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OZET

R-CHOP ve CHOP Kemoterapi Rejimi Alan Diffiiz Bityik B Hiicreli Lenfomah
Hastalarda Sitogenetik ve Immiinfenotipik Ozelliklerin Arastiriimasi ve Bu
Ozelliklerin Sagkalim Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Amag: Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL) eriskinlerde en sik goriilen
Non-Hodgkin lenfoma histolojik alt tipidir. Bu lenfomalar; tedavi edilmediginde
oliimciil seyreden, klinik, morfolojik, immunfenotipik ve sitogenetik olarak heterojen
bir gruptur. Hastalarin yarisindan fazlasi Ritiiksimab ile kombine edilmis antrasiklin
bazli kemoterapi rejimi; R-CHOP (siklofosfamid, doksorobusin, vinkristin,
prednizon-ritiiksimab; immiinoterapi) ile kiir edilirken cevaplar heterojen olup bir¢cok
hasta, hastalik nedeniyle kaybedilmektedir.

Bu c¢alismanin amaci; R-CHOP ve CHOP tedavisi almis DBBHL olgularinda
klinik 6zellikler, MYC, BCL2, BCL6 translokasyonunu ve BCL2, CD5, Siklin DI,
Ki67 protein ekspresyonunun sagkalim ile iligkisini arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismamizda 268 R-CHOP ve CHOP tedavisi almis DBBHL
olgusu degerlendirilmistir. Bu olgularda immunhistokimyasal yontem ile BCL6, CD10,
MUML1, BCL2, CD5, Siklin D1 ve Ki-67 protein ekspresyonu belirlendi. Floresan in
Situ Hibridizasyon (FISH) yéntemiyle MYC, BCL2, BCL6 gen yeniden diizenlenmesi
varlig1 aragtirilarak Double Hit ve Triple Hit lenfoma olgular1 belirlendi. Tiim DBBHL
olgularinda ve Double Hit/Triple Hit lenfoma olgularinda sagkalima etkili olabilecek
immiinfenotipik ve sitogenetik 6zellikler arastirildi.

Bulgular: Tiim olgularin; yas, cinsiyet, tutulum yeri ve immiinfenotipik subtipleri
ile sagkalimlar1 arasindaki iliskiler degerlendirildiginde; nodal tutulum yeri ile sagkalim
sliresi arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulundu (p=0,011). Bununla birlikte
MYC, BCL2, BCL6 gen yeniden lizenlenmesi varligi 18 olguda (% 6,7) saptanirken
MYC translokasyon varliginin kisa sagkalim siiresi ile iliskili oldugu saptandi
(p=0,021). Double hit ve Triple hit olarak belirlenen olgular ile bu kompleks karyotipik
anomaliyi icermeyen olgular arasi yapilan sagkalim analizinde DHL/THL olan grupta
sagkalim siiresinin istatistiksel olarak daha kisa oldugu goriildii (p=0,044). Ayrica
DHL/THL olan 18 olguda (% 6,7) Ki67 proliferasyon indeksinin daha yiiksek oldugu
dikkati ¢ekti (p=0,005). Tiim olgularda BCL2, CDS5, Siklin D1 protein ekspresyonu, Ki-
67 proliferasyon indeks yiiksekligi ve BCL6, BCL2 translokasyon varlig: ile sagkalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmadi.

Sonu¢: DBBHL’lar; histomorfolojik ve genetik olarak heterojen bir grubu
olusturduklarindan farkli klinik gidise, tedavide farkli yanita ve sagkalima sahiptirler.
Etkili tedavi rejimlerinin belirlenmesi ve sagkalimin uzatilabilmesi i¢in bu genetik
farkliliklarin 6zellikle proliferatif indeksi yliksek olgularda ortaya konmasi gerektigini
diistinmekteyiz.

Anahtar Sézciikler: Diffiiz Biiyiik B hiicreli Lenfoma, Double Hit lenfoma, Triple Hit
lenfoma, MYC, BCL2, BCL6 gen yeniden diizenlenmesi, Sagkalim analizi.



ABSTRACT

Research of the immunfenotipically, Cytogenetically Caracteristics In R-CHOP,
CHOP Treated Diffuse Large B Cell Lymphomas and Impact of This
Caracteristics to The Survival Rate.

Aim: Diffuse Large B cell lymphomas (DLBCL) is the mostly encountered Non-
Hodgkin lymphoma hystologic subtype for the adults. It shows heterogeneity clinically,
morphologically, immunophenotypically and cytogenetically. Because of this reason,
they have different clinical course and survival. Although more than half of the patients
are cured with a combination of rituximab with anthracycline-based chemotherapy, such
as the R-CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone plus
rituximab; immunochemotherapy) regimen. The treatment responses are varied and
many patients die of their disease.

The aim of this study is; to show the characteristics of R-CHOP, CHOP treated
DLBCL and also to study the relationship of the MYC,BCL2,BCL6 translocation and
BCL2, CD5, Siklin D1, Ki67 protein expression with the clinicopathological parameters
and to reveal the influence of this relationship on prognosis and survival.

Methods: In our study; 268 R-CHOP, CHOP treated DLBCL cases were
investigated. Bcl-6, CD10, MUML1, Bcl-2, CD5, Siklin D1 and Ki-67 expressions are
specified by immunhistochemical methods. MYC, BCL2 and BCL6 gen rearrangement
presence is studied with the Florescent Insitu Hybridization (FISH) method. The
influence of these immunofenotipic and cytogenetic caracteristics on prognosis and
survival were investigated.

Results: When the relationships between the age, sex, localization and subtype of
the cases and their survivals compared; it was meaningful that the nodal DBBHL
survival rate was higher statistically (p=0.011). In addition to this, MYC, BCL2, BCL6
gen rearrangement is determined with 18 cases (6.7%) and the presence of MYC gen
rearrangement was associated with significantly worse overall survival (p=0.021). The
cases which was identified as Double Hit and Triple Hit lymphoma has statistically
short survival rate (p=0.044). Also these cases showed high Ki67 proliferation rate
(p=0.005). For all cases no meaningful result could be found statistically between
BCL2, CD5, Siklin D1 protein expression, high Ki67 proliferation rate, BCL6, BCL2
rearrangement and the survival.

Conclusion: DLBCL’s have different clinical course, treatment response and
survival, because of the fact that they form a heterogeneous group histomorphologically
and genetically. These genetic differences should be revealed in order to specify the
effective treatments and to extend the survival. For this purpose; there is need for
similar studies to determine favorable therapeutic approaches.

Key words: Diffuse Large B cell Lymphoma, Double Hit Lymphoma, Triple hit
lymphoma, MYC, BCL2, BCLG6 rearrangement. Survival analysis.



1. GIRIS ve AMAC

Diffiiz biiyiikk B-hiicreli lenfomalar (DBBHL) eriskin Non Hodgkin
lenfomalarmin en sik goriilen histolojik alt tipidir. DBBHL ’lar; agresif gidisli, tedavisiz
O0lime neden olabilen; klinik, morfolojik, immunfenotipik ve sitogenetik olarak
heterojen  ozellikler gosteren lenfomalardir.! Hastalarm  yarisindan  fazlasinda
Ritiiksimab ile kombine edilmis antrasiklin bazli kemoterapi; R-CHOP rejimi
(siklofosfamid, doksorobusin, vinkristin, prednizon+ritiiksimab; immiinoterapi) ile kiir
elde edilirken cevaplar heterojen olup bir¢ok hasta, hastalik nedeniyle 5lmektedir.>*

Klinik olarak Uluslararasi Prognostik indeks (IPI) veya Revize Uluslararasi
Prognostik Indeks (R-IPI) skorlama sisteminin yasam siiresi ve standart kemoterapi
rejimi ile uzun donem remisyon gostermeyen yiiksek riskli hastalari belirlemede en
onemli prognostik faktor oldugu diisiiniilmektedir. Ancak ayni risk grubu igerisinde
dahi 6nemli sayida farkl klinik gidis izlenmistir.>*

DBBHL’lar hiicre kokenine dayanilarak yapilan gen ekspresyon profili ile;
germinal merkez kokenli (GCB), aktive B hiicre kokenli ( ABC) ve siniflandirilamayan
olarak alt tiplere ayrilmistir.>® Hans ve ark. GCB ve Non-GCB hiicre fenotipine sahip
DBBHL lar1 belirlemek amaciyla CD10, MUM1/IRF-4 ve BCL6 immiinohistokimyasal
belirteglerini kullanarak bir algoritma olusturmuslardir (Sekil 1).” GCB fenotipine sahip
hastalarin Non GCB fenotipli hastalara gére daha iyi bir yasam siiresine sahip oldugu
bildirilmistir.”® Bu algoritmanin prognostik énemi antrasiklin bazli kemoterapi rejimi
alan hastalarda yapilan ¢alismalarla teyit edilmistir.>*° Ancak immunokemoterapi alan
hastalarda immunohistokimyasal yontemlerle belirlenen GCB ve Non GCB fenotipinin
prognostik énemi tartismalidir.*"*?

Hastalarda izlenen farkli klinik gidis nedeniyle sagkalim siiresini dngorebilecek
prognostik belirtecler glinlimiizde 6nemli bir ¢alisma alanidir.

DBBHL’larda MYC, BCL2 ve BCL6’da tekrarlayan kromozomal
translokasyonlar bildirilmistir.”*** MYC translokasyonu Burkitt Lenfoma (BL) i¢in
karakteristik bir sitogenetik olay iken DBBHL’li hastalarda da % 3-16 oraninda
saptanmlstlr.10’15'17

MYC gen yeniden diizenlenmesi literatiirde siklikla kemoterapiye direng, agresif
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klinik gidis ve kisa yasam siiresi ile iliskili bulunmustur.” MYC gen yeniden



diizenlenmesine sahip daha agresif gidisli DBBHL olgularinin yanisira Burkitt
lenfomanin morfolojik 6zelliklerini gosteren ve yiiksek proliferatif indekse sahip ancak;
MYC translokasyonu gdstermeyen olgular da bulunmaktadir. Son DSO simiflamasinda
(DSO 2008) bu olgularn bir kism1 ‘DBBHL ve BL &zellikleri arasinda kalan baska
tirlii  smiflandirilamayan B-hiicreli lenfomalar’ grubu altinda toplanmislardir. Bu
heterojen grup icinde yer alan bir grup lenfomanin dniimiizdeki siniflamalarda daha net
Ozellikleriyle belirgin alt gruplara ayrilacagi diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte Floresan In Situ Hibridizasyon (FiSH) ydnteminin kullanima
baglamasiyla MYC gen yeniden diizenlenmesi ile es zamanli olarak BCL2 ve / veya
BCL6 translokasyonu gdsteren ayri bir B hiicreli lenfoma grubu daha ortaya ¢ikmustir.
Bu grup; ‘Double Hit Lenfoma’ (DHL) ve ‘Triple Hit Lenfoma’ (THL) olarak
adlandirilmaktadir. DHL/THL’lar; BL ve DBBHL ’lara gore daha kotii prognozlu bir B
hiicreli lenfoma grubu olarak tanimlanmaktadir.'®*® Bu olgular giiniimiizde genellikle
‘DBBHL ve BL ozellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli
lenfomalar’ grubu altinda siniflandirilmaktayken bu farkli 6zelliklerinden dolayi; bu
olgular1 tanimak ve tedavi a¢isindan ayr1 bir grup altinda smiflandirmak O6nem
kazanmaktadir.

Literatiirde BCL6 anomalileri DBBHL 1 hastalarda en sik goriilen sitogenetik
anomali olup hastalarin % 30-35’inde saptanmig, BCL2 gen yeniden diizenlenmesi
orani % 20-30 olarak bildirilmistir. Bu anomalilerin prognoz iizerine etkisi {izerine

101314172083 Byna Karsin R-

yapilan klinik ¢alisma sonuglar1 farklilik gdostermektedir.
CHOP kemoterapi rejimini almis DBBHL’l1 hastalarda MYC, BCL6 ve BCL2 gen
yeniden diizenlenmesinin prognoz iizerine etkisi konusunda yapilan calismalar az
say1dad1r.10'16'23'24

Bu calisma; DBBHL‘nin klinik, biyolojik, immunfenotipik ve sitogenetik
Ozelliklerini ortaya koymak amaciyla GCB ve Non GCB olarak siniflandirilan
olgularda; FISH yontemi kullanilarak saptanan MYC, BCL2 ve BCL6 translokasyonu
ve immunohistokimyasal yontem ile saptanan BCL2, CD5, Siklin D1 ve Ki67

ekspresyonunun prognoz ve sagkalima etkisini aragtirmayi amaglamistir.



2. GENEL BIiLGILER

Non Hodgkin lenfomalar; B lenfosit, T lenfosit ve dogal 6ldiiriici hiicrelerden
koken alan lenfoid sistem hiicrelerinin klonal tiimorleridir. NHL, genel olarak orta yas
(55 yas) ve daha vyash eriskinlerin hastaligidir. Ulkemizde, bat1 dilkeleri ile
kiyaslandiginda 10 yas kadar daha gen¢ yasta ve erkeklerde daha siktir.?>?

Lenfositler, hematopoetik kok hiicrelerden gelisen ve hiicre yilizey reseptoriine
gore farkli morfolojiler gosteren hiicrelerdir. Lenfoid tiimdr hiicreleri, kok hiicrelerden
gelisen bu oOncill hiicrelerin  klonal cogalmasi sirasinda farklilagsma asamasinda
duraksayan malign formlarindan olusur.

Non Hodgkin lenfomalar en sik lenf nodlarinda ortaya ¢ikmakla birlikte; dalak,
timus, Waldeyer halkasi, kemik iligi, bagirsak-brons mukozasi gibi lenfoid dokulardan
da kaynaklanabilirler.

NHL’lar ig¢in 1970°li yillardan giiniimiize Rappaport, Lukes&Collins, Kiel,
Working formulation ve REAL siniflamasi gibi birgok farkli siniflama kullanilmistir.
REAL siniflamasi; 2001 yilinda WHO (DSO) smiflamasina revize edilmistir. Son
olarak da DSO siniflamasi 2008 yilinda giincellenmis olup halen giiniimiizde DSO 2008
siiflamasi gecerliligini korumaktadir.?’

Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL) eriskinde en sik goriilen Non
Hodgkin lenfoma (NHL) alt tipidir (1). (Tablo 1). Tiim lenfoid malignitelerin % 30’unu,
Non Hodgkin lenfomalarin ise % 30-40’1m olusturmaktadir.2®°

Baz1 kaynaklarda potansiyel olarak tedavi edilebilir bir hastalik olarak tanimlansa
da uzun donem remisyon, giiniimiiz tedavi kosullarinda yaklasik % 40 olarak
bildirilmistir."** DBBHL’lar; Non Hodgkin lenfoma grubu icerisinde en kompleks,

klinik ve morfolojik olarak da en heterojen grubu olusturmaktadirlar.**



Tablo 1. B Hiicreli neoplaziler- WHO (DSO) 2008 simiflamasi

Onciil B hiicreli lenfoblastik 16semi / lenfoma

Matiir B hiicreli neoplazmlar

Kronik lenfositik 16semi / kiigiik lenfositik lenfoma

B hiicreli prolenfositik 16semi

Splenik Marjinal zon lenfoma

Hairy cell 16semi (Tiiyli hiicreli 16semi)

Splenik 16semi/lenfoma, siniflandirilamayan

Lenfoplasmasitik lenfoma

Agir zincir hastalig

Plazma hiicreli neoplazi

Mukoza iliskili ekstranodal marjnal zon lenfomas1 (MALT tipi)

Nodal marjinal zon lenfoma

Follikiiler lenfoma

Primer kutanoz follikiil merkezli lenfoma

Mantle hiicreli lenfoma

Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma

Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfoma , baska tiirlii ssmmflandirilamayan

Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfoma , alt gruplarr®

Diger Biiyiik B hiicreli neoplaziler*

Burkitt lenfoma

Borderline olgular*

* Tablo 2’de ayrintilar1 anlatilacaktir.

2.1. Tanim

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, niikleus biiyiikliigli makrofaja esit veya biiyiik ya

da normal bir lenfositin iki katindan biiylik B lenfoid hiicrelerden olusan diffiiz paternde

bir neoplazmd1r.1 Calismalar 151¢inda Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar morfolojik

varyantlara ve molekiiler ve immunofenotipik altgruplara ayirilmistir (Tablo 2). Buna

ragmen, bir¢ok vaka biyolojik heterojenite nedeniyle kesin bir sekilde siniflandirilamaz.

Bu tiir vakalar Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, bagka sekilde tanimlanmamis (DBBHL,

NOS) olarak smiflandirilir.



2.2. Epidemiyoloji

DBBHL bat1 iilkelerinde yetiskin Non Hodgkin lenfomalarimin % 30-40’1n1
olustururken gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek oranda goriiliir. Yaslilarda daha
yaygindir. Ortalama 7. dekatta goriilse de cocuklarda ve geng yetiskinlerde de

gortlebilir. Kadinlara kiyasla erkeklerde daha siktir, 3%

2.3. Etiyoloji

DBBHL etiyolojisi bilinmemektedir. Genellikle de novo (primer) olarak goriiliir
ancak Kronik lenfositik 16semi/Kiigiik lenfositik lenfoma (KLL), Folikiiler Lenfoma,
Marginal zon lenfoma veya Nodiiler lenfositik predominant Hodgkin lenfoma (NLPHL)
gibi daha az agresif bir lenfomanin progrese ya da transforme olmasi (ikincil) ile de
ortaya ¢ikabilir.

Altta yatan immiin yetmezlik 6nemli bir risk faktoriidiir. Immiin yetmezlik
zemininde meydana gelen DBBHL’da, Epstein-Barr viriis (EBV) pozitifligi sporadik

DBBHL da gériilenden daha siktir ve yaklasik % 10 oraninda saptanmaktadir.**°

2.4. Tutulum Yeri

Hastalar tan1 aninda % 60 nodal veya % 40’a kadar ekstranodal tutulum ile
basvurabilirler.36

En yaygin ekstranodal yerlesim yeri gastrointestinal sistemdir (mide ve ileogekal
bolge). Ancak herhangi bir ekstranodal bolge de primer yerlesim yeri olabilir. Sikg¢a
rastlanan diger ekstranodal yerlesim yerleri ise kemik, testis, dalak, Waldeyer halkasi,
tilkkriik bezi, tiroid, karaciger, bobrek ve adrenal bezdir. Kemik iligi tutulumu % 11-27

738 Minimal tutulumun tespit edilme oram1 morfolojik

vakada rapor edilmistir.
incelemeye ek olarak immunhistokimyasal g¢aligmalar veya PCR gibi yontemlerin

uygulanmasi ile artabilir.



2.5. Klinik Ozellikler

Hastalar genellikle tek veya multipl nodal ya da ekstranodal yerlesimli hizli
biiyiiyen kitlelerle basvururlar. Hastalarin yarisina yakininda tani aninda evre 1 veya
evre 2 hastalik mevcuttur.

Cogu hasta asemptomatik iken semptomlarin varligi tutulum yeri ile iliskilidir.3**

2.6. Morfoloji

Lenf nodlari, neoplastik biiylik lenfoid hiicre proliferasyonu nedeniyle tamamen
veya kismi olarak infiltre olup normal yapisini kaybetmistir. Kismi nodal tutulum
interfolikiiler ve/veya daha az siklikla sinusoidal olabilir ve perinodal doku siklikla
infiltredir. Genis veya ince sklerotik bantlar eslik edebilir. Sitomorfolojik olarak farkli
morfolojik varyantlar gorliir.

DSO 2008 siniflamasinda; DBBHL lar icin histomorfolojik, immunhistokimyasal
ve molekiiler temele dayanilarak farkli varyantlar tanimlanmistir (Tablo 2). Morfolojik
varyantlar ‘sik’ ve ‘nadir’ olmak iizere 2 ana gruba ayrilmaktadir. Sik goriilen
morfolojik varyantlar; sentroblastik, immunoblastik ve anaplastik varyant iken bunlarin
disinda miksoid stroma veya fibriler matriks iceren, igsi goriiniimde veya tash yliziik
hiicre benzeri morfolojide olan daha nadir morfolojik varyantlar da tanimlanmustir.>*

Stk goriilen morfolojik varyantlar:

a. Sentroblastik varyant: En sik goriilen varyanttir. Bazi olgularda timor
monomorfik olup % 90’dan fazla sentroblast icerirken bazilar1 sentroblast ve
immunoblastlar1 beraber icerecek sekilde polimorfik 6zelliktedir.

b. Immunoblastik varyant: % 90’dan fazlas1 immunoblastlardan olusan varyanttir.
Hashimoto tiroiditi, Sjogren hastaligi, Lupus eritematozus gibi immun aracili
hastaliklarda en sik goriillen DBBHL varyantidir.

c. Anaplastik varyant: Daha nadir goriilen varyanttir. Hodgkin ve/veya Reed-
Sternberg hiicresi ya da anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicrelerine benzer 6zellikte

tiimor hiicrelerinden olusan Varyanttlr.39



Tablo 2. DBBHL Varyantlari, altgruplar ve alttipleri-WHO (DSO) 2008 DBBHL simiflamasi

Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma, Baska Tiirlii Siniflandirilamayan

Sik Goriilen Morfolojik Varyantlar:

Sentroblastik

Immunoblastik

Anaplastik

Nadir Goriilen Morfolojik Varyantlar

Molekiiler Alt Gruplar: - GCB hiicre kokenli - ABC hiicre kdkenli

Immunohistokimyasal Alt Gruplar:
- CD5 Pozitif DBBHL - GCB hiicre kokenli -Non-GCB hiicre kokenli
DBBHL Alt Gruplar::

T-hiicre/histiositten zengin Diffliz Biiyiik B-hiicreli lenfoma

Santral sinir sisteminin primer Diffliz Biiyiik B hiicreli Lenfomasi

Primer kutandz bacak tipi DBBHL
Yasliligin EBV pozitif DBBHL st

Diger Biiyiik B Hiicreli Neoplaziler:

Primer mediastinal (timik) biiyiik B-hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B-hiicreli lenfoma

Kronik inflamasyonla iligskili DBBHL

Lenfomatoid granulomatozis

ALK pozitif biiyiik B hiicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

HHV-8 iliskili Castleman Hastalig1 zemininde gelisen DBBHL

Primer eflizyon lenfomasi

Borderline Vakalar:

DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan baska tiirlii siniflandirilamayan B hiicreli lenfoma

DBBHL ve Klasik HL ozellikleri arasinda kalan bagka tiirli siniflandirilamayan B hiicreli
lenfoma

2.7. immiinfenotipik Ozellikler

DBBHL; CD19, CD20, CD22 ve CD79a gibi ¢esitli B hiicre belirleyicilerini
beraber eksprese edebilir, bazen bunlardan biri veya birden fazlasinda ekspresyon
kaybina rastlanabilir.®*

Ozellikle tekrarlayan lenfomasi olan veya Ritiiksimab (anti-CD20 antikoru)
tedavisi alan % 60 hastada CD20 ekspresyon kaybi goriilebilmektedir.(1,30,40)
Vakalarin % 50-75’inde yiizey ve/veya sitoplazmik immunoglobulin (IgM>IgG>IgA)




ekspresyonu vardir.** Ancak sitoplazmik immunoglobulin varligi CD38 ve CD138 gibi
plazma hiicre belirleyicilerinin ekspresyonu ile iligkili degildir, fakat nadiren CD20
pozitif hiicrelerde her iki belirleyici de saptanabilir. CD30 ekspresyonu, Ozellikle
anaplastik varyantta gosterilirken, % 10 vakada da CD5 ekspresyonuna rastlanir.*> CD5
pozitif DBBHL vakalar1 genellikle de novo olgulardir ve nadiren KLL’den gelisir. CD5
pozitif DBBHL, Mantle hiicreli lenfomanin blastoid varyantindan Siklin D1 negatifligi
ile ayrilabilir.****

Literatiirde DBBHL’larda CD10, BCL6 ve MUMI1 ekspresyonlar1 degiskenlik
gosterir. CD10 ekspresyonu % 30-60, BCL6 ekspresyonu % 60-90 ve MUML1

%48 Normal germinal merkez B-

ekspresyonu % 35-65 oraninda Dbildirilmistir.
hiicrelerinde BCL6 ve MUMI1 koekspresyonu beklenmezken tiim DBBHL’larda bu
birlikteligin % 50 oraninda oldugu bildirilmistir.*’

Ki67 ile proliferasyon indeksi genellikle % 40’tan yiiksektir ve bazi vakalarda bu
oran % 90’1 iistiinde olabilir.*’

Molekiiler alt gruplar; Germinal Merkez Kokenli (GCB) ve Aktive B Hiicre
kokenli (ABC) olmak tizere 2 alt grupta incelenmektedir

Immunhistokimyasal alt gruplar; CD5 pozitif DBBHL, Germinal Merkez K&kenli
(GCB) ve Germinal Merkez Dis1 Kokenli (Non GCB) olmak tizere 3 farkl alt grupta
smiflandirilmistir. Bu alt gruplarin belirlenmesi igin CD10, BCL6, IRF-4/MUM-1
antikorlar1 kombine olarak kullanilmaktadir (Sekil 1).1’49’50

Diger DBBHL alt tipleri arasinda ise; T hiicre/histiositten zengin DBBHL, Santral
sinir sisteminin primer BBHL’s1, primer kutan6z DBHHL, bacak tipi DBBHL,
yashiligin EBV pozitif DBBHL s1 gibi antiteler yer almaktadir. Ozel bir alt tipe veya
hastaliga ait olmayanlar ise; bu gruplar altinda siniflandirilamamais olup; DBBHL, baska

tiirlii tanimlanamayan (NOS) ad1 altinda toplanmugtir. >



CD10

GM Bcl- 6
(+)/ \(-)
MUM-1 GM - DIS|
(y ()
GM - DIS| \ GM

Sekil 1. Hans algoritmasina gore GCB hiicre kokenli ve Non GCB hiicre kokenli DBBHL
siiflamasi

2.8. Genetik Ozellikler
2.8.1. Antijen Reseptor Genleri

Klonal olarak yeniden diizenlenmis immunoglobulin hafif ve agir zincir genleri

tespit edilebilir. Bu genler, degisik bolgelerde somatik hipermutasyonlar gosterirler.

2.8.2. Anormal Somatik Hipermutasyonlar

DBBHL vakalarinin % 50°den fazlasinda PIMI, MYC, RHOH/TTF (ARHH) ve
PAXS gibi multipl gen lokuslarin1 hedefleyen anormal somatik hipermutasyonlara

rastlanir. Bu genetik degisiklikler onkonogenezde etkili olabilir.>

2.8.3. Kromozomal Translokasyonlar

DBBHL’da goriilen en yaygin translokasyon, vakalarin yaklasik %30 kadarinda
tespit edilen BCL6 genini kapsayan kromozom 3q27 bélgesindedir.”***** Follikiiler
lenfomanin ayirict 6zelligi olan BCL2 translokasyonu t(14,18) ise vakalarin % 20-
30’unda tespit edilmistir.*>>>®

Bir vaka serisinde, MYC gen degisiklikleri vakalarin % 10 kadarinda gbzlenirken
bu yeniden diizenlenmenin genellikle kompleks genetik degisikliklerle iliskili oldugu

bildirilmistir.*®



MYC geni vakalarin % 60’inda IG geni ile % 40’inda ise Non-1G genleri ile
transloke olmaktadir.*

MYC translokasyonu olan vakalarin yaklasik olarak % 20’sinde es zamanl IGH-
BCL2 translokasyonu veya BCL6 translokasyonu gé’)riilebilmektedir.57 Bu vakalar
genellikle yiiksek proliferasyon indeksine (Ki67 >% 90) sahip olup bu vakalarin Diffiiz
biiyik B hiicreli lenfoma ve Burkitt lenfoma arasi 0Ozellikler gosteren,

siniflandirilamayan B hiicreli lenfoma grubuna alinmasi 6nerilmektedir.

2.8.4. Gen Ekspresyon Profili

Alizadeh ve ark. DBBHLda iki alt grup tanimlamstir.” ilk grup germinal merkez
kokenli B-hiicrelerinin (GCB) gen ekspresyon profiline sahipken (vakalarin % 45-50)
diger grup aktive periferal B-hiicrelerinin (ABC) ekspresyon profiline sahiptir.

Son olarak yapilan ¢alismalarla GCB ve ABC alt gruplarina uymayan vakalarin
toplandig {igiincii bir grup (tip 3 olarak adlandirilan) tanimlanmustir.*>*® GCB ve ABC
gruplar1 farkli kromozomal anomalilere sahiptir. GCB alt grubunda siklikla 12q12°de
artis dikkati ¢cekerken, ABC alt grubunda 3q, 18q21-q22°da artis ve 6q21-q22°de kayip
izlenmektedir.>®*® Ayrica GCB alt grubuna ait vakalarin bazilarnda BCL2 gen
degisiklikleri mevcuttur.®*%?

Polimorfik sentroblast benzeri hiicreler ve/veya ¢ok miktarda immunoblast igeren,
sentroblastik varyant ve immunoblastik varyant olarak tanimlanan vakalar genellikle
ABC alt grubunda yer alirlar. Ancak bu 6zellikler GCB alt grubunda da gozlenebilir. Bu
nedenle GCB ve ABC alt gruplarint morfolojik olarak ayirmak giivenilir degildir.
Ayrica DBBHL’ nin gen ekspresyon profiline gore olusturulan bu alt gruplar (GCB,
ABC) ile immunhistokimyasal yontemler kullanilarak olusturulan alt gruplarin da

(GCB, Non GCB) uyumu degiskenlik gstermektedir.®*

2.9. Prognoz ve Prediktif Faktorler

DBBHL tedavi rejimine Ritiiksimab eklenmeden 6nce uzun dénem remisyon
oranlar1 % 50 - % 60 arasinda idi. Klinik parametrelere dayanarak yapilan Uluslararasi
Prognostik indeks (IPI) prognozu belirlemede en sik kullanilan ve en degerli gosterge
iken Ritiiksimab kullaniminin prognoz {iizerine belirgin olumlu etkisi sonrasit IPI

skorunun prognozu belirlemede énemi biraz azalmustir.>
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Morfolojinin ve oOzellikle immunoblastik oOzelliklerin prognoza olan etkisi

konusunda literatiirde c¢eliskili yayinlar yer almaktadir. 3303

Bazi yaymlar da
immunoblastik morfolojinin kotii prognozla iliskili oldugunu bildirirken, bazi
yayinlarda prognozu etkilemedigi iddia edilmektedir.

Literatiirde prognoz ile iliskisi oldugu iddia edilen bir¢ok immunhistokimyasal
antikor yaymlanmistir. BCL2, X’e bagli apoptoz inhibitér (XIAP), MUMI, Siklin D2,
Siklin D3, P53, CD5, FOXP1, PKC-B, ICAM1, HLA-DR, c-FLIP gibi antikorlarin kotii
prognoz ile birlikte oldugu bildirilirken BCL6, CD10, LMO2 gibi antikorlarin ise iyi
prognoz ile ilgili oldugu bildirilmektedir.>***™ Ancak bu galismalar sonucunda elde
edilen sonuclar siklikla tartismali ve ¢eliskilidir.

Son olarak tedavi rejimine eklenen anti-CD20 antikoru olan Ritiiksimab ile
DBBHL’I1 hastalarin sagkalim siiresinde Onemli bir artis saglanmistir.Yapilan
calismalarda Ritiiksimab kullanimi ile BCL2 ekspresyonunun prognoz iizerine olan kotii
etkisi ve BCL6’nin prognoz iizerindeki iyi etkisinin azaldig1 gdsterilmistir.”*™® Yine
EBER in situ hibridizasyon ile tespit edilen EBV (+) pozitif DBBHL hastalarinin EBV
(-) negatif DBBHL hastalarma gére daha kétii prognoza sahip oldugu gosterilmistir.”’

Bazi serilerde, yiiksek Ki67 proliferasyon indeksi kotii prognozla iligkili
bulunmus ve bu bulgu yapilan tek gen ekspresyon calismasi ile de desteklenmistir.®*®
Ancak daha sonra yapilan c¢ok sayida c¢alismada Ki67 proliferasyon indeks
yiiksekliginin kotii prognoz ile iliskisi dogmlanamamlstlr.8’75’78

Yapilan bazi ¢alismalarda BCL6 translokasyonu iyi prognozla iligkilendirilirken
diger caligmalarda iligki gésterilememistir.13’15’79'83 Genetik olarak MYC anomalisi
varhg ise kotii prognozla iliskilendirilmistir.*® P53 mutasyonunun bazi serilerde kotii
klinik gidis ile birlikte oldugu bildirilmisken, DBBHL’da P53 protein ekspresyonunun

84-86

prognostik dneminin olmadig1 da gosterilmistir. Yapilan molekiiler ¢aligmalar ile

GCB alt grubu olarak smiflanan DBBHL vakalarinin, ABC alt grubundaki vakalara
kiyasla daha iyi bir klinik gidise sahip oldugu belirlenmistir.>®*

Kemoterapi sonrasi immun yanitin hastalarin klinigi lizerinde gii¢lii bir etkisi
oldugu goriilmektedir. MHC smif II gen ekspresyonu varliginin iyi prognozla iligkili
oldugu bildirilmistir.>’*®” DBBHL hastalarindaki MHC smuf II gen ve protein
ekspresyon kaybinin tiimorii infiltre eden CD8+ T-hiicrelerinin sayilarini azalttigi ve

prognozu kotii etkiledigi tespit edilmistir.®
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2.10. Tedavi

DBBHL agresif fakat potansiyel olarak multi-ajan kemoterapi ile tedavi edilebilir
bir hastaliktir. CHOP kemoterapi rejimi yillardan beri tedavinin dayanak noktasi
olmustur. CHOP’a, anti-CD20 antikoru olan Ritiiksimab’in eklenmesi ile yapilan tedavi
caligmalarinda ise DBBHL hastalarinin yasam siirelerinin 6nemli dl¢iide uzadig tespit

edilmistir.”*

Tim bu genetik ve prognostik oOzellikler g6z oOniinde bulunduruldugunda;
DBBHL’daki genetik, morfolojik ve immunohistokimyasal parametrelerin kendi
icerisinde farklilik gosterdigi ve bu durumun klinik gidis ve sagkalimda farkli etkilere
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle DBBHL ile ilgili giiniimiizde birgok arastirma
yapilmakta olup bu parametreler tam olarak aydinlatilincaya kadar da bu ve bunun gibi

calismalar devam edecektir.

2.11. Cahismada Kullanilan Belirtecler
2.11.1. C-MYC (MYC)

C-MYC geni, tiim Okaryotik canlilarda eksprese edilen, 8. kromozomda lokalize,
boliinme uyarisina erken cevapta gorevli bir protoonkogendir. ilk defa Burkitt lenfomali
hastalarda tespit edilmistir. Kromozom 8’in kromozom 14’e transloke olmasi ile olusan
t(8,14) mutant kromozom, myelositomatozis viral onkogene (v-myc) benzediginden
yeni bulunan bu gene C-MYC (cellular-myc) denmistir.®

C-MYC proteini N-MYC ve L-MYC gibi genleri de igeren bir transkripsiyon
faktorli olan MYC ailesinin iiyesidir. Ancak bu genin hiicre ¢gogalmasindaki gorevleri
net olarak ortaya konabilmis degildir. Bir¢ok transkripsiyon faktorii ile birlikte, hiicre
cogalmasinda  gorevli genleri aktive ederek karsinogenezde rol aldig
diisiiniilmektedir.®

Ornitin dekarboksilaz ve Siklin D2 gibi C-MYC’nin hedefi olan bazi genlerin
hiicre proliferasyonu ile iligkili oldugu biliniyor. Ancak C-MYC protoonkogeninin
gorevleri bunlarla smirli degildir. Histon asetilasyonu, hiicre adezyonunda azalma,
hiicre motilitesinde artig, telomeraz aktivitesinde artig, protein sentezinde artis,

proteinaz aktivetesinde azalma ve hiicre boliinmesinin gerceklesebilmesi i¢in gerekli
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daha bir¢ok metabolik olayda diizenleyici role sahiptir.®

C-MYC protoonkogeninin onemli gorevlerinden birisi de C-Myc proteinin
salmmmim1  kontrol etmektir. C-Myc proteini, 62-kDa agirhiginda bir niikleer
transkripsiyon proteinidir.

C-MYC geninin onkogenik etkisini anlayabilmek i¢in Oncelikle normal hiicre
biiylimesindeki fonksiyonunu hatirlamak gerekir. Cogunlukla biiyiime faktorlerinin
tetiklemesi ile baglayan ¢ogalma uyarisinda ilk basamak biiylime faktorlerinin hiicre
membranindaki biiyiime reseptorlerine baglanmasidir. Bu yolla olusan sinyal, sinyal
tasiyan proteinlerle dnce sitoplazmaya ve sonra ikincil bir mesaj tiretimi ile niikleusa
kadar ulastirilir. Bu uyariyr alan C-MYC protoonkogeni, bir¢ok islevinin yanisira C-
Myc onkoproteinini iiretir. C-Myc onkoproteini, MAD ve MAX adli proteinlerle
heterodimerler olusturmaktadlr.go'91

Olusan bu heterodimerler hiicre ¢gogalmasi ve apoptoziste dnemli rollere sahiptir.
C-Myc/MAX ve MAD/MAX heterodimerleri aynt DNA sekanslarina baglanirlar ve
transkripsiyon iizerinde karsit etkilere sahiptirler. C-Myc’nin MAX ile yaptigi
heterodimerler  transkripsiyonu aktive ederken, MAD/MAX heterodimerleri
transkripsiyonu baskilamaktadir. Niikleustaki regulator proteinler ve mye, fos, jun, myb
protonkogenlerinin iriinleri olan transkripsiyon faktorleri ile DNA transkripsiyonu
baslatilir.** C-Myc proteini istirahatteki hiicrelerde tespit edilemeyecek diizeyde azdur.
C-Myc sadece ¢ogalan hiicrelerde ve farklilasmamis hiicrelerde sentezlenir. Normal
kosullarda calisan MYC genindeki bazi insitu degisiklikler (translokasyon gibi) bu
genin protein tiretimi ve diger fonksiyonlar1 {iizerinde etkili olarak degisiklige
ugramasina yani onkogene (c-onkogen, ’’hiicresel onkogen’’) doniismesine yol acar.
Sonug olarak C-Myc proteini siirekli veya fazla salinir. MYC geninde ortaya ¢ikan bu
degisiklikler farkli mekanizmalarla farkli timorlerin olusumuna neden olur.%%

C-MYC geni, kromozom 14, 2 veya 22 iizerindeki Ig genlerinin ( Ig agir zincirini
ve hafif zincirlerini kodlar) “promotor” etkisiyle C-MYC proteinlerini eksprese ederler.
Bu kromozomlardaki translokasyona bagli olarak C-MYC regulasyonunun bozulmasi
da lenfoma olusumuna etki yapan bir baska durumdur. C-MYC geni bu durumda
etkisini hiicreleri, hiicre siklusuna sokarak gosterir. Hiicre siklusundan c¢ikamayan
hiicreler hem siirekli proliferasyon halinde kalirlar hem de daha fazla diferansiye

olamazlar. BL’da tiimor hiicrelerinde goriilen uniformitenin ve yiiksek proliferasyon
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indeksinin bu durumla iliskili oldugu diisiiniilmektedir.’*** C-MYC’in bilinen diger bir
etkisi ise yasamin devam etmesini saglayan sinyallerin kesildigi durumlarda apoptoziste
gorev alan genleri aktive etmesidir. Tiimorde apoptotik hiicrelerin ¢oklugunun da
bununla iligkili oldugu diisiiniilmektedir. C-MYC regiilasyonunun bozulmasinin
yarattig1 bu etkilerin yanisira C-MYC de olusacak mutasyonlar da timor olusumuna ek

katki saglar.”*

2.11.2. BCL2

BCL2, apoptozisin diizenlenmesinde nemli gérevleri olan bir protoonkogendir.*®

Kromozom 18q21°de lokalize BCL2 geni, 26-kDa agirliginda olan ve apoptozisi
inhibe eden bcl-2 proteinini kodlar. BCL2 geni, ilk kez t(14;18) (q32;921)
translokasyonu gosteren folikiiler lenfomada tanimlanmistir.”* Immunglobulin agir
zincirinin bulundugu 14932 bolgesi asir1 eksprese olan bir bdlgedir. Translokasyon
nedeniyle BCL2 geni asir1 eksprese olur ve artan BCL2 proteini hiicreleri apoptozdan
korur. BCL2 proteini, immunhistokimyasal yontemlerle kolayca tespit edilebilir.
Mitokondri i¢ membraninda yerlesmis olan BCL-2 proteini, normal lenfoid dokuda
genis bir ekspresyona sahiptir. Fakat germinal merkez B hiicrelerinde eksprese edilmez.
Agresif Non Hodgkin lenfomalarda, t(14;18) translokasyonu olmaksizin asir1 BCL2
ekspresyonu olabilmektedir ve bu kétii prognoz ile iliskilidir.***%® DBBHL larda tespit
edilen asim1 BCL2 protein ekspresyonunun nedeni genellikle BCL2 gen
amplifikasyonudur.®"%®

BCL-2 ekspresyonu DBBHL vakalarinin % 30-60’1nda goriiliir ve nodal olanlarda
daha siktir.*”® BL, BCL2 eksprese etmedigi igin DBBHL ile ayirmunda bu 6zelligi

kullanilabilir.

2.11.3. BCL6

BCL6 genini iceren translokasyon kromozom 3q27°de lokalizedir. Bu
translokasyon, de novo gelisen DBBHL larin % 30-40’inda tespit edilmistir."%® BCL6
geni, sekans spesifik transkripsiyonal inhibitdr fonksiyonu gosteren BCL6 proteinini
kodlar. BCL6, hiicre siklus kontrolii, inflamasyon ve lenfosit aktivasyonu ile
diferansiasyonunda gerekmektedir.*

Normal lenfoid dokuda germinal merkez hiicreleri selektif olarak BCL6 proteinini
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eksprese ederler. Bu nedenle folikiil merkezinden kdken alan folikiiler lenfoma, Burkitt

lenfoma ve DBBHL nin 6nemli bir kisminda (>80) pozitiftir.%1%*

BCL6 proteini hiicre
cekirdeginde tutuldugu icin buna kars1 gelistirilen monoklonal ve poliklonal antikorlar

da hiicre ¢ekirdeginde pozitiftir.

2.11.4. CD-10

CD10, 90-110 kDa agirhiginda tek zincirli bir hiicre yilizey glikoproteinidir.
Neprisilin, notral endopeptidaz ve common akut lenfoblastik 16semi antijeni (CALLA)
diger isimleridir. CD10, bir¢ok biyoaktif peptidi parcalayan ¢inko bagimli bir peptidaz
(metalloproteaz) olarak goérev yapar. Hidrofobik amino asitlerin amino tarafindaki
peptid baglarin1 boler ve atriyal natritiretik faktor, substans P, bradikinin, oksitosin,
lokoenkefalin ve metenkefalin, nérotensin, bombesin, endotelin-1 ve bombesin benzeri
peptidler dahil, fizyolojik olarak aktif olan ¢esitli peptidleri inaktive eder, 0°108 Ayrica
CDI10, fibroblastlar ve bronsiyal epitelyal hiicreler igin kuvvetli mitojenler olan
bombesin benzeri peptidleri hidrolize ederek, seliiler proliferasyonun kontrol
edilmesiyle de iliskilidir.""1%® 27 Azalan CDI10, hiicre yiizeyinde daha yiiksek peptid
konsantrasyonlarinin olugmasina izin vererek, peptidin aracilik ettigi proliferasyonu
tesvik edebilir ve neoplazinin gelismesini veya ilerlemesini kolaylastirabilir.®” Kemik
iligindeki kok hiicrelerde ve myelositik seri hiicrelerinde, folikiil merkez hiicrelerinde
ve parafolikiiler T lenfositlerinin bazilarinda bulunur. Ayrica st intestinal traktin
enterositlerinin  firgams1 kenarinda, karacierin safra kanalikiillerinde, bdbregin
glomertiler ve proksimal tubulus hiicrelerinde, pulmoner alveolar hiicrelerde, memenin
myoepitelyal hiicrelerinde, ter ve tiikrilk bezlerinde, prostatin glandiiler hiicrelerinde,
plasental trofoblastik hiicrelerde, endometriyal stromal hiicrelerde ve bazi endotel
hiicrelerinde bulunur.

Prekiisor B lenfoblastik 16semi/lenfoma, Folikiiler Lenfoma ve Burkitt lenfoma
vakalarinin biliylik boliimiinde eksprese edilir. DBBHL ve Mantle Hiicreli Lenfoma
vakalarinin ise bazilarinda bulunur. Kiigiik lenfositik lenfoma/Kronik lenfositik 16semi
(KLL), Marjinal zon ve Lenfoplazmasitik lenfoma vakalarinda CD10 negatiftir.

Hematolojik maligniteler disinda da bir¢ok neoplazide pozitifligi gosterilmistir.
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2.11.5. MUM-1

Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4) olarak da bilinen MUM-1, B lenfositlerin
gelisimi ve aktivasyonu i¢in gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Interferon ve
diger sitokinlere cevaben olusan gen ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemli rol
oynar.'%

MUM-1 geni ilk defa bu gene ismini veren Multipl myelom hiicrelerinde tespit
edilmistir. t(6;14)(p25;q32) translokasyonu ile MUM-1 geninin, kromozom 14’teki IgH
arttirict bolgesine yerlestigi goriilmiistiir.**® Ayrica MUM-1 ekspresyonu monositlerin
makrofajlara ve dendritik hiicrelere doniisiimiinde de dnemlidir.

MUM-1 protein ekspresyou, CD10 ve BCL6 ekspresyonundan sonra, B hiicre
diferansiyasyonunun ge¢ doneminde meydana gelir. Bu nedenle post-germinal merkez
B ve ge¢ donem B lenfositlerde eksprese olur. MUM-1, plazma hiicrelerinin tiim

. . 1 0100
diferansiyasyon asamalarinda eksprese edilir.

Ayrica, normal ve neoplastik
melanositlerde de pozitif oldugu gosterilmistir.'> MUM-1 baslica, DBBHL, Primer
efiizyon lenfomasi, Multip] myelom, Plazmablastik lenfoma gibi B hiicreli
neoplazilerde pozitifken, Burkitt lenfoma vakalarinin cogunda negatiftir.

MUM-1, hematopatoloji rutininde genel olarak lenfomalarin, Ozellikle de
DBBHL’larin, post-germinal merkez kokenli olup olmadigini anlamak igin

kullanilmaktadir.

2.11.6. SiKLiN D1

Hiicrelerin, hiicre siklusuna girisi ve ilerleyisi, siklinlerin seviyeleri ve
aktivitelerindeki degisiklikler ile kontrol edilir. Hiicre siklusunun spesifik fazlarinda
farkli siklin seviyeleri pik yapar, daha sonra hizla diiser ve hiicre siklusun bir sonraki
fazina girer.

Siklinler, fonksiyonlarimi Siklin bagiml kinazlarla (CDK) kompleks olusturarak
gergeklestirirler. CDK’lar normalde inaktif formdadirlar. Siklinlere baglandiktan sonra
fosforile olarak aktif forma doniistirler. Siklinler ve CDK’larin farkli kombinasyonlari
hiicre siklusundaki 6nemli gegislerde rol alir. Siklusun kendi i¢inde kontrol noktalari
vardir. Baslica iki denetim noktas1 G1/S veG2/M gegisleridir.

Gl’den S fazina gegis, hiicre siklusundaki ¢ok 6nemli bir kontrol noktasidir. S

fazi, siklusun geri doniisii olmayan bir noktasidir. Bu noktada hiicrede ya genom
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replikasyonu olur, ya hiicre sessiz kalir ya da differansiye olur. Hiicre biiylime sinyali
aldiginda, D tipi siklinler sentezlenir. Ug tip hiicre spesifik Siklin D vardir; Siklin D1,
Siklin D2 ve Siklin D3. Bunlar G1’in erken safhalarinda stimiile olurlar ve CDK4 ve
CDKo6’ya baglanirlar. G1’in ge¢ donemlerinde ise Siklin E’lerin sentezi uyarilir. Siklin
E’ler CDK2’ye baglanirlar.

Siklin D/CDK4, SiklinD/CDK6 ve SiklinE/CDK2 kompleksi retinoblastom
proteinini fosforile eder. Bu noktadan sonra hiicre S fazina girer ve DNA sentezi baglar.
Siklin salimimini etkileyen bir mutasyon, hiicrelerin kolayca S fazina gegisine olanak
saglar.

Siklin D1 hiicre siklusunun proliferatif fazina gegisinde major regulatuar gorevi
goriir. Immunglobulin gen bdlgesinde meydana gelen t(11;14)(q13;q32) translokasyonu
ile iliskili Siklin D1 overekspresyonu B hiicreli lenfomalarda 6zellikle de Mantle hiicreli

lenfomada gosterilmistir. ">

2.11.7.CD5

CD5 timositlerin % 95’inde, periferik kandaki lenfositlerin ise % 72’sinde
bulunan transmembran bir proteindir. Lenf nodlarinda ise 6zellikle T zonunda pozitiflik
gosterir.

CDS5 birgok T hiicreli 16semi, lenfoma ve aktive T hiicrelerde eksprese olur. CD5
daha az siklikla B hiicrelerinde de eksprese olur. KLL ve Mantle hiicreli lenfomalar

CDS5 pozitif iken folikiil merkez kokenli lenfomalar CD5 nega‘[if‘tir.ns’116

2.11.8. Ki67

Ki67, 345-395 kDa agirliginda, hiicre ¢ogalmasinda 6nemli role sahip bir niikleer
proteindir.

GO harig hiicre ¢ogalmasinin tiim fazlarinda bulunur. Cogalan hiicrelerdeki Ki67,
miktar1 G1 fazinin ortalarinda artmaya baslar, S ve G2 fazlarinda artis devam eder ve M
fazinda en yiiksek seviyelerine ulagir. M fazin sonunda ise hizli bir sekilde katabolize
olur. Bir¢ok tiimorde, diferansiasyon derecesi ve klinik gidis Ki67 proliferasyon indeksi
ile korelasyon gosterir.™’

NHL’larda % 20’nin altindaki proliferasyon indeksi diisiik dereceli lenfomalarda,

% 20’nin Ustlindeki proliferasyon indeksi ise yiiksek dereceli lenfomalarda gé’)riih'ir.ll8
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Ozellikle Burkitt lenfomada Ki67 proliferasyon indeksi yaklasik % 90’nin

tizerinde tespit edilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgu Sec¢imi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'na ait vaka arsivi
gbzden gegirilerek, 2002-2014 yillar1 arasinda DBBHL tanisi almis toplam 268 hastaya
ait formalinle fikse-parafine gémiilmiis dokular degerlendirilmek tizere ¢alismaya dahil
edildi. Tiim vakalarin H&E kesitleri arsivden ¢ikarilarak, FISH ve immunhistokimyasal
inceleme i¢in uygun bloklar ve kontrol bloklar1 segildi. Kontrol gruplari kullanilarak
antikorlarin ¢alistig1 uygun diliisyon orani belirlendi.

Secilen bloklardan Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemiyle MYC,
BCL2, BCL6 uygulanacak en uygun alan belirlenerek doku mikroarray yontemiyle yeni
bloklar olusturuldu.

Olgularm demografik verilerine ise; CUTF Onkoloji Anabilim Dalindaki hasta
kayitlar incelenerek hastane bilgi sistemi ve Merkezi Niifus Idare Sistemi (MERNIS)
veritaban1 kullanilarak ulasildi. Ulagilan veriler 1s18inda hastalarin cinsiyeti, tani

anindaki yaslari, tan1 aldig1 bolge, tedavi rejimleri ve sagkalim siireleri not edildi.

3.2. Etik Kurul

TTU20153589 protokol numarali projemiz, 10 Ekim 2014 tarihli toplantinin 7
no’lu karari ile belirtilen yazi ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

3.3. Yontem

Olgulara ait tiimor iceren hematoksilen eozin (H&E) boyali lamlar taranmis ve
WHO 2008 siniflamasina gére DBBHL, NOS tanist almig olgular morfolojik olarak
yeniden degerlendirilip ezilme artefakti ve nekroz icermeyen, saf tiimor dokusundan
olusan alanlar isaretlenerek bu bolgeden doku mikroarray yontemi ile hazirlanan yeni

bloklardan FISH ve immiinohistokimyasal inceleme icin kesitler elde edildi.
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3.3.1. Immiinohistokimyasal Yéntem

Calismamizin ikinci asamasinda DBBHL olgularina immiinohistokimyasal
yontem ile BCL6, MUMI1, CD10, BCL2, CD5, SIKLIN DI, Ki67 belirleyicileri
uygulanda.

Tablo 3. IHK yontemi ile ¢calisilan antikorlarin marka ve diliisyonlar

Primer antikor Klon Marka Diliisyon miktari
BCL6 N-3 Santa Cruz 1: 40
MUM1 4G10 GeneTex 1: 50
CD10 56C6 Dako 1: 80
BCL2 8C8 Bio SB 1: 50
CD5 SP19 Epitomics 1: 150
SIKLIN D1 SP4 Dako 1:100
Ki67 MIB1 Dako 1: 150

Doku mikroarray yontemi ile 268 hastadan elde edilen yeni formalinle fikse
parafine gomiilii dokulardan 5 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Kesitler
60°C’lik etivde bir saat bekledikten sonra 15 dakika ksilol ile deparafinize edildi.
Derecesi giderek azalan alkollerden gegirilerek hidrate edilip distile suda yikandi.
BenchMark XT marka makineye yerlestirildi. BCL6, MUM1, CD10, BCL2, CDS5,
SIKLIN D1, Ki67 antikorlar1 uygulanarak boyama gerceklestirildi. Otomatik boyama
cthazinda boyanan preperatlar s1vi bazli kapama maddesi ile kapatildi.

Pozitif kontrol olarak Siklin D1 belirteci i¢in Mantle hiicreli lenfoma, diger
belirtecler icin ise tonsil dokusu kullanildi. Hazirlanan kesitler Olympus marka

mikroskop kullanilarak farkli biiylitmelerde iki patolog tarafindan degerlendirildi.

3.3.1.2. Immiinohistokimyasal Degerlendirme:

BCL6, MUMI, SIKLIN D1 ve Ki67 antikorlar1 i¢in niikleer boyanma, CD10 ve
CDS5 i¢in membrandz, BCL2 i¢in ise sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi. Her
vakada boyanmanin en yogun oldugu alanlar tespit edilerek toplam pozitif hiicre
yiizdesi belirlendi. BCL6, MUM1, CD10, BCL2, CD5 ve SIKLIN D1 i¢in % 50’den
biiyiik olan degerler pozitif kabul edildi.
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Ki67 degerlendirmesinde ise pozitiflik oram1 > % 80 olan vakalar yiiksek

proliferasyon indeksine sahip vakalar olarak gruplandirildi.

Tablo 4. immiinohistokimyasal belirteclerin boyanma paternleri

Primer antikor Boyanma paterni

BCL6 Niikleer
MUM1 Niikleer

CD10 Membrandz

BCL2 Sitoplazmik

CD5 Membrandz
SIKLIN D1 Niikleer
Ki67 Niikleer

3.3.2. Floresan in-Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi

Doku mikroarray yontemi ile hazirlanan parafin bloklardan alinan kesitler 3 um
kalinliginda siiperfrost-plus ile kaplanmig lamlara yerlestirildi. Kesitlere in situ
hibridizasyon i¢in sirayla asagidaki islem basamaklari uygulanda:

- Slaytlar 56°C’lik etiivde 14 saat bekletildi.

- Deparafinizasyon i¢in ii¢ kez beser dakika ksilende bekletildi.

- Derecelendirilmis etanolde ii¢ defa beser dakika bekletilerek dehidrate edildi ve
havada kurutuldu.

- Lamlar 60°C’de bir gece boyunca on islem soliisyonunda (sodyum izosiyanat)
bekletildi.

- Etiivden cikarilan kesitler oda sicakligindaki distile suda 5 dakika bekletildi.

- 37 °C’lik etlivde pepsin soliisyonundal5 dakika bekletildi.

- Oda sicakligindaki distile suda 5 dakika bekletildi.

- Takiben 2XSCC soliisyonunda 3 dk bekletildi. Bu islem soliisyon degistirildikten
sonra tekrarlandi.

- Kesitler sirayla % 70’lik, % 85’lik ve % 100’liik etanol serisinden 3’er dakika
gecirilerek havada kurumaya birakildi ve problama islemine gegildi.

- Kesitler kuruduktan sonra, iizerlerine 10pl. Prob (Abbott, Isvigre) damlatildi.

- Problar lamelle kapatildi ve lamellerin etrafi rubber cementle ¢evrildi.

- Thermobrite cihazinda 73°C’de denatiirasyona tabii tutuldu.

- 37°C’de bir gece hibridizasyona birakildu.
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- Ertesi giin sabah, kesitler 73°C’de “yikama soliisyonu-1"de (0,4xSCC/% 0,3’liik
NP-40) 3 dk bekletildi.

- Kesitler, oda sicakligindaki yikama soliisyonu-2’de (2xSCC/%]1°lik NP-40) 15 sn
calkalandi.

- Kuruduktan sonra kesitlerin iizerine 10 ul Dapi (4,6 diamidinoz-phenylindole)
damlatildi ve lamelle kapatildi.

- -20°C’de yarim saat bekletildi.

3.3.2.1. FISH Testinin Degerlendirilmesi

Tablo 5. FiSH belirteglerinin 6zellikleri

Primer Antikor Marka
IGH/MYC/CEP8
Tri-Color, Dual Fusion Abbott
T(8;14)(q24;932)
BCL6
Abbott
Dual Color Break Apart
IGH/BCL2
Abbott
Dual Color, Dual Fusion

IGH/MYC/CEP8 ve BCL2 gen yeniden diizenlenmesinin degerlendirilmesinde;

- Sar1 renk floresan sinyal varliginda (list {iste gelen kirmizi ve yesil floresan
sinyal),

- Yesil ve kirmizi floresan sinyalin bitigik goriilmesi durumunda,

- Kirmiz1 ve yesil sinyal arasindaki mesafenin bir sinyalin biiyilikligiiniin iki
katindan az olmasi durumunda olgular MYC ve BCL2 gen yeniden diizenlenmesi
pozitif olgular olarak siniflandirildi.

BCL6 gen yeniden diizenlenmesinin degerlendirilmesinde;

- Kirmiz1 ve yesil sinyal arasindaki mesafenin bir sinyal biiytikliigliniin iki kat1 ve
daha fazlas1 olmas1 durumunda (break apart), olgular pozitif olarak degerlendirildi.

FISH skorlamasini yaparken literatiirde belirtilen % 10 degeri ‘cut-off’ olarak
alindi. Fiksasyonun iyi olmadigi, niikleus sinirlarinin net olarak degerlendirilemedigi,
sinyallerde iist iiste binme (overlapping) olan alanlar degerlendirme dis1 birakildi.

Sinirlar1 net segilen en az 100 hiicre iki patolog tarafindan degerlendirildi.
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3.4. istatiksel Analiz

Bu calismadan elde edilen verilerin analizi i¢in SPSS v.22 paket programi
kullanilmistir. Degigkenlerin dagilimimin normal dagilima uygun olup olmadig
Kolmogorov Smirnov ve Shapiro Wilk testleriyle arastirildi. Tanimlayici istatistikler
stirekli degiskenler i¢in ortalama + standart sapma veya ortanca (Medyan-minimum-
maksimum) olarak kategorik degiskenler ise frekans ve (%) seklinde gosterilmistir.

Analizler sonucu “Demografik Veriler” i¢in; kategorik degiskenlerde frekans ve
(%) seklinde, siirekli degiskenlerde ise ortalama + standart sapma veya ortanca
(minimum-maksimum) seklinde veriler verilmistir. Normal dagilima uygunsuzligu
tespit edilen kategorik degiskenler ile laboratuvar dlgiimleri sonucu elde edilen siirekli
degiskenlerin kiyaslanmasinda ise non parametrik testlerden Mann Whitney U testi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Sagkalim analizi i¢in ise Kaplan-Meier ve Log Rank
testleri kullanilmis olup, sonuglar grafiksel olarak da gosterilmistir.

Istatistiki anlamlilik diizeyi olarak p = <0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 268 olgunun 164’1 (% 61,2) erkek, 104’i (% 38,8) ise kadin idi.
Tim olgularin yag aralig1 8 ile 92 arasinda degismekte olup ortalama yas 56 (£17) idi.
Olgularin 156’sinda (% 58,2) tan1 aldig1 tutulum alani lenf nodu bélgesi iken, 112’°sinde
(% 41,8) tan1 anindaki tutulum alani ekstranodal bir bolge idi. Mide en sik goriilen
ekstranodal tutulum bélgesiydi (% 18,0).

Olgularin 223’tine (% 83,2) R-CHOP, 45’ine (% 16,8) CHOP kemoterapi tedavi
rejimi uygulanmisti. Tiim hastalarda maksimum takip siiresi 145 ay, minimum ise 13 ay
olarak saptandi.

Tiim olgular, Hans algoritmas1 kullanilarak {HK yéntemi ile subtiplere ayrilds;
171 olgu (% 63,8) Non Germinal Merkez Kokenli (Non GCB), 97 vaka (% 36,2) ise
Germinal Merkez Kokenli (GCB) idi (Tablo 6).

Olgularin tamami1 ‘DBBHL-Bagka tiirlii siniflandirilamayan’ grubundaydi.

Tablo 6. Calismaya dahil edilen olgularin demografik ve klinik 6zellikleri

Demografik Veriler Olgular (n)
Olgu Sayisi 268
Yas (Ort/Ss) 56 (£17)
n %
o Erkek 164 61,2
Cinsiyet (f/%)
Kadin 104 38,8
) Nodal 156 58,2
Lokalizasyon (/%)
Ekstranodal 112 41,8
) Non Germinal Merkez K6kenli (N-GCB) 171 63,8
Subtip (/%)
Germinal Merkez Kokenli (GCB) 97 36,2
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Resim 1. Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfoma. Hematoksilen-Eozin X100(A), Hematoksilen-Eozin
X400(B)

Immunohistokimyasal olarak;

Calisgmamizda BCL6 ile 268 olgudan 197’sinde (% 73,5), BCL2 ile 93 olguda
(% 34,7) pozitif boyanma goriiliirken, BCL6 ile 71 olguda (% 26,5) ve BCL2 ile 175
olguda (% 65,3) boyanma izlenmedi.

CDS5 ile 268 olgudan 29’unda (% 10,8) pozitif boyanma goriiliirken, geriye kalan
239 olguda (% 89,2) boyanma izlenmedi.

Siklin D1 pozitifligi 268 olgunun 6’sinda (% 2,2) izlenirken, 262 olgu (% 97,8)
negatif sonug verdi (Tablo 7).
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+ gt TS LR R Phad 1 Ve 2.0, "'

A: Niikleer BCL6 immiinreaktivitesi, B: Niikleer MUMI1 immiinreaktivitesi, C: Membrandz CDI10
immiinreaktivitesi, D: Sitoplazmik BCL2 immiinreaktivitesi, E: Membrandz CD5 immiinreaktivitesi, F:
Niikleer Silkin D1 immiinreaktivitesi

Resim 2. Caliymada kullamilan immiinohistokimyasal belirteclerin boyanma paternleri

Ki67 proliferasyon indeksi;130 (% 48,5) olguda % 80’in altinda, 138 (% 51,5)
olguda % 80 ve tizeri olarak degerlendirildi. Bu olgular diisiik proliferasyon ve yiiksek
proliferasyon indeksi olarak 2 grupta siniflandirildi (Tablo 7).

A: Yiiksek Ki67 immunrektivtesi (%8), B: Dﬁsﬁk K167 immunreaktivitesi (<%8(j)
Resim 3. Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomada niikleer Ki 67 immunreaktivitesi.(X100-X400)
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FISH yéntemi kullanilarak; 268 olgudan 27’sinde (% 10,1) MYC, 49’unda (%
18,3) BCL6, 28’inde (%10,4) ise BCL2 gen yeniden diizenlenmesi varligi saptandi.

A: MYC gen yeniden diizenlenmesi olan olgu B: MYC gen yeniden diizenlenmesi saptanmayan olgu
(normal gen diizenlenimi) (X600)
Resim 4. DBBHL’da FiSH yontemi ile MYC gen yeniden diizenlenmesi. (X600)

A: BCL6 gen yeniden diizenlenmesi olan olgu B: BCL6 gen yeniden diizenlenmesi saptanmayan olgu
(normal gen diizenlenimi) (X600)
Resim 5. DBBHL’da FiSH yontemi ile BCL6 gen yeniden diizenlenmesi. (X600)
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A: BCL2 gen yeniden diizenlenmesi olan olgu B: BCL2 gen yeniden diizenlenmesi saptanmayan olgu
(normal gen diizenlenimi) (X600)
Resim 6. DBBHL’da FISH yontemi ile BCL2 gen yeniden diizenlenmesi. (X600)

4.1. Sagkalm

01.02.2016 tarihinde MERNIS veri tabanimna bakildiginda 268 hastanin 161’inin
(% 60,1) “SAG”, 107’sinin (% 39,9) ise “EX” oldugu gériildii.
‘EX’ olan 107 hastanin sagkalim verileri baz alinarak yapilan frekans analizi

sonucunda, ortalama sagkalim stiresi 16 ay (¥23) ( min; 1 ay, max: 110 ay ) d1 (Tablo
7).

Tablo 7. Calismaya dahil edilen olgularin sagkalim verileri

Sagkalim Verileri Say1 (n)
Toplam olgu 268

n %
Sag 161 60,1
Ex 107 39,9
Ex Olgularda yasam siiresi (Ay) (Ort/ss) 16(x23)
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Tablo 8. Tiim olgularda calisilan parametrelerin sagkalimla iliskisi

Olgu Orttss
Sikhik % 95 GA
DEGISKEN saylsi sagkahm p
% (ay)
(n) (ay)
Nodal 156 58,2 110,13+6,20 97,96-122,30
Lokalizasyon 0,011
Ekstranodal 112 41,8 87,71£7,81 72,39-103,04
Nongerminal Merkez Kokenli (N-GCB) 171 63,8 94,94+6,07 83,02-106,85
SUBTIP 0,162
Germinal Merkez Kokenli (GCB) 97 36,2 113,07+7,97 97,43-128,71
Bcl6 (-) 219 81,7 101,12+5,53 90,27-111,97
FISH 0,698
Bcl6 (+) 49 18,3 90,67+8,84 73,33-108,01
Bcl2 (-) 240 89,6 101,14+5,25 90,83-111,44
FiSH 0,764
Bcel2 (+) 28 10,4 83,09+10,39 62,72-103,46
Myc () 241 89,9 108,37+5,24 92,09-112,65
FISH 0,021
Myc (+) 27 10,1 70,83+11,83 50,65-97,02
Bcl2 () 175 65,3 102,29+6,08 90,36-114,22
HK 0,753
Bcel2 (+) 93 34,7 100,56+8,15 84,58-116,54
Cd5 (-) 239 89,2 100,163+5,26 89,84-110,48
HK 0,498
Cd5 (+) 29 10,8 95,93+11,65 73,09-118,77
Siklin D1 () 262 97,8 101,2545,02 91,41-111,10
HK 0,633
Siklin D1 (+) 6 2,2 87,96+22,95 42,97-132,95
Yiiksek Proliferatif indeks 138 51,5 91,89+6,28 79,5-104,20
Ki67 0,427
Diisiik Proliferatif indeks 130 48,5 104,24+7,00 90,5-117,97

Calisma kapsaminda FISH yontemi ile MYC gen yeniden diizenlenmesi olan
DBBHL’l1 olgular ile MYC gen yeniden diizenlenmesi olmayan olgular arasi1 yapilan
sagkalim analizi istatiksel olarak anlamli bulunmus, MYC translokasyonu olmayan
vakalarin, MYC translokasyonu olan vakalara gére daha uzun sagkalima sahip oldugu
belirlenmistir (p=0,021).

Nodal ve ekstranodal yerlesimli gruplar arasi yapilan sagkalim analizi de istatiksel
olarak anlamli bulunmus, nodal olgularin ekstranodal olgulara gore daha uzun
sagkalima sahip oldugu saptanmistir (p=0,011).

FISH yontemi ile BCL2 ve BCL6 translokasyonu saptanan olgular ile
saptanmayan olgular arasi, IHK yontemi ile; BCL2, CD5, Siklin D1 pozitif (+)

belirlenen olgular ile negatif (-) olgular aras1 ve Ki67 proliferatif indeksi yiiksek olan
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grup ile diisiik olan grup arasi yapilan sagkalim fark analizi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Ayrica subtiplere gore GCB ve N-GCB olarak ayrilan gruplar arasi

yapilan sagkalim fark analizi de istatiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Tablo 8).

Lokalizasyon
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Sagkalim siiresi (AY)

Grafik 1. Nodal ve ekstranodal lokalizasyon ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier

egrisi
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Grafik 2. Germinal Merkez Kokenli (GCB) ve Non germinal Merkez Kiokenli (N-GCB) olgularda
sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier egrisi
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Grafik 3. BCL6.gen yeniden diizenlenmesi varhigi ile sagkalim arasindaki iligkiyi gosteren Kaplan
Meier egrisi
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Grafik 4. BCL2.gen yeniden diizenlenmesi varhgi ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan
Meier egrisi
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Grafik 5. MYC gen yeniden diizenlenmesi varhii ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan
Meier egrisi
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Grafik 7: CD5.protein ekspresyon varhg ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan Meier

egrisi
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Grafik 8. Siklin D1 protein ekspresyon varhgi ile sagkalim arasindaki iligkiyi gosteren Kaplan
Meier egrisi
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Grafik 9. Diisiik Proliferatif indeks - Yiiksek Proliferatif indeks ile sagkalim arasindaki iliskiyi
gosteren Kaplan Meier egrisi
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Calismaya dahil edilen 268 olguda yapilan FISH yontemi ile MYC gen yeniden
diizenlenmesi ile es zamanl olarak BCL2 veya BCLG6 translokasyonu gosteren 15 olgu
“Double Hit Lenfoma”, MYC gen yeniden diizenlemesi ile BCL2 ve BCL6
translokasyonunu es zamanl gosteren 3 olgu “Triple Hit Lenfoma” tanis1 aldi.

Toplam 18 hastadan olusan bu iki tan1 grubu; istatistiksel analizlerin yapilabilmesi
adina birlestirilerek; “Double Hit Lenfoma ve Triple Hit Lenfoma (+) [DHL-THL
(+)]” ve “Double Hit Lenfoma ve Triple Hit Lenfoma (-) [DHL-THL (-)]” seklinde
tekrar gruplandi ve yeni bir veri siitunu olusturularak analizler ger¢eklestirildi.

DHL-THL (+) olan grupta yas ortalamasi 53 (£18) olup; minimum yas 16,
maksimum yas ise 87 olarak belirlendi. Bu gruptaki hastalardan 10°u (% 55,6) erkek,
8’1 (% 44,4) kadind1. 10 olgu (% 55,6) nodal yerlesimli, 8 olgu (% 44,4) ise ekstranodal
yerlesimli idi.

DHL-THL (+) grubundaki olgularin “Subtip” incelemesinde; Non Germinal
Merkez Kokenli (N-GCB) olgu sayist 11 (% 61,1) iken, Germinal Merkez Kokenli
(GCB) vaka sayis1 7 (% 38,9) idi.

DHL-THL (+) gruptaki olgularin; 15’i (% 83,3) Yiiksek Proliferatif, 3’i ise
(% 16,7) Diisiik Proliferatif indeks gostermekteydi (Tablo 9).

Tablo 9. DHL-THL (+) olgularin demografik verileri ve proliferatif indeks bilgileri.

Toplam Olgu Sayisi n
Kisi Sayis1 268
n %
DHL-THL (-) 250 93,3
DHL-THL (f/%)
DHL-THL (+) 18 6,7
DHL-THL 18
Yas (Ort/ss) 53+18
n %
o Erkek 10 55,6
Cinsiyet (f/%)
Kadin 8 444
) Nodal 10 55,6
Lokalizasyon (/%)
Ekstranodal 8 44,4
) Non Germinal Merkez Kokenli (N-GCB) 11 61,1
Subtip (f/%0)
Germinal Merkez Kokenli (GCB) 7 38,9
Yiiksek Proliferatif Indeks 15 83,3
Ki67 (/%) g
Diisiik Proliferatif Indeks 3 16,7
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Lokalizasyon,

Subtip,

Ki67 proliferasyon

indeksi

ve DHL-THL grubu

degiskenleri arasinda yapilan ¢apraz tablolar ve Ki-Kare Testi sonuglarina gore Ki67

proliferasyon indeksinin DHL-THL (+) olan grupta, DHL-THL olmayan gruba gore

istatiksel olarak anlaml1 sekilde yiiksek oldugu saptandi (p=0,005).

Subtip ve lokalizasyon dagilimmda DHL-THL (+) grup ile DHL-THL(-) grup

arasinda istatiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo 10).

Tablo 10. DHL-THL (+) olgular ile DHL-THL (-) olgular arasi subtip, lokalizasyon ve proliferatif
indeks farki analizi

DHL-THL
Gruplar TOPLAM X2 sd p
DHL-THL (-) DHL-THL (+)
146 10 156
Nodal
% 54,5 % 3,7 % 58,2
Lokalizasyon
104 8 112
Ekstranodal 0,056 1 0,813
% 38,8 % 3,0 % 41,8
250 18 268
Toplam
% 93,3 % 6,7 100 %
Non Germinal Merkez 160 11 171
) Kokenli (N-GCB) % 59,7 % 4,1 % 63,8
Subtip _
Germinal Merkez 90 7 97
0,061 1 0,805
Kokenli (GCB) % 33,6 % 2,6 % 36,2
250 18 268
Toplam
% 93,3 % 6,7 100 %
Yiiksek Proliferatif 123 15 138
indeks % 45,9 % 5,6 % 51,5
Ki67
Diisiik 127 3 130
. 7,832 1 0,005
Proliferatif Indeks % 47,4 % 1,1 % 48,5
250 18 268
Toplam
% 93,3 % 6,7 100 %
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Grafik 10. DHL-THL (+) vakalar ile DHL-THL (-) vakalarda lokalizasyon dagilimi.
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Grafik 12. DHL-THL (+) vakalar ile DHL-THL (-) vakalarda Ki67 proliferasyon indeksinin

dagilimi.

DHL-THL (+) ve DHL-THL (-) gruplar arasi yapilan sagkalim analizinde, DHL-
THL (+) grupta ortalama sagkalim siiresi 52 ay (+14) (GA 24,54-79,32), DHL-THL (-)
grupta ise ortalama sagkalim siiresi 102 ay (+5) (GA 92,19-112,37) olarak saptandi.

(Tablo 11)

DHL-THL (+) ve DHL-THL (-) gruplar aras1 yapilan sagkalim analizi istatistiksel
olarak anlamli bulunmus olup DHL-THL (-) olan grup, DHL-THL (+) olan gruba

gore daha uzun sagkalim gostermistir (p=0,044).

Tablo 11. DHL-THL (+) olgularda sagkalim analizi.

Ort+ss %95 GA
Degisken p
Sagkalim (ay) (ay)
DHL-THL (-) 102,28+5,14 92,19-112,37
DHL-THL 0,044
DHL-THL (+) 51,93+13,97 24,54-79,32
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Grafik 13. DHL-THL (+) ve DHL-THL (-) toplam 268 olgunun Kaplan-Meier yontemi ile
hesaplanan toplam sagkalim olasihig1 egrisi
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5. TARTISMA

Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfomalar eriskinde en sik goriilen Non Hodgkin
lenfoma alt tipidir. Tiim lenfoid malignitelerin % 30’unu, Non- Hodgkin lenfomalarin
ise 30-40’1n1 olusturmaktadir (1).

DBBHL erkeklerde daha sik goriilen, genel olarak orta yas ve daha yash
eriskinlerin (7. dekat) hastaligidir. Ulkemizde ise bati iilkeleri ile kiyaslandiginda 10 yas
kadar daha geng yasta tani almaktadir.

Calismamiza dahil edilen 268 olgunun 164’1 (% 61,2) erkek, 104’i (% 38,8) ise
kadindi. Tiim olgularin yas aralig1 8 ile 92 arasinda degigsmekte olup ortalama yas 56
(+17) idi.

DBBHL,; klinik, morfolojik 6zellikleri, tedaviye yanitlari, prognoz ve sagkalimlari
ile kendi igerisinde farklilik gosteren heterojen bir lenfoma grubudur. Ozellikle klinik
takipte degerli olan IPI skorlamasi ile benzer skora sahip hastalar arasinda sagkalim
stirelerinin farkli olmasi bu tiimorlerde farkli molekiiler ve genetik 6zelliklerin etkili
oldugunu diisiindiirmektedir.

Tiim bu parametrelerin degiskenligi g6z Oniine alindiginda uygun tedavi
yontemlerinin belirlenebilmesi amaciyla giiniimiizde c¢esitli genetik ve molekiiler
caligmalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

DBBHL’da nodal tutulum olmaksizin ekstranodal tutulumun izlenmesi
ekstranodal hastalik olarak tanimlanmaktadir. Molekiiler caligmalarda nodal ve
ekstranodal hastaliklarin genetik olarak farkli kdkenden kaynaklandiginin saptanmasi
tizerine, nodal ve ekstranodal lenfomalarin farkli biyolojik ve klinik 6zelliklere sahip
oldugu diistiniilmeye baslanmls‘ur.119

Ekstranodal tutulumun sikligi bati iilkelerinde % 30-40 oraninda iken Asya
ilkelerinde yapilan caligsmalarda oran daha yiiksek bulunmus ve bu durum Helikobakter
Pylori enfeksiyonunun sikliginin daha fazla olmasiyla agiklanmugtir, 2%

Bizim ¢alismamizda ekstranodal DBBHL oran1 % 41,8 olarak tespit edilmis olup
en sik yerlesim yeri mide idi (% 18,0).

Literatiirde nodal ve ekstranodal yerlesimli DBBHL’li hastalarda yapilan
sagkalim analizi verileri ¢eliskilidir.

Moller MB ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, ekstranodal ve nodal DBBHL ’lerde
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klinik 6zelliklerin farkli oldugu belirtilerek ekstranodal tutulum ile seyreden hastalarda
yasam siirelerinin nodal tutulum ile seyreden hastalara gore daha uzun oldugu
bildirilmistir.'?®> Jang ve ark. R-CHOP kemoterapi rejimi alan nodal yerlesimli
DBBHL lar ile ekstranodal yerlesimli DBBHL’larda sagkalim siiresini karsilastirmis;
nodal grupta sagkalim siiresinin ekstranodal yerlesimli olan gruba gore daha uzun
oldugu saptanmis. Ayni ¢aligmada; DBBHL tedavisinde eklenen Ritiiksimab’in nodal
grupta yagam siiresini belirgin olarak uzattigi, ancak ekstranodal grupta yasam siiresini
nodal gruptaki kadar etkilemedigi belirtilmis, elde edilen sonug¢ tedavi rejimiyle

iliskilendirilmis.'*®

Nodal ve ekstranodal olarak ayri1 grupladigimiz olgular arasinda yaptigimiz
sagkalim analizinde nodal yerlesimli olgularin sagkalim siiresinin, ekstranodal
yerlesimli olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede uzun oldugunu gozledik
(p=0,011).

Caligmamizdaki olgularin % 83,2°sinin R-CHOP tedavisi aldig1 dikkate
alindiginda nodal yerlesimli DBBHL’nin daha uzun sagkalimla iligkili olmasinin
nedeninin segilen tedavi rejimi oldugu diistiniildii.

Lenfoid neoplazilerde siniflama, hastalikla ilgili bilinen tiim bilgilerin kullanimina
dayanmaktadir. Cogu lenfoid neoplazinin tanisinda morfolojik ve immiinfenotipik
ozellikleri hatta bazen genetik Ozellikleri de iceren bir panelin birlikte kullanilmasi
gerekmektedir. B hiicreli lenfoid neoplazilerin ¢ogunda taniya yardimci karakteristik bir
immunfenotipik profil mevcuttur. Ancak bazi antijenik belirtecler spesifik hastaliklarda
tanimlanmis olsa da higbir zaman o hastaliga spesifik olmamaktadir. Bu durum tiim B
hiicreli lenfoid neoplazilerde gegerli oldugu gibi; DBBHL ‘larda da gecerlidir.

Immunfenotiplendirmedeki bu tanisal yetersizlik ve farkliliklar B hiicreli lenfoid
neoplazilerin siniflandirilmasinda genetik 6zelliklerin roliiniin  artmasina neden
olmaktadir. Son donemde genetik dzelliklerin aydinlatilmas: amaciyla kullanilan FISH
yontemi ile gen yeniden diizenlenmeleri ve spesifik translokasyonlarin tespitinin tanida
Oonemi artmaktadir.

Literatiirde ilk olarak Hans ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada fenotipik alt gruplar ile
sagkalim siiresini kiyaslanmis ve GCB grubunda yasam siiresinin daha uzun oldugu

gosterilmis.”
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Diger taraftan Colomo, Nyman, Seki ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmalarda GCB ve
Non GCB vakalari arasinda sagkalim acisindan bir fark bulunamamistir.41%

Fu ve ark. kemoterapi protokollerine Ritiiksimab’in eklenmesi ile GCB ve Non
GCB fenotipli hastalarda sonuglarin belirgin oranda diizeldigini ve GCB ile Non GCB
fenotipi arasinda sagkalim farkinin ortadan kalktigini bildirmislerdir.**®

Ritiiksimab’in bilinen etki mekanizmalarinin yani sira DNA transkripsiyonu,
sitokin Uretimi ve hiicre siklusunu kontrol eden bir protein kompleksi olan niikleer
faktor-kappa B (NF-kB) iiretimini de baskiladigi sdylenmektedir.*?® ABC fenotipte NF-
kB hedef genlerinin yogun olarak ifade edildigi goz oniine alinirsa Ritiiximab’in neden
her iki fenotip aras1 sagkalim agisindan anlamli farki ortadan kaldirmis olabilecegi daha
net anlasilmaktadir.

Calismamiz dahilinde Hans algoritmasina gére GCB ve Non-GCB olarak
smiflanan 268 olgunun; % 63,8’i Non-GCB, % 36,2’si ise GCB grubunda idi. Bu
gruplar arasi yapilan sagkalim analizinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p=0,162).

Bizim olgularimizin % 83,2’sinin Ritiiksimab alan hastalar oldugu dikkate
alindiginda fenotip ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulamamamizin nedeni Ritiiksimab’in NF-kB protein kompleksi tizerindeki etkisinin
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Lenfoid neoplaziler zaman igerisinde ek genetik degisiklikleri kazanarak klonal
evrimlesme gegirmektedirler. Bu nedenle lenfoid neoplazilerde progresyon sirasinda
hem morfolojik hem de ilave immunfenotipik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu
evrim siirecinde ortaya ¢ikan yeni genetik yapi; daha agresif 6zellikler sergileyebilecegi
gibi, daha 1liml1 6zelliklere de sahip olabilir. Bu genetik degisikligin aydinlatilmasi
lenfoid neoplazinin seyri agisindan énem kazanmaktadir.

BCL2 antiapoptotik bir protein olup overekspresyonu hiicrelerde yasam siiresinin
uzamasina neden olur. Literatiirde DBBHL da bildirilen BCL2 protein ekspresyon orani
% 24-77 arasinda degiskenlik gostermektedir. BCL2 protein ekspresyonunun sagkalim
ile iligkisi konusunda yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Caligmalarin
bir kisminda BCL2 protein ekspresyonunun kotii prognoz ile, bir kisminda iyi prognoz
ile iligkili oldugu, bazilarinda ise prognozla iligkisi olmadig1

8,61,64,78,84,127,131-134

gosterilmistir. Bu calismalardan biri olan Pervez ve ark.’nin yaptigi
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calismada 117 vakanin 75’inde (% 64) BCL2 protein ekspresyonu tespit edilmis, ancak
sagkalimla istatiksel olarak anlamli iligki bulunamamistir.*

Bizim c¢alismamizda 268 DBBHL olgusunun 93’tinde (% 34,7)
immunohistokimyasal olarak BCL2 ekspresyonu saptandi. Olgularda BCL2 protein
ekspresyonunun varliginin sagkalim siiresi tizerinde istatistiksel olarak bir anlami yoktu
(p=0,753).

DBBHL’larda Ki67 proliferasyon indeksinin prognoz iizerine etkisi oldukga
tartismal1 bir konu olup daha 6nceleri popiiler ¢alisma konularindan birisiydi. Birgok
calismada yiiksek proliferasyon indeksi kotii bir prognostik faktdr olarak gosterilmis
olmakla birlikte literatiirde bunun aksi ¢alismalar da mevcuttur, 833

Miller ve ark. % 80 ve iizerindeki degerleri kotii prognozla iliskilendirmis, ancak
bunun tersine Hall ve arkadaslari ise % 80 ve iizerinde proliferasyon indeksine sahip
vakalarda kemoterapiye yanitin daha iyi, relaps sikliginin daha az oldugunu bu nedenle
iyi prognozla iliskili oldugunu séylemislerdir.****® Yukaridaki ¢alismalarda diisiik ve
yiiksek proliferasyon indeksi igin cut-off oranini % 80 olarak alinirken; Jovanovic ve
ark. % 60 ve Tlzerindeki degerleri yiiksek proliferasyon olarak kabul etmis,
caligmalarinda yliksek indekse sahip hastalarda prognozun daha koti seyrettigini
bildirmislerdir.*®*® Yine farkli bir oran kullanan Hasselblom ve ark. ise cut-off orani
olarak % 50’yi kullanmislar ve diisiik proliferatif indekse sahip hastalarda prognozun
daha kétii oldugunu gostermislerdir.'*°

Bu calismada ise Ki67 proliferasyon indeksi; 268 olgunun 130’unda (% 48,5) %
80’in altinda (diistik), 138’inde (% 51,5) % 80 ve {izerinde (yiiksek) tespit edildi. Sonug
olarak yiiksek (> % 80) ve diisiik(< % 80) proliferasyon indeksi gosteren gruplar arasi
yapilan sagkalim analizinde istatiksel olarak anlaml fark gériilmedi (p=0,427).

Literatiirde CD5 ve Siklin DI gibi antikorlarin kotii prognoz ile birlikte oldugu
bildirilirken yapilan ¢alisma sonuglar1 farklilik gostermektedir. Zhang ve ark.’nin
yaptig1 caligmada DBBHL’da CDS5 ve Siklin D1 ekspresyonu ile sagkalim arasinda
anlamli iligki tespit edilememistir.78

Calismamizda olgularin 29°unda (% 10,8) CD5 ekspresyonu, 6’sinda (% 2,2) ise
Siklin D1 ekspresyonu izlendi. Ancak CD5 ve Siklin D1 protein ekspresyonu ile
sagkalim arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (Sirasiyla; p=0,498,

p=0,633).
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DBBHL’lardka MYC, BCL2 ve BCL6’da tekrarlayan kromozomal

translokasyonlar bildirilmistir.">**

karakteristik bir sitogenetik olay iken DBBHL’li hastalarda da % 3-16 oraninda
10,15-17

MYC translokasyonu Burkitt Lenfoma (BL) i¢in

saptanmaktadir.

MYC gen yeniden diizenlenmesi; literatiirde siklikla kemoterapiye direng, agresif
klinik gidis ve kisa yasam siiresi ile iliskili bulunmustur.’® MYC gen yeniden
diizenlenmesine sahip daha agresif gidisli DBBHL olgularinin yam sira, Burkitt
lenfomanin morfolojik &zelliklerini gosteren ve yiiksek proliferatif indekse sahip
ancak; MYC translokasyonu gostermeyen lenfomalar da bulunmaktadir. Son DSO
smiflamasinda (DSO 2008) bu olgularm bir kismi “DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda
kalan baska tirlii smiflandirilamayan B-hiicreli  lenfomalar” grubu altinda
toplanmislardir. Ancak DBBHL ve BL’nin tedavi protokollerinin birbirlerinden farkli
olmasi nedeniyle bu iki lenfomanin ayirici tanisinin yapilmasi ¢ok dnemlidir.

BL; tedavi edilmezse Oliimle sonuglanan ancak uygun tedavi protokolleri ile
tedavisi miimkiin olan agresif bir lenfomadir. BL hastalar1 icin DBBHL’da siklikla
kullanilan antrasiklin bazli kemoterapi rejimi olan CHOP ve R-CHOP yetersiz
kalmaktadir.

Bizim ¢alismamizdaki 268 olgunun 27’sinde (% 10,1) MYC gen yeniden
diizenlenmesi mevcuttu. Bu olgularda ortalama yasam siiresi literatiire uygun olarak
MYC gen yeniden diizenlemesi olmayan olgulara gore istatiksel olarak anlamli oranda
diisiik bulundu (p=0,021).

BCL6 geni normalde transkripsiyon reseptoriinii kodlar, BCL6’da meydana gelen
traslokasyonlar P53 gibi tiimor supresor genlerin azalmasina ve sonugta hasarli
DNA’larin apopitozdan kagmasina neden olur. Literatiirde BCL6 gen anomalileri
DBBHL’l1 hastalarda en sik goriilen sitogenetik anomali olup bizim ¢aligmamizda da bu
oran % 18,3 idi. BCL2 geni yeniden diizenlenmesi orani ise ¢alismamizda % 10,4
olarak tespit edildi.

Literatiire bakildiginda 6zellikle BCL2 vey BCL6 gen yeniden diizenlenmesinin
sagkalim tiizerine etkisi konusunda yapilan klinik ¢alismalar sonucunda farkli sonuglar
elde edilmigtir, 10-1314:21.23.28.142.144
Bizim caligmamizda BCL2 ve BCL6 gen yeniden diizenlenmesinin sagkalim

lizerine etkisi istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,764, p=0,698) (Tablo 12).
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Tablo 12. Son zamanlarda DBBHL’da MYC,BCL2 ve BCL6 gen yeniden diizenlenmesi konusunda
yapilan ¢calismalarin 6zeti

Gen Calhisma Hasta | Anomali Tedavi Rejimi Sf‘gkahm
Sayis1 | sikhig1 (%) Hiskisi
Bizim ¢aligma 268 10 R-CHOP (n: 223), CHOP | Daha kotit
(n: 45)
Niitsu 2009 252 11 CHOP veya Cycl OBEAP | Daha kétii
MYC | Barrans 2010 245 14 R-CHOP Daha kotii
Akyurek 20124 239 6 R-CHOP (n: 145) Daha kotii
Klapper 2008 177 8 CHOP veya CHOEP Daha kotii
Savage 2009%* 135 9 R-CHOP Daha kotii
Bizim calisma 268 10 R-CHOP (n: 223), CHOP | iliskisiz
(n: 45)
Akyurek 201242 239 15 R-CHOP (n: 145) Iliskisiz
BCL2 | Yoon 2008% 156 9 CHOP Daha kétii
Barrans 2003 137 13 CHOP GCB’de
daha kot
Copie-Bergman 2009"° 68 20 R-CHOP Miskisiz
Bizim ¢alisma 268 18 R-CHOP (n: 223), CHOP | iliskisiz
(n: 45)
Akyurek 20122 239 29 R-CHOP (n: 145) Daha kotii
Shustik 20107 164 20 CHOP veya R-CHOP R-chop’ta
-~ (.ilaha koti
Igbal 2007 133 19 CHOP Iliskisiz
Barrans 2002'* 111 25 - Daha kotii
Offit 1994" 102 22 CHOP Ekstranoda
Ide iyi
Copie-Bergman 2009"° 69 30 R-CHOP Daha kotii

CHOP; Cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone R-CHOP; CHOP+Rituksimab.
CHOEP; Etoposid+CHOP, CyclOBEAP; Cyclophosphamide, vincristine, bleomycin, etoposide,
doxorubicin, prednisone; GCB; Germinal merkez

Bununla birlikte literatiirde Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yonteminin
kullanima baglamasiyla MYC gen yeniden diizenlenmesi ile es zamanli olarak BCL2
ve/veya BCL6 translokasyonu gosteren ayri bir B hiicreli lenfoma grubu daha ortaya
cikmaktadir. Bu grup; ‘Double Hit Lenfoma’ (DHL) ve ‘Triple Hit Lenfoma’ (THL)
olarak adlandirilmaktadir. DHL/THL’lar; BL ve DBBHL ’lara gore daha kotii prognozlu

18,19

bir B hiicreli lenfoma grubu olarak tanimlanmaktadir. Bu olgular gilinlimiizde

genellikle ‘DBBHL ve BL 6zellikleri arasinda kalan bagka tiirlii siniflandirilamayan B-
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hiicreli lenfomalar’ grubu altinda smiflandirilmaktayken bu farkli 6zelliklerinden
dolayt; bu olgular1 tamimak ve tedavi agisindan ayri bir grup altinda smiflandirmak
onem kazanmaktadir.

Morfolojik olarak BL’ya benzeyen olgularda MYC geninin yeniden
diizenlenmesine ek olarak izlenen BCL2 ve BCL6 sitogenetik anomalilerinin varligit BL
tanisinin diglanmasina neden olmaktadir. Bu durumda olgular daha once de belirtildigi
gibi DBBHL ve BL ozellikleri arasinda kalan bagska tiirlii siniflandirilamayan B-hiicreli
lenfomalar grubuna dahil edilmektedir.

DBBHL’lar diger Non Hodgkin lenfomalara gore daha kompleks karyotipik
anomaliler gosteren lenfomalardir. Bu kompleks karyotiplerden olan DHL ve THL ler
DBBHL’lar arasinda % 1-12 siklikta goriilen nadir neoplazmlardir.

Double Hit Lenfomalarda BCL2/MYC gen anomalisi birlikteligi en sik goriilen
genetik anomalidir (% 62). BCL6/MYC gen anomalileri daha nadir goriiliirken (% 8),
BCL6/BCL2/MYC birlikteligini igeren Triple Hit Lenfoma goriilme sikligr ise
BCL6/MYC goriilme sikligina gére daha fazladir (% 16).10.172024

Literatiirde DHL/THLlarla ilgili demografik ve klinik verileri de kapsayan az
sayida calisma bulunmaktadir.

Bu kompleks karyotipik anomalilerin sagkalima etkisini arastirmak amaci ile
Niitsu N ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, de novo DBBHL hastalarinin % 4,8’inde
MYC ve BCL2 translokasyonlar1 izlenmis, bu hastalarda ortalama sagkalim siiresinin
istatiksel olarak anlamli &lciide diisiik oldugu bildirilmistir."* Johnson NA ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada ise DHL oran1 % 4 olarak belirlenmis bu hastalarda da
benzer sekilde ortalama sagkalim siiresi diisiik bulunmustur.*®

Bizim c¢alismamizda olgularin 18’1 (% 6,7) DHL-THL tanis1 aldi. BCL2/MYC
DHL oran1 % 71,6, BCL6/MYC DHL oram1 % 10,2, BCL6/BCL2/MYC THL orani ise
% 18,2 idi.

Calismamizda yer alan DHL/THL vakalar1 ile kompleks karyotipik anomali
icermeyen DBBHL vakalar1 arasinda yas, cinsiyet, yerlesim yeri, subtip degiskenleri
kullanilarak yapilan istatiksel ¢alismada iki grup arasinda anlamli bir fark gozlenmedi.

DHL/THL olan grupta ortalama yasam siiresi 50 ay, DHL/THL olmayan grupta
ise 102 ay olarak belirlendi. Mevcut veriler ile bu iki gruptan DHL/THL olan grupta
DHL/THL olmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli oranda diisiik sagkalim
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izlendi (p=0,044).

DHL/THL grubundaki Ki67 proliferasyon indeksi ile diger DBBHL olgularinin
Ki67 proliferasyon indeksi kiyaslandiginda DHL/THL grubunda Ki67 proliferasyon
indeksinin istatiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu goriildi (p=0,005).

Sonug olarak, DBBHL lar sik goriilen NHL’lardan biri olup, olduk¢a heterojen
ozellikler iceren ve bu nedenle klinik seyri ve tedavi segenekleri farklilik gosteren bir alt
gruptur. Calismamizda MYC gen yeniden diizenlemesi varligi, kotli prognoz ve diisiik
genel sagkalim ile iligkili bagimsiz bir prediktif prognostik faktor olarak saptanmustir.
DBBHL ’lar arasinda yer alan, mevcut kemoterapi rejimine yanitsiz, daha agresif klinik
davranig ile karakterize ‘Double Hit Lenfoma/Triple Hit Lenfoma’ (DHL/THL) alt
grubunun saptanmasit ve uygun tedavi protokollerinin belirlenebilmesi icin
DBBHL’larin immiinfenotipik ve genetik Ozelliklerinin ortaya konmasi 6nem arz
etmektedir. Agresif klinik seyre sahip bu gruplara 6zgii herhangi bir morfolojik ve
yiiksek proliferasyon indeksi disinda immiinofenotipik bir belirleyici mevcut degildir.
Bu nedenle o6zellikle yiiksek proliferasyon indeksine sahip DBBHL’lar arasinda
DHL/THL olgularint belirlemek amaciyla FISH yonteminin kullanilmasi gerektigini
kanisindayiz. Her ne kadar bu kompleks anomaliler bu agresif lenfomalarin tim
biyolojik davraniglarini tek bagina agiklamasa da uygun tedavi segeneklerini belirlemek

i¢in bu tiir ¢aligmalarin devam etmesi gerektigi diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

1. Calismamizda 2002-2014 yillar1 arasi tan1 almis 268 de novo DBBHL olgusu
demografik ve klinik bilgileri ile gruplara ayrildi.

2. Olgularim 223’ine (% 83,2) R-CHOP, 45’ine (% 16,8) CHOP kemoterapi
tedavi rejimi uygulanmaisti.

3. Tim hastalarda maksimum takip siiresi 145 ay, minimum ise 13 ay olarak
saptandi.

4. 268 olgunun 164’1 (% 61,2) erkek, 104’1 (% 38,8) ise kadindi. Tiim olgularin
yas aralig1 8 ile 92 arasinda degismekte olup ortalama yas 56 (+17) idi.

5. Olgularin 156’sinda (% 58,2) tan1t aldig1 tutulum alani lenf nodu bolgesi iken,
112’sinde (% 41,8) tan1 anindaki tutulum alan1 ekstranodal bir bdlge idi. Mide en sik
goriilen ekstranodal tutulum bolgesiydi (% 18,0).

6. Hans algoritmasina gore yapilan immiinfenotipik siniflandirma ile 268 vakanin
171’1 (% 63,8) Non GCB, 97’si (% 36,2) GCB subtipine sahipti.

7. Immunohistokimyasal olarak;

- BCL2 ile 268 olgunun 93’iinde (% 34,7) pozitif boyanma goriiliirken, 175
olguda (% 65,3) boyanma izlenmedi.

- CD5 ile 268 olgudan 29°unda (% 10,8) pozitif boyanma goriiliirken, geriye kalan
239 olguda (% 89,2) boyanma izlenmedi.

- Siklin D1 pozitifligi 268 olgunun 6’sinda (% 2,2) izlenirken, 262 olgu (% 97,8)
negatif sonug verdi (Tablo 7).

- Ki67 ile 130 (% 48,5) olguda % 80’in altinda, 138 (% 51,5) olguda % 80 ve
tizerinde pozitif boyanma izlendi. Bu olgular disik (<%80) ve yiiksek (>%80)
proliferasyon indeksine sahip olarak 2 gruba ayrildi. (Tablo 7)

8. FISH yontemi kullamlarak; 268 olgudan 27’sinde (% 10,1) MYC, 49’unda
(% 18,3) BCL6, 28’inde (% 10,4) ise BCL2 gen yeniden diizenlenmesi varligi saptandi.

9. 01.02.2016 tarihinde MERNIS veri tabanina bakildiginda 268 hastanin 161’inin
(% 60,1) ‘SAG’, 107’sinin (% 39,9) ise ‘EX’ oldugu goriildii. ‘EX’ olan 107 hastanin
sagkalim verileri baz alinarak yapilan frekans analizi sonucunda, ortalama sagkalim

siiresi 16 ay (= 23) (min;1 ay, max110 ay) d1.
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10. FISH yéntemi ile MYC gen yeniden diizenlenmesi olan DBBHL’I1 olgular ile
MYC gen yeniden diizenlenmesi olmayan olgular arasi yapilan sagkalim analizi
istatiksel olarak anlamli bulundu, MYC translokasyonu olmayan vakalarm, MYC
translokasyonu olan vakalara gore daha uzun sagkalima sahip oldugu belirlendi
(p=0,021).

11. Nodal ve ekstranodal yerlesimli gruplar arasi yapilan sagkalim analizi de
istatiksel olarak anlamli idi. Nodal olgularin ekstranodal olgulara gore daha uzun
sagkalima sahip oldugu saptand1 (p=0.011).

12. Tiim hastalarda yapilan FISH yontemi ile BCL2 ve BCL6 translokasyonu
saptanan olgular ile saptanmayan olgular aras1, IHK yéntemi ile; BCL2, CD5, Siklin D1
pozitif (+) belirlenen olgular ile negatif (-) olgular arasi1 ve Ki67 proliferatif indeksi
yiiksek olan grup ile diisiik olan grup arasi yapilan sagkalim fark analizi istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. Ayrica subtiplere gére GCB ve N-GCB olarak ayrilan
gruplar arasi yapilan sagkalim fark analizi de istatiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(Tablo 8).

13. Calismaya dahil edilen 268 olguda yapilan FISH yontemi ile MYC gen
yeniden diizenlenmesi ile es zamanli olarak BCL2 veya BCL6 translokasyonu
gosteren 15 olgu “Double Hit Lenfoma”, MYC gen yeniden diizenlemesi ile BCL2 ve
BCL6 translokasyonunu es zamanli gosteren 3 olgu “Triple Hit Lenfoma” tanisi aldi.
Toplam 18 hastadan olusan bu iki tan1 grubu; istatistiksel analizlerin yapilabilmesi adina
birlestirilerek; “Double Hit Lenfoma ve Triple Hit Lenfoma (+) [DHL-THL (+)]” ve
“Double Hit Lenfoma ve Triple Hit Lenfoma (-) [DHL-THL (-)]” seklinde tekrar
grupland1 ve yeni bir veri siitunu olusturularak analizler gergeklestirildi.

14. DHL-THL (+) olan grupta yas ortalamast 53 (+18) olup; minimum yas 16,
maksimum yas ise 87 olarak belirlendi. Bu gruptaki hastalardan 10’u (% 55,6) erkek,
8’1 (% 44,4) kadindi. 10 olgu (% 55,6) nodal yerlesimli, 8 olgu (% 44,4) ise ekstranodal
yerlesimli idi. DHL-THL (+) grubundaki olgularin “Subtip” incelemesinde; Non
Germinal Merkez Kokenli (N-GCB) olgu sayis1 11 (% 61,1) iken, Germinal Merkez
Kokenli (GCB) vaka sayist 7 (% 38,9) idi. DHL-THL (+) gruptaki olgularin; 15’1
(% 83,3) Yiksek Proliferatif, 3’ ise (% 16,7) Diisiik Proliferatif Indeks
gostermekteydi.
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15. Lokalizasyon, Subtip, Ki67 proliferasyon indeksi ve DHL-THL grubu
degiskenleri arasinda yapilan ¢apraz tablolar ve Ki-Kare Testi sonuglarina gore Ki67
proliferasyon indeksinin DHL-THL (+) olan grupta, DHL-THL olmayan gruba gore
istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu saptandi (p=0,005).

Subtip ve lokalizasyon dagilimmda DHL-THL (+) grup ile DHL-THL(-) grup
arasinda istatiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo 10).

16. DHL-THL (+) ve DHL-THL (-) gruplar arasi yapilan sagkalim analizinde,
DHL-THL (+) grupta ortalama sagkalim siiresi 52 ay (+14) (GA 24,54-79,32), DHL-
THL (-) grupta ise ortalama sagkalim siiresi 102 ay (+5) (GA 92,19-112,37) olarak
saptandi (Tablo 11).

17. DHL-THL (+) ve DHL-THL (-) gruplar arasi yapilan sagkalim analizi
istatistiksel olarak anlamli bulundu. DHL-THL (-) olan grubun, DHL-THL (+) olan
gruba gore daha uzun sagkalim gosterdigi belirlendi (p=0,044).
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