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1. GIRIS VE AMAC

Nonhodgkin lenfoma (NHL) B, T lenfositlerden ve dogal oldiiriicii (NK)
hiicrelerden kaynaklanan, malign, klonal bir hastaliktir. Yillarca tedavi gerektirmeksizin
izlenebilen yavas seyirli (indolent) formlar1 ve tedavi edilmezse hizli ilerleyebilen (agresif)
tiirleri igeren heterojen bir hastalik grubudur. NHL’nin en yaygin alt tipini olgularin
yaklasik %30-40’inda goriilen diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma (DBBHL) olusturmakla
birlikte, bu lenfomalar da kendi iglerinde hastalifin seyrini etkileyen immiinfenotipik,
sitogenetik ve morfolojik farkliliklar gdstermektedirler (1).

DBBHL’ler koken aldigi hiicrelerin gen ekspresyon profillerine gére germinal
merkez B hiicreli (GMBH), aktive B hiicreli (ABH) ve tip 3 olmak iizere ii¢ farkli
histopatolojik alt gruba ayrilmis olup, GMBH’li DBBHL’nin diger gen ekspresyon
profillerine gore daha iyi prognoza sahip oldugu izlenmistir (2). DBBHL patogenezinde
onkogenler ve timor supressor genlerde meydana gelen degisikliklerin 6nemli rol
oynadiginin saptanmasi sonrasi, hiicre proliferasyonunda diizenleyici rol oynayan myc
onkogeni degisimleri DBBHL’1i hastalarda kotii prognozla iliskilendirilmistir (3). Takiben
myc ve bcl-2 gen ekspresyonunun birlikte oldugu, tan1 aninda yiiksek laktat dehidrogenaz
(LDH) diizeyi, B semptomlar1 varligi ve ekstranodal tutulumlarin siklikla izlendigi,
DBBHL’den daha koétii prognoza sahip olan double hit lenfomalar (DHL) tanimlanmigtir
4).

Bu ¢alismada, ekstranodal DBBHL’l1 hastalarda immiinhistokimyasal ve molekiiler
yontemlerle saptanan DHL varliginin, tedavi yanitlarina ve yasam siirelerine etkilerinin

arastirilmasi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nonhodgkin Lenfoma

2.1.1. Tanim

NHL, immun sistem hiicrelerinin neoplastik proliferasyonu olup kaynaklandigi
hiicrenin (T/B lenfosit veya NK hiicreleri) farklilasma diizeyine gore degisik morfolojik,

immunolojik ve klinik 6zellikler gosterir (1).

2.1.2. Lenfomagenez

Hematopoietik kok hiicre (HKH), yolk sacta gestasyonun 16. giiniinde; dogum
sonrasinda hematopoetik hiicrelerin asil kaynagi olan kemik iligindeki hematopoez ise
gestasyonun 5. ayinda ortaya ¢cikmaktadir. HKH’ler 6nce multipotent progenitorleri (MPP)
olustururlar, takiben bazi transkripsiyon faktorlerinin (EZA ve PAX-5 gibi) ve Notch
sinyalinin supresyonu varliginda B hiicre farklilagsmasina yonelirler. Kemik iligindeki diger
erken progenitorler (erken timik progenitdrler), Notch sinyalini aktive eden ligandlar
eksprese eden stromal hiicrelerden zengin timusa gd¢ ederler ve bu hiicreler T hiicre
farklilagmasina yonelirler. B lenfositlerin ilk defa kugslarda kloaka yakininda fabrikus
bursast denilen lenfoid organlarda gelistigi saptandigindan bu hiicreler B hiicreleri olarak
adlandiriimstir (5, 6).

Normal lenfoid dokular, primer ve sekonder lenfoid organlar olarak iki gruba
ayrilirlar. Primer lenfoid organlar, 6ncii lenfoid hiicrelerin bulundugu, antijenik uyariya
yanit verebilecek B ve T lenfositlerin baglangi¢ gelisiminin gerceklestigi kemik iligi ve
timusu igerir. Lenf nodlari, dalak, tonsiller, solunum yollar1 ve gastrointestinal kanaldaki
lenfoid agregatlardan olusan sekonder lenfoid organlarda ise antijenik uyariyla naif lenfoid

hiicrelerde proliferasyon meydana gelmektedir. Sekonder lenfoid organlarda B hiicreleri
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cogunlukla folikiillerde yer alirken, T lenfositler interfolikiiler alanlarda bulunurlar.
Lenfoid hiicrelere ek olarak dendritik hiicreler, histiyositler, endotelyal hiicreler gibi
lenfoid olmayan hiicreler de mikrogevrenin organizasyonuna katki saglayip hiicre-hiicre
etkilesimlerinde rol oynarlar (6).

Lenfomalarin %90°1 B hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Normal kosullarda kemik
iliginde B lenfoid kok hiicrelerden baglayan (progenitor B hiicre) ve yine kemik iliginde
VDJ gen yeniden diizenlenmesiyle gerceklesen bir olgunlagsma siireci mevcuttur. Daha
sonra sitoplazmik mii, agir zincir ve yiizey Ig M ekspresyonu ile karakterize pre B ve
immatiir B hiicrelerine farklilasma izlenir (6). Immatiir B hiicreler yiizeylerinde Ig M ve Ig
D eksprese eden olgun B hiicrelerine doniistiikten sonra kemik iligini terk ederler. Primer
lenfoid folikiillere ve folikiillerin dis bolgelerine (mantle zone) yerlesen bu hiicreler
istirahat halinde olup ve ylizeylerinde CD5 eksprese etmektedirler (7).

Olgunlasma evresi i¢in gerekli antijenik uyari sonucu B hiicrelerinde blastik
transformasyon gerceklesmektedir. Yiizey Ig D ekspresyonunu kaybeden hiicreler primer
folikiillerin merkezine go¢ ederek antijen sunan hiicrelerin (dendritik hiicre) gevresinde
germinal merkezleri olustururlar. CDI10 ve bel-6 (+) olan bu hiicreler yiizey
immunoglobulin ekspresyonunu kaybederler, bcl-2 ekspresyonundaki azalmayla beraber
apopitoza duyarli hale gelirler. Somatik mutasyonlar sonucu farkli bir antijeni tanima
kapasitesine sahip olgun B hiicreleri folikiiler dendritik hiicrelerin sundugu antijenlerle
etkilesime girerek yeniden bcl-2 eksprese etmeye baslarlar. Bu sayede disaridan gelecek
olan yabanci antijenlere kars1 bagisikligin olugsmasi saglanmaktadir. Germinal merkezlerde
zamanla immunoglobulin sinif degisimi olur ve Ig M; Ig A ve Ig G’ye doniisiir. Antijenik
uyar1 sonrasi germinal merkezlerde gergeklesen bu siirecte meydana gelen mutasyonlar ya
da aksamalar bu hiicrelerden folikiiler lenfoma (FL), burkitt lenfoma (BL), DBBHL ve
hodgkin lenfoma (HL) gibi lenfoid malignensilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (6,
8).

B hiicreler gelisimlerini; germinal merkezdeki T hiicreleri ve folikiiler dendritik
hiicrelerle etkilesim sonucu bcl-6 ekspresyonunu kaybetmeleri ve plazma hiicre ya da

bellek hiicrelerine doniiserek marjinal bolgeye yerlesmeleri ile tamamlarlar (6, 9).



2.1.3. Simiflama

Lenfomalar gerek morfolojik gerekse klinik ozellikleri agisindan heterojen
malignitelerdir. Bu heterojenite pek ¢ok farkli smiflama sisteminin gelisimine sebep
olmustur. NHL i¢in 1970 1i yillardan giinlimiize kadar Rappaport, Lukes & Collins, Kiel,
Working formulation ve REAL (Revised European American Lymphoma Listing)
siiflamast gibi bircok farkli smiflama kullanilmistir. Giincellenmis Kiel smiflamasi
Ozellikle Avrupa’da olmak {izere yaygin bir kullanim alanina sahip iken, bir¢cok lenfoma
kategorisini ortaya koymada yararli olmasiyla birlikte, 6zellikle nodal lenfomalar icin
yapilmis bir siniflandirma olup, ekstranodal lenfomalar1 yansitmamaktadir (10). 1981'den
sonra ‘Working Formulasyonu’ biiyiime paterni ve hiicre boyutu degerlendirilerek yapilan
kolay bir siniflama oldugundan yaygin olarak kullanilmakta iken, kategorilerin heterojen
olmasi ve immiinfenotipin goz Oniine alinmamasi nedeniyle 1990 ve 2000°’li yillarda yeni
simiflama arayigina girilmistir (10). 1994 yilinda Uluslararasi Lenfoma Caligma Grubu
tarafindan glindeme getirilen REAL smiflamasi her lenfoma tipinin morfolojik, klinik,
immiinfenotipik ve genotipik Ozellikleri ile tek tek ayri bir antite olarak tanimlanip
listelenmesi prensibine dayanmaktadir. REAL smiflamasinin, Working Formulasyonu ve
Kiel siniflamasindan diger 6nemli bir farki da morfolojik ve/veya immiinolojik olarak
ayrilamayan bazi kategorileri de tek bir kategori altinda toplamasidir (10). REAL
siniflamast 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) siiflamasina revize edilmis olup,
DSO smiflamast 2008 yilinda giincellenmistir ve giiniimiizde halen gegerliligini
korumaktadir (11).

DSO smiflamasinda lenfomalar B hiicreli, T/NK hiicreli ve HL olmak iizere ii¢ ana
baslik altinda toplanmis ve alt gruplara ayrilmistir (Tablo 1). Ancak bu siniflama igerdigi
birgok alt grup nedeniyle olduk¢a karmasik olup klinik kullanimi giigtiir. Bu nedenle
giinliik pratikte NHL’ler klinik ozellik ve tedavi yaklasimlarina gére indolent (yavas
seyirli) veya agresif/cok agresif (hizli seyirli) olmak {izere 2 ana gruba ayirarak takip

edilmektedir.



Tablo 1. B Hiicreli Neoplaziler DSO 2008 smiflamasi

Onciil B Hiicreli Lenfoblastik Lésemi / Lenfoma
Matiir B Hiicreli Neoplazmlar: Kronik Lenfositik Losemi / Kiigiik Lenfositik Lenfoma
B Hiicreli Prolenfositik Losemi

Splenik Marjinal Zon Lenfoma

Hairy Cell Lésemi (Tiiyli Hiicreli Losemi)

Splenik Losemi/Lenfoma, Smiflandirilamayan

Lenfoplasmositik Lenfoma

Agir Zincir Hastalig

Plazma Hiicreli Neoplazi

Mukoza iliskili Ekstranodal Marjnal Zon Lenfomasi (MALT Tipi)
Nodal Marjinal Zon Lenfoma

Follikiiler Lenfoma

Primer Kutanéz Follikiil Merkezli Lenfoma

Mantle Hiicreli Lenfoma

Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma

Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, Baska Tiirlii Stniflandirilamayan
Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, Alt Gruplari

Diger Biiyiik B Hiicreli Neoplaziler

Burkitt Lenfoma

Borderline Olgular

2.1.4. Etyopatogenez

Lenfomalarin  etyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte
etyopatogenezinde enfeksiyonlar, kimyasal ajanlar, genetik bozukluklar, immiin
yetmezlikler gibi ¢esitli faktorler suglanmaktadir (12). Ayrica, kronik inflamatuvar
hastaliklarda da (Sjogren Sendromu, Colyak Hastaligi, Romatoid Artrit gibi) NHL gelisim
riski artmaktadir (13). Enfeksiyon ajanlar ile birlikteligi gosterilen cesitli NHL tipleri
mevcuttur. Helikobakter Pylori ile MALT lenfoma, Ebstein-Barr Virus (EBV) ile BL,
Hepatit C viriisii ile splenik ya da biiyiik hiicreli lenfoma, Chlamidia Psittaci ile okiiler-
adneksial lenfoma gelisiminin arttig1 cesitli calismalarda gosterilmistir. Ayrica Human
Immunodeficiency Virus (HIV) pozitif hastalarda primer merkezi sinir sistemi lenfomalar
(MSS) izlenirken, oral kavitede goriilen plazmoblastik lenfomali hastalarin bir kisminda da
EBYV saptanmustir (13-15). Ilaca bagl immiinsiipresyon, solid organ transplantasyonu veya
HIV enfeksiyonu sonucu gelisen immiinyetmezlik durumlarida artmis NHL gelisim riski

ile birliktedir (16, 17).
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NHL olgularinin 6nemli bir kisminda ¢esitli kromozomal translokasyonlar
mevcuttur. Bu translokasyonlar molekiiler diizeyde onkogen aktivasyonu veya timor
stipressor gen inaktivasyonunu hizlandirarak hastaliga zemin hazirlamaktadirlar (Tablo 2).
t(14;18)(q32;921) NHL’ye en sik eslik eden kromozomal anomalisi olup, FL’de %85,
DBBHL’de %28 oraninda bulunmaktadir (18-20). Translokasyon sonucu 18.
kromozomdaki bcl-2 geni, kromozom 14 deki immiinoglobulin agir zincir lokusii ile yan
yana gelmekte ve sonug olarak apopitozise karsi hiicresel diren¢ gelismektedir (13). Bcl-6
veya C-myc‘yi iceren molekiiler yeniden diizenlenmeler siklikla DBBHL’de ve BL’de
goriilmektedir. Ancak diger malignitelerde oldugu gibi lenfositlerin  malign

transformasyonu i¢in de genetik anormalliklerin birikimi gerekmektedir (21).

Tablo 2. Lenfomalarda goriilen kromozom anomalileri

t(11,14) Mantle Hiicreli Lenfoma

Plazma Hiicreli Myelom
t (14,18) Folikiiler Lenfoma
t(8,14) Burkitt Lenfoma
t(9,14) Lenfoplazmositik Lenfoma
t(11,18), t (1,4), t (14,18) Malt Lenfoma
t(2,5) Anaplastik Biiyiik Hiicreli Lenfoma
t(11,18) Ekstranodal Diisiik Dereceli MALT Lenfoma
t(1,4) Ekstranodal MALT Lenfoma
Del 7 Splenik Marjinal Zon Lenfoma
[zokromozom 7q Hepatosplenik T Hiicreli Lenfoma

2.1.5. Epidemiyoloji

Tiim kanserlerin yaklasik %3’linii olusturan lenfomalar hematolojik maligniteler
arasinda en sik goriilenidir. Ulkemizde HL toplam lenfoma hastalarinin yaklasik %20’sini,
NHL ise %80’ini olusturmaktadir. 2008 Saglik Bakanlig1 verilerine bakildiginda NHL’ler
en sik goriilmekte olan maligniteler arasinda erkeklerde 7. ve kadinlarda 8. sirada yer
almaktadir (22). NHL genel olarak 55 yas ve iizeri erigkinlerin hastaligidir. Ulkemizde bat:
tilkeleri ile kiyaslandiginda 10 yas kadar daha geng¢ yasta rastlanabilmektedir. Goriilme
sikligi erkeklerde kadinlardan daha fazladir (E/K: 2.1-1.2) (23, 24). NHL lerin histolojik
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alt tip dagilimi cografi bolgelere gore farkliliklar gostermekle birlikte diinyada en sik
goriilen histolojik alt tip DBBHL’ dir (25).

2.1.6. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Non-Hodgkin Lenfoma

Eriskinlerde en sik goriilen lenfoid malignite olan DBBHL morfolojik,
immiinolojik ve sitogenetik Ozellikler agisindan belirgin  biyolojik heterojenite
gostermektedir. DBBHL agresif seyir gostermesine ragmen tedavi yanitlari iyi olup kiir
sans1 olan bir malignitedir. Uzun siireli takiplerde, hastalarin %75-80’inde tam remisyon
goriilebilirken hastaliksiz hayatta kalma oran: yaklasik %50 olarak belirtilmektedir (1, 26).
Cocuklar dahil her yas grubu ve her iki cinsiyette goriilebilmekle beraber orta-ileri yas
grubunda ve erkeklerde kadinlara nazaran daha sik rastlanmaktadir (27, 28).

DBBHL lenf nodu ve/veya ekstranodal yapilarda gelisebilmektedir. Ekstranodal
tutulum yeni tant alan hastalarin %40’ 1ma yakininda rastlanmaktadir. Siklikla
gastrointestinal bolge, cilt, kemik iligi, paranazal siniisler, tiroid, MSS, karaciger ve dalak
tutulumlar izlenmektedir (29, 30). ilk basvuru sirasinda kemik iligi ve/veya gevre kam
tutulumu daha nadirdir (31). DBBHL genellikle de-novo olarak baglamasina ragmen FL,
kiigiik lenfositik lenfoma (KLL/SLL) ve mantle cell lenfoma (MCL)’da oldugu gibi diisiik

dereceli NHL lerin transformasyon sonucu da gelisebilmektedir (27).

2.1.6.1. Epidemiyoloji

DBBHL tiim lenfoid malignitelerin %30‘unu, NHL’nin ise %30-40‘1n1
olusturmaktadir (27-29). Goriilme sikhigi 2.9/100.000/y1l olup, sikligi yasla birlikte
artmakta ve erkeklerde daha sik goriilmektedir (30).

2.1.6.2. Etyoloji ve Patogenez

Diger lenfomalara benzer sekilde cevresel etkenler (endiistriyel toksinler, tarim
ilaclar1, radyasyon, kemoterapdtikler vb.), infeksiy6z ajanlar (HIV, HTLV-1, EBV,
Helikobakter Pylori vb.), bagisikligin baskilanmasma neden olan durumlar (otoimmun
hastaliklar, transplantasyon ve tedavileri vb.) ve bazi kromozomal anomalileri etyolojide

sorumlu tutulmaktadir (32).
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DBBHL’de basta bcl-6, bcl-2 ve myc gibi genlerin ekspresyonu etkileyen
translokasyonlara; 6q, 179, 8p, 1p, 9p ve 22q kaybi veya Xq, 3q, 7, 12q, 13q, 18q
kazanilmas1 seklinde DNA dengesizlikleri gibi sitogenetik anormalliklere; terminal B
hiicre farklilagsmasi i¢in gerekli olan transkripsiyon baskilayicis1 olan BLIMP1 mutasyonu
gibi genetik mutasyonlarla ¢esitli sikliklarda karsilasilmaktadir (33, 34). DNA
metilasyonunu bozan bazi polimorfizmler protoonkogen ve tiimor siipresor genlerin hipo
veya hipermetilasyonuna yol agarak hastalik gelisimine yatkinlik olusturabilmektedirler.
Yine oksidatif stres genleri de reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerinden hiicrelerin

korunabilme yetenegini etkileyip DBBHL patogenezinde etkili olabilmektedir (35).

2.1.6.3. Siiflamasi

DSO 2008 smiflamasinda DBBHL ler igin histomorfolojik, immunhistokimyasal
ve molekiiler temellere dayanilarak farkli varyantlar tamimlanmustir.

Morfolojik varyant olarak tanimlanan grup; sentroblastik, immunoblastik ve
anaplastik gibi sik goriilen varyantlar1 ile miksoid stroma, fibriler matriks iceren igsi
goriinlimde veya tasl yiiziik benzeri morfolojide olan ancak daha nadir goriilen varyantlari
icerir (1, 36). Sentroblastik varyant bu grup igerisinde en sik goriilenidir. Baz1 olgularda
timor monomorfik olup %90°dan fazla sentroblast igerirken, bazilar1 sentroblast ve
immunoblastlar1 beraber igerecek sekilde polimorfik 6zellik gosterirler. Immunoblastik
varyant ise %90’dan fazlasi immunoblastlardan olusan en koétii prognozlu DBBHL
morfolojik varyantidir. Siklikla Hashimoto tiroiditi, Sjogren hastalii, Lupus eritematozus
gibi immun aracili hastaliklarda goriilmektedir. Anaplastik varyant en nadir goriilen
varyant olup Hodgkin ve/veya Reed- Sternberg hiicresi ya da anaplastik biiyiikk hiicreli

lenfoma hiicrelerine benzer 6zellikte tiimor hiicrelerinden olugsmaktadir (37), (Tablo 3).



Tablo 3. DSO 2008 DBBHL varyantlari, altgruplari simiflamasi

Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma, Bagka Tiirlii Simiflandirilamayan
Morfolojik varyantlar:

Sik Goriilen Morfolojik Varyantlar
Sentroblastik
Immunoblastik
Anaplastik

Nadir goriilen morfolojik varyantlar

Molekiiler Alt Gruplar:
GMB Hiicre Kokenli
AB Hiicre Kokenli

Immunohistokimyasal Alt Gruplar:
CD5 Pozitif DBBHL
GMBH Koékenli
GMBH-dis1 Kokenli

Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma, Altgruplart:
T-Hiicre/Histiositten Zengin Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma
Santral Sinir Sisteminin Primer Diffiiz Biiyiikk B Hiicreli Lenfomasi
Primer Kutan6z Bacak Tipi DBBHL Yasliligin EBV Pozitif DBBHL

Diger Biiyiik B Hiicreli Neoplaziler:
Primer Mediastinal (Timik) Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma
Intravaskiiler Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma
Kronik Inflamasyonla iliskili DBBHL
Lenfomatoid Granulomatozis
ALK Pozitif Biiyiik B- Hiicreli Lenfoma
Plazmoblastik Lenfoma HHV-8 iliskili Castleman Hastalig1 Zemininde Gelisen
DBBHL Primer Efiizyon Lenfomasi

Borderline Vakalar:
DBBHL ve BL Ozellikleri Arasinda Kalan Baska Tiirlii Smiflandirilamayan B-Hiicreli Lenfoma

DBBHL ve Klasik HL Ozellikleri Arasinda Kalan Baska Tiirlii Stmiflandirilamayan B-Hiicreli
Lenfoma

Molekiiler alt gruplar1 tanimlamada ise cDNA ve oligoniikleotid mikroarrayleri
kullanarak yapilan caligmalarda, onemli biyolojik altgruplar belirlenmistir. Buna gore
GMBH, ABH ve tip 3 gen ekspresyon profil tipleri tanimlanmistir (1-3). GMBH’li
DBBHL, farklilasmanin germinal merkez evresindeki B hiicrelerinden kaynaklanmaktadir.
Germinal merkez evresi, B hiicrelerinin hizli proliferasyonu, immunglobulin
reseptOrlerinin mutasyonu, antijene yiiksek afiniteyle baglanma yetenegine gore pozitif
seleksiyon ve apopitoz ile eliminasyonun gergeklestigi donemdir. GMBH’li DBBHL de
timor hiicreleri GMBH belirteglerinin  ¢cogunu igerir ve klinik dahil prognostik
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parametreler goéz Oniinde bulunduruldugunda diger iki gruba gore daha iyi prognoza
sahiptir. ABH’li DBBHL, B hiicre farklilagmasinin germinal merkez ile plazma hiicre
evresi arasindaki B hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Bu gruptaki hastalarin biiyiik
cogunlugunu 60 yas lizerinde ve performans durumlari kétii hastalar olusturmaktadir. Tip 3
gen ekspresyon profili tam aydinlatilamamis olmakla birlikte sonlanim agisindan ABH
subgrubuna benzemektedir (1-3). ABH’li DBBHL tipinde hiicrelerin canliliginda ve
proliferasyonunda NFxB yolagin aktivasyonunun oneminin anlagilmasi gen ekspresyon
profili ¢alismalarinin potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesinde gorev alabilecegini
diisiindiirmiis, fakat gen ekspresyon teknolojisi taze ya da frozen doku RNA’lan ile
yapilabildiginden ve pahali bir teknoloji oldugundan rutin kullanima girememistir.
Immunohistokimyasal boyama yéntemi ile tamimlanan altgruplarin belirlenmesi
icin CD10, Bcl-6, Mum-1/IRF-4 boyamalar1 kombine olarak kullanilmaktadir. Boyama
yontemleri ile hastalann GMBH’li DBBHL ve GMBH-disi DBBHL olarak
smiflandirilmasini saglayan bir algoritma olusturulmustur (Sekil 1), (1-3). Hans CP ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bu algoritma ile elde edilen sonuglar gen ekspresyon

calismalariyla %80 uyumlu bulunmustur (38).

GMBH GMBH-Dis1
+ +
CD10 Mum-1
- N i

Bcl-6 GMBH

GMBH-D1s1

Sekil 1. Hans algoritmasi

e Hans Algoritmasinda Kullanilan Antijenler

CD10: Akut lenfoblastik 16semi antijeni (CALLA) ya da neprilysin olarak da
bilinen 100 kDa agirliginda ¢inko bagimli bir metaloproteazdir. Glukagon, enkefalin,
oksitosin, bradikinin, substans P gibi ¢esitli peptid hormonlar1 inaktive edebilme
yetenegine sahiptir. Normal, neoplastik lenfoid ve nonlenfoid dokularda eksprese
edilmektedir. Normal lenfoid diferansiyasyon sirasinda ilk defa pro-B hiicrelerinde goriiniir

ve naive-B hiicrelerine matiirasyon esnasinda kaybolur. Antijen bagimli germinal merkez
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matiirasyonu sirasinda tekrar hiicre ylizeyinde ortaya ¢ikar ve bu nedenle germinal merkez
orjinini gosteren bir belirtegtir. Prekiirsor B hiicreli akut lenfoblastik 16semilerin yaklasik
%75’inde, FL ve BL’lerin biiyiikk ¢ogunlugunda ve denovo DBBHL’larin %20-30’unda
eksprese edilmektedir (6, 45).

Bcl-6: Kromozom 8q27 iizerinde bulunan bcel-6 geni yaklasik 24 kb
uzunlugundadir ve 95 kDa’lik bir proteini kodlar. Bcl-6 proteini, N terminal ucunda
BTB/poz bolgesi ile C terminal 6 zinc-finger DNA baglayici motifin varligiyla karakterize,
DNA’ ya baglanarak ve ko-represdrlerin yardimiyla germinal merkez B hiicrelerinin
matiirasyonunda fonksiyon goren bir transkripsiyonel inhibitérdiir. Germinal merkez B
hiicrelerinde eksprese edilen bcl-6’nin ayrica CD4+ T helper hiicrelerin gelisimiyle de
iligkili oldugu saptanmistir. Normal B hiicre gelisimi sirasinda bcl-6 tarafindan
gerceklestirilen kritik fonksiyonlar malign transformasyon siirecinde degisebilir ve bcl-6,
germinal merkez kaynakli lenfomalarda bir onkogen olarak davranir. Bcl-6 gen yeniden
diizenlenmeleri FL hastalarinda %5-10 oraninda saptanirken DBBHL olgularinin yaklasik
%40’1nda mevcuttur (46).

Mum-1/IRF-4 (Multiple myeloma oncogene 1/interferon regulatuar faktor 4):
Mum-1 geni ilk defa t(6;14) (p25;q32) iceren bir multiple myelom (MM) hiicre dizisinde
kromozomal kirik bdolgesinin klonlanmasiyla belirlenmis, immunglobulin agir zincir
lokusuna jukstapozisyondaki bir gendir. IRF ailesinin iiyesi ve lenfoid hiicre gelisiminde
onemli rol oynadig diisiiniilen bir trankripsiyon faktoriinii kodlar. Normal dokuda Mum-
1/IRF-4 proteini temel olarak plazma hiicreleri ile germinal merkez hiicrelerinin bcl-6
negatif, non-proliferatif (Ki67 negatif) kiiciik bir bolimiinde pozitiftir. Ayrica T
hiicrelerinin  kiigiikk bir bolimii ve CD30 pozitif perifolikiiler hiicrelerin biiyiik
cogunlugunda da pozitif saptanir. Mum-1/IRF-4 lenfoplazmasitik  lenfoma/
immunositomada gii¢lii sekilde eksprese edilirken, DBBHL, primer efiizyon lenfoma,
MM’de yaklagik %75 oraninda eksprese edilir (46).

Myc ile Bcl-2 birlikteligi Double-Hit Lenfoma (DHL) olarak isimlendirilerek,
DBBHL ve BL arasinda B hiicreli lenfomalar olarak tanimlanmistir. DHL’lerde daha nadir
olmakla birlikte myc ile birlikte bcl-6 pozitifligi veya siklin D1 pozitifligide izlenmektedir.
Myc, bcl-2 ve bcl-6 birlikteligi ise Triple hit lenfomalar (THL) olarak adlandirilmaktadir
(39-42).

Diger DBBHL alt tipleri arasinda ise T hiicre /histiositten zengin DBBHL, MSS’
nin primer DBBHL’s1, primer kutan6z DBHHL, bacak tipi DBBHL, yagliligin EBV pozitif
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DBBHL’s1 yer almaktadir. Ozel bir alt tipe veya hastaliga ait olmayanlar ise; DBBHL,
bagka tiirlii adlandirilamayan grup adi altinda toplanmistir (1, 43).

2.1.6.4. Evreleme

1971°de HL igin gelistirilen Ann Arbor evreleme sistemi kullanimi bu konudaki ilk
evreleme yaklagimidir (44). Bu evreleme sisteminde tiimoriin yerlesim yeri, sayisi ve
sistemik semptomlarin varligr dikkate alinmustir. Hastalifin yayginlik derecesine gore
hastalar erken evre (evre I-1l) ve ileri evre (evre IlI-1V) olarak degerlendirilmislerdir
(Tablo 4). Evreleme sirasinda hastalarin detayli fizik muayenelerinin yapilmasi; laboratuar
tetkiklerinin ve hastalarin Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performansinin
degerlendirilmesi, kemik iligi biyopsisi yapilmasi, alinan doku 6rneklemesinde prognoz
hakkinda o6n bilgi edinme amagli bcl-2/myc birlikteliginin degerlendirilmesi, MSS
tutulumu agisindan lumbal ponksiyon ve MR ve/veya PET/BT tetkikleri gerekmektedir.

Tablo 4. Ann Arbor evreleme sistemi

Evre | Bir lenf nodu bolgesinde veya lenfoid yapida tutulum

Evre Il Diafragmanin ayni tarafinda iki ya da daha fazla lenf nodu bélgesi tutulumu
Evre 111 Diafragmanin her iki tarafinda lenf nodu bdlgesi tutulumu
111 1 Subdiyafragmatik tutulum dalak, halak hilus, ¢6lyak veya portal nodlarla sinirli

111 2 Subdiyafragmatik tutulum Il 1 deki tutuluma ilave paraaortik, iliak veya mezenterik nod
tutulumu

Evre 1V Lenf nodu boélgesi tutulumu eslik etsin ya da etmesin bir veya daha fazla, diffiiz veya yaygin
ekstranodal organ veya bolge tutulumu

A Semptom yok

B Evreleme islemi 6ncesi 6 ayda viicut agirliginin %10’ undan fazla kilo kayb1
Agiklanamayan devamli ve tekrarlayici > 38C ates, Gece terlemesi

E Kemik iligi ve karaciger harig, ekstralenfatik dokunun tutulumu

S Dalak tutulumu

Kitlesel (bulky) hastalik: En biiyilk ¢ap1 10 cm’nin iizerinde olan kitle varligi veya on-arka akciger
grafisinde torakal 5-6 intervertebral disk diizeyinde hesaplanan en uzun transvers transtorasik ¢apin
1/3’1inii agan mediastinal kitle mevcudiyeti

2.1.6.5. Ekstranodal Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Klinik

NHL’lerin en sik goriilen alt tipi olan DBBHL’de diger NHL alt tiplerine gore

ekstranodal tutulum daha sik goriilmektedir (27, 29) Ekstranodal tutulumda olarak en sik
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gastrointestinal sistem etkilenmekte olup, testis, tiroid, tiikriikk bezleri, tonsiller, deri,
karaciger, meme, nazal kavite, paranazal sinus ve MSS diger sik etkilenen organlar
arasindadir (13, 27, 47). Ekstranodal tutulumun yaklasik %?20-30’unu olusturan
gastrointestinal tutulumda genellikle bulanti, kusma, karin agrisi1 ve dispepsi gibi spesifik
olmayan semptomlar goriilmektedir. Gastrointestinal tutulumda en sik tutulum yeri
midedir, bunu sirasiyla ince barsak ve kalin barsaklar izlemektedir (27). DBBHL’de primer
karaciger tutulumu olduk¢a nadirdir. Karaciger tutulumunda olgularda genelde tek veya
multiple kitle gériinlimii izlenir, diffiiz infiltrasyon ve tutuluma bagli karaciger yetersizligi
ise olduke¢a nadir olarak goriilmektedir (47). Karaciger tutulumunda siklikla infiltrasyona
bagli serum alkalen fosfataz (ALP) ve gamma glutamil transpeptidaz (GGT) artist
goriilmekle birlikte belirgin transaminaz artist izlenmez. Paranazal siniis tutulumu sik
rastlanan ekstranodal tutulum alanlarindan biridir. Frontal, maksiller, etmoid siniis
tutulumuna da rastlanabilir ve klinikte agri, yiizde sislik, epistaksis, solunum yolu
obstriiksiyonu ve rinoreye yol agabilirler. Paranazal siniis tutulumu olan olgularda MSS
yayilimi daha sik goriilmektedir (48). Bas agrisi, konfiizyon, hemiparezi, nobetler ve kafa
c¢ifti tutulumu hastaligin norolojik bulgularini olusturmaktadir. MSS tutulumu &zellikle
AIDS ve organ nakli nedeniyle immiinsupresif tedavi alan bagisiklig1 baskilanmis kisilerde
goriilmektedir. Nazofarengeal, testikiiler ve intraokiiler tutulum ve yaygin kemik iligi
tutulumu olan olgularda MSS tutulum riski de artmaktadir (13, 49, 50, 51). Cilt tutulumu
en ¢ok primer kutandz T-hiicreli NHL’de goriilirken B-hiicreli NHL’lerin de %?20
kadarinda gozlenmektedir ve tutulan bolgede nodiil olusumu tipiktir (52). Bulanik gérme,
gorme kaybi gibi belirtiler gosteren intraokiiler tutulum ile birlikte ekstraokiiler tutulum
olarak goz kapagi, konjonktiva, derin lakrimal bezler ve retrobulber bolgenin tutulumu da
goriilebilmektedir (53). Daha az rastlanan diger belirtiler hastaligin olagan disi
yerlesimlerine baglidir. Kemik agris1 kemik iligi tutulumu olmaksizin kemiklerin tutuldugu
primer kemik lenfomasinda sik goriilmektedir (54). Genito-iiriner tutulum {reter
tikaniklig1, renal-testikiiler-ovaryal kitleler seklinde goriilebilmektedir. Meme tutulumu
olduk¢a nadir olup, yash kadinlarda ise genelde tek tarafli kitle seklinde goriiliir (55).
Akciger tutulumunda nefes darligi, gogiis agrisi, oksiiriik gibi sikayetler saptanir ve %5
oraninda vena kava superior sendromu (VKSS) gelisebilmektedir (56). Aritmi, kalp blogu,
kalp yetmezligi ve perikardiyal efiizyon ile kendini gosteren kalp tutulumu oldukca
nadirdir ve daha ¢ok bagisikligir baskilanmis hastalarda goriilmektedir (57). Lenfomalar

bazen metabolik ve endokrinolojik belirtilere de neden olabilmekte, hiperkalsemi, hiper
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veya hipoglisemi, uygunsuz ADH sendromu ve cesitli elektrolit dengesizliklerine yol

acabilmektedir.

2.1.6.6. Prognostik Faktorler

NHL’lerde prognozu etkileyebilecek klinik, laboratuar, biyolojik ve genetik bir¢ok
faktor tanimlanmis ve 1993 yilinda prognozu degerlendirmede farkli klinikopatolojik ve
laboratuar parametrelerinin multivaryant analizi kullanilarak International Prognostic
Index (IPI) olarak belirtilmis uluslararasi bir skorlama sistemi Onerilmistir. Bu skorlama
sistemi giinlimiizde klinisyenler tarafindan en yaygin olarak kullanilan sistemlerdendir. IPI
skoru; yas, serum LDH diizeyi, ECOG performans durumu, Ann Arbor evresi ve
ekstranodal tutulum varligi kriterlerine gore degerlendirilmektedir. Her bir faktor O veya 1
puan ile degerlendirilmekte olup 0-1 puan arasi diisiik risk, 2 puan diisiik-orta risk, 3 puan
orta-yiiksek risk ve 4-5 puan yiiksek risk grubu olarak tanimlanmaktadir (Tablo 5). Revize
edilmis IPI skorlamasinda (R-IPI) ise sadece prognostik gruplar farklilik gdstermektedir.
R-IPI skorlamasina gore risk skoru 0 olan hastalar ¢ok iyi; 1 ve 2 olanlar iyi; 3,4 ve 5
olanlar ise kotii prognostik grup olarak siiflandirilmiglardir. Cok iyi prognostik gruptaki
hastalarda uzun donem progresyonsuz sagkalim %90 oraninda goriilmekte olup, R-CHOP
(Rituksimab, Siklofosfamid, Vinkristin, Doksorubusin, Prednizolon) tedavisi ile yiiksek
sagkalim oranlarina sahiptirler. Skorlama sistemleri disinda, Ann Arbor evresine gore ileri
evre hastalik mevcudiyeti, yiiksek proliferasyon indeksi, bcl-2 ekspresyonunun varligi,
immunoblastik ve plazmoblastik morfoloji, p53 overekspresyonu, bcl-6 gen yeniden
diizenlenmesinin yoklugu, GMBH-dis1 kokenli olmasi (2), ABH benzeri ekspresyonun
varligi, eslik eden kemik iligi tutulumu olmasi, myc yeniden diizenlenmesinin varhigi koti

prognostik faktor olarak saptanmustir (3, 43, 58).
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Tablo 5. International Prognostic Index Skoru (IPI SKORU)

Prognostik Faktorler (Herbiri 1 Puan)
Yas >60

Serum LDH Yiiksekligi

Diisiitk ECOG Performans Statusu
Yiiksek Evre( 111-1V)

>1 Ekstranodal Tutulum

Risk Grubu (Standart IPI): 0-1: Diisiik Risk
2 : Diisiik-Orta Risk

3 : Orta-Yiiksek Risk

4-5:Yiksek Risk

Risk Grubu ( R- IP1): 0: Cok fyi
1-2: 1yi;
3-4-5: Koti

2.1.6.7. Immunfenotipik Ozellikleri ve Prognoza Etkileri

DBBHL’ler immunofenotipik olarak CD19, CD20, CD22, BSAP/PAXS5 ve CD79a
gibi B hiicre belirleyicilerini ve %75 oraninda yiizey immunglobulinlerini eksprese
etmektedirler (21, 58). Bazi vakalarda bu antijenlerin bir ya da birden fazlasi
saptanamayabilir. Ozellikle tekrarlayan lenfomas: olan veya Rituximab (anti- CD20
antikoru) tedavisi alan hastalarda CD20 ekspresyon kaybi goriilebilmektedir. DBBHL ‘nin
Ozellikle nadir goriilen anaplastik varyantinda ise CD30 ekspresyonu izlenmektedir (21).
CD10 yaklasik %30-50 olguda, bcl-6 ekspresyonu %60-90 olguda, CD5 ekspresyonu %10
olguda goriilebilir (21). Bcel-2 vakalarin %75’ inde eksprese edilirken, CD138 ekspresyonu
olduk¢a nadirdir (21, 59). Normalde T hiicrelerinde ve miyeloid kdkenli hiicrelerde
eksprese edilen CD43 ekspresyonu DBBHL’de yaklasik %20 — 40 arasinda saptanirken,
MCL’den transforme vakalarda bcl-1 ekspresyonu, KLL/SLL’den transforme vakalarda ise
CD23 ekspresyonu izlenmektedir (60, 61).

DBBHL’de gesitli genetik anormallikler ve translokasyon, delesyon, duplikasyon
ve diger tanimlanmamis karyotip anormallikleri ile karsilasilabilmektedir (58, 62). Bu
anormallikler hastaligin gelisimi ve prognozunu etkileyebilmektedir. Kromozom
translokasyonlar1 vakalarin yaklasik %50’ sinde, kromozom dengesizlikleri ise yaklasik %
70’inde goriilmektedir. En sik karsilagilan anormallikler ise bcl-6, bcl-2 ve myc gen
ekspresyonunda artis ile birliktedir (58).
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CD10 ve bcl-6 GMBH’li DBBHL ile iliskili olup iyi prognoz gostergesi iken, IRF-
4/Mum-1 ekspresyonu ABH’li DBBHL ile iligkili olup k&tii prognozun gostergesidir (13,
38).

Bcl-6 geni 3. kromozomda yer almakta germinal merkez hiicrelerinde eksprese
edilmekte ve germinal merkez hiicrelerinin reaksiyonunda onemli rol oynamaktadir.
DBBHL’ de asir1 ekspresyonu matiirasyon duraklamasi ve proliferasyona yol agmaktadir.
(21, 63). Bcl-2 geni ise 18. kromozomda yer alan apoptoza engel olarak B hiicre sag
kalimini saglayan bir protoonkogendir ve kemoterapi direnci ile iligkilidir. Normalde bcl-2
ekspresyonu apopitozun B hiicre negatif seleksiyonunda onemli rol oynamaktadir.
DBBHL’de bcl-2 ekspresyonunda artis olmasi olumsuz prognozu gosterir (21, 63). Bcl-2
deregulasyonu, DBBHL vakalarinin yaklasik %28’inde t(14;18) ile birliktedir. Ancak,
DBBHL vakalarin yaklagik %350’ sinde t(14;18)’den bagimsiz bcl-2 asir1 ekspresyonu
saptanabilmektedir (13). Myc; 62-kDa agirhiginda, hiicre siklusu progresyonunu
saglayacak bazi genleri aktive ederken (Siklin D1, D2 ve CDK4 gibi) ayn1 zamanda bazi
inhibitor proteinleri (p21CIP1 ve p27KIP1) de inhibe eden, farkli yolaklardan apoptozisi
aktive eden bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir. BL’de goriilmekle beraber DBBHL
olgularinin yaklasik %15’ inde bulunmaktadir. Genelde t(8;14) varliginda izlenmektedir
(21). Myc yeniden diizenlenmesi daha sik olarak ekstranodal tutulumlu DBBHL veya HIV
pozitif hastalarda goriilmektedir ve genellikle agresif klinik gidis ile iliskili bulunmaktadir.

Bcl-2 ve myc birlikteliginin oldugu DHL’ ler agresif tiimorler olup, tani aninda
genellikle ileri evrededirler. Kemik iligi, periferik kan ve MSS tutulumunun sik olarak
gozlendigi bu lenfoma alt tipinin agresif davranisi tiimorlerin proliferatif (myc) ve anti-
apoptotik (bcl-2) onkoproteinleri ayn1 anda eksprese etmesi ile agiklanabilmektedir (4).

Tiimor siipresor gen olan p53 mutasyonu DBBHL’ de sik goriilmemekle beraber
varligi kotii prognozu gostermektedir (21). DBBHL hiicrelerinde interferon ve diger
sitokin sinyaline yanit olarak gen ekspresyonu regiilasyonunda énemli rol oynayan Mum-
1/IRF-4 ekspresyonu siktir olarak saptanmaktadir (%51-75). Normalde B hiicre
farklilagmasinin son asamasinda eksprese olan Mum-1/IRF-4 immiinoblastik varyant ve
primer nodal prezentasyon ile iligkilidir (21).

DBBHL’de prognozu etkileyebilen ¢ok sayida kromozom dengesizligi
tamimlanmustir; 1, 5, 7q 12, 14. kromozom dengesizlikleri kotii prognozla iliskili iken, 3p
1yi prognoz ile iligkilidir. Xq, 7q, 12 p, 6, 9 gibi kromozamal dengesizlikler ise prognoz

tizerine anlaml etkiye sahip degildirler (62). Yiiksek cogalma hizini belirlemede kullanilan
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Ki 67 antijeninin yliksek bulunmasi (>%60), DBBHL olgularinda sagkalimi kisaltan
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (64). Ayrica malign tiimor hiicrelerinde immiin
tanima mekanizmalarinin kayb1 (HLA-DR) tiimdr hiicresine kars1 siipresor ve sitotoksik T
lenfosit yanitini bozmakta, malign hiicrenin immiin sistemin koruyucu mekanizmasindan

kagisina olanak saglamakta ve bu 6zellik prognoza da olumsuz yansimaktadir.

2.1.6.8. Tedavi

Lenfoma tedavisinde 1894 yillarinda Fowler solusyonu, 1943’de nitrojen mustard,
1949°da kortikosteroidler ve folik asit antagonistleri kullanilmistir. 1963 yilinda vinkristin
kesfi ile kombine olarak vinkristin, nitrojen mustard, metotreksat ve prednizolon gibi
ajanlar denenmis, 1976 yilinda ise ilk kez kombine olarak CHOP kemoterapi protokolii
uygulamaya girmis ve sonrasinda standart tedavi rejimi olarak kullanilmaya baslanmistir
(65). Ancak hastalarin %30’ unda CHOP tedavisine refrakterlik ve tedavi bitiminden kisa
bir siire sonra relaps gozlendiginden, yeni tedavi gerekliligi dogmus ve doz yogunlugu
arttirllmis modifiye CHOP rejimleri denenmeye baslanmistir. Yapilan ¢alismalarda CHOP
modifikasyonu olan ACVBP’nin (Adriamisin, Siklofosfamid, Vindesin, Bleomisin,
Prednizolon) CHOP rejimine istiin oldugu gosterilmis ancak bu tedavi ile hematolojik
toksisitenin de arttigi saptanmistir (42). Alman High Grade Non-Hodgkin Lenfoma Grubu
(DSHNHL) ise CHOEP (CHOP +Etoposit) rejiminin LDH diizeyi normal olan hastalarda
CHOP rejimine iistiin oldugunu gostermislerdir (66). Tedaviye CD20’ye karsi gelistirilmis
kimerik bir monoklonal antikor olan Rituksimab ilavesi ile tedavi yanitlari ve sagkalim
oranlarmin arttigmin gosterilmesi sonrasinda 3 kiir R-CHOP + tutulu alana radyoterapi
(RT); risk faktorii ve bulky hastaligi olan hastalarda ise 6-8 kiir R-CHOP =+ tutulu alan RT
altin standart tedavi olarak kullanilmaktadir (67-69).

Testis tutulumu olan hastalarda diger testis ve MSS metastazi sik oldugundan MSS
profilaksisi ile skrotal RT gerekmektedir. MSS tutulumu olan hastalarda ise R-CHOP
tedavisi beyin dokusuna geciste yetersiz kalacagindan yiliksek doz metotreksat igceren
tedavilerin kullanilmas1 gerekmektedir (70).

Niiks veya refrakter DBBHL hastalarina, biiylik 6l¢iide proliferatif olan DBBHL ile
BL o6zelliklerine sahip lenfomalara, DHL’lere ve myc pozitif varyantlara R-CHOP ile
basarisizlik orani yiiksek oldugu i¢in; R-Hyper CVAD/MA (Rituksimab, Hiperfraksiyone

Siklofosfamid, Vinkristin, Doksorubusin, Deksametazon, Metotreksat ve Sitarabin), R-ICE
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(Rituksimab, Ifosfamid, Karboplatin, Etoposit), R-EPOCH (Rituksimab, Etoposit,
Prednizolon, Vinkristin, Siklofosfamid, Doksorubusin), CODOX-M/IVAC (Rituksimab,
Siklofosfamid, Vinkristin, Doksorubusin, Metotreksat, Ifosfamid, Etoposit, Sitarabin) gibi
kemoterapi rejimleri kullanilabilmektedir. Yine bu hasta gruplarina otolog kok hiicre

transplantasyonunun faydali olacagi kanitlanmustir (70).



3. GEREC VE YONTEM

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim dalinda 2008-2013
yillart arasinda ekstranodal DBBHL tanisi alan 31 hasta ¢alismaya alindi. Diisiik dereceli B
hiicreli lenfomadan transforme olan ve HIV pozitif olan olgular ¢alismaya dahil edilmedi.
Hasta izleminde kullanilan dosyalar retrospektiv olarak incelendi ve hastalarin tani yasi,
cinsiyeti, ekstranodal tutulum alanlari, hastalik evresi, risk grubu, histopatolojik tanisi, IPI
skorlari, tan1 anindaki LDH diizeyleri, kemik iligi tutulumu ve B semptomlar1 varligi,
almis olduklar tedaviler saptanarak progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalim siireleri
belirlendi. Tiim hastalarin patolojik dokularinda immiinhistokimyasal olarak bcl-6, bcl-2,
myc, CD10, Mum-1 ve molekiiler olarak bcl-2 ve myc ekspresyonlari degerlendirildi.
Aliman sonuglara gore morfolojik subgruplar belirlenerek bu subgruplarin sagkalima
etkilerinin olup olmadig: arastirildi. Molekiiler olarak Polimerize Zincir Reaksiyonu ile
(PCR) bcl-2 ve myc birlikteligi tespit edilen DHL vakalarinin prognozlari, prognozlarina

etkili olabilecek ek parametreler, bu vakalarin morfolojik varyantlarla iliskileri belirlendi.

3.1. immiinhistokimyasal Analiz

Caligmaya dahil edilen 31 parafine gémiilii doku 6rneginin tamaminda bel-6 Ab-2
Monoclonal Antibody (BL6.02;same asPG-B6p, Thermo Scientific, MS-1114-R7, USA),
bcl-2 A1 Monoclonal Antibody (ab24502, Abcam, UK), myc Ab-2 Monoclonal Antibody
(9E10.3, Thermo Scientific, MS-139P0, USA), CD10 (56C6, Leica, NCL-CD10-270) ve
Mum-1 protein Monoclonal Antibody (Mum-1p, Dako, m7259, Denmark) ile immiinhisto
kimyasal boyama yapildi. Boyama islemi i¢in pozitif sarjli lam iizerine 4 p’luk doku kesiti
alinarak doku, parafinden ayrilmasi i¢in 60 °C’lik etiivde 60 dakika ve ti¢ farkli xylene
icinde 5’er dakika bekletildi. Deparafinizasyon islemi sonunda ti¢ farkli %96’lik alkol,
cesme suyu ve distile suda 1’er dakika bekletilerek boyama oOncesi genel hidratasyon

saglandi. Yine boyamaya baslamadan 6nce 1/10 diliie EDTA Buffer (pH:8) igeren kapta
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yaklasik 60 dakika bekletilen dokuda antijenitenin agiga ¢ikarilmasi saglandi. Boyama
islemi nemli ortamda kapali kutu icerisinde yapildi ve soliisyonlar, doku iizerini 6rtecek
sekilde damlatildi. Oncelikle lam hidrojen peroksidazda (%3 akdz) 10 dakika bekletilerek
endojen peroksidaz aktivitesi onlendi. Ardindan distile suda 30 saniye, fosfat buffer salinde
(PBS, pH:7.4) 3 dakika (lama 3 kez sikilir) bekletildi ve ultra V block soliisyonunda 5
dakika tutularak zemin boyanmasi gibi nonspesifik baglanma reaksiyonlar1 6nlendi. Daha
sonra lam {izerine primer antikor damlatildi ve 1 saat inkiibasyona birakilarak antikor
baglanmas1 saglandi. Primer antikordan sonra sirasiyla PBS 3 dakika, LINK 20 dakika,
PBS 3 dakika, streptavidin 20 dakika, PBS 3 dakika, kromojen, AEC 1-5 dakika bekletildi.
Akan c¢esme suyunda 30 saniye yikandiktan sonra hematoksilen boyast 1 dakika
uygulanarak kontras boyanma saglandi. Akan ¢esme suyunda 1 dakika ve distile suda 30
saniye yikanan lam iizerindeki kesitler havada kurutulduktan sonra akdz kapama maddesi 4
damla damlatilarak lamel ile kapatildi ve 151k almayan ortamda muhafaza edildi. Takiben
hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenerek boyanma dereceleri yari kantitativ bir
yontemle degerlendirildi. Pozitif boyanan timor hiicrelerinin tiim tiimor dokusuna orani
belirlendi. Timor hiicrelerinin %30’dan fazlasi1 boyanmissa pozitif, boyanan timor
hiicrelerinin oran1 %30’dan az ise negatif olarak kabul edildi. Pozitif ve negatif sonuclara
gore Hans algoritmasi kullanilarak vakalarin morfolojik olarak GMBH, GMBH-dis1
seklinde smiflamast yapildi. Ayrica myc ve bcl-2 birlikteligi tespit edilen vakalar DHL
olarak belirlendi.

3.2. Polimerize Zincir Reaksiyonu

Her hastanin parafine gomiilii doku bloklarindan 5’er adet 5 mikron kalinliginda
kesitler PCR calisilmak {izere eppendorf tiiplerine alindi. Eppendorf tiipleri icerisinde
bulunan doku kesitlerinden ilk asamada RNA elde etmek amaciyla QIAGEN Rneasy FFPE
kiti kullanildi. Caligma oncesinde kit icerisinde bulunan buffer RPE iizerine 44 ml etanol
(%96-100) eklenip karistirildi, ayrica DNase 1 {izerine tiipiin kapagini agmadan enjektor
yardimiyla 550 pl RNase free su eklenip karistirildi. Hazirlanan soliisyonlar -20 °C’de
saklandi. Calismada kullanilacak doku kesitleri tizerine 1 ml ksilen konularak 2 dk santrifiije
edildi ve siipernatant atildi. Ardindan 1 ml %96’lik alkol eklendi ve 2 dk santrifiije edilip
stipernatant atildi. Kalan pellet oda 1sisinda 10 dk ya da 37 %C’de 5 dk bekletilerek kurutuldu.
Kurutma islemi sonrasinda 240 pl PKD ve 10 pl proteinaz K eklenerek vortekse konuldu.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/TechPCR.shtml
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Daha sonra 56 °C’de 15 dk ardindan 80 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda buz tizerinde 3 dk bekletilen eppendorf tiipleri 13.500 rpm’de 15 dk santrifii
edildi. Santrifiij sonrasi kalan pellete dokunmadan siipernatant kisim almarak yeni eppendorf
tiipiine konuldu ve tizerine 25 pl DNase Booster ve 10 pul DNase I eklendi. Olusan karisim
vortexlendikten sonra 15 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 500 pl
RBC buffer eklenip vortekslendikten sonra 1200 pl etanol (%100) eklendi ve yeniden
vortekslendi. Olusan karigimdan 700 pl alind1 ve RNeasy minElute spin kolona aktarildi. Bir
dk 10 000 rpm’de santrifiij edildi ve toplama tiipiindeki s1v1 dokiildii. Eppendorf tiiplerindeki
tiim s1vi kolondan gegene kadar ayni islem tekrarlandi. Daha sonra kolon {izerine 500 pl
buffer RPE eklendi ve 15 sn 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Ardindan toplama tiipti dokiildii.
Kolon tizerine 500 pul buffer RPE eklendi ve 2 dk 10 000 rpm’de santifiije edildikten sonra
kolonlar temiz bir toplama tiiptine aktarildi. Tiip agz1 acik olarak 5 dk en yiiksek devirde
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolonlar eppendorf tiiplerine aktarildi ve {izerine 25 pl
RNase-free su eklendi. Bir dk bekletildikten sonra en yiiksek devirde 1 dk santifiije edildi.
Elde edilen RNA -20 °C’ye alind..

Elde edilen RNA’dan cDNA sentezinde RT? HT First Strand kit (96)-330411
kullanildi. islem sirasinda kullanilacak GE2 (genomik DNA eliminasyon buffer) ve BC4
(RT master mix) soliisyonlar1 -20 OC’den ¢ikarilarak buz iizerinde eritildi. Her bir érnek
icin 0,2 ml’lik PCR tiiplerine 6 pl GE2 ¢6zeltisi eklendi. Tiipe 8 ul RNA 6rnegi konuldu.
Tiipler santrifiij edilip thermo cycle’de 37 °C’de 5 dk bekletildi. Daha sonra thermo
cycle’dan alman tiip icerisine 6 ul BC4 ¢ozeltisinden eklendi ve pipetlenerek karistirildi ve
santrifiij edildi. Sirastyla 42 °C’de 15 dk, 95 °C’de 5 dk ve 4 °C’de bekleme protokolii
takip edilerek reverse transkripsiyon islemi saglandi ve sonrasinda buz iizerine alinan
ornekten cDNA preamplifikasyon asamasina gecildi. cDNA preamplifikasyon agsamasinda
RT?PreAMP cDNA Synthesis-3304551 kiti kullanildi. Bcl-2 ve myc genleriyle birlikte bir
kontrol geni (GAPDH) calisilacagindan ii¢ gen icin ayr1 RT? qPCR primer assaylerden
40’ar pl (toplam 120ul) 880 pl nuclease-free su ile karistirildi ve 1000 pl’lik primer
havuzu olusturuldu. Daha sonra elde edilen bu RT? q¢ PCR Primer Assay karisimindan
alman 7,5 pl kit icerisinde bulunan RT? PreAMP PCR Mastermix’ten alman 12,5 pl ile
karigitirildi ve 20 pl’lik karisim elde edildi. Bu 20 pl’lik karisim PCR tiipiine alind1 ve
cDNA sentez protokoliiyle elde edilen cDNA ‘dan 5ul bu karisima ilave edildi. Karisim
thermo cycle’da 1 siklus 10 dk 95 °C’da (HotStart DNA Taq Polimeraz bu asamada
aktiflesir), 8 siklus sirasiyla 15 sn 95 °C’de ve 2 dk 60 °C’de, en son olarak 4 °C’de
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bekletilerek amplifiye edildi. Karisim thermal cycle’dan alindiktan sonra yine kit igerisinde
bulunan Side Reaction Reducer’dan 2 pl eklendi ve 37 °C’de 15 dk sonrasinda 95 °C’de 5
dk bekletildi. Real-time PCR asamasina gegilmeden en son 27 pl olan ¢ozeltiye 28 pl su
ilave edildi. Real-time PCR asamasinda PCR tiipiinde kit icerisinde bulunan RT? SYBR
Green Mastermix’ten (12,5 ul), RTZqPCR Primer Assay’den (1 pl), daha onceki
reaksiyonlarda elde edilen cDNA' dan (1 pl) ve RNase-free sudan (10,5 pl) olusan 25
ul’lik bir karisim elde edildi. Soliisyonlarin iyice karigmasi i¢in 1000 g’de 1 dk santrifiij
edildi. Daha sonra real-time cycler icerisinde 1 siklus 10 dk 95 °C’de (HotStart DNA Taq
Polimeraz aktivasyonu gerceklesir), 40 siklus sirasiyla 15 sn 95°C’de ve 1 dk 60 °C’de
(floresans veri toplama asamas1) protokolii uygulandi. Islem sonucunda her gen igin bir Ct
(threshold cycle) degeri elde edildi. Orijinal gen ekspresyon degeri ile Ct arasinda bir ters
orantisal iligski bulundugundan ilgili her gen i¢in orijinal ekspresyon diizeyi (L) 2" olarak
ifade edildi. Bir kontrol genine gore ilgili genin ekspresyon diizeyinin normalizasyonu iKi
genin ekspresyon diizeylerinin oranlanmasiyla bulundu. Gen ekspresyonunun kath
degisiminin (fold change) saptanmasi icin ilgili genin ekspresyon diizeyinin
normalizasyonu kontrol drnegine oranlandi. Fold-regiilasyon biyolojik olarak anlamli kat
degisimlerini ifade etmekte kullanildi. Fold-change degeri >1 ise up-regiilasyon ya da
pozitiflik, <1 olmas1 durumu ise down regiilasyon ya da negatiflik olarak kabul edildi. Bcl-

2 ve myc pozitifliginin birlikte oldugu vakalar DHL olarak kabul edildi.
3.3. Istatistiksel Yontem

Verilerin analizi SPSS for Windows 13.0 paket programinda yapildi. Hastalarin
DHL mevcudiyeti immunhistokimyasal ve PCR sonuclarina gore ayr1 ayr1 degerlendirildi.
DHL tespit edilen ve GMBH, GMBH-dis1 varyantlara sahip hastalar belirlendi. Kaplan
Meier yontemi ile sagkalim analizleri yapildi. DHL tanimlamasinda kullanilan myc ve bcl-
2 genlerinin tespitinde immunhistokimyasal ve PCR yontemlerinin spesifite ve
sensitiviteleri degerlendirildi. Bu degerlendirmelerde kategorik veriler arasindaki 6l¢iimle
belirlenenlerin karsilastirilmasinda Ki-Kare testi, 6l¢iimsel verilerin karsilastirilmasinda
veriler normal dagilima uyuyorsa Student’s Testi, uymuyorsa Mann-Whitney-U testi
kullanildi. P < 0.01 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. PCR yo6ntemi ile
saptanan myc translokasyonu ve bcl-2 ekspresyonu arasindaki iliskiyi degerlendirmede

Pearson korelasyon analizi kullanildi.



4. BULGULAR

Calismaya almman 31 hastanin 17°si (%54.8) kadin, 14’1 (%45.2) erkek olup
ortalama yas 57 olarak bulundu. 50 yas ve tlizerinde 22 hasta (%70.9), 50 yas altinda ise 9

hasta (%29.1) mevcuttu.

Calismada yer alan hastalarin primer tutulum alanlarina bakildiginda; 8 hastanin
mide ve 3 hastanin ise kolonundan alinan 6rneklerden tan1 konmus olup gastrointestinal

sistem tutulumunun daha sik (%35.5) oldugu, bu siklig1 ikinci sirada tonsil tutulumunun

(%12.9) takip ettigi gozlendi.

Tiim gruba ait olan genel demografik 6zellikler Tablo 6’ da gdsterilmektedir.

Tablo 6. Hastalarin demografik 6zellikleri

Demografik Ozellik N (31) %
Yas Gruplan

<50 Yas 9 29.1
>50 Yas 22 70.9
Cinsiyet

Erkek 14 45.2
Kadin 17 54.8
Primer Tutulum Alani

Gastrointestinal Sistem 11 36.6
Tonsil 4 12.9
Digerleri (Beyin, Testis, Cilt, Kemik, Over, Bobrek, Kemik) 14 45.1

Vakalarin tiimiinde ekstranodal tutulum diffiiz ve dissemine oldugundan evreleri

evre IV olarak kabul edildi. IPI skoru; 4 hastada 2 (%12.9), 27 hastada 3 ve tizeri (%87.1)

olarak bulundu (Tablo 7).
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Tablo 7. IPI skoruna gore hasta sayilari

IPI skoru N (31) %
0-1 - -
2 4 12.9
3 18 66.6
4 9 20.5

Hastalarda kemik iligi tutulumu mevcut olmayip, 10 tanesinde (%32.3) tan1 aninda
B semptomlarinin mevcuttu.

Hastalarin tan1 aninda tam kan sayimlarindan tespit edilen ortalama I6kosit sayist
7700/ul (3000-12800/ul), hemoglobin degeri 12.3 g/dl (9.7-15.3 g/dl), trombosit sayisi
318387/ul (155000-474000/pul), monosit sayist 700/ul (200-2500/ul) ve lenfosit sayisi
1700/ul (700-4300/ul); ortalama LDH diizeyi 440 U/L (178-922 U/L), sedimantasyon hizi
41 (4-120), CRP seviyesi 3.23 mg/dl (0.1-45 mg/dl) olarak bulundu.

Immunhistokimyasal yontemle bcl-2 ekspresyonunun 7 (%22.6) hastada, myc
eksresyonunun ise 2 (%6.5) hastada pozitif oldugu, buna karsilik PCR’la bcl-2’nin 6
(%19.4) hastada, myc’nin ise 21 (%67.7) hastada eksprese oldugu izlendi.
Immunhistokimyasal olarak bcl-2 ve myc’nin birlikte ekspresse edildigi 1 hasta
saptanirken, PCR ile 6 hastada (9%19.35) bcl-2 ve myc birlikte ekspresyonu gozlendi.
(Tablo 8).

Tablo 8. Bcl-2 / Myc ekspresyon birlikteligi hasta sayilar

Bcl-2 / Myc (+) Bcl-2 / Myc (-)
Immunhistokimyasal yontemle 1 30
PCR yontemiyle 6 25

PCR’nin bcl-2 ekspresyonunu saptanmadaki sensitivitesi %33.3, spesifisitesi ise

%80, myc ekspresyonu saptamadaki sensitivitesi %95, spesifisitesi ise %90.9 idi (Tablo 9).
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Tablo 9. PCR yonteminin spesifite ve sensitivitesi

Myc Bcl-2
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Iimmunhistokimyasal 2 29 7 24
PCR 21 10 6 25
PCR PCR
Spesifite: %90.9 Spesifite: %80
Sensitivite: %95 Sensitivite: %33.3

Immunhistokimyasal yontemle tespit edilen bcl-2 ekspresyonun gdzlendigi
vakalarindan 2 tanesinin (%33.3) PCR yontemi ile saptanan DHL’1i gruba dahilken, myc
ekspresyonun gozlendigi vakalarin ise 1 tanesinin (%16.7) PCR yontemi ile saptanan gruba

dahil oldugu gozlendi (Sekil 2, 3).

Sekil 2. immunhistokimyasal boyama ile Bcl-2 ekspresyonu



Sekil 3. Immun histokimyasal boyama ile Myc ekspresyonu
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DHL tespit edilen bu 6 vakanin 4’ i (%66.7) kadin, 2’ si (%33.3) erkek cinsiyette

olup bu cinsiyet dagiliminda sayisal dstiinliik diginda istatistiksel anlamli farklilik

saptanmadi. IPI skorlamasinda tiim hastalarin IPI skorunun 3’iin iistiinde oldugu gozlendi.

Hastalarin yarisinda bagvuru aninda B semptomlar1 mevcut olmasina ragmen istatistiksel

olarak anlamli degildi (Tablo 10).

Tablo 10. DHL hastalarinin genel 6zellikleri

DHL N (6) % P
Cinsiyet AD
Kadin 4 66.7
Erkek 33.3
IPI Skoru AD
<3
>3 6 100
B Semptomu AD
Var 3 50
Yok 3 50

AD: Anlaml1 degil
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PCR ile saptanan 6 DHL’li hastanin 3 aylik genel sagkalimi %50, DHL olmayan
grupta %88; DHL’ 11 hastalarin 6 aylik genel sagkalim orani1 %16 iken, DHL olmayan
hastalarda %76 olup istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001), (Sekil 4), (Tablo 11).

1,0 - DHpcr

a
11
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L —1-censored
0,87 |
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0,0

Ll T L T 1
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Genel Sagkalim

Sekil 4. DHL hastalarinin genel sagkalimi

DHL hastalariin 3 ve 6 aylik progresyonsuz sagkalim siiresine bakildiginda ise 3
aylik progresyonsuz sagkalimin DHL’li hastalarda %50.6, 6 aylik progresyonsuz
sagkalimin ise %33 oldugu gozlenirken, DHL olmayan hastalarda 3 aylik progresyonsuz
sagkalim %@88.6, 6 aylik progresyonsuz sagkalim ise %76 olarak saptanmis olup,

istatististiksel olarak anlamliyd1 (p<0.001), (Sekil 5), (Tablo 11).
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Sekil 5. DHL hastalarinin progresyonsuz sagkalimi

Tablo 11. DHL hastalarinin genel ve progresyonsuz sagkalimi

DHL + DHL - P
% %
3 Aylik Genel Sag Kalim 50 88
6 Ayhik Genel Sag Kalim 16 76 <0.001
3 Aylik Progresyonsuz Sagkalim 50.6 88.6
6 Aylik Progresyonsuz Sagkalim 33 76 <0.001
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Ayni zamanda, DHL’li hastalarda PCR ile bakilan MYC ve BCL-2 titrelerindeki

yiiksekliginde istatistiksel olarak korelasyon gosterdigi izlendi (r: 0.45, p<0.01), (Tablo

12).

Tablo 12. Myc ve Bcl-2 PCR korelasyon analizi

Myc PCR  Bcl-2 PCR

Myc PCR PearsonCorrelation 1 0,363

Sig. 0,45

N 31
31

Bcl-2 PCR Pearson Correlation 0,363 1

Sig. 0,45

N 31 31




29

Hans algoritmasi kullanilarak histopatolojik olarak 21 hasta (%67.7) GMBH-dis,
10 hasta (%32.3) GMBH olarak tanimlanmig olup (Sekil 6, 7), iki grup arasinda cinsiyet,
evre, IPI skoru, B semptomlart varlifi, progresyonsuz ve genel sagkalimlari

degerlendirildiginde anlamli fark olmadigi saptandi (Tablo 13, 14), (Sekil 8, 9).

Sekil 7. Immunhistokimyasal boyama ile Bcl-6 ve Mum-1 pozitif GMBH-dis1 varyant



Tablo 13. GMBH / GMBH-dis1t DBBHL hastalarinin genel 6zellikleri

GMBH (N:10)  GMBH-dis1 (N:21) P

Cinsiyet AD
Kadin 6 11

Erkek 4 10

IPI Skoru AD
<3 3 13

>3 7 20

B Semptom AD
Var 4 6

Yok 6 15

AD: Anlaml degil

Tablo 14. GMBH / GMBH-dis1t DBBHL hastalarinin genel ve progresyonsuz sagkalimi

GMBH % GMBH-dis1 % P
3 aylik genel sag kalim 70 85 AD
6 ayhk genel sag kahm 45 71 AD
3 aylik progresyonsuz sagkalim 78 85 AD
6 ayhk progresyonsuz sagkalim 59 71 AD
AD: Anlaml degil
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Sekil 8. GMBH / GMBH-dis1 DBBHL hastalarinin genel sagkalimi
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Sekil 9. GMBH / GMBH-dis1 DBBHL hastalarinin progresyonsuz sagkalimi

DHL vakalarinin histopatolojik altgruplaria bakildiginda vakalarin 5’inin GMBH-
dis;, 1’inin GMBH orjinli oldugu tanimlamig olup istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (p>0.01), (Tablo 15). Histopatolojik alt gruplarn DHL vakalarinda

prognozunda etkili olmadig1 gézlendi.

Tablo 15. DHL hastalarinin histopatolojik gruplara gére dagilimi

DHL (N:6) P
GMBH 1 AD
GMBH-dis1 5 AD
AD: Anlamli degil




5. TARTISMA

Klinik ve histopatolojik agidan oldukga heterojen bir lenfoma grubu olan DBBHL
NHL’lerin en sik goriilen tipini olusturmaktadir. Hastalarin yaklagik 1/3’tinde bir veya
birden fazla ekstranodal tutulumun olmasina karsin nodal tutulum izlenmemekte olup bu
durum ekstranodal hastalik olarak tanimlanmaktadir. Molekiiler ¢alismalarda nodal ve
ekstranodal hastaliklarin genetik olarak farkli kokenden kaynaklandiginin saptanmasi
tizerine, nodal ve ekstranodal lenfomalarin farkli biyolojik ve klinik o6zelliklere sahip
oldugu diisiiniilmeye baslanmistir (71). Moller MB ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada,
ekstranodal ve nodal DBBHL’lerin klinik o&zelliklerinin farkli oldugu belirtilerek
ekstranodal tutulum ile seyreden hastalarin daha yash ve performansinin diisiik olmasina
karsin tiimor yiiklerinin daha diisiik oldugu izlenmis ve ekstranodal tutulumlu evre IV
hastalarin yasam stirelerinin nodal tutulum ile seyreden diisiik evredeki hastalara gore daha
uzun oldugu saptanmistir (29).

Farkl1 6zelliklere sahip olmasina karsin nodal lenfomalarda oldugu gibi ekstranodal
lenfomalarda da prognozu belirlemede IPI skoru kullanilmaktadir. Ancak IPI skorlama
sistemi prognozu belirlemede yetersiz kaldigindan, hastalarin gen ekspresyon profilleri
genel sagkalim ve tedavi cevaplarmi degerlendirmede kullanilmaya baslanmistir. Bu
amagla immiinhistokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilarak hastalar GMBH ve
GMBH-dis1 olarak ayrilmig ve bu farkli iki histopatolojik tipin hastalarin prognozunu
etkiledigi saptanmustir.

Hans CP ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada CD10 ve/veya CD10, Bcl-6 (+) ve
Bcl-6 (+), CD10, Mum-1 (-) olan GMBH-DBBHL’li hastalarda 5 yillik sagkalim oranini
%76, CD10, Bcl-6 (-) veya Bcl-6, Mum-1(+) GMBH-dis1 DBBHL’li hastalarda ise %34
olarak bulunmus ve sensitive GMBH ig¢in %70, GMBH-dis1 igin %87 olarak
tanimlanmistir (38). Benzer bir ¢alismada ise 5 yillik genel sagkalim GMBH-DBBHL’de
%68, GMBH-dis1 DBBHL’de ise %24.7 olarak bulunmus ve GMBH-DBBHL nin daha iyi
prognoza sahip oldugu belirtilmistir (72). Barrans SL ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir
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calismada da GMBH-DBBHL nin genel sagkalimlarinin daha iyi oldugu izlenmistir (73).
Buna karsilik, Jorge D.C ve arkadaslart GMBH-dist DBBHL’li hastalarin genel ve
progresyonsuz sagkalim oranlarinin GMBH-DBBHL’ye daha daha kisa olmakla birlikte
multivaryant survey analizlerinde benzer sonuglar saglanamadigini gostermislerdir (74).
Bir¢ok calismada benzer sonuglar elde edilmesi sonrasinda, Bret C ve arkadaslar1 gen
ekspresyon profili farkliliklarinin CHOP veya R-CHOP ile tedavi edilen hastalarda IPT’den
bagimsiz bir prognostik faktoér oldugunu, ancak IPI ve gen ekspresyon profil birlikteliginin
daha giiglii bir prognostik siniflama olabilecegini belirtilmislerdir (75).

Bizde ¢alismamizda, ekstranodal DBBHL hastalarda IPI skoru ve hastalik evresinin
genel ve progresyonsuz sagkalima etkisinin olmadigini saptadik. Ayn1 zamanda GMBH-
DBBHL ve GMBH-disi DBBHL’ler arasinda da genel ve progresyonsuz sagkalim
acisindan farklilik izlenmiyordu. Yapilan ¢alismalarda GMBH-disit DBBHL’li hastalarda
niikleer faktor-kappa B (NF-kB) hedef genlerinin yogun olarak bulundugu ve Rituximab’in
NF-kB’yi baskiladigi gosterilmistir (76). Fu K ve arkadaslari kemoterapi protokollerine
Rituximab eklenmesinin GMBH ve GMBH-dis1 DBBHL’li hastalarin yasam siirelerinde
izlenen farkliligi diizelttigini gostermislerdir (77). Li Y ve arkadaslar1 da GMBH-dis1
DBBHL’li hastalarda R-CEOP tedavisi ile 5 yillik sagkalim oranlarnin CEOP tedavisi
alanlara gore daha yiiksek oldugunu, GMBH -DBBHL hastalarda ise iki tedavi protokolii
arasinda ortalama sagkalim ac¢isindan fark olmadigini belirtmiglerdir (78). Bizim
calismamizda da tiim hastalarin tedavisinde CHOP tedavi protokolii birlikte Rituximab
kullanildi. Dolayisiyla GMBH ve GMBH-dis1 DBBHL’li hastalarda total ve progresyonsuz
yagsam siirelerinin farkli olmamasi, bize tedavide Rituximab kullaniminin etkili oldugunu
telkin etmekteydi.

Bcl-2 ve myc geni yeniden diizenlenmesinin birlikte oldugu NHL’ler daha hizl
seyirli ve ileri evrede olup, kemik iligi ile MSS tutulumu siklikla izlenmektedir. Carlo V.
ve arkadaglar1 327 DBBHL’li hastada saptadiklari 8 DHL’li olguda R-CHOP tedavisi
sonrast ortalama 12. ayda relaps gelistigini ve dolayisiyla DHL lerin daha kotli prognoza
sahip olduklarini belirtmislerdir (79). DHL goriilme sikligin1 ve prognozunu degerlendiren
bircok calismada da benzer sekilde DHL’nin daha kotii prognoza sahip oldugu ve
dolayisiyla hastalarin yasam siirelerinin daha kisa oldugu tanimlanmistir (41, 80, 81).
Ulkemizden Akyiirek ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise, 239 DBBHL’I1
olguda saptanan 6 DHL hastasinin prognozlarmin daha kotii ve ortalama sagkalim

stirelerinin 9 ay oldugu belirtilmistir (82). Ayrica Tomita N ve arkadaslarinin yapmis



34

oldugu bir ¢alismada bu gruptaki hastalarin standart R-CHOP tedavisi ya da kemik iligi
transplantasyonunu da igeren tedavilere iyi sonu¢ vermedigini bildirmislerdir (4). Bizim
calismamizda da saptadigimiz 6 DHL’li hastada 3 aylik genel ve progresyonsuz
sagkalimlar1 sirasiyla %50-%50.6 iken, DHL olmayan grupta ise %88-%88.6 olarak
bulundu. 6 aylik genel sagkalim ve progresyunsuz sagkalim orani sirasiyla %16 ve %33
iken, DHL olmayan hastalarda bu oran %76-%76 idi. Sonug olarak, tiim hastalar R-CHOP
tedavisi almasina ragmen DHL’li hastalarda genel ve progresyonsuz sagkalim siireleri kisa
olmast bize DHL’in biyolojik davranisinin farkli olabilecegini ve tedaviye Rituximab
eklenmesinin de tedavi basarisini artiramadigini gostermekteydi.

Yapilan ¢aligmalarda DHL’1i hastalarin IPI skorlarinin yiiksek oldugu gézlenmistir.
Daniel J ve arkadaglarinin ¢alismasinda 17 DHL hastasinda %94 oraninda LDH ytiksekligi
saptanmis olup, vakalarin 14 i evre 4, 10 hastanin IPI skorlamasi 3 ve iizeri olarak
belirlenmigstir. Bu g¢alismada 9 vakada kemik iligi tutulumu ve ekstranodal tutulum
izlenirken ve 7 hastada B semptomlart mevcut oldugu goriilmiistiir. DHL’li hastalarda
LDH diizeyi ve kemik iligi tutulumu anlamli olarak yiiksek olarak saptanmistir (83). Bir
baska caligmada ise 29 DHL’li hastanin 16’sinda B semptomlar1 varligi, 22’sinde yiiksek
IPI skoru ve 21’inde ileri evre 4 hastalik izlenmistir (84). Ancak bizim c¢aligmamizda
hastalik evresi, LDH diizeyi, IPI skoru benzer olmasina karsin DHL’li hastalarin genel ve
progresyonsuz yasam siiresinin kisa olmasi, DHL iligkili verilerin nodal ve ekstranodal
DBBHLlerin birlikte degerlendirildigi calismalardan farkli olarak sadece ekstranodal
DBBHL’lerin degerlendirilmesine bagli olabilir. Literatiirde ilk kez sadece ekstranodal
DBBHL’leri igeren bu ¢aligmada prognostik faktdrlerden bagimsiz olarak DHL lerin kisa
yasam stresiyle birlikte olmasi, DHL lerin klinik 6zelliklerinin farkli oldugunu gostermesi
acisindan oldukg¢a 6nem arzetmekteydi.

Caligmamizda, ekstranodal DHL’li hastalarin histopatolojik degerlendirmesinde
GMBH veya GMBH-dis1 DBBHL varligi genel ve progresyonsuz sagkalim iizerine etki
gostermiyordu. Literatiire baktigimizda bu konuda farkli veriler oldugunu gérmekteyiz.
Shimin HU ve Kobayashi T ile arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢aligmalarda hastalar
GMBH/ GMBH-dis1 olarak ayrildiginda yasam siireleri degismezken, DHL’l1 hastalarda
GMBH-dis1 kaynakli hastalik varligi kotii prognozla iligkilendirilmistir. Buna karsililk
Perry AM ve arkadaglarinin yaptigr c¢alismada ise DHL’li hastalarda GMBH hiicre
varliginin kotii prognoza neden oldugu gozlenmistir (85, 86, 101). Bizim ¢alismamizda ise

ekstranodal DBBHL koken aldigi doku bolgesinden bagimsiz olarak DHL 6zelligi
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varliginda kotii prognoz ile birlikteydi. Bu durum bize DHL’nin prognozu gostermede
bagimsiz bir faktor oldugunu gostermekteydi. Ayrica, calismamizda DHL’yi gostermede
immiinhistokimyasal tetkiklere gore molekiiler yontemlerin daha sensitif ve spesifik
oldugu gozlemlendi. Immiinhistokimyasal olarak 1 hastada DHL saptanirken, molekiiler
yontemle 6 hastada DHL oldugu saptandi. Molekiiler yontemin bcl-2 ekspresyonunu
saptanmadaki sensitivitesinin  %33.3, spesifisitesinin ise %80, myc ekspresyonu
saptamadaki sensitivitesinin %95, spesifisitesinin ise %90.9 oldugu tespit edildi. Ayni
zamanda bcl-2/myc ekspresyon artiglarinin korelasyon gosterdigi izlendi. Bu durum bize
immiinhistokimyasal olarak DHL olarak tanimlanamayan hastalarin molekiiler yontemlerle
tanimlanabilecegini ve tanimlanan hastalarinda prognozunun daha ké&ti oldugunu
gosteriyordu. Nitekim yapilan ¢alismalarda da molekiiler yontemlerin daha hassas oldugu,
ancak immiinhistokimyasal tetkikler gibi tarama testi olarak kullaniminin zor olabilecegi
belirtilmektedir. Gelecekte standartlarinin gelistirilmesi ile daha genis klinik kullanimin
olanagi bulacag diisiiniilmektedir (88, 89).

Sonu¢ olarak, ekstranodal DBBHL’li hastalarda DHL varliginin genel ve
progresyonsuz yasam siiresinde azalmaya neden olan bagimsiz bir risk faktorii oldugu ve

hastalarin tedavisinin planlanmasinda 6nemli olabilecegi kanatine varildi.



6. SONUC

Ekstranodal DBBHL’li hastalarda immiinhistokimyasal ve molekiiler yontemlerle
(PCR) saptanan DHL varligimin genel ve progresyonsuz sagkalima etkisinin
degerlendirildigi ¢alismada:

e Immunhistokimyasal yontemle bcl-2 ekspresyonu 7 (%22.6) hastada, myc

ekspresyonunu ise 2 (%6.5) hastada izlendi.

e PCRile bcl-2 6 (%19.4) hastada, myc ise 21 (%67.7) hastada saptandi.

e Immiinhistokimyasal yontemle 1 hastada, PCR ile 6 hastada DHL tespit edildi.

e PCR’nin bel-2 ekspresyonunu saptanmadaki sensitivitesi %33.3, spesifisitesi ise
%80, myc ekspresyonu saptamadaki sensitivitesi %95, spesifisitesi ise %90.9
idi. Molekiiler yontemin immunhistokimyasal yonteme gore daha sensitif ve
spesifik oldugu gozlendi.

e DHL’li hastalarda PCR ile bakilan myc ve bcl-2 titrelerindeki yiiksekligin
korelasyon gosterdigi izlendi.

e DHL hastalarinin 3 ve 6 aylik genel sagkalim oranlari sirasiyla %50- %16 iken,
DHL olmayan hastalarin sirasiyla %88-%76 bulundu. 3 ve 6 aylk
progresyonsuz sagkalim siiresine bakildiginda DHL’li hastalarda sirasiyla
9%50.6-%33, DHL olmayan hastalarda ise sirasiyla %88-%76 olarak saptandi.
DHL hastalarda genel ve progresyonsuz sagkalim belirgin olarak kisaydi.

e GMBH ve GMBH-dis1 ekstranodal DBBHL’li hastalarda evre, IPI skoru,
progresyonsuz ve genel sagkalim farkli degildi.

e DHL’li hastalarda histopatolojik alt gruplarin DHL prognozunu etkilemedigi

izlendi.



7. OZET

Ekstranodal Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma’lh Hastalarda Bcl-2 ve Myc
Birlikteliginin Tedavi Yamiti1 ve Prognoza Etkisi

Amag: NHL nin en yaygin alt tipini olusturan DBBHL, hastaligin seyrini etkileyen
immiinfenotipik, sitogenetik ve morfolojik farkliliklar gdstermektedir. DBBHL koken
aldigi hiicrelerin gen ekspresyonlarina gore GMBH, GMBH -dis1 ve tip 3 olmak iizere ii¢
farkli histopatolojik alt gruba ayrilmaktadir. Hastaligin histopatolojik alt tipleri hastalarin
prognozunu etkilemekle birlikte, DHL olarak adlandirilan myc ve bcl-2 gen ekspresyon
birlikteligi kotli prognozla iligkilendirilmistir. Bu ¢alismada, ekstranodal DBBHL’l1
hastalarda immiinhistokimyasal ve molekiiler yontemlerle saptanan DHL’nin genel ve
progresyonsuz sagkalima etkisinin aragtirilmasi planlandi.

Materyal Metod: Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim dalinda 2008-2013 yillar1 arasinda ekstranodal DBBHL tanisi alan 31
hasta dahil edildi. Diisiik dereceli B hiicreli lenfoma’dan transforme olan ve HIV pozitif
olan olgular ¢alismaya alinmadi. Hasta bilgileri retrospektif olarak incelendi ve hastalarin
tan1 yasi, cinsiyeti, ekstranodal tutulum alanlari, hastalik evresi, risk grubu, histopatolojik
tanisi, IP1 skoru, tan1 anindaki LDH diizeyi, kemik iligi tutulumu ve B semptomlar1 varligi,
almis olduklar1 tedaviler degerlendirilerek progresyonsuz ve genel sagkalim siireleri
tanimlandi. Tiim hastalarin patolojik dokularinda, immiinhistokimyasal boyamayla bcl-6,
bcl-2, myc, CD10, Mum-1 ve molekiiler olarak PCR yontemi ile bcl-2 ve myc
ekspresyonlar1 degerlendirildi.

Bulgular: Calismaya alinan 31 ekstranodal DBBHL hastasinin 17’si kadin, 14’0
erkek olup ortalama yas 57 idi. Immunhistokimyasal ydntemle bcl-2 ve myc birlikteliginin
oldugu 1 DHL saptanirken, molekiiler analiz ile 6 hastada DHL izlendi. PCR’nin bcl-2
ekspresyonunu saptanmadaki sensitivitesi %33.3, spesifisitesi %80, myc ekspresyonu
saptamadaki sensitivitesi %95, spesifisitesi %90.9 olup, myc ve bcl-2 titrelerindeki
yiikseklik arasinda da korelasyon mevcuttu. DHL’li hastalarnin 3 ve 6 aylik genel
sagkalim oranlan sirasiyla %50- %16 iken, DHL olmayan hastalarda sirasiyla %88-%76

bulundu. 3 ve 6 aylik progresyonsuz sagkalim siirelerine bakildiginda DHL’1i hastalarda
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strastyla %50.6-%33, DHL olmayan hastalarda ise sirasiyla %88-%76 olarak saptandi.
DHL’1i hastalarda genel ve progresyonsuz sagkalim GMBH, GMBH -dis1 histopatolojik
tiplerden bagimsiz olarak kisa bulundu (p<0.05, p<0.001).

Sonug olarak, ekstranodal DBBHL’li hastalarda DHL varliginin genel ve
progresyonsuz yasam siiresinde kisalmaya neden olan bagimsiz bir etki gosterdigi, DHL yi
tanimlamada molekiiler yontemin immiinhistokimyasal degerlendirmeye gore daha
spesifik ve sensitiv oldugu, dolayisiyla hastalarin tedavisinin planlanmasinda &nemli

olabilecegi kanatine varildi.



8. SUMMARY

Effects of Concurrent Expression of Myc and Bcl-2 on the Treatment and Prognosis
in Extranodal Diffuse Large B Cell Lymphoma

Objective: DLBCL is the most common subtype of NHL and has been divided into
three different hystopathological subtypes according to the gene expression of its precursor
cells: GMBH, non-GMBH and type 3. The combined expression of myc and bcl-2, known
as DHL, has been associated with poor prognosis. We aimed to investigate the effects of
immunohistochemical and molecular presence of DHL (combined expression of myc and
bcl-2) on overall and progression-free survival rates of patients with extranodal diffuse
large B cell lymphoma (DLBCL).

Material & Methods: A total of 31 patients (17 female, 14 male; mean age 57
years) with diagnosis of extranodal DLBCL were included into the study (patients in the
2008-2013 period, Karadeniz Teknik University Medical School). Patients transforming
from low grade B cell lymphoma, and patients with HIV positivity were not included. In a
retrospective manner, patient characteristics were noted (age at diagnosis, sex, sites of
extranodal involvement, stage, high-risk group, histopathological diagnosis, IP1 score,
LDH level at diagnosis, bone marrow involvement, and treatment modalities).
Histopathological specimens underwent immunohistochemical (bcl-6, bcl-2, myc, CD10,
Mum-1) and molecular (bcl-2 and myc, by means of PCR) analysis.

Findings: DHL was observed immunohistochemically in only one patient, while
molecular studies found 6 cases. Three-month overall survival rates were 50% and 88% in
DHL positive and negative groups, respectively. Six-month overall survival rates were
16% and 76% in DHL positive and negative groups, respectively. Progression-free 3-
month survival rates were 51% and 88% in DHL positive and negative groups,
respectively. Progression-free 6-month survival rates were 33% and 76% in DHL positive
and negative groups, respectively. No relations with histopathological type of the disease
were noted.

We conclude that DHL presence in patients with extranodal DLBCL was an

independent factor leading to shortened overall or progression-free survival.
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