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KISALTMALAR

APC > Antijen Sunan Hiicre

Breg : Dizenleyici B hiicresi

CTGF : Cytokine growth factor

CTLA-4 : Sitotoksik T Lenfosit iliskili Antijen-4
DBBHL : Difftiz Buyuk B Hcreli Lenfoma
DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EBV : Epstein Barr Virus

ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group

FISH : Fluoresan in situ hibridizasyon
FOXP3 : Forkhead box P3
GM : Germinal Merkez

H&E : Hematoksilen&Eozin
HHV8  : Human Herpes Virus 8

HIV : Insan bagisiklik yetmezligi viriisii
IFN - Interferon

Ig : Immiinglobulin

IL . Interlokin

IPI :Uluslararasi1 Prognostik Indeks
IHK : Immiinohistokimya

KGH : Karsilastirmali genomik hibridizasyon
LAG-3 : Lenfosit Aktivasyon Geni-3

LDH - Laktat dehidrojenaz

MDSC : Myeloid derive stipresor hiicreler
MHC  : Major Doku Uyumluluk Kompleksi
NCCN : National Cancer Center Network
NHL : Non-Hodgkin Lenfoma

NK : Dogal oldiiriicii
NOS : Bagka tiirlii spesifiye edilemeyen
PD-1 : Programli Hiicre Oliimii Proteini

PD-L : Programl1 Hiicre Oliimii Proteini Ligandi
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R-CHOP : Siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin, prednizon+ritiiksimab

TCR : T hicre reseptori

TGF : Doniistiiriicli bliylime faktori
Th : Yardimei T hiicresi
TILs - Timoéri Infiltre Eden Lenfositler

TIM-3 T hiicre imminoglobulin musin-3
TNF : TUmor Nekroz Faktor

Treg : Duzenleyici T hiicre

YNGS :Yeni Nesil Gen Sekanslama
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OZET
AMAC

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL), diinya ¢apinda en sik goriilen
Non-Hodgkin Lenfoma(NHL) turtdir. Hastalarin bir bolimii tedaviye yanit
vermemekte ya da niiksler nedeniyle kaybedilmektedir. Bundan dolay: tedaviye ve

prognoza yonelik belirteglerin arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

Glinlimiizde, tiimdér mikrogevresinde bulunan bagisiklik hiicrelerinin immiin
kontrol noktasindaki reseptorleri, tedavide ve prognozun belirlenmesinde umut vaad
etmektedir. Bu immiin kontrol noktasindaki molekiillerden birisi olan Lenfosit
Aktivasyon Geni-3(LAG-3) ile ilgili birtakim yayinlar olsa da literatiirdeki

calismalar kisithdir.

Bu calismada, DBBHL olgularinda, LAG-3’0Un timdor htcrelerindeki ve
timoru infiltre eden lenfositlerdeki (TILs) imminohistokimyasal ekspresyonunun,
hastanin klinik ve prognostik verileri ile iliskisi arastirildi. Bu yolla, LAG-3
molekilunin, DBBHL hastalarindaki ekspresyon durumunun ortaya konmasi ve

prognostik degeri olup olmadiginin belirlenmesi amaglandi.
GEREC VE YONTEM

Calismamizda, 210 adet DBBHL olgusuna ait LAG-3 immunohistokimyasal
antikorlar1 ile isaretli kesitlerde TILs’teki ve tiimor hiicrelerindeki LAG-3
ekspresyonu iki patolog tarafindan degerlendirildi. Vakalarin yasi, cinsiyeti, tani

anindaki hastalik evresi, IPI skoru ve R-CHOP tedavisine yanit derecesi kaydedildi.

BULGULAR

Calismamizda DBBHL tanist almis olgularin %39’unun tiimoér hiicrelerinde,
cesitli siddetlerde LAG-3 ekspresyonu oldugunu gordiik. Tiimor hiicrelerinde LAG-3
ekspresyonu saptamamizin yani sira, 6nemli bir bulgu olarak, erkek cinsiyette LAG-
3 pozitif tiimor hiicrelerinin yiizdesini anlamli 6lgiide yiliksek bulduk(p<0,05).
Ayrica, LAG-3 eksprese eden TILs sayisi, bir biiyiik biiylitme alaninda 5’in Uzerinde
olan olgularda, timor hicrelerindeki LAG-3 ekspresyon siddetini de istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide artmis bulduk(p<0,05). LAG-3 eksprese eden timor hiicre
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yiizdesi 6’dan diisiik ve yiiksek olan vakalar ve LAG-3 pozitif TILs sayist 5’in
altinda ve iistiindeki vakalarda R-CHOP tedavisine yanit ve genel sagkalim agisindan

farklilik saptamadik.
SONUC

Calismamizin sonucunda, DBBHL olgularinda tiimor hiicrelerinin gesitli
siddetlerde LAG-3 eksprese ettigini, erkek cinsiyette LAG-3 eksprese eden tumor
hiicrelerinin anlaml 6l¢iide yiiksek oldugunu ve artmis LAG-3 pozitif TILs sayisina
sahip olgularin tiimor hiicrelerinde de LAG-3’lin daha siddetli eksprese edildigini
ortaya koyduk. Tumorde ve TILs teki LAG-3 ekspresyonunun R-CHOP tedavisine

yanitta ve genel sagkalim iizerine anlaml bir etkisi olmadigini saptadik.

Anahtar Kelimeler: Diffiz Biyik B Hucreli Lenfoma(DBBHL), Lenfosit
Aktivasyon Geni-3(LAG-3), Tiimér infiltre Eden Lenfositler(TILs)
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THE RELATIONSHIP BETWEEN LYMPHOCYTE
ACTIVATION GENE-3 EXPRESSION WITH
HISTOPATHOLOGICAL AND PROGNOSTIC MARKERS IN
DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA CASES

ABSTRACT

AIM

Diffuse large B cell lymphoma (DBBHL) is the most common worldwide
Non-Hodgkin Lymphoma(NHL) type worldwide. Some of the patients do not
respond to treatment or lost due to reccurences. Therefore, it is important to

investigate the markers for treatment and prognosis.

Today, the immune checkpoint receptors of immune cells in the tumor
microenvironment are promising in the treatment and determination of prognosis of
various cancer types. Although there are some research related to Lymphocyte
Activation Gene-3 (LAG-3), one of the immun checkpoint receptors, studies in the

literature are limited.

In this study, the relationship between immunohistochemical expression of
LAG-3 in the DLBCL cells and tumor infiltrating lymphocytes (TILs) was
investigated. In this way, it was aimed to determine the expression status of LAG-3

receptor in DLBCL cases and to determine whether it has a prognostic value.

MATERIALS AND METHODS

In our study, LAG-3 expression in TILs and tumor cells in sections marked
with LAG-3 immunohistochemical antibodies of 210 DLBCL cases was evaluated
by two pathologists. Age, gender, Ann Arbor stage at the time of diagnosis, IPI

score, and degree of response to R-CHOP treatment were recorded.

Xi
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RESULTS

In our study, we found that 39% of the cases diagnosed with DLBCL had
LAG-3 expression in various intensities. In addition to detecting LAG-3 expression
in tumor cells, as an important finding, we found a significantly higher percentage of
LAG-3 positive tumor cells in the male sex(p <0.05). In addition, we found
statistically significant increase in LAG-3 intensity in the cases which have more
than 5 TILs per high power field(p <0.05). We did not find any difference in overall
survival and treatment response in cases with LAG-3 expression less than or above
%6 and LAG-3 positive TILs number below and above 5.

CONCLUSION

As a result of our study, we proved that tumor cells express LAG-3 at various
intensities in DLBCL cases, tumor cells expressing LAG-3 in male sex are
significantly higher and LAG-3 is more strongly expressed in tumor cells of patients
with increased LAG-3 positive TILs. We found that LAG-3 expression in tumor and

TILs had no significant effect on response to R-CHOP therapy and overall survival.

Keywords: Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL), Lymphocyte
Activation Gene-3 (LAG-3), Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILS)

xii
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GIRIS VE AMAC

GIRIS

Diffuz Buyuk B Hucreli Lenfoma(DBBBL), diinya ¢apinda en sik goriilen
Non-Hodgkin Lenfoma(NHL) tiiriidiir. Insidans oran1 %6.3 olup tahmini olarak her
sene 25 000 yeni vaka bildirilmektedir(1l). Ritiikksimab ile kombine edilmis
antrasiklin bazli kemoterapi rejimi; R-CHOP (siklofosfamid, doksorubisin,
vinkristin, prednizon+ritliksimab; immdinoterapi) ile DBBHL hastalarinin ¢ogunda
baslangigta kemoterapiye yanit elde edilirken cevaplar heterojen olup hastalarin bir
bolimii primer yanitsizlik, bir boliimii de niiksler nedeniyle kaybedilmektedir(2).

Hastalarin risk profillerini degerlendirmek icin klinik parametrelerden olusan

Uluslararas1 Prognostik Indeks (IPI) kullanilmaktadir(3).

Ancak ayni IPI skorlarina sahip hastalar arasinda da sagkalim farkliliklarinin
bulunmasi nedeniyle, DBBHL’lerin alt tiplerinin belirlenmesi ve hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesi amaciyla yeni molekiillerin arastirilmasina agirlhik
verilmistir(4). Giiniimiizde elde edilen yeni kanitlar, kanser progresyonu ve tedaviye
yanitta, immiin mikrocevrenin onemli yer tuttugunu ortaya koymustur. Kanser
immiinoterapisinde, sitotoksik T Lenfosit Iliskili Antijen-4(CTLA-4) (Ipilimumab)
ve Programli Hiicre Oliimii Proteini-Programli Hiicre Oliimii Proteini Ligandi-
1(PD1-PDL-1) (Pembrolizumab, Nivolumab) molekiillerinin  hedeflendigi
immunoterapinin dikkat ¢ekici etkisine ragmen, farkli timor tiplerine sahip birgok
hastada tedavi basarisizligi yasanmaktadir. Bu da ilgi odaginin alternatif inhibitor

reseptorler ve siipresif mekanizmalara ¢gevrilmesine yol agmistir(5).

Lenfosit Aktivasyon Geni-3(LAG-3) molekili klinik olarak hedeflenen 3.
inhibitor reseptér olup; LAG-3 up-regilasyonu asir1 immiin aktivasyonun
engellenmesinde ve otoimmdiniteden korunmada gereklidir. Ancak, timor
mikrogevresindeki devamli antjen maruziyeti, LAG-3 ekspresyonunun sirmesine
neden olmakta ve inflamatuar hiicrelerde proliferasyon ve sitokin Gretiminin
azalmasi ile Kkarakterize, bir tUr tukenme halinin ortaya ¢ikmasina katkida
bulunmaktadir(5). LAG-3’tiin PDI ile ¢arpici bir sinerjiye sahip oldugunun ortaya

konmasi ve diger inhibitor reseptorlere gore LAG-3’0n intraseluler sitoplazmik
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bolimunun  farkli olmasi, bu molekilin kendine 6zgl potansiyeline dikkat
cekmektedir. Su anda 4 adet LAG-3 hedefine yonelik (LAG525) klinik ¢alisma
devam etmekte olup bu durum, LAG-3 inhibitdr reseptoriine artan ilgiyi ortaya
koymaktadir(5).

LAG-3 molekili, imminglobin stiper ailesinin bir tyesi olup, 503 amino
asitten olusan tip 1 transmembran proteinidir. Aktive CD4 ve CD8 T hicrelerinde, B
hicrelerinde, dogal oldiiriicii (NK) hticrelerinde ve plazmasitoid dendritik hiicrelerin
ylzeyinde eksprese edilmektedir ve Class Il Major Doku Uyumluluk
Kompleksi(MHC) molekiiliine baglanmakta olup negatif diizenleyici rol oynayarak T

hiicre fonksiyonunu baskiladigi diistiniilmektedir(6).

Yapilan ¢alismalar, in vitro olarak LAG-3 blokaji yapildiginda CD4 T
hiicrelerinde artmis proliferasyon ve sitokin iiretimi gosterdigini bulmustur. Kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri, follikiiler lenfoma ve kronik lenfositik 16semide, timor
infiltre eden lenfositlerde LAG-3 ekspresyonunun genel sag kalim iizerine olumsuz
etkisi bulundugu ortaya konmustur(7). Diffliz blyuk B hicreli lenfomalarda ise
LAG-3 ekspresyonun immin kagis stratejilerinden birisi oldugunu gosteren birtakim

calismalar bulunmaktadir; ancak daha genis arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir(8).
AMAC

Bu c¢alismada, DBBHL olgularinda, tumodrde ve timorl infiltre eden
lenfositlerde,  LAG-3’Gn,  immunohistokimyasal = boyanma  6zelliklerinin
degerlendirilmesi ve olgularda, patolojik prognostik parametreler (Germinal
merkez/germinal merkez dis1 fenotip, Ki-67 proliferatif aktivite indeksi, Bcl-2, C-
Myc, CDS5 ve CD30 ekspresyonu) ve klinik veriler (hasta yasi, cinsiyeti, hastaligin
evresi, hastaya ait Uluslararast Prognostik Indeks, R-CHOP tedavisine yanit
derecesi) ile iliskisinin arastirtlmasi planlamistir. Bu yolla, LAG-3 molekiliniin
DBBHL hastalarindaki ekspresyon durumunun ortaya konmasi ve prognostik degeri

olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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GENEL BIiLGIiLER

TARIHCE

Gegmiste, lenfoma patolojisi ve klasifikasyon sistemleri morfolojik bulgulara
dayanilarak tamimlanmakta olup, Diffiiz Buyik B Hucreli Lenfoma (DBBHL) nin
kokeni ve genetik Ozellikleri bilinmemekteydi. 1969 yilinda, DBBHL’nin diffiiz
histiyositik lenfoma olarak adlandirildigi, Henry Rapaport’un Onermis oldugu
klasifikasyon sistemi yaygin kullanima girmistir(9). Ancak, immiunolojinin
gelismesiyle birlikte, immiin sistemin olduk¢a kompleks bir yapiya sahip oldugu
ortaya ¢ikmistir. Cesitli immiin isaretleyicilerin kullanilmasiyla birlikte, 1973 yilinda
Collins ve ark. Sternberg Sarkomu’nun (su anda T lenfoblastik lenfoma olarak
bilinen sarkomun) T hiicre serisine ait oldugunu(10) ve bir sene sonra, Jaffe ve ark.

Follikiiler Lenfoma’nin B hiicre serisine ait oldugunu gostermistir(11).

Monoklonal antikorlarin yaygin ve ulasilabilir hale gelmesini, molekdler
genetik calisma uygulamalari takip etmistir. Basta tek gen calismalar1 ve daha sonra
ileri ve bituncul analiz yontemleri olmak Uzere yeni yontemlerin uygulanmasi ile,
DBBHL’yi de igeren lenfomalar daha derin bir anlayigsla ele alinmaya

baslanmistir(12).
Diinya Saghk Orgiitii 2017 Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Siniflamasi

Giintimiizde konsensus saglanmis olan lenfoma siniflamast 2017 tarihli
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) dérdiincii baskisinda yer alan smniflamadir. DBBHL,
diffiz paternde dizilenim gosteren biiyiik B hiicrelerinden olusan neoplazi olarak
tanimlanmistir.  Biiylik olarak tanimlanan boyut, ayni dokuda bulunan benign

histiyosit nukleusundan daha iri olmas1 seklinde tanimlanmigtir(13)(14).

2017 yilinda DSO, DBBHL smiflamasini giincellemistir(Tablo 1)(15). Yeni
siiflamada 2008 yilindaki siniflamaya gore yapilan degisiklikler su sekildedir(15).

1. Germinal Merkez (GM) B Hicresi tipi ya da Aktive B Hucreli
Tip/Germinal Merkez Dist Tip seklinde hiicre orijini patoloji raporunda yer

almalidir.
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Tablo 1: DBBHL siniflamasinda 2017 DSO giincellemesi: Alt tipler ve iliskili
antiteler

Diffliz buyuk B hucreli lenfoma, NOS
Germinal merkez B hiicreli ya da aktive B hicreli/Germinal merkez dis1 tip
MYC ve BCL-2 ikili eksprese eden
CD5+

DBBHL alt tipleri
T hucresi/histiyositten zengin buytk B hucreli lenfoma
Santral sinir sisteminin primer DBBHL’si
Primer kutan6z DBBHL, bacak tipi
EBV pozitif DBBHL, NOS

Diger biiyiik B Hiicreli Lenfomalar
Primer mediastinel(timik) buyuk B hucreli lenfoma
Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
Kronik inflamasyon iliskili DBBHL
Lenfomatoid granilomatozis
ALK pozitif blyuk B hicreli lenfoma
Plazmablastik lenfoma
HHV8+ DBBHL, NOS

Primer effiizyon lenfomasi

Ara ozellikler gosteren vakalar

Yiksek dereceli B hicreli lenfoma, MYC ve BCL2 velveya BCL6
translokasyonu gosteren

Yuksek dereceli B hicreli lenfoma, NOS

B hiicreli lenfoma, smiflandirilamayan, DBBHL ve Klasik Hodgkin
Lenfoma aras1 6zellikler gosteren

NOS: Bagka tirll spesifiye edilemeyen, EBV: Epstein Barr Virus, HHV8: Human Herpes Virus 8

2. CDS5 ekspresyonu, prognostik oOneme sahip olmasi nedeniyle

degerlendirilmelidir.

3. MYC ve BCL2 imminohistokimyasal ekspresyonunu (ikili ekspresyon)

ek prognostik faktor oldugundan belirtilmesi gerekmektedir.
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4. B Hiicreli Lenfoma, Siniflandirilamayan, DBBHL ve Burkitt Lenfoma
Aras1 Ozellikler Gosteren, adindaki provizyonel kategori kaldirilmis ve yerine iki

yeni kategori eklenmistir.

a. Yuksek Dereceli B Hucreli Lenfoma, MYC ve BCL2 velveya
BCL6 Translokasyonu Gosteren (“Double-hit” veya “Triple-hit” lenfoma)

b. Yiiksek Dereceli B Hiicreli Lenfoma, Siiflandirilamayan
EPIDEMIYOLOJI

DBBHL, diinya genelinde en sik gorilen non-Hodgkin lenfoma
tiradir(16)(1). Birlesik Devletler’de 2016 yilinda ortalama 25380 yeni vaka ile
insidans hiz1 %6,3 olarak hesaplanmistir. Median yas1 7. dekad olmakla birlikte genc

erigkinlerde ve nadiren ¢ocuklarda da goriilebilir(1).
ETIYOLOJI

DBBHL nin etyolojisi hala bilinmemektedir. Genellikle de novo gelismekle
birlikte, Kronik lenfositik I6semi/kicik lenfositik lenfoma, Follikiler lenfoma,
Marjinal zon lenfoma ya da Noduler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma gibi
daha az agresif bir lenfomadan doniisiim sonucu da gelisebilmektedir (sekonder
DBHHL)(17). Predispozan faktorler arasinda, molekiiler aberasyonlara yol agan
maddeler yani sira konjenital ve kazanilmis immiin yetmezlik halleri
bulunmaktadir(18).

Pestisitler, fertilize edici maddeler ve ilaglar gibi pek ¢ok kimyasal maddenin
etyolojide etkili olabilecegi One siirimiistiir(19). Alkilleyici ajanlar, 0zellikle
iyonizan radyasyon ile birlikte maruz kalindiginda, sekonder lenfoma gelisim
insidansini belirgin 6l¢iide artirmaktadir(18).

Ozellikle organ transplantasyonu sonrasi iatrojenik olarak immiin sistemi
baskilanan bireylerde, dncelikle santral sinir sisteminde olmak (zere, diffliz agresif
lenfomalarin goriilme siklig1 artmistir(13).

EBV (Epstein Barr Virus), DBBHL’yi de igeren ¢ok cesitli lenfoproliferatif
hastalikla iligkili bulunmustur(20). Hemen tim bireyler yasam siirelerinin bir
noktasinda EBV ile karsilagir ve EBV maruziyeti sonrast hayat boyu siiren latensi
gdzlenir. Immiin sistemdeki zayiflama ile birlikte, bagisiklik sistemi hiicreleri EBER,

EBNA ve LMP gibi proteinleri eksprese etmeye baslarlar(21). EBV’nin, ayni
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zamanda, DBBHL hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan NFkB yolagini
indiikledigi bilinmektedir(22). Aym1 zamanda, yine bagisiklik sistemi {izerine etkili
insan bagisiklik yetmezligi virtisii (HIV) ve HHV-8’in de DBBHL dahil pek ¢ok

lenfoid malignite patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir.
YERLESIM YERI

Olgular, nodal ve ekstranodal hastalik ile bagvurabilmekle birlikte, hastalarin
%40 kadarinda hastalik ekstranodal alana sinirlidir(23)(24). En sik karsilagilan
ekstranodal alan, mide ve ileogekal bolge basta olmak Uzere gastrointestinal
sistemdir. Diger sik goriilen ekstranodal alanlar ise kemik dokusu, testis, dalak,
Waldeyer halkasi, tiikriik bezi, tiroid, karaciger, bobrekler ve adrenal glandlardir(17).
Bobrek ve adrenal gland tutulumu, santral sinir sistemi yayilimi agisindan daha

yiiksek riskli bulunmustur(9).
KLINiK PREZENTASYON

Klinik olarak ¢ogu vaka, bir veya birden fazla lenf nodunu veya ekstranodal
bolgeyi tutan, hizli biiyiiyen tiimor kitlesi ile prezente olur(15)(18). DBBHL
vakalarinin {icte birinde B semptomlar1 goriiliir (ates, kilo kaybi, gece terlemesi).
Ayrica bazi vakalarda tutulan organa bagli semptomlar eklenebilir. Serum laktat
dehidrojenaz (LDH) ve Beta-2-mikroglobulin genellikle normal seviyelerin Uzerine
cikar. Hastalarin yaris1 Evre I-1I hastaliga sahipken, diger yaris1 Evre I11-IV hastalik
ile bagvurur.

Kemik iligi tutulumu, c¢alismalar arasinda degiskenlik gostermekle birlikte
%10-20 civarindadir ve iki farkli sekilde goriiliir; konkordan (kemik iliginin DBBHL
ile tutulumu) ve diskordan(kemik iliginin diisiik dereceli B hiicreli lenfoma ile
tutulumu). Yalnizca konkordan tutulum durumunda genel sagkalim koti yonde
etkilenir(25).

HiSTOMORFOLOJI

Hastaliga verilen DBBHL ismi morfolojik bulgular1 agiklar niteliktedir.
Lenfoma hcreleri iri olup diffiiz paternde dagilim gosterir ve normal nodal ya da
ekstranodal yapiy1i, kismen veya tamamen ortadan kaldirir(26). Ince fibrozis
tarafindan lenfoma hiicre gruplari kompartimanlara ayrilir ve bazen skleroz gorulur

(Sekil 1). Cografik nekroz alanlar1 goriilebilir. Tek hiicre apoptozlari belirgin olabilir
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ve artmisg mitotik aktivite goriilebilir (Sekil 2). DBBHL vakalarinin %10’unda
yuksek proliferatif aktiviteye bagli olarak yildizli gokyiizii manzarasi goriilebilir.
Zeminde reaktif T hucreleri ve histiyositler hemen her zaman mevcuttur(27).

0 S PR LS T IR

Sekil 1: DBBHL olgusunda timér hicrelerinin diffiiz paternde dizilimi ve arada ince
fibroz bantlar (Hematoksilen&Eozin, X200)

Sekil 2: DBBHL olgusunda, timor hicre apoptozuna bagli apoptotik cisimcikler
(Hematoksilen&Eozin, X1000)
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Sitomorfolojik ozellikler ise olduk¢a degiskendir. DBBHL’nin birgok
varyant1 tanimlanmig olsa da, sentroblastik, immiinoblastik ve anaplastik varyantlar

en sik kullanilanlardir(27).
Sentroblastik Varyant

En sik goriilen varyant olup tim DBBHL vakalarinin yaklagik %80’ini
olusturur. Sentroblastlar, orta biiyiikliikte sitoplazmali, yuvarlak ve oval vezikiler
kromatinli hiicreler olup, bu hicreler kigik boyutlu, niikkleer membrana yakin ve
periferde yerlesmis 2-3 adet niikleol igerirler (Sekil 3).

Bu varyant ayni zamanda, %90’dan fazlasi sentroblastlardan olusan

monomorfik timdrlerden, sentroblastlar, sentrositler ve immiinoblastlardan olusan

polimorfik timarlere uzanan bir spektrum gosterir(27).

’ ' s I Y I‘ . ’. 5 . l'- =
Sekil 3: Sentroblastik varyant DBBHL olgusunda, sentroblastik hiicreler(sar1 oklar)
(Hematoksilen&Eozin, X1000)
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Immiinoblastik Varyant

Bu varyant, tim DBBHL vakalarinin %8-10"unu olusturur ve neoplastik
hicrelerin - %90’ indan  fazlasin1 immiinoblastik hiicrelerin olusturmasi olarak
tanimlanir(15). Immiinoblastlar iri lenfoid hiicreler olup her birinin orta-genis
bazofilik sitoplazmasi ve belirgin, santralde lokalize trapezoid sekilli niikleolleri
vardir. Ince kromatin bantlar niikleer membrana tutunur (6riimeek bacagi goriiniimii).

Bazi vakalarda, immunoblastlar belirgin plazmasitoid diferansiasyon gosterirler(27).

Ancak vakalarin ¢ogu %90 oraninda klasik immiinoblast icermedigi i¢in bu
esigi asamamaktadirlar, bu nedenle, gectigimiz yillarda, Horn ve ark. immiinoblastik
varyant taniminin %10’dan az oranda sentroblast igeren vakalar olarak degistirilmesi
konusunda, immdunoblastik ve plazmasitoid hicrelerin timériin %90’ indan fazlasini

olusturdugu vakalar1 dahil edebilmek igin 6neride bulunmustur(28).
Anaplastik Varyant

Daha nadir goriilen bir varyant olup tim DBBHL vakalarinin %3 {inii
olusturur. Anaplastik varyant DBBHL’de gorulen timor hicreleri, pleomorfik ya da
bizaar nukleuslara sahip belirgin irilesme gosteren hiperkromatik hiicrelerdir. TUmor
hicreleri, Hodgkin ve Reed-Sternberg hucrelerini ve Anaplastik Blyuk Hicreli
Lenfoma hiicrelerini taklit edebilir. Anaplastik varyant, siklikla kismi ya da yaygin
sintzoidal patern gosterir(27)(Sekil 4).

ﬁ *\ ’
\‘L_ﬂr T K«, 2

Sekil 4: DBBHL, anaplastik varyant (Hematoksilen&Eozin, X1000)
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IMMUNOFENOTIPiK OZELLIKLER

Immiinofenotipin belirlenmesi DBBHL tanis1 koymak igin gerekli olup akim
sitometrisi ya da immiinhistokimyasal ¢alismalar ile yapilabilir. DBBHL’nin
neoplastik hiicreleri, CD19, CD20 ve CD22 gibi pan B hiicresi antijenlerini ve ayni
zamanda PAX5, BOB1 ve OCT2 gibi transkripsiyon faktorlerini eksprese
eder(29)(26). Olgularin %50-70’inde hiicreler, basta IgM ve daha az siklikta 1gG ve
IgA olmak Uzere sitoplazmik ya da membran6z immunglobulin ekspresyonu
gosterir(30). DBBHL olgulari pan-T antijenleri i¢in negatiftir(Tablo 2)(27).

Tablo 2: DBBHL’lerde siklikla eksprese edilen antijenler

Isaretleyiciler Siklik Onemi
CD19 Sik Tani, hedef tedavi
CD20 Sik Tani, hedef tedavi
CD22 Sik Tani, hedef tedavi
CD79a/CD79%b Sik Tam
PAX5 Sik Tanm
IG %50-75, IgM daha sik Tam
CD5 %5-10 Prognoz
CD30 Degisken ekspresyon, anaplastikte Prognoz, hedef tedavi
daha sik
CD10 %30-60 Bu {i¢ isaretleyici (CDI10,
BCL6 %60-90 BCL6, MUMI1) GM ve GM disi
fenotipi belirlemek i¢in kullanilir)
MUM1 %35-65
Ki-67 Her vakada degisken ekspresyon, Proliferatif isaretleyici
siklikla>%40
MYC %20-40 Koekspresyonu belirler
BCL2 Sik Prognoz, hedef tedavi
P53 Belirlenen esik degere bagl Prognoz
olarak degisken

DBBHL.: Diffliz Blyuk B hiicreli Lenfoma, GM: Germinal merkez, lg: Immiinglobulin

10
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Immiinfenotipleme, taninin desteklenmesi amaciyla B hiicre serisini ortaya
koymak disinda, potansiyel tedavi hedeflerinin belirlenmesinde rol oynadigi icin de
onemlidir. Ornegin, lenfoma hiicrelerinde CD20 ekspresyonu, Rituximab (anti-
CD20) tedavisi i¢in bir endikasyondur. CD19 ve CD22 de bu amagla
kullanilabilir(31). DBBHL vakalarmin %10-15’i CD30 ile pozitiftir ve 0Ozellikle
standart kemoimmiinoterapide basarisizliga ugranan hastalarda, anti-CD30 terapinin

faydas1 olabilecegi gosterilmistir(32).

Olgularin  %15-20’sinde  ise, kromozom 9p24.1 deki PD-L1/L2
amplifikasyonu sonucu PD-L1/L2 ekspresyonu goriiliir ve bu olgularin biiyiik bir

kismi PD1 inhibitor tedavilerine olumlu yanit verir(33).

Gunlimizde, hastalarin tedaviye yanitini tahmin etmek ve hedefe yonelik yeni
tedaviler gelistirmek amaciyla, onemli isaretleyicilerin varligi ve yoklugunu arastiran

cok sayida immiinofenotipik analiz ¢aligmalar yiiriitiilmektedir.
Hiicre Orijini Simiflamasi

DBBHL olgularint GM ve GM dist olarak smiflamak amaciyla gen
ekspresyon caligmalar1 kullanilmaktadir. Ancak, bu yontemin formalin fikse parafine
gomiilii dokularda uygulanamamasi, giinliik pratikteki kullanimini  oldukca
kisitlamaktadir. Bu sorunu ¢Ozmek amaciyla ¢esitli  imminohistokimyasal
algoritmalar gelistirilmistir(34). Bunlardan Hans algoritmasi ilk bildirilen ve en
yaygin kullanilanidir. Bu sistemde, CD10, BCL6 ve MUM-1 kullanilmakta olup,
timor hiicrelerinin %30’u ve istli boyanmig ise timoér, o isaretleyici yoniinden

pozitif kabul edilir(34).

GM tlmorler CD10+ ya da CD10-/BCL6+/MUML1- olarak izlenirken, GM
dis1 tiimorler CD10-/Bcl6+/MUM1+ ya da CD10-/Bcl6-’tir (34). Hans algoritmasi
hiicre orijinini belirlemede gen ekspresyon calismalar ile %76 oraninda uyumluluk

gostermektedir(Sekil 5) (34).
GENETIK OZELLIKLER

DBBHL olgularina uygulanan konvansiyonel sitogenetik analiz ¢aligmalari
kromozomal anomaliler konusunda genel bir bakis acist saglamistir. Genellikle,

kompleks karyotipler, klinigi agresif olan vakalar ve tedaviye direng¢ ile iliskili

11
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bulunmustur. Karsilastirmali genomik hibridizasyon (KGH) caligmalar1 sonucunda
ise, c¢cok sayida kromozom lokiisii kaybi1 ve kazanimi ile birlikte sayisiz
kombinasyonlar olusabildigi ortaya ¢ikmistir(35)(36). Spesifik kazanim ve

kayiplarin, hiicre orijini klasifikasyonu ile korele oldugu gosterilmistir(36).

GM

+ GM +
pd d disi

MuUM1
CD 10 _\ / \
BCL6 GM
\

GM
disi

Sekil 5: Hans algoritmasi1 (GM: Germinal merkez)

DBBHL olgularinda ii¢ ana translokasyon izlenmektedir. En sik olarak,
vakalarin  %30’unda, kromozom 3q27 lokusunda Bcl-6’da translokasyon
izlenmistir(37). Ayrica t(14;18)(q21;932)/IGH-BCL2 translokasyonu, vakalarin
%20-30’unda mevcuttur(38). 8q24°’te yer alan MYC translokasyonu ise, olgularin
%10-15"inde goraliir(38).

Rutin pratikte, konvansiyonel sitogenetik ¢alismalar i¢in taze doku bulmak
genellikle miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle, formalin fikse parafine gomiilmiis
orneklerde, fluoresan in situ hibridizasyon(FISH) yontemi, Bcl-6, Bcl-2 ve MYC gen
rearanjmanlarin1 belirlemede yardimci bir yontem olarak kullanilmaktadir. Hem
“breakapart” (BCL6 ve MYC) hem de flizyon (IGH-BCL2) problari kullanilabilir.
FISH yonteminin genel dezavantaji ise, bu ¢alismalarin belli bir alana odaklanmasi

ve geri kalan sitogenetik profilin degerlendirilmesine olanak vermemesidir(27).

12
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Gen Ekspresyon Profil Calismalar

Alizdeh ve ark. gen ekspresyon profili ¢alismasint DBBHL vakalarina ilk
uygulayanlar arasindadir. Bu arastirmacilar, DBBHL olgularini, GM(%40-50), GM-
dis1 (%50-60) olarak iki gruba ayirarak CHOP veya R-CHOP tedavisine yaniti
incelemislerdir. Calisgma sonucunda, GM grubu, diger gruba gore belirgin 6lglde

daha iyi sag kalim gostermistir(39)(40).

Dybkaer ve ark. ise, B hiicrelerini reaktif tonsil dokusundan secerek; 5 adet B
hiicresi iliskili gen imzas1 belirlemistir. Bunlar; naiv, sentrosit, sentroblast, hafiza ve
plazmablast B hiicreleri seklindedir. Bu imzalar ¢cok sayida genetik alterasyon ile
iliskili bulunmustur. Ornegin, sentroblastik tiimérler cok sayida genetik alterasyon
igerirken, sentrositik hiicrelerde daha az genetik alterasyon saptanmis olup daha

siklikla TP53 mutasyonu goriilmiistiir(41).
Yeni Nesil Gen Sekanslama

Gegtigimiz on yilda, tek gen degerlendirme yoOntemleri Sayesinde, gen
mutasyonlart ya da delesyonlarimin DBBHL patogenezinde rol oynadigi
bilinmekteydi. Ancak Yeni Nesil Gen Sekanslama (YNGS) yontemi, DBBHL
vakalarindaki genetik degisikliklerin oncekilere gdre ¢ok daha kapsamli olarak
tamimlanmasini saglayarak, bu konuda daha genis ve derin bir anlayis kazanmamizi

saglamstir.

YNGS yontemi sonucunda, DBBHL htcrelerinin birden fazla kez klonal
ekspansiyona ugradigini ve genetik mutasyonlarin bu siirecin herhangi bir aninda
meydana gelebilecegini ortaya koymustur(42). DBBHL’de gorulen mutasyonlar
stirici ve yolcu mutasyonlar1 olarak ikiye ayrilmaktadir. Genellikle, suricu
mutasyonlar patogenezin daha erken basamaklarinda goriiliir ve lenfoma gelisiminde
anahtar rol oynayarak hiicresel siiregleri bozar. Yolcu mutasyonlarin ise, patogenezde
onemli rol aldig1 diistiniilmemektedir ve siklikla zararsiz yan olaylar olarak ele

alinmaktadir(42).

DBBHL’de goriilen genetik mutasyonlar, ¢ok cesitli hiicresel siirecler ve
yolaklarla iligkili olabilmektedir. Histon modifikasyonu(metilasyon ve asetilasyon),

hiicre buyumesi, metabolizma, diferansiasyon, apoptozis, sag kalim, migrasyon,
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DNA hasarina yanit, B hiicre reseptor sinyalleri, “Toll-like” reseptor sinyalleri,

anjiyogenez ve immin dizenlenme en sik goriilen mutasyonlardandir(42)(43).

Gen mutasyonlarinin varligi, hem hastalik patogenezinin anlagilmasi, hem de
tedavi ajanlarin gelistirilmesi i¢in potansiyel hedef olusturmasi agisindan énemlidir

(31).
PROGNOSTIK FAKTORLER

DBBHL, oldukga heterojen bir hastalik grubu olup hastalarda klinik seyir ve
prognoz ¢ok farkli olabilmektedir, bu nedenle tedavi belirlemek i¢in, hastalarin risk

durumlarmin ortaya konmasi biiylik 6nem tagimaktadir(27).
Internasyonel prognostik indeks (IPI)

1994 yilinda DBBHL hastalarini risk agisindan degerlendirmek igin IPI skoru
gelistirilmistir(44). IPI skorlama sistemi, bes adet degiskeni kapsamaktadir; yas (60
yas ustii), ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) performans durumu (0-1
veya 2-4), serum LDH seviyesi (yUksek ya da normal) ve ekstranodal tutulum
bolgesi sayist (0-1 ya da 2 ve tizeri). Her bir degisken bir puana denk gelmektedir.
Bu sayede IPI, hastalari; diisiik risk (skor 0 ve 1), diisiik-orta risk (skor 2), yuksek-
orta risk (skor 3) ve yilksek risk (skor 4-5) olmak ftizere 4 risk gruba ayirmaktadir
(32).

IPI uzun yillar boyunca yaygin olarak kullanilmis olmakla birlikte, zamanla
Rituksimab’in tedaviye dahil edilmesi, IPI’nin belirleyici giiciinii diislirmiistiir.
NCCN (National Cancer Center Network); IPI'nin, bazi hasta anomalilerine ve
kategorisel degiskenlere cevap veremedigini one siirmiis olup, yeni ve gelistirilmis
bir IPI sisteminin kemoimmiinoterapi acisindan faydali olabilecegini One

stirmiistiir(3).

Daha sonrayapilan NCCN-IPI skorlama sisteminde, yas ve serum LDH
seviyesi kendi icinde tekrar ikiye ayrilmistir. Ayrica, ekstranodal tutulum alanlari
spesifik bolgelere gore (kemik iligi, akciger, beyin, karaciger/gastrointestinal bolge)
belirlenmistir. Bu sistemde toplamda en fazla 8 puan verilebilmektedir ve hastalar
diistik (0-1 puan), diistik-orta (2-3 puan), yiksek-orta(4-5 puan) ve yuksek(6 puan ve
Uzeri) olmak tizere 4 ayr1 risk grubuna dahil edilmistir(33) (Tablo 3).
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Tablo 3: NCCN-IPI Skorlamasi

Parametreler Skor
Yas
40-60 1
61-75 2
>75 3

LDH, normalize edilmis

1-3 1

>3 2
Ann Arbor evre I11-1V 1
Ekstranodal hastahk (kemik iligi, santral sinir 1

sistemi, gastrointestinal trakt ya da akciger)

Performans durumu >2 1

TEDAVI

DBBHL hastalarinda standart tedavi rituksimab, siklofosfamid, doksorubisin,
vinkristin ve prednizon’dur(R-CHOP). Bu tedavi kullanilarak vakalarin %60-70’inde
kiir saglanabilmektedir(45). Ancak, vakalarin %30-40 kadarinda relapslar gorulir
veya kucuk bir hasta grubunda tedaviye direncli hastalik goriilebilir. Bu hastalar i¢in
guincel tedavi secenekleri yeterli degildir. Ozellikle geng hastalarda otolog kok hiicre
nakli siklikla onerilmektedir(2).

Hastalarin bir kisminda ise kurtarma tedavileri uygulanmakta olup bu
hastalarin biiyiik bir kisminda bu yaklasim ile kiir saglanamamaktadir. Komorbidite
nedeniyle kok hiicre nakli yapilamayan hasta grubunda prognoz oldukca kétidir ve

yapilan ¢alismalarin biiyiik bir kism1 bu hasta grubunu hedeflemektedir(27).
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Giiniimiizde DBBHL hiicrelerinde sinyal yolaklarini inhibe eden ¢ok sayida
hedefe yonelik tedavi yontemleri kesfedilmis olup ¢ok sayida yeni terapotik ajanin

yakin zamanda kullanima girmesi planlanmaktadir(46)(47)(48).
TUMORLERDE IMMUNITE

Tumor gelisimi sirasinda, bagisiklik sistemi tumor hucrelerini yok etmeye
calisir; ancak bazi tiimor hiicreleri bagisiklik hiicrelerinden kagmay1 basarabilir(49).

Neoplastik hiicrelerin, viicudun savunma sistemi ile etkilesimi (¢ basamakta

degerlendirilir(Sekil 6)(49).

Eliminasyon Fazi Denge Fazi Kagis Fazi

@ T =

—~

m—

iMMUN DUZENLENME

Akut inﬂamaS_von Kronik inflamasyon
M1 makrofajlar M2 makrofajlar
NK hiicreler MDSC
Dendritik hiicreler Treg
CD4 ve CD8 pozitif T Breg
lenfositler Tumér iligkili fibroblastlar
IL-2, IL-12, TNF, IFN-gama ve IL-4, IL-6, IL-10, TGF-beta, PD-
PD1 ekspre§v0nu artisi L1 ve LAG-3 ekspresyonu artisi
Th1 baskin inflamasyon Th2 baskin inflamasyon

Sekil 6: Tumor mikrogevresinde bulunan iltihabi hicreler ve tumér hicrelerinin

bagisiklik yaniti ile etkilesimi (NK: Dogal katil hiicreleri, IL: Interlokin, TNF: Tiimér Nekroz
Faktori, IFN: Interferon, PD1: Programli hiicre 6liimii-1, PD-L1: Programli hiicre 6liim ligandi-1, Th:
Yardimei T hiicreleri, MDSC: Myeloid derive siipresor hiicreler, Treg: Duzenleyici T hicresi, Breg:
Dizenleyici B hiicresi, TGF: Doniistiiriicti bityiime faktorii)

Eliminasyon Fazi

Akut faz olarak da adlandirilan bu evrede, timor yoniinde degisim goésteren
hiicrelerin ¢ogalmasini engellemek i¢in ¢esitli hiicreler prolifere olur ve neoplastik
gelisimi durdururlar. Bu hiicreler, pro-inflamatuar bagisiklik yanitinda rol alan Tip 1
makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal Oldiirticii(NK) hiicreler, CD8 sitotoksik T
hlcreler ve CD4 Th1l hiicrelerdir(49).
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Denge Fazx

Tlimore ait hiicre serilerinden bir kismi bagisiklik yanitina ragmen hayatta
kalir. Neoplastik hiicreler latent hale gelir ve immiin sistem hiicreleri, timor

cevresindeki yerlerini korur. Bu siireg yillarca siirebilir(49).
Kacis Faz

Timor hiicresi bagisiklik sisteminden kurtulur ve otonom biiyliime 06zelligi
kazanir. Bu asamada timér metastaz yapabilme 0Ozelligi edinir ve bagisiklik
baskilayici hiicreler daha baskin hale gelir. CD4 ve FOXP3 (“Forkhead box P3)
pozitif diizenleyici T hiicreler(Treg) ve Tip II makrofajlar baskin hale gelir ve CD8
pozitif T hicreleri inhibe ederler(49).

Tumor Mikrogevresi

Tumor mikrogevresi tumorin yer aldigi ve devaml iligki icerisinde oldugu
hicresel ve molekiler cevreyi ifade eder. B hiicreli lenfomalarda, timor hiicresinin
yasamini devam ettirmesi ve proliferasyonunu diizenlemede, immiin kagista ve ilag

direncinde mikrogevre 6nemli rol oynamaktadir(50).

Lenz ve arkadaslari, DBBHL’de izlenen farkli 6Ozellikteki mikrocevrelere
gore gen ekspresyon imzasini belirleyerek, stromal-1 ve stromal-2 adinda farkli iki
mikrogevre tanimlamistir(51). Stromal-1 imzasi1 daha ¢ok iceren eden grupta, pek
cok mezenkimal hicre tarafindan eksprese edilen, hiicre disit matriks Gretimini
diizenleyen genler bulunmaktadir. Stromal-1 imzasina ait komponentlerden birisi
fibronektindir. Fibronektin, malign lenfoma hiicrelerinin arasindaki fibrotik alanlarda
bulunan bir proteindir(27). Bu fibrotik reaksiyonun bir baska nedeni de pek ¢ok
fibrotik durum ve hastalikla iliskili bulunan CTGF (“Cytokine growth factor”)’diir.
CTGF ayni1 zamanda tiimdr biiylimesini ve epitelyal kanserlerin metastazini artiran
bir molekildir(52). Stromal-1 imzas1 bulunan tiimorlerin bir bagka 6zelligi de timor
iliskili makrofajlar, myeloid derive siipresor hiicreler ve monositlerin mikrogevrede
yogun olarak bulunmasidir. Hayvan modellerinde bu hicreler, matriks
metalloproteinazlari tireterek, T hiicre immiin yanitin1 baskilamakta olup anjiyojenez
slirecinin baslangicinda rol oynayarak, malign hiicre invazyonunu kolaylastirici

yonde etkide bulunmaktadir(51).
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Stromal-2 grubunda tumoérlerde ise “angiogenic switch” adi verilen durum
gorulir, bu da timdér oncull hiperplastik bir lezyonun, yeni kan damarlari
olusturarak, malign tumore ilerlemesinde rol oynar(53). Gorece daha fazla stromal-2
gen imzasi eksprese eden DBBHL olgularinin artmis kan damar1 yogunluguna baglh

olarak kotli prognoza sahip olduklari izlenmistir (51).

Yapilan bir baska calismada ise, DBBHL olgularinin %?29’unda, f2-
mikroglobulin geninde aktivasyon kaybina yol agan mutasyon ve delesyonlar,
olgularin %21’inde ise, CD58 geninde inaktivasyon gdzlenmis olup bu iki molekdil
dolagan T hiicreleri ve dogal oldiiriicti hiicrelerin tiimor hiicrelerini immiin olarak

taninmasinda kritik rol oynamaktadir(54).

Tumor mikrogevresindeki spesifik gen mutasyonlari; gen ekspresyon
profillerini etkilemekte ve direkt olarak lenfoma hiicrelerinde sinyal artisi ve bazi
Oonemli sinyallerde kayba yol agmaktadir. Ayni zamanda mikrogevrede yer alan
hiicreler, genetik anomalilerin yoklugunda dahi tiimoér hiicre yolaklarini stimiile

edebilmektedir(55).

Tdmor hicrelerinin  ve mikrogcevrede yer alan hicrelerin  epigenetik
modulasyonu(metilasyon gibi) da DBBHL patogenezinde onemli bulunmustur ve

kemoterapiye direngte rol oynayabilecegi bildirilmistir(56).
Kontrol Noktasi Blokaji

T lenfosit aktivasyon igin, iki farkli sinyalin T lenfosite ulagsmas1 anahtar
noktay1 olusturur (Kevin Lafferty modeli). Bunlardan ilki, antijenik peptit major
doku uyumluluk kompleksi (MHC)” in T hucre reseptérii (TCR)’ne baglanmast;
ikincisi  “antijen sunan hicreler (APC)” tarafindan T lenfositlere sinyal
gonderilmesidir. Bu sinyallerin T lenfosite ulasmasinin engellenmesi halinde T

lenfositler etkili bir cevap olusturamamaktadir (57).

Neoplastik hicreler, immiin sistemin calismasini inhibe edici veya azaltici
sinyaller Uretebilirler. CTLA-4, PD-1, PD-L1/PD-L2, LAG-3, T hicre
immunoglobulin musin-3 (TIM-3) gibi sinyal yolaklar1 T lenfositlerin tiimore karsi
etkin yanit olusturmasimni engelleyen yolaklardandir. Naiv T hicrelerine antijen
sunarak T hiicre aktivasyonunu baglatirlar. MHC-TCR sinyal yolagi T hiicre

aktivasyonunun ilk basamagi iken, ko-inhibitér immiin kontrol noktalar1 timor
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mikrogevresinde T hiicre aktivasyonunu inhibe eder. Immiin kontrol noktalar1 T
hiicreleri ylizeyinde izlenirken, immiin kontrol noktalarimin ligandlar1 ise antijen

sunan hiicreler, timdr hiicreleri ve diger stromal hiicrelerde bulunur(Gal-9:

“Galectin-9”)(Sekil 7) (58).

CD80/86 ..

TUMOR
HUCRESI

Sekil 7: Tumor mikrogevresinde, antijen sunan hicreler

LENFOSIT AKTiVASYON GENIi-3 (LAG-3)

CTLA-4 ve PD1-PDL1’i hedefleyen kanser immunoterapisinin etkileyici
basarisina ragmen, hastalarin biiyiik bir kisminda tedavi basarisizliklar1 yaganmaya
devam etmektedir, bu nedenle ilgi, LAG-3 gibi alternatif inhibitor reseptorlere
yonelmistir(5). LAG-3 (CD223), aktive T hicrelerinde eksprese edilen bir ylzey
molekiludir(59). LAG-3’Un ilk olarak, IL-2 bagimli NK hiicre serisindeki
molekiilleri secici bir sekilde izole etmek igin tasarlanan bir deneyde

kesfedilmistir(60).

Kendine 0zgi, 489 amino asitten olusan membran proteini olup ileri
analizlerde insanlarda 12. kromozomun kisa kolunun distal kisminda, CD4’e yakin
bir alanda yer aldigi goriilmiistir. Amino asit sekans analizi ile LAG-3’Un Ig

sliperailesinin bir iiyesi oldugu anlagilmistir(42).
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LAG-3 Yapis1

LAG-3 yapisal olarak CD4’e benzese de amino asit dizisi, CD4’ten daha
farkli olup yalnizca %20 oraninda benzerlik bulunmustur. LAG-3, CD4’e homolog
bir sekilde dort adet hiicre dis1 IgG boliimiinden olusur. Membrana en uzak alanda
yerlesen IgG boliimii, ekstra kivrim olarak da adlandirilan kisa bir aminoasit dizisi
icerir. LAG-3 baglayic1 peptid, metalloproteinazlar tarafindan kesilebilir ve bu da

serumda saptanabilen ¢oziinebilir formun olusmasini saglar(Sekil 8)(61).

LAG-3 proteinin membrana uzak alanda yerlesim gosteren D1 kisminda
kendine 0zgii, antikorlarin baglanabilecegi ekstra kivrim (“loop™) igerir(62). Ek
olarak LAG-3’1in hiicre igindeki boliimii gorece daha kisa olup T hiicre fonksiyon

modulasyonunda énemli olan kendine 6zgu bir motif (KIEELE) icerir(63).

@"
|
Ekstra Kivri m. ee
{[{c]
lgG A
IJ Gozinebilir form
IgG g6
I8G 1gG

. — O >
Baglayici Peptid “ //’@ o~

Hiicre membrani

/ //

._/) L_/\

Sekil 8: LAG-3’Un yapisi

LAG-3 Ekspresyonu

LAG-3, pek ¢ok yolla T hucrelerinin tiriine gore aktive ve inhibe edici bir
isaretleyici olarak rol oynamakta olup, CD4 ve CD8 T hicrelerinde, aktivasyondan

sonra 3-4 gun boyunca eksprese edilmektedir(59). Ayrica, rol tam olarak
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anlasilamasa da, NK hiicrelerde ve aktive B hiicrelerinde de eksprese edildigine dair
kanitlar bulunmaktadir(64). Bir baska c¢alismada ise, LAG-3 mRNA’st timik
medullada, splenik kirmizi  pulpada ve serebellumun bazis bolgesinde

bulunmustur(65).

LAG-3 hiicre membraninda, CD8 ve CD3 TCR kompleksinde lokalize
bulunur(66). LAG-3, T hucrelerinin aktivasyonunu takiben 24. saatte ilk olarak
saptanabilirken, 2. glinde pik yapmakta ve giderek azalmakla birlikte 8 giine kadar

eksprese edilmektedir(6).

LAG-3 ve CD4 arasindaki yapisal homoloji nedeniyle LAG-3’iin Sif 2
MHC’ye baglanmasi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda,
LAG-3’iin, MHC smif 2 molekiiline CD4’ten daha yiiksek afinite ile baglandigi
kesfedilmistir. Bu da CD4 ile yaristig1 hipotezini ortaya ¢gikarmistir(49). Ancak daha
sonraki ¢aligmalarda, LAG-3’Un CD4-MHC Smif 2 iligkisini bozmaktan ¢ok,
sitoplazmik kismi ile inhibitor sinyalleri ortaya ¢ikardigi kesfedilmistir(67).

LAG-3 Fonksiyonu

Artmis LAG-3 ekspresyonu, asir1 immiin aktiviteyi engelleyerek,
otoimmidinite gelismesini Onleyen bir immiin kontrol noktasi molekiiliidiir. Ancak,
timor mikrocevresindeki devam eden antijen maruziyeti LAG-3 ekspresyonunun
devamli olmasma neden olur ve bu da lenfositlerde tiikenme haline yol agarak

inflamatuar hiicre proliferasyonunu ve sitokin tretimini bozar(5).

LAG-3’iin farkli T  hiicre tiplerinde farkli etkileri bulundugu
gosterilmistir(58). Ilk yapilan calismalarda, mikroarray yéntemleri kullanilarak
LAG-3’iin, viicudun kendi antijenleri ile karsilasan ve diizenleyici fenotipteki CD4 T
hiicrelerinde gorece olarak daha aktif oldugu in vivo olarak bulunmustur(68).
Hodgkin lenfoma hastalarinda, LAG-3+ CD4 T hiicrelerinin azaltilmasinin, tiimore
Ozgli CD8 T hiicre reaktivitesini artirdigi goriilmiis olup bu bulgular, LAG-3’ln
timore  kars1  olan  immiinite  lizerinde  baskilayici  rol  oynadigimi
diistindiirmektedir(69). Yine ayni sekilde, daha yakin tarihli bir ¢aligmada kanser
hastalarinda tiimor bolgesinde, LAG-3 negatif hicrelere gore, LAG-3 pozitif CD4 T
hlcrelerinde baskilayic1 fonksiyonda artis bulunmustur(70).
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Benzer etkiler CD8 T hiicrelerinde de gorilmekte olup LAG-3 yo6niinden

baskilanmis CD8 T hicrelerinde, artmis proliferasyon ve sitokin iiretimi goéze

carpmustir(71). T hiicreleri iizerine olan olumsuz diizenleyici roliinden dolay1 LAG-3,

tek basima ve PD-1 ile komine olarak potansiyel bir immin tedavi hedefi olarak

gorulmektedir(72). LAG-3 ve tumori infiltre eden lenfositlerin (TILs) iliskisi tablo

4’te 0zetlenmistir.

Tablo 4: LAG-3 ve TILs iligkisi (LSECTin: “Liver sinusoidal endothelial cell

lectin”)
TIL tipleri LAG-3 Fonksiyon Etkileyen Referans
ekspresyou Faktorler
CD4AT Artmig LAG-3,CD4AT LAG-3/MHC-II | (73), (67)
hicreleri hlcrelerine negatif etkilesimi,
dizenleyici etkide KIEELE motifi,
bulunur. gama zincir
sitokinleri (IL-2,
IL-7, IL-12 ve
IFN-y)
CD8T Artmis LAG-3,CD8 T Koinhibitor (72),
hiicreleri hicrelerinin efektor molekdller (74),
fonksiyonunu (0zellikle PD-1, (75),
baskilar. LSECtin ve (76),
galectin-3) 77,
(78),
(79), (80)
T dlzenleyici Artmis LAG-3, Treg Ko-inhibitor (58),
hicreler (Treg) hiicrelerinin supresor molekdiller, (81),
etkisini artirir. TGF-B ve IL-10 | (82), (68)
Dogal katil Artmig LAG-3 dogal katil IL-12 (83),
hicreleri hicrelerinin (84), (85)
proliferasyonunu
inhibe eder.
Plazmasitoid Artmis LAG-3, plazmasitoid IL-6 artisi ve | (86),(87),
dendritik dendritik hiicre IFN- o’nin (88)
hicreler aktivasyonunu azalmasi

suprese eder.
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MATERYAL VE METOD

HASTA SECIMI

Calismamizda; T.C. Saglik Bakanhg 11 Saglhik Miidiirliigii Dr. Abdurrahman
Yurtaslan Onkoloji Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu’nun 2019-
02/201 numarali onay1 ile, Tibbi Patoloji Klinigine, 01 Ocak 2007 - 01 Eylul 2019
tarihleri arasinda kabul edilen, nodal ve ekstranodal yerlesimli, insizyonel ve
eksizyonel biyopsi materyallerinde Diffiiz Buyuk B Hucreli Lenfoma tanis1 almis
210 adet hastaya ait dokularin, retrospektif olarak histopatolojik ve
immiinohistokimyasal 6zellikleri degerlendirildi. Bu hastalara ait sonug¢ raporlari,
parafin bloklari, Hematoksilen&Eozin(H&E) ve immiinohistokimya(IHK) boyali
preparatlar klinigimizin arsivinden elde edildi. Hastalarin kimlik bilgileri ve klinik

verilerine hastanemizin otomasyon sisteminden ulasildi.

Degerlendirmeler sonucunda, tam teyidi yapilabilen, ¢aligma i¢in uygun

miktarda ve nitelikte tiimor alani iceren 210 adet vaka ¢aligmaya dahil edildi.
INCELENEN PARAMETRELER

Secilen hastalara ait spesmenlerin biyopsi numarasi, patoloji raporu tanisi,
biyopsi alinma yeri, biyopsi alinma sekli, tam1 verilme tarihi; hastalarin yas,
cinsiyeti, tan1 anindaki hastalik evresi, IPI skoru ve R-CHOP tedavisine yanit

derecesi kaydedildi.

Vakalarda, 2017 basim tarihli, Hematopoietik ve Lenfoid Doku Tiimorleri
DSO Smiflamasi (2017, 4. Basim) kitabinda belirtilen kriterlere gore tam teyidi
yapildi(15).

CD10, Bcl-6 ve MUM-1 immiinohistokimyasal g¢alisma sonuglari Hans

Algoritmasina gore degerlendirilerek hiicre orijinleri belirlendi.

Vakalara ait Ki-67 proliferatif aktivite indeksi, Bcl-2, CD5, CD30 ve C-myc

immiinohistokimyasal ¢alisma sonuglar1 degerlendirildi.

23



PDF Eraser Free

BLOK SECIMi

Secilen 210 adet hastaya ait, tru-cut biyopsi, insizyonel biyopsi ve eksizyonel

biyopsi materyallerinden, 1 blok halinde 6rneklenmis olanlarda mevcut blok, birden

fazla blok halinde 6rneklenmis olanlarda, uygun doku tespit ve takibi yapilmis yeterli

miktarda timor dokusu iceren 1 adet blok secildi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMA

Secilen bloklardan, pozitif yikli Poli-L-lizinli lamlara 2-4 um kalinlikta tam

yiiz kesitler alindi. Daha sonra bu lamlara, rekombinan tavsan monoklonal LAG-3
antikoru (Anti-Lymphocyte Activation Gene3 antibody [EPR4392(2)]-C-terminal);

Ventana Benchmark XT tam otomatik boyama platformunda Roche Diagnostics

Ultraview Universal DAB Detection Kiti kullanilarak uygulandi. Antikor, 1:1000

oraninda diliie edilerek kullanildi. immiinohistokimyasal boyanmanin basamaklari

tablo 5 ve tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 5: Immiinohistokimyasal boyamada otomatik cihaz 6ncesi basamaklar

1

Kesitler, pozitif yiiklii lamlara alindiktan sonra 65 °C 30 dakika deparafinize
edildi.

Deparafinizasyon islemine, 2 kez 5 dakika ksilen ve ardindan alkolde
bekletilerek devam edildi.

Lamlar distile su ile yikandh.

Tablo 6: immiinohistokimyasal boyamada otomatik cihaz i¢i basamaklar

1

Deparafinizasyon

Antijen “retrieval” (EDTA “Cell Conditioning 1 (CC1) ile 1 saat inkiibasyon

Primer antikor (Anti-LAG-3) ile 16 saat inkiibasyon

Zemin boyamasi i¢in H&E ile 8 dakika inklbasyon

2
3
4
5)

Z1t boyama i¢in “Bluing Reagent™ ile 4 dakika inkiibasyon
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IHK CALISILAN BELIRTECLERIN DEGERLENDIRILMESI

LAG-3 immiinohistokimyasal c¢alismasi uygulanan preparatlar, x40 alan
objektifi ve x10 okiiler lens ile 0,45 mm g¢apinda goriis alami saglayan 11k
mikroskopu (Olympus CX31RTSF, Olympus Optical Co. LTD.) ile degerlendirildi.

LAG-3 immunohistokimyasal antikoru, DBBHL hcrelerinde ve tumori
infiltre eden lenfositlerde golgi paterninde ve sitoplazmik membrantz

immunreaksiyon gosterdi (Sekil 9-12).

Tdmor hicrelerindeki  LAG-3  ekspresyonu orani, Chen ve ark.
calismasindakine benzer sekilde, kesitte yer alan tim tiimor alan1 degerlendirilerek
yiizde cinsinden verildi. Boyanmanin siddeti ise, boyanma yok, zayif boyanma(+),

orta siddette boyanma (++) ve siddetli boyanma (+++) olarak 3 grupta skorlandi(89).

Tumor infiltre eden lenfositlerdeki LAG-3 ekspresyonu ise, literatiirde yer
alan Onceki ¢alismalar ile benzer olarak, sayisal olarak degerlendirilmis olup, LAG-3
pozitif TIL lerin en ¢ok izlendigi 2-4 biiyiik biiylitme alan1 degerlendirilip ortalamasi
almarak, 1 biiyiik biiylitme alanina diisen say1 olarak kaydedildi.

EBV’ye ait immiinohistokimyasal ¢alisma ve EBER In Situ Hibridizasyon
calisma sonuglar1 degerlendirildi. Giincel DSO kriterlerine gére CD5 ve CD30 ile
timor hicrelerinde %1’in Uzerindeki ekspresyon pozitif kabul edilirken, Bcl-2 igin
%50, C-myc icin %40’ 1n iizerindeki ekspresyon pozitif kabul edildi. EBV i¢in, 2017
DSO kitabinda belirtildigi iizere tiimér hiicrelerinin cogunlugunda boyanma olmasi
pozitif kabul edildi.
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Sekil 9: DBBHL olgusuna ait Hematoksilen&Eozin boyali kesit(A) ve LAG-3
immiinohistokimyasal ¢aligmasi uygulanmis kesit(B) (200x)
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Sekil 10: LAG-3 immiinohistokimyasi uygulanmis DBBHL dokusu. Tumor
hiicrelerinde ve TILs’te-golgi paterninde ekspresyon (sirasiyla sar1 ve kirmizi oklar)

ve timor hiicresinde sitoplazmik membrandz ekspresyon (yesil ok) izleniyor.
(1000x)

o

Sekil 11-A: DBBHL hiicrelerinde yaygin ve siddetli LAG-3 ekspresyonu (400x)
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Sekil 12: DBBHL olgusunda tiimor hiicrelerinde seyrek ve zayif LAG-3

Sekil 11-B: DBBHL hiicrelerinde yaygin ve siddetli LAG-3 ekspresyonu (1000x)
ekspresyonu (X1000)
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Yukarida tanimlananan biitiin =~ degerlendirmeler, hastalarin  klinik
Ozelliklerinden habersiz olarak, birinci arastirmaci (Dr. E.B.C) ve birinci
arastirmadan bagimsiz olarak ikici arastirmaci (Dr.M.D.) tarafindan yapildi ve iki
aragtirmacinin  verilerinin ortalamasi ile elde edilen sonuglar istatistiksel

degerlendirmede kullanildu.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) paket programinda yapildi. Kesikli sayisal degiskenlerin dagiliminin normale
yakin dagilip dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov testiyle incelendi. Tanimlayici
istatistikler; kesikli sayisal degiskenler icin ortalama + standart sapma veya medyan
(minimum- maksimum) biciminde ifade edilirken kategorik (nominal ve ordinal)

degiskenler olgu sayis1 ve (%) seklinde gosterildi.

Yapilan uyum 1iyiligi testleri sonucunda parametrik test istatistigi
varsayimlarinin saglanmadig1 kesikli sayisal degiskenler ile ordinal degiskenler
yoniinden gruplar arasindaki farklarin 6nemliligi Mann Whitney U testi ile incelendi.
2x2'lik capraz tablolarda gozelerin en az “4’inde beklenen frekansin 5'in altinda
olmast durumunda s6z konusu kategorik veriler Fisher'in kesin sonuglu olasilik
testiyle degerlendirilirken beklenen frekansin 5-25 arasinda oldugu durumlarda
Sureklilik Duzeltmeli Ki-Kare testi kullanilip aksi durumlarda Pearson'un Ki-Kare
testiyle inceleme yapildi. Lag-3 TIL, Lag-3 neoplastik hiicre ylzdesi ve Lag-3
neoplastik hiicre siddet diizeyleri ile yas, evre, IPI-7 ve Ki-67 boyanma ylzdesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon olup olmadigi ise Spearman’in sira

sayilar1 korelasyon testi ile arastirildi.

LAG-3 TIL, LAG-3 pozitif tumor hiicre yuzdesi ve tlimordeki LAG-3
siddetinin 6liim hiz1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olup olmadigi
tek degiskenli Cox’un oransal hazard regresyon analizi ile incelendi. Her bir
degiskene ait rolatif risk (RR) ve %95 giiven araliklar1 hesaplandi. LAG-3 TIL,
LAG-3 pozitif timor hucre ylzdesi ve timordeki LAG-3 siddetine gore olusturulan
gruplar arasinda genel sagkalim yoOniinden farklarin 6nemliligi ise Log-Rank testi

kullanilarak Kaplan-Meier sagkalim analizi ile degerlendirildi. Her bir alt grup
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igerisinde kaba sagkalim oranlari, 1-3 ve 5 yillik sagkalim hizlar1 ile beklenen
ortalama yasam siiresi ve bu siireye iliskin %95 giiven araliklar1 hesaplandi. p<0,05

i¢cin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Calismanin ytiriitiilebilmesi amaciyla T.C. Saglik Bakanligi Saglik Bilimleri
Universitesi Ankara Dr. Abdurrahman Yurtaslan Onkoloji Saglk Uygulama ve
Arastirma Merkezi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan 06.02.2019 tarihinde
2019-02/201 karar numarali etik kurul onay1 alindi.

CALISMA ICIN IZLENEN KILAVUZ

Calisma tasarimi i¢in “REporting recommendations for tumour MARKer

prognostic studies(REMARK)” arastirma kilavuzu kullanilmistir(90).

OZGUNLUK

Calismanin 6zgiinliikk acisindan degerlendirilmesi i¢in “Turnitin™ intihal
analiz programi kullanilmig olup “Materyal ve Metod” ile “Kaynaklar” bolumu haric¢
benzerlik indeksi %5 olarak hesaplanmistir(bkz. EK-4)(91).
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BULGULAR

Calismaya, Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Dr Abdurrahman Yurtaslan
Onkoloji Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezinde 01 Ocak 2007- 01 Eylul 2019
tarihleri arasinda tan1 almig 210 vaka dahil edildi.

TILs’te LAG-3 eksprese eden olgulara bakildiginda ekspresyon yiizdesinin
Ozellikle %0-10 arasinda yogunlastigi dikkati ¢ekmektedir ve en yiiksek vaka
sayisinin %2,9-5,8 araliinda oldugu gortilmustiir(Sekil 13).
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Lag-3 TIL

Sekil 13: TILs’te LAG-3 ekspresyonuna gore olgu sayisinin dagilimi

Tumoral  hicrelerdeki  LAG-3  ekspresyon  yiizdesinin  sonuglarina
baktigimizda vakalarin ¢ok biiyiik bir kismmnin, %12 ya da daha az oranda LAG-3
eksprese eden tiimoral hiicreler i¢erdigi sonucuna ulastik (n=145) (Sekil 14). TUmor
hicrelerindeki LAG-3 ekspresyonunun siddetine gore vakalarin dagilimini
inceledigimizde ise 1 pozitif siddetindeki vakalarin oranmin %72,9 ile en baskin
grup oldugunu, bu grubu %15,7 ile boyanmayan olgularin ve %9,5 ile 2 pozitif
siddetindeki vakalarin takip ettigini gordiik. 3 pozitif siddetindeki vaka orani ise
%1,9 ile en az vakanin izlendigi grubu olusturmaktaydi (Sekil 15).
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Sekil 14: Tumordeki LAG-3 boyanma yiizde araliklarina gore vakalarin dagilimi

Lag-3 neoplastik siddeti

4;1,9%

-
\3; 15,7%

-~

153;72,9%

* Grade0 = Gradel ™ Grade2 = Grade3

Sekil 15: Tumoral dokudaki LAG-3 ekspresyonunun siddetine (“grade”ine) gore
vakalarin dagilimi
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Calismaya dahil edilen olgularin yasi, cinsiyeti, Ann Arbor Evresi, IPI skoru,
Ki-67 proliferasyon indeksi, R-CHOP tedavisine yaniti, olgularin takip siiresi ve
hayatta olup olmadiklart gibi demografik verilerinden elde edilen sonuglar Tablo

7’de yer almaktadir.

Tablo 7: Calismaya dahil edilen olgularin demografik ve klinik &zellikleri

‘ n=210
Yas (yil) 61,9+14,7
Yas arahg (yil) 18-89
Cinsiyet
Erkek 102 (%48,6)
Kadin 108 (%51,4)
Ann Arbor Evre
1 6 (%8,8)
2 12 (%17,6)
3 18 (%26,5)
4 32 (%47,1)
IP1 skoru
0 1 (%1,6)
1 7 (%10,9)
2 14 (%21,9)
3 25 (%39,0)
4 14 (%21,9)
5 3 (%4,7)
Ki-67(%0) 80,5 (20,0-100,0)
R-CHOP tedavisine yanit
Tam yanit 48 (%69,6)
Kismi yanit 3 (%4,3)
Yanit yok 18 (%26,1)
Yasam durumu
Hayatta 185 (%88,1)
Exitus 25 (%11,9)
Takip suresi (ay) 11,5 (0,13-137,8)
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Olgularin Bcel-2, c-MYC, CD5, CD30 ve EBER gibi immunohistokimyasal
belirtegler yani sira timorde ve TILs’te LAG-3 ekspresyonu ve hicre orijinini
belirlemede kullanilan immiinohistokimyasal belirtecler ile elde edilen sonuglara
gore vakalarin dagilimi tablo 8’de yer almaktadir. Olgularda Bcl-2 antikorunun
pozitif olma 6zelligi baskin goriiliirken, C-Myc, CD5, CD30 ve EBER belirtecleri

icin tlimoral hiicrelerde negatif olma 6zelligi daha baskin izlenmistir.

Tablo 8: Calismaya dahil edilen olgularin patolojik 6zellikleri

Tanimlayici istatistikler

Bcl-2
Negatif 43 (%23,8)
Pozitif 138 (%76,2)
C-Myc
Negatif 27 (%71,1)
Pozitif 11 (%28,9)
Hucre Orijini
GM dis1 fenotip 94 (%52,5)
GM fenotipi 85 (%47,5)
CD-5
Negatif 114 (%88,4)
Pozitif 15 (%11,6)
CD-30
Negatif 77 (%75,5)
Pozitif 25 (%24,5)
EBER
Negatif 62 (%95,4)
Pozitif 3 (%4,6)
LAG-3 TILs 5 (0-30)
LAG-3 tumor-ylzde 6 (0-95)
LAG-3 tiimor-siddet
0 33 (%15,7)
1 153 (%72,9)
2 20 (%9,5)
3 4 (%1,9)
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LAG-3 imminohistokimyasal antikorunun TILs’teki ve timoral hiicrelerdeki
(yUzde ve siddet) ekspresyonunun yas, Ann Arbor Evresi, IPI skoru ve Ki-67
proliferasyon indeksi yiizdesi ile iliskisi tablo 9’da gosterilmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda TILs’teki LAG-3 ekspresyonu ile sirasiyla; yas, evre,
IP1 skoru ve Ki-67 proliferasyon indeksi yiizdesi arasinda istatistiksel olarak anlaml
korelasyon gorilmedi (p>0,05). Timor hicrelerindeki LAG-3 ekspresyon yuzdesi ile
sirasiyla; yas, evre, IPI skoru ve Ki-67 proliferasyon indeksi ylizdesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon gOrilmedi (p>0,05). TUmor hucrelerindeki
LAG-3 ekspresyon siddetinin derecesi ile sirasiyla; yas, Ann Arbor evresi, IPI skoru
ve Ki-67 proliferasyon indeksi yiizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli

korelasyon goérilmedi (p>0,05) (Tablo 9).

Tablo 9: LAG-3 TILs, Lag-3 tumor hiicresi-yizde ve Lag-3 timor hicresi-siddet
diizeyleri ile yas, Ann- Arbor evresi, IP1 skoru ve Ki-67 boyanma yiizdesi arasindaki
korelasyon katsayilar1 ve 6nemlilik diizeyleri

LAG-3TILs | LAG-3 tumor- LAG-3 tiumor-

ylzde siddet
Yas
Olgu sayisi 210 210 210
Korelasyon katsayisi 0.079 0.071 -0.004
p-degeri T 0.257 0.307 0.952
Ann Arbor Evresi
Olgu sayis1 68 68 68
Korelasyon katsayisi -0.035 -0.150 -0.003
p-degeri T 0.777 0.223 0.978
IPI skoru
Olgu sayisi 64 64 64
Korelasyon katsayisi -0.064 -0.039 -0.014
p-degeri T 0.613 0.762 0.911
Ki-67 %
Olgu sayisi 170 170 170
Korelasyon katsayisi -0.061 0.016 -0.022
p-degeri f 0.433 0.838 0.777

T Spearman’in sira sayilar1 korelasyon testi.
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LAG-3’1lin timor hiicrelerindeki ekspresyon yiizdesi ve siddetinin yani sira
TILs’ teki ekspresyonun da incelendigi ve bulgularin cinsiyet, tedavi sonu yanit, Bcl-
2, C-Myc, CDS5, CD30, hiicre orijini ve hastanin sag kalimi gibi demografik veriler

ile iligkisi tablo 10’da 6zetlenmistir.

Cinsiyet, tedavi sonrasi yanit, BCL-2, C-Myc, hlcre orijini, CD-5, CD-30 ve
mortalite ile LAG-3 TILs diizeylerindeki degisim arasinda istatistiksel olarak anlamli
birliktelik gorilmedi (p>0,05)(Tablo 10).

Kadinlara gore erkeklerde, tiimOrdeki LAG-3 ekspresyon yuzdesi dizeyi
istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek idi (p=0,039). Tedavi sonrasi yanit, Bcl-2, C-
Myc, Hicre orijini, CD-5, CD-30 ve mortalite ile timdrdeki Lag-3 ylzdesi
diizeylerindeki degisim arasinda istatistiksel olarak anlamli birliktelik goriilmedi

(p>0,05) (Tablo 10).

Cinsiyet, tedavi sonrasi yanit, BCL-2, C-Myc, hucre orijini, CD-5, CD-30 ve
mortalite ile Lag-3 neoplastik siddetindeki degisim arasinda da istatistiksel olarak
anlaml birliktelik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 10).

TILs’teki LAG-3 ekspresyonu ile 6lim hizi arasinda istatistiksel olarak
anlaml birliktelik yoktu (RR=0,944; %95 Giiven Araligi: 0,861-1,035 ve p=0,218).
Tumordeki LAG-3 ekspresyon diizeyine gore O6lim hizinda istatistiksel olarak
anlamli degisim goriilmedi (RR=1,002; %95 Giiven Araligi: 0,982-1,022 ve
p=0,856). LAG-3 neoplastik siddeti ile 6liim hiz1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
birliktelik yoktu (RR=0,847; %95 Giiven Araligi: 0,427-1,683 ve p=0,636)(Tablo
11).
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Tablo 10: Olgularin diger demografik ve klinik 6zelliklerine goére LAG-3 TILs, Lag-
3 timor-yuzde ve Lag-3 tumor-siddet diizeyleri

LAG-3 TILs

LAG-3 tumor-ytzde

LAG-3 timor-siddet

Cinsiyet
Erkek
Kadmn
p-degeri
Tedavi sonu yamt

Tam yanit var
Tam yanit yok
p-degeri

BCL-2
Negatif
Pozitif
p-degeri

C-MYC
Negatif
Pozitif
p-degeri
Hucre orijini

GM dist
GM
p-degeri

CD-5
Negatif
Pozitif
p-degeri

CD-30
Negatif
Pozitif
p-degeri

Yasam Durumu

Hayatta
Exitus

p-degeri

4,8 (0-30)
5,1 (0-25)
0,882

5,3 (0-25)
4 (0-14)
0,128

5 (0-18,6)
5 (0-25)
0,874

3 (0-20)
3,6 (2-18,6)
0,278

5 (0-25)
5 (0-30)
0,715

4,5 (0-25)
6 (1-18,6)
0,542

5,3 (0-30)
5,6 (0-13)
0,663

5 (0-30)
4 (0-18,6)
0,268

8 (0-95)
5 (0-95)
0,039

5 (0-80)
5 (0-80)
0,995

4 (0-95)
8 (0-95)
0,057

5 (0-70)
10 (1-95)
0,108

7 (0-95)
5 (0-95)
0,289

7 (0-80)
4 (0-95)
0,438

8 (0-95)
5 (0-60)
0,171

7 (0-95)
5 (0-80)
0,315

1(0-2)
1(0-3)
0,949

1(0-3)
1(0-2)
0,994

1(0-3)
1(0-3)
0,141

1(0-3)
1(1-2)
0,408

1(0-3)
1(0-3)
0,052

1(0-3)
1(0-1)
0,155

1(0-3)
1(0-3)
0,676

1(0-3)
1(0-2)
0,676

Tanimlayici istatistikler; medyan (minimum-maksimum) bigiminde gosterildi, T Mann Whitney U

testi.
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Tablo 11: Genel sagkalimda LAG-3 TILs, tumoérdeki LAG-3 yizdesi ve siddetinin
etkilerinin tek degiskenli Cox’un oransal hazard regresyon yontemi ile incelenmesi

Rolatif risk %95 Giiven araligit  p-degeri

Lag-3 TILs 0,944 0,861-1,035 0,218
Lag-3 tumOr-ytzde 1,002 0,982-1,022 0,856
Lag-3 % tumor-siddet 0,847 0,427-1,683 0,636

TILs teki LAG-3 ekspresyon durumuna gore olusturulan gruplarin yas,
cinsiyet, Ann Arbor Evresi, IPI skoru, tedaviye yanit durumu, hastanin sag kalima,
hiicre orijini gibi demografik veriler ile Ki-67 proliferasyon indeksi ylzdesi, Bcl-2,
C-Myc, CD5 ve CD30 immunohistokimyasal antikorlari ile iliskisinin degerlendirme

sonuglari tablo 12°de yer almaktadir.

Tim olgular icerisinde TILs’te LAG-3 ekspresyonunun medyan degeri 5
olarak tespit edildiginden olgular LAG-3 TILs diizeyi 5 ve altinda olanlar ile LAG-3
TILs dlzeyi 5’in {izerinde olanlar bigiminde iki gruba ayrilarak kiyaslama
yapildi(Tablo 12).

LAG-3 TILs<5 olan grup ile LAG-3 TILs>5 olan grup arasinda sirasiyla; yas,
cinsiyet, evre, IPI, Ki-67 boyanma yiizdesi, tedavi sonrasi yanit, mortalite, Bcl-2, C-
Myec, Hucre orijini, CD-5 ve CD-30 yoniinden istatistiksel olarak anlamli herhangi
bir farklilik goriilmedi (p>0,05)(Tablo 12).
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Tablo 12: LAG-3 TILs diizeylerine gore olgularin demografik ve klinik 6zellikleri

LAG-3 TILs <5 Lag-3 TILs >5 ‘ p-degeri
Yas (yil) 63 (24-87) 66 (18-89) 0,193t
Cinsiyet 0,570%
Erkek 55 (%50,5) 47 (%46,5)
Kadm 54 (%49,5) 54 (%53,5)
Ann Arbor Evresi 3 (1-4) 3 (1-4) 0,927t
IPI skoru 3(0-5) 3(1-4) 0,736%
Ki-67 % 86,5 (20-100) 80 (30-100) 0,348t
Tedaviye tam yanit 0,657
Var 23 (%65,7) 25 (%73,5)
Yok 12 (%34,3) 9 (%26,5)
Yasam durumu 0,823
Hayatta 95 (%87,2) 90 (%89,1)
Exitus 14 (%2,8) 11 (%10,9)
Bcl-2 0,8871
Negatif 23 (%24,7) 20 (%22,7)
Pozitif 70 (%75,3) 68 (%77,3)
C-Myc 0,722%
Negatif 17 (%73,9) 10 (%66,7)
Pozitif 6 (%626,1) 5 (%33,3)
Hucre Orijini 0,925%
GM dist 48 (%52,2) 46 (%52,9)
GM 44 (%47,8) 41 (%47,1)
CD-5 0,724
Negatif 63 (%90,0) 51 (%86,4)
Pozitif 7 (%10,0) 8 (%13,6)
CD-30 0,814
Negatif 38 (%77,6) 39 (%73,6)
Pozitif 11 (%22,4) 14 (%26,4)

T Mann Whitney U testi, 1 Pearson’un Ki-Kare testi, { Sureklilik dizeltmeli Ki-Kare testi, $ Fisher’in
kesin sonuglu olasilik testi.

Timordeki LAG-3 ekspresyon durumuna gore olusturulan gruplarin yas,
cinsiyet, evre, IPI skoru, tedaviye yanit durumu, hastanin sag kalimi, hiicre orijini

gibi demografik veriler ile Ki-67 proliferasyon indeksi yuzdesi, Bcl-2, C-Myc, CD5
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ve CD30 immiinohistokimyasal antikorlar1 ile iliskisinin degerlendirme sonuglari

tablo 13 ve tablo 14’te yer almaktadir.

Tablo 13: Lag-3 tiimor yiizdesi diizeylerine gore olgularin demografik ve klinik

ozellikleri
LAG-3 timor LAG-3 timor
yiizdesi <6 ylzdesi >6
Yas (y1l) 62 (24-89) 66,5 (18-89) 0,240t
Cinsiyet 0,009%
Erkek 42 (%39,6) 60 (%57,7)
Kadin 64 (%60,4) 44 (%42,3)
Evre 4 (1-4) 3(1-4) 0,229t
IP1 skoru 3(0-5) 3(1-4) 0,926t
Ki-67 % 80 (20-100) 85 (30-100) 0,980t
Tedavi sonu tam yanit 0,824
Var 29 (%67,4) 19 (%73,1)
Yok 14 (%32,6) 7 (%26,9)
Yasam durumu 0,220
Hayatta 90 (%84,9) 95 (%91,3)
Exitus 16 (%15,1) 9 (%8,7)
Bcl-2 0,108
Negatif 26 (%29,5) 17 (%18,3)
Pozitif 62 (%70,5) 76 (%81,7)
C-Myc 0,8361
Negatif 15 (%75,0) 12 (%66,7)
Pozitif 5 (%25,0) 6 (%33,3)
Hucre Orijini 0,489%
GM dis1 46 (%50,0) 48 (%55,2)
GM 46 (%50,0) 39 (%44,8)
CD-5 0,286
Negatif 55 (%84,6) 59 (%92,2)
Pozitif 10 (%15,4) 5 (%7,8)
CD-30 0,5661
Negatif 36 (%72,0) 41 (%78,8)
Pozitif 14 (%28,0) 11 (%21,2)

T Mann Whitney U testi, 1 Pearson’un Ki-Kare testi, § Sureklilik dizeltmeli Ki-Kare testi, $ Fisher’in
kesin sonuglu olasilik testi.
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Tidm olgular icerisinde timoérde LAG-3 ekspresyon yizdesinin medyan
degeri %6 olarak tespit edildiginden olgular 6 ve daha diisiik olanlar ile 6’nin

tizerinde olanlar bigiminde iki gruba ayrilarak kiyaslama yapildi(Tablo 13).

LAG-3 tiimor ylizdesi<6 olan grup ile LAG-3 tumor yuzdesi>6 olan grup
arasinda sirasiyla; yas, evre, IPI skoru, Ki-67 boyanma ytlizdesi, tedavi sonrasi yanit,
mortalite, Bcl-2, C-Myc, Hucre orijini, CD-5 ve CD-30 yonunden istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir farklilik goriilmedi (p>0,05). Buna karsin LAG-3 tUmor
ylizdesi<6 olan gruba gore LAG-3 tiimor ylizdesi>6 olan grupta erkeklerin orani
istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek, kadinlarin orani ise istatistiksel anlamli
olarak daha diisiiktii (p=0,039)(Tablo 13).

Olgular LAG-3’lin neoplastik hiicrelerdeki ekspresyon siddeti 0 olanlar ile
siddeti 1-2-3 olanlar bi¢iminde iki gruba ayrilarak kiyaslama yapildi(Tablo 14).
Siddeti 0 olan grup ile siddeti 1-2-3 olan grup arasinda sirasiyla; yas, cinsiyet, evre,
IPI-7, Ki-67 boyanma yiizdesi, tedavi sonras1 yanit, mortalite, Bcl-2, C-Myc, Hiicre
orijini, CD-5 ve CD-30 yoniinden istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik
gorulmedi (p>0,05)(Tablo 14).
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Tablo 14: LAG-3 tiimér siddeti derecesine gore olgularin demografik ve klinik

ozellikleri

Yas (yil)
Cinsiyet

Erkek

Kadin

Ann Arbor Evresi
IP1 skoru
Ki-67 %
Tedavi sonu tam yanit

Var

Yok
Yasam durumu

Hayatta

Exitus

Bcl-2

Negatif

Pozitif

C-Myc

Negatif

Pozitif

Hucre Orijini

Germinal merkez dist

Germinal merkez

CD-5
Negatif
Pozitif
CD-30
Negatif
Pozitif

T Mann Whitney U testi, 1 Streklilik dizeltmeli Ki-Kare testi, § Fisher’in kesin sonuglu olasilik testi.

Siddet = 0

62 (36-84)

14 (%42,4)
19 (%57,6)
4 (1-4)

3 (1-5)
82,5 (20-95)

10 (%66,7)
5 (%33,3)

28 (%84.8)
5 (%15,2)

9 (%33,3)
18 (%66,7)

6 (%6100,0)
0 (%0,0)

12 (%40,0)
18 (%60,0)

20 (%83,3)
4 (%16,7)

12 (%70,6)
5 (%629,4)

42
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65 (18-89)

88 (%49,7)
89 (%50,3)
3 (1-4)
3(0-5)
80,5 (30-100)

38 (%70,4)
16 (%29,6)

157 (%88,7)
20 (%11,3)

34 (%22,1)
120 (%77,9)

21 (%65,6)
11 (%34,4)

82 (%55,0)
67 (%45,0)

94 (%89,5)
11 (%10,5)

65 (%76,5)
20 (%23,5)

0,301f
0,562

0,588
0,928%
0,814%
0,7611

0,5591

0,307%

0,1541

0,192%

0,478

0,7581
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LAG-3 TILs<5 olan grup ile LAG-3 TILs>5 olan grup arasinda genel sag
kalim diizeyleri istatistiksel olarak benzer idi (p=0,493). Timdordeki LAG-3 yizdesi
<%6 olan grup ile timordeki LAG-3 yuzdesi>%6 olan grup arasinda genel sag kalim
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,310). TUmdor hucrelerindeki
LAG-3 boyanma siddeti O olan grup ile 1-2-3 olan grup arasinda da genel sag kalim
duzeyleri istatistiksel olarak benzer idi (p=0,626) (Tablo 15).

Tablo 15: Genel sag kalim tizerinde LAG-3 TILs, timordeki LAG-3 yuzdesi ve
tumordeki LAG-3 siddetinin etkilerinin incelenmesi

Olgu Hayatta Kaba
sayisi kalan sag Sag kalim hizlar1 (%)

Beklenen

) ) kalim * yasam siiresi **

1 3 5
yillik = yillik | yillik
LAG-3-

G- 0470 0,493
=5 96 82 85,4 330 776 711 951&5)72),7-

>5 88 77 875 85 866 767 111216(%536

LAG-3

LAG 1,032 0,310
yuzdesi

<6 97 81 835 = 849 803 647 gol,ggg),?—

>6 87 78 89,7 866 845 845 1171'28855 “

LAG-3 %

timor 0,237 @ 0,626
siddeti

0 29 24 828 815 8L5 652 91'121563?)'1-

1-2-3 155 135 87,1 866 824 76,0 1091,31(%,2-

Genel 184 159 86,4 857 822 739 1071’53(3?4- i -

* Hayatta kalan (n) / toplam olgu sayist (N) orani ile (%) olarak hesaplandi, ** Veriler; ortalama
(%95 Giiven aralifn) seklinde verilmistir.
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Tim olgular igerisinde kaba sagkalim oran1 %86,4 idi. 1-3 ve 5 yillik sag
kalim hizlar1 ise sirasiyla; %85,7-%82,2 ve %73,9 olarak tespit edildi. Ortalama
beklenen yasam siiresi 107,2 ay (%95 Giiven Araligi: 95,4-118,7) idi (Sekil 16)
(Tablo 15). Timor hicrelerinde LAG-3 ekspresyonu gosteren olgular ile LAG-3
ekspresyonu izlenmeyen olgularin sagkalim grafigi sekil 17°de; ayrica tiimor
hicrelerinde LAG-3 ekspresyonu %6’nin {izerinde ve %6 ve altinda olan olgularin

sag kalim grafigi de sekil 18’de gorilmektedir.

08

06

04

Genel sagkalim

02

00

0 12 24 3k 8 60 n 84 % 108 120 132

Takip stiresi (ay)

Sekil 16: Genel sag kalim yiizdesi ile takip stresi korelasyonu
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Survival Functions

10 Lag3 Tiimor
: ekspresyonu
—INegatif
‘Atm I Poztif
| -l = —t— Negatif-censored
0,8 i e
T I R R S T T W — . i —t— Pozitif-censorecd

=
2= 05
>
e
3
w
E
3 0,4+
(&

0,24

0,0

I T T T T T
0,00 23,00 50,00 73,00 100,00 125,00

Takip Siiresi (Ay)

Sekil 17: Tumor hiicrelerinde LAG-3 ekspresyonu gosteren olgular (yesil ¢izgi) ile
negatif izlenen olgularin (mavi ¢izgi) sag kalim grafigi
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Survival Functions
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Sekil 18: Tumor hucrelerinde LAG-3 ekspresyonu %6 ve iizerinde (yesil ¢izgi) ve
%6 nin altinda (mavi ¢izgi) olan olgularin sag kalim grafigi

Tablo 16: LAG-3 pozitif TILs’in sayist ve Lag-3’Gn tumdr hucrelerindeki
ekspresyon siddetinin ¢apraz olarak degerlendirilmesi

Lag-3 TILs<5 102 7 109
Lag-3 TILs>5 84 17 101
Total 186 24 210

Timorde pozitif TILs sayis1 ve LAG-3’Un tumor hucrelerindeki ekspresyon
siddeti ¢apraz olarak degerlendirildiginde; LAG-3 eksprese eden TILs sayisinin 5’in
Uzerinde izlendigi vakalarda, timor hicrelerindeki LAG-3 ekspresyon siddetinin

anlamli olarak daha fazla oldugu gorildi (p<0,05) (0.018) (Pearson’in ki-kare
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testi)(Tablo 16). LAG-3 pozitif TILs sayist 5’in altinda ve iistiinde olan olgularin sag
kalimlarinin karsilastirilmasi sekil 19°da gorilmektedir.

Survival Functions

1.04 Lag3 TiL
—ez=5
a5
——<=5-censored
08 ~ =5-censored
' e+
S S
™
.2 0,67
=
|
=
w
E
3 0,4+
[ &)
0,2
0,0
I

| | I | |
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Takip Siiresi (Ay)

Sekil 19: LAG-3 pozitif TILs sayis1 5 ve altinda ve istiinde olan olgularin sag
kalimlarinin karsilastirilmasi
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TARTISMA

Hodgkin dis1 lenfomalar arasinda en sik goriilen lenfoma tiirii Diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfomadir ve insidans oran1 %6,3’tiir(1). DBBHL, diinya ¢apinda, farkli
cografik bolgelerde farkli goriilme sikliklari bulunmakla beraber, Hodgkin disi
lenfoma olgularinin %30-40’11 olusturmaktadir. Hastalar genellikle hizli biiyiiyen,
tek ya da multipl olarak izlenebilen, nodal veya ekstranodal tumor Kitlesi ile

basvuruda bulunmaktadir(27).

DBBHL olgulari, benign histiyosit nukleusundan daha iri goriiniimde, diffiiz
paternde infiltrasyon gosteren B lenfosit kokenli tiimor hiicrelerinden olusan bir
antitedir(92). Hucre kdkenine gore germinal merkez ve germinal merkez dis1 fenotip
olmak lizere 2’ye ayrilmaktadir(15). Bunun disinda, CD5 ekspresyonu, Myc ve Bcl-2
ikili ekspresyonu gibi prognozu olumsuz yonde etkileyen faktorler de
bulunmaktadir(14).

DBBHL ler, hastaligin klinik 6zellikleri ve sagkalim agisindan farkliliklar
g6zlenebilen heterojen bir hastalik grubu olup standart tedavi rejimi olan R-CHOP
(rituksimab+siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin, prednizon) tedavisine yanitlar
bakimindan da farkliliklar gostermektedir(93). Germinal merkez fenotipinin bu
tedaviye daha iyi, germinal merkez dis1 fenotipin ise daha koti yanit verdigi

bilinmektedir(92).

Olgularin prognozunu &ngdrmede Uluslararast Prognostik Indeks (IPI)
kullanilmakta olup bu indeks, genel kabul edilmis bir sistem olmakla birlikte yine de
sagkalimi tahmin etmede yetersiz kaldig1 farkedilmis ve yeni prognostik belirteclerin

arastirilmasi yoluna gidilmistir(3).

Gliniimiizde, timor gelisimi ve progresyonunda tiimdér mikrogevresinin
onemli bir yeri oldugu ortaya konmustur. Timor hicrelerinin, mikrogevredeki
bagisiklik hiicrelerinin ¢alismasin1 artirict ve azaltict sinyaller {iretebildigi
gosterilmistir. Ozellikle T hiicre faaliyetleri, tiimore yanitta anahtar rol iistlenirler.
Neoplastik hticrelerin, sitotoksik T-lenfosit iligkili antijen-4 (CTLA-4), programli
6lum reseptori-1 (PD-1), programli 6lim reseptorlerinin ligandlart (PDL1/PDL2)
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gibi immiin kontrol noktasi1 reseptdrlerine baglanarak, bagisiklik yanitindan kactiklar

belirlenmistir(94).

LAG-3 molekultnun de bir kontrol noktasi reseptorii oldugu ve asir1 immiin
aktivasyonun engellenmesinde ve otoimmiiniteden korunmada gerekli oldugu
bilinmektedir(5). LAG-3’un, CD4, CD8 T hucreleri, B hiicreleri, NK hicreleri ve
plazmasitoid dendritik htcrelerin yizeyinde eksprese edilip, Class 11 MHC
molekiiliine baglandig1 ve negatif diizenleyici rol oynayarak T hiicre fonksiyonunu
baskiladig1 diistiniilmektedir(6). Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri, follikiiler
lenfoma ve meme kanseri gibi timdrlerde, tumdr infiltre eden lenfositlerde, LAG-3
ekspresyonunun genel sagkalim iizerine olumsuz etkisi bulundugunu diisiindiiren
calismalar mevcuttur(7). Diffliz buyuk B hicreli lenfomada ise LAG-3
ekspresyonunun immiin kagig stratejilerinden birisi oldugunu gdsteren birtakim

calismalar bulunmaktadir ancak daha genis arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir(8).

Bu ¢alismada, DBBHL olgularinda, neoplastik hiicrelerde ve timéra infiltre
eden lenfositlerde LAG-3 ekspresyonunu imminohistokimyasal — olarak
degerlendirmeyi ve patolojik ve klinik parametreler ile iligkisini incelemeyi
amagladik. Patolojik parametreler igerisinde hiicre orijini, Ki67 proliferatif aktivite
indeksi, Bcl-2, C-Myc, CD5 ve CD30 ekspresyonu bulunmakta olup klinik veriler
arasinda hastanin yasi, cinsiyeti, [PI skoru, tedaviye yanit derecesi ve sagkalim siiresi

bulunmaktadir.

Calismaya dahil edilen olgularin demografik ve klinik o6zelliklerine
bakildiginda (Tablo 7); olgularimizin yas araligi 18-89 olarak bulundu. Literatirde,
Uluslararast1 Lenfoma Calisma Grubu’nun Hodgkin dist lenfoma siniflamasi
projesine gore, DBBHL’nin median yas1 7. dekad olmakla birlikte siklikla geng
eriskinlerde ve nadiren gocuklarda goriilebilecegi bildirilmistir(23). Calismamizda,
merkezimizde ¢ocuk onkoloji servisinin bulunmamasi nedeniyle pediatrik vakalar
bulunmamaktadir. Ancak 18 yasindan biiyiik olgulardaki goriilme yasi, literatiir ile

uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda, her iki cinsiyetteki DBBHL goriilme siklig1 arasinda anlamli
bir farklilik izlenmemekle birlikte, %1,8 oraninda bir fark ile hafif kadin Gstiinligii

izlendi. Bu sonuglar, Uluslararasi Lenfoma Calisma Grubu’nun sonuglarina yakindir
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ancak, calisma grubu, DBBHL’nin erkeklerde kismen daha ¢ok goriildiigiini
bildirmistir.

Calismaya dahil edilen hastalardan 68 hastanin Ann Arbor Evre bilgisine
ulagilabilmis olup, hastalarin daha ¢ok evre 4 (32 hasta), ve ikinci siklikta evre 3 (18
hasta) hastalik ile basvurdugu gozlendi. Tan1 aninda 50 hasta ileri evre hastalik, 18
hasta ise sinirli hastalik ile prezente olmustu. Bu da, literatiirde yer alan, hastalarin
bliylik bir kisminin tan1 aninda ileri evre hastalik ile basvurdugu bilgisiyle

ortiismektedir(95).

Olgularin IPI skoruna gore dagilimina bakildiginda; en ¢ok sayida hasta skor
3 grubunda yer alirken, en az sayida hasta skor 1 ve skor 5 grubunda yer almaktaydi.
Zheng ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapmis oldugu ¢alismada da, farkli kohort
gruplarinda, IPI skoru dagilimi bakimindan ¢alismamizdakine benzer sekilde en ¢cok

hasta sayisi IPI skor 2,3 ve 4’te bulunmustur(3).

Olgularin, Ki-67 proliferatif aktivite indeksi %20 ile %100 arasinda
degismekle birlikte ortalama %80,5 bulundu. Hasselblom ve arkadaslarinin Ki-
67’nin  DBBHL olgularinda prognostik etkiyi arastirdigi bir ¢alismada da

calismamizdakine benzer degerler bulunmustur(96).

Olgularimizin 48 tanesi (%69,6), R-CHOP tedavisine tam yanit verirken, 3’
(%4,3) kismi yanit vermisti. 18 olguda (%26,1) ise yanit izlenmemisti. Costa ve ark.
yaptig1 bir ¢alismada, DBBHL olgularinda, R-CHOP tedavisine %43 vakada tam
yanit, %27 vakada kismi yanit gozlenirken, %30 vaka ise yanitsiz olarak
saptanmustir(97). Bir baska ¢alismada ise, DBBHL olgularinda ayni tedavi rejimine;
%60 olguda tam yanit, %5 olguda parsiyel yanit, %20 olguda relapslar ile gidis
gozlenmis ve %15 olguda primer yanitsizlik gozlenmistir(98). Goriildigi gibi,
tedaviye yanitlar konusunda merkezler arasinda farkliliklar bulunmakla birlikte,
calismamizda oldugu gibi, siklikla vakalarin ¢ogunlugunda tam yanit izlenirken,
daha az oranda yanitsiz olgular ve en az oranda parsiyel yanit gdsteren olgular

gorilmektedir.

210 adet olgunun 25 tanesinin hayatta olmadigi verisine ulasilmis olup,
ortalama takip sureleri 11,5 ay olarak hesaplandi. Tim olgular iginde kaba sagkalim
orani %86.4 idi. 1-3 ve 5 yillik sagkalim hizlar ise sirastyla; %85,7-%82,2 ve %73,9
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olarak tespit edildi. Ortalama beklenen yasam siiresi 107,2 ay (%95 giiven Araligi:
95,4-118,7) idi.

LAG-3 TIL sayr araliklarindaki olgu sayisinin dagilimina bakildiginda
(Sekil 13); Bir biiyiik biiylitme alan1 basina 3-6 adet LAG-3 pozitif TIL iceren
olgularin, yaklasik 60 olgu ile en kalabalik grup oldugunu, bunu da yaklasik 56 adet
olguyla, 0-3 TIL iceren grubun takip ettigini gordiuk. Kalan vakalarda ise en ¢ok 6-9
TIL igerenler 40’a yakin bir sayiyla basta olmak iizere, giderek azalan oranlarda
vakalarin dagildigini gormiis olup 29-32 TIL igeren grupta en az sayida olgu izledik.
Calismamizda LAG-3 pozitif TIL’lerin median degerini ise 5 bulduk. Chen ve ark.
yaptig1 benzer bir ¢alismada ise DBBHL olgularinda LAG3 pozitif TIL sayis1 biiyiik
biiyiitme alani1 basina 0-200 arasinda degismekle birlikte ortalama deger 46,1 olarak
hesaplanmistir(89). Bu degerler, bizim degerlerimizin iistiinde olmakla birlikte, Chen
ve ark. ¢alismasinda, fare kokenli anti-LAG-3 antikoru kullanilirken, ¢alismamizda
tavsan bazli LAG-3 antikoru kullanmamiza bagli ve degisen mikroskop goriintii alan

capina gore sayisal degisikliklerin ortaya ¢ikmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kuglk hticreli dis1 akciger karsinomlarinda yapilan bir ¢alismada, LAG-3
pozitif TIL degerleri numerik degerler yerine yiizde olarak degerlendirilmis olup
%?20’nin tizeri pozitif olarak kabul edilmistir(78). Burugu ve ark.’min (¢li negatif
meme karsinomlarindaki LAG-3 ekspresyonunu arastirdigi c¢aligmada ise, tUmor
infiltre eden lenfositler, memedeki mevcut kilavuzlara gore degerlendirerek, LAG-3
pozitif intratiimoral lenfosit degerleri yilizdelik olarak hesaplanmis olup %1 in {izeri
pozitif kabul edilmistir(99). Mevcut ¢alismamizdaki lenfosit sayisina gore oldukca
diisik olan bu saymnin, memede timoérii infiltre eden lenfositler stromal ve
intratlimoral olmak {iizere kilavuzlarca ikiye ayrilarak degerlendirilmesine ve
intratiimdral lenfosit sayisinin stromal olanlara goére, gorece daha az olmasina

baglamaktayiz.

Tumoér hacrelerindeki LAG-3 boyanma ylzdelerine ve siddetlerine
bakildiginda (Sekil 14-15); calismamizda sasirtict bir sekilde, DBBHL hiicrelerinde
LAG-3 ekspresyonu gozlemledik. 177 olguda 1-2-3 siddetinde boyanma izlenirken,
33 olguda boyanma izlenmedi. LAG-3 boyanan timor hicresi yuzdesine

bakildiginda, median degeri %6 olarak hesapladik. Kesme degeri %10 ve uUzeri
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olarak aldigimizda, 82 adet (%39) olguda timor hicrelerinde LAG-3 pozitifligi, 128
olguda (%61) LAG-3 negatifligi gozlemledik.

LAG-3 eksprese eden tiimor hiicre yiizdesi acisindan bakildiginda, olgularin
dikkat cekici Olgiide biiylik bir kisminin (yaklasik 150 vaka) %0-12 araliginda
toplandigimigordiik. Bunu oldukca geriden gelerek, %12-24 araligindaki yaklasik 20
vakalik grup takip etmekteydi. Diger vakalar ise %12’lik gruplara béliindiigiinde, her
bir grubun benzer sayida (20’den az) olgu igerdigi goriilda.

Literattrdeki daha onceki bilgilere gore, LAG-3 molekilinin inflamatuar
hicrelerde eksprese edildigi bilinmekteydi(59) ve LAG-3 ekspresyonunu meme
karsinomlar1 ve kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlar1 gibi farkli tiimorlerde
degerlendiren ¢esitli ¢aligmalarda tiimér hiicrelerinde ekspresyon goriilmedigi
belirtiliyordu(78)(99). Ancak ¢alismamizda, DBBHL hiicrelerinde sitoplazmik-
membrandz ve bazilari golgi paterninde olmak iizere azimsanmayacak oranda (%39)
ekspresyon gozlemledik. Bu tez c¢alismasi devam ederken yayinlanan yeni 3
calismada, Chen ve ark., Keane ve ark. ve Laurent ve ark. da, ¢alismamizdakine
benzer sekilde DBBHL  hucrelerinde LAG-3  ekspresyonu  saptamis
durumdadir(89)(100)(8).

Keane ve ark. ¢alismasinda DBBHL hicrelerinde, LAG-3 ekspresyonu
sitoplazmik ve membrandz olarak izlemis olup 2 farkli merkezden (Prenses Andrea
Hastanesi ve MD Anderson Kanser Merkezi) 2 farkli kohort degerlendirmis ve tiimor
hiicrelerinin %5’ten fazlasini pozitif kabul ederek kohortlardan birinde %32 oraninda
digerinde ise %10 oraninda ekspresyon gozlemlemistir(ilk grubun median degeri
%45, ikinci grubun ise %70 olarak hesaplamistir)(100). Chen ve ark.,
calismamizdakine benzer sekilde %10 ve Uzeri tumor hlcresinde ekspresyonu pozitif
kabul ederek olgularin %7,7’sinde ekspresyon saptarken, Laurent ve ark. %20 ve
Uzerini kesme deger alarak olgularinin %85’inde ekspresyon saptamistir(89)(8). Bu
da DBBHL’nin diger tiimorlerden farkli olarak timor hiicrelerinde LAG-3 eksprese

ettigini desteklemektedir.

Kontrol noktas1 molekiillerinin daha ¢ok immiin sistem hiicrelerinde eksprese
edildigi bilinmekle beraber, yeni ve destekleyici ¢aligsmalar ile birlikte, LAG-3’Un
DBBHL olgularinda tiimor hiicrelerinde de eksprese edildigini ortaya koymus
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bulunmaktayiz. Tumor hicrelerindeki bu ekspresyon, hedefe yonelik anti-LAG-3

tedavileri agisindan umut vericidir.

Olgularin diger patolojik ve prognostik parametrelerine bakildiginda
(Tablo 8); Bcl-2 igin, DSO 2017 kitabinda 6nerildigi iizere kesme deger %50 olarak
alindiginda, 43 vakanin (%23,8) Bcl-2 ile negatif, 138 (%76,2) vakanin ise pozitif
oldugunu gorduk. Shivakumar ve ark. DBBHL olgulariyla yaptig1 bir ¢alismada ise,
Bcl-2 ekspresyonu agisindan olgularin %66’sm1 pozitif, %34’Unl negatif olarak
tespit etmistir. Literatiirde, farkli klonlarin kullanimina bagli olarak olgulardaki Bcl-2
ekspresyonunun %47-84 arasinda degistigi belirtilmektedir(14). Bu da bizim
merkezimiz de dahil olmak Uzere, farkli merkezlerde farkli oranlarin gdzlenebilme

nedenini agiklamaktadir.

C-Myc i¢in, DSO 2017 kitabinda da belirtildigi iizere kesme deger %40
olarak alindiginda olgularimizin %71 inde negatiflik, %29’unda ise pozitiflik izledik.
Bu ekspresyon oranlar literatiirde, DLBCL olgularinin yalnizca tigte birinde (%29)
C-Myc ekspresyonunun bulundugu, Johnson ve ark. yaptigi ¢aligma ile uyumluluk

gostermektedir(101).

Hans algoritmasi1 kullanarak yapilan hiicre orijini smiflamasina gore,
olgularimizin, 94 tanesi (%52,5) germinal merkez dis1 fenotip géstermekte iken, 85
tanesi (%47,5) germinal merkez fenotipine sahipti. Literatiirde bu oran, cografik
bolgeler, hasta popiilasyonu ve kullanilan metodolojiye gore degismek ile birlikte,
germinal merkez fenotipi i¢in %60, germinal merkez dis1 fenotip i¢in ise kabaca %40

olarak belirtilmektedir(102).

Olgularimizdan 114 (%88,4) tanesi CD5 ile negatif, 15 tanesi (%11,6)
pozitifti. Zijun ve ark. de novo olarak gelisen DBBHL olgularinda CD5 ekspresyon
oranini, c¢alismamizdaki oranin hafif altinda (%5,5) bulmus olup CD5

ekspresyonunun koétii prognoz ile iliskili oldugu vurgulamistir(103).

77 olgumuz (%75,5) CD30 agisindan negatifken, 25 olgu (%24,5) ise
pozitifti. CD30 molekiiliinin DBBHL olgularindaki prognostik etkisini aragtiran bir
bagka c¢alismada, vakalarin %14°G pozitif, %86’s1 negatif bulunurken(32),
Campuzano-Zuluaga ve ark. ¢alismasinda ise calismamiza benzer sekilde DBBHL

olgularinin %21’inde CD30 pozitifligi goriilmistiir(104).
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EBV agisindan baktigimizda, %95,4 olguda negatiflik ve %4,6 olguda
pozitiflik izlendi. Bu da literatiirde yer alan, bilinen immin yetmezligi olmayan
DBBHL olgularindaki EBV enfeksiyon oraninin bati toplumlarinda %3 ve Asyali ve
Latin Amerikali popiilasyonda %10 oldugu bilgisiyle hemen hemen
ortigmektedir(14).

Olgularda, tumorde ve TILs’de LAG-3 ekspresyon durumu ile klinik
veriler ve Ki-67 boyanma diizeyleri arasindaki korelasyona bakildiginda (Tablo
9); timordeki ve timoru infiltre eden lenfositlerdeki LAG-3 ekspresyonu ile yas,
Ann Arbor evresi, IPl skoru ve Ki-67 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon bulunadi. Feng ve ark., NK/T hiicreli lenfomalarda yaptig1 bir ¢alismada,
calismamizdakine benzer sekilde, LAG-3 ekspresyonu ile yas, IPI skoru ve Ann
Arbor evresi arasinda dikkate deger bir korelasyon bulunmadigini bildirirken(105),
Keane ve ark. da, calismamizdakine benzer sekilde, DBBHL olgularindaki LAG-3
gen ekspresyonunun IPI ve hiicre orijini smiflamasit arasinda bir korelasyon
bulunmadigini belirtmistir(100). Ki-67 skoru ile LAG-3 iligkisinin degerlendirildigi,
meme Kkarsinomlarinda yapilan bir calismada ise, LAG-3 pozitif TILs sayisinin
yuksek Ki-67 proliferasyonu ile iliskili oldugu bulunmustur(99) ancak bizim
calismamizda DBBHL vakalarinda benzer bir sonug gorilmedi. Bu farkliligin, meme
karsinomlar1 ve lenfoid malignitelerin farkli biyolojik mekanizmalar ile gelismesi

nedeniyle farkli ekspresyon paternleri gostermesine bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Olgulardaki TILs ve tumor hicrelerindeki LAG-3 ekspresyonunun diger
demografik ve patolojik ozellikler ile iliskisine bakildiginda (Tablo 10); tumor
hicrelerinde eksprese edilen LAG-3 oranlarinda erkek ve kadin cinsiyet arasinda
sagirtict bir sekilde istatistiksel olarak anlamli farklilik elde edilmis olup erkek
hastalarda timor hicrelerinde belirgin = 6lglide artmus LAG-3 ekspresyonu
g6zlendi(p<0,05). Bu alanda literatirde daha ©nceden herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Yalnizca, DBBHL’de genel sagkalim acisindan kadin cinsiyetin
daha iyi oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur(106). Calismamizda istatistiksel
olarak anlamli buldugumuz bu sonucun literatiirde ilk olmas1 agisindan ¢aligmamizin

0zgun degerini artirdig1 goriisiindeyiz.
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Tedaviye yanit, Bcl-2, C-myc, CD5, CD30 ekspresyonu ve hiicre orijini
smiflamasi ile TILs ve timordeki LAG-3 ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski
bulmadik. Keane ve ark. yaptigi ¢alismada, ¢alismamizda oldugu gibi hiicre orijini
siiflamasi ve LAG-3 ekspresyon durumu arastirilmis olup ¢alismamizla uyumlu

olarak bu degerler arasinda bir korelasyon izlenmemistir(100).

LAG-3 pozitif TIL sayis1 ile tiimor hiicrelerindeki LAG- 3 ekspresyon
siddeti ¢capraz olarak degerlendirildiginde (tablo 11); olgularda LAG-3 eksprese
eden TIL sayist arttikga, timor hicrelerindeki LAG-3 ekspresyon siddetinin de
istatistiksel olarak anlamli dl¢lide arttigi gozlendi (p<0,05). LAG-3 eksprese eden
TIL sayisinin 5’in altinda bulundugu grupta, 7 vakada 2 ve 3 siddette ekspresyon
goriiliirken, 5’in {istlinde bulundugu grupta 17 vakada 2 ve 3 siddetinde ekspresyon

goralda.

Daha Onceden tlimor hicrelerinin LAG-3 eksprese edebildigine dair herhangi
bir kanit yoktu. Bu tez ¢alismasi yapildigr siralarda ¢ikan 3 yeni yayinda énemli ve
yeni bir bulgu olarak ¢alismamizdakine benzer bir sekilde tiimor hiicrelerinde LAG-3
ekspresyonu izlenmistir. LAG-3 pozitif TIL’ler ve timor hicresindeki LAG-3
siddetini karsilastiran bir yayin ise su anda literatiirde bulunmamakta olup
istatistiksel olarak anlamli buldugumuz bu sonucu, 6zgiin degeri yliksek oldugu i¢in
degerli olarak gérmekteyiz. Bu durum, LAG-3 eksprese eden timoru infiltre eden
lenfosit sayisi arttiginda, tiimor hiicrelerindeki LAG-3 ekspresyonunun da cevaben
artmis olabilecegini akla getirmis olup bu konuda detayli yorum yapabilmek icin ileri

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tamor infiltre eden lenfositler ve timor hicrelerindeki LAG-3
ekspresyonunu median degerlere gore iki gruba ayirarak inceledigimizde (tablo

12, 13 ve 14); yas dagilimi arasinda iki grup arasinda bir fark goriillmemistir.

Cinsiyet a¢isindan bakildiginda, 6nceki buldugumuz degerlere benzer sekilde,
erkek cinsiyette, tumor hucrelerinde LAG-3’ti %6’ nin iistiinde eksprese eden hasta
sayist, LAG-3 ekspresyonu diisiik olan hasta sayisina gore istatistiksel olarak anlamli

Olcude daha ylksekti(p=0,009). LAG-3 pozitif TILs’e bakildiginda ise, benzer bir
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farklilk gormedik. Bu da erkek cinsiyette, timoér hicrelerindeki LAG-3

ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu ¢alismamizda bir kez daha vurgulamaktadir.

Tedavi yanit1 agisindan bakildiginda, tedaviye tam yanit gosteren vakalarda
LAG-3+ TILs’in 5’in tstunde oldugu grupta 25 olgu varken, diisiik oldugu grupta 23
olgu izlendi. Tedaviye yanit gostermeyen vakalar arasinda ise, LAG-3+ TILS’in
diisik bulundugu grupta daha fazla sayida hasta izlendi. Buna benzer sekilde,
timordeki LAG-3 ekspresyonunun %6’nin istiinde bulundugu grupta hastalarin
%73,1°1 tedaviye tam yanit verirken, %6 ve altinda oldugu grupta yalnizca %67,4
oraninda hasta tedaviye tam yanit vermisti. Bu da LAG-3’iin tedaviye yaniti daha
olumlu yonde etkiledigini diistindiirmiis olmakla beraber p degeri 0,825 bulundu. Bu
konuda daha onceki yapilan ¢alismalarda ise, Keane ve ark. LAG-3’in ¢ozunebilir
formunun kandaki diizeyini arastirmis, LAG-3 seviyesinin diisiikk oranda izlendigi
olgularm, R-CHOP tedavisine daha iyi yanit verdigini bulmustur(100). Bu sonug,
kandaki ¢ozlnebilir LAG-3 miktarinin tedaviye yaniti olumsuz yonde etkiledigini
desteklemekteyken, aksine bizim g¢alismamizda dokudaki ekspresyon durumunun
yanitt daha olumlu yonde etkiledigini diislindiiren sonuglar bulunmaktadir. Bu
farkliligin, LAG-3’iin kandaki ¢oziinebilir formu ile dokudaki formu arasindaki

farkliliktan kaynaklaniyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bcl-2, C-Myc, CD5 ve CD30 ekspresyonu ve hiicre orijinine gore siniflama
acisindan bakildiginda, LAG3 pozitif TIL sayis1 5’in altinda ve {istiinde olanlar ile,
timor hucrelerindeki LAG-3 ekspresyonu %6 nin altinda ve iistiinde olanlar arasinda
farklilik bulunmadi. Literaturde; Bcl-2, C-myc, ve CD5 ile LAG-3 arasindaki iliskiyi
arastiran calisma bulunmamakla beraber, Keane ve ark., ¢alismamizdakine benzer
sekilde DBBHL olgularinda LAG-3 gen ekspresyonuyla hiicre orijini siniflamasi

arasinda bir korelasyon bulunmadigini belirtmistir(100).

Genel sagkalim iizerinde LAG-3 TIL, LAG-3 timor ylzdesi ve LAG-3
tiilmor siddetinin etkilerinin incelenmesine bakildiginda (Tablo 15, Sekil 16-19);
tim olgular igerisinde kaba sagkalim oranin1 %86,4 olarak saptadik. TUmor
hicrelerindeki LAG-3 ekspresyonu %6 ve altinda olan olgulardaki kaba sagkalim
%83,5 iken, %6 Ustlinde izlenen olgularda %89,7 olarak izlendi. Benzer sekilde,

timor hucrelerindeki LAG-3 boyanma siddeti 0 olan olgulardaki kaba sagkalim

56



PDF Eraser Free

%82,8 iken, 1,2 ve 3 siddetinde boyanan grupta genel sagkalim %87,1 olarak
g6zlendi. Bu da timordeki LAG-3 ekspresyonunun ve siddetinin artisinin sagkalim
tizerine olumlu bir etkisi olabilecegini diisiindiirmekle birlikte daha ¢ok olguyla ve
calismayla desteklenmesi gereklidir. Calismamiz, su an i¢in literatiirde, DBBHL
hlcrelerinde LAG-3 ekspresyonun olabildigini gosteren 4 ¢alismadan biridir. Diger 3
calismada ise, tiimordeki ekspresyon ve genel sagkalim arasinda degerlendirme

yapilmamustir.

LAG-3 eksprese eden TIL sayisi 5’in iistiinde olan olgularda kaba sagkalim
%87,5 olarak izlenirken, 5’in altindaki olgularda %85,4 olarak izlendi. Bu sonuclar,
artan LAG3+ TILs’in sagkalimi olumlu yonde artirdigini diistindiirmekle beraber,
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ i¢in daha c¢ok Klinik korelasyona ihtiyac
duyulmaktadir. Literatirde de bu konuda farkli goriisler bildiren c¢aligmalar
mevcuttur. Keane ve ark.’nin genetik ekspresyon analizlerini kullanarak yaptigi bir
calismada, DBBHL olgularinda yiiksek LAG-3 gen sayis1 ve yiiksek LAG-3 mRNA
seviyesi gosteren olgularinin daha kotii hastaliksiz sagkalim siiresine sahip oldugu
gosterilmis olup LAG-3’0n artan gen oraninin kotlii prognozu &ngordiigliini One
stiulrmektedir(100). Calismamizda genetik analiz yerine immunohistokimyasal
ekspresyon yonteminin kullanilmasi, iki caligmanin karsilastirilabilirligini 6nemli
Olglide azaltmakta olup farkli caligma yontemleri nedeniyle farkli sonuglar

bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

Que ve ark. yaptig1 c¢alismada, TILs’deki immdunohistokimyasal LAG-3
ekspresyonunu yumusak doku sarkomlarinda aragtirmis ve artan LAG-3
ekspresyonunu, kotii klinik gidisat ile korele olarak bulunmustur(107). Buna karsin,
kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda, Datar ve ark., TILs de belirgin LAG-3
ekspresyonunun izlendigi olgularda daha uzun 5 yillik genel sagkalim oran
oldugunu ortaya koymustur(108). Yine aymi sekilde kiiciik hiicreli dis1 akciger
karsinomlarinda yapilan bir bagka ¢alismada, He ve ark., TILS’i LAG-3 negatif olan
olgularin genel sagkalimini 3,04 yil bulunurken, TILs’i LAG-3 pozitif olan olgularin
genel sagkalimini 1,08 yil olarak bulmustur(109). Bu da TILs deki LAG-3
ekspresyonu ile ilgili literatiirde farkli timor tiplerinde LAG-3’iln farkli prognostik

etkileri oldugunu gdstermektedir.
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Burugu ve ark. meme karsinomlarinda yaptigi LAG-3 ¢alismasinda ise
Ostrojen reseptéri (ER) pozitif grupta TILs’deki LAG-3 ekspresyonu sagkalim
tizerine anlaml bir etkisi bulunmazken, ER negatif grupta LAG3+ TILs’in kansere
spesifik sagkalimi olumlu yonde artirdigi goriilmiistiir. Bu da diger sonuglar ve bizim
sonuglarimizla birlikte TILs’deki LAG-3 ekspresyonunun farkli tiimérlere gore ve
ayni tiimorin alt tiplerine gore farkli prognostik davraniglar ile iligkili oldugunu

gostermektedir.
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SONUCLAR

1. DBBHL, Hodgkin dis1 lenfomalar arasinda en sik goriilen lenfoma
olup her yil 25 000 yeni vaka bildirilmektedir ve klinik 6nemi her gegen gin
artmaktadir.

2. Tedavide en sik Rituksimab ile kombine edilmis antrasiklin bazl
kemoterapi rejimi olan R-CHOP kullanilmakla beraber, hastalarin bir bolimii
tedaviye yanit vermemekte ya da niiksler nedeniyle kaybedilmekte oldugundan
tedaviye yonelik belirteglerin arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

3. Hastalik prognozunu 6éngérmede giliniimiizde IPI skoru yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak aymi IPI skoruna sahip hastalar arasinda sagkalim
farkliliklar1 bulunmasi nedeniyle yeni prognostik molekiilleri aragtiran ¢aligmalar hiz
kazanmustir.

4. Timorlerin gelisiminde mikrogevrenin 6nemi giin gectikce artmakta
olup tiimoér hiicrelerinin bagisiklik sistemi hiicreleriyle etkilesimlerinin timor
gelisiminde anahtar rol oynadig diisliniilmektedir ve bu konuyu arastiran ¢alismalara
agirlik verilmigtir. Bu c¢alismalarda, kontrol noktasi reseptorleri giderek Onem
kazanmakta ve hem tedaviye yonelik hem de prognostik onemleri oldugu
diistiniilmektedir.

5. Kontrol noktast molekiillerinden, CTLA-4, PD-1 ve PDL-1’in
hedeflendigi immiinoterapinin dikkat ¢ekici etkisine ragmen yine de bir¢cok hastada
tedavi basarisizhigi yasanmaktadir. Bu nedenle, benzer sekilde bir kontrol noktasi
molekiilii olan ancak kendine ozgii farkli Ozelliklere de sahip olan LAG-3
molekdiltne giderek artan bir ilgi mevcuttur.

6. Cesitli tiimor tiplerinde TILs’lerde LAG-3 eksprese edildigini bulan
caligmalar yapilmis olup, bu ekspresyonun tiimériin ¢esitli 6zellikleriyle iliskisi
oldugu ortaya konmustur. Ayni1 zamanda baz1 ¢aligmalarda LAG-3+ TILs miktarinin
sagkalimla negatif, bazilarinda pozitif iliskili oldugu ve bazilarinda iligkili olmadig:
gosterilmistir. Ancak bu alanda kisitli g¢alisma bulunmasi nedeniyle bu konuya
yonelik arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

7. Literatirde, LAG-3 molekulinin tumor hicrelerinden ziyade daha

cok inflamatuar hiicrelerde eksprese edildigi bilinmekte olup farkli tiimor tiplerinde
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yapilan ¢alismalarda timor hicrelerinde ekspresyon gorilmemistir. Ancak,
calismamizda DBBHL hiicrelerinde %39 olguda ¢esitli siddetlerde LAG-3
ekspresyonu goézlemledik. Bu bulguyu, literatiirde daha 6nceden benzeri olmamasi
nedeniyle 0zgiin bulmaktayiz. Bu tez calismasi devam ederken yayinlanan fi¢
calismada da DBBHL hiicrelerinde LAG-3 ekspresyonu gozlenmis olup
calismamizdaki bulgulari destekler niteliktedir.

8. Tumor hicrelerinde LAG-3 ekspresyonu saptamamizin yani sira,
onemli bir bulgu olarak, erkek cinsiyette LAG-3+ timor hiicresi oranini anlaml
Olcude yuksek bulduk(p<0,05). Literatirde genel sagkalim agisindan kadin cinsiyetin
DBBHL’de daha iyi oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmakla birlikte, timor
hicrelerinde LAG-3 ekspresyonunun cinsiyetle iligkisini gosteren henliz herhangi bir
calismanin literatiirde bulunmamasi nedeniyle bu bulguyu 6nemli ve 6zgiin olarak
gormekteyiz.

9. Olgularimizda, LAG-3 eksprese eden TILs sayisi arttikga timor
hicrelerindeki LAG-3 ekspresyon siddeti de istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide artmis
bulundu(p<0,05). LAG-3 pozitif TILs ve tumor hicresindeki LAG-3 siddetini
kargilagtiran bir yaymn su anda literatiirde bulunmamakta olup istatistiksel olarak
anlamli buldugumuz bu sonucu, 6zgiin degeri yiiksek oldugu i¢in degerli olarak
gormekteyiz. Bu bulgu, TILs’deki LAG-3 ekspresyonuna cevaben timor
hiicresindeki ekspresyonun da artmis olabilecegini diislindiiriiyor olmakla birlikte
literatiirde basgka bir ¢aligma olmadigindan, bu konuda ileri yorum yapabilmek igin
yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

10.  Bulgularimiz, TILs’teki ve timor hiicrelerindeki LAG-3 ekspresyon
artisinin - genel sagkalimi olumlu yonde etkiledigini diisiindiirmekle beraber,
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ i¢in daha c¢ok klinik korelasyona ihtiyag
duyulmaktadir.  Calismamizin  tek  merkezli olmasi ve daha  genis
immunohistokimyasal ~veya farkli(molekiiler —¢alismalar vs) paneller ile
desteklenememesi gibi bir takim kisitliliklar1 bulunmaktadir.

11.  Literatiirde LAG3+ TILs’in farkli tiimor tiplerinde ve ayni tiimoriin
farkli alt tiplerinde farkli prognostik davraniglar gosterdigi bulunmus olup bu konuyu

aydinlatmak icin ¢ok sayida ¢aligmaya ihtiyac duyuldugu aciktir.
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EK-1 (OZGECMIS)

I- Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadi: Emine Beglim COSKUN
Dogum yeri ve tarihi:

Uyrugu: Tiirkiye Cumhuriyeti.
Medeni durumu: Evli.

Askerlik durumu: Muaf.

[letisim adresi ve telefonu:

Yabanc dili: Ingilizce.

I1- Egitimi (tarih sirasina gore yeniden eskiye dogru)

Tibbi Patoloji Uzmanlik Egitimi: Saglik Bilimleri Universitesi
Ankara Dr Abdurrahman Yurtaslan Onkoloji Saglik Uygulama
ve Arastirma Merkezi Tibbi Patoloji BoOlimi, Arastirma
Gorevlisi (2016-2020).

Tip Fakiiltesi Egitimi: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi (2008-
2014).

Orta Ogretim: Ordu Fen Lisesi (2004-2007).

[Ikdgretim: Prof Dr Ihsan Koz {lkdgretim Okulu (1996-2004),

I11- Unvanlar (tarih sirasina gore eskiden yeniye dogru)

Tip Doktoru (2014).

V- Mesleki Deneyimi

Tibbi Patoloji Uzmanlik Egitimi: Saglik Bilimleri Universitesi
Ankara Dr Abdurrahman Yurtaslan Onkoloji Saglik Uygulama
ve Arastirma Merkezi Tibbi Patoloji Bolumu-Asistan Doktor
Temmuz 2016- Devam ediyor).

T.C Saglik Bakanlig1 Sakarya Yenikent Devlet Hastanesi Diyaliz
Unitesi-Tabip (29.09.2014-01.06.2015)
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- T.C Saglhik Bakanligi Sakarya Geyve Devlet Hastanesi Acil
Servis-Tabip (29.09.2014-01.06.2015)

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar
- Ankara Patoloji Dernegi.

- Avrupa Patoloji Dernegi.
V- Bilimsel Calismalar
Yayin: -

Bildiri: -

VII- Diger Bilgiler
Sertifikalar ve Yeterlilik Belgeleri: -
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EK-2 (TEZ KONUSU ONAY FORMU)

Uzmanhk
Ogrencisinin

Ad Soyada:

Telefon:

E-Posta:

Uzmanhk Dalx: Tibbi Patoloji

Egitim Kurumu: Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Dr.
Abdurrahman YURTASLAN Onkoloji Egitim ve
Arastirma Hastanesi

Uzmanhk Egitimine 01.07.2016
Baslama Tarihi:
Uzmanhk Egitimini 01.07.2020
Bitirme Tarihi:
Program
Yoneticisinin Prof. Dr. Olgay KANDEMIR
Ad1 Soyada:
Tez Danismaninin
Adi Soyada: Prof. Dr. Olcay Kandemir
Telefon:
E-Posta:

1-Tez Bashg/Konusu: Diffuz Blylk B hicreli Lenfomalarda, “Lymphocyte
Activation Gene-3(LAG-3) (CD223)” ekspresyonunun histopatolojik ve prognostik
belirtecler ile iliskisinin degerlendirilmesi.

2-Arastirma sorusu: Diffiz Blylk B Hducreli Lenfomalarda LAG-3
ekspresyon siklig1 nedir? Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomalarda LAG-3 ekspresyonu
var ise Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfomanin alt tiplerinde ekspresyon farklilig1 var
muidir? Diffliz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma hastalarinda LAG-3 ekspresyonunun Klinik
tablo ve prognoz ile iligkisi var midir?

3-Arastirmanmin amaci: Lag-3 ekspresyonunun, Diffiiz Blyik B Hucreli
Lenfomanin hiicre orijinine gore alt tiplerinde (Germinal Merkez/ Germinal Merkez
Dis1 fenotipi), hastaligin evresi, hastanin Uluslararas1 Prognostik Indeksi (IPI),
hastalikta kullanilan ilaglar ve R-CHOP tedavisine yanit iliskisine gore farklilik

gosterip gostermedigini arastirmay1 amaglamaktayiz.
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4-Arastirma materyalleri, popiilasyonu: Saghik Bilimleri Universitesi
Ankara Dr. Abdurrahman YURTASLAN Onkoloji Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde 2007-2019 yillar1 arasinda tan1 almig “Diffiz biylk B hiicreli lenfoma”
vakalar1 retrospektif olarak taranacak ve caligmaya dahil edilen vakalarda timor
hlcrelerinde ve timora infiltre eden lenfositlerde immunohistokimyasal olarak LAG-

3 ekspresyonu incelenecektir.

5-Dahil etme ve hari¢ tutma Kkriterleri: Dahil etme kriterleri; patoloji
otomasyon sisteminde kayitlarina ulasilabilen, parafin bloklarina ulasilabilen ve

histopatolojik olarak doku biyopsisinde tan1 teyidi yapilabilen vakalar.

Hari¢ tutma kriterleri; parafin bloklarmma ve kayitlarina ulasilamayan,
patologlar arasi tanisal uyusmazlik olan ve bloklarinda inceleme i¢in yeterli doku

bulunmayan olgular.

6-Arastirmanin birincil sonu¢ degiskenleri: Doku biyopsisinde Diffliz
Buyuk B hucreli Lenfoma tanisi almis olgularda tumor hicrelerinde ve tumori

infiltre eden lenfositlerde LAG-3 ekspresyon varligi,

7-Arastirmanin tiirii ve tasarimi: Calismamiz retrospektif bir calisma

olarak dizayn edilmistir.

8-Arastirma hipotezi: Calismamizda arastiracagimiz LAG-3
immiinohistokimyasal belirtecinin, Diffiiz Biiylik B Hiicreli Lenfoma olgularinda,
kot prognoz ile korele olabilecegini diisiinmekteyiz. Bunun yani sira, kotii prognoz
ile iligkili oldugu gosterildigi takdirde, prognozu 6ngorebilecek yardimct bir yontem
olarak kullanabilecegini ve halen faz-3 ¢alismalar1 devam etmekte olan Anti-Lag-3

monoklonal antikoru (Lag525) ile bu olgularin tedavi edilebilecegini 6ngdrmekteyiz.

9-Orneklem sayis1 ve belirleme yéntemi: Ankara Dr Abdurrahman

Yurtaslan Onkoloji Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Patoloji
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Laboratuari’nda arsiv patoloji raporlar1 taranarak tespit edilen 2007-2019 yillari
arasinda tan1 almis 217 adet Diffliz blylik B hicreli lenfoma olgusunun g¢alismaya

dahil edilmesi hedeflenmistir.

10-Arastirmada kullamlacak istatistik yontemler: Verilerin analizi IBM
SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) paket programinda
yapildi. Kesikli sayisal degiskenlerin dagiliminin normale yakin dagilip dagilmadigi
Kolmogorov-Smirnov testiyle incelendi. Tanimlayici istatistikler; kesikli sayisal
degiskenler i¢in ortalama + standart sapma veya medyan (minimum - maksimum)
biciminde ifade edilirken kategorik (nominal ve ordinal) degiskenler olgu sayisi ve
(%) seklinde gosterildi.

Yapilan uyum 1iyiligi testleri sonucunda parametrik test istatistigi
varsayimlarinin saglanmadigi kesikli sayisal degiskenler ile ordinal degiskenler
yoniinden gruplar arasindaki farklarin 6nemliligi Mann Whitney U testi ile incelendi.
2x2'lik capraz tablolarda goézelerin en az '4’linde beklenen frekansin 5'in altinda
olmast durumunda s6z konusu kategorik veriler Fisher'in kesin sonuglu olasilik
testiyle degerlendirilirken beklenen frekansin 5-25 arasinda oldugu durumlarda
Sureklilik Dlzeltmeli Ki-Kare testi kullanilip aksi durumlarda Pearson'un Ki-Kare
testiyle inceleme yapildi. Lag-3 TIL, Lag-3 neoplastik hiicre yizdesi ve Lag-3
neoplastik hiicre siddet diizeyleri ile yas, evre, IPI-7 ve Ki-67 boyanma yuzdesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon olup olmadig1 ise Spearman’in sira

sayilar1 korelasyon testi ile aragtirildi.

Lag-3 TIL, Lag-3 neoplastik hicre ylzdesi ve Lag-3 neoplastik hicre
siddetinin 6liim hiz1 lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olup olmadig:
tek degiskenli Cox’un oransal hazard regresyon analizi ile incelendi. Her bir
degiskene ait rolatif risk (RR) ve %95 giiven araliklar1 hesaplandi. Lag-3 TIL, Lag-3
neoplastik hiicre yizdesi ve Lag-3 neoplastik hiicre siddetine gore olusturulan
gruplar arasinda genel sagkalim yoniinden farklarin 6nemliligi ise Log-Rank testi
kullanilarak Kaplan-Meier sagkalim analizi ile degerlendirildi. Her bir alt grup
icerisinde kaba sagkalim oranlari, 1-3 ve 5 yillik sagkalim hizlar1 ile beklenen
ortalama yasam siiresi ve bu siireye iliskin %95 giiven araliklar1 hesaplandi. p<0,05

icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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11-Arastirmanin orijinalligi ve bilime katkisinin agiklamasi: TUmorlerin
mikrogevre ile iligkisi ve kontrol noktasi blokaj1 ile iligkili son donemde ¢ok fazla
calisma yapilmakla birlikte bu alanda daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Diffliz Blyuk B hucreli Lenfomalarda, LAG-3 molekiilii ile ilgili bilgiler kisitlidir.
Bu nedenle yapacagimiz caligmayi, hem literatiirde az sayida 6rneginin bulunmasi
hem de diffiiz biliyiik B hiicreli lenfoma hastalarinda prognozun tahmin edilmesine
yardimci olma ve hedefe yonelik tedavi icin kullanilabilme ihtimali sebebiyle 6zgiin

ve degerli olarak gormekteyiz

12-Ac¢iklamak istediginiz diger konular: Yoktur.
Kontrol edilmistir ve uygundur.
Prof. Dr. Olcay KANDEMIR

(Tez danismani)
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