoma olarak
degerlendirilen 1 olgu ile pur sinUzoidal patern sergileyen 2 olgu olmak Uzere
toplam 6 olgu ¢alismadan cikarildi ve kalan 52 olgu ¢alismaya alindi. Onceki

yillara ait olgularda DSO, 2016 siniflamasina goére tani igin gerekli olan ancak
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uygulanmamis immunohistokimyasal belirtecler belirlendi. Manisa Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalr'nin rutin igleyisi
sirasinda istem yapilan preparatlarin altina ¢alisma grubundaki eksik
boyalari olan olgularin bloklarindan kesitler alinarak bu eksikler tamamlandi.
Tani sirasinda EBER-ISH yapilmayan olgulara EBER-ISH yapildi ve
bdylelikle ¢alismaya dahil edilen tim olgularin EBER-ISH negatif oldugu
saptanarak olgularin EBV iligkili olmadiklari gosterildi.

Hastane kayitlarindan hastaligin evresi (Ann Arbor sistemine gore), klinik
Ozellikleri (cinsiyet, yas, LDH, hemoglobin, albumin degerleri, periferik kan
lenfosit, monosit, trombosit ve nétrofil sayisi ile MPV degerleri), Uluslararasi
Prognostik indeks skoru, ECOG skalasi performans durumu, klinik gidisi (tan
aldigi andan itibaren yasam suresi, son durumu), tedavisi (hangi
kemoterapiyi aldigi, radyoterapi alip almadigi, otolog veya allojenik kok hicre
nakli yapihp yapilmadigi), niks olup olmadidi égrenilerek bu bulgular
prognostik analizler igin kullanildi. Calismaya dahil edilen 52 olgudan 8’inde
sayilan bu klinik prognostik verilere ulasilamazken diger olgularda bu bilgiler
elde edilebildi.

immunohistokimyasal inceleme

Formalin ile tespitli ve parafine gémull dokulardan elde edilen 3,5 mikron
kalinhgindaki kesitler pozitif yikli elektrostatik lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 58°C’lik etlivde 4 saat tutuldu ve
ardindan barkodlari basilarak ¢alismaya hazir hale getirildi. Elde edilen tum
kesitler tam otomatik immunohistokimyasal boyama cihazina (BenchMark
Ultra automated IHC/ISH slide staining system, Ventana Medical Systems;
BenchMark XT automated IHC/ISH slide staining system, Ventana Medical
Systems) yerlestirildi. iImmunohistokimyasal boyamalar igin cihaz ile uyumlu
Ultraview Universal DAB Detection Kit (PD-1, CTLA-4, CD163, CD14 igin),
Optiview Universal DAB Detection Kit (PD-L1 igin) ve EZ prep, LCS, SSC,
Cell Condition 1 (CC1), Reaction Buffer Concentrate sollsyonlari ile

Hematoksilen ve Blue Reagent kullanildi.
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immunohistokimyasal boyama icin prediliie form fare monoklonal anti-
human PD-1 (Klon NAT105, Cell Marque), predilie form tavsan monoklonal
anti-human PD-L1 (Klon SP263, Ventana), konsantre tavsan poliklonal anti-
human CTLA-4/CD152 (Poliklonal, Abbkine), predilie form fare monoklonal
anti-human CD163 (Klon MRQ-26, Cell Marque) ve predilie form tavsan
monoklonal anti-human CD14 (Klon EPR3653, Cell Marque) antikorlari
uygulandi.

PD-1 i¢cin CC1 (EDTA) (36 dakika), inkubasyon (37°C, 60 dakika),
Hematoksilen (8 dakika), Blue reagent (4 dakika) uygulandi. PD-L1 igin CCA1
(EDTA) (64 dakika), inkiibasyon (37°C, 20 dakika), Hematoksilen (8 dakika),
Blue reagent (4 dakika) uygulandi. CD163 i¢in CC1 (EDTA) (36 dakika),
inkiibasyon (37°C, 32 dakika), Hematoksilen (4 dakika), Blue reagent (4
dakika) uygulandi. CD14 icin CC1 (EDTA) (64 dakika), inklibasyon (37°C, 32
dakika), Hematoksilen (4 dakika), Blue reagent (4 dakika) uygulandi.

Pozitif kontrol olarak tim immunohistokimyasal boyalar igin tonsil dokusu
kullanildi.

CTLA-4 icin 1:50 ile 1:200 arasinda degisen dilisyonlarda ve 32-100
dakika arasinda degisen inkuibasyon surelerinde denemeler yapildi. Bu
denemelerde; 36-90 dakika arasinda degisen surelerde CC1 (EDTA), 8-32
dakika arasinda degisen surelerde proteaz enzimi, amplifikasyon ve blok
islemlerinin farkli kombinasyonlari uygulandi. Ancak pozitif kontrol olarak
belirlenen dokularda (tonsil, bobrek, appendiks) 12 deneme yapilmasina
karsin kontrol dokularinda istenen boyanma elde edilememesi Uzerine firma
ile irtibata gecilerek yeni antikor temin edilmesi saglandi. Yeni kutu antikorla
da tum bu farkli kombinasyonlardaki denemeler tekrarlandi. Toplamda 24
deneme yapilmasina ragmen saglikli boyanma elde edilemedigi i¢in olgulara
CTLA-4 uygulanamadi ve bu belirte¢ calismadan ¢ikarildi.

Cihazda boyama islemi tamamlandiktan sonra lamlar ilik deterjanli su ile
yikanip alkol serilerinden gegirildi. Seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirildi

ve Entellan® (Merck and Co., Berlin) ile kapatildi.
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immunohistokimyasal Sonuglarin Degerlendirilmesi

TUum degerlendirmeler standart 1s1k mikroskobunda yapildi.

Tam belirtegler icin sitoplazmik-membran6z boyanmalar pozitif kabul
edildi. Non-neoplastik huicre skorlamalari, neoplastik solid hiicre kimelerinin
oldugu alanlarda yapildi ve bu alanlarda boyanan hucrelerin tum hucrelere
orani verildi. Cevre non-neoplastik alanlar, parsiyel tutulumlu alanlar ile
nekroza yakin alanlar degerlendirmeye alinmadi.

PD-1 igin kesit icinde tim neoplastik hiicre alanlari taranarak TiL’lerin en
fazla boyandigi birbirinden bagimsiz 5 buayik blayutme alani (BBA) secildi ve
5 BBA’daki toplam pozitif hiicre sayisi 5’e bollinerek ortalama deger
hesaplandi. Bu ortalama degere gore; skor 1: <5 pozitif hiicre/BBA, skor 2:
5< pozitif hiicre/BBA <10, skor 3: 10< pozitif hlicre/BBA <30, skor 4: 30<
pozitif hticre/BBA <50, skor 5: 250 pozitif hticre/BBA olacak sekilde kesme
degerleri belirlendi.

PD-L1 ile bazi olgularda sadece tumor mikrogevresinde boyanma
saptanirken bazi olgularda mikrogevredeki boyanmalara ek olarak timaor
hiicrelerinin de PD-L1 pozitif oldugu gdzlendi. ikili boyama yapiimadigi icin
buyuk hidcre boyanmalarinin histiosit mi yoksa tumor hicresi mi oldugu ¢ogu
olguda net ayirt edilemediginden, daha ¢ok histiosit olduklari dustunulerek
boyanan hucrelerin hangi hiicre olduguna dikkat edilmeksizin degerlendirme
pozitif hicrelerin tim hucrelere orani verilerek yapildi. PD-L1
degerlendirilirken kesitteki neoplastik alanlar igerisinde pozitif hiicrelerin en
yogun bulundugu 5 alan (x200) segildi ve pozitif hlicrelerin tim hicrelere
orani verilerek bir boyanma yluzdesi elde edildi. Daha sonra olgular boyanma
yuzdelerine gore 5 gruba ayrildi (<%5; %5-19; %20-39; %40-59; 2%60).

CD163 ve CD14 de benzer sekilde semikantitatif olarak degerlendirildi.
Neoplastik alanlar igerisinde CD14 ve CD163 pozitif hiicrelerin en yogun
bulundugu 5 alan (x200) segildi ve pozitif hiicrelerin tim hlcrelere oraninin
ortalamasi alinarak bir boyanma yuzdesi elde edildi. Daha sonra olgular bu
boyanma ylzdelerinin dagihmi géz énlne alinarak 4 gruba ayrildi (<%5; %5-
9; %10-19; 2%20).
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Calisma immunohistokimyasal belirtegleri yani sira benzer sekilde tim
kesitteki solid neoplastik alanlar icerisinde CD3 pozitif hlicrelerin en yogun
bulundugu 5 alan (x200) segildi ve pozitif hicrelerin tim hlcrelere oraninin
ortalamasi alinarak semikantitatif olarak bir boyanma yuzdesi elde edildi.
Daha sonra olgular bu boyanma yuzdelerinin dagilimi goz ontne alinarak 5
gruba ayrildi (<%5; %5-9; %10-19; %20-39; 2%40).

Tam kesitte neoplastik hicrelerdeki Ki67 pozitiflik orani semikantitatif
olarak degerlendirildi. Daha sonra olgular bu boyanma yuzdelerinin dagilimi
g6z onune alinarak literaturdeki ¢calismalara benzer sekilde 2 gruba ayrildi
(£%80; >%80).

Semikantitatif degerlendirmeler sirasinda iki gdzlemci arasinda

uyumsuzluk olan olgular tekrar degerlendirilerek gorus birligi saglandi.

istatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde kisisel bilgisayarda galisan
IBM® SPSS® (Statistical Package for Social Sciences) programinin 25.0
versiyonu kullanildi. Degigkenlerin dagiliminin normal dagilima uygun olup
olmadidini saptamak icin Kolmogorov Smirnov testi, korelasyonun
arastirimasinda Spearman korelasyon analizi, kategorik degiskenlerin
anlamlihdinin sinanmasinda Fischer exact test, surekli degiskenler ile
kategorik degiskenler arasindaki iliskinin saptanmasinda one-way ANOVA
temel alindi. Sag kalim analizinde kullanilacak uygun kesme degerlerinin
belirlenmesinde ROC analizi kullanildi. Sad kalim analizi i¢in Kaplan-Meier
yontemi ile sag kalim egrilerinin istatistiksel karsilastiriimasi icin log-rank testi

kullanildi. Sonuglar p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Yas, Cinsiyet Dagilimi ve Klinikopatolojik Ozellikler

Calismaya toplam 52 nodal DBBHL, NOS olgusu alinmig olup olgularin
31’i kadin (%59,6), 21’i erkekti (%40,4). Olgularin yaslari 28 ile 89 arasinda
degismekte olup ortanca degeri 64,5, ortalama degeri ise 59,4 olarak

saptandi. 60 yasinda ya da altinda 22 olgu (%42,3) bulunmaktaydi.

Tablo 4: Olgularin yas araliklarina gére dagilimi

Yas Araliklari Olgu sayisi Oran (%)
20-29 yas *) 5,8
30-39 yas 5 9,6
40-49 yas 8 15,4
Yas (n=52) 50-59 yas 6 11,5
60-69 yas 13 25
70-79 yas 12 231
80-89 yas 5 9,6
Toplam 52 100

Olgularin 9'u insizyonel biopsi (%17,3), 43’U ise eksizyonel biopsi (%82,7)
ile tani almisti. Lenf nodu biopsilerinin 11°i (%21,2) inguinal, 24°G (%46,2)
servikal, 7’si (%13,5) aksiller, 4’G (%7,7) abdominal, 2’si (%3,8)
submandibular, 4’G (%7,7) ise supraklavikuler bolgeden yapilmisti. Lenf

nodlarinin dagilimi sekil 4’te gosterilmistir.
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Sayl

Inguinal Servikal Aksiller Abdominal Submandibular  Supraklavikuler

Lenf Nodu Lokalizasyonu

Sekil 4: Lenf nodlarinin lokalizasyonuna gére dagilimi

Calismaya dahil edilen 52 olgudan 44’Gne (%84,6) ait klinik bilgi ve
prognostik verilere ulasilirken 8 olguya (%15,4) ait bilgi elde edilemedi.

LDH, olgularin 20’sinde (%45,5) yuksek iken 24’Gnde (%54,5) normaldi.
Olgularin 20’si (%45,5) dustik ECOG performans skoruna sahipken 24 olgu
(%54,5) kota performans durumuna sahipti. Olgularin IPI skorlarina ve
evrelerine gore dagilimlari Tablo 5'te 6zetlenmistir. Olgular R-IPI
skorlamasina gore kategorilere ayrildiginda; 5 olgu (%11,4) ‘cok iyi’, 14 olgu
(%31,8) ‘iyi’, 25 olgu (%56,8) ise ‘kétl’ kategorisinde yer almaktaydi. 13 olgu
(%29,5) evre I-ll olarak, 31 olgu (%70,5) ise evre llI-1V olarak degerlendirildi.

Kemoterapi (KT) rejimi olarak 26 olguya (%59,1) rituksimab iceren R-
CHOP ya da benzeri bir tedavi protokolii;10 olguya (%22,7) ise rituksimab
icermeyen CHOP ve benzeri bir KT rejimi uygulanmigti. 8 olguda (%18,2)
dusuk performans durumu ya da tedaviyi reddetme gibi nedenlerle KT
uygulanmamisti (Tablo 5). Olgularin tedavi yanitlari degerlendirildiginde ise
KT uygulanan 36 hastanin 14’ande tam yanit, 8’inde kismi yanit saptanirken
14 olgu tedaviye yanitsiz olarak degerlendirildi.

Hicbir olguya allojenik kok hucre nakli uygulanmazken yalnizca 1 olguya

KT sonrasi otolog kdk hicre nakli uygulanmisti. 2 hastada KT’ye ek olarak
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radyoterapi tedavisi de uygulandigi saptandi. Olgulardan yalnizca 2'sinde
(%4,5) niks saptandi.

Klinik verilerine ulasilan 44 olgu g6z dnune alindiginda, takip suresi 1 ay
ile 127 ay arasinda degismekteydi. Olgulardan 20’sinin (%45,5) yasadigi,
24’Unun (%54,5) ise 61dugl tespit edildi (Tablo 5). Olen 24 olgu ele
alindiginda sag kalim sureleri 1 ay ile 100 ay arasinda dagilim
gOstermekteydi ve bu olgularda ortalama sag kalim suresi 12,8 ay olarak
saptandi. Takip suresi 8 aydan kisa olan tum olgular ilk 8 ayda 6len olgulardi
ve yasayan olgularin takip suresi 8 ile 127 ay arasinda degismekteydi.

Yasayan 20 olguda ortalama takip suresi 54,7 ay olarak hesaplandi.

Tablo 5: Klinik bilgileri bulunan 44 olgunun ozellikleri

Klinik Ozellikler Deger 0'?:333)"5' Oran (%)

0 5 11,4

1 8 18,2

2 6 13,6

IP1 Skoru 3 11 5
4 13 29,5

5 1 2,3
ECOG Performans 0-1 20 45,5
Durumu 22 24 54,5
Yiksek 20 45,5
LDH Normal 24 54,5
I 5 11,4
Evre Il 8 18,2
1] 12 27,2
\Y 19 43,2

R-CHOP ve benzeri 26 59,1
Kemoterapi CHOP ve benzeri 10 22,7
Tedavi yok 8 18,2

. Var 2 4,5
Niiks Yok 42 95,5
. Sag 20 45,5
Mortalite Blen 24 54,5

R-IPI: Revize Uluslararasi Prognostik indeks, ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group, LDH:
Laktat dehidrogenaz

32



Morfolojik ve immunfenotipik Ozellikler

Olgularin 20’si sentroblastik, 4'G immunoblastik, 8’i anaplastik varyant
Ozellikleri sergilerken 20 olgu sentroblastik ve immunoblastik varyantlarin
morfolojik 6zelliklerini birlikte tagimaktaydi (mikst) (Tablo 6).

Olgular Hans algoritmasi kullanilarak immunfenotipik 6zelliklerine goére alt
tiplere ayrildi. Buna goére 17 olgu GCB subtipinde iken 35 olgu non-GCB
subtipinde degerlendirildi (Tablo 6).

Tablo 6: Morfolojik ve immunfenotipik 6zelliklere gore olgularin dagilimi

Morfolojik Varyant ve Subtipler Olgu Sayisi (n=52) Oran (%)
Sentroblastik 20 38,5
immunoblastik 4 7,7
Morfolojik Varyant
Mikst 20 38,5
Anaplastik 8 15,3
GCB 17 32,7
Subtip
non-GCB 35 67,3

GCB: Germinal merkez B hiicre tipi

BCL2; 18 olguda (%34,6) pozitif, 34 olguda (%65,4) negatif olarak
degerlendirildi. CD10 ile 14 olgu (%26,9) pozitif, 38 olgu (%73,1) negatif;
BCL6 ile 35 olgu (%67,3) pozitif, 17 olgu (%32,7) negatif; MUM1 ile 40 olgu
(%76,9) pozitif, 12 olgu (%23,1) negatif olarak degerlendirildi. CD5 ile 5
olguda (%9,6), CD30 ile 2 olguda (%3,8), siklin D1 ile ise yalnizca 1 olguda
(%1,9) boyanma saptandi (Tablo 7). Siklin D1 pozitif bu olguya SOX11 ve
CD5 caligildi. Her ikisi de negatif oldugundan, morfolojik olarak ‘mantle’
hicreli lenfomanin blastoid ya da anaplastik varyantina benzemediginden ve
siklin D1 boyanmasi zayif oldugundan t(11,14) translokasyonuna
bakilmaksizin olgu DBBHL, NOS olarak kabul edildi.

Olgularda immunohistokimyasal olarak MYC ekspresyonu %0 ile %90
arasinda degismekte iken ortanca deger %25, ortalama deger %27,6 idi.
%40 ya da daha fazla hicrede MYC ile boyanma olan olgular pozitif olarak
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kabul edildi. Buna gére MYC 17 olguda (%32,7) pozitif, 35 olguda (%67,3)
negatif olarak degerlendirildi (Tablo 7).

Ki67 proliferasyon indeksi %20 ile %100 arasinda degismekte olup
ortanca deger %92,5, ortalama deger %85,4 idi. Olgularin 18’inde (%34,6)
Ki67 proliferasyon indeksi %80 ya da altinda iken 34 olguda (%65,4) %80’in
Uzerindeydi (Tablo 7).

Tablo 7: immunohistokimyasal incelemelere gére olgularin dagilimi

Immun.f)hlstoklmyasal Deger Olgu sayisi Oran (%)
Ozellikler (n=52)

- Pozitif 18 34,6
BCL2

- Negatif 34 65,4

- Pozitif 14 26,9
CD10

- Negatif 38 73,1

- Pozitif 35 67,3
BCL6

- Negatif 17 32,7

- Pozitif 40 76,9
MUM1

- Negatif 12 23,1

- <%80 18 34,6
Ki67

- >%80 34 65,4

- Pozitif 5 9,6
CD5

- Negatif 47 90,4

- Pozitif 2 3,8
CD30

- Negatif 50 96,2

- Pozitif 1 1,9
Siklin D1

- Negatif 51 98,1

- Pozitif 17 32,7
MYC

- Negatif 35 67,3

Olgularda PD-1 skoru, skor 1 ile skor 5 arasinda dagiimakta olup ortalama
deger 2,38, ortanca deger ise 2 olarak bulundu (Tablo 8). 19 olgu (%36,5)
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skor 1 (<5 pozitif hlicre/BBA), 12 olgu (%23,1) skor 2 (5< pozitif hicre/BBA
<10), 10 olgu (%19,2) skor 3 (10< pozitif hiicre/BBA <30), 4 olgu (%7,7) skor
4 (30= pozitif hicre/BBA <50), 7 olgu (%13,5) ise skor 5 (=50 pozitif
hiicre/BBA) olarak degerlendirildi (Tablo 9). Olgulardan ikisinde ise TiL'lere
ek olarak tumor hucrelerinde de odaksal boyanmalar saptandi. PD-1 ile
boyanan iki olgu da anaplastik varyant morfolojisindeydi.

PD-L1 boyanmalari %2 ile %100 arasinda degismekte olup ortalama
deger %25,88, ortanca deger %12,5 idi (Tablo 8). Belirlenen kesme
degerlerine gore olgular gruplara ayrildiginda, boyanma yuzdeleri 8 olguda
(%15,4) %5’ten az, 22 olguda (%42,3) %5-19 arasinda, 11 olguda (%21,2)
%?20-39 arasinda, 1 olguda (%1,9) %40-59 arasinda, 10 olguda (%19,2) ise
%60 ya da ustunde saptandi (Tablo 9).

Olgularda CD163 boyanmalari %1 ile %60 arasinda degismekte olup
ortalama deger %9,75, ortanca deger %5 idi (Tablo 8). Belirlenen kesme
degerlerine gore olgular gruplara ayrildiginda, boyanma yuzdeleri 14 olguda
(%26,9) %5’ten az, 17 olguda (%32,7) %5-9 arasinda, 14 olguda (%26,9)
%10-19 arasinda, 7 olguda (%13,5) %20 ya da Ustunde saptandi (Tablo 9).

CD14 boyanmalari %1 ile %60 arasinda degismekte olup ortalama deger
%14,21, ortanca deger %10 olarak bulundu (Tablo 8). Belirlenen kesme
degerlerine gore olgular gruplara ayrildiginda, boyanma yuzdeleri 11 olguda
(%21,2) %5’ten az, 13 olguda (%25) %5-9 arasinda, 9 olguda (%17,3) %10-
19 arasinda, 19 olguda (%36,5) ise %20 ya da Ustinde saptandi (Tablo 9).

Tablo 8: PD-1, PD-L1, CD163 ve CD14 boyanmalarinin dagihmi

(n=52) PD-1 Skoru PD-L1 CD163 CD14
Aralik 1-5 %2-100 %1-60 %1-60
Ortalama 2,38 %25,88 %9,75 %14,21
Ortanca 2 %12,5 %5 %10

PD-1: Programlanmig hicre 6limu 1, PD-L1: Programlanmis hicre 6lumu ligand 1

CD3 pozitif hiicrelerin orani %1 ile %60 arasinda degismekte olup

ortanca deger %15, ortalama deger %19,25 idi. Belirlenen kesme degerlerine

gore olgular gruplara ayrildiginda, boyanma ytzdeleri 9 olguda (%17,3)
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%5’ten az, 7 olguda (%13,5) %5-9 arasinda, 14 olguda (%26,9) %10-19
arasinda, 14 olguda (%26,9) %20-39 arasinda, 8 olguda (%15,4) ise %40 ya
da Ustunde saptandi (Tablo 9).

Tablo 9: PD-1, PD-L1, CD163, CD14 ve CD3 boyanmalarinin kesme
degerlere gore dagilimi

immun_ghistokimyasal Deger Olgu sayisi Oran (%)
Ozellikler (n=52)
Skor 1 19 36,5
Skor 2 12 23,1
PD-1 Skor 3 10 19,2
Skor 4 4 7,7
Skor 5 7 13,5
<%5 8 15,4
%5-19 22 42,3
PD-L1 %20-39 11 21,2
%40-59 1 1,9
2%60 10 19,2
<%5 14 26,9
CD163 %5-9 17 32,7
%10-19 14 26,9
2%20 7 13,5
<%5 11 21,2
%5-9 13 25
cb14 %10-19 9 17,3
2%20 19 36,5
<%5 9 17,3
%5-9 7 13,5
CD3 %10-19 14 26,9
%20-39 14 26,9
2%40 8 15,4

PD-1: Programlanmis hicre 6limu 1, PD-L1: Programlanmis hicre 6lumu ligand 1

Istatistiksel Analiz

Klinik parametrelerin birbirleriyle olan iligkilerini aragtirmak tzere
korelasyon analizi yapildiginda, istatistiksel olarak anlamli bulunan klinik

parametreler, bu iligkilere ait p degerleri ve korelasyonun yonu Tablo 10°'da
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dzetlenmistir. immunohistokimyasal parametrelerin birbirleriyle ve klinik
verilerle iligkilerini kargilastirmak icin yapilan korelasyon analizi sonucunda
anlamli bulunan parametreler, bu iligkilere ait p degerleri ve korelasyonun

yonu ise Tablo 11’de 6zetlenmistir.

Tablo 10: Aralarinda istatistiksel anlamli iliski bulunan klinik prognostik

parametreler (Spearman korelasyon testi)

Parametreler p degeri Korelasyon Yonii
IP1 skoru - Albumin <0,001 Negatif
IPI skoru - Hemoglobin 0,012 Negatif
IPI skoru - Lenfosit 0,001 Negatif
IPI skoru - LM orani 0,036 Negatif
IPI skoru - PL orani 0,013 Pozitif
Evre - LDH <0,001 Pozitif
Evre - Albumin 0,001 Negatif
Evre - Hemoglobin 0,013 Negatif
Evre - ECOG skoru 0,001 Pozitif
ECOG skoru - Yas <0,001 Pozitif
ECOG skoru - LDH <0,001 Pozitif
ECOG skoru - Albumin <0,001 Negatif
ECOG skoru - Hemoglobin 0,011 Negatif
ECOG skoru - Lenfosit 0,001 Negatif
ECOG skoru - NL orani 0,007 Pozitif
ECOG skoru - PL orani 0,005 Pozitif
LDH - Albumin <0,001 Negatif
LDH - Hemoglobin 0,040 Negatif
LDH - Lenfosit <0,001 Negatif
Albumin - Yas 0,012 Negatif
Albumin - Hemoglobin <0,001 Pozitif

IPI: Uluslararasi Prognostik indeks, ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group performans
durumu, LDH: Laktat dehidrogenaz, LM orani: Lenfosit/monosit orani, PL orani: Platelet/lenfosit
orani, NL orani: Nétrofil/lenfosit orani
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Tablo 11: Arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunan klinik prognostik
parametreler ve immunohistokimyasal belirtegler (Spearman korelasyon
testi)

Parametreler p degeri Korelasyon Yonii
PD-1 - Yas 0,039 Negatif
PD-1 - ECOG skoru 0,009 Negatif
PD-1 - CD3 0,039 Pozitif
PD-L1 - CD3 0,048 Pozitif
PD-L1 - MYC 0,002 Pozitif
PD-L1 - CD163 <0,001 Pozitif
PD-L1 - CD14 <0,001 Pozitif
CD163 - CD3 0,049 Pozitif
CD163 - CD14 <0,001 Pozitif
CD14 - CD3 0,004 Pozitif
CD3 - Ki67 0,043 Negatif
MYC - Ki67 0,020 Pozitif

IPI: Uluslararasi Prognostik indeks, ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group performans

durumu, PD-1: Programlanmig hicre 6limua 1, PD-L1: Programlanmis hicre 6limu ligand 1

Ki67 proliferasyon indeksi, sentroblastik varyantta %60 ile %100 arasinda
degismekte olup ortalama deger %86,4, ortanca deger %90, immunoblastik
varyantta ise %30 ile %95 arasinda degismekte olup ortalama deger %63,75,
ortanca deger %65 olarak saptandi. Anaplastik varyant olarak degerlendirilen
olgularda %90 ile %100 arasinda degismekte olup ortalama deger %98,5,
ortanca deger ise %100’d{. immunoblastik ve sentroblastik varyantin
Ozelliklerini bir arada bulunduran mikst olgularda ise %20 ile %100 arasinda
degismekte olup ortalama deger %83,5, ortanca degder %95’ti (Tablo 12). Bu
veriler kargilastirildiginda, immunoblastik varyantta Ki67 proliferasyon
indeksinin diger varyantlara gére daha dusuk (p=0,019), anaplastik varyantta
ise diger varyantlara gore daha yuksek (p=0,037) oldugu gérulda.
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Tablo 12: Morfolojik varyantlara gére Ki67 boyanma oranlarinin dagilimi

Ki67
Aralk Ortalama Ortanca
Sentroblastik (n=20) %60-100 %86,4 %90
immunoblastik (n=4) %30-95 %63,75 %65
Mikst (n=20) %20-100 %83,5 %95
Anaplastik (n=8) %90-100 %98,5 %100

GCB ve non-GCB subtipleri karsilastirildiginda, PD-L1 ve CD14’Un non-
GCB subtipinde istatistiksel olarak anlaml sekilde daha fazla boyandigi
g6rildu (Tablo 13).

Tablo 13: GCB ve non-GCB subtipleri arasinda PD-L1 ve CD14

boyanmalarinin dagilimi

GCB non-GCB Lo
(n=17) (n=35) P deger
Aralik %2-100 %2-100
PD-L1 Ortalama %13,65 %31,83 0,041
Ortanca %38 %20
Aralik %1-20 %1-60
CD14 Ortalama %8,47 %17 0,024
Ortanca %7 %15

PD-L1: Programlanmis hiicre 6limi ligand 1, GCB: Germinal merkez B hiicre tipi

Olen ve yasayan hastalarin BCL6 pozitiflikleri kargilagtirildiginda, yagayan
20 hastanin 17’sinde (%85), 6len 24 hastanin ise 13’Unde (%54,2) BCL6
pozitif bulundu. Bu fark istatistiksel anlamlilik sinirinda (p=0,50) olmasina
karsin (Tablo 14), sag kalim analizinde BCL6 pozitifligi ile genel sag kalim
arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (p=0,163).

39




Tablo 14: Mortalite ile BCL6 boyanmasi arasindaki iligki

BCL6 Too| dedieri
oplam p degeri
Negatif Pozitif
Sag 3 17 20
Mortalite | _
Olen 11 13 24 0,050
Toplam 14 30 44

Olen ve yasayan hastalarin evreleri karsilastirildiginda, evre Il olgularin

15’inin (%60) yasadigi, 10’unun (%40) ise oldugu, evre IV olgularin ise 5’inin

(26,3) yasadigi, 14°Unun (%73,7) ise 6ldugu goruldu. Beklenecegi Uzere evre

IV olgularda mortalite orani daha yuksekti ve iki grubun mortalite oranlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,035) (Tablo 15).

Tablo 15: Mortalite ile evre arasindaki iliski

Evre Tool dederi
oplam egeri
I-111 \Y} P P ced
Sag 15 5 20
Mortalite _
Olen 10 14 24 0,035
Toplam 25 19 44

Yasayan ve olen hasta gruplarinin klinik ve patolojik verilerinin
karsilastiriimasi sonucunda anlamli olarak bulunan veriler Tablo 16’da
Ozetlenmigtir. Beklenecegi Uzere; yas, IPI, ECOG performans skoru, LDH,
albumin ve hemoglobin deg@erlerinde iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi. Yasayan ve o6len olgularin PD-1 skorlari arasinda da
istatistiksel olarak anlamli farkhlik géraldu (Tablo 16).

Altmis yasinin Ustlindeki hastalar ile 60 yas ve altindaki hastalarin sag
kalimlar karsilastirildiginda, 60 yas ve altindaki olgularin daha iyi genel sag
kalima sahip olduklari goézlendi (p=0,001) (Sekil 5). 60 yas ve altindaki 20
olgunun (%45,5) 6’sinin (%30) 6ldigu, 14’Gnln (%70) yasadigi saptanirken
60 yasinin Ustindeki 24 olgunun (%54,5) 18’inin (%75) 6ldugu, 6’sinin (%25)
ise yasadigi goriildi (Sekil 5). ilk grupta ortalama sag kalim 89,9 ay olarak
bulunurken ikinci grupta ortalama sag kalim 26,9 ay idi (Tablo 17).
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Tablo 16: Yagsayan ve Olen hasta gruplarinda klinikopatolojik 6zelliklerin

dagihmi
Sag Olen
(n=20) (n=24)
Aralik 28-75 28-89
Yas Ortalama 50,5 65,13 p=0,006
Ortanca 50 70,5
0 5 (%100) 0 (%0)
1 7 (%87,5) 1(%12,5)
2 3 (%50) 3 (%50)
IPI Skoru p<0,001
3 2 (%18,2) 9 (%81,8)
4 3 (%23,1) 10 (%76,9)
5 0 (%0) 1 (%100)
0 14 (%93,3) 1 (%6,7)
ECOG 1 4 (%80) 1 (%20)
Performans |2 1 (%8,3) 11 (%91,7) p<0,001
Skoru 3 1(%9,1) 10 (%90,9)
4 0 (%0) 1 (%100)
Aralik 131-462 190-2623
LDH (U/L) Ortalama 232,25 501,38 p=0,023
Ortanca 190 357
Aralik 3,6-4,7 2,0-4,3
Albumin (g/dL) | Ortalama 4,21 3,525 p<0,001
Ortanca 4,25 3,75
Aralik 9,0-15,1 5,3-14,7
Hemoglobin
Ortalama 12,885 11,625 p=0,040
(g/dL)
Ortanca 13,35 11,35
Aralik 1-5 1-5
PD-1 skoru Ortalama 2,95 1,83 p=0,007
Ortanca 3 1

IPI: Uluslararasi Prognostik indeks, ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group, LDH: Laktat

dehidrogenaz, PD-1: Programlanmig hlcre 6luma 1
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Tablo 17: Yas ile sag kalim iligkisi

v Toplam Olgu | Yasayan Olen Ortalama p
a
3 (%) (%) (%) Sag kalim (Ay) | degeri
<60 | 20 (%455) | 14 (%70) | 6 (%30) 89,9 0.001
>60 | 24 (%54,5) | 6 (%25) | 18 (%75) 26,9 ’
10 Yas
=E0
—I=g0
=B0-censored
08 —+—>B0-censared
E
®
= 05
‘T
b
5
’E 04
3
b4
02
0,0
o 25 50 75 100 125
Takip Siresi (Ay)

Sekil 5: Yas ile sag kalim iligkisini gdsteren Kaplan-Meier egrisi

Olgular ECOG performans durumuna gore iki gruba ayrilarak sag kalim
analizi yapildiginda, ECOG performans skoru 0 ya da 1 olan olgularin ECOG
performans skoru 22 olan olgulara gore daha iyi genel sag kalima sahip
oldugu saptandi (p<0,001).

R-IPI ve IPI skorlamalarina gore olgular gruplara ayrilarak sag kalim
analizi yapildiginda, R-IPI ve IPI gruplarinin sag kalim ile iligkili oldugu
oldugu gézlendi (p<0,001).

Evre ile sag kalim iligkisi arastirildiginda, evre IV olgularin istatistiksel
olarak anlaml sekilde daha kisa genel sag kalima sahip olduklari gézlendi
(p=0,002) (Sekil 6). Evre I-1ll grubundaki 25 olgudan (%56,8) 10’'unun (%40)
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6ldugu, 15’inin (%60) yasadigl saptanirken evre IV grubunda yer alan 19
olgudan (%43,2) 14’Gnun (%73,7) 6ldugu, 5'inin (%26,3) ise yasadidi
saptandi (Tablo 18). Evre I-Il olgularla evre IlI-IV olgularin sag kalimlari

kargilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Tablo 18: Evre ile sag kalim iligkisi

E Toplam Olgu | Yasayan Olen Ortalama p
vre
(%) (%) (%) Sag kalim (Ay) | degeri
-l | 25 (%56,8) | 15 (%60) | 10 (%40) 79,7 0.002
IV 19 (%43,2) |5 (%26,3) | 14 (%73,7) 16,5 ’
1.0 Evre
Evre I
=1 Evre [V
Evre -lil-censored
08 == Ewre V-censored
E
£
= 08
*
g
E 04
3
X
0z
00
1] 25 a0 75 100 125
Takip Sresi (Ay)

Sekil 6: Evre ile sag kalim iliskisini gosteren Kaplan-Meier egrisi

LDH degerleri normal olgularin LDH degerleri yiksek olan olgulara gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun genel sag kalima sahip olduklari
saptandi (p<0,001).

Albuminin sag kalim Gzerindeki etkisini saptamak icin kesme degeri
belirlemek amaciyla ROC analizi yapildiginda, en uygun kesme degerin 3,95
g/dL oldugu tespit edildi (p<0,001). Bu kesme degere gore, albumin degeri
>3,95 g/dL olan olgularin anlamli olarak daha uzun genel sag kalim

gosterdikleri goruldu (p<0,001). Hemoglobin igin kesme degeri saptamaya
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yonelik uygulanan ROC analizinde, en uygun kesme degerin 12 g/dL oldugu
saptandi (p=0,048). Bu kesme degere gore sag kalim analizi yapildiginda,
hemoglobin 212 g/dL olan olgularin disuk hemoglobin degerlerine sahip
olanlara gore anlamli olarak uzun genel sag kalima sahip olduklari goruldu
(p=0,001). Periferik kan lenfosit sayisi icin kesme deger belirlemeye yonelik
yapilan ROC analizinde, en uygun kesme degerin 1470/uL oldugu saptandi
(p=0,007). Buna gore yapilan sag kalim analizinde; periferin kan lenfosit
sayisi 21470/uL olan olgularda genel sag kalimin anlamli olarak uzadigi
g6zlendi (p<0,001).

Periferik kan notrofil/lenfosit orani (NL orani) icin 2,31 kesme degeri,
periferik kan platelet/lenfosit orani (PL orani) i¢in ise 180 kesme degeri
belirlendiginde, NL orani 2,31 olan olgularin ve PL orani €180 olan olgularin
daha iyi genel sag kalim gosterdikleri saptandi (sirasiyla p=0,022 ve
p=0,024).

Periferik kan monosit sayisi icin kesme degeri belirlemeye yonelik yapilan
ROC analizi sonunda ise istatistiksel olarak anlamli kesme degeri elde
edilemedi.

Periferik kan lenfosit/monosit orani (LM orani), platelet sayisi, nétrofil
sayisi, MPV gibi klinik parametreler igin yapilan sag kalim analizlerinde
anlamli iliski saptanmadi.

immunonhistokimyasal belirteclerin ve morfolojik 6zellikleri sag kalima
etkileri arastirildiginda, CD3 icin farkli kesme deg@erlerle uygulanan sag kalim
analizleri sonucunda anlamli iligki gozlenmedi. Benzer sekilde Ki67
proliferasyon indeksi ile de anlamli iliski saptanmadi. Morfolojik varyant ve
suptip ile sag kalim arasinda anlamli iligki bulunmamaktaydi.

MYC igin 2%40 kesme degeri pozitiflik olarak belirlendiginde, MYC pozitif
olgularin negatif olgularla kiyaslandiginda anlamli sekilde daha kisa genel
sag kalima sahip olduklari izlendi (p=0,010) (Sekil 7). MYC pozitif 15 olgunun
(%34,1) 11’inin (%73,3) 6ldigua, 4°'Gnlin (%26,7) ise yasadigi gozlenirken
negatif 29 olgunun (%65,9) 13’4nun (%44,8) 6ldugu, 16’sinin (%55,2) ise
yasadigi tespit edildi. Ortalama sag kalim sureleri MYC pozitif grupta 36,5 ay
iken negatif grupta 68,3 ay idi (Tablo 19).
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Tablo 19: MYC ekspresyonunun sag kalima etkisi

Tol ol v B Ortalama
oplam u asayan en
MYC P g say Sag kalim P
(%) (%) (%) degeri
(Ay)

Pozitif | 15 (%34,1) | 4 (%26,7) | 11 (%73,3) 36,5

0,010
Negatif | 29 (%65,9) | 16 (%55,2) | 13 (%44,8) 68,3

c-myc
negatif

=T Tpozitif
negatif-censored

08 —4—pozitifcensored

06

04

Kiimiilatif Sag kalim

02

oo

0 23 a0 73 100 123

Takip Sdresi (Ay)

Sekil 7: MYC ekspresyonunun sag kalimla iligkisini gosteren Kaplan-Meier

egrisi

PD-1 icin skor 1 (<5 pozitif hlicre/BBA) ve skor 2-5 (=5 pozitif hlicre/BBA)
gruplari karsilagtirilarak sag kalim analizi yapildiginda, BBA'da 5’ten az PD-1
pozitif hticre igeren olgularin (skor 1) 5 veya daha fazla pozitif hiicre
icerenlere (skor 2-5) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun genel
sag kalima sahip olduklari saptandi (p=0,005) (Sekil 8). PD-1 skoru 1 olan 17
olgunun (%38,6) 15’inin (%88,2) 6ldugul, 2’sinin (%11,8) ise yasadigi
saptandi. PD-1 skoru 2, 3, 4 ve 5 olan 27 olgunun (%61,4) 9’unun (%33,3)
oldagu, 18’inin (%66,7) ise yasadigi saptandi. Ortalama sag kalim sureleri
ise PD-1 (+) hlicre sayisi duglk grupta 28,7 ay, ylksek grupta ise 85,3 ay
olarak hesaplandi (Tablo 20).
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Tablo 20: PD-1 pozitifliginin sag kalima etkisi

PD-1 Toplam . Ortalama
. Yagayan Olen . p
(pozitif Olgu Sag kalim o
. (%) (%) degeri
hiicre/BBA) (%) (Ay)
<5 17 (%38,6) | 2 (%11,8) | 15 (%88,2) | 28,7 0.005
>5 27 (%61,4) | 18 (%66,7) | 9 (%33,3) 85,3 ’
10 PD-1
~I1<5 pozitif hilcre/BBA
—T =5 pozitif htcre/BBA
= <5 pozitif hicre/BBA-censored
—= =5 porzitif hicre/BBA-censored
08
E
E 05
]
5
s
E 04
g
0,0
Takip Suresi (Ay)

Sekil 8: PD-1 pozitifliginin sag kalimla iligkisini gosteren Kaplan-Meier egrisi

PD-L1, CD163 ve CD14 icin farkh kesme degerleri ile tekrarlanan sag

kalim analizleri sonucunda ise bu belirteclerle sag kalim arasinda anlamli bir

iligki saptanmadi.
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Resim 4: DBBHL’nin anaplastik varyanti (H&E, x400).
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Resim 5: PD-1 ekspresyonlari. A. Skor 1, B. Skor 2, C. Skor 3 (DAB, x400).
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Resim 6: PD-1 ekspresyonlari. A. Skor 4, B. Skor 5 (DAB, x400).
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Resim 7: PD-1 ile timoérin boyandidi olgulardan 6rnek (DAB, x400).

Resim 8: PD-L1 ekspresyonlari. A. %5, B. %10 (DAB, x200)
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Resim 9: PD-L1 ekspresyonlari. A. %15, B. %30 (DAB, x100).
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Resim 11: CD163 ekspresyonlari. A. %5, B. %8, C. %15 (DAB, x200).
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Resim 12: CD163 ekspresyonlari. A. %20, B. %50 (DAB, x200).
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Resim 13: CD14 ekspresyonlari. A. %2, B. %5, C. %10 (DAB, x200).
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Resim 14: CD14 ekspresyonlari. A. %25, B. %50 (DAB, x200).

57



L
e N
¥
%
o

Resim 15: CD3 ekspresyonu; %10 (DAB, x200).

Resim 16: Ki67 ekspresyonu; %100 (DAB, x200).
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TARTISMA

Difflz buayuk B hicreli lenfomalar, non-Hodgkin lenfomalarin en sik
gorulen histolojik alt tipidir ve yeni tani alan lenfomalarin yaklasik %30-40’ini
olusturur (1, 2). Tum yaslarda goérulebilmesine kargin yaslilarda daha siktir ve
ortanca hasta yasi 65 yastir (16). Erkeklerde kadinlara gore hafifce daha
siktir (17, 18). Farkli olarak ¢alismamiza alinan 52 olgunun 31’i kadin
(%59,6), 21'i erkektir (%40,4). Olgularin yagslari 28 ile 89 arasinda
degismekte olup ortanca degeri 64,5, ortalama degeri ise 59,4 olarak
bulunmustur.

DBBHL,; klinik, morfolojik 6zellikleri, tedaviye yanitlari, prognoz ve sag
kalimlari ile heterojen bir lenfoma grubudur (3). DBBHL ler tipik olarak aylar
icinde gelisen ve tedavi edilmediginde dlimcul olabilecek semptomatik
hastaliga neden olan agresif lenfomalardir (4). Agresif olmasina karsin
potansiyel olarak multi-ajan kemoterapi ile tedavi edilebilir bir hastaliktir.
CHOP kemoterapi rejimi yillardir tedavinin dayanak noktasi olmustur. CHOP
rejimine bir anti-CD20 antikoru olan rituksimab’in eklenmesi ile yapilan tedavi
¢alismalarinda ise DBBHL hastalarinin yasam surelerinin dnemli dlgude
uzadigi tespit edilmistir (147). Calismamizdaki klinik verilerine ulagilabilen 44
olgu ele alindiginda, 26 olguya (%59,1) rituksimab iceren R-CHOP ya da
benzeri bir tedavi protokoll uygulandigi saptanmigstir. 10 olguya (%22,7)
rituksimab icermeyen ve CHOP ve benzeri bir KT rejimi uygulanmistir. 8
olguda (%18,2) ise dusuk performans durumu ya da tedaviyi reddetme gibi
nedenlerle KT uygulanmamigtir.

IP1 skorlama sistemi, DBBHL hastalarinda prognozu 6ngormede degerli
bir prognostik arag olarak kabul edilmektedir ve ylksek IPI skoruna sahip

olgularin kisa sag kalimla iligkili oldugu bildiriimektedir (108). Calismamizda
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yuksek IPI skorunun kisa genel sag kalimla iligkili oldugu bulunmustur.
Ayrica, IPI skorlama sisteminin parametrelerinden olan yas, evre, ECOG
performans skoru ve LDH ile genel sag kalim arasinda da istatistiksel olarak
anlamli iliski saptanmistir. Calismamiz verilerine gore bir bagka kisa sag
kalim gdstergesi olan PD-1 ile yas ve ECOG performans skoru arasinda ise
negatif korelasyon bulunmustur.

DBBHL olgularinda periferik kan monositleri, lenfosit/monosit orani ve
periferik kan lenfosit sayisinin prognostik etkilerinin arastirildigi calismalar
bulunmaktadir. Feng ve arkadaslarinin yapmis oldugu meta-analizde, dusuk
mutlak lenfosit sayisinin kéta prognostik faktor oldugu bildirilmigstir (195).
Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da benzer sekilde dusuk periferik kan
lenfosit sayisinin kisa genel sag kalimla iligkili oldugu bulunmustur. Zhou ve
arkadaslari lenfosit/monosit orani 3,2’den duslk olan olgularin daha kisa sag
kalima sahip olduklarini saptamiglardir (196). Ancak literatlirde
lenfosit/monosit oraninin prognostik etkilerini Gngorebilmek icin
arastirmalarda kullanilan kesme degerleri arasinda gorus birligi
bulunmamaktadir. Tani anindaki lenfosit/monosit oraninin DBBHL’lerdeki
klinik sonuglari dngoren kesme degerleri 2,1 ile 3,8 arasinda degismektedir
(196). Literattrde farkh kesme degerleri kullanilarak yapilan ve dusuk
lenfosit/monosit sayisinin kéta prognostik faktor oldugu bildirilen ¢alismalar
bulunmaktadir (2, 197-199). Buna karsin ¢alismamizda lenfosit/monosit orani
ile sag kalim arasinda iligki saptanmamigtir.

DBBHL’lerde mutlak lenfosit sayisi 21,28 x10%/L (2), mutlak monosit
sayisi <0,575 x10°%/L (2), noétrofil/lenfosit orani <2,81 (2), platelet/lenfosit orani
<150 (200), hemoglobin 212 g/dL (201), normal LDH duzeyi (199) olan
olgularin daha iyi genel sag kalim ile iligkili oldugu bildirilmektedir.
Calismamizda farkli kesme degerleri kullanilmig olsa da benzer sekilde
dusuk lenfosit sayisi, yuksek notrofil/lenfosit orani, ylksek platelet/lenfosit
orani, dusuk hemoglobin ve yuksek LDH degerlerine sahip olgularin dusuk
genel sag kalim oranlari gosterdikleri saptanmistir. Ancak periferik kan

monosit sayisi ile sag kalim arasinda anlamli iligki saptanmamistir.
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Ochi ve arkadaslari, 391 DBBHL albimin <3,5 g/dL olan olgularin disuk
sag kalimla iligkili olduklari saptanmistir (202). Yine albumin igin de farkh
kesme degeri belirledigimiz galismamizda benzer sekilde albumin degerleri
dusuk olgularin daha dusuk genel sag kalima sahip olduklari saptanmistir.
Bairey ve arkadaglarinin galigmasinda, albumin ve hemoglobinin benzer
sekilde sag kalimla iligkili oldugunu bildirmis ve mutlak lenfosit ve monosit
sayilarinin ise sag kalimla iligkili olmadigi saptanmistir (203). Bu ¢alismada
monosit sayisi ile sag kalimin iligkili olmamasi, ¢alismamizla benzer sonuglar
icermektedir.

Literatlirde birgok calismada PD-L1 pozitifliginin non-GCB subtipinde
daha fazla goéruldugu bildiriimektedir (7, 204-206). Calismamizda da literatur
bilgisine benzer sekilde non-GCB subtipinde PD-L1 boyanma oranlarinin
anlamli sekilde daha fazla oldugu saptanmistir. PD-L1 yani sira non-GCB
subtipinde CD14 boyanma oranlari da anlamh olarak daha ytksek
bulunmustur.

Calismamizda, beklenecegi Uzere, TiL'leri boyayan PD-1 ile CD3'lin
pozitif korele oldugu; timor mikrogevresinde temel olarak makrofajlari
boyayan PD-L1, CD163 ve CD14’Un de birbirleriyle pozitif korele olduklari
gOrulmustlr. Shi ve arkadaslarinin galismasinda da bizimkine benzer sekilde
PD-L1, CD163 ve CD14 ile CD3 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur
(207). Bu ¢calismada CD3 ile Ki67 arasinda negatif korelasyon saptanmis
olup bu sonug¢ da galismamiz ile benzerdir. Cesitli kanserlerde MYC
ekspresyonu ile PD-L1 ekspresyonunun pozitif korele oldugu ve MYC’nin
kanserlerde PD-L1 ekspresyonunu duzenledigi bildirilmistir (208). Li ve
arkadaglarinin galismasinda, PD-1 (-)/CD3 (yuksek) olan gruptaki PD-L1
pozitif olgularin yliiksek MYC ekspresyonu ile iliskili oldugu bulunmustur
(209). Hu ve arkadaslarinin galismasinda mikrogevrede PD-L1 pozitifliginin
MYC ekspresyonu ile negatif korelasyon gosterdigi saptanirken (206), Xing
ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise PD-L1 ile MYC arasinda iliski
saptanmamigstir (205). Bizim ¢alismamizda ise PD-L1 ile MYC arasinda
pozitif korelasyon saptanmistir. Agarwal ve arkadaslari, MYC pozitif olgularin

daha yuksek (>%90) Ki67 proliferasyon indeksine sahip olduklarini bildirmis
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olup (210) bizim calismamizda da MYC ile Ki67 arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir. MYC; hticre proliferasyonu, blyumesi, diferansiasyonu ve
apoptozunda yer alan ¢ok sayida gen Urinunun ekspresyonunu duzenleyen
bir transkripsiyon faktorudur (208). Proliferatif aktiviteyi gosteren Ki67
ekspresyonuyla MYC’nin korele olmasinin, MYC’nin hicre
proliferasyonundaki bu rolt nedeniyle olabilecegi disunulmustar.
Immunoblastik varyant olarak degerlendirilen olgularda diger olgulara gére
daha dusuk Ki67 proliferasyon indeksi gorulmustur ve bu bulgu Ott ve
arkadaslarinin galismasi ile uyumludur (49). Ott ve arkadaslarinin
¢alismasinda immunoblastik varyantin kot prognozla iligkili oldugu ancak bu
olgularin disuk Ki67 proliferasyon indeksine sahip oldugu saptanmistir (49).
Calismamizda immunoblastik varyantta disuk Ki67 ekspresyon oranlari
g6zlenmis ancak morfolojik varyantlar arasinda sag kalim agisindan fark
saptanmamistir.

immun kontrol noktalari, immun yanitin normal olarak islemesinde dnemli
bir rol oynasa da ayni zamanda tumorler igin immun sistemden kagis
mekanizmasi saglar. Tumor hucreleri, kontrol noktasi reseptorlerinin
ligandlarini asiri eksprese ederek T hucrelerinin tepki vermemesini
saglayarak ya da T hucrelerini tikenme durumuna getirerek immun
sistemden kacabilirler (8, 178). Bu yolaklarin immun kontrol noktasi
inhibisyonu ile terap6tik manipulasyonu, T hicre anerjisini tersine gevirerek
etkin bir T hiicre aracili antitimér yaniti olusturur (8). immun sistemden
kacisin anlagilmasi ile sol yillarda, hematolojik maligniteler yani sira birgok
solid tumdrde kontrol noktasi iligkili molekullerin prognoza etkisinin
arastinldigi calismalar yapiimaktadir. Bu yolaklarin gesitli bolgelerini hedef
alarak tumor hucrelerinin immun sistemden kagisini 6nlemek amaciyla
terapdtik monoklonal antikorlar gelistiriimektedir (175). Literatirde
DBBHL’lerde tumdr mikrogevresinin ve kontrol noktasi blokaiji iligkili
molekullerin prognozla iligkisinin arastirildigi ¢alismalarda cgeliskili bilgiler
bulunmaktadir.

Calismamizda bir BBA’da ortalama 5’in altinda PD-1 pozitif hiicre igeren

olgularin BBA’da 5 ve Uzerinde PD-1 pozitif hiicre iceren olgularla
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kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde daha duguk genel sag
kalim verilerine sahip oldugu saptanmistir. Bu bulgu literatlirdeki benzer
calismalarla karsilastirildiginda, PD-1 pozitifliginin diger calismalarda da sag
kalim Uzerindeki etkisinin benzer oldugu gorulmustur. Buna karsin
calismalarda PD-1 igin farkli kesme degerleri kullaniimaktadir. Ahearne ve
arkadaslarinin galismasinda, 70 DBBHL olgusu incelenmis ve yuksek PD-1
pozitifligi iceren olgularin daha iyi klinik gidigse sahip oldugu bildirilmigtir (211).
Kwon ve arkadaglari DBBHL tanisi alan 126 olguda PD-1 pozitifligini O:
BBA’da pozitif hiicre yok, 1: <10 pozitif hlicre/BBA, 2: 10-30 pozitif
hicre/BBA, 3: >30 pozitif hlicre/BBA seklinde skorlamistir. Olgularin
%68,6’sinda TiL’de degisen skorlarda (skor 1-3) PD-1 pozitifli§i saptanmistir.
Bu ¢alisma sonucunda PD-1 pozitif olgularin (skor 1-3) daha iyi prognoza
sahip oldugu, PD-1 pozitifliginin bagimsiz prognostik faktér oldugu
bildirilmigtir (182). Yetmis altt DBBHL olgusunun incelendigi Fang ve
arkadaslarinin yaptigi ¢calismada da benzer bir skorlama kullaniimis ve
benzer sekilde PD-1 (+) TiLler uzamis sag kalimla iligkili bulunmustur (212).
Wang ve arkadaslari ise 355 DBBHL olgusundan olusan hasta grubunda PD-
1 (+) TIL sayisi igin 4,5/BBA kesme degerini belirlemis ve PD-1 (+) TiL sayisi
<4,5/BBA saptanan olgularin k6t prognoza sahip olduklarini bildirmistir. (2).

Li ve arkadaslarinin yapmis oldugu yakin tarihli arastirmada, 414 DBBHL
olgusunda otomatik kantitatif immunfloresan analiz yontemiyle CD3, PD-1 ve
PD-L1 ekspresyonlari incelenmistir. Duguk T hicre sellUlaritesinin,
DBBHL’de olumsuz prognostik etkisinin oldugu saptanmistir. Ayrica PD-L1
ekspresyonu ve T hicresi turevli PD-1 ekspresyonunun yalnizca yiksek T
hdcre infiltrasyonu olan hastalarda énemli olumsuz etkiye sahip oldugu
bildiriimistir. Calismada dokudaki PD-1/PD-L1 etkilesiminin esas oldugu
belirtiimektedir (209).

Ayrica Kwon ve arkadaslarinin galismasinda iki olguda timaor hicrelerinde
de PD-1 pozitifligi saptanmigtir (182). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da
olgulardan ikisinde TiL'lere ek olarak timér hiicrelerinde odaksal boyanmalar
saptanmstir. ilging olarak PD-1 ile boyanan iki olgu da anaplastik varyant
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morfolojisinde olmakla birlikte anaplastik varyant morfolojisindeki diger 6
olguda tumor hucrelerinde PD-1 boyanmasi gorulmemigtir.

Literatirde, PD-L1 boyanmasinin prognostik 6nemi ve pozitiflik igin
belirlenen kesme degerleri yani sira boyama yontemleri konusunda da farkli
bilgiler bulunmaktadir. Calismalarda genel olarak PD-L1 boyanmasi igin
tumor hucrelerindeki pozitiflik ve mikrogevredeki pozitiflik olarak birbirinden
ayri sekilde yuzdeler verilerek analizler yapiimistir. Bu galigsmalarin bir
bolumunde, tumaor hacrelerinin pozitifligini belirlemek icin PD-L1 ile birlikte bir
B hucre belirteci olan PAXS immunohistokimyasal boyasini da kullanarak ikili
boyama yapilmistir (7). Buna karsin bir grup ¢alismada (182, 204-207, 212)
ise bizim galismamizda da oldugu gibi ikili boyama yapmadan, yalnizca PD-
L1 immunohistokimyasal boyasi uygulanarak degerlendirme yapilmigtir. Olgu
grubumuzda PD-L1 boyanmalari degerlendirildiginde, PD-L1 ile bazi
olgularda sadece tumor mikrogevresinde boyanma saptanirken bazi
olgularda mikrogevredeki boyanmalara ek olarak seyrek tumaor hicrelerinin
de PD-L1 pozitif oldugu gézlenmistir. ikili boyama yapilmadigi igin biyiik
hicre boyanmalarinin histiosit mi yoksa tumor hucresi mi oldugu ¢ogu olguda
net ayirt edilemediginden ve seyrek tumor hucresi boyandigindan, diger
calismalardan farkli olarak, boyanan hucrelerin hangi hicre olduguna dikkat
edilmeksizin degerlendirme pozitif hicrelerin tim hlcrelere orani verilerek
yapilmistir.

Kwon ve arkadaslarinin 126 olguluk serilerinde, timaor hicreleri ve/veya
tumoru infiltre eden immun hicrelerde PD-L1 ekspresyonu
degerlendirilmigtir. PD-L1 ile %10’dan fazla hicrede boyanma olan olgular
boyanma siddetine gore 1: zayif, 2: orta, 3: gugli olarak gruplanmigtir.
Olgularin %91,3’Gnde tUmar hicresi ve/veya makrofajlarda degisen skorlarda
(skor 1-3) PD-L1 boyanmasi saptanmistir. PD-L1 pozitifligi (timor
hicrelerinde ya da tumor hicreleri/makrofajlarda) ile prognoz arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (182). Bizim ¢alismamizda
da PD-L1 pozitifliginin sag kalimla iligkili olmadidi1 saptanmigtir.

PD-L1 pozitifliginin sag kalimla iliskili oldugunu bildiren yayinlar da

mevcuttur. Kiyasu ve arkadaslarina ait calismada 273 DBBHL olgusunda
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tumor hicrelerinde PD-L1 pozitifligi icin %30 kesme deger olarak belirlenmis,
tumaor hicrelerinin %30 veya fazlasindaki pozitiflik PD-L1 (+) olarak kabul
edilmistir. Bu ¢alismada tumor hiucrelerindeki boyanmayi saptamak igin PD-
L1 ve PAXS ile ikili boyama yapilmistir. PD-L1 (-) (tmor hucrelerinde
%30’dan az boyanma) olgular ise mikrogevedeki boyanma oranina gore
mikrogevrede PD-L1 pozitif (=%20) ya da negatif (<%20) olarak iki gruba
ayrilmistir. Tumor hicrelerinde PD-L1 ekspresyonunun kotu prognozla iliskili
oldugu, PD-L1’in DBBHL'de bagimsiz prognostik faktor oldugu bildirilmigtir.
Mikrogevrede PD-L1 pozitifligi ile negatifligi arasinda ise anlamli bir fark
saptanmamistir. (7). Bizim ¢alismamizda ikili boyama yapilmamis olmasi
nedeniyle, tumor hicre boyanmasi az olsa da histiositlerdeki boyanma ile
karigiklik olabileceginden tumor ve mikrogevredeki pozitiflik oranlari ayri ayri
belirlenememis ve sag kalimla iligki saptanmamistir. Ancak Kiyasu ve
arkadaslarinin ¢alismasindaki gibi ikili boyama yonteminin bagka calismalarla
desteklenebilecegi ongoruimustir.

Shi ve arkadaslarinin DBBHL tanili 125 olguluk serilerinde, %30’un
Uzerinde timor hicresinde orta (2+) ve glgliu (3+) yogunlukta PD-L1
boyanmasi olan olgular, timérde PD-L1 pozitifligi olarak kabul edilmigtir.
Mikrogevrede PD-L1 pozitifligi i¢in ise %20 kesme degeri belirlenmistir.
Sonugcta, timorde PD-L1 pozitifligi uzun progresyonsuz sag kalim ile iligkili
bulunmusg ancak PD-L1 pozitifligi ile genel sag kalim arasinda anlamli iligki
saptanmamistir (207). Bu ¢alismada da bizim ¢alismamizdaki gibi ikili
boyama ydntemi kullaniimamis ve genel sag kalimla PD-L1 pozitifligi
arasinda iligki saptanmamistir.

Dong ve arkadaslarina ait, 100 DBBHL olgusunun ele alindigi galismada
tumor hicrelerinin %5 ya da daha fazlasinda (2+) ve (3+) yogunlukta
boyanmanin oldugu olgular timér PD-L1 pozitifligi olarak kabul edilirken
tumor ve/veya mikrogevrede %20 ve Ustinde (2+) ve (3+) yogunluktaki
boyanmalar mikrogevre PD-L1 pozitifligi olarak kabul edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda timoérde PD-L1 pozitifligi olan olgularin daha kéti prognoza sahip
olduklari saptanmistir (204). Xing ve arkadaslari da DBBHL, NOS tanil

olgularda timor hicrelerinde %30’un Ustinde (2+) ve (3+) membrantz

65



boyanma olan olgulari PD-L1 pozitif olarak degerlendirmis ve yine PD-L1
pozitif grubun daha kétu gidisle iliskili oldugunu saptamislardir (205).

Yetmis altt DBBHL olgusunun incelendigi Fang ve arkadaslarinin
¢alismasinda, tumor hucrelerinde PD-L1 ile %10’un altinda boyanma olan
olgular negatif, %10 Gzerinde boyanma gdzlenen olgular ise pozitif olarak
kabul edilmistir. Boyanma siddeti de ayrica onceki ¢calismalara benzer sekilde
(skor 1-3) skorlanmistir. Calismada mikrogevredeki PD-L1 pozitiflik oranlari
da deg@erlendirilmistir. Calisma sonucunda tumor hicrelerindeki PD-L1
pozitifligi koth klinik seyir ile iligkili bulunmustur (212).

Hu ve arkadaslari DBBHL tanili 204 hastada yaptiklari arastirmalarinda
tumor hucrelerinde PD-L1 pozitifligi icin %5, mikrogevrede PD-L1 pozitifligi
icin ise %20 kesme degeri kullaniimistir. Bu galismada da timor
hicrelerindeki PD-L1 pozitifliginin daha kisa genel sag kalimla iliskili oldugu
ve tiumor hicrelerindeki PD-L1 ekspresyonunun bagimsiz prognostik faktor
oldugu saptanmistir (206).

Kiyasu ve arkadaslarinin calismasinda PD-1 (+) TiL sayisi ile timérde ve
tumoru infiltre eden non-malign stromal hiicrelerdeki PD-L1 pozitifligi ters
yonde korele bulunmustur (7). Bizim calismamizda PD-1 ile PD-L1 arasinda
iligki saptanmamisgtir.

Makrofajlar ve 6zellikle de M2 makrofajlarin prognostik etkileri nedeniyle,
¢alismamizda, tumor mikrogevresindeki monosit-makrofajlari arastirmak ve
bunlarin prognostik etkilerini ortaya koymak bir diger amag olarak
belirlenmistir. Bu amacla CD14 ve TAM profiline yakin olan M2 makrofajlarda
eksprese edilen CD163 belirtecgleri olgulara uygulanmistir. DBBHL
olgularinda CD163 pozitifligi i¢in farkl kesme degerleri kullaniimig olsa da
yuksek pozitiflik oranlarina sahip olgularin koétt klinik seyir ve sag kalim
verilerine sahip oldugu bildiriimektedir. Calismamizda ise farkli kesme
degerleri ile analiz yapilmasina ragmen CD163 ile sag kalim arasinda iligki
saptanmamistir.

Wang ve arkadaslari 355 DBBHL olgusunda, CD163 (+) M2 TAM orani
2%9,5 saptanan olgularin kétl prognoza sahip olduklarini bildirmiglerdir. Bu

¢alismada ayrica periferik kan monosit sayisi ile tumdr dokusundaki CD163
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(+) hucre skorlari arasinda pozitif korelasyon oldugu saptanmistir. (2).
Calismamizda CD163 ile periferik kan monosit sayisi arasinda korelasyon
saptanmamig olmakla birlikte CD163 ile CD14 boyanmalarinin korele oldugu
gOrulmustar.

Wada ve arkadaslarinin yapmig oldugu ¢alismada 101 DBBHL olgusu
incelenmis, bu timorlere M1 TAM’lar icin HLA-DR/CD68, M2 TAM’lar icin ise
CD163/CD68 ikili boyalari galisiimistir. Her olguda 0,146 mm?'lik 4 alan
secilerek ikili pozitif hlicre sayilari hesaplanmis, M1 ve M2 makrofajlar igin
ortalama degerler olan 30,7 ve 27,0 sayilari kesme degerleri olarak
belirlenmistir. Total TAM’lar igin ise 90. persantile denk gelen 132,3 kesme
degeri olarak belirlenmigtir. Olgular M1, M2 ve total TAM sayilarina gore
yuksek ve dusuk olarak gruplara ayrildiginda, M2 ve total TAM sayisi ylksek
olan olgularin daha kétu prognozlu oldugu saptanmigtir. M1 TAM sayisi ile
prognoz arasinda ise iliski bulunmamistir. Bu sonuglarla M2 makrofajlarin
bagimsiz kotu prognostik faktor oldugu bildirilmistir (165).

Marchesi ve arkadaslarinin 61 DBBHL olgusunda immunfloresan
inceleme yontemi ile yaptiklari arastirma sonucunda tani aninda
CD68/CD163 pozitif M2 makrofajlarin yiksek yogunlukta bulunmasinin koétu
prognostik faktdr oldugu saptanmistir (213).

Matsuki ve arkadaslari 142 DBBHL tanili hastada yaptiklari arastirmada,
CD163 pozitif htcre sayisinin fazla olmasi, sadece rituksimab igermeyen
rejimlerle tedavi edilen hastalarda dusuk genel sag kalim ile iligkili
bulunmustur. Ancak bu iligki rituksimab ile tedavi edilen hastalarda
g6zlenmemigtir (214). Farkl olarak Nam ve arkadaslarinin galismasinda,
hem R-CHOP ile tedavi edilen 109 DBBHL olgusunda, hem de CHOP rejimi
ile tedavi edilen 51 DBBHL olgusunda ylksek CD163 pozitifliginin dlisuk sag
kalim ile iligkili oldugu bildirilmistir (168). Bizim galismamizda ise CHOP ya
da R-CHOP tedavisi alan hastalar kendi aralarinda degerlendirildiginde de
CD163 ile sag kalim arasinda iliski saptanmamistir.

Shen ve arkadaslarinin 139 DBBHL olgusunu dahil ettikleri
calismalarinda, CD163 pozitif M2 TAM orani ile DBBHL igin bilinen

prognostik faktorler arasindaki korelasyonlar degerlendirilmistir. CD163
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pozitif M2 TAM’larin oranlarinin evre ve Pl ile pozitif korelasyon gdsterdigi
saptanmistir. Sonugta, DBBHL’de CD163 pozitif M2 TAM’larin yogunlugunun
potansiyel bir prognostik indeks oldugu bildiriimektedir (215). Buna kargin
bizim galismamiza gore, bilinen klinik ve laboratuvar prognostik verilerle de
CD163 arasinda korelasyon bulunmamistir.

CD14, monositler, makrofajlarin bir kismi ve Langerhans hticrelerinin de
dahil oldugu myelomonositik seri hicrelerinde eksprese edilir (216). DBBHL
ve splenik marjinal zon lenfomalarda yogun CD14 (+) hucrelerinin
bulunabildigi bildiriimektedir. Ayrica gesitli arastirmalar sonucunda
monositlerin/CD14 (+) hlcrelerin ya da dendritik hicrelerin, B hlcresi
farkhlagsmasi, B hlcresi gogalmasi ve malign B hicrelerinin hayatta kalmasi
icin yararli etkileri gosterilmigtir (217). Mueller ve arkadaslarinin
calismasinda, B hicreleri ile birlikte monositlerin periferik kandan veya
DBBHL'den kultirlenmesinin B hlcrelerinin uzun stre hayatta kalimina
olanak sagladigi bildirilmigtir (217).

Marmey ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada 15 reaktif lenf nodu
ve dalak dokusu yani sira 56 B hticreli lenfoma incelenmistir. Bu
lenfomalardan 12’sinin DBBHL oldugu bildiriimektedir. Calismada
CD14(+)/CD169(-) monosit kokenli hiicrelerin diger lenfomalara gére
DBBHL'lerde belirgin sekilde fazla bulundugu saptanmistir. Bununla birlikte,
DBBHL olgulari arasinda CD14 populasyonunda belirgin bir heterojenite
oldugu belirtilmigtir. Olgulardan 6’sinda CD68 (+) hicrelerinin gogu CD14°G
eksprese etse de diger 6 olguda, CD68 (+) hlcrelerin cogu CD14 (-) olarak
bulunmustur. Daha az sayida CD14 (+) hicre bulunan 3 olguda Ki-67
proliferasyon indeksi %80 ve Uzerinde iken, yuksek sayida CD14 (+) hicre
iceren olgularda, Ki-67 proliferasyon indeksi %50 dolayinda ve daha dusuk
olarak saptanmistir. CD14/CD68 profili ile GCB ya da non-GCB subtipleri
arasinda iligki bulunamamistir (193). Bizim ¢calismamizda ise Ki67 ile CD14
arasinda iligki saptanmamistir. CD14 pozitifliginin non-GCB subtipinde
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksek oranlarda bulundugu

gOzlenmisgtir.
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Khalifa ve arkadaslarinin ¢galismasinda, 42 B hticreli NHL olgusu ile 20
saghkh gonullide akim sitometrisi yontemi ile periferik kandaki monositler
karsilagtinimistir. HLA-DR ekspresyonunu kaybeden, CD14 (+) monositlerin,
yuksek evre hastaligi olan, daha agresif seyirli ve tedaviye yanitsiz
hastalarda artmis oldugu saptanmistir (218).

Lin ve arkadaslari, 40 NHL ve 27 saglikli gonullude yaptiklari arastirmalari
sonucunda NHL olgularinda monositlerin HLA-DR ekspresyonunun azaldigi
ve CD14(+)/HLA-DR(-/dusuk) monosit sayisinin artmig oldugu olgularin daha
agresif hastalikla ve immunsupresyonla karakterize oldugu saptanmistir. Bu
calismadaki NHL olgularindan 18’i DBBHL tanili olgular olarak belirtilmigtir.
NHL olgulari ile saglikh kontrol grubu arasinda periferik kan monositlerinin
sayisinda anlamli bir farklilik olmamasina karsin NHL olgularindaki CD14 (+)
monositlerin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azalmis
HLA-DR ekspresyonu ile karakterize oldugu bildirilmigtir. Ayrica bu ¢alismada
DBBHL lerdeki CD14(+)/HLA-DR(-/duguk) monositlerin orani, diger indolent
lenfomalara gére daha yuksek olarak bulunmustur (219). Calismamizda ise
CD14 pozitifligi icin farkli kesme degerleriyle yapilan sad kalim analizlerinde

istatistiksel olarak anlamli sonug¢ saptanmamistir.
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SONUGC VE ONERILER

DBBHL’lerde yeni prognostik faktorler belirlemeye ve hedef tedavi
yontemleri geligtirmeye yonelik yapilan ¢aligmalar son yillarda oldukga
artmigtir. Bu ¢alismalar arasinda kontrol noktasi iligkili molekuller ve timor
mikrogevresini konu alanlar dnemli bir yere sahiptir. Kontrol noktasi iligkili
molekullerden olan PD-1, PD-L1 ve CTLA-4’4n DBBHL’lerde prognostik
onemi yani sira timor mikrogevresindeki TAM’larin prognoza etkisi de
arastirmalara konu olmaktadir. Hastalarin klinik seyrini 5ngérmek disinda,
pek ¢ok timorde, 6zellikle de tedaviye direngli olgularda, bu molekillerin
inhibisyonu yeni tedavi hedeflerinde éne ¢ikmaktadir.

Calismamizda toplam 52 nodal DBBHL, NOS olgusunda PD-1, PD-L1,
CD163 ve CD14 ekspresyonlari immunohistokimyasal yontemle
degerlendirilmigtir. Bu belirteclerin birbirleri ile korelasyonu yani sira klinik ve
laboratuvar prognostik verilerine ve sag kalim bilgilerine ulasilabilen 44
olguda, elde edilen bu verilerle immunohistokimyasal belirtecgler arasindaki
iligkiler arastirimigtir. Calismamizin basginda planlanan, ancak ¢ok sayida
deneme sonucunda saglikli boyanma elde edilemeyen CTLA-4
immunohistokimyasal boyasi ise degerlendirilememis ve ¢alisma digi
birakilmigtir.

Calismamiz sonucunda timér dokusu icerisinde PD-1 pozitif TIL sayisi
<5/BBA olan olgularin istatistiksel olarak anlamli bigcimde daha duglk genel
sag kalima sahip olduklari gézlenmigtir. PD-L1, CD163 ve CD14 ile sag kalim
arasinda ise anlaml iligki saptanmamigtir. PD-L1 ve CD14 boyanma
oranlarinin non-GCB subtipinde GCB subtipine gére daha fazla oldugu
gOrulmustar. Ayrica, >60 yas, ECOG performans skoru =2, evre IV hastalik,
yuksek IPI skoru (3-4-5), LDH yuksekligi, albumin <3,95 g/dL, hemoglobin
<12 g/dL, periferik kan lenfosit sayisi <1470/uL, periferik kan NL orani >2,31,
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periferik kan PL orani >180, MYC =%40 olan olgularin genel sag kalimlarinin
da anlamli sekilde daha dusuk oldugu saptanmigtir.

PD-1 ve CD3 ile PD-L1, CD163 ve CD14 boyanmalari arasinda pozitif
korelasyon gozlenmistir. Bu belirteglerin boyadiklari hiicreler géz 6nune
alindiginda bu korelasyonlar sasirtici degildir. Ancak ilging olarak PD-1 ve
PD-L1 boyanmalari arasinda korelasyon saptanmamistir.

Literatirde, PD-L1, CD163 ve CD14 ekspresyonlari i¢in geligkili bilgiler
bulunmaktadir. Bu sonuglara, ¢alismalarda kullanilan farkli yontemlerin ve
farkl kesme degerlerinin belirlenmesinin neden olabilecegi disunulmustar.
Calismamizin sonuglari, 6zellikle de PD-L1, CD163 ve CD14 ekspresyonlari
literaturdeki yayinlarla karsilastirildiginda, farkli sonuglarin gézlenmesi
nedeniyle ortak goruslerin olugsabilmesi igin yeni ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Calismamizdaki olgu sayisi dusik olsa da klinik verilerine ulasilabilen
yasayan olgularda ortalama takip suresi 54,7 aydir. Buna karsin gerek bizim
calismamizda gerekse diger yayinlarda, DBBHLnin heterojen bir lenfoma
grubu olmasi nedeniyle olgu gruplari da birgok prognostik faktér agisindan
heterojen yapidadir. Calismalarda farkli sonuglar bulunmasinin bir sebebinin
de bu heterojenite olabilecegi dusunulmektedir.

Ozetle, DBBHL lerde 6zellikle PD-1 pozitif TIL sayisinin hastalarin
prognozunu 6ngoérmede yararli bir parametre olabilecedi sonucuna
varilmigtir. Olgularin agresif seyri ve tedaviye diren¢g durumunun sikligi da
dusunuldugunde, bu bulgu ayni zamanda PD-1 blokaji gibi yeni tedavi

protokollerinin gelistirilebilmesi agisindan umut verici olarak gérulmektedir.
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OZET

Amag: Diffiz bayUk B hlcreli lenfomalarda (DBBHL) timor mikrogevresi ve
kontrol noktasi blokaji iligkili molekullerden olan programlanmis hicre 6lumu
1 (PD-1), programlanmis hicre 6lumu ligand 1 (PD-L1), sitotoksik T lenfosit-
iliskili antijen 4 (CTLA-4), CD163 ve CD14’lUn ekspresyonunun saptanmasi,
bu verilerle hastalarin prognostik verilerinin karsilastirilarak bu belirteclerin
DBBHL olgularinda prognozu 6ngérup géremeyecegdinin belirlenmesi
amaclanmaktadir.

Gereg ve Yontem: 1998-2017 yillar1 arasinda tani alan, tani aninda bilinen
ekstranodal tutulumu bulunmayan toplam 52 nodal DBBHL, bagka turlt
siniflandirilamayan (DBBHL, NOS) olgusu degerlendirilmigtir. Bu olgulardan
44’inde klinik prognostik verilere ulasiimistir. immunonhistokimyasal yontemle
PD-1, PD-L1, CD163, CD14 ve CTLA-4 gahlsiimig, CTLA-4 ile saglkh
boyanma elde edilememesi nedeniyle bu belirte¢ ¢galismadan c¢ikariimigtir.
Elde edilen sonuglarin birbirleriyle ve klinik ve laboratuvar prognostik
belirteclerle iligkisi arastiriimistir.

Bulgular: PD-1 ekspresyonu <5 pozitif hiicre/BBA olan olgularin daha dusuk
genel sag kalima sahip olduklari gézlenmistir (p=0,005). PD-L1, CD163 ve
CD14 ile sag kalim arasinda ise anlamli iliski saptanmamistir. PD-L1 ve
CD14 boyanma oranlarinin non-GCB subtipinde GCB subtipine gore daha
fazla oldugu goéruimustar. Ayrica, >60 yas, ECOG performans skoru =2, evre
IV hastalik, yiksek IPI skoru (3-5), LDH yuksekligi, dustk albumin dizeyi,
dusuk hemoglobin dizeyi, dusuk periferik kan lenfosit sayisi, yluksek periferik
kan notrofil/lenfosit orani, yliksek periferik kan platelet/lenfosit orani, MYC

2%40 olan olgularin genel sag kalimlarinin daha kétu oldugu saptanmistir.
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Sonug: Son yillarda kontrol noktasi iligkili molekuller ve timor
mikrogevresinin DBBHL, NOS’larda prognoza etkisi arastirmalara konu
olmaktadir. Calismamizda DBBHL, NOS’larda tumoru infiltre eden PD-1
pozitif lenfosit (TIL) sayisi diistik olan olgularin diisiik sag kalim oranlarina
sahip olduklari ve PD-1 pozitif TIL sayisinin prognozu éngérmede yararli bir
gOsterge olabilecedi sonucuna variimigtir. Buna karsin PD-L1, CD163 ve
CD14 ile sag kalim arasinda anlamli iliski saptanmamigtir. DBBHL, NOS’un
heterojen bir lenfoma grubu oldugu g6z 6nune alindiginda, daha kesin
sonuglar elde edilebilmesi icin genis serilerde yapilacak yeni caligmalara
gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Diffiz buylk B hicreli lenfoma, timor mikrogevresi, PD-
1, PD-L1, CD163, CD14
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ABSTRACT

THE PROGNOSTIC IMPACT OF TUMOR MICROENVIRONMENT AND
CHECKPOINT BLOCKADE-ASSOCIATED MOLECULES (PD-1, PD-L1,
CTLA-4, CD163 AND CD14) IN NODAL DIFFUSE LARGE B CELL
LYMPHOMA, NOS

Aim: It is aimed to determine expression of programmed cell death-1 (PD-1),
programmed cell death ligand-1 (PD-L1), cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen 4 (CTLA-4), CD163 and CD14 which are the molecules related to
tumor microenvironment and checkpoint blockade in diffuse large B-cell
lymphomas (DLBCL), and also to determine whether these markers,
comparing their expressions with prognostic data, may predict prognosis in
DBBHL cases.

Material and Methods: A total of 52 nodal DLBCL, not otherwise specified
(DLBCL, NOS) cases diagnosed between 1998 and 2017 with no known
extranodal involvement at the time of diagnosis were evaluated. Clinical
prognostic data were obtained in 44 of these cases. PD-1, PD-L1, CD163,
CD14 and CTLA-4 were studied by immunohistochemical methods and
CTLA-4 marker was excluded from the study due to inability of obtaining
proper staining. The relationships between the results and clinical and
laboratory prognostic markers were investigated.

Results: It was observed that patients with PD-1 expression <5 positive
cells/HPF had worse overall survival (p=0.005). No significant relationship
was found between survival and PD-L1, CD163 and CD14 expressions. PD-
L1 and CD14 staining scores were found to be higher in non-GCB subtype

than in GCB subtype. In addition, cases that are >60 years of age, that have
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ECOG performance score 22, stage IV disease, high IPI score (3-5),
elevation of LDH, low albumin level, low hemoglobin level, low peripheral
blood lymphocyte count, high peripheral blood neutrophil/lymphocyte ratio,
high peripheral blood platelet/lymphocyte ratio, MYC 240% were found to
have worse overall survival.

Conclusion: In recent years, the effects of checkpoint and tumor
microenvironment related molecules in prognosis of DLBCL, NOS have been
extensively investigated. In our study, it was concluded that in patients with
low number of PD-1 positive tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) have low
survival rates and therefore the number of PD-1 positive TILs may be useful
in indicating prognosis. On the other hand, there was no significant
relationship between survival and PD-L1, CD163 and CD14 expressions.
Considering that DLBCL, NOS is a heterogeneous lymphoma group, new
studies with large series are needed to obtain more accurate results.
Keywords: Diffuse large B-cell lymphoma, tumor microenvironment, PD-1,
PD-L1, CD163, CD14
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