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OZET

Hodgkin Lenfomada PRAME Ekspresyonu ve Klinik Onemi

Giris ve Amac: Kemoterapiye rezistan Hodgkin Lenfomali olgularda yeni
tedavi stratejileri gelismesi i¢in yeni hedeflerin tanimlanmasi gerekmektedir. PRAME
(Preferentially expressed antigen of melanoma), otolog sitotoksik T lenfositler
tarafindan tanindiginin belirlenmesinden beri timdr immunoterapisi i¢in umut verici bir
aday olmustur. Testis, over, endometrium ve adrenaller hari¢ normal dokularda eksprese
edilmez veya zayif eksprese edilen PRAME bir¢ok solid tiimoérde ve hematolojik
malignensilerde yiiksek seviyelerde eksprese edilir. Hodgkin Lenfomada PRAME
ekspresyon ile ilgili bilgi ¢ok azdir. Bu ¢alismanin amaci1 Hodgkin Lenfomada PRAME
ekspresyonunu aragtirmak, Hodgkin Lenfomda bilinen prognostik faktorlerle iliskisini
anlamak ve immunoterapi i¢in PRAME’in hedef molekiil olarak kullanilabilirliginin
saptamaktl. Ayrica Real-Time Polymerase Chain Reaction ile Immunhistokimya
yontemleri kullanilarak bu iki yontemi kiyaslamak amaclandi.

Gereg¢ ve Yontem: Calismaya, Hodgkin Lenfoma tanist almig olgulardan klinik
takibe ulasilabilen ve Orneklerine ulasilabilen 110 hasta alinmistir. Hastalarin
demografik, klinik, laboratuar ve prognostik degerleri retrospektif olarak kaydedildi. Bu
110 olgudan Patoloji ulasilabilen toplam 82 hastanin dokularinda Immunhistokimya ve
Real-Time Polymerase Chain Reaction yontemleri ile PRAME c¢alisildi. Veriler uygun
istatistiksel yontemlerle test edildi.

Bulgular: Immunhistokimyasal olarak 15 (% 18.3) hastada, Real-Time
Polymerase Chain Reaction ile 8 (% 9.8) hastada PRAME saptandi. PRAME
ekspresyonu saptanan olgularda International Prognostic Score 4 ve {izerinde olmasi
PRAME pozitif olgularda anlamli sekilde fazla bulundu (p:0.039). Real-Time
Polymerase Chain Reaction ile PRAME c¢alisilan 82 hastada Hastaliksiz Sagkalim ve
Genel Sagkalim analizinde yasam siiresi PRAME pozitif olgularda, belirgin kisa idi
(p:0.0005). Immunhistokimya ile PRAME analizinde de benzer sekilde Hastaliksiz
Sagkalim ve Genel Sagkalim daha kisayd: fakat istatistiksel anlamliliga ulagsmadi. 45
yas Ustlinde olmak, ileri evre hastalik, yiiksek risk grubunda olmasi, yliksek
International Prognostic Score olmasi ve 12 aydan daha kisa siirede relaps olmasi
durumunda Hastaliksiz Sagkalim daha kisaydi. Toplam ve hastaliksiz sagkalimi
etkileyen bagimsiz faktorlere bakildiginda sadece ileri yas ve yiiksek risk grubunun
sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler oldugu goriildii. PRAME pozitifligi 6liim riskini
arttirsa da (3.56) istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Sonu¢: PRAME saptanmasinda Real-Time Polymerase Chain Reaction daha
duyarli bir yontem olarak saptanmigtir. PRAME analizi i¢in Immunhistokimya da
kullanilabilir bir yontemdir. Ozellikle Histiyositler ve Reed Stenberg hiicrelerinde
PRAME ekspresyonunun gosterilmesi ileriki ¢alismalar igin yol gosterici olabilir. Bu
sonuglar PRAME ekspresyonunun Hodgkin Lenfomada kotii prognostik parametre
olabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: PRAME, Hodgkin Lenfoma, Prognoz, Hastaliksiz
Sagkalim, Genel Sagkalim, RT-PCR, Immunhistokimya.




ABSTRACT

PRAME Expression in Hodgkin’s Lymphoma and its Clinical Significance

Introduction and Aim: It is necessary to define new targets in order to develop
new treatment strategies in cases with chemo-resistant Hodgkin Lymphoma. PRAME
(Preferentially expressed antigen of melanoma) has become a promising candidate for
tumour immunotherapy since it was detected that it is recognized by the autologous
cytotoxic T lymphocytes. PRAME is not expressed or mildly expressed in normal
tissues except for the testicle, ovary, endometrium and adrenals while it is expressed in
high levels in many solid tumours and hematologic malignancies. There is little
information on the PRAME expression in Hodgkin Lymphoma. The purpose of this
study was to examine PRAME expression in Hodgkin Lymphoma, to understand its
relation with the known prognostic factors, and to detect the usability of PRAME as
target molecule for immunotherapy in Hodgkin Lymphoma. In addition, the aim was to
compare the Real-Time Polymerase Chain Reaction and Immunohistochemistry
methods by using those two methods.

Materials and methods: The study covered 110 patients who were diagnosed
with Hodgkin Lymphoma and whose samples and clinical follow-ups could be
accessed. Demographic, clinic, laboratory and prognostic values of the patients were
recorded retrospectively. Out of 110 cases, biopsy samples could be accessed for a total
of 82 patients. PRAME was studied in the tissue samples of those patients through
Immunohistochemistry and Real-Time Polymerase Chain Reaction methods. Data was
tested by using appropriate statistical methods.

Results: PRAME was detected in 15 (18.3%) patients with
Immunohistochemistry and in 8 (9.8%) patients with Real-Time Polymerase Chain
Reaction. International Prognostic Score was 4 and above in the cases that were
detected with PRAME expression, and this figure was found to be significantly
significant in PRAME positive cases (p: 0.039). Disease-Free Survival and Overall
Survival was analysed for the 82 patients for whom PRAME was studied. Overall
Survival was found to be shorter in cases with PRAME positive as compared with
PRAME negative with Real-Time Polymerase Chain Reaction, (p:0.0005). Similarly
Disease-Free Survival and Overall Survival were found to be shorter in PRAME
positive cases by using Immunohistochemistry but this did not reach a statistical
significance. Disease-Free Survival was shorter depending on being over the age of 45,
in the advanced phase of disease, in the high-risk group, having high International
Prognostic Score and relapsing before 12 months. When the independent factors
affecting Overall Survival and Disease-Free Survival were considered, it was seen that
only advanced age and high-risk group were the independent factors affecting survival.
Although being PRAME positive increases the mortality risk (or: 3.56) this was not
found statistically significant.

Conclusion: It was found that Real-Time Polymerase Chain Reaction was found
to be more sensitive method in detecting PRAME expression. Immunohistochemistry is
also a useful method for PRAME analysis. Particularly showing the PRAME expression



in Histiocytes and Reed Stenberg cells can be a guide for future studies. These results
indicate that PRAME expression can be an adverse prognostic parameters in Hodgkin
Lymphoma.

Key Words: PRAME, Hodgkin Lymphoma, Prognoses, Disease-Free Survival,
Overall Survival, RT-PCR, Immunohistochemistry.

Xl



1. GIRIS ve AMAC

Hodgkin Lenfomada (HL) prognoz, kombinasyon tedavileri igeren
kemoterapatiklerle 6nemli oranda gelismesine ragmen kemoterapiye rezistan hastalikta
tedavi secenekleri smirlidir. Kemoterapiye rezistan HL’li olgularda yeni tedavi
stratejileri geligmesi i¢in yeni hedeflerin tanimlanmasi gerekmektedir. Ideal hedef,
tiimor hiicrelerinde ekprese edilirken normal dokularda eksprese edilmemesidir. Bu
ylizden yeni hedeflerin tanimlanmasi, kemoterapiye rezistansta rol alan faktorlerin
belirlenmesine ve relaps riskinin arttig1 hastalarin 6nceden belirlenmesinde faydali
olabilir.! Bu perspektifte bakildiginda PRAME (Preferentially expressed antigen of
melanoma), otolog sitotoksik T lenfositler tarafindan tanindiginin belirlenmesinden beri
tiimdr immunoterapisi i¢in umut verici bir aday olmustur.2

PRAME ilk kez melanomada yiizey antijenine kars1 otolog sitotoksik T hiicreleri
ile tammnan timér iliskili antijen olarak tammlanmustir.® PRAME kodlayan gen
22.kromozonda bulunur ve 509 aminoasitlik bir proteini kodlar.*> Testis, over,
endometrium ve adrenaller haric normal dokularda eksprese edilmez veya zayif
eksprese edilir. Melanoma disinda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, bas-boyun yassi
hiicreli karsinomlar, sarkomlar, renal karsinom, meme karsinomu, noroblastoma ve
medullablastoma gibi solid timorlerde, 16semi, myelom ve lenfoma gibi hematolojik
malignensilerde yiiksek seviyelerde eksprese edilir.”® PRAME kanser testis antijeni
denilen MAGE, GAGE/PAGE, BAGE, NY-ESO-1, Sperm protein 17 denilen ailenin
bir iiyesidir ve bunlarin aksine losemilerde 6zellikle de Akut Myelositik Losemi’de
(AML) eksprese edilir.” Siklik olarak degerlendirildiginde PRAME; melanomda % 88,
metastazlarinda % 95, bas-boyun karsinomlarinda % 39, kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanserinde % 46-78, renal hiicreli kanserde % 41, sarkomlarda % 39, meme
kanserlerinde % 27, akut losemide % 33 eksprese oldugu gosterilmistir.

PRAME, retinoik asit (RA) tarafindan uyarilan diferansiyasyon, biiylimenin
durmasi ve apoptozisi bloke ederek etkisini gt')sterir.z’8 Retinoik asid reseptor (RAR)
sinyalinin dominant baskilayicisi oldugu saptanmustir.®® Losemik hiicrelerde apoptozis
ile iligkili proteinlerle ilgili gen ekspresyonunda azalmayla 16semik hiicrelerin yasam

10,11

stiresinin uzamasi ve miyeloid farklilagmasinda inhibisyon bildirilmistir. Bunlarin

tersine 16semik hiicrelerde PRAME’in in- vivo tiimor gelisimini azalttifi ve 16semik



hiicre serilerinde kaspaz bagimsiz hiicre olimiinii indiikledigi gosterilmistir.'**

Losemide, bu celigkili durumun tersine solid tiimdrlerde yliksek PRAME genellikle
seviyeleri kotii klinik sonuglarla iliskilidir.** Ozellikle meme kanseri ve ileri evre
Noroblastomada PRAME ekspresyonu ile kot klinik gidis arasinda iligki
saptanmlstlr.10 Ayrica kemoterapi (KT) alan hastalarda PRAME ekspresyonunun
azalmasi sonucunda 6zellikle pediyatrik olgularda minimal rezidiiel hastaligin (MRH)
monitorizasyonunda da kullanilabilir.'®? Ozellikle 16semilerde Real-Time Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) ile kantitatif degerlendirme de MRH saptanmasi igin iyi bir
belirleyicidir.”

PRAME bir tiimor antijeni olarak bircok tiimorde eksprese oldugu gosterilmis
olmakla beraber HL’da PRAME ekspresyon ile ilgili bilgi ¢cok azdir. Martin S. Staege
ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada PRAME’in yalnizca rezistan HL’I1 olgulara ait
hiicre serilerinde eksprese oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada timor antijenlerinin
ekspresyonu, kemo-rezistan HL’da ko-stimiilatér molekiiller ile HL hiicrelerine karsi
sitotoksik T hiicre cevabi i¢in hedef olabilecegi de belirtilmistir."** Klaus Willenbrock
ve arkadaglarinin yaptig1 calismada HL’l1 hastalar, anaplastik biiyiik hiicre lenfomalar
ve B hiicreli Non Hodgkin Lenfoma’larla (NHL) karsilastirildiginda PRAME
ekpresyonu HL’da ¢ok yiiksek bulunmustur.**

Bu ¢alismanin amact HL’da PRAME ekspresyonunu arastirmak, HL’da bilinen
prognostik faktorlerle (sedimantasyon, lokosit, lenfosit, hemoglobin, albumin, beta 2
mikroglobulin, nodal alan sayis1 ve lokalizasyonu, bulky hastalik, mediyastinal kitle
boyutu, ekstranodal hastalik durumu, International Prognostic Score (IPS), yanit
durumu ve B semptomu varligi, kemoresistansla ve/veya tedaviye yanit ile iliskisini,
hastaliksiz sagkalim (HSK), genel sagkalima (GSK) etkisini saptamaktir. Ayrica
PRAME ekspresyonunun prognostik Oneminin yani sira ¢esitli  hemopoetik
neoplazilerde immunoterapi i¢in bir hedef oldugu bilgisinden yola ¢ikilarak 6zellikle
HL’da PRAME’in immun tedavide bir hedef molekiil olarak kullanilabilirliginin
saptanmast  amaglanmistir.  Bu amagla HL’li  hasta  Orneklerinde  hem
Immunhistokimyasal (IHK) olarak hem de Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) ile PRAME ekspresyonu degerlendirilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda,
1-2’si harig, PRAME, RT-PCR yontemi ile ve taze dokularda incelenmistir. Bu
calismada parafinli dokudan RT-PCR ile PRAME ekspresyonu calisiimis ve ayni



orneklerden THK ile PRAME c¢alisilmistir. Buradaki amag; parafinli dokularin PRAME
analizinde RT-PCR yontemi i¢in kullanilabilir olup olmadiginin saptanmasi ve gorece
az goriilen ve uzun siireli yasama potansiyeli olan HL olgularinin PRAME analizi i¢in
retrospektif olarak degerlendirilebilirligini saptamaktir. Calisma grubunda PRAME
analizi i¢in ayrica IHK yontemi de uygulanmistir. Buradaki amag¢ da RT-PCR ile IHK
yontemlerinin kiyaslanabilir olup olmadiginin saptanmasi ve eger kiyaslanabilir bulunur
ise IHK gibi pek ¢ok merkezde uygulanabilirligi olan IHK ile PRAME analizinin ¢ok
sayida  Ornekte, retrospektif Orneklerde de gilivenilir olarak  kullanilip

kullanilamayacagini saptamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hodgkin Lenfoma Tanim ve Subtipleri

HL ilk olarak 1831°de Thomas Hodgkin tarafindan tanimlanmistir. B
lenfositlerinden koken alir. Lenf nodlarinin ilerleyici bir sekilde biiylimesi ve
biliylimenin komsu lenf nodlarina si¢cramasi ile karakterize olarak tanimlanmustir.”® HL,
germinal merkez ve postgerminal merkez B hiicrelerinden gelisen, inflamatuar bir
zeminde Reed-Sternberg (RS) ve varyantlar1 gibi neoplastik hiicrelerin bir kismini
iceren hiicre kompozisyonuna sahip, degisik klinikopatolojik o6zellikler ile B hiicreli
lenfomalardan ayrilan heterojen bir tiimdr grubudur. Neoplastik hiicrelerin morfolojisi,
inflamatuar zemindeki hiicre kompozisyonunun farkliligina bagl ve tiimor hiicrelerinin
immunfenotipik goriiniimlerine dayanilarak 2 biiyiik subgruba ayrilir (tablo 1). Klasik
HL grubunda hiicreler germinal merkezli B hiicrelerinden kdken almigtir fakat normal
germinal merkezli B hiicrelerinin tanimlanmig gen ve gen {rlinlerininin ¢ogunu
eksprese etmede yetersizdir. Tiimor hiicrelerinin goriiniimii ve reaktif arka plandaki
hiicre kompozisyonuna gore Noduler Sklerozan (NS), Miks Selliiler (MS), Lenfositten
Zengin (LZ), Lenfositten Fakir (LF) olmak iizere 4 gruba ayrlir. Ikinci subgrup ise
timor hiicrelerinin germinal merkez B hiicrelerinin immunfenotipik 6zelliklerinin
korundugu Noduler Lenfosit Predominant (NLP) HL dir. Klasik HL’a gore daha sessiz
bir hastaliktir.*®

Tablo 1. HL Histolojik Alt Tipleri (WHO* simiflamasi)

Nodiiler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma (NLP HL)
Klasik Hodgkin lenfoma

Nodiiler Sklerozis (NS HL)

Karisik Hiicreli (MC HL)

Lenfositten Zengin (LZ HL)

Lenfositten Fakir (LF HL)

*WHO: World Health Organization (Diinya Saghk Orgiitii)

NENENANEAL

2.2. Hodgkin Lenfoma Epidemiyolojisi
Tiim lenfomalarm % 10, diinyada yillik tiim kanser vakalarimin % 0,6dir."’

ABD yillik 9060 yeni vaka, 1190 HL bagh 6lim bildirilmistir."® Avrupa’da ise insidansi



100.000 kiside 2,4’diir."® NLP HL, baslangi¢ tanili hastalarin % 5’dir.*® insidans1 her yil
icin 10 milyonda 8-9°dur.?%% % 75 erkek hakimiyeti vardir. %

HL endiistrilesmis iilkelerde adolesan ve geng eriskinlerde daha sik goriiliirken
gelismekte olan iilkelerde cocuklarda daha sik g:,’('jn'jlmektedir.22 Bimodal yas dagilimi
gosterir. Yas spesifik insidansi cografik lokalizasyon ve endiistriyel gelisim seviyesine
paralellik gosterir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve ekonomik olarak gelismis
iilkelerde geng adultlerde (20°1i yaslar) ve yasl hastalarda iki ayr1 pik vardir.?® Hafifce
erkek tUstiinliigli vardir ve hastalarin ¢cogu geng adultlerdir. Ekonomik olarak gelismemis
bolgelerde erkekler i¢in ¢ocukluk ¢aginda ilk pik vardir, geng adiiltlerde gorece olarak
diisiiktiir ve yaslilarda ge¢ bir pik olur.* NLP HL’da biri ¢ocukluk, biri adultlerde iki
pik vardir. Median yas 30-40 ile biraz daha gectir.”®> Klasik HL aksine beyazlarla
karsilastirildiginda Afrikan Amerikanlarda daha yayglndur.20

Baskin olan histolojik tipleri de cografik lokalizasyon ve ekonomik gelismislige
gore ayrilir. ABD gibi gelismis iilkelerde NS tip baskindir ve piklerin ¢ogu geng
adultlerde goriiliir. Ekonomik olarak ileri olmayan iilkelerde MS tip baskindir, ¢ocuklar
ve yaglilarda daha siktir. Erken sanayilesmis veya gec¢is ekonomilerinde MS ve NS
subtiplerinin frekansi esittir.?*?*” ABD ve Avrupa Ulkelerinde Klasik HL NS tipi %
70, MS tipi % 20-25, LZ tipi % 5 ve LF tipi % 1’den az bulunmaktadir.?®

2.3. Hodgkin Lenfoma Risk Faktorleri

2.3.1. Cevre ve Yasam Tarz1

HL’nin ¢ocukluk formu ailedeki kisi sayisi arttikca ve sosyoekonomik durum
azaldikca artmaya egilimlidir.” Eriskindeki formu ise tam tersine ekonomik olarak ileri
iilkelerde geng¢ adultlerde HL gelismesinin risk faktorleri erken ¢ocukluk doneminde
yiiksek standartlarla yasami belirten faktorlerle (anne egitimi yiiksek olanlarda ve
kardes sayis1 az olanlarda) iliskili goriinmektedir. Ozellikle bu iliski NS HL icin spesifik

olarak goriilmektedir.?*%

MS HL’da ise sosyoekonomik durumla olan bu iliski
tersinedir.** Ekonomik olarak avantajli bu populasyonda daha diisiik sosyoekonomik
gruplar arasinda MS HL ve LF HL subgruplarinin baskinligim1 gérmekteyiz ve bu
gruplarda Epstein Barr Virus (EBV) pozitifligi daha siktir.®* HL riski ile
sosyoekonomik durumlar arasindaki iliskiyle ilgili bilgiler genellikle yaygin olan

gevresel ve enfeksiydz etiyolojik ajanlara gecikmis maruziyet ile iliskilidir.3*3® Erken



donemde yuva ve bakim evlerine verilen ¢ocuklarin gen¢ eriskinlik doneminde HL
gelisim riski azalmistir. Bu risk azalmasi, ¢ocukluk caginda enfeksiyoz ajanlara erken
maruz kalmanin sonucunda hiicresel immunite olgunlasmasi ile ac;lklanmlstlr.39 EBV’iin
neden oldugu Enfeksiy6z Mononukleoz hikayesi olan hastalarda HL riski artmisken,*"”
8 diger cocukluk cagi enfeksiyonlarda (Sugicegi, kizamik, kizamikeik, kabakulak,
bogmaca) negatif bir iliski vardir.** Ek olarak Sitomegalo Virus (CMV), Human Herpes
Viriis 6-7-8, Polyoma JC Viriis, Adeno Viriis tip 5 ve 12, Human T Lymphotropic
Viruses (HTLV) 1-2 ve Human Retroviriis 5’in HL’li timor hiicrelerinde

mevcudiyetinin kamit1 yoktur.****

2.3.2. Epstein-Barr Virus Enfeksiyonu

HL biyopsi materyallerinin % 25-50’sinde, RS hiicrelerinde, EBV DNA ve gen
tirtinleri pozitif bulunmustur, bu da HL ve EBV arasindaki iliskinin bir gostergesi olarak
kabul gdrmiistiir.*® Yapilan baska bir ¢alismada HL insidansindaki artisin ozellikle
cocukluk ¢ag1 ve 55-74 yas aras1 donemindeki EBV ile iligkili oldugu, 15-34 yas arasi
geng eriskinlik donemindeki EBV ile ilgili olmadigi bildirilmistir.46 EBV ile iliskili
vakalarda virus RS hiicrelerine ve variantlarina lokalizedir. EBV gen iiriinlerini
kodlayarak iiretmistir ve bu gen iiriinleri Latent Membran Protein 1 (LMP1), Latent
Membran Protein 2A (LMP2A) ve Epstein Barr Niikeer Antijen 1 (EBNAI1) olarak
tespit edilmis ve bu flretim patterni EBV enfeksiyonunun latent tip 2 sekli ile
iliskilidir.* EBV LMP 1 iiretimi klasik HL histolojik alt tipleri arasinda degiskenlik
gosterir. Human Immunodeficieny Virus (HIV) ile baglantili LF HL’da % 10, MS
HL’da % 75, LZ tipinde % 45-45 ve NS tipinde % 10-40 iligkili bulunmustur.*® EBV
pozitif HL olgularinda histolojik alt tipte erkek cinsiyetin daha baskin oldugu rapor
edilmistir. Bu calismaya gore, ¢ocukluk ¢agi HL olgulari siklikla ekonomik olarak daha
az gelismis bolgelerde yasayan bireylerde goriilmektedir. Ekonomik agidan gelismekte
olan iilkelerde yasayan bireyler arasinda, HL’I1 ¢ocuklarda EBV pozitiflik oran1 6 kat
daha fazla bulunmus ve erken yasta infeksiyon ajani ile karsilasmanin risk artigina yol
actigi savunulmus‘cur.49 Glaser ve ark. 15 uluslararasi ¢alismanin verilerini bir arada
degerlendirmisler ve analiz sonucunda hastalarin % 40’inda tiimor spesmeninde EBV
genomunu tespit etmislerdir. Bu calismada yapilan ¢ok degiskenli analiz sonuglari,

EBV pozitifliginin c¢ocukluk c¢aginda ve orta yas grubunda daha sik oldugunu



gostermektedir. HIV pozitif HL’larda EBV pozitifligi % 100’diir ve bu oran NHL i¢in
diisiiktiir. Ailesel HL olgularinm EBV ile iliskili olma olasilig1 ise daha diisiiktiir.*

2.3.3. Immunosupresyon

HL, solid organ veya hemopoetik hiicre transplantasyonu, otoimmun hastaliga
bagli immunsupresif alanlar, HIV enfeksiyonlarinda artmustir.>*® HIV ile enfekte
olanlarda HL riski 5-25 kat artmistir.”®®® HIV pozitif bireylerde HL —ozellikle alt
tipleri- daha yiiksektir.®® HIV pozitif HL olgularinda CD20 ve Bcl-6/syn-1 siklikla
pozitiftir.®? immunsupresiflerde HL riskinin artmasi, NHL’lardan daha ¢arpicidir ve
gelisme zamanlar1 da farklidir.>*** Ornegin; HL Hemopoetik hiicre veya solid organ
transplantasyonundan sonra 4 yil ve iizerinde gelisirken, NHL ilk yillarda daha
yaygindir. Ayrica NHL belirgin immunsupresyon iliskili iken CD 4 sayis1 normal veya
normale yakin hastalarda HL gelisebilir. Tiim lenfomalarin % 2’sinden sorumlu oldugu
diisiiniilen renal transplant alicilarinda HL sikligin NHL ile karsilastirildiginda daha
diisiiktiir. Organ transplant alicilarinda beklenen HL oran1 % 0,2°dir. Post-transplant HL
olgularinin hemen hemen tiimii EBV pozitif olgulardir. Genelde tan1 aninda ileri evrede

olup kétii bir prognoza sahiptir.®®

2.3.4. Otoimmun Hastahk

Otoimmun hastaligi olanlarda, HL gelisme riski artmlstlr.64 Isveg ve
Danimarka’dan yapilan g¢aligsmalarda Otoimmun hastalikla ilgili kisisel oykii ve aile
Oyktistiyle HL arasinda iligki gésterilmistir.65 Ornegin romatoid artritli hastalarda HL
icin rolatif risk 2-5 kat arasinda artig g(‘jstermektedir.66 Bir diger ¢alismada ise saglikli
bireylere oranla inflamatuar barsak hastaligi olgularinda HL riskinin 8,6 kat arttigi
ortaya konmustur.’ Ayrica tliberkiiloz olgularinda da HL riskinin arttigini gdsteren

calismalar vardir.®® Diyabet hastalarinda ise HL riski azalmis olarak bulunmustur.®

2.3.5. Genetik

Genetik yatkinlik ve aile iiyelerinde ayni yaygin cevresel maruziyete baglh
olarak HL gelisme riski HL’I1 hastalarin yakinlarinda en yiiksektir. Bu risk beklenenin
3-4 kati kadardLr’'®"? ve bu risk artisi daha ¢ok geng kardesler ve erkekler arasinda

gozlenirken, yasli adultlerde gézlenmez.73 Tek yumurta ikizlerinde bu risk yaklasik 100



kat artmistir.”* HL riski ile bazi Human Lokasit Antijen (HLA) haplotipleri arasinda,
Ozellikle HLA A-1 ve daha az oranda HLA B-5, HLA B-8, HLA B-18 arasinda vardir
ve bu bireylerde HL sikligmin 1,3-1,7 kat arttig gésterilmistir.75 Aynmi caligmada
HLADPB1*0301 olan bireylerde HL goriilme riski yiiksek iken, HLA-DPB1*0401 olan

Japon bireylerde risk daha diisiik bulunmustur.”>®

Hastaligin etiyolojisinde genetik
faktorlerin etkili olabileceginin bir diger kaniti1 ise Yahudiler arasinda HL sikliginin
diger popiilasyonlara gore daha yiiksek olmasidir.¥** HL ile genetik faktorler arasinda bir
iliski oldugunu diisiindiirmesine ragmen, bugiine kadar HL igin spesifik bir gen
tanimlanmis degildir. Ancak yiliksek riskli HL ailelerinin tarandigi bir calismada
4. kromozomun kisa kolunda D4S394 belirleyicisi ile gii¢lii bir baglant1 oldugu, ayrica

2.ve 11. kromozomlar ile zayif bir baglanti oldugu gosterilmistir. Bulgular resesif

gecisli bir kalitim olasiligin dl'isl'indiirmektedir.83

2.3.6. Diger Nedenler

Emzirmenin koruyucu etkileri bir¢ok calisma ile gosterilmistir fakat bunun
anneden gegen antikorlara bagli oldugu bilinmemektedir.®*® Aspirinin de HL
gelisimine kars1 koruyucu olabilecegi, sigaranin ise riski arttirdig1 saptanmistir.® Bazi
gozlemsel arastirmalar agag, herbisid ve diger kimyasal madde sektorlerinde calisan
iscilerde HL gbriilme olasiligmim artmis oldugundan bahsetmektedir.2**° Tonsillektomi
yapilan bireylerde HL riskinin arttigin1 gdsteren calismalar meveuttur.® Obesitenin de

HL riskini arttirabildigi géisterilmistir.92

2.4. Hodgkin Lenfoma Histopatolojisi

Klasik HL; kiiciik lenfosit, eozonofil, nétrofil, makrofa; plazma hiicresi,
fibroblast ve kollagen fibrilleri gibi ¢esitli hiicrelerin olusturdugu inflamatuar bir
zeminde tanisal RS hiicrelerinin mevcudiyeti ile karakterizedir. Reaktif hiicrelerin
cesitli tiplerinin mevcudiyeti, 6zellikle infiltratif makrofajlarin ve eozonofillerin sayist
prognostik degere sahip olabilir. Tanisal RS hiicreleri hafif¢e bazofilik sitoplazmali, ¢ift
loblu, ¢ift veya multipl c¢ekirdekli, belirgin eozonifilik ve inkliizyon benzeri
cekirdekeigi olan genis hiicrelerdir.?® Niikleoluslar karakteristik olarak makroniikleolus
goriiniimiinde olup, biiyiikliikleri komsu lenfositlere esittir. ilaveten bu neoplastik

hiicrelerin varyantlar1 da olabilir. Bunlar lakiiner hiicre, mumya hiicre ve Lenfosit &



Histoyosit (L&H) hiicre (popcorn hiicre) olarak adlandirilirlar.*® Hodgkin hiicresi terimi
mononiikleer varyantlar i¢in kullanilabilir. Mumyalanmis Hiicre, piknotik kirmizimsi
cekirdekli ve yogunlasmis sitoplazma igeren neoplastik hiicrelerdir. Lakiiner hiicre,
multiloblu ¢ekirdek, kiiciik ¢ekirdekcik, bol agik renk sitoplazmali, doku fiksasyonu
veya kesiminde siklikla retrakte olan, ¢ekirdegi birakarak bos yer olarak goriinen
hiicrelerdir. L&H varyantlar1 veya diger adiyla ‘popcorn hiicreleri’ vezikuler, polilobule
cekirdekli, kiiclik, genellikle periferal ¢ekirdek¢igi olan perinukleer halosu olmayan
hiicrelerdir.

Patogenezinde germinal merkezlerdeki B-hiicrelerinden kdken alan RS hiicreleri
mutasyonlar sonucu B-hiicre reseptor afinite kapasitesini kaybetmis, klonal seleksiyona
kars1 koyarak, apopitozisden (programli hiicre Oliimiinden) kagmayr basarmistir.
Apopitozdan bu kagista, sinyal aktivasyonu yolundaki faz aracili apopitoz inhibitorii
(FLIP) reseptoriiniin artmast ve transkripsiyon faktorlerinden Niikleer Faktor Kappa

(NF-kB) seviyesinde artma sorumlu tutulmaktadir.***

2.4.1. Noduler Sklerozan Histopatolojisi

NS HL fibroz bantlar ile nodullere ayrilmis, noduler biiylime paterni gdsteren,
nekroz alanlar1 olabilen, prognostik RS hiicrelerinin nadir oldugu, tipik neoplastik
hiicrenin lakiiner hiicre oldugu ve bunlarin noduliin merkezi i¢inde agrage oldugu HL
tipidir. Inflamatuar zemin genellikle eozonifiller, histiosit ve nétrofiller igerir. Bazi
histolojik varyantlari tantmlanmistir. Fibroz bantlarin az gelismis veya goze ¢arpmamis

olabildigi NS HL’nin selliiler fazi1 denen gérﬁnﬁm.6’97

ve sinsityal NS HL denilen
lakiiner hiicrelerin genis agregatlar veya yaprak gibi bulundugu ve tipik NS HL ile
benzer prognoz godsteren varyanti vardir.*® Bir veya daha fazla sklerotik band varligi
tanimlayicidir. Bandlar matiir aseliiler kollagenlerden olusmaktadir. LZ HL alt tip
follikiiler varyanti ile siklikla karistirilabilir. Lakiiner hiicreler NS HL i¢in oldukga
karakteristiktir. Klasik HL olgularinda gézlenen CD15 veya CD30 pozitifligi, daha az

siklikta gozlenmektedir.

2.4.2. Miks Selliiler Hodgkin Lenfoma Histopatolojisi
MS HL band olusturan sklerozisin eslik etmedigi, noduler biiylime veya diffiiz

biiyiime paterni gdsteren HL subtipidir. ince fibrozis olabilir, diagnostik RS hiicreleri



kolayca tespit edilir, zemindeki infiltrasyon degisken olmakla beraber tipik olarak

Eozonofil, Notrofil, Histiosit ve Plazma hiicreleri ig:erir.96

2.4.3. Lenfositten Zengin Histopatolojisi

LZ HL’da nodiiler biiyiime paterni en yaygindir fakat diffiiz de olabilir. Tanisal
RS hiicreleri olabilir fakat ayn1 zamanda mononiikleer Hodgkin Hiicreleri ve bazen
L&H Hiicresine benzeyen hiicre olabilir. Infiltrasyon zemininde lenfositler baskindir,
eozonofil veya nétrofiller nadirdir veya yoktur. Bazi vakalar noduler biiylime paternine
sahiptir, regrese olmus germinal merkez belirtileri igerir, mantle zon ve interfollikiiler
bélgelerde hem varyant hem de klasik RS hiicreleri vardir.”® Bu antite Follikiiler HL

veya nodiiler lenfositten zengin klasik HL olarak adlandirilir.'®

2.4.4. Lenfositten Fakir Histopatolojisi

LF HL diffiz biiyime paterni gosterir ve siklikla fibrozis ve nekroza bagl
hiposelliiler goriiniir, inflamatuar hiicreler azdir, ¢ok sayida RS hiicresi ve varyantlar
mevcuttur. LF HL, fibrotik ve retikiiler/sarkomatéz olarak iki farkli alt tipte
degerlendirilebilir. NS HL’nin aksine LF HL olgularinda ince fibroz bantlar
izlenmemektedir. Lenf nodunda go6zlenen fibrozis hiicre nodiilleri etrafinda degil, daha
cok tek bir hiicrenin etrafinda yer almaktadir. RS hiicrelerinin birlesen tabakalar

olabilir buna retikiiler varyasyon veya Hodgkin Sarkom olarak adlandirhir.*** Bu

varyant Anaplastik Biiyiik Hiicreli Lenfomadan ayirt etmek zor olabilir.'%

2.4.5. Noduler Lenfosit Predominant Histopatolojisi

NLP HL neoplastik hiicreler genellikle lenfohistiyositler veya L&H RS hiicre
varyantlaridir Bunlar germinal merkez B hiicrelidir. Bu hiicreler Ig gen yeniden
diizenlenmesini tretirler ve Ig genlerinin devam eden somatik hipermutasyonlarinin
kanitin gt')sterirler.loll'107 Neoplastik L&H varyantlari, CD4(+)/CD57(+) T hiicre olagan
dis1 populasyonunda ve follikiiler dendritik hiicreden zengin olan genislemis B hiicre
follikiilleri ig¢inde tipik olarak bulunur. Hem NLP HL hem klasik HL germinal merkez
B hiicre orjinlidir. NLP HL hiicrelerin survi ve biiylimesi, genislemis B hiicre
folikiiliiniin ¢evresi i¢inde Ig reseptorii vasitasiyla lretilen sinyale bagli normal

108

germinal merkezli B hiicrelerinkine benzer.”~ L&H hiicrelerinin kemokin ve sitokin
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kaynaklart zengin olmadigindan sistemik semptomlar klasik HL’a gore tipik olarak
yoktur. NLP HL tersine klasik HL’da RS hiicrelerinin biiyiimesi Ig reseptor sinyalinden
bagimsizdir ve bunun yerine alternatif resptorlere (CD30 ve NF-Kb transkripsiyon
faktor aktivatorii olan CD40) bagldir.’®® Klasik HL’da RS hiicreleri hem lokal hem de
sistemik etkileri olan inflamatuar sitokin ve kemokin firetirler. Histolojik incelemede
kapsiil genellikle intakttir. Nadir olarak fibrozis goriilebilmekle birlikte, hastalik siklikla
nodiiler bir yayilim paterni gostermektedir. Diffliz varyant ise olduk¢a nadirdir. NLPHL
olgularinda neoplastik hiicreleri L&H hiicreleri genellikle nodiillerin ¢evresinde
yerlesme  egilimindedirler. L&H  hiicreleri  goriinim olarak  sentroblastlara

benzemektedirler. '

2.5. Hodgkin Lenfomada Immunfenotip

Neoplastik hiicrelerin immunfenotipi, hem klasik HL’y1r NLP HL’dan hem de
diger lenfomalardan ayirmada anahtar rol oynar. Germinal merkez ve postgerminal
merkez B hiicrelerinden koken alan RS hiicreleri follikiiler lenfoma veya diger
malignensilerden elde edilen normal germinal merkezli B hiicrede bulunan
transkripsiyon faktorlerini sentezlemezler.!*! Klasik HL’da RS hiicreleri klasik olarak
CD 15 (% 85) ve CD 30 (yaklasik % 89) eksprese ederler B hiicre belirteglerini(CD
19,20,79a) ve T hiicre belirteclerini (CD 3, 7) eksprese etmezler.!*? Bununla birlikte
klasik HL vakalarin ¢ogu RS hiicrelerine oranla B hiicre antijeni ekspresyonuna (CD
79a’dan daha sik CD 20) sahiptir.”**** HL’'min klasik tipleri arasinda CD 20
ekspresyonu LZ HL’da en yiiksektir.**%"211> CD20 pozitifligi, 6zellikle EBV negatif
olan klasik HL olgularinin %30-40’1nda bulunmaktadir. Bu olgularda CD79a pozitifligi
daha diisiik siklikta izlenmektedir.****" CD 4 gibi tek bir T hiicre antijen ekspresyonu
RS hiicrelerinde arada sirada goriilebilir fakat multiple T hiicre antijen eksprese etmesi
¢ok nadirdir. CD 15 ve CD 30’a ilaveten, RS hiicreleri CD25, HLA-DR, ICAM-1,
CD95 (apo-1/fas), TRAF1 ve hem CD40 hem de CD86 birlikte eksprese
ederler 113114.118-121
RS hiicreleri ¢ok sayida antijen igermektedir. Bu antijenler CD30, CD15, CD70,
TARC, IRF4 (MUMI1) gibi bu antijenler genellikle normal T veya B hiicrelerinde
eksprese edilmeyen antijenlerdir. RS hiicrelerinin immunofenotipik 6zellikleri Tablo

2’de gosterilmistir. RS hiicreleri, CD45 ve epitelyal membran antijeni (EMA)

11



ekspresyonu gostermemektedir. NLPHL olgularinin aksine klasik HL olgularinda Bcl-6
ekspresyonu goriilebilmektedir. ilave olarak klasik HL olgular1 genellikle PAXS ve
MUMI1 ile pozitif; BOB1 ve Oct2 ile negatif boyanma o6zelligi gostermektedir.
Fenotipik bulgularin prognostik énemi olabilir. CD15 negatif HL olgularinda relaps
insidansinin yliksek, sagkalim oraninin ise diisik olmasi bunun en gilizel 6rnegidir.
CDI15 negatifligi bagimsiz bir prognostik faktor olarak degerlendirilmektedir. Benzer

sonuglar CD20 pozitif olgular i¢in de elde edilmistir."***’

Tablo 2. Reed Stenberg Hiicrelerinin immunofenotipik Ozellikleri

CD45 (%) CD15 (%) CD30 (%) CD20 (%)
Klasik HL 7 87 89 24
NLP HL 65 37 38 92
B hiicreli lenfoma 97 4 18 94
T hiicreli lenfoma 89 21 42 0

RS hiicrelerinin klonal immungloblin (Ig) rearanjmanlar: igerdigi ve bu sebeple
neoplazinin B hiicre kékenli oldugu gés‘[erilmistir.122 RS hiicrelerinin Ig agir (% 87,5)
ve hafif zincir (% 75) gen rearanjmanlari tagimasi da bunu destekler, ancak bu
hiicrelerin Ig transkripsiyonu hatalidir. Ayrica benzer Ig V gen rearanjmanlarinin
saptanmasi ile HL hiicreleri i¢in karakteristik bir 6zellik olusturulmustur. 123124 RS
hiicrelerinde Ig gen rearanjmanlar gibi B hiicre belirtegleri ve atipik T hiicre, dendritik
hiicre belirteclerinin ekspresyonlar1 da tespit edilmistir. B hiicre belirteclerinin
ekspresyonunu regiile eden transkripsiyon faktorleri bilinmektedir. Bunlardan PAXS
(paired-box transcription factor), E2A ve EBF (early B-cell factor) en

onemlileridir.1?>*?8

RS hiicrelerinin temel 6zelligi TNF(tiimor nekrozis faktor) reseptor
ailesine iiye olan CD30 yiizey marker ekspresyonlarmin yiiksek olmasidir. CD 30
reseptorlerinin CD 30 ligand veya antikorlari ile etkilesimi sonucunda HL kokenli hiicre

121128 Hiicrelerin

dizilerinde hiicre proliferasyonuna neden oldugu gosterilmistir.
monosit ve graniilosit markeri CD15, dendritik hiicre markeri CD83 ve T hiicre
traskripsiyon faktorii olan Notch-1 eksprese ettikleri ve dendritik hiicrelerden salinan
Thymus and Activation-Related Chemokine (TARC) kemokinine sahip olduklari da
gé’)sterilmistiI’.129'131 RS hiicreleri CD45, CD 20, CD19 gibi B hiicre markerlerini ve B-

hiicre ylizey antijenlerini eksprese etmezler. Ayrica, fonksiyonel B hiicre reseptorii
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tasimazlar ve Ig transkripsiyon faktorlerinin 6nemli bir kismimin ekspresyonu
azalmistir."**'* BOB1, OCT2 ve PU 1 primer Hodgkin ve Reed/ Sternberg
hiicrelerinde  eksikligi  gosterilmis  immunoglobulin  spesifik  transkripsiyon
faktorleridir.®** HL neoplastik hiicrelerin cesitli sitokinler saldigi tespit edilmis, bu
salimimin 6zellikle hastaligin iki ana alt tipinde, belirgin bir histopatolojik goriiniim ve
klinik bulgularla iligkili oldugu sonucuna varilmistir (tablo 3). RS hiicrelerinde CD30 ve
CDA40 ekspresyonundaki artis NF-kB ve c-jun N-terminal kinaz yolunun aktivasyonu ve
sonug olarak da RS hiicre proliferasyonu, adezyon molekiillerinin ekspresyonu, sitokin
salmmmi ile iliskilendirilmistir. Klasik HL’da eozinofili ve kollajen skleroz gibi
histopatolojik bulgular IL-4, IL-5, eotaksin, IL-6, IL-7, IL-13, TNF, lenfotoksin,
Transform Biiyiime Faktorii Beta (TGF- B) ve basic fibroblast growth faktor salinimina
baglanmistir. Sitokinler tarafindan diizenlenen adezyon molekiillerinin de RS
hiicrelerine ve c¢evreleyen komsu T lenfositlere etki ederek hastalifin metastatik
kapasitesini belirledigi distinilmiistiir. Sistemik semptomlar en fazla artmig IL-6
seviyesi ile ve tedavi almamis hastalardaki immunsiipresyon da en fazla TGF-3 seviyesi
ile korrelasyon gé')stermistir.135

NLP HL’da klasik HL tersine B hiicre yiizey antijeni (CD 19(+), CD 20(+) CD
22(+), CD 79a(+)), germinal merkezli B hiicre spesifik transkripsiyon faktori (Bcl 6(+))
ve CD 45(+) eksprese ederler, CD 15 (-) ve CD 30 ekspresyonu nadirdir (tablo 4). NLP
HL’nin tersine klasik HL.’da RS hiicresinde follikiil merkez B hiicre iliskili niikleer Bcl-
2 proteini yoklugu siktir, plazma hiicre iliskili antijen CD 138 eksprese edebilir. %1%
EBV pozitif vakalarda timér hiicreleri EBV LMP-1 eksprese ederler fakat EBNA-2
eksprese etmezler. Ek olarak BSAP/PAX-5 (B hiicre serisinin spesifik transkripsiyon
faktorii) diistik diizeyde ekspresyonu vakalarin ¢ogunda goriiliir ve T hiicreli lenfoma ile
klasik HL ayirimina yardim eder. B hiicre spesifik transkripsiyon faktorii Pu-1, Oct-2,
BOB-1 gibi mmmunglobulin ekspresyonu siiriiciileri genellikle azalmig veya
saptanmamustir, oysa ki T hiicrelerinden eksprese edilen bazi faktorler (Notch-1 gibi)
artmustir.**! Oct-2 ve BOB-1’in degerlendirilmesi zor vakalarda Difiiz Biiyiik B Hiicreli
Lenfoma (DBBHL) veya klasik HL ile NLP HL ayiriminda faydali olabilir,*38%

Klasik HL vakalarinin ¢ogunda klonal sitogenetik anormallikler bulunur,*%4
Bu anormallikler vakadan vakaya farklidir ve siklikla kromozomal degiskenlik gosteren

intraklonal degisiklikler vardir. HL’da 2 grup klonal anormallik tespit edilmistir.**%1*®
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Cogu vaka B hiicreli lenfomaya tipik olan 14q anormalligi gosterir, ancak t (14;18)
nadiren goriliir.

Klasik HL subtipleri arasinda EBV tutulumu degiskendir. EBV infeksiyonu
immiimhistokimyasal olarak LMP-1’in, insutu hibridizasyonla Epstein Barr Virus
encoded small RNAs’in (EBERs) gosterilmesi ile saptanabilir. EBV’nin saptanmasi
klasik HL ve EBV negatif olan diger lenfomalarin (6zellikle Anaplastik Biiyiik Hiicreli
Lenfoma) ayirict tanisinda yardimci olmaktadir. EBV NS HL’da seyrek olarak
bulunurken LZ HL’da yaklasik % 40, MS HL’da % 70, LF HL’da % 100’e yakin
bulunur. LF HL nadir bir subtiptir, immiiyetmezlik durumlan ile giiglii iliskisi vardir.
Bu subtipe, EBV enfeksiyonun yiiksek insidansi katkida bulunur. Immunsupresyon
iliskili HL, aym1 zamanda EBYV iligkili lenfoma ve genellikle LF veya MS HL
subtiplidir.>***144145-150 N| p HL patogenezinde EBV yoktur.

Tablo 3. HL’da Klinik ve Histopatolojik Bulgularin Sitokin Sahnimn ile iligkisi'*®

Bulgular Sitokinler

* B semptomlari TNF,LT-alfa,IL-1,IL-6

* Polikaryon olusumu INF-gama,IL-4

* Skleroz TGF-B,LIF,PDGF,IL-1, TNF

* Akut faz reaksiyonu IL-1,IL-6,IL-11,LIF

* Eozinofili IL-5,GM-CSF,IL-2,IL-3

* Plazmasitoz IL-6,IL-11

* Hafif trombositoz IL-6,IL-11,LIF

* T hiicre ve HRS hiicre etkilesimi IL-1,IL-2,IL-6,IL-7,IL-9,TNF,CD30L,
CD40L,CD80,CD86,LT-alfa

* [mmiin yetmezlik TGF-B, IL-10

* Otokrin biiytime faktorleri IL-6,IL-9, TNF,CD30L,M-CSF

* ALP de artig M-CSF

* Notrofil aktivasyonu ve birikim IL-8, TNF, TGF-B
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Tablo 4. NLP HL ile Klasik HL’m Morfolojik ve immunfenotipik Ozellikleri

KLASIK HL NLP HL

PATERN Diffiiz, interfollikiiler,noduler Noduler (en azindan bir

kisminda)

TUMOR HUCRELERI Tamisal RS hiicreleri, ‘L&H’ veya “popcorn’ Hiicresi
mononiikleer veya lakiiner
hiicreler

INFLAMATUAR ZEMIN Lenfosit, histiyosit, Lenfosit, histiyosit
euzonofil,plazma hiicresi

FIBROSIS Yaygin Nadir

CD 15 + -

CD 30 + -

CD 20 -1+ +

CD 45 - +

EMA - +

EBYV (RS hiicrelerinde) +(yaklasik %50) -

Oct-2 -/+ +

BOB 1 -/+ +

LENFOSIT ZEMIN Thiicre > B hiicre B hiicre >T hiicre

CD 57(+) T HUCRELERI - +

2.6. Hodgkin Lenfomada Sinyal Yolaklar

RS hiicrelerinde birden fazla sinyal yolaginin aberan yolla aktivasyonunun
oldugu ortaya konmustur. Bu aberan sinyal molekiil ve yolaklart Notch- 1, Reseptor
tirozin kinazlar (RTKs), Fosfo Inozitol 3 kinaz (PI13K) , Mitojen-Aktiveli Protein Kinaz
Extrasellular Sinyal-Regiilasyonlu Kinaz yolagi (MAPK/ERK) ve transkripsiyon
faktorleri olan NF-xB, signal transducers and activators of transcription (STAT),
Activator protein-1 (AP-1) olarak rapor edilmistir.

Notch 1; transmembran reseptor ailesinin bir iiyesidir, aktivasyonu sonucunda
kok hiicre ve T hiicrelerin gelisiminin yaninda, B hiicre gelisiminde de transkripsiyon
faktorii E2F aracili olarak rol alir. Notch 1’in RS hiicrelerinde asir1 ekspresyonu ve asir1
aktivasyonunun NF-kB iizerinden etkili oldugu rapor edilmistir. Notch 1 yolaginin
ligandi olan Jagged 1’in asir1 ekspresyonu ile HRS tiim6r hiicrelerinin
proliferasyonunun ve hiicrelerin apoptozise direncinin saglandigi gosterilmistir.**

RS hiicrelerinde normal dis1 aktivasyon gosteren 6 adet kinaz enzimi
gosterilmistir.*®> Ayrica normal germinal merkez B hiicrelerinde de eksprese edilen
reseptOr tirozin kinaz ¢ met‘in de RS hiicrelerinde ekspresyonu bilinmektedir.™*® iki
onemli sinyal yolag: olan Fosfo Inozitol 3 kinaz /Aurora Kinase Thymoma (PI3K/AKT)
ve MAPK/ERK‘in RTKs reseptorlerinin de dahil oldugu integrin, sitokin ve G protein

reseptorleri ile aktive oldugu ve bu yolaklarin da RS hiicrelerinde asir1 aktivasyonunun
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oldugu bilinmektedir. PI3BK/AKT yolaginin, sinyallerin regiilasyonunu saglayarak anti-
apoptotik protein Bad fosforilasyonunda etkili oldugu, kaspaz-9 ve NF-xB
aktivasyonunun inhibisyonu ile apoptozisi engelledigi ve hiicre siklusu inhibisyonunda
rol aldigr bilinmektedir. Ancak RS hiicrelerinde PI3K/AKT yolaginin asir1
aktivasyonunun net sonucu tam olarak bilinmemektedir.’****> MAPK/ERK yolaginin
aktivasyonunun ise ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu ve aktivasyonunda
onemli rol aldigmi ve MEK inhibisyonu ile RS hiicrelerinin sagkalim ve
proliferasyonunda regiilasyon saglandigi gés‘[erilmistir.156

NF-«xB ise RS hiicrelerinde asir1 aktivasyonu bilinen transkripsiyon
faktorlerinden biridir.">’ NF-xB aktivasyonu sonucu immun cevabm olusmasini
saglayan bir¢cok proteinin ve anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu saglanir. RS
hiicrelerinde NF-kB ‘nin asir1 aktivasyonu hiicrelerin sagkalimi i¢in esansiyeldir ve hem
RS hiicre dizilerinde hem de primer RS hiicre analizlerinde gosterilmistir."® NF-xB
yolaginin aktivasyonu gesitli yollarla meydana gelir. CD30, CD40, Receptor Activator
of Nuclear Factor k B (RANK) gibi ¢esitli reseptorlerin TNF receptor-associated factor
(TRAF) ile birleserek NK-kB yolagimi aktive ettigi bilinmektedir. RS hiicrelerinde bu
reseptorlerin  ekspresyonu, hiicrelerin ¢evresinde de reseptor ligandlarinin asiri
ekspresyonu rapor edilmistir.”*®**® CD 30 reseptorlerinin NF-kB aktivasyonunu
saglamasiin yaninda RS hiicrelerinde ligand bagimsiz olarak asir1 ekspresyonu da

60

sozkonusudur.® Bunlarin diginda HRS hiicrelerinde NF-kB  yolagmmm normal

isleyisini bozan iki genetik degisiklik de tanimlanmistir. Bunlar; -kB geni Rel
onkogenindeki mutasyonlar'® ve IkBa. , IkB p genlerindeki inaktif mutasyonlardir.'%%1%4
NF-kB yolaginda baska bir etken de EBV’dir. EBV ile enfekte hiicrelerde eksprese
edilen 3 viral proteinden (EBNA 1, LMP1 ve LMP2a) LMP 1 proteinin ekspresyonunun
STAT 3 transkripsiyon faktorii ile iliskili oldugu,'®®*® CD40 aracili asin NF-kB
aktivasyonunu taklit ettigi ve bdylece germinal merkezde B hiicre sagkaliminda ve
farkhilasmasinda major rol oynadigi gosterilmistir.’®”®® LMP1 sinyalizasyonu TRAF
proteinlerinin  LMP1’lerin sitoplazmik kisimlarina baglanmasiyla baglar, NF-xB

aktivasyonu ile son bulur.*®®

LMP2 proteini ise B hiicre reseptorlerinin ekspresyonunu
inhibe eder ve hiicredeki sinyal yollarmin aktivasyonunu B hiicre belirleyicileri
olmaksizin devam ettirir.'® LMP1 ve LMP2a proteinleri ayrica T hiicre ve folikiiler

dendritik hiicreler ¢evresinde stimiilator sinyalleri taklit ederek NF-kB aktivasyonuna ve
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antiapoptotik genlerin regiilasyonunda artisa neden olurlar. Bu regiilasyondaki artis ile
RS hiicrelerinin germinal merkezdeki seleksiyondan korundugu diisiiniilmektedir.

STAT ailesi proteinlerinden birka¢ tanesinin de RS hiicrelerinde asir
ekspresyonu gérﬁlmﬁstﬁr.m RS hiicrelerinde aktivasyonu bilinen STAT proteinleri,
STAT 3, STAT 5, ve STAT 6 dir.1"*'® STAT 3 aktivasyonunun RS hiicrelerinde hiicre
sagkalimi i¢in major 6nemde oldugu tartisilmaktadir ve STAT 3 proteinlerinin HRS
hiicrelerinde siirekli aktivitesi rapor edilmistir.*>*"* Agir1 STAT 6 aktivasyonun ise IL-
13 ve IL-13 reseptor ekspresyonuna neden olurken, Janus Kinase (JAK) aracili STAT 6
aktivasyonu RS hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu artirir. STAT 6 aktivasyonu ile
IL-13 ve IL-4 genlerinin transkripsiyonu gergeklesir ve de IL-13’{in makrofaj, monosit
ve fibroblastlara olan etkilerinin, RS hiicreleri igin 6nemli olan ¢evrenin olusumunda rol
aldig1 bilinmektedir.*">1"

Hodgkin ve RS hiicrelerinde etkili bir diger transkripsiyon faktorii de AP-1 dir.
AP-1 bir¢ok hiicre dis1 sinyal yoluyla stimiile edilir, hiicresel proliferasyon, apoptozis
ve diferansiyasyonu regiile eder.'’” Hodgkin primer hiicre ve hiicre dizilerinde AP-1
transkripsiyon faktorii, c-jun ve jun-B ekspresyonunu artirir. jun-B artus ile NF-«xB

aktivasyonunun arttig1 da rapor edilmistir.'"®

2.7. Hodgkin Lenfomada Klinik

HL’l1 hastalarin ¢cogu agrisiz, lokalize lenfadenopati ile gelirler (% 90°1), siklikla
ele ayr1 ayri, lastik kivaminda gelir, hassasiyet enderdir ve tipik tutulum yeri servikal
bolgedir(% 80). Ilk geliste mediyastinal bdlgenin % 60, aksiler bdlgenin % 6-20,
inguinal bdlgenin %6 oraninda tutuldugu bildirilmistir.'”® Klasik HL olgularinda lenf
nodunun boyutu 2 ila 5 cm arasinda degismektedir. MS HL ve LF HL olgularinda lenf
nodlart genellikle mobil olma egilimindedir. Bu olgularda lenf nodlarimin komsu
dokulara yapisik olmasi s6z konusu degildir. NS HL’da ise lenf nodu komsu dokulara
yapisik olabilir ve tutulmus lenf nodu genellikle daha sert olma eglimindedir. Hastalarin
% 20’sinde ise lenfadenopati (LAP) diyafragma altindadir.”® HL lenfatik drenaj yoluna
uygun olarak sirali bir sekilde bir lenf bezinden digerine yayilir ve NHL goriilen es
zamanl bir¢ok lenf bdlgesinin tutulumu HL i¢in nadirdir. Genelde sol suprakalvikiiler
lenf nodu tutulumunu abdominal paraaortik lenf nodu tutulumu takip eder. Sag

supraklavikiiler lenf nodu tutulumu mediyastinal adenopati ile iligkili olmaya
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egilimlidir. Paraaortik lenf nodu tutulumu siklikla dalak tutulumu ile birliktedir ve
takiben karaciger ve/veya kemik iligi tutulumuyla da birlikte goriliir. Histopatolojik
tiplerin i¢inde komsuluk yoluyla yayilim egilimi en sik NS tipindedir.181

LZ HL klasik HL’nin en iyi prognozlu histolojik alt grubunu olusturmaktadir.
Genellikle erken evrede tani konur. Periferik lenf nodundan baslar, mediyasten
tutulumu nadirdir. NHL 6zellikle de DBBHL’a doniigsme riski veya niiks gelisme riski
diger histopatolojik alt gruplardan daha fazladir. Buna ragmen 10 yillik sagkalim %
90’1n lizerindedir.

NS gen¢ hastalarin % 40’1, eriskin hastalarin % 70’inde goriilen en sik
rastlanilan HL alt tipidir. NS HL gelismis tilkelerde en sik goriilen tiptir. Mediyasten ve
servikal lenf nodu tutulumu siktir. Daha ¢ok genc bayanlarda goriiliir. Iyi prognozlu
histopatolojik alt gruplardan biridir.

MS gelismekte olan iilkelerde ve AIDS’li hastalarda en sik goriilen tiptir. Her
yasta, Ozellikle orta yaslarda goriiliir. LZ ve NS histopatolojik tiplere gore daha kotii
seyir gosterir. 10 yas ve altindaki ¢ocuklarda siktir, siklikla ekstranodal tutulumlu ve
ileri evre hastalik olarak klinik bulgu verir.'®

LF HL, tan1 kondugunda siklikla ileri evrededir, ileri yasta goriiliir ve genellikle
yaygin hastalik seklindedir. Lenfositten yoksun tip en az goriilen ve prognozu en koti
olan histopatolojik tiptir."®**® LF HL ¢ocuklarda nadirdir, HIV ile enfekte hastalarda
sik rastlanir. Klasik HL nin bu alt tipine 6zellikle hem HIV ile hem de EBV ile enfekte

hastalarda rastlanir.'%®

LF HL kemik ve kemik iligini tutan yaygin hastalik olarak klinik
bulgu verir. Tim HL olgularinin % 1’ini olusturmaktadir. Tan1 aninda “B” semptomu
goriilme siklig1 yiiksek oranda izlenmektedir.*®’

NLP HL’da kronik, asemptomatik, santralden ziyade diyafragmanin alti ve
iistlinde periferik lenf nodu tutulumu vardir ve fizik muayenede kolaylikla saptanir.
NLP HL’da tutulmus lenf nodu ¢api, klasik HL’dan daha biiyiiktiir ve cap genellikle 2
ila 8 cm arasinda degismektedir. Hastaligin tanm1 anindaki yayilim o6zelligi dikkate
alindiginda, NLP HL yaygin olmaktan ziyade, siklikla lokalize bir hastalik olarak ortaya
cikmaktadir. Hastalik nadiren gruplar halinde lenf nodu tutulumuna neden olmaktadir.
NLP HL, genellikle tek bir servikal, aksiller veya inguinal lenf nodunu tutma
egilimindedir. NLP HL, kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriilmektedir.

Mediyastinal kitle % 2-7°de vardir.*®**® B semptomu % 6-15°de nadiren bulunur.?
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Dalak (% 8), karaciger (% 2-3), kemik iligi (% 1-2), akciger (% 1-4) ve iskelet sistemi
(% 1-3) daha nadir tutulur.”>***1% Vakalarin % 75°i evre I-II ile gelirken klasik HL i¢in
bu oran % 50-60°dir.*®® Klinik seyir, prognoz ve yasam sliresi diger HLtiplerinden daha
iyidir.'%

Mediyastinal hastalik NS HL olgularinda sik rastlanan bir bulgudur.
Mediyastinal lenfadenopatisi olan hastalar (tiim vakalarin % 60°1), klinik olarak
asemptomatik olabilecegi gibi nonproduktif oksiirlik, soluk borusu veya brons basisina
bagli bulgular da gosterebilir. Mediyastinumda en ¢ok paratrakeal ve trakeobrongial lenf
nodu gruplart tutulur. On mediyastinal LAP’in vena kava superiora basis1 nedeni ile
yiizde sisme ve bas-boyun venlerinde genisleme goriilebilir. Genis mediyastinal kitleli
hastalarda daha kiiciik kitleli hastalara gore niiks daha siktir. Sirt agrisi, kemik agrilar
ve spinal kord kompresyon semptom ve bulgulari tespit edilebilir. Santral sinir
sisteminde (SSS) parankimal veya meningeal tutulum nadirdir. Genellikle gidis sekli
boyundan mediyastene, ¢olyak lenf nodlarina, buradan da dalak, karaciger ve kemik
iligine dogrudur. Timus bazen HL’nin tek koken aldigi yer olabilir ve buna noduler
sklerozan varyantl geng hastalarda rastlanir.™

HL’da diffiiz hematojen yayilimdan onceki son asama dalak tutulumudur. Bu
nedenle karaciger tutulumu varsa dalak da mutlaka tutulmustur. Kemik iligi tutulumu,
yaygin hastalig1 olan ve B semptomlar1 bulunan koétii prognozlu histolojik alt gruplarda
saptanir. Ender olarak kemik (genellikle osteolitik), bobrek ve akciger parankim
tutulumu da olabilir. Ancak HL’da primer ekstranodal hastalik ¢ok nadirdir, 18318219419
Dalak siklikla fizik muaynede biiylimiis olarak ele gelir veya 99 m Tc-sulfiir kolloid
scan ile tesbit edilebilir. Bununla beraber dalagin biiyiikliigi dalak tutulumunun bir
gostergesi degildir. Splenektomi dalak tutulumunun kesin gdstergesi i¢in tek metoddur.
Vakalarin % 13’tinde dalak subdiyafragmatik olarak tutulan tek yerdir. Laparotomi
sirasinda rezeke edilen dalaklarin % 26’s1 tutulmustur. Dalak tutulumunun sikligi; NLP
HL i¢in % 16, NS HL i¢in % 35, MS HL i¢cin % 59, LF HL icin % 83’diir. Dalak
tutulumu olan hastalarin % 50’sinde hem paraaortik hem de dalak hilusundaki lenf
nodlari tutulmus‘[ur.15

Ates (38 °C ve lizeri), gece terlemesi ve son 6 ayda % 10’dan fazla kilo kaybi, B
semptomlar1 olarak tanimlanir. HL’da olgularin % 25-40’1inda B semptomlar1 saptanir.

En sik saptanan bulgu atestir. Ates tani aninda hastalarin % 27’sinde goriiliir ve
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genellikle diisiik derecede ve diizensizdir. 1-2 haftalik atesli ve atessiz donemleri
izleyen, yiiksek derecede ates izlenebilir. Yaygin kasinti, olgularin % 10’unda baglangi¢
belirtisi olabilir, fakat prognostik 6nemi gosterilememistir. B semptomlari; tedavi

secimi, evreleme ve prognozun belirlenmesinde onemlidir.*>° B

semptomlari, yaslh
hastalarda ve ileri evre hastalikta daha sik goriilmektedir.**® Interleukin-2 (IL-2), IL-5,
IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, fibroblast biiyiime faktorii, TGF-B, TNF-a gibi bazi
sitokinlerin HL’l1 hastalarda goriilen sistemik semptomlara neden olduklari
distiniilmektedir.

Cesitli  paraneoplastik  sendromlar tariflenmistir;  progresif —multifokal
lokoensefalopati, subakut serebellar dejenerasyon, nekrotizan myelopati, subakut
duyusal ve motor noropati, Gullain - Barre sendromu ve granulomatdz angitis bulgulari
tespit edilebilir, 18318519

Akcigerde hastalik mediyastinal veya hiler tutulum olmadan olusmaz. HL’l1
hastalarin tgte ikisinde intratorasik tutulum vardir. Akciger tutulumu tim vakalarin
%17’sinde saptanir. Plevral effiizyon mediyastinum veya hiler bolgedeki lenfatik
obstriiksiyondan kaynaklanabilir. Plevral tutulum olabilir, ancak Hodgkin dist
lenfomadaki insidansina gore goreceli olarak nadirdir.'

Norolojik disfonksiyon genellikle ge¢ bulgulardandir. Hastalik sinir sistemine ya
paravertebral lenf nodlarindan sinir koklerine ve kan damarlarina veya spinal kanaldaki
perindral lenfatiklerden intervertebral foraminalara ve benzer yolla intrakranial bolgeye
yayilarak ya da hematojen yayilimla ulasir. Santral ndron aksinin tutulumu epiduraldir
ve sinir sisteminin tutulan bdlgesine gdre basi semptomu verir. Intrakranial hastalikta
intrakranial basing artisi bulgu ve semptomlar1 ortaya ¢ikabilir veya hemiparezi,
hemisensoriyal bozukluklar, fokal ndbetler, papilodem eslik edebilir. Kafa kaidesi
tutuldugunda kranial sinir tutulumu da olabilir.

Vertebral tutulumun major komplikasyonu vertebralarin ¢okmesi veya timoriin
epidural aralifa uzanimindan kaynaklanan spinal kompresyondur. Kemik tutulumunun
olmas1 kotii prognoz gostergesidir (tiim vakalarin %2 ’si). Semptomatik vakalarda,
ozellikle anemisi, 16kopenisi veya trombositopenisi olan vakalarda kemik iligi tutulumu
olabilir (vakalarin % 5°1). Coklu biyopsi endikasyonu vardir, ¢linkii HL kemik iligini
bolgesel sekilde tutmaya egilimlidir.15
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Sariligin olmasi kotii prognozun belirtisidir ve terminal veya preterminal donemi
isaret eder. Hepatik tutulum oranm1 % 2’dir. Hepatik tutuluma bagh sarilik gelistiginde
parankimal tutulumun hodgkin lenfomaya mi bagli veya porta hepatisin lenf nodu
basisina m1 bagli olup olmadigi ayirt edilmelidir. Cogu vakalarda sarilik, portal
peribilier infiltrasyonun intrahepatik tikamklik yapmasina bagh gelismistir.’® Karaciger
tutulumu genellikle MS HL veya LF HL alt tipinde gortiliir

Cilt tutulumu iktiyozis ve hiperkeratoz, eritema nodozum, psdriatiform
lezyonlar, trtiker, l6kositoklastik vaskiilit, linear Ig A biilloz dermatit, dermatomyozit
ve fatal toksikepidermal nekrolizisi kapsar. Cilt tutulumu % 0,5 -3,4 siklikta goriiliir.**’

HL’da en sik amiloidoz veya renal ven trombozunun eslik etmedigi nefrotik
sendrom goriiliir. Minimal lezyon hastalig1 veya lipoid nefroz en sik nedendir. Fakat
membranéz ve membranoproliferatif glomeriilerulonefrite bagli nefrotik sendrom
gelisen vakalar bildirilmistir.*** HL’ya nefrotik sendrom disinda otoimmun hemolitik
anemi, otoimmun ndtropeni, immun trombositopeni gibi otoimmun hastaliklar eslik
edebilir.®¥” Immun Trombositopenik Purpura (ITP), HL’li vakalarin % 1-2’sinde
bildirilmis olup, beraberinde otoimmun hemolitik anemi de eslik edebilir.
Trombositopeni HL tanisi sirasinda, oncesinde veya sonrasinda da gelisebilir. ITP
siklikla tedavi sonrasi iyilesme donemimdeki hastalarda ortaya cikar ve genellikle
hastaligin tekrari ile baglantili degildir.*®

HIV pozitif bireylerde tan1 aninda hastalik, siklikla subdiyafragmatik yayilim ve
ekstranodal tutulum ile karakterizedir. HIV pozitif HL olgularinda mediyastinal kitle
varligi HIV negatif hastalara oranla daha az siklikta izlenmektedir. HIV pozitif
olgularda karaciger ve kemik iligi tutulumu izlenebilir. Cilt ve mediyastinal tutulum
olmaksizin akciger tutulumu HIV pozitif olgularda goriilebilmektedir. Klinik seyir ve

prognoz, HIV pozitif hastalarda HIV negatif hastalara oranla daha kotiidiir. ®

2.8. Hodgkin Lenfomada Laboratuvar

Hematolojik olarak normositik ve normokromik anemi, nétrofili ( % 50),
eozinofili ( % 15-20), lenfositopeni ( ileri evre HL hastalarda hem B hem T lenfosit
azalmasindan kaynaklanan lenfositopeni) gozlenir.'®" Biyokimyasal bulgular aktif
hastalikta, hastaligin yayilimini veya prognozunu belirler. Bunlar; artmis bakir seviyesi

(aktif HL bulgusudur ancak serum bakir seviyesi ayn1 zamanda enfeksiyon, inflamatuar

21



bozukluklar, hamilelik ve dogum kontrol hap1 kullanan bireylerde de artmistir), artmis
sedimantasyon hizi (ESH) (aktif HL gostergesidir ve sedimantasyon hizinin siirekli
yiiksek kalmasi kotii prognoza isaret eder. Sedimantasyon yiiksekligi eslik eden
enfeksiyon ve inflamasyonun da bulgusu olabilir), artmis serum ferritin ve azalmis
serum transferrin seviyesi (bu belirgin olarak ileri evre HL ile iliskilidir), artmig CRP
seviyesi, artmis fibrinojen seviyesi, artmis haptoglobulin seviyesi, artmis serum alkalen
fosfataz seviyesi (bu kemik veya karaciger tutulumunun gostergesi olabilir), artmis
Laktat Dehidrogenaz (LDH) seviyesi, artmis serum-soluble interlokin 2 reseptor (sIL-
2R) seviyesi (teshiste artmig seviye tedavi basarisizliginda artmis risk ile korrelasyon
gosterir), azalmigs Alblimin seviyesi, artmis beta 2 mikroglobulin (HL’l1 hastalarin
tiimor evresi ile korelasyon gosterir ve artmis seviye kotili prognoza isaret eder, 181184199
Hodgkin Lenfomali hastalarin tablo ortaya c¢iktiginda veya iyilesme doneminde
T hiicre fonksiyonlarinda siireklilik gosteren bozukluk vardir. Tedavisiz hastalarda
dogal oldiiriicti hiicre aracili sitotoksite azalmistir. Hiicresel immun bozukluk supresor
monositler, T-supresor hiicrelerin artmis hassasiyeti ve artmig IL-12 seviyesi sonucudur.
Ilerlemis hastaligi olan hastalarda kalict T lenfosit bozuklugu vardir. RS hiicreleri
mitojenle indiiklenen hiicrelere antijen sunan hiicre olarak fonksiyon goriir.
Immiinolojik parametreler genellikle basarili tedavi sonras1 normale donse de T hiicre
fonksiyon bozuklugu yillarca siirebilir. T hiicre eksikliginin HL’da sitokinlerin
tiretimine bagli olarak gelistigi ve bunun da T hiicre cevapsizligina yol acabilecegi 6ne

siiriilmektedir.?®

B lenfosit fonksiyonu tedavi sonrasi gegici olarak azalmistir. Hastalar
splenektomiden 6nce pneumokok ve haemophilus influenzae tip B asilar ile agilamak
gerekir, ¢iinkii splenektomi sonras1 bu antijenlere immun cevap bozulur. Ileri evre HL’I1

hastalarda hem B hem T lenfosit azalmasindan kaynaklanan lenfositopeni gozlenir."

2.9. Hodgkin Lenfomada Tani

HL’da tam1 tutulmus dokularin degerlendirilmesi genellikle de lenf nodu
biyopsileri ile konur, eksizyonel biyopsiler tavsiye edilir, baz1 segilmis vakalarda
biyopsiler yeterli olabilirken ince igne biyosiler dnerilmemektedir. Ince igne aspirasyon
biyopsisi tami igin gerekli olan RS hiicrelerinin taninmasina ¢ogu kez olanak
saglamamaktadir. HL tanisinda histolojik alt tipin belirlenmesi ve diger hastaliklardan

ayirict tanisinin yapilabilmesi i¢in en onemli islemlerden biri taze doku Orneginde
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Immunohistokimyasal ¢alisma yapilmasidir. Biyopsi degerlendirilmesi hem rutin 151k
mikroskobisi ile hem de immunhistokimya ile immunfenotip analizini igermelidir.
Immunfenotipik analiz hem neoplastik hiicrelere hem zemindeki infiltrata yapilirsa HL
ve subtiplerinin daha iyi tamimlanmasina yardimci olur. Ayni zamanda HL ve 2
morfolojik benzer olan agresif NHL ( T Hiicreden Zengin Biiyiik B Hiicreli Lenfoma —
THZBBHL- ve Anaplastik Biiyiik Hiicreli Lenfoma-ABHL) arasinda ayirimda da
onemlidir."*? Klasik HL tipik olarak CD 15 ve CD 30 eksprese eder, CD 20
ekspresyonu degiskendir, CD 3 ve CD 45 eksprese etmez. CD 15 saptanmamast HL
tanisini ekarte ettirmez fakat hem CD15 hem CD 30 yoklugu ve CD 20 ekspresyonu LZ
HL, NLP HL veya B hiicreli lenfomalarin olagan dis1 bir varyantin(THZBBHL)
diisiindiiriir ve yeniden degerlendirmeyi gerektirir. T hiicre antijen ekspresyonu olagan
disidir ve hem yeniden incelenmeyi gerektirir hem de T hiicreli NHL diglanmasi i¢in T
Hiicre reseptor gen molekiiler genetik analizini yapmak gerekir.

NLP HL’da tanida; kismi ve tam nodiiler biiylime paterni zemini i¢inde L&H
Hiicrelerinin olmasi, zeminde kii¢iik B lenfositleri, CD 3, CD 4, CD 57 (+) T
lenfositleri, CD 21 ve CD 23 (+) folikiiler dendritik hiicrelerin oldugu, karekteristik
L&H hiicrelerinin immunfenotipik 6zellikleri CD 20, Bcel 6 (+), CD 15 ve CD 30 (-)
vardir. Epitelyal Memran Antijen (EMA) ve diger B hiicre yiizey markerlar1 (CD 79a,
BOB-1 ve OCT-2 transkripsiyon faktorleri gibi) zor vakalar i¢in yardimci olabilir.

2.10. Hodgkin Lenfomada Ayiric1 Tam

Klasik HL nin ayic1 tanisitna NLP HL ve diger NHL girmektedir. LZ HL ve NLP
HL; erken evre hastalik predominansi olmasi, bulky hastalik olmamasi, B semptom
yoklugu gibi benzer klinik prezentasyonlara sahip olabilir. Ayrica kiigiik B hiicreleri
zemininde L&H Hiicresi iceren benzer morfolojik ozelliklere de sahip olabilirler.
Ayiriminda anahtar 6zellik malign hiicrede immunfenotiptir. NLP HL’nin aksine LZ
HL malign hiicreleri klasik HL immunfenotipik profiline sahiptir. Ek olarak NLP HL’da
EBV (-) iken, LZ HL’da % 40 EBV (+) vardir. ABHL’y1 LF HL’nin retikiiler
varyantindan ayirmak zor olabilir.’%*'% HL.’da CD 1, CD 30 ve PAX/BSAP pozitif iken
ABHL’de CD 15 ve PAX/BSAP negatif CD 30 pozitiftir. HL’da T hiicre antijenleri ve
Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) negatitken ABHL’de pozitif veya negatif olabilir.
NS HL ile primer mediyastinal B hiicreli lenfoma (PMBHL) (DBBHL subtipi) klinik ve
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patolojik ozellikleri paylasirlar. Her ikisi de gen¢ kadinlarda yaygindir ve mediyastinal
bir kitle olarak gelirler. Biyopside PMBHL, HL nin neoplastik RS hiicrelerine benzeyen
hiicrelere sahip olabilirler, gen ekspresyon profili benzerlik gosterebilir. PMBHL’da
HL’nin tersine B hiicre antijenleri eksprese olurken, CD 30 zayif ekspresyona sahiptir,
CD 15 ekspresyonu ise nadirdir. Yine de HL ve PMBHL ‘nin kombine 6zelliklerini
tagiyan vakalar da vardir ve bunlar B hiicreli Lenfoma siniflandirilamayan veya
DBBHL ile klasik HL aras1 6zellik gosteren olarak tanimlanir. THZBBHLda ayirici
tanida diisiiniilmelidir. THRLBCL orta yash erkeklerde yaygindir, HL’da tiimor
hiicreleri total selliilaritenin kiigiik bir kismini1 olusturur. Buradaki B hiicreleri tipik
olarak DBBHL benzer immunfenotipe (CD 15-,CD 30-, B hiicre belirtegleri+, EBV-)
sahiptir. NLP HL ayir1 tanisina hem malign hem malign olmayan LAP nedenleri girer.
Aciklanamayan asemptomatik 1srarli veya rekiirrent LAP ile giden reaktif hiperplazi
veya germinal merkezin progresif transformasyonu ayiricr tamida diisiiniiliir. %%
THZBBHL’da morfolojik ve immunofenotipik olarak NLP HL’a benzerler.?®®
THZBBHL’da zeminde CD 8(+) sitotoksik T hiicreleri ve makrofajlar vardir, folikiiler
dendritik hiicreler yoktur. Ayrica NLP HL’da biiylime paterni en azindan bir kisminda
nodiiler iken THZBBHL da diffiiz biiyiime baskindir.*® LZ HL’da erken evrede olmast,
bulky olmamasi, B semptomu olmamasi ve klasik HL diger tiplerine gore daha iyi
prognozu nedeniyle NLP HL ile karisabilir.'®**

HL diger inflamatuar lenfadenopati yapan sebeplerden, O6zellikle de atipik
mikobakteriyel enfeksiyonlar ve toksoplazmozdan ayirt edilmelidir. Baslangicta
enfeksiydz mononiikleoz veya reaktif lenfadenopati olarak tani almis biyopsiler, tablo
tekrarliyor ve sebat ediyorsa lenfoma olarak teshis edilir. Hodgkin Lenfomadaki
servikal lenfadenopati mutlaka diger bir primer timoriin (nazofaringeal karsinom,
yumusak doku sarkomu) metastatik adenopatisinden ayirt edilmelidir.?®

CD45, eritroid hiicreler ve megakaryositler disinda hemen hemen tiim
hematolenfoid hiicreleri gosterebilen molekiil ailesine karsi olusturulmus bir grup
antikoru degerlendirmektedir. Bu nedenle “leukocyte common antigen” (LCA)
kullanilir. LCA genelde negatif bir belirleyici olmakla birlikte olgularin % 7’sinde
pozitif bulunabilir. Bu durumda ABHL gibi baz1 NHL olgulari ile karistirilabilir.

RS hiicreleri ve varyantlarinin CD30 ile boyanmasi tiim klasik HL olgularinda

goriilmektedir. HL olgular1 genellikle CD30 ile kuvvetli boyanma paterni
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gostermektedir. Bu boyanma paterni membrandz ve/veya paraniikleer boyanma seklinde
olabilir. Sitoplazmik boyanma nadir olarak izlenmektedir. CD30, ayn1 zamanda ABHL
ve kutanoz lenfoproliferatif hastaliklarda bulunabilir.

CD15 antikorlar1 matiir notrofilerde, bazi makrofajlarda ve bazi T hiicre alt
gruplarinda pozitif olarak bulunabilmektedir. CD15 boyanma paterni, CD30 boyanma
paternine benzerdir. CD15 negatif olan HL olgulart siklikla ileri yas, erkek ve ileri
evrede tan1 almaktadir. NS HL olgulan ile karsilagtirildiginda MS HL olgularinda daha
yiiksek oranda CD15 negatifligi gozlenmektedir.**! CD30 (+), CD20 (-) ve CD15 (-)
olgularin sagkalim oranlar1 CD30 (+), CD20 (-) ve CD15 (+) olgularla
karsilagtirildiginda daha diisiik oldugu goriilmektedir. Cok degiskenli analizde HL
olgularinda CD15 negatifliginin bagimsiz bir kotii prognostik faktér oldugu

bulunmustur.mﬁ’207

2.11. Hodgkin Lenfomada Evreleme

Evrelemede amac hastaligin yayiliminin belirlenmesi, prognostik faktorlere
katkis1 ve iligkisini bilmek ve tedavi etkinligini belirlemek icin tedavi siiresince tekrar
degerlendirilebilir baslangic hastalik degerlendirmesini saglamaktir. TNM solid
tiimorler i¢in uygun olsa da lenfomalar i¢in uygun degildir. HL i¢in kullanilan evreleme
anatomik klasifikasyondur. Yayilimi1 da bir lenf nodundan lenfatik kanallar yoluyla
yakin bir lenf noduna dogrudur. HL Ann-Arbor Evreleme sisteminin Costwolds
Modifikasyonu (1988°de) ile evrelendirilir.%*?% Hastalar hem klinik hem de ¢ok daha
az siklikla patolojik olarak tutulum alanlari, sayilari, sistemik semptomlar, bulky
hastalik veya yaygin hastalik varligina goére 4 evreye ayrilir(tablo 5). B semptomu
olarak bu vakalar 3 sistemik semptomun bir veya daha fazlasinin olmasma gore de
subklasifiye edilir. Evreleme arastirmalarindan dnceki 6 ay iginde total vucut agirliginin
% 10’dan fazlasinin agiklanamayan kaybi, son bir ay i¢inde agiklanamayan israrli ve
tekrarlayic1 38 °C iistiinde ates, son bir ay iginde tekrarlayici gece terlemesi B
semptomlarini olusturur. B semptomlar1 genellikle ilerlemis hastalik, bulky hastalik ve
kotii prognozla iligkilidir. Ates ve kilo kaybinin, gece terlemesinden daha c¢ok

210-212

prognostik onemi vardir. Diger semptomlar HL ile iligkili olabilir fakat B

semptomu olarak siniflanmazlar, bunlardan bazilar1 kasinti, alkolle indiiklenen agr1 gibi

213

semptomlarin prognostik 6nemi ortaya ¢ikabilir.” Bulky hastalik varliginda X simgesi
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kullanilir. Bulky hastalik degisik arastirict gruplar arasinda farkli sekilde tanimlanir.
Cotswolds modifikasyonuna goére bulky hastalik 2 bulgudan birinin mevcudiyeti ile
tamimlanir. Birincisi; Bilgisayrli Tomografi (BT)-Manyetik Rezonans (MR) veya
Ultrasonografi (USG) ile belirlenmis en biiylik ¢ap1 10 cm ve {istiinde olan nodal kitle
veya abdominal nod, ikincisi; posteroanterior gogiis radyografisinde belirlenen T5-6
seviyesinden gegen toraksin internal trasvers ¢apinin iicte birinden daha biiyiik ve esit
maksimum genislige sahip mediyastinal kitledir. Eger gogiis radyografisi yapilmamigsa
BT’de belirtilmis mediyastinal kitlenin toraksin internal transvers ¢apinin {i¢te birinden
biiyiilk olmasi veya 10 cm’den biiyiikk olmasi ile tanimlanir. Ayakta dik pozisyonda
cekilen gogiis radyografisi mediyastinal bulky i¢in tercih edilen modalitedir. Karaciger
ve dalaktaki lezyonlar, bulky hastaligin tespitinin bir pargasi olarak 6l¢iilmez. Diger
bulky hastalik tanimlamalar1 kotii prognozlu hastalari tanimlamada kullanilmaktadir ve
cut off degeri 5-6 cm’dir.?***® Stanford protokoliinde bulky hastalik 5 cm ve daha
biiyiik olarak tanimlanmistir ve KT tamamlandiktan sonra tutulu alan RT’si gerektirir.
Eger siurli ekstranodal yayilim belirlenmigse E simgesi kullanilir. Sinirli ekstranodal
yayllim yakin nodal alandan sinirli direk yayilim ile diyafragmanin ayni tarafinda
ekstralenfatik doku tutulumu ile veya bir bolgesel lenf nodundan yayilim ile bagintili
tek ekstranodal tutulumun ayrik goriinlimii olarak tanimlanabilir. Eger tek ekstralenfatik
bolge hastaligin tek bolgesi ise evre IE olarak tanimlanir. Daha ¢ok yaygin ekstranodal
hastalik varliginda evre 4 hastalik kabul edilir.

Klinik evre ve patolojik evre terminolojileri, hastaligin anatomik evrelerinin
belirlenmesinde kullanilan testleri gostermede kullanilmaktadir. Klinik evreleme tanisal
biyopsi sonrasi tanisal diagnostik testler ile hastaligin yayilimimin belirlenmesidir.
Hikaye, fizik muayene ve goriintiileme yontemlerini kapsar. Pozitron Emisyon
Tomografisi- Bilgisayarli Tomografi (PET-BT) yayilimi siklikla belirler fakat ¢ogunda
servikal ve/veya supraklavikular nodal tutulum olan HL i¢in RT tedavi plani i¢in bir
detay saglayamaz, bu ylizden 6zellikle boyunun BT ile degerlendirilmesi gerekebilir.
BT’lere ilaveten bulky hastaligin varligini1 saptamada tercih edilen yontem oldugu i¢in
gbgiis radyografileri alinmalidir. Karaciger ve dalak tutulumu siiphesi olan olgularda
batin, MR goriintiilleme yontemi ile degerlendirilebilir. MR ayrica spinal kord basisi,
kemik ve/veya kemik iligi tutulumunu belirlemede duyarli bir tetkiktir. Ancak

evrelendirme amaciyla kullanimi sinirhidir. PET-BT baslangi¢ evrelendirme tetkikleri
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icinde en duyarli olan tetkik olarak bilinmektedir. Ozellikle ekstranodal hastaligin
belirlenmesinde faydalidir. HL olgularinin yaklagik % 25’inde hastalik evresinin
degismesine neden olabilir.”’ Tedaviye yanitin erken donemde PET ile saptanmasi,
uzun siireli remisyon ve hastaliksiz sagkalimin en 6nemli gostergesidir. Ayni sekilde
tedavi sonrast BT ile izlenen rezidiiel hastalifin degerlendirilmesinde, PET ile
tutulumun olmamas: fibrotik rezidiiel doku ile iyilesmenin ger¢eklestiginin kanitidir ve
bu sayede gereksiz olarak ek doz veya farkli bir rejim ile tedavinin Oniine gegilmesi
miimkiindiir. Izlem ve relapsin belitlenmesinde de PET son derece kullanishi bir
tetkiktir. Ozellikle KT ve RT’ye baglh fibrozis ve diger sekellerin hastaliktan ayrimini
yapmak i¢in son derece yararlidir.?!” Tek tarafli kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi
ozellikle evre 3-4 hastalar icin ve B semptomu olanlar i¢in yapilmalidir. HL’da kemik
iligi tutulumu fokal ve genellikle fibrozis ile birlikte oldugu i¢in biyopsi yapmak
gerekir, sadece aspirayon yetersizdir. Patolojik evre splenektomi ile evreleme
laparatomisi, karaciger biyopsisi, multipl lenf nodu biyopsileri ve kemik iligi biyopsileri
vasitastyla evrelemeyi saglar fakat yiiksek morbitidesi ve gelismis goriintiilleme
yontemlerine bagli olarak terk edilmistir ve artik tarihsel dnemi vardir.?*#?% Olumlu
prognostik 6zelligi olan hastalar i¢inyasam avantaji yoktur.??9%%

Evreleme amaciyla tutulan lenf nodlar1 tek bir radyasyon alanimi kapsayan
anatomik bolgelere ayrilir.

1- Waldeyer Halkasi (tonsil, dil tabani, nazofarenks)

2- Ipsilateral servikal, supraklavikular, oksipital, preaurikular

3- Infraklavikular

4-  Aksiller pektoral

5- Mediyastinal (Timus, prevaskuleri, aortapulmoner, paratrakeal, pretrakeal,

subkarinal ve posterior mediyastinal

6- Hiler

7- Paraaortik
8- Dalak

9- Illiak

10- Ipsilateral inguinal ve femoral

11- Epitroklear ve brakiyal
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Mediyastinum i¢indeki tiim nodal hastaliklar tek bir lenf nodu bolgesi olarak
disiiniiliir, hiler nodlar ayr1 olarak diisliniilmelidir ve lateralize edilmelidir.
Diyafragmanin ve gogiis duvarinin bir kisminin drenajin1 yapan internal mamariyan
nodlar ve posterior mediyastende olmasina ragmen ayni zamanda goglis duvari ve
diyafragmay1 drene eden paravertebral nodlar mediyastinal nod kabul edilir. En az iki
goriintiileme yontemi ile belirlenen ve ne kistik ne de vaskiiler olmayan multipl fokal
defektler oldugu zaman dalak ve karaciger tutulumundan bahsedilebilir. Tek basina
karaciger bliyiikligii, karaciger fonksiyon testi karaciger tutulumu i¢in yeterli degildir.
Dalak biiytikliigii de dalak tutulumunun bir gostergesi degildir. Dalak tutulumunun
siklig1 histopatolojik tip ile korelasyon gosterir. Dalak tutulumu olan hastalarin %
50’sinde hem paraaortik hem de dalak hilusundaki lenf nodlar1 tutulmustur.?? Akciger
tutulumundan, hem PET ile hem BT ile radyolojik olarak kanitlanmis ve ozellikle
enfeksiyon gibi diger olasit nedenlerin dislandigi parankimal tutulum oldugunda
bahsedilebilir. Kemik tutulumu, alkalen fosfataz yiiksekligi ve kemiklerde agr1 oykiisii
oldugunda MR, BT ve Sintigrafi gibi yoOntemlerle radyolojik degisikliklerin
kanitlanmasi ile desteklenmelidir. Intrakranial tutulum klinik prezantasyonda nadirdir.
Spinal intradural tutulumlar, spianal kord ve meningeal tutulumlar MR, BT, Myelografi
ve radyografiler ile desteklenen bulgularla beraber klinik Oykii temelinde SSS

tutulumundan bahsedilebilir.

Tablo 5. HL i¢in Ann Arbor Evrelendirmesi Cotswolds Modifikasyonu

EVRE | : Tek lenf nodu bolgesi (I), veya lenfoid yapr (dalak, timus, Waldeyer halkasi), veya tek
ekstralenfatik organ veya bdlgenin lokalize tutulumu (IE)

EVRE Il : Diyaframin ayni tarafinda iki veya daha fazla lenf nodu bélgesi (II), veya tek komsu
ekstralenfatik organ veya bolgenin bolgesel lenf nodlan ile birlikte (ve/veya diyaframin ayni tarafinda
baska lenf nodu bdlgeleri) tutulumu (I1E).

EVRE Il : Diyaframin her iki tarafinda lenf nodu tutulumu (II), ekstralenfatik organ veya bolgenin
lokalize tutulumu (IIIE) birlikte olabilir. Splenik tutulum varsa (I1IS), ekstralenfatik organ veya bolgenin
lokalize tutulumu ile birlikte ise (111IS+E)

[11-1 Tutulumun dalak, karaciger hilusu veya ¢olyak lenf nodlarinda sinirl kalmasi

I11-2 Paraaortik, iliak, mezenterik lenf nodlar1 tutulumu

EVRE IV : Bir veya daha fazla ekstralenfatik bolgenin dissemine (multifokal) tutulumu ve/veya komsu
lenf nodu tutulumu veya bolgesel olmayan uzak lenf nodu tutulumu ile birlikte izole ekstralenfatik organ
tutulumu

A: Sistemik semptom yok

B: “B” semptomu var (ates >38° C, ¢camasir degistirecek kadar gece terlemesi veya son 6 ay iginde viicut
agirliginin %10 ’unu agan sebebi agiklanamayan kilo kayb1)

X: Bulky hastalik (T5-6 diizeyinde mediyastenin >1/3’tinden daha genis veya >10 cm ¢apta kitle varligr)
E: Tek bir ekstralenfatik (ekstranodal) alan tutulumu

S: Dalak tutulumu
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2.12. Hodgkin Lenfomada Prognoz

Tan1 anindaki hastalik evresi ve “B”’semptomu varligi en onemli prognostik
faktorler olarak goriilmektedir. Bulky hastalik (>10 cm) son zamanlarda iiglincii bir
prognostik faktor olarak kabul gormiistiir. Gerek ABD gerek Avrupa’da hastalik evresi
(erken evre veya ileri evre) ve prognostik faktorlere (olumlu veya olumsuz prognostik
faktorler) gore HL olgular1 tedavi edilmektedir. Erken evre olgularda, kotii prognostik
olarak belirlenen faktorlerden sadece birinin varligi, olgunun olumsuz prognostik
faktorlii kategorisine aktarilmasi igin yeterli olarak kabul edilmektedir. Ileri evre (evre

IIT veya IV) olgularda ise prognozu belirlemek igin IPS kriterleri kullamlmaktadir.??*

2.12.1. Hodgkin Lenfomada Ileri Evrede Prognostik Faktorler
Yas, ileri evre HL olgularinda komorbid hastaliklardan etkilenmeksizin bagimsiz

bir prognostik faktordiir. Erkek cinsiyetin de ileri evre HL olgulart i¢in bagimsiz bir

kétii prognostik faktor oldugu gosterilmistir.?>#%°

227

Tiimor yiikii fazla olan hastalar kotii
prognoza sahiptirler.”’ Inguinal lenf nodu tutulumu bagimsiz prognostik bir faktor
olarak tanimlanmistir ve maksimal nodal yayilimin bir gdstergesi olarak kullanilabilir.
Cok biiyiik mediyastinal bulky hastalik, tek bagina kétii prognostik bir faktordiir. 222
Evre en Onemli prognostik faktordiir, ilerleyici evre ozelikle evre IV ve yaygin
ekstranodal yayilim gosteren HL olgular1 da ileri evre hastalik i¢in kotli prognoza
sahiptirler.?®#° Kemik iligi tutulumu ise HL olgularinda bashi basma kéti bir

231

prognostik faktordiir.”>" Plevra, akciger ve karaciger tutulumunun kéti prognostik

faktor oldugunu gosteren ¢aligmalar®>? oldugu gibi, tam aksini savunan c¢aligmalar da

221228 gjstemik semptomlar, laboratuvar bulgular1 (ESH, ferritin,

bulunmaktadir.
hemoglobin seviyesi, serum albumin ve serum CDS8 antijen seviyesi kotli prognostik
faktorlerdendir), total remisyon ( total remisyondaki hastalar remisyonu olmayan ve
parsiyel remisyonu olan hastalara gore daha iyi prognozu vardir) prognostik degeri
vardir 223233-235

LZ>NS>MS>LF belirtilir. NLP HL diffuz icermeyen % 10 vakada B hiicre kaynakl

Histopatoloji olarak iyi prognozdan kotii prognaza dogru siralarsak;
NHL gelisebilir. NLP HL diffuz tip relaps nadir goriiliir. Fakat bir kere hastaligin tekrari

olursa histolojik olarak daha agresiftir ve kisalmis sag kalimi igaret eder. LF nodiiler

sklerozan tip diisiik sag kalim oranina sahiptir. LF HL en agresif tipidir. Ileri yaslarda
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ve kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriiliir. Daha ¢ok evre III ve evre IV olarak
saptamr.223

Bir¢ok c¢alismada, baslangi¢ tedavisinde daha intensif tedavilerden fayda
gorebilecek kisileri tanimlamada, ilk relaps i¢in yiiksek riskli kigileri tanimlamak icin
prognostik faktorler kullanilmistir. IPS bu amagla kullanilan giiclii belirleyici ve kolay
uygulanabilir bir skordur. IPS, tanida 7 potansiyel olumsuz 6zelligi dayandirilarak
hesap edilen ve HL’I1 hastalar i¢in tedavi sonuglarini belirleyicidir.236 Burada 0-7 arasi
puanlama yapilir ve puanin artmasi riskin artisinin gostergesidir. RT’li veya RT’siz
kombinasyon KT’si ile tedavi edilmis 5141 HL hastaya uygulandiginda 5 yillik olaysiz
yasam orani ve IPS ile iliskisi tablo 6’da verilmistir. Bagka bir ¢alismada 1980-2010
arasinda Adriamisin, bleomisin, vinblastin, dakarbazin (ABVD) ile kiiratif tedavi
edilmis ileri evre HL’l1 740 hastada Hastaliksiz Sagkalim (HSK) ve Genel Sagkalim
GSK i¢in daha dogru bir tahmin saglanmistir.®®’ (tablo 7). IPS hemopoetik
transplantasyon yapilan HL 11 hastalarin prognozunu tahminde de giivenli bulunmustur.
10 yillik EFS oranlarina bakildiginda 0-1 puan olalar i¢in % 38, 2-3 puan icin % 23, 4

ve lizeri puan i¢in % 7 saptanmlstlr.238

Tablo 6.* fleri Evre HL Hastalarda IPI’a Gére 5 Yillnk HSK, GSK (1998)

Skor 5 Yilhk HSK, Yiizde 5 Yilhik GSK, Yiizde Hastalarin Yiizdesi
0 84 89 7
1 77 90 22
2 67 81 29
3 60 78 23
4 51 61 12
5 ve lstii 42 56 7

*Hasenclever, D, Diehl, V. A prognostic score for advanced Hodgkin’s disease. International Prognostic
Factors Project on Advanced Hodgkin’s Disease. N.Engl. J.Med 1998; 339:1506.

Tablo 7.* ileri Evre HL Hastalarda IPI’a Gére 5 Yillnk HSK, GSK (2012)

Skor 5 Yillik HSK, Yiizde 5 Yillik GSK, Yiizde Hastalarin Yiizdesi
0 88 98 8
1 84 97 26
2 80 91 26
3 74 88 21
4 67 85 12
5 ve iisti 62 67 7

*Moccia AA, Donaldson J, Chhanabhai M, et al. International Prognostic Score in Advanced-Stage
Hodgkin's Lymphoma: Altered Utility in the Modern Era. J Clin Oncol 2012; 30:3383.
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2.12.2. Hodgkin Lenfomada Erken Evrede Prognostik Faktorler

Evre I-IT hastalig1 olan hastalar arasinda olumlu ve olumsuz prognostik hastalik
olarak bagka bir siniflama daha vardir. Bu smiflama hastanin yasi, B semptomlar1 ve
genis mediyastinal adenopatinin varligina baghdir. Bu prognostik faktorlere bagl olarak
yapilan simiflama 6zellikle evre I-1I olumlu prognostik grupta kematerapi (siklus sayisi
ve yogunluk) ve RT’nin (RT)(doz ve tutulu alan c¢api) azalmasina yol agar. ABD’de
bircok merkez olumlu prognostik gruba bulky hastaligi olmayan (>10 cm) evre I-11 A
hastaligi almistir. Avrupa ise bagska degiskenleri (yas, sedimantasyon gibi) dahil
etmistir(tablo 8). The European Organization for the Research and Treatment of Cancer
(EORTC) olumsuz prognostik klinik evre I-II hastalar i¢in asagidaki aleyhte

ozelliklerden herhangi biri olmasini kabul etmistir.”*

" Genis mediyastinal adenopati

2- 4 veya daha ¢ok lenf nodu bolgesinin tutulmasi

3- Tanida yasin 50 iizerinde olmasi

4- B semptomu ve ESH 30mm/h veya B semptomu olmadan ESH 50 mm/h
olmasi

The German Hodgkin's Study Group (GHSG) benzer olmakla beraber yasi
almamig ve 3 ve tlizeri lenf bolgesi tutulumunu olumsuz faktor olarak almistir. Olumlu
prognostik faktorii olan hastalar modifiye KT ye ilaveten tutulu alan RT’ye adayken
bazi vakalar tek basina KT alirlar. Olumsuz prognostik faktorlii hastalar ise standart KT
ve baslangic tedavisi olarak tutulu alan RT almalidir. Ann-Arbor’a gore gogiis
duvarinin en biiyiik intratorasik capinin iicte birinden biiyiik olmasi, Cotswolds’a gore
maksimum ¢ap1 T5-6’dan gecen toraks transvers ¢apinin licte birinden biiyiik veya esit
olan mediatinal kitleler genis mediyastinal adenopati olarak tanimlanir ve relapsin
artmis riskini gdsteren major prediktif faktordiir. Daha kisa yasam siiresine neden olup

olmadig: ile ilgili veriler geliskilidir.?*2%2

HL’11 ve tek basina RT alan 230 hasta igeren
bir caligmada genis mediyastinal adenopatisi olanlarda 10 yillik rekiirrens oranit % 55
iken olmayanlarda % 17 bulunmustur.?** Yaygin torasik HL’l1 hastalarda rekiirrenslerin
cogu diyafragmanin istiinde ekstranodal alanlarda veya lenf nodlarinda olur, ¢oguda
tedaviden sonra 3 yilda gelisir. Subdiyafragmatik rekiirrens yaygin degildir.2**?*® Bu
hastalarda kombinasyon KT izleyen tutulu alan RT tedavi yaklasiminin uygun oldugu

ve genis mediyastinal adenopatisi olan 172 hastalik bir seride 10 yillik relapsizlik oram
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kombine tedavi yaklasiminda % 88 iken sadece RT alanlarda % 54’dijr.2%3244246-247

Mediyastinum disinda bulky hastaligin sonug iizerine etkilerine iliskin sinirli bilgler
vardir. 6-7 cm istiindeki periferal nodu olanlarda daha yiiksek relaps oraninin oldugunu
gosteren ¢eliskili bilgiler vardir.?*824% 40 yas ve lizeri hastalikta daha diisiik yasam orani

239,20,242

goriiliir fakat daha yiiksek rekiirrens orani yoktur. Buna, relapsta daha az basaril

tedaviler ve HL’dan baska sebeplerden artmis mortalite riski gibi 2 faktor katkida

bulunuyor gérﬁlmektedir.zso'254

Tablo 8. Farkh Calisma Gruplarina Gére Erken Evre HL’da Olumsuz Prognostik Faktorler

European Organization for the Research and Treatment of Cancer (EORTC)

Genis Mediyastinal Adenopati (>1/3 max.transvers torasik ¢ap, MTO>0,35)
4 veya daha ¢ok lenf nodu bolgesi tutulumu

Yas>50

B semptomu (+) ve ESH >30 mm/h veya B semptomu (-) ve ESH > 50 mm/h

The German Hodgkin's Study Group (GHSG)

Genis Mediyastinal Adenopati (>1/3 max.transvers torasik ¢cap, MK0>0,33)

3 veya daha ¢ok lenf nodu bolgesi tutulumu

B semptomu (+) ve ESH >30 mm/h veya B semptomu (-) ve ESH > 50 mm/h
Ekstranodal Hastalik

Groupe d’Etudes des Lymphomes de I’Adulte (GELA)

Yas>45

Erkek

Ekstranodal Hastalik

Hb <10,5 g/dl

Absolii Lenfosit sayist < 600 mg/mikroL
Yiksek ESH

B Semptomu

National Cancer Institute of Canada (NCIC)/ Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)

Genis Mediyastinal Adenopati (>1/3 max.transvers torasik ¢ap, MK0»0,33)
4 veya daha ¢ok tutulu alan

Yas>40

ESH > 50 mm/h veya herhangi bir B semptomu

MS veya LF Histoloji

Mediyastinal Kitle Oran1 (MKO): Max kitle ¢api/max intratorasik ¢ap
Mediyastinal Torasik Oran (MTO):Mediyastinal kitle max ¢ap/T5-6’da intratorasik ¢ap

Ates ve kilo kaybi olan evre I-II HL’I1 hastalarda yasam ve relapssizlik orani
azalmistir ve bu tek basina RT alan veya kombine tedavi alanlar i¢in gecgerlidir. Tek
basina RT alanlar icinde, gece terlemesi olanlar ile gece terlemesi olmayan evre I-11A
hastalar karsilastirildiginda prognozlar benzer ¢ikmistir. Tek bir B semptomu olmasina
gore rolatif relaps riski ates i¢cin % 4.3, kilo kayb1 i¢in % 2,4, gece terlemsi i¢in % 0,8

239,255-257
saptanmistir. 3925525
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NLP HL’da hastalik ¢cok yavasg bir seyir gostermekte olup, son derece olumlu bir
prognoza sahiptir. Hastaliksiz donem olduk¢a uzundur. Geg relaps, yiiksek oranda
goriilmesine ragmen, genellikle tedaviye iyi yanit vermektedir. NLPHL nadiren fatal

seyredebilmektedir.!*

2.13. Hodgkin Lenfomada Tedavi

1902°de X 1sinlarinin bulunmasindan kisa bir siire sonra Hodgkin hastaliginin
RT’ye duyarli oldugu bulunmustur. RT hastalikta kullanimi1 sonrasi regresyonu takiben
niiks ve oOliimlerin goriilmesinden dolay1 yeni arayislara gidilmistir. Savas yillarinda
lenfositolitik bir ajan olan nitrojen mustard kesfedilmistir. Sonraki iki dekatta
kemoterapatiklerle yapilan ¢aligmalar sonucunda MOPP (Nitrogen mustard, vinkristin,
prokarbazin, prednizon) dortlii ilag tedavisi ilk etkin, gilivenli, sistemik tedavi olarak
kullanilmaya baglanmistir. Ancak MOPP tedavisi sonrast yan etki olarak AML ve
infertilite vakalar1 goriilmiistiir. Bu yan etkileri azaltmak icin 1970 yilinda ABVD
tedavi rejimi gelistirilmistir. ABVD tedavi rejimi sonrasi kardiyopulmoner toksisite

298262 Tedavyi, hastanin fizyolojik durumu, histolojik tip, klinik evre ve

tespit edilmistir.
prognoza etkili faktorler goz oniline alinarak yapilir. HL’nin tedavisi kombine model
tedavi olarak benimsenmistir. Tedavi protokolii KT ve tutulmus alan RT’sini
kapsamaktadir."® Tutulmus alan RT’sinin hedefi uygun alani tedavi ederken, bolgesel
tekrar1 engellemek ve geg etkileri en aza indirmektir.”®® Secilen vakalarda KT tek bagina
tedavi edici olabilir. Tek bagina KT radyasyona bagl biiyiime komplikasyonlarini,
tiroid ve kardiyopulmoner fonksiyon bozukluklarim1i ve KT’ye bagli ikincil kanser
gelisim riskini azaltir.”® En ¢ok uygulanan, iyi tolere edilebilen, toksisitesi az ve etkin
olan KT protokolii ABVD kombinasyonudur. infertilite riski, erken menopoz ve ikincil
AML riskini azaltmis ancak doza bagimli toksisite olarak doksorubisin iliskili

kardiyomiyopati, bleomisin iligkili pulmoner fibrozis 6nemlidir.2%42%

2.13.1. Erken Evre Olumlu Prognostik Faktorlii Hastalarin Tedavisi (IA,
1HA)

Erken Evre HL tedavisi i¢in; kombine KT+RT en iyi tedavi secimidir.?®"?®
ABVD rejimi, 2 siklus, standart rejim olarak kabul edilmektedir ve 20 Gy, tutulmus

alan involved field (IF) RT, standart tedavi olarak kabul edilmektedir. Erken evre | ve
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ITA HL olgularinda ¢esitli KT rejimleri ile kombine RT uygulamalar1 ve tek basina RT
sonuclar1 karsilagtirllmig ve sonug olarak kombine tedavi yaklagimlarinin tek basina
RT’ye iistiin oldugu gdsterilmistir.’®® Benzer sekilde erken evre olumlu prognostik HL
hastalarinda VAPEC-B (Vinkristin;doksorubisin; prednizon; etoposid; siklofosfamid;
bleomisin) ve Stanford V rejimleri kullanilan ¢alismalarda da kombine tedavinin tek
bagina RT’ye iistiin oldugu gosterilmistir.”’*?”* GHSG HDI10 ¢alismasinda a- 2 kiir
ABVD sonrasi1 30 Gy tutulmus alan RT’si, b-2 kiir ABVD sonras1 20 Gy tutulumus alan
RT’si, c-4 kiir ABVD sonrasi 30 Gy tutulmus alan RT’si ve d-4 kiir ABVD sonras1 20
Gy tutulumus alan RT’si kollar karsilastirilmistir.’’? Bu ¢alismada tutulmus alan RT
dozlar1 veya KT siklus sayilari arasinda yanit oranlari ve sagkalim agisindan fark
bulunamamistir. The National Comprehensive Cancer Network (NCCN) kilavuzunda
20-30 Gy tutulmus alan RT’si ve oncesinde 2-4 kiir ABVD veya Stanford-V 8 hafta
KT’si erken evre olumlu prognostik HL. olgularinda standart rejim (kategori 1) olarak
kabul edilmektedir. Tek basina ABVD ise kategori 2B olarak Onerilmistir. Erken evre
olumlu prognostik faktdrlii HL olgularinda kombine tedavi yaklagiminin bir pargasi
olarak farkli sekilde RT uygulamalar1 yapilabilmektedir. Genisletilmis alan, tutulmus
alan veya sadece tutulmus lenf noduna uygulanan RT sonuglarinin degerlendirildigi bir
yeni calismada, tutulmus lenf noduna yonelik uygulanan RT’nin 5 yillik genel ve
progresyonsuz sagkalim oranlari, genisletilmis veya tutulmus alan RT uygulamalar1 ile

273

benzer bulunmustur.””” Bu calismada lokal ve uzak relaps oranlar1 da 3 farkli RT

yontemi ile benzer bulunmustur.

2.13.2. Erken Evre Olumsuz Prognostik Faktorlii HastalarinTedavisi (1A,
1HA)

Bu grup hasta icin EORTC H6U calismasinda 3 kiir KT (MOPP vs ABVD)
sonrasi 35 Gy mantle tipi RT ve sonrasinda 3 kiir daha KT uygulanmw‘ur.274 10 Yillik
sagkalim oranlar1 her iki KT kolunda % 87 olarak bulunmustur. Ancak bu ¢alismada
tedavi basarisizligi riski MOPP kolunda % 24 iken ABVD kolunda % 12 olarak
bulunmustur. EORTC H9U ve GHSG HDI1 cgalismalar1 4 kir ABVD ve 4 kiir
BEACOPP tedavileri ile birlikte 20 veya 30 Gy tutulmus alan RT’sini karsilastirmak
icin, ECOG 2496 calismasi ise 6 kiir ABVD ile 12 hafta Stanford V ve sonrasinda RT

kollarin1 karsilastirmak igin planlanmls‘ur.275
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Erken evre olumsuz prognostik faktorlii HL olgularinda KT ile kombine edilen
farkli dozlardaki (20 Gy, 30 Gy ve 40 Gy) RT uygulamalarinin karsilagtirildig:
caligmalarda, diisiik doz RT sonuglarinin yiliksek doz RT kadar etkin oldugu
gosterilmistir.?’® HD8 calismasinda 2 kiir doniisiimlii Siklofosfamid- Vinkristin-
Prokarbazin-Prednizon (COPP/ABVD) rejimi sonrast genigletilmis veya tutulmus alan
RT’si kollar1 karsilastirilmis ve her iki kolda genel sagkalim ve freedom from treatment
failure (FFTF) oranlart benzer bulunmustur.?’”” Ayni zamanda her iki kol arasinda tam
remisyon, relaps, progresyon, ikincil kanser ve oliim oranlar1 da benzer bulunmustur.
Akut yan etkiler ise genisletilmis alan RT’si kolunda daha yiiksek olarak kaydedilmistir.
Bu calismalarin 15181nda, erken evre olumsuz prognostik faktorlii hastaligin standart
tedavisi olarak tutulmus alan RT’si ile birlikte 4 siklus KT uygulanmasi kabul
gérmiistiir. ABVD rejiminin etkinlik agisindan daha yogun bir rejim olan Bleomisin-
Etoposide-Doksorubicin-Siklofosfamid-Vincristin-Prokarbazin-Prednizon (BEACOPP)
gibi rejimlerle benzer etkinlikte oldugu, ancak yan etki yoniinden daha avantajli oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde, EORTC H8U calismasinda MOPP/ABV rejimi ile
kombine olarak tutulmus alan veya subtotal nodal i1sinlama kullanilmis ve gruplar
arasinda fark bulunamamistir.?’® NCCN kilavuzunda ise 4-6 kiir ABVD veya Stanford-

V 12 hafta ve tutulumus alan RT’si 6nerilmistir.

2.13.3. Tleri Evre Hastalarin Tedavisi

Ileri evre HL tedavisi igin; ileri evre hastalik ile; B semptomlarmin varlig,
‘Bulky’ hastalik veya evre III veya IV hastalar kastedilmektedir. ABVD rejiminin en
etkili ve en az toksisiteye sahip ileri evre HL’da kullanilmas1 gereken standart tedavi
protokolii oldugunu géstermistir.279 ABVD ve MOPP hibrid rejimleri ardisik tedavi
rejimleri ile karsilastirildiginda, MOPP/ABV hibrid rejimi ile MOPP/ABVD ardisik
rejimlerinin tedavi sonuglar1 benzer bulunmakla birlikte, hibrid rejimin daha toksik
oldugu ortaya konmustur.?® Daha sonra ABVD rejimi ile MOPP/ABV hibrid rejimleri
karsilastirilmis ve hibrid tedavi semasi ile ABVD rejimine benzer sagkalim sonuglari
elde edilmesine ragmen, hibrid tedavi semasinin ABVD’den daha toksik oldugu
gésterilmistir.281 Tim bu ¢aligmalardan elde edilen veriler dogrultusunda, ABVD KT

semast ileri evre hasta HL olgularinda standart olarak kabul edilmistir.
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Yeni bir tedavi protokolii olarak 12 hafta siireyle uygulanan ve 7 farkli ilagtan
olusan Stanford V rejimi kullanimi 6nerilmistir. Bu protokolde KT sonrasinda RT de
yer almaktadir. Ancak, Stanford V protokolii uygulanan caligmalarda elde edilen
sonuglarin, ABVD ve meklorethamin, vinkristin, prokarbazin, prednison,
epidoksorubisin, bleomisin, vinblastin, lomustin, doksorubisin, and vindesin (MOPP-
EBV-CAD) rejimlerinden daha kotii oldugu gdzlenmistir.”®* Farkli yeni tedavi rejimleri
iceren semalar kullanilmasina ragmen, giinlimiizde heniiz higbir tedavi semasit ABVD
tedavi rejiminin yerini alabilmis degildir. ileri evre HL olgularinda doz intens ve doz
yogun tedavi rejimlerini karsilastiran calismalar da bulunmaktadir. Ornegin BEACOPP
ve arttirilmis doz BEACOPP rejimi ile COPP/ABVD rejimleri karsilastirilmis ve
arttirllmis doz BEACOPP tedavi sonuglar1 diger tedavi kollarindan daha iistiin

283 Bu calismada besinci yilda tiim 6liim oranlart arttirllmis BEACOPP

bulunmustur.
kolunda daha diisiik, ancak beklendigi sekilde hematolojik ve diger yan etkiler daha
yiiksek bulunmustur. Her iki BEACOPP rejimi ile elde edilen sonuglarin COPP/ABVD
rejimine gore tiim prognostik gruplarda daha iistiin oldugu ve bu sonuglara dayanilarak
BEACOPP tedavi rejiminin IPS’e gore 4-7 kotii prognostik faktorii olan ileri evre HL
olgularda kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir calismada, 4 ila
8 kiir BEACOPP rejimleri karsilastirilmis ve her iki kol arasinda belirgin bir farklilik
izlenmemistir.’®* Ozetle, BEACOPP rejimleri ile elde edilen tedavi sonuglar1 oldukga
timit vericidir. Bu tedavi rejimi, kotii prognozlu olabilecek ileri evre HL olgularinda
daha basarili tedavi sonuglar1 nedeniyle tercih edilebilir. Giiniimiize kadar yapilan
caligmalar, ileri evre HL hastali§ina yaklasimda tedaviye RT eklenmesinin ek bir katki
saglamadigini gdstermektedir. 22*?%° Sadece PET pozitif rezidii timor bolgesine veya
bulky kitleye RT uygulamasi yararli olmaktadir. NCCN, 6 kiir ABVD veya Stanford-V
12 hafta (IPS < 3 olan se¢ilmis vakalar) veya arttirilmis doz BEACOPP KT ’sini (IPS > 4

olan secilmis vakalar) ileri evre HL olgularinda 6nermektedir.

2.13.4. Relaps Refrakter Hastahk Tedavisi

Tedavi ile HL olgularinda yiiksek oranda kiir saglanmasina ragmen, olgularin
yaklasik % 5-10’u baslangic tedavisine yanit vermemektedir, yani refrakter hastaliktir.
Relaps HL 1ise tedavi ile tam remisyon elde edilen olgularin %10-30’unda

izlenmektedir. Relaps olgusu, hem erken hem de ileri evredeki tiim HL olgulari i¢in en
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onemli problem olmaya devam etmektedir. Relaps hastalik siklikla 1 ila 5 y1l arasinda
izlenmekte iken, 10 yildan sonra relaps gelistiren olgular da rapor edilmistir.”**?%
Relaps stliphesi olan tiim olgularda baslangi¢ tanisal islemleri yeniden yapilmalidir.
Baslangi¢ tedavisine ragmen refrakter veya relaps gelisen hastalara uygulanacak ¢ok
sayida tedavi secenegi vardir. Baslangic tedavisi olarak RT verilen erken evre HL
olgulari, hastalik tekrar1 halinde sistemik KT uygulamalar ile tedavi edilebilmektedir.
Relaps sonrasi uygulanan KT rejimleri ile elde edilen sagkalim oranlari, ¢ogu kez
baslangicta KT ile tedavi edilen olgulardaki sagkalim oranlarindan farkli degildir. Bu
grup hastalarda KT ile 10 yillik sagkalim orani1 % 57 ila % 89 arasinda degismekle
birlikte, bu oran ABVD verilen hastalarda belirgin olarak daha yliksek bulunmustur.
Baglangic tedavisi olarak KT verilen hastalarda relaps goriilmesi durumunda
kullanilacak tedaviler arasinda kurtarici (salvage) RT, kurtarici KT ve yiiksek doz KT
sonrast otolog veya allojenik kok hiicre nakli siralanabilir.

Sistemik tedavi sonrasi relaps olan olgular 3 farkli kategoride degerlendirilebilir:

1- Tedavi ile hi¢ remisyona girmeyen hastalar,

2- Tedavi sonrasi 12 ay igerisinde relaps gelistirenler,

3- Tedavi sonrasi 12 aydan daha ge¢ donemde relaps gelistiren olgular.

Birinci gruptaki olgularda prognoz diger grupta yer alan olgulara oranla daha
kotiidiir. 20 Yillik sagkalim relapsin erken goriildiigli olgularda % 11 iken, relapsin geg

8 Baslangic tedavisi

goriildiigli olgularda bu oran % 22 olarak bulunmustur.?
tamamlandiktan sonraki 12 aydan daha ge¢ donemde relaps gelisen olgularda, ilk
kullanilan tedavi rejimi ile tedaviye baslamilabilir. Oysa 12 aydan daha kisa siirede
relaps gelistiren veya baslangic tedavisine hi¢ yanit alinamayan olgularda daha agresif
tedavi rejimleri seg¢ilmelidir. Ancak giiniimiizde bir¢ok merkez, relaps olgularinin
tedavisinde yiiksek doz KT (YDKT) ve bu tedaviyi takiben periferik kok hiicre nakli
(PKHN) uygulamasini tercih etmektedirler. Bununla birlikte, se¢ilmis relaps olgularinda
kurtarici tedavi olarak RT nin de tercih edilebilecegi unutulmamalidir.

Primer progresif hastalik, tedaviye ragmen yanit alinamayan veya tedavi sonrasi
ilk 90 giin i¢inde progresyon gosteren hastalar i¢in kullanilan bir terimdir. Bu hastalarin
cogunda konvansiyonel kurtarici tedavi rejimleri ile yanit oram1 oldukga diistiktiir ve 8

yillik sagkalim oram % 0-8 arasinda degismektedir.”®*?®° Bu olgularda erken dénemde

YDKT ve sonrasinda PKHN planlanmahd1.290 Relaps gelisen olgularda YDKT
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uygulamasi ile 5 yillik sagkalim orani klasik KT rejimlerine oranla anlamli derecede
daha yiiksek bulunmustur. GHSG calismalarinda 5 yillik sagkalim orani sadece tedavi
verilen hastalarda % 33 iken, yiiksek dozla birlikte otolog PKHN yapildiginda bu oran
% 48°dir. Cok degiskenli analiz sonuglari, bu olgularda 50 yas iizeri ve diisiik
performans skorunun kotii bir prognostik faktoér oldugunu géstermektedir.291 Baslangic
tedavisi sonrast 12 aydan daha ge¢ donemde relaps olan olgularin % 80’inden
fazlasinda tam remisyon saglanabilmektedir. Bu grup hastalarda medyan sagkalim 4 yil

civarindadir.?®

Ancak tedavi sonrasi ilk 1 yil iginde relaps gelistiren olgular i¢in bu
oran daha diigiiktiir. Bu tiir olgularda MOPP, ABVD veya bu iki rejimin
kombinasyonunun kullanildigi caligsmalar bulunmaktadir.®??** Farkhi kurtarma KT
rejimlerini karsilastiran bir ¢alisma heniiz yoktur. Giinlimiizde remisyon sonrasi relaps
gelisen olgular icin ilk planda YDKT disiiniilmelidir. Yapilan c¢alismalarda
konvansiyonel KT rejimleri ile karsilastirildiginda YDKT sonrast otolog PKHN
rejiminin daha iistiin oldugu ortaya konmustur.?*>?*® Uc yillik olaysiz sagkalim oram %
50’nin lizerindedir. Relaps olan hastalarda vinorelbinin birinci veya ikinci basamakta
etkin oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur. >’ Ayrica bir primidin analogu olan
gemsitabin ile yapilan calismalarda da yiiz giildiiriicii sonuclar elde edilmistir.”*® Son
donemde yapilan c¢aligmalarin sonuglarina gére CD20 antijenine karsi gelistirilen
monoklonal  kimerik  antikor  rituksimab NLP HL olgularinda  yararh

299,300

olabilmektedir. Bu tedavi ile bazi klasik HL’l1 olgularda da uzun siireli remisyon

elde etmek miimkiin olabilmektedir.

2.13.5. Noduler Lenfosit Predominant Hodgkin Lenfoma Tedavisi

Standart tedavinin yan etkilerinden kaginmak i¢in erken evre olumlu prognostik
faktor NLP HL olgularinda genisletilmis veya tutulmus alan RT’si, kombine KT
protokolleri ve son dénemlerde monoklonal antikor tedavileri uygulanabilmektedir.?"
302 Yapilan bir ¢alismada evre [A hastalarda sadece tutulmus alan RT’si ile 5 yillik
sagkalim oran1 % 95, relapssiz sagkalim orani ise % 100 olarak bulunmustur.** Cok
olumlu ve olumlu prognostik faktorlii NLP HL olgularinda tek basma RT veya KT
(MOPP ) ve sonrasinda RT sonuglarinin karsilastirildigi bir ¢calismada her iki tedavi

kolunda genel ve relapssiz sagkalim oranlar1 benzer bulunmustur.*®® EORTC ve GHSG,

giiniimiizde evre I-IIA NLP HL olgularinin tutulmus alan RT’si (30 Gy) ile tedavi
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edilmesini Onermektedir. Son zamanlarda rituksimab NLP HL’li olgularin birinci
basamak tedavisinde veya relaps sonrasinda kullanilmaya baglanmis ve olgularin %
80’inde sadece rituksimab tedavisi ile tam veya parsiyel remisyon elde edilmistir. Erken
evre olumsuz prognostik faktérli NLP HL ve ileri evre NLP HL olgularinda
uygulanmasi Onerilen tedavi, klasik HL tedavisinden farkli degildir. NCCN ise IA-
IIA’da tutulu alan RT, IB ve IIB’de KTve RT veya Rituximab ile beraber KT ve RT’yi

Onerir.

2.14. Tiimér liskili Antijenler

Allojenik Kok Hiicre transplantasyonundan sonra rezidiiel 10semi hiicrelerinin
elimine edilmesi veya azalmas icin kullanilmis olan Donér Lenfosit Infiizyonu, losemik
hiicrelere kars1 T lenfosit eyleminin yani immunterapinin giiglii bir kanitidir. Bunun i¢in
kritik nokta immun sistem tarafindan spesifik olarak taninan immunojenik bir antijenin
tanimlanmasidir. Bunun i¢in Tiimér Iliskili Antijen (TIA) tanimi ilk kez Renal Hiicreli
Kanserde ve Malign Melanomda yapilmistir. Bu TiA’lerin en énemli grubunu Kanser
Testis Antijenleri (KTA) olusturur. Major histocompatibility complex (MHC) Klasl
molekiili eksprese etmeyen dokularda eksprese olan bu antijenlerden bir kismi
hematolojik (HAGE), bir kismi solid tiimérler (GAGE1-2-8), bir kismi da her ikisinde
(BAGE) eksprese olmaktadir.*®

KTA’ler kanserli hastalarin spesifik immunterapisi i¢in, normal dokuda smirl
eksprese olmasit ve in vivo immunogenetik Ozellikleri nedeniyle uygun terapatik
hedeflerdir.*® ideal bir tiimér antijeni tiimér hiicrelerinde stabil bir sekilde eksprese
olan fakat normal dokularda eksprese olmayan ve tiimor hiicrelerinin yasaminin devami
icin 6nemli veya kritik olan, spesifik proteinlerdir. Ne yazik ki bazi viral iliskili timor
antijenleri diginda bu karakterde antijenlerin ¢ogu oto-antijendir. Oto antijenler genelde
zay1f antijenlerdir, bunun timik negatif seleksiyon nedeniyle oldugu sanilmaktadir. KTA
immun korunmus bir alandan eksprese olduklar1 i¢in bir avantaji var olarak
goriilmektedir. Testis, 2 nedenden dolay1 bagisiklik sisteminden ayricalikli goriiniir. Biri
germ hiicre ylizeylerinde HLA smif 1 ekspresyonunun olmamasi, digeri kan testis
bariyeri nedeniyle immun hiicreler ve farklilasmis germ hiicreleri arasinda kontak

inhibisyonudur.**
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KTA kanser hiicrelerinde anormal eksprese olan normal testikiiler proteinlerdir.
Ik basta sadece testise spesifik oldugu diisiiniilmiis fakat ileri calismalar ve dzellikle
RT-PCR c¢alismalart ile normal bazi dokularda da zayif ekspresyonu gosterdikleri
anlasilmistir. KTA’leri X kromozomu ile kodlananlar (KT-X antijen) ve X kromozomu
disinda kodlananlar (non X-KT antijen) olarak iki gruba ayrilir. X kromozomu
tizerindekiler yaklasik bu kromozomun % 10’nu kapsar, non X-KT antijenleri ise tim
genom boyunca dagilmistir. KTA germ hiicre farklilagmasmin farkli evrelerinde
eksprese olur. KT-X geni spermatogonia evresinde, non X-KT geni ise spermatosit gibi
germ hiicre farklilagmasinin geg evrelerinde eksprese olur. KTA ¢ogu kan testis alaninin
korunmamis alaninda lokalize spermatagonia ve spermatositlerde lokalize seminiferdz
epitelin bazal bolmesinde eksprese olmustur®”’.

Bugiine kadar tanimlanmis KTA; MAGE-A, BAGE, HAGE, GAGE1, SSX,
NY-ESO-1, SCP1, MAGE Cl1, SPANX, SP17, PASDI, SLLP1, PRAME, SEMG’den
olusmaktadir. Bu antijenlerin ¢ogu olumsuz prognozu yansitir. Ozellikle malign
melanomda bu c¢alismalar yogunlasmistir. KTA malign melanom gibi malign
hastaliklarin progresyonunda yiiksek siklikta eksprese olurlar ve ekspresyonla kotii
prognoz iliskilidir.

Bu antijenlerin ekspresyonu ayni bireyin tiimdr orneklerinde bile heterojendir.
Bu durum bagarili bir immunoterapi igin major bir engel olarak gériilmektedir.**® Bu
heterojenite bu genlerin promotor boélgesinin CpG diniikleotidlerinin metilasyon
durumu ile koreledir.*® KTA regiilasyonuna bakildiginda bu antijenlerin gen promotor
bolgelerinde demetilasyonun bu antijenlerin ekspresyonunu arttirdigini géstermektedir.
Bu ekspresyon artisi heterojeniteyi azaltacaktir. Bununla ilgili olarak 5-Aza 2
Deoksisitidin ile hipometilasyon saglamak miimkiindiir. 3%

Sitotoksik T Lenfositler (STL) ile taninan melanoma iligkili antijenler 3 ana
grupta toplanir.

1- Tiumor ile iligskili Testis Spesifik Antijenler (MAGE, BAGE, GAGE,
PRAME)

2- Melanosit Farklilasma Antijenleri (Tyrosinase, Melan-A/MART-1, gp 100,
TRP-1ve TRP-2)

3- Mutant ve Aberan eksprese olan antijenler (MUM-1, CDK4, B-catenin, gp-
100-in4, p15 ve N asetil glukozamintransferaz V)
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Farklilagsma Antijenlerine karsi giiclii immun cevap gelismesi, kendi antijenik
yapilarina karsit tolerans nedeniyle sinirhidir. Oysa Testis antijenlerinin yliksek
immunolojik antijen olma potansiyeli vardir.>%®

Genel olarak tiimor antijenleri, ekspresyon paternleri ve altta yatan gen
mutasyon varligt baz alinarak degisik gruplar altinda incelenebilir. Mutasyonlar,
translokasyonlar ve diger genetik olaylara bagli malign hiicrelerin spesifik tirlinleri
olabilirler (6rn; l6semideki fiizyon proteini BCR/ABL, AML M3’de PML-RARq),
ikinci olarak, tiimor hiicreleri normal hiicresel bilesenlerinden daha yiiksek diizeyde
proto-onkogenlerin agresif tiplerini eksprese edebilirler (6rn; meme kanserlerinde HER-
2/neu amplifikasyonu), ticlincii olarak, timor antijenleri i¢inde testis ve fetal dokular
hari¢ normal dokularda eksprese edilmeyen genlerin, tlimor hiicrelerine sinirlt oldugu,
mutant olmayan genlerin eksprese oldugu antijenler olarak goriilebilirler. Bunlar kanser
testis antijen ailesidir.*®® PRAME kanser testis antijeni denilen MAGE, GAGE/PAGE,
BAGE, LAGE/NYESO-1, Sperm protein 17°?° denilen ailenin bir tiyesidir ve bunlarin
aksine losemilerde 6zellikle de AML’de eksprese edilir. Kanser testis antijenleri, testis
ve fetal dokular hari¢ normal dokularda eksprese edilmeyen ve genel olarak tiimor
hiicrelerine sinirli oldugu genel olarak kabul edilen bir gen ailesidir. Bu gen ailesinin
tiyelerinin genel olarak kanser immunoterapisinde ve timor immunolojisinde 6nemli

rolleri oldugu bilinir ve ilgi ¢geken alanlarin baginda gelir.

2.15. PRAME Tanimi ve Goriilme Sikhgi
PRAME; Preferentially expressed antigen of melanoma’nin kisaltmasi olarak
bilinir. PRAME’i kodlayan gen Ikeda ve ark. tarafindan rekiirrent melanomali hastada

%% jlk kez melanoma olgusunda

immun siirveyans calismasi esnasinda bulunmustur.
yiizey antijenine karsi otolog sitotoksik T lenfositleri tarafindan taninan tiimor iliskili
antijen olarak tanimlanmig ve tiimor immunoterapisi i¢in umut verici oldugu
gérﬁlmﬁstﬁr.308'31°

Ik kez 1988’de LB33 hastasindan metastatik melanom lezyonundan MEL.A
melanom hiicre dizisi olusturuldu. MEL.A hiicreleri HLA smif 1 molekiilleriyle otolog
STL tarafindan tanman bir¢ok antijeni eksprese etmekteydi. 1990 yilinda hastadan
toplanan Lenfositlerde anti timor STL prekiirsorlerinin sikligimi arastiriken bu STL

klonlarina direngli olan, otolog STL tarafindan MEL.A hiicreleri lizerinde taninan en az
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5 farkli antijen gosterildi. Bu antijenler HLA A28, B13, B44, Cw6 ile sunulmustu. 1989
ile 1993 arasinda hastaliksiz niiksii olmayan hastalardan MEL.B hiicre dizisi elde edildi.
1993°de HLA-A24 haricinde smif 1 molekiillerinde ekspresyon kaybi olan MEL.B
melanom hiicre dizisi olusturuldu. Bu birkag HLA molekiilii kaybina sahip melanoma
hiicrelerinde STL klonu ile taninan yeni bir tiimdr antijeni tanimland1 ve adina PRAME

dendi. MEL.B’nin otolog STL uyarmasiyla HLA-A24 smirli bir STL klonu olustu.

basarisizdi. Bu, STL klonunun Natural Killer inhhibitér Reseptér (HLA Cw7 molekiilii
ile etkilesime dayali litik aktivite inhibisyonu) eksprese etmesine baglandi. HLA Cw7
molekiili MEL.A hiicrelerinde varken MEL.B hiicrelerinde yoktu. MAGE genlerinin
aksine PRAME testisten baska bazi normal dokularda da ecksprese olur. Normal
dokularda ekspresyonu melanoma hiicrelerinde bulunanin % 3-5’den daha azdir.%®

PRAME kodlayan gen 22.kromozonda (22911.22) bulunur ve 509 aminoasitlik

bir proteini kodlar.**3!

PRAME’in lokalize oldugu yer Lambda gen lokusu
icindedir.*"? Fizyolojik kosullarda fonksiyonunun ne oldugu bilinmeyen PRAME,
normal dokularda oldukca diisiik ekspresyon gostermektedir. PRAME Hiicre membrani
ve sitoplazmada eksprese olur.*"* Normal testiste gorece daha yiiksek oranda eksprese
olurken ¢ok daha az seviyede over, endometriyum, plesenta, adrenal bezler ve beyinde
saptanabilir. Ancak bu dokularda sitotoksik T hiicreleri tarafindan taninacak kadar
yeterli PRAME peptid bulunmaz.®®®* Saglikli kisilerden alinan CD34 (+) kok
hiicrelerde ve genel olarak saglikli kisilerden alinan kemik iligi ve periferik kan

orneklerinde PRAME saptanmamlst1r315'317

veya tiimor Orneklerinin yaninda ithmal
edilebilir diizeyde bulunmustur veya zayif pozitiflik saptanmustir.**® Bu bulgunun
aleyhine bir ¢alismada, drneklerde kemik iliginde en yiikksek PRAME ekspresyonu 2,5x
10 bulunmustur. CD34 (+) kok hiicrelerdeki PRAME ise bundan 10 kat fazla
bulunmustur.®* Paydas ve ark. tarafindan yapilan akut l6semili 74 vakada PRAME
ekspresyonunun degerlendirildigi ve 30 kontrol hastasi ile karsilastirildig1 ¢alismada 19
vakada PRAME ekspresyonu saptanmistir. Bu calismada sadece 2 kontrol vakasinda
cok zayif ekspresyon tespit edilmistir.*?

PRAME, ¢esitli solid tiimorlerde eksprese olmaktadir. Melanoma disinda kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri, bas-boyun yassi hiicreli karsinomlar, sarkomlar, renal

321

karsinom, meme karsinomu, noroblastoma, wilm’s timoriinde®” ve medullablastoma
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gibi solid tiimorlerde, hemopoetik neoplazilerden akut miyeloblastik ve lenfoblastik
losemilerde, kronik miyelositik 16semide, kronik lenfoproliferatif hastaliklarda,
lenfomalarda ve multip] miyelomada da yiiksek seviyelerde PRAME ekspresyonu
g(’js‘[erilmistir.glo’sz2 Siklik olarak degerlendirildiginde, PRAME ekspresyon prevelansi
melanomlarda ¢ok yiiksek olup, primer lezyonlarda % 88, melanom metastazlarinda %
95 cksprese olmaktadir.*® Melanomalarin farkli evrelerindeki, farkli PRAME
ekspresyonu gostermistir ki, PRAME primer melanomalarda eksprese olmakta ancak
normal deri dokusu ve benign melanositik lezyonlarda (nevus veya mole) eksprese
olmamaktadir. Bu da PRAME ekspresyonunun melanositik transformasyon esnasinda
olustugunu diisiindiirmektedir.*?® Sarkomlarda % 39-80, kiiciik hiicreli dist akciger
kanserinde % 46-78, renal hiicreli kanserde % 40, bas-boyun tiimoérlerinde % 29-39,
meme kanserinde % 27 oraninda, néroblastomada (% 93) ve medulloblastomada yiiksek

308, 324327 Bagka bir calismada ise meme kanserli

oranda eksprese oldugu saptanmuistir.
dokuda % 53, normal meme dokusunda ise % 37 oraninda PRAME mRNA’s1
bulunrnustur.328 Akut 16semide % 33 (AML M3 % 75, Akut Lenfositik Losemi(ALL) %
64, Kronik myelositik Losemi (KML) BC % 50 ve AML M2 % 45), Paydas ve ark. RT-
PCR ile PRAME ekspresyonunu AML’de % 30, ALL’de % 17, KML’de % 34, Kronik

Lenfositik Losemi’de (KLL) % 33 tespit etmistir.****°

2.16. PRAME Fonksiyonu
PRAME’in fonksiyonu net olarak tanimlanmasa da; PRAME etkisini, retinoik
asit (RA) tarafindan uyarilan diferansiasyon, biiylimenin arresti ve apoptozisi bloke

o ... 322 1
ederek gosterlr.3 330,33

Retinoik asid reseptdr (RAR) sinyalinin dominant baskilayicisi
oldugu saptanmls‘ur.330’331 RAR sinyal defektleri kanserden sorumlu tutulmustur.
Epping ve ark. RA mevcudiyetinde RA reseptorlerine PRAME baglanmasi ile hedef
genlerin transkripsiyonu ve ligand indiikledigi reseptor aktivasyonu engellendigini
saptadilar. Bunun siklin bagimli kinaz inhibitorii (CDKNI1A, diger ad1 p21) ve Retinoik
Asid Reseptdr Beta (RARP) down regiilasyonu ile yapildigini belirttiler. lging olarak
p21 hem proapaototik hem antiapaototok Ozellik gostermektedir. RAR-o’nin
translokasyonu (fonksiyonu degismis reseptorlere neden olur) Akut Promyelositik

Losemide, RAR-B ‘nin kayb1 meme ve akciger kanser gibi solid tiimdr progresyonuna

neden olur. Bu baglamda PRAME niikleer reseptor sinyalizasyonunun modulasyonu
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olabilir fakat niikleer reseptdrlerinde hepsinin inhibitoriidiir denilemez. PRAME’in
baskilanmast RA’e duyarliligi geri getirir. PRAME asir1 ekspresyonu ile tiimor
hiicrelerinin tiimor supresor RAR sinyalizasyonundan kagabildigi saptanmistir. RAR
sinyalini antagonize ederek kanser hiicresine yasam avantaji ve biiylime avantaji
saglamaktadlr.”o Histon Deasitalaz Inhibitorleri (HDAI) malign hiicrelerin selektif
olarak proliferasyonunu inhibe eder ve kanser tedavisinde kullanilir. RA
sinyalizasyonunu indiikleyen HDALI ile tedavi RARa ve PRAME genlerinin artmis
ekspresyonu ile inhibe olur ve HDATI’nin indiikledigi apotozis ve biiylimenin durmasina
direng gelisimine neden olur. HDAI gibi tedavilerin terapotik etkinligini arttirmak icin
degisik stratejiler iginde PRAME’in ekspresyonunun baskilanmasi da vardir.**
PRAME, Lésin zengin bir proteindir. % 21,8’i Lésin veya Izolosin’den olusur. Losin
zengin tekrarli proteinlerin tersiyer yapilari; proteinler, nukleik asidler, diger ligandlarla
etkilesim i¢in ideal bir yapidir. Bu bolgelerin hiicre immunitesinde, hiicre adezyonunda
ve sinyal iletiminde 6nemli rolleri vardir.**®®

Losemik hiicrelerde apoptozis ile ilsikili proteinlerle ilgili gen ekspresyonunda
azalmayla 16semik hiicrelerin yasam siiresinin uzamast ve miyeloid farklilagsmasinda
inhibisyon bildirilmistir.***** Tanaka ve ark. insan KML K562 hiicre serisinde (Ph +
hiicre dizisi) PRAME’in RA yoklugunda bir siRNA aracili olarak ekspresyonunun
engellenmesinin hiicre siklusunda arreste ve sonrasinda losemik hiicre apoptozisine yol
actigin1 bulmuslardir. Koloni farklilasmasi ve sekillenmesi azalmis, ayni zamanda
eritroid farklilagmasinin regiilasyonunu saglayan genlerin de (GATA-1, GATA-2, PU.1;
GATA-1 PU.1’in transaktivasyonunu bloke oldugu, eritroid ve megakaryositer serinin
maturasyonunun devamini sagladigi, GATA-2 hemopoetik gelisimin erken evrelerinde
eritroid farklilagmasinin progresyonunu azalttigini) ekspresyonunu degistirdigini
gostermislerdir. Buna gore PRAME blokaj1 ile GATA-1 artmast ve GATA-2 ve PU.I’in
azalmas1 ve eritroid farklilasma gosterilmisti. PRAME’in  ekspresyonunun
engellenmesi ile S fazindaki hiicrelerin 6nemli oranda azaldigi, GO/G1 fazindaki
hiicrelerin arttig1 gdzlenmis ve bununla beraber hiicre proliferasyonunun ve koloni
farklilasma kabiliyetinin azaldig1 saptanmistir. GO/G1 fazindaki hiicre siklus arresti
p27°nin (hiicre siklus arrestinde O6nemli bir rol oynar) artist ile iliskilidir. Hiicre
siklusunun durmasini apoptotoik hiicrelerin artmasi izledi (PRAME bloke edilen hiicre

toplulugunda yaklasik % 12 apoptotik hiicre artis1 varken kontrol PRAME
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bloklanmamis hiicrede % 2). Hiicre siklus arresti sonrasinda Annexin V (protrombin ile
fosfotidilserin baglama bolgesi ile yarisir ve fosfolipaz A1’in aktivitesini inhibe ederek
koagiilasyonun inhibisyonunda rol oynayan bir molekiil) artist ve Caspase-3 (
Apotoziste rol oynayan sistein-proteaz grubu bir enzim) aktivitesinde artma saptandi.
Tanaka PRAME’in BCR-ABL’den kaynaklanan pro-survial sinyaller aracili bir
mekanizmayla BCR-ABL ile iligkili oldugunu saptadi. Ayrica PRAME ekspresyonunu
klinik 16semik Orneklerde tanida ve relapsta karsilastirdi. Relaps oldugunda PRAME
ekspresyonunun arttigini buldular. Bu durum S fazindaki hiicrelerin yiizdesinin artmasi
ile onemli Olclide iliskili bulunmustur. Bu gozlem ile PRAME ekspresyonu onemli
dlciide kotii genel sagkalimla iliskili bulunmustur.®** De Carvalho ve ark ise BCR-ABL
aracili PRAME asir1 ekspresyonunun KML hastalarinda TRAIL (TNF related apotozis
—inducing ligand) down regiilasyonundan sorumlu olabilecegini saptadilar.®*® Oehler ve
ark. PRAME’in normal hemopoetik ve 16semik progenitér hiicrelerde myeloid
farklilagmasini inhibe ettigini gosterdiler.®*” Bunlarin tersine Tajeddine ve
arkadaglarinin ¢alismasinda kiiltiire edilmis hiicre serilerinde (CHO-K1 ve HELA)
16semik hiicrelerde PRAME’in in- vivo tiimor gelisimini azalttigi ve ldsemik hiicre
serilerinde kaspaz bagimsiz hiicre liimiinii indiikledigi gosterilmistir.**3%

PRAME ¢ekirdek iginde sublokalize ve hiicre proliferasyonunu inhibe ediyor
gorinmekte ve ayrica PRAME’in 16semik hiicrelerde stabil ekspresyonu bazi
proteinlerin ekspresyonunu azalttigi saptanmistir. Bu proteinler; Heat-Shock proteini
(Hsp27), Siklin bagimli kinaz inhibitoérii (p21), Kalsiyum baglayan protein
(S100A4)’dir. S100A4 yiiksek seviyeleri baz1 metalloproteinaz aktivesini regiile ederek
tiimoriin anjiogenezisine, biiylimesine ve metastazina katkilari bilinmektedir. Hsp27’nin
Meme, Over, Prostat, Endometriyal kanserlerde, Osteosarkomda ve Loésemide artmis
seviyelerine bagli olarak onkogenezis ve KT direnci ile iligkisi bilinmekte ayrica
apoptozisi baskiladig1 distiniilmektedir. p21 aslinda tiimér suprese edicidir. Fakat
AML’de p21 ekspresyonu KT direnci ve bagimsiz olumsuz prognostik faktorle korele
goriilmektedir. Apoptozisi inhibe ettigi ve kanserlerin bir grubunda olumsuz prognozla
iligkili oldugu bilinen bu ii¢ proteinin PRAME ile ekspresyonunun azalmasi akut
losemide PRAME’in prognozu iyilestirdigini sonucuna katkida bulunur.>®

PRAME’in bu fonksiyonlar1 her ¢alismada gosterilemedi. Steinbach ve ark.
PRAME’in RA sinyalizasyonunu baskilama veya HspB1 ve S100A4 downregiilasyonu
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ile kaspaz bagimsiz apoptozisi indiikleme fonksiyonunu, yliiksek PRAME ekspresyonu
olan AML orneklerinde bu iliskiyi gosteremedi. Bunu AML’de PRAME’in bilinen
transkripsiyonel aktivitesini, diger sinyal yolaklar1 vasitasiyla biiyiik 6l¢iide etkisiz hale
getirilmesi olarak yorumlad1.339

Diger bir calismada, asirt PRAME eksprese eden 16semik hiicrelerin apoptozis
iligkili proteinler i¢in kodlanan genlerin ekpresyonunu azaltarak, 16semik hiicrelerin
yasamasina ve ayrica ABC tasiyicilarinin (tedavi sirasinda kemoterapatiklerin disariya
atilmasinda gorevli) gen ekspresyonunda artma ile iliskili olarak c¢oklu ilag¢ rezistansi
(MDR= multi drug rezistans) olusumuna yol actigi gdsterilmistir.*** Lésemide bu
celigkili durumun tersine solid tiimorlerde yiiksek PRAME seviyeleri kotii klinik gidisle
iliskilidir.*** Ozellikle meme kanseri ve ileri evre néroblastomada PRAME ekspresyonu
ile kotii klinik gidis arasinda iliski net olarak saptanmlstlr.334

PRAME’in diger bir kullanim alanit MRH izlenmesinde yararli bir belirleyici
olmasidir. KT alan hastalarda PRAME eksprese eden 16semik hiicrelerin azalmasi
sonucunda  Ozellikle pediyatrik  hastalarda MRH  moniterizasyonunda  da
kullanilabilir. %% Ozellikle 16semilerde RT-PCR ile kantitatif degerlendirme de MRH
saptanmast i¢in iyi bir belirleyicidir.**

Diger hemopetik neoplazilerde ve solid timorlerde PRAME sikligr ve
fonksiyonlart ile iligkili ¢aligmalar olmasina karsin HL olgularinda PRAME ¢ok az
sayida olguda incelenmistir. Martin S. Staege ve arkadaslarinin yaptig1 ve 4 HL hiicre
dizisi kullandig1 bir ¢alismada PRAME’in yalnizca rezistan HL’l1 olgulara ait hiicre
serilerinde eksprese oldugu g('is‘[erilmistir.342 Ayni ¢alismada tiimor antijenlerinin
ekspresyonu, kemo-rezistan HL’da ko-stimiilatér molekiiller ile HL hiicrelerine karsi
sitotoksik T hiicre cevabi igin hedef olabilecegi de belirtilmistir.*** Klaus Willenbrock
ve arkadaglariin yaptig1 ve 4 HL hiicre dizisi (2’si NS, 2’si MS tip HL), 3 ABHL dizisi
karsilastirdigi calismada, PRAME ekpresyonu HL’da ¢ok yiiksek bulunmustur. Buna
gore 44 farkli gen HL’da, 34 farkli gen ABHL’da saptadi. CD40, CD54, CDSO0,
Lenfotoksin A, IL-6 ve kemokin CCL17 (TARC) HL’da yiiksek eksprese olurken, ALK
ve CD45 ABHL’da daha fazla eksprese oldugu bulundu. HL’da en ytiksek 110 kat ile
CCL17/TARC olmak iizere PRAME igin 33 kat yiiksek bulundu.®*® Schwering ve ark.
Klasik HL Hodgkin RS Hiicrelerinden koken alan L1366 hiicre dizisinde RT-PCR ile

PRAME’in de i¢inde bulundugu bir takim HL spesifik genleri tanimladilar.3**
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2.17. PRAME Gen Regiilasyonu

Diger KTA gibi PRAME kemik iligi ve diger normal dokularda hipermetiledir,
fakat malign hiicrelerde genellikle hipometiledir. Schenk ve ark. PRAME geninin
genelde eksprese olmadigi hiicrelerde, artmis regiilasyonu igin PRAME regiilator
bolgesinin tanimlanan kisminda metilasyon paterninde degisiklikleri gosterdiler.
PRAME’in transkripsiyonel regiilasyonunun direk veya indirek olarak DNA metilasyon
gibi epigenetik mekanizmalara bagh oldugu gosterilmistir. 5-Aza 2 Deoksitidin tedavisi
(Sitozin metilasyonu Okaryotik genlerde DNA modifikasyonunda siktir ve onkogenezde
ve gen aktivasyonunda kritik rol oynar) ile PRAME ekspresyonunun arttig
saptanmistir. PRAME (+) hiicreler, PRAME (-) hiicrelerden daha az 5 metil sitozin
icermektedir. PRAME 5 bolgesindeki spesifik CpG alanlarinin hipometilasyonu yiiksek
PRAME ekspresyonu ile iliskilidir. Arasticilar tesadiif olarak Histon Deasetilaz
Inhibitérii olan Trichostatin A’nin (DNA’nin yogunlasmasinda onemli olan histon
asetilasyonunda artma yapan ajan) PRAME ekspresyonunu indiikledigini buldular.*??
Kronik faz KML ile karsilastirildiginda blastik fazda PRAME demetilasyonu daha sik
goriilmektedir.®* Bu verilerle KML blastik krizde artan PRAME ekspresyonunu

hedefleyen tedavi secenekleri ilging yaklagimlardir

2.18. Hemopoetik Malignensilerde PRAME Siklig1 ve Takipte Onemi

Losemiler iginde en yiiksek PRAME ekspresyonu akut 19semilerde saptanmustir:
Farkli ¢calismalarda AML’de bu oran % 30-62 arasinda iken ALL’de % 15-65 arasinda
oldukca degisken oranlarda bulunmugtur, 309319320325345 Ap olgularinda kapsanan
olgu sayisina gore degismekle birlikte PRAME ekspresyon oranlart % 35 ile % 47

arasinda saptanmistir.**>3%

Cocukluk yas grubunda yapilan bir ¢calismada ise bu oran %
62 kadar yiiksek saptanmistir. 319 AML’nin alt tiplerindede PRAME ekspresyonlari
farkli bulunmustur: AML M2 ve M3 alt tiplerinde daha yiiksek oranda PRAME
saptanmaktadir. Bununla ilgili calismalarda M2 ve M3 olgularda bu oran % 75’e kadar
¢ikmaktadir. >3 AML-M2 ve t(8:21) olgularinda daha yiiksek PRAME ekspresyonu
saptanmast AMLI1-ETO fiizyon geninin PRAME gen aktivasyonu ile iligkili
olabilecegini telkin etmektedir®® Bu durum ETO fiizyon geni tasiyan olgularda

PRAME’in hedef olabilecegini telkin edebilir.
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Yetigkin ve cocuklarda goriilen ALL olgularinda PRAME gen ekspresyonu
farkli oranlarda bulunmustur. Cocukluk ¢agr ALL’lerde % 20 ile % 42’sinde PRAME
ekspresyonu saptanlrken,3’15‘346 yetiskin ALL olgularinda bir ¢alismada % 64 PRAME
ekspresyonu satptammlstlr.317 Bir ¢alismada ise ilging olarak t(9:22) olan ALL’de
PRAME oldukga yiiksek diizeyde bulunurken (% 83), ayn1 ¢alismada t(9:22) (-) olan
olgularm % 50’de saptanmustir.®’’” T-ALL ve B-ALL olgularinda PRAME saptanma
oranlar1 da farklidir. Steinbach PRAME sikligin1 T-ALL i¢in % 33, B-ALL’de % 48
saptamlstlr.346 Watari, PRAME ekspresyonunun BCR/ABL rearanjmani ile
indiiklenebilecegini  gostermistir, ancak  biitin  caligmalarda bu  sonuca
varilamamugtir. 3%

PRAME ile ilgili lenfoma ve kronik losemilerle ilgili caligmalar az vaka
icermektedir ve bu olgularda da PRAME ekspresyonu olduk¢a degiskendir. Bir
calismada KML’de % 31 oraninda PRAME ekspresyonu saptanmistir. Fazlarina gore
bakildiginda, kronik fazda %23’iinde, akselere fazda % 29’unda ve blastik fazda % 42
oraninda PRAME saptanmistir. Bu bize KML progresyonu sirasinda PRAME
ekspresyonunun arttigini telkin etmektedir.*'” BCR/ABL fiizyon gen transfeksiyonu ile
16semik hiicre dizisinde PRAME indiiklendigi sOylense de KML olgularinda PRAME
ekspresyonunun yalnizca % 31lolmasi bu konudaki belirsizligi isaret etmektedir.®*>'
KML’de kronik fazdan blastik faza geciste PRAME seviyelerinde artma, losemik
blastik hiicrelerin artimindan 6nce gerceklesmekte, bu ylizden PRAME’in blastik faza
gecen KML hiicrelerinin biiyiime ve yagama avantaji saglayabilecegi ve relapsta ortaya
cikan KML hiicre populasyonunun daha agresif karekteristiklerinden sorumlu
olabilecegi Vurgulanmakt'cldlr.348

KLL’de PRAME ekspresyonu % 0-28 arasinda bulunmugtyr, 313309315.319.340.349
KLL ve lenfoproliferatif olgularda PRAME oranlar1 ¢ok daha fazla degiskendir. Bu
oran % 15,8 olabildigi gibi van Baren’in calismasinda oldugu gibi 5 KLL olgusun
hi¢gbirinde PRAME saptanmayabilir.315’318 Lenfoid neoplazilere bakildiginda hasta
sayilar1 az olmakla beraber prolenfositik 1semili 4 olgunun 2’sinde saptanirken, Mantle
Hiicreli Lenfomal1 16 olgunun 7’sinde PRAME saptanmistir. PRAME, mantle hiicreli
lenfomada daha giiclii ve daha sik ekspresyon gostermekte ve bu oOzellik diger
lenfoproliferatif hastaliklardan ayirim i¢in PRAME ‘i daha faydali bir belirteg

335,350

yapmaktadir. van Baren’in serisinde 1 sa¢hi hiicreli 16semide PRAME
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saptanmamig, NHL’li 20 olgunun 3’inde, HL’li 7 olgunun 1’inde PRAME
saptanmustir. ™ Matsushita ise 13 NHL’Ii olgunun 3’iinde PRAME ekspresyonu
saptamlstlr.317 Aslinda degisik c¢alismalarda bu oranlarin bu kadar fazla degisken
olmasiin bir diger nedeni de farkli yontemlerin kullanilmis olmasidir. Arons ve ark.
PRAME’i KLL ve sag¢h hiicreli 16semide (HCL) ¢alismistir. Konvansiyonel PCR ile 37
HCL’1i hastanin % 8’1 ve 22 KLL’li hastanin % 27’sinde PRAME pozititken, kantitatif
RT-PCR ile neredeyse tiim hastalar ve normal dokularda PRAME ekspresyonu
saptanmistir. Bu ¢alisma sonucunda HCL ve KLL’nin asirt PRAME ekspresyonunda
farklilik gosterdigi ve normal bazal PRAME ekspresyonunun minimal rezidiiel KLL ya
da HCL’li hastalar1 takipte kullanilmasinin uygun olmayacagi sonucuna varilmugtir.*>!
Kantitatif flow-sitometrik analiz de bazi ¢alismalarda 6zellikle kronik lenfoproliferatif
hastaliklarda periferik kandaki 16semik hiicrelerdeki PRAME ekspresyonunu saptamak
icin kullanilmistir. Kontrol grubu olarak 30 saglikli goniilliiniin periferik kani
kullanildiginda kronik lenfoproliferatif hastalig1 olanlarda % 90 PRAME (+) lenfosit
saptanirken, normal Orneklerin hicbirinde % 20’den fazla PRAME (+) lenfosit
sap‘ca1nmam1§t1r.313

Multipl myeloma hiicre dizilerinde yapilan ¢alismada 17 dizinin 11’inde oldukca
yitksek PRAME gbsterilmistir.®* van Baren’in serisinde 9 myelom olgusunun 2’sinde
saptanirken Waldenstrom makroglobulinemili 1 olguda saptanmamustir.®”®> Evreye gore
bakildiginda ileri evredeki multipl myelomali hastalarda daha yiiksek oranda PRAME
saptanmistir. Bir calismada erken evrede 11 multipl myelom olgusunda yiiksek diizeyde
PRAME saptanmazken evre III’de % 48’inde yiiksek diizeyde PRAME saptanmlstlr.349

Hemopoetik neoplazilerde degisken asirt PRAME ekspresyonunun sebebi agik
degildir. Bu durum PRAME’in promotor bdlgesindeki DNA metilasyon paternine bagl

olabilir.3*

Diger onemli bir sebep de PRAME ekspresyonunu saptamada ya da
seviyesini 6lgmede kullanilan metodlarin farkli duyarlilik ve nitelikte olmasiyla ilgili
olabilir. Bu amagcla semikantitatif ve kantitatif metodlar kullanilmistir. Normal periferik
kan ve kemik iligi 6rneklerinde RT-PCR kullanilarak PRAME ekspresyonu saptanmis
olsa da, bu durum ozellikle immunoterapi acisindan ve minimal rezidiiel hastalik
izleminde Onemli bir problem teskil etmemektedir. Ciinkii normal dokularla
kiyaslandiginda timor hiicrelerinden 3 logaritma daha diisiik bir ekspresyon

Vardlr.351314'353

49



Gegici myeloproliferatif bozukluk Down sendromlularda, neonatal donemde
%10 civarinda goriilen ve spontan regrese olan fakat 2-4 yil i¢inde vakalarmn % 20-
30’nun progresyon ile Akut Megakaryoblastik Losemi’ye doniistiigii bilinmektedir. Bu
gecici durum ile akut megakaryoblastik 16seminin morfolojik ve immunofenotipik
olarak benzemesi nedeniyle bu durumu irdelemek iizere gen ekspresyonlar
arastirilmistir. Down sendromlularda akut megakaryoblastik 16semi’de yiliksek oranda
PRAME ekspresyou saptanirken gecici miyeloproliferatif bozuklukta PRAME
saptanmaz Bu ylizden PRAME Down sendromlu hastalarda Akut Megakaryoblastik
Losemi’de muhtemel progesyonla kendi kendine regresyon olan vakalart ayirim igin
ideal bir belirtegtir. Ayrica Down sendromlularda akut megakaryoblastik 16semi’ye
transformasyon i¢in faydali bir belirteg olabilir.>*

AML’de ¢ok sayida TIA tanimlanmis ve bazilarmin MRH moniterizasyonunda
prediktif rol oynadigi gosterilmis.**>>*® Bu bilgiler 1s13nda PRAME, hemopoetik
neoplazilerin azimsanmiyacak kisminda eksprese oldugu icin MRH monitorizasyiunda
yararli olabilir. PRAME’in ¢ocukluk cagt AML’de MRH izlenmesinde yararli oldugu,
KT sonrasinda 6nemli azalma sap‘[andlg“g,l317 ve ¢ocukluk ¢agi ALL olgularinda da relaps

belirleyicisi oldugu,**

allogeneik kok hiicre nakli sonrast1 da relapst erken
gosterebildigini  vurgulayan calismalar ve hatta klinik relapstan Once yiiksek
bulundugunu ve relapst énceden haber verdigini gdsteren calismalar vardir.®*® Kronik
lenfoproliferatif hastalikli 58 olgu ile yapilan ¢alismada ise PRAME ile MRH
izlenmesinin uygun oldugu belirlenmistir. Ozellikle mantle hiicreli lenfomada daha da
iyi bir gosterge olabilir.*® Losemilerde indiiksiyon tedavileri ile PRAME &nemli dl¢iide
diismekte relapsta ise artmaktadir ve hatta morfolojik ve sitolojik relapsa oncelik
edebilmektedir. Allotransplantasyon sonrast iyi bir izleme belirleyicisi olarak
saptanmlstlr.359’320 RT-PCR ile kantitatif PRAME O6l¢limiiniin Lésemilerde MRH

takibinde uygun oldugu bulunmustur.®"*%°

Qin ve ark. 204 yeni tam1 almis AML
hastasinin kemik iligi 6rneklerinde RT-PCR ile WT; ve PRAME transkript diizeyine
bakmiglar ve 21 hastayr ortalama 11 ay takip etmiglerdir. Kontrol grubu olarak
kullandiklart 22 normal kemik iligi Orneginde diisiik seviyede WT; ve PRAME
ekspresyonunu gostermislerdir. Hastalarda WT; % 79,2 ve PRAME % 554
bulunmusgtur. WT; ve PRAME’in takip esnasinda dinamik seyrinin, normal seviyenin

iistine c¢ikmasinin veya zamanla yiikselmesinin klinik relaps1 diislindiirecegi
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saptanmistir. Bu ylizden, WT; ve PRAME’in ayni anda belirlenmesi AML hastalarinda
minimal rezidiiel hastalig1 gosteren hassas bir molekiiler belirte¢ 6zelligi saglayabildigi

ileri siiriilmiistiir.*®*

2.19. Hemopoetik Neoplazilerde PRAME Ekspresyonunun Prognostik
Onemi

PRAME ekspresyonu ile klinik ve laboratuvar bulgular1 arasindaki iliskiler net
degildir. Ancak en azindan bazi c¢alismalarda PRAME ekspresyonu olan AML’li
cocuklarda, olmayanlara gore gerek hastaliksiz sagkalim gerekse toplam sagkalimin
daha uzun bulunmasi, tan1 anindaki Beyaz Kiire sayisinin PRAME ile negatif olarak
korelasyon gostermesi, PRAME pozitif 16semilerin KT den sonra daha diisiik relaps
gostermesi, t(8:21) ve t(15:17) gibi iyi sitogenetik gostergeler saptanan olgularda
PRAME yiiksek saptanmasi gibi 1iyi prognoz belirleyicileri arasinda iliski
gosterilmistir. 3731934 Tim bunlar PRAME ekspresyonun 6zellikle ¢ocukluk cagi
AML olgularinda olumlu prognoza isaret edebilecegini telkin etmektedir. Elli olgunun
kapsandigi ¢ocukluk ¢agi ALL’de de hastaliksiz sagkalim, PRAME (+) olgularda daha
yiiksek, Beyaz Kiire sayist daha diisiik bulunmus ancak bunlar istatistiksel anlaml
saptanmamistir. Yine bu seride PRAME ile yas, cinsiyet, prednizon yaniti, periferik
kandaki blast orani veya organomegali arasinda korelasyon gdstermemistir.*®

Kronik lenfoproliferatif hastaliklarda, PRAME ekspresyonu ile klinik ve
laboratuvar bulgular1 arasinda korelasyon saptanmamistir. Ancak PRAME, agressif
seyirli lenfoproliferatif hastaliklarda daha fazla saptanmlstlr.318 Multipl myeloma
olgularinda da agressif seyir ile PRAME paralelligi saptanmls‘ur.349 Bu durum PRAME
ekspresyonunun en azindan bazi hemopoetik neoplazilerde prognostik dnemi oldugunu

ve daha ileri caligmalar yapilmasi geregini vurgulamaktadir.

2.20. Solid Tiimérlerde PRAME ve Ekspresyonunun Prognostik Onemi

RT-PCR ile primer noroblastomalarin % 93’iinde ve ileri evre néroblastomalarin
% 100’tiinde PRAME ekspresyonu saptamislardir. PRAME ekspresyonunun
noroblastomada kotii prognoz ile iligkili oldugu saptanmlsur.362 Bu bulgular ¢ocukluk

caginin bu 6nemli hastalig1 icin PRAME’in 1yi bir hedef olabilecegini telkin etmektedir.
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Renal hiicreli karsinomlarda (RCC) % 40 PRAME ekspresyonu saptanmistir.
Neumann ve ark. RCC’lerde T-hiicre aracili immunoterapatik tedaviyi gelistirmek igin,
icinde PRAME’in de oldugu birtakim tiimér iliskili antijenlerin (RAGE-1, tirozinaz,
MAGE-1, MAGE-2, NY-ESO-1, Melan-A/MART-1, glikoprotein (gp) 75, gp100, Beta-
katenin ve MUM-1) mRNA ekspresyonunu aragtirmislardir. Calismay1 14 RCC hiicre
dizininde, 37 primer RCC doku spesmeninde, 2 RCC metastazinda ve 33 normal renal
epitel doku spesmeninde yapmislardir. RCC hiicre dizinlerinde en yliksek diizeyde
PRAME (10/14) eksprese oldugunu bulmuslardir (RAGE-1 (7/14) ve gp (4/14)). Higbir
RCC hiicre dizininde bu antijenler diginda antijen ekspresyonu (tirozinaz, Melan-
A/MART-1, MAGE-1, MAGE-2, NY-ESO-1, gpl00, Beta-katenin ve MUM-1)
saptanmamustir. 39 RCC doku 6rnegininde de, PRAME ekspresyonu digerlerine gore
daha yiiksek (8’inde (% 21) RAGE-1, 15’inde (% 40) PRAME ve 4’linde (% 11) gp75
mRNA) bulunmustur.***

Over karsinomlarinda Partheen ve ark. prognostik faktor olarak kullanilabilme
ihtimali olan i¢lerinde PRAME olan 7 potansiyel belirleyicinin (CLU, ITGB3, TACC1,
MUCSB, CAPG, PRAME ve TROAP ) gen ve protein ekspresyonlarini aragtirdi. 19
over karsinomunda kantitatif RT-PCR kullanilarak analiz edildi. Bir kisim belirleyicinin
iyi prognozlu tiimdrlerde (CLU ve ITGB3), PRAME’in ise (CAPG de beraber) kotii
prognozlu olanlarda daha fazla eksprese edildigini gosterdi.®®®

Bankovic ve ark. PCR yontemiyle, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli 30
hasta ve normal akciger dokusunda DNA haritasini karsilastirarak genomik instabiliteyi
arastirmiglardir.  Sonu¢ olarak; kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinin
karsinogenezisinde PRAME’in (Beraberinde E2F4, PHACTR3 ve CDH12) 6nemli role
sahip oldugunu yaylnlamlslardlr.364

Figuerido ve ark. bag-boyun kanserlerinde reverse-transkriptaz PCR kullanarak,
tiimor dokusunda, cerrahi sinirda, varsa tutulan lenf nodlarinda i¢lerinde PRAME’in
oldugu (MAGE-1, MAGE-4, MAGE-10, MAGE-12, B melanoma, LAGE, NY-ESO-1)
antijenlerinin ekspresyonlarini semikantitatif olarak degerlendirmislerdir. Bu ¢alisma,
15’1 ag1z i¢inde, 14’1 larinkste, 4’1 farinkste yerlesmis skuamoz hiicre karsinom tanili
yaglar1 31-91 arasinda (ortalama=56) degisen, 31’erkek ve 2’si kadin 33 hastada
yiritilmistir. Timorin evresine (T4 % 100, T3 % 57, T:&T, % 50) ve sigara
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aligkanligina bagl olarak degisken oranda ekspresyon saptanirken, % 66,6 vakada en az
bir antijen ekspresyonu saptanmugtir. >

Doolan ve ark. 103 meme kanserli olguda gRT-PCR ile PRAME mRNA’sim1
arastirdilar. Kontrol grubu olarak normal meme dokusunu kullandilar. Timor
dokusunun % 53’tinde ve normal meme dokusunun % 37’sinde PRAME mRNA’sin1
saptadilar. Tanidan itibaren PRAME ekspresyonunun tespiti, hastaliksiz sag kalim
stiresi (P=0,0004) ve toplam yasam stiresi (P=0,0052) a¢isindan kotii prognostik faktor
olarak gosterildi. Cok degiskenli analiz sonucunda da, timdr evresi, tiimor boyutu ve
ER durumu gibi PRAME mRNA ekspresyonununda kisalmis hastaliksiz yasam stiresi
ve toplam yasam siiresi i¢in bagimsiz bir prognostik faktdr oldugu gosterildi. Ayrica
adjuvan KT alan hastalarda PRAME ekspresyonu saptananlarin, PRAME ekspresyonu
saptanmayanlara gore kisa niiks siiresine sahip oldugu saptandi (P=0,0291). Sonug
olarak; meme kanserinde PRAME mRNA ekspresyonunun prognostik ve prediktif bir
marker oldugunu gésterdiler.*® Van’t Veer ve ark. gen¢ meme kanserli hastalarda lenf
nodu (-) sporadik meme kanserli 78 kadin hasta, gen ekspresyon profillerinde
prognostik veri saptamak amacl incelendi. Meme kanserinin seyriyle 231 genin iliskili
oldugu saptandi. Bu genlerden biri de PRAME’di fakat seri analizler sonucunda
prognoz siniflayicist (tanidan sonraki 5 yil igerisinde uzak metastaz gelisip
gelismemesine gore iyi prognozlu ya da kotii prognozlu grup olarak kategorize
edilmesini olanak saglayan) 70 gen arasina giremedi.366 Epping ve ark. 295 meme
kanserli hastanin gen ekspresyon verilerini, PRAME ekspresyon diizeyi ydniinden
calistilar. Calismaya tan1 yas1 52 ve altinda, lenf nodlar1 (-), timér boyutu 5 cm’den
kiigiik, primer invaziv meme kanseri olan hastalar alindi. PRAME ekspresyonu RT-
PCR ile degerlendirildi. PRAME ekspresyonu 98 olguda (% 33) yiiksek oranda ve 197
olguda (% 67) diisiik oranda saptandi. PRAME ekspresyonuyla, yas, timor ¢api, pozitif
aksiller lenf nodu sayisi, histolojik grade, Estrojen Resptorii (ER) durumu,
Lenfovaskiiler invazyon (LVI) karsilastirildi. PRAME ile histolojik grade ve ER
durumu arasinda iligki bulundu. Yiksek PRAME ekspresyon seviyesiyle kotii
differansiye tiimor, diisik PRAME ekspresyon seviyesiyle iyi differansiye tiimor
arasinda iliski bulundu. ER (-) hastalarda yiiksek PRAME ekspresyonu varken, ER (+)
hastalarda diisik PRAME ekspresyonu saptandi. Lenf nodu durumuyla PRAME
arasinda bir iligki saptanmadi. KT nin etkisine bagl olarak, KT alan hastalarda PRAME

53



ekspresyonu belirgin degildi. PRAME ekspresyonunun KT’ ye cevabi degerlendirmede
faydali olabilecegi belirtildi. Sonu¢ olarak; meme kanserli hastalarda, PRAME’in
yiiksek ekspresyonuyla artmis oranda uzak metastaz ve kisa siireli sag kalim arasinda
anlaml bir iliski bulunmustur.®®’ Epping ve ark. ile Doolan ve ark. meme kanseri ve
PRAME ekspresyonunun meme kanserindeki prognostik énemi konusunda yaptiklar

calismalarda PRAME kotii prognostik faktor olarak gosterilmistir.

2.21. PRAME Hedeflenerek Yapilan Immunoterapi
Immunoterapinin daha az toksik olmasi, kemoterapatiklerden daha spesifik
olmasi, kemoterapetikler ile sinerjizmi, relaps hastaligi dnleme ve immun hafizay:

indiikleme gibi avantajlari vardir.*®

Immunterapilerin etkili oldugunu diisiindiiren
uygulamalar, basta donér lenfosit inflizyonu olmak iizere, kemik iligi
transplantasyonundan sonra EBV iligkili Lenfoma gelismesini ©nleyen EBV
antijenlerine karsi immunoterapatiler, allogeneik kemik iligi transplantasyonlari, gibi
yaklaslrnlarldr.317

Son yillarda T hiicreleri tarafindan tanmman timor antijenleri gosterilmis ve
bunlar kullamlarak immunoterapi gelistirilmistir.**®®***® MAGE proteinleri melanoma
olgularinda immunoterapi i¢in yararli bir hedef olarak bulunmustur ki PRAME de

bunlarla benzerlik gostermektedir.>*>"*

Bu ylizden normal kemik iliginde ve periferik
kanda yokken l6semik hiicrelerde PRAME varligindan dolay: iyi bir hedef olabilir.
PRAME-spesifik oligoniikleotidlerle RT-PCR ile 16semik hiicreleri saptamak tedavi
hedefi i¢in 6nemlidir.®®® T hiicreleri tarafindan taninan ve ilk kez melanomada
gosterilen PRAME nonamer peptiddir. Melanoma hiicre yiizeyinde HLA-A*2402 ile
prezente edilen bir T hiicre epitopudur. STL klonu tarafindan taninir, Killing inhibitory
receptor (KIR) eksprese eden STL klonu yalnizca hedef hiicreleri 6ldiirme
yetenegindedir.*® Bu STL klonunun HLA-A*2402 (+) ve PRAME (+) 1semi hiicre
dizisini ve taze l6semi hiicrelerini lizise ugrattigi g('jsterilmistir.?’17 Cocukluk cagi ALL
ve AML’de, kronik lenfoproliferatif hastaliklarda da bir hedef olabilecegi

belirtilmistir. 3138346

Boylece PRAME hematolojik malignansilerin immunoterapisi
i¢in yararl bir antijen olabilir. Ozellikle diisiik tiimdr yiikii olan olgularda immunoterapi
daha etkili oldugu i¢in, MRH durumundaki PRAME(+) 16semili olgularda, PRAME

spesifik immunoterapi uygulamasi ¢ekici bir strateji olacaktir. Ornegin tam
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remisyondaki hastalar veya donorlerden elde edilen PRAME spesifik STL, adoptif
olarak transfer edilebilir.**®

Spesifik T hiicre yanitlar1 gosteren dendritik hiicrelerde, l6semi iliskili
antijenlerden PRAME mRNA da gosterilmistir ve AML dendritik hiicrelerin AML’de
as1 bazli immunoterapide PRAME’in rolii oldugunu telkin etmektedir.*"

Bu veriler gostermektedir ki, PRAME proteini l6semi hiicrelerinin yiizeyinde
prezente olur, proses edilir ve muhtemelen 16semili olgularda CTL tarafindan taninan
bir hedef antijendir.*®* PRAME iliskili immun yapilanma ve immunoterapinin
mekanizmast Oniimiizdeki yillarda ¢ok daha fazla anlasilacak ve klinikte yerini

bulacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya, 1998 ve 2012 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Onkoloji Bilim Dalinda Hodgkin Lenfoma tanis1 almis olgulardan
klinik takip ve/veya patoloji Orneklerine ulasilabilen 110 hasta alindi. Hastalara ait
demografik, klinik ve laboratuvar verileri dosyalardan edinildi. Hastalarin risk
belirlemesi IPS skorlamasina gore yapildi (tablo 9). IPS disinda eritrosit sedimantasyon
hiz1 > 50 ve < 50 ve Beta 2 mikroglobulin normal ve normal degerin iistiinde olmak
tizere gruplanarak kiyaslamalar yapildi.

International Prognostic Score (IPS) her hasta i¢in hesap edildi. Hastada mevcut
her faktére bir puan verilerek olusan toplam 0-7 arasinda bir skor belirlendi. Hasta
sayisinin gorece kisitli olmasi nedeniyle 2. degerlendirmede hastalar IPS skoruna gore

1-3 risk ile 4 ve Ustii riski olanlar olmak tizere iki grup olarak ayrildi.

Tablo 9. HL icin Uluslararasi Prognostik indekse Gore Kétii Risk Faktorleri

Parametre Ozellik

Serum albumin <4 g/dl

Hemoglobin < 10.5 g/dI

Cinsiyet Erkek

Yas > 45

Evre Evre IV Hastalik

Beyaz kiire sayis1 > 15.000/microL

Absolii lenfosit sayis1 < 600/microL ve/veya total Beyaz Kiire sayisinin < %8

*Hastalarda bulunan her bir 6zellik i¢in 1 puan verilir, total skor 0-7 arasinda olur

Hastalarin evresi tam1 anindaki Ann Arbor evrelendirmesi- Cotswolds
modifikasyonuna gore yapildi. Yanit durumu, evrelemede kullanilan tani yontemine
gore standart yanit kriterleri kullanilarak belirlendi.

Evreleme amaciyla tutulan lenf nodlart tek bir radyasyon alanini kapsayan
anatomik bolgelere gore ayrildi. Buna gore; a-Waldeyer Halkasi (tonsil, dil tabani,
nazofarenks), ipsilateral servikal, supraklavikular, oksipital, preaurikular tek bir bolge.
b-Infraklavikular ayr1 bir bdlge. c-Aksiller pektoral d-Mediyastinal (Timus, prevaskuler,
aortapulmoner, paratrakeal, pretrakeal, subkarinal ve posterior mediyastinal) tek bir

bolge e-Hiler ayr1 bir bolge f-Paraaortik g-iliak, Ipsilateral h-Inguinal ve femoral, 1-
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Epitroklear j-brakiyal toplam 10 bdlge lizerinden hastanin tutulan alanlari her hasta i¢in
kaydedildi. Kaydedilen sayilara gore, 3 ve alt1 ile 4 ve {istli alan tutulumlarina goére iki
grupta incelendi. Ayrica tutulan alanlar diyafragmanin alt1 veya iistii veya hem alt1 hem
iistii olarak kaydedildi. Bulky (yiiksek tiimor yiikii) hastalik olarak 10 cm iistii kitle
olarak kaydedildi. Mediyastinal kitleler; kitlenin maksimum ¢api/maksimum toraks
capina gore >0.33 ve <0.33 olarak ayrildi. Bu ayirimda dosyalardaki BT veya PET-BT
goriintiilerine gore karar verildi. Tan1 aninda ekstranodal hastalik varligi, yeri/yerleri
kaydedildi.

Hastalar evre ve bazi klinik 6zelliklerine gore risk gruplarina ayrildilar. Buna
gore;

1-Evre I-11 Olumlu risk grup (NCCN’e gore asagidaki kriterlerin higbirisinin
olmadig1)

2-Evre I-11 olumsuz risk grup

3-Evre 3-4 veya evre IIB ve ilave olarak biiylik mediyastinal kitle olmas1 veya
ekstranodal tutulum olan vakalar ileri evre gruplar olarak belirlendi.

NCCN olumsuz kriterler:

1-ESH > 50

2-B semptomlarindan herhangi biri

3-Mediyastinal kitle orani 0.33’ten biiyiik

4-Nodal Alan Sayisi 3’ten fazla

5-10 cm’den biiyiik kitle varlig

Hastalarin aldiklar1 tedavi ilk basamak tedavi olarak ve herhangi bir relaps
sonrasi aldiklari ikinci, tiglincii, dordiincii, besinci basamak tedaviler olarak kaydedildi.
Hastalarin 6zellikle ilk relaps tarihi belirlenerek kaydedildi. Ayrica hastalar ilk relaps
tarthine gore <12 aydan kisa siirede relaps saptananlar ve >12 aydan sonra relaps
saptanan olgular olarak ayrildi. Ayrica hastalarin RT alma durumu ve e8er yapilmissa
kok hiicre transplantasyon durumu kaydedildi.

Histopatolojik degerlendirmeler fakiiltemiz Patoloji Ana Bilim Dali tarafindan
NLP HL ve Klasik HL ( NS, MS, LF, LZ tip) olarak degerlendirildi. Diizenli kayitlarina
ve verilerine ulasilabilen 110 olgu alindi ancak Patoloji Bilim Dalindan iki
hematopatolog tarafindan 28 olguda doku 6rneklerinde yeterli materyal saptanamadigi

icin IHK olarak toplam 82 hastada PRAME degerlendirilebildi. PRAME boyama
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ozelligine gore (-), (+) ve (++) olarak degerlendirildi. Prame (+) olgu sayisinin gorece
az olmasi nedeniyle olgular PRAME ekspresyonu olup olmamasina goére iki gruba
ayrildi. Immunhistokimyasal analiz yapilan 82 olgunun tamaminda RT- PCR ile de
PRAME calisildi.

3.1. THK Yéntemle PRAME Cahsma Yontemi

1. Patoloji Boliimiince, kasetlenip % 10’luk formaldehitte bekletilmis ve ayni1
giin aksam ototeknikon cihazinda fiksasyon islemine ugratilmis ve ertesi giin sabah
parafin blok haline daha 6nce getirilmis dokular ¢ikarildi.

2. Parafine gomiilii dokulardan 4-5p kalinliginda kesitler polylysine lam iizerine
alind1.

3. Once 60 derecelik etiiv igerisindeki xylol de 10-15 dakika bekletildi. Daha
sonra oda 1sisindaki xylol, ,dereceli alkol ve saf su serisinden gegirilerek
deparafinizasyon islemi tamamlandi.

4. 0,3 % w/v H202 in distile suda 5-7 dakika bekletildi.

5. Saf suda yikandu.

6. Mikrodalga firnda 600W giiciinde CITRAT buffer soliisyonunda (ph:6) 15
dakika kaynatilarak antijen retriwal islemi uygulandi. Kapagi agilmadan oda 1sisina
gelmesi i¢in yaklasik 45 dakika bekletildi.

7. Saf su ve PBS (Phosphate buffer saline)’den ge¢ildi (PBS ph: 7,2-7,4).

8. Daha 6nceden 1/80 oraninda diliie edilmis olan PRAME primary antibody
(Abcam marka. Mouse polyclonal to PRAME Cat no: ab 89097) damlatildi. Yine kapali
ve nemli ortamda oda 1s1sinda +4 °C de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin oda 1si1sina
cikarildi ve oda 1s1sina gelmesi i¢in yaklasik 2 saat bekletildi.

9. Saf su ve PBS’den gegirildi.

10. Biyotin damlatildi. Oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.

11. Saf su ve PBS’den gegcildi.

12. Avidin damlatildi. Oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.

13. Saf su ve PBS’den gecirildi.

14. AEC damlatildi.10-20 dakika araliginda preparatlar mikroskop altinda

kontrol edilerek boyanma gozlendiginde ¢esme suyuna alindi.
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15. Saf suda yikanarak hemotoksilene alindi. 7-10 dakika bekletilip tekrar ¢esme
suyunda yaklasik 10 dakika bekletilerek mavilestirildi.

16. Dokunun etrafi kurulanip su bazli sivi kapama maddesi ile kapatildi.

Kullanilan Universal kit: Scytek Laboraties (USA ), SensiTek HRP Anti —
Polyvalent kit . Cat no: SHP 125

3.2. immunhistokimyasal Yontemle PRAME’in Degerlendirilmesi

Parafin blok haline getirilen dokular IHK olarak boyandi. Preparatlar C.U.T.F.
Patoloji Anabilim Dali’ndaki iki patolog tarafindan degerlendirildi. Boyanmanin
yogunluguna gore +, ++ olarak degerlendirildi (Sekil 1,2,3). Boyanmanin temel olarak
sitoplazmik oldugu belirlendi. PRAME saptanan olgularin ¢ogunda ¢evre histiyositlerde
sitoplazmik boyanma dikkati ¢ekti (Sekil 4).

Sekil 1. Reed-Sternberglerde PRAME boyanmasi negatif (-) (iIHKx40)
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Sekil 2. Reed-Sternberglerde PRAME boyanmasi (sitoplazmik +) (IHKx40)

Sekil 3. Reed-Sternberglerde PRAME boyanmasi (sitoplazmik ++) (IHKx40)
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Sekil 4. Histiyositlerde sitoplazmik Prame boyanmasi (+) (IHKx40)

3.3. RT-PCR Yontemiyle PRAME Calisma Yontemi
3.3.1. Formalin Fixed Parafin Embedded (FFPE) Dokudan RNA izolasyonu

Formalin Fixed Parafin Embedded (Formalin ile fiske edilmis parafine gdmiilii)
(FFPE) doku 6rneklerinden RNA izolasyonu icin Roche High Pure miRNA Isolation
Kit (Roche Diagnostics, 05080576001) kullanildi.

Kit igerigi:

1.

Paraffin Tissue Lysis buffer

2. Proteinaz K (Liyofilize)
3. Binding buffer

4.

5. Wash buffer

Binding Enhancer

Elution buffer
Filtreli tiipler
Collection tiipler

20 ml

100 mg (Uzerine 4.5 ml elution buffer eklendi)
80 ml

20 ml

2x10 ml (Uzerine 40 ml absolute etanol
eklendi)

30 ml

100 adet

100 adet
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Izolasyon prosediirii:

Izolasyon, kitin FFPE 6rnekler igin onerdigi iizere iki asamali olarak yapild.
Birinci asama ile FFPE dokularin parafinden uzaklastirilmasi ve dokunun pargalanarak
hiicre igeriginin elde edilmesi saglandi, 2. asama ile hiicre lizatindan RNA izolasyonu
yapild.

Izolasyonda birinci adim protokolii:

1. FFPE o6rneklerin bulundugu 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 800 ul ksilen eklendi
ve 5 dakika oda sicakliginda tiipler alt iist edilerek inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonunda tiiplere 400 ul etanol eklendi ve vortekslendi. 14.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi, siipernatant atildu.

3. Tiiplere 1 ml etanol eklendi, 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi,
stipernatant atildi.

4. Tiipteki alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in tiipler kagit havlu {izerine ters
cevrilerek 55°C’lik inkiibatorde 10 dakika bekletildi.

Izolasyonda ikinci adim protokolii:

1. Tiplere 100 pl paraffin tissue lysis buffer (16 pl %10’luk SDS ve 40 ul
Proteinaz K) eklendi. Karisim vortekslendi ve bir gece 55°C’de bekletildi.

2. Inkiibasyon sonrasi 150 ul hiicre lizat1 yeni bir ependorf tiipiine alindi ve
tizerine 312 pl binding buffer, 200 ul binding enhancer eklendi ve karistirildi. Karigim
filtreli toplama tiipline alinarak 14.000 rpm’de 30 sn.ye santrifiij edildi.

3. Filtre yeni bir toplama tiiptine aktarildi, tizerine 500 pl wash buffer eklendi ve
14.000 rpm’de 30 sn.ye santrifiij edildi.

4. Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarildi, tizerine 300 ul wash buffer eklendi ve
14.000 rpm’de 30 sn.ye santrifiij edildi.

5. Filtre yeni bir toplama tiipline aktarildi ve 14.000 rpm’de 1 dk. santrifij
edildi.

6. Filtre yeni bir kapakli ependorf tiipe aktarildi, filtrenin tam ortasina gelecek
sekilde 50 ul DNAse-RNAse igermeyen su eklendi, oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildi
ve 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Iginde total pure RNA bulunan tiip icerigi, calismanin ilerleyen asamalarinda

kolaylik saglamasi agisindan 96 kuyuluk piko plak igerisine alindi ve -80°C’de saklandi.
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3.3.2. Primerlerin Hazirlanmasi
Liyofilize olarak temin edilen PRAME ve ACTB (QuantiTect, Qiagen)
primerleri iiretici firmanin talimatlarina gore gerekli miktarda Tris-EDTA (TE) tamponu

ile sulandirildi, vortekslendi ve kisaca santrifiij edildikten sonra -20°C’de saklandi.

3.3.3. Pure Total RNA’dan Komplementer DNA (¢cDNA) Elde Edilmesi

c¢DNA Sentez Asamasi: Elde edilen RNA’lar1 komplamenter DNA’ya ¢evirmek
icin miScript RT kiti (Qiagen) kullanildi. Kit igerigini miScript RT Buffer (5X),
miScript reverse transcriptase mix, RNAse icermeyen su olusturmaktadir. Kullanima
baslamadan 6nce biitlin soliisyonlar ve RNA 6rnekleri buz iizerinde tutularak erimeye
birakildi.

cDNA sentezinde 90 Ornek i¢in Olii hacimler hesaplanarak cDNA karisimi
hazirlandi. Karigimda 6rnek basina 1pul MiScript RT Buffer (5X) ve 0.25 pl MiScript
Reverse Transcriptase Mix 16 kanalli otomatik pipet yardimi ile 96 kuyuluk piko plak’a
her kuyuda 1.25 pl olacak sekilde dagitildi. Karisim iizerine 3.75 pl RNA 6rnegi yine
16 kanalli otomatik pipet yardimi ile dagitildi, boylece reaksiyon final hacmi 5 pl
olacak sekilde hazirlandi. Plak yapiskan film ile kapatilarak plak karistiricida 3000
rpm’de 3 dk. karistirildi, kisaca plak santrifiijiinde santrifiij edildi ve Thermo PikoReal
96 Real-Time PCR System (Thermo Scientific) cihazinda asagidaki 1s1 dongiilerine
maruz birakildu.

37°C’de 60 dakika

95°C’de 5 dakika

Bu asamanin tamamlanmasi ile ¢cDNA sentezi tamamlandi ve Ornekler bir
sonraki adim i¢in -20’de muhafaza edildi.

Pre-amplifikasyon Asamasi: Preamplifikasyon karisimi 90 Ornek icin oli
hacimler hesaplanarak hazirlandi. Asagidaki karisim hazirlanarak 16 kanalli otomatik
pipet yardimi ile 96 kuyuluk piko plak’a her kuyuda 3.75 pl olacak sekilde dagitildi.
Karigimin tizerine 1.25 pl cDNA eklenerek reaksiyon final hacmi 5 pl olarak ayarlandi.
Plak yapiskan film ile kapatildi, 3000 rpm’de 3 dakika plak karistiricida karistirilds,
kisaca plak santrifiijiinde santrifiij edildi ve PikoReal 96 Real-Time PCR System
(Thermo Scientific) cihazinda asagidaki 1s1 dongiilerine maruz birakildi. Primer pool

ACTB ve PRAME primerlerinin 0.2X konsantrasyonda hazirlanmast ile elde edildi.

63



Tagman Preamp Mater Mix (Applied Biosystems) 300.00 pul
Primer Pool (ACTB ve PRAME) 150.00 pl

TOPLAM 450,00 pul
95°C’de 10 dakika

95°C’de 15 saniye

14 dongii

60°C’de 4 dakika

Bu agsamanin sona ermesi ile preamplifikasyon asamasi tamamlandi ve ornekler
bir sonraki adim i¢in -20’de muhafaza edildi.

Eksonukleaz Asamasi: Preamplifikasyon firlinlerinin primer dimerlerinden
arindirilmasi i¢in uygulanan bu asamada Biolabs Exonuclease Kit (Biolabs, #M0293L)
kullanildi. Kit igerigini Exonuclease I Reaction Buffer ve Exonuclease I Enzim
olusturmaktadir. Exonuclease karistmi 90 ornek ig¢in oOlii hacimler hesaplanarak
hazirlandi. Karigimda Ornek basina 0.2 pl Exonuclease I Reaction Buffer, 0.4 pl
Exonuclease I Enzim ve 1.4 ul DNAse-RNAse icermeyen su kullanilarak hazirlandi ve
16 kanali otomatik pipet yardimi ile igerisinde 5 pl preamplifiye cDNA’lar bulunan
plak’a 2 pl dagitilarak reaksiyon final hacmi 7 pl olacak sekilde hazirlandi. Piko plak
yapiskan film ile kapatildi, 3000 rpm’de 3 dakika plak karistiricida karistirildi, kisaca
plak santrifiijiinde santrifiij edildi ve PikoReal 96 Real-Time PCR System (Thermo
Scientific) cihazinda asagidaki 1s1 dongiilerine maruz birakildi.

37°C’de 30 dakika

80°C’de 15 dakika

Bu asamanin da tamamlanmasi ile 6rnekler 1:5 oraninda TE ile diliiye edildi ve

gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in Real-Time PCR islemine gegildi.

3.34. PRAME ve ACTB Gen Ekspresyonlarmmin Real-Time PCR ile
Belirlenmesi

Gen ekspresyonu asamasinda Fast EvaGreen qPCR Master Mix (Biotium,
31003-1) kullanildi. Kit igerigi 2X master mix ve 10X ROX reference dye
olusturmaktadir. Real-Time PCR i¢in master mix karisimi 90 6rnek igin 6lii hacimler
hesaplanarak hazirlandi. Karigtmda her 6rnek i¢in 2.5 pl master mix, 0.25 pl primer,

0.25 pl DNAse-RNAse icermeyen su 16 kanalli otomatik pipet yardimi ile 96’11k piko
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plak’a her kuyuda 3ul olacak sekilde dagitildi. Karisima 2 pl 1:5 diliiye preamplifiye
cDNA ornekleri yine 16 kanalli otomatik pipet yardimi ile dagitilarak final hacim 5 pl
olacak sekilde hazirlandi. Piko plak yapiskan film ile kapatildi, 3000 rpm’de 3 dakika
plak karistiricida karistirildi, kisaca plak santrifiijiinde santrifiij edildi ve PikoReal 96
Real-Time PCR System (Thermo Scientific) cihazinda gen ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi i¢in agagidaki 1s1 dongiilerine maruz birakildi.

95°C’de 2 dakika

95°C’de 15 saniye

45 dongl
60°C’de 30 saniye
60°C- 95°C } Melting curve

Melting curve asamasinda her 0.2 °C’lik 1s1 artis1 igin gegen siire 1 saniyedir.
Dolayisti ile 60°C’den 95 °C’ye kadar 1sinin ¢ikisi i¢in gegen siire yaklasik 3 dakikadir.

Melting curve analizi ile amplikonun Tm (temperature of melting) derecesi
saptanabilir. Amplifikasyon sonrasi ¢ogaltilan her DNA {iriiniiniin i¢erdigi baz tiirline ve
uzunluguna bagli Tm derecesi vardir. Tm, ¢ift zincir DNA’nin %50’sinin tek zincir hale
gelmesi i¢in gerekli sicakliktir. Amplifikasyon sirasinda ¢ift zincir DNA’ya baglanan
boyalarin florosan siddeti artacaktir. Melting curve sirasinda sicaklik yavas yavas
yiikseltilir, artan sicakliga bagli olarak ¢ift sarmal zincirler ayrilmaya baslar ve
florosans 151ma miktarinda azalma olur. Bu asamada belirli araliklarla tiipteki floresans
miktar1 Ol¢iiliir. Klinik 6rnege ait Tm derecesi, kullanilan pozitif kontrol ile
kiyaslanarak sonucun dogrulugu arastirilir.

Bu islem hem PRAME hem de ACTB primerleri i¢in iki kez tekrarlanmistir.
Calismada kullanilan 1s1 dongiileri Fast EvaGreen qPCR master mix kit igerigindeki

talimat ve Quantitect primerlerin 6zelliklerine gore belirlenmistir.

3.4. Istatistiksel Metod

Verilerin normal dagilima uygunlugu test edilmis, normal dagilim gosteren
stirekli degiskenlerin analizinde bagimsiz gruplarda t testi, normal dagilim gostermeyen
siirekli degiskenlerin analizinde ise Mann Whitney U testi kullanilmistir. Kategorik

degiskenlerin analizinde ise Ki-kare testi kullanilmistir. Sagkalim analizlerinde Kaplan-
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Meier yontemi, log rank testi ve c¢oklu karsilastirmalarda cox regresyon analizi
kullanilmistir. Sonuglar ortalama+tstandart sapma veya ortalama+SS (Standart Sapma),
medyan (Alt Sinir-AS ve Ust Siir-US), n ve yiizde olarak ifade edilmistir. p degerinin
<0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir. Verilerin istatistiksel

analizinde SPSS 16.0 paket programi kullanildi.
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5. BULGULAR

Calismaya, toplam 110 hasta alinmistir. Hastalarin 55’1 erkek ve 55 kadin, yas
ortalamasi 35,92+13,67, ortanca degeri 34 (alt-iist:15-71) idi (tablo 10). Hastalarin 79’u
(% 71,8) 45 yas altt ve 31’1 45 yas dstindeydi. Histolojik sub gruplar
degerlendirildiginde hastalarin 12(% 10,9)’nun subtipi belirlenemedi. Klasik tip HL
olgular1 arasinda 46 olguda NS (% 41,8) ve 44 olguda MS tip HL (% 40) saptandi.
Diger histolojik tipler sikliklarina gére 2 olguda (% 1,8) LF, 1 olguda (% 0,9) LZ HL
subtipi saptandi. Toplam 5 olguda (% 4,5) NLP HL saptandi.

Hastalarin biiylik ¢ogunlugunda (57(% 55,9) olguda) diyafragmanin istiindeki
alan tutulmustu, Hastalarin 35’inde (% 34,3) olguda diyafragma alt1 ve {istii tutulmustu,
10(% 9,8) olguda ise sadece diyafragma alt1 tutulmustu. 8 olguda diyafragmaya goére
lokalizasyon saptanamadi. Hastalarin dosya bilgilerinden alinan anamnez bulgularina
gore 110 hastanin B semptomu olup olmadigi degerlendirildi ve buna gore hastalarin
74 {iniin (% 67,3) B semptomu varken 33 olguda B semptomu yoktu.

Laboratuvar Verileri: Hastalarin biiylik ¢ogunlugunda (103(% 93,6)) lokositoz
(> 15.000/mm®) yoktu. Lokosit ortalamasi 8871 4112, ortanca degeri 8555(1770-
29400) idi. 28 (% 25,5) hastada anemi (Hb < 10,5 g/dl), 12(% 10,9) hastada
lenfositopeni (beyaz kiirenin % 8’den azi veya < 600/mm®), 43(% 39,1) hastada
hipoalbuminemi (< 4 g/dl) saptandi. Hemoglobin ortalamasi 11,8+ 2,06, ortanca degeri
11,9(8,0-16,0), Lenfosit ortalamasi 1598+ 605, ortanca degeri 1680(220-3000),
Albumin ortalamas1 4,05+ 0,67, ortanca degeri 4,10 (1,60-5,30) saptandi. Hastalarin
47’sinin (% 42,7) sedimantasyonu >50 ve tizerinde saptandi. Sedimantasyon ortalamasi
44,4+ 28,5, ortanca degeri 38,6(2,00-123,0) idi. Beta 2 mikroglobulin toplam 75 hastada
saptanabildi ve 29 (% 38,7) hastada normalin tstiindeydi.

Hastalarin evrelerine bakildiginda 10°u (% 9,1) evre 1, 54’1 (% 49,1) evre 2,
31’1 (% 28,2) evre 3, 15’1 (% 13,6) evre 4 olarak degerlendirildi (tablo 11). Toplam 10
lenf nodu bolgesine gore her hasta i¢in tutulan lenf nodu sayis1 102 olguda saptanabildi
ve lenf nodu tutulum ortalamasi 3,06+ 1,38, ortancast 3 (min/max:1/6) idi. Buna gore
tek, iki, ti¢, dort, bes, alt1 ve iistii nodal alan tutulumlarina gére sirasiyla hasta say1 ve
yiizdeleri 9(% 8,8), 34(% 33,3), 25(% 24,5), 17(% 16,7), 7(% 6,9), 10(% 9,8) olarak

belirlendi.
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Tablo 10. Demografik, Klinik, Laboratuar Verileri (n:110)

N(%)
Cinsiyet Kadin 55(50,0)
Erkek 55(50,0)
Yas <45 79(71,8)
>45 31(28,2)
Yas* Ort£SS 35,9+ 13,7
(AS-US) 34,0 (15,0-71,0)
Subtip Noduler Lenfosit Predominat 5(4,5)
Klasik
Noduler Sklerozan 46(41,9)
Miks Selliiler 44(40,0)
Lenfosit Fakir 2(1,8)
Lenfosit Zengin 1(0,9)
Tiplendirilemeyen 12(10,9)
Lokalizasyon (n:102) Diyafragma Alti 10(9,8)
Diyafragma Ustii 57(55,9)
Diyafragma Alt1 ve Ustii 35(34,3)
B semptom Var 74(67.3)
Yok 36(32,7)
Lokosit <15000-mm? 103(93,6)
>15000-mm° 7(6,4)
Lokosit* Ort+SS 8871+ 4112
Ortanca ( AS-US) 8555(1770-29400)
Hemoglobin <10,5g-dl 28(25,5)
>10,5g-dI 82(74,5)
Hemoglobin* Ort+SS 11,8+ 2,06
Ortanca ( AS-US) 11,9 (8,0-16,0)
Lenfosit <600 mm’ 12(10,9)
>600 mm® 98(89,1)
Lenfosit* Ort+SS 1598+ 605
Ortanca ( AS-US) 1680(220-3000)
Albumin <4g-dI 43(39,1)
>4g-dl 67(60,9)
Albumin* Ort+SS 4,05+ 0,67
Ortanca ( AS-US) 4,10 (1,60-5,30)
Sedimantasyon <50 63(57,3)
>50 47(42,7)
Sedimantasyon* Ort+SS 44,4+ 285
Ortanca ( AS-US) 38,6 (2,00-123,0)
B2mikroglobulin Yiiksek 29(38,7)
Normal 46(61,3)

* veriler Ortalama+SS ve Medyan ( AS-US) olarak gosterilmistir (Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma,
AS: Alt Sinir, US: Ust Sinir)

Tutulan alan sayisina gore 2 gruba ayrilan hastalarin ¢ogunlugu tutulan lenf
nodu sayisi 3 ve altinda nod varligir 68(% 66,7) olguda saptanirken 4 ve iizerinde nod
tutulumu olan hasta sayis1 34(% 33,3) idi. Mediyastinal tutulum degerlendirildiginde 57
(% 51,8) hastada mediyastinal tutulum varken 53 hastada mediyastinal tutulum yoktu.

Hastalar mediyastinal Kkitleleri, mediyastinal kitle oranina (kitlenin maksimum
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cap1/maksimum intratorasik ¢api) gore >0,33 ve <0,33 olarak ayrildiginda 12 (% 10,9)
hastanin kitlesi toraks ¢apinin ligte birinden fazla iken 45 (%40,9) olguda mediyastinal
kitle toraks ¢apinin {igte birinden daha biiyiik idi. Sadece 2 olguda (% 1,8) 10 cm ve
iistiinde yiiksek tiimor yiikii mevcuttu. Ekstranodal hastalik degerlendirildiginde 22(%
20) olguda ekstranodal tutulum mevcutken, 88 olguda ekstranodal tutulum yoktu. En sik

tutulum yeri kemik iligi olarak saptandi.

Tablo 11. Klinik Verileri (n:110)

N(%0)
Evre | 10(9,1)
I 54(49,1)
i 31(28,2)
v 15(13,6)
Tutulan alan sayisi 1-3 68(66,7)
(n:102)
>4 34(33,3)
Tutulan alan sayisi Ort+SS 3,06+ 1,38
(n:102)* Ortanca ( AS-US) 3,00 (1,00-6,00)
Mediyastinal Tutulum >0.33 12(10,9)
<0.33 45(40,9)
Yok 53(48,2)
Mediyastinal Tutulum Var 57(51,8)
Yok 53(48,2)
Bulky Var 2(1,8)
Yok 108(98,2)
Ekstranodal Tutulum Var 22(20)
Yok 88(80)
Risk grubu Evre I-11 iyi 39(35,5)
Evre I-II kotii 31(28,2)
Evre -1V 40(36,3)
IPS 1-3 97(88,2)
>4 13(11,8)
IPS* Ort+SS 1,72+ 1,39
Medyan ( AS-US) 1 (0-6)
Radyoterapi Hayir 47(46,5)
Evet 54(53,5)
Niiks Hayir 74(67,3)
Evet 36(32,7)
Yamt sekli Tam 78(70,9)
Kismi 23(29,1)
Son durum Olmiis 18((16,4)
Yasiyor 75(68,1)
Bilinmiyor 17(155)

* veriler Ortalama=SS ve Medyan (AS-US) olarak gosterilmistir (Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma,
AS: Alt Sinir, US: Ust Sinir)
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Risk gruplarina gore 3 gruba ayrilan hastalarin, 39’u (% 35,5) evre I-1l olumlu
risk grubunda iken, 31’1 (% 28,2) evre I-1l1 olumsuz risk grubunda, 40’1 (% 36,4) ileri
evrede olgulardi. IPS skorlamasina gore hastalarin IPS ortalamasi 1,72+ 1,39, median
degeri 1(min/max:0/6) idi. IPS skorlarina gére hastalarin 97’sinde (% 88,2) IPS 3
altinda iken 13’iinde (% 11,8) 4 ve fazla risk faktorii vardi.

Toplam 107 (% 97,3) hastanin tedavi detayr saptanabildi. Buna gore tanidan
sonra ilk basamak tedavi olarak 103 hasta (% 96,3) ABVD protokokii aldi, 1 hasta (%
0,9) sadece RT, 1 hasta (% 0,9) COPP-ABVD aldi, bir hastanin (% 0,9) ise higbir
tedaviyi almadigi veya kabul etmedigi anlasildi. Geriye kalan 3 hastanin (% 2,7)
tedavisi ile ilgili bilgiye ulasilamadi. Relaps sonrasi ikinci basamakta 38 hastaya (% 38)
KT verildi. En cok DHAP 25 hasta (% 65,8) aldig1 anlasildi. Bundan baska sirayla
ABVD 9 hasta (% 21,1), Ifosfamid-Carboplatin-Etoposid (ICE) 3 hasta (% 7,9),
Gemcitabin+Cisplatin ve MOOP protokolleri igin birer hasta (% 2,6) olmak iizere
siralandi. Toplam 21 hastaya 3. Basamak (% 21,4) KT verildi. Uciincii basamakta en
¢ok Gemcitabin + Vinorelbin protokolii 8 hastaya (%38) verildi. 7 hastaya (% 33,2)
Deksametazon-Sitozin Arabinozid-Sisplatin (DHAP) protokolii verildi. Digerleri sirayla
hepsi 1 hasta (% 4,8) ICE, Gemcitabin + Cisplatin, Gemcitabint+ Doksorubicin,
Etoposid-SitozinArabinozid-Sisplatin-Salumedrol ~ (ESHAP),  Ifosfamid-idarubicin
Etoposide ve Gemcitabin+Oxaliplatin protokolerinden olugmaktaydi. Dordiincii
basamak tedavi olarak 10 (% 10,2) hastaya en ¢ok ICE protokolii verildi. Digerleri
sirayla Brentuximab, Gemcitabin + Cisplatin protokollerinden ikiser hasta (% 20),
Gemcitabin + Oxaliplatin, Gemcitabin + Vinorelbin, CCNU + Etoposide + Klorambusil
+ Prednizolon protokolerinden birer hastadan (% 10) olusmaktaydi. 101 olguda RT
durumu degerlendirildi. Buna goére hastalarin 54°i (% 53,5)’ti RT alirken, 47’si RT
almamigsti. Hastalarin kok hiicre transplantasyonu yapilmasi ile ilgili olarak 97 hasta
degerlendirilebildi. Hastalarin 10’nuna (% 10,3) kok hiicre transplantasyonu yapildi.

Hastalarin tedavi olarak aldigi KT’ler sonrasinda ilk relaps tarithi olarak
kaydedilmis olan hastalar niiks etmis hastalar olarak kabul edildiginde hastalarin
36’s1n1n (% 32,7) niiks oldugu, 74’linde ise niiks olmadig1 goriildii. Tiim hastalar yanit
durumlarina gore degerlendirildiginde 110 hastanin hepsi tam veya kismi yanit

vermistir. Hastalarin 78’inde (% 70,9)’i tam ve 32’sinde kismi yanit alinmistir. Yapilan
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detayli arastirma sonrasinda hastalarin 18’inin (% 16,4) 6ldigi saptandi, 17 (% 15,5)
olgunun son durumu hakkinda bilgi edinilemedi.

IHK olarak toplam 82 hastada PRAME degerlendirildi. Toplam 15 hastada
boyanma saptandi (tablo 12). 5 (% 6,1) hastada (++), 10 (% 12,2) hastada (+) boyanma
mevcuttu. Toplamda olgularin 15’inde (% 18,3) PRAME pozitif iken 67 (% 81,7)
olguda PRAME ekspresyonu saptanmadi. RT PCR yontemi ile 82 hastada PRAME
calisildi. 8 hastada (% 9,8) PRAME ekspresyonu saptandi. PRAME ekspresyonu ¢ok
hafif ekspresyondan normalin 244 kati kadar yiiksek ekspresyona kadar degismekteydi
(1,52-244,51 kat). RT-PCR ile PRAME pozitif saptanan olgularin 3’ii MS, 4’ii NS, 1’1
LF tip HL iken 1°i klasik tip siiflandirilamayan HL olarak degerlendirildi. IHK olarak
PRAME pozitif saptanan olgularin 4’ MS, 9’u NS, 1°i NLP, 1’i LF tip HL olarak
degerlendirildi.

Tablo 12. IHK ve RT-PCR ile PRAME Bakilan Olgularla flgili Sonuclar

N (%)
PRAME IHK Negatif 67(81,7)
(+) 10(12,2)
(++) 5(6,1)
Negatif 67(81,7)
Pozitif 15(18,3)
PRAME RT-PCR Negatif 74(90,2)
Pozitif 8(9,8)

Toplam 110 hasta igin yapilan hastaliksiz sagkalim (HSK) analizinde, cinsiyete
gore kadinlarda HSK daha uzun goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(tablo 13). Hastalar 45 yas sinirina gore gruplandirildiginda 45 yas {istii hastalarda HSK
daha kisa bulundu ve bu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:0,0001). B semptomu
olan hastalarin HKS’lar1, B semptomu olmayanlara gore daha uzun saptandu ise de fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Sedimantasyon hiz1 50’den yiiksek olan grupta HSK daha uzun saptansa da
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Aymi sekilde Beta 2 mikroglobulin
normalden yiiksek olan hastalarda HSK Beta 2 mikroglobulin normal olan hastalardan
daha kisaydi fakat fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Hastalarin evreleri

yiikseldikce HSK’lar1 kisa bulundu ve fark anlamli bulundu (p:0,009). Diger yandan
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tutulan lenf nodu alanlarinin sayis1 1-3 olan hastalarin HSK’lar1 4 ve iizerinde lenf nodu
tutulumlari olanlardan daha uzun olmasina karsin anlamli fark bulunmadi. Mediyastinal
tutulum olan hastalarin HSK’lar1, mediyastinal Kitlesi olmayanlara gore daha diisiik
saptansa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Buna karsin tani aninda
ekstranodal tutulumu olan vakalarin HSK’lar1, olmayan hastalara gére daha kisaydi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,020).

Tablo 13. Hastaliksiz Sagakalim Verileri (n:110)

Toplamn Olay Ortalama Ortanca p*
N**
Cinsiyet erkek 55 11 102 120
kadmn 55 7 140 155 0,121
Yas <45 79 6 146 155
>45 31 12 73 47 0,0001
B semptom var 74 12 132 -
yok 36 6 130 155 0,931
Sedimantasyon/saat <50 63 7 122 -
>50 47 11 123 155 0,249
B2mikroglobulin >N
(n:75) 29 5 109 .
N 46 5 157 - 0,171
Evre | 10 1 133 -
I 54 4 135 155
" 31 6 131 -. 0,009
v 15 7 75 47
Tutulan alan (n:102) 1-3 68 8 130 155
>4 34 8 117 - 0,186
Mediyastinal Tutulum  var 57 11 118 155
yok 53 7 138 - 0,402
Ekstranodal Tutulum  var 22 7 90 -
yok 88 11 137 155 0,020
Risk grubu Evrel-11 iyi 39 2 138 -
Evre I-11 0,005
koti 31 3 147 -
Evre HI-IV 40 13 98 155
IPS 0 17 2 152 155
1 42 4 129 -
2 28 2 115 120 0,0001
3 10 1 52 -
4 6 4 12 18
5 7 5 54 28
IPS 1-3 97 9 142 155
>4 13 9 40 19 0,0001
Niiks hayir 74 6 153 155
evet 36 12 82 97 0,0002
Relaps siiresi (n:36) <12ay 10 3 6 -
>12ay 26 9 101 120 0,0009
Hastalhiksiz 110 18 129 155
Sagkalim

*Log Rank test ** realaps siiresi i¢in olay saysi n:12, B2mikroglubulin i¢in olay sayisi n: 10, tutulan alan
sayl1s1 i¢in olay sayis1 n:16
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Hastalar risk gruplarina gore 3 grup olarak ayrildiginda evre I-11 olumlu risk
grubu ile evre I-1I olumsuz risk grubu arasinda bekelenenlerin tersine HSK’da bir artma
var gibi goriinsede evre III-IV veya evre IIB ve ilave olarak biiylik mediyastinal
kitlesinin olmasit veya ekstranodal tutulumun oldugu vakalardan olusan III. risk
grubunda HSK diger 2 gruba gore diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p:0,005). Onemli olarak IPS skoru attikca HSK azalmakta idi ve fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:0,0001). Daha 6énemli olarak da olgular IPS skoru
3 ve az olanlarla 4 ve ilizerinde risk faktorii olanlar kiyaslandiginda HSK farki daha
belirgin hale gelmekteydi. 1-3 risk faktorii olan hastalarda HSK ortalama 142 ay iken 4
ve lizerinde olan grupta ise 40 ay olarak saptandi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p:0,0001).

Hastalarin ilk tedavisinden sonra niiks olup olmamasma gore ayirdigimiz
gruplarda, niikks olan hastalarda HSK, niiks olmayanlara gore belirgin azdi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,0002). Hastalarin 12 aydan kisa relaps
stiresi olanlarda, 12 aydan daha uzun siirede relaps olanlara gére HSK’lar1 daha kisaydi
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,0009).

Toplam 110 hasta i¢in yapilan genel sagkalim (GSK) analizinde, cinsiyete gore
kadinlarda GKS daha uzun goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (tablo
14). 45 yas istii hastalarda GSK azalmaktaydi ve bu fark IPS gibi istatistiksel olarak
anlamli bulundu. (p:0,0001). Diyafragma lokalizasyonuna goére diyafragma altinda
lokalize olan olgularin GSK’s1 en disiik, diyafragma istinde lokalize olanlarin
GSK’smin en yiiksek oldugu goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. B
semptomu olan hastalarda GSK’lar1, B semptomu olmayanlara gére daha kisa saptandi
fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Sedimantasyon hizi 50 ve tizerinde olan grupta GSK, 50°den az olan gruba goére
daha yiiksek goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmada.

Hastalarin evresi ilerledikge GSK azalmis bulundu ve fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p:0,004). Tutulan lenf nodu alanlarinin sayisina goére 1-3 lenf nodu
bolgesi tutulanlarin GSK’lar1, 4 ve tizerinde lenf nodu tutulumlari olanlardan daha uzun
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Mediyastinal tutulum olan
hastalarin beklenenlerin tersine GSK’lari, mediyastinal Kitlesi olmayanlara gore daha

yilksek saptandi fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Tani aninda
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ekstranodal tutulum olan vakalarin GSK’lari, olmayan hastalara gore daha kisa idi ve

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,031).

Tablo 14. Genel Sagakalim Verileri (n:110)

Toplam Olay Ortalama  Ortanca p*
n N**
Cinsiyet erkek 55 11 108 124
kadin 55 7 161 198 0,068
Yas <45 79 6 169 198
>45 31 12 81 80 0,0001
Lokalizasyon Diyafragma 10 1 124 124
(n:102) Alt1
Diyafragma 57 8 145 129 0,680
Ustii
Diyafragma 35 7 137 -
alt1 ve st
B semptom var 74 12 140 -
yok 36 6 147 198 0,935
Sedimantasyon/saat <50 63 7 126 129
>50 47 11 149 198 0,335
Evre I 10 1 137 -
I 54 4 161 198
1| 31 6 138 -. 0,004
v 15 7 82 80
Tutulan alan (n:102) 1-3 68 8 145 129
>4 34 8 125 - 0,138
Medistinal Tutulum var 57 11 148 198
yok 53 7 144 - 0,530
Ektranodal Tutulum  var 22 7 98 -
yok 88 11 159 198 0,031
Risk grubu Evre I-1 1iyi 39 2 143 -
Evre I-1I kotii 31 3 153 - 0,019
Evre 111-1V 40 13 123 129
IPS 0 17 2 182 198
1 42 4 132 -
2 28 2 119 124 0,0001
3 10 1 115 -
4 6 4 38 25
5 7 5 65 49
IPS 1-3 97 9 165 198
>4 13 9 55 25 0,0001
Niiks hayir 74 6 182 198
evet 36 12 104 124 0,007
Relaps siiresi (n:36) <l2ay 10 3 106 129
>12ay 26 9 138 124 0,519
Toplam Sagkalim 110 18 150 198

*Log Rank test ** relaps siiresi i¢in olay saysi n:12, lokalizasyon ve tutulan alan sayisi i¢in olay sayisi n:16

Hastalar1 risk gruplarina gére ayirdigimiz 3 grup ig¢in GSK, evre I-11 olumlu risk

grubu ile evre I-II olumsuz risk grubu arasinda bekelenenlerin tersine GSK olumsuz
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grupta biraz daha uzun idi. Evre I1I-1V veya evre 2B ve ¢k olarak biiyiik mediyastinal
Kitlesinin olmasi veya ekstranodal tutulumun oldugu ileri evre grubunda GSK diger 2
gruba gore daha kisa idi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,019). IPS’e
gore skor attikga GSK azalmis olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p:0,0001). Ayrica IPS’e gore olgular gruplandiginda 1-3 risk faktorii olan
olgularda GSK 4 ve daha fazla risk faktorii olan olgulara gore cok daha énemli sekilde
uzun bulundu. 165 aya kars1 55 ay olarak saptandi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p:0,0001).

Hastalarin ilk tedavisinden sonra niiks olup olmamasma gore ayirdigimiz
gruplarda, niiks olan hastalarda GSK, niiks olmayanlara gore belirgin kisaydi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,007). Hastalarin relapsi 12 aydan kisa
stirede olmussa GSK relapst bir yildan daha sonra olanlara gore kisa idi fakat
istatistiksel olarak anlaml: fark bulunmadi.

Genel degerlendirme i¢in 110 olgunun verileri yeterli idi ancak patolojik
degerlendirme i¢in uygunlugu goézden gecirildiginde (Orneklere patoloji arsivinde
ulagilamamasi, daha Onceki degerlendirmeler nedeni ile dokunun kiigiilmesi-bitmesi-
doku fiksasyon hatalar1, vs) olgularin 82’sinin doku Ornekleri PRAME analizi igin
yeterli bulundu. PRAME analizi IHK ve RT-PCR yontemleri ile yapildi. IHK ile
olgularin 15’inde RT-PCR ile 8’inde PRAME ekspresyonu saptandi.

IHK olarak PRAME analizi yapilan 82 olgunun yas dagilimlar incelendiginde
PRAME pozitif grubun yas ortalamasi farkli bulunmadi (tablo15). Laboratuvar verileri
degerlendirildiginde PRAME pozitif grubun Lokosit, Lenfosit, Aloumin ve Hemoglobin
ortalama degerleri negatif gruba gore daha yiiksekti fakat Hemoglobin haricindekilerde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p:0,011). Sedimantasyon ortalamasi igin
PRAME pozitif olgularda daha diisiik saptandi1 fakat istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Klinik olarak ise tutulan alan sayist ortalamasi pozitif boyananlarda daha
yiiksek, IPS ortalamasi ise daha diisiiktii fakat her ikisinde de istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadu.

RT-PCR olarak bu 82 hastanin yas dagilimlarinda RT-PCR pozitif grubun
negatif gruba gore kiigiik bir ortalama yas ustiinliigii vardi fakat istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (tablo 16). Laboratuvar degerlerine goére pozitif grubun Lokosit,

Lenfosit ve sedimantasyon ortalama degerleri negatif gruba gore daha yliksekti fakat
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istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Hemoglobin ve Albumin ortalamasi i¢in
pozitif boyananlarda daha diisiik saptandi fakat istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Klinik olarak ise tutulan alan sayis1 ve IPS ortalamasi pozitif boyananlarda

daha yiiksekti fakat her ikisinde de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Tablo 15. IHK ile PRAME Calisilan 82 Olguda Demografik ve Klinik Veriler

Ortanca Alt -Ust OrtalamaSS P
Yas negatif 33 15-71 35,2+14,1 0,952
pozitif 32 19-69 36,0+15,5
Toplam 33 15-71 35,3+14,3
Lokosit /mm® Negatif 8800 1770-18200 8553+3615 0,881
Pozitif 8300 4000-29400 9662+6110
Toplam 8745 1770-29400 8756+4158
Hemoglobin g/dl Negatif 11.8 8-16 11,5+1,96 0,011
Pozitif 12.9 9-16 13,1+2,10
Toplam 12 8-16 11,8+2,07
Lenfosit/mm?® Negatif 1650 220-2800 15424658 0,986
Pozitif 1600 1100-2300 1598+378
Toplam 1630 220-2800 1552+615
Albumin g/dI Negatif 4,10 1,60-5,30 4,01+0,65 0,460
Pozitif 4,20 3.10-5.10 4,19+0,58
Toplam 4,10 1,60-5,30 4,04+0,64
Sedimantasyon/saat Negatif 40,75 2-123 46,8+29,9 0,115
Pozitif 31 2-88 32,7+23,1
Toplam 39,25 2-123 4424292
Tutulan alan sayis1 (n:76) Negatif 3 1-6 3,11+1,32 0,816
Pozitif 3 1-6 3,40+1,80
Toplam 3 1-6 3,16£1,41
IPS Negatif 1 0-6 1,78+1,45 0,828
Pozitif 2 0-5 1,60+1,29
Toplam 1 0-6 1,74+1,42

IHK ile PRAME erkeklerde kadinlardan daha fazla saptandi (% 23,3 karst %
12,8). Buna karsin RT-PCR ile PRAME ekspresyonu kadin ve erkeklerde benzer oranda
saptand1 (E/K 4/4). Ancak her iki degerlendirmede de istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmad (tablo 17). IHK olarak 45 yas alt1 ve iistii hastalarda PRAME ekspresyonu
benzer idi (<45/>45 %18 karst % 19). Buna karsi RT-PCR ile saptanan PRAME
ekspresyonu 45 yas ve tizerinde daha fazla idi (<45/>45 %6,6/19). Her iki kiyaslamada
da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Diyafragma alt1 ve iistii tutulumu olan
hastalarda, PRAME ekspresyonu IHK ile saptanan PRAME pozitifliginde daha fazla
iken (% 26,9) RT-PCR ile saptanan PRAME diyafragma alt1 tutulumu olan hastalarda
daha yiiksek bulundu ( % 16,7) ancak bunlar istatistiksel olarak farkli bulunmadi. IHK
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olarak B semptom varligi PRAME ekspresyonu olan olgularda hem IHK hem RT-PCR
ile PRAME pozitif olgularda daha fazla oranda saptandi (Sirasi ile % 19,6 karst % 15,4
ve % 12,5/3,8). Ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Tablo 16. RT-PCR ile PRAME Calisilan 82 Olguda Demografik ve Klinik Veriler

Ortanca Alt-Ust Ortalama+SS p
Yas Negatif 32 15-71 34,4+13.9 0,077
Pozitif 43 20-69 44,3+15,7
Toplam 33 15-71 35,3£14,3
Lokosit /mm® Negatif 8550 1770-18200  8409+3543 0,128
Pozitif 9826 4700-29400  11961+7488
Toplam 8745 1770-29400 8756+4158
Hemoglobin g/dI Negatif 12 8-16 11,8+2,11 0,622
Pozitif 114 9-15 11,5+1,71
Toplam 12 8-16 11,842,07
Lenfosit/mm?® Negatif 1640 220-2800 15371614 0,584
Pozitif 1630 581-2800 1697+645
Toplam 1630 220-2800 15524615
Albumin g/dI Negatif 411 1.60-5.30 4,04+0,66 0,833
Pozitif 4,00 3.60-4.70 4,07+0,38
Toplam 4,10 1,60-5,30 4,04+0,64
Sedimantasyon/saat Negatif 38 2-123 43,5+£29,9 0,238
Pozitif 495 19-88 51.0+21.7
Toplam 39,25 2-123 44,2+29.2
Tutulan alan sayis1 (n:76)  Negatif 3 1-6 3,15+1,36 1,000
Pozitif 2,75 1-6 3,31+1,90
Toplam 3 1-6 3,16+1,41
IPS Negatif 1 0-6 1,65+1,36 0,077
Pozitif 2,5 0-5 2,63+1,68
Toplam 1 0-6 1,74+1,42

IHK olarak Lokositoz olmasi, Hemoglobinin 10,5 mg/dlI’den fazla olmasi,
Lenfosit sayisinin 600 mm®den fazla olmasi, Albuminin 4 g/dI’den fazla olmasi,
Sedimantasyon hizinin 50/saat’ten az olmasi, Beta2 mikroglobulinin normal degerin
tizerinde olmasi, bunlara karsilik gelen gruplar ile kiyaslandiginda daha yiiksek PRAME
ekspresyonu gosterdi fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. RT-PCR olarak
lokositoz olmasi, anemi ve hipoalbuminemi, yiiksek sedimantasyon hizi bunlara karsilik
gelen gruplarla kiyaslandiginda daha yiikksek PRAME ekspresyonu gosterdi fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Evrelere gore kiyaslandiginda IHK ile saptanan PRAME en fazla evre llI
hastalikta saptand1 (% 25), fakat evre 4’de boyanma oran1 % 9,1’di. RT-PCR ile
PRAME pozitifligi en fazla evre IV hastalikta saptandi (% 18,2) ancak evreler arasinda

77



PRAME pozitifligi farkli degildi. IHK olarak 4 ve daha fazla lenf nodu tutulumu olan

hastalarda PRAME pozitifligi, 1-3 lenf nodu tutulan alan1 olan hastalara gére daha fazla
saptandi (% 21,4 kars1 % 18,8).

Tablo 17. PRAME IHK ve RT-PCR Verileri ile Hasta Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Prame IHK Prame RT-PCR
Negatif Positif p Negatif Positif P
N n(%) n n(%)
Cinsiyet Kadm 34 5(12,8) 0,175 35 4(10,3) 0,587
erkek 33 10(23,3) 39 4(9,3)
Yas <45 50 11(18) 0,575 57 4(6,6) 0,111
>45 17 4(19) 17 4(19)
Lokalizasyon (n:76) zlii?/afragma 5 1(16,7) 0,525 5 1(16,7) 0,790
Diyafragma
st 37 7(15,9) 40 409,1)
Diyafragma
aly1 ve fistii 19 7(26,9) 24 2(7,7)
B semptom yok 22 4(15,4) 0,765 25 1(3,8) 0,425
Var 45 11(19,6) 49 7(12,5)
Lokosit/mm?® <15000 63 14(18,2) 0,646 70 709,1) 0,410
>15000 4 1(20) 4 1(20)
Hemoglobin g/dl >10.5 49 13(21) 0,226 56 6(9,7) 0,629
<10.5 18 2(10) 18 2(10)
Lenfosit/mm?® >600 56 15(21,1) 0,092 64 7(9,9) 0,709
<600 11 0(0) 10 1(9,1)
Albumin g/dI >4 40 9(18,4) 0,983 45 4(8,2) 0,409
<4 27 6(18,2) 29 4(12,1)
Sedimantasyon/saat <50 37 10(21,3) 0,304 44 3(6,4) 0,206
>50 30 5(14,3) 30 5(14,3)
B2mikroglobulin (n:54) >N 17 6(26,1) 0,766 21 2(8,7) 0,488
N 24 7(22,6) 27 4(12,9)
Evre | 6 1(14,3) 0,697 7 0(0) 0,637
1 33 7(17,5) 36 4(10)
i 18 6(25) 22 2(8,3)
v 10 1(9,1) 9 2(18,2)
*Tutulan alan sayisi 1-3 39 9(18,8) 0,777 44 4(8,3) 0,513
(n:76)
>4 22 6(21,4) 25 3(10,7)
Mediyastinal Tutulum yok 33 5(13,2) 0,204 35 3(7,9) 0,442
Var 34 10(22,7) 39 5(11,4)
Ekstranodal Tutulum Yok 54 13(19,4) 0,449 62 5(7,5) 0,157
Var 13 2(13,3) 12 3(20)
Risk grubu Evre I-11 iyi 23 6(20,7) 0,743 28 1(3,4) 0,227
Evre I-I1 kot 20 3(13) 21 2(8,7)
Evre ll1-IV 24 6(20) 25 5(16,7)
IPS 1-3 59 14(19,2) 0,480 68 5(6,8) 0,039
>4 8 1(11,1) 6 3(33,3)
Niiks Hayir 43 11(20,4) 0,361 49 5(9,3) 0,558
Evet 24 4(14,3) 25 3(10,7)
Yanit sekli Tam 47 11(19) 0,539 53 5(8,6) 0,430
Kismi 20 4(16,7) 21 3(12,5)
Relaps siiresi (n:28) <I2ay 6 0(0) 0,470 6 0(0) 0,611
>12ay 19 3(13,6) 20 2(9,1)

* Tutulan alan THK 14 hastada, PCR i¢in 7 hastada pozitifti.
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Benzer sekilde RT-PCR ile PRAME pozitif olgularda 4 ve iistii lenf nodu tutulan
alani olan grupta daha yiiksek bir pozitiflik mevcuttu (>4 /1-3 % 8,3/10,7). Her iki
sonugta istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. IHK ile PRAME pozitif olgularda
mediyastinal tutulum daha fazla idi (% 22,7 kars1 % 13,2). Benzer sekilde RT-PCR ile
PRAME saptanan olgularda mediyastinal tutulumun daha fazla idi (tutulum olan
/olmayan % 11,4/7,9). Her iki sonugta istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
IHK ile PRAME saptananlarda ekstranodal tutulum olmamasi orani fazlayd: (% 19,4
kars1 % 13,3). Buna karsin RT-PCR ile PRAME saptanan olgularda ekstranodal tutulum
daha fazla idi (tutulum olan/olmayan % 20/7,5). Ancak farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi.

IHK ile PRAME saptanmasi risk gruplarmmda benzer bulundu. RT-PCR ile
PRAME saptanan olgularda ise yiiksek riskli gruplarda PRAME daha fazla eksprese
olmaktaydi (Grup 1/2/3: % 3,4/8,7/16,7). Ancak farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. IHK ile PPRAME saptanan olgularda IPS 1-3 olan hastalarda, 4 ve daha
fazla risk olan hastalardan daha fazla idi (%19,2 kars1 % 11,1). Buna kars1t RT-PCR ile
PRAME saptananlarda IPS daha yiiksek idi (>4/1-3 % 33,3/6,8) ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustu (p:0,039).

IHK ile PRAME saptananlarda niiks daha azdi buna karsin RT-PCR ile PRAME
saptananlarda niiks daha yiiksekti (niiks olan/olmayan % 10,7/9,3). Her iki sonugta
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. IHK ile PRAME saptananlarda tam yanit,
kismi yanitli hastalara gore daha fazlaydi (% 19 karst % 16,7). Buna karsin RT-PCR ile
PRAME saptananlarda kismi yanmit daha yiiksekti (kismi/tam % 12,5/8,6). Her iki
sonugta istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. IHK ile PRAME saptananlarda
relaps daha ge¢ idi (% 13,6 karst %0). Benzer sekilde RT-PCR ile PRAME
saptananlarda relaps daha geg idi(>12/ <12 % 9,1/0) fakat istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi. PRAME IHK ve PCR sonuglarinin karsilastirilmasi tablo 17°de
verilmistir.

PRAME caligilan 82 hasta i¢in yapilan HSK analizinde RT-PCR pozitifligi
saptanan hastalarin, negatif hastalara gore istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p:0,0005) (tablo 18). IHK ise pozitif boyanmanin, boyanmamaya gére HSK’da bir
avantaji olsa da (118 aya kars1 61 ay) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sekil-5
ve 6).
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Tablo 18. PRAME Calisilan Olgularda Hastaliksiz Sagakalim Verileri

Toplam n Olay Ortalama  Ortanca p*
N**
PCR ) 74 10 124 155 0,0005
(+) 8 4 40 20
IHK ) 67 12 118 155 0,800
+) 15 2 61 -
Cinsiyet erkek 43 9 100 120 0,132
kadin 39 5 128 155
Yas <45 61 5 135 155 0,0001
>45 21 9 37 47
B semptom var 56 10 106 120 0,467
yok 26 4 131 155
Sedimantasyon/saat <50 47 6 115 120 0,608
>50 35 8 115 155
B2mikroglobulin (n:54) >N 23 3 109 - 0,426
N 31 4 119 -
Evre | 7 1 127 - 0,007
1 40 2 136 155
1 24 5 107 -
v 11 6 72 47
Tutulan alan sayisi(n:76) 1-3 48 6 125 120 0,080
>4 28 7 92 97
Mediyastinal Tutulum  Var 44 9 113 155 0,500
Yok 38 5 118 120
Ekstranodal Tutulum Var 15 5 88 - 0,066
Yok 67 9 124 155
Risk grubu Evre I-Iliyi 29 2 135 - 0,050
Evre I-1I koti 23 2 114 120
Evre I1I-IV 30 10 96 97
IPS 0 13 2 136 155 0,0001
1 29 2 132 -
2 23 2 114 120
3 8 1 50 -
4 3 2 18 18
5 6 5 41 20
IPS 1-3 73 7 129 155 0,0001
>4 9 7 36 20
Niiks hayir 54 5 141 155 0,005
Evet 28 9 86 97
Yanit sekli Tam 58 8 86 97 0,905
kismi 24 6 119 155
Relaps siiresi(n:28) <l2ay 6 1 7 - 0,035
>12ay 22 8 102 120
Overall 82 14

*Log Rank test ** B2mikroglobulin i¢in olay sayist n:7, tutulan alan saysisi i¢in n:13,relaps siiresi i¢in olay say1st n:9.

82 hasta i¢in yapilan HSK analizinde, cinsiyete gore kadinlar daha avantajh

gorlinsede istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Yas dikkate alindiginda 45 yas

istii hastalarda HSK azalmaktaydi ve bu fark IPS gibi istatistiksel olarak anlaml

bulundu (p:0,0001). B semptomlarinin oldugu hastalarda HSK’lari, B semptomu
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olmayanlara gore daha yiiksek saptandi fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmada.
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Sekil 5. Prame (RT-PCR) ekpresyonuna gore hastaliksiz sagkalim egrileri

HSK, ESH diisiikk ve yiiksek olan olgular arasinda fark bulunmadi. Beta 2
mikroglobulin diizeyi yiiksek olan hastalarda HSK, normal Beta 2 mikroglobulin olan

hastalardan daha kisaydi fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 6. Prame (IHK) ekpresyonuna gore hastaliksiz sagkalim egrileri

Hastalarda evre yiikseldikce HSK’lar1 azalmaktayd: ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulundu (p:0,007). Tutulan lenf nodu alanlarinin sayisina gére 1-3 lenf
nodu bolgesi tutulanlarin HSK’lari, 4 ve iizeri lenf nodu tutulumlart olanlardan daha
yiiksek goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Mediyastinal tutulum
olmayan hastalarin HSK’lar1, mediyastinal kitlesi olanlara gore daha yiiksek saptandi
fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Tan1 aninda ekstranodal tutulum olan
vakalarin HSK’lar1, ekstranodal tutulum olmayan hastalara gére daha kisa idi ancak
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmada.

Risk gruplart kiyaslandiginda evre I-11 olumlu risk grubunda HSK en uzun, III.
risk grubunda en kisa olmak tizere risk artist ile uyumlu olarak HSK’da azalma saptandi
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,050). IPS’e gore skor attikca HSK
azald1 ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,0001). Ayrica IPS’e gore 1-3
skoru olan hastalarda HSK IPS 4 ve iizeri olan gruba gore daha yiiksekti ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,0001).
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Niiks olan hastalarda HSK, niiks olmayanlara gore belirgin kisayd: ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,005). Tam yanit verenlerde
beklenenlerin tersine HSK, kismi yanit verenlere gore daha kisaydi fakat istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi. Hastalarin 12 aydan kisa relaps siiresi olanlarda,12
aydan daha uzun siirede relaps olanlara gére HSK’lar1 daha kisaydi ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,035).

PRAME caligilan toplam 82 hasta ic¢in yapilan GSK analizinde RT-PCR ile
PRAME pozitif hastalarin, negatif hastalara gore GSK avantaji vardi ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,005) (sekil 7). IHK ile PRAME saptananlarda GSK
avantaj1 olsa da (149 aya kars1 79 ay) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sekil-
8).

Toplam 82 hasta i¢in yapilan GSK analizinde, kadinlarda GSK daha avantajli
goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (tablo 19). 45 yas {istii hastalarda
GSK azalmaktaydi ve bu fark IPS gibi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p:0,0001). B semptomu oldugu hastalarda GSK, B semptomu olmayanlara gére daha

uzun saptandi fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

p=0.005
- my
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4 - Prame (PCR)
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Sekil 7. Prame (RT-PCR) ekpresyonuna gore genel sagkalim egrileri
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ESH yiiksek olan grupta GSK daha uzun goériinse de istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi. Beta 2 mikroglobulin normalin iistiinde olan hastalarimizda GSK daha
diistiktii fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Hastalarin evresi arttikca GSK’lar1 azalmaktaydi ve istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulundu (p:0,007). Tutulan lenf nodu alanlarmin sayisina gére 1-3 lenf nodu
bolgesi tutulanlarin GSK’lar1, 4 ve daha fazla lenf nodu tutulumlar1 olanlardan daha
yiiksek goriinse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Mediyastinal tutulum
olan hastalarin beklenenlerin tersine GSK’lari, mediyastinal kitlesi olmayanlara gore
daha uzun saptandi ise de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Tani aninda
ekstranodal tutulum olan vakalarin GSK’lar1, olmayan hastalara gore daha kisayd: fakat
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Risk gruplarina gore evre I-11 olumlu risk grubunda GSK en uzun bulundu evre
I1I--1V veya evre IIB ve ilave olarak biiyiik mediyastinal kitlesinin olmasi veya
ekstranodal tutulumun oldugu vakalardan olusan 3. risk grubunda beklenenlerin tersine
evre I-1l olumsuz risk grubuna gére GSK daha uzun idi fakat gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p:0,057) IPS’e gore skor arttikca GSK
kisalmaktaydi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,0001). Ayrica IPS’e
gore IPS 1-3 olan olgularda 4 ve tizerinde risk olan hastalardan belirgin uzun bulundu
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p:0,0001).

p=0.707

61  meesesesw

4 E Prame (IHK)
positive

,2 1
negatif

0,0 . - )
(0] 100 200 300
Zaman (ay)

Sekil 8. Prame (IHK) ekpresyonuna gore genel sagkalim egrileri
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Niiks olan hastalarda GSK olmayanlara gore belirgin kisaydi fakat istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi. Tam yanit verenlerde beklenenlerin tersine GSK, kismi

yanit verenlere gore daha diisiiktli fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Tablo 19. PRAME Calisilan Olgularda Genel Sagakalim Verileri

Toplam n Olay Ortalama  Ortanca p*
N**
PRAME RT-PCR ) 74 10 156 198 0,005
(+) 8 4 68 80
PRAME IHK ) 67 12 149 198 0,707
(+) 15 2 79 -
Cinsiyet Erkek 43 9 107 124 0,145
kadin 39 5 160 198
Yas <45 61 5 169 198 0,0001
>45 21 9 71 66
B semptom Var 55 10 116 - 0,800
Yok 27 4 154 198
Sedimantasyon/saat <50 47 6 119 124 0,832
>50 35 8 151 198
B2mikroglobulin(n:54) >N 23 3 117 - 0,485
N 31 4 121 -
Evre | 7 1 131 - 0,007
1 40 2 178 198
1l 24 5 117 -
v 11 6 80 66
Tutulan alan sayist 1-3 48 6 0,124
(n:76) 139 124
>4 28 7 103 -
Mediyastinal Tutulum  Var 44 9 148 198 0,413
Yok 38 5 125 -
Ekstranodal Tutulum Var 15 5 97 - 0,122
Yok 67 9 156 198
Risk grubu Evre I-11 iyi 29 2 139 -
Evrel-Il 0,057
koti 23 2 120 124
Evre HI-1V 30 10 123 100
IPS 0 13 2 173 198 0,0001
1 29 2 138 -
2 23 2 118 124
3 8 1 112 -
4 3 2 53 25
5 6 5 52 25
IPS 1-3 73 7 165 198
>4 9 7 53 49 0,0001
Niiks Hayir 54 5 179 198
Evet 28 9 108 124 0,083
Yanit sekli Tam 58 8 104 - 0,991
Kismi 24 6 151 198
Toplam Sagkalim 82 14

*Log Rank test ** B2mikroglobulin i¢in olay sayisi n:7, tutulan alan saysis1 igin n:13
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Toplam ve hastaliksiz sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorlerin saptanmasinda
kullanilan ¢oklu regresyon (Cox Regresyon) analiz sonuglari tablo 20’ de
gorilmektedir. Yas ve risk grubunun sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler oldugu
goriilirken PRAME pozitifliginin 6liim riskini arttirdigr (OR: 1,63 %95 GA:0,31-8,61)

fakat anlaml1 bir faktor olmadigi izlenmektedir.

Tablo20. Toplam ve Hastaliksiz Sagkalim Etkileyen Bagimsiz Faktorlerin Saptanmasinda
Kullanilan Coklu Regresyon (Cox Regresyon) Analiz Sonug¢lari

Toplam Sagkalim Hastaliksiz Sagkalim
B OR %95 GA p B OR %95 GA p

Prame (IHK) 0,49 1,63 0,31-8,61 0,568 -0,30 0,74 0,15-3,70 0,716
Risk grubu

Yok Ref Ref.

Diistik ( F) -0,07 0,93 0,12-7,06 0,947 0,47 1,61 0,22-11,98 0,644
Yiiksek (3-4) 1,62 5,04 1,03-24,62 0,046 1,87 6,51 1,36-31,13 0,019
Yas 0,09 ,000 1,05-1,14 0,000 0,10 1,11 1,05-1,16 0,000
Prame (PCR) 1,28 3,58  0,89-14,48 0,074 0,90 2,47 0,67-9,06 0,174
Risk grubu

Yok Ref. Ref.

Diisiik ( F) 0,23 1,26 0,16-9,77 0,826 -0,25 0,78 0,10-5,85 0,810
Yiiksek (3-4) 1,62 5,05  0,99-25,66 0,051 1,29 3,64 0,70-18,80 0,123
Yas 0,10 1,11 1,05-1,16 0,000 0,09 1,10 1,05-1,14 0,000

OR: Odds Ratio, GA: Giiven Araligi, B: Katsay1
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5. TARTISMA

HL, germinal merkez ve postgerminal merkez B hiicrelerinden gelisen,
inflamatuvar bir zeminde RS ve varyant1 neoplastik hiicrelerin bir kismin1 i¢eren hiicre
kompozisyonuna sahip, heterojen bir tiimdr grubudur. Neoplastik hiicrelerin morfolojisi,
inflamatuar zemindeki hiicre kompozisyonunun farklili§ina bagli ve tiimor hiicrelerinin
immunfenotipik goriiniimlerine dayanilarak 2 biiyiik subgruba alyrlhr.16 HL’da risk
faktorleri; ¢evre ve yasam tarzi, EBV enfeksiyonu, immunosupresyon, otoimmun
hastalik ve genetiktir.

Gilinlimiizde malign tiimorlerin yonetiminde pek ¢ok bilinmeyen olmasina karsin
bir¢ok prognostik ve/veya prediktif faktorlerin hastalarda yiiksek riskli gruplarin se¢imi
ve tedavinin buna dayanilarak yonlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. HL’nin
prognozunu belirleyen en dnemli faktorler yas, cinsiyet, tiimor yiikii, mediaystinal bulky
hastalik, evre, yaygin ekstranodal yayilim, sistemik semptomlar, bazi anormal
laboratuvar bulgular1 (ESH, ferritin, hemoglobin seviyesi, serum albumin, artmis
lokositoz veya lenfositopeni), tedavi sonrast remisyon durumu, histopatoloji ve tutulan
lenf nodu bolge sayisidir,?22#2>230239233°235 puplann arasinda tami anindaki hastalik
evresi ve “B”semptomu varlig1t en 6nemli prognostik faktorler olarak goriilmektedir.
Bulky hastalik (>10 cm) son zamanlarda ii¢lincii bir prognostik faktdr olarak kabul
gérmﬁstﬁr.ZZS

HL’da tanidan sonraki dogal seyir hastalar arasinda farkliliklar gostermektedir.
HL ayni histolojik tipte, ayn1 evrede aynmi yas gruplarinda bile farkli klinik gidis
gosterebilir. Bazi hastalar uzun siireler hastaliksiz yasarken bazilarinda ¢ok kisa siirede
niiksler olmaktadir. Tiimér biiylime hizi, invazyon ve metastaz yapma potansiyeli
temelde bu farkliliklart olugturmaktadir. HL’da tiimo6r davranisini belirleyen 6zelliklerin
saptanmas1 hastaliksiz ve toplam yasam siirelerinin daha dogru ortaya konulmasini ve
hastalarin daha dogru tedavisini saglayacaktir. Birgok ¢alismada, daha intensif
tedavilerden fayda gorebilecek kisileri tanimlamada veya ilk relaps igin yiiksek riskli
kisileri tanimlamak i¢in prognostik faktorler kullanilmistir ve International Prognostic
Score (IPS) bunlardan en kolay uygulanabilir olanidir.?®

Hodgkin Lenfoma kombinasyon tedavinin etkin oldugunun gosterildigi ilk

hastalik olup bugiin malign tiimérlerin iginde en iyi sonuclarin alindigi hastaliklarin
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basinda gelmektedir Ancak tedaviye rezistan hastalikta tedavi segenekleri sinirhidir ve
bu olgularda yeni tedavi stratejileri gelismesi i¢in yeni hedeflerin tanimlanmasi
gerekmektedir. Yeni kemoterapetik ilag ve bunlarin kombinasyonlar1 ile basarili
sonuglar alinmaktadir. Ancak pek c¢ok malign tiimdérde oldugu gibi HL’da da
immunoterapi cekici bir secenek gibi goriinmektedir. Immunoterapi icin temel konu
ideal hedefin belirlenmesidir ve bu hedef tiimor hiicrelerinde ekprese edilirken normal
dokularda eksprese edilmemelidir. Bu perspektifte bakildiginda PRAME, otolog STL
tarafindan tanindiginin belirlenmesinden beri timdr immunoterapisi i¢in umut verici bir
aday olmustur. -2

KTA, tiimor immunolojisinde ilgi ¢eken alanlarin basinda gelmektedir. PRAME
KTA ailesinin 6nemli bir liyesidir. 22. kromozomda (22q11.22) 509 aminoasitten
olusan bir proteini kodlar. ** Normal dokularda oldukca diisiik eksprese olmaktadir.
Normal testiste gorece daha yiiksek oranda eksprese olurken ¢ok daha az seviyede
endometriyum, adrenal bezler ve overde saptanabilir.”®* PRAME geninin fonksiyonu net
degildir ve bugline kadar yapilan ¢alismalarda birbirine zit sonuglarin da saptanmasi
nedeniyle net olarak fonksiyonu anlagilamamistir. PRAME, RA tarafindan uyarilan
diferansiyasyon, biiyiimenin durmasi ve apoptozisi bloke ederek etkisini gosterir. *®
Losemik hiicrelerde apoptozis ile ilsikili gen ekspresyonunda azalma, losemik
hiicrelerin yasam siiresinin uzamasi ve miyeloid farklilasmada inhibisyon bildirilmistir.
101 Bynlarim tersine 16semik hiicrelerde PRAME’in in- vivo timér gelisimini azalttig
ve losemik hiicre serilerinde kaspaz bagimsiz hiicre Oliimiinii indiikledigi
gésterilmis,tir.m'12

PRAME bir tiimor antijeni olarak birgok tiimorde eksprese oldugu gosterilmis
olmakla beraber HL’da PRAME ekspresyon ile ilgili bilgi ¢cok azdir. Bu ¢aligma ile
HL’da PRAME ekspresyonunu arastirmak, HL’da bilinen prognostik faktorlerle
(sedimantasyon, lokosit, lenfosit, hemoglobin, albumin, beta 2 mikroglobulin, nodal
alan sayist ve lokalizasyonu, bulky hastalik, mediastinal kitle boyutu, ekstranodal
hastalik durumu, International Prognostic Score (IPS), yanit durumu ve B semptomu
varlig1, kemoresistansla ve/veya tedaviye yanit ile iliskisini, hastaliksiz sagkalim, genel

sagkalima etkisini saptamak amaclanmistir. Ayrica HL’da PRAME’in immun tedavide

bir hedef molekiil olarak kullanilabilirliginin saptanmasi amaglanmstir.
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Bu ¢alismada parafinli dokudan PRAME ekspresyonu hem RT-PCR ile hem de
[HK ile calisilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarin yaklagik olarak hepsinde taze
doku kullanilmis ve yontem olarak RT-PCR tercih edilmistir. Bu ¢alismada parafinli
dokular kullanilmis ve parafinli dokularin PRAME analizinde RT-PCR yontemi igin
kullanilabilir olup olmadiginin saptanmasi amaglanmigtir. Gorece az goriilen ve uzun
siireli yasama potansiyeli olan HL olgularinda bu dokularin kullanilabilir olup
olmadigimin gosterilmesi amaglanmistir. Ayni 6rneklere IHK yontemi de uygulanmis
olup, RT-PCR ile IHK yodntemlerinin kiyaslanabilir olup olmadiginin saptanmasi da
amaclanmistir. IHK gibi kolay uygulanabilir bir yontemle kiyaslanarak da PRAME
analizi icin pratik, kolay ve ucuz yontemin uygulanabilir olup olmadig1 arastirilmak
istenmistir.

Calismada, 1998 ve 2012 yillar1 arasinda takip edilen ve verilerine ulasilabilen
HL’1l1 toplam 110 hasta ¢alismaya alinmistir.

Toplam 110 hasta i¢in yapilan HSK analizinde, kadin cinsiyet, B semptomu
olmamasi, Beta2 mikroglobulin normal olmasi, 1-3 tutulan lenf nodu sayisi1 olmasi,
mediyastinal kitle olmamasi, niiks olmamasi beklendigi gibi daha uzundu fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. GSK analizinde, kadin cinsiyet, diyafragma istii
lokalizasyon, B semptomu olmamasi, 1-3 tutulan lenf nodu sayis1 olmasi, relaps siiresi
12 aydan uzun olanlar beklendigi gibi daha uzundu fakat bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi. Bunun nedeni olgu sayisinin gérece az olmasi ya da retrospektif
caligmalarda gozlenen kayit problemleri ve yillar i¢inde kullanilan laboratuar ve/veya
goriintiileme yontemlerindeki farkliklarla iligkili olabilir. Beklendigi gibi 45 yas sti,
ileri evre hastalik, ekstranodal tutulum, yiiksek risk grubu, yiliksek IPS skoru ve niiks
olmasi ile relaps siiresinin <12 aydan kisa olmas1 durumlarinda HSK daha kisa bulundu
ve her bir faktor i¢in farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu. Yine beklendigi gibi
45 yas ustil, ileri evre hastalik, ekstranodal tutulum, yiiksek risk grubu, yiiksek IPS
skoru ve niiks olmasi durumlarinda GSK daha kisa bulundu ve her bir faktor icin
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu.

110 olgunun 28’ine ait doku 6rnekleri ¢alisma i¢in yeterli olmadigi icin PRAME
analizleri 82 olguda gergeklestirilebilmistir. Immunhistokimyasal PRAME analizinde
toplam 15 hastada (% 18,3) PRAME ekspresyonu saptanmistir. PRAME boyanma
siddeti degerlendirildiginde 5 (%6,1) hastada (++), 10 (% 12,2) hastada(+) boyanma
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saptandi, IHK olarak PRAME pozitif saptanan olgularin 4’i MS, 9’u NS, 1’1 NLP, 1’1
LF tip HL idi. RT-PCR ile PRAME olgularin 8’inde (% 9,8) saptanmigtir. Kantitatif
degerlendirmede PRAME 1,52 kat-244,51 kat arasinda degismek iizere genis bir
dagilim gostermistir. RT-PCR ile daha az 6rnekte PRAME saptanmasinin nedeni
dokularin fiksasyon ya da parafinlenme asamalarinda RNA kaybi ile ilgili olabilir.
Aslinda RT-PCR yonteminin daha duyarli ve ¢ok daha az mktarlardaki antijenik
yapilar1 daha hassas sekilde gosterebilme potansiyeline karsin IHK ile daha fazla
ekspresyon saptanmasi olasi RNA kaybi ile agiklanabilir. Ayrica IHK ile HL doku
orneklerinde baglica RS hiicrelerinde ve histiyositlerde PRAME saptanmustir. Pek ¢ok
malign tiimoriin gorece homojen hiicrelerden olugsmasina karsin HL’da heterojen
hiicrelerin bulunmas1 da iki yontemle saptanan farkli ekspresyonlari agiklayabilir.
Ozellikle RS hiicreleri ve histiyositlerde PRAME saptanmasindan dolayr HL’da taze
dokularda PRAME calismas1 yapilmasi planlanirsa mikrodiseksiyon ile bu hiicrelerin
ayrilarak PRAME calisilmasinin yararl olabilecegi kanisina varilmistir.

I[HK ile PRAME saptanan olgularin 4’iinde RT-PCR ile PRAME saptandi, 4
olguda ise RT-PCR ile PRAME saptanmisken IHK ile PRAME saptanmadi. RT-PCR
ile PRAME saptanan olgularin 3’4 MS, 4’i NS, 1’1 LF tip HL iken 1’i klasik tip
siniflandirilamayan HL idi. Ozetle RT-PCR ile PRAME saptanan olgularda subtipte
belirgin farklilik yok iken IHK ile PRAME saptanan olgularin % 60’1 NS tipte idi.
Bunun klinik 6énemini bilmemekteyiz ancak NS tipte PRAME daha fazla ise 6zellikle
bu olgularda immunoterapi i¢in PRAME’in hedef olabilecegi diistiniilebilir.

IHK olarak PRAME ekspresyonu olan ve olmayan olgular yas, 16kosit, lenfosit,
albumin, ve tutulan alan sayisi, sedimantasyon ve IPS ortalamalar1 bakimindan farkl
bulunmadi. RT-PCR ile PRAME pozitifligi saptanan ve saptanmayan olgularda da yas,
16kosit, lenfosit, hemoglobin, albumin sedimantasyon, tutulan alan sayis1 ve IPS
ortalamalar1 farkli bulunmadi. RT-PCR ile PRAME saptanan olgularda yas daha ileri idi
ve IPS skoru daha yiiksek idi. Her ne kadar 0,077 p degeri ile yas parametresi
istatsitiksel olarak anlamli bulunmadi ise de PRAME pozitif olgularda yas ortalamas1 43
iken negatif olgularda 32 iken farkin anlamsiz olmast PRAME pozitif olgu sayisinin az
olmasi ile ilgili olabilir. Diger taraftan RT-PCR ile ekspresyon saptanan olgularin {igte
birinde IPS 4’ten fazla iken PRAME negatif olgularda bu oranin yalnizca % 6 olmasi

istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur (p:0,039). Bu 2 giiglii prognostik parametre
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acisindan farklilik olmast RT-PCR ile saptanan PRAME ekspresyonunun HL
olgularinda kétii prognoz belirleyici bir faktor olabilecegini telkin etmektedir. Aslinda,
istatistiksel fark saptanmasa da, RT-PCR ile de PRAME saptanan olgularda IPS
ortalamasi 2,5 iken negatif olanlarda 1 saptanmistir. Yani her 2 yontemde de PRAME
ekspresyonu katii IPS ile iliskilidir. RNA kayiplari olasilig1 goz oniinde tutularak gergek
anlamda PRAME ekspresyonu saptanabilseydi sonuglar daha carpici olabilirdi kanisina
varildi.

RT-PCR ile PRAME c¢alisilan 82 hasta i¢in yapilan HSK analizinde PRAME
negatif hastalarda belirgin HSK avantaji vardi ve istatistiksel olarak fark anlamli
bulundu (p:0,0005). THK ile PRAME g¢alisilan 82 hasta igin yapilan HSK analizinde ise
PRAME negatif hastalarda HSK 118 ay iken PRAME pozitif olgularda 61 ay idi ancak
istatistiksel fark bulunamadi (p:0,800) . Ayni sekilde yapilan GSK analizinde RT-PCR
ile PRAME pozitif hastalarin, negatif hastalara gére GSK avantaj1 vardi ve istatistiksel
olarak anlamli iken IHK ile PRAME saptananlarda GSK avantaji olsa da istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi. Bu RT-PCR ile HL’da PRAME pozitif gruplarin daha
kisa bir hastaliksiz sagkalimini gostermesi bakimindan c¢ok carpicidir. Ayrica
istatistiksel olarak farkin anlamli bulundugu bu grupta PRAME varliginin HL’da kétii
prognozla ilgisini bir kez daha gostermistir. IHK ile boyanma bir HS farki
olusturmusgtur. Fakat muhtemel vaka sayilarinin azligina bagl istatistiksel fark
olusturamamuistir.

PRAME c¢alisilan 82 hastamiz igin yapilan HSK analizinde, erkek cinsiyet, B
semptomu olmasi, Beta2 mikroglobulin yiiksekligi, 4 ve daha fazla lenf nodu tutulumu
olmasi, mediyastinal kitle olmas1 ve ekstranodal tutulumun olmasi halinde yasam siiresi
daha kisa idi fakat fark istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi. Sedimantasyon her
iki grupta esit oranda saptandi. Hastanin 45 yasinin iistiinde olmasi, ileri evrede olmasi,
yiiksek risk grubunda olmasi, IPS skorunun yiiksek olmasi veya 4 ve iizerinde IPS
skorunun olmasi, niiks olmasi ve relaps stiresinin <12 aydan kisa olmast durumlarinda
HSK, beklendigi iizere daha kisaydi ve istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.
PRAME c¢alisilan 82 hasta i¢in yapilan GSK analizinde ise kadin cinsiyet, B semptomu
olmamasi, normal Beta2 mikroglobulin, 4’ten az lenf nodu tutulumu olmasi, ekstranodal
tutulum olmamasi, diisiik risk grubunda ve niiks olmamasi ve beklendigi gibi daha uzun

idi ancak istatistiksel anlamli bulunmadi. Diger yandan 45 yasin iistlinde olmak, ileri
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evre hastalik, IPS skorunun yiiksek olmasi veya IPS’in >4 olmasi durumlarinda GSK
daha kisaydi ve istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Gerek HSK gerek GSK
analizlerinde genel olarak bilinen kotii risk faktorii olan olgularin daha kisa yasam
stiresi oldugu ancak bunlarin tamaminda istatistik farklilik saptanmamasi olgu sayisinin
gorece az olmasi ve/veya retrospektif analiz dezavantaji ile agiklanabilir

Toplam ve hastaliksiz sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorlerin saptanmasinda
kullanilan ¢oklu regresyon analizine gore, sadece ileri yas ve yiiksek risk grubunun
sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler oldugu goriilirken PRAME pozitifliginin 6liim
riskini arttirdigr (IHK i¢in OR: 1,63 %95 GA:0,31-8,61 RT-PCR PRAME ig¢in 3,68
KAT) fakat anlamli bir faktor olmadig izlenmektedir. PRAME IHK ile GSK etkileyen
bagimsiz faktorlerden olan yiiksek risk grubunda oliim riski 5 kat, RT-PCR ile 5 kat
artmistt. HSK’y1 etkileyen bagimsiz faktor olarak yiiksek risk grubu 6liim riskini IHK
olarak 6,5, RT-PCR olarak 3,6 kat arttirmisti. Ayrica risk grubu iginde evre,
sedimantasyon, B semptomu veya mediyastinal kitle gibi degiskenler kullanilarak
yapildig1 i¢in sadece risk grubu degiskeni ile bunu ¢alismak anlamliydi. Elde edilen
sonuclar daha biiyiik veri tabaninda ¢alisilmasinin faydali oldugunu gostermektedir.

Yapilan caligmalarin kisitlhiligi nedeniyle HL disindaki tiimdrlerde PRAME
ekspresyonlarinin prognostik O6nemini gozden gecirmek, daha yararli bir yorum
yapabilmek icin, yararli olacaktir.

Noroblastomada PRAME ekspresyonu sik olmaktadir ve ileri evre hastalarin
neredeyse tamaminda PRAME ekspresyonu saptanmistir ve PRAME ekspresyonuyla
ileri timor evresi ve ileri yas arasinda anlamli iligski bulunmustur. RT-PCR ile PRAME
ekspresyonu saptanan bu ¢alisma prognozu belirlemede PRAME’in 6nemli oldugunu
gostermistir. Bu verilerle PRAME, ndroblastomada immunoterapi i¢in ilgi ¢ekici bir
hedef gibi goriilmektedir.*®?

Neumann ve ark. primer RCC dokusu ve RCC hiicre dizinlerinde degisken
siklikta RAGE-1, PRAME ve gp75 ekspresyonu bulmuslardir. RCC hiicre dizinlerinde
yiiksek diizeyde PRAME (10/14) eksprese edildigi bulunmus ve diger antijenlerle
kiyaslamada en yiiksek eksprese olan antijen olarak saptanmis (RAGE-1 (7/14) ve gp
(4/14)) olup bu veri RCC hastalarindan bir alt grubun immunoterapati i¢in uygun bir
hedef oldugu ve RAGE-1, gp75 ve/veya PRAME antijenlerine karst RCC olgularinin

immunoterapiden fayda gorebilecegini telkin etmektedir.®** Partheen ve ark. evre 3
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seroz over adenokarsinomlarinda PRAME ‘in kotii prognostik faktdr olarak

kullanilabilecegini gdstermistir.*®

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde kanser
gelisim agsamalarinda PRAME ekspresyonunun 6nemli oldugu saptanmlstlr.364 Bas-
boyun skuamoz hiicreli karsinomlarinin primer lezyonlarinda ve bunlarin
metastazlarinda degisken oranda tiimor spesifik genlerinin eksprese edildigi bulunmus
ve metastatik lenf nodlarinda tamaminda PRAME ekspresyonu saptanmustir. ilging bir
bulgu olarak da primer lezyonlarda, iki veya daha yiiksek oranda gen ekspresyonuyla,
sigara aliskanhigi ve ileri evre tiimorlerle PRAME arasinda anlamli iliski
bulunmasidir.**® Yiiksek PRAME ekspresyonu melanom lezyonlarinin evresi ile korele
bulunmustur.** Bankovic ve Ark 30 Akciger kanserli vakanin 22’sinde (% 73) PRAME
ekspresyonu saptamis, adeno kanserlerde % 88, skuamdéz kanserlerde % 66 oraninda
PRAME saptanmistir. Bu olgularda grade, evre, lenf nodu invazyonu ile PRAME
ekspresyonu arasinda iliski bulunmamistir. PRAME saptanmayan olgularda GSK daha
kisa saptanm1§,t1r.364

Diger ilging bir bulgu da meme kanserinde saptanmis, PRAME mRNA’sinin
meme kanserli dokuda % 27 ile % 53 arasinda saptanirken normal meme dokusunda ise
ticte bir bulundugu bildirilmistir.3®** 295 meme kanserli hasta iceren genis seride ise
meme kanserli dokularin iigte birinde yiiksek diizeyde, iicte ikisinde ise diisiik diizeyde
PRAME ekspresyonu saptanmlstlr.367 PRAME ekspresyonunun HSK ve TSK i¢in kotii
prognostik faktor oldugu gosterilmis, ¢ok degiskenli analizde de PRAME mRNA
ekspresyonunun kisalmig bu faktorler i¢cin bagimsiz bir prognostik faktér oldugu
gosterilmistir. Ayrica PRAME ekspresyonunun kisa niiks siiresi ile korele oldugu
saptanmis ve meme kanserinde PRAME’in ekspresyonunun prognostik ve prediktif bir
belirleyici  oldugu kanisina vartiimugtir. %% Epping’in  c¢alismasinda PRAME
ekspresyonuyla, histolojik grade ve ER durumu arasinda iliski saptanmis, yiiksek
PRAME ekspresyonu ile kotii differansiye tiimor arasinda iligki bulunmustur. Ek olarak
PRAME ekspresyonunun KT’ye cevabi degerlendirmede faydali olabilecegi belirtilmis
ve meme kanserli hastalarda, yliksek PRAME ekspresyonuyla artmis oranda uzak
metastaz ve kisa siireli sag kalim arasinda anlamli bir iligki bulunmustur.®®’ En fazla
hasta calisilan ve bizim de tez konumuza giren PRAME’in klinik ozellikler ve
prognostik parametrelerle iligkisi biitiin ¢alismalarda benzer bulunmamistir. Ayrica

normal meme dokusunda da olgularin iicte birinde PRAME saptanmasi da bugiine kadar
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anlamli bir agiklama yapilamayan bulgulardan biridir. Bu da PRAME’in bilmedigimiz
Ozelliklerinin bildiklerimizden daha fazla oldugunu telkin etmektedir. Van’t Veer ve
ark. meme kanserli hastalarda, meme kanserinin seyriyle ilgili 231 gen arastirilmis
PRAME geninin de oldugu saptanmis olmasina karsin prognoz siniflayicisi olan 70 gen
arasinda PRAME gosterilememistir. Meme kanserinde yiiksek PRAME ekspresyonu
metastaz gelisim olasiliginin artis1 ve kisa HSK ve GSK ile iliskili bulunmustur.*®
Pingxian ve Ark 5 Osteosarkom hiicre dizisinde ve hasta 6rneklerinde PRAME
ekspresyonunu arastirdiklar1 ¢calismalarinda Osteosarkomlu hasta 6rneklerindelerinin %
70’den fazlasinda PRAME ekspresyonu bulmuslardir (69 hastada % 72,6, 32 hasta %
33,7°de % 50’nin iistiinde boyanma vardi). Calismamizda oldugu gibi, bu ¢aligmada da
immunhistokimyasal yontemle de calisilmis ve yliksek PRAME ekspresyonunu ve
yilksek PRAME ekspresyonu ile kotii prognoz ve akciger metastazi arasinda iliski
saptamiglardir. Bu c¢alismada diger prognostik parametrelerden yas, cinsiyet,
lokalizasyon, histopatolojik ozelliklerle iliski saptanmamistir. Yine bu c¢alismada
PRAME, siRNA ile susturuldugunda proliferasyon ve koloni olusumu suprese olmus,
p27 protein ekspresyonuda artma olmus ve G1°de hiicre siklus arresti gosterilmistir. Bu
sonuclar PRAME’in osteosarkomda hastalik progresyonu ve hiicre proliferasyonunda
onemli rol oynadigin1 gostermektedir. Bu ¢alismada da, ¢alismamamizda oldugu gibi,
Immunhistokimyasal olarak 2 bagimsiz gbézlemci PRAME ekspresyonunu
degerlendirmis, boyanma yaygimligi timor hiicrelerinin <% 10 ise (+), % 10-50 ise
(++), >% 50 ise (+++) kabul edilmis. PRAME boyanma tiimor hiicrelerinin hem
sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde gozlenmistir. Tiimor dokusunun yani sira yandaki
cerrahi sinirdan RT-PCR ile PRAME c¢alisilmis osteosarkom dokusunda belirgin yiiksek
PRAME saptanmlstlr.379 Bu c¢alismada da IHK’nin da kullanilmis olmasi nedeniyle
karsilastirilabilirligi miimkiin kilmakta ve bizim ¢aligmamiza paralel olarak PRAME
icin belirsizlikleri gostermektedir. Zaten bir prognostik parametrenin tiim prognostik
faktorler icin gecerli olmadigr gercegi yaklasik her tiimor ve prognostik parametre i¢in

%62 ve Serdz Over Karsinomlarinda®®® PRAME ekspresyonu

gecerlidir. Noroblastomada
kisa GSK ile iliskili bulunmustur.

Hemopetik neoplazilerin arasinda en yiikksek PRAME ekspresyonu akut
l6semilerde saptanmistir AML’1i degisik sayida 6rnegin incelendigi ¢alismalarda semi-

kantitatif RT-PCR ile PRAME oran1 % 35 ile % 47 arasinda saptanmlstlr.?’ls'317 Yetiskin
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ve c¢ocuklarda goriilen ALL olgularinda PRAME gen ekspresyonu farkli oranlarda
bulunmustur. Cocukluk c¢agr ALL’lerde % 20 ile % 42’sinde PRAME ekspresyonu

31534 vetiskin ALL olgularinda % 64 PRAME ekspresyonu saptanmustir. '’

saptanirken,
Paydas ve ark. AML’de PRAME ekspresyonu ile bazi olumlu prognostik parametreler
arasinda iliski gosterilmisse de biitiin olumlu parametrelerle iliski saptanmamistir.*?°
Spanaki ve ark. calismasinda cocukluk cagi 17 Akut Losemi vakasinda PRAME
ekspresyonu % 52,9 oraninda saptanmis, kontrol gruplarinda PRAME ya saptanmamis
yada ¢ok diisiik saptanmlstlr.374 Grenier ve ark. 116 AML olgusunda PRAME’in de
dahil oldugu bazi antijenlerle uzamig GSK arasinda korelasyon saptamalarina karsin
istatistiksel farklilik saptanmanmustir.®®’ Guinn ve arkadaslarn AML’li hastalarda
microarray analizi ile 82 tiimdr antijeni tespit etmisler ve bu antijenlerin 9’nun KTA
olmak iizere 11°1 tiimdr iliskili antijen olarak tanimlanmis ve bunlardan birinin de
PRAME oldugu, ancak bu antijenler ile TSK arasinda iliski saptanmamistir. RT-PCR ile
AML’de PRAME ekspresyonu olgularin % 54’iinde saptanmis ve normal kontrollerden
>1 log daha fazla PRAME saptanmis ve yliksek ekspresyon seviyeleri ile yasam siiresi
arasinda bir iliski bulunmamistir.®*®**® Mc Elwaine ve ark. PRAME’i gecici
myeloproliferatif sendrom ile Down Sendromlularda Progresif Akut Megakaryoblastik
Losemiler arasindaki aylrlmda,354 Radich ve ark. ise KML’nin blastik ve kronik fazinin
ayiriminda kullanilabilecegi ve artmis PRAME ekspresyonunun artmis mortalite ile
iligkisioldugu saptanmlstlr.348 PRAME, APL2de bagimsiz bir prognostik faktor ve
uzamis GSK ile iliskili bulunmustur. Ilging olarak monozomi 7 ve 7 kromozom uzun
kol delesyonu olan kotii prognozlu karyotiplerde bile uzamis GSK iliskisi
saptanmls,tlr.376 Diger bir calismada ise AML’de tanida diisiik PRAME ekspresyonu KT
indiisiyonuna refrakter hastalikla iligkili bulunmus, daha kisa relapsiz yasam ve kotii
GSK ile iliskilendirilmistir.>’" Ozetle akut losemilerde de PRAME ekspresyonu ile
klinik ve laboratuvar bulgular1 arasindaki iligkiler net degildir. Ancak bazi ¢aligmalarda
PRAME ekspresyonu olan AML’li ¢ocuklarda, olmayanlara gore gerek HSK gerekse
TSK daha uzun bulunmus, tani anindaki beyaz kiire sayisi ile PRAME negatif
korelasyon gdstermis, PRAME pozitif 16semili olgular KT den sonra daha diisiik relaps
gostermis, t(8:21) ve t(15:17) gibi 1yi sitogenetik gostergeler saptanan olgularda
PRAME yiiksek saptanmis olup 1yi prognoz belirleyicileri ile PRAME arasinda arasinda
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gosterilmis olmasina karsin biitiin ¢alismalarda prognostik 6neminin gosterilememis
olmasi l6semiler igin de belirsizligin gostergesidir, 3317319340

Kronik lenfoproliferatif hastaliklarda, PRAME ekspresyonu ile Klinik ve
laboratuvar bulgular1 arasinda korelasyon saptanmamistir. Ancak PRAME, agressif
seyirli lenfoproliferatif hastaliklarda daha fazla saptanmistir.**® Multipl myeloma
olgularinda da agressif seyir ile PRAME paralelligi saptanmustir.**® KML progresyonu
sirasinda PRAME ekspresyonunun arttigi unutulmamalidir.®’ Paydas ve ark. 88 kronik
Losemili hasta, 42 kontrol hastasinda RT-PCR ile PRAME c¢alismasinda toplam 29
(%33) hastada PRAME ekspresyonu saptamisg, kontrollerle kiyaslandiginda hastalarda
yiiksek ekspresyon saptanmistir. Fakat bu ¢calismada da PRAME ekspresyonu ile klinik
parametreler ve tedaviye cevap agisindan fark goézlenmemistir. Ayrica PRAME izlem
esnasinda 8 KML vakasinda monitorize edilmis ve PRAME ekspresyonu progresyonda
artmis, kronik fazda azalmigtir. 3

HL‘da PRAME c¢alismalar1 kisitlidir. Van Baren karisik hemopoetik neoplazileri
iceren caligmasinda 7 olgu HL idi ve sadece birinde pozitiflik saptanmistir. Martin S.
Staege ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada PRAME ekspresyonu, yalnizca rezistan

304316 Klaus Willenbrock ve

HL’l1 olgulara ait hiicre serilerinde gosterilmistir.
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada HL’l1 hastalara ait ornekler, anaplastik biiyiik hiicre
lenfoma ve B hiicreli NHL larla karsilastirildiginda PRAME ekpresyonunun HL’da ¢ok
yiiksek bulunmustur.®"” Chambost ve ark. Reed Stenberg Hiicrelerinde PRAME ile aym
aileden olan bir KTA olan MAGE-A4 gen ekspresyonunu incelemis, RT-PCR ile 18 HL
vakasiin 5’inde (% 28) MAGE-A4 ekspresyonu saptanmis olup bu bes olgunun 4’{iniin
NS tip 1’inin MS alt tipte oldugu saptanmistir. Bizim serimizde de IHK ile PRAME
saptanan 15 olgunun 9’u NS tipte, RT-PCR ile PRAME saptanan 8 olgunun 4’ii NS HL
alt tipine sahipti. MAGE-A4 taniyan monoklonal antikor ile yapilan bir ¢aligmada 53
HL olgusunun 11’inde (% 21) ekspresyon saptanmustir. Ilging olarak giiclii ekspresyon
ozellikle RS hiicrelerinde saptanmig, ortamdaki diger hiicrelerde ekspresyon
saptanmamustir. Bizim de IHK incelememizde RS hiicrelerinde ekspresyon gosterilmesi
bu hiicrelerin immunoterapi KTA ile yapilan immunoterapi ic¢in iyi bir hedef
olabilecegini telkin edebilir.*"™

HL’da kemorezistans en dnemli sorunlardan biri olup bununla ilgili belirteclari

tanimlamak temel 6nemdedir. Bu baglamda Staege ve ark. KT ye rezistans ve duyarli
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HL hastalarinda farkli gen ekspresyonlarinin profilini aragtirmiglar ve rezistan olgularda
IL13RA1, IL5SRA gibi sitokin resptorler, CD40, CD80 gibi antijen sunan hiicreler
tizerinde eksprese olan belirteclerle birlikte PRAME de artmis olarak bulunmustur. Bu
veriler bizim calismamizda saptanan bazi kotii prognostik parametrelerle PRAME
iligkisi ile uyum gostermektedir. Rezistan HL’da gergekten yiiksek oranda eksprese
oldugu daha genis serilerde de saptanir ise bu genler, gelecekteki terapatik yaklagimlar
icin potansiyel hedef olabilir.3*? Nitekim yiiksek PRAME ekspresyonu DBBHL’da ve
HL’da KT’ye artmus rezistans ile ilgili bulunmustur.>”® Kawano ve ark. antrasiklinli
tedaviye refrakter hastalar ile duyarli hastalar arasinda gen ekspresyon paternini
incelediklerinde 9 genin ekspresyonunun refrakter grupta arttigini bulmuslardir. Bu
genlerden en fazla artanin PRAME oldugu saptanmistir (kontrolden 4 kat fazla).
Antrasklin ile tedavi edilen diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada PRAME calisilmis, risk
gruplari farkli bulunmazken PRAME gen ekspresyonu olan ve olmayan hastalarda HSK
incelendiginde PRAME pozitif hastalarin HSK daha kisa bulunmustur. Hastalik seyri
sirasinda progresyon saptanan olgularin % 50’sinde PRAME pozitif iken tam yanit
veren hastalarin % 18’inde PRAME saptanmustir. Sonug¢ olarak Antrasiklinli tedaviye
direncli hasta grubunda PRAME geninin belirgin arttigi ve PRAME ekspresyonu olan
hastalarin daha kisa HSK’a sahip oldugu bulunmustur.®"®

PRAME ile HL klinik ozellikleri arasinda bir baglanti olup olmadigini
saptamaya yonelik ¢calismamizda, RT-PCR ile PRAME pozitifligi IPS 4 ve iistiinde olan
grupta daha fazla saptanmistir. IPS’in HL prognozu gostermede etkisi diisiiniildiigiinde
ve birgok faktor ile iliskili olmasi nedeniyle bu bulgunun 6nemli oldugu asikardir.
PRAME calisilan hasta grubumuzun da 45 yas {stii, ileri evre, yiiksek risk grubu, artmis
IPS, tedavi sonras1 niiks olmasi kisa relaps stiresinin HSK kisalttigi, 45 yas iistii, ileri
evre, artmig IPS’in ise GSK’1 kisalttig1 saptanmistir. PRAME caligilan grubun HL grubu
ile ayn1 kohort oldugu diistiniildiigiinde, HL ile ilgili, literatiirde kotii prognostik verilere
benzer sekilde kotii prognostik Ozelliklerde beklendigi gibi daha kisa HSK ve GSK
saptandi. PRAME bagimsiz bir prognostik faktdr olmasa da 6liim riskini arttirmasi da
HL’da PRAME’in olumsuz klinik veriler ile iligkisini gdzler 6niine sermektedir. RT-
PCR ile saptanan PRAME pozitifligi ile 4 ve lizerinde IPS skoru olan hastalarda
PRAME anlamli sekilde daha fazla saptanmistir, PRAME (-) olgularda TSK ve HSK

daha uzun bulundu ve aradaki fark 6nemli idi. Istatsitiksel anlamli olmasa da PRAME
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saptanan hastalar daha ileri yasta idi. Diger yandan yine istatistiksel anlamli olmasa da
6liim riskinin 3,58 kat artmis bulunmas1 RT-PCR ile saptanan PRAME’in daha énemli
bir gosterge oldugunu telkin etmektedir. IHK ile PRAME saptanan olgularda gerek
HSK gerekse TSK daha kisa idi, ancak fark istatistiksel anlamli bulunmadi. Bu veriler
PRAME ekspresyonunun HL’da kotii prognostik parametre olabilecegini isaret
etmektedir.

Timor antijenlerinin bugilin i¢in kullanim alami rezidiiel kanser hiicrelerinin
varhigim1 saptamak ya da tedavi i¢in hedef olarak kullanilabilirlikleridir. Terapotik
olarak daha etkili ve daha az toksik kanser tedavisi i¢in yapilmasi gereken terapatik
ajanlarin segiciliginin arttirilmasidir. BCR-ABL ve Her2-neu’nun gibi ¢ok basarili
hedefler ile PRAME’in ortak iki 6zelligi vardir. Birincisi ¢ogunlukla tiimor hiicrelerine
kisith yiiksek PRAME ekspresyonu, ikincisi ekspresyonun onkojenik fenotipe katkida
bulunmasidir. Kanserde PRAME’i hedef olarak kullanmak igin iki strateji vardir. ilki
intrinsik immunojenitesine ragmen timor hiicreleri tarafindan iiretilen immun supresif
mekanizma ve faktOrlerle immun cevabin azalmasina karsi, T hiicreli immun cevabi
arttirmak icin tasarlananlardir. Komplet remisyonda AML hastalarinda PRAME i¢in
spesifik T hiicre cevabr saptanmigken, refrakter AML’de saptanmamasi bunu
destekleyici niteliktedir. Yani bu T hiicre cevabinin tiimor eradikasyonuna katkida
bulunacagini soyler. Klinigimizde daha Once yapilan akut 16semi c¢alismasinda en
yiilksek PRAME ekspresyonu gosteren olguda allogeneik nakil sonrasinda PRAME 0
olarak saptanmis olup bu olgu 9 yil1 askin siiredir tam remisyonda olarak yasamaktadir.
Ikincisi ise asilamadir fakat KTA’lerinin tiimdr heterojenitesi bu antijenlere yonelmis
asilamanin etkinligine engel olabilir. Bunun i¢in 6rnek ilk kez AML hastalarinda
PRAME hedefleyen otolog dendritik hiicrelerin kullanildigr calismadir. PRAME
intrinsik enzimatik aktivitesi gosterilemediginden kii¢iik molekiillii ilaglar tarafindan
hedef olarak kullanilamaz.**

Hiicre membrani ve sitoplazmasinda bulunan PRAME, sitotoksik T-lenfositleri
tarafindan taninan immunojenik bir antijen olmasindan Otilirii bazi malign tlimorde
immunoterapi amagli kullanilabilecegini telkin eden bulgular vardir. PRAME iligkili
immun yapilanma ve immunoterapinin mekanizmasi Oniimiizdeki yillarda ¢ok daha

fazla anlasilacak ve klinikte yerini bulacaktir.
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Mevcut bilgiler 15181nda hematolojik neoplazilerde ve solid tiimdrlerde PRAME
ekspresyonu oldugunu anlamaktayiz. Calismamizda RT-PCR ile % 9,8, IHK ile % 18,3
pozitiflik 6zellikle literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogunlugunu olusturan RT-PCR i¢in daha
diisiik goriinmekte fakat THK ile kiyaslayacagimiz veri ise yoktur. Bu farkli oranlar
PRAME cekspresyon tespiti icin yapilan farkli yontemler ve kullanilan farkli doku
orneklerine baglanabilir. Bundan 6nceki ¢alismalarin ¢ok biiyiik kisminin taze dokular
ile yapilmas1 ve 6zellikle RT-PCR i¢in daha uygun olmasi, bizim ¢alismamizdaki gibi
parafinli dokuda yapilmis calisma dizaynlarinda dezavantaja neden olur. Ayrica
PRAME’in kisa siirede c¢oklu gen duplikasyonlari ile evrim asamasinda oldugu
goriilmekte ve en az 22 PRAME benzeri gen ve 10 pseudogen insan genomunda tespit
edilmistir. Bu hizli evrim, ¢ogalma ve immunitede tutulmus gen kiimelerinin adaptif
secimleri ile tutarli goriinmektedir.®®! THK yéntemle ve RT-PCR ile saptanan PRAME
sonuglar1 ile istatistiksel anlamli paralelik gostermediler. Bu bulgu PRAME
ekspresyonunun saptanmasinda parafinli dokularda THK yéntemle calisilarak takibi
uzun siire yapilmis olgularda geriye donilk PRAME ekspresyonunun prognostik ve

varsa prediktif degerini belirlemek icin daha yiiksek sayili calismalara ihtiyaci gosterir.
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6. SONUC VE ONERILER

1- Bu calismada 82 HL olgusunda IHK ve RT-PCR yontemleri ile PRAME
arastirildi. IHK ile toplam 15 hastada ekspresyon saptanirken RT-PCR ile 8 olguda
PRAME saptandi.

2- Daha hassas bir yontem olmasi nedeniyle RT-PCR ile daha fazla olguda
ekspresyon saptanmasi beklenirken daha az sayida olguda saptanmasi doku fiksasyonu
ve parafinleme islemleri sirasinda RNA kayb1 nedeniyle olabilir.

3- Bu calismada IHK kullanilarak da PRAME saptanabildigi gosterildi.
Ozellikle histiyositler ve RS hiicrelerinde PRAME ekspresyonunun saptanmas taze
doku orneklerinde PRAME caligsmalari sirasinda 6zellikle bu 2 hiicre grubunda PRAME
calisilmasinin yararli olabilecegini telkin etmektedir. RT-PCR c¢aligmalarinda da bu
hiicrelerde diger hiicrelerle kiyaslamada daha yiiksek oranda ya da miktarda PRAME
saptanmasi halinde bu veri 6zellikle son yillarda HL’da mikrogevre biyolojisine katkida
bulunabilir. Literatiirde kisithi veri daha c¢ok hiicre dizilerine aittir ve klinik 6rneklerle
yapilmis yeterli calisma yoktur. Hiicre dizilerinde yapilan calismalar ise PRAME
ekspresyonunun rezistan olgularda saptandiginmi gostermektedir. Bu veri klinik
orneklerde de kanitlanir ise rezistan olgular icin PRAME bir hedef olabilir. Pek ¢ok
neoplazide oldugu gibi primer tiimor hiicrelerinin yani sira mikrogevrenin de
hedeflenmesi stratejisini mantikli kilabilir.

4- PRAME calisilan hasta grubunda 45 yas stii, ileri evre, yliksek risk grubu,
yiiksek IPS, tedavi sonrasi niiks olmasi, kisa relaps siiresinin HSK’1 kisalttigi, 45 yas
iistii, ileri evre, yliksek IPS’in ise GSK’1 kisalttig1 saptandi ve bu sonuglar istatistiksel
olarak anlamliydi.

5- Toplam ve hastaliks1z sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler olarak, sadece
yas ve risk grubunun sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler oldugu goriiliircken PRAME
pozitifliginin anlamli bir faktor olmadig1 fakat 6liim riskini arttirdig1 saptandi.

6- PRAME ekspresyonu ile klinik prognostik faktorler kiyaslandiginda RT-PCR
ile saptanan PRAME pozitifligi ile 4 ve lizerinde IPS skoru olan hastalarda PRAME
anlamli sekilde daha fazla saptandi. PRAME (-) olgularda TSK ve HSK daha uzun
bulundu ve aradaki fark énemli idi. Istatsitiksel anlamli olmasa da PRAME saptanan

hastalar daha ileri yasta idi. Diger yandan yine istatistiksel anlamli olmasa da 6lim
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riskinin 3.58 kat artmis bulunmast RT-PCR ile saptanan PRAME’in daha 6nemli bir
gosterge oldugunu telkin etmektedir. IHK ile PRAME saptanan olgularda gerek HSK
gerekse TSK daha kisa idi, ancak fark istatistiksel anlamli bulunmadi. Bu veriler
PRAME ekspresyonunun HL’da kotii prognostik parametre olabilece8ini isaret
etmektedir. Bu verilerin daha genis hasta gruplarinda ve tercihen prospektif hasta
serilerinde kanitlanmasi halinde immunoterapi icin PRAME c¢ekici ve iyi bir hedef gibi

gorinmektedir.
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