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GiRiS

Hodgkin Lenfoma (HL) tim malignitelerin %0,6’sin1, lenfomalarin ise
%10’unu olugturmaktadir. HL hem klinik hem de histolojik 6zellikleri
bakimindan diger malignitelerden farkli olup tumor zeminindeki inflamatuar
hlcreler yogun, neoplastik hicreler (Reed-Sternberg ya da Hodgkin hicresi)
ise az sayida bulunmaktadir. Neoplastik hicreler ¢ok sayida kemokin ve
sitokin Ureterek bu ¢evresel ortami duzenler. CD4 T lenfositler hiicre
populasyonunun buyuk kismini olustururlar. Bunun yani sira eozindfiller,
mast hicreleri ve makrofajlar da bu gevresel ortamda bulunmaktadir. Son
zamanlarda follikuler lenfoma ve klasik Hodgkin lenfoma (KHL) gibi
hematolojik malignitelerde bu ¢evresel ortamin tumaor progresyonunda ve
prognozda 6nemli bir faktor oldugu dusunulmektedir. KHL’da &zellikle
makrofaj infiltrasyonunun yogunlugunun prognostik roltne iligkin, gen
ekspresyon profil analizi ya da immunohistokimyasal yontemlerle calismalar
yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin bazilarinda makrofaj yogunlugunun
artmasinin sagkalimi azalttigi gosterilirken, bir kisminda da sagkalima etkisi
olmadigi belirtiimektedir. Buna ek olarak baska ¢aligmalarda da tumor-iligkin
makrofaj yogunlugunun neoplastik hiicrelerdeki EBV (+)’ligi ile korele oldugu
saptanmistir.

Hodgkin lenfomada prognozu belirmede klinik ve biyokimyasal verilerin
yer aldigi Uluslararasi Prognostik Skor (IPS) kullaniimaktadir. Ancak buna ek
olarak son yillarda KHL’da timor-iliskin makrofaj yogunlugunun
saptanmasinin ve EBV (+)'ligi ile iliskisinin gosterilmesinin, prognozu 6n
gormek yani sira hedefe yonelik tedavi acisindan da buyuk yarar
saglayabileceg@i dusunulmektedir.

Bu calismada KHL olgularinda CD68 ve CD163 ile timdr-iliskin makrofa;j
yogunlugunu saptamak ve bunun neoplastik hucrelerdeki latent EBV
enfeksiyonu ve sagkalim suresiyle olasi iligkilerini ortaya ¢ikarmak; bu
bulgularin esliginde patoloji raporlarinda makrofaj yogunlugunun

vurgulanmasinin gerekliligini arastirmak ve ek olarak da bahsedilen



degiskenlerin Uluslararasi Prognostik Skor (IPS), Avrupa Kanser Arastirma
ve Tedavi Organizasyonu (EORTC) skoru ve klinikopatolojik parametreler ile

iligskisinin olup olmadigini agiga ¢gikarmak amaclanmistir.



GENEL BILGILER

Hodgkin Lenfoma:

Tarihge:

HL en iyi tedavi edilebilen kanserlerden biridir ve adini doktor Thomas
Hodgkin’den almaktadir. 1832’de Thomas Hodgkin, otopsi olgulariyla
hastaligin bulgularini tanimlamistir (1). 1865’de hastalik Sir Samuel Wilks
tarafindan Hodgkin hastaligi olarak adlandiriimigtir (2).1872 ve 1878’de
Langhans ve Greenfield tarafindan hastaligin histolojik 6zellikleri
tanimlanmigtir. 1898’de Carl Sternberg ve 1902’de Dorothy Reed, Hodgkin
hastaligi tanisina esas olan dev hucrelerin sitolojik 6zelliklerini
tanimlamiglardir. Bu dev hucreler Reed-Sternberg (RS) hicreleri olarak
adlandinlmigtir. HL’nin infeksiy6z bir hastalik mi yoksa malign bir hastalik mi
olduguna yonelik tartismalar uzun yillar sirmustir (3).1960’larda sitolojik
calismalarda RS hucrelerinin andploid ve klonal oldugu gdsterilmesiyle
malign oldugu kanitlanmistir (4). 1999'da Cossmann ve meslektaslari
genomik analizlerle R-S hcrelerinin germinal merkez B lenfositlerinden

koken aldigini gostermislerdir (5).

Epidemiyoloji:

HL, tum malignitelerin %0,6’ sini, lenfomalarin ise %10’unu
olusturmaktadir (6). Amerika Birlesik Devletlerinde ve Bati Avrupa’da HL,
geng yetiskinlerdeki en sik kanserlerden biridir (7) ve yilda yaslari 15-35 yas
arasinda olan 100.000 kisiden 3,5-5’inde gortlmektedir (8). Japonya’da HL
insidansi yaklasik olarak 3 kat daha diisuktir (9). Ulkemizde ise HL tim
kanser olgularinin %71’ini, tim lenfoma olgularinin ise %30’unu olusturdugu
tahmin edilmektedir (10). HL insidasindaki cografik degisimler bu hastaligin
gelisimine gevresel ve enfeksiydz ajanlarin katki sagladigi distincesini
desteklemektedir (11).Ekonomik olarak gelismis Ulkelerde HL, cocuklarda
nadir iken siklikla geng erigkinlerde gortlmektedir. Gelismemis Ulkelerde



sosyoekonomik duzeyi dusuk populasyonda ise HL insidansi ¢ocuklarda
daha fazladir (12).

HL bimodal bir yas dagilim egrisi gdstermektedir. ilki 10-35 yaslarinda,
ikincisi ise 54 yasindan sonradir (13). HL erkeklerde kadinlara gore biraz
daha fazla gorulmekte olup (6) E/K orani 1.34/1 olarak bildirilmistir (14).
HL’nin noduler sklerozan (NSHL) ve lenfosit zengin (LZHL) histolojik tipleri
daha genclerde ve daha sik kadinlarda gorulmektedir (15). HL'de hayatta
kalma suresi devamli olarak artmakta olup 1976’da 5 yillik sagkalim %78
iken, 1998’de bu oran %94 olmustur (16). Bu mortalite oranindaki azalmanin
asil nedeninin tedavide kaydedilen gelismeler oldugu dusunulmektedir.

HL, edinsel immun yetmezlik sendromlu (AIDS) hastalarda HL gelisme
riski diger insanlara gore 10 kat daha fazladir. Ancak AIDS’li ve transplant
alici hastalarda non-Hodgkin lenfomaya goére ¢ok daha az oranda

gorulmektedir (17).

Etiyoloji:

HL’nin patogenezi hakkinda dnemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ancak HL'ye
yol agan cesitli etiyolojik faktorleri ortaya ¢ikarmaya yonelik ¢ok sayida
kapsamli ¢calismalar yapiilmasina ragmen HL’nin etiyolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir. HL olgularinin ailelerinde ve akrabasi olmayan sosyal
gruplarinda da olgular bildiriimesi genetik ve cesitli cevresel ajanlara yonelik

incelemelere dikkati cekmistir (14,18).

Genetik Faktorler:

Ailesel ve genetik yatkinlik HL etiyolojisinde dnemli bir rol oynamaktadir.
Bireylerin birinci derecede yakin akrabalarinda HL tanisinin bulunmasi
hastaligin gelisme riskini 3 kat arttirmaktadir (19,20). HL'de genetik faktorleri
arastirmaya yonelik yapilan ¢aligmalarda 4. kromozomun kisa kolunda
D4S394 belirleyicisi ile glcly; 2. ve 11. kromozomlar ile de zayif bir baglanti
oldugu gosterilmis ancak yine de spesifik bir gen tanimlanmamistir (21). HLA

tipi ve HL arasindaki iliskiyi arastiran ¢calismalarda belli HLA sinif 1 allellerinin



(A1, B5, B8 ve B18) varhiginin HL sikligini 1,3-1,7 kat arttigi gosterilmigtir
(22).

Cevre:

Cocukluk cagl ve geng erigkin yas grubunda sosyal ¢evre ve Epstein-Barr
virus (EBV) infeksiyonunun HL riskini arttirdigi dustnitlmektedir. Geng
eriskinlerde, yuksek egitim duzeyi ve sosyoekonomik duruma sahip
bireylerde HL gorulme riski 2 kat artmistir (23). Ancak ileri yasta
sosyoekonomik durumun etiyolojide rolt olmadigi dustinulmektedir.

EBV infeksiyonu ve HL birliktegini arastiran ¢alismalarda EBV
infeksiyonunun HL gelisme riskini arttirdigi gosterilmigtir (24,25).

Epstein-Barr Virus:

Herpes ailesinin bir Uyesi olan EBV, median inkibasyon zamanindan (4,1
yil) sonra EBV pozitif HL gelisme riskini 4 kat arttirmaktadir (25). Yapilan
farkh calismalarda HL’de neoplastik hicrelerde in situ hibridizasyon
yontemiyle EBV- encoded RNA (EBER) probuyla olgularda %33-61 arasinda
degisen oranlarda EBV pozitifligi saptanmistir (26-28). Bu farkliliklar cografya
ya da populasyon farkliligindan kaynaklanabilir; bununla birlikte tim
calismalarda mikst sellller histolojik tipte en fazla oldugu, ileri evre ve ileri
yas ile de pozitifligin arttigi belirtilmistir (26,29). Bazi ¢galismalarda belirli
Human Lokosit Antijeni (HLA) sinif | allelerin infeksiyéz mononUkleoz
insidans ve siddetini arttirdidi, yine ayni HLA allellerinin (HLA AO1) EBV
iligkili HL icin risk faktorl oldugunu gdstermislerdir (30,31).

EBV, tim B hucrelerinde eksprese edilen CD21 molekull araciligiyla B
hlcrelerinin icine girer. Bazi viral genler latent olarak infekte olmus
hlcrelerde normal proliferasyon ve sagkalim sinyallerinin dizenini
bozmaktadir. EBV genomu tarafindan kodlanan bir protein olan Latent
Membran Proteini-1 (LMP-1) B hiicrelerinde normalde yardimci T hlcresi
sinyallerinin ana alicisi olan CD40 reseptoru tarafindan aktive edilen bir
sinyal molekuline baglanir ve onu aktivite eder (32). LMP-1,CD40’ taklit
ederek EBV ile infekte B hicrelerinde NF-kB ve JAK/STAT sinyal yolaklarini



aktive eder ve B hucrelerinin sagkalimi ile proliferasyonunu uyarir (33).
Belirtiimesi gereken bir nokta, EBV negatif timdrlerde de NF-kB
aktivasyonunun gosterilmesidir. Bu durum bazi olgularda NF-kB’nin negatif
dizenleyici olan IkB’de edinsel mutasyonlara bagl olarak gorulmektedir (34).
Ayrica LMP-1’in B hucrelerinin sagkaliminda ve seleksiyonunda CD40 gibi rol
oynayan B hucre antijen reseptort (BCR) sinyalinin yerini aldigi ve BCR
yoksun germinal merkez B hucrelerini apoptozdan kurtararak,
olumsuzlestirdigi dugunulmektedir (35). EBV’nin kodladigi EBV Nukleer
Antijeni-1(EBNA-1) prolifere hlicrede episomal EBV genomun replikasyonu
icin gereklidir. EBV DNA’sInin tum tumor hicrelerinde ayni sekilde bulunmasi
infeksiyonun hucresel transformasyondan dnce gergeklestigini
gOstermektedir (36)

Poppema ve arkadaslarinin lenf nodunda immunohistokimyasal yontemle
EBNA'y1 gostermesi EBV ile HL iligkisindeki ilk kanit olmustur (37). Daha
sonralari HL’de EBV, Southern blot analizi ile gosterilmis ve DNA in situ
hibrizasyon yontemi ile de neoplastik hicrelerde EBV nukleik asitinin
bulundugu dogrulanmigtir (38). Son zamanlarda dokuda EBV saptamaya
yonelik EBV LMP-1 i¢in immunohistokimya ve EBER belirlemek igin in situ
hibridizasyon yontemleri kullaniimaktadir (39,40). Klasik Hodgkin lenfomada
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile EBV arastiriimasi énerilmez. Clnku bu
ydntem, enfekte hlcrelerin gorsel olarak taninmasina yani pozitifligin
neoplastik hiicrede ya da kuglk lenfositlerde oldugunun belirlenmesine
olanak vermemektedir. Klasik Hodgkin lenfomada, LMP-1
immunohistokimyasi ile de hemen hemen benzer sonuglar elde edilebiliyor
olsa da; viral latens déneminde bolca eksprese edilen (yaklasik 10°-10’
kopya/ hlcre), translasyona ugramayan kisa RNA molekiilleri olan EBER’in

in situ hibridizasyonu, en sensitif ydntem olarak kabul edilmektedir (41).



immiinsupresyon:

HIV ile infekte hastalarda gorilen HL olgularin tamamina yakini EBV
pozitiftir (42). HIV ile infekte olan ve olmayan HL olgularini EBV pozitifligi
acisindan karsilastiran calismalarda, HIV ile enfekte hastalarin tamaminda
yuksek oranda (%97) EBV pozitifligi saptanirken HIV ile enfekte olmayan HL
olgularinin yaklasik yarisinda dusuk oranda (%30) EBV pozitifligi gdzlenmistir
(43,44) HIV ile infekte hastalarda gorulen HL olgulari genelde tani aninda ileri
evrede olup kotu prognoza sahiptir. Organ transplant alicilarinda beklenen
HL orani % 0,2’dir (45). Post-transplant HL olgularinin da hemen hemen
tumu EBV pozitiftir.

Diger Faktorler:

Primer ya da kazanilmig immun yetmezlIikli ve kronik inflamatuar
hastaliklar gibi immun aracili hastaliklarin HL riskini arttirdigina yonelik
calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda saglikh bireylere gére romatoid
artritli hastalarda HL riskinin 2-5 kat arttigi belirtilmistir (46). Benzer sekilde
sarkoidoz gibi otoimmun hastaligi olan olgularda HL riskinin normal
populasyona gore arttigi 6ne surilmektedir (47). Diyabet hastalarinda ise HL
riskinin azaldig1 bulunmustur (48). Sigara tiketiminin de HL etiyolojisinde rolu
olduguna yonelik yapilan ¢alismalarda fazla miktarda sigara tiketiminin geng
eriskinlerde HL gorulme riskini arttirdigi ortaya konmustur (49). Ancak
bahsedilen bu faktérlerin HL ile dogrudan iligkili oldugunu kanitlayan yeteri

kadar veri bulunmamaktadir.

Hodgkin Lenfomadaki Neoplastik Hiicreler (Hodgkin/Reed-Sternberg

hucreleri):

Hodgkin/Reed-Sternberg hiicrelerinin histopatolojisi:

Diger tumorlerden farkli olarak HL’de non-neoplastik inflamatuar hicreler
cogunluktadir ve tumor hucreleri populasyonun yalnizca %1-3’unu olusturur
(50). HL’nin patognomik 6zelligi RS hicreleridir ve HL tanisi icin RS hlcresi

ya da onun lenfosit predominant (LP) veya lakiner hicre gibi varyantlarindan



biri olmasi gerekmektedir. Ancak RS hucreleri farkli morfolojik 6zellikler
gOsterebilir ve morfolojik olarak benzer hicreler infeksiyd6z monontkleoz,
toksoplazma lenfadeniti gibi bircok benign durumlarda da gérulebilir (51).
Dolayisiyla HL tanisi igin RS hucrelerinin tipik varyantlari dikkate alinmalidir.

RS hucrelerinin; klasik tipi, Hodgkin hucresi, mummifiye hucre, lakliner
hlcre, anaplastik varyant ve LP hicresi olmak tzere farkli tipleri vardir.
BinUkleer RS hucreleri “diagnostik” ya da “baykus gdzu” hicreleri olarak
adlandirilir. Mononukleer RS hucrelerine ise Hodgkin hucresi denilmektedir.
Hodgkin hicrelerinin sitolojik 6zelliklerini RS hucreleri ile ayni olup hucre
kokeni ve fonksiyonlari da RS hucreleri ile benzerdir. Apoptotik RS
hlcrelerine “mumifiye” ya da “zombi” hicreleri de denilmektedir. NSHL
tipinde bulunan karakteristik RS hucresi “lakuner” hucreleridir (52). RS
hdcresinin anaplastik varyanti siklikla HL nin lenfositten fakir tipinde (LFHL)
g6raltr . LP ya da “popcorn” hicreleri ise noduler lenfosit predominant HL’nin
(NLPHL) karakteristik hucreleridir. Sayilan tim neoplastik hicreler ise
Hodgkin/Reed- Stenberg (HRS) hlcreleri olarak adlandirilir.

Hodgkin/Reed Sternberg hucrelerinin kokeni:

HRS hucrelerinin kdkeni yillardir tartigma konusu olmustur. Farkl
zamanlarda bu hucrelerin dendritik hiicrelerden, histiosit/makrofaj
hlcrelerinden ya da aktive T ve B lenfositlerden koken aldi§i distuntlmustar
(53, 54). Daha sonralari PCR analizleri ile RS hiicrelerinde somatik
mutasyonlu Ig zincir gen yeniden dizenlenimin ortaya ¢ikmasiyla HL'deki RS
hlcrelerinin germinal merkez B hlicre kdkenli oldugu gosterilmistir (55).
Normalde matlr B hticreleri yardimci T lenfositler aracihidiyla antijen ile
aktive olduktan sonra germinal merkeze girerler; B hicreleri prolifere olur,
diferansiyasyona ugrar, Ig genleri sinif dontsimu ve somatik hipermutasyon
yoluyla daha da modifiye edilirler. Ig V (dedisken) geninde nokta
mutasyonlari, delesyonlar ve duplikasyon meydana gelir. Cogu mutasyon
hlcrelerin zararina olur ve apoptoza ugrarlar. Sadece artan mutasyona
afinite kazananlar pozitif seleksiyona ugrarlar, segilirler ve plazma hcreleri

ile hafiza B hicreleri olusur. Bu B hticre gelisimi sirasinda, LP hcreleri



mutant pozitif seleksiyona ugramis hicrelerden, HRS hacreleri ise henliz tam
net anlagilamayan antiapoptotik mekanizmalar ya da EBV enfeksiyonu

sonucunda apoptozdan kurtulan hucrelerden geligir (55,56).

Hodgkin/Reed Sternberg hucrelerinde B hiicre fenotipinin kaybi:

HRS hucreleri matir B hucrelerinden koken almasina ragmen bu
hicrelerde B hucreli lenfomalara 6zgu olan B huicre gen ekspresyon
programinda genis ¢apli azalma gosterilmistir (57). HRS hucrelerindeki B
hlcre fenotipindeki kayiba yol agan yeniden programlanmayi baslatan olay
tam olarak bilinmese de bu duruma yardimci farkh faktoérler tanimlamigtir.
HRS hucrelerinde OCT2, PU.1, BOB1 gibi ¢ok sayida B hicre transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonu azalmistir (58, 59). Bunun yani sira HRS
hicrelerinde, 6zellikle T hucre gelisiminde duzenleyici faktor olan NOTCH 1
ve NK hucrelerinin lenfoid prekursor hucrelerinden geligsimini saglayan D2
faktorl basta olmak tzere B hiicre genlerini siprese eden diger
hematopoetik hicre dizilerinin regulatorlerinin aberran ekspresyonu
g6zlenmektedir (60, 61). ID2, 6nemli bir B hicre transkripsiyon faktért olan
E2A’yi inhibe etmektedir (61,62). Eksprese edilen ¢ok sayida transkripsiyon
faktorleri HRS hiicrelerinin fenotipine katkida bulunmaktadir. ilging bicimde
HRS hucrelerindeki distk miktarda da olsa PAX5 ekspresyonu ile B hicre
kimliginin surdurulmesi saglanmaktadir. Bunun yani sira PAX5 aktivitesinin
NOTCHL1 tarafindan inhibe edildigi de duistnulmektedir (63). Normal B
hlcrelerinde yalnizca bir kismi bulunan “polycomb grup ailesi 1 ve 2
kompleksinin” cok sayida 6geleri HRS hicreleri tarafindan eksprese
edilmektedir. Bu kompleks ve diger hematopoetik hicre belirtegleri B hicre
genlerinin down-regllasyonuna katkida bulunmaktadir (64,65). Ancak yine
de HRS hicrelerindeki B hicre fenotip kaybindaki donusturicu olaylar halen
tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte bu kaybin HRS hucrelerinin
apoptoz oncesi germinal merkez B hucrelerinden gelismesi ile baglantili

olabilecegi dustnulmektedir (57).



Hodgkin/Reed Sternberg hiicrelerinde somatik genetik mutasyonlar ve
sinyal yolaklarinin deregiilasyonu:

HRS hucreleri genellikle multipl kromozomal anormallik gosterirler. Klonal
anormallik yani sira kromozomal karasizligi gosteren ¢cok sayida subklonal
aberasyon da icermektedirler (66). Bircok non- Hodgkin B hicreli lenfomanin
Ozelligi olan Ig lokusunu iceren kromozomal translokasyonlar ve buna bagli
onkogenler (BCL1, BCL2, BCL3, BCL6, REL ve MYC gibi) klasik Hogkin
lenfomalarin yaklagik %20’sinde bulunmaktadir (67). HRS hucrelerindeki Ig
lokuslarindaki “genel sessizlegtirme” goz dnune alindiginda; Ig lokuslarindaki
translokasyonlara bagli onkogenlerin mi belirli HRS hucre klonlarinda
bozulmus ekspresyona yol agtigi sorusunu gindeme getirmistir. Ancak
bunun HL’nin gelisiminin erken donemlerinde énemli olabilecegdi ve
kazaniimis ek dénusturicu olaylarin da bulunmasi nedeniyle bu duslnce
desteklenememigtir.

HRS hucrelerini gelisiminde esas rol oynayan bir transkripsiyon faktoru
olan NF-kB’nin patogenezdeki rolinin saptanmasindan sonra bu yolaktaki
degisimlere yol acan gen mutasyonlarinin aragtiriimasi i¢in gesitli caligmalar
yapilmistir. Normalde aktive B lenfositlerinde kisa sureligine olan bu NF-kB
ve JAK/STAT sinyal yolaklarindaki aktivasyon HRS hucrelerinin
patogenezinde temel rol oynamaktadir.

NF-kB, B lenfositlerin gekirdeginde bulunan immunglobulin hafif zincirine
baglanan, immun yanitta yer alan, hlcre proliferasyonuna ve apoptoza
katilan bir transkripsiyon faktoridir. Normalde IkB denen inhibitdr sitoplazmik
protein ailesine bagl halde bulunur. Bu baglanma, NF-kB’nin ¢ekirdege
translokasyonuna ve dolayisiyla DNA’'ya baglanmasini engeller.

Dogal ve alternatif olmak tzere iki farkli NF-kB yoladi tanimlanmistir. HRS
hucreleri ve ¢evredeki hucrelerin etkilesimi ile sinyal aktivasyonu gergeklesir.
Dogal yolakta gelen sinyaller ile IkB, proteolizle yikima ugrar ve NF-kB’nin
serbest kalarak, nikleus igine girmesi saglanmis olur. HL olgularinin yaklasik
%30’'unda NF-kB faktérunu kodlayan REL genomunun amplifikasyonu
bulunmaktadir (68,69).
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HRS hucrelerinin genom kazanimlarindan olan NIK, alternatif NF-xB
yolaginin pozitif regulatorudir (70). NF-kB inhibitort olan IkBa ve IkBe
protein ailesini kodlayan genlerde mutasyon olgularin %10-20’sinde
gorulmektedir (71,72). NF-kB aktivasyonunu inhibe eden A20’yi kodlayan,
tumor supresor gen olan TNFAIP3 geninde mutasyon klasik HL olgularinin
yaklasik %40’ inda gézlenmektedir (73,74). TNFAIP3 geninde mutasyon olan
¢ogu HL olgusunun EBV negatif olmasi A20 inaktivasyonu ile EBV
enfeksiyonunun farkl durumlarda neoplastik hiicre gelisiminde etkili
oldugunu akla getirmektedir (74). HRS hucrelerinde NF-kB aktivasyonunda
rol oynayan BCL3 ile timor supresor gen olan CYLD ve TRAF3 gibi diger
genlerde mutasyon nadir gorulmektedir (70,75,76). Sonugta NF-kB
aktivasyon yolagindaki ¢ok sayidaki genetik mutasyonlar HRS hdcrelerinin
disregulasyonunda rol oynamaktadir. Bu yolakdaki birden fazla faktérin
mutasyonu HRS hdcrelerinin yagsami stirdirmesi ve proliferasyonu igin
gerekli olan gugli NF-kB aktivasyonunu edinmesini saglamaktadir.

HRS hucrelerinde dnemli olan diger bir sinyal yolagi ise JAK/STAT
yolagidir. HRS hicrelerinde IL13 ve IL21 gibi gesitli sitokinler JAK/STAT
sinyal aktivasyonunda rol oynamaktadir (77,78). STAT sinyalini aktive eden
JAK2 fonksiyonu kazanimi HL'nin yaklasik %20’sinde gorulmektedir (79,80)
STAT aktivasyonun ana inhibitéri olan SOCS1 geninde mutasyon klasik HL
olgularinin %40’inda belirtiimigtir (81). Bunlarin disinda HRS hucrelerinde
normal B hucrelerinde eksprese edilmeyen ¢ok sayida tirozin kinaz
reseptorin aberan ekspresyonu ve aktivasyonu saptanmigstir (82).

Sonugta HRS hicrelerinin patogenezinde rol oynayan genetik faktorlerin
yalnizca bir kisminin anlagilmasi bile genetik mutasyonlardaki heterojeniteyi
gOstermeye yetmektedir. Bu yolaklardaki aktivasyonlarin olusumunda HRS
hlcreleri ile gevrede bulunan reaktif hiicreleri arasindaki etkilesimin de roll
oldugu dugunulmektedir. Tum bu 6zelliklerden dolayl giniumuzde HL'de
hedefe yonelik tedavide bu sinyal yolaklarinin ve HRS hcreleri ile diger
reaktif hiicreler arasindaki iletisimin inhibisyonuna yonelik yeni tedavi

stratejileri Uzerinde durulmaktadir.
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Hodgkin/Reed Sternberg hicreleri ile gevresel etkilesim:

HL’de benign inflamatuar hlcreler gogunluktadir ve bu hicreler tim
populasyonun yaklasik %99’unu olusturur. HL'de neoplastik hlcrelerin
cevresinde bulunan reaktif hiicreler HL’nin baslangicinda ve progresyonunda
hassas bir belirtectir. Ortamdaki sellller infiltrat inflamatuar yanita benzer
gorinuimde olup bu CD4 ve CD8 T lenfositler, B lenfositler, notrofiller,
eozinofiller, mast hicreleri, plazma hucreleri ve fibroblastlar HRS hicreleri ile
etkilesim halindedirler. CD4 + yardimci T lenfositler hiicre membraninda
bulunan CD28 ve CD40 ligand ile HRS hucrelerinde bulunan CD80/CD86 ve
CDA40 reseptorune baglanarak aralarinda etkilesim saglar (83,84). CD40
stimilasyonu NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonuna yol agar. CD80 ise T ve
B hicreleri arasindaki sinyal aligverisinde énemli bir yardimci uyarici
faktordur. Diger faktorler ve hucreler arasindaki bu etkilesim HRS hucrelerini
immunolojik ataktan korumaktadir (85). HRS hucreleri cok sayida kemokin ve
sitokin Ureterek bu infiltrati dizenler. Yiksek miktarda CCL17 kemokinini
Ureterek yardimci ve regulatér CD4 T lenfositlerini ortama ¢eker. CCL5
kemokini ile mast hucre ve eozinofilleri ortama ¢eker. Eozinofiller ayrica ILS
ve CCL28 ile de ortama gelir. Bu ortam HRS hacrelerinin proliferasyonuna da
katkida bulunur (86). CD4 T lenfositler KHL’da hlcre populasyonun buylk
kismini olustururlar. Bunlar yardimci ve regulator T lenfositlerdir. Bunlarin da
cogu regulator T lenfositlerdir. Bu hicrelerin ana rolt IL10 Ureterek HRS
hdcrelerini sitotoksik T ve NK hucrelerinden korumaktir (87,88). HRS
hlcreleri de immunsupresif ortama katki saglayan IL10, TGFB , galektin-1
gibi faktorler Uretir (89).
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Hodgkin/Reed Sternberg hicrelerinin immunfenotipi:

HRS hucrelerine yonelik spesifik tek bir belirleyici yoktur. Klasik HL’da
HRS hucrelerinin immunfenotipleri aynidir. HRS hucreleri CD30, CD15,
fascin, CD23, CD4, perforin, TIA-1 ve granzim gibi myeloid, dendritik ya da T
hlcrelerine iliskin gesitli belirleyicileri eksprese ederler. Oysa LCA (CD45)
yani sira CD20, CD79a, CD19 gibi gogu B hucre belirleyicilerini eksprese
etmezler. Ancak bir B hlcre transkripsiyon faktora olan PAX5’in zayif
ekspresyonu bu hlcrelerde her zaman olabilir (90,91). Klasik HL’de B hucre
markerlarinin ekspresyonu nadiren gorulur ve bu olgularin primer mediastinel
B hicreli lenfoma basta olmak tUzere diffuz buyuk B hicreli lenfomalar ile
ayrimi zorlagir (92).

Klasik HL’deki HRS hucrelerinin aksine LP hucreleri B hicre belirteclerini
ve OCT2, PU.1, BOB.1 gibi B hucre transkripsiyon faktorlerini eksprese
ederler (93,94). Ancak bazi NLPHL olgularinda LP htcrelerinin eksprese
ettigi B hucre belirteclerin yogunlugunun azalabildigi akilda tutulmalidir (95-
97). Ozellikle mikst sellller ve lenfositten yoksun subtipleri basta olmak tizere
klasik HL'lerin %30-40’inda HRS hucreleri EBV pozitif iken LP hlcreleri asla

EBYV ile enfekte olmazlar.

Hodgkin lenfomanin histopatolojik siniflandiriimasi:

HL’nin Kklinik ve histolojik 6zellikleri diger malignitelerden farklidir. Non-
Hodgkin lenfoma ve diger malignitelerde malign hlicreler baskindir ve timaor
siniflamasi hicre kdkenine gore yapilir. HL'de ise benign inflamatuar
hicreler cogunluktadir ve timér hicreleri populasyonun %1’inden azini
olusturur. HL siniflandiriimasi da HRS hucrelerinin immunomorfolojik
Ozellikleri yani sira benign inflamatuar infiltrata ve fibrozis varligina gore
yapilmaktadir. Non-Hodgkin lenfomada yillar icinde ¢ok sayida histopatolojik
siniflama yapilmigsken HL’de siniflama yaklasik 50 yildir aynidir (98).

HL’de ilk kullanilan histolojik siniflama 1944’te Jackson ve Parker

tarafindan yapilmigtir. Tablo 1’de gdsterildigi gibi bu siniflamaya gére HL lg¢
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gruba ayrilmaktaydi (99). Bu siniflama, hastaligin gidisatini belirlemede klinik

olarak kullanigh dedgildi. Cunku olgularin neredeyse %90’ni1 klinik ve

morfolojik olarak heterojen granulom alt tipinde yer almaktaydi.

1966’da Lukes ve Butler tarafindan olusturulan siniflamada alti subtip

tanimlanmigtir (100). Morfolojik olarak deskriptif alti subtip iceren bu

siniflamanin kullaniimasi hem klinisyenler hem de patologlar igin zor

oldugundan bu siniflama daha sonra Rye konferansinda basitlestirilmistir.

Yaklasik 30 yil kullanilmis olan bu siniflamada, lenfosit baskin tip mukemmel

prognozu gosterirken lenfositten yoksun tipin daha agresif ve koétu gidisati

gOsterdigi belirtilmistir.

immunfenotipik ézelliklerin belirlenmesiyle lenfositten baskin tipin diger

klasik formlardan farkl oldugu ve farkli bir klinikopatolojik antite olarak kabul

edilmesi gerektigi disunulmustar. Bu fikir 1994°’te uluslar arasi bir

konferansta ele alinmig olup (101) lenfoid neoplazmlarin Avrupa- America

(REAL) siniflamasiyla revize edilmigstir (102). Daha sonra kiguk degisikler

yapilarak en son olusturan Diinya Saglik Orgiitii (DSO) siniflamasi 2008
yilindan beri kullaniimaktadir (103).

Tablo 1: Hodgkin lenfoma siniflamasinin tarihgesi

Jakson ve Parker Lukes ve Butler Rye (1966) REAL/DSO
(1944) (1966) (1994,2001,2008)
Paragraniilom Lenfositik/histiositik Lenfosit baskin Noduler lenfosit
noduler predominant HL
Lenfositik/histiositik Lenfosit baskin Klasik HL
diffiiz -Lenfositten
Granullom Nodiiler sklerozan Nodiler sklerozan zengin
Mikst selltler Mikst sellller -Noduler
Sarkom Diffiiz fibrozis, | Lenfositten yoksun | Sklerozan
retikller -Mikst selltler
-Lenfositten
yoksun

Hodgkin Hastaligi

Hodgkin Lenfoma
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Nodiiler Lenfosit Predominant Hodgkin Lenfoma:

NLPHL, tim HL olgularinin yaklasik %5’ini olusturmaktadir (104).
NLPHL morfolojik, genotipik ve fenotipik 6zelliklerinin yanisira klinik
davranislari yonunden klasik HL histolojik alt tiplerinden farklidir. NLPHL
klasik HL’nin aksine unimodal bir yas dagilimi gostermekte olup en sik 4.
dekatta gorultr (101). NLPHL siklikla lenf nodunu buyuten lokalize bir
hastalik olarak ortaya ¢ikmaktadir. NLPHL en sik servikal olmak uzere
aksiller veya inguinal lenf nodunu tutma egilimindedir. Cogu olgunun tani
aninda evresi | veya Il olup olgularin %20’sinden azi ileri evre hastadir. ileri
evre hastalarda, buyuk B hicreli lenfomaya transformasyon agisindan
dikkatli olunmalidir (105). NLPHL'de B semptomlari nadir olup olgularin
yaklasik %10 kadarinda izlenebilir (106). Hastalik ¢cok yavas bir seyir
goOstermektedir ve son derece olumlu bir prognoza sahiptir. Geg relaps,
yuksek oranda goérilmekle birlikte, genellikle tedaviye iyi yanit vermektedir.
NLPHL, tek bir lenf noduna sinirli oldugu durumlarda, lenf nodu ¢ikarildiktan
sonra ek bir tedavi gerekmeyip “izle ve bekle” yontemiyle hasta takip edilebilir
(101).

NLPHL, neoplastik hucrelerinin KHL gibi germinal merkez B hucre kokenli
olmasi disinda klinik prezantasyonu, immunfenotipik ve morfolojik 6zellikleri,
klinik gidisati ve inflamatuar zemini agisindan KHL’dan oldukga farkhidir. TUm
bu 6zellikler NLPHL’ nin aslinda B hucreli bir non-Hodgkin lenfoma oldugunu
dusundirse de NLPHL ile klasik Hodgkin lenfomanin gen ekspresyon

analizinde iki antitenin yakindan iliskili oldugu da belirtiimektedir (107).

Klasik Hodgkin Lenfomanin Genel 6zellikleri:
Klasik HL, tim HL olgularinin %95’ini olugturmaktadir. Hastalarin cogu

lenfadenopati sikayeti ile doktora basvurmaktadir ve lenf nodlari genellikle
agrisizdir. HL’nin tim formlarinda en sik servikal, supraklavikular ve
mediastinal bolgelerdeki lenf nodlar tutulmaktadir (108). HL’de ekstranodal
tutulum %210-15 oraninda gorulmekte olup en sik tutulum yerleri kemik, kemik

iligi, akciger ve karacigerdir (109). B semptomlari; ates yuksekligi ( birbirini
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izleyen 3 giinde, >38°C), gece terlemesi ve son 6 ayda vicut agirhginin
%10’'undan fazla kilo kaybi ile karakterli olup olgularin yaklasik %40’inda
gorulmektedir (103). IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, fibroblast buylime
faktort, TGF, TNF- a gibi baz sitokinlerin HL'li hastalarda gorulen sistemik
semptomlara neden olduklari dugtunulmektedir. GUinUmuiz tedavi yontemleri

ile klasik tip HL olgularinin %85’inden fazlasinda kur saglamak mimkundur.

Klasik Hodgkin Lenfomanin Histopatolojik Subtipleri:

Nodiler Sklerozan Tip:
Noduler sklerozan (NS) HL, gelismis Ulkelerde klasik HL'in en sik gorulen

alt grubudur ve tim HL olgularinin %40-70’ini olusturmaktadir (110). Geng
kadinlarda en sik gorulen HL tipi olup genellikle mediastinal ya da servikal
lenf nodlarinin ya da her iki bolgenin birlikte tutulumu goérulmektedir (111).
NSHL tipi igin Lukes ve Butler siniflamasindan beri , noduler patern,
kollagen bantlar ve lakiner hicreler olmak tzere Ug¢ 6zellik tanimlanmistir
(100). Bir veya daha fazla kollagendz bant varligi tanimlayicidir. Lakiner
hicreler NSHL icin oldukga karakteristik olup tek tek, kiguk agregatlar ya da
koheziv kimeler (sinsityal varyant) halinde izlenebilir. Lakiner hicre
agregatlari genellikle histiositlerle karisik halde bulunurlar, nekroz igerebilir

ve bazen de granulomatoz bir gorunum sergileyebilirler.

Mikst Selliler Tip:

Mikst selliler (MS) HL, klasik HL olgularinin %20-25’ini olusturmakta olup
gelismemis ulkelerde ve HIV/AIDS’li hastalarda gorulen en sik HL tipidir.
Hastalarin ¢ogu diger HL tiplerinde oldugu gibi erkektir. Ancak bu tipte
bimodal yas dagilimi yoktur ve en sik 37 yasinda gorulmektedir. Olgularin
cogu evre lll ya da evre IV hastalardir (103).

MS tip, lenf nodunun bayuk bir kisminda ya da timtnde diffliz bir tutulum
yapmaktadir. Diagnostik RS hucrelerinin en fazla bulundugu klasik HL tipidir.
Bazi olgularda epiteloid histiositlerin kiiguk granulom yapilari olugturdugu
g6zlenebilir. Hem MS hem de NS subtipte siklikla lenf nodunun interfollikiler

alanlari tutulmaktadir. Bu nedenle interfolliktler alanda histiosit topluluklarinin
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bulunmasi HL agisindan uyarici olmali ve HRS hucreleri igin dikkatli inceleme

yapilmasi gerekmektedir.

Lenfositten Zengin Tip:

Lenfositten zengin tip klasik HL olgularinin yaklasik %5’ini
olusturmaktadir (103). Bu tip klasik HL'nin diger tiplerinden farkli olarak
klinik 6zellikleri bakimindan daha ¢ok NLPHL’ye benzemektedir. Bu
olgularda, NLPHL’de oldugu gibi B semptomlari yoktur ve iri kitleler
gorulmez. Ancak lenfositten zengin KHL’daki niiks orani NLPHL'ye
duguktdr. NLPHL olgularinda multipl niks orani %27 iken bunda %5
civarindadir. Olgularin yaklasik %15’inde mediastinal tutulum gorulmekte
olup hastalarin gogunun evresi dusuktur (evre I/11) (112).

Lenfositten zengin tip KHL'nin histolojik 6zellikleri, kiigUk lenfositlerin
oldukga yogun olmasi, diger inflamatuar hicrelerin az miktarda bulunmasi ve
siklikla noduler biytume paterni gostermesi ile karakterlidir. Nodullerde
nekroz ve fibrozis gdézlenmez. Noduller NLPHL'ye benzer sekilde manson
zonun ekspansiyonu ile olusmaktadir. NLPHL’den ayriminda LP hucreleri

yerine HRS hucrelerinin bulunmasi énemlidir.

Lenfositten Fakir Tip:

Lenfositten fakir tip HL olgularinin %5’inden azini olugturmaktadir (113).
Bu antitenin insidansi gittikge azalmaktadir. Cunku immunohistokimyanin
kullaniimasiyla ¢odu olgunun blyuk hicreli non-Hodgkin lenfoma sinifinda
yer aldigi gorulmastur (114). HL’nin en agresif tipi olup hastalik siklikla ileri
evrede (evre lllI/IV) tani alir. Siklhkla gelismis tlkelerde ve HIV/AIDS'li
hastalarda gortlmektedir (103).

Antite, Lukes ve Butler siniflamasina goére olan retikiler ve diffliz fibrozis
subtiplerini icermektedir (100). Daha sik olan retikuler tip hiperselltler olup
yodun olarak bazilari klasik HRS hicrelerine benzeyen, pleomorfik, buylk
hicrelerden olusur. Oldukca pleomorfik olan bu HRS hicreleri bazen
sarkomatod bir gorinim sergileyebilirler. Lenfosit, eozinofil, histiosit ve plazma

hlcreleri az sayidadir. Nekroz sik gézlenmekte olup fibrozis ve fibriler matriks
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de bulunabilir. Daha az gorulen diffuz fibrozis tipinde ise hiposelluler, amorf

eozinofilik materyal bulunan zeminde daginik fibrozis gdzlenmektedir. Yogun

fibroblast bulunur ve az sayida inflamatuar htcre igermektedir. HRS hucreleri

nadirdir ve nekroz siklikla gorulur.

Hodgkin Lenfomanin Evrelemesi:

HL’de evreleme prognozu ve tedavi seklini belirleyen en énemli faktordar.

HL icin kullanilan standart evreleme sistemi 1989’da Cotswolds

bulusmasinda modifiye edilen Ann Arbor evreleme sistemidir (115).

Tedaviyi belirlemede en 6nemli faktor olan hastaligin evrelemesi igin;

ayrintili bir anamnez (B semptomlarinin sorgulanmasi), fizik muayene, kan

sayimi, biyokimya testleri (eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), serum alkalen

fosfataz), dUz akciger grafisi, toraks ve abdomen bilgisayarli tomografi (BT)

goruntilemesi ve kemik iligi biyopsi 6rnegi alinmasi gerekmektedir. Buna ek

olarak evrelemede ve tedaviye yaniti degerlendirmede pozitron emisyon

tomografisi/bilgisayarli tomografi PET/BT uygulanan hastalarda kemik iligi

biyopsi 6rneginin alinmamasinin hastanin tedavi stratejisini belirlemede

onemli bir etki olusturmadigi gézlenmigtir (116).

Tablo 2: Ann Arbor Evreleme Sistemi Cotswolds Modifikasyonu

Evre

Tanim

Bir lenf nodu veya lenfoid yapinin tutulumu, érnek: dalak, timus veya Waldeyer

halkasi (evre 1), veya bir ekstranodal boélgenin tutulumu (evre IE).

Diyafragmanin ayni tarafinda iki veya daha fazla lenf bezi bélgesi (evre 1) veya
ekstranodal yapinin tutulumu (evre IIE). Tutulan anatomik bdlge sayisi rakam ile

gosterilmelidir ( 6rnek: 113).

Diyafragmanin her iki tarafinda iki veya daha fazla lenf bezi bélgesi (evre lll), veya
lokalize ekstralenfatik bir bolgenin tutulumu (evre IlIE) ya da dalak (evre llIs) veya her

ikisinin tutulumu (evre IIIES)

v

Lenf bezi tutulumu olsun ya da olmasin bir veya daha fazla ekstralenfatik organin difiiz

tutulumu. Karaciger veya kemik iliginin lokalize tutulumu evre 1V degerlendirilir.

A: Sistemik semptom yok

B: “B semptomu”; Son alti ayda acgiklanamayan %10’dan fazla kilo kaybi, agiklanamayan

38°C Uizerinde ates, gece terlemesi

18




Hodgkin Lenfomanin Tedavisi:

1940l yillarda hastalarin yarisindan fazlasi tanidan sonraki 6 ay
icerisinde hayatini kaybetmekteydi. Ancak gunumuizde uygulanan
multimodal kemoterapi ve radyoterapi rejimleri sayesinde olgularin
%80’inden fazlasinda uzun sureli bir sagkalim ve kir saglamak mumkuan
olmustur.

HL tedavisindeki ilerlemelerle birlikte modern tedavi yontemleri
gelistiriimigtir. GUnUmuzde tutulu lenf noduna radyoterapi ile birlikte
doksorubisin, bleomisin, vinblastin ve dakarbazin (ABVD) ile mekloretanamin,
doksorubisin, vinblastin, vinkristin, bleomisin ve prednizon (Starnford V) gibi
protokoller yani sira daha yakin zamanda kullaniimaya baglayan arttiriimig
doz bleomisin, etopozid, doksorubisin, siklofosfomid, vinkristin, prokarbazin
ve prednizon (BEACOPP) protokoli gibi kombinasyon kemoterapi rejimleri ve
tedavi modaliteleri birlikte uygulanmaktadir. Uygulanacak tedavi rejimleri ve
kir sayisi hastaligin evresi ve prognostik faktérler goéz 6nline alinarak
belirlenmektedir. HL radyoterapiye duyarli olup erken evre hastalarin bayuk
bir kisminda orta dozda komplet remisyon saglanabilmektedir. ileri evre
hastalarda kemoterapi ve radyoterapi kombine tedavisi uygulanmaktadir.
Primer progresif hastalikta ve erken dénem ntks varliginda ylksek doz
kemoterapi ile birlikte otolog kemik iligi transplantasyonu basaril bir sekilde
yapiimaktadir. (117-122).

ABVD rejimi kemoterapi gereken eriskin hastalar icin ilk tercihtir. ABVD
rejimi diger eriskin kombinasyonlarina goére daha az I6semi veya infertilite
riskine sahiptir. BEACOPP, iyi bir kiir orani saglar fakat I16semi ve diger ikincil
kanser riski daha fazladir. Bununla birlikte terapilere bagli ge¢ dénem
komplikasyonlarin (radyoterapiye bagli olusan tiroidal, kardiovaskuler ve
pulmoner disfonksiyon; kemoterapiye bagli gonadal disfonksiyon ile akut
myeloid I6semi, non-Hodgkin lenfoma ve solid timoérler gibi sekonder
maligniteler) olusumunu azaltmak hedeflenmistir (120,122). Daha az toksik
ve basarili kemoterapi rejimleri belirlemek icin hedefe yonelik tedavi
protokolleri gelistiriimesi amacglanmistir. Bunlardan biri olan rituximab (anti

CD20 antikoru) kullanimiyla progresif hastaliklarda hastalarin yiksek doz
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kemoterapi etkisine maruz kalmasi engellenmistir (117-122). Son
zamanlarda inatgi olgularda CD30 antijenenine yonelik immunotoksik ya da

radyoaktif madde ile igaretli antikorlar denenmesi umut verici olmustur (123).

Hodgkin Lenfomadaki Prognostik Faktorler:

KHL’de tedavi stratejisini belilemede prognostik belirtecler 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle prognostik faktorlerin ve risk gruplarinin
belirlenmesi icin bugune kadar farkh gruplar olusturulmustur. Erken evre
(evre | ve II) KHL hastalarinda Alman Hodgkin Calisma Grubu (GHSG),
Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Organizasyonu (EORTC), Kanada
Ulusal Kanser Enstitisu (NCIC), Ulusal Kapsamli Kanser Agi (NCCN) gibi
gruplar tarafindan gesitli prognostik faktorler gelistiriimistir. Bu
prognostik faktorler birbirleri ile benzer olup Tablo 3’de gosteriimektedir. Bu
kriterlerden en az birinin bulunmasi koétl prognostik faktor olarak kabul
edilmekte ve erken evre KHL olgularinda olumsuz gidisati gostermektedir
(124).

1998’de Hasenclever ve arkadaslarinin yayinladiklari ¢alisma sonucunda
ileri evre KHL igin prognoz agisindan énemli klinik ve laboratuar
parametrelerinden olusan 7 faktor belirlenmis olup bunlar uluslararasi
prognostik skor (IPS) olarak adlandirilmigtir (Tablo 4). Her bir faktér 1 puan
olup faktorler arttikga risk de artmaktadir ve puana gore hafif (0-2 puan), orta
(3-4 puan) ve yuksek (5-6 puan) riskli hasta gruplari belirlenmektedir. Bu
calismada sonug olarak ¢oklu analizde progresyonsuz sagkalim ve tum
sagkalim oraninin 5 puan ve Uzerinde sirasiyla %42 ve %56; skor 0'da ise
%84 ve %89 oldugu saptanmigstir (125)
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Tablo 3: Hodgkin lenfomada prognostik faktorler

Gruplar Risk Faktorleri
Yas | Histoloji | Sedimantasyon | Mediastinal | Nodal | Ekstranodal | Kitlesel
ve B semptomu | kitle alan | lezyon hastalik
GHSG >50 mm/s MMR>0,33 23 var
veya >4
EORTC | =250 >30 mm/s + MTR>0,35
B semptomu
NCIC 240 | MS MMR>0,33
veya LF | >50 mm/s Veya >4
Veya >10 cm
NCCN B semptomu MMR>0,33 >4 >10cm

MMR: Mediastinal Kitle Orani; GHSG: Alman Hodgkin Calisma Grubu; MTR: Mediasten Toraks Orani
NCCN: Ulusal Kapsamli Kanser AJi; EORTC: Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Organizasyonu;

NCIC: Kanada Ulusal Kanser Enstitlisi

Tablo 4: Uluslarasi prognostik skor (International Prognostic Score; IPS)
indeksi (her bir bulgunun varhidi 1 puandir)

Yas =45

Erkek cinsiyet

Evre IV hastalik

Hemoglobin<10,5 g/dl

Serum albumin dizeyi< 4g/dl

Lokosit sayisi=2 15000/mm?

Lenfopeni (Lokosit sayisinin %8’inde az ya da mutlak lenfosit sayisi< 600/mm?)

IPS degerleri ginimuzde hala prognostik 6nemini korumaktadir. Ancak

yine de modern tedaviyi yonlendirebilecek belirteclere intiya¢c duyulmaktadir.

IPS’nin yeni biyolojik prognostik faktorler ile birlikte genis hasta

populasyonunda yeniden degerlendiriimesi risk siniflamasinin

olusturulmasinda ve riske bagli tedavi stratejilerinin uygulanmasinda

gereklidir. KHL’de mikrogevrede bulunan reaktif hiicresel komponentin HRS




hdcrelerinin proliferasyonuna ve antiapoptotik 6zellik kazanmalarina katkida
bulunduklari netlestikgce biyolojik belirteglere yonelik galismalarda artis
g6zlenmektedir.

Cesitli biyolojik belirteglerin hastaligin gidisatindaki rolinu belirlemek ve
hedefe yonelik tedavide gelismeler saglamak amaciyla gen ekspresyon profili
analizleri ve immunhistokimyasal yontemlerle ¢calismalar yapilmaktadir.
1980’li yillardan itibaren bu konudaki ¢alismalara énem verilmistir ve ilk
olarak KHL olgulara ait doku bloklarinda yerfistigi aglutininin baglanmasi
temel alinarak yapilan ¢alismada makrofajlar degerlendirilmistir. TUmor
dokusundaki makrofaj yogunlugunun B semptomlari ve kotl prognoz ile
iligkili oldugu bulunmustur (126). Son zamanlarda gen ekspresyon profili
analizi ile HL’de yuzey reseptorleri, intrasellller protein, sitokinler, genetik
anormallikler (amplifikasyon, delesyon, epigenetik sessizlik) ve inflamatuar
hdcreler gibi prognostik faktorler tanimlanmistir. Bu amagcla 2002 yilinda
yapilan bir galigmada c¢evreyle iligkili genler ile prognoz arasindaki baglanti
One surudlmastur (127). Bu ¢alismada iyi prognozlu olgularda hiicre sinyali ve
apoptozu indukleyen genlerde asiri ekspresyon saptanirken kétl prognoziu
olgularda fibroblast aktivasyonu, angiogenezis, ekstrasellller matriks yeniden
dizenlenimi, hticre proliferasyonu ile iliskili genlerde upregulasyon, timor
supresor genlerde ise downregulasyon belirlenmistir. Bu konuda yapilan
genis bir diger calismada KHL olgularinda T hicreleri, makrofajlar,
plasmasitoid dendritik hicreler, ekstrasellller matriks, fibroblast fonksiyonu
ve B hucrelerinde spesifik populasyon ile iligkili gen ekspresyon analizinde iyi
ve kotl prognozla ilgili genler tanimlanmistir (128). Bu ¢alisma ayrica HL'de
tumor iliskin makrofaj yogunlugunun prognostik roltne iligkin ilk dnemli
kanitlarindan biri olmustur. Farkli calismalarda B hicreleri ve apoptoz ile ilgili
genlerin ekspresyonunun iyi prognozla; stromal yeniden dizenlenimi ile ilgili
genlerin ekspresyonunun ise kétl prognozla iligkili oldugu belirtiimistir (129).

Gen ekspresyon analizinde reaktif inflamatuar infiltrata ait belirteglerin
pratikte kullanimina yénelik olarak immunohistokimyasal yontemlerin de
birlikte kullanildigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlardan, bir B hlicre

ylzey antijeni olan CD20’yi immunhistokimyasal ydntemle de degerlendiren
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calismalarin bazilarinda tumor ile infiltre alanda inflamatuar zeminde CD20
pozitif hticrelerin sayisinda artigin sagkalimi uzattigi gosterilmistir (129).
inflamatuar zemindeki T hiicrelerinin sagkalimla iligkisini inceleyen bir
calismalarda regulator T hicrelerinin (CD4,CD25 ve FOXP3 ekspresyonu)
sitotoksik T hucrelerine (TIA-1 ya da granzim B ekspresyonu) oraninin hasta
sagkaliminda bagimsiz bir deger oldugu (132) ve FOXP-3+ regulatuvar T
hlcrelerinin uzamig olaysiz ve hastaliksiz sagkalim ile iliskili oldugu
gosterilmigtir (130,131).

TUamor mikrogevresini olusturan hiucrelerden olan makrofajlarin meme,
over, endometrium, kolorektal gibi bircok kanserde tumorun progresyonunu
arttirdigi, hicrelerinin invazyonunu, gégunu ve angiogenezisi destekledikleri,
tumore karsi immunsupresif etki olusturduklari gosterilmistir
(132,133).Hastalik progresyonuna iligkin benzer etkiler folliktler lenfomada
da g6zlenmigitr (134). KHL'de de tumoar iliskin makrofaj yogunlugunun
prognoza etkisini arastiran ¢alismalarda da makrofaj yogunlugunun
artmasinin sagkalim suresini azalttigi ve risk degerlendiriimesinde yeni bir
belirte¢ olabilecegi belirtiimektedir (135,136).

HL’de bunlarin disinda serumda ¢6zunebilir CD30, IL10, TNF alfa ve
VEGF dlzeyinin artmasi gibi kotl prognozla iliskili ¢esitli prognostik faktorler
de tanimlanmigtir (137,138). Benzer sekilde KHL'de HRS hicrelerinde bcl-2
ekspresyonunun bagimsiz bir kotu prognostik belirte¢ oldugunu belirten
calismalar da bulunmaktadir (139). Bu biyolojik belirtecler arasinda en ¢ok
tumora infiltre eden makrofajlarin Gzerinde durulmaktadir.

Ancak klinik gidisat ile iligkili tanimlanan bu belirteclerin rutin pratikte

kullanilma ge¢mesi i¢in daha genisg verilere gereksinim duyulmaktadir.
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GEREG VE YONTEMLER

Olgular:

Calismamizda, Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dali arsivinde
yer alan ve hastanemizin Hematoloji bélimunde 2008 ve 2016 tarihleri
arasinda duzenli olarak takibi devam eden 46 KHL olgusu degerlendirildi.
Olgulara ait hematoksilen eozin (HE) boyali preparatlar ve
immunohistokimyasal boyalar tekrar degerlendirilerek Diinya Saglik Orgti
siniflamasina gore tanilar dogrulandi. Hastalarin dosyalarindan, klinik gidisi
(tani aldigi andan itibaren yasam suresi, son durumu vb.), klinik 6zellikleri ve
laboratuvar degerleri (cinsiyet, yas, hemoglobin, albumin degerleri gibi
uluslararasi prognostik skor belirtecleri), B semptomlari, lezyonun boyutunun
=10 cm (katlevi, “bulky” kitle) olup olmadigi, mediastinal kitle varlig,
Modifiye Ann Arbor sistemine gore hastaligin evresi, tedavisi (kemoterapi,
radyoterapi alip almadigi), nuks ve progresyon olup olmadigi 6grenildi.
Hastalarin ayrica uluslararasi prognostik skorlama (erkek cinsiyet, yas 245,
evre IV, hemoglobin< 10,5 g/dl, serum albumin dizeyi< 4g/dl, I6kosit sayisi=
15000/mm ve Lenfosit sayisi< 600/mm ya da toplam I6kosit sayisinin<%8'i)
ile Avrupa kanser arastirma ve tedavi organizasyonuna (EORTC) (yas =50,
sedimentasyon >50 mm/s veya >30 mm/s + B semptomu, MTR>0,35 ve
tutulu nodal alan sayisinin 24 olmasi) gore risk gruplari belirlendi. Her iki
skorlama olgu sayisi ¢ok olmadigindan tum evrelerdeki hastalara uygulandi.
Uluslararasi prognostik skoru 3 ve altinda olan hastalar dusuk riskli; 4 ve
Uzerinde olan hastalar yuksek riskli olmak tUzere iki kategoriye ayrildi.
EORTC’ye gore ise tanimlanan faktorler yoksa iyi riskli; bunlardan herhangi
birisinin olmasi durumunda ise kotu riskli olmak Uzere iki grup olusturuldu.

Hastalara ait preparat ve bloklardan lezyonu temsil eden, en ¢ok doku
iceren ve HRS hcrelerinin en ¢ok olani segildi. Blok segciminde nekroz
icermeyen alanlar olmasina 6zen gosterildi. Daha sonra tumaor

mikrogevresinde bulunan makrofajlari degerlendirmek igin en sik kullanilan
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monosit/makrofaj belirteci olan CD68 antikoru ile hemen hemen tim
monosit/makrofajlarda eksprese edilen ve CD68’e gore daha spesifik bir
belirte¢ olan CD163 antikoru kullanildi. CD68 antikorunun PG-M1 klonu yani
sira, granulositer diziyi ve fibroblastlari da boyadigindan daha az spesifik
olan KP1 klonu olmak tzere iki farkh klonu ¢alismaya dahil edildi.

Bu sekilde saptanacak olan tumor-iliskin makrofaj yogunlugunun
prognozla ve latent EBV enfeksiyonu ile iligkisi istatistiksel yontemlerle ortaya
konmaya calisildi. Ayrica tumar iliskin makrofaj yogunlugu ile IPS, EORTC ve
klinikopatolojik parametreler arasinda iligki olup olmadigini da belirlemek

amaclandi.

Tedavi:

Olgulara hastaligin evresi ve hastalarin performansina goére cgesitli tedavi
protokolleri belirlendigi saptandi. Olgularin 44’Gne klasik ABVD (doksorubisin,
bleomisin, vinblastin ve dakarbazin) tedavi rejimi uygulanmis olup bazilarina
ek olarak timor ile tutulu alana radyoterapi de uygulandi. Kalan iki olgunun
performansi dusuk oldugundan bu olgulara kemoterapi verilmemis olup biri
tanidan 2 ay sonra digeri ise 8 ay sonra ex oldu. Baglangi¢ tedavisinden
sonra nuks ya da progresyon saptanan 18 olgudan 9’una ek olarak DHAP
(deksametazon, sitarabin, cisplatin), CEOP (siklofosfamid, etopozid,
vinkristin, prednizon), COPP (siklofosfamid, vinkristin, prokarbazin,
prednizon) ya da ESHAP (etopozid, metilprednizolon, sitarabin, cisplatin)
kemoterapi rejimlerinden biri ya da ikisi uygulandi. Bu hastalarin 2’si ilk
tanidan sirasiyla 40 ay ve 50 ay sonra ex oldu. Ek kemoterapi rejimleri
uygulanan hastalarin 4’ane ve bunlarin diginda niks saptanan hastanin 1’ine
olmak lizere toplam 5 olguya otolog kemik iligi transplantasyonu (OKIiT)
yapildi. Bunlarin disinda olgularin biri tedavi sirasinda 6. ayda ex oldu. Bu
durumun hastanin yasli, ileri evrede olmasi ve klinik tablosunun kétl olmasi

sonucunda olustugu duasunalda.
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immunhistokimyasal boyama yéntemi:

Formalin ile tespitli ve parafine gdmulu dokulardan elde edilen 3,5 mikron
kalinligindaki kesitler pozitif yuklu elektrostatik lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 58°C lik etivde 4 saat tutuldu ve
ardindan barkodlari basilarak ¢alismaya hazir hale getirildi. Elde edilen tim
kesitler tam otomatik immunohistokimyasal boyama cihazina (Ventana,
Benchmark, XT IHC/ISH) yerlestirildi. IHK boyamalari icin cihaz ile uyumlu
Ultraview Universal DAB Detection Kit ve EZ prep, LCS, SSC, Cell Condition
1 (CC1), Reaction Buffer Concentrate soltsyonlari ile Rabbit Anti-DNP
Antibody, Amplifikasyon, ISH proteaz 3, Endogenous Biotin Blocking Kit,
Hematoksilen ve Blue Reagent kullanildi.

Tam bloklara CD68 KP1 klonu ve PG-M1 klonu ile CD163
immunohistokimyasal boyalari uygulandi. CD68 PG-M1’e yonelik amplifier
solusyonu ile amplifikasyon uygulandi.

immunhistokimyasal boyama i¢in CD68 PG-M1 klonu mouse monoklonal
antikoru (DAKO, CODE: 1S613; Prediltie form, CC1 (EDTA) 60 dakika,
inkUbasyon suresi 44 dakika, Hemotoksilen 4 dakika, Bluing reagent 4
dakika), CD68 KP1 klonu mouse monoklonal antikoru (VENTANA, Katalog
numarasi 790-2931; Prediltie form, CC1 (EDTA) 60 dakika, inkibasyon
suresi 40 dakika, Hemotoksilen 4 dakika, Bluing reagent 4 dakika), CD163
(MRQ-26 klonu) mouse monoklonal antikoru (VENTANA, Katalog numarasi
760-4437; Predilie form, CC1 (EDTA) 60 dakika, inkiibasyon stiresi 32
dakika, Hemotoksilen 4 dakika, Bluing reagent 4 dakika) uygulandi.

Cihazda boyama iglemi tamamlandiktan sonra lamlar ilik deterjanli su ile
yikanip alkol serilerinden gegcirildi. Seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirildi

ve Entellan ® (Merck and Co., Berlin) ile kapatildi.
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in situ hibridizasyon

Calismamizda, EBV RNA’yiI kromojen in situ hibridizasyon yontemiyle
(CISH) saptamak icin EBER (Epstein-Barr virus encoded RNA) probu
kullanildi. Formalin tesbitli, parafine gomult dokulardan elde edilen 3,5
mikron kalinhgindaki kesitler pozitif yikli elektrostatik lamlara (Isotherm
Technical Laboratory Glass Materials) alindi ve 58°C'lik etlivde ortalama 4
saat parafin eriyinceye kadar tutuldu. Preparatlar tim iSH islemleri icin tam
otomatik immunohistokimyasal boyama cihazina (Ventana, Benchmark XT,
IHC/ISH) yerlestirildi. ISH iglemleri icin cihaz ile uyumlu EBER 1 DNP Probe,
(Regulatory status: ASR; Katalog numarasi 760-1209, hicre iyilestirme 60
dakika, ISH proteaz 3 16 dakika, Ultraview ISH Detection Kit, Ultraview
Alkaline Phosphatase Red ISH Detection Kit, EZ prep, LCS, SSC, Reaction
Buffer Concentrate solusyonlari, Amplifikasyon, Hematoksilen Il ve Blue
Reagent kullanildi.

EBV RNA sinyali icin ise Ultraview AP Red ISH Kiti ile kirmizi kromojen
madde uygulandi. Kaynatma, deparafinizasyon, on islem, hibridizasyon,
yikama, sinyal saptama ve arka plan boyama iglemlerinin hepsi tek
basamakta tam otomatik cihazda tamamlandi.

Cihazda boyama iglemi tamamlandiktan sonra lamlar ilik deterjanli su ile
yikanip alkol serilerinden gegcirildi. Seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirildi

ve Entellan ® (Merck and Co., Berlin) ile kapatildi.

immunhistokimyasal sonuglarin degerlendirilmesi:

Tum degerlendirmeler standart 1s1k mikroskopunda yapildi. Boyanma
oranlari iki calismaci tarafindan (A.i ve H.S.M) konsensusla saptandi.
CD68 (KP1 ve PG-M1 klonu) ve CD163 immunhistokimyasal boyalari ile
membrandz ve sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi. Boyanan hicrelerin
degerlendiriimesi icin HRS hucrelerinin yogun oldugu ve boyanmanin fazla
oldugu alan segcildi. Her u¢ boyada da degerlendirilen alanlarin ayni olmasina
0zen gosterildi. Secilen alanda x200’IUk objektif ile zemindeki non-neoplastik

hicreler arasinda boyanan makrofajlarin orani %5’in katlari olarak kantitatif
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yontemle hesaplandi. CD68 KP1 klonu ile arada zayif boyanan kuguk

hdcreler degerlendiriimeye alinmadi.

in situ hibridizasyon sonucunun degerlendirilmesi:

Neoplastik huicrelerde EBV varligi, EBV erken RNA (Epstein-Barr
encoded RNA; EBER) probu kullanilarak kromojen in situ hibridizasyon
yontemiyle arastirildi. EBER pozitifligi icin hemen tim neoplastik hicrelerde
nikleer boyanmanin goértlmesi gerektigi bildirildiginden (140), HRS

hdcrelerinin tamamina yakini nukleer boyandiginda EBER pozitif kabul edildi.

istatistiksel degerlendirme:

Makrofajlarin sagkalim analizleri ve klinik parametrelerle iligkisinin
belirlenmesi icin makrofaj belirteglerinin ekspresyon duzeyleri agisindan
literatlrde farkli kesme degerleri (“cut-off”) kullanildigi gorulmektedir. Bazi
calismalar kesme degeri olarak makrofaj belirteclerindeki ekspresyon
oranlarinin medyan degerini (%25,%30) (141-143), bazilari ise daha dnceki
yayinlarda belirlenen skorlamayi (<%5, %5-%25, %25-%50, >%50) (144,145)
kulanmiglardir. Calismalarin bazilarinda ise daha énceki degerlere goére
belirlenen kesme degderinin (%25) sagkalim ile iligkisinin saptanmamasi
Uzerine istatistiksel farkllik saptayabildikleri degeri (%30) kesme degeri
olarak belirlemislerdir (146). Anlasilabilecegi gibi, bu konuda fikir birligi
bulunmamaktadir. Calismamizda en ylksek oranda CD 163 ekspresyonu ve
daha sonra azalarak sirasiyla CD68 PG-M1 ve CD68 KP1 ekspresyonu
goruldigunden, boyanma yuzdesi medyan degerlere yakin olan %50 CD163
icin, %40 CD68 PG-M1igin ve %30 CD68 KP1 icin birincil kesme degerleri
olarak; daha az ekspresyonun anlamli olup olmadigini arastirmak igin de her
Ug belirteg igin sirasiyla %30, %10 ve %10 oranlari ikincil kesme degerleri
olarak belirlendi.

Sagkalim analizlerinde genel sagkalimin belirlenmesinde hastaligin tanisi
konuldugundan itibaren hastanin herhangi bir nedenle 6limiine ya da en son
kayith olan takip anina kadar olan sure; progresyonsuz sagkalimin

belirlenmesinde ise hastaligin tanisi konuldugundan itibaren hastaligin
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progresyonuna ya da nuksune kadar ya da en son kayitl olan takip anina
kadar olan sure dikkate alindi.

Kullanilan makrofaj belirteclerinin ekspresyon yuzdelerinin belirlenen
kesme degerlerine gore klinikopatolojik parametreler, laboratuvar verileri ve
EBV varligiyla iligkilerinin arastiriimasinda Fischer exact test kullanildi. Tek
degiskenli analizde anlamli ¢ikan degiskenler ¢cok degiskenli analiz igin lojistik
regresyon modeline alindi. Sagkalim analizi igin Kaplan-Meyer yontemi ile
sagkalim egrilerinin istatistiksel karsilastiriimasi icin log-rank testi, boyalar
arasindaki korelasyonun arastirimasinda Pearson ve Spearman korelasyon
analizi kullanildi. Sonuglar p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli; p
degeri 0,05 ile 0,10 arasinda ise sinirda anlamli olarak kabul edildi. TUm
analizlerde SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programinin 15.0

versiyonu kullanildi.
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BULGULAR

Olgularin Yas, Cinsiyet Dagilimi ve Klinikopatolojik Ozellikleri:

Calismaya alinan olgularin yas, cinsiyet dagilimi ve klinik 6zellikleri Tablo

5'de gosterildi. Olgularin yarisi kadin, diger yarisi da erkek hastadan olusu-

Tablo 5: Olgularin klinikopatolojik parametreler, yas ve cinsiyete gore

dagihmi
Ozellikler Olgu sayisi (%) Ozellikler Olgu sayisi (%)
Yas Ekstralenfatik tutulum

- <b0yas 31 (67,4) - Var 20 (43,5)

- 250yas 15 (32,6) - Yok 26 (56,5)
Cinsiyet Dalak Tutulumu

- Kadin 23 (50) - Var 16 (34,8)

- Erkek 23 (50) - Yok 30 (65,2)
B semptom Sedimentasyon

- Var 23 (50) - >50 17 (37)

- Yok 23 (50) - <50 29 (63)
Bulky kitle Nodal alan sayisi

- Var 8 (17,4) - 13 20 (43,5)

- Yok 38 (82,6) - 4-6 12 (26,1)

- 27 14 (30,4)

Mediastinal kitle Kemik iligi tutulumu

- Var 5 (10,9) - Var 12 (26,1)

- Yok 41 (89,1) - Yok 34 (73,9)
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yordu. Olgularin yaslar 19 ile 78 arasinda degismekte olup ortanca degeri
43,5’di. B semptomlari hastalarin %50’sinde, “bulky” kitle %17,4’Gnde,
ekstralenfatik tutulum %43,5’inde, dalak tutulumu %34,8’inde, kemik iligi

tutulumu ise %26,1’'inde bulunmaktaydi. Hastalarin takip siresi 2 ay ile 89 ay

arasinda (ortanca: 23,5 ay; ortalama: 30,17 ay) degismekteydi.

Calismaya alinan olgularin hastaligin evresi, prognostik gruplari ve diger

Ozellikleri Tablo 6’da gosterildi. Hastalarin %60,9’'unda takipleri boyunca bir

ya da birden fazla progresyon ya da niks bulunmaktaydi. Olgularin

%76,1’ine ABVD % RT uygulanmig olup %19,6’s1 bunun yaninda daha agresif

tedavi protokolleri de aldi. Olgularin 2’sine performanslarinin disuk olmasi

nedeniyle tedavi verilmedi. Toplam 5 hasta ilk tanilarindan sonra sirasiyla 2,

6, 8, 40 ve 50 ay sonra ex oldu.

Tablo 6: Olgularin diger klinikopatolojik parametrelere gére dagilimi

Ozellikler Olgu sayisi Ozellikler Olgu sayisi
(%) (%)
Evre EORTC
- Erken (I-11) 18 (39,1) - lyirisk 11 (23,9)
- lleri (1I-1V) 28 (60,9) - Kotu risk 35 (76,1)
Subtip Progresyon/nuks
- NS 22 (47,8) - Var 18 (39,1)
- MS 17 (37) - Yok 28 (60,9)
- NOS 7 (15,2)
IPS Tedavi
- 0-3 39 (84,8) - ABVD 27 (58,7)
- 24 7 (15,2) - ABVD+RT 8 (17,4)
- ABVD+digerleri 9 (19,6)
- Tedavi yok 2 (4,3
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H&E, IHK ve ISH Degerlendirmeleri

Calismamizdaki olgularin H&E ile boyali preparatlarindan HRS
hlcrelerinin az, orta ve bol olanlarina ait drnekler sirasiyla Resim 1, Resim 3
ve Resim 5’de, EBER ISH uygulamasina iligkin H&E ve AP red ile boyali
ornekleri Resim 7 ve Resim 9'da; CD68 KP1, CD69 PG-M1 ve CD163
ekspresyonuna iliskin 6rnekler ise Resim 2, Resim 4, Resim 6, Resim 8 ve

Resim 10’da sunulmaktadir.

CD68 ile CD163 ekspresyonu:

Her Gg belirtegte timor iligkili makrofaj yogunlugu degerlendirilirken genel
olarak en fazla boyanma yogunlugunun CD163’te, en az boyanma
yogunlugunun ise CD68 KP1 klonunda oldugu goruldd. Ancak her t¢
belirtecte degerlendirilen boyanma yogunlugu istatistiksel olarak da birbiriyle
korelasyon gostermekteydi (p< 0,001).

Boyanmanin neoplastik hlcrelerin bol oldugu yerde daha yogun oldugu
g6zlendi. Ancak bu boyanma paterninin CD163’te digerlerine gére daha
belirgin oldugu izlendi. Her ¢ monosit/ makrofaj belirtecindeki boyanma
yuzdesinin ortalama ve ortanca degeri, mikst sellller subtipte noduler

sklerozan subtipe gore daha yuksekti.

CD68, CD163 Ekspresyonu ve EBV ile Sagkalim iliskisi:

Calismamizda, %40 kesme noktasina gore, CD68 PG-M1 ekspresyonu
arttikga genel sagkalimin (overall survival) azaldigi saptandi. CD68 PG-M1
ile boyanmanin %40’in Uzerinde oldugu olgularda ortalama sagkalim 58 ay
iken; boyanmanin %40 ve altinda oldugu olgularda ise 85 ay oldugu
gozlendi . Diger iki belirleyiciyle ve EBV ile genel sagkalim arasinda anlamli

bir iliski gdzlenmedi (Tablo 7).
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Tablo 7: Farkli kesme degerlerine gore belirteglerle genel sagkalim

arasindaki iligki

Belirtegler Olgu Genel sagkalim | Genel sagkalim
sayisl (ortalama ay) p degeri *
CD68 PG-M1
>%40; <%40 18; 28 58; 85 0,047
>%10; <%10 38; 8 0,293
CD68 KP1
>%30; <%30 12; 34 43; 79 0,300
>%10; <%10 30; 16 0,127
CD163
>%50; <%50 12; 34 75; 75 0,990
>%30; <%30 22; 24 70; 76 0,127
EBER
Yok 19 74 ’
(*log rank)

Progresyonsuz sagkalim ile tumor iligkili makrofaj yogunlugu arasinda

anlamli bir iligki saptanmadi. Ancak EBV varligi ve yoklugu ile progresyonsuz

sagkalim arasinda sinirda anlamlilik gézlendi. EBV varliginda progresyonsuz

sagkalimin daha uzun oldugu izlendi (Tablo 8).
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Tablo 8: Farkli kesme degerlerine gore belirteglerle progresyonsuz sagkalim

arasindaki iligki

Boyalar Olgu Progresyonsuz Progresyonsuz
Sayisi sagkalim sagkalim p degeri *
(ortalama ay)
CD68 PG-M1
>%40; <%40 18; 28 46; 52 0,834
>%10; <%10 38; 8 55; 29 0,205
CD68 KP1
>%30; <%30 12; 34 32;51 0,947
>%10; <%10 30; 16 57; 32 0,124
CD163
>%50; <%50 12; 34 49; 50 0,881
>0630; <%30 22; 24 57;41 0,412
EBER
Var 27 61 0,062
Yok 19 36
(*log rank)

Yas, Cinsiyet Dagiliminin ve Klinikopatolojik Parametrelerin Sagkalim

ile iligkisi:

Calismamizda beklendigi gibi uluslararasi prognostik skorun (IPS) 4 ve

Uzerinde olmasiyla genel sagkalim suresinin belirgin olarak azaldigi géruldu

(p=0,013). Bunun yani sira hastaligin ileri evrede olmasi, ekstralenfatik

tutulumun bulunmasi, sedimentasyonun 50 Uzerinde olmasi ve olgularin

EORTC’ye gore kotl risk grubunda yer almasinin genel sagkalimi azalttigina

yonelik sinirda anlamlilik gézlendi. Tablo 9‘daki verilere ek olarak hastalikta

progresyon ya da nuks izlenmesinin genel sagkalimi anlamli duzeyde

azalttigi saptandi (p: 0,047).
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Tablo 9: Yas, cinsiyet ve klinikopatolojik verilerin genel sagkalimla iligkisi

Ozellikler Genel sagkalim Ozellikler Genel sagkalim
(ortalama ay) (ortalama ay)
p degeri * “p degeri” *
Yas Ekstralenfatik tutulum
- <50yas (77) 0,518 - Var (38) 0,067
- 2b0yas (72) - Yok (81)
Cinsiyet Dalak Tutulumu
- Kadin (78) 0,174 - Var (71) 0,426
- Erkek (68) - Yok 77)
B semptomlari Sedimentasyon
- Var (71) 0,432 - >50 (81) 0,073
- Yok (77) - <50 (45)
Bulky kitle Nodal alan sayisi
- Var e - 13 (80) 0,541
- Yok 038 - 46 (35)
- 27 (63)
Mediastinal kitle . Kemik iligi tutulumu
- Var . 0,523 - Var o 0,277
- Yok - Yok
Evre EORTC
- Erken(-l) |@®3) | 0,090 - lyirisk - 0.076
- leri (IN-1V) (63) - Kéti risk
Subtip IPS
- NS (79) 0,235 - 03 (79) 0,013
- MS+NOS (69) - 24 a7

(*log rank,**istatistik yapilamad)

Hastalikta tutulu nodal alan sayisinin 3’Un altinda olmasiyla

progresyonsuz sagkalimin anlamli olarak uzadigi goruldiu (p=0,043). Ayrica

ekstralenfatik tutulumun bulunmasi ve sedimentasyonun 50 lzerinde

olmasinin progresyonsuz sagkalimi azalttigina yonelik sinirda anlamlilik
izlendi (sirasiyla p=0,051 ve p=0,090, Tablo10).
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Tablo 10: Yas, cinsiyet ve klinikopatolojik verilerin progresyonsuz

sagkalimla iligkisi

Ozellikler Progresyonsuz Ozellikler Progresyonsuz
sagkalim sagkalim
(ortalama ay) (ortalama ay)
p degeri * p degeri *
Yas Ekstralenfatik tutulum
- <b0vyas (49) 0,707 - Var (25) 0,051
- 250 yas (53) - Yok (59)
Cinsiyet Dalak Tutulumu
- Kadin (42) 0,308 - Var (53) 0,898
- Erkek (56) - Yok (49)
B semptomlari Sedimentasyon
- Var (46) 0,756 - >50 (29) 0,090
- Yok (53) - <50 (58)
Bulky kitle Nodal alan sayisi
- Var (25) 0,998 - 13 (64)
- Yok (51) - 46 (15) 0,043
- 27 (37)
Mediastinal kitle Kemik iligi tutulumu
- Var (28) 0,525 - Var (30) 0,554
- Yok (49) - Yok (53)
Evre EORTC
- Erken(I-1) | (62) 0,104 - lyirisk (58) 0,463
- lleri (l1-1V) (37) - Kéti risk (44)
Subtip IPS
- NS (49) 0,776 - 0-3 (51) 0,746
- MS+NOS (49) - 24 (16)
(*log rank)
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CD68, CD163 Ekspresyonu ile EBV ve Klinikopatolojik Parametrelerin

lligkisi:

CD68 PG-M1, CD68 KP1 ve CD163 belirteglerinde izlenen makrofaj

yogunlugu belirlenen kesme degerlerine gore yukarida bahsedilen tim

klinikopatolojik veriler ve EBV ile iligkileri agisindan istatistiksel olarak

arastinldi. EBER pozitifliginin mikst sellUler subtipte noduler sklerozan

subtipe gore daha sik oldugu gozlendi.

CD68 PG-M1 klonu ile belirlenen makrofaj yogunlugu %40’ in altinda

olanlarla olmayanlar arasinda anlamli farklilik saptanan klinikopatolojik veriler

tablo 11°‘de gdsterildi. B semptomu olanlarda, dalak tutulumunda,

sedimentasyonun 50’nin Uzerinde olmasi durumunda ve EORTC’ye gore

kotu risk grubunda yer alanlarda, makrofaj yogunlugunun daha fazla oldugu

saptandi. Dokudaki HRS hicre yogunlugunun az oldugu olgularda ise

makrofaj yogunlugunun azaldigi gézlendi. Ayrica IPS 4 ve lzerinde olan

olgulardaki makrofaj yogunlugunun artmasina yonelik sinirda anlamlilik

g6zlendi.

Tablo11: CD68 PG-M1 ekspresyon yogunlugunun %40 kesme degerine gore
klinikopatolojik veriler ve cinsiyetle karsilastiriimasi

CD68 PG-M1
(Kesme degeri %40)
Ozellikler >%40 <%40 p degeri
(n:18) (n:28)
B semptomlari
Var (n:23) 13 (%56,5) 10 (%43,5) 0,017
Yok (n:23) 5 (%21,7) 18 (%78,3)
Dalak tutulumu
Var (n:16) 10 (%62,5) 6 (%37,5) 0,020
Yok (n:30) 8 (%26,7) 22 (%73,3)
Sedimentasyon
>50 (n:17) 10 (%58,8) 7 (%41,2) 0,038
<50 (n:29) 8 (%27,6) 21 (%72,4)
EORTC
- lyirisk (n:11) 1 (%9,1) 10 (%90,9) 0,019
- Kaotii risk (n:35) 17 (%48,6) 18 (%51,4)
IPS
- 0-3(n:39) 13 (%33,3) 26 (%66,7) 0,071
- 24 (n:7) 5 (%71,4) 2 (28,6)
HRS
- Az (n:8) 0 (%0) 8 (%6100) 0,012

Orta/bol (n:38)

18 (%47,4)

20 (%52,6)
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CD68 PG-M1 klonu ile belirlenen makrofaj yogunlugu %10’in altinda

olanlarla olmayanlar arasinda anlamli farklilik saptanan klinikopatolojik veriler

tablo 12°de gosterildi. Erkek cinsiyette, B semptomu olanlarda, EORTC’ye

gore kotu risk grubunda yer alanlarda ve EBV varliginda makrofaj

yogunlugunun arttigi1 saptandi.

Tablo12: CD68 PG-M1 ekspresyon yogunlugunun %10 kesme degerine gore
klinikopatolojik veriler ve cinsiyetle karsilastiriimasi

CD68 PG-M1
(Kesme degeri %10)
Ozellikler >%10 <%10 p degeri
(n:38) (n:8)
Cinsiyet
- Kadin (n:23) 16 (69,6) 7 (30,4) 0,023
- Erkek (n:23) 22 (%95,7) 1 (%4,3)
B semptomu
- Var (n:23) 22 (%95,7) 1 (%4,3) 0,023
- Yok (n:23) 16 (%69,6) 7 (%30,4)
EORTC
- lyi risk (n:11) 7 (%63,6,) 4 (%36,4) 0,079
- Kot risk (n:35) 31 (%88,6) 4 (%11,4)
EBER
- Var (n:27) 27 (%100) 0 (%0) <0,001
- Yok (n:19) 11 (%57,9) 8 (%42,1)

CD68 PG-M1 klonunun her iki kesme degeriyle de, bahsedilen

klinikopatolojik parametreler digindaki veriler ve progresyon/niks ile

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi.
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CD68 KP1 klonu ile belirlenen makrofaj yogunlugu %30 kesme degerinin

altinda olanlarla olmayanlar arasinda anlamli farklilik saptanan

klinikopatolojik veriler Tablo 13‘de gosterildi. B semptomu yoklugunda, dalak

tutulumu olmadiginda ve EBV yoklugunda makrofaj yogunlugunun azaldigi

go6zlendi (p degerleri sirasiyla 0,008, 0,010 ve 0,044). Sedimentasyonun

50’nin altinda olmasi durumunda, IPS’nin <3 olmasiyla, dokudaki HRS hucre

yogunlugunun az oldugu olgularda makrofaj yogunlugunun azaldigina

yonelik sinirda anlamlilik saptandi.

Tablo13: CD68 KP1 ekspresyon yogunlugunun %30 kesme degerine gore
klinikopatolojik verilerle karsilagtiriimasi

CD68 KP1
(Kesme degeri %30)

Ozellikler >%30 <%30 P degeri
(n:12) (n:34)
B semptomu
- Var (n:23) 10 (%43,5) 13 (%56,5) 0,008
- Yok (n:23) 2 (%8,7) 21 (%91,3)
Dalak tutulumu
- Var (n:16) 8 (%50) 8 (%50) 0,010
- Yok (n:30) 4 (13,3) 26 (86,7)
Sedimentasyon
- >50 (n:17) 7 (%41,2) 10 (%58,8) 0,077
- <50 (n:29) 5 (%17,2) 24 (%82,8)
IPS
- 0-3(n:39) 8 (%25) 31 (%76,5) 0,064
24 (n:7) 4 (%57,1) 3(42,9)
HRS
- Az (n:8) 0 (%0) 8 (%100) 0,070
Orta/bol (n:38) 12 (%31,6) 26 (%68,4)
EBER
- Var (n:27) 10 (%37) 17 (%63) 0,044
- Yok (n:19) 2 (%10,5) 17 (%89,5)
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CD68 KP1 klonu ile belirlenen makrofaj yogunlugu %10’in altinda

olanlarla olmayanlar arasinda anlamli farkhlik saptanan klinikopatolojik veriler

tablo 14‘de gosterildi. B semptomu olanlarda (p<0,001), dalak tutulumunda
(p=0,020), EORTC'ye gore kotu risk grubunda yer alanlarda (p=0,028),

IPS’nin 4 ve Uzerinde oldugu olgularda (p=0,038) ve EBV varliginda

(p=0,007) makrofaj yogunlugunun arttigi saptandi. Ayrica 50 yas ve Uzerinde

olan olgularda, erkek cinsiyette ve dokudaki HRS hucre yogunlugunun fazla

oldugu olgularda makrofaj yogunlugunun artmasina yonelik sinirda anlamlilik

gOzlendi.

Tablo14: CD68 KP1 ekspresyon yogunlugunun %30 kesme degerine gore
yas, cinsiyet ve klinikopatolojik verilerle kargilagtirilmasi

CD68 KP1
(Kesme degeri %10)

Ozellikler >%10 <%10 P degeri
(n:30) (n:16)

Yas
- <50 (n:30) 17 (%56,7) 13 (43,3) 0,088
- 250 (n:16) 13 (%81,3) 3 (%18,7)

Cinsiyet
- Kadin (n:23) 12 (52,2) 11 (47,8) 0,060
- Erkek (n:23) 18 (%78,3) 5(21,7)

B semptomu
- Var (n:23) 21 (%91,3) 2 (%8,7) <0,001
- Yok (n:23) 9 (%39,1) 7 (%30,4)

Dalak tutulumu
- Var (n:16) 14 (%87,5) 2 (%12,5) 0,020
- Yok (n:30) 16 (53,3) 14 (%46,7)

EORTC
- lyi risk (n:11) 7 (%63,6) 4 (%36,4) 0,028
- Kot risk (n:35) 31 (%88,6) 4 (%11,4)

IPS
- 0-3(n:39) 23 (%59) 16 (%41) 0,038
- 24 (n:7) 7 (%100) 0 (%0)

HRS
- Az (n:8) 3 (%37,5) 5 (%62,5) 0,083
- Orta/bol (n:38) 27 (%71,1) 11 (%28,9)

EBER
- Var (n:27) 22 (%81,5) 5 (%18,5) 0,007
- Yok (n:19) 8 (%42,1) 11 (%57,9)
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CD68 KP1 klonunun her iki kesme degeriyle de, bahsedilen
klinikopatolojik parametreler digindaki veriler ve progresyon/nuks ile
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi.

CD163 immunhistokimyasal boyasi ile belirlenen makrofaj yogunlugu %50
kesme degerinin altinda olanlarla olmayanlar arasinda anlamli farklhlik

saptanan klinikopatolojik veriler Tablo 15‘de gosterildi. B semptomu

yoklugunda, dalak tutulumu olmadiginda, sedimentasyonun 50’nin altinda

olmasi durumunda ve EORTC'ye gore iyi risk grubunda yer alan olgularda

makrofaj yogunlugunun azaldigi saptandi (p degerleri sirasiyla 0,001, 0,001,

0,017, 0,021). Ayrica dokudaki HRS hicre yogunlugunun az oldugu ve

IPS’si 3 ve altinda olan olgulardaki makrofaj yogunlugunun azalmasinda

sinirda anlamhilik g6zlendi.

Tablo15: CD163 ekspresyon yogunlugunun %50 kesme degderine gore
klinikopatolojik verilerle kargilastiriimasi

CD163
(Kesme degeri %50)
Ozellikler >%50 <%50 P degeri
(n:12) (n:34)

B semptomu
- Var (n:23) 11 (%47,8) 12 (52,2) 0,001
- Yok (n:23) 1 (%4,3) 22 (91,3)

Dalak tutulumu
- Var (n:16) 9 (%56,3) 7 (%43,8) 0,001
- Yok (n:30) 3 (%10) 27 (%90)

Sedimentasyon
- >50(n:17) 8 (%47,1) 9 (%52,9) 0,017
- <50 (n:29) 4 (13,8) 25 (%86,2)

EORTC
- lyirisk (n:11) 0 (%0) 11 (%100) 0,021
- Kaoétii risk (n:35) 12 (%34,3) 23 (%65,7)

IPS
- 0-3(n:39) 8 (%20,5) 31 (%79,5) 0,064
- 24 (n:7) 4 (%57,1) 3 (%42,9)

HRS
- Az (n:8) 0 (%0) 8 (%100) 0,070
- Orta/bol (n:38) 12 (%31,6) 26 (%68,4)
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CD68 163 immunhistokimyasal boyasi ile belirlenen makrofaj yogunlugu

%30 kesme degerinin altinda olanlarla olmayanlar arasinda anlamli farklilik

saptanan klinikopatolojik veriler tablo 16‘da gosterildi. Diger boyalara gore en

fazla sayida klinikopatolojik parametreyle iligkisi gozlendi. 50 yas ve Uzerinde

olan olgularda (p=0,008), B semptomu olanlarda (p=0,019), dalak

tutulumunda (p=0,001), EORTC’ye gore kotu risk grubunda yer alanlarda
(p=0,026), IPS’nin 4 ve Uzerinde oldugu olgularda (p=0,037) ve EBV
varhginda (p=0,015) makrofaj yogunlugunun arttigi saptandi.

Tablo16: CD163 ekspresyon yogunlugunun %30 kesme degerine gore yas

ve klinikopatolojik verilerle karsilastiriimasi

CD163
(Kesme degeri %30)

Ozellikler >%30 <%30 P degeri
(n:22) (n:24)

Yas
- <50 (n:30) 10 (%33,3) 20 (%66,7) 0,008
- 250 (n:16) 12 (%75) 4 (%25)

B semptomu
- Var (n:23) 15 (%62,5) 8 (%34,8) 0,019
- Yok (n:23) 7 (%30,4) 16 (%69,6

Dalak tutulumu
- Var (n:16) 13 (%81,3) 3 (%18,8) 0,001
- Yok (n:30) 9 (%30) 21 (%70)

EORTC
- lyirisk (n:11) 2 (%18,2) 9 (%81,8) 0,026
- Kaétii risk (n:35) 20 (%57,1) 15 (%42,9)

IPS
- 0-3(n:39) 16 (%41) 23 (%59) 0,037
- 24 (n:7) 6 (%85,7) 1 (%14,3)

EBER
- Var (n:27) 17 (%63) 10 (%37) 0,015
- Yok (n:19) 5 (%26,3) 14 (%73,7)

CD163 immunhistokimyasal boyasinin her iki kesme degeriyle de,

bahsedilen klinikopatolojik parametreler disindaki veriler ve progresyon/niks

ile istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi.
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Tek degiskenli analizde anlamli ve sinirda anlamli (0,05<p<0,010) ¢ikan
degiskenlerin ¢ok degiskenli analizlerinde, timor iligkili makrofaj
yogunlugunun artmasinin CD68 PG-M1 ve CD68 KP1'in %10 kesme
degerlerinin ve CD163’Un %50 kesme degeri ve B semptomlarinin varligiyla
(sirasiyla p=0,028, p=0,002 ve p=0,019), CD68 PG-M1’in %40 kesme

degderinin ve CD163’Un her iki kesme degerinin dalak tutulumuyla (sirasiyla
p=0,049, p=0,013 ve p=0,002), CD68 PG-M1 ve CD68 KP1’in %10 kesme

degerlerinin ve CD163’Un %30 kesme degerinin EBV enfeksiyonu ile

istatistiksel anlamli iligki icinde oldugu gosterilirken (p=0,007, p=0,009 ve

p=0,036), CD68 KP1 %30 kesme degerinin B semptomlarinin olmasi ve

dalak tutulumu ile sinirda iliskili oldugu gézlendi (Tablo 17).

Tablol17: Tek degiskenli analizlerde anlamli ve sinirda anlamli
(0,05=p<0,010) bulunan degiskenlerin bagimsiz degiskenler olarak bagimli
degiskenlerle karsilastiriimasi

Bagimh Bagimsiz Degiskenler
Degdiskenler

B semptomlari | Dalak IPS | HRS | EORTC | EBER

tutulumu

CD68 PG-M1 _ + _ _ _ _
Kesme degeri %40 (p:0,049)
CD68 PGM1 + _ _ _ _ +
Kesme degeri %10 | (p=0,028) (p=0,007)
CD68 KP1 ~+ ~+ _ _ _ _
Kesme degeri %30 | (p=0,064) (p=0,091)
CD68 KP1 + _ _ _ _ +
Kesme degeri %10 | (p=0,002) (p=0,009)
CD163 + + _ _ _ _
Kesme degeri %50 | (p=0,019) (p=0,013)
CD163 _ + _ _ _ +
Kesme degeri %30 (p=0,002) (p=0,036)
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Resim 1. Olgu 29’daki orta/bol miktarda HRS hcreleri

(H-E, sirasiyla x200; x400)
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Resim 2. Olgu 29’daki sirasiyla CD163, CD68 PG-M1 ve
CD68 KP1 ekspresyonu (DAB x200)
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Resim 3. Olgu 23’deki orta miktarda HRS hucreleri

(H-E, sirasiyla x200; x400)
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CD163 bovanmasi %40

CD68 KP1 bovanmasi %20

Resim 4. Olgu 23’deki sirasiyla CD163, CD68 PG-M1 ve
CD68 KP1 ekspresyonu (DAB x200)
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Resim 5. Olgu 32’deki az miktarda HRS hucreleri

(H-E, sirasiyla x200; x400)
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CD163 bovanmasi %5-10

CD68 PG-M1 boyanmasi %5

CD68 KP1 bovanmasi %5

Resim 6. Olgu 32’deki sirasiyla CD163, CD68 PG-M1 ve
CD68 KP1 ekspresyonu (DAB x200)
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Resim 7. Olgu 42°deki bol miktarda HRS hdcreleri ve HRS
hicrelerindeki EBER pozitifligi (H-E x200 ve AP red x200)
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CD68 KP1 bovanmasi %45

Resim 8. Olgu 42’deki sirasiyla CD163, CD68 PG-M1 ve
CD68 KP1 ekspresyonu (DAB x200)
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Resim 9. Olgu 18’deki az/orta miktarda HRS hucreleri ve HRS
hicrelerindeki EBER negatifligi (H-E x400; AP red x400)
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CD163 bovanmasi %10

CD68 PG-M1 bovanmasi %10

CD68 KP1 bovanmasi %5-10

Resim 10. Olgu 18’deki sirasiyla CD163, CD68 PG-M1
ve CD68 KP1 ekspresyonu (DAB x200)
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TARTISMA

Makrofajlar, solid timdrlerde ve hematolojik malignitelerde tUmaor
dokusunda genellikle bulunmaktadirlar (147). Makrofajlar, farkl fonksiyonel
aktiviteleri bulunan ¢ok yonlu hiacreler oldugundan fonksiyonlarinin daha
kolay anlagilmasi igin yapay olarak zit immunolojik fonksiyonlari olan iki alt
grup olusturulmustur. Proinflamatuar aktivite gdsteren M1 makrofaj,
bakteriyal Urtnler ve interferon- y ile aktive olup yardimci T lenfosit-1 (TH1)
immun yanitinin gelismesinde ve mikroorganizmalar ile timaor hicrelerinin
yok edilmesinde rol oynar. Buna karsilik M2 makrofajlar immunsupresif etki
g6sterirler, angiogenezisi ve timadr gelisimini desteklerler (148). insanlarda
tumor-iliskili makrofajlarin (TAM) up-regule genlerinin ekspresyonlarinin in
vitro olarak M1 ve M2 makrofajlarla karsilastiriimasi sonucunda TAM
profilinin M2 makrafajlara daha yakin oldugu gézlenmistir (149). Makrofajlarin
antitimoér immuniteyi baskilayarak, timér hiicre migrasyonunu ve
angiogenezisi stimule ederek tumor progresyonunu desteklemesi ve kanser
gelisimini kolaylastirmasina yonelik deneysel kanitlar artmaktadir
(132,133,150). Makrofaj iligkili genlerin tanimlandigi over ve meme kanseri,
yumusak doku sarkomu, folliktler lenfoma ve klasik Hodgkin lenfoma gibi
malignitelerde CD68 pozitif TAM yogunlugunun artmasinin progresyonsuz
sagkalimi azalttig1 gosterilmistir (134,136,151).

Calismamizda duzenli izlenmis 46 KHL olgusu degerlendirilmis olup bazi
hastalarin tani aldiklari doku érneklerinde yeterli doku bulunmamasi, bazi
hastalarin klinik takiplerine ve verilerine ulagilamamasi, 2010 yilindan 6nceki
hasta takiplerinin sistemde duzenli bir gsekilde bulunmamasi nedeniyle
istenilen hasta sayisina ulasilamamigtir. Benzer ¢alismalarin gogunda
deg@erlendirilen hasta sayisi daha ¢ok olmakla birlikte bizim ¢alismamiza
yakin olgu sayisiyla yapilan ¢alismalar da bulunmaktadir. Steidl ve

arkadaslar 166, Kamper ve arkadaslari 288 KHL tanili hastayi
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degerledirirken Harris ve arkadaglari 44, Jakovic ve arkadaslari 52 KHL
hastasini galismalarina dahil etmislerdir (135,136,141,152).

Makrofaj populasyonunu kapsamli bir sekilde degerlendirmek i¢in pan-
makrofaj belirteci olan CD68’in PG-M1 ve KP1 klonlari ile daha dar sinirli ve
M2 makrofaj igin daha spesifik bir makrofaj belirteci oldugu belirtilen CD163
kullanilmigtir. Dokulardaki boyanma oraninin CD163 belirtecinde CD68
belirtecinin her iki klonuna gére daha fazla oldugu gorulmustur. Bu bulgu
daha 6nce malign melanom ve leiomyosarkom gibi farkli malignitelerde
yapilan ¢alismalar ile Kamper ve arkadaslarinin yaptigi KHL olgularinda
makrofaj yogunlugunu CD163 ve CD68 (KP1 klon) immunhistokimyasal
boyalariyla degerlendirdigi galisma ile Yoon ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma
ile benzer niteliktedir (135,153,154). Zaki ve arkadaslarinin yaptiklari tekli
yani sira ikili immunhistokimyasal yontemle HLA-DR/CD68 (PG-M1) ile M1
makrofaj, CD163/CD68 ile M2 makrofajlari belirlemeye yonelik
calismalarinda tekli analizde en fazla HLA-DR ile boyanma oldugu,
CD163’Un CD68 PG-M1’den daha yogun boyandigi, ikili analizde ise M2
makrofaj yogunlugunun da M1 makrofajdan daha fazla oldugu saptanmigtir
(143). Ancak CD68 (KP1) belirtecine gére CD163 ile boyanmanin daha az
oldugunu gosteren karsit calismalar da bulunmaktadir. Bu durumun yardimci
T lenfosit immun yanitinin CD163’G down-reglle etmesi, sonucunda olustugu
dusunulse de bunu destekleyecek bulgunun bulunmadigi belirtiimektedir
(152). Calismamizda her Ug belirtegle de Kamper ve arkadaslari gibi (135)
mikst sellUler subtipte nodller sklerozan subtipe gére daha fazla boyanmanin
oldugu goézlemlenirken, Kayal ve arkadaslari CD68 ile noduler sklerozan
subtipteki boyanma yogunlugunu daha yuksek bulmuslardir (155).

TAM belirteglerinin immunhistokimyasal ekpresyonlari ile sagkalim ve
klinik parametrelerin iligkisini belirlemede, Uzerinde anlasiimis bir kesme
degeri bulunmamakta olup ¢esitli oranlar kullaniimistir. Makrofaj yogunlugunu
%5’in alti, %5-25 ve %25'in Ustl olarak degerlendiren Ugli skorlama
(136,152), %5'in alt1,%5-25, %25-50 ve %50’nin Ustl olarak dederlendiren
dortll skorlama (144-155) yani sira %20 (154) %25 (141), %30 (142,146)

gibi tek kesme degeriyle yapilmig ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmada,
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daha 6nce kesme noktasini saptamada olgulardaki ekspresyon oranlarinin
medyan degerlerini esas alan galismalarin yontemi tercih edilerek (142)
birincil kesme dederleri saptanmig, daha az ekspresyonun anlamli olup
olmadigini arastirmak igin de ikincil ve daha kiguk bir kesme degeri
belirlenmistir.

KHL’de tumor ile iliskin makrofajlarin B semptomlari ve kétu prognozla
iligkili rollerinden yillar 6nce bahsedilmis (126), daha sonra bu bulgular gen
ekspresyon profili galismalari ile de desteklenmistir. Steidl ve arkadagslarinin
yaptiklari ilk gen ekspresyon profili galismasinda, CD68 kullanilarak yapilan
immunohistokimyasal analizin sonucunda TAM oraninin %5’in Gzerinde
saptanmasinin progresyonsuz sagkalimi azalttigini belirtmiglerdir. Ayni
zamanda TAM oraninin %%’in Uzerinde olmasinin otolog kemik iligi
transplantasyonunun basarisizligi ve sonrasinda hastalik nukstu ile iligkili
oldugunu saptamislar, buna ek olarak ileri evre hastalikta da progresyonsuz
sagkalimin azaldigini goéstermiglerdir (136). Casulo ve arkadaslar da 155
KHL olgusunda TAM ile sagkalim iligkisini degerlendirdikleri caligmalarinda
CD68 (KP1) ile gosterilen makrofaj yogunlugunun artmasi ile genel
sagkalimin azaldigini, ancak hastaliksiz sagkalim ile anlamli bir iligki
go6rilmedigini saptamislardir (146). Sanchez ve arkadaslarinin ileri evre KHL
tanili, ispanya ve Houston’dan alinan hasta gruplarinda yaptiklari calismada
ispanya’dan katilan olgularda yiiksek CD68 (PG-M1ve KP1 klonu) diizeyleri
ile hastaliga spesifik sagkalim suresinin kisaligi arasinda anlamli bir iligki
gosterilmistir. Ancak Houston’dan alinan hasta grubunda ve CD163 ile de
herhangi bir anlamli iliski saptanmamistir (145). Bu durum calismalarda farkli
sonuglarin elde edilmesinde sosyo-demografik faktorlerin de etkili
olabilecegini disundirmektedir. Bu ¢calismada ise yalnizca CD68 PG-M1 ile
%40 kesme degerinde TAM artisinin genel sagkalim suresini azalttigi
g6zlemlenmistir. Zaki ve arkadaslari ise hem tekli (CD163) hem de ikili
(CD163/CD68 PG-M1) immunhistokimyasal analizlerinde CD163’le gdsterilen
M2 makrofaj yogunlugunun artmasiyla genel sagkalimin kisaldigini CD68
PG-M1 ile ise sinirda anlamlilik bulundugunu belirtmislerdir (143). Kamper

ve arkadaslarinin 288 KHL olgusunu degerlendirdikleri calismada hem
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CD163 hem de CD68 (KP1 klonu) yuksek ekspresyonu ile genel sagkalimin
ve progresyonsuz sagkalim suresinin kisaligi arasinda anlamli bir iligki
izlenmigtir . Buna ek olarak hasta yasinin 45 ve Uzerinde olmasinin, erkek
cinsiyetin, B semptomlarinin olmasinin ve IPS’nin 2’'nin Gzerinde olmasinin
genel ve progresyonsuz sagkalim suresini azalttigini belirtmislerdir (135).
Benzer sekilde Yoon ve arkadaslarinin ¢galismasinda da progresyonsuz
sagkalim ve genel sagkalim suresinin kisaligi ile iligkili bulundugu belirtilen
faktorler CD68 KP1 klonu ve CD163 ile boyanan makrofaj yogunlugunun
artmasi, yasin 45’in Uzerinde olmasi, 4 ve Uzerinde IPS skoru ve B
semptomlarinin varhgidir (154). Bunlara ek olarak Panico ve arkadaslarinin
121 olguluk serilerinde erkek cinsiyet, yasin 45’in Uzerinde olmasi, ileri evre,
2’nin Uzerinde IPS skoru ve kétu EORTC skorunun genel sagkalimin
suresinin kisaligiyla; kutlevi (“bulky”) hastaligin progresyonsuz sagkalim
suresinin kisaligiyla; CD68 (KP1 klonu) ile boyanan yuksek oranda TAM
varhginin ise her iki surenin de kisaligiyla iligkili oldugu saptanmistir (142).
Calismamizda genel sagkalim suresinin kisaligiyla yalnizca 4’Gn Gzerinde
IPS skorunun anlamli bir iliski gosterdigi saptanmis olsa da, ileri evrenin ve
kot EORTC skorunun genel sagkalim suresini; ekstralenfatik tutulum ve
sedimentasyonun yuksek olmasinin ise hem genel sagkalim hem de
progresyonsuz sagkalim suresini kisalttigina iligkin sinirda anlamlilik
bulunmustur. TAM yogunlugunu ve klinik parametrelerle sagkalim sureleri
arasinda diger galismalara gore daha az iliski saptanmis olmasi olgu
sayisinin oransal azligina baglanabilecegi dugunulmusttr. Ancak olgu
sayisinin galigmamizdakine yakin oldugu Jakovic ve arkadaslarinin
calismalarinda CD68 (PG-M1 klonu) ile belirlenen TAM yodunlugu artisi ile
hem genel sagkalim hem de hastaliksiz sagkalim surelerinin anlamli bigimde
kisaldigi ortaya koymuslardir (141). Ancak ¢alismamizin tersine ele alinan 52
olgunun timanan ileri evrede olmasi, farki acgiklayabilir. Yazarlar ayrica,
calismamiza benzer bigcimde, 2 ve Uzeri IPS skorunun ylksek
sedimentasyon hizinin ve “bulky” hastalik bulunmasinin genel sagkalim
suresini anlamli bicimde azalttigini gézlemlemislerdir (141). Harris ve

arkadaslarinin 41 olguluk serisinde, ¢calismamizdaki sonuglara benzer
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bicimde, CD68 (KP1 klonu) ve CD163 ile boyanan makrofaj yogunlugu ile
hastalik nuksu arasinda anlamli bir iligki goralmemistir (152). Tum bunlarin
tersine, daha az sayida olmakla birlikte, her Gg¢ belirtecin de kullanildigi ve
TAM oraninin artmasi ile genel sagkalimin ya da progresyonsuz sagkalimin
veya her ikisinin birlikte suresinin uzadigini belirten ¢aligmalar da
bulunmaktadir (156-163).

Makrofaj yogunlugu ile sagkalim arasinda tek degiskenli analizlerde anlamli
iliski saptanan ¢alismalarin gogunda, ¢ok degiskenli analizde de makrofaj
yogunlugunun bagimsiz bir kétu prognostik bir faktor oldugu gdsterilmistir.
(141,143,154,160,162). Ancak Casulo ve arkadaslari ¢alismalarinda gok
degiskenli analizde bu iligkiyi saptamamislardir (146).

LiteratUrdeki bu ¢alismalarin bazilarinda, ¢alismamizda oldugu gibi, TAM
yogunlugu ile sagkalim iligkisi yani sira klinikopatolojik parametrelerle iligkiler
de degerlendirilmistir (135,136,142,154). Kamper ve arkadaslari (135) CD68
(KP1)+ ve CD163+ TAM artisinin ileri evre ve mikst sellller subtip ile;
CD163+ TAM artisinin 2’'nin Uzerinde IPS skoru ile; Yoon ve arkadaslari
(154) CD163+ TAM artisinin 45 yas ve Uzerinde olmak, erkek cinsiyet, 4 ve
uzerinde IPS skoru ve B semptomlarinin varligi ile; Panico ve arkadaslari
(142) CD68 (KP1)+ TAM artisinin erkek cinsiyet, ileri evre hastalik, 2 ve
Uzerinde IPS skoru ve LDH seviyesinin digtk olmasi ile anlamli bicimde
iligkili oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda, bu ¢alismalara benzer bigimde,
her Ug belirtecle pozitif TAM artisinin B semptomlarinin varhidi, dalak
tutulumu ve kétu EORTC skoru ile; CD68 PG-M1+ ve CD163+ TAM artisinin
sedimentasyonun yuksekligi ile; yalnizca CD68 PG-M1+ TAM artisinin erkek
cinsiyetle; yalnizca CD163+ TAM artisinin ise ileri yas ve yuksek IPS skorlari
ile anlamli bicimde iligkili oldugunu goézlemlenmigtir.

Calismamizda ayrica, Yoon ve arkadaslarinin ¢calismasinda oldugu gibi
(154), hem tek hem de ¢ok degiskenli analizlerde klinik parametrelerle en
fazla sayida anlamli iligkisi bulunan makrofaj belirtecinin CD163 oldugu
saptanmistir. En fazla sayida klinik parametreyle iligkisi izlenen kesme
degerleri CD68 PG-M1 klonu igin %40, CD68 KP1 klonu i¢in %10 ve CD163
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icin %30 olarak belirlenmis ve bu degerlerin literatirdeki degerlere benzer
oldugu gozlemlenmistir (142,146,154).

Gerek ¢alismamizda ve gerekse belirtilen pek ¢ok yayinda anlamli
bulunan iligkilerin anlamsiz oldugunu bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir.
Bunlardan biri Kayal ve arkadaslarinin 100 olguluk serisi olup, CD68+ TAM
artigi ile progresyonsuz ve genel sagkalim sureleri, yas, cinsiyet, hastaligin
evresi, B semptomlari, “bulky” kitle ve IPS gibi klinik parametreler arasinda
anlamli bir iligki gozlenmemistir (155). Benzer bigimde Agur ve arkadaslari
CD68 (PG-M1)+ TAM artigi ile progresyonsuz sagkalim arasinda;(163);
Azambuja ve arkadaslari da hem CD68 (KP1)+ hem de CD163+ TAM artisi
ile, caligmamizda da oldugu gibi genel ve hastaliksiz sagkalim arasinda,
hatta bunlarla diger her hangi bir klinik parametre arasinda anlamli bir iligki
saptamamislardir (144).

LiteratUrdeki bu bilgilerin 1s1ginda, genel sagkalim ve progresyonsuz
sagkalim surelerine TAM yogunlugunun etkisi yonunden Ug¢ belirteg
kiyaslandiginda, Sanchez ve arkadaslari ispanyol hasta grubunda CD163’lin
calismamizdaki gibi her iki klonununu degerlendirdikleri CD68’e gore daha az
efektif oldugunu (145), bunun tersine Zaki ve arkadaslari CD163’lUn daha
anlamli CD68 PG-M1’in ise sinirda anlamli oldugunu savlamislardir (143).
Kamper ve arkadaslari ile Yoon ve arkadaslari ise hem CD163 ve hem de
CD68 (KP1) ile progresyonsuz sagkalim ile genel sagkalim arasinda anlamli
iliski gdézlemlemislerdir (135,154). Bunun da tersine, Azambuja ve arkadaslari
ne CD163 ile ne de CD68 (KP1) ile sagkalim sureleri arasinda herhangi bir
iliski saptamamiglardir (144). Bu cgeliskili sonuclar TAM’larin saptanan kétu
prognostik rollerinin M2 makrofajlara sinirli oimadigini ve bu nedenle de
CD163 ve pan-makrofaj belirteci olan CD68'in birlikte kullaniminin daha iyi
olabilecegini disundirmektedir. CD68’in hangi klonunun degerlendirmede
daha anlamli olacagi da tam olarak agik degildir. Literattrdeki farkl
yayinlarda her iki klonla da sagkalim arasinda anlamli iligki gozlense de
calismalarda en ¢ok CD68’in KP1 klonu kullanildigindan bu klonla anlamli
iliskinin daha fazla oldugu goérilmektedir (135,154,156-158). Calismamizda,
CD68 PG-M1 klonunun genel sagkalim suresinin belirlenmesinde KP1
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klonundan daha etkili olabilece@i sonucu gikariimigtir. Ancak bizim gibi
CD68’in her iki klonunu da galigmalarinda degerlendiren Sanchez ve
arkadaslari, Houston’dan alinan hasta grubunda CD68’in her iki klonunda da
hastaliga spesifik sagkalim suresi arasinda anlamli iliski saptamislardir (145).

Bahsedilen ¢alismalarin bazilarinda ayrica tumérdeki TAM yogunlugunun
konagin immun yanitini etkileyen EBV enfeksiyonuna bagli olarak degistigi
sOylenmektedir (135,142,145,154). EBV'nin kodladigi LMP1 daha 6nce
belirtildigi Uzere enfekte B hucrelerinde guglu transformasyon yapici etki ve
antiapoptotik potansiyele sahiptir (33,35). HRS hucrelerinde EBV prevalansi
epidemiyolojik faktorler ve histolojik subtipe bagli olarak degismektedir. EBV,
KHL hastalarinin %40-60’'inda neoplastik hiicrelerde bulunmakta olup en sik
mikst selliler KHL olgularinda (%75) gortlmektedir (164). Biz de
calismamizda mikst selltler subtip KHL olgularinda digerlerine gére EBER
pozitifliginin daha sik oldugunu gorduk.

EBV enfeksiyonunun KHL olgularinda timér dokusunun mikrogevresini
degistirdigi belirtimektedir. EBV enfeksiyonunun HRS hcrelerinde cesitli
kemokinlerin 6zellikle de CCL20 ve aktive T hlcreleri icin kemoatraktan olan
IP-10’nun salinimini arttirarak ortamda regulator T lenfositlerinin
toplanmasina ve bunun devaminda da makrofajlarin birikimine katkida
bulundudu bildiriimektedir (165). Chetaille ve arkadaslarinin ¢alismasinda
EBV enfeksiyonlu KHL olgularinin enfeksiyon olmayan olgulara gére daha iyi
bir klinik gidisat sergilememeleri EBV enfeksiyonuna bagli olan immun
yanitin tumor hicrelerinin yok edilmesinde yeterli olmadigini
dusundirmektedir (129). Benzer olarak bahsettigimiz calismalarin
bazilarinda EBV enfeksiyonu ile genel ya da progresyonsuz sagkalim
arasinda anlamli bir iliski gézlenmemistir (135,144). Biz de ¢alismamizda
EBER pozitifligi ile genel sagkalim arasinda anlamli bir iliski gézlemlemedik
ancak progresyonsuz sagkalimi uzattigi ile arasinda sinirda anlamlilik
saptadik. Fakat Yoon ve arkadaslari calismalarinda EBER pozitifliginin
hastaliga 6zgu sagkalim ve genel sagkalim suresini, Azambuja ve

arkadaslar1 da progresyonsuz sagkalim suresini kisalttigini bildirmiglerdir
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(144,154). Bu bilgiler EBV enfeksiyonun KHL'da prognostik rolinun tartigmali
bir konu oldugunu da vurgulamaktadir.

Kamper ve arkadaslari, Sanchez ve arkadaslari ile Azambuja ve
arkadaslarinin yaptiklari calismalarda HRS hucrelerinde EBV enfeksiyonun
olmasiyla CD68 ve CD163 immunhistokimyasal boyalariyla belirlenen TAM
yogunlugunun arttigini saptamislardir (135,144,145). Bu calismada da her U¢
belirtecle EBER+ olgularda negatif olanlara gére TAM yogunlugunun daha
fazla oldugu saptanmigtir. Bu durum, EBV varliginin immun yanitta ve
makrofajlarin kutuplagmasinda etkili bir faktor olabilecegini
dusundurmektedir. Ancak bunun tersine, iki parametre arasinda anlamli iligki
saptamayan ¢alismalar da bulunmaktadir (144).

Sonugta tim bu ¢alismalarda farkli sonuglarin elde edilmesine, hasta
gruplarinda (etnik kdken ve evre gibi) ve olgu sayisindaki degisikler, teknik
yontemlerin ayni olmamasi, farkli makrofaj belirteglerinin kullaniimasi, kesme
degerlerindeki tutarsizliklar ve patologlarin boyalari degerlendirmedeki
farkliliklari neden olabilir.

Literatirdeki calismalarla kargilastirildiginda ¢alismamizdaki hasta
sayisinin oransal olarak az oldugu goértlmektedir. Bu nedenle hastalari
gruplara ayirarak degerlendirmek, hasta sayisini daha da azaltacagi igin
mumkdn olmamistir. Ayrica KHL sagkalim suresi uzun olan bir hastalik
oldugu igin, duzenli takip suresi daha uzun olan olgularin gogunlukta olmasi
yillar icinde olaylarin (progresyon, ntiks, 6lum) olma olasiligini
arttiracagindan daha anlamli sonuglar elde edilmesine katkida bulunabilir.
Calismamizda en uzun takip suresinin 89 ay, median degerin ise 23,5 ay
olmasinin, bazi bulgularin ortaya konmasina engel teskil etmis olabilecegi
dusunulmustur. Daha ¢ok hasta iceren ve daha uzun izlem sureleri bulunan
calismalarin daha degerli olacagi aciktir.

Bu ¢alismadaki amag, bahsedilen diger ¢aligmalarda oldugu gibi, KHL'da
su anki tedavi rejimlerine ek ya da alternatif yeni tedavi yontemlerinin kesfi ve
kullanimina katkida bulunmaktir. Bu yonde en ¢ok arastirilan konulardan biri
olan TAM patofizyolojisindeki anlasilirliginin artmasiyla birlikte, bunun klinik

bulgular ve sagkalim Gzerine olasi etkileri ortaya konulmaya calisilmigtir.
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Tartismaya hala acik olmakla birlikte bu tur etkilerin varligi yontndeki kanitlar
giderek arttigindan, TAM belirteclerinin KHL’da rutin olarak uygulanmasi ve

patoloji raporunda yardimci bir prognostik faktor olarak belirtiimesinin dogru
olacag! sonucuna varilmigtir.
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SONUGLAR VE ONERILER

Son dénemlerde KHL'de yeni biyolojik prognostik faktorler belirlemeye
yonelik yapilan ¢alismalarin sayisi artmaktadir. Bu ¢alismalarin baglica
konularindan birisi de KHL’de TAM yogunlugunun sagkalim ve hastalarin
tedavisinin belirlemesinde rol oynayan ve prognostik risk siniflamasinda yer
alan klinik ve laboratuvar parametreleri ile iligkisinin arastiriimasidir.

Bu ¢alismada 46 KHL olgusu CD68 PG-M1, CD68 KP1 ve CD163
ekspresyonu ile TAM yogunlugu agisindan ve EBER ile EBV enfeksiyonu
varhgi agisindan degerlendirilmigtir.

Literatirde TAM yogunlugunun artmasi ile genel sagkalim, progresyonsuz
sagkalim ya da hastaliksiz sagkalim suresinin kisaldigina yonelik ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda genellikle CD163 ile CD68’in PG-M1
ya da KP1 klonu ya da sadece CD68'’in iki klonundan biri kullaniimistir. Hem
CD163 hem CD68 ile ya da bu belirteclerin herhangi biriyle sagkalim
arasinda anlamli sonuglar elde edilmistir. Bunlarin yani sira bu Ug¢ belirtegle
belirlenen TAM yogunlugu ile sagkalim arasinda anlamli iliski saptamayan
calismalar da yer almaktadir. Calismamizda yalnizca %40 kesme dederinde
CD68 PG-M1+ TAM artisinin genel sagkalim suresini kisalttigi
gozlemlenmistir.

Literatlrde yer alan pek ¢ok ¢alismada, TAM yogunluk artisinin sagkalim
ile anlamli iligkisinin yani sira klinikopatolojik ve laboratuvar parametreleri ile
de anlamli iligkiler saptanmistir. Bu klinik parametreler cogunlukla hastanin
ileri yasta olmasi (>45 yas), erkek cinsiyet, B semptomlarinin varhgi, yiksek
IPS (>4 ya da >2) ve hastaligin ileri evre olmasidir. Calismamizda her Ug¢
belirteg ile saptanan TAM artisinin B semptomlarinin varligiyla, dalak
tutulumuyla ve kot EORTC skoru ile anlamli iliski gosterdigini belirlenmistir.
Sagkalim sonuglarinda oldugu gibi bu konuda da tam tersi calismalar

bulunmaktadir.
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Cesitli calismalarda TAM yogunlugunun saptanmasinda kullanilan ve
belirleyici degeri agisindan digerlerinden Ustlun tek bir makrofaj belirteci
olmadigi gibi 6zgun bir kesme degeri de (“cut-off” point) bulunmamaktadir.

Calismamizda CD163 pozitifliginin CD68’in her iki klonuna gore daha fazla
oldugu gorulmastur. Ancak tam tersi sonuglar bildiren yayinlar da
bulunmaktadir. Hem diger ¢alismalarda hem de bu ¢alismada her Ug¢
belirtecin boyanma yogunlugunda korelasyon bulunmasi TAM yogunlugunu
arastirirken herhangi bir belirtecin kullaniimasinin yeterli olabilecegini
dusundurse de, anlamlilik agisindan ¢eligkili sonuglarin bulunmasi, M2
makrofajlar igin daha spesifik oldugu bildirilen CD163 ile pan makrofaj
belirteci olan CD68’in birlikte kullaniminin daha iyi olabilecegini
gOstermektedir.

CD68'’in hangi klonunun kullaniminin daha uygun oldugu konusu da acgik
degildir. Literaturdeki ¢calismalarin cogunda KP1 klonu kullanildigindan
sagkalimla anlamli iligkisi de daha fazla bulunmaktadir. Bu ¢alismada oldugu
gibi CD68'in iki klonunu da degerlendiren bir calismada, etnik kdkenleri farkl
iki hasta grubunun birinde her iki klonun da sagkalimla anlamli iligkisi
gosterilirken, diger hasta grubunda bdyle bir iliski ikisiyle de saptanmamustir.
Calismamizda yalnizca CD68 PG-M1klonu ile sagkalim arasinda anlamli
iliski gozlemlenmistir. Bu durum TAM yogunlugu ile sagkalim arasindaki
iliskide hastalarin etnik kdkenlerinin de rolunun olabilecegini dugundurmustur.

EBV enfeksiyonunun KHL olgularinda timdr dokusunun mikrogevresini
degistirdigi belirtimektedir. Literatirde EBV enfeksiyonunun KHL'deki
prognostik rolu tartismali olup sagkalimi etkilemedigi ya da daha ¢ok
sagkalim siresini kisalttigi yoninde calismalar bulunmaktadir. Calismamizda
EBER pozitifligi ile genel sagkalim arasinda anlamli bir iligki
gbzlemlenmemisg, ancak progresyonsuz sagkalim suresinin uzadigi yonunde

sinirda anlamlilik izlenmisgtir.
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LiteratUrdeki ¢calismalarla karsilastirildiginda bu ¢alismanin oransal olarak
daha kuguk bir hasta grubunu kapsadidi ve daha genis ve daha uzun izlem
sureli serilerde daha ¢ok galisma gerektigi bir gercek olmakla birlikte, KHL
olgularinda TAM yogunlugunun belirlenmesinin patoloji laboratuvarlarinda
rutin olarak uygulanmasi ve raporlarda belirtiimesi gerektigi sonucuna

variimistir.
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OZET

AMAGC: Bu calismada klasik Hodgkin lenfoma (KHL) olgularinda CD68 ve
CD163 ile tumor-iligkin makrofaj (TAM) yogunlugunu saptamak ve bunun
neoplastik hicrelerdeki latent EBV enfeksiyonu, genel sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim sureleri ile olasi iligkilerini ortaya ¢gikarmak; ek
olarak da bahsedilen degdiskenlerin Uluslararasi Prognostik skor (IPS),
Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Organizasyonu (EORTC) skorlamasi gibi
prognostik belirtegler ve klinikopatolojik parametreler ile iliskisinin olup

olmadigini agiga ¢ikarmak amacglanmistir.

GEREG VE YONTEM: 46 KHL olgusu makrofaj yogunlugunun arastiriimasi
amaciyla CD68 (PG-M1 ve KP1 klonlari) ve CD163 belirtegleri ile
immunhistokimya (iIHK) yéntemiyle boyanarak boyanma orani
degerlendiriimig, bu oranlarin medyan degerlerine gére ve daha az
ekspresyonun anlamli olup olmadigini arastirmaya yonelik kesme degerleri
olusturulmustur. Kromojen in situ hibridizasyon yontemiyle (CISH) EBER
(Epstein-Barr virus encoded RNA) probu kullanilarak olgularda EBV

enfeksiyonu olup olmadigi arastirilmigtir.

BULGULAR: %40 kesme degeriyle CD68 PG-M1 ekspresyonu artisinin ve
uluslararasi prognostik skorun (IPS) ylksek olusunun genel sagkalim
suresini azalttig1 gorilmastur (sirasiyla p=0,047 ve p=0,013). Bunun yani sira
klinik parametrelerden hastaligin ileri evrede olmasi, ekstralenfatik tutulumun
bulunmasi, sedimentasyonun 50 Gzerinde olmasi ve olgularin EORTC’ye
gOre kotu risk grubunda yer almasinin genel sagkalimi azalttigina yonelik
sinirda anlamlilik gézlenmistir (sirasiyla p=0,090, p=0,067, p=0,073 ve
p=0,076). Progresyonsuz sagkalim slresinin uzun olmasi ile tutulu nodal
alan sayisinin 3’'Un altinda olmasi arasinda anlamli iligki izlenirken, EBV
enfeksiyonu varligiyla sinirda anlamlilik saptanmistir (sirasiyla p=0,043 ve

p=0,062). Ayrica ekstralenfatik tutulum bulunmasi ve sedimentasyonun 50
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Uzerinde olmasinin hem genel hem de progresyonsuz sagkalim suresin
azalttigr yonunde sinirda anlamlilik goézlenmistir (sirasiyla p=0,051 ve
p=0,090). Her G¢ makrofaj belirtecinde yogunluk artiginin, klinikopatolojik
parametrelerden B semptom varligi, dalak tutulumun olmasi, EORTC’ye gore
kotl risk grubu ve EBV enfeksiyonun varligiyla korelasyon gosterdigi
izlenmigtir. Ayni zamanda CD163+ makrofajlarin artisi ile yuksek IPS,
sedimentasyon yuksekligi ve ileri yas arasinda (sirasiyla p=0,037, p=0,017,
p=0,008); CD68 PG-M1+makrofaj artigi ile sedimentasyon yuksekligi, erkek
cinsiyet ve neoplastik hicrelerin orta/fazla sayida bulunmasi arasinda
(sirasiyla p=0,038, p=0,023, p=0,012) ve CD68 KP1+makrofaj artisiyla
yuksek IPS arasinda anlamli iligki saptanmistir (p=0,038). Cok degiskenli
analizde her Ug belirteg ile EBV enfeksiyonu ve B semptomlari arasindaki,
CD163 ve CD68 PG-M1belirteci ile de ek olarak dalak tutulumu arasindaki

anlamli iligkinin devamlihdr gérulmustar.

SONUCLAR: Bulgular PG-M1 ile belirlenen TAM yogunluk artisini daha kisa
genel sagkalim suresiyle iligkili oldugunu gdsterirken, diger iki makrofaj
belirteciyle sagkalim arasinda anlamli bir iligki saptanmamigstir. Ancak her ¢
makrofaj belirteciyle saptanan TAM artisi ve EBV pozitifliginin risk gruplarinin
olusturulmasinda yer alan klinik parametrelerden bazilari ile arasinda
saptanan anlamli iliski, makrofaj yogunlugunun vurgulanmasinin hastalarin
prognostik risk gruplarinin belirlenmesinde kullanilabilecegine ve patoloji
raporlarinda belirtiimesi gerektigine isaret etmistir. Daha kesin sonuglar
alinabilmesi i¢in, konunun daha ¢ok ¢alismada, daha genis ve daha uzun

izlem sureli serilerde ele alinmasinin gerekli oldugu dugunulmustar.
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ABSTRACT

RELATIONSHIP OF TUMOR-ASSOCIATED MACROPHAGE
POPULATION DETECTED BY CD68 PG-M1, CD68 KP1 AND CD163
WITH LATENT EBV INFECTION AND PROGNOSIS IN CLASSICAL
HODGKIN’S LYMPHOMA

AiM: Our aim is to evaluate the quantity of tissue associated macrophages
(TAM), detected by CD68 PG-M1, CD68 KP1 and CD163 positivity and its
correlation between latent EBV infection in neoplastic cells, and to reveal the
possible association of overall and progression free survival in cases of
Hodgkin’s lymphoma of classical type (cHL); to see also whether there is an
association with prognostic indices such as International Prognostic Score
(IPS) and European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) and clinicopathological parameters.

MATERIALS AND METHODS: 46 cases of Hodgkin’s lymphoma classical
type were selected for evaluation. Staining for CD68 (PG-M1 and KP1
clones) and CD163 immunohistochemistry were evaluated, cut-off values
were defined according to median values of staining intensity and ratio. The
significance of values lower than median values were also reviewed to
determine their statistical importance. Additionally, all cases were evaluated
using chromogen in situ hybridization (CISH) method with EBER (Epstein-
Barr virus encoded RNA) probes for presence of possible EBV infection.

RESULTS: We found high expression levels of CD68 PG-M1 and high IPS
were associated with shortened overall survival (p= 0,047 and 0,013,
respectively). Association with parameters such as advanced stage disease,
presence of extralymphatic involvement, high erythrocyte sedimentation rate
(ESR>50) and being in the poor risk group for EORTC were also found
statistically significant for shortened overall survival (p=0,090, p=0,067,
p=0,073 and p=0,076 respectively). Cases with 2 or less nodal region
involvement have been observed to have longer progression-free survival
period, also there was statistically borderline significant association with
presence of EBV infection (p=0,043 and p=0,062 respectively). Presence of
extralymphatic involvement and high ESR (>50) were found to shorten
progression-free survival as well as overall survival, again in a borderline
manner (p=0,051 and p=0,090 respectively). High expression levels with
immunohistochemical markers (CD68 PG-M1, CD68 KP1 and CD163) were
found to show association with presence of clinical parameters such as,
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presence of B symptoms, spleen involvement, being in the poor risk group for
EORTC and presence of EBV infection. High CD163 expression levels were
associated with high IPS, high ESR and older age (p=0,037, p=0,017 and
p=0,008 respectively). Higher staining intensity with CD68 PG-M1 were
associated with high ESR, male sex and neoplastic cell count being
intermediate/high (p=0,038, p=0,023, p=0,012, respectively). Higher staining
intensity with CD68 KP1 were associated with higher IPS (p=0,038). In
multivariate analysis, each three markers have also shown significant
relevance with presence of EBV infection and B symptoms, while spleen
involvement were found to have correlation with CD163 and CD68 PG-ML1.

CONCLUSIONS: Our findings suggest that increase of CD68 PG-M1+ TAM
with a cut-off point of 40% is associated with shortened overall survival, while
the remaining markers were observed to have no such significant association
with overall or progression-free survival. Presence of EBV infection and
clinical parameters mentioned above and used for determining risk groups,
showed significant association with each marker. These findings indicate that
highlighting TAM rate via macrophage markers in cases of cHL could be
helpful determining prognostic risk groups and should be mentioned in
pathology reports. In order to obtain more accurate results, this subject is
needed to be evaluated in other studies including larger series with much
more longer follow-up periods.
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