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GIiRIS

Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma’lar (DBBHL) , tiim non-Hodgkin lenfomalar igerisinde
hem en yiiksek oranda goriilen, hem de klinik, morfolojik, immiinfenotipik ve sitogenetik
olarak en heterojendz olan grubu olusturmaktadir. Bu heterojenitesinden dolayl, DBBHL’lar
son derece farkl klinik gidisler gosterir. DBBHL olgularinda klinik gidisleri belirlemek icin,
klinik parametrelere dayanarak yapilan international prognostik indeks (IPI) skoru kullanilir.
Son yillarda yapilan arastirmalar, DBBHL ’larda IPI’dan bagimsiz bazi prognostik faktorleri
ortaya koymaktadir. Baz1 immiinhistokimyasal markerlar1 kullanarak DBBHL ’lar1 alt gruplara
ayirmak ve bunlarin prognozlarini karsilagtirmak ya da bu markerlarin dogrudan prognoz ile
iliskilerini ortaya koymak i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Bu ¢alismada
immiinhistokimyasal olarak bcl-2, bcl-6, CD 10 ve MUMI ¢aligilarak DBBHL ’lar alt
gruplara ayrilmig ve gruplar arasindaki prognostik fark belirlenmistir. Ayrica bcl-2, bel-6 ve
CD 10 ekspresyonlarmim DBBHL prognozu iizerinde etkileri olup olmadig arastirimstir.
Immiinhistokimyasal ¢alismalarin yan sira, fleuroscent in situ hybridisation (FISH) ydntemi
ile DBBHL ’larda IGH/BCL-2 translokasyonu, C-MY C amplifikasyonu ve PTEN mutasyonu
da arastirilmistir.

Burkitt lenfoma (BL) ise monomorfik goriiniimde orta boyda B hiicrelerinden olusan, yiiksek
dereceli agresif bir lenfomadir. Klinik olarak endemik, sporadik ve immiinyetmezlik
baglantili formlar1 bulunmaktadir. Klasik non-Hodgkin lenfoma tedavilerine cevap vermeyen
bu grup son derece yiiksek doz kemoterapi (KT) rejimleri ile kiir olmaktadir. Bu nedenle
diger non-Hodgkin lenfomalardan ayrimi son derece dnemlidir. Burkitt lenfomaya morfolojik

olarak benzer 6zellikler tagiyabilen bazi1 DBBHL grubu ayirici tant zorlugu olusturur.



Bu iki grubu ayirmak i¢in kombine klinik, morfolojik, immiinhistokimyasal ve sitogenetik
bulgular birlikte degerlendirilmektedir. Bu ¢aligmada, iki antiteyi birbirinden ayirmak i¢in
bel-2, bel-6, CD 10 ve Ki-67gibi immiinhistokimyasal markerlar (bcl-2, bel-6, CD 10 ve Ki-
67) ve FISH yontemi ile IGH/BCL-2 translokasyonu, C-MY C amplifikasyonu ve PTEN

mutasyonu arastirilmistir.



GENEL BILGILER

Diffiiz Biiyiik B Biicreli Lenfoma (DBBHL) bati iilkelerinde tiim non-Hodgkin
lenfomalarm yaklasik %30-40’n1 olusturmaktadir. Bu grup tiimorler heterojen klinik,
morfolojik, immiinfenotipik ve sitogenetik dzellikler icerdiginden olduk¢a degisken klinik
gidis ve belirgin biyolojik heterojenite gdstermektedir (16,36,42,58,62)

Rapaport (diffiiz histiyositik, diffiiz mikst lenfositik+ histiyositik) ve Kiel siniflamalar1
(sentroblastik, B-immiinoblastik, B- biiyiik hiicreli anaplastik), biiyiik B hiicreli lenfomalarda
tiimiiyle morfolojiye dayanarak yapilan siniflamalardir. Working Formulation’da ise biiylik B
hiicreli lenfomalar, biyolojik davranislarina gore intermediate grade (biiyiik ¢entikli ve biiyiik
centiksiz) ve yiiksek grade (immiinoblastik) olarak gruplandirilmigtir. 1994- “Revised
European-American Lymphoma (REAL)” smiflamasinda lenfoblastik, Burkitt ve primer
mediastinal B hiicreli lenfoma digindaki tiim agresif B hiicreli lenfomalar birden fazla antiteyi
icine alan heterojendz bir grup seklindeki DBBHL baslig1 altinda toplanmistir (32,36,58).
Daha sonra gelistirilen WHO-2000 (Diinya Saglik Orgiitii) siniflamas: REAL siniflamasina
adapte edilmis olup, primer mediastinal biiyiik B hiicreli lenfomaya ek olarak intravaskiiler
biiyiik B hiicreli lenfoma ve primer eflizyon lenfomasi da DBBHL baslig1 altnda yer almistir
(36, 51,58)

Sonug olarak giiniimiizde de hala kullanilmakta olan WHO smiflamasinda, DBBHL,
pek cok alt tipleri de iginde barindiran, heterojendz bir matiir B hiicreli non-Hodgkin lenfoma

grubunu olusturmaktadir. Bu smiflama Tablo-1’de gosterilmistir (16,32,42,58)



Tablo—1:

WHO-Diinya Saglik Orgiitii siniflamasi

Prekirsor B hiicreli neoplaziler

Prekiirsor B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma

Matiir B hiicreli neoplaziler

Kronik lenfositik 16semi/Kiigiik lenfositik lenfoma
B hiicreli prolenfositik 16semi
Lenfoplazmositik lenfoma
Splenik marjinal zon lenfoma
Tiiylii hiicreli 16semi (Hairy cell 16semi)
Plazma hiicreli neoplaziler
Plazma hiicreli myelom, Plazmasitom
Monoklonal Ig depo hastaligi, Agir zincir hastaligi
Ekstranodal marjinal zon B hucreli lenfoma (MALT lenfoma)
Nodal marjinal zon B hiicreli lenfoma
Follikiiler lenfoma

Mantle hiicreli lenfoma
Diffiiz Buyliik B Hiicreli Lenfoma - alt tipleri:
Mediastinal (timik) biiyiik B hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

Primer efiizyon lenfomasi

Burkitt lenfoma/losemi




Klinik Ozellikler

DBBHL’1n ortalama goriilme yas1 yedinci dekad olmakla birlikte, ¢ocuklar da
dahil olmak tizere her yas grubunda goriilebilir (32,61). Erkeklerde biraz daha sik rastlanir ve
E/K goriilme orani 1.2°dir (32,71).

Klinik olarak tiimor genellikle hizli biiyiiyen kitle lezyonlar1 olarak kendini gdsterir.
Nodal ya da ekstranodal tutulum olabilir(32,71). DBBHL olgularin yaklasik 1/3’i
ekstranodal tutulum olusturmaktadir. En sik ekstranodal tutulum yeri gastrointestinal sistem
(mide, ileogekal bolge) olmakla birlikte, deri, SSS, kemik, testis, yuamusak doku,paranazal
sinus, tiikriik bezi, kadin genital sistem, akciger, karaciger, dalak ve orbita olmak tizere
herhangi bir ekstranodal alanda da tutulum olusturabilir (32,36,71). Tan1 aninda nadiren
kemik iligi ve/veya periferik kan tutulumu goriiliir (32,71).

DBBHL’1n ¢ogu de novo gelisir (primer DBBHL), daha diisiik oranda ise 6nceden var
olan diisiik dereceli bir lenfomadan (kronik lenfositik 16semi/kiigiik lenfositik lenfoma,
follikiiler lenfoma, marjinal zon B hiicreli lenfoma, nodiiler lenfosit predominant Hodgkin
lenfoma gibi) transforme olabilir (32,36,62).

DBBHL’m %20-30’nun follikiiler lenfomadan (FL) gelistigi diisiiniilmektedir. Folikiiler
lenfoma ile baglantis1 3 farkl sekilde goriilebilir (71);

1- DBBHL komponenti, FL tanisindan daha sonra saptanabilir (tekrarlayan relapslarda)

2- FL ile es zamanli olarak DBBHL tanis1 konabilir(komposite lenfoma seklinde yada
DBBHL evrelemesi yapilirken saptanan okiilt folikiiler lenfoma seklinde).

3- DBBHL, piir FL olarak relaps edebilir; (muhtemelen daha 6nce maskelenen FL
komponenti, tedavi sonrast high grade DBBHL komponentinin ortadan kalkmasi ile ortaya

¢ikmis olabilir.)
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DBBHL Patolojisi
Makroskopi:

DBBHL, lenf nodlarinda homojen balik eti goriiniimii olusturur. Genellikle lenf nodunun
tiimiinde tutulum izlenirken, seyrek olarak parsiyel tutulum da olabilir. Hemoraji yada nekroz
goriilebilir. Ekstranodal tutulumda ise, DBBHL bazen fibrozis gosteren genis invaziv timdr
kitleleri seklinde izlenir (32).

Morfoloji:
DBBHL, niikleer boyutlar1 normal makrofaj boyutuyla ayni boyda ya da daha biiyiik veya
normal bir lenfosit boyutunun 2 katindan daha fazla biiyiikliikte olan biiyiik neoplastik B
lenfoid hiicrelerin diffiiz proliferasyonudur(32).
Tipik olarak biiyiik lenfoid hiicrelerin diffiiz infiltrasyonu ile normal lenf nodu yapisini
tiimiiyle ortadan kaldirir. Perinodal infiltrasyon da siklikla eslik eder (32,71). Nodal tutulum
komplet/ parsiyel/interfolikiiler ya da daha az siklikla siniizoidal patternde olabilir(32,71).
Nadir olarak DBBHL ’da tutulum nodiiler tarzda olabilir. Bu nodiiller, folikiiler lenfoma
nodiillerinden farkli olarak fokal ve siklikla biiyiik olup, follikiil merkez hiicrelerinden farkl
sitolojik komponent icerir ve folikiiler dendritik hiicre ag1 izlenmez.

Morfolojik olarak DBBHL, biiyiik transforme lenfoid hiicrelerden olusur, fakat sitolojik
olarak birbirinden son derece farkli goriintimler olusturur. Bu morfolojik farklilik nedeniyle

DBBHL 4 alt gruba ayrilabilir (16,32,36,51,61,71);

>

¢ Sentroblastik varyant

L)

% Immiinoblastik varyant

R/
L X4

Anaplastik varyant

>

¢ T hiicre/histiyositden zengin varyant

L)
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Bu morfolojik heterojenitenin olasilikla farkli patogenetik mekanizmalar ya da daha diisiik
dereceli lenfomalardan transformasyon yolu ile gelisen DBBHL daki farkliliklardan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (32,71).

1- Sentroblastik varyant DBBHL

DBBHL nin en sik goriilen varyantidir. Bu morfolojik varyanti olusturan hiicreler, reaktif
germinal merkezde bulunan sentroblastlarin morfolojik 6zelliklerini gosterir. Bunlar yuvarlak
yada oval vezikiiler niikleuslu, ince kromatinli, 2-4 membrana bagl niikleollu ve dar bazofilik
sitoplazma 6zelliklerine sahip genellikle orta-biiyiik boyda hiicrelerdir (32,36,51,61,71). Baz1
kaynaklara gére, DBBBHL’1n bu varyanti, folikiiler lenfomanin nodiiler formunun diffiiz
karsilig1 ve daha agresif olan formu olarak kabul edilmektedir(61).

Sentroblastik varyant DBBHL’da immiinoblast benzeri hiicreler de izlenebilir. Bu

hiicrelerin orani son derece degiskendir.

2- Immiinoblastik varyant DBBHL

Bu varyantta, tiimorii olusturan hiicrelerin %90’dan fazlas1 immiinoblastdir. Bu hiicreler
vezikiiler niikleus, santralde lokalize tek niikleol ve kalin niikleer membranlari olan oldukga
koyu bazofilik sitoplazma igerir (32,36,51,61,71).

Plazmositoid diferansiasyon gdsteren hiicreler ve matiir plazma hiicreleri izlenebilir.
Bazen bu plazmositoid hiicreler tiimoriin oldukga biiyiik bir kismin1 olusturabilir ve plazma
hiicreli myelomun plazmositoid varyanti ile ayiriminda sorunlara yol agabilir. Bazi hiicreler
biniikleer ya da multiniikleer olabilir, Reed-Sternberg hiicrelerine benzer hiicreler goriilebilir.

Immiinoblastik varyant DBBHL, 6zellikle immiinsiiprese veya immiin yetmezligi olan
hastalarda sik goriilen DBBHL tipidir (61).
Bu varyant sentroblastik lenfomadan ¢ok daha az oranda goriiliir, ancak prognozunun daha

kotii oldugu ve daha agresif gidis gosterdigi diisiiniilmektedir(36).
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3-Anaplastik varyant DBBHL

Bu tip ¢ok biiyiik yuvarlak, oval yada pleomorfik ve Reed-Sternberg hiicrelerine benzeyen

neoplastik hiicrelerin proliferasyonu ile karakterizedir (36).

4- T hiicre/histiyositten zengin varyant DBBHL:

Diffiiz biiyiime paterni gdsteren, az sayida biiyiik neoplastik B hiicrelerinin varlig1 (total
popiilasyonun %10’undan az) ile karakterli DBBHL varyantidir.Zemindeki reaktif T hiicreleri
hiicresel popiilasyonun %90°dan fazlasini olusturur ve degisken sayida histiyositler tabloya
eslik eder. Olgularin %60’ 1dan fazlasi tan1 aninda Evre 3 ya da 4’diir ve yine siklikla tan1
aninda dalak ve kemik iligi tutulumu goriiliir.

Morfolojik olarak tanimlanan bu varyantlar disinda DBBHL 1 daha nadir goriilen
varyantlar1 da bulunmaktadir:
a-Plazmablastik varyant:

Plazmablastik varyant DBBHL, morfolojik olarak immiinoblasta, ancak antijen profili
acisindan plazmasitomaya benzeyen neoplastik hiicrelerden olusmaktadir Cogunlukla HIV
(+) hastalarda goriiliir ve tipik olarak oral kavite yerlesimlidir (32,36).

Immiinhistokimyasal olarak, AIDS iliskili plazmablastik DBBHL varyant1, hemen ¢ogu
lenfoid antijen markerlarmi eksprese etmez(CD 45 yada CD 20 gibi). Olgularm yarisindan
fazlasinda IgG’ nin monotipik sitoplazmik ekspresyonu goriiliir. CD 138 pozitiftir. Vakalarm
yaklagik %60’ nda EBV pozitiftir (32,36).

b - ALK pozitif DBBHL

ALK pozitif DBBHL olgulari, tipik olarak 6zellikle kiigiik lenf nodlarinda belirgin
siniizoidal infiltrasyon olusturan neoplastik hiicrelerle karakterizedir. Masif timor
infiltrasyonu gelismez. Bu siniizoidal pattern, yanlislikla metastatik bir karsinom ya da

melanom ile karisabilir (32,36).
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Neoplastik hiicreler, monomorfik immiinoblast benzeri goriiniim olusturur. Yuvarlak
niikleuslari, tek, biiylik santral yerlesimli niikleolleri ve bazofilik sitoplazmalar1 vardir. Bazen
plazmablastik diferansiyasyonu diislindiiren paraniikleer halolar izlenebilir. Genellikle Reed-
Sternberg hiicresine benzeyen biniikleer hiicreler goriiliir(32,36).

Immiinhistokimyasal olarak, tiimor hiicrelerinde kuvvetli membranéz EMA ve sitoplazmik
ALK ekspresyonu gériiliir. CD 45 zayif pozitiftir. CD 30 negatiftir. Intrasitoplazmik Ig A
hafif zincir pozitiftir. T ve B hiicre markerlar1 negatiftir (CD 4 ve CD 57 harig) (32,36).

ALK (+) DBBHL, siklikla erkeklerde ve ileri yasta goriiliir. Tan1 aninda hastalar
cogunlukla ileri evredir ve agresif gidis gosterir (32,36).
Immiinhistokimya

DBBHL, pan-B hiicre markerlarin1 eksprese eder (CD 19, CD 20, CD 22, CD 79a).

Yiizey ve sitoplazmik Ig (Ig M>Ig G>Ig A) ekspresyonu %50-75 arasinda degisir.
Sitoplazmik Ig siklikla plazmositik diferansiasyon gosteren olgularda pozitiftir.

CD 5 pozitifligi %10 olguda goriiliir. CD 5 (+) DBBHL’lar cogunlukla de novo gelisir ve
siklin D1 negatifligi ile blastoid varyant mantle hiicreli lenfomadan ayrilirlar.

%25-50 oraninda CD 10 pozitifligi goriiliir.

Bcl-2, %30-50 vakada pozitiftir.

Bcl-6 niikleer ekspresyonu olgularin biiylik kisminda goriiliir.

P53 (TP 53 mutasyonu ile baglantili) az sayida olguda pozitiftir.

Az sayida olguda CD 30 pozif olabilir. CD 138 negatiftir.

Ki-67 proliferasyon indeksi ¢ogu zaman yiiksektir(>%40), bazi olgularda ise %90’ m

tizerinde saptanmistir (32,36,51,61,71).
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Prognoz

DBBHL, agresif gidis gosteren bir lenfoma grubu olmasina karsin, kemoterapiye oldukca
duyarhidir (36,61). Tam remisyon orani %50 nin {izerinde olup, bu oran %75-80’lere
ulagabilmektedir(36). Bifazik bir yasam egrisi izlenir. Baz1 hastalar komplet remisyon
gosterip, uzun yillar hastaliksiz yasamla kiir kabul edilirken, parsiyel ya da hi¢ remisyon
gostermeyen hastalar ise 1-2 yil icerisinde kaybedilir (71). Klinik parameterlere dayanarak
yapilan international prognostic index (IPI), prognozu belirlemede oldukga yararlidir

(Tablo2).

Tablo-2 (IPT)

IPI (international Risk skoru

prognostic index)

Yas (>60) Diisiik 0,1
LDH (>nl) Diisiik,orta 2
Performans derecesi (2-4) Yiiksek,orta 3

Ekstranodal tutulum (>1 alan) Yiiksek 4,5
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DIFFUZ BUYUK B HUCRELI LENFOMALARDA MOLEKULER CALISMALAR

DLBHL nin klinikopatolojik heterojenitesi, aslinda molekiiler patogenezdeki ¢esitliligini
yansitir. Bugiine kadar DBBHL 1 molekiiler patogenezi ile ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve DBBHLda goriilen genetik lezyonlar su sekilde 6zetlenmistir:

1- Kromozomal translokasyonlar ya da gen amplifikasyonu yolu ile protoonkogenlerin

aktivasyonu
2- Delesyon, mutasyon ya da promotor hipermetilasyon yolu ile tiimor siipresor genlerin
inaktivasyonu

3- Onkojenik viriislerle enfeksiyon

4- Aberan protoonkogen hipermutasyonu
B hiicreli lenfomalar, genetik ve fenotipik 6zellikler olarak B hiicre diferansiasyon evresini
yansitir, genotipik olarak hemen tiimiinde Ig v (variable region) somatik hipermutasyonu ve
bel-6 gen mutasyonlar1 goriiliir (62).
DBBHL’lar , germinal hiicre baglantil1 B hiicrelerinin molekiiler ve genotipik 6zelliklerini
gosterir. DBBHL 1n yarisindan fazlasinda iki primer molekiiler lezyon olan bcl-2 ya da bcl-6
protoonkogen aktivasyonu goriiliir, buna bagl olarak da iki farkli genotipik subgrup
tanimlanmistir:
1. Grup: Bcl-6 rearanjmani (+) DBBHL
DBBHL olgularinin %40°n1 olusturur. Bagka genetik lezyonlar olmaksizin yalnizca bel-6
rearanjmani gosterirler. Onceden follikiiler lenfoma 6ykiisii olmaksizin de novo gelisirler

(62).
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2.grup: bel-2 rearanjmani+P 53 mutasyonlari (+) DBBHL
Bu grubun daha 6nceden varolan folikiiler lenfomadan histolojik transformasyon yolu ile
gelistigi diisliniilmektedir (sekonder DBBHL) (62).

Bu iki grup diginda bcl-2 yada bel-6 aktivasyonu gostermeyen 3. bir grup DBBHL daha
vardir, bu olgularda ¢ok sayida farkli protoonkogenlerin aktivasyonu (REL, MUC-1, bcl-8, c-

myc gibi) ya da tiimor siipresor genlerin inaktivasyonu (P53 yada P16 gibi) gortiliir (62).

Sonugta, protoonkogenlerin aberan somatik hipermutasyonlari, DBBHL nin temel

patogenetik mekanizmasini olusturur (62).

DE NOVO DLECL

=

BCL-2, REL, BCL-8, MUC1, c-MYC

FOLLICULAR TRANSFORMED
LYMPHOMA DLBCL
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DNA mikroarray ¢alismalari, DBBHL y1 gen ekspresyon profillerine gore , prognostik
olarak birbirinden farkli iki alt gruba ayirmstir:

I- GCB like DLBCL (germinal merkez B hiicre benzeri DBBHL): Normal germinal
merkez B hiicreleri ile ortak gen ekspresyon profili gosterir, GCB hiicre
belirleyicilerini eksprese ederler (CD 10, bcl-6, CD 38).

2- ABC like DLBCL (aktive B hiicre benzeri DBBHL): Periferik B hiicreleri ile ortak
gen ekspresyon profili gosterir (42,58,62,65).

Bu ayirim 6zellikle prognostik 6neme sahiptir. GCB benzeri DBBHL’1n, ABC benzeri
DBBHLya gore daha iyi prognozlu oldugunu gdsteren ¢ok sayida ¢aligma vardir (42,58,62).
Bu iki grup disinda ne GCB ne de ABC benzeri subgruplarin karakteristik gen ekspresyon
profillerini gdstermeyen 3. bir grup DBBHL vardir ve prognozlarmm ABC benzeri subgruba
yakin oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (58).

Gen ekspresyon profillerine gore gruplanan DBBHL ’lar farkli genomik alterasyon
patternleri gosterir. Bu alterasyonlar da farkli biyolojik 6zellikler ve sonugta farkl klinik
gidislere yol acar. Sonug olarak gen ekspresyon profillerine gore 3 alt gruba ayrilan
DBBHL lar aslinda koken aldiklari hiicreler/ klinik gidis ve onkojenik mekanizmalar
acisindan birbirinden tamamen farkli 3 ayr1 antitedir (5,58).

a- Hiicresel farklilik: GCB benzeri DBBHL, germinal merkez B hiicrelerinden kdken
alirken, ABC benzeri DBBHL, post-germinal merkez B hiicrelerinden kdken alir.
b- Prognostik farklilik: 5 yillik yasam orani, GCB benzeri DBBHL’da %59 iken, ABC

benzeri DBBHL’da %30 oranindadir. 3.grup i¢in bu oran %38’dir.
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c- Onkojenik farklilk: GCB benzeri DBBHL’da , REL amplifikasyonlari, bcl-2
translokasyonu ve Ig gen somatik hipermutasyonu goriiliirken, ABC benzeri DBBHL ve

3. grup DBBHL da ise ¢ogunlukla NF-kB yolu (niikleer faktor- kB) aktivasyonu goriiliir

(5,47,58,72).
Koken Germinal merkez B hiicresi | Post-germinal merkez B he
Klinik gidis %359 %30
Onkojenik REL amplifikasyonu NF-kB aktivasyonu
. BCL2 translokasyonu
mekanizma
Kromozomal 12q12 gain 3q gain
t (14,18 18g21-g22 gain (bcl-2
alterasyonlar ( ) q21-q22 gain (bcl-2)
6921-g22 delesyon(BLIMP1)

* bel-2 ekspresyonu, diisiik oranda da olsa ABC benzeri DBBHLda saptanir, ancak GCB ve
ABC benzeri DBBHL’da goriilen bcl-2 ekspresyon mekanizmalar1 farklidir. GCB benzeri
DBBHL’da t (14;18)(q32;q21) sonucu bcl-2 ekpresyonu goriiliirken, ABC benzeri

DBBHL’da bcl-2 gen amplifikasyonuna bagl bcl-2 ekspresyonu goriiliir (58).
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Glinliik rutin uygulamalarda mikroarray ¢aligma yapmak oldukga pahali ve zor
oldugundan, GCB ile ABC tip DBBHL’1n ayiriminda kullanilabilecek bazi
immiinhistokimyasal belirleyiciler saptanmistir.

GCB belirleyicileri olarak; CD 10 ve bcl-6
Non-GCB belirleyicileri olarak; MUM-1/IRF 4
GCB belirleyicileri olarak; CD 10 ve bcl-6

Non-GCB belirleyicileri olarak; MUM-1/IRF 4
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Gen ekspresyon profilleri ile WHO siniflamasinda belirtilen DBBHL morfolojik varyantlari
arasinda bir korelasyon saptanmamistir, ancak GCB benzeri DBBHL daha sik sentroblastik

monomorfik varyantda, ABC benzeri DBBHL lar ise daha ¢ok immiinoblastik ve

sentroblastik polimorfik varyantda goriilmektedir (58).

0N
Germinal centre B cells ( .J

Plasma cell
Post-GC
>
| CD10 |
l Bo-6 e
e
b

CD 10

Cok cesitli epitelyal ve nonepitelyal dokularda eksprese olan, 100-kd agirhiginda tip II
hiicre yiizey metalloproteinazidir. Human membran iliskili ntral endopeptidaz/ enkefalinaz
olarak da bilinir (15,17,49).

CD 10, lenfoid germinal merkezlerde, renal tiibiillerde, glomeriillerde,
sinsityotrofoblastlarda, hepatik parankimal kanalikiillerde ve en 6nemlisi bazi spesifik

lenfoma tiplerinde eksprese olur (49).
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Germinal merkez B hiicrelerinin yiizeyinde eksprese olur ve B hiicre geligiminin
diizenlenmesinde ve periferal B hiicre diferansiyasyonunda rol oynar. Germinal merkez
belirleyicisi olarak kabul edilir (15,17,36,42).

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) olgularinda ¢ok yiiksek oranda eksprese olur (%90’ 1n
iizerinde). ALL disinda, degisen oranlarda folikiiler lenfoma (%59), Burkitt lenfoma (%90) ve
DBBHL (%20-30) olgularinda da ekspresyon gosterir (4,49).
bcl-6

Immiin sistemde rol oynayan énemli bir transkripsiyonel regiilator proteindir. Germinal
merkez olusumu ve T hiicre bagimli antijen yanitinda 6nemli rol oynar (44,56,62).

bcl-6 geni, 3 numarali kromozom iizerinde yer alir (3q27) ve bazi kromozomal
alterasyonlar (6zellikle resiprokal translokasyon) sonucu eksprese olur. En sik goriilen
translokasyon Ig H lokusu ile olan t (3;14)(q27;q32)’dur, fakat farklt mekanizmalarla da
(aberan somatik mutasyonlar, non-Ig lokus ile olan translokasyonlar) bcl-6 ekspresyonu
goriilebilir (15,36,42,56).

bcl-6, germinal merkezdeki B hiicreleri tarafindan (sentroblast+sentrosit) eksprese edilir,
fakat immatiir B hiicre prekiirsorleri yada diferansiye plazma hiicreleri tarafindan eksprese
edilmez. Germinal merkez hiicreleri yani sira diisiik oranda interfolikiiler ve intrafolikiiler CD
4+ T hiicreleri ve interfolikiiler alanlardaki CD 30+ hiicreleri tarafindan da eksprese edilirler.
Dolayist ile bel-6, germinal merkez kaynakli B hiicreli non-Hodgkin lenfomalarda (Burkitt
lenfoma, folikiiler lenfoma ve DBBHL) oldukga yiiksek oranda eksprese olur (15,36,39,56
,70).

DBBHL’da bcl-6 gen rearanjmani %10-20 oraninda goriiliirken, gen rearanjmant

olmaksizin bcl-6 ekspresyonu, degisik kaynaklarda %30-90 arasinda bildirilmektedir (36,56).
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Ozellikle sentroblastik morfolojili DBBHL’da, immiinoblastik morfolojiye gore daha yiiksek
oranda bir ekspresyon beklenmektedir. Bu, bcl-6’nin lenfoid dokudaki ekspresyonu ile
koreledir. Nodal ya da ekstranodal DBBHL arasinda bcl-6 ekspresyonu agisindan anlamli bir
farklilik saptanmamustir. Bel-6 ekspresyonunun prognoz iizerine pozitif etkileri oldugunu
gosteren arastirmalarin yani sira, ¢ogu arastirmada da ekspresyon gosteren ya da gostermeyen
olgular arasinda belirgin bir prognostik fark olmadig: belirtilmistir (36,44,56,76).
MUM1/IRF4 (multiple myeloma-1/interferon regulatory factor-4)

Myeloma baglantili t (6;14)(p25;q32) gen iiriiniidiir(42). IRF transkripsiyon faktor ailesinin
bir tiyesidir. Bazi interferon ve sitokin sinyallerine yanit olarak gen ekspresyon
reglilasyonunun diizenlenmesinde rol oynar (58).

MUMI, germinal merkezdeki B hiicre diferansiasyonunun son basamaginda goriiliir.
Normal B hiicreleri germinal merkezden ¢iktiginda, MUMI ekspresyonu gosterir. Bir ileri
asamada ise (plazma hiicre/memory hiicrelerine doniis) CD 138 ekspresyonu goriiliir(42,58).
DBBHL’da MUMI1 ekspresyonu %50-75 oranindadir. MUMI1 ekspresyonu, DBBHL nin, B
hiicre diferansiasyonunun ge¢ germinal merkez yada post-germinal merkez evresinden
kaynaklandigini gosterir (42).

t(14,18) translokasyonu ve bcl-2 protoonkogeni

t (14,18) (q32,921) , VDJ rekombinasyon siirecinde olusan bir hatanin sonucudur ve bu
translokasyon sonucu kromozom 18 iizerindeki q21 kolunda yer alan bcl-2 geni, kromozom
14 tizerinde yer alan Ig H agir zincir {izerine binerek bcl-2‘nin asir1 ekspresyonuna yol agar
(4,8,10 11,13). Olgularin %70’inde kromozom 18 {izerindeki kirilma noktalari, son bcl-2
exonunun 3’ ucunda toplanmustir (major breakpoint region, MBR). Geri kalan az sayida ki
olguda ise, kirilma noktasi1 daha uzaktir (mindr cluster region, MCR) (36,62).

bel-2 proteini, mitokondri i¢ membraninda yer alir ve anti-apoptotik protein olarak

programli hiicre dliimiinii inhibe eder (29,30,36,42,73).



23

Normal lenfoid hiicrelerde bcl-2 proteini, pregerminal merkez B hiicre evresinde eksprese
olur, ancak ekspresyonu B hiicreleri germinal merkeze dogru gogtiigiinde oldukca azalir (36).
bel-2’nin antiapoptotik 6zelligi, bir bagka bcl-2 aile iiyesi olan bax’m etkisini (apoptozisi
uyarir) heterodimerize etmesiyle ortaya ¢ikar.Yani apoptotik bir uyari sonucu hiicrenin
yagsamasi yada 6lmesi, bcl-2/bax oranina baglidir (36).

t (14,18) (q32,921) sonucu bcl-2 ekspresyonunun artmasi, follikiiler lenfoma veya
follikiiler hiperplazi yoniinde bir gelisim gosterir, bu da t (14,18)’in folikiil olusumu ve
follikiiler lenfoma patogenezinde kritik bir rol oynadigini ortaya koyar (73). Follikiiler
lenfoma olgularinin yaklasik %80-95’inde bu translokasyon saptanir. Bcl-2 overekspresyonu,
hem malign B hiicrelerine yasam sans1 saglar, hem de kemoterapiye direngte kritik bir rol
oynar (29). Bu biyolojik fonksiyonlar sonucunda da bcl-2 overekspresyonunun prognostik
oneme sahip oldugu diisiiniilmektedir (29).

t (14,18) ve bcl-2 overekspresyonu, follikiiler lenfoma digindaki lenfoid ve nonlenfoid
tiimorlerde de goriilebilir. Diffiliz biiyiik B hiicreli lenfomada t (14,18) goriilme orani, farkli
kaynaklarda %12-40 arasinda degigsmektedir (36,42,73). Nodal DBBHL ‘larda , ekstranodal
tiimorlerle karsilastirildiginda daha yiiksek oranda bcl-2 ekspresyonu goriiliir (36). Bu konuda
farkl yonde ¢alismalar olsa da bcl-2 ekspresyonunun DBBHL olgularinda prognoz iizerine
etkisi oldugu goriilmektedir (29,42,76). Baz1 calismalarda ise t (14,18) pozitif olan

DBBHL ’larm follikiiler lenfomadan gelistikleri (sekonder DBBHL) ileri siiriilmektedir (36).



24

PTEN delesyonu

Ilk defa 1997 yilinda Cowden Sendromunda tanimlanan PTEN (phosphatase and
tensin homolog deleted on choromosome 10) geni kromozom 1023 bolgesinde lokalize olan,
timor baskilayic1 bir gendir (18). Bu genin kodladig1 403 aa.lik bir protein olan PTEN,
fosfotidilinozitol 3,4,5-trifosfatin D3 pozisyonundaki fosfat1 ortadan kaldiran bir lipid
fosfatazdir ve direk olarak fosfotidilinozitol 3-kinazin (PI3K) etkisini antagonize eder
(53,54,64).

PTEN yoklugunda hiicrelerde PIP3 birikimi AKT/PKB sinyal onkoproteinini aktive
eder. Aktive AKT kaskad seklinde apopitozis ve hiicre siklus regiilasyonunda 6nemli olan
BAD, CASP3, CASP9, MDM2, p27 ve FOXO transkripsiyon faktorlerini de bulunduran
pekcok hedefi uyarir ve mammalian tagret of rapamycn (mTOR) ve WNT/CTNNBI gibi
diger AKT substratlari; selliiler proliferasyon, diferansiasyon ve invazyona neden olurlar.
Yani tiimoér olusumunda PTEN inaktivasyonunun asil sonucu, PI3K/AKT yolag: iizerine
negatif diizenleyici etkisinin ortadan kalkmasidir (53,64).

PTEN gen delesyonu veya mutasyonu 6zellikle glioblastoma multiforme ve prostat
kanserlerinde tanimlanmistir ama endometrium, meme, akciger, bobrek, mesane, testis, bas-
boyun kanserleri, malign melanom ve lenfomada da goriilebilir. Ayrica Cowden Sendromu ve
Bannayan-Zonana Sendromu gibi bazi1 genetik hastaliklarda da olabilir (53,54,64).

Calismalar PTEN’in hiicre biiylimesi, apopitozis, ekstraselliiler matriks ile iliskiler,
hiicre migrasyonu ve invazyonun diizenlenmesinde rolii oldugunu gostermistir. PTEN geninin

bir¢ok dokuda onkogeneziste kritik rol oynadigi ileri siiriilmektedir (64).
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BURKITT LENFOMA

Burkitt lenfoma (BL), monomorfik goriinlimde orta boyda B hiicrelerinden olusan, siklikla
ekstranodal tutulum ya da akut 16semi tablosu ile ortaya ¢ikan, yiiksek dereceli agresif bir
lenfomadir. Non-Hodgkin lenfomalar igerisinde, matiir B hiicreli neoplaziler grubu igerisinde
yer almaktadir (32).

Giiniimiizde kullanilan WHO klasifikasyonunda ise, Klasik Burkitt lenfoma ve BL
varyantlar1 ( plazmasitoid diferansiasyon gosteren BL, atipik Burkitt/Burkitt like lenfoma)
olarak siniflandirilmaktadir (32).

BL’nin birbirinden farkli 3 klinik varyant1 tanimlanmistir (32,36,51,61,71);

1- Endemik BL

2- Sporadik BL

3- Immiinyetmezlik baglantih BL
1- Endemik BL

Endemik BL, ekvatoryal Afrika’da en sik goriilen ¢cocukluk ¢agi tiimoriidiir (71). 4-7 yas
aras1 cocuklarda pik yapar. Erkek/kiz orani: 2/1°dir. Siklikla ¢ene ve diger yliz kemiklerini
tutar (%50), fakat bobrek, gastrointestinal sistem, over ve meme gibi dokularda da goriilebilir
(7,18,24,32,36,51,61,71).

Multipl bakteriyel, viral (EBV, HIV) ve parazitik enfeksiyonlara (malarya) bagli olarak

olusan poliklonal B hiicre aktivasyonunun patogenezde etkili oldugu diisiiniilmektedir (32).

Endemik BL olgularinin yaklasik %95°nde EBV pozitiftir (18,71).

Tan1 aninda kemik iligi tutulumu %8 oranindadir (71).
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2- Sporadik BL

Spesifik cografik yada iklimsel 6zellik gostermeyen, diinyanin herhangi bir yerinde
goriilebilen BL’dir.

Goriilme siklig1, endemik BL’ya gore daha diisiiktiir, Amerika ve Bat1 Avrupada
eriskinlerde %1-2, cocuklarda ise %40 oraninda goriiliir.

Eriskinlerde ortalama goriilme yast 30°dur.

Erkek/kadin orani: 2-3/1°dir.

Abdominal bolge-ince barsak siklikla tutulur, ancak over, bobrekler,mide, pankreas,
omentum, Waldeyer halkasi, SSS, testis gibi bolgelerde de tutulum olabilir (7,18,24,32).
Klinik olarak hastalar, abdominal agri, bulanti, kusma, barsak obstriiksiyonu, GIS kanama
yada akut apandisiti diisiindiiren bulgularla bagvurabilir (7). Puberte yada laktasyon
zamaninda bilateral meme tutulumu goriilebilir (18,32).

Tan1 aninda kemik iligi tutulumu %10-30 arasindadir (7,18,24,32).

Sporadik BL olgularinin EBYV ile iliskisi, endemik olanlara gore daha diistiktiir (%30 un
altinda) (18,71).

3- immiinyetmezlik baglantih BL (immunodeficiency associated BL)

Cogunlukla HIV pozitif hastalarda goriiliir, ancak allograft alicilar1 ya da konjenital
immiinyetmezlikli hastalarda da goriilebilir (7,18,24,32,51,61,71). Diger non-Hodgkin
lenfomalarla (DBBHL) birliktelik gdsteren HIV(+)’lara gore, HIV (+) Burkitt lenfomalar,
daha geng hastalardan olusur , cogunlukla AIDS tanisini yeni almislardir ve CD 4 orani

oldukea yiiksektir (>200) (7,18).
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HIV’in direk lenfomagenezde etkili olmadig1 ancak indirek olarak sitokin regiilasyonu,
kronik antijenik uyar1 ve azalmis immiin yanit ile lenfoma patogenezinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir (18).

%25-40 olguda EBV pozitiftir (32).

Siklikla lenf nodu, kemik iligi ve ekstranodal alanlar1 (abdomen) tutar (18).

Transplant alicilarinda ise BL, ¢ogunlukla transplant sonrasi uzun bir zaman (yaklasik 4.5
yil) sonra goriiliir (18).

Klinik varyantlarindan bagimsiz olarak, hemen tiim BL’lar ¢ok biiyiik kitleler seklinde
ortaya ¢ikar ve tiimdriin biiyiime hizi (doubling time) ¢ok yiiksektir. Bununla baglantili
olarak, tedavi sonrasinda ¢ok hizli bir sekilde tiimor hiicrelerinin 6lmesiyle ortaya ¢ikan
intraseliiler komponentler ( piirin, ksantin, hipoksantin, {irik asit, fosfataz, potasyum) timor
lizis sendromuna neden olur (hiperkalemi-kardiak arrest, hiperfosfatemi-sekonder hipokalemi,
renal tiibiillerde ksantin, iirik asit, fosfat birikimi- bobrek yetmezligi). Bu sendrom, Burkitt
lenfoma i¢in son derece karakteristiktir, ancak biiylime fraksiyonu yiiksek olan baska lenfoma
tiplerinde de goriilebilir (32).

Patoloji:

Makroskopi

BL, gros olarak biiyiik solid kitleler seklindedir. Cogunlukla tutulan organ kitle tarafindan
tiimiiyle infiltre edilmistir. Siklikla hemoraji ve nekroz eslik eder. Eger tiimdr ¢ok biiytikse,
hangi organ ya da dokudan kdken aldigini gros olarak saptamak miimkiin degildir. Komsu
organ ya da dokular da ¢ogunlukla tutulmustur. Endemik ve sporadik BL vakalarinda nodal
tutulum nadirdir, genellikle tiimor tarafindan ¢evrelenmis, fakat tutulum olmayan lenf nodlar1

izlenir (32,36).
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Morfolojik olarak BL, WHO klasifikasyonuna gore, Klasik BL ve ve BL varyantlar1
( plazmasitoid diferansiasyon gosteren BL, atipik Burkitt/Burkitt like lenfoma) olarak
ayrimustir.

Klasik BL

Endemik ve yiiksek oranda sporadik BL olgularinda goriiliir (32).

BL, hemen daima diffiiz bir biiylime patterni gosteren transforme lenfoid hiicrelerin
homojendz proliferasyonudur. Nadiren erken donem BL olgularinda lenf nodunun yalnizca
germinal merkezi tutulur. Neoplastik hiicreler uniform boyut ve sekildedir. Hiicreler orta
boydadir. Yuvarlak ya da oval niikleuslar1 vardir, bazen niikleusta girintiler olusabilir. Kaba
kromatin, seffaf parakromatin yapilar1 ve sayilari 2-5 aras1 degisebilen bazofilik niikleolleri
vardir. Sitoplazmalar1 belirgin bazofilik goriiniimde olup, siklikla bir ucunda lipid vakuolleri
icerir. Bu vakuoller taze dokuda nétral yag boyalar ile saptanabilir (32,36,51,61,71).

Tiimor ¢ok yliksek bir proliferasyon oranina sahiptir (Ki-67 orani:%100). Cok sayida
mitotik figlir, tiimoriin biiylime hiz1 ile orantili olarak ¢ok yiiksek oranda da spontan hiicre
Oliimii goriliir. Hiicre 6limii sonucu olusan niikleer artiklar1 igeren ¢ok sayidaki makrofaj
(tingibl body makrofaj) neoplastik hiicrelerin arasinda yildizli gékyiizii goriiniimii (starry-sky
pattern) olusturarak BL’ya son derece karakteristik bir gériiniim kazandirir. Yildizli gékyiizii
goriiniimil, BL’ya patognomonik degildir, hizli biiyiiyen, yiiksek oranda hiicre yikimi igeren

tiimorlerde de goriilebilir (32,36,51,61,71).
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BL varyantlar:

a- Plazmasitoid diferansiasyon gosteren BL: Bu varyantta timdr hiicreleri, ekzantrik
bazofilik sitoplazmal1 ve siklikla tek santral niikleolliidiir. Klasik BL’dan farkli olarak,
tiimor hiicreleri daha pleomorfik gériiniimdedir. immiinyetmezlikli hastalarda en sik
goriilen BL tipidir. Monotipik intrasitoplazmik Ig pozitiftir (32).

b- Atipik Burkitt/Burkitt like lenfoma: WHO klasifikasyonunda tanimlanan 6zellikleri:

1- Morfolojik olarak Burkitt lenfoma ile benzer 6zellikleri yanisira (yiiksek mitotik oran,
belirgin sitoplazmik bazofili, yildizli gékyiizli goriiniimii), farkli olarak daha belirgin
niikleer pleomorfizm ve niikleol varlig1 ile karakterlidir.

2- Biiyiime fraksiyonu yaklasik olarak %100 civarindadir.

3- tr (8;14)(q24;q32) hemen tiim olgularda saptanir (Ig/MYC) (48).

Myc ekpresyonu ile sonuglanan tr (8;14)’in hem morfolojik, hemde tiimoriin agresif klinik
gidiginden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ancak morfolojiye dayanarak Atipik BL tanisi
konan hastalarin tiimiinde bu translokasyonun saptanmasi olduk¢a zor olacagindan, myc
rearanjmant yerine kullanilabilecek daha pratik bir yontem olarak tiimoriin proliferasyon
fraksiyonu diisiiniilmiistiir. Sitogenetik analizin yapilamadigi durumlarda Ki-67 proliferasyon
oran1 %100’e yakin olmadik¢a Atipik BL/BLL tanis1 vermekten ka¢milmalidir (2,48).

Sonugta BLL, DBBHL ile BL aras1 borderline sitolojik 6zellikler gdsteren yiiksek dereceli
matiir B hiicreli bir neoplazidir. BLL’y1 DBBHL veya BL kategorisinde degerlendirme
konusunda ¢ok sayida ¢calisma ve yaym mevcuttur.BLL, BL’dan morfolojik 6zellikleri ile

ayrilirken, DBBHL ’dan onkogen ekspresyon profili ve proliferatif oran ile ayrilmaktadir.
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BLL’da Ki-67 oran1 %90-100 iken, DBBHL da Ki-67 orani1 %53 diir. tr (8;14), BLL
olgularmi %85’inde saptanirken, DBBHL da yaklasik olarak %16 oraninda goriiliir.

Ote yandan DBBHL’larm yaklasik %20-40"nda goriilen tr (14;18), BLL olgularmmn hemen
hi¢birinde goriilmez. Klinik gidiglerine bakildiginda, bu lenfomalarin Burkitt lenfomaya
benzer bir gidis gosterdigi goriilmiis ve onkologlar tarafindan da Burkitt lenfoma gibi tedavi
edilmeleri gerektigi fikrine varilmistir. Tiim bu bulgularin degerlendirilmesi sonucunda,
BLL’nin BL kategorisi altinda degerlendirilmesinin daha dogru olacag diisiiniilmiis ve WHO
klasifikasyonunda Atipik BL/BLL, Burkitt lenfomanin bir morfolojik varyanti olarak

tanimlanmistir (2,9,48).

Immiinhistokimya

Burkitt lenfoma, B lenfoid hiicre neoplazisidir ve immiinhistokimyasal olarak da germinal
merkez hiicrelerinin fenotipik 6zelliklerini gosterir;
Pan B hiicre markerlar1 ( CD 19, CD 20, CD 22, CD 79a) ve germinal merkez B hiicrelerinde
bulunan proteinleri ( CD 10, bcl-6, CD 38, CD 40) eksprese ederler. CD 10 ve bcl-6
pozitifligi, tlimdriin germinal merkez orijinini gdsterir. Yiizey Ig hafif zincir (Ig M>Ig G>Ig
A) ekspresyonu goriiliir. T hiicre markerlar1 ( CDS5, CD 23) negatiftir. Tdt negatiftir. EBV ile
baglantili olan BL olgularinda (¢ogunlukla endemik form) CD 21 proteini pozitiftir. CD 21,
EBYV ve C3d’ye baglanan boliimler igerir.

Ki-67 orani1 %100’e yakindir (7,18,24,32,36).
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Prognoz ve tedavi

Burkitt lenfoma, ikiye katlanma siiresi ¢ok kisa olan, oldukc¢a hizli biiyiiyen agresif bir
tiimordiir. Timor boyutu ¢ok kisa siirede korkutucu boyutlara ulasabilir. Hastalarin bir kismi1
tiimordeki bu saatler veya giinler igindeki hizli biiylimeye bagli olarak daha tedaviye
baslanmadan organ yetmezligi nedeniyle kaybedilir. Progresif timdr biiylimesi sonucu
ireterik kompresyon ya da diffiiz bobrek tutulumu/intestinal obstriiksiyon/serdz eflizyon veya
hava yolu obstriiksiyonu 6liim nedenidir.

Dolayisiyla BL’11 hastalarda tedavideki ana prensip; miimkiin olan en kisa siirede evreleme
yapip tedaviye baslamaktir (18,32,36). Murphy ve Hutsu tarafindan yapilan evreleme
giliniimiizde hala kullanilmaktadir, tablo-3’de 6zetlenmistir (7,32). BL vakalarinin %30’u
erken evre (Evre LII) iken %70°1 ileri evredir(Evre 111, IV)(18,32).

BL’da esas tedavi kemoterapidir. Kullanilan kombine kemoteropatik ajanlarla oldukg¢a
yiiksek oranlarda kiir saglanmaktadir. Erken evre BL’da 5 yillik yasam oran1 %90 iken ileri
evre BL’da bu oran %60-80 arasindadir. Endemik olgularda prognoz, sporadik olgulara gore
daha iyidir. Cocuklarda kemoterapiye yanit daha yiiksektir. Kemik iligi ve SSS tutulumu, ileri
yas, 10 cm’in lizerinde rezeke edilemeyen tiimorler ve serum LDH diizey yiiksekligi kotii
prognostik faktorlerdir (32,36).

BL’l1 hastalarda cerrahi tedavi, histolojik taniy1 koymak ya da acil cerrahi gerektiren
durumlar (GIS kanama, ince barsak perforasyon) disinda pek uygulanmaz. Relaps, tanidan

sonra ilk 1 y1l i¢erisinde goriilebilir. 2 y1l relaps gdstermeyen hastalar kiir kabul edilirler (36).
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Tablo-3 : Burkitt lenfoma evrelemesi (Murphy)

Evre

Tanimlama

tek tiimor (ekstranodal) ya da tek anatomik alan (lenf nodu),mediasten ya da

abdomen yayilimi yok

tek tiimor (ekstranodal)+bolgesel lenf nodu tutulumu

2 ya da daha fazla nodal alan, diyaframin tek tarafinda

2 tek ekstranodal tiimor, diyaframn tek tarafinda bolgesel lenf nodu tutulumu
var ya da yok

Primer GIS tiimor, ileogekal alanda, mezenterik lenf nodu tutulumu var ya da

yok

Tiimiiyle rezeke edilen abdominal kitle

2 tek tiimor (ekstranodal), diyaframin farkli alanlarinda

2 ya da daha fazla nodal alan, diyaframin iist ve altinda

Tiim primer intratorasik tiimdrler (mediastinal, plevral, timik)
Tiim paraspinal ve epidural tiimorler

Tilim yaygin primer intrabdominal kitleler

Lokalize fakat rezeke edilemeyen abdominal kitleler

Yaygin multiorgan abdominal kitle

Kemik iligi ve/veya SSS tutulumu gosteren tiimorler
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BURKITT LENFOMADA MOLEKULER GCALISMALAR

BL vakalarinin yaklasik %85’inde tr (8;14) saptanir, bu translokasyon sonucu
8. kromozom iizerindeki c- myc protoonkogeni 14.kromozom iizerindeki Ig agir zincir
bdlgesine transloke olur, bu translokasyon sonucu da c-myc ekpresyonu artar. C-myc
ekspresyonunun artmasi sonunda malign proces olusumuna gétiiren c¢ok sayida hiicresel
olayt tetikler (7,75).
c- myc amplifikasyonu:

Myc genleri, DNA’ ya baglanan ii¢ niikleer fosfoproteini kodlar. Bu proteinler hiicre
proliferasyon ve diferansiyasyonunda etkilidir ve DNA sentezinin baslamasinda rol alirlar.
Klonlandiklar kiiltiirlere ve elde edilme sartlarina gore bu genler, c-myc, N-myc ve L-myc
den olusur (33,43,70).

c-myc 64 kd agirliginda bir protoonkogendir ve hiicre proliferasyon, diferansiasyon,
matiirasyon ve sinyal transdiiksiyonunda gorev alan bir proteini kodlar (basic helix-loop-
helix). Malign transformasyon ve devam eden ekspresyonuna bagli olarak da tiimor
biiyimesinde etkilidir. Translokasyon (8;14)(q24;q32) sonucu, kromozom 8 {izerindeki myc
onkogeni, kromozom 14 iizerindeki Ig H lokusu iizerine binerek, c-myc amplifikasyonuna yol
acar. Daha az sayida olguda bu translokasyon kromozom 2 ile 8 ya da 8 ile 22 arasinda olur

(8,36,37,43,55,70).
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c-myc’in tiilmor patogenezi iizerindeki etkileri cok cesitlidir (7,8,24);

2- Apoptozis P19’u uyarir.
P 531
Fas/FasL aktive eder.

Bax

4- Hiicre metabolizmasi LDHA iretimini stimiile eder.

GLUT-1 (glukoz transfer) 1

Fosfofruktokinazi aktive eder.
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c-myc translokasyonu, Burkitt lenfoma olgularmnin yaklasik %90’ nda saptanirken,
DBBHL’da bu oran %16 civarindadir (36,37,70). Ekstranodal DBBHLolgularinda, nodal
olanlara gore bu oran daha yiiksektir. Bunlarin disinda nadirde olsa c-myc translokasyonu
goriilebilen lenfomalar; transforme folikiiler lenfoma, blastoid varyant mantle hiicreli
lenfoma, kronik lenfositik 16semidir (1,34,36,40).

c-myc ekspresyonu, Ig lokusuna translokasyon , somatik hipermutasyon ya da gen
amplifikasyonu yolu ile olur. DBBHL da sirasi ile c-myc ekspresyonuna sebep olan bu
kromozomal alterasyonlarin oranit %10, %32, %16’dir, yani DBBHL olgularmin biiyiik
kisminda c-myc ekspresyonu translokasyon bagimsizdir, bu da DBBHL/Burkitt lenfoma

ayriminda oldukca degerlidir (70).
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GEREC VE YONTEM

Hastalar:

2000-2007 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalinda tan
alan 45 Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, 11 Burkitt lenfomadan (8 klasik ve 3 Atipik Burkitt
lenfoma) olusan toplam 56 olgu incelendi. Tiim olgularin Hematoksilen-Eozin ve
immiinhistokimyasal boyal1 preparatlari retrospektif olarak WHO kriterlerine gore
degerlendirildi. Hastalarin prognoz bilgilerin, klinik izlem dosyalarindan veya hastalara
ulagilarak biiyiik oranda ulasildi.

IMMUNHISTOKIMYASAL YONTEM:

Formalin ile tespit edilen dokulara ait parafin bloklardan 4 mikrometre kalinlikta
kesitler polilizinli lamlara alindi. bel-2, bel-6, CD 10, MUM-1 ve Ki-67 ekspresyonunu
belirlemek i¢in streptavidin-biyotin iiclii indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak
immiinhistokimyasal boyama yapildi. Kullanilan antikorlar Ki-67, CD 10, bcl-2 ve bcl-6 ve
MUM-1 (mouse monoklonal Ig G) olup, 1:25 oraninda PBS ile diliie edildi. Kullanilan
biyotinlenmis baglayict (sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi ve kromojen
olarak kullanilan 3-Amino 9-Ethylcarbazole (AEC) ticari olarak kullanima hazir kitler
seklinde idi. Tiim antikorlar i¢in pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi.

Hazirlanan parafin doku kesitleri Ki-67, CD 10, bcl-2, bcl-6 ve MUM-1 antikoru ile
asagidaki prosediire gore boyandi:

1- Polilizinli lam tizerine alinan 4 mikron kalinligindaki kesitler, 56°C’lik etiivde 12 saat
bekletilerek deparafinize edildi.

2- Kesitler 30 dakika ksilolde bekletildi.

3- Her birinde beser dakika bekletilerek sirasiyla %100, %95 ve %90’lik alkolden

gegirilerek dokularin hidrasyonu saglandi.
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Cesme suyu ile yikandi.

Endojen peroksidazi bloke etmek icin %3’liikk hidrojen peroksitte 10 dakika siire ile
oda sicakliginda bekletildi.

PBS buffer (pH 7.6) ile 5 dakika siiresince yikandi.

0,01 M. Sodyum tris-EDTA buffer (pH 9.0) icinde toplam 30 dakika mikrodalga
firinda islemden gegirildi.

30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Distile su ile 3 kez yikandi.

Kesitler 10 dakika siire ile non-immiin protein bloklama serumunda bekletildi.

Primer antikor olan Ki-67 (clone: L[428, DakoCytomation), bcl-2 (klon:100,
Santacruz), bcl-6 (klon: D-8, Santacruz), CD 10 (klon: 97C5, Santacruz) ve MUM-1
(DakoCytomation) lam {izerindeki doku kesitlerini kapatacak sekilde damlatild1 ve oda
sicakliginda 2 saat siire ile bekletildi.

3 kez 5’er dakika PBS ile yikand1 ve kurulandi.

Baglayic1 (sekonder) antikor (Multi-species ultra streptavidin detection system-HRP;
Zymed, Massachusetts, USA) ile oda sicakliginda 20 dakika siire ile inkiibasyon
yapildi.

3 kez 5’er dakika PBS ile yikandu.

Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 30 dakika bekletildi (Zymed).

3 kez 5’er dakika PBS ile yikandu.

Renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla AEC (3-Amino 9-Ethylcarbazole;
Lab-Vision, Neomarkers, USA) ile 10 dakika siire ile inkiibasyon yapild1.

5 dakika distile su ile yikandi.

Hizli1 boyama yontemi Mayers Hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi.
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20- Dehidrasyon i¢in kesitler sirayla %90, %95 ve %100’lik alkollerde 5’er dakika
tutuldu.

21-Ksilolde seffalastirildi.

22- Doku kesitleri entellan kullanilarak kapatild.

Boyanma derecelerinin degerlendirilmesi:

Boyanma derecesi yar1 kantitatif bir yOntemle farkli zamanlarda iki kez
degerlendirildi. Pozitif boyanan tiimor hiicrelerinin tiim tiimor dokusuna orani belirlendi.
Tiimor hiicrelerinin %30’dan fazlas1 boyanmigsa pozitif olarak kabul edildi (54). Boyanan
tiimor hiicreleri oran1 %30°dan az ise negatif olarak kabul edildi. Bel-2, bel-6, MUM-1 ve Ki-
67 i¢in niikleer boyanma, CD 10 i¢in ise membran6z boyanma pozitif kabul edildi.

FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION (FISH) YONTEMI:

Pozitif sarjli lam {izerine alman 2 mikron kalinligindaki kesitler 56°C’lik etiivde 12
saat bekletilerek deparafinize edildi.

1- 3 kez 10’ar dakika siire ile %100 ksilol igeren salede oda sicakliginda bekletildi.

2- 2 kez 5’er dakika siire ile %100 etanol igceren salede oda sicakliginda bekletildi.

3- 45-50 derecelik hotplate iizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

4- 20 dk. siire ile 2 N HCL igeren salede oda sicakliginda bekletildi.

5- 3 dk. siire ile distile su iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

6- 3 dk. siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

7- 30 dk. siire ile 80 derecelik su banyosunda onceden bu 1siya getirilmis pretreatment
soliisyonu (Paraffin Pretreatment Kit, Vysis) iceren salede inkiibe edildi.

8- Lamlar 1 dakika siire ile distile su igeren salede oda sicakliginda bekletildi.

9- 2 kez 5’er dakika siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

10- 10 dk. siire ile 37 derecelik etiivde dnceden bu 1stya getirilmis protease solution iceren

salede bekletildi.
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11-2 kez 5’er dakika siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

12-45-50 derecelik hotplate iizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

13- 10 dk. siire ile %10 tamponlanmis formalin iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

14-2 kez 5’er dakika siire ile wash buffer iceren salede oda sicakliginda bekletildi.

15-45-50 derecelik hotplate iizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

16-Her birinde 3’er dakika bekletilerek sirasiyla %70, %85 ve %100’liik etanolden
gecirildi.

17-45-50 derecelik hotplate iizerinde 2-5 dk. kurutuldu.

18- Bundan sonraki agamalar karanlikta gergeklestirildi.

19- Onceden oda 1si1sma getirlimis prob tiipii vortekslendi, mikrosantrifiijde spin atild1 ve
tekrar vortekslendi.

20- Herbir lammn hedef alanina 10 pl prob (LSI® IGH (14932) Spectrum Green/BCL2

(189g21) Spectrum Orange Dual Color, DNA Probe, Vysis; LSI C-MYC (8q24.12-

q24.13) Spectrum Orange Probe, Vysis; LSI® PTEN (10g23) / CEP® 10 Dual Color

Probe, Vysis) damlatildi ve hemen uygun boyutta bir lamelle hava kabarcigi
kalmayacak sekilde kapatildi.

21- Lamellerin etrafi rubber cement ile ¢evrelendi.

22-Lamlar Hybrite cihazina yerlestirilip kapagi kapatildi ve onceden programlanan
prosediir baglatildi. (denatiirasyon 73°C — 5 dk., Hibridizasyon 37°C — 16 saat)

23-Bir gece hibridizasyondan sonra lamlarm {iizerinden rubber cement ayrildi ve oda
1sisindaki yikama soliisyonu icerisinde ¢alkalanarak lamellerin ayrilmasi saglandi.

24-2 dk. siire ile su banyosunda onceden 73°C a getirilmis olan yikama soliisyonu
icerisinde bekletildi.

25-Lamlar oda 1sisinda distile su igeren saleye batirilip ¢ikarildiktan sonra karanlikta

kurumaya birakildi.


http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSINMYC(2p241)SpectrumOrangeProbe_4840.asp
http://www.vysis.com/LSINMYC(2p241)SpectrumOrangeProbe_4840.asp
http://www.vysis.com/LSIPTEN(10q23)CEP10DualColorProbe_55728.asp
http://www.vysis.com/LSIPTEN(10q23)CEP10DualColorProbe_55728.asp
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26-Herbir hibridizasyon alanina 10 pl. 4’6-diamidino-2-phenylinodole (DAPI 1II
Counterstain, Abbott Laboratories) damlatilarak uygun boyutta lamelle kapatildi.

27-Lamlar analiz 6ncesi en az 15 dakika buzdolabinda bekletildi.

FISH degerlendirilmesi:

LSI® IGH (14q32) ve LSI® PTEN (10g23) / CEP® probelar1 i¢in her bir preparatta
200 tiimor hiicresi sayildi ve bu 200 hiicre i¢inde pozitif hiicrelerin yilizdeleri hesaplandi.

(LSI® IGH (14932) Spectrum Green/BCL2 (18g21) Spectrum Orange Dual Color, DNA

Probe i¢in %20 ve tlizerindeki hiicrede bir flizyon, bir kirmizi ve bir yesil sinyalin varhigy,

LSI® PTEN (10g23) / CEP® 10 Dual Color Probe i¢in %30 ve iizerindeki hiicrede bir kirmizi

ve iki yesil sinyalin bulunmasi pozitif kabul edildi. LSI C-MYC (8q24.12-q24.13) Spectrum

Orange Probe _i¢in ise 40 hiicre sayild1 ve bu tiimor hiicrelerinde C-myc gen/ CEP2 orani 2

ve lizerinde ise amplifikasyon var olarak kabul edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 10.0 paket programi kullanildi. Elde
edilen sonuglar ortalama + std. sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasinda farklilik olup

olmadig1 Mann-Whitney testi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 alindu.


http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIPTEN(10q23)CEP10DualColorProbe_55728.asp
http://www.vysis.com/LSINMYC(2p241)SpectrumOrangeProbe_4840.asp
http://www.vysis.com/LSINMYC(2p241)SpectrumOrangeProbe_4840.asp
http://www.vysis.com/LSINMYC(2p241)SpectrumOrangeProbe_4840.asp
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BULGULAR

Caligmaya alinan toplam 56 hastanin 30°u (%53.6) erkek, 26’s1 (%46.4) kadindi. Ortalama
yas 48.73 £22.59 (3-84) idi.

Toplam 42 hastanin klinik izlem verilerine ulasildi. Hastalarin ortalama sag kalim stireleri
13.30+ 13.166 (1-65) aydi Takip edilen 42 hastanin 29’u (%51.8) takip siiresi sonunda
hayatta idi. Buna karsilik 13 hasta (%23.2) takip sonunda kaybedildi. Kemik iligi tutulumu
acisindan degerlendirilen 40 hastadan 8’inde (%14.3) tutulum goriiliirken, 32’sinde (%57.1)
kemik iligi tutulumu saptanmada.

56 vakanin 45’1 (%80.4) Diffiiz Biiyiik B hiicreli Lenfoma (DBBHL), 11 tanesi ise
(%19.6) Burkitt lenfoma (BL) olarak tan1 almisti. Retrospektif olarak incelenen preparatlar,
WHO kriterlerine gore tekrar degerlendirildiginde ilk tanilari ile aralarinda bir fark olmadig:

goriildii.

DBBHL

DBBHL tanist alan 45 olgunun 22’°si (%48.9) kadm, 23’1 (%51.1)’1 erkek idi. Ortalama
yaslart 54+ 19.684 (3-84). Toplam 34 hastanin klinik izlem verilerine ulasildi. Hastalarin
ortalama sag kalim siireleri 14.15+13.264 (4-65) aydi. Takip edilen 23 hasta (%67.6) takip
sonunda hayatta idi. 11 hasta (%32.4) takip sonunda kaybedildi. Kemik iligi tutulumu, takip

edilen 33 hastanin 5’inde (%15.2) pozitif iken, 28’inde (%84.8) negatif idi.
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WHO kriterlerine gére morfolojik olarak degerlendirilen tiim DBBHL olgularina ortak bir
immiinhistokimyasal panel uygulandi. Tiimiine bcl-2, bel-6, CD 10 (mouse monoklonal Ig G)
yapildi. Bcl-2, 45 olgunun 25’inde (%55.6) pozitif iken, 20’sinde (%44.4) negatif idi. Bcl-6,
16 olguda (%35.6) pozitif iken, 29’unda (%64.4) negatif idi. CD 10 ise, 12 olguda (%25,8)
pozitif, 33’linde (%74,3) negatif saptandi. Yapilan bu immiinhistokimyasal panele gore
DBBHL olgulari, GCB- like (germinal merkez B hiicre benzeri) DBBHL ve ABC- like

(aktive B hiicre benzeri) DBBHL olarak ayrildi.

Resim-1: DBBHL. Yuvarlak, vezikiiler niikleuslu, belirgin 1-2 niikleollii ve dar sitoplazmali,

biiyiik boyda hiicrelerden olusan malign lenfoid tiimér (HEx400)
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GCB benzeri DBBHL’lar germinal merkez B hiicrelerinden koken alirken, ABC benzeri
DBBHL’lar post-germinal merkez B hiicrelerinden kdken alirlar. Buna dayanarak GCB
marker1 olarak CD 10 ve bcl-6 kullanildi. CD 10 pozitif olan 12 olgu dogrudan GCB alt tip
olarak degerlendirildi. Buna karsilik CD 10 negatif olan 33 olguda bcl-6’ya bakildi, bcl-6’s1
da negatif olan 21 olgu non-GCB ya da ABC tipi DBBHL olarak degerlendirildi. CD 10
negatif olup, bcl-6 pozitif olan 12 olguda ise post-germinal merkez B hiicre marker1 olarak
ortaya atilan MUM I/IRF 4 bakildi1 ve bunun sonucuna gore 6°’s1t MUM1 negatif olup, GCB alt

tipi, 6’st MUMI pozitif olup, non-GCB alt tipi olarak degerlendirildi. Sonu¢ olarak 45

DBBHL olgusunun 18’1 (%32.1) GCB, 27’51 (%48.2) ABC alt tipi olarak degerlendirildi.
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Resim 2: DBBHL’da (GCB alt tipi) immiinhistokimyasal olarak CD 10 boyas1 ile tiimor

hiicrelerinde membrandz boyanma (CD 10x 200)

Resim 3: DBBHL’da (GCB alt tip) immiinhistokimyasal olarak bcl-6 boyasi ile timor

hiicrelerinde niikleer boyanma (bcl-6x 400)



Resim 4: DBBHL. Koyu hiperkromatik niikleuslu, belirgin niikleollii, dar sitoplazmali orta

boyda hiicrelerden olusan malign lenfoid tiimor

Resim 5: DBBHL, ABC alt tipinde immiinhistokimyasal panel (CD 10x200, bcl-6x200,

MUM1x200)
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Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomalarda C-Myc amplifikasyonu, PTEN delesyonu, t (14;18)
translokasyonu
GCB ile ABC subtipleri arasinda sitogenetik olarak bir fark olup olmadigi, FISH yontemi ile

c-myc amplifikasyonu, PTEN delesyonu, t (14,18) translokasyonu bakilarak degerlendirildi.

c-myc Toplam
Negatif | pozitif
Tani Say1 9 6 15
Yiizde %60 %40 %100
Say1 9 8 17
Yiizde %52.9 %47.1 %100
Toplam Say1 18 14 32
Yiizde %56.3 %43.8 %100
PTEN Toplam
Negatif | pozitif
Tani Say1 12 2 14
Yiizde %85.7 %14.3 %100
Say1 10 6 16
Yiizde %62.5 %37.5 %100
Toplam Sayi 22 8 30
Yiizde %73.3 %26.7 %100
t(14,18) Toplam
Negatif | pozitif
Tan1 Say1 10 1 11
Yiizde %90.9 %9.1 %100
Say1 14 1 15
Yiizde %93.3 %6.7 %100
Toplam Say1 24 2 26
Yiizde %92.3 %7.7 %100
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Her iki grup arasinda c-myc, PTEN ve t (14,18) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi ( P=0.735, 0.226, 1.000).

Resim 7 : DBBHL, GCB alt tipinde LSI C-MYC (8q24.12-q24.13) Spectrum Orange Probe

kullanilarak saptanan C-myc asir1 amplifikasyonu

Resim 8 : DBBHL, ABC alt tipinde LSI C-MYC (8q24.12-q24.13) Spectrum Orange Probe

kullanilarak saptanan C-myc overamplifikasyonu
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Resim 9 : DBBHL’da GCB ve ABC subtiplerinde LSI® IGH (14q32) Spectrum Green/BCL2

(18g21) Spectrum Orange Dual Color, DNA Probe kullanilarak saptanan t (14;18)

translokasyonu

Resim 10 : DBBHL’da LSI® PTEN (10g23) / CEP® 10 Dual Color Probe kullanilarak

saptanan PTEN delesyonu

Bcl-2, Bel-6 ve CD 10 ekspresyonunun DBBHL prognozu iizerine etkisi :


http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIPTEN(10q23)CEP10DualColorProbe_55728.asp
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e Bcl-2 (+) olgularmm ortalama yasam siiresi: 16.72+ 16.559, bcl-2 (-) olgularin ortalama
yasam siiresi; 10.50+ 9.038

e Bcl-6 (+) olgularm ortalama yasam siiresi: 10.53+ 8.720, bcl-6 (-) olgularin ortalama
yasam siiresi; 15.81+ 3.489

e (D 10 (+)olgularin ortalama yasam siiresi: 16.38+ 16.625, CD 10 (-) olgularin
ortalama yasam siiresi; 11.22+ 10.361

Ki-67 oranlarma bakildiginda, GCB tip DBBHL’da ortalama Ki-67 orani; 66.666+18.629

(30-90), ABC tip DBBHLda ise Ki-67 orani; 60+ 16.813 (30-85)

Resim 6: DBBHL’da GCB ve ABC alt tiplerinde immiinhistokimyasal olarak Ki-67 indeksi

(Ki-67x200)
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GCB ve ABC alt tiplerinin prognoz ile iliskisi

DBBHL’lar GCB ve ABC alt tipleri olarak ayrildiktan sonra, bu iki grup arasinda
hastalarin ortalama sag kalim siireleri ve kemik iligi tutulumlar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark olup olmadig1 degerlendirildi.
GCB ve ABC alt tiplerinin prognozlarina bakildiginda, GCB alt tipinin ortalama yasam siiresi

17.36 + 15.55, ABC alt tipinin ise 11.79+ 11.13 ay idi.

Sagkalim Toplam
Alt tip GCB Sayi 3 12 15
Yizde %20 %80 %100
ABC Sayi 8 11 19
Yizde %42.1 %57.9 %100
Total Sayi 11 23 34
Yizde %32.4 | %67.6 %100

GCB alt tipinde 6liim/sag kalim orani: 20/80 iken, ABC alt tipinde bu oran 42/52°dir, ancak
bu iki grup arasinda sag kalim acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir

(P=0.271).




51

Kemik iligi Toplam
Alt tip GCB Sayi 12 2 14
Yizde %85.7 %14.3 %100
ABC Sayi 16 3 19
Yizde %84.2 %15.8 %100
Total Sayi 28 5 34
Yizde %84.8 %15.2 %100

e GCB ve ABC alt tipleri arasinda kemik iligi tutulumu acisindan istatistiksel olarak

anlaml1 fark saptanmamistir (P=1,000).
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Burkitt lenfoma

BL tanisi alan 11 olgunun 4°{ (%36.4) kadin, 7’si (%63.6 ) erkek idi. Ortalama yaslari
27.18+ 21.614 (4-60) idi. Toplam 8 hastanin klinik izlem verilerine ulasildi. Hastalarin
ortalama sag kalim siireleri 9.29+12.867 (1-37) aydu. izlenen 6 hasta (%54.5) takip sonunda
hayatta idi. 2 hasta (%18.2) takip sonunda kaybedildi. Kemik iligi tutulumu, izlenen 7
hastanin 3’iinde (%27.3) pozitif iken, 4’{inde (%36.4) negatif idi.

WHO morfolojik kriterlerine gore tekrar degerlendirilen 11 olgunun 7’si klasik BL, 4’1 ise

atipik/Burkitt like lenfoma idi. Vakalarin tiimii tdt negatif idi.

Resim 11: Burkitt lenfoma. Yuvarlak, hiperkromatik niikleuslu, dar sitoplazmali, orta boyda

hiicrelerden olusan malign lenfoid tiimor. (HEx 400)
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Olgularn tiimiine ortak bir immiinhistokimyasal panel uygulandi (bcl-2, bel-6, CD 10, Ki-67).

Onbir olgunun tiimiinde (%100) bcl-2 negatif, bcl-6 ve CD 10 pozitif saptandi.

Resim 12: BL’da immiinhistokimyasal olarak CD 10 ile tiimor hiicrelerinde membrandz

boyanma (CD 10 x 400)

Resim 13: BL’da immiinhistokimyasal olarak bcl-6 boyasi ile tiimor hiicrelerinde niikleer

boyanma (bcl-6x200)
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Resim 14: BL’da immiinhistokimyasal olarak tiimor hiicrelerinde bel-2 negatifligi (bcl-
2x200).
Ki-67 oranlarina bakildiginda, ortalama deger %95.2 +£17.5 (90-100) idi. 5 olguda (%45.5)

Ki-67 oran1 %100, 5’inde (%45.5) oran %95, 1 olguda ise (%9.1) oran %90 idi.

Resim 15: BL’da immiinhistokimyasal olarak Ki-67 ile %100’e yakin niikleer boyanma

(Ki-67x200)
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DBBHL ile BL arasinda bcl-2, bcl-6 ve CD 10 ekspresyonlar1 agisindan bir fark olup

olmadig1 arastirildi. Bu iki grup arasinda her 3 marker ekspresyonunda da istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu saptandi (P= 0.001).

Toplam
Bcl-2 Negatif 20 (%44.4) 11 (%100) 31 (%55.4)
Pozitif 25 (%55.6) 0 (%0) 25 (%44.6)
Toplam 45 (%100) 11 (%100) 56 (%100)
Bcl-6 Negatif 29 (%64.4) 0 (%0) 29 (%51.8)
Pozitif 16 (%35.6) 11 (%100) 27 (%48.2)
Toplam 45 (%100) 11 (%100) 56 (%100)
CD 10 Negatif 33 (%74.8) 0 (%0) 33 (%59.6)
Pozitif 12 (%25.4) 11 (%100) 23 (%40.4)
Toplam 45 (%100) 11 (%100) 56 (%100)




56

DBBHL ile BL arasinda Ki-67 oranlar1 karsilastirildiginda, Ki-67 indeksi 60 alinarak

hesaplandiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken (P=0.255) , Ki-67 indeksi 80

ve lizeri oldugunda anlamli fark saptanmistir (p= 0.001).

indeks 60 | < %00

>%60

Toplam

indeks 80 | < %80

> %380

Toplam

indeks 95 | <95

> %95

Toplam

14 (%31.1)

31 (%68.9)

45 (%100)

30 (%66.7)

15 (%33.3)

45 (%100)

45 (%100)

0 (%0)

45 (%100)

0 (%0)

11 (%100)

0 (%0)

11 (%100)

11 (%100)

11 (%1009

11 (%100)

Toplam

14 (%26.8)

42 (%73.2)

56 (%100)

30 (%55.4)

26 (%44.6)

56 (%100)

45(%82.1)

11 (%17.9)

56 (%100)




DBBHL ile BL arasinda sitogenetik olarak bir fark olup olmadig arastirildi. iki grup arasinda

c-myc amplifikasyonu agisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanirken (P<0.005),

PTEN ve t (14,18) agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (P>0.005).

c-myc Toplam
Negatif | pozitif
Tan1 Say1 18 8 26
Yiizde %68.6 %31.4 %100
Say1 2 8 10
Yiizde %20 %80 %100
Toplam Say1 20 16 36
Yiizde %354.5 %45.5 %100
t (1 4,1 8) Toplam
Negatif | pozitif
Tani Say1 24 2 26
Yiizde %92.3 %7.7 %100
Say1 4 1 5
Yiizde %80 %20 %100
Toplam Say1 28 3 31
Yiizde %903 | %9.7 [ %100
PTEN Toplam
Negatif | pozitif
Tani Say1 22 8 30
Yiizde %73.3 %26.7 %100
Say1 10 1 11
Yiizde %90.9 %9.1 %100
Toplam Say1 32 9 41
Yiizde %72.7 %27.3 %100
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Resim 16

Resim 17

Resim 16 ve 17 : BL’da LSI C-MYC (8q24.12-q24.13) Spectrum Orange Probe kullanilarak

saptanan C-myc asir1 amplifikasyonu



59

Resim 18: BL’da LSI® IGH (14g32) Spectrum Green/BCL2 (18g21) Spectrum Orange Dual

Color, DNA Probe kullanilarak saptanan t (14;18) translokasyonu

Resim 19: BL’da LSI® PTEN (10923) / CEP® 10 Dual Color Probe kullanilarak saptanan

PTEN delesyonu


http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIEWSR1(22q12)DualColorBreakApartRearrangementProbe_18346.asp
http://www.vysis.com/LSIPTEN(10q23)CEP10DualColorProbe_55728.asp
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TARTISMA

DBBHL, bat1 iilkelerinde daha belirgin olmak {izere, tiim diinyada en sik goriilen non-
Hodgkin lenfoma tipidir. Diger lenfoma tipleri ile kiyaslandiginda, klinik, morfolojik ve
sitogenetik agidan olduk¢a heterojendz bir grubu temsil etmektedir ve son derece degisken bir
klinik seyir gdstermektedir. Hastalarn bir kismi1 (%40) kemoterapiye son derece duyarl
olup,uzun dénem hastaliksiz yagam gosterirken, bir grup hasta ise tedaviye cevap vermeyip,
cok kisa siirede kaybedilir. Dolayisiyla DBBHL olgularmin klinik gidislerini belirlemek,
tedaviyi planlamak agisindan son derece dnemlidir.

DBBHL olgularinin prognozlarini belirlemek i¢in, giinlimiizde en sik kullanilan skorlama
sistemi, klinik parametrelere dayali olarak yapilan IPI ( international prognostic index)
skorudur. DBBHL’da prognozu etkileyebilecek IPI’den bagimsiz bir takim faktorlerin olup
olmadig1 giiniimiizde lizerinde en ¢ok tartisilan ve arastirma yapilan konulardan biridir.

[k defa Alizadeh ve arkadaslar1, c DNA microarray teknolojisi ile gen ekspresyon
profillerine dayanarak DBBHL ’larin 2 alt gruba ayrilabilecegini ortaya atmiglar ve bu 2
grubun prognostik olarak birbirinden farklilik gosterdigini, bununda IPI’dan bagimsiz bir
faktor olarak kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir (2).

Gen ekspresyon profillerine gore ayrilan alt gruplar, germinal merkez B hiicreleri ile ortak
gen ekspresyon profili gdsteren GCB tip ve periferik B hiicreleri ile ortak gen ekspresyon
profili gosteren ABC alt tipleridir. Alizadeh ve arakadaslar1 yaptiklari calismada GCB alt
tipinin ABC alt tipine gore daha iyi prognozlu oldugunu ortaya atmistir ve arkasindan Wright
ve arkadaslarmin yaptig1 gen ekspresyon profil ¢alismalarida bu hipotezi destekler nitelikte
sonuglanmistir (72). Buna karsilik Shipp ve arkadaslari, Paulsen ve arkadaslariyaptigi gen
ekspresyon profil ¢alismalarinda ise, bu 2 subgrup arasinda prognostik olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (59,63).



61

Ancak giinliik rutin uygulamada ¢ DNA microarray teknolojisinin olduk¢a pahali olmasi ve
taze dokudan yapilmasi nedeniyle gen ekspresyon profil caligmalar1 yapmak ¢ok da olast
degildir. Iste bu noktadan yola gikarak Hans ve arkadaslar1 yaymladiklari 142 olgudan
olusan bir seride, GCB tipini non-GCB tipinden ayirmak i¢in kullanilabilecek
immiinhistokimyasal markerlar ve bu markerlara bagl olarak gelistirilen bir algoritma
olusturmuslardir (22). Germinal hiicre marker1 olarak bcl-6 ve CD 10, post-germinal hiicre
marker1 olarak da MUM 1/IRF4 kullanmislardir. Hans ve arkadaglarinin ardindan, pek ¢ok
arastirmaci da bu algoritmay1 izleyerek, GCB ve non-GCB gruplarini ayirarak prognozlarini
karsilastirmis ve birbirinden farkli sonuglar elde etmistir. Bunlar arasinda GCB tipinin ABC
tipine gore daha iyi prognozlu oldugunu gdsteren arastirmalar ¢ogunluktadir (6,11,28,72).
Bunlara karsilik Veelken ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada ise, bu 2 subgrup arasinda
prognostik olarak anlamli fark bulunmamastir (69).

Bizim ¢alismamizda, GCB ve ABC alt tipleri arasinda sagkalim agisindan yiizde olarak
belirgin bir fark olmasina karsin, (GCB— yasayan/6lii: %80 / %20 , ABC— %57 / %42)
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (P= 0.271). Bunun en 6nemli nedeni, olasilikla
klinik izlemlerine ulasilabilen hasta sayismin yetersiz olmasidir. Ortalama yasam siirelerine
bakildiginda ise, GCB alt tipinin, ABC tipine gore daha uzun yasam siiresi gosterdigi
izlenmistir. Sonug olarak bizim ¢alismamizda da literatiirdeki aragtirmalarla benzer sonuglar
elde edilmistir. Cok sayidaki ¢alismada elde edilen bu farkli sonuglarin en 6nemli nedeninin ,
hasta se¢imi oldugu diisiiniilmektedir. Hastalarin tedavi alip almadiklar, tedavi tipleri ve IPI
skorlar1 gibi faktorler muhakkakki sonuglar1 etkiler, bu anlamda ¢aligmalara alinan olgular1

standardize etmek gerekir.



62

CD 10; membran metaloproteinazidir. Lenfoid hiicrelerin yanisira bazi stromal ve epitelyal

hiicrelerde de eksprese olur. Periferal B hiicre diferansiasyonunda etkilidir ve normal
sentrifolikiiler B hiicreleri (germinal merkez B hiicreleri) i¢in oldukca spesifik bir markerdir.
Folikiiler lenfoma olgularmda %70 oraninda eksprese olurken, DBBHLda ekspresyon orani
cesitli serilere gore %20-40 arasinda degisir (17).

CD 10 ekspresyonunun DBBHL’da prognoz iizerine etkisi olup olmadigi ¢ok sayidaki
calisma ile arastirilmig ve birbirinden son derece farkli sonuglar elde edilmistir. Colomo ve
arkadaglarinin yaptigi calismada , CD 10 ekspresyonunun survive iizerine etkisi olmadigi
goriilmiistiir (50). Ayni sekilde Fabiani ve arkadaslarinin 98 vakadan olusan arastirmalarinda
da benzer sekilde CD 10 ekspresyonu ile survive arasinda bir baglant1 saptanmamistir (17).
Buna karsilik CD 10 ekspresyonunun prognoz iizerine negatif etkisi oldugunu gosteren
calismalar da yapilmistir. Bunlar arasinda Xu ve arkadaglar1 ile Uherova ve arkadaslarinin
yaptig1 calismalar en genis olanlaridir (68,73). Ote yandan biraz daha fazla sayidaki
arastirmada ise, CD 10 ekspresyonunun prognozu arttig1 yoniinde sonuglar elde edilmistir
(6,11,22,57).

Bizim ¢alismamizda da literatiire benzer sekilde DBBHL olgularinda CD 10 ekspresyonu
%?25.4 oraninda saptanmistir. CD 10 (+) olan olgularin ortalama yasam stireleri, CD 10 (-)
olanlara gore daha uzun olmasina karsin, istatistiksel olarak CD 10 ekspresyonu ile survive
arasinda dogrudan anlamlandirilabilecek bir iliski saptanmamustir.

Literatiirdeki bu farkliligin en 6nemli nedenlerinden biri, CD 10 (+) kabul edilen cut-off
degerlerinin farklilig1 olabilir. CD 10 i¢in kullanilan cut-off degeri, farkl arastirmalarda %10-
30 arasinda degismektedir. Cogunlukla kabul géren ve bizimde calismamizda dikkate

aldigimiz cut-off degeri , Hans ve arkadagslari tarafindan da belirlenen %30’dur.
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Sonug olarak, yapilan ¢ok sayida ¢aligmaya ragmen, CD 10 ekspresyonunun survive iizerine
etkisi hala net olarak bilinmemektedir. Cok daha fazla sayida, klinik izlemli ve standart tedavi
protokollii olgular lizerinden, standart cut-off degerler kullanilarak arastirmalar

genisletilmelidir.
Bcl-6; Normal lenfoid dokularda, germinal merkez B hiicrelerince eksprese edilen bir

transkripsiyonel regulator proteindir. Hiicre siklus kontrolii ve inflamasyonda, lenfosit
aktivasyonu ve diferansiasyonunda rol oynar. Folikiiler lenfomada kullanilan oldukca sensitif
ve spesifik bir markerdir. DBBHL da bcl-6 ekspresyonu, degisik kaynaklarda %30- %95
arasinda degismektedir.

Bcl-6 ekspresyonunun prognostik 6neme sahip olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan ¢ok
sayidaki arastirmada birbirinden son derece farkli sonuclar elde edilmistir. Caligmalarin bir
kisminda survive lizerine etki saptanmazken (11,13,28), bir kisminda ise bcl-6’nin belirgin bir
pozitif prognostik faktor oldugu ortaya konmustur (6,69). 152 olgudan ve 73 olgudan olusan 2
ayr1 aragtirmanin sonuglarinda da bel-6 (+) olgularin , bcl-6(-) olanlara gore daha iyi
prognozlu oldugu gosterilmistir (22,44). Bcl-6 i¢in pozitif kabul edilen cut-off degerinin
farklilig1 (%10-30) ve hasta se¢imi, literatiirdeki bu farklilig1 agiklamaktadir.

Bizim ¢alismamizda ise, DBBHL olgularinda bcl-6 ekspresyonu %35.6 oraninda
saptanmistir. Bcl-6 ekspresyonunun survive iizerine etkisi saptanmamistir. Bunun en 6nemli

nedeni, klinik izlemlerine ulasilabilen hasta sayisinin yetersiz olmasidir.
Bcl-2; Antiapoptotik proteindir ve programli hiicre 6liim diizenlenmesinden sorumlu biiyiik

bir protein ailesine tiyedir. Normal B hiicre gelisimi ve diferansiasyonunda énemli rol oynar.
t (14,18)(q32, g21) sonucu, bcl-2 geni, Ig agir zincir (Ig H) lokusuna transloke olur ve bu da
bel-2’in ekspresyonunun artmasina neden olur. Fakat bel-2 ekspresyonu, yalnizca bu
translokasyon sonucu goriilmez, alternatif mekanizmalarla da ortaya ¢ikabilir. Sonug olarak

bel-2 ekspresyonunun artmasi, malign B hiicrelerine yasama avantaji saglar ve kemoterapiye
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direngte de dnemli rol oynar (29). Bcl-2’nin bu biyolojik 6zelliklerinden dolayr, DBBHL da
ekspresyonunun prognoz iizerine etkisi oldugu diisiiniilmiis ve bu konuda ¢ok fazla sayida
aragtirma yapilmigtir. DBBHL da bcl-2 ekspresyonu %24-79 arasinda degismektedir (47).
Igbal ve arkadaglarmin yaptig1 ¢caligmada, bel-2 ekspresyonunun GCB tip DBBHL da

t (14,18) ile yiiksek oranda baglantili oldugu, ancak bunun survive iizerine bir etkisi olmadigi,
ABC tipinde ise bcl-2 ekspresyonunun translokasyon dist bagka mekanizmalarla ortaya
cikarak ( Krm 18921 amplifikasyonu/ Niikleer faktor-kappa B yolu aktivasyonu) olgulardaki
bcl-2 ekspresyonunun survive’1 kotii yonde etkiledigi ileri siiriilmiistiir (29). Bunun aslinda
beklenen bir sonug oldugunu, ¢ilinkii GCB ile ABC tipleri arasindaki bcl-2 ekspresyon
mekanizmalarmnin farkli genetik yollarla olugsmasinin  farkli klinik gidisleri agikladigini
belirtmiglerdir.

Paepe ve arkadaslar1 da, GCB ile ABC tipleri arasinda bcl-2 ekspresyonu agisindan anlamli
bir fark olmadigmi, sadece bu 2 subgrupdaki bcl-2 ekspresyon mekanizmalarmin farkl
oldugunu sdylemisler ve ilk defa Hans ve arkadaslar1 tarafindan olusturulan,
immiinhistokimyasal parametrelere dayali olarak yapilan algoritmaya, bcl-2’yide katarak,
DBBHL ’y1 prognostik subgruplara ayirabilecek 2. bir algoritma olusturmuslardir (58). Yani,
bel-2 ekspresyonunun tek basina prognozu etkilemeyecegini, ancak diger bazi
immiinhistokimyasal markerlerla birlikte degerlendirilerek prognoz yoniinde bir yorum
yapilmasi gerektigini savunmuglardir.

Literatiirdeki arastirmalarda bcl-2 ekspresyonu degerlendirilirken, alinan cut-off degeri, %10-
50 arasinda degismektedir. Leval ve arkadaslari, bcl-2 (+) kabul etmek i¢in alinan cut-off
degerinin %50 nin lizerinde olmasi halinde,bcl-2 ekspresyonunun prognozu kot yonde
etkiledigini saptamislardir (42). Imhoff ve arkadaslarida, buna benzer bir sonug bularak,
bel-2’nin survive iizerine etkisinin, alinan cut-off deger ile ilgili oldugunu sdylemisler, cut-off

deger yiikseldikge, prognozun kétiilestigini ileri siirmiglerdir (28).
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Bizim ¢alismamizda, DBBHLda bcl-2 ekspresyonu %55.6 oraninda saptanmistir. Bel-
2’nin survive lizerine etkisi saptanmamuistir. Kinik izlemine ulagilabilen hasta sayisinin

yetersiz olmasi, bunun en 6nemli nedenidir.
t (14,18); Folikiiler lenfoma patogenezinde, bcl-2 deregulasyonuna bagli olarak major rol

oynar. Yaklasik olarak FL vakalarmin %70-95’nde saptanir. DBBHL’da bu oran %30-40
civarindadir. t (14,18)’in DBBHL’daki 6nemi net olarak bilinmememekle birlikte, t (14,18)
(+) olan olgularin daha 6nceden varolan bir folikiiler lenfoma zeminini gosterdigi
diistiniilmektedir. Bilinen bu transforme FL disinda, bu translokasyonun de novo DBBHL’da
goriilme orani %18-20lere diiser.
t (14,18)’in prognostik dnemi net olarak bilinmemekte ve bu konuda yapilan aragtirmalar
birbirinden ¢eligkili sonuglar ortaya koymaktadir. Caligmalarin biiyiik bir kism1 prognostik bir
onemi olmadigini sdylerken, bazilari ise tedaviye yanit1 azaltip, relapslari arttirdigini ve
survive’1 negatif yonde etkiledigini ileri stirmiislerdir (20,31,37,66). Baz1 ¢aligmalarda ise,
azalmis survive’in yada tedaviye direncin esas nedeninin, translokasyondan ¢ok bcl-2 protein
ekspresyonu oldugu ileri stirlilmiistiir (25,38).
Barrans ve arkadaglarinin 137 hasta iizerinden yaptigi calismada ise, t (14,18) insidans1 %13
oraninda bulunmustur. t (14;18)’in GCB subtipi ile yakindan iligkili oldugu, fakat non-GCB
subtipinde de, diislik oranda da olsa bu translokasyonun goriilebilecegini sdylemislerdir.
Prognostik etkisinin ise, bilylik oranda bcl-2 ekspresyonu ile baglantili oldugu, t (14;18)’in
ise, bunun lizerine ilave bir negatif etki olusturdugunu ifade etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda, t (14;18) oran1 %7.7 civarinda bulunmustur. Translokasyon, bakilan
26 olgunun yalnizca 2’sinde pozitif oldugundan, bcl-2 ekspresyonu ile baglantisi ya da

survive lizerine etkisi konusunda yorum yapilamamustir.
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Burkitt lenfoma, endemik, sporadik ve immiinyetmezlik baglantili klinik varyantlar1
bulunan, oldukga hizli ilerleyen agresif bir B hiicreli lenfomadir. Non-Hodgkin lenfomalar
icin kullanilan standart tedavi protokollerine cevap vermez. Oldukea yiiksek doz
polikemoterapi rejimleri (SSS profilaksisi de dahil) uygulanir ve bu tedavilerle komplet
remisyon orant %75-90’lara ulasir (12).

Rutin tanida klasik BL, DBBHL ’dan karakteristik morfolojik 6zellikleri ile ayrilir.
Morfolojik olarak, BL hiicreleri, kaba kromatin yapisina sahip yuvarlak niikleuslu, orta boyda,
monoton goriiniimde hiicrelerdir. Karakteristik olarak yliksek mitotik indeks ve fagositik
histiositlerin olusturdugu yildizli gékyiizii gériiniimii BL i¢in son derece karakteristiktir.
DBBHL da ise, tlimorii olusturan hiicreler, BL’daki hiicrelere gore ¢ok daha biiytik ve
pleomorfik goriiniimdedir. Mitotik indeks oldukca degisken olup, yildizli gokyiizii goriiniimii
cok da sik rastlanan bir bulgu degildir. Bu morfolojik 6zellikler g6z dniine alinarak,
DBBHL/BL ayrim1 biiyiik oranda yapilir. Fakat morfolojik 6zellikler bakimindan BL ile
DBBHL aras1 olan bazi olgular da vardir, ki bunlar WHO klasifikasyonunda, BL varyantlari
(plazmositoid diferansiasyon gosteren BL ve atipik BL/Burkitt-like) olarak tanimlanmistir. Bu
grup lenfomalar ayirici tanida zorluklara neden olur. Jaffe ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmada, deneyimli hematopatologlar arasinda bile, Klasik BL/Atipik BL/DBBHL tanilari
arasindaki uyum orant %53 oraninda bulunmustur (46). Tedavileri birbirinden farkli
oldugundan, BL-DBBHL ayirim1 son derece 6nemlidir, ve morfolojik olarak arada olan bu
olgularda kullanilabilecek ekstra tan1 yontemleri tizerinde ¢alisilmistir. Bu iki antiteyi ayirmak
icin immiinhistokimyasal, sitogenetik ve molekiiler yontemler kullanilarak ¢ok sayida
aragtirma yapilmis ve hala da yapilmaktadir. Ilk olarak immiinhistokimyasal yontemler

tizerinde ¢aligilmistir. Bunun nedeni , immiinhistokimyasal yontemlerin, teknik olarak artik
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hemen hemen biitiin merkezlerde yapilabilir olmasi ve diger yontemlere gére daha ucuz ve
degerlendirilmesinin daha kolay olmasidir.

CD 10; germinal merkez b hiicreleri tarafindan eksprese edilen ve 6zellikle follikiiler
lenfomada kullanilan bir immiinhistokimyasal markerdir. CD 10 ekspresyonunun, BL ile
DBBHL ayiriminda kullanilabilecegi yoniinde bazi ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir.
Dogan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, ¢aliymaya alinan tiim BL olgularinda CD 10
ekspresyonu goriiliirken, DBBHL olgularinin %39’unda CD 10 ekspresyonu saptanmistir.
(6zellikle FL. zemininden gelisen DBBHL’da CD 10 ekspresyonu goriilmiistiir.)(15). Yine
Kramer ve arkadaslarinin yaptigi ¢caligma da benzer sonuclar vermektedir (37). Buna karsilik
Frost ve arkadaglarmin yaptig1 ¢aligmada, hem BL, hemde DBBHL olgularmin tiimiinde CD
10 ekspresyonu goriilmiis, nedeni, olgularin follikiiler merkez hiicre orijinli olmasi ile
aciklanmistir (19).

Bizim ¢aligmamizda ise, BL olgularmin tiimiinde (%100) CD 10 ekspresyonu goriiliirken,
DBBHL olgularinda CD 10 ekspresyonu %?25.4 oranindadir. Sonug olarak, literatiirdeki cogu
calismaya benzer olarak bizim ¢alismamizda da CD 10’un BL/DBBHL ayiriminda
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (P=0.001).

Bcl-6; CD 10’a benzer sekilde, folikiiler merkez kokenli lenfoid hiicrelerde eksprese olur.
Bcl-6 daha ziyade, DBBHLda 2 alt tipi ayirmak i¢in kullanilir. (GCB ile ABC alt tipleri),
ancak BL ile DBBHL ayirimi i¢inde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Dogan ve arkadaslari,
bel-6’y1da ayn1 CD 10 gibi tiim BL olgularinda pozitif bulmuglar, DBBHL da ise %83
oraninda saptamislardir. Dolayistyla CD 10 kadar anlamli olmasa da, bcl-6’ninda bu ayirimda
bize yol gosterebilecegini savunmuslardir (15). Frost ve arkadaslar1 ise, tam tersi bcl-6’nin
aymrimda fayda saglamadigini, BL olgularinin %70’inde, DBBHL olgularinin da %75’inde

saptayarak, ortaya koymuslardir.
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Bizim ¢alismamizda ise, bcl-6 ekpresyonu, BL olgularimda %100 oraninda, DBBHL
olgularinda ise %35.6 oraninda saptanmustir. Istatistiksel olarak son derece anlamli olan bu
sonug ile, bcl-6’nin BL/DBBHL ayiriminda kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
Bcl-2; bel-2 onkoproteini, reaktif ile neoplastik B hiicre proliferasyonu ayirimimda énemli bir
proteindir. Cogu kiiciik B hiicreli neoplazide bcl-2 ekspresyonu goriiliir. Bel-2 ekspresyonu,
BL’da beklenen bir bulgu degildir. Buna karsin DBBHL’da degisen oranlarda ekspresyonu
goriiliir. Bu da bu iki antitenin ayirimi i¢in son derece degerli bir bulgudur. Literatiire
bakildiginda, bu konuda yapilan arastirmalarin hemen tamami benzer sonuglar vermektedir.
Bunlar arasinda Lai ve arkadaglarinin yaptig1 oldukca genis bir calismada, 107 DBBHL
olgusunun 75’inde (%70) bcl-2 ekspresyonu goriiliirken, BL olgularmin higbirinde bel-2
ekspresyonu goriilmemistir (41). DBBHL daki bcl-2 ekspresyonu, Hutchinson ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada %50, Frost ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada ise %37
oraninda saptanmuistir, ancak her ikisinde de hi¢bir BL olgusunda ekspresyon goriilmemistir
(19,27).
Bizim ¢alisgmamizda da literatiirle benzer sonuglar elde edilmistir. DBBHL’da bcl-2
ekpresyonumuz %55.6’dir. BL olgularinin tiimiinde ise bcl-2 negatif bulunmustur.
Dolayisiyla, bel-2, BL/DBBHL ayiriminda kullanilabilecek oldukga degerli bir markerdir.
Ki-67; Prolifere olan hiicrelerde eksprese olan niikleer proteindir. G1 fazindan mitoz fazina
kadar olan donemlerde niikleusta eksprese olur, mitoz sonras1 Ki-67 antijen seviyesi minimal
diizeye diiser. Ki-67, MPM-2 antijen ailesine aittir (35).

Ki-67, solid timdrler ve bazi hematolojik malignitelerde hiicre proliferasyon marker1
olarak kullanilir. Malign hiicrelerde kontrolsiiz hiicre proliferasyonu oldugundan, Ki-67

indeksi oldukga yiiksektir (35).
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BL’da ikiye katlanma siiresi yani proliferasyon hizi en fazla olan malignitelerden biri oldugu
icin Ki-67 proliferasyon indeksi son derece yiiksektir (yaklasik %99-%100) (7,18,19).
DBBHL’da Ki-67 orani son derece degiskendir. Olgularin biiylik kisminda bu oran %40’ n
tizerindedir, ancak ¢ok kiiclik bir kismi1 BL’da goriildiigii kadar yiiksek olabilir. Ortalama
%356-65 arasindadir.

BL’da Ki-67 proliferasyon indeksinin yiiksek olmas1 yaninda énemli bir 6zellik de, olgular
arasindaki Ki-67 yilizde araligimin da son derece dar olmasidir (%90-100). Ancak DBBHL’da
bu aralik son derece genistir (%20-95).

Bizim ¢alismamizda, BL olgularinda Ki-67 proliferasyon orani ortalama %97.2 iken,
DBBHL’da Ki-67 orani ortalama %63.2°dir. Ki-67 yiizde araliklarina baktigimiz zaman ise,
BL’da aralik, %95 ile %100 arasinda, DBBHL da ise %30 ile %90 arasindadir. Dolayisiyla,
Ki-67 proliferasyon orani da BL/DBBHL ayiriminda kullanilabilecek 6nemli
immiinhistokimyasal markerlardan biridir. Biz ¢aligmamizda ayrica, Ki-67 indekslerini 60,80
ve 95 alarak BL ile DBBHL ’y1 karsilastirdik ve Ki-67 indeksinin 80 ve iizeri alindiginda, BL
ile DBBHL ayiriminda istatistiksel olarak anlamli bir sonug saglandigini ortaya koyduk.
c-myc; c-myc onkogenini kodlayan 8q24 kromozomundaki translokasyonlar, non-Hodgkin
lenfomalarim onkogenezinde dnemli rol oynar. Bu translokasyonlar sonucu c-myc
onkogeninin ekspresyonu artar.

C-myc, helix-loop-helix (bHLH) denilen bir transkripsiyon faktoriinii kodlar ve pek ¢ok
hiicresel olaym ( hiicre siklus progresyonu, apoptozis..) diizenlenmesinde gorev alir.

c.-myc ve Ig geni arasindaki translokasyonlar; t (8;14)(q24;q32) / t (2;8)(p13;q24) / t

(8;22)(q24;q11) seklinde olabilir (55).
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c-myc protoonkogen deregulasyonu ile sonug¢lanan bu translokasyonlar, hemen tiim BL
olgularinda saptanir. BL i¢in olduk¢a karakteristik olmasina ragmen, spesifik degildir. Diger
bazi B hiicreli lenfomalarda da degisen oranlarda goriilebilir; lenfoblastik lenfoma, folikiiler
lenfoma, multipl myelom ve DBBHL gibi.

BL, lenfoblastik lenfoma, multipl myelom ve folikiiler lenfomadan sitolojik 6zellikleri ile son
derece kolay bir sekilde ayrilirken, ayirici tanida esas sorun yaratabilecek grup DBBHL dir.
Cilinkii, baz1 DBBHL olgulari, morfolojik olarak BL’dan ayrilamazlar (WHO
klasifikasyonunda tanimlanan Atipik BL/Burkitt like lenfoma).

WHO klasifikasyonunda, BL i¢in altin standart olarak kabul edilen bulgu; t (8;14) ve
varyantlar1 yada c-myc rearanjmaninin saptanmasidir. Eger sitogenetik yada Southern-blot
analizleri ile c-myc amplifikasyonu saptanamiyorsa, bunun yerine kullanilabilecek en dnemli
bulgunun Ki-67 indeksi (~ %100) oldugunu sdylemektedir (32). Buna karsilik, her ne kadar
BL’daki c-myc ekspresyonunun goriilme sikligi, DBBHL ya gore yiiksek olsa da (DBBHL’da
yaklasik %15 oraninda saptanir), tiim non-Hodgkin lenfomalara baktigimizda, BL ancak %1-
2’lik yer kaplarken, DBBHL, non-Hodgkin lenfomalarin yaklasik %30’unu olusturmaktadir.
Dolayisiyla, c-myc (+) bir yiiksek dereceli lenfoma ile karsilastigimizda, bunun DBBHL olma
olasilig1 hi¢ de diisiik degildir. Dolayisiyla tek basina c-myc (+)’ligi ile DBBHLy1 ekarte
etmek son derece yanlistir. C-myc pozitifligi yaninda, klinik, morfolojik ve immiinfenotipik
bulgular birlikte degerlendirilip bir sonuca varilmalidir (55).

Kramer ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, c-myc (+) DBBHL ’larin daha siklikla

ekstranodal yerlesimli olduklar1 goriilmustiir.
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Ote yandan, literatiire bakildiginda, c-myc (+) DBBHL’larim siklikla t (14;18) yani bcl-2
ekspresyonu ile de birliktelik gosterdigi goriilmiistiir. Oysa BL’da bu iki translokasyonun
birlikteligi ihmal edilebilecek kadar diisiiktiir. DBBHLda t (8;14) ve t (14;18) birlikteliginin,
hizli klinik gidis ve kotii prognozla korele oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu olgularin
folikiiler lenfomadan transforme olan olgular oldugu ortaya atilmistir (45).
Haralambieva ve arkadaslar1 da, 74 olgu igeren calismalarinda, BL ile DBBHL y1 ¢esitli
yontemlere gore ayirmaya ¢alismislardir. ilk olarak ¢alismada yer alan patologlara,
konvansiyonel morfolojik ve immiinhistokimyasal bulgular verilerek, bir tan1 istenilmistir.
Tanilar, DBBHL, BL ve Atipik BL olarak almmustir. ikinci olarak da yalnizca
immiinfenotipik ve sitogenetik 6zellikler verilerek tani istenmistir. Sonucta, bu iki uygulama
karsilastirildiginda, her ikisinin de birbirine bir istiinliik géstermedigi goriilmiis ve bu
bulgularin tiimiiniin birden degerlendirilerek bir sonuca varilmasinin en dogru tan1 yontemi
oldugu ileri siirtilmiistiir (23).
Bir taraftan da, BL ile DBBHL ayrimi i¢in gen ekspresyon ¢aligmalari devam etmektedir.
Dave ve arkadaglarinin oldukc¢a genis bir seride yaptiklari calismada 4 6nemli gen
ekspresyon signatiirii izerinde durulmaktadir;

1- c-myc proteini ve hedef genleri

2- Normal germinal merkez B hiicrelerince eksprese edilen genler

3- MHC Class I genleri

4- Nuclear- factor- KB (NF-KB) hedef genleri
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Bunlardan ilk iki bulgunun BL’da yiiksek oranda saptandigini, son iki bulgunun ise
DBBHL’da daha yiiksek oranda goriildiigiinii ortaya atmislar ve konvansiyonel yontemler ile
BL/DBBHL aymrimmin bazi olgular i¢in yapilamayacagi, ancak bu gen ekspresyon
signatiirlerinin bize yol gosterebilecegi diislincesini savunmuslardir (14).

Bizim ¢aliymamizda, BL vakalarinda c-myc %80 oraninda pozitif iken, DBBHL
olgularinda %31.4 oraninda pozitif saptanmistir. Oran olarak belirgin bir fark olmasina karsin,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bunun nedeni olasilikla FISH yontemi ile
degerlendirilen olgu sayisinin yetersiz olmasidir.
c-myc (+) DBBHL olgularinin (8), 5’1 ekstranodal yerlesimli, 3’ii nodal yerlesimlidir.

t (8;14) ile t (14;18) birlikteligi gbsteren olgu saptanmamistir.

Calismamizda yer alan 4 atipik lenfoma olgusu degerlendirildiginde, tiimiinde bcl-2 (-)’ligi,
bel-6 ve CD 10 (+)’ligi ve %95-100 oraninda Ki-67 pozitifligi ile karakterli benzer
immiinhistokimyasal panel saptanmistir;

Sitogenetik olarak bakildiginda, iki olguda c-myc pozitiftir, t (14,18) pozitifligi
goriilmemistir.

Sonug olarak, bizim ¢alismamizda, morfolojik olarak BL ile DBBHL arasinda kalinan
olgularda, ilk olarak immiinhistokimyasal yontemler (6zellikle Ki-67) daha sonra sitogenetik
yontemler yapilip, birlikte degerlendirilerek bir sonuca varilmaistir.

PTEN;

Non-Hodgkin lenfoma patogenezinde, daha ¢ok protoonkogenlerin ekspresyonu ile
sonuclanan translokasyonlar tizerinde ¢alisilmistir. Buna karsilik timor siipresor genler (TSG)
ile ilgili cok az sayida galigma yapilmistir. Bunlar arasinda en bilinenleri TP53 genindeki
alterasyonlar (DBBHL’da %20 oraninda, BL’da %30 oraninda goriiliir) ve P16 genindeki

alterasyonlardir (6zellikle mantle hiicreli lenfomada).
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PTEN, 10. kromozom lizerinde lokalize olan (10q23) bir TSG’dir. PIP 3’{in (fosfatidil inositol
trifosfat) etkisini antagonize eder. PIP3, timorogenezde rol oynayan énemli bir 2.mesajcidir.
AKT ve farkli yollar1 aktive ederek (apoptozisi inhibe eder, hiicre biiyiimesini, proliferasyonu
uyarir, hiicre motilitesini arttirir, anjiogenezisi arttirir) tiimor olusumuna yol agar. PTEN’de
PIP3’{in etkisini ortadan kaldirarak, biiyiime sinyallerini azaltir ve tiimor olusumunu engeller
(10,67).

PTEN gen delesyonu ilk defa baz1 solid tiimorlerin patogenezinde (glial, prostat,
endometrial, bobrek, testis, meme ca) ve bazi kanser sendromlarinda (Cowden / Bannayan-
Zonana Sendromu) tanimlanmstir (10).

[k defa 1991 yilinda Offit ve ardindan 1992 yilinda Speaks, non-Hodgkin lenfoma
patogenezinde 10g23 anomalileri saptamustir. Offit %5-10 oraninda non-Hodgkin lenfomada
10g22-25 delesyonlar1 oldugunu ortaya koymustur.

Butler ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise, PTEN gen mutasyonlari, B hiicreli
lenfomalarda %20 oraninda saptanmistir. Ama PTEN mutasyonlarindan ¢ok 10q23
kromozomundaki alterasyonlarin patogenezde énemli rol oynadig1 diisiiniilmiistiir. Yani
10923 kromozomu iizerindeki baska bir TSG’nin etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (10).
Uddin ve arkadaslarmnin yaptigi calismda ise, DBBHL’da PTEN delesyonunun %37 oraninda
gorildigi ve kotii klinik gidisle korele oldugu sonucuna varilmistir (67).

Bizim ¢aligmamizda, PTEN delesyonu, DBBHL da %26.7 oraninda saptanirken, BL.’da %9.1
oraninda gorilmiistiir.

Literatiire bakildiginda, PTEN delesyonunun DBBHL ve BL’daki siklig1 ve prognoz iizerine
etkisi konusunda az sayida arastirma vardir. Cok daha fazla sayida olgu ve klinik izlemleri

g0z Oniine alinarak arastirma yapilmalidir.
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OZET

Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma (DBBHL) ve Burkitt lenfoma (BL), klinik, morfolojik,
immiinfenotipik ve sitogenetik 6zellikleri agisindan heterojen matiir agresif B- hiicreli
lenfomalardir ve degisken bir klinik seyir gosterir. Bu ¢alismada DBBHL ve BL ayriminda
kullanilabilecek morfolojik, immiinhistokimyasal ve sitogenetik kriterler ve prognoz ile
iligkileri arastirilmistir. Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji ABD’da 2000-2007 yillari
arasinda 45 DBBHL ve 11 BL tanist alan toplam 56 olgu incelenmistir. Immiinhistokimyasal
calismada Bcl-2, Bel-6, CD10, MUM-1 ve Ki-67 antikorlar ile immiin boyama ve floresan in
situ hibridizasyon yontemi ile C-MYC, PTEN ve T (14;18) Problar1 uygulandi.

Bulgular: DBBHL olgularinda CD10 ekspresyonu %25.4, Bcl-6 ekspresyonu %35.6 ve Bcl-
2 ekspresyonu %55.6 oraninda bulunmustur. Kirkbes DBBHL olgusunun 18’inin (%32.1)
GCB, 27’sinin (%48.2) ABC alt tipini olusturdugu saptanmistr. GCB alt grubundaki
hastalarin sagkalim oran1t ABC alt grubuna goére daha iyi olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamlt bir fark bulunmamistir (p= 0.271). DBBHL olgularinda CD10, Bcl-6 ve Bcl-2
ekspresyonu ile prognoz arasinda analamli bir iliski mevcut degildir. BL olgularinin tiimiinde
(%100) CD10 ve Bcl-6 ekspresyonu saptanirken Bcl-2 negatif bulunmustur. BL olgularinda
Ki-67 proliferasyon indeksi ortalama %97.2 (9%95-100) iken, DBBHL’da ortalama %63.2
(%30-90) olarak bulunmustur. BL olgularinda c-myc amplifikasyonu %80 oraninda pozitif
iken, DBBHL’da %31.4 oraninda pozitif saptanmis olup, istatiksel olarak belirgin bir fark
mevcuttur (p=) T14;18

PTEN delesyonu, DBBHL’da %26.7 oraninda saptanirken, BL’da %9.1 oraninda

gorilmiistiir.
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Sonu¢: DBBHL/BL ayriminda immiinhistokimyasal olarak CD10, Bc¢l-6, Bcl-2 ve Ki-67
panelinin uygulanmasi oldukca yararl ve pratik bir yontemdir. Ki-67 proliferasyon indeksinin
%95’1n lizerinde olmas1 BL tanis1 i¢in 6nemli bir belirleyicidir. C-myc amplifikasyonu
ozellikle BL lenfomagenezisinde dnemli bir rol oynamakla birlikte DBBHL gibi agresif
lenfomalarda da saptanabilmektedir. T ve Pten delesyonu DBBHL ve BL’da nadir olarak

goriilebilmektedir.
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SUMMARY

Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) and Burkitt lymphoma (BL) are mature aggressive
B-cell lymphomas that are heterogeneous for their clinical, morphological,
immunophenotypical and cytogenetic features and each of them follow a variable clinical
course. The present study investigates the morphologic, immunohistochemical and
cytogenetic criteria, which can differentiate between DLBCL and BL and their relation to
prognosis. A total of 56 cases, 45 of which was diagnosed as DLBCL and 11 of which was
diagnosed as BL in Gazi University Faculty of Medicine Department of Pathology between
the years 2000 and 2007 are examined. Bcl-2, bcl-6, CD 10, MUM-1 and Ki-67 antibodies
were applied immunohistochemically and t (14,18), c-myc and PTEN probes were applied by
fluorescent in situ hybridization method.

Results: CD 10 expression was found in 25.4%, bcl-6 in 35.6% and bcl-2 in 55.6% of DLBCL
cases. It was detected that 18 out of 45 cases of DLBCL (32.1%) were of GCB and 27
(48.2%) were of ABC subtype. Although the survival rates were longer in GCB subtype when
compared to ABC subtype, the difference was not statistically significant (p=0.271). There
exists no significant correlation between prognosis and expressions of CD 10, bcl-6 or bel-2
in DLBCL cases. All cases of BL (100%) expressed CD 10 and bcl-6 whereas they were all
negative for bcl-2. The average Ki-67 proliferation index is BL was 97.2% (95-100%)
whereas it was 63.2% (30-90%) in DLBCL. C-myc amplification was found to be positive in
80% of BL cases whereas it was positive in 31.4% of DLBCL cases and the difference was
statistically significant (p=0.003).

T(14;18) translocation was detected in 7.7% of DLBCL cases and in 20% of BL cases. PTEN

deletion was detected in 26.7% and 9.1% of DLBCL and BL cases respectively.
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Conclusion: The application of an immunohistochemical panel including CD 10, bcl-6, bcl-2
and Ki-67 is a quite practical and beneficial method to differentiate between DLBCL/BL. A
Ki-67 proliferation index above 95% is an important indicator in the diagnosis of BL.
Although c-myc amplification plays an important role the lymphomagenesis of BL, it may
also be detected in some other aggressive lymphomas such as DLBCL. T(14;18) and PTEN

deletion may rarely be observed in DLBCL and BL.
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