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OZET

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL), Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 2016
siniflamasinda matiir B hiicreli neoplaziler grubunda yer almaktadir. Gelismis tilkelerde non-
Hodgkin lenfomalarin % 25-35’ini olusturmaktadir. Standart kemoterapi rejimleri ile 5 yillik
sagkalim oranlar1 %60-70’e ulagsmaktadir. Non-Hodgkin lenfoma olgularinda ayni tedavi
uygulanan hastalar arasinda prognoz, olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle hem
prognozu Ongdrmede, hem de hedefe yonelik tedaviler agisindan biyobelirteglere ihtiyag
duyulmaktadir. Tiimorler, neoplastik hiicreler yani sira inflamatuar hiicreler, fibroblastlar,
endotel hiicreleri ve bu hiicreler arasinda salinan molekiilleri igermektedir. Son donemde
yapilan calismalarda tiimdr mikrogevresinin kanser gelisimi ve progresyonunda dnemli rol
oynadig1 gosterilmistir. DBBHL’lerde de, tiimor mikrogevresinde yer alan neoplastik
olmayan hiicrelerin ve ekstraselliiler matriks bilesenlerinin prognostik éneme sahip oldugu
bildirilmis, immiin sistem hiicrelerinin ve eksprese ettikleri reseptorlerin ya da ligandlarin
olusturdugu tiimoér mikrogevresinin molekiiler ve hiicresel yapisinin tiimdr biiyiimesinde ve
klinik progresyonda énemli oldugu ortaya konmustur. Tiimore spesifik sitotoksik CD8 pozitif
T lenfositlerin aktivasyonu anti-timoér immun yanit olustururken, CD4 pozitif ve bir
transkripsiyon faktorii olan FOXP3 ile pozitif regiilatuar T hiicrelerin (Treg), myeloid-derive
supresOr hiicrelerin ve immun kontrol noktasinda etkili olan PD-1 ve PDL-1 gibi
molekiillerin, CD8 pozitif T hiicreler lizerinde inhibitor etkileri bulunmaktadir. CD68 pozitif
tiimar iligkili makrofajlarm (TIM) biiyiime faktorleri, sitokinler ve proteazlar iireterek timor
gelisimine ve progresyonuna katkida bulundugu bildirilmistir. Solid tiimérlerde PD-1 ve PD-
L1 blokaji yapan immunoterapi ajanlar ile yapilan ¢alismalarda elde edilen uzun dénem

klinik sonuglar nedeniyle anti-tiimor immunite dnem kazanmaktadir.

Calismamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda, 2009-2016 yillar arasindaki arsiv kayitlarina ait veriler degerlendirilerek, nodal ya
da ekstranodal lokalizasyonlu “diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, spesifiye edilemeyen (NOS)”
tanis1 almig, parafin blok ve preperatlarina ulasilabilen toplam 163 olgu ¢aligmaya dahil
edilmistir. Olgularin tamami argivimizde bulunan CD3, CD20, BCL-2, BCL-6, MUM1,
CD10, MYC, Ki67 immunhistokimyasal belirteclerine ait preperatlar1 ve EBER-CISH
yontemi ile EBV enfeksiyonunun varligi agisindan yeniden degerlendirildi. Tiimorde ve

timor mikrogevresinde ekspresyon durumlarinm degerlendirmek amaciyla
VI



immunhistokimyasal yontemle PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CDS8, CD68 ve CD163

incelemeleri uygulandi.

Calismaya dahil edilen olgularin tan1 aldigi donemdeki medyan yast 62 olup tan1 yasi
araliklarn 13 ile 92 yas arasinda degismektedir. Olgularin 83’1 (%50,9) kadin, 80’1 (%49,1)
erkek olup, tiimor lokalizasyonu agisindan ele alindiginda olgularin 78’inde (%47,9) nodal
tutulum, 85’inde (%52,1) ekstranodal tutulum saptandi. Olgularin arsivimizde evreleme
amactyla yapilmis kemik iligi biyopsisi bulunan 114 olgunun (%69,9) 20’sinde (%17,5)
DBBHL infiltrasyonu saptandi. Calismada olgularin medyan izlem siiresi 81 ay (min-maks: 1-
143 ay) olarak belirlendi. Calismaya dahil edilen 163 olgunun 40’min (%24,5) oldigi,
29’unda (%17,8) biyopsi ya da PET/BT ile saptanan hastalik progresyonu oldugu belirlendi.
Olgularin genel sagkalim medyan degeri 115,7+4,2 ay; progresyonsuz sagkalim medyan
degeri 103,8+3,4 ay olarak saptandi. Olgularin bir y1llik genel sagkalim oran1 %92,4; ii¢ yillik
genel sagkalim oranm %84,6 ve bes yillik genel sagkalim orani %80 olarak hesaplandu.
Olgularin bir yillik progresyonsuz sagkalim oran1 %87,3; li¢ yillik progresyonsuz sagkalim
orani %77 ve bes yillik progresyonsuz sagkalim oran1 %73,1 olarak hesaplandi. Tan1 yasinin
artisinin, genel sagkalim agisindan 1,066 kat artmis riske sahip oldugu bulundu (p<0,001),
progresyonsuz sagkalim agisindan ise 1,036 kat artmis riske sahip oldugu belirlendi
(p=0,034). Hans algoritmasina gore olgularin 101 tanesi (%62) non-GCB/ABC, 62 tanesi
(%38) GCB fenotipinde degerlendirildi.

Calisgmamizda hem prognostik farkliliklarin = Ongoriilmesinde, hem de
immunmodiilator tedavilere uygun hastalarin belirlenmesinde 6nemli rolii olan timor
mikrogevresini ve tiimor hiicrelerinde PD-1/PD-L1 ekspresyonunu degerlendirdik. Timor
hiicrelerinde ve tiimér mikrogevresinde PD-1/PD-L1 ekspresyonu ya da tiimor mikrogevresini
olusturan hiicreleri degerlendirmeye yonelik yaptigimiz FOXP3, CD4, CDS§, CD68 ve CD163
immunhistokimyasal belirtegleri ile sagkalim analizinde anlamli iligki saptamadik. Ancak
prognostik oneme sahip olan Hans algoritmasi, kemik iligi tutulumu, serum LDH diizeyi,
Ki67 proliferasyon indeksi gibi parametreler ile timor hiicrelerine ya da tiimor
mikrogevresine ait immunhistokimyasal Ozelliklere ait analizlerde istatistiksel anlaml
sonuglar saptadik. Timorde PD-L1 ekspresyonu saptanan hastalarin %73,2°si Hans
algoritmasina gore daha kotii prognostik oldugu bilinen ABC alt grubunda yer almaktaydi.
Ayrica  timoérde PD-L1  ekspresyonu  bulunan olgularda, prognostik  olarak
degerlendirilebilecek bir bagka parametre olan Ki67 proliferasyon indeksi de anlamli olarak

daha yiiksekti. Immun kontrol noktas: inhibitdrlerinin hedefi olan PD-1, az sayida olguda
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tiimorde pozitif saptanmis olmakla birlikte, boyanma oranmin artigi ile progresyon orani
acisindan 0,359 kat artan riske sahip oldugu belirlendi (p<0,001). PD-L1’in tiimor
mikrogevresinde pozitif saptandigi olgular ise anlamli olarak daha siklikla GCB alt

grubundaydi.

DBBHL olgularinda neoplastik hiicrede PD-L1 ekspresyonu ile sagkalim analizleri
arasinda iligki saptanmamis olmakla birlikte Ki67 proliferasyon indeksi ve ABC tipi iliskisi
nedeniyle timoérde PD-L1 ekspresyonunun kotli prognoz ile iliskili olabilecegi diistiniilebilir.
Timor mikrogevresinin ve timor hiicresi ile etkilesimlerinin detayli olarak ortaya konmasi,
yeni tedavi agilimlarinin belirlenmesi ve yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesi igin 11k
tutacaktir. Timdr, tiimdr mikrogevresi ve prognostik dzellikler ile iliskisinin net olarak ortaya

konmasi i¢in genis olgu serilerinde yapilacak ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar sozciikler: PD-1, PD-L1, diffiiz biliyik B hiicreli lenfoma, timor

mikrogevresi, prognoz



ABSTRACT

Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL), is classified in mature B cell neoplasms
according to WHO classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues.
DLBCL, not otherwise specified (NOS), constitutes 25-35% of adult non-Hodgkin
lymphomas in developed countries. The 5 year overall survival is approximately 60-70% with
standard chemotherapy regimens. The prognosis of DLBCL patients varies even with the
same treatment protocols. Therefore, biomarkers are needed for predicting prognosis and for
targeted therapies. Tumors include neoplastic cells as well as inflammatory cells, fibroblasts,
endothelial cells and molecules released between these cells. Recent studies have shown that
tumor microenvironment plays an important role in cancer development and progression.
Likewise in DLBCL, non-neoplastic cells and extracellular matrix components in the tumor
microenvironment have been reported to have prognostic significance. The molecular and
cellular structure of the immune system cells and the tumor microenvironment formed by the
receptors or ligands they express have been shown to be important in tumor growth and
clinical progression in DLBCL. Activation of tumor-specific cytotoxic CD8 positive T
lymphocytes produces an anti-tumor immune response. CD4 positive and FOXP3 positive
regulatory T cells (Treg), myeloid-derived suppressor cells and molecules such as PD-1 and
PDL-1, which are effective at the immune control point, have positive inhibitory effects on
CD8 positive T cells. CD68 positive tumor-associated macrophages (TAM) have been
reported to contribute to tumor growth and progression by producing growth factors,
cytokines, and proteases. Anti-tumor immunity gains importance due to the long-term clinical
results obtained from studies with immunotherapy agents that block PD-1 and PD-L1 in solid

tumors.

In our study, the data of the archival records between the years of 2009-2016 were
evaluated in the Department of Pathology, Ege University Faculty of Medicine Hospital. A
total of 163 cases, diagnosed as diffuse large B cell lymphoma, NOS were included in the
study. All of the cases were re-evaluated for the slides of CD3, CD20, BCL-2, BCL-6,
MUML1, CD10, MYC, Ki67 immunohistochemical markers and presence of EBV infection by
EBER-CISH method that were in our archive. Immunohistochemical stainings of PD-L1, PD-

Xl



1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 and CD163 were performed to evaluate the expression status of

tumor and tumor microenvironment.

The median age of the subjects included in the study at the time of diagnosis was 62
years (minimum;13- maximum; 92). Eighty-three (50.9%) of the patients were female and 80
(49.1%) were male. Nodal involvement was found in 78 (47.9%) and extranodal involvement
was found in 85 (52.1%) of the cases. DLBCL infiltration in bone marrow was detected in 20
(17.5%) of 114 cases (69.9%) who had bone marrow biopsy performed in our archive. The
median follow-up period was 81 months (minimum;1- maximum; 143). Forty of them
(24.5%) died and 29 of them (17.8%) had disease progression detected by biopsy or PET /
CT. The median overall survival was 115.7 + 4.2 months. The median value of progression-
free survival was 103.8 + 3.4 months. One-year overall survival rate was 92.4%; three-years
overall survival rate was 84.6% and the five-years overall survival rate was 80%. One-year
progression-free survival was 87.3%; three-years progression-free survival rate was 77% and
the five-years progression-free survival rate was 73.1%. The increase in the age at the time of
diagnosis was found to have a 1.066-fold increased risk for overall survival (p <0.001), and a
1.036-fold increased risk for progression-free survival (p = 0.034). According to Hans
algorithm, 101 (62%) of the cases were evaluated in non-GCB / ABC and 62 (38%) were in
GCB phenotype.

In our study, we evaluated tumor microenvironment and PD-1 / PD-L1 expression in
tumor cells, which play an important role both in predicting prognostic differences and in
identifying patients suitable for immunomodulatory therapies. We did not find a significant
correlation in the survival analysis with the FOXP3, CD4, CD8, CD68, CD163 and PD-1/PD-
L1 expressions in tumor microenvironment cells or tumor cells. However, we found
statistically significant results in the analysis of the prognostic significance of the Hans
algorithm, bone marrow involvement, serum LDH level, Ki67 proliferation index, and
immunohistochemical properties of tumor cells or tumor microenvironment. 73.2% of
patients with PD-L1 expression in the tumor were in the ABC subgroup, which is known to
have a worse prognosis than GCB subgroup. In addition, Ki67 proliferation index, another
parameter that can be evaluated prognostically, was significantly higher in patients with PD-
L1 expression in the tumor. Although PD-1, which is the target of immune control point
inhibitors, was found to be positive in a small number of tumors, it was found that the risk of

progression was increased by 0.359 times with increasing expression rate (p <0.001). Patients
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with PD-L1 positivity in the tumor microenvironment were significantly more often in the
GCB subgroup.

Although PD-L1 expression in neoplastic cells was not correlated with survival
analysis in DLBCL cases, PD-L1 expression in neoplastic cells may be associated with poor
prognosis due to Ki67 proliferation index and ABC type relationship. A detailed
understanding of tumor microenvironment and tumor cell interactions will shed light on
identifying new therapeutic expansions and developing new therapeutic agents. In order to
establish the relationship between tumor, tumor microenvironment and prognostic features,
studies in large case series are needed.

Key words: PD-1, PD-L1, diffuse large B cell lymphoma, tumor microenvironment,
prognosis
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1. GIRIS

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL), Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 2016
siiflamasinda matiir B hiicreli neoplaziler grubunda yer almaktadir (1). Gelismis tilkelerde
non-Hodgkin lenfomalarin %25-35’ini olusturmaktadir. Standart kemoterapi rejimleri ile 5
yillik sagkalim oranlari %60-70’e ulagmaktadir (2). Giinimiizde prognozu belirlemede Ann
Arbor evreleme sistemi ve Uluslararas1 Prognostik indeks (IPI) kullanilmaktadir (3). Non-
Hodgkin lenfoma olgularinda aymi tedavi uygulanan hastalar arasinda prognoz, oldukca
degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle hem prognozu 6ngérmede hem de hedefe yonelik
tedaviler agisindan biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir (4). DBBHL olgularinin bir kismi
morfolojik, biyolojik ve klinik calismalar sonucunda cesitli morfolojik varyantlar ve
molekiiler alt gruplara ayrilmis olmakla birlikte, olgularin bir kism1 bu alt gruplara uygun
Ozellikleri  karsilamamakta ve “DBBHL, spesifiye edilemeyen (NOS)” olarak
degerlendirilmektedir. DBBHL, NOS olgular1, koken aldiklar1 hiicreye gore gelistirilmis Hans
algoritmasi uygulanarak germinal merkez B hiicre (GCB) alt tipi ve aktive B hiicre (ABC) alt
tipi olarak molekiiler alt gruplara ayrilmaktadir (5).

Morfolojik olarak tiimoér hiicrelerinin niikleus boyutu, normal bir makrofaj ile esit
boyutta ya da daha biiyiik, hiicre boyutu ise normal bir lenfositin iki kat1 ya da daha biiyiik
olan, orta- biiyiik boy lenfoid hiicrelerden olusur ve diffiiz bir bitylime paternine sahiptir (5).
DBBHL, NOS morfolojik olarak santroblastik, immunoblastik, anaplastik ve diger nadir
varyantlar olmak {izere alt gruplara ayrilir (5,6). Immunhistokimyasal olarak tiimér hiicreleri
genellikle pan-B belirtecler olan CD19, CD20, CD22, CD79a ve PAXS ile pozitif olmakla
birlikte, bazen bu belirteglerin birinde veya birden fazlasinda negatiflik goriilebilir. Yiizey ve
sitoplazmik immunglobulinler (en sik IgM ve siras1 ile IgG ve IgA) olgularin %50-75inde
eksprese edilir. CD30 pozitifligi olgularin %10-20’sinde goriilebilmekle birlikte bu durum
siklikla anaplastik varyantta gézlenmektedir (7,8). MYC ve BCL2 ekspresyonu degisken
oranlarda izlenmektedir (5). BCL2 ve MYC ekspresyonunun degerlendirilmesinde pozitif
tiimdr hiicrelerinin orani belirlenmekte ve ¢ogu calismada kabul edilen esik degerler; BCL2
igin %50 ve tlizerinde, MYC i¢in %40 ve tizerinde pozitiflik seklindedir (9,10). CD10, BCLS,
IRF4/MUM1, FOXP1, GCET1 ve LMO02 ekspresyon oranlar literatiirde degiskenlik

gostermektedir (5). Hans algoritmasinda uygulanan immunhistokimyasal belirtecler olan



CD10, BCL6 ve IRF4/MUMI1 tiimoér hiicrelerinin % 30’unda veya daha fazlasinda eksprese
edilmesi durumunda pozitif olarak degerlendirilmektedir (11). Ki67 proliferasyon indeksi
genellikle %40’1in {izerinde olmakla birlikte olgularin bir kisminda %90’ iizerinde

saptanabilmektedir (12-14).

Tlimorler, neoplastik hiicreler yani sira inflamatuar hiicreler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri ve bu hiicreler arasinda salinan molekiilleri igermektedir (15). Son donemde yapilan
caligsmalarda tiimor mikrogevresinin kanser gelisimi ve progresyonunda énemli etkisi oldugu
gosterilmistir (16). Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda DBBHL’lerde de, tiimor
mikrogevresinde yer alan neoplastik olmayan hiicrelerin ve ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin prognostik oneme sahip oldugu bildirilmistir (17). Major doku uygunluk
kompleksi (MHC) smif II molekiillerinin kaybinin timoérii infiltre eden CDS8 pozitif T
hiicrelerinin azalmas1 ve kétii prognoz ile iliskili oldugu belirlenmistir (18). Immiin kagis

mekanizmalar1 da benzer sekilde 6nemli onkojenik etkiye sahiptir (5).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda immiin sistem hiicrelerinin ve eksprese ettikleri
reseptorlerin ya da ligandlarin olusturdugu tiimdr mikrogevresinin molekiiler ve hiicresel

yapisinin timor biiyiimesinde ve klinik progresyonda 6nemli oldugu ortaya konmustur (19).

Tiimor hiicreleri tarafindan indiiklenen immunsupresyon ile T hiicrelerin
sitotoksisitesinde azalma, regiilatuar T hiicre (Treg) gibi immunsupresif T hiicrelerde artis,
sitotoksik T-lenfosit iligkili antijen-4 (CTLA-4), “Programmed cell death protein 1 “ (PD-1)
ve “Programmed Cell Death Ligand 1” (PD-L1) gibi inhibitér modiilator molekiillerin
ekspresyonununda artis olmaktadir. Bu sebeple tlimér mikrogevresinde immunmodiilator
faktorlerin ve tiimorii infiltre eden T lenfosit (TIL) benzeri immiin sistem hiicrelerinin
durumunun belirlenmesi solid tiimdrler yani sira lenfomalarda da prognozu 6ngérmede etkili
olmaktadir. Timore spesifik sitotoksik CD8 pozitif T lenfositlerin aktivasyonu anti-timor
immun yanit olustururken, CD4 pozitif ve bir transkripsiyon faktorii olan FOXP3 ile pozitif
regiilatuar T hiicrelerin (Treg), myeloid-derive supresor hiicrelerin ve immun kontrol
noktasinda etkili olan PD-1 ve PD-L1 gibi molekiillerin CDS8 pozitif T hiicreler iizerinde
inhibitor etkileri bulunmaktadir (20-22).

CD68 pozitif timér iliskili makrofajlarm (TIM) bilyiime faktorleri, sitokinler ve
proteazlar tireterek tiimor gelisimine ve progresyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (23).
Makrofajlar ise fenotipik ve fonksiyonel ag¢idan farkli M1 ve M2 olarak adlandirilan iki seri

olarak diferansiye olmaktadir. M1 makrofajlar proinflamatuvar sitokin iiretimi yani sira



patojenlere kars1 primer efektor hiicre fonksiyonuna sahiptir. Ayn1 zamanda timor supresyonu
ve anti-tiimoér immun yanitin stimiilasyonunda etkilidir. M2 makrofajlar CD163 ve CD204
eksprese ederler ve M1 makrofajlarin aksine tiimor hiicresinin devamliligi, invazyonu,
metastazi ve anjiogenezde promotor role sahiptir. M2 makrofajlar, M1 makrofajlarin ve Thl
hiicrelerin antitiimoér immun etkisinin inhibisyonu yani sira Treg ve Th2 hiicrelerin
aktivasyonunda etkilidir (24). Treg hiicrelerin solid timdrlerde anti-timor aktivitenin etkisini
azalttigl ve tiimor progresyonu yani sira kotli prognozla iligkili oldugu bilinmektedir (25).
Ancak pek c¢ok lenfoid malignitede tiimorii infiltre eden Treg hiicre artisinin iyi prognozla
iliskili oldugu gosterilmistir (26). Literatiirde bir ¢alismada, kombine immunokemoterapi ile
tedavi edilen DBBHL olgularinda artmis CD163 eksprese eden hiicre sayisinin ve
CD163/CD68 ceksprese eden hiicre oranmin kotii prognozu Ongdrmede etkili oldugu

gosterilmistir (27).

“Programmed cell death 1” (PD-1 ya da CD279), CD28 ve CTLA-4 immunoglobulin
sliper ailesinin bir tiyesidir ve B7 ailesinin ligandlari olan PD-L1 (CD274 ya da B7-H1) ve
PD-L2 (CD273 ya da B7-DC) ile baglanir. PD-1 aktive T hiicreler, B hiicreler, dogal 6ldiiriicii
hiicreler ve tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL) biiyiik bir kisminda eksprese edilir (28).
PD-L1, PD-1 reseptoriine baglanarak sitokin iiretimini ve T hiicrelerinin hiicre siklusunda
ilerlemesini inhibe etmektedir (29,30). PD-1 ve PD-L1 etkilesimi T hiicre aracili immiin yanit
mekanizmasinda 6nemli bir kontrol noktasi gorevine sahiptir (31). Pek ¢ok tiimorde T hiicre
aracili immiin yanittan kagis i¢in PD-L1 asir1 ekspresyonunun bulundugu gosterilmistir (32—
34). Literatirde DBBHL olgularinda PD-L1 ekspresyonu %20-30 dolayinda bildirilmis
olmakla birlikte, pozitiflik i¢cin kabul edilen esik degerin farkli olmasi ve tiimor hiicreleri yan
sira timor mikrogevresinde bulunan diger hiicrelerde de eksprese edilmesi sebebi ile bildirilen
pozitiflik oranlart olduk¢a degiskendir (30). Solid tiimorlerde PD-1 ve PD-L1 blokaji yapan
immunoterapi ajanlari ile yapilan ¢alismalarda elde edilen uzun donem klinik sonuglar sebebi

ile anti-timor immunite 6nem kazanmaktadir (35,36).



2. GENEL BILGILER

2.1 Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma

Hematopoietik sistem ana gorevi hematopoez olan, ¢ok sayida organ ve dokuyu
kapsayan kompleks bir sistemdir. Kemik iligi ve timus santral hematolenfoid organlari; dalak,
lenf nodlari, tonsil ve ekstranodal lenfoid dokular ise periferal hematolenfoid organlari

olusturmaktadir (37).

Non-Hodgkin lenfomalar diferansiasyon derecesine, histolojik arsitektiire, hiicre
boyutuna, klinik verilere ve immunhistokimyasal 6zelliklerine gore ¢ok sayida histolojik ve
fenotipik alt tiplere ayrilmistir. Matiir B lenfositlerin klonal proliferasyonu ile karakterize olan

matiir B hiicreli neoplaziler en sik goriilen B hiicreli lenfoma grubunu olusturmaktadir (Sekil
1) (2).

DBBHL en sik goriilen ve agresif klinik davraniga sahip non-Hodgkin lenfoma alt
grubunu olusturmaktadir (1,37). DBBHL’lerde, niikleusu normal bir makrofaj ile ayni
boyuttta ya da daha biiyiik veya normal bir lenfositin en az iki kat1 boyutta olan orta-biiyiik
boy B lenfositlerin diffiiz biiyiime paterninde gelisimi s6z konusudur. DBBHL’ler Klinik,
biyolojik ve morfolojik ¢alismalar 1s18inda morfolojik varyantlar, molekiiler alt tiplere ve
farkli antitelere ayrilmistir (Sekil 1) (1). Ancak klinik prezentasyon, genetik bulgular, tedavi
yanitt ve prognoz agisindan oldukca heterojen olan ve alt tiplere ayirmak igin yeterli ve kabul
goren kriterlere sahip olmayan olgular DBBHL, NOS olarak adlandirilmakta olup bu olgular

tablo 1’de yer alan spesifik tanisal kategorilerde degerlendirilememektedir (1,2).
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Sekil 1: Matiir B hiicreli neoplaziler

2.2 Epidemiyolojik Veriler

DBBHL, NOS grubunda yer alan olgular gelismis tilkelerde, eriskinlerde non-Hodgkin
lenfomalarin %25-35ini olusturmakta olup bu oran gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek
olarak bildirilmistir. ileri yas grubundaki hastalarda daha sik goriilmektedir. DBBHL lerin
ortalama goriilme yas1 7.dekad olmakla birlikte c¢ocuk ve geng eriskinlerde de
goriilebilmektedir. Erkeklerde kadinlardan hafif¢e artmis oranlarda izlenmektedir (1). SEER
veritabaninda 2012-2016 yillar1 arasinda elde edilen veriler 15181inda, yillik insidansi erkek

hastalarda 5.6/100.000, kadin hastalarda 1.8/100.000 olarak belirtilmistir (38).

2.3 Etiyoloji

DBBHL, NOS’un etiyolojisi halen net olarak bilinmemektedir. Bu tiimorler genellikle
de novo (primer) olarak gelisim gostermekle birlikte daha az agresif bir lenfomadan
DBBHL’ye transformasyon sonucunda sekonder olarak da gelisim izlenmektedir. Hastada
immunyetmezlik durumunun bulunmas: bir risk faktdriidiir. Immunyetmezlik zemininde
gelisen DBBHL, NOS olgularinda Epstein-Barr viriis (EBV) pozitifligi sporadik olgulardan
daha sik olarak bildirilmistir. Asikar immunyetmezligi bulunmayan DBBHL olgularinda EBV



enfeksiyonunun orani Bati toplumlarinda %3 dolayinda, Asya ve Latin Amerika kokenli
hastalarda %10 dolayinda olup olgular genellikle Hans Algoritmasina gore uyarlandiginda
ABC fenotipindedir. Tiimor hiicrelerinin ¢ogunda EBV pozitifligi saptanmasi durumunda
“EBV pozitift DBBHL, NOS” ya da diger EBV pozitif spesifik lenfoma alt tipleri yoniinde
(kronik inflamasyon iliskili DBBHL ya da lenfomatoid graniilomatozis gibi)

degerlendirilmesi onerilmektedir (1)

Ayrica literatiirde ultraviyole 1sin, radyasyon, pestisitler ve sa¢ boylarinin
DBBHL’lerin gelisiminde yiiksek risk olusturdugunu belirten yaymlar mevcuttur.
Immunsupresyon ve “human immunodeficiency viriis” (HIV) enfeksiyonunun da risk faktorii

oldugu ve EBV enfeksiyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (39).

2.4 Tumoriin Lokalizasyonu

Olgularda tant aninda nodal ya da ekstranodal tutulum goriilebilmekle birlikte
%40’ inda ekstranodal tutulum ile prezentasyon bildirilmistir (40,41). Gastrointestinal traktus
(mide ve ileogekal bolge) en sik ekstranodal tutulum bolgesi olmakla birlikte herhangi bir
ekstranodal lokalizasyonda goriilebilmektedir. Diger sik goriilen ekstranodal tutulum bolgeleri
arasinda kemik, testis, dalak, Waldeyer halkasi, tiikriik bezleri, tiroid, karaciger, bobrekler ve
adrenal bez yer almaktadir. Bobrek ve adrenal gland tutulumu ile tan1 alan DBBHL
olgularinda santral sinir sistemi (SSS) yayilimi riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Biiytik B lenfositlerle karakterli kutandz follikiil merkez hiicreli lenfoma ya da primer kutanoz
DBBHL bacak tipi gibi kutandz lenfomalar ise farkli antiteler olarak kabul gormektedir (1).
DBBHL olgularinda kemik iligi tutulumu varliginda, olgularin %10-25’inde kemik iliginde
diisiik dereceli B hiicreli lenfoma morfolojisinde infiltrasyon saptandigi bildirilmis olup
diskordan hastalik olarak degerlendirilmektedir. Kemik iliginde biiyiik B hiicrelerden olusan
infiltrasyon durumunda ise konkordan hastalik seklinde kabul edilmektedir (42-45). Flow
sitometri, immunhistokimya ya da molekiiler genetik testler yardimi ile kemik iliginde
minimal infiltrasyonlarin belirlenme orani artirilabilir (1). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
FDG-PET/BT goriintileme yonteminin konkordan hastalik durumunda kemik iligi
infiltrasyonunu belirlemede sensitif bir yontem oldugu, ancak diskordan hastalik icin
sensitivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir (45,46). Lenfoma evrelemesinde en giincel

konsensus kriterlerinde FDG-PET/BT’de tutulum olmamasi durumunda evreleme i¢in kemik



iligi biyopsisinin gerekli olmadig1 belirtilmistir. Periferik kanda DBBHL tutulumu nadir

olarak saptanmaktadir (1).

2.5 Klinik Ozellikler

Hastalar genellikle tek ya da multipl, hizli biiyiiyen, nodal veya ekstranodal kitle
sikayeti ile klinige bagvururlar. Hastalarin yaklasik yarist Ann Arbor evreleme sistemine gore
erken evre hastalik doneminde (Evre | ya da Evre Il) tan1 almaktadir (1). FDG-PET/BT
tarama yonteminin kullanimi ile DBBHL hastalarinin %10-20’sinin daha ileri evrede (Evre 11l
ve Evre V) oldugu, hastalarin %10’undan azinin ise daha diisiik evrede oldugu ya da tedavide
degisiklige sebep oldugu bildirilmistir (47). Hastalar genelde asemptomatik olmakla birlikte
ates, gece terlemesi ve kilo kaybi gibi B semptomlari da goriilebilmektedir. Ekstranodal
tutulum varliginda tutulumun lokalizasyonuna gore daha spesifik semptomlar da

gelisebilmektedir (1).

Tablo 1: Ann Arbor Evrelemesi

Evre | Ozellikler

I Tek bir lenf nodu bdlgesi veya tek bir ekstranodal organ tutulumu (IE)

Diafragmanin bir tarafinda 2 ya da daha fazla lenf nodu bolgesi tutulumu,
ekstranodal organ ve bir ya da daha fazla lenf nodu bdlgesi tutulumu. (IIE)

Diafragmanin her iki tarafinda lenf nodu bolgesi tutulumu ve bunlara eslik
Il | edebilen ekstranodal organ (I1IE) ya da dalak (111S) ya da her ikisinin tutulumu
(I1ISE)

IV | Bir ya da daha fazla uzak ekstranodal organin diffiiz veya yaygin tutulumu

A, sistemik belirti yok; B, sistemik belirti var; E, ekstranodal tutulum; S,dalak tutulumu; X,
“bulky” hastalik; B semptomlari: >38° ates, gece terlemesi, son 6 ay igerisinde viicut
agirligimin %10 'undan fazlasinin kaybi

2.6 Mikroskobik Ozellikler

Lenf nodunun olagan arsitektiirel yapisini parsiyel ya da siklikla total olarak ortadan
kaldiran, orta- biiyiilk boy lenfoid hiicrelerin olusturdugu diffiiz infiltrasyon mevcuttur.

Parsiyel nodal tutulum varliginda interfollikiiler infiltrasyona daha az siklikta siniizoidal
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tutulum eslik etmektedir. Perinodal doku genellikle infiltre gériiniimdedir. Genis veya ince
skleroz alanlari izlenebilmektedir. DBBHL, NOS’larda goriilen morfolojik bulgular, olgular
arasinda cesitlilik gdstermekte olup, morfolojik bulgulara gore sik ve nadir goriilen morfolojik
varyantlar mevcuttur. Orta boy lenfoid hiicrelerin olusturdugu infiltrasyonlar, olgularin yanlis
Klasifikasyonuna sebep olabilmektedir. Bu hastalarda ekstramediiller 16semiler, Burkitt
lenfoma, “MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 rearanjmani gosteren yiiksek dereceli B hiicreli
lenfoma”, blastoid mantle hiicreli lenfoma olgularina yonelik ayirici taninin yapilabilmesi

amact ile spesifik tanisal yardimci yontemlere ihtiyag¢ duyulmaktadir (1)

£k
¥ w#gm)" >3
.l

Resim 1: A. Mide yerlesimli DBBHL (H&E; 5x) B. Mide yerlesimli DBBHL (H&E; 20x)



2.7 Morfolojik Varyantlar
2.7.1 Sik Goriilen Morfolojik Varyantlar

Santroblastik varyant, immunoblastik varyant ve anaplastik varyant sik goriilen
morfolojik varyantlardir. Tiim morfolojik varyantlarda neoplastik hiicrelere T hiicreler yani
sira histiyositler eslik edebilmektedir. Bu olgularda T hiicre/ histiyositten zengin biiyiik B
hiicreli lenfoma yoniinde bir degerlendirme yapmadan once bu antitenin tanisi i¢in gerekli

olan tiim kriterlerin kargilanmas1 gerekmektedir.

2.7.2 Santroblastik Varyant

En sik goriilen morfolojik varyanttir. Santroblastlar, oval-yuvarlak, ince kromatinli
vezikiile niikleusa sahip orta-biiyiik boy lenfoid hiicre morfolojisindedir. Santroblastta niikleer
membrana bagli 2-4 adet niikleol bulunur. Bu hiicreler amfofilik ya da bazofilik dar
sitoplazmaya sahiptir. Olgularin bir kisminda tiimdriin tamamina yakini (tiimor hiicrelerinin
%90’ indan fazlasi) santroblastik morfolojide ve monomorfik goriinimdedir (1). Ancak
olgularin ¢ogu santroblastlar yanisira tiimdr hiicrelerinin  %90’indan azin1 olusturan
immunoblast morfolojisindeki hiicrelerden olusan polimorfik bir infiltrasyona sahiptir
(48,49). Timor hiicrelerinde multilobe niikleuslar izlenebilmekle birlikte, kemik ya da diger
ekstranodal bolgelere lokalize olgularda multilobe niikleuslu hiicreler infiltrasyonun biiyiik

kismini olusturabilir (1).

Resim 2: Lenf nodunda DBBHL ve santroblastik morfoloji (H&E; 20x)



2.7.3 Immunoblastik Varyant

Immunoblastik varyantta tiimér hiicrelerinin  %90’indan fazlas1 tek ve santral
yerlesimli niikleol yan1 sira genis bazofilik sitoplazmaya sahip immunoblast morfolojisinde
hiicrelerden olusmaktadir. Immunoblastlarda plazmasitoid diferansiasyon da izlenebilmekte
ve bu olgularda klinik veya immunfenotipik 6zellikler yardimi ile plazmablastik lenfomanin
ekstramediiller tutulumu veya immatiir plazma hiicreli myelom tanilaria yonelik ayirici tani
yapilmas1 gerekmektedir (1). Immunoblastik varyant ile daha sik goriilen santroblastik
varyant ayrimi gozlemciler arast uyumsuzluk gostermektedir. Literatiirde immunoblastik
varyant DBBHL olgularinin daha kotii prognoz ile iliskili oldugunu bildiren yayinlar
mevcuttur (48,49).

2.7.4 Anaplastik Varyant

Anaplastik varyant, bizar pleomorfik niikleuslu, biliyilk veya daha iri hiicrelerle
karakterli morfolojik varyanttir. Pleomorfik niikleusa sahip biiyiikk hiicrelerin bir kismimi
Hodgkin/ Reed Sternberg hiicrelerine veya anaplastik biiylik hiicreli lenfomanin neoplastik
hiicrelerine benzeyebilir. Tiimor hiicrelerinde goriilebilen siniizoidal veya koheziv biiyiime
paternleri sebebi ile andiferansiye karsinomu taklit edebilir (50). DBBHL’ nin anaplastik
varyant1 ile siklikla sitotoksik T hiicreden kaynaklanan anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma

klinik ve biyolojik olarak tamamen farkli antitelerdir (1).

Resim 3: Intraabdominal kitle, DBBHL ve anaplastik varyant (H&E; 40x)
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2.7.5 Nadir Morfolojik Varyantlar

Nadir olarak DBBHL, NOS tanisi1 alan olgularda miksoid stroma veya fibriler matriks
goriilebilmektedir. Psédorozet formasyonu da nadir goriilen diger bir bulgudur. igsi ya da tash
yiiziik goriintimiindeki neoplastik hiicreler de daha az siklikta goriilen morfolojik
varyantlardir. Ultrastriiktiirel degerlendirmelerde sitoplazmik graniillerin varligi, mikrovilloz

projeksiyonlar gibi bulgular da saptanmistir (1).

2.8 Immunbhistokimyasal Ozellikler

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL) olgularinda tiimoér hiicreleri CD19, CD20,
CD22, CD79a ve PAXS5 immunhistokimyasal belirteclerden olusan pan-B belirteglerini
eksprese ederler. Ancak bazi olgularda bu belirteclerden bir ya da birka¢1 negatif olabilir.
Yiizey ve sitoplazmik immunglobulinler (siklik sirasi ile IgM, IgG, IgA) olgularin %50-
75’inde pozitif saptanmaktadir. Sitoplazmik immunglobulin ekspresyonu ile plazma hiicresi
iligkili CD138 ekspresyonu arasinda iligki bulunmamaktadir. CD138 belirteci, CD20 pozitif
hiicrelerde nadiren koekspresyon gostermektedir (1). Ozellikle anaplastik varyant
morfolojisindeki DBBHL olgularinda %10-20 dolayinda CD30 pozitifligi bildirilmektedir.
(7,8). EBV’nin tiimoér hiicrelerinin biiyikk kisminda pozitif saptanmasi durumunda EBV
pozitif DBBHL, NOS tanist géz o6niinde bulundurulmalidir. Bu olgularin ¢ogu CD30 pozitif

olarak belirlenmistir (1).

Olgularin %5-10’unda neoplastik hiicrelerde CD5 eksprese edildigi saptanmistir (51).
CDS5 pozitif DBBHL olgularinin genellikle de novo DBBHL olgulari oldugu ve bu olgularin
nadiren kronik lenfositik 16semi/ kiiglik lenfositik lenfomadan (KLL/SLL) transforme oldugu
belirlenmistir (1). CD5 pozitif DBBHL olgular1 cyclin D1 ve/veya SOX11 ekspresyonunun
bulunmamasi ile “Mantle hiicreli lenfomanin” (MHL) blastoid veya pleomorfik
varyantlarindan ayrilabilir (52). Nadir DBBHL olgularinda CCNDI translokasyonu ve
SOX11 ekspresyonu olmaksizin cyclin D1 ekspresyonu goriilebilir. Ancak bu olgularda
goriilen cyclin D1 ekspresyonu MHL olgularindaki kadar giiglii ve uniform degildir (53-55).

MYC ve BCL2 ekspresyonu oldukca degisken olup bu durum pozitifligin
tanimlandigi esik degere baghdir (9,10,56-61). Literatiirde bulunan c¢alismalarin ¢ogunda
BCL2 pozitifligi icin tiimor hiicrelerinin %50°sinde veya daha fazlasinda ekspresyon
bulunmasi, MYC pozitifligi i¢in ise tiimor hiicrelerinin %40’inda veya daha fazlasinda
niikleer ekspresyon bulunmasi seklinde esik deger belirtilmisti. MYC ve BCL2
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koekspresyonu durumunda bu olgular “double ekspresor” olarak degerlendirilir. Bu durum

ABC molekiiler alt grubunda yer alan olgularda daha siktir (9,10).

2.8.1 Hans Algoritmasi

CD10, BCL6, IRF4/MUM1, FOXP1, GCET1 ve LMO2 immunhistokimyasal
belirteglerinin pozitifligi konusunda bildirilen insidans olduk¢a degiskendir (1). Hans
algoritmasinda DBBHL olgularinda CD10, BCL6 ve/veya IRF4/MUML1 ekspresyonu
degerlendirilerek olgular germinal merkez B hiicre (GCB) ve aktive B hiicre (ABC/non-GCB)
seklinde belirtilen hiicre kokenine yonelik molekiiler alt tiplerde siniflandirilmaktadir (Sekil
2). CDI10, BCL6 ve IRF4/MUMI1 immunhistokimyasal belirte¢lerinin her ii¢li de tiimor
hiicrelerinin %30’unda veya daha fazlasinda ekspresyon saptanmasi durumunda pozitif olarak
degerlendirilmektedir (6). DBBHL’lerin %30-50’sinde CD10; %60-90’inda BCL6; %35-
65’inde IRF4/MUMI1 pozitifligi saptanmistir (62—65). IRF4/MUML1 ve BCL6 koekspresyonu
DBBHL’lerin %50’sinde bulunmaktadir (66). FOXP1 ekspresyonu DBBHL’lerin %20’sinde
tanimlanmis olmakla birlikte bu olgular germinal merkez fenotipi bulunmayan, t(14;18)
(932;921.3) yoklugunda IRF4/MUMI1 ve BCL2 eksprese eden olgulardan olugmaktadir (66).
Bir germinal merkez belirteci olan GCET1 ise DBBHLlerin %40-50’sinde saptanmis olup
GCB tipi ile korele olarak bulunmustur (67). LMO2 belirteci DBBHL’lerin %45’inde pozitif
izlenmis olup germinal merkez belirte¢leri olan CD10, BCL6 ve HGAL ekspresyonu ile
koreledir. Ancak LMO2 ekspresyonu ile IRF4/MUM1 ve BCL2 ekspresyonu arasinda
korelasyon izlenmemektedir (68). BCL2 ekspresyon orani literatiirde oldukga farklilik
gostermekte olup %47-84 oraninda pozitiflik bildirilmistir (64,69-71). BCL2 ekspresyon
oranlarinda bildirilen bu farkin sebebi kullanilan BCL2 antikoru ile iligkili olabilecegi 6ne
stirilmektedir (1). BCL2 ekspresyonunun varligi ABC tipinde daha sik olmakla birlikte kopya
sayisi kazanimi ve translokasyon ile iligkilidir. GCB tipinde belirlenen BCL2 pozitifigi ise
t(14;18) (932;921.3) varhg: ile iligkilendirilmistir (10,72).

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma olgularinda K167 proliferasyon indeksi ¢ogunlukla
yiiksektir. Ki67 proliferayon indeksi olgularin genelinde %40°1n iizerinde, bazilarinda %90’1n
tizerinde saptanmigtir (12-14,73). Olgularin %20-60’1nda p53 ekspresyonu saptanmis olup
bazi olgularda “TP53 wild type upregilasyonu” yoniinde mutasyon varligr ile

iliskilendirilmistir (74-78).
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GCE ARBC/
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CD10 (=0%30) MUM] ey GCB

BCL6 —— ABC/
(=%030) - non-GCB

Sekil 2: Hans Algoritmasi (6)

GCB: Germinal merkez B hiicre ABC/non-GCB: Aktive B hiicre

2.9 Tiimériin Koken Aldig Hiicre Tipi

Diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfomalar (DBBHL) periferal matiir B hiicrelerden koken
alir. Bu hiicreler germinal merkez kokenli hiicrelerden (GCB alt tipi) ya da post germinal
merkez kokenli (ABC) germinal merkezden ¢ikmis/ erken plazmablastik hiicrelerden
olusmaktadir. Hiicre kokenindeki farkliliklar, gen ekspresyonu, kromozomal aberasyonlar
veya rekiirren mutasyonlara bagli olarak ortaya c¢ikan farkli biyolojileri belirlemektedir.
Ayrica CHOP (siklofosfamid, adriamisin, vinkristin, metil prednizolon) ve rituximab
kemoterapi rejimi uygulanan hastalarda tekrarlanabilir sagkalim farkliliklarinin da hiicre
kokenindeki farkliliklar ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu sebeple ABC ve GCB alt tiplerinin
dogru olarak belirlenmesi DBBHL, NOS olgularinda 6nemli yere sahiptir (1).
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Multiple Myeloma
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% Naive B cell

CLLunmutated Mantle cell
lymphoma

CLL utated Lymphoplasmacytic
lymphoma

Sekil 3: Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalarin koken aldig: hiicre tipi (79)

2.9.1 Tiimériin Koken Aldig1 Hiicre Tipine Gore Alt Tipleme

Gen ekspresyon profili temel alinarak DBBHL’ler GCB ve ABC (non-GCB) alt tipi
olarak iki ana molekiiler alt grupta incelenmektedir. Olgularin yaklasik %10-151 her iki alt
tipe de uygun olmamakta ve molekiiler olarak siniflanamayan grupta yer almaktadir (80—84).
GCB ve ABC alt tiplerinin sikliklar1 cografik dagilim, hasta popiilasyonunun ortanca yasi ve
kullanilan metodolojiye gore farklilik gostermekle birlikte, genelde GCB alt tipi olgularin
%60’1mn1, ABC alt tipi ise %40’mn1 olusturmaktadir (10). GCB alt tipinin sikliginin Asya
tilkelerinde daha az oldugu belirtilmektedir (45,85-89). Diisiik dansiteli gen ekspresyon
analizi platformlar1 ile ayni tanilar tekrarlanabilir ve bu yontem formalin ile fikse olmus,
parafine gomiilii materyallerde uygulanabilir durumdadir (10,90,91). Molekiiler siniflama igin
gelistirilmis ¢ok sayida immunhistokimyasal algoritma mevcuttur ancak bu algoritmalarin
cogunda ikili smiflamalar belirlenmistir (6,11,65,92-96). Ornegin Hans algoritmasinda
DBBHL’ler GCB alt tipi ve ABC alt tipi seklinde iki grupta siiflanir, ancak bu algoritma
siiflanamayan olgulari kapsamamaktadir (1). Tiim immunhistokimyasal algoritmalar rutinde
uygulanabilir olmakla birlikte, tekrarlanabilirlik ve Kkesinlik konusunda eksiklikler
bulunmaktadir. Ancak hiicre kokeninin belirlenmesi, klinik uygulamada yerini almig olmasi
nedeni ile gereklidir (93,97). Faz I/l ¢alismalardan elde edilen 6n bilgiler dogrultusunda R-
CHOP (rituksimab, siklofosfamid, adriamisin, vinkristin, metil prednizolon) tedavisine

bortezomib, lenalidomid ve ibrutinib eklenmesinin ABC alt tip olarak siniflanan DBBHL

14



hastalarinda fayda sagladig1 saptanmistir. Bu sebeple devam eden klinik ¢aligsmalarda hiicre
kokenine ait durumun belirlenmesi gerektigine dair sonuglar elde edilmektedir (98-104). Tan
doneminde tiim DBBHL, NOS olgularinin ABC ve GCB alt tiplerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Gen ekspresyon teknolojileri tiim merkezlerde uygulanabilir olmamasi
nedeniyle immunhistokimyasal teknolojiler kabul edilebilir bir alternatif olarak

degerlendirilmektedir. Ayrica molekiiler siniflama i¢in kullanilan algoritma da belirtilmelidir

(1).

2.10Tiimériin Genetik Profili
2.10.1 Antijen Reseptor Genleri

Diffiz biiyiikk B hiicreli lenfoma (DBBHL) olgularinda klonal olarak yeniden
diizenlenen Ig agir ve hafif zincir genleri saptanabilmektedir. GCB alt tipinde IG genlerinde
devam eden somatik hipermutasyon belirlenmis olmakla birlikte, ABC alt tipinde daha 6nce

gelismis somatik hipermutasyon varligina dair veriler bildirilmistir (1).

2.10.2 Mutasyon Yiikii

Literatiirde pek ¢ok c¢alismada DBBHL’lerin mutasyon yiikii arastirllmis ve bu
hastaligin patogenezinde ¢ok sayida Oonemli mutasyon belirlenmistir (105-108). Pek ¢ok
gende spesifik mutasyonlarin sikligi hiicre kokenine gore belirlenen alt tipe bagli olarak
degismektedir. Ornegin EZH2 ve GNAI13 mutasyonlar: hemen tamamen GCB alt tipinde
goriiliirken, CARD11, MYDB88 ve CD79B mutasyonlar1 karakteristik olarak ABC alt tipinde
saptanmaktadir (106,109-111). Rekiirren kopya sayisi degisiklikleri de c¢aligmalarda
degerlendirilmistir. Kromozomal materyalde kazanimlar ve delesyonlar sik izlenmekle
birlikte hiicre kokenine gore farkliliklar gdstermektedir (112,113). Ornegin DBBHL GCB alt
tipinde degerlendirilen olgularda siklikla 2p16 ve 8q24 kazanimlar1 veya amplifikasyonlari,
1p36 ve 10923 delesyonlari bulunmakta iken, ABC alt tipinde degerlendirilen olgularda
3027,11923-4 ve 18921 kazanimlari, 621 ve 9p21 delesyonlari saptanmistir (112,114-116).
MYC lokiisiinde kopya sayis1 kazanimlar1 ve amplifikasyonlarinin sikligir degisken olmakla
birlikte GCB alt tipinde ABC alt tipine oranla hafif¢e daha sik goriilmektedir (10,117,118).

Spesifik ekstranodal bolgelerde gelisen DBBHL’lerde yapilan giincel gen

caligmalarinda bazi olgularda ortiisen ya da kendine 6zgli olarak degerlendirilen molekiiler
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Ozellikler saptanmaktadir (1). Kadinlarda goriillen ve primer meme DBBHL’si olarak
degerlendirilen olgular olduk¢a nadir olmakla birlikte, ¢alismalarda bu olgularda ABC alt
tipinin daha sik oldugu ve rekiirren MYDS88 L265P ve CD79B mutasyonlarinin saptandigi
bildirilmistir (119). Rekiirren MYD88 L265P ve CD79B mutasyonlar1 nadir olarak
goriilmekle birlikte DBBHL olgularinin ABC molekiiler alt grubunda daha sik bildirilmistir.
BCL6’y1 igeren translokasyonlar MYC yeniden diizenlenimine benzer sekilde olgularin bir
kisminda goriilebilmektedir ancak BCL2 translokasyonlar1 da nadir olarak bildirilmistir (120).
Ileri yas erkeklerde goriilen testikiiler tiimérler igerisinde primer DBBHL’ler sik olarak
gorllir ve primer SSS Ilenfomalarmma benzer sekilde immiin ayricalikli bdlgelerin
lenfomalaridir (1). Testikiiler DBBHL, NOS olgularinda SSS’ne ve kontrlateral testise
yayilim goriilebilir (121). Bu olgularin ¢ogu ABC alt tipindedir. Molekiiler ¢aligmalar ile
MYD88 mutasyonu yiiksek bir siklikta saptamis, bu olgularim bir kismma CD79B
mutasyonunun eslik ettigi belirlenmistir (1). MYC ve BCL6 translokasyonlarinin olgularin
bazilarinda saptandigi ancak BCL2 translokasyonlarinin daha nadir oldugu goriilmiistiir. Son
elde edilen veriler 9p21 lokusundaki kopya sayist kazanimlarmi, PD1 ligandlarmin
bolgelerini ortaya ¢ikarmistir (122). Bunlara ek olarak primer testikiiler DBBHL’lerde B
hiicrelerde PDL1, PDL2 veya her iki proteinin de asir1 ekspresyonuna yol agan nadir
translokasyonlar saptanmistir (122,123). Primer testikiiler DBBHL’lerde kromozom 6p21.3
tizerindeki HLA lokuslarinda delesyon sonucunda gelisen bagka bir ortak genetik alterasyon
ile major doku uygunluk kompleksi (MHC) sinif I ve II molekiillerinin ekspresyon kaybi

saptanmig olup bu bulgu immiin sistemden kagis fenotipi i¢in kanit durumundadir (124,125).

2.10.3 Kromozomal Translokasyonlar

Diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma (DBBHL) olgularinda en sik goriilen translokasyon
olan ve BCLG6 genini de kapsayan 3q27 bolgesinin yeniden diizenlenimi, olgularin %30’ unda
saptanmistir (126-129). Bu translokasyonlar ABC alt tipinde daha sik goriilmiistiir
(10,130,131). FL igin karakteristik olarak kabul edilen t(14;18)(q32;q21) gibi BCL2 genini
iceren translokasyonlar DBBHL lerin %20-30’unda saptanmigtir. GCB alt tipinde bu oran
%40 dolayinda olup BCL2 ve CD10 ekspresyonu ile yakin iliski igindedir (10,132,133).
Olgularin %8-14’tinde MY C yeniden diizenlenimi saptanmig, ABC ve GCB alt tiplerinde esit
oranda bulunmustur. DBBHL’lerde goriilen MYC yeniden diizenlenimi Burkitt lenfomanin
aksine kompleks karyotip ile iliskilidir (56,134-136). DBBHL olgularinin yaklasik yarisinda

MYC translokasyonu yani sira BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonu saptanmis ve bu olgular
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yeni smiflamaya eklenmis bir kategori olan “MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 yeniden
diizenlenimi ile birlikte olan yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma” ya da diger adiyla “double /
triple hit” lenfoma grubunda degerlendirilmektedir (10)(136). Tipik DBBHL morfolojisine ve
izole MYC translokasyonuna sahip olgular DBBHL, NOS kategorisinde yer almaktadir
(136,137). MYC translokasyonlarinin 6nemli bir kism1 IG lokusunu igermekte olan transloke
olan diger partnerleri IGH, IGK ve IGL olarak saptanmistir. Diger IG dis1 lokuslar1 igeren
transloke olan partnerler PAX5, BCL6, BCL11A, IKZF1 (KAROS) ve BTG dir (81,137). IG
dis1 transloke olan partnerleri belirlenmesi kullanilan FISH yontemine baghidir (136,138).
MYC translokasyonu bulunan DBBHL, NOS olgularinin ¢ogu “double” ekspresordiir
(6rnegin immunhistokimyasal yontemle hem MYC hem BCL2 pozitif olgular) (9,10,56).
MYC translokasyonu bulunan olgularda Ki67 proliferasyon indeksi ¢cok degisken olmakla
birlikte daha yiiksek olma egilimindedir ancak FISH testi i¢in tarama olarak kullanima uygun
degildir. DBBHL, NOS olgularinda ayrica GCB alt tipinde goriilen TBL1XR1 translokasyonu
yani sira primer testikiiler DBBHL’lerde daha sik goriilen CD274 (PDCD1LGL1 ve ya PDL1)
ve PDCD1LG2 (PDL2) yeniden diizenlenimi saptanmistir (123,139).

2.11 Genetik Yatkinhk

Son yillarda yapilan vaka kontrol ¢alismalarinda bireylerde DBBHL gelisimi igin
predispozan olabilecek genetik lokuslar saptanmistir (140,141). Avrupa calismalarinda elde
edilen bulgular dogu Asya popiilasyonunda yapilan ¢aligmalardaki bulgularla benzer sekilde
bulunmus olup bu durum ortak bir risk faktorii oldugu yoniinde diistindiirmiistiir (142). Bu
lokuslardaki genlerin belirlenmesi DBBHL’lerde immiin farkindalik ve immiin fonksiyonun

patogenezde etkili oldugunu géstermistir (140).

2.12 Prognostik ve Prediktif Etkenler
2.12.1 Klinik Ozellikler

Hastalik evresi ve hasta yasi sagkalimi etkileyen onemli faktorlerdir (1). R-CHOP
doneminde bes yillik progresyonsuz sagkalim orani %60 ve toplam sagkalim orani %65
dolaymdadir (143). Bes klinik degiskenden olusan “uluslararasi prognostik indeks” (IPI) bir
prognostik ara¢ olarak degerini korumaktadir (1). Bununla birlikte en yiiksek riskli klinik
Ozelliklere sahip hastalari belirlemek i¢in yeni varyasyonlar tanimlanmstir (144,145). Koti

prognoz ile iligkili diger klinik prognostik faktorler; tiimor kitlesinin boyutu (10 cm ve
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tizerinde olan kitle), erkek cinsiyet, D vitamini eksikligi, diisiik viicut kitle indeksi, yiiksek
serum hafif zincir diizeyi, yiiksek monoklonal serum IgM proteini, diisiik absolii lenfosit/
monosit sayimi ve konkordan kemik iligi tutulumu seklindedir (146-149). Konkordan kemik
iligi tutulumu ayrica SSS’de relaps artisin1 6ngormede etkili bir faktor olup baz1 merkezlerde

bu durumda SSS profilaksisi uygulanmaktadir (1).

Tablo 2: Uluslararasi Prognostik Indeks (IP1) (150)

Prognostik faktorler

Yas >60
Ann-Arbor Evresi Ileri evre (Evre III-1V)
Performans durumu ECOG 2-4
Ekstranodal tutulum > 2 alan
Serum LDH diizeyi > normal

Her faktér 1 puandir

Tablo 3: IPI Risk kategorileri (150)

Risk faktorleri (n) | Risk kategorisi

0-1 | Disiik

2 | Distik-orta
3 | Yiksek-orta
-5

4 Yiiksek

2.12.2 Morfolojik Ozellikler

Immunoblastik &zelliklerin prognostik etkisi ile ilgili cok sayida birbiri ile celisen
sonuglara sahip ¢alismalar yayinlanmistir (49). Literatiirde bulunan ¢alismalarin bazilarinda
immunoblastik 6zelliklerin kotii prognostik etkisi oldugu bildirilmis olmakla birlikte diger
caligmalarin sonucunda bu yonde bulgu mevcut degildir. Bu ¢alismalardaki tekrarlanabilirlik
ve degisken kriterler 5nemli engelleri olusturmaktadir (1). Immunoblastik varyant &zellikle IG
lokuslarin1 iceren MYC translokasyonlart ile iligkilidir. Bu olgularda siklikla CD10
ekspresyonu saptanmigtir (151).
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2.12.3 Immunhistokimyasal Ozellikler

Prognostik etkiye sahip ¢ok sayida immunhistokimyasal belirte¢ bildirilmis olmakla
birlikte validasyonu tamamlanmig bulgu mevcut olmadigindan prognostik olarak

kullanilabilecek ve kabul gormiis rutin biyobelirte¢ bulunmamaktadir (152,153).

De novo CD5 pozitif DBBHLlerin prognostik onemi ile ilgili degisken sonuglar
bildiren c¢alismalar mevcuttur (154,155). Siklikla yiiksek riskli klinik o6zellikler ile iligkili
oldugu bildirilmis olup bu durum genelde Asya popiilasyonlarinda ve ABC alt tipinde
saptanmustir (156).

BCL2 ve BCL6 ise CHOP kemoterapi rejimine rituximab eklenmesi ile prognostik
etkisinde  degisiklik  oldugu  bildirilmis  biyobelirteclere  ornektir  (157,158).
Immunhistokimyasal biyobelirteglerin ¢ogu biyolojiyi yansitmakta olup prediktif degildir.
Mevcut ¢alismalarda elde edilen sonuglar genelde celiskilidir. Giiniimiizde DBBHL’lerde
baslangi¢c tedavisinde ya da tedavinin devaminda alinan kararlarda biyobelirteglerin etkisi
oldugundan giincel calismalarda prediktif degere sahip biyobelirteglerin gelistirilmesi
konusunda arastirmalar yapilmaktadir (1). Faz III klinik galismalarda test edilen hiicre
kokenini belirlemeye yonelik belirtegler (ABC ve GCB alt tipi gibi) yani sira 6zellikle MYC
genini iceren DBBHL ile iligkili onkogen translokasyonlarinin varligini gésteren belirtegler
giinlimiizde kullanilan prediktif belirtecleri olusturmaktadir (10). Son donemde yapilan bir
meta analiz calismasinda gen ekspresyon profili ile belirlenen hiicre kokeninin prognostik
oneme sahip oldugu acikca ortaya konmus olup ayni sonuglar immunhistokimyasal
algoritmalar sonucunda elde edilen hiicre kokenine ait veriler igin gegerli bulunmamistir (97).
Calismalarda DBBHL, NOS olgularinin yaklasik %30’unda saptanan, MYC ve BCL2
proteinleri ile degerlendirilen “double” ekspresor durumunun kot prognoz ile
iliskilendirildigi sonuglar mevcut olup bu veri ile ilgili ¢eliskili yaymlar mevcuttur (159,160).
DBBHL, NOS olgularindaki “double” ekspresoér durumu 6zellikle SSS relapst i¢in artmis risk
ile iliskilendirilmis olup bu risk faktdrii SSS Uluslararas1 Prognostik indeks’ten (CNS-IPI)
bagimsiz olarak degerlendirilmektedir (161). MYC ve BCL2 immunhistokimyasal
belirteclerinin pozitifligi nedeni ile “double” ekspresor olup bu genlerde yeniden diizenlenime
sahip olan olgular yani sira MYC ve BCL6 yeniden diizenlenimi saptanan olgular “MYC ve
BCL2 ve/veya BCL6 yeniden diizenlenimi ile birlikte olan yiliksek dereceli B hiicreli
lenfoma” kategorisinde yer almaktadir. Baz1 ¢alismalarda EBV negatif DBBHL’lerde CD30

ekspresyonunun olgularin %10-20’sinde saptandig1 ve daha iyi prognoz ile iliskili oldugu
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bildirilmistir (7,162). Anti-CD30 tedavi ile CD30 ekspresyonu gosteren olgularda tedaviye
bagli olarak daha iyi sonuglar elde edilebilir (1).

2.12.4 Proliferasyon indeksi

Ki67 proliferasyon indeksi ile degerlendirilen proliferatif aktivitenin prognostik nemi
konusunda c¢eligkili sonu¢lar mevcuttur (1). Hem CHOP hem de R-CHOP dénemlerinden
yapilan calismalara ait sonuglarda ortak bulgular elde edilememis olmakla birlikte bu
calismalarda hasta yasi, diger klinik degiskenler ve hiicre kokeni durumu hakkinda

degerlendirmeler yeterli degildir (9,163).

2.12.5 Genetik ozellikler

Literatiirde bazi ¢alismalarda R-CHOP ile tedavi edilen GCB alt tipinde yer alan
DBBHL olgularinda BCL2 translokasyonunun varliginin daha koétii prognostik sonuglar ile
iligkili oldugu belirlenmistir (132,133,164). BCL2 kopya sayist kazanimlarinin varligr ise
ABC alt tipinde daha diisiik oranda sagkalim agisindan prediktif oldugu saptanmistir (117).
BCL6 translokasyonu DBBHL ABC alt tipinde daha sik goriilen bir bulgu olup bazi
caligmalarda daha uzun sagkalim siiresi ile iliskilendirilmistir (127,130,165). DBBHL, NOS
olgularinin %38-14’iinde goriilen MYC translokasyonlarinin ise daha kisa siireli sagkalim ile
iliskili oldugu belirtilen ¢alismalar mevcuttur (135,136,163,166). BCL2 ve BCL6 de dahil
diger ek onkogenlerin tespiti i¢in FISH yonteminin uygulanmasi konusu ise yayimlanmig
veriler ile ilgili karisikliga sebep olmaktadir (1). Cogu ¢alismada MYC ve BCL2 belirtegleri
ile pozitif “double hit” lenfomalarin GCB alt tipinde daha sik goriildiigii ve daha kisa
sagkalim ile iligkili oldugu sonucuna ulasilmistir (10,135,137,167). ABC alt tipinde daha sik
goriilen bir durum olan MYC ve BCLG6 translokasyonlarinin prognostik etkisi ile ilgili
sonuglar daha ¢ok ¢elismektedir (10,168,169). Bahsedilen “double hit” lenfomalar; DBBHL,
NOS kategorisinden ¢ikarilmis ve “MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 yeniden diizenlenimi
gosteren yiiksek dereceli B hiicreli lenfomalar” tani grubuna dahil edilmistir (1). Bazi
calismalarda yalnizca MYC translokasyonu bulunan DBBHL’lerin de azalmis sagkalim siiresi
ile iligkili oldugu tespit edilmistir (136,163,170). MYC kopya sayisi kazanimlari ve
amplifikasyonlar1 da daha kotii sonuglar ile iligkilendirilmis olup kazanim ve amplifikasyon
tanimlarinda ¢alismalar arasindaki farkliliklar sebebi ile elde edilen bulgular tutarli degildir
(117,118). TP53 kayb1 ve/veya mutasyonlar1 da benzer sekilde azalmis sagkalim siiresi ile
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iligkili bulunmustur (77,78). Kromozom 9p21 iizerindeki CDKN2A lokusundaki delesyonlar
ve trizomi 3, ozellikle ABC alt tipinde daha kisa sagkalim siiresi ile iligkili olarak
belirlenmistir (116). DBBHL’lerde  FOXO1 disindaki diger rekiirren mutasyonlarin
prognostik rolii konusunda kesin veriler bulunmamaktadir (171). Gelecekte hedefe yonelik
tedavilerin gelisiminde DBBHL’lerde saptanan mutasyonlarin en azindan bir kisminin 6nemli

olacagina dair beklentiler mevcuttur (172).

2.12.6 Mikrogevre

Gen ekspresyon profili ile ilgili ¢alismalarda DBBHL’lerde tiim6r mikrogevresinde
yer alan neoplastik olmayan hiicrelerin ve ekstraselliiler matriks komponentlerinin prognostik
rolii oldugu gosterilmistir (17). R-CHOP tedavi doneminde stromal-1 (ekstraselliiler matriks
depolanmasi ve histiyositik infiltrasyon) ve stromal-2 (timoér kan damari dansitesi/
anjiogenez) imzalarinin prognostik oldugu gosterilmistir (82). Genlerden birinin (TNFRSF9)
timor mikrogevresini temsil ettigi iki gen ekspresyon imzasinin da prognozu ongdérmede
etkili oldugu saptanmistir (173). DBBHL’lerde mutasyon yiikiinii arastiran ¢alismalarda beta-
2 mikroglobulin, CD58 mutasyonlar1 ve aberan protein ekspresyonlarini da igeren, neoplastik
B hiicreler ve non-neoplastik hiicreler arasindaki iletisimi hedef alan genlerde ¢ok sayida
rekiirren mutasyonlar tespit edilmistir (106,174). MHC sinif Il molekiillerinin kaybinin,
timori infiltre eden CD8 pozitif T lenfositlerin azalmis olmasi yani sira kotii prognoz ile
iliskili oldugu gosterilmistir (18,175). immiin kacis mekanizmalari da DBBHL’lerde dnemli
onkojenik belirleyicilerdir (1). DBBHL, NOS olgularindaki PD-L1 asir1 ekspresyonun,
azalmis sagkalim stiresi ile iligkili oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur. Diger immiin
sistem hiicrelerinin prognostik 6nemi ve periferik kandaki durumlarinin degerlendirilmesi i¢in

yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (1).

2.12.7 MikroRNA

Cok sayida calismada DBBHL’lerde mikroRNA ekspresyon paternleri ile prognoz
arasinda iligki oldugu gosterilmistir (176). Bu ¢alismalarda mikroRNA’y1 da igeren somatik
mutasyonlarin DBBHL’lerde hiicre kokeni ve IPI skorundan bagimsiz olarak prognostik

onemi olduguna dair veriler mevcuttur (177).
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2.12.8 Konak (Host) Genetigi

Son donemde konak genetigine yonelik yapilan arastirmalar sonucunda DBBHL, NOS
olgularinda prognostik rolii oldugu saptanmistir. Kromozom 5q23.2 ve 6q21°de tek niikleotid
polimorfizmleri igeren lokuslar ile R-CHOP tedavisindeki DBBHL hastalarinda olaysiz
sagkalim arasinda iliski oldugu bildirilmistir (178).

2.12.9 Tedavi

fleri evre DBBHL, NOS hastalarinda standart tedavi R-CHOP olarak kabul
edilmektedir. Baska tedavi rejimleri de bulunmakla birlikte bu tedavilerin genel sagkalim
tizerine faydalari konusunda kesin bilgi bulunmamaktadir (143). DBBHL ABC alt tipinde
sagkalimi 1iyilestirmek amaci ile yapilan girisimler R-CHOP tedavisine yeni ajanlarin

eklenmesi seklinde gergeklestirilmektedir (98-100).

2.13 Tamsal ve Prognostik Oneme Sahip Yardime1 Yontemler
2.13.1 immunhistokimyasal Yéntemler

Immunhistokimya doku kesitlerinde spesifik antijenlerden olusan hedeflere yonelik
monoklonal ya da poliklonal antikorlarin kullanimi, antikor-antijen reaksiyonunun tek
basamakli direk enzimatik reaksiyon ya da iki basamakli indirek enzimatik reaksiyon ile
isaretlenmesi yontemi ile proteinlerin lokalize edilmesine dayali bir islemdir. Direk enzimatik
reaksiyon yonteminde primer antikor enzimatik kompleks ile konjugat olusturur. Direk
enzimatik reaksiyon yontem ile kiyaslandiginda daha sik kullanilan ve sensitif olarak kabul
edilen indirek enzimatik reaksiyon metodunda antijen ilk basamakta bir primer antikor ile,
ikinci basamakta ise enzimatik bir kompleks ile konjugat olusturan sekonder antikor ile
belirlenir. Diaminobenzidin (DAB), alkalen fosfataz gibi substratlarin kalorimetrik reaksiyonu
ile mikroskop altinda dogrulayici1 morfolojik parametreler dogrultusunda antijenin varligi
gosterilmis olur. Cok basamakli protokoller peroksidaz- antiperoksidaz (PAP), avidin-biotin
kojugati (ABC) ve biotin- strepavidin (BSA) yontemlerini igermektedir. Formalin ile fikse
olmus parafine gomiilii dokuda ¢ok sayida hedefin belirlenmesi i¢in mikrodalga firinda
tretilen yliksek 1s1  maruziyetine dayanan “antijen retrieval” iglemi gereklidir.

Immunhistokimyasal boyanma paternleri ise antijenin lokasyonuna ve dagilimma gore
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niikleus, sitoplazma, sitoplazmik membran ve/veya niikleolde gozlenen bir renk reaksiyonuna

gore degerlendirilir.

Immunhistokimyasal yontemler tanisal olarak éneme sahip olmalarinin yanisira hiicre
kokeninin belirlenmesi, matiirasyon diizeyinin degerlendirilmesi ve prognostik faktorlere
katkida bulunulmasi acgisindan da yardimeci1 yontemlerdir. Monoklonal veya poliklonal
antikorlarin, otomatizasyonun ve formalin ile fikse olmus parafine gomiilii dokulara gore
tasarlanmis “antijen retrieval” yoOnteminin kolay kullanilabilir olmasi sebebi ile

immunhistokimyasal teknikler giinliik patoloji pratiginde yer almaktadir (37).

2.13.2 CD20

CD20 B hiicrelerin aktivasyonunda gorev alan 35 kilodaltonluk bir transmembran
proteindir (179). CD20 antijeni ge¢ donem pre-B hiicreler ve matiir hiicrelerde mevcut olup
prekiirsor B hiicrelerde veya terminal olarak diferansiye olmus plazma hiicrelerinde
bulunmamaktadir. Bu donem, B hiicrelerde immunglobulin hafif zincir geninin yeniden
diizenlenimi ile ylizey immunglobulinlerinin ekspresyonu arasindaki donemden olugsmaktadir.
CD20 antijeninin B hiicrelerde CD19 ve CDI10 antijenlerinden daha sonra hiicre yiizeyinde
eksprese edildigi bilinmektedir. CD20 antijeninin fonksiyonu kesin olarak bilinmemekle
birlikte B hiicre aktivasyonunda, B hiicre biiyiimesinin regiilasyonunda, transmembran
kalsiyum tasimnmasinin diizenleniminde goérev almaktadir (37). CD20 antijeni L26 antikoru
tarafindan taninmaktadir (180). B hiicreli lenfomalarda siklikla ve B lenfoblastik 16semi/
lenfomalarin bir kisminda eksprese edilir. Ayrica nodiiler lenfosit predominant Hodgkin
lenfoma olgularinda neoplastik hiicrelerde, klasik Hodgkin lenfomalarin bir kisminda ve
nadiren plazma hiicreli neoplazilerde CD20 ekspresyonu goriilmektedir (37). CD20 ayrica,
CD20 pozitif lenfomalarda anti-CD20 molekiiler hedef tedavisi olan Rituximab igin hedef
gorevi gormektedir. Rituximab ile tedavi edilen hastalarda CD20 ekspresyon kaybi
goriilebileceginden bu durumda diger B hiicre belirtegleri olan ve anti-CD20 tedavisinden
etkilenmeyen PAXS, CD19 ve CD79a belirtegleri ile B hiicre kokeninin dogrulanmasi
gerekebilir (180).
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2.13.3 CD19

CD19 immunglobulin siiperailesine ait 95 kilodaltonluk, tip I transmembran
glikoproteindir. B hiicre diferansiasyonu boyunca ¢ogu asamada ekpresyonu devam etmekle
birlikte plazma hiicresine terminal diferansiasyon doneminde “down-regiilasyon” goriiliir.
CD19 antijeni, B hiicrelerde CD21, CD81 ve CD225 ile birlikte sinyal transdiiksiiyon
kompleksi olusturur. B hiicrelerden koken alan neoplazilerin ¢ogunda CD19 ekspresyonu
bulunmaktadir. Formalin ile fikse olmus, parafine gdmiilii dokularda bu antijenin varligini

saptamak i¢in antikorlar gelistirilmistir (180).

2.13.4 CD79

CD79 antijeni, CD79a ve CD79b olarak adlandirilan iki proteinden olugsmaktadir.
CD79a, B hiicre antijen reseptdriiniin immunglobulin alfa proteini ile CD79b ise
immunglobulin beta proteini ile reaksiyon gostermektedir. CD79 ekspresyonu immunglobulin
agir zincir gen rearanjmant ve CD20 ekspresyonu Oncesinde gergeklesmekte olup B hiicre
kokenini gostermekte yararlidir. B hiicreli lenfomalarda, B hiicre dizilerinde, B hiicre
kokenine ait akut 16semilerin ¢cogunda ve bazit myelomlarda CD79 ekspresyonu saptanmistir.
CD79 antijeni, B hiicre kokenini gostermek i¢in kullanighdir. Ancak CD79 antijeninin, B
hiicreli lenfomalar disinda da akut myeloid 16semide, megakaryositlerde ve megakaryositik
lezyonlarda pozitifligi bildirilmistir. Bu pozitiflik antikor klonuna bagl olup klon 11E3 ve
JCB117 B hiicreli lenfomalar disinda ekspresyon konusunda en diisiik pozitiflik oranlarina

sahiptir (180).

2.13.5 PAX5

PAXS geni transkripsiyon faktorlerinin paired box (PAX) ailesinin bir liyesidir. PAXS
antijeni yalnizca B hiicre dizisinde bulunan 52 kilodaltonluk bir molekiil olup B hiicre
diferansiasyonunun erken evrelerinde saptanmaktadir. B hiicre dizisinde PAXS5 gen
transkripsiyonu pro-B hiicrelerde baslar. Pre-B hiicrelerde ve matiir B hiicre diferansiasyon
evrelerinde yiiksek diizeyde PAX5 gen transkripsiyonu mevcut iken, terminal diferansiye
plazma hiicrelerinde PAXS5 gen transkripsiyonu bulunmamaktadir. PAXS5 ekspresyonunun
hemen tamamen B hiicre dizisi ile sinirli olmasi, B hiicre diferansiasyonu sirasinda genis
ekspresyonunun bulunmasi 6nemli iki karakteristik 6zelligini olusturur. PAX5 proteinine

kars1 gelistirilmis poliklonal ve monoklonal antikorlar pan-B hiicre belirteci ve pre-B hiicre
24



belirteci olarak rutin histolojik prosediirlerde olduk¢a kullanislidir. Normal lenfoid dokuda
PAXS, B lenfositlerin nukleusunda ekspresyon gostermekte olup plazma hiicrelerinde
ekspresyon bulunmamaktadir. B lenfositlerde PAXS5 niikleer aktivitesi mantle zonlarda

yogun, germinal merkezde zayif-orta siddettedir (180).

2.13.6 CD3

T hiicre antijen reseptorii hiicre membraninda CD3 protein kompleksine baglanir. CD3
T hiicre kokenine spesifik bir antijendir. Poliklonal anti-CD3 antikoru ile fiksasyonu uygun
dokularda T hiicreli lenfomalarin ¢ogunda pozitif reaksiyon saptanmaktadir (180). CD3 T
hiicre kdkenine spesifik bir antijen olarak bilinmekle birlikte nadir B hiicreli lenfomalarda

ozellikle de DBBHL tanisi alan olgularda aberan ekspresyonu bildirilmistir (181).

2.13.7 CD10 (CALLA/common ALL antigen)

CD10 erken lenfoid progenitdrlerde ve normal germinal merkez hiicrelerinde eksprese
edilen, ¢inko metallopeptidaz aktivitesi bulunan bir proteindir. Prekiirsér B lenfoblastik
losemi/lenfomalarda ve Burkitt lenfomalarda hemen her zaman, prekiirsor T lenfoblastik
l6semi/lenfomalarda daha az siklikta eksprese edilir. Follikiiler lenfomalarin ¢ogunda,
DBBHL’lerin bir kisminda ve myelomda CDI10 pozitifligi gorilebilir. CD10 ve BCLS,

germinal merkez belirtegleri olarak bilinmektedir (180).

2.13.8 BCLG6

BCL6, germinal merkez lenfositlerinde eksprese edilen transkripsiyonel regiilatuar
goreve sahip bir proteindir. Normal lenf nodiiliinde boyanma paterni ve dagilimi1 BCL2 pozitif
hiicre dagilimi ile zit goriiniimdedir. B hiicreli lenfomalarda degisken oranda pozitiflik
gosteren BCL6, niikleer boyanma paternine sahiptir. Follikiiler lenfoma progresyonunda
BCL6’da ekspresyon kaybi goriilebilir. BCL6 germinal merkez gelisiminin kontroliinde ve T
hiicre bagimli antijen cevabinda gorev almaktadir. Lenfoid dokularda sekonder follikiillerin
germinal merkezlerinde hem santroblasttan zengin koyu zonda, hem de santrositten zengin
acik zonda bulunan B hiicrelerinde BCL6 proteini yer almaktadir. Bir hiicrede BCL6
pozitifliginin saptanmasi, s6z konusu hiicrenin germinal merkez kokenli oldugunu gosterir.

BCL6 ayrica mantle zonda, parakortikal alanlarda ve germinal merkezlerde yer alan CD4
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pozitif T hiicrelerin gok az sayida bir kismi yani1 sira biiyiik perifollikiiler CD30 pozitif lenfoid
hiicrelerde saptanabilmektedir. Follikiiler lenfomalarda BCL6 belirtecinin kuvvetli niikleer
pozitifligi normal lenf nodiiliinde germinal merkez boyanmasi ile benzer sekildedir. BCL6

ekspresyonu Burkitt lenfomalarin ve DBBHL’lerin ¢ogunda mevcuttur (180).

2.13.9 MUML1/ IRF4 (The multiple myeloma oncogene 1/ interferon regulatory factor)

MUM1/ 1IRF4 geni myelom iliskili bir onkogen olarak tanimlanmis olup
t(6;14)(p25;932) sonucunda transkripsiyonel diizeyde aktive olur. MUMI ekspresyonu
lenfoplazmasitik lenfoma, follikiiler lenfoma (FL) (derece Ill), marjinal zon lenfoma,
DBBHL, primer efiizyon lenfomasi, klasik Hodgkin lenfoma, multipl myelom, anaplastik
biiyiik hiicreli lenfoma, periferal T hiicreli lenfomalarda ve genelde neoplastik hiicrelerin
%20-30’undan fazlasinda orta-yogun boyanma siddetinde saptanmaktadir. Diisiik dereceli FL
olgularinda ve Mantle hiicreli lenfomalarda boyanma siddeti genelde daha zayiftir ve
hiicrelerin az bir kisminda pozitiflik izlenir. MUMI transkripsiyon faktdrleri olan interferon
regiilatuar faktor ailesinin bir iiyesidir. MUMI1 ekspresyonu neoplastik olmayan plazma

hiicreleri, ge¢ B lenfositler ve aktive T hiicrelerde goriilmektedir (180).

2.13.10 BCL2

BCL2, lenfomalarda tanimlanmis ilk translokasyon iligkili proteindir. Follikiiler
lenfoma olgularinin yaklasik dortte tigiinde t(14;18) mevcut olup BCL2 geni ile IG agir zincir
geni arasinda gerceklesen translokasyon sonucunda BCL2 asir1 ekspresyonu goriiliir.
Heterodimerik bir kompleksin pargasi olan BCL2 proteini anti-apopitotik fonksiyona sahiptir.
BCL2, neoplastik olmayan mantle zon B hiicrelerinde, germinal merkez hiicrelerinin bir
kisminda ve ¢ok sayida T lenfositte eksprese edilir. Follikiiler lenfoma disindaki lenfomalarda
da ekspresyonu goriilebilmekle birlikte bu durum t(14;18) ile iliskisizdir. BCL2 antijeninin
normal ekspresyon paterni ya da ekspresyon kaybinin varligi benign ve neoplastik
lenfoproliferatif lezyonlarin ayrimi yani sira follikiiler lenfoma ile reaktif germinal
merkezlerin ayriminda oldukga kullanishdir. Ancak bu ayrim ¢ok sayida BCL2 eksprese eden
T lenfosit varliginda gii¢ olabilir (180).
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2.13.11 MYC

MYC, proliferasyon, apopitoz gibi hiicresel siirecler yani sira mikroRNA’larin
regiilasyonunda da gorevli bir transkripsiyon faktoriidiir. MYC ekspresyonu malignitelerin
cogunda goriilmekle birlikte aktivasyon yolagi hastaliklar arasinda hatta olgular arasinda bile
oldukca degiskendir. Lenfomalarin patogenezinde MYC asir1 ekspresyonunun en Onemli
mekanizmast IG gibi bir enhancer ile MYC arasinda yeniden diizenlenim olmasidir. MYC
translokasyonlart ¢ok sayida matiir B hiicreli lenfoma grubu yani sira akut lenfoblastik
losemi/ lenfoma olgularinda da saptanmustir. Burkitt lenfoma (BL) olgularinda
t(8;14)(q24,q32) sonucunda gelisen MY C aktivasyonunun hastalik baslatic1 olay oldugu ve bu
sebeple BL i¢in tanisal oldugu bilinmektedir. MYC translokasyonlar1 diger lenfomalarda da
saptanmis olup genellikle bu translokasyonlarin hastaligin seyri sirasinda sekonder bir olay
oldugu goriisii mevcuttur. MYC translokasyonlar: yani sira bir onkogen aktivasyonuna sebep
olan diger rekiirren kromozomal yeniden diizenlenimleri bulunan lenfomalar i¢in “double hit”
lenfoma terimi kullanilmaktadir. Iki ya ii¢ ek translokasyonu bulunan lenfomalar i¢in de sirasi
ile “triple hit” lenfoma ve “quadruple hit” lenfoma tanimlamasi mevcuttur. “Multipl hit”
lenfomalar daha agresif klinik davranis ve konvansiyonel kemoterapiye direng ile iligkilidir

(182).

2.13.12 CD30

CD30 antijeni tiimor nekroz faktori (TNF) reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir. Cok
sayida hastalikla solubl CD30 pozitifligi saptanmistir. CD30 ekspresyonu membrandz ya da
periniikleer nokta tarzindadir. Sitoplazmik CD30 boyanmasi varliginda pozitiflik agisindan
stiphe ile yaklasilmalidir. Normal lenfoid dokularda arada sacilmis halde ve kiigiik boy lenfoid
hiicrelerde pozitiflik mevcuttur. Anaplastik bityiik hiicreli lenfoma, lenfomatoid papiillozis ve
klasik Hodgkin lenfoma olgularinda CD30 ekspresyonu goriilmektedir. CD30 germ hiicreli
timorlerin ve melanomlarin bir kisminda da pozitif saptanmakta olup lenfomaya 6zgii bir
biyobelirte¢ degildir. CD30 antijeninin T helper hiicrelerinin Th2 tipi ile iligkili bir belirteg ya

da diizenleyici gorevi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (180).
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2.13.13 Ki67

Ki67 antikoru hiicre siklusunun proliferatif fazinda goérevli niikleer bir protein ile
reaksiyon verir. Ki67 ekspresyonu, pozitif hiicreler ile tiim hiicrelerin oranmnin
hesaplanmasiyla ifade edilir ve hiicre biiyiime hiz1 ile iliskili bir Olglit olarak
degerlendirilebilir. Hesaplanan proliferasyon indeksi genelde tiimoriin derecesi ile dogru
orantili olup Burkitt lenfomada oldugu gibi bazi tiimdrlerin ayirici tanisinda dneme sahiptir.
Ayrica Ki67 proliferasyon indeksi ile prognostik sonuglar arasinda MALT lenfoma ve

DBBHL olgularinda da benzer bir iliski mevcuttur (180).

2.13.14 In Situ Hibridizasyon Yontemi

In situ hibridizasyon (ISH) sitolojik materyallerde ya da doku kesitlerinde niikleik
asitlerin in situ vizualize edilebilmesi i¢in elverisli bir yontemdir. Giinlimiizde kromojenik in
situ hibridizasyon (CISH) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) prosediirlerinin gelisimi ile
hibridizasyon iriiniiniin saptanma oranlarinda artis gézlenmis olmasi sonucunda pratik ve
giivenilir yontemler olarak kabul edilmektedir. ISH ydntemi viriislerin saptanmasi gibi pek
cok konuda bilimsel platformlarda kullanilmaktadir. ISH protokolleri formalin ile fikse olmus
parafine gdmiilii doku kesitlerinin deparafinizasyonu, proteolitik sindirme, spesifik prob ile
hibridizasyon ve enzim ile substrat yolu ile vizualizasyon basamaklarindan olugmaktadir
(182). CISH yonteminde sekonder antikor kullanilarak biotin ya da digoxigenin ile isaretli
prob tespit edilir. FISH yonteminde ise karanlik sahada florofor kullanilarak sinyaller

belirlenir.

Hematolenfoid sistemde B hiicre klonalitesine yonelik kappa ve lambda hafif
zincirlerinin degerlendirilmesi ve hiicre icerisinde ya da dokulardaki viriisler gibi enfeksiy6z
ajanlarin varliginin tespiti CISH yOnteminin ana kullanim alanlaridir. Epstein-Barr viris
(EBV) ile enfekte hiicreler kisa niikleer transkriptler olan latent EBV kodlu RNA (EBER)
CISH yontemi ile belirlenmektedir (182).

2.14 Tiimoriin Mikrogevresi

Tiimorler, neoplastik hiicreler yani sira inflamatuvar hiicreler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri ve bu hiicreler arasinda salinan molekiilleri icermektedir (15). Son donemde yapilan

calismalarda tiimor mikrogevresinin Kanser gelisimi ve progresyonunda énemli etkisi oldugu
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gosterilmistir (16). Kanserin yalnizca genomdaki aberasyonlar ile yonlendirilen bir hastalik
olduguna dair inanig, timor hiicreleri ve yeniden programlanmis stroma arasindaki dinamik
etkilesimi igeren ekolojik bir hastalik oldugu yoniinde degismektedir. Timor
mikrogevresindeki interselliiler stromal ve immiin hiicreler arasindaki iletisim sayesinde,
neoplastik hiicrelerin konagin anti-timor immiin cevabindan kagis1 gergeklesmektedir (22).
Timor hiicreleri, sagkalim ve proliferasyon igin timor mikrogevresindeki non-neoplastik
hiicreler ve stromal faktorler ile etkilesime belirli bir diizeyde bagimlidir, ayrica mikrogevre
hastalik progresyonu ile sonuglanan immiin kagisi baslatan immunsupresif mekanizmalar1 da

gelistirmelerini saglamaktadir (183).

Tiimdr mikrogevresini olusturan hiicrelerin yaygmligini, tiimor hiicreleri arasindaki
dagilimin1 ve kompozisyonunu belirleyen faktorler, neoplastik hiicrelerin igerdigi genetik
aberrasyonlar, bu hiicrelerin sagkalimi i¢in eksternal uyaranlara bagimliligimin derecesi,
proliferasyonu ve immun Kkagisi, konagin inflamatuvar cevabini icermektedir. Bu faktorler
arasindaki farkliliklar sebebi ile tiimor mikrogevresi olgular arasinda oldukga genis bir

yelpazeye sahip 6zellikler gostermektedir (17).

Scott ve Gascoyne tarafindan B hiicreli lenfomalarda izlenen ve ¢ok cesitlilik gosteren
timdr mikrocevresi icin ii¢ temel model tanimlanmustir. Ik model olarak follikiiler
lenfomanin tlimor mikrogevresi incelenmistir. Bu modelde neoplastik hiicreler sagkalim ve
proliferasyon icin tiimdr mikrogevresine bagimhidir. Ikinci modelde, Hodgkin ve Reed-
Sternberg hiicrelerinin ¢evresinde normal lenfoid dokudan oldukga farkli ve yogun olan non-
neoplastik hiicrelerin bulundugu Klasik Hodgkin lenfoma olgularindaki tiimor mikrogevresi
degerlendirilmistir. Ugiincii modelde, tiimdr mikrogevresinin ortadan kaldirilmasi seklinde
tanimlanan, MYC translokasyonu gibi genetik aberasyonlar sayesinde neoplastik hiicrelerin
otonomi kazandigi, biiyiime ve sagkalim agisindan mikrogevreden bagimsiz oldugu Burkitt

lenfoma tipik 6rnek olarak tanimlanmistir (17).

Diffliz biiyiik B hiicreli lenfomalarda (DBBHL) da, timér mikrogevresinde yer alan
neoplastik olmayan hiicrelerin ve ekstraselliiler matriks bilesenlerinin prognostik éneme sahip
oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (17). MHC sinif 1T kaybinin timéri infiltre eden CD8
pozitif T hiicrelerinin azalmasi ve kotii prognoz ile iliskili oldugu belirlenmistir (18). Immiin

kag¢is mekanizmalar1 da benzer sekilde 6nemli onkojenik etkiye sahiptir (5).
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Son donemde yapilan c¢aligmalarda immun sistem hiicrelerinin ve eksprese ettikleri
reseptorlerin ya da ligandlarin olusturdugu timdr mikrogevresinin molekiiler ve hiicresel

yapisinin timor biiylimesinde ve klinik progresyonda énemli oldugu ortaya konmustur (19).

Timor hiicreleri tarafindan indiiklenen immunsupresyon ile T hiicrelerin
sitotoksisitesinde azalma, regiilatuar T hiicre gibi immunsupresif T hiicrelerde artis, CTLA-4,
PD-1 ve PD-L1 gibi inhibitér modiilatér molekiillerin ekspresyonunda artis olmaktadir. Bu
nedenle timor mikrogevresinde immunmodiilator faktorlerin ve timord infiltre eden T
lenfosit benzeri immiin sistem hiicrelerinin durumunun belirlenmesi solid timdrler yani sira
lenfomalarda da prognozu 6ngormede etkili olmaktadir. Timor spesifik sitotoksik CD8
pozitif T lenfositlerin aktivasyonu anti-timoér immun yanit olusturur. CD4 pozitif ve bir
transkripsiyon faktorii olan FOXP3 ile pozitif regiilatuar T hiicrelerin (Treg), myeloid-derive
supresor hiicrelerin ve immun kontrol noktasinda etkili olan PD-1 ve PD-L1 gibi molekiillerin

CD8 pozitif T hiicreler iizerinde inhibitor etkileri bulunmaktadir (20-22).

2.14.1 Tiimérii infiltre Eden T lenfositler (TIL)

Matiir T hiicre popiilasyonu CD4 ya da CD8 eksprese eden a3 T hiicreler ve CD4 ve
CD8 negatif, T hiicre reseptorii (TCR) eksprese eden yd6 T hiicrelerden olusmaktadir. CD4
pozitif T helper hiicreler sitokin profillerine gore, interferon-y (IFN-y) tireten T helper 1
(Th1), IL-4 ve IL-5 iireten T helper 2 (Th2) seklinde iki farkli tipe ayrilmaktadir. Th1 hiicreler

selliiler immiinitede, Th2 hiimoral immiinitede gorevlidir (184).

2.14.2 CD4, CD8 ve T lenfositler

CD8 pozitif T hiicrelerin afy T hiicre reseptorii, MHC simif I tarafindan tanitilan
molekiilleri, CD4 pozitif T hiicrelerin aff T hiicre reseptdrii, MHC sinif II tarafindan tanitilan
molekiilleri tanimaktadir. Ancak yo T hiicrelerin anti tiimdr immiinite ile ilgili fonksiyonu net
olarak bilinmemektedir. Anti-timor immiinitede gorevli T hiicre alt gruplari da tiimérler
arasinda farklilik gostermektedir. Tiumorlerin ¢ogu MHC siif 1 pozitif, MHC siif II
negatiftir. CD8 pozitif sitotoksik T lenfositler, tiimorde bulunan MHC sif I pozitif
molekiilleri taniyarak anti-timor immiinitede yer almaktadir. CD4 pozitif T hiicreler de
benzer sekilde tliimor antijenlerini tanir ve anti-timor immiinitede etkilidir. Timor
immiinitesindeki etkin mekanizma tiimor hiicrelerinin MHC sinif I antijenini tanmiyan CDS8

pozitif sitotoksik T hiicreler tarafindan direk olarak lizise ugramasidir. Anti-tiimor yanitta
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CD4 pozitif T hiicrelerin rolii ise, CD8 pozitif T hiicrelerin aktivasyonuna yardimci olmasidir.
CD4 pozitif hiicrelerin CD8 pozitif hiicrelere yardimci gorevi erken indiiksiiyon, efektor
devamlilik ve hafiza olmak iizere ii¢ fazdan olusur. Tiimor spesifik CDS8 pozitif hiicre
yanitinin indiiksiiyonu i¢in dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan
yakalanan antijenlerin sunumu dominant rol oynar. CD4 pozitif T hiicreler ise APC’lerin
aktivasyonunda etkilidir. Bu aktivasyon CD4 pozitif T hiicrelerde bulunan CD40 ligand
(CD40L) ve APC’lerde bulunan CD40 arasindaki etkilesim ile saglanmakta olup bu
etkilesimin koruyucu T hiicre aracili tiimor immiinitesinin gelisiminde 6nemli oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte dendritik hiicrelerin yiiksek antijen diizeyi gibi baska bir
mekanizma ile aktive edilmesi durumunda CD4 bagimsiz sitotoksik T hiicre aktivasyonu
gerceklestigini belirten ¢aligmalar mevcuttur. Sitotoksik T hiicre indiiksiiyonunda CD4 pozitif
T helper hiicrelerin rolii tartismali bir konu olsa da, hem viral immiin yanit hem de tiimor
spesifik immiin yanitta sitotoksik T lenfositlerin devamliliginda kritik role sahiptir. CD4
pozitif T hiicreler tarafindan tretilen IL-2 sitotoksik T lenfositlerin devamliliginda primer
mekanizma ya da yan iiriin olarak kabul edilmektedir. Antijenin temizlenmesinden sonra
efektor sitotoksik T lenfositlerin ¢ogu apopitoza ugrarken az bir kismi hafiza fenotipinde
lenfositlere dontisiir. Bellek fenotipindeki T hiicrelerin efektér cevabi takiben dolasimda
bulundugu kabul edilmektedir. Ancak CD4 pozitif T hiicrelerin bellek T hiicrelerinin
olusumundaki rolii tartismalidir (184).

2.14.3 Fork-Head Box P3 (FOXP3) ve CD4 Pozitif Regiilatuar T Lenfositler (Treg)

(Supresor T Hiicreler)

Regiilatuar T hiicreler (Treg) immiin sistemin kontrolii, self-antijenlere kars1 tolerans
gelisimi ve otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesinde gorev alan T hiicrelerdir (185). Treg’ler
CD4 pozitif periferal T hiicrelerin %5-10’unu olusturmaktadir (186). Sitotoksik T lenfosit
iligkili antijen 4 (CTLA-4), IL-2, IL-10, TGF-B, IL-35, “glucocorticoid-induced TNF
receptor” (GITR), lenfosit aktivasyon geni 3 (LAG3), granzim B, adenozin ve siklik AMP
(cAMP) Treg aracili immunsupresif aktivitede yer aldigi belirlenmis molekiillerdir (187).
Treg’ler IL-10, TGF-B ve IL-35 gibi proteinlerin salinimi ile proinflamatuvar siireci baskilar.
Ayrica Treg’ler CTLA-4 yiizey ekspresyonu ile dendritik hiicrelerin “tolerogenic” dendritik
hiicrelere doniistimiinii saglayarak APC’lerde bulunan kostimiilatérler olan CD80 ve
CD86’nin ekspresyonunu azaltmasi yani sira dendritik hiicrelerin baskilayici bir enzim olan

indolamin (2,3)-dioksijenaz iiretimini uyarir. Immiin kontrol noktas: reseptorii olan lenfosit
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aktivasyon geni 3 (LAG3) ve “neuropilin 1” (NRP1) de “tolerogenic” dendritik hiicrelere
dontisiimiinde etkilidir. Treg’lerin bir kisminin yilizeyinde oldukca yiiksek diizeyde eksprese
edilen CD39 ve CD73 ekstraselliiler ATP’yi adenozine doniistiirerek efektdr T hiicrelerin
proliferasyonunun inhibisyonu ve dendritik hiicrelerin fonksiyonunun suprese edilmesini
saglar (186).

Niikleer transkripsiyon faktorii olan FOXP3, Treg’lerin gelisimi ve fonksiyonunda
onemli yere sahiptir. FOXP3 hiicrelerin supresif fenotipi icin gerekli gelisimsel basamaklarin
kontroliinde gorev almasi yani sira zaman iginde ekspresyon kaybi sonucunda Treg’lerin

supresor aktivitesinde azalmaya sebep olur (187).

IL-10 iireten Trl (tip 1 regulatuar T) hiicreler, TGF-B-lireten CD4 pozitif Th3 (T
helper 3) hiicreler, CD4 ve CD25 ve FOXP3 pozitif T hiicreler seklinde 3 tip CD4 pozitif
regiilatuar T hiicre tanimlanmistir. Trl ve Th3 hiicrelerin her ikisinde de “Fork-Head Box P3”
(FOXP3) ekspresyonu bulunmaz. Treg’ler yani sira myeloid-derive supresor hiicreler
(MDSC), regiilatuar B hiicreler (Breg), regiilatuar yd T hiicreler (yd-Treg), immunsupresif
plazmositler (ISPC), dogal lenfoid hiicrelerin (ILC) regiilatuar bir alt grubu diger
immunsupresif hiicreler olarak tanimlanmistir. Tiim bu immiin sistemin regiilasyonunda gérev
alan hiicreler arasinda CD4 ve CD25 ve FOXP3 pozitif regiilatuar T hiicreler fizyolojik olarak
en onemli role sahiptir. Treg’lerin immiin yanitta tanimlanmis mekanizmalari; supresif
sitokinler (IL-10, TGF-B, IL-35), metabolik bozulma (cAMP, CD39, CD73), antijen sunucu
hiicrelerin (APC) matiirasyon ve fonksiyonunun modiilasyonu ve sitoliz yolu ile baskilanmasi
seklinde Ozetlenebilir (187). Treg’ler temel olarak FOXP3 ekspresyonu yani sira IL-2
reseptori o zinciri (IL-2Ro/ CD25) yiiksek ekspresyon diizeyi ve IL-7R a-zinciri (CD127)
diisiik ekspresyon diizeyine sahiptirler (186).

Neoplastik siireclerde ¢ok cesitli tiimorlerde dolasimdaki ve tiimoér dokusundaki Treg
hiicre sayis1 artis gostermektedir. Kemokin reseptor eksprese eden aktive Treg hiicreler ve
timor mikrogevresinde iretilen kemokinler arasindaki iletisimin sonucunda Treg hiicre
gocliniin artmasi intratiimoral Treg hiicre birikimine sebep olan mekanizmalardan biri olarak
one stiriilmektedir. Kemokin- kemokin reseptor iletisimi CCL2 ve CCR4, CCL5ve CCRS,
hipoksi aracili CCL8 ve CCR10, CXCL12 ve CXCR4 arasinda gerceklesmektedir. Tiimor
mikrogevresinde bulunan reaktif oksijen tiirlerine kars1 Treg’lerin efektor T hiicrelere kiyasla
daha direngli olmas1 da Treg sayisinda rolatif artis ile sonuglanmaktadir. Treg artisina dair bir
baska teori ise Treg’lerin tiimor dokusunda tutulmasina ve varligimi siirdiirmesine timor

tarafindan Uretilen yag asitleri ve laktik asit gibi metabolitlerin yardimc1 olmasi seklindedir.
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Ayrica timor mikrogevresinde yiiksek diizeyde IDO ve adenozin bulunmasi da Treg artisini

destekleyen diger faktorlerdir (186).

Intratiméral Treg birikimi, ileri evre hastalk ve azalmis sagkalim ile
iliskilendirilmistir. Tiimoéral dokuda CD8 pozitif T hiicre/ Treg hiicre oraninin azalmasinin,
kotii klinik sonuglar agisindan prediktif oldugu saptanmistir. Kolektif deneysel ve klinik
veriler 1518inda intratiimoral Treg’lerin anti-tiimor yanit1 baskilayarak tiimor biliylimesine ve
progresyonuna yardimci oldugu, tiimdr anjiogenezini destekledigi, reseptor aktivator niikleer
kappa B ligand (RANKL) yolagi ile metastaz1 stimiile ettigi belirlenmistir. Bu nedenle kanser
tedavisinde Treg sayisini azaltmayi, tiimor dokusuna girisini kisitlamayr ya da Treg
fonksiyonunu inhibe etmeyi hedefleyen yaklagimlar degerlendirilmektedir (186). Ancak
Treg’lerin de bulundugu immunsupresif mikrogevrenin kotii klinik sonuglar ve tiimoriin
agresif davranigi ile iliskili olmasi solid tiimorler igin gegerli bir durum olup lenfomalarda
tiimdr mikrogevresinin prognostik etkisi ile ilgili sonuclar ¢eligkilidir. Lenfomalarda tiimori
infiltre eden Treg sayisindaki artis genelde daha iyi klinik sonuclar ile iligkili bulunmustur
(188).

2.14.4 CD68, CD163 ve Tiimér Iliskili Makrofajlar (TIM)

Tiimor mikrocevresinde yer alan stromal hiicre gruplart arasinda makrofajlar, timor
neovaskiilarizasyonunda ve progresyonundaki fonksiyonlar1 hakkinda elde edilen veriler
nedeniyle onem kazanmistir. Makrofajlar myeloid seriye ait olan monositlerin
ekstravazasyonu ile dokularda diferansiye olur. Makrofaj polarizasyonunu basitlestirmek i¢in
klasik aktive makrofaj (M1) ve alternatif aktive makrofaj (M2) seklinde fenotipik ve
fonksiyonel agidan farkli bir terminoloji kullanilmaktadir. Periferik kanda dolasan monositler
ise inflamatuar uyari ile g¢esitli makrofajlara ve dendritik hiicrelere doniisen inflamatuar
monositler, M2 benzeri makrofajlara doniisen yerlesik (resident) monositler olmak tizere iki

grupta bulunur (189).

Makrofajlar ~ hiicre  debrilerinin  veya  mikroorganizmalarin  fagositozu,
immunmodiilator sitokin salinimi, T hiicrelere antijen sunumu ve lenfosit aktivasyonunda
yardimct hiicre gorevi gibi ¢ok sayida fonksiyonu bulunan dogal (innate) immiinite
hiicreleridir. Bu hiicreler inflamasyonun olusumu ve rezoliisyonu yani sira remodelasyon ve
tamir doneminde doku homeostazinin devamliliginda kritik role sahiptir. Lipopolisakkaritler

ve IFNy gibi klasik aktivatorler ile indiiklenen M1 makrofajlar, bakterisidal, antijen sunucu
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hiicre fonksiyonlar1 yani sira naif CD4 pozitif T hiicrelerin Thl efektor hiicrelere ve Th17
hiicrelere diferansiasyonunda yardimcidir. M2 makrofajlar (aktive makrofajlar) ise IL-4, IL-
10 ve IL-13 gibi interlokinler ile aktive olur. M2 makrofajlar CD4 pozitif Th2 hiicrelerin
stimiilasyonunda ve Treg hiicrelerin diferansiasyonunda gorev alir. M2 makrofajlar, T hiicre
polarizasyonundaki etkileri sayesinde, B hiicrelerden antikor iiretimi ve CD8 pozitif sitotoksik
T hiicre/ dogal o6ldiiriicii hiicre aktivitesinin baskilanmasini saglamaktadir. Ayrica M2
makrofajlar, M1 makrofajlara oranla hiicresel debrinin temizlenmesi ve anjiogenezin

desteklenmesi konusunda daha 6nemli fonksiyona sahiptir (189).

CD68, makrofajlar tarafindan eksprese edilen, lizozomlarla iligkili, 110 kilodaltonluk
bir glikoproteindir. Pek ¢ok benign ve malign histiyositik lezyonda ekspresyonu mevcuttur
(180).

CD163 antijeni, 175 kilodaltonluk bir hiicre yiizey glikoproteinidir. Dokularin
cogunda makrofajlar tarafindan eksprese edilmesi yani sira atipik fibréz ksantom veya
monositik seri kokenli akut losemilerde de pozitif olabilir. Ancak immatiir monositler,

alveoler makrofajlar veya mikroglial hiicrelerde ekspresyon goriilmez (180).

Tiimor iliskili makrofajlarmn (TIM), biiyiime faktorleri, sitokinler ve proteazlar
iireterek tiimor gelisimine ve progresyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (23). TIM’mn
genellikle M2 polarize fenotipte goriilen ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (189). M1
makrofajlarin ve Thl hiicrelerin anti-timor immiin etkisinin inhibisyonu yani sira Treg ve
Th2 hiicrelerin aktivasyonunda etkilidir (24). Regiilatuar T hiicrelerin solid tiimorlerde anti-
timor aktivitenin etkisini azaltti§1 ve timor progresyonu yani sira kotii prognozla iligkili
oldugu bilinmektedir (25). Ancak pek ¢ok lenfoid malignitede tiimorii infiltre eden regiilatuar
T hiicre artiginin iyi prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (26).

CC kemokinler, CCL2 (monosit kemoatraktan protein-1/MCP-1), CCL3 (makrofaj
inflamatuvar protein-1a), CLL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES) ve CCL8 (MCP-2), vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), plasental biiyiime faktorii (P1GF), koloni stimulan faktor
1 (CSF-1) ve stromal derive faktér 1 (SDF-1/CXCL12) gibi molekiiller tiimor tarafindan
salgilanmakta olup monositlerin timore devamli takviyesini saglamaktadir. Tiimdrlerde bu
faktorlerin diizeylerinin TIM yogunlugu ile korele oldugu ve genelde kotii klinik sonuglarla
iligkili bulundugu tespit edilmistir (189). Makrofajlar, antikor bagimli fagositozun 6nemli
mediatorleri  oldugundan, anti-CD20 monoklonal antikor (rituximab/obinutuzumab)

tedavisine yanit i¢in makrofajlarin gerekli oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (190).
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TIM’lerin anjiogenez, lenfanjiogenez, tiimor invazyonu ve metastazi, immiiniteden
kagis ve immunsupresyon mekanizmalar1 ile tiimor gelisimi ve progresyonuna katkida
bulunduguna dair veriler saptanmistir (189). Nam ve arkadaslarinin ¢alismasinda, kombine
immunokemoterapi ile tedavi edilen DBBHL olgularinda, artmis CD163 eksprese eden hiicre
sayisinin ve CD163/ CD68 eksprese eden hiicre oraninin koétii prognozu dngérmede etkili
oldugu gosterilmistir (27). McCord ve arkadaslarmin calismasinda DBBHL’lerde TiM
belirtegleri ile PD-L1 arasinda korelasyonu destekleyen bulgular saptanmis olmakla birlikte,
bu durumun muhtemelen antijen bagimlhi fagositozda gorevli bir aktive makrofaj tipini
yansittigl ve modern immunokemoterapi ile tedavi edilen hastalarda gézlenen daha 1yi klinik

sonuglara katkida bulundugu belirtilmistir (190).

2.15 Programmed Cell Death Protein-1 (PD-1) ve Programmed Death Ligand-1/2 (PD-
L1/2) Yolag:

“Programmed cell death protein 1” (PD-1 ya da CD279), CD28 ve CTLA-4
immunoglobulin siiper ailesinin bir iiyesidir. PD-1, B7 ailesinin ligandlari olan PD-L1
(CD274 ya da B7-H1) ve PD-L2 (CD273 ya da B7-DC) ile baglanir. PD-1, aktive T hiicreler,
B hiicreler, dogal &ldiiriicii hiicreler, makrofajlar ve tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL)
biiyiik bir kisminda eksprese edilir (28). PD-L1 ise fizyolojik olarak B hiicreler, T hiicreler ve
makrofajlarin ylizeyinde ekspresyon gosterirken, PD-L2 APC’ler ve epitelyal dokularda
eksprese edilir (191).

PD-L1, PD-1 reseptoriine baglanarak sitokin tretimini ve T hiicrelerinin hiicre
siklusunda ilerlemesini inhibe etmektedir (29,30). PD-1 ve PD-L1 etkilesimi, T hiicre aracili

immiin yanit mekanizmasinda énemli bir kontrol noktasi gérevine sahiptir (31).

Naif T hiicreler, TCR ile APC iizerindeki MHC molekiillerinin etkilesimi ile antijeni
tanidiktan sonra aktive olur. Aktive edici sinyaller inhibitdr reseptdrler olan kontrol noktasi
molekiilleri tarafindan kontrol edilmektedir. Kontrol noktas1 molekiilii T hiicre aracili immiin
yanitin inhibisyonunda, kronik enfeksiy6z veya inflamatuvar siireclerin devamliliginda ¢ok
onemli bir yere sahiptir (192). PD-1 ve PD-L1’in ekstraselliiler domainlerinin etkilesimi PD-
1’de yapisal degisikligi uyarir. Bu degisiklik sonucunda sitoplazmik sinyalizasyon motifleri
olan immiinoreseptor tirozin bazli inhibitér motifler (ITIMs) ve immiinOreseptdr tirozin bazli
aktivasyon motifler (ITSM) fosforile olur. Fosforile olan sinyalizasyon motifleri ile “Src

Homology Region 2-Containing Protein Tyrosine Phosphatase-2” (SHP-2) ve SHP-1
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serbestlestirilir. Serbest haldeki SHP1/2 tarafindan “Zeta chain of T cell receptor associated
protein kinase 70” (ZAP70) defosforile edilir. TCR sinyal yolaklarinin “downstream” iiyesi
olan defosforile ZAP70, fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)/Akt yolagini, RAS/MEK/Erk yolagini
ve Protein kinaz C theta yolagini inhibe eder. Sonugta PD-1 aracili inhibit6r yolak, azalmis T
hiicre proliferasyonu ve IL-2 iiretimi yani sira T hiicre tiiketimine sebep olan T hiicre

apopitozunu indiikler (192).

Normalde immiin kontrol noktasi, immiin yanit1 “down regiile” etmeye yardimeci bir
sistemdir, ancak bu mekanizma baz1 timorler tarafindan immiin kagis i¢in kullanilmaktadir.
Immiin kontrol noktasi yolaklar1 ile olusturulan terapotik girisim, immiin kontrol noktasi
blokaj1 olarak adlandirilmakta olup pek ¢ok tiimor tipinde belirgin basar1 saglamistir. Son

donemde en genis kapsamda ¢aligilan kontrol noktasi PD-1 ve ligandlaridir (193).

Pek c¢ok tiimorde T hiicre aracili immiin yanittan kacis i¢in PD-L1 asir
ekspresyonunun bulundugu gosterilmistir (32—-34). Solid tiimoérlerde PD-1 ve PD-L1 blokaji
yapan immunoterapi ajanlari ile yapilan ¢alismalarda elde edilen uzun dénem klinik sonuglar

sebebiylele anti-tiimo6r immiinite 6nem kazanmaktadir (35,36).

2.15.1 Lenfomalarda PD-1 ve PD-L1/ PD-L2 Yolag

Lenfomalarda PD-1 tiimér hiicrelerinde sik sik “upregiile” edilir. Follikiiler T helper
hiicrelerden (TFH) koken alan ‘anjioimmunoblastik T hiicreli lenfoma’, ‘follikiiler T hiicreli
lenfoma’ ve ‘TFH fenotipinde nodal periferal T hiicreli lenfoma’da PD-1 ekspresyonu
mevcuttur. Benzer sekilde KLL’deki neoplastik B hiicrelerin bir kisminda sik PD-1
“upregiilasyonu” gergeklestirilir. PD-L1 ve PD-L2 ligandlar1 da bazi B ve T hiicreli
lenfomalarda tiimor hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Farkli lenfoma gruplarinda PD-L1
blokajinin proliferasyonu azaltici etkisinin saptanmis olmasi, NHL patogenezinde PD-1/PD-
L1 ekspresyonunun onemli yeri oldugunu gostermektedir. Efektor T hiicrelerdeki PD-1 ve
PD-L1/PD-L2 baglanmasi ile aktive olan intraselliler PD-1 sinyal olusumu, T hiicre
aktivasyon sinyallerini azaltarak etkin anti-timor yaniti inhibe eder. NHL’larin timor
mikrogevresinde PD-1’in efektér T hiicrelerde ve PD-L1’in myeloid hiicrelerde eksprese
edilebilmesi, NHL’de PD-1/PD-L1 etkilesiminin immiin ka¢is mekanizmasinda yer almasini
saglamaktadir. Malign lenfoid hiicrelerdeki PD-L1 ve PD-L2 asir1 ekspresyonu, ayni tiimorde
birden fazla da goriilebilen, intrensek ve ekstrensek adaptif immiin direng olarak bahsedilen

¢ok sayida mekanizmanin sebebi olabilir (191).
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2.15.2 Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfomada (DBBHL) PD-1 ve PD-L1/ PD-L2

Ekspresyonu

Diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfomada (DBBHL) PD-L1 hem neoplastik B hiicrelerde,
hem de makrofajlar gibi tliimor mikrogevresini olusturan non-neoplastik hiicrelerde eksprese
edilebilir (191). Literatirde DBBHL olgularinda PD-L1 ekspresyonu %?20-30 dolayinda
bildirilmis olmakla birlikte, pozitiflik i¢in kabul edilen esik degerin farkli olmasi (%5-30
arasinda degisen) ve tiimor hiicreleri yami sira tiimor mikrogevresinde bulunan diger
hiicrelerde de eksprese edilmesi nedeniyle bildirilen pozitiflik oranlar1 olduk¢a degiskendir
(30,191). DBBHL’de PD-L1 diizeyini arastiran ¢alismalarda, ABC alt tipinde daha yiiksek
ekspresyon oranlar1 saptanmistir. Ancak PD-L2 ekspresyonu detayli olarak belgelenmemis
olmakla birlikte, cogu NHL’de ekspresyon izlenmemistir. PD-L1’in aksine hemen daima
tiimdr mikrogevresini olusturan hiicrelerde ve incelenen tiimor alanina gore degisen sayida
hiicrede PD-1 eksprese edilmektedir. DBBHL’de tiimdr hiicrelerinde diisiik diizeyde ylizey
PD-1 ekspresyonu goriilmekle birlikte olgularin bir kisminda PD-1 ve PD-L1 koekspresyonu
belirlenmistir (191).

2.15.3 Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomada (DBBHL) PD-1 ve PD-L1/ PD-L2
Ekspresyonunun Prognoz iliskisi

DBBHL’da PD-1 ve PD-L1 ekspresyonunun prognostik 6nemi oldugu gosterilmistir.
Kiyasu ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢aligmada PD-L1 pozitif hastalarin toplam
sagkalim oranlarinin, PD-L1 negatif olan hastalara oranla daha diisiik oldugu saptanmustir.
Ayrica PD-L1 pozitif tiimor hiicreleri ve diisiik oranda PD-1 pozitif TIL saptanan hastalar,
PD-L1 negatif tiimor hiicreleri ve yiiksek oranda PD-1 pozitif TIL saptanan hastalarla
karsilastirildiginda daha kotii prognoza sahip olduklari belirlenmistir  (30). Timor
hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu degerlendiren ¢aligmalarda genelde, DBBHL alt tipleri
arasinda en kotii prognoza sahip olan ABC grubundaki hastalarda goriilen bir bulgu olarak
bahsedilmektedir (191). Literatiirde yer alan bazi caligmalarda yiiksek PD-1 ekspresyonu

gosteren TIL varlig1 ile daha iyi sagkalim oranlar arasinda korelasyon saptanmugtir (194).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 DBBHL Olgularinin Cahismaya Dahil Edilme Kriterleri

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi T1bbi Patoloji Anabilim Dali’nda, 2009-2016
yillar1 arasindaki arsiv kayitlarina ait veriler degerlendirilerek, “diffiiz biiylik B hiicreli
lenfoma, spesifiye edilemeyen (NOS)” tanis1 almis, ardisik 562 olgu arasindan, asagida yer
alan kriterlere sahip olgular c¢alisma dis1 birakilarak, parafin blok ve preperatlarina
ulagilabilen toplam 163 olgu c¢aligmaya dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen olgular

arasinda diger hastanelerden merkezimize konsiilte edilen 23 adet materyal de bulunmaktadir.

Asagida yer alan 6zellikleri bulunduran olgular calismaya dahil edilmemistir.

» Spesifik tant gruplarinda degerlendirilen biiyiik B hiicreli lenfoma hastalarina ait biyopsi

materyalleri,

* Klinik 6zgecmisinde diisiik dereceli BHL tanis1 bulunan ve DBBHL transformasyonu

olarak degerlendirilen olgular,

 Parafin bloklarinda kiigiik boyutlarda doku 6rnegi kaldigi igin seri kesitlerde kaybedilme

riski tagtyan biyopsi materyalleri,

+ PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 ve CD163 immunhistokimyasal boyamalar1 i¢in

hazirlanan kesitlerde tiimor dokusu dokiilmiis olan biyopsi materyalleri,

» Kilinik takip ve hastalik progresyonuna iliskin verilere ulagilamayan olgular

3.2 Etik Kurul Onay1

Calismamiza yonelik Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 22.02.2019 tarihinde 19-2. I'T/29 karar numarasiyla etik kurul onayr alinmistir.
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3.3 Mikroskobik Degerlendirme

Calisma kapsaminda yer alan 163 olguya ait arsivimizde yer alan H&E boyali
preperatlar ve immunhistokimyasal belirteclere ait preperatlar tekrar degerlendirilerek DSO

2016 siniflamasi ile tanilar korele edildi.

Olgularin tamami arsivimizde bulunan CD3, CD20, BCL-2, BCL-6, MUM1, CD10,
MYC, Ki67 immunhistokimyasal belirteclerine ait preperatlart ve EBER-CISH yontemi ile

EBV enfeksiyonunun varlig1 agisindan tekrar degerlendirildi.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 siniflamasinda yer aldig: iizere tiimér hiicrelerinde;
CD10, BCL6, MUMI icin hiicrelerin %30’unda veya daha fazlasinda ekspresyon olmasi,
MYC igin hiicrelerin %40’inda veya daha fazlasinda ekspresyon olmasi, BCL-2 igin
hiicrelerin %50’sinde veya daha fazlasinda ekspresyon olmasi durumunda bu belirtegler
pozitif olarak degerlendirildi. Ki67 proliferasyon indeksi, timor hiicrelerinin pozitiflik
oranina gore belirlendi. EBER-CISH yontemi ile tiimor hiicrelerinde EBV pozitifligi

incelendi.

Olgulara molekiiler alt tiplerin belirlenmesine yonelik bir yontem olan Hans
algoritmasi uygulandi. Hans algoritmasinda CD10, BCL- 6 ve MUM1 immunhistokimyasal
belirtegleri yukarida belirtildigi iizere tiimor hiicrelerinde bu belirteglerin ekspresyon
oranlarina gore pozitif ve negatif olarak degerlendirilmesi yontemi uygulandi. TUmor
hiicrelerinde yalnizca CD10 pozitifligi ya da hem CD10 hem BCL6 pozitifligi varliginda
GCB alt tipi olarak belirtildi. Tiimor hiicrelerinde CD10 negatifligi ve BCL6 pozitifligi
izlenmesi durumunda MUMI1 ekspresyon durumuna gére; MUMI1 pozitif olgular ABC,
MUML1 negatif olgular GCB alt tipi olarak kabul edildi. CD10, BCL6 ve MUM1
belirte¢lerinin tliciiniin de negatif saptandig1 olgular ABC alt tipinde degerlendirildi.

3.4 “Doku Mikroarray (DMA)” Teknigi ile Parafin Bloklarin Hazirlanmasi

“Doku mikroarray (DMA)” teknigi ile canli tim6r dokusu igeren birden fazla parafin
blogu bulunan 132 olguya ait arsivde bulunan preperatlardan canli timér dokusunun en yogun
oldugu, tiimérii en iyi temsil eden alanlar isaretlendi. Isaretlenen preperatlara ait arsiv
bloklarindan (dondr) Unitma manuel DMA hazirlama setinde bulunan blok tutucu yardim ile
5 mm ¢apinda 12 cukur igeren alic1 parafin blok hazirland:. Isaretli timor alanlarii igeren 5
mm capindaki 6rnekler punch aparati ile donor bloklardan ¢ikarilarak alict bloga yerlestirildi.

Alict blokta birinci siraya immunhistokimyasal belirtecler i¢in kontrol dokusu olarak da
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belirlenen apendiks dokusu gomiildii. Diger 11 ¢ukura belirlenen olgulara ait isaretli timor
dokular1 gémiildii. Her bir blokta 11 olguya ait tiimor dokusu igeren toplam 12 adet DMA
teknigi ile hazirlanmig alic1 blok elde edildi. Alici bloklar 10 dakika boyunca 60° ‘lik etiivde
bekletildi. Daha sonra alici bloklardan PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 ve CD163
immunhistokimyasal belirteclerine yonelik incelemeler i¢in ii¢ mikron kalinliginda kesitler
alindi. Immunhistokimyasal ydntem sonrasinda kesitte tiimor dokusu kalmayan ya da teknik
nedenlerle dokiilen olgular i¢in DMA yonteminin uygulandigi dondr bloklardan tekrar kesit
almarak islem tekrarlandi. DMA teknigi acisindan uygun olmayan 31 olgu ise arsivde
bulunan parafin bloklarindan, PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 ve CD163

immunhistokimyasal belirteclerine yonelik 3 mikron kalinliginda kesitler alinarak

degerlendirildi.
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Sekil 5: Doku "mikroarray" yontemi ile hazirlanan bloklar ve immunhistokimyasal

belirteclere ait preparatlar

3.5 PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 ve CD163 Immunhistokimyasal

Belirteclerinin Boyama Yontemleri

PD-L1 antikoruna yonelik pozitif ve negatif kontrol dokusu olarak tonsil belirlendi.
PD-L1 pozitifligi agisindan daha 6nceden bu belirtecin pozitif oldugu belirlenmis olan diffiiz

bliylik B hiicreli lenfoma olgusuna ait parafin bloklar kullanildi.

PD-1 antikoruna yonelik pozitif ve negatif kontrol dokusu olarak tonsil belirlendi. PD-
1 pozitifligi acisindan daha onceden bu belirtecin pozitif oldugu belirlenmis olan
anjioimmiinoblastik T hiicreli lenfoma tanis1 almig bir lenf nodiiliine ait parafin bloklar

kullanilda.
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FOXP3 antikoruna yonelik pozitif ve negatif kontrol dokusu olarak tonsil belirlendi.
FOXP3 pozitifligi agisindan daha 6nceden bu belirtecin pozitif oldugu belirlenmis olan klasik
Hodgkin lenfoma tanil1 bir olguya ait parafin bloklar secildi.

CD4, CD8, CD68, CD163 antikorlar1 i¢in pozitif ve negatif kontrol dokusu olarak

tonsil belirlendi.

DMA teknigi ile hazirlanan toplam 132 olguya ait dokular1 iceren 12 alict blok ve
DMA teknigine uygun olmayan 31 olguya ait arsivimizde bulunan formalin ile tespit olmus,
parafine gomiilii doku bloklarindan 3 mikron kalinhigina kesitler hazirlandi. Hazirlanan
kesitler pozitif yiikli lamlar (Thermo Scientific, Menzel Glaser, Superfrost Plus
ca./env./approx. 25x75x1,0 mm) iizerine alindiktan sonra 65°C’lik etiivde bir gece bekletildi

ve kurutuldu.

PD-1, FOXP3, CD4, CD8 ve CD163 immunhistokimyasal incelemeleri i¢in kurutulan
preparatlar Ventana Medical System-Benchmark XT/ISH Staining module yerlestirilerek
Ultraview Universal DAB kiti ve primer antikorlar kullanilarak asagllidaki prosediirler

uygulandi:

1. EZ Prep soliisyonu igerisinde 75°C’de 8 dakika boyunca deparafinizasyon

2. EDTA bazli buffer ph:7,8 ile 95°C’de 60 dakika boyunca antijen agiga ¢ikarma islemi
3. UV INHIBITOR soliisyonu ile 37°C’de 4 dakika boyunca inhibitor bloklama iglemi
4. Primer antikor inkiibasyonu

e PD-1 (klon: NAT105, kullanima hazir, Cell Marque) i¢in 60 dakika primer antikor

inkiibasyonu

e FOXP3 (klon: EP340, konsantre (1/100), Epitomics) i¢cin 60 dakika primer antikor

inkiibasyonu
e (D4 (klon: SP35, kullanima hazir,Ventana) i¢in 24 dakika primer antikor inkiibasyonu
e (DS (klon: 1AS5, konsantre (1/30), Leica) i¢in 32 dakika primer antikor inkiibasyonu

e CD163 (klon: MRQ-26, kullanima hazir, Cell Marque) i¢in 32 dakika primer antikor

inkiibasyonu

5. 8 dakika boyunca Ultraview DAB + Ultraview DAB H202 inkiibasyonu
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6. 8 dakika boyunca hematoksilen ile zit boyanma
7. 4 dakika boyunca BLUING REAGENT ile inkiibasyon

Yukarida belirtilen her basamagin gecislerinde ve son asamada Reaction buffer ile

durulama yapildi.

CD68 immunhistokimyasal incelemesi i¢in kurutulan preperatlar Ventana Medical
System-Benchmark XT/ISH Staining module yerlestirilerek Ultraview Universal DAB kiti ve

primer antikorlar kullanilarak asag(lidaki prosediirler uygulandi:

1. EZ Prep soliisyonu igerisinde 75°C’de 8 dakika boyunca deparafinizasyon

2. EDTA bazl buffer ph:7,8 ile 95°C’de 30 dakika boyunca antijen aciga ¢ikarma islemi
3. UV INHIBITOR soliisyonu ile 37°C’de 4 dakika boyunca inhibitor bloklama islemi
4. Primer antikor inkiibasyonu

e CD68 (klon: KP-1, kullanima hazir, Ventana) i¢in 24 dakika primer antikor

inkiibasyonu
5. 8 dakika boyunca Ultraview DAB + Ultraview DAB H202 inkiibasyonu
6. 8 dakika boyunca hematoksilen ile zit boyanma
7. 4 dakika boyunca BLUING REAGENT ile inkiibasyon

Yukarida belirtilen her basamagin gecislerinde ve son asamada Reaction buffer ile

durulama yapildi.

PD-L1 immunhistokimyasal incelemesi i¢in kurutulan preperatlar Ventana Medical
System-Benchmark XT/ISH Staining module yerlestirilerek Optiview Universal DAB kiti ve

primer antikorlar kullanilarak asag(lidaki prosediirler uygulandi:

1. EZ Prep soliisyonu igerisinde 75°C’de 8 dakika boyunca deparafinizasyon

2. EDTA bazl buffer ph:7,8 ile 95°C’de 64 dakika boyunca antijen agiga ¢ikarma islemi
3. UV INHIBITOR soliisyonu ile 37°C’de 4 dakika boyunca inhibitor bloklama iglemi

4. Primer antikor inkiibasyonu
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e PD-L1 (klon: SP142, kullanima hazir, Ventana) icin 60 dakika primer antikor

inkiibasyonu
5. Birer kez dorder dakika amplifier A ve B uygulamasi
6. 8 dakika boyunca Ultraview DAB + Ultraview DAB H202 inkiibasyonu
7. 8 dakika boyunca hematoksilen ile zit boyanma
8. 4 dakika boyunca BLUING REAGENT ile inkiibasyon

Yukarida belirtilen her basamagin gecislerinde ve son asamada Reaction buffer ile

durulama yapildi.

Makineden ¢ikarilan preparatlar sabunlu suyla yikanip durulandi. Saf alkolde 3 kez 3
dakika boyunca bekletilerek sudan kurtarma islemi uygulandi. Ardindan ksilende 1 dakika
bekletilerek balsam ile kapatma iglemi yapildi.

3.6 Immiinhistokimyasal Belirteclerin Degerlendirilmesi

PD-L1 immunhistokimyasal belirteci membrandz ve/veya sitoplazmik boyanma
varliginda, PD-1 immunhistokimyasal belirteci ise yalnizca sitoplazmik boyanma varliginda
pozitif olarak degerlendirildi. FOXP3 immunhistokimyasal belirteci niikleer ekspresyon
durumunda pozitif olarak kabul edildi. CD4 ve CD8 immunhistokimyasal belirtegleri igin
membrandz boyanma pozitiflik yoniinde degerlendirildi. CD68 (KP1 klonu)
immunhistokimyasal belirteci i¢in sitoplazmik boyanma gdsteren hiicreler pozitif kabul edildi.
CD163 immunhistokimyasal belirtecine yonelik degerlendirmede membrandz boyanma

gosteren hiicrelerde pozitiflik degerlendirildi.

Immunhistokimyasal belirteclere yonelik degerlendirme ii¢ patolog (NEO, DD, GB)
tarafindan yapildi. H/E preparatlar ile timor ve tiimor mikrogevresi gézden gegirildi. PD-L1
oncelikle tiimor hiicrelerinde degerlendirildi. PD-L1 immunhistokimyasal belirteci ile
membrandz ve/veya sitoplazmik pozitiflik saptanan tiimor hiicrelerinin tiim tiimor hiicrelerine
orani belirlendi. PD-L1’in tek bir timor hiicresindeki boyanma yogunlugu da; “boyanma
yok:0, zayif boyanma:l, orta siddette boyanma:2, kuvvetli boyanma:3” gseklinde
degerlendirilip pozitif boyanan tiim tiimor hiicrelerinin ortalamasi alindi ve boyanma siddeti
olarak belirlendi. Tiimor hiicresinde izlenen sitoplazmik ve/veya membranéz PD-L1 boyanma
oranlarina gore bes grupta degerlendirilerek boyanma oran1 %1-5:skor 1, %6-9: skor 2, %10-

25: skor 3, %26-50: skor 4, %51-100: skor 5 seklinde skorlandi. Daha sonra tiimor
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mikrogevresinde PD-L1 ile pozitif boyanan hiicrelerin tiim mikrogevreye orani
degerlendirildi. FOXP3 immunhistokimyasal belirteci i¢in tiimér mikrocevresinde niikleer
ekspresyon gosteren T hiicrelerin tim mikrogevreyi olusturan hiicrelere orant degerlendirildi.
Ayrica mikrogevre disinda timor hiicrelerinde FOXP3 ekspresyonu bulunan ve bulunmayan

olgular olarak da degerlendirme yapildi.

PD-1 immunhistokimyasal belirteci tiimdr hiicrelerinde degerlendirildi. Sitoplazmik
boyanma gosteren timor hiicrelerinin, tim timor hiicrelerine orani hesaplandi. Timor
mikrogevresinde PD-1 ile sitoplazmik boyanma izlenen hiicrelerin tiim tiimor mikrogevresini

olusturan hiicrelere orani saptandi.

Tiimor mikrocevresinde CD4 ve CD8 immunhistokimyasal belirtegleri, CD3 ile T
lenfositlerin genel dagilimi1 degerlendirildikten sonra sirasi ile gozden gegirildi. CD4 pozitif

ve CD8 pozitif T lenfositlerin oran1 hesaplandi.

CD68 (KP1 klonu) immunhistokimyasal belirteci DMA teknigi ile hazirlanan alici
bloklarda yer alan her dokunun degerlendirmeye alinan tim alani ve DMA teknigine uygun
olmayan tiim olgulardan hazirlanan kesitin tiim alani1 degerlendirildikten sonra pozitif olan
hiicrelerin en yogun oldugu alandaki hiicreler sayilarak 1 biiylik biiyiitme alaninda (BBA)
CD68 pozitif hiicre sayist hesaplandi. Ayrica CD68 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi

olusturan hiicrelere oran1 saptandi.

CD163 immunhistokimyasal belirteci DMA teknigi ile hazirlanan alict bloklarda yer
alan her dokunun degerlendirmeye alinan tiim alan1 ve DMA teknigine uygun olmayan tiim
olgulardan hazirlanan kesitin tiim alani degerlendirildikten sonra pozitif olan hiicrelerin en
yogun oldugu alandaki hiicreler sayilarak 1 biiyiik biiylitme alaninda (BBA) CD163 pozitif
hiicre sayis1 hesaplandi. Ayrica CD163 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan

hiicrelere oran1 saptandi.

3.7 Progresyon, Takip ve Sagkalim Verilerinin Degerlendirilmesi

Hastalarin progresyon, takip ve sagkalim durumlarina ait verilerine hastanemizin
arsivinde bulunan hasta dosyalarinin taranmasi, elektronik hasta dosyalarmin taranmasi ve
hasta ya da hasta yakinlarina sistemde kayitli telefonlar ile goriisiilerek bilgi alinmasi

yontemleri ile ulasildi.
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3.8 Biyoistatistiksel Analiz

Calismaya ait istastiksel analizler icin SPSS IBM (Siiriim:25.0) paket program
kullanilmistir. “‘Ki-kare’” ve ‘‘Fisher’s exact test’’ ile kategorik degiskenler; ‘‘Student’s T
test”” ile normal dagilimli numerik degiskenler; ‘‘Spearman’s korelasyon katsayisi’” ve
““Mann-Whitney U testi’” ile diger degiskenler karsilastirilmistir. ‘‘Kaplan-Meier’’ testi,
“Log-Rank (Mantel- Cox)” testi ve “Cox Regresyon” analizi ile sagkalim analizleri
degerlendirilmistir. Analizlerin tamami i¢in p degeri 0,05’in altinda olanlar istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda “DBBHL, spesifiye edilemeyen (NOS)” tanili toplam 163 olgu
degerlendirildi.

4.1 Tam Yasi ve Cinsiyet

Olgularin tan1 aldig1 donemdeki medyan yast 62 olup tani yasi araliklart 13 ile 92 yas
arasinda degismektedir. Olgularin 83’1 (%50,9) kadin, 80’1 (%49,1) erkek olarak belirlendi.

m Kadin 83
m Erkek 80

Sekil 6: Calismaya dahil edilen olgularin kadin ve erkek orani
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Tablo 4: Timorde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68, CD163

ekspresyonu ile cinsiyet arasindaki iligki

Cinsiyet

Immunhistokimyasal Belirtecler

Kadin | Erkek b

degeri

Tiimoérde PD-L1 ekspresyon orant (% ortalama deger) 7,5 6,3 0,633
Tiimoér mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orant (% ortalama
deger) 5,9 85 | 0,066
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orani (% ortalama deger) 3,6 0,5 0,322
Tlimo6r mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orani (% ortalama deger) 15,6 141 | 0,717
Tiimér mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orant (% ortalama 133 116 | 0189
deger) ' ’ ’
Tiimo6r mikrogevresinde CD4 ekspresyon orant (% ortalama deger) 49,7 43,1 0,106
Tiim6r mikrogevresinde CD8 ekspresyon orant (% ortalama deger) 50,4 56,9 | 0,114
Tiim6r mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani (% ortalama deger) 33,1 31,1 0,577
Tiimo6r mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayisi (n=ortalama
deger) 47,9 47,0 | 0,628
Tiimo6r mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani (% ortalama 305 334 | 0518
deger) ' ’ ’
Tiimor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre sayist (n=ortalama 116 106 | 0776
deger) ' ’ ’
Tiimoérde FOXP3 ekspresyonu (olgu sayisi ve orani) 02 2338 02 2225 0,749

4.2 Timériin Lokalizasyonu

Olgular tiimor lokalizasyonu agisindan ele alindiginda olgularin 78 olguda (%47,9)

nodal tutulum, 85 olguda (%52,1) ekstranodal tutulum saptandi. Nodal tutulum bdlgeleri

arasinda, tiim tutulum bdlgelerinin %17,8’ini olusturan bas ve boyun yerlesimli lenf nodiilleri

en sik tiimor tutulum bolgesi olarak saptanmisken, diger nodal tutulum boélgeleri siklik

sirasina  gore; inguinal, aksiller, supraklavikiiler ve intraabdominal lenf nodiilii olarak

belirlendi. En sik tutulum saptanan ekstranodal lokalizasyonlar siklik sirasina gore;
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gastrointestinal traktiis, bas-boyun bdlgesi ekstranodal yumusak doku ve tonsil olarak

bulundu.

® Nodal n: 78 m Ekstranodal N: 85

Sekil 7: Tutulum bolgesine gore olgu say1 ve oranlari

Tablo 5: DBBHL olgularinin nodal ve ekstranodal tutulum bdlgelerinin say1 ve orant

Lokalizasyon Say1 (n) Oran (%)
Bas-Boyun Lenf Nodiilii 29 17,8
Aksiller Lenf Nodiili 14 8,6
Supraklavikiiler Lenf Nodiilii 5 3,1
Abdominal Lenf Nodiilii 2 1,2
Inguinal Lenf Nodiilii 24 14,7
Gastrointestinal traktiis 14 8,6
Karaciger 3 1,8
Dalak 3 1,8
Pankreas 1 0,6
Akciger ve Brons 1 0,6
Bas Boyun Bolgesi Ekstranodal 14 8,6
Yumusak Doku Govde/Ekstremite 7 4,3
Intraabdominal Ekstranodal Tutulum 7 4,3
Kemik 7 4,3
Tonsil 12 7,4
Testis 11 6,7
Spinal Kord 2 1,2
Tiroid 3 1,8
Meme 2 1,2
Siirrenal 1 0,6
Mesane 1 0,6
Total 163 100,0
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Tablo 6: Timorde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68, CD163

ekspresyonu ile tutulum bolgesi arasindaki iligki

Immunhistokimyasal Belirtec

Tutulum Bolgesi

Nodal | Ekstranodal degeri
Tiimoérde PD-L1 ekspresyon orani (%) 10,2 3,9 0,001
Tiimor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orani (%) 10,0 4,2 0,013
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orant (%) 2,6 1,6 0,921
Tiim6r mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orani (%) 20,0 10,1 0,052
Tiimo6r mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orani (%) 14,4 10,8 0,634
Tiimor mikrogevresinde CD4 ekspresyon orani (%) 45,1 47,6 0,584
Tiim6r mikrogevresinde CDS8 ekspresyon orant (%) 54,9 52,5 0,599
Tiim6r mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani (%) 32,7 31,6 0,903
Tiim6r mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayisi (n) 49,6 45,4 0,623
Tiimo6r mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani (%) 32,7 31,2 0,954
Tiim6r mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre sayisi (n) 43,4 39,0 0,789
Tiimoérde FOXP3 ekspresyonu (olgu sayisi ve orani) n=24 n=21 0,387

%30,8 %24,7

4.3 Kemik iligi Tutulumu

Olgularin 114’lintin  (%69,9) arsivimizde evreleme amacgh yapilmis kemik iligi

biyopsisine dair kaydi bulunmakta olup kemik iligi biyopsisi bulunan olgularin 20’sinde

(%17,5) DBBHL infiltrasyonu mevcuttu.

kemik iligi biyopsisi yok n: 49

Kemik iligi biyopsisi var n: 114

Sekil 8: Kemik iligi biyopsisi bulunan olgular
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Sekil 9: Kemik iligi tutulumu bulunan olgu sayis1 ve orani

Tablo 7: Timoérde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68, CD163

ekspresyonu ile kemik iligi tutulumu arasindaki iligki

Immunhistokimyasal Belirtec

Kemik iligi tutulumu

Var Yok p degeri
Tiimorde PD-L1 ekspresyon orant (%) 11,2 8,4 0,416
Tiimor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orani (%) 6,5 7,0 0,836
Tiimdrde PD-1 ekspresyon orani (%) 2,0 2,1 0,485
Tiimor mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orani (%) 20,4 16,7 0,937
Timor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orant (%) 11,0 14,8 0,297
Tiimor mikrogcevresinde CD4 ekspresyon orant (%) 37,8 50,6 0,042
Timor mikrogevresinde CD8 ekspresyon orant (%) 62,3 49,5 0,045
Timor mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani (%) 35,2 31,8 0,979
Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayisi (n) 53,9 46,6 0,955
Timor mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani (%) 38,0 30,5 0,328
Timor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre sayisi (n) 54,5 37,4 0,148
Tiimoérde FOXP3 ekspresyonu (olgu sayisi ve orani) n=6 | n=23 0,606

%30 | %24,5
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4.4 Olgularim Ozgecmisinde Saptanan Diger Maligniteler

Calismada yer alan olgularin elektronik hasta dosyasi ve arsiv dosyasi taramalari
sonucunda “DBBHL, NOS” tanis1 diginda bir olguda hematolojik, alti olguda non-
hematolojik malignite bulundugu tespit edildi. Olgularin birinin DBBHL tanis1 aldiktan sekiz
yil sonra inguinal lenf nodiiliinde “germinal merkezlerin progresif transformasyonu” tanisi
aldigl, gecmisinde non-hematolojik malignite tanisi olan diger olgulardan birinin deri
biyopsisinde bazal hiicreli karsinom, bir olgunun deri biyopsisinde skuamoz hiicreli
karsinoma in situ (Bowen hastalig1), iki olgunun kolon adenokarsinomu, bir olgunun memede
invaziv duktal karsinom, bir olgunun da tiroidin papiller mikrokarsinomu tanilar1 aldig

belirlendi.

4.5 Serum LDH Diizeyi

Olgularin tan1 aldiklar1 dénemde Oolgiilen serum LDH diizeyleri degerlendirildi.
Laboratuvar kayitlarina ve hasta dosyalarina ulasilabilen toplam 157 olgunun serum LDH
diizeyi 102 U/L ile 6381 U/L arasinda degismekte olup medyan diizey 399 U/L olarak
hesaplanda.
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Tablo 8: Timorde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68, CD163

ekspresyonu ile serum LDH diizeyi arasindaki iliski

Serum LDH Diizeyi (U/L)
Immunhistokimyasal Belirtecler D r Istatistiksel
Anlamh
degeri | degeri fliski

Tiimoérde PD-L1 ekspresyon orani (% ortalama deger) 0,125 | 0,123 | saptanmadi

e . i o
Tufnor mikrocevresinde PD-L1 ekspresyon oran1 (% ortalama 0,216 | 0,099 | saptanmads
deger)
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orant (% ortalama deger) 0,052 | -0,155 | saptanmadi

S — . i 0
Tufnor mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orani (% ortalama 0,317 | -0,080 | saptanmads
deger)

e . .
Tufnor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orani (% ortalama 0,350 | -0,075 | saptanmad
deger)

e . 4
Tufnor mikrogevresinde CD4 ekspresyon orani (% ortalama 0,460 | -0,059 | saptanmads
deger)

e . .
Tufnor mikrogevresinde CDS8 ekspresyon orani (% ortalama 0,429 | 0,064 | saptanmad
deger)

e . .
Tufnor mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani (% ortalama 0,874 | 0,013 | saptanmad:
deger)
Tuvmor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayis1 (n=ortalama 0,626 | 0,039 | saptanmads
deger)

e . o
Tuvmor mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani (% ortalama 0,181 | 0,107 | saptanmads
deger)
g:g;))r mikrocevresinde CD163 pozitif hiicre sayis1 (n=ortalama 0,135 | 0,120 | saptanmads

4.6 Takip Siiresi, Progresyon ve Sagkalim

Calismada olgularin medyan izlem siiresi 81 ay (min-maks:1 ay-143 ay) olarak
belirlendi. Caligmaya dahil edilen 163 olgunun 40’min (%24,5) 6ldigi, 29’unda (%17,8)

biyopsi ya da PET/BT ile saptanan hastalik progresyonu oldugu belirlendi.
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Toplam 163 olgunun altisinda genel sagkalim siiresi bir aydan kisa oldugu i¢in bu
olgular progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim degerlendirmelerine dahil edilmeyerek 157
olgunun progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim verilerine iliskin degerlendirme “Kaplan-
Meier” sagkalim analizi ve “Cox regresyon” testi ile yapildi. Bu olgularin genel sagkalim
medyan degeri 115,7+4,2 ay; progresyonsuz sagkalim medyan degeri 103,8+3,4 ay olarak
saptandi. Olgularin bir yillik genel sagkalim oran1 %92.4; ¢ yillik genel sagkalim orani
%84,6 ve bes yillik genel sagkalim orani %80 olarak hesaplandi. Olgularin bir yillik
progresyonsuz sagkalim oram1 %87,3; li¢ yillik progresyonsuz sagkalim orani %77 ve bes

yillik progresyonsuz sagkalim orani1 %73,1 olarak hesaplandi.

Sagkalim Fonksiyonu

1 Survival Function

10 { Censored
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Sekil 10: Kaplan- Meier genel sagkalim analizi

Progresyonsuz sagkalim ile serum LDH diizeyi, Ki67 proliferasyon indeksi, cinsiyet,
nodal ya da ekstranodal tutulum, kemik iligi tutulumu, Hans algoritmasi, BCL2
immunhistokimyasal incelemesi arasinda anlamli iligki bulunmadi (sirasiyla p=0,068,
p=0,553, p= 0,631, p=0,988, p=0,910, p=0,305, p=0,639). Progresyonsuz sagkalim ile BCL6,
MYC, CD10 ve MUM1 immunhistokimyasal incelemeleri arasinda anlamli iliski bulunmadi
(sirasiyla p=0,722, p=0,566, p=0,083, p=0,436).
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Progresyonsuz sagkalim ile immunhistokimyasal yontemle tiim6r mikrogevresinde
CD4 pozitif T hiicre oran1 ve CDS8 pozitif T hiicre orani arasindaki iliski degerlendirildi.
Tiimo6r mikrogevresinde CD4 pozitif T hiicre orani, progresyon saptanan olgularda ortalama
%38,8+22,6 (min-maks:%5-%90), progresyon bulunmayan olgularda %48,1425 (min-
maks:%5- %380) olarak bulundu. Tiimdr mikrogevresinde CD4 pozitif hiicre orani ile
progresyonsuz sagkalim arasinda anlamli iliski bulunmadi (p=0,068). Tiimér mikrogevresinde
CD8 pozitif T hiicre orani, progresyon saptanan olgularda ortalama %61,6+22,6 (min-
maks:%10-%95), progresyon bulunmayan olgularda %51,9+£25 (min-maks:%20-%95) olarak
bulundu. Tiimor mikrogevresinde CD8 pozitif hiicre orami ile progresyonsuz sagkalim

arasinda anlamli iligki saptanmadi (p=0,055).

Takip siiresince 6ldiigii bilinen hastalarin ortalama tani yast 68,6+15,2; sag olan
hastalarin  56,8+15,3 olarak hesaplandi. “Cox regresyon” analizi ile degerlendirme
yapildiginda tani yasinin artisinin genel sagkalim agisindan 1,066 kat artmis riske sahip
oldugu bulundu (%95 Giiven Araligi;1,035-1,098) (p<0,001). Ayrica tanit yast ile
progresyonsuz sagkalim iligkisinin degerlendirilmesi sonucunda artan tani yasinin
progresyonsuz sagkalim acisindan 1,036 kat artmis riske sahip oldugu belirlendi (Giiven
Aralig1:1,002-1,070) (p=0,034).
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Sekil 11: Kaplan-Meier progresyonsuz sagkalim analizi

55



Tablo 9: Tam yasi ile sagkalim iliskisi

Sagkalim Analizi O”ala“(‘;lt)a“‘ yast 'g‘rzjs p degieri | %95 GA
Coneloapkalim | Sag hesia Eg;i’tbfjs 1066 | <0001 | 1,035-1,008
Saghalm Al | 594 | Hameos | L0% | 0034 | 1002070
Tablo 10: Klinik ve patolojik parametreler ile sagkalim iliskisi

Genel Sagkalim Prc;gagjzl(:::uz
Klinik ve patolojik 6zellikler Medyan 0 Medyan o

siire (ay) | degeri | siire (ay) | degeri
Cinsiyet 1;:; 1fl7é9 0,458 gg: 0,666
wigesi | Shotranodsl wium | 161 | 0915 | pgg | 0498
o v o4 o | 5 | o
Slovitmass | GCB w02 | O | gy | 0558
BT o | 55| o
cia | 0 o | % o
ML s | 0% | gy | 098
ocis |t 8 o | 51| o
e gt ea | 09 | gy | 067
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Tablo 11: Timoérde FOXP3 ekspresyonu bulunan olgularin sagkalim analizi

Sagkalim analizi Tiimorde FOXP3 ekspresyonu bulunan olgular
Genel sagkahm analizi Yasayan hasta: Exitus hasta: p degeri

Medyan siire (ay) 1176 1113 0,426
Progresyonsuz sagkalim Progresyonsuz Progresyonlu ..
. ] ) p degeri

analizi hasta: hasta:
. 0,589
Medyan siire (ay) 100,7 ay 98,2 ay

Tablo 12: Timorde PD-L1 ekspresyonu, tiimor mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3,CD4,
CD8, CD68, CD163 ekspresyonu, Ki67 proliferasyon indeksi ile sagkalim

arasindaki iligki

o Progresyonsuz
Genel Sagkalim Sagkalim
. a4 -
Immunbhistokimyasal Belirtecler e g
c c
o o
= oo 2 2
S| 3 e | g
] - > >
& x e e
= i p a a p
Tiimérde PD-L1 ekspresyon orani (%) 8,4 2,2 0,211 |71 |60 0,723
Tiimor mikrocevresinde PD-L1 ekspresyon orani (%) 7,5 5,5 0,530 | 6,6 |86 0,913
Tiimor mikrocevresinde PD-1 ekspresyon oram (%) 16,0 | 11,3 |0,358 | 14,9 | 14,4 | 0,677
Tiimoér mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon oram (%) | 12,5 | 12,6 |0,880 | 12,6 | 12,0 | 0,823
Tiimér mikrocevresinde CD4 ekspresyon orani (%) 478 | 424 |0,302 | 48,1 | 38,8 | 0,068
Tiimér mikrocevresinde CD8 ekspresyon orani (%) 52,2 | 57,9 |0,274 | 51,9 | 61,6 | 0,055
Tiimor mikrocevresinde CD68 ekspresyon orani (%) 330 | 296 | 0,625 | 33,0 | 28,0 |0,254
Tiimor mikrocevresinde CD68 pozitif hiicre sayisi (n) 48,6 |439 | 0,422 |485 |425 | 0,249
Tiimoér mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani (%) 329 29,2 |0,753 | 33,0 | 27,1 | 0,208
Tiimor mikrocevresinde CD163 pozitif hiicre sayis1 (n) | 41,8 | 39,1 | 0,794 | 42,1 | 36,5 | 0,321
Ki67 proliferasyon indeksi (%6) 66,6 | 71,0 | 0,189 | 68,6 | 63,6 | 0,813

Yukarida belirtilen belirtegler ile sagkalim arasindaki iliski “Cox” regresyon analizi ile degerlendirilmis ve

ortalama degerler hesaplanmustir.
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4.7 CD10, BCL6 ve MUM1 immunhistokimyasal incelemeleri ile Hans Algoritmasi

Immunhistokimyasal incelemelerde CD10 ile 42 (%25,8) olguda, BCL6 ile 124
(%76,1) olguda, MUML ile 96 (%58,9) olguda pozitiflik mevcuttu. CD10, BCL6 ve MUM1

immunhistokimyasal incelemelerinin sonuglar1 degerlendirilerek olgulara Hans algoritmasi

uygulandi. Hans algoritmasina gére olgularin 101 tanesi (%62) non-GCB/ABC alt tipinde, 62

tanesi (%38) GCB alt tipinde degerlendirildi. Ki67 proliferasyon indeksi ile Hans algoritmasi

arasindaki iliski degerlendirildi. Hans algoritmasimna gore uyarlandiginda non-GCB/ABC

fenotipindeki grupta Ki67 proliferasyon indeksi medyan degeri %80, GCB fenotipindeki

grupta %70 olarak hesaplandi ancak istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p=0,081). Hans

algoritmasi ile serum LDH diizeyleri karsilagtirildiginda non-GCB/ABC fenotipindeki grupta

medyan degeri 428 U/L, GCB fenotipindeki grupta medyan degeri 359 U/L olarak belirlendi

ancak istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p=0,050).

Tablo 13: Olgularin CD10, MUM1 ve BC6 ekspresyon durumu

Olgu Sayis1 ve Oranlar

Immunhistokimyasal
Belirtecler Pozitif Pozitif | Negatif | Negatif | Toplam | Toplam
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
CD10 42 25,8 121 74,2 163 100
MUM1 96 58,9 67 41,1 163 100
BCL6 124 76,1 39 23,9 163 100

Tablo 14: Tam yasi, Ki67 proliferasyon indeksi, serum LDH diizeyi ile Hans algoritmasi

iligkisi
Hans Algoritmasi
Klinik ve patolojik ozellikler
ABC GCB p degeri
Tani yas1 (yil) 60,5 58,3 0,157
Ki67 proliferasyon indeksi (% medyan deger) 80 70 0,081
Serum LDH diizeyi (medyan deger U/L) 428 359 0,050*

*p=0,050095
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Tablo 15: Timorde ve mikrogevrede PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68, CD163 ekspresyonu ile CD10, BCL6, MUMI1, Hans Algoritmasi

arasindaki iliski

CD10 BCL6 MUM1 Hans Algoritmasi

Immunhistokimyasal Belirtecler “— = “— = “— =

= < = < = < O m

N (= N (o) N (@]

Q o D o ) o0 O

o pzd o (o pzd o a z a < O o
Tiimérde PD-L1 ekspresyon orani (%) 3,0 8,2 0,052 5,3 11,8 0,025 8,6 4,5 0,142 8,3 4,7 0,089
Tiimdr mikrogevresinde PD-1.1 140 | 45 |<0001| 75 | 52 | 0189 | 44 | 107 | <0001 | 38 | 122 | <0001
ekspresyon orani (%)
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orani (%) 1,0 2,5 0,955 2,7 0,0 0,258 2,5 1,5 0,513 2,0 2,3 0,628

Tiimor mikrocevresinde PD-1

25,7 111 <0,001 15,6 12,6 0,232 10,8 20,6 0,008 11,3 20,7 0,008
ekspresyon orani (%)

Tiimor mikrocevresinde FOXP3

19,9 9,9 0,073 14,3 6,8 0,022 91 17,3 0,081 9,2 17,8 0,151
ekspresyon orani (%)

Tiimor mikrocevresinde CD4

47,0 46,2 0,900 47,0 44,6 0,661 44,9 48,7 0,376 47,6 44,6 0,402
ekspresyon orani (%)

Tiimor mikrocevresinde CD8

53,0 53,8 0,890 53,0 55,6 0,622 55,1 51,5 0,399 52,5 55,4 0,418
ekspresyon orani (%)

Tiimor mikrocgevresinde CD68

30,5 32,7 0,558 30,9 36,1 0,220 34,2 29,2 0,110 32,9 30,9 0,447
ekspresyon orani (%)

Tiimor mikrocevresinde CD68 pozitif

.. 53,3 454 0,145 45,7 53,1 0,342 48,9 45,3 0,515 45,9 50,0 0,516
hiicre sayisi (n)

Tiimor mikrocevresinde CD163

26,8 33,7 0,038 30,4 36,8 0,108 36,5 25,3 0,001 33,9 28,8 0,065
ekspresyon orani (%)

Timor mikrogevresinde CD163 pozitif | 5,5 | 415 | 5009 | 389 | 481 | 0126 | 476 | 318 | <0001 | 450 | 348 | 0010
hiicre sayisi (n) — - e

Tiimoérde FOXP3 ekspresyonu (olgu n=5 n=40 n=34 n=11 n=37 n=8 n=36 n=9
sayisl ve orani) %119 | %33,1 | ™ | %27,4 | %282 %38,5 | %119 %35,6 | %20
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Sekil 12: Olgularin Hans Algoritmasina gore say1 ve orant

4.8 BCL2 ve MYC Immunhistokimyasal incelemeleri

Immunhistokimyasal yontemle 163 olgunun 72’sinde (%44,2) BCL2 pozitifligi
saptandi. BCL2 immunhistokimyasal inceleme sonuglari ile tiimor mikrogevresinde CD68
pozitif hiicre orant ve 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayist karsilastirildi. BCL2 negatif
saptanan olgularda pozitif olgulara kiyasla ile timor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre
oraninin ve 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisinin anlamli olarak daha fazla oldugu goézlendi
(swrasiyla p=0,0032, p=0,032). BCL2 immunhistokimyasal belirtecinin pozitif ya da negatif

olmasi ile progresyonsuz sagkalim arasinda anlamlilik bulunmadi (p=0,497).

Immunhistokimyasal ydntemle 163 olgunun 72’sinde (%44,2) MYC pozitif saptandi.
MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara gore
tiimdr hiicresinde PD-L1 boyanma siddeti ve boyanma skorunun anlamli olarak daha yiiksek

oldugu belirlendi (sirastyla p=0,047, p=0,031).

MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara

kiyasla tiimor mikrogevresinde PD-L1 pozitif hiicre oraninin anlamli olarak daha diisiik

oldugu bulundu (p=0,026).

MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara

kiyasla tiimor mikrogevresinde FOXP3 pozitif hiicre orani anlamli olarak daha yiiksekti.
(p=0,004).
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MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara

kiyasla tiimér mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre orani anlamli olarak daha diisiiktii

(p=0,035).

MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara

kiyasla Ki67 proliferasyon indeksi anlaml1 olarak daha ytiksekti (p=0,002).

Tablo 16: Timorde ve timor mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CD8 CDG68,
CD163 ekspresyonu ile BCL2 ve MYC ekspresyonu arasindaki iliski

BCL2 MYC
Immunhistokimyasal Belirtecler 'cgs - 'cgc ‘o 'cgc - g re
=8 | 50 80 S8 |58 80
53 | g3 3 | 53| 23| <
2o c o =¥ 8% | €c© =3
;l;zr)norde PD-L1 ekspresyon orani 7.2 6.6 0,928 9,2 5.4 0028
Tiimor mikrogevresinde PD-L1 5.3 8.3 0,497 5.0 8,2 0026
ekspresyon orani (%) E—
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orant (%) 4,2 0,4 0,203 3,1 1,4 0,648
Tiimor mikrogevresinde PD-1 9.5 191 0,063 11.2 172 | 0173
ekspresyon orani (%)
Tiim6r mikrogevresinde FOXP3 104 14.2 0,237 155 106 | 0,004
ekspresyon orani (%) B
Timor mikrogevresinde CD4 438 48.6 0,268 471 16 0,771
ekspresyon orani (%)
Tiimor mikrogevresinde CD8 56.3 515 0,256 53,0 540 | 0798
ekspresyon orani (%)
Timor mikrogevresinde CD68 56,3 52,2 0011 337 311 | 0448
ekspresyon orani (%) B
Timdr mikrogevresinde CD68 414 | 522 | 0032 | 447 | 492 | 0425
pozitif hiicre sayis1 (n)
Timo6r mikrogevresinde CD163 30,1 33.4 0,357 36,4 29 0035
ekspresyon orani (%) _'_
Tam6r mikrogevresinde CD163 399 | 421 | 0924 | 437 | 395 | 0,095
pozitif hiicre sayis1 (n)
Tiimérde FOXP3 ekspresyonu (olgu n=32 n=13 <0.001 | "= 27 | n=18 0,001
sayis1 ve orani) %444 | %143 | ——— | 42,2 | %18,2
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4.9 Ki67 Proliferasyon indeksi

Calismaya dahil edilen tiim olgularin degerlendirilmesi sonucunda Ki67 proliferasyon
indeksi medyan degeri %75 olarak bulunmus olup degerler %10 ile %100 arasinda
degismekteydi. Ki67 proliferasyon indeksi ile genel sagkalim arasindaki iligski degerlendirildi
ancak anlamlilik saptanmadi (p=0,189).
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Sekil 13: Olgularin Ki67 proliferasyon indeksi dagilimi
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Tablo 17: Timoérde ve timor mikrogevresinde PD-L1, PD-1, FOXP3, CD4, CDS8,
CD163 ekspresyonu ile Ki67 proliferasyon indeksi arasindaki iligki

CD68,

Immunhistokimyasal Belirtecler

Ki67 Proliferasyon indeksi (%)

r

(korelasyon Istatistiksel
P YON | Anlamh fliski
katsayisi)
Tiimorde PD-L1 ekspresyon orani (%) 0,030 0,170 Pozitif
korelasyon
Tiimo6r mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon 0,088 0134 Anlamli iligki
orant (%) yok
Tiimorde PD-1 ekspresyon orani (%) 0,847 0,015 Anlar;g:(lhsm
Tiimor mikrogevresinde PD-1 ekspresyon 0,152 0113 Anlaml iliski
orant (%) yok
Tiimor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon 0,820 -0,018 Anlamlr iliski
orani (%) yok
Tiimor mikrogevresinde CD4 ekspresyon 0,099 20,130 Anlamlr iliski
orani (%) yok
Tiimor mikrogevresinde CDS8 ekspresyon 0,090 0,133 Anlaml1 iliski
orani (%) yok
Tiimdr mikrogevresinde CD68 ekspresyon 0.035 0.165 Pozitif
orant (%) korelasyon
Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre 0,227 0,095 Anlaml1 iliski
sayis1 (n) yok
Tiimdr mikrogevresinde CD163 ekspresyon <0001 0.280 Pozitif
orant (%) korelasyon
TPmor mikrogevresinde CD163 pozitif 0,001 0.254 Pozitif
hiicre sayisi (n) korelasyon

4.10 EBER-CISH Yontemi ile EBV Degerlendirmesi

EBER-CISH yontemi ile tim olgularin besinde (%3,1) az sayida timor hiicresinde

EBYV pozitifligi izlendi.
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4.11 Tiimorde PD-L1 immunhistokimyasal incelemesi

Timor hiicrelerinde PD-L1 immunhistokimyasal degerlendirmesine ait veriler ile

boyanma orani, boyanma skoru ve boyanma siddeti olarak belirlendi.

Resim 4: A. Timoérde PD-L1 ekspresyonu (DAB; 5x) B. Timorde PD-L1 ekspresyonu

(DAB; 40x)

Tablo 18: PD-L1 ekspresyonu gosteren olgu sayisi ve orant

i Olgu sayis1 | Olgu oram | Toplam Olgu
PD-L1 Ekspresyonu ) (%) Sayst (n)
Tiimérde PD-L1 ekspresyonu 41 27,6 163
Tiimor mikrocevresinde PD-L1 ekspresyonu 134 82,2 163
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Calismamizda 41 olguda PD-L1 ile tiimor hiicrelerinde sitoplazmik ve/veya
membrandz pozitiflik (%25,2) saptandi. Bu olgularda PD-L1 pozitif tiimér hiicrelerinin, tim
timor hiicrelerine orant %1-%100 arasinda degismekte idi. Tiimor hiicrelerinde PD-L1
pozitifligi izlenen 41 olgunun 22’sinin (%53,7) kadin, 19’unun (%46,3) erkek oldugu
belirlendi, ancak anlamli iligki saptanmadi (p=0,633). PD-L1 ile tiimor hiicrelerinde boyanma
orani ile tam1 yas1 arasindaki iligki degerlendirildi, ancak anlamlilik bulunmadi (p=0,240).
Olgularin 29’unun (%70,7) nodal, 12’sinin (%29,3) ekstranodal yerlesimli oldugu belirlendi.
Nodal yerlesimli olgularda ekstranodal yerlesimli olgulara kiyasla timdr hiicrelerinde
sitoplazmik ve/veya membran6z PD-L1 boyanma orani1 anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p=0,013). Nodal yerlesimli olgularin en sik 12 olgu (%29,3) ile bas-boyun bolgesinde
bulunan lenf nodiillerinden alinan biyopsiler ile tani aldig1 saptandi. Yedi olgu (%17,1)
inguinal lenf nodiilii, alt1 olgu (%14,7) aksiller lenf nodiild, iki olgu (%4,9) supraklavikiiler
lenf nodiilii yerlesimli idi. Ekstranodal tutulum bolgeleri siklik sirasi ile dort olguda (%9,8)
intraabdominal yumusak doku, {i¢ olguda (%7,3) tonsil, ii¢ olguda (%7,3) testis, iki olguda
(%4,9) gastrointestinal traktiis, bir olguda (%2,4) bas-boyun bolgesi yumusak doku ve bir
olguda (%2,4) kemik olarak degerlendirildi.

Genel sagkalim ve progresyon durumu agisindan degerlendirildiginde, PD-L1 ile
timor hiicrelerinde sitoplazmik ve/veya membrandz pozitiflik bulunan 41 olgunun 12’sinin
(%29,3) oldigi belirlendi. Ancak tiimor hiicrelerinde PD-L1 sitoplazmik ve/veya membranoz
boyanma orani ile genel sagkalim siiresi ve progresyonsuz sagkalim siiresi arasinda anlaml

iliski bulunmadi (p=0,211, p=0,129).

PD-L1 sitoplazmik ve/veya membrandz pozitifligi bulunan 41 olgunun 32’sinin (%78)
arsivimizde evreleme amaciyla yapilmis kemik iligi biyopsisi mevcut olup yedisinin (%17,1)
kemik iliginde DBBHL infiltrasyonu saptandi, ancak anlamli iliski saptanmadi (p=0,416).
Olgular CD10 ve MUM1 immunhistokimyasal inceleme sonuglari  agisindan
degerlendirildiginde alt1 olguda (%14,7) CDI10 pozitifligi, 28 olguda (%68,3) MUMI
pozitifligi saptandi, ancak anlamli iliski saptanmadi (p=0,052, p=0,142). Immunhistokimyasal
yontemle 41 olgunun 26’sinda (%63,4) BCL6 pozitifligi belirlendi. BCL6 pozitif olgularda
timor hiicresinde PD-L1 boyanma oran1t BCL6 negatif gruba kiyasla anlamli olarak daha
diisiik bulundu (p=0,025). Bu bulgular Hans algoritmasina uyarlandiginda olgularin 30’unun
(%73,2) non-GCB/ABC alt grubunda, 11’inin (%26,8) ise GCB alt grubunda yer aldigi
belirlendi, ancak anlamli iliski bulunmadi (p=0,089). Immunhistokimyasal yéntemle MYC ile
22 olguda (%53,7) pozitiflik izlenmis olup bu olgularda MY C negatif olgulara kiyasla tiimor
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hiicresinde PD-L1 boyanma oraninin anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0,028).
Immunhistokimyasal yontemle BCL2, tiimér hiicresinde PD-L1 pozitifligi saptanan 18 olguda
(%44) pozitif bulundu ancak anlamli iliski bulunmadi (p=0,928). Timor hiicresinde
sitoplazmik ve/veya membranéz PD-L1 boyanma orani tan1 doneminde 6l¢iilen serum LDH

diizeyi arasinda anlamli iliski saptanmadi (p=0,125).

Tiimor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani ve skoru ile
timor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-1 boyanma orani arasinda anlamli iliski

bulunmadi (sirastyla p=0,639, p=0,658).

Tiimor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani ile CD68
immunhistokimyasal incelemesine ait veriler karsilagtirildi. Tiimor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani ile 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi ve CD68
pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani arasinda istatistiksel olarak anlaml

pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001).

Tiimor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani ile CD163
immunhistokimyasal incelemesine ait veriler karsilastirildi. Timor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orami ile 1 BBA’da CDI163 pozitif hiicre sayis1 ve
CD163 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani arasinda istatistiksel olarak

anlamli pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001).

Tiimor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membranéz PD-L1 boyanma orani ile Ki67

proliferasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon mevcuttu (p=0.030).

Timor hiicresinde izlenen sitoplazmik ve/veya membranéz PD-L1 boyanma
oranlarina gore bes grupta degerlendirilerek boyanma orani1 %1-5:skor 1, %6-9: skor 2, %10-
25: skor 3, %26-50: skor 4, %51-100: skor 5 seklinde skorlandi. Timoér hiicresinde
sitoplazmik ve/veya membranéz PD-L1 boyanma bulunmayan 122 olgu (%74,8) skor 0
olarak gruplandirildi. Tiimdr hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 pozitifligi
bulunan 41 olgu arasinda dokuz olgu (%5,5) skor 1, 11 olgu (%6,7) skor 2, yedi olgu (%4,3)
skor 3, bes olgu (%3,1) skor 4, dokuz olgu (%?5,5) skor 5 olarak degerlendirildi.

Tiimor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma skoru ile CD68
immunhistokimyasal incelemesine ait veriler karsilastirildi. Tiimor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma skoru ile 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayis1 ve CD68
pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani arasinda istatistiksel olarak anlaml
pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001).
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Timor hiicresinde  sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 skoru ile CD163
immunhistokimyasal incelemesine ait veriler karsilastirildi. Tiimor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma skoru ile 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayisi ve
CD163 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani arasinda istatistiksel olarak

pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001).

Tablo 19: Timoérde ve Timdr Mikrogevresinde PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 CD163
ekspresyonu; Tiimor Mikrogevresinde PD-L1 Ekspresyonu ile Tiimérde PD-L1
Ekspresyonu Arasindaki liski

Tiimoérde PD-L1 Ekspresyonu

Immunhistokimyasal Belirtecler statistiksel
r P Anlam iliski
Tiimor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orani 0,145 0,065 saptanmadi
Tiimorde PD-1 ekspresyon orani 0,012 0,875 saptanmadi
Tiimor mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orani -0,037 0,639 saptanmadi
Tiimor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orant | 0,095 0,230 saptanmadi
Tiimor mikrogevresinde CD4 ekspresyon orant 0,011 0,889 saptanmadi
Tiimor mikrogevresinde CDS8 ekspresyon orant -0,013 0,867 saptanmadi
L, d Pozitif
Tiimdr mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani 0,371 <0,001
korelasyon
e . e Pozitif
Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayisi 0,333 <0,001 K
orelasyon
e ) Pozitif
Tiimor mikrogevresinde CD163 ekspresyon orant 0,447 <0,001 K
orelasyon
Tiimor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre 0.419 <0.001 Pozitif
sayisl korelasyon

Timor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani nodal
tutulum bulunan olgularda ekstranodal tutulum bulunanlara kiyasla anlamli olarak daha

yiiksekti (p=0,001).

Timor hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma skoru ile Ki67

proliferasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon mevcuttu (p=0.029).

PD-L1 tiimor hiicrelerindeki boyanma siddeti “0/1/2/3” seklinde degerlendirildi.

Tiimdr hiicrelerinde PD-L1 pozitifligi saptanan toplam 41 olgu mevcuttu. Olgularin 122’sinde
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(%74,8) PD-L1 ile boyanma izlenmemis olup boyanma siddeti 0 olarak degerlendirildi.
Tiimdr hiicrelerindeki PD-L1 boyanma yogunluguna gore olgularin 13’tinde (%8) boyanma
siddeti 1, 20’sinde (%12,3) boyanma siddeti 2, sekizinde (%4,9) boyanma siddeti 3 seklinde
saptandi. PD-L1 tiimor hiicrelerindeki boyanma siddeti ile tiimor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma skoru yani sira tiimor hiicresinde sitoplazmik ve/veya
membrandz PD-L1 boyanma orani arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif iliski bulundu

(siras1 ile p<0,001, p<0,001).

PD-L1 tiimér hiicrelerindeki boyanma siddeti ile tiimoér mikrogevresinde bulunan

hiicrelerde PD-L1 boyanma orani arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif iliski saptandi

(p=0,035).

PD-L1 timor hiicrelerindeki boyanma siddeti ile tiimor mikrogevresinde CD68
immunhistokimyasal incelemesine ait veriler karsilastirildi. Tiimor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma siddeti ile tiimdr mikrogevresinde 1 BBA’da CD68
pozitif hiicre sayis1 ve CD68 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani

arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001).

PD-L1 tiimor hiicrelerindeki boyanma siddeti ile tiimér mikrogevresinde CD163
immunhistokimyasal incelemesine ait veriler karsilastirildi. Tiimor hiicresinde sitoplazmik
ve/veya membrandz PD-L1 boyanma siddeti ile 1 BBA’da tiimoér mikrogevresinde CD163
pozitif hiicre sayist ve CD163 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani

arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001).

PD-L1 tiimor hiicrelerindeki boyanma siddeti ile Ki67 proliferasyon indeksi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamakla birlikte tiimor hiicrelerin PD-L1 boyanma
siddetinin arttig1 olgularda Ki67 proliferasyon indeksinin de artig gosterdigi belirlendi
(p=0,063).

4.12 Tiimér Mikrogevresinde PD-L1 Immunhistokimyasal incelemesi

PD-L1 immunhistokimyasal yontemle tlimoér mikrogevresinde bulunan hiicrelerde
degerlendirildi. Olgularin 57’sinde (%35) tlimor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1
pozitifligi mevcuttu. Tiimér mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma oran1 %1
ile %70 arasinda degismekte olup ortalama %6,9 olarak bulundu. Tiimor mikrogevresinde
bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma oram ile tani yasi degerlendirildiginde anlamlilik

bulunmadi (p=0,465).
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Tiimor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma orani ile timor
mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicre oran1 ve skoru karsilastirildiginda pozitif yonde anlamli

iliski bulundu (strastyla r=0,354, p<0,001; r=0,391, p<0,001).

Tiimor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma orani ile timor
mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi arasinda pozitif yonde anlamli iligki
belirlendi (p<0,001).

Tablo 20: Timoérde ve tiimor mikrogevresinde PD-1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 CD163
ekspresyonu; Tiimorde PD-L1 ekspresyonu ile tiimor mikrogevresinde PD-L1

ekspresyonu arasindaki iligki

Tiimoér Mikrocevresinde PD-L1
. Ekspresyonu
Immunhistokimyasal Belirtecler :

r Istatistiksel

P Anlamh liski
Tiimoérde PD-L1 ekspresyon orani 0,065 0,145 saptanmadi
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orant 0,617 -0,039 saptanmadi
Timor mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orant <0,001 | 0,354 | Pozitif korelasyon
Tiim6r mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orant 0,060 0,148 saptanmadi
Tiimo6r mikrogevresinde CD4 ekspresyon orant 0,432 -0,062 saptanmadi
Tiimo6r mikrogevresinde CD8 ekspresyon orant 0,401 0,066 saptanmadi
Tiimdr mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani 0,185 0,104 saptanmadi
Tiimo6r mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayis1 | <0,001 | 0,331 | Pozitif korelasyon
Tiimdr mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani 0,347 0,074 saptanmadi
g;lrlrécl)r mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre 0,652 0,036 saptanmadi

Tiimor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L.1 boyanma orani nodal tutulum
bulunan olgularda ekstranodal tutulum bulunan olgulara gore anlamli olarak daha yiiksek

saptandi (p=0,013).
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Tiimo6r mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma orani CDI10 pozitif
olgularda, CD10 negatif olgulara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0,001).
Tiim6r mikrogevresinde PD-L1 boyanma oraninin MUMI1 negatif saptanan olgularda, MUM1
pozitif olgulara kiyasla anlamli olarak daha yiliksek oldugu belirlendi (p<0,001). Timor
mikrogevresinde PD-L1 boyanma orani ile BCL6 immunhistokimyasal incelemesi arasinda

anlamli iliski bulunmadi (p=0.189).

Timoér mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma oran1 ile Hans
algoritmasi arasindaki iliski degerlendirildiginde GCB alt tipinde izlenen PD-L1 boyanma
orani, non-GCB/ABC alt tipine gére anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0,001).

Tiimor mikrocevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma oranmi ile tani yasi,
cinsiyet, serum LDH diizeyi, kemik iligi tutulumu, genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim
arasinda anlaml iliski bulunmadi (sirasiyla p=0,065, p=0,066, p=0,216, p=0,836, p=0,530,
p=0,676).

4.13 Tiimorde PD-1 immunhistokimyasal incelemesi

Tiimor hiicrelerinde PD-1 immunhistokimyasal incelemesinde dort olguda (%2.,4)
pozitiflik saptandi. Olgularin {iciinde (%]1,8) tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani %100,
birinde (%0,6) PD-1 boyanma orani %40 olarak degerlendirildi.
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Resim 5: Lenf nodunda iki olguda tiimorde PD-1 ekspresyonu (DAB;10x)
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Tablo 21: PD-1 ekspresyonu gosteren olgu sayisi ve orani

PD-1 Ekspresyonu Olgu sayis1 | Olgu oramm | Toplam Olgu
(n) (%) Sayisi (n)

Tiimorde PD-1 ekspresyonu 4 2,4 163

Tiimor mikrogevresinde PD-1 ekspresyonu 108 66,3 163

Tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani ile tiimor mikrogevresinde FOXP3 pozitif T

hiicre orani arasinda pozitif yonde anlamli iligki saptandi (p=0,43).

Tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani ile tiimérde PD-L1 immunhistokimyasal
degerlendirmesine ait veriler arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p= 0,875, p=0,995,
p=0,848). Timdr mikrogevresinde PD-L1 boyanma orani ile tiimor hiicrelerinde PD-1

boyanma orani arasindaki iligski anlamsiz bulundu (p=0,617).

Timor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani ile tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif
hiicre sayist ve CD68 pozitif hiicre oran1 arasinda anlamli iliski saptanmadi (sirasiyla p=

0,260, p=0,059).

Timor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani ile tiimor mikrogevresinde CD163 pozitif
hiicre sayis1 ve CD163 pozitif hiicre oran1 arasindaki iliski degerlendirildi ancak anlamli

bulunmadi (sirasiyla p= 0,144, p=0,139).

Timor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani ile tiimor mikrogevresinde CD4 ve CD8

pozitif T hiicrelerin oran1 arasinda korelasyon saptanmadi (sirastyla p= 0,776, p=0,768).
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Tablo 22: Timorde ve timoér mikrogevresinde PD-L1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 CD163

ekspresyonu; tiimdr mikrogevresinde

ekspresyonu arasindaki iligki

Immunhitokimyasal Belirtecler

Tiimorde PD-1 Ekspresyonu

hiicre sayis1

; Istatistiksel
P Anlamh iliski

Timor mikrogevresinde PD-L1 0,875 0,012 saptanmad
ekspresyon orani
Tiimorde PD-1 ekspresyon orani 0,617 -0,039 saptanmadi
Tiimor mikrogevresinde PD-1 0,160 0111 saptanmad
ekspresyon orant
Timor mikrogcevresinde FOXP3 0,043 0,159 Pozitif
ekspresyon orani korelasyon
Tiimdr mikrogevresinde CD4 ekspresyon 0,776 0,022 saptanmad
orant
Tiimdr mikrogevresinde CD8 ekspresyon 0,768 0,023 saptanmad
orant
Tiimo6r mikrogevresinde CD68 0,059 0,148 saptanmad
ekspresyon orani
T}Jmor mikrocevresinde CD68 pozitif 0,260 0,089 saptanmad
hiicre sayisi
Tiimor mikrogevresinde CD163 0,139 0,117 saptanmad
ekspresyon orani
Tiimdr mikrogevresinde CD163 pozitif 0,144 0,115 saptanmad

Tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma orami ile tani yasi arasinda anlamli iligki

bulunmadi (p=0,354).

Timor hiicrelerinde PD-1 boyanma oranindaki artisnin progresyon orani agisindan

0,359 kat artan riske sahip oldugu belirlendi (GA: 0,341-0,378) (p<0,001).

PD-1 ekspresyonu ile tiimoérde PD-1
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4.14 Tiimér Mikrocevresinde PD-1 immunhistokimyasal incelemesi

Tiimor mikrogevresinde immunhistokimyasal yontemle PD-1 pozitif hiicre orani
arastirtldi. Olgularin 108 tanesinde (%66,3) timor mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicre
saptandi. Bu olgularda tiimér mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tim mikrogevreyi
olusturan hiicrelere oran1 %1 ile %90 arasinda degismekte olup ortalama %14,85 olarak
belirlendi.

Resim 6: A. Timoér mikrogevresinde PD-1 ekspresyonu (DAB; 2,5x), B. Tiimor
mikrogevresinde PD-1 ekspresyonu (DAB; 10x)
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Tiimo6r mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere
oranlarina gore gruplanarak %1-5:skor 1, %6-9: skor 2, %10-25:skor 3, %26-50:skor 4, %51-

100: skor 5 olarak belirlendi ve tiimor mikrogevresinde PD-1 skoru olarak degerlendirildi.

Tiimo6r mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere
orant ve skoru ile tiimor mikrogevresinde FOXP3 pozitif T hiicre orani arasinda pozitif

korelasyon bulundu (sirastyla p<0,001, r=0,402; p<0,001, r=0,386).

Timo6r mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere
orani ile timdr mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi arasinda istatistiksel
olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (p=0,016, r=0,189). Tiim6r mikrogevresinde PD-1
skoru ile timdr mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayist arasinda anlamli iligki

saptanmadi (p=0,005).

Tiim6r mikrogevresinde PD-1 skoru ve tiimor mikrogevresinde CD4 pozitif T hiicre
orani arasinda pozitif korelasyon bulundu (p=0,018, r=184). Tiim6r mikrogevresinde PD-1
skoru ve timor mikrogevresinde CD8 pozitif T hiicre oran1 arasinda negatif korelasyon

bulundu (p=0,018, r=185).

Timor mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere
orani ile tiimdr mikrogevresinde CD4 pozitif T hiicre oran1 ve CD8 pozitif hiicre orani

arasinda anlaml iligki saptanmadi (sirasiyla p=0,009, p=0,009).
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Tablo 23: Timorde ve timoér mikrogevresinde PD-L1, FOXP3, CD4, CD8, CD68 CD163

ekspresyonu; tiimorde PD-1

ekspresyonu arasindaki iliski

ekspresyonu

ile tumor

ikrocevresinde PD-1

Tiimor Mikrocevresinde PD-1

) Ekspresyonu
Immunhistokimyasal Belirtecler -

r Istatistiksel

P Anlamh liski

Tiimoérde PD-L1 ekspresyon orani 0,639 | -0,037 saptanmadi
Tiimor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon <0,001| 0354 | Pozitif korelasyon
orant
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orant 0,160 0,111 saptanmadi
Tiimdr mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon <0,001| 0402 | Pozitif korelasyon
orani
Tiim6r mikrogevresinde CD4 ekspresyon orant | 0,009 | 0,204** saptanmadi
Tiimo6r mikrogevresinde CDS8 ekspresyon orant | 0,009 | -0,205 saptanmadi
Tiimdr mikrogevresinde CD68 ekspresyon 0222 | 0,096 saptanmadi
orant
Tlim6r mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre 0,016 | 0.189 Pozitif korelasyon
sayisl
Tiimor mikrogevresinde CD163 ekspresyon 0,806 | -0,019 saptanmad
orant
Tiimdr mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre 0,834 | -0,017 saptanmadi

sayl1st

Timor mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere

orani ile genel sagkalim orani ve progresyonsuz sagkalim orani arasinda anlamli iligki

bulunmadi (sirastyla p=0,358, p=0,786).
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4.15 Tiimér Mikrogevresinde FOXP3 immunhistokimyasal Incelemesi

FOXP3 immunhistokimyasal belirteci ile tiimor mikrogevresinde niikleer ekspresyon
gosteren T hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani degerlendirildi. Olgularin
134’tinde (%82,2) tiimdr mikrogevresinde T hiicrelerde FOXP3 pozitifligi izlendi. Bu
olgularda FOXP3 pozitif T hiicrelerin timér mikrocevresine orant %1 ile %85 arasinda

degismekte olup ortalama %12,5 olarak saptandi.

Tablo 24: FOXP3 ekspresyonu gosteren olgu sayisi ve orani

Olgu Olgu Toplam Olgu
FOXP3 Ekspresyonu sayisi (n) | orani (%) say1st (n)
Tiimoérde FOXP3 ekspresyonu 45 27,6 163
Tiimo6r mikroegevresinde FOXP3 ekspresyonu 134 82,2 163
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Resim 7: A. Tumor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyonu (DAB;5x), B. . Timor
mikrocevresinde FOXP3 ekspresyonu (DAB;20x)

FOXP3 pozitif T hiicrelerin timoér mikrogevresine orani ile timoérde PD-L1
immunhistokimyasal degerlendirmelerine ait veriler arasinda anlamli iligki saptanmadi

(strastyla p=0,230, p=0,198, p=0,60). FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimdr mikrogevresine orani
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ile timor mikrogevresinde CD4 pozitif T hiicre oran1 ve CDS8 pozitif T hiicre oran1 arasindaki

iligki anlaml1 bulunmadi (sirasiyla p= 0,004, p=0,004).

FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresine orani ile timdr mikrogevresinde 1
BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi ve CD68 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan

hiicrelere oran1 arasinda anlamli iliski saptanmadi (sirasiyla p=0,531, p=0,772).

FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimoér mikrogevresine orani ile timdr mikrogevresinde 1
BBA’da CD163 pozitif hiicre sayis1 ve CD163 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan

hiicrelere orani arasinda anlamli iliski bulunmadi (sirasiyla p=0,068, p=0,064).

Tablo 25: Timoérde ve timor mikrogevresinde PD-L1, PD-1, CD4, CD8, CD68 CD163

ekspresyonu ile timor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyonu arasindaki iligki

Tiimor Mikrocevresinde FOXP3

. Ekspresyonu
Immunhistokimyasal Belirtecler -
r Istatistiksel
P Anlamh Tliski
Tiimoérde PD-L1 ekspresyon orani 0,230 0,095 saptanmadi
Tiimo6r mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orani 0,060 0,148 saptanmadi
Tiimoérde PD-1 ekspresyon orant 0,043 0,159 pozitif korelasyon

Tiimor mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orant <0,001 | 0,402 pozitif korelasyon

Tiimo6r mikrogevresinde CD4 ekspresyon orant 0,004 | 0,222 ** saptanmadi
Tiimdr mikrogevresinde CD8 ekspresyon orani 0,004 | -0,223** saptanmadi
Tiimdr mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani 0,772 0,023 saptanmadi
Tiimo6r mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre sayis1 | 0,531 0,049 saptanmadi
Tiim6r mikrogevresinde CD163 ekspresyon oran1 | 0,064 -0,145 saptanmadi

Timo6r mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre

0,068 -0,143 saptanmadi
sayl1si

FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimér mikrogevresine orant ile tani yast ve tant
doneminde oOlgiilen serum LDH diizeyi arasindaki iliski anlamli saptanmadi (sirasityla p=
0,959, p=0,350).
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FOXP3 pozitif T hiicrelerin timdr mikrogevresine orani ile genel sagkalim siiresi ve

progresyonsuz sagkalim siiresi arasinda anlamli iliski bulunmadi (sirasiyla p=0,823, p=0,990).

4.16 Tiimérde FOXP3 Iimmunhistokimyasal incelemesi

Immunhistokimyasal yontemle tiimor hiicrelerinde FOXP3 pozitif ve negatif olgular

seklinde degerlendirildiginde tiim olgularin 45’inde (%27,6) pozitiflik saptandi.

80



Resim 8: A. Timoérde FOXP3 ekspresyonu (DAB; 5x), B. Timoérde FOXP3 ekspresyonu
(DAB; 40x)

Timoérde FOXP3 pozitif saptanan olgularda Ki67 proliferasyon indeksi anlamli olarak
daha yiiksekti (p=0,020).
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Tiimorde FOXP3 pozitif saptanan olgularda serum LDH diizeyi anlamli olarak daha
yiiksekti (p=<0,001).

Timorde FOXP3 ekspresyonu ile CD10 ekspresyonu arasinda negatif yonde anlamli
iliski saptand1 (p=0,008).

Tiimorde FOXP3 ekspresyonu ile MUMI ekspresyonu arasinda pozitif yonde anlamli
iligki saptand1 (p<0,001).
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Tablo 26: Timorde ve timor mikrogevresinde PD-L1, PD-1, CD4, CD8 CD68 CD163
ekspresyonu; tiimdr mikrogevresinde FOXP3 ekspresyonu ile tiimorde FOXP3

ekspresyonu arasindaki iligki

Timorde FOXP3

Immunhistokimyasal Belirte¢ Ekspresyonu

Pozitif | Negatif p

Tiimorde PD-L1 ekspresyon orani

10,1 57 0,138
(% ortalama deger)
Tlimor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orant

6,6 7,1 0,572
(% ortalama deger)
Tiimorde PD-1 ekspresyon orant

252 2,0 0,912
(% ortalama deger)
Tlimoér mikrogevresinde PD-1 ekspresyon orani

8,9 17,1 0,197

(% ortalama deger)

Tiimor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orant
10,4 13,3 0,440
(% ortalama deger)

Tiimér mikrogevresinde CD4 ekspresyon orant
40,3 48,8 0,069
(% ortalama deger)

Tiimor mikrogevresinde CD8 ekspresyon orant
59,7 51,3 0,073
(% ortalama deger)

Tiimo6r mikrogevresinde CD68 ekspresyon orani
29,5 331 0,420
(% ortalama deger)

Tlimdr mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre say1st

(n=ortalama deger) 43,3 49,0 0,256

Tlimoér mikrogevresinde CD163 ekspresyon orani
30,5 32,5 0,847
(% ortalama deger)

Tlimdr mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre sayist

(n=ortalama deger) 40,1 41,5 0,850

Timorde FOXP3 ekspresyonu bulunan olgular Hans algoritmasina uyarlandiginda,
olgularin daha yiiksek oranda non-GCB/ABC, daha diisiik oranda GCB fenotipinde oldugu

saptandi. Bu iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,003).
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Tiimorde FOXP3 pozitif saptanan olgularda tiimor mikrogevresinde CD4 pozitif hiicre
orani daha diislik, CDS8 pozitif hiicre orant daha yiiksek bulundu ancak bu iligki istatistiksel
olarak anlamsizdi (sirasiyla p=0,069, p=0,073).

Tiimorde FOXP3 ekspresyonu ile progresyonsuz sagkalim arasindaki iliski

degerlendirildi ancak anlamli bulunmadi (p=0,783).

4.17 Tiimér Mikrogevresinde CD4 ve CD8 immunhistokimyasal incelemesi

Immunhistokimyasal yontemle CD4 ve CD8 pozitif T hiicrelerin tiimor
mikrogevresindeki T hiicrelere oran1 degerlendirildi. CD4 pozitif T hiicrelerin timor
mikrogevresindeki T hiicrelere oran1 %5 ile %90 arasinda degisen diizeyde saptanmis olup
ortalama degeri %45 olarak belirlendi. CD8 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T
hiicrelere oran1 %10 ile %95 arasinda degisen diizeyde saptanmis olup ortalama degeri %55
olarak bulundu. Olgularin 82’sinde (%50,3) CDS8 pozitif hiicre orani CD4 pozitif hiicre
oranindan daha fazla bulunmus olup 71 olguda (%43,6) CD4 pozitif hiicre oran1 CD8 pozitif
hiicre oranindan daha fazla olarak belirlenmistir. Olgularin onunda (%6,1) CD4 ve CDS8
pozitif hiicre oranlar1 benzer olarak saptanmistir. CD4 ve CD8 pozitif hiicre oranlarinin genel
sagkalim ve progresyonsuz sagkalim agisindan iliskisi degerlendirilmis ancak anlaml iligki
saptanmamistir (p=0,276, p=0,233). CD4 ve CDS8 pozitif hiicre oranlarinin kemik iligi
tutulumu ile iliskisi istatistiksel olarak anlamsizdir (p=0,276, p=0,233). CD4 pozitif hiicre
oraninin daha fazla oldugu olgularin besinde, CD8 pozitif hiicrelerin daha fazla oldugu grupta

ise 14 olguda kemik iligi tutulumu saptanmis ancak anlamli iliski bulunmamistir (p=0,100).

Tablo 27: Tiimor mikrogevresinde CD4 ve CD8 pozitif hiicre orani

Minimum | Maksimum | Ortalama

CD4 ve CD8 ekspresyonu Deger (%) | Deger (%) | Deger (%)
Tiimdr mikrogevresinde CD4 pozitif hiicre orani 5 90 45
Tiimdr mikrogevresinde CDS8 pozitif hiicre orani 10 95 55

CD4 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile tiimor

hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani, boyanma skoru ve
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boyanma siddeti arasinda istatistiksel anlamli iliski saptanmadi (sirasiyla p=0,889, p=0,910,
p=0,977). CD4 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile timor
mikrocevresinde PD-L1 ekspresyon orani arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
bulunmadi (p=0,432). CD4 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile
tiimor mikrogevresinde ve tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma orami arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon gozlenmedi (sirasiyla p=0,009, p=0,776). CD4 pozitif T hiicrelerin
tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile tiimor mikrogevresinde 1 BBA’da CD68
pozitif hiicre sayis1 ve CD68 pozitif hiicre oran1 arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamsizdi
(strastyla p=0,673, p=0,252). CD4 pozitif T hiicrelerin timor mikrogevresindeki T hiicrelere
orani ile tiimoér mikrogevresinde 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayist ve CD163 pozitif

hiicre orani arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmadi (sirasiyla p=0,763, p=0,464).

CD8 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile tiimor
hiicresinde sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1 boyanma orani, boyanma skoru ve
boyanma siddeti arasinda istatistiksel anlamli iliski saptanmadi (sirastyla p=0,867, p=0,888,
p=1,000). CD8 pozitif T hiicrelerin tiimoér mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile timor
mikrocevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 orami arasinda istatistiksel olarak anlaml
korelasyon bulunmadi (p=0,401). CD8 pozitif T hiicrelerin timér mikrogevresindeki T
hiicrelere orami ile timoér mikrogevresinde ve tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma orani
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon gozlenmedi (sirasiyla p=0,009, p=0,768). CDS8
pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile tiimor mikrogevresinde 1
BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi ve CD68 pozitif hiicre orani arasindaki iligki istatistiksel
olarak anlamsizdi (sirasiyla p=0,640, p=0,231). CDS8 pozitif T hiicrelerin timor
mikrogevresindeki T hiicrelere orani ile tiimor mikrogevresinde 1 BBA’da CD163 pozitif
hiicre sayis1 ve CDI163 pozitif hiicre orani arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunmadi (sirastyla p=0,765, p=0,463).

CD4 pozitif T hiicrelerin ve CD8 pozitif T hiicrelerin tiimoér mikrogevresindeki T
hiicrelere orami ile tiimor mikrogevresinde FOXP3 pozitif T hiicrelerin oram1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli iliski gézlenmedi (sirastyla p=0,004, p=0,004).
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Tablo 28: Tiimoérde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1 FOXP3, CD68 CD163 ekspresyonu ile

tiimor mikrocevresinde CD4 ve CD8 ekspresyonu arasindaki iliski

Tiimor Mikrocevresinde CD4

ekspresyon orani

Tiimor Mikrocevresinde CD8
ekspresyon orani

Immunhistokimyasal ST
Belirtecler Istatlls tikse Istatistiksel
P r Anlamh P r Ail;:alr:il h
iliski 3
Tiimorde PD-L.1 0,889 | 0,011 | saptanmadi | 0,867 | -0,013 | saptanmadi
ekspresyon orani
Timor mikrogevresinde
0,432 | -0,062 | saptanmad: | 0,401 0,066 saptanmadi
PD-L1 ekspresyon orani
g;?:f’rde PD-T'eispresyon 0,776 0,022 | saptanmadi | 0,768 -0,023 saptanmadi
. . N

Tiimér mikrogeggesinde 0,009 0’2,? 4 saptanmadt | 0,009 | -0,205** | saptanmadi
PD-1 ekspresyon orant
Tiimor mikrogevresinde 0,222* i o
FOXP3 ckspresyon orani 0,004 e saptanmad: | 0,004 | -0,223 saptanmadi
Tumér mikrogevresinde | g 955 | 090 | saptanmadi | 0,231 | -0,094 | saptanmadi
CD68 ekspresyon orani ’ ’ p ’ ' p
Ttimdr mikrogevresinde 0,673 | 0,033 | saptanmadi | 0,640 | -0,037 | saptanmadi
CD68 pozitif hiicre sayis1 ’ ’ p ’ ' p
Ttimdr mikrogevresinde 0,464 | -0,058 | saptanmadi | 0,463 0,058 saptanmadi
CD163 ekspresyon orani ’ ' p ’ ' p
Tumdr mikrogevresinde | 265 | 024 | saptanmadi | 0,765 | 0,024 | saptanmads
CD163 pozitif hiicre sayisi ’ ' sap ’ ' sap
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Resim 9: A.Timor mikrogevresinde CD4 pozitif T lenfositler (DAB; 5x) B. Timor
mikrocevresinde CD8 pozitif T lenfositler (DAB; 5x)

4.18 Tiimér Mikrogevresinde CD68 immunhistokimyasal incelemesi

Immunhistokimyasal yontemle CD68 ile pozitif olan hiicrelerin en yogun oldugu
alandaki hiicreler sayilarak 1 biiyiik biiyiitme alaninda (BBA) CD68 pozitif hiicre sayisi
hesaplandi. 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisinin medyan degeri 42 (minimum: 2-
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maksimum:153) olarak saptandi. Ayrica CD68 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan

hiicrelere oran1 degerlendirildiginde bu oranin %1 ile %90 arasinda degistigi ve medyan

degerinin %30 oldugu goézlendi.

Tablo 29: Timor mikrogevresinde CD68 ekspresyonu gosteren hiicre sayisi ve orani

Minimum | Maksimum | Medyan
CD68 ekspresyonu Deger Deger Deger
Tiimor mikrocevresinde CD68 pozitif hiicre
1 90 30

orani (%)
Tiimor mikrogevresinde 1 BBA'da CD68

e s 2 153 42
pozitif hiicre sayisi (n)
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Resim 10: A. Timor mikrogevresinde CD68 ekspresyonu (DAB;5x), B.Tiimor
mikrogevresinde CD68 ekspresyonu (DAB; 20X)

Timor mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayist ile timor
mikrogevresinde 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayis1 ve CD163 pozitif hiicre oran1 arasinda
pozitif korelasyon saptanmis olup bu iliski istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p<0,001,
r=0,578; p<0,001, r=0,573).
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Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre oranmi ile timoér mikrogevresinde 1

BBA’da CD163 pozitif hiicre sayist ve CD163 pozitif hiicre orani arasinda pozitif korelasyon

saptanmig olup bu iliski istatistiksel olarak anlamliyd1 (sirastyla p<0,001, r=0,556; p<0,001,

r=0,637).

Tablo 30: Timoérde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1 FOXP3, CD4, CD8, CD163

ekspresyonu ile tiimor mikrogevresinde CD68 ekspresyonu arasindaki iliski

Tiimor mikrocevresinde
CD68 ekspresyon orani

Tiimor mikroc¢evresinde
CD68 pozitif hiicre sayisi

Immunhistokimyasal ST
Belirtecler Istatlls tikse Istatistiksel
P r Anlamh P r Ainl:a;:ilh
fliski 3

Tiimorde PD-L1 <0001 | 0371 pozitif <0001 | 0,333 pozitif
ekspresyon orani korelasyon korelasyon
Timdr mikrogevresinde | ¢ 1051 104 | saptanmads | <0,001 | 0,331 | , POZIUT
PD-L1 ekspresyon orant korelasyon
z;rrrlllorde PD-1 ekspresyon 0,059 | 0,148 | saptanmadi | 0,260 | 0,089 | saptanmadi
Timér mikrogevresinde | 6 555 | 096 | saptanmads | 0,016 | 0,189 | , POZItf
PD-1 ekspresyon orani korelasyon
Ttimr mikrogevresinde 0,772 | 0,023 | saptanmadr | 0,531 | 0,049 | saptanmadi
FOXP3 ekspresyon orani ’ ' P ' ’ P
Tiimo6r mikrogevresinde

0,252 | 0,090 | saptanmadi | 0,673 | 0,033 | saptanmadi
CD4 ekspresyon orant
Tiimo6r mikrogevresinde

0,231 | -0,094 | saptanmad: | 0,640 |-0,037 | saptanmadi
CDS8 ekspresyon orant
Timor mikrogevresinde pozitif pozitif
CD163 ekspresyon orani <0,001 | 0.637 korelasyon <0.001 | 0.578 korelasyon
Tiimor mikrogevresinde pozitif pozitif
CD163 pozitif hiicre sayisi <0,001 | 0.556 korelasyon <0.001 | 0.573 korelasyon
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Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre orani ile Ki67 proliferasyon indeksi
pozitif yonde korele olup istatistiksel anlamlilik saptandi (p=0,035, r=0,165). Timor
mikrocevresinde 1BBA’nda CD68 pozitif hiicre sayisi ile Ki67 proliferasyon indeksi arasinda
anlamlilik gézlenmedi (p=0,227).

Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre oran1 ve 1BBA’da CD68 pozitif hiicre

sayist ile genel sagkalim arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=625, p=0,422).

Tiimor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre oran1 ve 1BBA’da CD68 pozitif hiicre
sayis1 ile progresyonsuz sagkalim arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=0,631,

p=0,989).

Tiimdr mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre orani ile kemik iligi infiltrasyonu, nodal
ya da ekstranodal tutulum, Hans algoritmasi, cinsiyet ve yas arasinda anlamli iliski bulunmadi

(p= 0,979, p=0,903, p=0,447, p=0,518, p=0,350).

Tiimor mikrogevresinde 1BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi ile kemik iligi
infiltrasyonu, nodal ya da ekstranodal tutulum, Hans algoritmasi, cinsiyet ve yas arasinda

anlamli iligki saptanmadi (p= 0,955, p=0,623, p=0,516, p=0,577, p=0,646).

Timor mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre oran1 ve 1BBA’da CD68 pozitif hiicre
sayist ile tan1 doneminde Olgiilen serum LDH diizeyi arasindaki iliski anlamli bulunmadi

(sirastyla p=874, p=0,626).

4.19 Tiimér Mikrogevresinde CD163 Immunhistokimyasal Incelemesi

Immunhistokimyasal yontemle CD163 ile pozitif olan hiicrelerin en yogun oldugu
alandaki hiicreler sayilarak 1 biiylik biiyiitme alaninda (BBA) CD163 pozitif hiicre sayisi
hesaplandi. Olgularin tamaminda tiimér mikrogevresinde boyanma orani degisken olan
CD163 pozitifligi bulundu. 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayisinin medyan degeri 35
(minimum:1- maksimum:150) saptandi. Ayrica CD163 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi

olusturan hiicrelere orani degerlendirildiginde bu oranin %1 ile %98 arasinda degistigi ve

medyan degerinin %25 oldugu gozlendi.
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Tablo 31: Tiimor mikrogevresinde CD163 ekspresyonu

ini Maksimum
CD163 Ekspresyonu Mmltnum Medvyan
Deger Deger Deger
Tiim6r mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre
1 98 25
orani (%)
Timor mikrogevresinde 1 BBA'da CD163 pozitif
. 1 150 35
hiicre sayisi (n)

Resim 11: A. Timor mikrogevresinde CDI163 ekspresyonu (DAB;5x), B.Timor
mikrogevresinde CD163 ekspresyonu (DAB; 20x)
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Tiimor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre orami ile Ki67 proliferasyon indeksi
arasinda pozitif korelasyon saptandi (p<0,001, r=0,280). Tiimor mikrogevresinde 1BBA’da
CD163 pozitif hiicre sayisi ile Ki67 proliferasyon indeksi arasinda anlamlilik gézlenmedi
(p=0,001).

Timor mikrogevresinde 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayisi non-GCB/ABC
fenotipindeki olgularda, GCB fenotipindeki olgulara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p=0,010).

Tiimor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre oran1 ve 1BBA’da CD163 pozitif hiicre

sayisi ile genel sagkalim arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=753, p=0,794).

Tiimor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre oran1 ve IBBA’da CD163 pozitif hiicre
sayist ile progresyonsuz sagkalim arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=0,808,

p=0,976).

Tiimdr mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre orani ile kemik iligi infiltrasyonu, nodal
ya da ekstranodal tutulum, serum LDH diizeyi, cinsiyet ve yas arasinda anlamli iligki

bulunmadi (p= 0,328, p=0,954, p=0,181, p=0,518, p=0,196).
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Tablo 32: Timorde ve mikrogevresinde PD-L1, PD-1 FOXP3, CD4, CD8, CD68

ekspresyonu ile tiimor mikrogevresinde CD163 ekspresyonu arasindaki iligki

Tiimor mikrocevresinde
CD163 ekspresyon orani

Tiimor mikrocevresinde
CD163 pozitif hiicre sayisi

Immunhistokimyasal - -
Belirtecler Istatistiksel Istatistiksel
p r anlamh p r anlamh
iliski iligki

Tiimorde PD-L1 <0001 | 0.447 pozitif <0001 | 0.419 pozitif
ekspresyon orant korelasyon korelasyon
Timdr mikrogevresinde | 4 507 | g 74 tanmadi | 0,652 | 0,036 tanmad
PD-L1 ekspresyon orani ’ ' saptanmadi ’ ’ saptanmadi
Ttimorde PD-1 0,139 | 0,117 | saptanmadi | 0,144 | 0,115 | saptanmadi
ekspresyon orani
Tiimor mikrogevresinde

0,806 -0,019 | saptanmadi 0,834 -0,017 | saptanmadi
PD-1 ekspresyon orant
Tamor mikrogevresinde g g6 | g 145 | saptanmadi | 0,068 | -0,143 | saptanmads
FOXP3 ekspresyon orani ’ ’ P ’ ' p
Ttimor mikrogevresinde |4 464 | 0058 | saptanmadi | 0,765 | -0,024 | saptanmad:
CD#4 ekspresyon orani
Ttimor mikrogevresinde | 4 463 | 0058 | saptanmadi | 0,765 | 0,024 | saptanmad:
CDS8 ekspresyon orani
Tiimdr mikrogevresinde <0.001 | 0,637 pozitif <0.001 | 0556 pozitif
CD68 ekspresyon orant korelasyon korelasyon
Timo6r mikrogevresinde ozitif ozitif
CD68 pozitif hiicre <0,001 | 0,578 P <0,001 | 0,573 P
sayist korelasyon korelasyon

Tiim6r mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre sayisi ile kemik iligi infiltrasyonu, nodal

ya da ekstranodal tutulum, serum LDH diizeyi, cinsiyet ve yas arasinda anlamli iliski

bulunmadi (p= 0,148, p=0,789, p=0, 135, p=0,776, p=0,075).
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4.20 Immunhistokimyasal Yontemle Yalmzca MY C pozitif, MYC ve BCL2 pozitif, MYC
ve BCL2 ve BCLG6 Pozitif Olgularin Progresyon Acisindan Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen olgularin dokuzunda (%5,5) immunhistokimyasal yontemle
MYC pozitif, BCL2 negatif ve BCL6 pozitif saptandi. Bu olgularin ikisinde (%22,2)
progresyon belirlendi. Olgularin progresyonsuz sagkalim siiresi ortalama 91,6 ay olarak

degerlendirildi ancak istatistiksel anlaml1 iliski bulunmadi (p=0,338).

Calismaya dahil edilen olgularin yedisinde (%4,3) immunhistokimyasal yontemle
MYC ve BCL2 pozitif, BCL6 negatif saptandi. Bu olgularin birinde (%14,3) progresyon
belirlendi. Olgularin progresyonsuz sagkalim siiresi ortalama 95,6 ay olarak degerlendirildi

ancak istatistiksel anlamli iliski bulunmadi (p=0,728).

Calismaya dahil edilen olgularin 24’tinde (%14,8) immunhistokimyasal ydntemle
MYC, BCL2 ve BCL6 pozitif saptandi. Bu olgularin iiclinde (%12,5) progresyon belirlendi.
Olgularin progresyonsuz sagkalim siiresi ortalama 103,3 ay olarak degerlendirildi ancak

istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p=0472).

MY C ve BCL2 pozitif n: %4,3

MYC, BCL2 ve BCL6 pozitif %14,8

MY C pozitif, BCL2 negatif, BCL6 Negatif %5,5

0 5 10 15 20 25 30

Sekil 14: MYC, BCL2 ve BCL6 immunhistokimyasal belirteclerinin ekspresyon orant
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5. TARTISMA

Calismamizda “DBBHL, spesifiye edilemeyen (NOS)” tanist1 alan 163 olguda
immunhistokimyasal yontemle tiimor hiicrelerindeki PD-L1, FOXP3 ve PD-1 ekspresyonu ve
tiimor mikrogevresindeki hiicrelerde PD-L1, FOXP3, PD-1, CD4, CD8, CD68, CD163
ekspresyonu ile sagkalim ve progresyon verileri, demografik ve klinik ozellikler, diger

immunhistokimyasal parametreler arasindaki iliskinin arastirilmasi amaglandi.

Calismaya dahil edilen olgularin medyan tani yas1 62 (minimum:13-maksimum:92)
olarak belirlendi. Literatiirde de DBBHL’ larin ¢ocuk ve geng eriskinlerde de goriilebildigi,
ileri yasta daha sik goriildiigii ve ortalama goriilme yasinin 7.dekad oldugu bildirilmistir (1).
Olgularin 83’1 (%50,9) kadin, 80’1 (%49,1) erkekti. Literatiirde erkeklerde kadinlardan
hafifge artmis oranlarda goriildiigii belirtilmistir (1).

Olgular tan1 aninda belirlenen tiimor lokalizasyon bolgeleri agisindan ele alindiginda
olgularin 78’inde (%47,9) nodal tutulum, 85’inde (%52,1) ekstranodal tutulum saptandi.
Literatiirde tan1 aninda ekstranodal tutulum oranmin %40 oldugu belirtilmistir ().
Calismamizda literatlir ile uyumlu olarak en sik nodal tutulum bdlgesinin bas ve boyun
yerlesimli lenf nodiilleri, en sik ekstranodal tutulum boélgesinin gastrointestinal traktiis oldugu

belirlenmistir (1).

Calismamizda yer alan olgularin bir yillik genel sagkalim oran1 %92,4; ti¢ y1llik genel
sagkalim oran1 %84,6 ve bes yillik genel sagkalim orani %80 olarak hesaplandi. Olgularin bir
yullik progresyonsuz sagkalim oran1 %87,3; ii¢ yillik progresyonsuz sagkalim orani %77 ve
bes yillik progresyonsuz sagkalim oranmi %73,1 olarak bulundu. Literatiirde ise R-CHOP
doneminde DBBHL, NOS hastalarmin bes yillik progresyonsuz sagkalim orant %60 ve
toplam sagkalim oran1 %65 dolayinda oldugu belirtilmistir (143). Ancak prognoz, tedavi
yanit1 ve sagkalimi degerlendirme amaciyla kullanilan sistemler olan “Ann-Arbor” evreleme
sistemi ve uluslararas1 prognostik indeks (IPI) risk gruplarina gore hastalarin genel sagkalim
ve progresyonsuz sagkalim oranlart degiskenlik gostermektedir (195). Calismamizda
hastalarin evrelerine ve uluslararas1 prognostik indeks risk gruplarmi belirlemek icin gerekli
verilerin tamamina ulasilamadigindan sagkalim oranlarinin, evre ve IPI skorlar1 ile iliskisini

degerlendiremedik.
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Takip stiresince 6ldiigii belirlenen hastalarin ortalama tani1 yasi 68,6+15,2; sag olan
hastalarin  56,8+15,3 olarak hesaplandi. “Cox regresyon” analizi ile degerlendirme
yapildiginda tani yas1 artiginin genel sagkalim agisindan 1,066 kat artmis riske sahip oldugu
bulundu (%95 Giiven Araligi;1,035-1,098) (p<0,001). Ayrica tan1 yasi ile progresyonsuz
sagkalim iliskisinin degerlendirilmesi sonucunda artan tani yasinin progresyonsuz sagkalim
acisindan 1,036 kat artmis riske sahip oldugu belirlendi (Giiven Araligi:1,002-1,070)
(p=0,034). Literatiirde de hastanin yasinin sagkalimi etkileyen 6nemli faktdrlerden biri oldugu

ortaya konulmustur (1).

Progresyonsuz sagkalim ile immunhistokimyasal yontemle tiim6r mikrogevresinde
CD4 pozitif T hiicre oran1 ve CDS8 pozitif T hiicre orani arasindaki iliski degerlendirildi.
Tiimor mikrogevresinde CD4 pozitif T hiicre orani, progresyon saptanan olgularda ortalama
%38,8+22,6 (min-maks:%5-%90), progresyon bulunmayan olgularda %48,1+25 (min-
maks:%5- %380) olarak bulundu. Tiimér mikrogevresinde CD4 pozitif hiicre orani ile
progresyonsuz sagkalim arasinda anlamli iliski bulunmadi (p=0,068). Tiimor mikrogevresinde
CDS8 pozitif T hiicre orani, progresyon saptanan olgularda ortalama %61,6£22,6 (min-
maks:%10-%95), progresyon bulunmayan olgularda %51,9+25 (min-maks:%20-%95) olarak
bulundu. Tiimoér mikrogevresinde CD8 pozitif hiicre orani ile progresyonsuz sagkalim
arasinda anlamli iligki saptanmadi (p=0,054). Xu ve arkadaslarmin, de novo DBBHL
olgularinda tiimor infiltre eden lenfositleri flow sitometri ile degerlendirdikleri ¢aligmasinda
CD4/ CDS8 T hiicre oranindaki artigin daha iyi sagkalim ile iligkili oldugu belirlenmistir (196).
Leivonen ve arkadaslarinin calismasinda, primer testikiiler lenfoma olgularinda tiimér
mikrocevresinde T hiicrelerin gen profilinin ve immunhistokimyasal 6zelliklerinin
degerlendirilmesi sonucunda CD4 pozitif T hiicrelerin ve CDS8 pozitif T hiicrelerin arttig1
inflamatuar hiicreden zengin mikrogevrenin daha iyi prognoz ile iliskili oldugu sonucuna
vartlmistir (197). Ansell ve arkadaslarinin calismasinda, biiyikk B hiicreli non-Hodgkin
lenfoma olgularinda flow sitometri ile degerlendirilen CD4 pozitif T hiicrelerin oranindaki
artigin iyi prognoz ile iliskili oldugu belirtilmistir (187). Calismamizda immunhistokimyasal
yontemle CD4 ve CDS8 pozitif hiicre oranlar ile sagkalim arasindaki iliskinin anlamli
olmamasinin, literatiirde yer alan c¢aligmalarda immunhistokimyasal incelemelere destek
olarak flow sitometri ya da gen profili gibi yontemlerin de kullanilmis olmasi ile iligkili

olabilecegini diistindiik.

PD-L1 fizyolojik olarak B hiicreler, T hiicreler ve makrofajlarin yiizeyinde ekspresyon

gosterir (191). PD-L1, PD-1 reseptoriine baglanarak sitokin liretimini ve T hiicrelerinin hiicre
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siklusunda ilerlemesini inhibe etmektedir (29,30). PD-1 ve PD-L1 etkilesimi T hiicre aracili
immiin yanit mekanizmasinda 6nemli bir kontrol noktasi gorevine sahiptir (31). Normalde
immiin kontrol noktasi, immiin yanit1 “down regiile” etmeye yardime1 bir sistemdir, ancak bu
mekanizma bazi timorler tarafindan immiin kacis icin kullanilmaktadir. Immiin kontrol
noktas1 yolaklar1 ile olusturulan terapétik girisim immiin kontrol noktasi blokaji olarak
adlandirilmakta olup pek ¢ok tiimor tipinde belirgin basar1 saglamistir. Son donemde en genis
kapsamda c¢aligilan kontrol noktasit PD-1 ve ligandlaridir (193). DBBHL’lerde de PD-L1, hem
neoplastik B hiicrelerde hem de makrofajlar gibi tiimér mikrogevresini olusturan non-
neoplastik hiicrelerde eksprese edilebilir (191). Bu sebeple biz de ¢alismamizda PD-L1 ve

PD-1 ekspresyonunu hem timér hiicrelerinde hem de tiimor mikrogevresinde degerlendirdik.

PD-L1 belirtecinin tiimor hiicrelerindeki ekspresyonu sitoplazmik ve/veya membrandz
boyanma orani, boyanma siddeti ve boyanma skoru seklinde degerlendirildi. Calismamizda
41 olguda PD-L1 ile tiimdr hiicrelerinde sitoplazmik ve/veya membrandz pozitiflik (%25,2)
saptandi. PD-L1 ekspresyonu bulunan olgularda sitoplazmik ve/veya membrandz PD-L1
pozitif timdr hiicrelerinin tiim tiimor hiicrelerine orant %1-%100 arasinda degismekte idi.
Literatirde DBBHL olgularinda PD-L1 ekspresyonu %20-30 dolayinda bildirilmis olmakla
birlikte, pozitiflik i¢in kabul edilen esik degerin farkli olmasi (%5-30 arasinda degisen) ve
timor hiicreleri yani sira timoér mikrogevresinde bulunan diger hiicrelerde de eksprese
edilmesi sebebi ile bildirilen pozitiflik oranlart olduk¢a degiskendir (30,191,192).
Konstantinos ve arkadaslarinin ¢alismasinda DBBHL’lerde tiimorde PD-L1 ekspresyonunun
genetik profili arastirilmig, 163 hastanin 49’unda (%26,4) PD-L1/PD-L2 lokusunda
translokasyon ya da amplifikasyonlar yani sira immunhistokimyasal yontemle de PD-L1

ekspresyonu saptanmigtir (198).

PD-L1 immunhistokimyasal yontemle tiimdr mikrogevresinde bulunan hiicrelerde
degerlendirildi. Olgularin 57’sinde (%35) tiimoér mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1
pozitifligi mevcuttu. Tiimor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma oran1 %1
ile %70 arasinda degismekte olup ortalama %6,9 olarak bulundu. Tiimor mikrogevresinde
immunhistokimyasal yontemle PD-1 pozitif hiicre orani arastirildi. Olgularin 108 tanesinde
(%66,3) timoér mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicre saptandi. Bu olgularda tiimor
mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi Olusturan hiicrelere oran1 %]l ile
%90 arasinda degismekte olup ortalama %14,85 olarak belirlendi. Kwon ve arkadaslarinin
calismasinda da mikrogevrede PD-1 pozitif hiicre orant %68,6 olarak bildirilmistir (194).

Ancak timor hiicresinde PD-L1 boyanma orani ve skoru ile timor mikrogevresinde bulunan
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hiicrelerde PD-1 boyanma orani arasinda anlamli iligki bulunmadi (sirasiyla p=0,639,
p=0,658). Kwon ve arkadaslarinin galismasinda 126 DBBHL olgusu arastirilmig, timor
hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu ile TiL’lerde PD-1 ekspresyonu korele bulundugu
bildirilmistir. Ancak bu c¢alismada kullanilan PD-L1 klonunun E1LN3 oldugu belirtilmistir
(194). Timor mikrogevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma orami ile tiimor
mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicre oran1 ve skoru karsilastirildiginda pozitif yonde anlamli
iligki bulundu (sirasiyla r=0,354, p<0,001; r=0,391, p<0,001). Kiyasu ve arkadaglarinin
calismasinda, timorde ve timor mikrogevresinde PD-L1 pozitif olan olgularda PD-1 pozitif
timor infiltre eden lenfositlerin daha az sayida bulundugu saptanmistir (30). Calismamizda
PD-L1 ve PD-1 pozitif hiicreler arasindaki iliskinin farki her iki immunhistokimyasal
belirtecin hem tiimor hiicrelerinde hem de mikrogevrede bulunan hiicrelerde ekspresyon

gosterebilmesinden kaynaklanabilir.

Genel sagkalim ve progresyon durumu agisindan degerlendirildiginde PD-L1 ile timor
hiicrelerinde ekspresyon bulunan 41 olgunun 10’unun (%24,4) progrese oldugu, 12’sinin
(%29,3) oldugi belirlendi. Ancak tiimor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyon orani ile genel
sagkalim orani ve progresyonsuz sagkalim orani arasinda anlamli iliski bulunmadi (p=0,211,
p=0,723). Timor mikrocevresinde bulunan hiicrelerde PD-L1 boyanma orami ile genel
sagkalim ve progresyonsuz sagkalim arasinda anlamli iligki bulunmadi (sirasiyla p=0,530,
p=0,129). Kiyasu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir g¢alismada “DBBHL, spesifiye
edilemeyen (NOS)” ve spesifik tiplerinden olusan ve 1253 hastayi igeren seride PD-L1 pozitif
hastalarin toplam sagkalim oranlarinin PD-L1 negatif olan hastalara oranla daha diisiik oldugu
saptanmig, timor mikrogevresinde PD-L1 pozitifligi ile sagkalim arasinda iligki
bulunmamistir. Ancak bu ¢alismada PD-L1 ve PAXS5 ile dual immunhistokimyasal boyama
yapilmig, PAX5 niikleer boyanmasi ile tiimor hiicresindeki pozitiflik ile mikrogevredeki
pozitiflik ayrimi degerlendirilmistir (30). Literatiirde non-Hodgkin lenfomalarda PD-L1’in
prognostik oneminin degerlendirildigi bir meta analiz calismasinda DBBHL’lerde artmig PD-
L1 ekspresyonunun kotii prognostik 6zellik oldugu sonucuna ulagilmistir (4). Kwon ve
arkadaglarinin ¢alismasinda ise tlimoérde PD-L1 pozitif ve negatif olgular arasinda prognostik
acidan farklilik olmadigi belirtilmistir (194). Literatiirde tiimorde PD-L1 ekspresyonu ile
prognostik parametreler arasindaki iliskiye dair c¢eliskili sonuglar bulunmasimin sebebinin
kullanilan antikor klon farkliliklari, PD-L1 pozitifligi icin kabul goren bir esik degerin

bulunmamasi yani sira tiimor mikrogevresinde de pozitifligi sebebi ile immunhistokimyasal
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olarak tiimor hiicrelerindeki ekspresyonun degerlendirilmesinin giicliigii olabilecegi

varsayillmaktadir (194).

Nodal yerlesimli olgularda ekstranodal yerlesimli olgulara kiyasla tiimor hiicrelerinde
ve mikrogevresinde PD-L1 boyanma orani anlamli olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0,013, p=0,001). Ancak nodal yerlesimli olgular ile ekstranodal yerlesimli olgular arasinda
sagkalim acisindan anlamli iligki saptanmadi (sirasiyla p=0,988, p_0,915).

Immunhistokimyasal yontemle 41 olgunun 26’sinda (%63,4) BCL6 pozitifligi
belirlendi. BCL6 pozitif olgularda tiimoér hiicresinde PD-L1 boyanma oran1t BCL6 negatif
gruba kiyasla anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0,025). iImmunhistokimyasal bulgular
Hans algoritmasina uyarlandiginda timoérde PD-L1 ekspresyonu bulunan olgularin 30’unun
(%73,2) ABC alt grubunda, 11’inin (%26,8) ise GCB alt grubunda yer aldig1 belirlendi ancak
anlaml iliski bulunmadi (p=0,089). Literatiirde ise ¢alismamizin sonucu ile benzer sekilde
DBBHL’de PD-L1 diizeyini arastiran ¢alismalarda daha kotii prognozla iliskili oldugu bilinen
ABC alt tipinde daha yiiksek ekspresyon oranlari saptanmistir (191).

Immunhistokimyasal ydntemle 163 olgunun 72’sinde (%44,2) MYC pozitif saptandi.
MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara gore
timdr hiicresinde PD-L1 boyanma siddeti ve boyanma skoru anlamli olarak daha yiiksek
oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,047, p=0,031). Tiumor hiicresinde PD-L1 ekspresyonu
bulunan olgularda MYC ile 22 olguda (%53,7) pozitiflik izlenmis olup bu olgularda MYC
negatif olgulara kiyasla tiimor hiicresinde PD-L1 boyanma oraninin anlamli olarak daha
yiiksek oldugu belirlendi (p=0,028). Casey ve arkadaslarinin rat model ¢alismasinda MYC’in
timorogenezin baglatilmasinda ve devamliliginda rol oynadigi, PD-L1’in aktivasyonunu

sagladig1 bulunmustur (199).

Hu ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise DBBHL’lerde tiim6r mikrogevresinde PD-L1
ekspresyonu ile MYC arasinda negatif korelasyon oldugu ancak tiimérde PD-L1 ekspresyonu
ile MYC arasinda anlamli iligki bulunmadigi bildirilmistir (200). Bizim c¢aligmamizda da
timor mikrogevresinde PD-L1 pozitif hiicre oraninin, MYC pozitif saptanan olgularda negatif
olgulara kiyasla anlamli olarak daha diisiik oldugu (negatif korelasyon) bulundu (p=0,026).
Tiimorde PD-L1 pozitif hiicre orani agisindan bakildiginda ise bizim ¢alismamizda anlamli bir

iliski saptanmis olup MYC pozitif olgularda bu oran daha yiiksek bulundu (p=0,028).

Tiimo6r mikrogevresinde yer alan stromal hiicre gruplari arasinda makrofajlar tiimor

neovaskiilarizasyonunda ve progresyonundaki fonksiyonlari hakkinda elde edilen veriler
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onem kazanmistir (189). Tiimér iliskili makrofajlarin (TIM) biiyiime faktorleri, sitokinler ve
proteazlar tireterek tiimor gelisimine ve progresyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (23).
Tiimér iliskili makrofajlarin (TIM) genellikle M2 polarize fenotipte goriilen dzelliklere sahip
oldugu belirlenmistir (189). Biz de bu nedenle timor mikrogevresinde CD68 ve CD163
immunhistokimyasal incelemeleri ile 1 BBA’da pozitif hiicre sayisin1 ve pozitif hiicre oranini
degerlendirdik. 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisinin medyan degeri 42, CD68 pozitif
hiicrelerin tim mikrogevreyi olusturan hiicrelere oraninin medyan degerinin %30 oldugu
gozlendi. 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayisinin medyan degeri 35, pozitif hiicrelerin tim
caligmasinda mRNA ve antijen ekspresyonu degerlendirilerek DBBHL’de  tiimor
mikrocevresinde makrofajlarin prognostik etkisi arastirilmis, 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre
sayist medyan degeri 37 olarak bulunmustur. Calismanin sonucunda CD68 pozitif makrofaj
sayis1 yiiksek olan tedavi 6ncesi hastalarda diisiik olan gruba gore genel sagkalim ve bes yillik
progresyonsuz sagkalimin daha iyi, tedavi sonrasinda ise tam tersine daha kot oldugu
saptanmistir (201). Bizim ¢alismamizda ise tiimoér mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre orani
ve sayist ile genel ve progresyonsuz sagkalim arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla
p=625, p=0,422, p=631, p=0,989). Tiimdr mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre orani ve
hiicre sayisi ile sagkalim arasinda anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=753, p=0,794, p=0,808,
p=0,976). Calismamizda elde ettigimiz 1 BBA’daki CD68 ve CD163 pozitif hiicre sayilar
ragmen IPI risk skoru, Ann Arbor evreleri ve tedavi ile ilgili verilere ulagamadigimiz igin bu

veriler ile karsilastirmasini yapamadik (201).

Calismamizda tiimoér hiicresinde sitoplazmik ve/veya membranéz PD-L1 boyanma
orani ile 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayis1, CD68 pozitif hiicrelerin mikrogevreyi olusturan
hiicrelere orani, 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayis1 ve CD163 pozitif hiicrelerin
mikrocevreyi olusturan hiicrelere orani arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
bulundu (sirasiyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001). Tiimér mikrogevresinde bulunan
hiicrelerde PD-L1 boyanma orani ile tiimor mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre
sayist arasinda pozitif yonde anlamli iligki belirlendi (p<0,001). McCord ve arkadaglarinin
calismasinda DBBHL’lerde TIM belirtegleri ile PD-L1 arasinda korelasyonu destekleyen
bulgular saptanmis olmakla birlikte bu durumun muhtemelen antijen bagimli fagositozda
gorevli bir aktive makrofaj tipini yansittifi ve modern immunokemoterapi ile tedavi edilen

hastalarda gozlenen daha iyi klinik sonuglara katkida bulundugu belirtilmistir. Bu ¢aligmada
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genis hasta serisinde PD-L1 ekspresyonu olgularin %85-95’inde myeloid hiicrelerde
saptanmis ve makrofaj gen ekspresyonu ile de korele edilmistir (190). Kwon ve arkadaslarinin
calismasinda tiimor mikrogevresinde PD-L1 pozitif hiicreler arasinda makrofajlarin oranini
belirlemek i¢in CD68 ile dual boyama uygulanmis, timor mikrogevresinde PD-L1 pozitif
hiicrelerin ¢ogunun makrofajlar oldugu belirlenmistir (194). Bizim ¢alismamizda da tiimor
mikrogevresinde PD-L1 pozitif hiicre orani ile CD68 ve CD163 ile pozitif hiicre orani ve
sayist arasinda pozitif korelasyon saptanmis olmasi, makrofajlarin PD-L1 ekspresyonuna

bagli olabilir.

FOXP3, Treg’lerin gelisimi ve fonksiyonunda onemli yere sahip olmasi yani sira
ekspresyon kaybi sonucunda Treg’lerin supresor aktivitesinin azalmasi sebebi ile timor
mikrogevresinde 6nemli  fonksiyona sahiptir  (187). Bu nedenle ¢alismamizda
immunhistokimyasal yontemle FOXP3 ekspresyonunu degerlendirdik. Olgularin 134’{inde
(%82,2) tlimor mikrocevresinde T hiicrelerde FOXP3 pozitifligi izlendi. Bu olgularda FOXP3
pozitif T hiicrelerin timor mikrocevresine orant %1 ile %85 arasinda degismekte olup
ortalama %12,5 olarak saptandi. FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimoér mikrogevresine orant ile
genel sagkalim siiresi ve progresyonsuz sagkalim siiresi arasinda anlamli iliski bulunmadi
(swrasiyla  p=0,823, p=0,990). Literatirde FOXP3 ekspresyonu bulunan Treg’lerin
DBBHL’deki prognostik rolii ile ilgili sonuglar ¢eliskilidir. Na-Ri Lee ve arkadaslarinin
calismasinda 96 DBBHL olgusunda FOXP3 pozitif hiicre orant degerlendirilmis, FOXP3
pozitif T hiicre artisinin daha iyi genel sagkalim igin prediktif oldugu saptanmistir (202).
Tzankov ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da 270 primer DBBHL olgusunda ABC fenotipindeki
grupta FOXP3 pozitif hiicre oranmin artisinin koti prognoz ile iliskili oldugu sonucuna
vartlmistir (203). Nam ve arkadaslar1 ise FOXP3 pozitif Treg hiicre artisinin daha uzun
progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim siiresi ile anlamli olarak iliskili oldugunu

saptamustir (27).

Calismamizda tiimér hiicrelerinde PD-1 boyanma orani ile tiimor mikrogevresinde
FOXP3 pozitif T hiicre oran1 arasinda pozitif yonde anlamli iliski saptandi (p=0,43). Ancak
PD-1 pozitif olgu sayisinin az olmasi nedeniyle bu yonde net bir degerlendirme yapilamadi.
Ayrica timor mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere
orani ve skoru ile tiimor mikrogevresinde FOXP3 pozitif T hiicre oram1 arasinda pozitif
korelasyon bulundu (sirasiyla p<0,001, r=0,402; p<0,001, r=0,386). Ahearne ve
arkadaglarinin ¢alismasinda DBBHL’lerde PD-1 pozitif T hiicrelerin oran1 ve FOXP3 pozitif
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T hiicre oranlarinin korele oldugu, ve her iki parametrenin de daha iy1 klinik sonuglar ile

iligkili oldugu gosterilmistir (204).

FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimér mikrogevresine orani ile tiimorde PD-L1
immunhistokimyasal degerlendirmelerine ait veriler arasinda anlamli iliski saptanmadi
(swrastyla p=0,230, p=0,198, p=0,60). MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif
saptanan olgularda negatif olgulara kiyasla timor mikrogevresinde FOXP3 pozitif hiicre orani

anlamli olarak daha yiiksekti (p=0,004).

Calismamizda immunhistokimyasal yontemle tiim olgularin 45’inde (%27,6) timor
hiicrelerinde FOXP3 pozitif saptandi. Son donemde literatiirde akciger karsinomu, meme
karsinomu, pankreas karsinomu, hepatoselliiler karsinom, mesane karsinomu, kolorektal
karsinom, mide karsinomu ve melanomda tiimor hiicrelerinde FOXP3 ekspresyonu
gosterilmistir (205-213). Vadasz ve arkadaslarmin caligmasinda makrofajlarda, kanser
hiicrelerinde ve B hiicrelerde FOXP3 ekspresyonu degerlendirilmis; FOXP3, CD19 ve CD5
koekspresyonu gosteren ‘“regiilatuar B hiicre” olarak adlandirilan hiicre popiilasyonu
tanimlanmistir. B regiilatuar hiicrelerin immiin aracilikli inflamasyonda ve otoimmiin
hastaliklarda “self-toleransin” saglanmasinda gorevi olduguna deginilmistir (214). Heck ve
arkadaglarinin primer kutan6z DBBHL’lerde tiimér hiicrelerinde FOXP3 ekspresyonunu
degerlendirdikleri ¢alismalarinda immunhistokimyasal dual boyama ydntemi ile CD20 ve
FOXP3 ekspresyonu degerlendirilmis ve timor hiicrelerinde FOXP3 pozitif saptanan
olgularda anlamli olarak prognozun daha iyi oldugu belirtilmistir (215). Calismamizda
timorde FOXP3 ekspresyonu ile progresyonsuz sagkalim arasindaki iliski degerlendirildi
ancak anlamli bulunmadi (p=0,783). Tiimorde FOXP3 pozitif saptanan olgularda, daha kotii
prognostik 6zellikler oldugu bilinen Ki67 proliferasyon indeksi ve serum LDH diizeyi anlamli
olarak daha ytiksekti (sirastyla p=0,020, p=<0,001). Tiimdérde FOXP3 pozitif saptanan olgular
ile Hans algoritmas: karsilastirildiginda daha yiiksek oranda non-GCB/ABC, daha diisiik
oranda GCB fenotipinde oldugu saptandi. Bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,003). Bu bulgular dogrultusunda tiimérde FOXP3 ekspresyonunun daha kétii prognostik
ozellikler ile iligkili oldugu sonucuna ulastik. Ancak timordeki FOXP3 ekspresyonunun daha
kesin olarak ortaya konabilmesi i¢cin mRNA PCR, CD20 ile dual boyama, CD4 ve CD25 ile

dual boyama yontemlerinin kullanilmas1 uygun olacaktir.

Diffiiz biiyiilk B hiicreli lenfomalar oldukca degisken prognostik ozelliklere sahip
olgulardan olusmaktadir. DBBHL tedavisinde standart kemoterapi rejimlerine monoklonal

anti-CD20 antikoru Rituximab eklenmis olmasina ragmen literatiirde bildirilen komplet
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remisyon orant %65 dolayindadir. DBBHL olgularinin 6nemli bir kisminda relaps veya
refrakter hastalik mevcut olmasi yani sira kemoterapdtiklerin toksisitesinin etkileri nedeni ile
son donemde hedefe yonelik tedaviler 6nem kazanmistir. PD-1 inhibitorleri olan nivolumab
ve pemrolizumab, DBBHL tedavisinde arastirilmakta olan immun kontrol noktasi
inhibitorleridir. Ayrica PD-L1 inhibitorleri olan atezolizumab ve durvalumab da solid
timorler yan1 sira DBBHL olgularinda da tedavi agisindan degerlendirilmektedir. Solid
timorlerde kotii prognostik bir belirteg olarak degerlendirilen PD-L1 ekspresyonu, multipl
myelom, akut myeloid 16semi, Hodgkin lenfoma ve non-Hodgkin lenfomalarin bir kisminda
da ortaya konmus olmakla birlikte heterojen olabilmektedir (216). Biz de ¢alismamizda hem
prognostik farkliliklarin  6ngoriilmesinde, hem de immunmodiilatér tedavilere uygun
hastalarin belirlenmesinde onemli olan tiimér mikrogevresini ve tiimor hiicrelerinde PD-
L1/PD-1 ekspresyonunu degerlendirdik. Tiimor hiicrelerinde ve tiimor mikrogevresinde PD-
1/PD-L1 ekspresyonu ya da tiimor mikrogevresini olusturan hiicreleri degerlendirmeye
yonelik yaptigimiz FOXP3, CD4, CDS8, CD68 ve CD163 immunhistokimyasal belirtegleri ile
sagkalim analizinde anlamli iligski saptayamadik. Ancak prognostik 6éneme Sahip olan Hans
algoritmasi, kemik iligi tutulumu, serum LDH diizeyi, Ki67 proliferasyon indeksi gibi
parametreler ile timor hiicrelerine ya da tiimdr mikrogevresine ait immunhistokimyasal

ozelliklere ait analizlerde farkli sonuglar belirledik.

Hans algoritmasina gore uyarladigimiz olgularda anlamli iliski bulunmamis olmakla
birlikte tiimorde PD-L1 ekspresyonu saptanan hastalarin %73,2’si daha kotii prognostik
oldugu bilinen ABC alt grubunda yer almaktaydi. Ayrica tiimorde PD-L1 ekspresyonu
bulunan olgularda, prognostik olarak degerlendirilebilecek bir bagka parametre olan Ki67
proliferasyon indeksi de anlamli olarak daha yiiksekti. immun kontrol noktas1 inhibitorlerinin
hedefi olan PD-1 az sayida olguda tiimorde pozitif saptanmig olmakla birlikte, boyanma
oraninin artigl ile progresyon orani agisindan 0,359 kat artan riske sahip oldugu belirlendi
(GA: 0,341-0,378) (p<0,001). PD-L1’in tiimor mikrogevresinde pozitif saptandigi olgular ise
anlamli olarak daha siklikla GCB alt grubundaydi. Tiimorde PD-L1 ile sagkalim analizleri
arasinda iliski saptanmamus olsa da Ki67 proliferasyon indeksi ve ABC tipi iliskisi sebebi ile
timorde PD-L1 ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili olabilecegi diisiiniilebilir. Bu
iliskinin net olarak ortaya konmasi igin genis olgu serilerinde yapilacak calismalara ihtiyag

vardir.

104



6. SONUCLAR

e Caligmamizda “DBBHL, spesifiye edilemeyen (NOS)” tanili toplam 163 olgu

degerlendirildi.

Olgularin tan1 aldigr donemdeki medyan yasi 62 olup tanmi yasi araliklar1 13 ile 92 yas
arasinda degismektedir. Olgularin 83’4 (%50,9) kadm, 80’1 (%49,1) erkek olarak

belirlendi.

Olgular tiimor lokalizasyonu acisindan ele alindiginda 78’inde (%47,9) nodal tutulum,
85’inde (%52,1) ekstranodal tutulum saptandi. Nodal tutulum bolgeleri arasinda tiim
tutulum bolgelerinin %17,8’ini olusturan bas ve boyun yerlesimli lenf nodiilleri en sik
timor tutulum bolgesi olarak saptanmisken diger nodal tutulum bolgeleri siklik sirasina
gore; inguinal, aksiller, supraklavikiiler ve intraabdominal lenf nodiilii olarak belirlendi. En
stk tutulum saptanan ekstranodal lokalizasyonlar siklik sirasina gore; gastrointestinal

traktiis, bag-boyun bolgesi, ekstranodal yumusak doku ve tonsil olarak bulundu.

Olgularin 114’iiniin (%69,9) arsivimizde kemik iligi biyopsisine dair kaydi bulunmakta
olup kemik iligi biyopsisi bulunan olgularin 20’sinde (%17,5) DBBHL infiltrasyonu

mevcuttu.

Olgularin tan1 aldiklar1 donemde Olgiilen serum LDH diizeyleri degerlendirildi.
Laboratuvar kayitlarina ve hasta dosyalarina ulagilabilen toplam 157 olgunun serum LDH
diizeyi 102 U/L ile 6381 U/L arasinda degismekte olup medyan diizey 399 U/L olarak
hesaplandi.

Calismada olgularin medyan izlem siiresi 81 ay (min-maks:1 ay-143 ay) olarak belirlendi.
Calismaya dahil edilen 163 olgunun 40’nin (%24,5) 6ldigi, 29°unda (%17,8) biyopsi ya
da PET/BT ile saptanan hastalik progresyonu oldugu belirlendi.

Olgularin genel sagkalim medyan degeri 115,7+4,2 ay; progresyonsuz sagkalim medyan
degeri 103,8+3,4 ay olarak saptandi. Olgularin bir yillik genel sagkalim oran1 %92,4; ii¢
yillik genel sagkalim orant %84,6 ve bes yillik genel sagkalim oram1 %80 olarak
hesaplandi. Olgularin bir yillik progresyonsuz sagkalim orant %87,3; ¢ willik
progresyonsuz sagkalim oranit %77 ve bes yillik progresyonsuz sagkalim oran1 %73,1

olarak hesaplandi.
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e Progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim ile serum LDH diizeyi, Ki67 proliferasyon
indeksi, cinsiyet, nodal ya da ekstranodal tutulum, kemik iligi tutulumu, Hans algoritmasi,
BCL2, BCL6, MYC, CD10, MUM1, CD4, CD8, CD68, CD163 ekspresyonu, timérde ve
mikrogevresinde PD-L1 ve FOXP3 ekspresyonu ve tiimor mikrogevresinde PD-1

ekspresyonu arasinda anlamli iliski bulunmadi.

e Tan yas: ile progresyonsuz sagkalim iliskisinin degerlendirilmesi sonucunda artan tani
yasinin progresyonsuz sagkalim agisindan 1,036 kat artmis riske sahip oldugu belirlendi

(Gtiven Araligi1:1,002-1,070) (p=0,034).

e Immunhistokimyasal incelemelerde CD10 ile 42 (%25,8) olguda, BCL6 ile 124 (%76,1)
olguda, MUMI ile 96 (%58,9) olguda pozitiflik mevcuttu. Hans algoritmasina gore
olgularin 101 tanesi (%62) non-GCB/ABC alt tipinde, 62 tanesi (%38) GCB alt tipinde
degerlendirildi. Calismaya dahil edilen tiim olgularin degerlendirilmesi sonucunda Ki67
proliferasyon indeksi medyan degeri %75 olarak bulunmus olup degerler %10 ile %100
arasinda degismekteydi. EBER-CISH yontemi ile tiim olgularin besinde (%3,1) az sayida
timor hiicresinde EBV pozitifligi izlendi. Olgunlarin 72’sinde (%44,2) BCL2 ve 72’sinde
(%44,2) MYC pozitif saptandi. BCL2 negatif saptanan olgularda pozitif olgulara kiyasla
timdr mikrogevresinde CD68 pozitif hiicre oraninin ve 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre
sayisinin anlamli olarak daha fazla oldugu gozlendi (sirasiyla p=0,0032, p=0,032).

e MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara kiyasla
timor mikrogevresinde FOXP3 ekspresyon orani, Ki67 proliferasyon indeksi ve tiimorde
PD-L1 ekspresyonu anlamli olarak daha yiiksekti. (p=0,004, p=0,002, p=0,047, p=0,031).

e MYC immunhistokimyasal inceleme ile pozitif saptanan olgularda negatif olgulara kiyasla
timor mikrogevresinde CD163 pozitif hiicre oran1 ve PD-L1 ekspresyon orani anlamli

olarak daha diistiktii (sirastyla p=0,035, p=0,026).

e (Caligmamizda 41 olguda PD-L1 ile tiimérde pozitiflik (%25,2) saptandi. Bu olgularda PD-
L1 pozitif timor hiicrelerinin tiim tiimor hiicrelerine oran1 %1-%100 arasinda degismekte
idi. PD-L1 ile timorde ekspresyon saptanan olgularin 29’unun (%70,7) nodal, 12’sinin
(%29,3) ekstranodal yerlesimli oldugu belirlendi. Nodal yerlesimli olgularda ekstranodal
yerlesimli olgulara kiyasla tiimor hiicrelerinde PD-L1 boyanma orani anlamli olarak daha

yiiksek bulundu (p=0,013).

e Timorde PD-L1 pozitifligi bulunan 41 olgunun altisinda (%14,7) CD10 pozitifligi, 28’inde

(%68,3) MUMI1 pozitifligi saptandi1 ancak anlaml iligki saptanmadi (p=0,052, p=0,142).
106



Tiimoérde PD-L1 pozitifligi bulunan 41 olgunun 26’sinda (%63,4) BCL6 pozitifligi
belirlendi. BCL6 pozitif olgularda tiimor hiicresinde PD-L1 boyanma oran1 BCL6 negatif
gruba kiyasla anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0,025). Bu olgular Hans
algoritmasma uyarlandiginda olgularm 30’unun (%73,2) non-GCB/ABC alt grubunda,
11’1nin (%26,8) ise GCB alt grubunda yer aldig1 belirlendi ancak anlamli iligki bulunmadi
(p=0,089). Timorde PD-L1 pozitifligi bulunan olgularin 22’sinde (%53,7) MYC ile
pozitiflik izlenmis olup bu olgularda MYC negatif olgulara kiyasla tiimorde PD-L1
boyanma oraninin anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0,028). Tiimoérde PD-
L1 ekspresyon orani ile Ki67 proliferasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon mevcuttu
(p=0.030). Tiimorde PD-L1 pozitifligi bulunan 41 olgunun 32’sinin (%78) arsivimizde
kemik iligi biyopsisi mevcut olup yedisinde (%17,1) DBBHL tutulumu saptandi ancak

anlaml iligki saptanmadi.

Timoérde PD-L1 ekspresyon orani ile 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi, CD68
ekspresyon orani, 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayis1 ve CD163 ekspresyon orant
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon bulundu (p<0,001, p<0,001,
p<0,001, p<0,001).

Olgularin 57’sinde (%35) tiimor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyonu mevcuttu. Timor
mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orani %1 ile %70 arasinda degismekte olup ortalama
%6,9 olarak bulundu. Timor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon ile timor
mikrogevresinde PD-1 ekspresyonu ve skoru karsilastirildiginda pozitif yonde anlamli
iliski bulundu (sirasiyla r=0,354, p<0,001; r=0,391, p<0,001). Tiimor mikrogcevresinde PD-
L1 ekspresyon orant nodal tutulum bulunan olgularda ekstranodal tutulum bulunan
olgulara gore anlamli olarak daha yiiksek saptandi (p=0,013). Tiimdr mikrogevresinde PD-
L1 ekspresyon orani CD10 pozitif olgularda, CD10 negatif olgulara kiyasla anlamli olarak
daha yiiksek bulundu (p<0,001). Tiimoér mikrocevresinde PD-L1 ekspresyon oraninin
MUML1 negatif saptanan olgularda, MUMI1 pozitif olgulara kiyasla anlamli olarak daha
yiiksek oldugu belirlendi (p<0,001). Tiimoér mikrogevresinde PD-L1 ekspresyon orani ile
Hans algoritmas1 arasindaki iliski degerlendirildiginde GCB alt tipinde izlenen PD-L1
boyanma orani, non-GCB/ABC alt tipine gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p<0,001). Timor mikrogevresinde PD-L1 ekspresyonu ile timor mikrogevresinde 1
BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi arasinda pozitif yonde anlamli iligki belirlendi
(p<0,001).
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e Timdrde PD-1 immunhistokimyasal incelemesinde dort olguda (%2,4) pozitiflik saptandi.
Olgularn tigiinde (%1,8) tiimor hiicrelerinde PD-1 boyanma oram1 %100, birinde (%0,6)
PD-1 boyanma orant %40 olarak degerlendirildi. Tiimérde PD-1 ekspresyonu ile timor
mikrogevresinde FOXP3 ekspresyonu arasinda pozitif yonde anlamli iligki saptandi
(p=0,43). Tumorde PD-1 ekspresyonu ile tiimorde ve tiimor mikrogevresinde PD-L1

ekspresyonu arasinda anlamlilik saptanmadi.

e Tiimorde PD-1 ekspresyonunun artisinin progresyonsuz sagkalim agisindan 0,359 kat artan

riske sahip oldugu belirlendi (GA: 0,341-0,378) (p<0,001).

e Olgularin 108 tanesinde (%66,3) tiimoér mikrogcevresinde PD-1 pozitif hiicre saptandi. Bu
olgularda tiimoér mikrogevresinde PD-1 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan
hiicrelere orant %1 ile %90 arasinda degigsmekte olup ortalama deger %14,85 olarak

belirlendi.

e Tiimor mikrogevresinde PD-1 ekspresyonu ile tiimoér mikrogevresinde FOXP3 ekspresyonu
arasinda pozitif korelasyon bulundu (sirasiyla p<0,001, r=0,402; p<0,001, r=0,386). Tiimor
mikrogevresinde PD-1 ekspresyonu ile tiimor mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif
hiicre sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (p=0,016,
r=0,189). Tiimor mikrogevresinde PD-1 skoru ve tiimor mikrogevresinde CD4 pozitif T
hiicre oran1 arasinda pozitif korelasyon bulundu (p=0,018, r=184). Tiim&r mikrogevresinde
PD-1 skoru ve tiimér mikrocevresinde CD8 pozitif T hiicre orani arasinda negatif

korelasyon bulundu (p=0,018, r=185).

e Olgularn 134’tinde (%82,2) tim6r mikrogevresinde FOXP3 ekspresyonu izlendi. Bu
olgularda FOXP3 pozitif T hiicrelerin tiimér mikrogevresine orant %1 ile %85 arasinda
degismekte olup ortalama %12,5 olarak saptandi. Timdr mikrogevresinde FOXP3
ekspresyonu ile timorde PD-L1 ekspresyonu, tiimor mikrogevresinde CD4 ve CDS

ekspresyonu arasinda anlamli iligki saptanmadi.

e Immunhistokimyasal yontemle tiim olgularin 45’inde (%27,6) tiimdérde FOXP3
ekspresyonu saptandi. Tiimoérde FOXP3 pozitif saptanan olgularda Ki67 proliferasyon
indeksi ve serum LDH diizeyi anlamli olarak daha yiiksekti (sirasiyla p=0,020, p=<0,001).
Timorde FOXP3 ekspresyonu ile immunhistokimyasal olarak CD10 ekspresyonu arasinda
negatif yonde anlamli iliski saptandi (p=0,008). Timorde FOXP3 ekspresyonu ile
immunhistokimyasal olarak MUMI1 ekspresyonu arasinda pozitif yonde anlamli iliski
saptand1 (p<0,001). Tiimérde FOXP3 ekspresyonu ile Hans algoritmasi karsilastirildiginda
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daha yiiksek oranda non-GCB/ABC, daha diisiik oranda GCB fenotipinde oldugu saptandi.
Bu iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,003).

CD4 pozitif T hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere oran1 %5 ile %90 arasinda
degisen diizeyde saptanmis olup medyan degeri %45 olarak belirlendi. CD8 pozitif T
hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki T hiicrelere oram1 %10 ile %95 arasinda degisen
diizeyde saptanmig olup medyan degeri %55 olarak bulundu. Kemik iligi tutulumu bulunan
olgularda CD4 ve CD8 ekspresyonunun, tutulumu bulunmayan olgulara gére anlamli
olarak daha diisiik oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,042, p=0,045).

1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisinin medyan degeri 42 (min-maks:2-153) olarak
saptandi. Ayrica CD68 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan hiicrelere orani
degerlendirildiginde bu oranmn %1 ile %90 arasinda degistigi ve medyan degerinin %30
oldugu gozlendi. Tiimor mikrogevresinde 1 BBA’da CD68 pozitif hiicre sayisi ve orani ile
timor mikrogevresinde 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayisi ve CD163 ekspresyon orani
arasinda pozitif korelasyon saptanmig olup bu iligki istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla

p<0,001, r=0,578; p<0,001, r=0,573; p<0,001, r=0,556; p<0,001, r=0,637).

Immunhistokimyasal yéntemle 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayisinin medyan degeri 35
(min-maks:1-150) saptandi. Ayrica CD163 pozitif hiicrelerin tiim mikrogevreyi olusturan
hiicrelere orani degerlendirildiginde bu oranin %1 ile %98 arasinda degistigi ve medyan
degerinin %25 oldugu gozlendi. Timor mikrogevresinde CD163 ekspresyonu ile Ki67
proliferasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon saptandi (p<0,001, r=0,280). Tiimor
mikrogevresinde 1 BBA’da CD163 ekspresyonu ile Hans algoritmast ile
karsilastirildiginda 1 BBA’da CD163 pozitif hiicre sayis1 non-GCB/ABC fenotipindeki
olgularda, GCB fenotipindeki olgulara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu

(p=0,010).

Calismaya dahil edilen olgularin dokuzunda (%35,5) immunhistokimyasal yontemle MYC
pozitif, BCL2 negatif ve BCL6 pozitif; yedisinde (%4,3) immunhistokimyasal yontemle
MYC ve BCL2 pozitif, BCL6 negatif; 24’tinde (%14,8) immunhistokimyasal yontemle
MYC, BCL2 ve BCL6 pozitif saptandi.
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8.2 BILGILENDIRILMIiS GONULLU ONAM FORMU

Aragtirmanin adi: Primer Diffiiz biiyilk B hiicreli lenfoma olgularinda PD-1/ PD-L1
ekspresyonun ve tiimdr mikrogevresinin ve prognostik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almay! kabul etmeden dnce galismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Kot huylu lenfoid doku tiimorii olan diffiiz biiylik B hiicreli lenfomalar mikroskobik
goriintlileri cok benzemekle birlikte klinik gidisati hastalar arasinda oldukga farklilik
gostermektedir. Bu farkliligin sebeplerini ortaya koymak ve hedefe yonelik tedavi segenekleri
acisindan c¢alismamizda PD-1, PD-L1, CD4, CD8, CD68, CD163 ve FOXP3 olarak
adlandirilan immunhistokimyasal belirteclerin patolojik verilerle iliskisi arastirilacaktir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Tibbi patoloji raporlarinda ‘diffiiz biiyilk B hiicreli lenfoma’’ tanist almis olmaniz,
tiimoriiniize ait parafin bloklarmin EUTF Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda incelenmis,
bloklarin halen arsivde bulunmasi ve yeterli tiimdral doku icermesi

NASIL BIR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Calisma icin size ek bir islem yapilmayacaktir. Tiim incelemeler sizden daha 6nce alinmis
olan doku 6rneginin parafin blogunda gerceklestirilecektir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma ile ilgili olarak rutin kontrollerinizi hastanemizde yaptirmaniz ve sonuglari
dosyaniza isletmeniz sizin sorumluluklarimizdir. Bu kosullara uymadiginiz durumlarda
arastirict sizi uygulama dis1 birakabilme yetkisine sahiptir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?

Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 180“dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu arastirmada yer almaniz i¢in 6ngdriilen siire 18 aydir.
CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu aragtirmada sizin i¢in herhangi bir zarar yok olup, bu ¢alismadan ¢ikarilan sonuclarla size
ve sizin hastaliginiza sahip kisilere nasil yaklasacagimiza, hangi tedaviyi izleyecegimize ve
hastaliginin seyri konusunda bir 6ngdriide bulunmamiza yardimci olabileceksiniz. Ancak siz
dogrudan yarar gérmeyebilirsiniz ya da tedavinizin seyrini degistirmeyebilir.

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?
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Calismamizda arsivde yer alan materyaliniz kullanilacagi igin sizler agisindan beklenen olasi
bir risk bulunmamaktadir.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Arastirilacak doku Orneginizin teknik olarak c¢alismaya uygun olmamasi durumunda sizin
izniniz olmadan da sizi ¢aligmadan ¢ikarabiliriz.

DIGER TEDAVILER NELERDIR?

Bu calismada sadece arastirma yapilmaktadir. Bu c¢alismaya alinmaniza neden olan
hastaliginizla ilgili bu ¢alisma kapsaminda baska bir tedavi yapilmayacaktir.

HERHANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK
KIMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?

Arastirmaya bagli bir zarar s6z konusu degildir. Tiim islemler sizden daha 6nce alinmis olan
doku 6rneginden hazirlanmis parafin blok iizerinde yapilacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KiMi ARAMALIYIM?

Bu calisma ile ilgili bir sorun yasamayacaksiniz. Ancak yine de herhangi bir soru ya da
diisiinceniz olursa 05054525385 ya da 0232 3903709 no’lu telefonlardan Dog¢.Dr. Nazan
Ozsan ile goriisebilirsiniz.

136



Arastirmanin adi: Primer Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma olgularinda PD-1/ PD-L1
ekspresyonun ve tiimdr mikrogevresinin ve prognostik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tiir inceleme ve diger arastirma masraflari arastirma ekibi tarafindan
karsilanacak olup size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hicbir kurum
veya kurulusa 6detilmeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?

Calismay1 destekleyen kurum Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Proje
Koordinatorligi’ diir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BIiR ODEME YAPILACAK
MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢gbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu size yapilacak
islemleri etkilemeyecektir. Arastirici, doku Orneginizin teknik olarak calismaya uygun
olmamasi durumunda isteginiz disinda sizi aragtirmadan ¢ikarabilir. Bu durumda hastaliginiza
iligkin diger tedavi ve rutin kontrolleriniz etkilenmeyecektir.

Arastirmanin sonuglari bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢alismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici
tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla
kullanilabilecektir.

KATILMAMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLANABILECEK
MIDIR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik
bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve

resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait
tibbi bilgilere ulasabilirsiniz

Calismaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniillilye verilmesi gereken bilgileri
gosteren iki (2) sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
aragtirictya sordum, yazili ve sozli olarak bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem icin bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiirlitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu
arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve bask1 olmaksizin biiyiik bir
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi
haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.
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Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI
ADI & SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH
Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin IMZASI
ADI & SOYADI
ADRESI
TEL. & FAKS
TARIH
ARASTIRMA EKIiBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR IMZASI
ARASTIRMACININ
ADI & SOYADI Do¢. Dr. Nazan 6zsan
TARIH
GEREKTIiGi DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI & SOYADI

GOREVI

TARIH
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8.3 OLGU RAPOR FORMU ORNEGI

OLGU RAPOR FORMU ORNEGI

Tarih:

Calisma Adi/Kodu: Primer Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Olgularinda PD-1/PD-

L1 Ekspresyonunun, Tiimér Mikrogevresinin Ve Prognostik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
Olgu numarasi:

Biyopsi No:

Telefon/Adres:

Yas:

Cinsiyet:

Tan:

Tiimor lokalizasyonu:

Hans algoritmasina gore fenotipi:
kemik iligi tutulumu:

Ann Arbor evresi :

Hastaliksiz sag kalim siiresi:
Toplam sag kalim siiresi:

Eslik eden hastaliklar:

Aldig) tedavi:

vV ¥V VY ¥V Vv ¥V ¥V V V¥V VY V¥V V VYV VY

Tiumor mikrogevresinde yer alan hiicreler ve morfolojik/immunhihtokimyasal

ozellikleri:
> Immunohistokimyasal Yontem ile:
o PD-L1 boyanmasi:
o PD-1 boyanmasi:
o FOXP3 boyanmasi:
o CD4 boyanmasi:

o CD8 boyanmasi:
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o CD68 boyanmasi:
o CD163 boyanmasi:
> Diger:
> Notlar :
Doc. Dr. Nazan Ozsan
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi

Patoloji Anabilim Dal1
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8.4 TEZ CALISMASI ORiJINALLIiK RAPORU

PRIM

ER DIFFUZ BUYUK B HUCRELI LENFOMA

OLGULARINDA PD-1/ PD-L1 EKSPRESYONUNUN, TUMOR
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DEGERLENDIRILMESI

ORLUMALLIK RAPORLU
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