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KISALTMALAR

APB: Aktive periferik B hiicresi

CISH: Kromojenik In Situ Hibdiridizasyon
DBBHL, NOS: baska sekilde tanimlanmamis diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
DBBHL: Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
EBER: EBV RNA

EBV: Epstein Bar Viriis

FDC: Follikiiler Dendritik Hiicre

GEP: Gen Ekspresyon Profili

GMB: Germinal merkezli B hiicresi

H&E: Hematoksilen & Eosin

HCYV: Hepatit C virusu

HHYV: Human Herpes virusu

HIV: Human immunodeficiency viriis
HTLV: Human T-Hiicreli [6semi virusu
IHK: Immiinhistokimya

LMP-1: Latent Membran Protein-1
miRNA: mikroRNA

NF-kB: Niikleer faktor kappa beta

NHL: Non-hodgkin lenfoma

THZBBHL: T-hiicrelerinden/histiyositlerden zengin biiyiik B hiicreli lenfoma
WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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OZET

AMAC: Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL) etiyolojisi bilinmeyen bir Non-
Hodgkin lenfoma (NHL)’dir. EBER (EBV RNA) varligi; DBBHL’larda %8-11
arasinda goriilmekte; siklikla daha ileri yasla, ileri evre hastalikla ve DBBHL nin
anaplastik ve plazmoblastik alt tipleriyle iliskili bulunmustur. EBV (+) DBBHL nin
daha geng yaslarda ve daha genis spektrumda goriilmeye baslanmasi sonucu olusan
yeni bilgiler ile, 2016 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) lenfoma siniflamasindaki
revizyon ile “yashiligin” yerine “bagka tirlii smiflandirilamayan (NOS)” olarak
degistirilmistir. Bu c¢alisma; DBBHL’nin immiinfenotipik o6zelliklerini ortaya
koymanin yani sira; bu olgularda kromojenik in situ hibridizasyon (CISH) yontemi ile
saptanan EBER varliginin olgularin yas ve cinsiyetleri ile iligskisini gdstermeyi
amaglamaktadir.

GEREC (HASTALAR) VE YONTEMLER: Saghk Bilimleri Universitesi
Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Boliimii’'nde Ocak 2015-
Aralik 2016 tarihleri arasinda DBBHL tanist almis 61 olgunun patoloji raporlari
incelendi. Bu olgularin Hematoksilen & Eosin (H&E) boyali kesitleri, bcl-2, bel-6 ve
c-myc immiinhistokimyasal boyali preparatlar1 ile EBER ISH calismasina ait
preparatlari tekrar degerlendirildi. Olgulardaki EBER varliginin yas, cinsiyet, bcl-2,
bcl-6, c-myc boyanma yiizdeleri ile iliskisi arastirildi.

BULGULAR: Caligmaya alinan DBBHL olgularindan, dort olguda EBER varlig
saptanmigtir. Bu olgularin yaslar1 34 ile 78 arasinda degismektedir. Ortalama yas
57°dir. 50 yas altinda 3 olguda (ortalama yas 43,6), 50 yas listliinde 1 olguda boyanma
izlenmistir. EBER pozitif olan olgularin 3’0 erkek, 1’i kadindir. Bel-2 ile %85,3
(n=52), Bcl-6 ile %95,1(n=58), c-myc ile %90,2 (n=55)’sinde degisen ylizdelerde
boyanma izlenmistir. EBER varliginin yas, cinsiyet, bcl-2, bcl-6 ve c-myc
ekspresyonu ile iligkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

SONUC: Calismamizdaki olgularda %6,6 oraninda EBER varligi saptanmustir.
Erkeklerde daha fazla pozitiflik (E/K:3/1) goriilmiistiir. EBV pozitif DBBHL ’larin yas
ortalamasi literatiirdeki veriler ile benzerdir. EBER varliginin sadece yash hasta
grubunda degil tiim yaslardaki DBBHL olgularinda arastirilmasi, hem

immiinfenotipik bulgular ile iligkisini saptamak, hem de yeni tanimlanan bu grubun

Vii



ozelliklerini daha iyi tanimlayabilmek icin yeni ve kapsamli g¢alismalara ihtiyag

oldugunu diisiiniiyoruz.

ANAHTAR KELIMELER: DBBHL, EBER, yas, bcl-2, bcl-6, c-myc
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ABSTRACT

AIM: Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) is a Nonhodgkin Lymphoma
(NHL). The etiology is unknown. EBER (EBV RNA) presency is seen between 8-11%
in DLBCL have been found to be associated with more advanced age, more advanced
disease, anaplastic and plasmoblastic subtypes of DLBCL. With the revision of the
World Health Organization (WHO) of lymphoma classification in 2016; as EBV (+)
DLBCL begins to appear in younger and in wider spectrum, the resulting new
information has led to the change of "elderly" to "not otherwise specified (NOS)". The
aim of this study is to demonstrating the immunophenotypic properties of DLBCL and
to show whether the presence of EBER detected by chromogenic in situ hybridization
(CISH) in these cases is related to the age and sex of the cases.

MATERIAL (PATIENTS) AND METHODS: The pathology reports of 61

cases diagnosed as DLBCL between January 2015 and December 2016 from the
Okmeydani Education and Research Hospital Medical Pathology Department of
Health Sciences University were examined. All hematoxylin and eosin(H & E) stained,
bcl-2, bel-6 and c-myc immunohistochemical stained preparations and EBER ISH
preparations were reevaluated. The relationship between EBER positivity and age, sex,
bcl-2, bel-6, c-myc staining percentages were investigated.

RESULTS: EBER positivity was determined in four cases from DLBCL cases. The

ages of these cases ranged from 34 to 78 years. Staining was observed in 3 cases under
50 years of age (mean age is 43,6) and 1 case in over 50 years. 3 cases of EBER
positive cases were male and 1 female. Positive staining was observed in 85,3%(n =
52) with Bcl-2, 95,1%(n = 58) with Bcl-6 and 90,2% with c-myc (n = 55) in varying
percentages. There was no statistically relationship between EBER positivity and age,
gender, bcl-2, bel-6 and c-myc expression.

CONCLUSION: 6.6 % EBER positive cases were detected in the DLBCL cases
studied. More positivity was seen in males than females (M/F: 3/2). The mean age of
EBV positive DLBCLs is similar to the data in the literature. We believe that new

studies are needed to investigate the presence of EBER not only in elderly patients but



also in all age groups of DLBCL, both in relation to immunophenotypic findings and
in order to define the characteristics of this newly defined group.

KEYWORDS: DLBCL, EBER, age, bcl-2, bcl-6, c-myc



I.GIRIS VE AMAC

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL), B hiicre fenotipine sahip Non-
Hodgkin lenfomalarin (NHL) en sik goriilen alt tipidir. DBBHL etiyolojisi
bilinmemektedir. Genellikle de novo ortaya c¢ikar ancak kronik lenfositik
16semi/kiiciik lenfositik 16semi, follikiiler lenfoma, ya da marjinal zon lenfoma gibi
daha diisiik dereceli lenfomalarin transformasyonu ile de goriilebilir Agresif gidisli
olup, klinik, morfolojik, immiinfenotipik ve sitogenetik olarak heterojen ozellikte
lenfomalardir. Bu heterojeniteden dolayt DBBHL ’lar kendi igerisinde degisken klinik
gidis ve sagkalima sahiptirler. DBBHL’larda prognoza etkili olabilecek fenotipik,
klinik, immunhistokimyasal ve sitogenetik farkliliklarin saptanmasi son yillarda 6nem
kazanmis arastirma konularindandir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile ¢esitli immiinhistokimyasal belirtecler ve
molekiiler teknikler kullanilarak DBBHL’lar1 alt gruplara ayirmak ve prognozla
iliskilerini ortaya koymak icin ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Buna ragmen,
bir¢ok vaka biyolojik heterojenite nedeniyle kesin bir sekilde siniflandirilamaz. Bu tiir
vakalar, bagka sekilde tanimlanmamis diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma (DBBHL,
NOS) olarak siniflandirilir.

Myc rearranjmant DBBHL, NOS’larin %5-15’inde siklikla Bcl-2 ile, daha az
siklikla Bel-6 rearranjmani ile iligkilidir ve “¢ift vuruslu” veya “ii¢lii vuruslu” lenfoma
olarak adlandirilmaktadir. Giincellenmis siniflamada da ‘Yiiksek dereceli lenfoma,
myc ve bcl-2 ve/veya bcl-6 rearranjmani ile birlikte’ olarak yer almaktadir. Myc
protein ekspresyonu DBBHL’da %30-50 oraninda goriilmekte ve bu vakalarin %20-
35’inde Bcl-2 ekspresyonu ile yiiksek konkordansa sahiptir. Bu tiimdrlerin ¢ogu
myc/Bcl-2 genetik degisikliklerini tasimamakta ve “cift ekspresyonlu lenfoma” olarak
adlandirilmaktadir. Bir¢cok calismada bu vakalarin DBBHL, NOS vakalarina gore
daha kotii gidigli oldugu, prognostik indikatdr olarak diisiiniilebilecegi belirtilmis
ancak DBBHL, NOS’tan ayrn bir kategoriye konulmamustir.

EBER varligit DBBHL ’larda %8-11 arasinda goriilmekle birlikte; siklikla daha
ileri yagla (60 yas iizerinde), daha ileri evre hastalikla ve DBBHL nin anaplastik ve
plazmoblastik alt tipleriyle iligkili bulunmustur. Bu hastalarda tedavi yaniti ve

sagkalim siklikla; EBV RNA tasimayan olgulara gore daha diisiik bulunmustur.



EBYV (+) DBBHL nin daha geng yaslarda ve daha genis spektrumda goriilmeye
baslanmasi sonucu olusan yeni bilgiler ile 2016 yilinda WHO lenfoma
smiflamasindaki ~ revizyonu  sonucu  “yashligin”  yerine  “bagka tiirli
siniflandirilamayan (NOS)” olarak degistirilmistir.

Literatiirdeki bu bilgiler 1518inda, bu ¢alisma; DBBHL nin immiinfenotipik
ozelliklerini ortaya koymanin yani sira; bu olgularda kromojenik in situ hibridizasyon
(CISH) yontemi ile saptanan EBER varliginin olgularin yas ve cinsiyetleri ile iligkili

olup olmadigin1 géstermeyi amaclamaktadir.



II.GENEL BIiLGILER

LENF NODU HiSTOLOJISI

Lenf nodu oval ya da fasiilye seklinde lenfatik damarlarin seyri boyunca
yerlesmis yapilardir. Ozellikle aksilla, inguinal bdlge ve akciger hilusunda olmak
tizere ¢ogunlukla gruplar halinde bulunurlar. Konveks yiizeyinden giren afferent
lenfatik damarlar1 ile konkav depresyonundan (hilus) ¢ikan bir ya da iki efferent
lenfatik damar1 bulunur. Lenfatik damarlar lenf sivisinin tek yonlii akisini saglayan
kapaklar ile desteklenmistir (1). Lenf nodu lenf sivisi i¢eren dilate lenfatik siniisler ile
karigik yogun lenfosit kiimelerinden olusur ve ince retikiiler liflerden olusan ¢ati ile
desteklenir (2). Lenf nodu parankimi korteks, parakorteks ve medulladan; bag doku
ag1 ise kapsiil, trabekiil ve retikiiler stromadan olusur (1). Lenf nodu ¢ok sayida kan
damari igeren perikapsiiler adipdz doku ile ¢evrelenmistir. Yogun bag doku kapsiili
lenf nodunu ¢evreler. Bag doku trabekiilleri baglangicta lenfatik nodiillerin arasindan
daha sonra dallanarak medullaya dogru ilerler. Trabekiiler bag doku lenf nodunun ana
kan damarlarini da igerir(2). Korteks lenf nodu kapsiilii altinda yerlesir, lenf nodunun
periferik kismini olusturur ve subkapsiiler siniis ve lenfatik nodiil olarak iki yapi igerir.
Subkapsiiler siniis kapsiiliin hemen altindadir. Lenfatik nodiiller baslica B
hiicrelerinden olugsmustur (1). Lenfatik nodiillerde daha agik renkte boyanan ve
lenfosit proliferasyonunun aktif bolgesi olan alanlar germinal merkezler izlenir. Bu
alandaki hiicreler daha gevsek agregatlar olusturur ve burada gelisen lenfositlerin daha
biiyiik ve daha ac¢ik boyanan niikleuslar: ile genis sitoplazmalar1 vardir. Germinal
merkez daha koyu boyanan hiicreler ile ¢evrelenir (2). Bu yapiya follikiil ad1 verilir.
Lenfoid follikiiler arasindan daha derine dogru uzanan alan parakortekstir (3).
Parakorteks timiis bagimlidir ve temel olarak T hiicrelerinde olusur, ayrica lenfatik
nodiilden mediiller korda gecis alanidir. Lenf nodu medullas: anastamozlasan lenfatik
dokular olan medullar kordlardan ve efferent damarlardan gelen lenf sivisini noda

drene eden mediiller siniislerden olusur (2).

Lenfoid follikiil
Lenfoid follikiil naif B hiicre agregatlari ile kiiciik follikiiler dendritik hiicre (FDC)

agindan olusur. Lenfoid hiicreler yuvarlak, kiigiik niikleuslu, koyu kromatinli ve dar



sitoplazmalr hiicrelerdir. Bu hiicreler matiir B hiicre markerlar1 ile IgM, IgD, CD21 ve
CD23 eksprese ederler. Bu hiicrelerin antijen stimiilasyonu genislemis ve organize
mantle hiicre tabakasi, germinal merkezi ve yogun follikiiler dendritik ag: ile birlikte
sekonder lenfoid follikiillerin olugsmasina yol agar. Mantle zon temel olarak primer
lenfoid follikiiliin kii¢lik B hiicrelerinden olusur ve germinal merkezlerin genislemesi
ile kenara dogru itilir. Germinal merkezler T hiicre bagimli immiin yanitin
gerceklestigi 6zellesmis lenfoid kompartmanlardir. Morfolojik olarak erken germinal
merkezler baskin olarak kiiclik ve biiyiilk sentroblastlar (biiyiik, yariklanmamis
follikiiler merkez hiicreleri) igerirler. Bu hiicreler orta-biiylik boyutlu B hiicreleridir ve
oval-yuvarlak vezikiiler niikleuslar1 olup, niikleer membrana yakin bir-li¢ kiiglik
niikleol igerirler. Ayrica dar bazofilik sitoplazmalar1 vardir. Germinal merkezler
polarize olup koyu ve agik zon alanlarina ayrilir. Koyu zon baskin olarak sentroblastlar
icerir ve bu alanlarda mitoz siktir. Ayrica siki paketlenmis sentrositler (Yarikli
follikiiler merkez hiicreleri) bu alanda goriiliir. Bu hiicreler diizensiz bazen yarikli,
koyu kromatinli, belirsiz niikleollii, dar sitoplazmali kiigiik- biiyiik B hiicreleridir.
Apoptotik niikleer debrileri fagosite eden makrofajlar (tingible body makrofajlar) da
bu alanda bulunur. Ag¢ik zon baskin olarak sessiz sentrositlerle birlikte follikiiler
dendritik hiicreler igerir. Follikiiler dendritik hiicreler mezenkimal hiicrelerden geligir
ve germinal merkezin ve T hiicre bagimli immiin yanitin énemli bir organizatoriidiir.
Bu hiicreler CXCL13, CD23, adhezyon molekiilleri olan ICAM-1 ve VCAM-1 ve
kompleman molekiillerini (CD21, CD35) ekprese eder. Fenotipik olarak hem
sentrositler hem sentroblastlar matiir B antijenlerini (CD19, CD20, CD22, CD79) ve
germinal merkez markerlarini (bcl-6, CD10) eksprese eder. Bcl-6 niikleer zinc-finger
transkripsiyon faktoriidiir ve germinal merkez formasyonu ile T hiicre bagimli immiin
yanit olusmasi icin gereklidir. Germinal merkez B hiicrelerinde eksprese edilir. Nativ
B hiicrelerinde, mantle zon B hiicrelerinde, hafiza B hiicrelerinde ya da plazma
hiicrelerinde eksprese edilmez. CD10 membran iligkili molekiildiir (common acute
lymphoblastic leukemia antigen (CALLA) olarak da bilinir) ve kemik iliginde erken
pro B hiicrelerinde normal olarak eksprese edilir, nativ B hiicrelerinde kaybolur ve
germinal merkez hiicrelerinde tekrar eksprese edilir. Germinal merkez hiicrelerinde bir
diger onemli degisiklik Bcl-2 antiapoptotik molekiiliiniin downregiilasyonudur ve

temel olarak nativ ve hafiza B hiicrelerinde eksprese edilir. Germinal merkez B



hiicrelerinde FGC ve T hiicreleri ile iliskilerinde yer alan ylizey antijenleri eksprese
edilir. Ozellikle CD40, CD86 ve CD71 T hiicre iliskisini kolaylastirirken CD11a/18
ve CD29/49a FDC’lerin CD44, ICAM-1, VCAM-1 ligandlarin1 tanir. Germinal
merkezler, B hiicre farklilagmasinda (follikiiler T helper hiicre, T-th) ve T hiicre aracili
immiin yanitin diizenlenmesinde (T regiilatuar hiicre, T-reg) 6nemli rol oynayan
ozellesmis T hiicre alt popiilasyonlar igerirler. Bu hiicreler acik zonda, mantle

zonunda ve interfollikiiler alanlarda bulunur (4).

Parakorteks

Temel olarak T hiicrelerinden ve interdijite hiicrelerden olusur ve timiis
bagimli, interfollikiiler zon olarak adlandirilir (1,4). Lenfatik nodiillerden mediiller
korda gecis alanidir (2). Bu alandaki T hiicreleri heterojendir, CD4 (+) T hiicreleri
baskinken CDS8 (+) ve T-reg hiicreler de bulunur. Interdijite hiicreler S100, MHC 1I,
CD80, CD86 ve CD40 pozitif CD1a, CD21 ve CD35 negatiftir. Interfollikiiler zon
immiinoblastik morfolojide izole biiyiik B hiicreleri igerirler ve reaktif durumlarda bu
hiicreler ¢ok sayida olabilir. Immunoblastlar boyut olarak sentroblastlara benzer,
belirgin tek niikleolii ve genis bazofilik sitoplazmaya sahiptir. Bu hiicreler matiir B
hiicre markerlarin1 eksprese eder ancak germinal merkez markerlar1 (bcl-6, CD10),
CD30 ve CD27 negatiftir (4). Parakortekste B ve T lenfositlerinin kandan lenf noduna
gectigi endotelyal veniiller (yiiksek endotelli/postkapiller) bulunur. Bu damarlarin
endotelleri biiylik, siskin olup vezikiiler kromatinli, belirsiz niikleollii niikleuslara

sahiptir (3,4).

Mediilla

Medullanin mediiller kord ve mediiller siniis olmak tizere iki kompartman
vardir. Mediiller kordlar dallanan ve anastamozlasan tipik lenfoid dokudan olusan
kordlardir ve temel olarak B lenfositler, plazma hiicreleri ve makrofajlardan olusur.
Mediiller siniisler mediiller kordlar arasinda yerlesir ve kordlara gore daha agik

boyanir (1). Afferent veniilden gelen lenf sivisini lenf nodunun hilusuna drene eder

).



DIFFUZ BUYUK B HUCRELI LENFOMA

Diffiiz biiytlik B hiicreli lenfoma niikleus biiytikliigii histiyosit niikleusuna esit
ya da biiyiik, ya da kii¢lik bir lenfositin iki kat1 biiyiikliigiindeki biiyiik ya da orta
boyutlu neoplastik B hiicrelerinin diffiiz proliferasyonudur (5). Morfolojik, biyolojik
ve klinik calismalar, diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar1 morfolojik varyantlara,
molekiiler ve immunofenotipik subgruplara ayirmistir. Buna ragmen, birgok vaka
biyolojik heterojenite nedeniyle kesin bir sekilde siniflandirilamaz. Bu tiir vakalar,
baska sekilde tanimlanmamuis diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL, NOS) olarak
siniflandirilir. Lenfoid neoplazilerin Diinya Saglik Orgiitii 2016 revizyonuna gore
siniflamasi tablo 2.1°de verilmistir (6). DBBHL’larin morfolojik, molekiiler ve

immiinfenotipik subgruplara gére ayrimi ile tablo 2.2°de verilmistir (5,6).

Tablo 2.1: B hiicreli neoplaziler, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2016 Siniflamas:

Matiir B hiicre neoplazileri
Kronik lenfosittik 16semi/kii¢lik lenfositik lenfoma
Monoklonal B hiicreli lenfositozis
B hiicreli prolenfositik 16semi
Splenik marjinal zon lenfoma
Sagl1 hiicreli 16semi
Splenik B hiicreli 16semi/lenfoma, siniflandirilamayan
Splenik diffiiz kirmiz1 pulpa kiiciik B hiicreli lenfoma
Sacli hiicreli 16semi, varyant
Lenfoplazmasitik lenfoma
Waldenstrom makroglobulinemisi
Onemi Belirsiz IgM Monoklonal Gamapatisi (MGUS)
p Agir Zincir Hastaligi
v Agir Zincir Hastalig1
o Agir Zincir Hastaligi
Onemi Belirsiz IgG/A Monoklonal Gamapatisi (MGUS)
Plazma Hiicreli Myelom
Kemigin Soliter Plazmasitomu
Ekstraosse6z Plazmasitom
Monoklonal Imunglobulin Birikim Hastalig1
Mukoza Iliskili lenfoid dokunun ekstranodal marjinal zon lenfomas1 (MALT lenfoma)
Nodal marjinal zon lenfoma
Pediatrik nodal marjinal zon lenfoma
Follikiiler lenfoma
In situ follikiiler neoplazi
Duodenal tip follikiiler lenfoma
Pediatrik tip follikiiler lenfoma
IFR4 rearranjman ile birlikte biiyilik B hiicreli lenfoma



Primer kutandz follikiil merkez lenfomasi

Mantle hiicreli lenfoma
In situ mantle hiicre neoplazisi

Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL), NOS
Germinal merkez B hiicreli tip
Aktive B hiicreli tip

T hiicre/histiyositten zengin biiyilik B hiicreli lenfoma

Santral sinir sisteminin primer DBBHL’s1

Primer kutandz bacak tipi B hiicreli lenfoma

EBV + DBBHL, NOS

EBV + Mukokutanoz tilser

Kronik inflamasyon iligkili DBBHL

Lenfomatoid Graniilomatozis

Primer mediastinal (timik) biiyiik B hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

ALK + biiyiik B hiicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

Primer eflizyon lenfomasi

HHVS +, DBBHL, NOS

Burkitt Lenfoma

Burkitt benzeri lenfoma, 11q aberrasyonu ile birlikte

Yiiksek dereceli lenfoma, MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 rearranjmani ile birlikte
Yiksek dereceli lenfoma, NOS

DBBHL ve klasik Hodgkin lenfoma arasinda siniflandirilamayan B hiicreli lenfoma

Tablo 2.2: DBBHL varyantlari, alt tipleri, alt gruplar

DBBHL, NOS
Sik morfolojik varyantlar
Sentroblastik
Immunoblastik
Anaplastik
Nadir morfolojik varyantlar
Molekiiler alt gruplar
Germinal merkez B hiicreli tip
Aktive B hiicreli tip
Immunfenotipik alt gruplar
CD5 + DBBHL
Germinal merkez B hiicreli benzeri
Germinal merkez dis1 B hiicreli benzeri
DBBHL alt tipleri
T hiicre/histiyositten zengin biiyilik B hiicreli lenfoma
Santral sinir sisteminin primer DBBHL’s1
Primer kutandz bacak tipi B hiicreli lenfoma
EBV + DBBHL, NOS
EBV + Mukokutanéz iilser
Kronik inflamasyon iliskili DBBHL



Lenfomatoid Graniilomatozis

Primer mediastinal (timik) biiyiik B hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

ALK + biiyiik B hiicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

Borderline Vakalar

Yiiksek dereceli lenfoma, MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 rearranjmant ile birlikte
Yiksek dereceli lenfoma, NOS

DBBHL ve klasik Hodgkin lenfoma arasinda siniflandirilamayan B hiicreli lenfoma

Epidemiyoloji

DBBHL, NHL’larin en sik goriilen tipidir, NHL’larin %30-40’1n1 olusturur.
Cocuklarda da goriilebilse de primer olarak yetigkinlerde, ortalama yedinci dekadda
goriiliir (7). Erkeklerde daha fazla goriilme egilimindedir (5).

Etiyoloji

DBBHL etiyolojisi bilinmemektedir. Genellikle de novo ortaya cikar ancak
kronik lenfositik 16semi/kii¢lik lenfositik 16semi, follikiiler lenfoma, ya da marjinal
zon lenfoma gibi daha diisiik dereceli lenfomalarin transformasyonu ile de goriilebilir
(7,8). Biyopsi materyalinde bu diisiik dereceli alan goriilmedigi takdirde ve Oykii
bilinmediginde transforme lenfomalar1 de novo DBBHL’dan ayirmak miimkiin
olmayabilir (7).

DBBHL olgularimin ¢ogunda herhangi bir risk faktorii bulunmamaktadir.
Bununla birlikte; Ataksi-telenjiektazi sendromu, Bruton tipi agamaglobulinemi, Ciddi
kombine immunyetmezlik hastaligi, Wiskott-Aldrich Sendromu, Duncan Sendromu,
Chediak-Higashi sendromu gibi herediter immunyetmezlik sendromlari;; Human
immunodeficiency virus (HIV), Epstein-Barr virus (EBV), Helicobacter pilori, Hepatit
C virusu (HCV), Human T-Hiicreli 16semi virusu (HTLV) ve Human Herpes virusu
(HHV) gibi enfeksiyonlar ve Romatoid artrit, Sjogren sendromu, Sistemik lupus
eritematozus gibi otoimmun hastaliklar ile kemoterapdtik ajan ve immunsupresan ilag
kullanimi, Herbisid, Vinil klorid ve organik solventlere maruziyet gibi
etyopatogenezde rol oynayabilecek birgok antite risk faktorleri arasinda
sayilabilmektedir (9,10).

Klinik Ozellikler

Hastalar genellikle tek veya multinodal veya ekstranodal yerlesim yerlerinde

hizl1 biiytiyen kitlelerle bagvurur (8). En sik ekstranodal tutulum yeri gastrointestinal



sistemdir ve deri ikinci en sik tutulum yeri olmakla birlikte herhangi bir ekstranodal
alan tutulabilir. B semptomlar1 hastalarin %30’ unda goriiliir (7).

Morfoloji

Lenf nodlarinda, biiyiik lenfoid hiicrelerden olusan ve lenfoid yapiy1 tiimiiyle
veya kismen silen diffiiz infiltrasyon izlenir. Kismi nodal tutulum interfolikiiler
ve/veya daha az siklikla sinusoidal olabilir. Perinodal doku siklikla infiltredir. Genis
veya ince sklerotik bantlar gdzlenebilir. Sitomorfolojik olarak, DBBHL yaygin ve
nadir goriilen morfolojik varyantlara ayrilabilir. Orta biiytikliikteki hiicrelerin baskin
oldugu vakalar, ekstramediiller [6semiler, mantle hiicreli lenfomanin blastoid varyanti
ve Burkitt lenfoma ile ayirici taniya girer (11). Ekstranodal alanlarda tiimor kitlesine
ek olarak lenfoma hiicreleri genelde intersisyel infiltrasyon yaparak normal 6zellesmis
yapilarin (gastrik glandlar, tiikriik bezi asinileri, seminifer tiibiiller gibi) kaybina neden
olur (5).

Morfolojik varyantlar

Uc yaygin varyant ve ek olarak mindr morfolojik varyantlar tanimlanmistir.
Biitlin varyantlarda, ¢ok sayida T-hiicresi ve/veya histiyosit goriilebilir. Bu vakalar T-
hiicrelerinden/histiyositlerden zengin biiyiik B hiicreli lenfomanin (THZBBHL) tiim
kriterlerini karsilamadig1 siirece THZBBHL olarak kabul edilmemelidir (11).

1.Sentroblastik varyant: En yaygin varyanttir. Sentroblastlar oval-yuvarlak,
orta blylkliikte, ince kromatin igeren, vezikiiler niikleuslu hiicrelerdir. Niikleer
membrana bagli 2-4 adet niikleol goriilebilir. Genellikle dar olan sitoplazma, amfofilik
veya bazofilik olabilir. Bazi vakalarda tiimdriin morfolojisi monomorfik olup tiimiiyle
sentroblastlardan  (>%90) olusabilir. Halbuki, ¢ogu vaka, sentroblast ve
immunoblastlarin karisik oldugu polimorfik goriiniimdedir (12,13). Ozellikle kemik
ve diger ekstranodal yerlesim yerlerinde, tiimor hiicreleri nadiren multilobiile
niikleuslu olabilir.

2.Immunoblastik varyant: Bu varyantta hiicrelerin %90’dan fazlas1, santralde
yerlesmis niikleolusu olan ve kayda deger bazofilik sitoplazmasi olan
immunoblastlardan olusur. Plazmasitoid diferansiasyon goriilebilir. Bu varyanti
plazmablastik lenfomanin ekstrameduller tutulumundan veya immatiir plazma hiicreli

myelomdan ayirmak icin klinik ve/veya immunofenotipik bulgular faydali olabilir.



Immunoblastik varyant ile sentroblastik varyantin ayriminda, genellikle gdzlemciler
icinde ve gozlemciler arasindaki uyum diistiktiir (14).

3.Anaplastik varyant: Bu varyant bizar, pleomorfik nukleuslu, ¢cok biiyiik
yuvarlak, oval veya poligonal, Hodgkin ve/veya Reed-Sternberg hiicrelerine ve
anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicrelerine benzeyen hiicrelerle karakterizedir. Bu
hiicreler siniizoidal ve/veya koheziv biliylime paterni gosterebilir ve indiferansiye
karsinomu taklit edebilirler. Sitotoksik T-hiicrelerinden koken alan anaplastik biiyiik
hiicreli lenfoma ve ALK-pozitif biiylik B hiicreli lenfoma ile biyolojik ve klinik olarak
iliskili degildirler (11).

Nadir Morfolojik Varyantlar

DBBHL, NOS vakalar1 nadiren miksoid stroma ya da fibriller matikse sahiptir.
Az sayida vakada psddorozet formasyonu goriilebilir. Bazen neoplastik hiicreler igsi
sekilli olabilir veya tash yiiziik hiicre 6zellikleri gosterebilirler. Ayni zamanda
sitoplazmik graniiller, mikrovilluslar ve interselliiler baglantilar izlenebilir.

Molekiiler Alt Gruplar

Alizadeh ve arkadaslart DBBHL da iki alt grup tanimlamistir (15). Bir grup
germinal merkezli B-hiicrelerinin (GMB) gen ekspresyon profiline sahiptir (vakalarin
%45-50) ve digeri aktive periferik B-hiicrelerinin (APB) ekspresyon profiline sahiptir.
Bir de iiglincii grup (tip 3 olarak adlandirilan) tanimlanmistir. Bu GMB ve APB alt
gruplarina uymayan vakalarin toplandigi bir gruptur (16,17). GMB ve APB gruplari
farkli kromozomal anomalilere sahiptir. GMB alt grubunda siklikla 12q12°de artis
dikkati ¢ekerken, APB alt grubunda 3q, 18q21-q22°da artis ve 6q21-q22°de kayip
izlenir (18,19). Polimorfik sentroblast benzeri hiicreler ve/veya c¢ok miktarda
immunoblast iceren, sentroblastik varyant ve immunoblastik varyant olarak
tanimlanan vakalar genellikle APB alt grubunda yer alirlar. Ancak bu 6zellikler GMB
alt grubunda da g6zlenebilir. Bu nedenle GBM ve APB alt gruplarint morfolojik olarak
ayirmak miimkiin degildir. Ayrica DBBHL’nin gen ekspresyon profiline gore
olusturulan bu alt gruplar (GMB, APB) ile immunhistokimyasal ydntemler
kullanilarak olusturulan alt gruplarin (germinal merkez benzeri ve germinal merkez
olmayan grup) uyumu degiskenlik gosterir (16,20). Bununla birlikte gen ekspresyon
profili (GEP) c¢aligmalar1 rutinde kullanigh degildir, ¢linkii DBBHL, NOS 2008

siiflamasinda immunhistokimyasal algoritmalarin tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi
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konusu tiizerine diisiilmiistiir. Bu nedenle revize siniflamada bu iki grubun taninmasi
cok dnemlidir. Hans algoritmasinin (sekil 2.1) hala en popiiler olmas1 ve GEP ile kabul
edilebilir korelasyonu olmasina ragmen baska algoritmalar da kullanilabilir (6). Hans

algoritmas1 GEP siniflamasi ile yaklasik %80 konkordans gostermektedir (7).

Germinal
CD10+ Merkez B
L htcreli

Germinal
. O MUM1 - Merkez B
L hucreli
Bcl6 + p
Germinal
— MUM1 + MerkezDis1 B
htcreli
[ Germinal
Bcl6 - MerkezDisi1 B

hicreli

Sekil 2.1: iImmiinhistokimyasal ydntemler ile belirlenen hiicre orijini

Immunfenotipik Alt Gruplar

DBBHL, immunfenotipik olarak germinal merkez benzeri grup (GMB),
germinal merkez benzeri olmayan grup (non-GMB) ve CDS5 pozitif DBBHL olarak {i¢
gruba ayrilmistir ve bu gruplar CD10, Bel-6 ve MUM-1 antikorlari kullanilarak ayrilir
(20).

DBBHL Immiinfenotipik Ozellikler

DBBHL ’larin immunfenotipi heterojendir ve pan B hiicre markerlar1 (CD19,
CD20, CD22) eksprese ederler. CD10 %25-50 vakada eksprese edilitken CD5 nadiren
eksprese edilir. Bcl-6 %50-90 vakada eksprese edilirken Bcel-2 %60 vakada eskprese
olur. Ki-67 proliferasyon indeksi %30-95 arasinda degismektedir. Bcl-2 ekspresyonu,
rituksimab tedavisinden Once birgok caligmada kotii prognoz gostergesi olarak
gosterilmistir. ~ Sitoplazmik immunoglobulin varligit CD38 ve CD138 gibi plazma
hiicre markerlarinin ekspresyonu ile iliskili degildir. Her iki marker nadiren CD20
pozitif hiicrelerde eksprese edilir. CD30 o6zellikle anaplastik varyantta eksprese
edilebilir (21).
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Klinik Onemi Olan Diger Fenotipik, Molekiiler/Sitogenetik Ozellikler

Son yillarda biiyiik B hiicreli lenfomalarda myc degisikliklerinin daha iyi
anlasilmasi1 6nemli bir gelisme olmugstur (22). Myc rearranjmani DBBHL, NOS’larin
%5-15"inde siklikla Bcl-2 ile daha az siklikla Bcl-6 rearranjmani ile iligkilidir ve “gift
vuruslu” veya “U¢lii vuruslu” lenfoma olarak adlandirilmaktadir. Giincellenmis
simiflamada da “Yiiksek dereceli lenfoma, myc ve bcl-2 ve/veya bel-6 rearranjmant ile
birlikte’ olarak yer almaktadir. Myc protein ekspresyonu DBBHL’da %30-50 oraninda
gorlilmekte; bu vakalarin %20-35’inde bcl-2 ekspresyonu ile yiiksek konkordansa
sahiptir. Bu tlimorlerin ¢ogu myc/bel-2 genetik degisikliklerini tagimamakta ve “gift
ekspresyonlu lenfoma” olarak adlandirilmaktadir. Bircok calismada bu vakalarin
DBBHL, NOS vakalarina gore daha kotii gidisli oldugu, prognostik indikator olarak
diistintilebilecegi belirtilmis ancak DBBHL, NOS’tan ayr1 bir kategoriye
konulmamistir (Sekil 2.2)(6).

/ GCB

Double-expresser
lymphomas

N
~
~a

High BCL-:
expression ','

High MYC

expression /

Sekil 2.2: DBBHL ’larda hiicre orijini ile myc ve bcl-2 ekspresyonu arasindaki iliski
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EBV POZITIF DIFFUZ BUYUK B HUCRELI LENFOMA, NOS

2008 DSO lenfoma smiflamasinda yashligin EBV (+) DBBHL olarak yeni bir
antite tanimlanmis bu antitenin 50 yas iizerindeki hastalarla ve EBV pozitifligi ile
iligkisi bulunmustur. DBBHL’nin bu alt tipinde EBV’iin tiimér mikrogevre
kompozisyonunda, anti-tiimor yanitin1 engellemede ve hastaligin progresyonunda rol
alabilecegi gosterilmistir (23,24). Bu grup tiimdrler 2016 yilinda lenfoma
siniflamasindaki revizyon sonucu EBV (+) DBBHL, NOS olarak adlandirilmistir (6).
EBV (+) DBBHL immiin sistemi saglam 50 yasindan biiyiik hastalarda goriiliir ve
EBYV (-) hastalara gore daha kétii prognozludur. Ancak bu grup daha geng hastalarda
da goriilmeye baslanmistir. EBV (+) DBBHL nin daha geng¢ yaslarda ve daha genis
spektrumda goriilmeye baslanmasi sonucu olusan yeni bilgiler “yaslilifin” yerine
“bagka tiirlii siniflandirilamayan (NOS)” olarak degistirilmesine sebep olmustur.

EBYV (+) DBBHL, EBV (+) B hiicreli lenfoproliferatif hastaliklar olarak bilinen
bir grup hastaligin monoklonal karsiligidir. Cogunlukla giiney bat1 Asya’da 6zellikle
Japonlarda goriilmekle birlikte daha az siklikla Bati iilkelerinde de goriilebilir. Bu
hastalik yaglanmayla iligkili immiin sistemin de gerilemesinden kaynaklanan, blastik,
klonal B hiicre proliferasyonudur (7,21,25).

Erkekler kadinlardan daha fazla etkilenir. Lenf nodlarinda ve ekstranodal
alanlarda (deri, gastrointestinal sistem, akciger ve tonsil) izlenir. Olgularin %50’den
fazlasinda B semptomlari, yiiksek LDH, ileri evre hastalik goriiliirken solid organ ve
kemik iligi tutulumu rdlatif olarak daha azdir.

EBV (+) DBBHL ’nin morfolojik olarak polimorfik ve biiyilik hiicreli olmak
tizere iki tipi vardir ve iki morfoloji de ayni spesimende goriilebilir. Baskin olan
polimorfik alt tipidir ve polimorfik ve monomorfik immiinoblast benzeri transforme
hiicreler, Hodgkin ve Reed-Sternberg benzeri hiicreler goriiliir. Polimorfik alanlarda
kiigtik lenfositler, plazma hiicreleri, histiyositler de izlenir. Fokal nekroz alanlar
goriiliir.

Tiimdr hiicreleri pan B markerlari ile pozitiftir ve germinal merkez dig1 immiin
fenotip gosterir. CD30 vakalarin dortte tigiinde pozitifken CD15 negatiftir. EBV biitiin
vakalarda pozitiftir ve en iyi CISH yontemi ile EBER’in varliginin gosterilmesi ile

tespit edilir (7).
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III.GEREC VE YONTEMLER

Mevcut ¢alisma Saglik Bilimleri Universitesi Okmeydan1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi Etik Kurul’unun 20.12.2016 tarihli 562 dosya sayili kararina gore etik
acidan uygun bulunmustur.

Saglik Bilimleri Universitesi Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Patoloji Boliimii’niin rapor arsivinden Ocak 2015-Aralik 2016 tarihleri arasinda
laboratuvara gonderilmis doku 6rneklerinde (tru-cut, eksizyon, rezeksiyon materyali),
Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfoma tanis1 almis, 31-90 yas araligindaki 61 olgunu
patoloji raporlart incelendi. Bu olgularin tim Hematoksilen & Eosin (H&E) boyali
tim kesitleri, bcl-2, bel-6 ve c-myc immiinohistokimyasal boyali preparatlart ile
EBER CISH c¢alismasina ait preparatlari patoloji arsivinden c¢ikarilarak tekrar
degerlendirildi.

Olgularin demografik verilerine hastane otomasyon sisteminden ulasildi.

Ulagilan veriler 1s18inda hastalarin cinsiyet, yasi ve tani aldigi bolgeler

kaydedildi.

IMMUNHISTOKIMYASAL YONTEM

Immunohistokimyasal yontem, hiicre ve doku iginde bulunan bazi enzimlerin
ya da makromolekiillerin lokalizasyonlarint incelemeye yardimci olur. Sistem
incelenecek olan bir makromelekiile karsi gelistirilmis olan bir antikorun ortaya
konulmasidir. Dokuda saptanmaya ¢alisilan protein antijen, bu proteinin saptanmasi
icin yararlanilan protein ise antikordur. Poliklonal ve monoklonal olmak iizere iki
antikor kullanilir. Poliklonal antikorlar, bir hayvani bir antijen ile immunize ederek
iretilen antikorlardir. Bir hayvan cinsinden 6rnegin bir sigcandan alinan bir antijen
baska bir hayvan cinsine (tavsan) enjekte edildiginde yabanci bir madde olarak
algilandigindan dolay1 B lenfositler tarafindan, verilen antijene karst antikor iretilir.
Uretilen bu poliklonal antikorlar kandan izole edilip saflastirilir. Bu antikor artik sigan
dokularinda veya hiicrelerindeki proteini baglayarak isaretleyebilir. Monoklonal

antikorlar ise tek bir B lenfosit grubunun iirettigi antikorlardir. Bu hiicre klonlar1 tek
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bir antikor {ireten plazma hiicrelerinden gelisen bir tiimdr olan ¢ok yonlii myelomdan
geligir.

Immunhistokimya igin kesitlerin hazirlanmasi; kesit alma, deparafinizasyon,
dehidratasyon ve yikama basamaklarindan olusur. Immun boyama; antijen maskesinin
kaldirilmasi, blokaj, primer antikor, sekonder antikor, kromojen, ¢ekirdek boyamast,
dehidratasyon, seffaflandirma ve kapama basamaklarindan olusur (26).

Cahsmamizda Degerlendirilen Immiinohistokimyasal Belirleyicilerin
Ozellikleri ve Degerlendirme Parametreleri

1. Bel-2: Bcl-2, apoptozisin diizenlenmesinde Onemli gorevleri olan bir
protoonkogendir. Kromozom 18q21°de lokalize olan Bcl-2 geni, 26-kDa agirliginda
ve programli hiicre 6liimii olan apoptozisi inhibe eden bcl-2 proteinini kodlar. Bel-2
geni, ilk kez t(14;18)(q32;q21) translokasyonu gosteren folikiiler lenfomada
tanimlanmustir (27). immunglobulin agir zincirinin bulundugu 14q32 bélgesi asir1
eksprese olan bir bolgedir. Translokasyon sonrasi buraya taginan Bcl-2 geni de bu
sebeple asir1 eksprese olur ve artan Bcl-2 proteini nedeniyle hiicreler apoptozdan
korunur. Boylece hiicreler daha uzun siire yasar, sayilar1 artar ve maligniteler meydana
gelir.

Bcl-2 proteini, immunhistokimyasal yontemlerle kolayca tespit edilebilir.
Mitokondri i¢ membraninda yerlesmis olan bcl-2 proteini, normal lenfoid dokuda
genis bir ekspresyona sahiptir. Fakat germinal merkez B hiicrelerinde eksprese
edilmez. Agresif Non- Hodgkin lenfomalarda, t(14;18) translokasyonu olmaksizin
asirt Bcl-2 ekspresyonu olabilmektedir ve bu kotii prognoz ile iliskilidir.
DBBHL ’larda tespit edilen asir1 Bcl-2 protein ekspresyonunun nedeni genellikle Bel-
2 gen amplifikasyonudur. Bcl-2 ekspresyonu DBBHL vakalarmin %30-60’1nda
goriiliir ve nodal olanlarda daha siktir.

Calismamizda daha onceden Genemed marka Bcl-2-100 klon kullanilarak
1:100 konsantrasyonda boyanmis pozitif kontrollii preparatlar 151k mikroskobu ile
degerlendirildi. Sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edildi. Her vakada boyanma
yaygmligimin en yogun oldugu alanlar tespit edilerek pozitif olanlarin yiizdesi
hesaplandi ve %25°ten az boyanma bir pozitif (+), %25-50 aras1 boyanma iki pozitif
(++), %50°den fazla boyanma ii¢ pozitif (+++) olarak kabul edildi.
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2.Bcl-6: Bcl-6 geni 3q27°de lokalize olan, germinal merkez B hiicrelerinde
eksprese edilen spesifik (zinc-finger) bir transkripsiyonel reseptordiir. Germinal
merkez formasyonunda, lenfosit fonksiyonlarinda, diferansiyasyonda ve sagkalimda
rol oynamaktadir. Germinal merkez B hiicre kdkenli hiicrelerdeki p53°ii suprese edip
apoptozu inhibe etmektedir (21).

Normal lenfoid dokuda germinal merkez hiicreleri selektif olarak Bcl-6
proteinini eksprese ederler. Bu nedenle folikiil merkezinden koken alan folikiiler
lenfoma, Burkitt lenfoma ve DBBHL ’nin 6nemli bir kisminda (>80) pozitiftir. Bcl-6
proteini hiicre ¢ekirdeginde tutuldugu icin buna karsi gelistirilen monoklonal ve
poliklonal antikorlar da hiicre ¢ekirdeginde pozitiftir (8).

Calismamizda daha onceden Biocare marka LN22 klon kullanilarak 1:50
konsantrasyonda boyanmis pozitif kontrollii preparatlar 151k mikroskobu ile
degerlendirildi. Niikleer boyanma pozitif olarak kabul edildi. Her vakada boyanma
yaygmhigimin en yogun oldugu alanlar tespit edilerek pozitif olanlarin yiizdesi
hesaplandi ve %25°ten az boyanma bir pozitif (+), %25-50 aras1 boyanma iki pozitif
(++), %50’den fazla boyanma ii¢ pozitif (+++) olarak kabul edildi.

3.c-myc: MYC geni, tim 6karyotik canlilarda eksprese edilen, 8. kromozomda
lokalize, boliinme uyarisina erken cevapta gorevli bir protoonkogendir. c-myc proteini
N-MYC ve L-MYC gibi transkripsiyon faktorlerini iceren MY C ailesinin bir liyesidir.
Ancak bu genin, hiicre cogalmasindaki gorevleri net olarak ortaya konabilmis degildir.
Birgok transkripsiyon faktorii ile birlikte, hiicre cogalmasinda gorevli genleri aktive
ederek karsinogenezde rol aldig: diisiiniilmektedir. Normal kosullarda ¢alisan MYC
genindeki bazi insitu degisiklikler (translokasyon gibi) bu genin protein iiretimi ve
diger fonksiyonlar {izerinde etkili olarak degisiklige ugramasina yani onkogene (c-
onkogen, ‘hiicresel onkogen’) doniismesine yol agar. Sonug¢ olarak c-myc proteini
stirekli veya fazla salmir. MYC geninde ortaya c¢ikan bu degisiklikler farkli
mekanizmalarla farkli timorlerin olusumuna neden olur. (8)

C-myc yeniden diizenlenmesi; Burkitt lenfomanin yanisira t (8,14)
translokasyonu veya 8q24 gen amplifikasyonu sonucu yaklasik %15 DBBHL
hastasinda overeksprese edilmektedir. Bununla birlikte farkli yolaklardan apoptozisi

de aktive etmektedir. C-myc yeniden diizenlenmesi daha sik olarak ekstranodal
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tutulumlu DBBHL veya HIV pozitif hastalarda goriilmektedir ve agresif gidis ile
iliskilidir (22).

Calismamizda daha onceden Cell-Marque marka EP121 klon kullanilarak
1:100 konsantrasyonda boyanmis pozitif kontrollii preparatlar 151k mikroskobu ile
degerlendirildi. Niikleer boyanma pozitif olarak kabul edildi. Her vakada boyanma
yaygmhigimin en yogun oldugu alanlar tespit edilerek pozitif olanlarin yiizdesi
hesaplandi ve %25’ten az boyanma bir pozitif (+), %25-50 aras1 boyanma iki pozitif
(++), %50°den fazla boyanma ii¢ pozitif (+++) olarak kabul edildi.

IN SITU HiBRIDiZASYON YONTEMI (ISH)

In situ hibridizasyon (ISH); hiicrelerde veya dokulardaki spesifik gen
iriinlerini ortaya ¢ikarmak icin kullanilan bir tekniktir. Tamamlayici DNA veya RNA
(cDNA, cRNA)’ nin saptanmas1 i¢in uygulanmaktadir.

ISH; kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinde niikleik asit dizilerinin
saptanmasini ¢ift iplik¢ikli niikleik asit olusumu temeline dayanarak saglamaktadir.
Tamamlayic1 DNA veya RNA; sitolojik materyallerde ve doku kesitlerinde bir DNA
veya RNA probu kullanilarak kolorimetrik veya metalografik teknikler ile
goriintiilenmektedir. Bu yoOntemle gen ekspresyon paterninin belirlenmesi, ayni
zamanda gen fonksiyonu ile ilgili de bilgi verilebilmektedir. Isaretleyici prob; floresan
bir madde ise immunfloresan mikroskopi ile tespit edilebilir ve ydntem Floresan in
Situ Hibridizasyon (FISH) olarak adlandirilmaktadir.

Isaretleyici probun bu yéntemde oldugu gibi floresan bir madde degil de bir
boya maddesi oldugu durumda ise yontem Kromojenik Insitu Hibridizasyon (CISH)
olarak adlandirilmakta ve degerlendirme 151k mikroskopi altinda yapilmaktadir. ISH
ile ayn1 zamanda viral, bakteriyel ve fungal organizmalarin morfolojik olarak tespit
edilebilmesi 6zelliginden faydalanarak biz de ¢alismamizda EBERs (EBV-encoded
small nuclear early regions) (EBV RNA) varligin1 saptamak i¢in CISH yontemini
kullandik. Bu yontem literatiirde belirtilen diger yontemler olan PCR yontemiyle EBV
ekspresyonu veya immunhistokimyasal (IHK) yontem ile EBV latent membran

proteinin saptanmasina gore daha gegerli ve daha ideal bir yontemdir (21).
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Cahsmamizda Degerlendirilen EBER’in Ozellikleri ve Degerlendirme
Parametreleri

EBV; Herpes viriis ailesinin bir iiyesi olup, diger herpes viriisler gibi zarfl1 bir
viriistlir ve izozahedral bir kapsiil ile saritli DNA koru igeren, tiim diinyada endemik
olan bir viriistlir. Diinyadaki eriskinlerin %90’ 11 enfekte etmektedir (29,30). Bir kez
enfekte olan kisi dmiir boyu viriisii tagimaktadir.

EBV’ii tespit etmek i¢in 3 yontem kullanilmaktadir. Bunlar basta ISH olmak
tizere PCR ve immiinhistokimyasal yontemlerdir.

ISH, EBER RNA tespit edilmesi i¢in onerilen ideal yontemdir (29). PCR ve
CISH yontemlerinde EBV RNA tespitinde birbirine yakin sensitivite goriilse de;
immiinhistokimyasal teknik EBV’ii saptamada bu iki yontem kadar sensitif degildir.
CISH i¢in PCR yontemine gore daha biiyiik dokuya ihtiyac olsa da; ayn1 zamanda bu
yontemde infekte hiicre tipinin belirlenmesi avantajdir (29,31).

EBYV basta enfeksiyoz mononiikleoz olmak iizere; Burkitt lenfomanin, birgok
lenfoproliferatif hastaligin, klasik Hodgkin lenfomanin, DBBHL nin, lenfomatoid
granulomatozisin, Santral Sinir Sistemi’nin HIV iligkili lenfomalarinin ve
nazofaringeal kanser gibi baz1 epitelyal kanserlerin etyolojilerinde rol
oynayabilmektedir (32).

DBBHL nadir olarak Epstein-Barr virus (EBV) ile iligkili bulunmakla birlikte
eger goriliirse siklikla anaplastik ve plazmoblastik varyantta veya daha yash
hastalarda saptanmaktadir. Bunun yani1 sira immunsuprese hastalarda da EBV ile ¢cok
kuvvetli birliktelik goriilmektedir.

Calismamizda daha 6nceden Bio-Care marka EBVO01 klon kullanilarak pozitif
kontrollii preparatlar 151k mikroskobu ile degerlendirildi. Koyu mavi/ siyah niikleer

boyanma pozitif olarak kabul edildi.
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VI. BULGULAR

Calisma Ocak 2015-Aralik 2016 tarihleri arasinda, Saglik Bilimleri
Universitesi Okmeydam Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Boliimii’nde
DBBHL lenfoma tanisi almig 61 olgu ile gerceklestirilmistir.

Calismaya, yaslar1 31 ile 90 arasinda degisen, ortalama yas1 61 olan, 28 kadin,
33 erkek olgu alinmigtir. Olgular 50 yas {istii ve 50 yas alt1 olmak iizere iki gruba
ayrilmistir. Olgularin %26’s1 (n=16) 50 yas altinda, %74l (n=45) 50 yas {stiindedir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Tanimlayici Ozelliklerin Dagilimlart

Yaso)  MinMak(Medyan)  31-90(61)
Ss 14,97
Cinsiyet, n (%) Kadin 28 (45,9)
Erkek 33 (54.,1)
Tiimériin lokalizasyonu, n (%) Nodal 26 (42,6)
Ekstranodal 35(57,4)
Bel-2 IHK boyanmasi; 7 (%) Negatif 9(14,7)
%0-25 10 (16,4)
%25-50 5@8,2)
>%350 37 (60,7)
Bel-6 IHK boyanmasi; 7 (%) Negatif 349
%0-25 8 (13,1)
%25-50 18 (29,5)
>%350 32 (52.,5)
c-myc IHK boyanmasi; 1 (%) Negatif 6 (9,84)
%0-25 23 (37,70)
%25-50 19 (31,15)
>%350 13 (21,31)
EBER CISH boyanmasi; n (%) Pozitif 4 (6,6)
Negatif 57 (93.,4)

[HK: immiinhistokimya, CISH: Kromojen in situ hibridizasyon
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Tiimoriin lokalizasyonu incelendiginde %42,6 oraninda(n=26) nodal, %57,4
(n= 35) oraninda ekstranodal saptanmustir.

Bcl-2 ile %85,3 (n=52), bcl-6 ile %95,1(n=58), c-myc ile %90,2 (n=55)’sinde
degisen ylizdelerde pozitif boyanma izlenmistir.

[HK ’sal olarak Bcl-2 ile %85,3 (n=52) oraninda pozitif boyanma izlenmis olup
olgularin %16,4 (n=10)’linde %0-25 boyanma, %38,2 (n=5)’sinde %25-50 boyanma,
%60,7 (n=37)’sinde %350’den fazla sitoplazmik boyanma saptanirken %14,8
(n=9)’inde boyanma izlenmemistir (Sekil 4.1).

[HK’sal olarak Bcl-6 ile %95,1(n=58)’inde pozitif boyanma izlenmis olup
olgularin %13,1 (n=8)’inde %0-25 boyanma, %29,5 (n=18)’inde %25-50 boyanma,
%52,5 (n=32)’inde %50’den fazla niikleer boyanma saptanirken %4,9 (n=3)’unda
boyanma izlenmemistir (Sekil 4.2).

[HK ’sal olarak c-myc ile %90,2 (n=55)’sinde pozitif boyanma izlenmis olup
olgularin %37,7 (n=32)’linde %0-25 boyanma, %31,1 (n=19)’inde %25-50 boyanma,
%21,3 (n=13)’linde %50’den fazla niikleer boyanma saptanirken %9,8 (n=6)’inde

boyanma izlenmemistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.1: Bcl-2 immiinhistokimyal yontem ile sitoplazmik boyanma, %0-25

boyanma (1.A, x400), %25-50 boyanma (1.B, x400), >%50 boyanma (1.C, x200)
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Sekil 4.2: Bcl-6 immiinhistokimyal yontem ile niikleer boyanma %0-25
boyanma (2.A, x400), %25-50 boyanma (2.B, x400), >%50 boyanma (2.C, x400)
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Sekil 4.3: c-myc ile immiinhistokimyasal yontem ile niikleer boyanma, %0-25

boyanma (3.A, x400), %25-50 boyanma (3.B, x400), >%50 boyanma (3.C, x400)
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CISH yontemi ile yapilan EBER boyanmasi ile %6,6 (n=4) olguda boyanma
saptanirken, 57 (93,4) olguda boyanma izlenmemistir (Sekil 4.4)

Sekil 4.4: EBER CISH ile olgularimizdaki boyanma paternleri, 1. Olgu (4.A, x200),
2. Olgu (4.B, x400), 3. Olgu (4.C, x200), 4. Olgu (4.D, x200)
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Yas gruplar1 arasinda degerlendirilen degiskenler agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Yas Grubuna Gore Verilerin Karsilagtirilmasi

Yas <50 Yas >50
N:61 (n$:16) (n$:45)
n(%) n(%) . p
. Nodal 8(50.0 18(40.0
Lokalizasyon Ekstranodal 8250.0; 27560.0; 0483 0487
- Kadin 6(27.5 22(48.9
Cinsiyet Erkek 10((62.5)) 2355 1'1; 0.617 0.432
Negatif 5(31.2) 4(8.9)
"Bel-2 iHK boyanmasi;  %0-25 Boyanma 4(25.0) 6(13.3) 6.998 0.072
n (%) 25-50 Boyanma 1(6.2) 4(8.9) ' .
>50 Boyanma 6(37.5) 31(68.9)
. . Negatif 1(6.2) 2(4.4)
n‘iﬁ/});ﬁ THK boyanmasli; o/ 5 Boyanma 2(12.5) 6(13.3) 3308 0347
25-50 Boyanma 2(12.5) 16(35.6)
>50 Boyanma 11(68.8) 21(46.7)
Negatif 2(12.5) 4(8.9)
c-myc IHK boyanmasi;  %0-25 Boyanma 4(25.0) 19(42.2) 1.504 0681
n (%) 25-50 Boyanma 6(37.5) 13(28.9)
>50 Boyanma 4(25.0) 9(20.0)
FEBER CISH Negatif 13(81.2) 44(97.8) 5262 0,052
boyanmasi; n (%) Pozitif 3(18.8) 1(2.2) ' '

Ki Kare, "Fischer Exact Ki Kare, IHK immiinhistokimya, CISH Kromojen in situ hibridizasyon
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Cinsiyet gruplar1 arasinda degerlendirilen degiskenler agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Cinsiyete Gore Verilerin Karsilastirilmasi

Kadin Erkek
N:61 (n:28) (n:33)
N(%) N(%) . p
. Nodal 11(39.3 15(45.5
Lokalizasyon Ekstranodal 17%60.7; 18554.5; 0.236 0.627
<50 6(21.4) 10(30.3)
Yas Grubu >50 22(78.6) 23(69.7) 0.617 0.432
Negatif 4(14.3) 5(15.2)
"Bel-2 iHK boyanmasi;  %0-25 Boyanma 4(14.3) 6(18.2) ) 503 0.531
n (%) 25-50 Boyanma 4(14.3) 1(3.0) ' .
>50 Boyanma 16(57.1) 21(63.6)
. . Negatif 1(63.6) 2(6.1)
Bcl-6 IHK boyanmasl: o, »5 Boyanma 4(14.3) 4(12.1)
n (%) 0.458 1.000
25-50 Boyanma 8(28.6) 10(30.3)
>50 Boyanma 15(53.6) 17(51.5)
Negatif 2(7.1) 4(12.)
c-myc THK boyanmasi;  %0-25 Boyanma 12(42.9) 11(33.3) 0857 0836
n (%) 25-50 Boyanma 8(28.6) 11(33.3)
>50 Boyanma 6(21.40) 7(21.2)
"EBER CISH Negatif 27(96.4) 30 (90.9) 0.753 0.618
boyanmasi; 1 (%) Pozitif 1(3.6) 3(9.1) ' '

Ki Kare, "Fischer Exact Ki Kare, IHK immiinhistokimya, CISH Kromojen in situ hibridizasyon
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EBER pozitifligine gore degerlendirilen degiskenler agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4.4).

EBER pozitifligi goriilen olgularin yaslar1 34 ile 78 arasinda degismekte olup
ortalama yas 57’dir.

50 yas altinda 3 vakada, 50 yas iistiinde 1 vakada boyanma izlenmistir. 50 yas
altindaki olgularin ortalama yas1 43,6°dur.

EBER pozitif olgularin tiimiinde degisen yiizdelerde Bcl-6 ve c-myc ile
boyanma izlenmistir.

EBER pozitif olgularin %50’sinde Bcl-2 ile pozitiflik goriilmiistiir.

Tablo 4.4: EBER Boyanmasina Gore Verilerin Karsilagtirilmasi

. Negatif Pozitif
N:61 (n:57) (n:4)
N (%) N (%) X P
F , Nodal 24(42.1) 2(50.0)
Lokal 0.095 1.000
oratizasyon Ekstranodal 33(57.9) 2(50.0)
- <50 13(22.8) 3(75.0)
Y 5.262 0.052
as Grubu >50 44(77.2) 1(25.0)
oo s Kadin 27(47.4) 1(25.0)
C t 0.753 0.618
fstye Erkek 30(52.6) 3(75.0)
Negatif 7(12.3) 2(50.0)
"Bel-2 iHK boyanmasi;  %0-25 Boyanma 10(17.5) 0(0.0) 3415 0223
n (%) 25-50 Boyanma 5(3.8) 0(0.0) ' .
>50 Boyanma 35(61.4) 2(50.0)
. . Negatif 3(5.3) 0(0.0)
B§/1'6 THK boyanmasli; o/ 5 Boyanma 7(12.3) 1(25.0) 5 503 0.547
n (%) 25-50 Boyanma 18(31.6) 0(0.0) ' '
>50 Boyanma 29(50.9) 3(75.0)
Negatif 6(10.5) 0(0.0)
c-myc THK boyanmasi;  %0-25 Boyanma 21(36.8) 2(50.0) 0.783 1.000
n (%) 25-50 Boyanma 18(31.6) 1(25.0) ' .
>50 Boyanma 12(21.1) 1(25.0)

Ki Kare, "Fischer Exact Ki Kare, IHK immiinhistokimya, CISH Kromojen in situ hibridizasyon

ISTATISTIKSEL INCELEMELER

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
V21 2012 programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran,

Minimum, Maksimum) yanisira niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Fisher
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Exact Ki Kare ile Ki Kare testi kullanildi. Anlamhilik p<0,05 diizeyinde
degerlendirildi.
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V.TARTISMA

DBBHL, NHL’larin en sik goriilen tipidir ve farkli patogenezler ve klinik
antiteler icerir. Hastaligin biyolojik davramiginin, yayilimmin ve farkli tedavi
rejimlerine yanitinin belirlenmesi; uygun yonetim, hastaligin akibeti ve ilerlemesini
onlemek i¢in gereklidir (33). Hiicre kokenine gore DBBHL ’larin germinal merkez
(GM) ve germinal merkez dis1 (GMD) olarak ayrimi ilk kez gen ekspresyon profili
calismast ile yapilmistir (15). GM ve GMD fenotipleri DBBHL nin akibetini
belirlemede prediktor olabilecegi, kemoterapi tedavisi alan hastalarin diisiik ve yiiksek
riskli gruplara ayrilabilecegi sdylenmistir. Immiinhistokimya alanindaki gelismelere
bagli olarak modern immiinhistokimyasal teknikler ile farkli proteinlerin saptanmasi
saglanmigtir. Hans ve ark. tarafindan immiinhistokimyasal olarak bcl-6, CD10 ve
MUM-1 ile DBBHL’larin subgruplarinin siniflanabilecegi ve klinikte daha
uygulanabilir oldugu gosterilmistir (34). Diger neoplazilerde oldugu gibi DBBHL’da
bu immiin belirtegler spesifik degildir. Immiinfenotipteki tanisal farkliliklar genetik
ozelliklerin roliiniin artmasina neden olmustur. Genetik ¢alismalar, klonalite tespiti ve
hastaliklara spesifik translokasyonlarin tespiti a¢isindan degerli hale gelmistir. Zaman
icinde gelisen ek genetik degisiklikler sonucu daha agresif ya da daha selim gidisli
neoplazilere doniisiimle sonlanabilir.

DBBHL ’larin klinik ve morfolojik 6zellikleri, tedavi yanitlari, prognozlari ve
sagkalimlarinin kendi ig¢inde farklilik gosteren heterojen bir lenfoma olmasi nedeniyle;
uygun tedavi yoOntemlerinin belirlenmesi i¢in genetik ve molekiiler ¢aligmalarin
yapilmasi gerekliligini dogurmustur. Ancak bu yontemler pahali olmalar1 ve uygulama
zorluklar1 nedeniyle her patoloji laboratuvarinda kullanilmamaktadir. Bu da daha ucuz
ve uygulanabilir yontemlerin arayisina neden olmaktadir.

EBV herpes viriis ailesinden bir DNA viriisii olup ilk olarak 1964’te Burkitt
lenfomada hiicre kiiltiiriinde saptanmigtir (35). Cogu kisi ¢ocukluk ya da erken
adodlesan donemde infekte olur ve vakalarin %35-69’unda enfeksiydz mononiikleoza
neden olur. EBV enfeksiyonu; Burkitt Lenfoma, Plazmablastik lenfoma, NK/T hiicreli
lenfoma, Anjioimmiinoblastik lenfoma, Hodgkin lenfoma, Immiinyetmezlik iliskili

lenfoproliferatif hastalik gibi bir¢ok lenfoproliferatif hastalikla da iligkilidir (36).

29



EBV hem epitelyal hiicreleri hem de lenfositleri enfekte eder, CD21 yiiksek
hafiza B hiicrelerine kars1 spesifik egilimi vardir. Bu hiicreler de latent enfeksiyon igin
viral rezervuar olusturur. Latent viral antijenlerin ekspresyonuna bagli olarak farkl1 B
hiicre diferansiasyon evrelerinde {i¢ latent program ileri siiriilmiistiir. Bunlar, naiv B
hiicrelerinde latens tip III (biiyiime programi), germinal merkez latens tip II (olagan
program) ve hafiza B hiicrelerinde latens tip I’dir (37).

Yashiligin EBV pozitif DBBHL’s1i, 2008 yilinda yayinlanan, WHO
hematopoetik ve lenfoid doku tiimdrlerinin siiflamasinin dordiincii baskisinda yeni
bir antite olarak tanimlanmustir. 50 yagindan biiyiik, 6ncesinde lenfoma Sykiisii ve altta
yatan immiinyetmezligi olmayan hastalarda tamimlanmustir. Ileri evre hastalik ve
ekstranodal tutulum ile iliskilidir (38). EBV pozitif DBBHL nin daha gen¢ yaslarda
ve daha genis spektrumda goriilmeye baglanmasi sonucu olusan yeni bilgiler ile bu
antite 2016 yilinda lenfoma siniflamasindaki revizyon sonucu EBV (+) DBBHL, NOS
olarak degistirilmistir (6).

EBV pozitif DBBHL’daki lenfomagenezisin mekanizmasi latent membran
protein-1 (LMP-1) ve azalmis T hiicre efektor yaniti (immiin yaslanma) ile iligkilidir.
Ishtiaq ve ark NHL’larda EBV frekansini %12,7 olarak bulmuslar ve en sik diffiiz
biiyiik B hiicreli lenfomada saptamiglardir. Diffiiz biiylik B hiicreli lenfomada %44,4
oraninda, 21 vakanin 4’tinii EBV pozitif olarak bulmuslardir (39). Geng
yetiskinlerdeki EBV pozitif DBBHL i¢in az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Hong ve
ark genglerde goriilen EBV pozitif DBBHL nin, yasliligin EBV pozitif DBBHL ile
karsilagtirildiginda farkli bir antite oldugunu, ayr1 bir patogenez ve davranis
gosterdigini belirtmislerdir. Hong ve ark. geng yetiskinlerdeki lenfomagenezisin farkli
bir mekanizma ile olabilecegini, klinik olarak ayri antite olarak diisliniilmesi
gerektigini belirtmisler; az sayida vaka ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda 2 olguda
kromozom 18’in kisa kolundaki kaybin sik oldugunu bulmuslardir. Her ne kadar 6n
sonuglar olsa da yaslilardaki ve genclerdeki EBV pozitif DBBHL nin farli genetik ve
molekiiler degisikliklerin aragtirilmasi gerektiginin tizerinde durmugslardir (40). Cohen
ve ark bu antitenin sadece yaslilarla smirlandirilamayacagimi, DSO smiflamasinda yas
sinirinin revize edilmesini Oonermistir (41). 2016 yilinda da yapilan revizyon sonucu

yasliligin terimi kaldirilmis, geng yaslarda da goriilebilecegi belirtilmistir.
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Monabati ve ark. yaptig1 ¢aligmada EBV pozitif DBBHL prevalansini %11,6
olarak belirtmis olup, ¢alismalarinda 50 yas iistiindeki vaka sayis1 50 yas altina gore
daha fazla bulunmustur. Geng yas grubundaki ortalama yas 41, yasli gruptaki ortalama
yas 66,25 olarak belirlenmistir (36). Bizim ¢calismamizda degerlendirdigimiz DBBHL
vakalarinda ortalama yas 61 olup EBV pozitifligi goriilme oran1 %6,6’dir. EBV pozitif
olan vakalardaki ortalama yag 57 olarak izlenmistir. Calismaya 50 yas altinda 16 vaka,
50 yas Ustlinde 45 vaka alinmistir. 50 yas altindaki grupta EBER {i¢ olguda pozitif
goriilmiistiir. Bu olgularin ortalama yas1 43,6 dir. Monabati ve ark. yaptig1 ¢caligmaya
yakin sonu¢ elde edilmistir. 50 yas lizerinde 78 yasinda bir olguda pozitiflik
goriilmiistiir. Daha genis serilerde yapilacak olan kapsamli ¢alismalar ile 50 yas
tizerindeki grupta da benzer sonuglar elde edilebilecegini diisiiniiyoruz. EBV pozitif
prevalansinin da daha diisiik goriilmesi vaka sayisinin kisitliligina bagh olabilir.

Molekiiler ve genetik ¢aligmalar, GM ve post germinal merkez B hiicrelerinden
kaynaklanan en az iki DBBHL profili tanimlamistir. EBV, iki primer transkript olan
BHRF1 ve BART’dan multip] mikroRNA (miRNAs) kodlar. BHRF1 miRNA
ekspresyonu viral lantense bagliyken, BART miRNA tiim latens formlarindaki
hiicrelerde eksprese olur. Son zamanlarda GM {izerinde anahtar rol oynayan Bcl-6
iizerinde disregiilasyona neden olan ii¢ 6zel EBV iligkili miRNA gosterilmistir. EBV
nedenli niikleer faktor-kB (NF-kB) yolag1 aktivasyonu DBBHL hiicrelerinin hayatta
kalmasi i¢in gerekli olabilecegi; NF-kB’nin daha kétii gidigli olan DBBHL nin post
GM varyantinda daha fazla iligkili olabilecegi ongoriilmiistiir. Buna ek olarak genetik
faktorler EBV iligkili lenfomalarin gelismesinde rol oynamaktadir (25).

EBV pozitif lenfomalar bu nedenle genelde germinal merkez disi immiin
fenotip gosterirler. Bcl-6 ve CD10 ile negatifken, MUM-1 ve CD30 eksprese ederler
(42). Uccini ve ark yaptig1 ¢aligmada 7 pediatrik EBV pozitif DBBHL olgusunda tiimii
germinal merkez fenotipte bulunmustur (43). GM ve GM dis1 subtiplerdeki insidansin
Oonemini tanimlamak i¢in ileri ¢aligmalar gerekmektedir.

DBBHL da ¢ok sayida sitogenetik translokasyonlar bulunmustur. Bcl-2, Bel-6
ve c-myc lokuslarmi etkileyen translokasyonlar en sik goriilir ve bu
translokasyonlarin prognostik uyumlulugu tartismalidir. Bel-2 gen reaarranjmant GM
DBBHL ile iliskili olup bu subtipte kotii prognostik faktérdiir. Bununla birlikte diger

caligmalarda Bcl-2’nin prognostik 6nemi belirlenmemistir. Bcl-6 translokasyonu GM

31



dis1 DBBHL subtipinde yiiksek oranda goriiliir ancak sagkalim iizerindeki etkisini
gosteren c¢alismalar celiskilidir. Myc translokasyonu DBBHL’da %5-10 arasinda
goriiliir. Yogun tedavi gerektiren hasta se¢imi i¢in myc statiisii kritik faktordiir. Son
zamanlarda Myc proteinin N-terminalini hedef alan monoklonal antikor gosterilmistir.
Parafin gomiilii dokularda sensitif ve spesifik niikleer boyanma saglar. Bu antikor ile
myc translokasyonu olan DBBHL olgularinin tanmabilir, IHK ile myc pozitif gelen
DBBHL olgulariin daha agresif tedavi almalar1 gerektigi siiphesini uyandirabilir (44).

Fluorescence in situ hibridization (FISH) yontemi ve karyotip analizi, myc gen
anormalliklerini gostermek icin kullanilan standart yontemlerdir. Ancak bu yontemler
pahali olmalar1 ve uygulama zorluklari nedeniyle her patoloji laboratuvarinda
kullanilamamaktadir. Bu da bizleri daha ucuz ve uygulanabilir yontemler arayisina
itmektedir. Bu amagla ¢aligmamizda da c-myc antikorunun Bcl-2 ve Bcl-6 antikorlari
ile EBV pozitifligi arasindaki iligkisi arastirillmistir. Yapilan calismalarda myc
translokasyonu gosteren olgularda immiinhistokimya ile %50’den fazla niikleer
boyanma izlenmistir (45). Bellas ve ark da bu boyanma oranini temel alarak yaptiklar
calismada %29 oraninda boyanma izlemiglerdir. Cogu ¢alismada myc boyanma igin
kullanilan limit %40 oranindadir (46). Bizim ¢alismamizda %50 oranindaki boyanma
oranina baktigimizda %21 oraninda boyanma izlenmistir. Literatlire gore benzer
boyanma goriilen bu olgularin myc gen degisiklikleri gosterebilecegi ve agresif gidisli
olabilecekleri i¢in secilip uygun agresif tedavi ydontemlerinin uygulanmasi gerekir.

Bellas ve ark. yaptig1 calismada 100 DBBHL olgusunun, 20’sinde Bcl-2
translokasyonu saptanmis olup 62 olguda Bcl-2 protein ekspresyonu (E17 klonu)
izlenmigstir. Klon 124 kullanildiginda pozitif olgu sayis1 77’ye yiikselmistir. Bel-2
protein ekspresyonu translokasyon ve amplifikasyon ile uyumlu bulunmustur. Bel-2
translokasyonu ile GM fenotipi ile iliskili iken; bcl-2 protein ekspresyonu ile hiicre
kokeni arasinda korelasyon izlenmemistir. Bcl-2 over ekspresyonu vakalarin yaklasik
%60’1nda goriiliirken, sadece %15-20’sinde translokasyon goriilmiistiir bu da protein
ekspresyonunda bagka mekanizmalar oldugunu da gostermektedir (44).

Bizim ¢alismaya aldigimiz olgularda Bcl-2 ekspresyonu degisen yiizdelerde
%85,3 oraninda izlenmistir. Literatiire gore goriilen bu fazla boyanma orani kullanilan
klon ile ilgili olabilir. Bellas ve ark yaptig1 ¢alismasinda %50’den fazla boyanmay1

pozitif kabul ederek vakalar1 degerlendirmislerdir. Bizim ¢alismamizin sonuglarinin
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Bellas ve ark gore yiiksek oranda goriilmesi bizim seyrek hiicre zayif goriilen
boyanmalar1 da pozitif kabul etmemizden kaynaklandigini diisliniiyoruz. Calismaya
aldigimiz olgularda, %350’den fazla boyanma sitoplazmik boyanma oranina
baktigimizda sonuglari literatiir ile benzer nitelikte olup %60 oranindadir.

Myc ve bcl-2 ile koekspresyonu DBBHL olgularinin risk gruplandiriimasinda
onemli bir arag¢ olarak tanimlanmistir (46). Myc ve Bcl-2 koekspresyonu sinerjistik bir
etki yaratarak proliferasyonu arttirip apoptozun bloke olmasina neden olur bu da kotii
gidisi arttirir.

Bizim ¢alismamizda 9 olguda bcl-2 ve myc ile %50’den fazla birlikte boyanma
izlenmistir bu olgular gen degisikligi gosterebilecegini ve yonden de arastirilmasi
gerektigini diisiinmekteyiz.

Bcl-6 normal lenfoid dokuda germinal merkez hiicreleri tarafindan eksprese
edilir. Naz ve ark. yaptig1 calismada GM subtipinin %86’sinda, GM dis1 vakalarin
%70’inde bcl-6 ile boyanma izlenmistir (33). Bellas ve ark. yaptig1 calismada 100
olgunun 52’sinde bcl-6 gen degisiklikleri izlenmistir. Bu genetik degisiklikler 22
olguda translokasyon, 29 olguda amplifikasyon ile birlikte translokasyon, 30 olguda
amplifikasyon seklindedir. Bcl-6 protein ekspresyonu 63 olguda izlenmistir. Bel-6
translokasyonu ile protein ekspresyonu arasinda iligki bulunmamaistir (44).

Bizim ¢alismamizda ise bcl-6 protein ekspresyonu degisen yiizdelerde %95
oraninda izlenmistir.

Ziarkiewicz ve ark. yaptigi calismada EBV pozitif DBBHL’da tiimor
hiicrelerinde azalmis bcl-6 ekspresyonu saptanmistir. Calismadaki EBER pozitif
olgularin ortalama yas1 57,9°dur (37). Bizim ¢alismamizda EBER pozitif olgularin
timiinde bcl-6 ile degisen yiizdelerde pozitiflik goriilmiistiir. Daha genis serilerle
yapilacak daha kapsamli calismalar ile literatiir ile benzer sonuglar elde edilebilir.

Uccini ve ark. EBV pozitif DBBHL olan 7 pediatrik olguda myc ve bcl-2
statlistinii degerlendirmiglerdir. 2 olguda bcl-2 ile %50’den fazla boyanma, myc ile 1
olguda %50’den fazla, 5 olguda %10-50 oraninda boyanma izlemislerdir. Cocuklarda
goriilen histolojik bulgular, polimorfik ve monomorfik patern, nekroz alanlari, EBV
ile enfekte tiimor hiicre orani, germinal merkez dis1 orijin Bcl-2 ve myc

translokasyonlarinin olmayis1 yaslilarda gortilenler ile benzerlik gostermektedir (43).
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Bizim ¢alismamizda 9 olguda bcl-2 ve myc ile %50’den fazla birlikte boyanma
izlenmis olup bu olgularda EBER negatif olarak bulunmustur. EBER pozitif 2
olgumuzda bcl-2 ve c-myc ile %50’den fazla birlikte boyanma izlenmemistir.

Bizim ¢alismamizda DBBHL olgularinda bcl-2, bel-6 ve myc ile boyanma
yiizdeleri ile EBV varlig1 arasindaki iligki olgularin yasina bakmaksizin saptanmaya
calisilmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durumun
vaka sayisiin kisitliligr ile iliskili oldugunu ve daha genis serilerde yapilacak daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.
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VI. SONUCLAR

Bu ¢aligma; DBBHL nin immiinfenotipik 6zelliklerini ortaya koymanin yan
sira; bu olgularda CISH yontemi ile saptanan EBER varligmin olgularin yas ve
cinsiyetleri ile iliskili olup olmadigini gostermeyi amaglamaktadir.

Calismamizin sonuglarina gore EBER DBBHL olgularinda %6,6 oraninda
saptanmigtir. Bu olgularin yaslar1 34 ile 78 arasinda degismekte olup ortalama yas
57°dir. 50 yas altinda 3 vakada, 50 yas iistiinde 1 vakada boyanma izlenmistir. 50 yas
altinda pozitiflik goriilen olgularin ortalama yasi 43,6 dr.

Erkeklerde kadinlara gore daha fazla pozitiflik goriilmiistiir.

Bcl-2 ile %85,3 (n=52), Bcl-6 ile %95,1(n=58), c-myc ile %90,2 (n=55)’sinde
degisen yilizdelerde pozitif boyanma izlenmistir.

EBER (+) olgularin tiimiinde Bcl-6 ve c-myc ile degisen yiizdelerde pozitif
boyanma izlemistir. Bcl-2 ile iki olguda pozitiflik izlenmistir.

9 olguda bcl-2 ve myc ile %50’den fazla birlikte boyanma izlenmis olup bu
olgularda EBER negatif olarak bulunmustur.

Calismamizda EBER varliginin yas, cinsiyet, bcl-2, bcl-6 ve c-myc
ekspresyonu ile iliskisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bu durumun vaka
sayisinin kisitliligr ile iligkili oldugunu ve daha genis serilerde yapilacak daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.
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Geregini bilgilerinize rica ederim.

Ek: 1 adet karar evraki

Dog. Dr. O.Emek KOCATURK
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Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu Bagkani ‘
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EK 2. HASTALARIN OZELLIKLERI VE YAPILAN ANALIZLERIN
SONUCLARI

Hasta | Hasta | Cinsiyet Lokalizasyon Bcl-2 Bcl-6 c-myc (+/-) | EBER

no yasi (+-) (%) | (+/-) (%) | (Y0) (+/-)

1 84 Erkek Nodal (+)>%50 | (+) %25-| (-) )
50

2 84 Kadin Ekstranodal -) (+) >%50 | (+) %25-50 | ()

3 60 Kadmn Nodal () >%50 | (+) >%50 | (+) >%50 )

4 85 Erkek Ekstranodal (+) <%25 | (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)

5 65 Erkek Ekstranodal (+) >%50 | (+) %25- | (+) >%50 -)
50

6 72 Kadmn Nodal () <%25 | (+) %25- | (+) >%50 )
50

7 31 Kadm Nodal () >%50 | (+) >%50 | (+) >%50 )

8 52 Erkek Ekstranodal (+) >%50 | (+) %25- | (+) <%25 -)
50

9 66 Kadin Ekstranodal () %25- | (+)>%50 | (+) <%25 -)

50

10 79 Kadin Ekstranodal ) (+) >%50 | (+) <%25 )

11 65 Kadin Ekstranodal () >%50 | (+) <%25 | (+) <%25 )

12 34 Kadin Nodal - (+) <%25 | (+) <%25 )

13 69 Erkek Nodal (1) >%50 | (+) >%50 | (+) %25-50 | ()

14 46 Erkek Ekstranodal ) (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)

15 58 Erkek Ekstranodal ) (+) <%25 | (+) <%25 )

16 73 Kadin Ekstranodal (+)>%50 | (+) >%50 | (-) )

17 71 Erkek Ekstranodal () <%25 | (+) %25- | (+) %25-50 | (-)
50

18 47 Erkek Ekstranodal (+) <%25 | (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)

19 49 Erkek Ekstranodal ) (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)

20 58 Kadmn Nodal (+) %25- | () >%50 | (+) <%25 )

50

21 83 Erkek Ekstranodal ) (+) >%50 | (+) <%25 )

22 90 Kadin Ekstranodal (+)>%50 | (+) %25- | (+) %25-50 | (-)
50

23 50 Erkek Nodal (1) >%50 | (+) <%25 | (+) <%25 )
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24 57 Erkek Ekstranodal (+) %25- | (+) >%50 | (+) >%50 )
50
25 48 Erkek Ekstranodal -) ) >%50 | (+) >%50 )
26 60 Erkek Ekstranodal (+) >%50 | (+) >%50 | (+) >%50 )
27 51 Erkek Ekstranodal (+) >%50 | (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)
28 73 Erkek Nodal (1) >%50 | (+) <%25 | (+) %25-50 | (-)
29 74 Kadin Ekstranodal ) ) (+) <%25 -)
>%50 >%50
30 68 Erkek Nodal +) (+) %25- | (+) <%25 )
>%50 50
31 68 Kadin Ekstranodal () >%50 | (+) %25- | (+) <%25 )
50
32 78 Erkek Nodal +) +) (+) <%25 +)
>%50 >%50
33 62 Erkek Nodal (+) (+) (+) <%25 )
>%50 >%50
34 31 Kadm Nodal (1) >%50 | (+) %25- | (+) %25-50 | ()
50
35 67 Erkek Nodal (1) >%50 | (+) %25- | (+) <%25 )
50
36 59 Kadin Ekstranodal () >%50 | () <%25 | (+) %25-50 | (-)
37 65 Kadin Ekstranodal () %25- | (+) %25- | (+) <%25 -)
50 50
38 34 Erkek Nodal (+) <%25 | (+) >%50 | (+) <%25 )
39 47 Kadmn Nodal ) (+) <%25 | (+) <%25 )
40 67 Kadin Ekstranodal ) +) (+) %25-50 | ()
>%50 >%50
41 82 Erkek Ekstranodal ) () %25- | (+) %25-50 | (-)
>%50 50
42 48 Kadmn Nodal () >%50 | (+) >%50 | (+) >%50 )
43 49 Erkek Ekstranodal () >%50 | (1) >%50 | (+) %25-50 | (+)
44 40 Erkek Ekstranodal (+) >%50 | (+)>%50 | (+) <%25 -)
45 75 Kadin Ekstranodal (+) <%25 | (+) >%50 | (+) >%50 )
46 68 Erkek Nodal (+)>%50 | (-) (+) >%50 )
47 63 Kadmn Nodal (+) <%25 | () ) )
48 52 Erkek Ekstranodal (1) >%50 | (+) %25- | (+) %25-50 | (-)
50
49 40 Erkek Nodal () <%25 | (-) ) )
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50 46 Erkek Ekstranodal (+)>%50 | (+) %25- | (+) >%50 )
50

51 39 Kadin Ekstranodal (+) %25- | (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)

50

52 34 Erkek Nodal (+) <%25 | (+) >%50 | (-) )

53 58 Erkek Nodal () >%50 | (+) <%25 | (+) <%25 )

54 54 Erkek Nodal (1) >%50 | (+) >%50 | (-) )

55 74 Kadmn Nodal (1) >%50 | (+) %25- | (+) >%50 )
50

56 70 Kadin Ekstranodal () <%25 | (+) %25- | (+) %25-50 | (-)
50

57 68 Erkek Nodal (1) >%50 | (+) %25- | (+) >%50 )
50

58 77 Kadin Ekstranodal (+)>%50 | (+) >%50 | (+) %25-50 | (-)

59 77 Kadin Ekstranodal (+)>%50 | (+) %25- | (+) <%25 )
50

60 68 Kadin Ekstranodal (+) >%50 | (+) >%50 | (+) <%25 )

61 68 Kadin Nodal () >%50 | (+) >%50 | (+) <%25 )
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