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’Diffuz buyuk B hicreli lenfoma alt tiplerinde COX-2, survivin, Ki-67, bcl-2, CD3
ekspresyonu ve prognoz uzerine etkileri”

Dr Ulkii Kiigik

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.D.

inciralti/ 1IZMIR

Amac ve hipotez: Son zamanlarda diffiz blylk B hicreli lenfomalarda COX-2 ve
survivin ekspresyonunun koti prognostik faktér oldugu bildiriimektedir. Bu ¢alismada
DBBHL’larin germinal merkez kaynakl, nongerminal merkez kaynakl ve
siniflandirilamayan alt tiplerinde CDS3, bcl-2, Ki-67, COX-2 ve survivin proteinlerinin

ekspresyonlari ve bu ekspresyonlarin prognoz Gzerine etkisi arastiriimistir.

Yéntem: 1990-2006 yillari arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi
hastanesi’nde diffiz blyldk B hicreli lenfoma tanisi almig ve klinik takipleri olan 50
hasta arastirmaya alinmigtir. Olgularda B hicre fenotipi immunohistokimyasal
yontemle CD20 pozitivitesi gdsterilerek dogrulanmistir. Bu olgular arasindan
immunohistokimyasal yontemle CD10 ve/veya bcl-6 ile olumlu, MUM-1 ile olumsuz
boyananlar, germinal merkez kaynakli olarak, CD10 ve bcl-6 ile olumsuz, MUM 1 ile
olumlu boyanan olgular yani sira CD10 olumsuz, bcl-6 ve MUM-1 olumlu olgular
nongerminal merkez kaynakli olarak kabul edilmistir. Bu G¢ belirleyicinin hi¢ biri ile
boyanma gdstermeyen olgular ise siniflandirilamayan gruba alinmigtir. Bdylece
olgular germinal merkez kaynakli (n.16), nongerminal merkez kaynakli (n:26) ve
siniflandirilamayan (8) olmak Uzere ¢ ana alttipe ayrilmistir. Daha sonra belirlenen
alt gruplarda immunohistomiyasal yontemle CD3, COX-2, survivin, Ki-67 ve bcl-2

ekspresyonu ve bunlarin prognozla iligkisi arasgtiriimistir.

Bulgular: Arastirmada 27 erkek (%54) ve 23 kadin (%46) hasta degerlendirilmistir.
Hastalarin genel yas ortalamasi 57.6 dir (17-95). Yasayan olgularin ortalama takip
suresi 52 aydir (median: 39 ay, aralik:10-160 ay).

Hastaligin prognozunu etkiledigi bildirilen etmenlerin tek tek degerlendirildigi
Log Rank Analizi sonuglarina goére, yasi 65 altinda olanlarda ve kadin hastalarda
sagkallm anlaml olarak daha fazladir (p=0.03 ve p=0.05). Diger degiskenlerin

sagkalim Gzerine anlamli etkisi saptanmamistir.



Olasi karigtirici etmenlerin etkisini dizeltmek icin yapilan Cox regresyon
analizine gére ileri yas (p=0.001), cinsiyet (p=0.017) ve difflz blylk B hicreli
lenfoma alttipleri’'nin  (p=0.005) sagkalim Gzerine anlamh etkisinin oldugu
saptanmistir.

Diffiiz blyUk B hicreli lenfoma alttipleri arasinda COX-2, survivin, bcl-2, Ki-67
ve CD3 ekspresyonu agisindan fark olup olmadigini belirlemek i¢in kullandigimiz Gok
GozIi Duzlemlerde Ki-Kare analizine gére diffliz blyik B hicreli lenfoma alttipleri
arasinda COX-2, survivin, bcl-2, Ki-67 ve CD3 ekspresyonlari agisindan anlaml fark
olmadigi saptanmistir.

Sonug: Bu arastirmada difflz blytk B hicreli lenfoma hastalarinda yas,
cinsiyet ve DBBHL alttiplerinin sagkalim Uzerinde etkili oldugu saptanmistir. TUmor
zemininde eslik eden inflamatuar yanitin yogunlugunun, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, toplam sagkalim Uzerine etkisinin olabilecegi disundlmuUstir. Bununla
birlikte belirlenen diffiiz blylk B hiicreli lenfoma alttipleri arasindaki (germinal merkez
kaynakli, nongerminal merkez kaynakli, siniflandirillamayan grup) bu belirgin prognoz
farkini agiklayabilmek igin alttipler arasinda COX-2, survivin, Ki-67, bcl-2 ve CD3
ekspresyonu acisindan fark olup olmadigina bakildiginda gruplar arasinda anlamh
fark izlenmemistir. Bu da bize alttipler arasindaki prognoz farkinin nedenini
aciklayabilmek icin apopitoz, proliferasyon hizi ve inflamatuar cevap disinda farkh
mekanizmalarin olabilecegini ve bunlari saptamak igin daha fazla arastirma

gerektigini géstermistir.

Anahtar kelimeler: Diffz buydk B huicreli lenfoma, germinal merkez kaynakl,
nongerminal merkez kaynakli, COX-2, survivin, bcl 2, ki-67, CD3



SUMMARY

“Expression of COX-2, survivin, Ki-67, BCL-2, CD3 in diffuse large B-cell
lymphoma subtypes and their effects on prognosis

Dr Ulkii Kiigik

Dokuz EylUl University Medical Faculty Pathology Department

inciralti/izmir

Purpose : Recent studies demonstrate that COX-2 and survivin expressions are
poor prognostic factors in diffuse large B-cell lymphomas. In our study, we
investigated CD3, bcl-2, Ki-67, COX-2 and survivin expressions and their role on the
prognosis of germinal center B-cell like, non-germinal center B-cell like and

unclassified subtypes of diffuse large B-cell lymphoma.

Materials and methods: 50 patients who had diagnosis of diffuse large B-cell
lymphoma and clinical survival data adtmitted between 1990-2006 in Dokuz EylUl
University Medical Faculty Hospital were included in this study. The diagnosis is
confirmed by CD20 immunopositivity. In these patients; CD10 (+) and/or bcl-6 (+),
MUM-1 (-) patients were diagnosed as germinal center B-cell like, whereas those
with MUM-1 (+), CD10 and bcl-6(-) as well as CD10 (-), bcl-6 and MUM-1 (+) as non-
germinal center B-cell like. The unclassified group consisted of the patients who were
negative with all three immunostains. With this method the patients were divided in
three subtypes; germinal center B-cell like (n:16), non- germinal center B-cell like
(n:26) and unclassified (n:8). In these subgroups, we investigated CD3, COX-2,
survivin, Ki-67 and bcl-2 expressions by immunohistochemistry and their roles on

prognosis.

Results: The study group comprised 50 patients with DLBCL, including 27 (54%)
males and 23 (46%) females. Tha patients’ ages ranged from 17 to 95 years (mean
57.6). Median follow-up was 52 months (range, 10-160).

With Long Rank analysis, survival is significantly better in the patients over 65
years old and in women (p:0,03 and p:0,05). There are no significant effects of the
other factors on survival. With Cox regression analysis; older age (p:0.001), gender
(p:0,07) and the subtypes of diffuse large B-cell ymphomas (p:0,005) are significantly



effective on survival. With Chi-square analysis; no significant difference in expression
of COX-2, survivin, Ki-67 and CD3 between subtypes of diffuse large B-cell
lymphoma.

Conclusion: We found that, age, gender and subtypes of diffuse large B-cell
lymphoma over effective on overall survival. Although it is not statistically significant
the intensive inflamatuar reaction in the tumor may be effective on survival. Between
diffuse large B-cell lymphoma subtypes there were no difference in expression of
COX-2, survivin, Ki-67, bcl-2 and CD3. It appears that COX-2, survivin, Ki-67, bcl-2
and CD3 are not responsible for the survival difference among subtypes of diffuse
large B-cell lymphoma. There might be some other mechanisms and further
investigations need to explain prognostic difference between subtypes of diffuse
large B-cell lymphoma.

Key word: Diffuse large B-cell lymphoma, germinal center B-cell like, nongerminal
center B-cell like, COX-2, survivin, bcl 2, ki-67, CD3



GIRIS

Non-Hodgkin Lenfomalar Hakkinda Genel Bilgi: Lenfoma neoplastik hicrelerin
kitle olusturacak sekilde proliferasyonudur. Amerika Birlesik Devletlerinde yilda
55000-60000 kisi Non-Hodgkin Lenfoma tanisi (NHL) almaktadir (1) ve kansere bagli
6lim siralamasinda 6. sirada bulunmaktadir (2,3). Hastalar arasinda yas, cinsiyet ve
irk dagihmi degiskendir (4,5,6).

Etiopatogenez: Etiolojisi tam aydinlatilamamis olmakla birlikte etiopatogenezinde
enfeksiyon, kimyasal ajanlar, genetik bozukluklar, immuinyetmezlikler gibi cesitli
faktorler suclanmistir (7).

Kronik inflamatuar hastaliklarda (Sjégren sendromu, ¢célyak hastaligi, romatoid
artrit gibi) artmis NHL riski bilinmektedir (8). Enfeksiyon ajanlarn ile birlikteligi
gosterilen gesitli NHL tipleri vardir. Helicobacter pylori ile MALT lenfoma arasinda (9),
Ebstein-Barr virus (EBV) ile Burkitt lenfoma arasinda, Hepatit C virlis ile splenik ya da
buyuk hucreli lenfoma arasinda, Chlamidia psittaci ile okller adneksal lenfoma
arasindaki artmis birliktelik bunlardan bir kagidir (8). Ayrica Human
immunodeficiency virus (HIV) pozitif hastalarda oral kavitede gdérilen plazmoblastik
lenfomali hastalarin bir kisminda da EBV saptanmistir (10).

ilaca bagli immiinsiipresyon (solid organ transplantasyonlari sonrasi veya HIV
enfeksiyonu sonucu gelisen immunyetmezlik) durumlarinda normal populasyona gére
artmis NHL gelisim riski saptanmistir (11, 12).

Patogenez: Kromozomal translokasyonlar ve molekller yeniden didzenlenmelerin
cogu lenfomanin patogenezinde 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir ve bunlan
gbsteren analizler taniyr dogrulamak icin siklikla kullanihir (8). NHL’a en sik eslik eden
kromozomal anomali; translokasyon t(14;18)(q32;921) dir. Bu translokasyon follikiler
lenfomada (FL) %85, difftz blaylk B hicreli lenfomada (DBBHL) %28 oraninda
bulunmaktadir (13, 14,15). Bu translokasyon sonucu 18. kromozomdaki bcl-2 geni,
kromozom 14 deki immuanoglobulin agir zinciri lokusi ile yan yana gelmektedir ve
apopitozise karsi hlcresel direng gelismektedir (8). Bcl-6 veya c-myc'i igeren
molekuler yeniden dizenlenmeler siklikla DBBHL'da ve Burkitt lenfomada gorulir.
Diger malignitelerde oldugu gibi lenfositlerin malign transformasyonu igin genetik

anormalliklerin birikimi gereklidir (2).



Non Hodgkin Lenfomalarda Siniflandirma: 1970’li yillarda lenfoma i¢in Rappaport
siniflamasi, Kiel siniflamasi, Lukes ve Collins siniflamasi gibi birgok degisik
siniflamalar kullaniimigtir.

Guncellenmis Kiel siniflamasi 6zellikle Avrupa’da olmak Uzere yaygin bir
kullanim alanina sahipti. Bircok lenfoma kategorisini ortaya koymada yararli
olmasiyla birlikte, 6zellikle nodal lenfomalar icin yapiimig bir siniflandirma olup,
ekstranodal lenfomalar igin ¢ok uygun degildi (16).

1981'den sonra Working Formulasyonu lenfoma siniflamasi igin yaygin
kullanilir hale geldi. Buyume paterni ve hiicre boyutu degerlendirilerek yapildigi igin
gbreceli olarak uygulamasi kolay bir siniflama idi. Kategorilerin heterojen olmasi ve
immanfenotipin gbéz 6nine alinmamasi nedeniyle 1990 ve 2000’lerde yeni siniflama
arayisi basladi (16).

1994 yilinda Uluslararasi Lenfoma Calisma Grubu tarafindan REAL (Revised
European American Lymphoma Listing) yaklagimi giindeme getirildi. Bu yaklagim bir
siniflandirma olmaktan ziyade her lenfoma tipinin morfolojik, klinik, immunfenotipik ve
genotipik 6zellikleri ile tek tek ayri bir antite olarak tanimlanip listelenmesi prensibine
dayaniyordu (16).

REAL yaklasiminin, Working Formulasyonu ve Kiel siniflamasindan diger
6nemli bir farki da morfolojik ve/veya immunolojik olarak ayrilamayan bazi
kategorileri tek bir kategori altinda toplamasi oldu (16).

"Diinya Saglik Orgiiti" siniflamasi (DSO) 2001 yilinda "International Agency
for Research on Cancer" tarafindan basilan “Pathology and Genetics” serisinde
yayinlandi (Tablo1) (17). DSO siniflamasi aslinda REAL yaklasiminin giincellenmis
seklidir. Artan bilgi birikimi ile birlikte REAL siniflamasinda gerekli degisiklikler
yapilmistir. imminhistokimyasal calismalar antitelerin belirlenmesinde anahtar rolii
oynamigtir, klinik bilgi ¢cogu antitenin tanimlanmasinda ayrilmaz bir par¢ca olmustur.
REAL siniflamasinda ayri birer antite olarak tanimlanabilmesi icin yeterli veri
bulunmayan ve bu nedenle “gegcici” olarak kabul edilen antiteler DSO siniflamasinda
listelendirilmistir. Hematolenfoid neoplazmlarinin yani sira siniflamada l6semiler,

kronik myeloproliferatif hastaliklar ve myelodisplastik sendromlar da yer almigtir (16).



Tablo 1: Diinya Saghk Orgiitirniin Lenfoid Maligniteler Siniflamasi

Prekiirsor B hiicreli neoplazmlar

Preklrsor B lenfoblastik 16semi/lenfoma

Matir B hiicreli neoplazmlar

Kronik lenfositik I6semi/Kiguk lenfositik lenfoma

B hacreli prolenfositik |6semi

Lenfoplazmositik 16semi

Dalagin marjinal zon lenfomasi

Ekstranodal marjinal zon B hicreli lenfoma of MALT
Nodal marjinal zon lenfoma

Folliktler lenfoma

Mantle hucreli lenfoma

Diffuz buydk B hacreli lenfoma

Mediastinal (timik) buyuk B hicreli lenfoma
intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

Primer eflizyon lenfoma

Burkitt lenfoma /I6semi

Hairy hicreli I16semi

Plazma hicreli myelom

Kemigin soliter plazmositomu

Malignite potansiyeli kesin olmayan B hicre proliferasyonlari
Lenfomatoid granulomatozis

Polimorfik, transplantasyon sonrasi lenfoproliferatif hastaliklar

Prekiirsor T hicreli neoplazmlar
Prekirsor T hucreli lenfoblastik I16semi/lenfoma

Blastik NK hicreli lenfoma

Matir T hucreli ve NK hicreli neoplazmlar
T hicreli prolenfositik [6semi

T hicreli blyUk grantler lenfositik [6semi
Agresif NK hicreli 16semi



Erigskin T htcreli I6semi/lenfoma

Ekstranodal T/NK hdcreli lenfoma, burun tipi
Enteropati tip T hucreli lenfoma

Hepatosplenik T hiicreli lenfoma

Cilt alti pannikulit benzeri T hicreli lenfoma
Mycosis fungoides ve Sezary sendromu

Derinin primer anaplastik buyuk hicreli lenfomasi
Spesifiye edilemeyen, periferal T hlicreli lenfoma
Anjioimmunoblastik T hicreli lenfoma

Anaplastik buyuk hicreli lenfoma

Malignite potansiyeli kesin olmayan T hicre proliferasyonlar

Lenfomatoid papulozis

Diffiiz blytik B hiicreli non-Hodgkin lenfoma

NHL’in en sik gorulen tipi olan difflz baylk B hlcreli non-Hodgkin lenfoma
(DBBHL), buyUk neoplastik B lenfoid hicrelerin diffiz proliferasyonudur (2,18). Buyuk
hicreli lenfomalarin %50-60’1 B hicrelerinden geligirken, %5-15'i T hicrelerinden
gelisir. Geri kalaninda ise T ya da B hicre belirleyicisi icermez ve “Null lenfoma”
olarak adlandiriir (19). Yapilan gen calismalarinda Null lenfomalarin ¢odunun B
hicre 6zelliginde oldugu gdsterilmistir (20).

DBBHL'larin ABD’de yillik insidansi 25000 dir (21). Bati Ulkelerinde erigkin
NHL'In 9%30-40'in1 olusturur. Japonya’da yapilan bir yayina gére 3194 lenfomali
hastanin yaklasik 9%33,3’Uni, gelisen Ulkelerde ise lenfomalarin blydk kismini
olusturur (22,17).

Cocuklarda ve genclerde de goérilebilmesine ragmen, siklikla erigkinlerde
gorulir (23). Ortalama goértlme yasi 70'dir ve erkeklerde bayanlara gére biraz daha
fazla goralur (17).

Working formulasyona goére intermediate prognostik derece icinde sayilirken,
REAL ve DSO siniflamasinda ise prognozunun tedavi edilmedigi taktirde agresif
oldugu bildirilmistir (21).

DSO siniflamasinda daha &nceki siniflandirmalarda yer almayan ya da
DBBHL icerisinde degerlendirilen mediastinal (timik) bdylk B hcreli lenfoma,
intravaskuler buytk B hdcreli lenfoma ve primer efizyon lenfomasi DBBHL'dan ayri
antiteler olarak tanimlanmigtir (10).

10



DBBHL, sikhkla de novo olarak ortaya ¢ikar fakat bazen kiguk lenfositik
lenfoma, follikiler lenfoma, marjinal zon lenfoma, noduler lenfosit predominant

Hodgkin lenfomadan da DBBHL a transformasyon olabilir (17).

Klinik: Nodal veya ekstranodal yerlesimli olabilir (20,17). Diger lenfoma tipleri ile
karsilastinildiginda ekstranodal tutulum egilimi fazladir ve %40’'in Uizerinde saptanir
(17,19). En sik ekstranodal tutulum yeri gastrointestinal sistemdir (mide, iliogekal
bdlge). Bunu; cilt, santral sinir sistemi, kemik, testis, yumusak doku, tUkrik bezi,
kadin genital, akciger ve boébrek takip eder. Hastalar tipik olarak hizli blylyen,
siklikla semptomatik tek bir nodal ya da ekstranodal tutulum ile gelir. Evreleme
tetkiklerinde ise gogunlukla hastaligin yaygin oldugu tespit edilmistir (17). Eriskinlerin
%40’1 tedaviye iyi cevap verir ve sag kalim slresi uzundur. Geri kalanlari hastaliktan
dolay! kaybedilir (24).

immiinfenotip: DBBHL'lar CD19, CD20, CD22 ve CD79a gibi degisik pan-B
belirleyicilerini eksprese eder. Bununla birlikte bunlarin hepsini ayni anda eksprese
etmeyebilirler (17).

Olgularin  %50-75'inde  ylzey ve/veya sitoplazmik immunoglobulin
(IgM>IgG>IgA) varhd1 gosterilebilir. Sitoplazmik immunoglobulin  (Ig) siklikla
plazmositik ayrimlasma gdésteren timorlerde saptanir (17).

CD5 ekspresyonu %10 olguda, CD10 ekspresyonu ise %25-50 olguda
gorulebilir. CD5(+) DBBH lenfomalar, kigclk lenfositik lenfoma/kronik lenfositik
I6semi’nin DBBHL’a progresyonundan ¢ok de novo ortaya ¢ikar (17).

Hastalarin yaklasik %30-50’sinde bcl-2(+) iken buyudk bir kisminda bcl-6(+)’dir.
P53 protein ekspresyonu, plazma htcresine eslik eden belirleyiciler olgularin kiglik
bir kisminda gosterilebilir (17).

Anaplastik blylk B hicreli lenfomalarin cogu CD30 eksprese ederken,

anaplastik olmayanlar nadiren eksprese eder (17).

Morfolojik varyantlar: Mikroskobik olarak dért morfolojik varyant belirlenmigtir.
Bunlar sentroblastik, immunoblastik, T hicre/histiositten zengin ve anaplastik
varyantlardir (17).

-Sentroblastik varyant en sik gérilen tiptir.

-immiinoblastik varyant; immuin aracili hastaliklar (Hagimato tiroiditi, Sjégren

11



sendromu, lupus eritematosus gibi), immuanoproliferatif hastaliklar, immunosupresif
durumlar ve immin yetmezlik durumlarinda en sik goérilen lenfoma tipidir. Gogu
¢alismada immunoblastik varyantin hafif de olsa daha kétt prognozlu oldugu bildirilse
de diger ¢alismalarda bu dogrulanmamistir (18, 25).

-T hicre/histiositten zengin tipte blyUk B lenfositik tim&r hlcreleri, tim hlcre
populasyonunun %10’'undan azini olusturur (17). BlylUk B hlcreleri morfolojik olarak
L-H hdcreleri, sentroblast, immuinoblast veya Reed Sternberg (RS) hicrelerine
benzeyebilir (26). Zeminde neoplastik olmayan lenfositlerin hemen tamami T
hiicreleridir. Ozellikle nodiler bliyiime paterni varsa ayirici tanida baslica Noduler
Lenfosit Predominant Hodgkin Lenfoma (NLPHL) yer alir. Bu iki antite birgok fenotipik
Ozellikleri paylasirlar (27). T hdcre/histiositten zengin tip DBBHL klinik olarak daha
agresiftir, dendritik follikGler hicre i¢in yapilan immunhistokimyasal boyamada farkli
patern gosterir ve genomik hibridizasyonda da ikisinin farkliligi ortaya konmustur (28,
29, 30).

-Anaplastik varyant nadir gérulir. RS benzeri hiicreler olabilecegi gibi, koheziv
patern yaparak karsinom benzeri gérinim de yapabilir ve sintzoidal blylime paterni
gobsterebilir (17). Ayirici tanida T/null cell tip anaplastik baylk hicreli lenfomayi da
diasinmek gereklidir (17).

DSO siniflandirmasinda ayrica “full-length” anaplastic large cell lymphoma
kinase (ALK) eksprese eden DBBHL tanimlanmistir (31). Bu tipte immunoblastik
hicreler, baskin olarak intravaskller biyime paterni gésterir. Ayrica bu olgularda
sikhkla yaygin nekroz ve ALK pozitifligi goraltr (17).

Bunun yani sira DSO siniflamasinda spesifik olarak tanimlanmamis B hiicre
orjinli mikrovillus lenfomada elektronmikroskobik olarak hicrelerin ylzeyinde villuslar
gobsterilmistir. Bunlar sinUs icinde yayilabilecegi gibi lenf nodlarinda diffiz yayilim da
yapabilir (32).

Bir kismi sitolojik, bir kismi yapisal/topografik farkliliklar gésteren ¢ok sayida
morfolojik degisiklikler tanimlanmig olmasina ragmen bu degisikliklerin prognoz veya
tedavi sekline etkisi yoktur (17). Yanlis tanillardan kacinmak icin bu morfolojik
degisikliklerin bilinmesi &nemlidir (33). Ornegin timérde belirgin sklerozis izlenebilir
ve follikller lenfoma benzeri gérinim ortaya cikabilir (33). Yine rozet formasyonu
Ozellikle FL’da bulunan bir 6zelliktir fakat DBBHL'larda da géralebilir. Tagh ytzik
goérindmu en sik FL'da gorulurken nadir de olsa DBBHL’larda da gorulebilir ve ayirici
tanida metastatik adenokarsinomu dustndurir (34). SinUsoidal blylme paterninde
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timor hicreleri lenf nodu icinde difflz yayilm yerine sadece sinUslerde sinirli kalir.
Metastatik adenokarsinom, malign melanom, anaplastik blyik hucreli lenfoma ile
benzer gdérinimler ortaya cikar. interfollikiiler bilyime paterni en sik T hiicreli
timadrlerde gorilmesine ragmen B hicreli neoplazmlarda da tanimlanmistir (35). Yine
nukleer multilobasyon T hicreli lenfomalara ait bir 6zellik olarak distnulirken su
anda, B hicreli lenfomalarda daha sik gérildiga bilinmektedir (36). iiging bir fenotipik
varyasyon da ¢ok nadir saptanan keratin pozitifligidir (37).

Genetik: DBBHL'da siklikla imminglobdlin agir ve hafif zincir genlerinde yeniden
dizenlenmeler ve degisik bolgelerde somatik mutasyonlar bulunmustur (17, 38).

Bcl-2 gen translokasyonu 9%20-30 olguda izlenirken, olgularin %30’'unda
protoonkogen bcl-6'1 igeren 3927 boélgesinin anormallikleri gézlenir (17). Myc yeniden
dizenlenmesi ¢ok sik degildir. Vakalarin gogunda kompleks sitogenetik anormallikler
gozlenir (17).

DBBHL’larda Prognostic Faktorler

1-International Prognostik indeks: DBBHLlarin prognozunu belirlemek igin
International Prognostic Factor Index (IP1) skorlamasi kullaniimaktadir. Bu skorlama
sistemi agresif lenfomalari kategorize etmek igin gelistiriimistir ve sag kalimin
bagimsiz belirleyicileri olan, kolaylikla elde edilebilen klinik gdstergeler ile
degerlendirilir (Tablo 2) (39). DBBHL’larda oldukc¢a yararli olan klinik prognostik
belirleyicilerdir (39).

Tablo 2: IPI skorlamasi

K&th prognoz

Yas >60

Ann-Arbor evresi 3veya4

LDH seviyesi * >1

Ekstranodal bdlgelerin sayisi 2yada>2
Performans durumu ECOG PS ** 2 yada >2

ECOG PS **: Eastern Cooperative Oncology Group Performans status,
LDH*: Laktat dehidrogenaz
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Hastalar prognostik faktdrlerin sayisina uygun olarak 4 risk grubuna ayrihr
(Tablo 3) (39).

Tablo 3: IPI skorlamasina gore risk gruplarinin sagkalim oranlari

IPI 5 yillik sag kalim
Diisuk risk:(0-1) %73
DUsUk-orta derecede risk( 2) %51
Orta-ylksek risk: (3 ) %43
YUksek risk: (4-5) %26

IPI skorlamasi ayni zamanda yavas seyirli lenfomalarin (FL, marjinal zon
lenfoma, lenfoplazmositik lenfoma gibi), mantle hdcreli lenfomalarin ve T hucreli
lenfomalarin prognozlarini belirlemede de faydalidir (40,41,42). Fakat 6zellikle yavas
seyirli NHL’larda ¢ok vyeterli sonuglar vermedigi igin (FL'larda oldugu gibi) farkli
prognostik faktérlerden olusan skorlama sistemleri olusturulmustur (43).

DBBHL diger lenfoma gruplarina gbére klinik davraniglari, histomorfolojik
Ozellikleri, genetik anormallikleri, tedaviye cevaplari ve prognozlar farklihk gdsteren
heterojen yapida bir timdérdir (21). Normal hlcrelerde gesitli genetik ve epigenetik
degisikliklerin Ust Uste eklenmesiyle malign bir hicre klonu ortaya ¢ikar. Bu gelisen
timor hdcresinin fenotipik Ozellikleri timorin agresif davranigini, ikiye katlanma
kapasitesini, apopitozdan kagabilmesini, ¢ogalmasini durdurucu sinyallere cevap

vermemesini, yayllma kapasitesini ve anjiogenezisi uyarimini belirler (44).

2-Prognozu etkileyen genetik faktérler: IPl skorlamasina gbére ayni
prognostik gruba giren hastalarda ¢ok farkli klinik sonuglar alinabilir. Bilindigi gibi IPI
klinik g0stergeler 1s1ginda prognoz hakkinda fikir vermektedir. Fakat timor
hucrelerindeki molekuler diuzeydeki anormallikleri dikkate almaz. Ayni IPl skoruna
sahip hastalar arasindaki davranis farkhliklarini agiklamak igin molekuler dizeydeki
anormallikleri tanimlayabilmek faydali olabilir (45). Yapilan ¢aligsmalar gostermistir ki
genetik ve molekdler heterojenite, hastaligin agresifliginde ve timoér progresyonunda
etkilidir. Ayrica molekuler ve genetik belirleyiciler hastaligin sag kalimini belirlemede
de degerlidir (21).

14



3927 translokasyonu DBBHL’larda en sik saptanan translokasyondur (46). Bu
translokasyon sonucunda bcl-6 protoonkogeninde yeniden dizenlenmeler ortaya
ctkmaktadir. Bcl-6 mutasyonlarinin iyi klinik gidis gdsterdigini bildiren calismalar
vardir. O(6)-metilguanin-DNA-metil transferaz (MGMT) gen hipermetilasyonu,
hastaliksiz sagkalim ve toplam sagkalimda daha iyi sonug ile koreledir (47).

Bir tOmoér supresdr geni olan TP53 mutasyonu olgularin %18-30’'unda
saptanmistir ve bu mutasyon kisa sag kalim siresi ve kisa hastaliksiz yagsam stresi
ile birliktelik gdstermektedir (48). Siklin bagimh kinaz inhibitér proteini olan p27
KIP1’in artmis ekspresyonunun DBBHL'larda kisa sag kalim siresi ve kisa
hastaliksiz yasam slresi ile birliktedir (49). Hucrelerin G1 fazindan S fazina
gecmesinde rol oynayan cyclin D3’Gn timérde artmis ekspresyonu disuk komplet
remisyon hizi ve 3 yildan kisa yasam suresi ile birliktedir (21). REL protoonkogen
amplifikasyonu ekstranodal bélgelerde gelisen DBBHL ile iliskilidir (50). c-MYC gen
yeniden dizenlenmeleri baglica ekstranodal DBBHL veya FL'dan transforme DBBHL
ile iligkilidir (51). MUC1 deregulasyonunun timor progresyonu ile iligkili oldugu
distnulmektedir (52). DBBHL'larin  %47-58'inde bcl-2 protein ekspresyonu
tanimlanmistir ve artmis bcl-2 ekspresyonu kisa hastaliksiz yasam siresi ve distk
sagkalim ile birlikte oldugu bildirilmektedir (53).

3-DBBHL’larin immiunfenotipik ve genotipik alttipleri: Son yillarda cDNA
microarray kullanilarak yapilan gen ekspresyon calismalarinda DBBHL’larin
heterojenitesi gosterilmis, GMK, NGMK ve tip 3 olarak prognostik alt gruplar
tanimlanmigtir (45).

Cogu calismada GMK gen ekspresyon profiline sahip hastalarin prognozunun,
NGMK gen ekspresyonu profiline sahip hastalardan ¢ok daha iyi prognozlu oldugu
saptanmistir (45). Fakat teknolojik olarak pahali ve zahmetli olan bu yéntem yerine
daha basit, ucuz ve genis uygulama alanina sahip olan immunhistokimyasal
yontemler kullanilarak da DBBHL’larin GMK ve NGMK olarak alttiplere ayrilabilecegi
anlasiimistir. Buna gére CD10 ve/veya bcl-6 (+), MUM-1 (-) olgular GMK kabul
edilirken, MUM-1 (+) olgular NGMK olarak kabul edilmektedir (54).
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Calismamizda kullandigimiz immunhistokimyasal belirleyiciler;

CD10: membranla iligkili nétral endopeptidazdir (55). DBBHL larda %20-30
oraninda saptanir (56). ilk olarak pro B hiicrelerinde goérilir ve antijen ile
kargsilasmamis B hlcreye matirasyon asamasinda kaybolur (57). Antijen bagimli
germinal merkez B hicre maturasyonunda hicre ylzeyinde tekrar ortaya cikar.
Orijini germinal merkez olan hucreler igin ¢cok sensitif olmamakla beraber oldukca
spesifik bir belirtectir ve iyi prognoz gdéstergesidir (58). CD10 ve bcl-6 germinal
merkez B hicreleri i¢in bilinen en iyi belirleyicilerdir (59).

Bcl-6: Bcl, sekans spesifik transkripsiyonel reseptéridir ve bcl-6 germinal
merkez formasyonu igin gereklidir (21). Sadece matir germinal merkez B
hiicrelerinde (sentroblast ve sentrositler) ve germinal merkez ayrimlagsma evresindeki
hicrelerden kaynaklanan lenfomalarda eksprese edilir. Bcl-6 yeniden dizenlenmeleri
DBBHL’larin %35’inde ve FL'larin kGiguk bir kisminda tespit edilirken NHL’larin diger
tiplerinde veya diger lenfoid neoplazmlarda bulunmaz (60).

MUM-1: Multiple myelom 1 (MUM-1) geni, interferon regulatér fakidér gen
ailesinin Qyesi olan bir protoonkogendir. Altinci kromozomda bulunan MUM-1 geni,
Multiple myeloma’li hastalarda 1(6,14)(p25;032) translokasyonu sonucu 14.
kromozomda bulunan Ig H lokusu yanina taginir (61).

Biyolojik fonksiyonu net olarak bilinmese de lenfoid hucrelerde
transkripsiyonun dizenlenmesinde rol oynar. Farelerde MUM-1 ekspresyonu sonucu
B ve T hicrelerinin fonksiyonunda bozulma, B hlcrelerinde aktivasyon kaybi, plazma
hicrelerinin kaybi ve bunun sonucunda serum immanoglobulininde belirgin azalma
oldugu goérulmastar (61).

Cogu hematolenfoid timdérde (multiple myeloma, kronik lenfositik 16semi/kiigik
lenfositik lenfoma, lenfoplazmositik lenfoma, DBBHL) ve malign melanom da MUM-1’
in artmis ekspresyonu saptanmigtir. Bunlarin disinda hicbir timérde saptanmamistir
(61). DBBHL'da cDNA mikroarray kullanilarak gen ekspresyon profili arastirilan bir
calismada, MUM-1’in NGMK fenotipi belirlemede &énemli bir belirleyici oldugu
saptanmistir (45).

Bcl-2: Dig mitokondrial membranin, ndkleer membranin ve endoplazmik
retikulumun sitoplazmik ytzinde bulunan integral membran proteinidir. Normal
lenfositik hicrelerde pre-B evresinde eksprese edilir ve farklilasma ilerledikge
ekspresyon dereceli olarak azalir (62).
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Bcl-2 ailesi; toplam 15 lyeden olusan (¢ gruptan olusmaktadir.
1-Bcl-2 subfamily (pro-survival): Bcl-2, Bel-x, Bel-w, Mcl-1, A1

2-Bax subfamily (Pro-apopitotik): Bax, Bak, Bok

3-BH3 subfamily (pro-apopitotik): Bad, Bid, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, BimL

Bcl-2, 1(14;18)(q32;921) translokasyonunda yer almasi ile kesfedilmistir. Bu
translokasyon sonucu 18.kromozomdaki bcl-2 geni 14.kromozomdaki immunglobulin
lokGstunin agir zincir bélgesine tasinir. Bu da bcl-2’nin artmis ekspresyonuna ve
apopitozise kargl hicresel dirence yol acar (63). Bu translokasyon folikller
lenfomalarin %70-85’inde, DBBHL’in yaklasik %20-30’'unda bulunur (64).

Hucreler stresle kargl karsiya kalinca bcl-2 ve bcl-x mitokondrial membranda
kaybolur ve yerlerine proapopitotik Uyeler gelir (Bak, Bax vb). Bcl-2 ve bcl-x seviyeleri
distiginde mitokondrial membranin gegirgenligi artar. Kaspaz kaskadini aktive
edecek bircok protein serbest kalir. Bu proteinlerden bir tanesi de sitokrom c’dir.
Sitokrom ¢, Apaf-1 (apoptosis activating factor) adli proteine baglanir ve kompleks
kaspaz 9'u aktive eder (38).

Bcl-2 dogrudan veya dolayl olarak mitokondriden sitokrom c’nin salinimi
baskilayarak mitokondrial hasari énler ve hicrenin é6limden korunmasini saglar.
Hlcrede bcl-2 ve bcl-x'in kaybolmasi sitokrom c’nin serbest kalmasina, Apaf-1’in
aktivasyonuna izin verir. Ayni zamanda bcl-2 ve bcl x, direkt olarak Apaf-1’e
baglanarak da, Apaf-1’in aktivasyonunu inhibe edebilirler (65).

DBBHL'larda bcl-2 proteini overekspresyonu ayni zamanda 18q
amplifikasyonu ile de olabilir (66). Folikiler lenfoma ve DBBHL'larda bcl-2 geninin
aclk okunan genin regulatuar elemanlarinin  bulundugu parcasinda, nokta
mutasyonlari da tespit edilmistir (67). Bu nokta mutasyonlari veya posttranslasyonel
degisikler, t(14;18) translokasyonu veya bcl-2 gen amplifikasyonu olmayan
hastalarda bcl-2 overekspresyonunun sebebi olabilir (67).

Ki-67: Ki-67 proteini, ilk olarak 1983 yilinda prototip monoklonal antikor Ki-67
ile tanimlandi (68). 1993 yilinda Ki-67 antijeninin, tek bir gen tarafindan transkripte
edilmis mRNA prekirsérinun alternatif splicing’i ile elde edilmis 320 kD ve 359 kD
molekuler agirlida sahip 2 protein izoformu tanimlanmistir (68).

Ki-67 antikoru sadece ¢ogalan hicrelerin (normal hiicreler ve tim&r hicreleri)
nukleuslarinda reaktiftir. GUnkU Ki-67 antijeni G1, S, G2 ve mitoz fazindaki hicrelerin
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nikleuslarinda bulunurken, dinlenme fazindaki (GO) hlicrelerde eksprese edilmez.
Bununla birlikte Ki-67 antijeninin G1 fazi boyunca relatif ekspresyonuyla ilgili
tartismalar mevcuttur (68).

Her ne kadar Ki-67 proteininin ¢ogalan hucrelerde nasil bir fonksiyonel roli
oldugu tam olarak bilinmese de; Ki-67 protein ekspresyonu ve hicre ¢ogalmasi
arasindaki siki iligki inkar edilememektedir. Yiksek proliferasyon 6zelligi Ki-67
pozitifligi ile gdsteriimis olan agresif lenfomalarda, Ki-67 artisinin disik sagkalim
suresi ile iligkili oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma vardir. Bununla birlikte bazi
calismalarda IPI'e prognostik bilgi saglamadigi gdésterilmistir (69). Dusik Ki-67
indeksi olan timérler, malign hucrelerin gogunlugunun GO0/G1 fazinda olmalari
nedeniyle siklik-spesifik sitotoksik kemoterapiye rezistans gdsterebilir (21).

Siklooksijenaz (COX): Arasidonik asitten prostoglandin (PG) olusumunda rol
oynayan bir enzimdir (53,70). Prostoglandinler, arasidonik asit metabolitidir ve tim
memeli dokularinda Uretilir. Vazokonstriksiyon, vazodilatasyon, trombosit agregasyon
aktivasyonu ya da inhibisyonu ve immuinomodulasyon gibi degisik biolojik aktiviteleri
vardir (71). Bunlar malign timorlerin gelisimi ve blylimesinde de etkilidir. Ayrica
timdr ve normal dokuda sitotoksik ajanlara cevapta rol alirlar (71). Siklooksijenaz
enziminin iki izoformu vardir.

1- COX-1; degisik fizyolojik fonksiyonlarda, homeostaziste rol oynar ve ¢ogu
dokuda eksprese edilir.

2- COX-2; normalde dokuda saptanmaz veya disik seviyede bulunur. COX-2
geni, hizli erken yanit genidir. Mitojenik yada inflamatuar uyarilar (timor promoterleri,
sitokinler, endotoksinler ve buyime faktérleri) COX-2 sentezine yol agar (72). Ayrica
COX-2 ekspresyonu onkogenler ve p53 tarafindan da regile edilir. Bu da p53
mutasyonu gdésteren bazi timérlerde artmig COX-2 ekspresyonunun nedenini
aciklayabilir (70).

COX-2 bir ¢cok inflamatuar durumda, organ gelisiminde ve timér biyolojisinde
rol oynar (70). COX-2 enzimi, aragidonik asitten PGG2 sentezini ve daha sonrasinda
da PGH2 sentezini katalizler, PGH2 ise diger prostanoidler igin preklrsérdur (71).

In vitro veriler, preklinik hayvan deneyleri, klinik insan deneyleri ve
epidemiyolojik ¢alismalar ile prostoglandinlerin karsinogenezdeki roll ispatlanmistir
(70). Prostoglandin E2’'nin, B lenfositlerin fonksiyonlarinin dizenlenmesinde énemli
rol oynadigi ve lenfomal hastalarda PG E2 seviyesinin ylksek oldugu bulunmustur
(70). PGE2nin insan kolon kanser hiicrelerinde apopitozisi inhibe etmesi ve bcl-2
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ekspresyonunu arttirmasi yanisira, PGE2 ve PGI2’ i de igeren birka¢ tirinin rat
hepatositlerinde hicre proliferasyonunu ve DNA sentezini arttirdidi bulunmustur (73).
Prostoglandinler ayrica vascular endothelial growth factor (VEGF) ekspresyonunu da
reglle eder (74).

Buglne kadar COX-2'nin tumdrigenezde oynadidi rol ile iligkili en az 5
mekanizma tanimlanmistir (71):

1- apopitozun inhibisyonu;

2- artmis anjiogenezis;

3-artmis invazyon kapasitesi;

4- inflamasyon/immunsupresyon’un moduilasyonu;

5- prokarsinojenlerin karsinojene déntsimu.

1-COX-2 ve apopitozis: Cok sayidaki calismada COX-2 ekspresyonu ve
apopitozis inhibisyonu arasindaki pozitif korelasyon agikga gosterilmistir (71).
Calismalarda COX-2'nin artmis ekspresyonunun apopitoza dirence neden olarak
timdrigenezis potansiyelinde artisa da yol actidi ispatlanmistir (70). COX-2’nin
selektif inhibitorlerinin, ¢egitli timdorlerde (kolon timérlerinde, mide timéorleri, prostat
karsinomlari) apopitozisi uyardiklari gésterilmistir (70).

COX-2'nin anti-apopitotik aktivitesinin mekanizmasi tam aydinlatilamamis olsa
da; azalmis seramid Uretimi, artmig bcl 2 ekspresyonu, antiapopitotik Akt-kinaz'in
upregulasyonu 6éne sirilen mekanizmalardandir (70).

2-COX-2 ve anjiogenezis: Solid timorlerin blyimesi ve metastazi yeni
damar olugsumuna baghdir. Timér hicreleri; VEGF ve fibroblast growth faktér (FGF)
gibi cesitli faktorler sekrete ederek anjiogenezi uyarir ve timoérin blylmesini saglar.
VEGF timoér anjiogenezinde en dénemli faktérddr. Son c¢alismalar COX-2 metabolik
drtnlerinin, tromboksan A2 gibi, neovaskilarizasyona yol acarak solid timérlerin
blylumesi ve metastazina destek oldugunu gdéstermektedir (71). COX-2 proanjiogenik
maddelerin saliniminda ve aktivitesinde rol oynayarak anjiogenezise etki eder (75).

Akciger ve mide karsinomlu olgularda COX-2 ekspresyonu ile anjiogenezis
arasindaki korelasyon goésterilmistir (74). COX-2'nin anjiogenik etkilerine ikincil olarak
COX-2’nin miktari ile timdr boyutu ve alttaki dokulara invazyonu arasinda da bir
korelasyon vardir (76). Cok sayidaki ¢alismada selektif COX-2 inhibitérlerinin FGF
ve VEGF mRNA seviyelerini dislrerek, antianjiogenik etki gdsterdigini bildirmektedir
(71).
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3-COX-2 ve invazyon: Solid timoérlerin progresyonunda O6nemli olan
transforme hucrelerin lokal veya uzak bdélgelere yayillimidir. Cogu ¢alismada kanser
hicrelerinin invaziv 6zelliginin dizenlenmesinde COX-2'nin énemli roli oldugunu
vurgulanmaktadir. Artmig invazyon kapasitesine, matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2)
aktivasyonu ve MMP-1'in artmig mRNA ekspresyonu eslik eder. MMP'lar degradatif
enzim ailesine Uyedir. Bunlarin ekspresyonu, timor hicrelerinin bazal membrana
invazyonu, stromaya ve kan damarlarina penetrasyonu ve tumér hdcrelerinin
metastazi ile iligkilidir. COX-2’nin MMP'larin Uretimi ve sekresyonunda rol aldigi
dusundlmektedir (71).

COX-2 ayrica timér hiicresi adezyonunda da etkilidir. Rat intestinal epitelyum
hiicrelerinde COX-2'nin artmis ekspresyonunun ekstrasellller proteinler olan laminin
ve matrigel'e adezyonunu arttirdidi goésterilmigtir. Bu biokimyasal degisiklikler
metalloproteinaz-2’nin artmis ekspresyon ve aktivasyonu yani sira, azalmis
E-cadherin ekspresyonu ile de iliskilidir (77).

Kolon kanserlerinde COX-2 ekspresyonunun artmis metastatik potansiyel ile
birliktelik gdsterdigi saptanmigtir. Fakat altta yatan mekanizma net anlagilamamistir
(78). Gastrik karsinomlarda, COX-2 ekspresyonunun yogunlugu ile lenf nodu yayilimi
ve ki¢Uk damar yogunlugu arasinda iliski oldugu bildirilmistir (74).

4-COX-2 ve inflamasyon-immunsupresyon: Kronik enflamasyon epitelyal
karsinogenezis igin tanimlanmis bir risk faktériidir. inflamasyonda sitokinler COX-2'i
uyarir ve buna baglh artmis PG sentezi ortaya cikar. Timorin buyimesine tipik
olarak immunsupresyon eslik eder. Tumor hucrelerinden salinan “colony stimulating”
faktérler monosit ve makrofajlari aktive ederek PGE2 sentezini uyarirlar. PGEZ2;
lenfokinlerin, T ve B hicre proliferasyonunu ve natural killer hlcrelerinin sitotoksik
aktivitesini baskilar. PGE2 ayni zamanda timér nekrozis faktoér Uretimini de
baskilarken immunsupresif etkiye sahip IL-10 Gretimini arttirir (71).

5-COX-2 ve prokarsinojen/karsinojen: COX-2 enziminin peroksidaz
aktivitesi prokarsinojenlerin karsinojenlere déndsimini katalizledigi i¢in oldukca
6nemlidir. COX-2 nin peroksidaz aktivitesi ile 6nemli oranda ksenobiotikler,
mutajenlere co-oksidize olabilir. Ksenobiotik maruziyeti nedeniyle bu 6zellikle kolonda
belirgindir (71).

Cogu solid timdérde COX-2 ekspresyonunun kétl prognoz ile iliskili oldugunu
bildiren ¢cok sayida yayin bulunmasina ragmen lenfomalarda COX-2 ekspresyonu ve
bunlarin prognoza etkilerini aragtiran az sayida yayin bulunmaktadir (71).
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Survivin: Apopitoz inhibitér protein (AIP) ailesinin Gyesi olup, 16,5 kDa'luk
intraselller bir proteindir. Hicre bdlinmesi ve apopitozun dizenlenmesinde anahtar
rol oynar. Embriyonik donemde ve timorlerin gogunda eksprese edilirken, normal
diferansiye hicrelerde bulunmaz (79).

Survivin’in; survivin, survivin-delta Ex3 ve survivin 2B gibi ¢ok sayida varyanti
vardir. Survivin ve survivin-delta Ex3, anti-apopitotik 6zelliktedir. Survivin 2B ise anti-
apopitotik survivin varyantlarinin dogal antagonistidir (79).

Apopitoza artmis direng transforme hicrelerin 6limden korunmak icin en etkili
yontemidir. Kaspaz kaskadi bir proteaz zinciridir. Kanser direncinin diger bir
potansiyel kaynagidir. Bu nedenle kaspaz inhibitéri olan “inhibitor of apoptosis
protein ailesi” (IAP) onkogeneziste rol oynayabilir (80). Kanserin AP icermesinin en
6nemli delili survivin’in bulunmasidir. Survivin; DLBCL'In sonucuna etki eden
bagimsiz prognostik faktér olarak tanimlanmistir (80).

Apopitoz; intrensek (mitokondrial) yol ya da ekstrensek yolla olusabilir.
Ekstrensek yolda kaspaz 8 gorev alirken, intrensek yolda kaspaz 9 gérev alir (81).

Baslangicta survivin'in direk olarak kaspaz 3’Gn aktivasyonunu baskiladig
distndlmugtar. Daha sonra yapilan arastirmalarda survivin'in  bdyle bir etkisi
olmadigr anlasilmistir (82). Bazi arastirmacilar ise survivin’in diger apopitoz inhibitér
proteinleri gibi apopitozu baslatan kaspaz 9’a baglanarak ve/veya yeni |AP-inhibitér
protein olan SMAC/DIABLO’yu nétralize ederek indirek etkili olabilecegini
bildirmektedirler (82).

Transkripsiyonel faktorler; 6rnegin  p53, degdisik kanserlerde survivin
ekspresyonunu reglle edebilir. Mide ve pankreas kanseri, prostat, akciger ve
epidermoid kanser gibi cogu kanserde p53 akimulasyonu ile survivin ekspresyonu
arasinda korelasyon gosterilmigtir. Ayni zamanda survivin; mdm2 ve proteozomlarin
regllasyonu ile p53’ln aktivitesini etkileyebilir (79).

Cogu calismada survivin eksprese eden hicrelerin, apopitozu uyaran
antikanser ilaglara direngli oldugu gdésterilmistir. Survivin’in artmis ekspresyonunda
kemoterapi ve radyoterapiye rezistans, dolayisiyla timoér rekirrens hizinda artis ve
kisa sagkalim ile birliktelik saptanmigtir. Yapilan ¢ogu ¢alismada timorler icin kotu
prognotik bir gésterge oldugu bildiriimektedir (79).

Survivin anti-apopitotik etkisine ek olarak hlicre béliinmesini de diizenleyebilir.
Gunkd son caligmalarda survivin'in mitotik iglerde lokalize oldugunu goésterilmistir.

Mitoz esnasinda survivin, karboksil uclu alfa sarmallari ile mitotik igin mikrotubdillerine
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baglanir ve hiicre bolinmesi sirasinda kromozomlarin dogru ayrilabilmesine yardim
eder (79). Hucre siklusunda G2/M fazinda eksprese edilir ve hizli hicre bélinme
mekanizmasina destek olur. Kanser hlcrelerinde atmig survivin ekspresyonu, hiicre

siklus kontrol noktalarini bozarak artmis hiicre proliferasyonuna neden olabilir (79).

GEREC VE YONTEM:

Bu calismada 1990-2006 yillari arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dalinda DBBHL tanisi almig 100 olgu incelenmis ve
bunlardan klinik takibi bulunan 50 hasta ¢alisma kapsamina alinmistir. Hastalarin
yasl, cinsiyeti ve timor lokalizasyonu patoloji rapor kayitlarindan elde edilmigtir.
Hasta sagkalim verilerine klinik verilerden ulagiimigtir.

Tdm olgulara ait Hematoksilen Eozin boyall argiv preperatlarn tekrar
degerlendirilmigtir. Olgulara ait timéri temsil eden uygun parafin bloklar secilmis ve
gerek morfolojik, gerekse immuinhistokimyasal yontemle CD3 ve CD20 antikorlari

uygulanarak DBBHL tanilar tekrar dogrulanmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ:

istatistiksel islemler, SPSS-11 (Scientific Package for Social Sciences) for
Windows programi kullanilarak yapiimistir.

Tdm hastalarin tanimlayici 6zelliklerine iliskin ylzde degerleri alinmistir. Yas,
sagkalim sdrelerinin ortalamalari ile birlikte standart hatalari hesaplanmistir.
Sagkalimi etkiledigi disinulen tim bagimsiz degiskenlerin Kaplan-Meier Sagkalim
egrileri hazirlanmistir.

Degiskenlerin sagkalim Uzerine etkisini degerlendirmede tekli analiz olarak
Log Rank Analizi, coklu analiz olarak Cox Regresyon Analizi kullaniimistir.

DBBHL atltipleri arasinda survivin, COX-2, bcl-2, Ki-67 ve CD3 ekspresyonlari
acisindan anlaml fark olup olmadigi Gok Goézli Dizenlerde Ki-Kare Analizi ile
belirlenmistir. 0,05’ten kiglUk olasilik katsayilar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA:

imminhistokimyasal boyalar igin lizinli lamlara 5 mikronluk kesitler

hazirlanmigtir. Tim olgulara asagidaki antikorlar ile IHK’sal boyama yapildi.
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Antikorlar: CD3 (RM-9107-R7, Neomarker), diliisyon: 1/100

CD20 (MS-340-R7, Neomarker), predille

CD10 (MS-728-R7, Neomarker), dilisyon: 1/40

bcl-6 (M7211, DakoCytomation), dilisyon: 1/20

MUM-1 (M7259, DakoCytomation), dilisyon: 1/50

bcl-2 (M-0887, DakoCytomation), dilisyon: 1/100

Ki-67 (RM-9106-S, Neomarker), dilisyon: 1/100

COX-2 (RB-9072-P1, Labvision), dilisyon: 1/200

Survivin (RB-1629-P1, Labvision), dilisyon: 1/100
Hazirlanan kesitler 20 dakika ksilolde bekletilerek deparafinize edildi ve inen alkol
serilerinden (%96, %90, %80, %70) gecirilerek rehidrate edildi. Daha sonra %3’lik
H.O>'de 15 dakika uygulanarak endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. CD20
antikoru icin kaynatma yapilmadan antikorlar uygulandi. CD3, CD10, MUM-1, COX-2
ve survivin antikoru uygulananlar sitrat buffer solusyonunda (0,01ml/l, pH=6)
mikrodalga firinda 3 kez 5’er dakika kaynatilarak antijenin aciga ¢ikmasi saglandi.
Kesitler bcl-2 igin; pH=9 EDTA Buffer solisyonunda 20 dakika kaynatilirken, pH =8
EDTA Buffer solusyonunda Ki-67 25 dakika, bcl-6 36 dakika, CD 10 ise 30 dakika
kaynatildi. Kesitler 15-20 dakika slreyle oda isisinda sogumaya birakildi. Daha
sonra asagidaki basamaklardan gegildi.
1) Kesitlere CD3, CD20, bcl-6, CD10, MUM-1, bcl-2, Ki-67, COX-2 ve Survivin primer
antikorlari damlatilarak oda isisinda 1 saat bekletildi.
2) Tris solusyonunda (PH=7,2) 5 dakika yikandi.
3) Biotinize antikordan damlatildi ve 15 dakika bekletildi.
4) Tris solusyunu ile 5 dakika yikandi.
5) Streptavidin peroksidaz sollisyonu damlatilarak 15 dakika bekletildi.
6) Tris solisyonunda 5 dakika yikandi.
7) Kromojen olarak 3,3-diaminobenzidintetraklortir (DAKO, Denmark) sollisyonundan
kesitler Uzerine damlatilarak 7 dakika bekletildi ve daha sonra akan suda 5 dakika
yikandi.
8) Tum kesitler zit boyama saglamak icin Mayer’in hematoksilen boyasinda 2 dakika
sureyle bekletildi.
9) Tekrar akan suda yikandiktan sonra ylkselen alkol serilerinden (%80, %90, %96,
izopropil alkol, izopropil alkol+ksilol) gegirilerek ksilolde 20 dakika bekletildi.
10) Entellan (Merck) damlatilarak lamelle kapatildi.
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IMMUN REAKTIVITENIN DEGERLENDIRILMESI

CD20 primer antikoru igin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi. TUmér
hicrelerinde membrandz boyanan hlcre orani (>%20) degerlendirildi (Resim 1).

CD3 primer antikoru icin de pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi.
Tdmor hicrelerinde membran boyanmasi degerlendirildi (Resim 2). Boyanma
yodunluguna goére 4 grup belirlendi. Hi¢ boyanma izlenmeyen grup:0 olarak kabul
edilirken, timor hucreleri arasinda tek tek dagiimis pozitif hticre varsa grup:1, pozitif
hiicreler 10-15’li topluluklar olusturmus ise grup: 2 eger topluluklar 15’ten fazla pozitif
hicre igeriyorsa grup:3 olarak kabul edildi.

CD10 primer antikoru igin pozitif kontrol olarak bébrek dokusu kullanildi ve
timoér hdcrelerinde sitoplazmik boyanma degerlendirildi (Resim 3). Tumdrde 10
blyUk buylutme alani (BBA) tarandi. Bu alanlarda timér hicrelerinde %20’nin altinda
boyanma varsa negatif ve %20’nin Uzerinde boyanma varsa pozitif olarak kabul edildi
(59).

Bcl-6 primer antikoru icin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi. TGmor
hicrelerinin nikleer boyanmasi degerlendirildi (Resim 4). 10 BBA taranarak timérde
%20’nin altinda boyanma varsa ekspresyon negatif, %20’nin Uzerinde boyanma
varsa ekspresyon pozitif olarak kabul edildi (59).

MUM-1 primer antikoru igin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi.
Tdmor hdcrelerinin nikleer ve sitoplazmik boyanmasi degerlendirildi (Resim 5).
Timoérde 10 BBA tarandi ve %20'nin altindaki ekspresyonlar negatif, %20'nin
Uzerindeki ekspresyonlar pozitif olarak kabul edildi (59).

Bcl-2 primer antikoru icin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi. TUméor
hiicrelerinde sitoplazmik boyanma degerlendirildi (Resim 6). Tumérde 10 BBA
taranarak tumor hacrelerinin %30'unun Gzerinde boyanma pozitif, %30’unun alti
boyanma negatif olarak kabul edildi (83).

Survivin primer antikoru icin pozitif kontrol olarak mide mukozasi kullanildi.
Tdmor hicrelerinde nikleer boyanma degerlendirildi (Resim 7). Tumérde 10 BBA
tarandi ve tOmor hdcrelerinin %30'unun UGzerinde boyanma pozitif, %30’'unun alti
boyanma negatif olarak kabul edildi (83).

COX-2 primer antikoru i¢in pozitif kontrol olarak kolon adenokarsinomlu doku
O0rnegi kullanildi. TUdmodr hlcrelerinde sitoplazmik ve membran6éz boyanma
degerlendirildi (Resim 8). Boyanan tim&r hlcrelerinin oranina goére sifirdan ikiye
kadar olan bir skala olusturuldu. Timdér hdcrelerinin %10'unun altinda boyanma;0,
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%10-50 arasi boyanma:1 ve %50'nin Uzerinde boyanma gdsterenler ise:2 olmak
Uzere Ug¢ grup olusturuldu.

Ki-67 primer antikoru igin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu kullanildi. TGmér
hucrelerinde nikleer boyanma degerlendirildi (Resim9). Kareli okdler ile 500 hucre
sayilarak olumlu boyanan hiicrelerin toplam hiicrelere orani hesaplandi. Daha sonra
hesaplanan oranlari %0-49 arasinda olanlar;0, %50-79 arasinda olanlar;1 ve %80-
100 arasinda olanlar;2 olacak sekilde Gi¢ grup belirlendi (84).

Resim 1. DBBHL'larda CD20 ile sitoplazmik membran

immuUnoreaktivitesi (x400)

Resim 2. DBBHL'larda CD3 ile hiicre membran
immunoreaktvitesi (x400)
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Resim 3. DBBHL’larda membranéz CD10
immunoreaktivitesi. (x400)

Resim 4. DBBHL’larda nikleer bcl-6
immunoreaktivitesi (x400)
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Resim 5. DBBHL ’larda nikleer ve sitoplazmik MUM-1

immuUnoreaktivitesi (X400)

Resim 6. DBBHL'larda sitoplazmik bcl-2
immuUmoreaktivitesi (X400)
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Resim 7. DBBHL’larda nikleer survivin

immiinoreaktivitesi(X400)

Resim 8. DBBHL'larda sitoplazmik ve membranz COX-2
immunoreaktivitesi (x400)
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Resim 9. DBBHL larda nlkleer Ki-67
immanoreaktivitesi (x400)

BULGULAR:

50 hastanin 23’0 kadin (%46), 27’si (%54) erkektir. Genel yas ortalamasi
57.6+£2.3 (17-95)" dir. Hastalarin ortalama sagkalim sireleri 44.4+5.5 (3-160) aydir.
Yasayan olgularin ortalama takip stresi 52 aydir (median:39 ay, aralik:10-160 ay).

DSO'niin kabul ettigi yasllik yasi olan 65 yas alti ve Ustiine gbre hastalar
gruplandinimigtir. Buna gore 65 yas altinda 32 hasta (%64), 65 yas ve Ustinde 18
hasta (%36) bulunmaktadir. 10 lu yas gruplarina gére degerlendirildiginde hastalarin
45-54 yas araliginda (16 kisi, %32) daha fazla oldugu géralmastar.

50 hastanin 16’st GMK (%32), 26'st NGMK (%52) ve 8i ise
siniflandirilamayan (%16) grupta yer aldi.

Bcl-2 %30 ve altinda olan hasta sayisi 31 (%62), %30 Uzeri olan hasta sayisi
19 (%38) idi.

CD3 ile pozitiflik saptanmayan 5 hasta (% 10), tek tek dagiimis pozitif hiicreler
iceren 16 hasta (%32), 10-15 pozitif hiicre iceren topluluklar yapmis 13 hasta (%26),
15 ten fazla sayida pozitif hlicre igeren topluluklar yapmis 16 hasta (%32) saptand..

COX-2 ile <%10 pozitifik 20 hastada (%40), %10-50 pozitifik 15 hastada
(%30), >%50 pozitiflik 15 hastada (%30) saptandi.

Survivin ile <%30 pozitif hasta sayisi 26 (%52) iken, %30 ve Ulzeri pozitif
hasta sayisi 24 (%438) idi.
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Ki-67 ile %0-49 oraninda boyanma goésteren 32 hasta (%64), %50-79
oraninda boyanma gésteren 14 hasta (%28) ve %80-100 boyanma gdsteren 4 hasta
(%8) oldugu saptandi (Tablo 4).

Tablo 4: Hastalara iliskin tanimlayici 6zellikler

Olgularin Ozellikleri Olgu %
sayisl
(n=50)
Yas grubu
15-24 2 4.0
25-34 1 2.0
35-44 5 10.0
45-54 16 32.0
55-64 8 16.0
65-74 11 22.0
75-84 6 12.0
85+ 1 2.0
Yas grubu 65
<65 32 64.0
265 18 36.0
Cinsiyet
Kadin 23 46.0
Erkek 27 54.0
Sagkalim
Hayatta 30 60.0
Hayatta degil 20 40.0
DBBH alt gruplari
GMK 16 32.0
NGMK 26 52.0
Siniflandirilamayan 8 16
Bcl-2
<%30 31 62.0
>%30 19 38.0
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CD3

0

1

2

3

COX-2
<%10
%10-50
>%50
Survivin
<%30
2%30
Ki-67
%0-49
%50-79
%80-100

16
13
16

20
15
15

26
24

32
14

10.0
32.0
26.0
32.0

40.0
30.0
30.0

52.0
48.0

64.0
28.0
8.0

Kadin hastalarda sagkalim %73.9 iken, erkek hastalarda %48.15 idi (Grafik 1).

Prognoz Uzerine etkili oldugu bildirilen faktorlerin tek tek degerlendirildigi Log Rank
Analizi sonuglarina goére, kadin hastalarda sagkalim erkek hastalara goére sinirda

anlamli olarak bulundu (p=0.05).

65 yas altl hastalarda sagkalim %68.75 olarak saptanirken 65 yas ve Uzeri

hastalarda sagkalim %44.44 olarak saptandi (Grafik 2). Log Rank Analizine gbre 65

yas altindaki hastalarin, 65 yas ve Uzerindeki hastalara gére sagkalimlari anlamli

olarak daha yUksek bulundu (p=0.03).
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Grafik 1: Cinsiyet ile sagkalim arasindaki iliskiye yodnelik Kaplan Meier sagkalim

egrisi
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Grafik 2: 65 yas grubu ile sagkalim iligkisine ydnelik Kaplan Meier sagkalim egrisi
Hastalarin GMK olan alttipinde sagkalim %81.25, NGMK alttipinde %50 ve

siniflandirilamayan alttipinde %50 olarak izlendi (Grafik 3). Log Rank Analizine gbre
bu fark anlamli degildi (p=0.14).
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Bcl-2 %30 ve altl olan hastalarda sagkalim %61.29, %30 Uzeri olanlarda
%57.89 idi (Grafik 4). Log Rank Analizine gére bu iki grup arasinda anlamli fark
gorulmedi (p=0.78).
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Grafik 3: DBBHL alttipleri ile sagkalim arasindaki iliskiye ait Kaplan Meier sagkalim
egrisi
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Grafik 4: Bcl-2 ile sagkalim arasindaki iligkiyi gésteren Kaplan Meier sagkalim egrisi
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CD 3 degerlendirilirken hi¢ boyanma izlenmeyen 0 olarak kabul edilen grupta
sagkalim %20, birinci grupta %50, ikinci grupta %69, Ug¢lncl grupta ise %75 idi
(Grafik 5). Log Rank Analizine gére bu fark anlamh bulunmadi (p=0.18).
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Grafik 5: CD3 (+) lik orani ile sagkalim arasindaki iligskiyi gdstern Kaplan Meier
sagkalim

Hastalarda COX-2 ekspresyonlarina gbére yapilan gruplandirmada <%10
olanlarda sagkallm 9%55.0, %10-50 olanlarda %66.67, >%50 olanlarda ise %60
olarak saptandi (Grafik 6). Log Rank Analizine gbére bu fark anlamli bulunmadi
(p=0,61).
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Grafik 6: COX-2 gruplari ve sagkalim arasindaki iligkiyi gdsteren Kaplan Meier

sagkalim eqgrisi
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Survivin’i <%30 eksprese edenlerde sagkalim %53.85, %30 ve Uzeri eksprese
edenlerde %66.67 olarak saptandi (Grafik 7). Bu fark Log Rank Analizine gore
anlamli bulunmadi (p=0.97).

Ki-67'i %0-49 yogunlukta eksprese edenlerde sagkalim %62.50, %50-79
yogunlukta eksprese edenlerde sagkalim %57.14 ve >%80 eksprese edenlerde
sagkallm 9%50.0 idi (Grafik 8). Log Rank Analizine gbére anlamh fark saptanmadi
(p=0,95).
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Grafik 7: Survivin ekspresyon farki ile sagkalim arasindaki iligkiyi géstern Kaplan
Meier sagkalim egrisi
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Grafik 8: Ki-67 ekspresyon yogunlugu ile sagkalim arasindaki iliskiyi gdsteren Kaplan
Meier sagkalim egrisi
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Lenfoma hastalarinin sagkalimlarini etkileyen etmenleri belirlemek amaciyla
yapilan Cox Regresyon Analizinde modele yas (65 yas alti/65 Ustl), cinsiyet
(kadin/erkek), DBBHL alt gruplari (GMK, NGMK, siniflandirlamayan), COX-2 (<%10,
%10-50, >%50), survivin ( <%30, 2%30), bcl-2( £%30,>%30), CD3 (0,1,2,3) ve
Ki67(%0-49,%50-79, %80-100) degdiskenleri alinmistir. Analiz “enter” yéntemi ile
yapilmistir.

Analiz sonucuna gbre 65 yas ve Uzerinde olan hastalarin 65 yas altindakilere
gdre OlUm riski anlamh olarak 14 kat daha fazladir (OR=13.96, %95 Given aralgi
2.92 — 66.63). Cinsiyetler arasindaki karsilastirmada erkek hastalarin kadin hastalara
gére Olum riski anlamli olarak 5 kat daha fazladir (OR=4.99, %95 Gulven
araligi=1.34-18.60). DBBHL alt tipleri arasindaki karsilastirmada NGMK hastalarin
GMK hastalara gére 6lum riski anlamli olarak 12 kat daha fazladir (OR=12.42, Gliven
araligi=2.14-71.78). Geri kalan etmenlerin ise sagkalim Uzerine etkili olmadiklari
géruldi (Bcel-2, CD3, COX-2, survivin ve Ki 67) (Tablo 5).
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Tablo 5: Yas, cinsiyet, DBBHL alttipleri, COX-2, survivin, bcl-2, CD3 ve Ki-67'nin
sagkalim dzerine etkilerini géstern Cox Regresyon Analizi

Ozellik (Referans grup) p Olasiliklar % 95 Giiven
orani Araligi

Yas (65 yas alti) 0.001 13.96 2.92 - 66.63
Cinsiyet (Kadin) 0.017 4.99 1.34 -18.60
DBBHL alt grup

GMK 1.00

NGMK 0.005 12.42 2.14-71.78

Siniflandirilamayan 0.094 4.66 0.76-28.31
COX-2

<%10 1.00

%10-50 0.380 0.49 0.10-2.36

>%50 0.547 1.61 0.34-7.64
Survivin 0.099 0.33 0.09-1.22
Bcl-2 0.302 0.50 0.14-1.83
CD3

0 1.00

1 0.89 0.87 0.11-6.44

2 0.21 0.31 0.05-1.95

3 0.83 0.80 0.10-6.07
Ki-67

%0-49 1.00

%50-79 0.61 1.39 0.38-4.98

%80-100 0.12 4.78 0.63-35.90

DBBHL alt tipleri arasinda survivin, COX-2, bcl-2 ve CD3 ifadesi agisindan fark

olup olmadigi Cok Gozli Dizlemlerde Ki-Kare analizi ile degerlendirilmistir.

37



DBBHL alttiplerinde survivin ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark izlenmedi (p=0.584) (Tablo 6).

Tablo 6:DBBHL alttiplerinde survivin ekspresyonu

survivin
. . Toplam
DBBHL alttipleri 30 alti 30 ve Ustl
Sayi %
Sayi % Sayi %
GMK 10 62.5 6 37.5 16 100.0
NGMK 12 46.2 14 53.8 26 100.0
Siniflandirilamayan 4 50.0 4 50.0 8 100.0
Toplam 26 52.0 24 48.0 50 100.0

Ki-kare:1.076 SD:2

p=0.584

COX-2 ekspresyonu degerlendirilirken %10’un alti ile %10 ve Usti olmak

Uzere gruplar ikiye indirildi. Buna gére DBBHL alttipleri arasinda COX-2 ekspresyonu

acisindan anlamli fark izlenmedi (p=0.625) (Tablo 7).

Tablo 7:DBBHL alttiplerinde COX-2 ekspresyonu

COX-2
. . Toplam
DBBHL alttipleri 10 alti 10 ve Usti
Sayi %
Sayi % Sayi %
GMK 5 31.3 11 68.8 16 100.0
NGMK 12 46.2 14 53.8 26 100.0
Siniflandirilamayan 3 37.5 5 62.5 8 100.0
Toplam 20 40.0 30 60.0 50 100.0

Ki-kare:0.942 SD:2

p=0.625
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Ki-67 indeksini degerlendirirken %50’nin alti ile %50 ve Uzeri olmak Gzere 2 ana grup
olusturuldu. DBBHL alttiplerinde Ki-67 indeksi agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark izlenmedi (p=0.599) (Tablo 8).

Tablo 8:DBBHL alttiplerinde Ki-67 ekspresyonu

Ki-67
. . Toplam
DBBHL alttipleri 50 alti 50 ve Ustl
Sayi %
Sayi % Sayi %
GMK 11 68.8 5 31.3 16 100.0
NGMK 15 57.7 11 42.3 26 100.0
Siniflandirilamayan 6 75.0 2 25.0 8 100.0
Toplam 32 64.0 18 36.0 50 100.0

Ki-kare:1.026 SD:2 p=0.599

CD3 degerlendirilirken hi¢c CD3 pozitif hlcre icermeyenler ve pozitivite
icerenler seklide iki grup belirlendi. Buna gbére DBBHL alttipleri arasinda CD3

ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamh fark izlenmedi (p=0.829)(Tablo 9).

Tablo 9:DBBHL alttiplerinde CD3 ekspresyonu

CD3
DBBHL alttipleri f f Toplam
alttipleri ti iti
P negati poziti Sayi %
Sayi % Sayi %

GMK 1 6.3 15 93.8 16 100.0
NGMK 3 11.5 23 88.5 26 100.0
Siniflandirilamayan 1 12.5 8 87.5 8 100.0
Toplam 5 10.0 45 90.0 50 100.0

Ki-kare:0.374 SD:2 p=0.829

39



Benzer sekilde DBBHL alttipleri arasinda bcl-2 ekspresyonu agisindan istatistiksel

olarak anlaml fark izlenmedi (p=0.128) (Tablo 10).

Tablo 10:DBBHL alttiplerinde bcl-2 ekspresyonu

Bcl-2

. . Toplam
DBBHL alttipleri 30 ve alti 30 Usti
Sayi %
Sayi % Sayi %

GMK 13 81.3 3 18.8 16 100.0
NGMK 13 50.0 13 50.0 26 100.0
Siniflandirilamayan 5 62.5 3 37.5 8 100.0
Toplam 31 62.0 19 38.0 50 100.0

Ki-kare:4.107 SD:2 p=0.128

Sonug¢ olarak; DBBHL alttipleri arasinda, survivin ekspresyonu (p=0.589),
COX-2 ekspresyonu (p=0.760), Ki-67 ekspresyonu (p=0.599), CD3 ekspresyonu
(p=0.829) ve bcl-2 ekspresyonu (p=0.128) agisindan Cok Gozli Ki-Kare analizine
gore istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemisgtir.
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TARTISMA

ALTTIPLER:

DBBHL, NHLlarin en sik gordlen tipidir. Hastalarin %40’inin tedaviye
cevaplari ¢ok iyi olup uzun sagkalima sahipken, kalanlarinin tedaviye cevaplari kéti
olup hastaliktan dolayi kisa strede kaybedilirler (59).

Klinik davranislari, histomorfolojik 6zellikleri, genetik anormallikleri, tedaviye
cevaplari ve prognozlari farklihk gésteren heterojen bir yapida olan bu timérin klinik
gbstergeler 1siginda yapilan IPl skorlamasina gdére ayni prognostik skora sahip
hastalar arasinda farkh sagkalim sdrelerinin olmasi hastaligin prognozunu etkileyen
cesitli molekuler ve genetik belirleyiciler Gzerine arastirmalar yapiimasini gerekli
kilmistir.  Yapilan ¢alismalar; genetik ve molekller heterojenitenin, hastaligin
agresifliginde ve timar progresyonunda etkili oldugunu géstermistir. Ayrica molekuler
ve genetik belirleyiciler hastalarin sag kalimini belirlemede de degerli oldugu
dusundlmektedir (21).

Alizadeh ve arkadaslan (ark.)(45) DBBHL’larin gen ekspresyon profillerine
gbre alt gruplara ayrilabilecegini géstermistir. Buna gére DBBHL’lar germinal merkez
B hucre benzeri, aktive B hicre benzeri ve tip 3 olarak alt gruplara ayrilabilir.
Germinal merkez benzeri gen ekspresyon profiline sahip hastalarin prognozu, aktive
B hlcre benzeri gen ekspresyon profiline sahip hastalardan ¢ok daha iyidir. Tip 3
olarak belitilen grup heterojendir ve iyi tanimlanmamis olmakla birlikte bu gruptaki
hastalarin prognozu aktive B hiicre benzeri gen profiline sahip hastalar ile benzerdir.
Rosenwalt ve ark. da (85) genis hasta serileri ile yaptiklari incelemede bu sonucu
dogrulamistir. Diger ¢ogu calismada bunu dogrular sekilde gdstermistir ki, gen
ekspresyon profili DBBHL’lI hastalarin kemoterapi sonrasi sagkalimlarini énceden
tahmin edebilmektedir.

Gen ekspresyon profili calismalari icin taze frozen dokulari kullaniimaktadir ve
oldukga pahali olan cDNA microarray teknigi gereklidir. Bu nedenle Kklinik ve
labaratuvar ortamda pratik degildir (59). Bununla birlikte klinik ve laboratuarlarda
uygulanabilecek, cok daha ucuz ve kullanimi kolay olan iHK’sal belirleyiciler
parafine gomuli dokularda rahatca kullanilabilmektedir (59). Buna gbére germinal
merkez kaynakli B hucrelerini gbdsteren en iyi belirleyiciler olan CD10 ve bcl-6
antikorlari ile aktive B hucrelerinde eksprese edildigi gdsterilen MUM-1 antikoru;
GMK ve NGMK ayrimini yapmada kullanilabilir (59).
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Chang ve ark.nin (59) yaptigi calismaya goére; germinal merkez ve aktivasyon
belirleyicilerinin  kombinasyonu prognostik bilgiyi saglamak igin gereklidir. Hastalari
ekspresyon paternlerine gore patern A (CD10 ve/veya bcl-6 (+), MUM-1 (-)), patern B
(en az bir germinal merkez belirleyicisi (+), aktivasyon belirleyicilerinden birisi (+)) ve
patern C (MUM-1 ve/veya CD138(+), germinal merkez belirleyicileri (-)) olmak tzere
U¢ gruba ayirmisglardir. Tek degiskenli analizde CD10 (+), MUM-1 (-) ve IPI skoru
distk hastalarda 6lim riski relatif olarak disik bulunmustur. Bununla birlikte bcl-6
veya diger bir aktivasyon belirleyicisi olan CD138 ekspresyonu ile sagkalim arasinda
etkilesim olmadigini, Patern B ve patern C’nin arasinda da sagkalim agisindan
belirgin fark olmadigi bildirilmistir. Cok degiskenli analizde patern A daki hastalarin
6lim riski patern B ve C’ e gbre relatif olarak disik bulunmustur. Bunun yanisira
ekspresyon paterni ile IPI arasinda iligki kurulamamistir.

Hans ve ark. (54) calismalarinda GMK ve NGMK olarak iki grup
olusturmuslardir. CD10 (+) oldugu yada CD10 ve bcl-6'nin her ikisinin de (+) oldugu
olgular yani sira CD10(-), bcl-6 (+) olup MUM-1 (-) olgular GMK gruba alinirken,
CD10 ve bcl-6 (-) yada CD10(-), bcl-6 (+) olup MUM-1’ide (+) olan olgular NGMK
olarak ayriimistir. GMK grubun 5 yillik sagkalimi NGMK gruba gére anlamh olarak
yUksek bulunmustur. Es zamanli olarak ayni olgular cDNA microarray yéntemiyle de
alt gruplara ayrilimistir ve bunlar [HK'sal y6ntemle ayrilan alt gruplar ile
karsilastinlmistir. Sonug¢ olarak [HK’sal yéntemin de alt gruplar belirlemede
kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Colomo ve ark.’nin (56) yaptigi calismada da gruplar germinal merkez-
CD10(+), germinal merkez CD10(-), post germinal merkez ve plazmoblastik olarak
doérde aynimistir. Bu galismada digerlerinden farkli olarak morfoloji ile immanfenotipik
profil arasinda siki bir iligki izlenmistir. Post germinal merkez profiline sahip olanlarin
siklikla immuUnoblastik morfolojide iken germinal merkez CD10(+) profile sahip
olanlarin sentroblastik morfolojide oldugu dikkati c¢ekmistir. DBBHL subtipleri
arasinda ise tedaviye cevap ve prognoz agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir.

Biz arastirmaya aldigimiz 50 olguyu GMK (CD10 ve/veya bcl-6 (+), MUM-1 (-),
NGMK (CD10 ve bcl-6 (-), MUM-1(+) olgular yani sira CD10 (-), bcl-6 (+) olup MUM-1
(+)olan olgular) ve siniflandirilamayan (CD10, bcl-6 ve MUM-1 (-)) olmak Uzere (¢ alt
grup belirledik. 50 olgunun 16'si GMK (%32), 26’si NGMK (%52) ve 8
siniflanirlamayan (%16) gruba girdi. Tek degiskenli analize gbére hastalarin
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sagkaliminda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark izlenmedi (p=0.14).
Bununla beraber GMK grupta sagkallm orani %81.25 iken NGMK ve
siniflandirilamayan alttiplerinde sagkalim orani esit olarak izlendi (%50). Cok
degiskenli analizde ise NGMK hastalarin GMK hastalara gére 6lim riski anlamli
olarak daha fazla (12 kat) bulundu (p=0.005). Fakat bu fark siniflandirilamayan
grupta izlenemedi (p=0.094). Bu sonuglar daha 6nce yapilan ve literatirde yer alan
diger pek ¢ok calismanin sonuglari ile uyumludur.

GMK grubun neden daha iyi prognoza sahip oldugu henlz tam aciklanamasa
da bunun artmis apopitoz ile iligkili olabilecegi disunilmektedir (83).

PROLIFERASYON HiZI iLE iLiSKi

Ki-67 faktoriu: Ki-67 antijeni G1, S, G2 ve mitoz fazindaki hicrelerin
nukleuslarinda saptanan bir proteindir. Ki-67 proliferasyon hizinin prognozla iligkisine
dair yapilan galismalarda farkli sonuglar vardir. Yiksek proliferasyon indeksinin
agresif lenfomalarda sagkalim dusiklagu ile birliktelik gosterdigini bildiren ¢alismalar
oldugu gibi birkisim ¢alismada da dusUk proliferasyon indeksinin disik sagkalim ile
birliktelik gosterdigi belirtilmigtir (69,86). Bazi arastirmacilar ise proliferasyon
indeksinin IPI'e ek prognostik bilgi vermedigini ileri sGrmastar (14).

Bizim calismamizda 50 hastanin 32’sinde (%64) Ki-67 ekspresyonu %0-49
arasinda iken sadece 4 hastada %80’in Uzerinde Ki-67 ekspresyonu saptandi.
Yiksek Ki-67 indeksine sahip bu hastalardan ikisi GMK olup hayatta iken diger ikisi
NGMK ve hayatta degildi. Sonucta tek degiskenli ve cok degdiskenli analizde, Ki-67
indeksinin sagkalim Uzerine istatistiksel olarak anlamli etkisi olmadidi1 géruld.

Bizim sonucumuza benzer sekilde Ki-67 indeksinin hasta sagkaliminda
prognostik degeri olmadigini bildiren ¢cok sayida yayin vardir. Bunlardan birisi olan
Nordic lenfoma grup calismasinda DBBHLlarda Ki- 67 ekspresyonunun roll
arastinimis ve Ki-67 ekspresyonunun 5 yilhik sagkalimda belirgin etkisinin olmadigi
bildirilmistir (87). Hans ve ark. (88) 200 DBBHL hastasinda, %50 sinir degerini
kullanarak, Ki-67 indeksini degerlendirmisler ve Ki-67 indeksinin sagkalim ve
hastaliksiz sagkalim Uzerinde istatistiksel olarak anlamli etkisinin bulunmadigini
bildirmislerdir.

Buna karsin Zhang ve ark.(48) dusuk proliferasyon aktivitesi olan hastalarin
(<%10 Ki-67 ekspresyonu) yuksek proliferasyon aktivitesi olan hastalara gére daha
kisa sagkalima sahip oldugunu, fakat degerlerinin istatistiksel olarak anlamh
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olmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Miller ve ark.nin (89) yaptigi 60 hastadan
olusan calismalarinda, Ki-67 indeksi %80 ve Uzerinde olan hastalarin 3 yillik
sagkalimlarinin belirgin olarak azaldidi saptamistir.

Sonug olarak Ki-67 indeksinin disik veya ylksek olmasinin sagkalhmi nasil
etkiledigi tam anlasilamamigtir. Bazi aragtiricilar diguk proliferasyon hizina sahip
hastalarin tedavisindeki basarisizligin sebebini timér hicrelerinin gogunun GO0/G1
fazinda olmasina ve bu nedenle timér hicrelerinin  kemoterapotiklere cevap
vermemesine bagl oldugunu sdylerken, Ki-67 indeksi ylksek bulunan hastalarda
tedavi basarisizligi oldugunu sdyleyen arastiricilar; bunun timérde yeni gelisen
mutasyonlara ve timérde yeniden biylimeye bagh oldugunu séylemektedir (21,87).
Jerkeman ve ark.’nin yaptigi calismada ise hem dislk (<%60) hem de yiksek
(>%90) derecedeki proliferasyon hizi prognoz ile iligkili bulunmustur (87).

Calismamizda ayrica belirledigimiz DBBHL alttipleri arasinda Ki-67
proliferasyon hizi acgisindan fark olup olmadigini Ki-Kare istatistiksel analizi ile
degerlendirmek icin olgular Ki-67 antikorunu %50’nin alti ile %50 ve Uzerinde
eksprese edenler seklinde iki gruba ayirdik. Buna gére DBBHL alttipleri arasinda
Ki-67 indeksi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark izlemedik (p=0.599). Buna
karsin Colomo ve ark.(56) yaptigi calismada ise CD10(+) germinal merkez profiline
sahip olgularda (CD10 ve bcl 6(+)) Ki-67 indeksi, CD10(-) germinal merkez profili
(CD10(-), bcl 6(+)) ve postgerminal merkez profiline (CD10(-), bcl 6(+/-), MUM 1(+))
sahip hastalara gbére oldukga duisiUk olarak izlenmistir. Bununla birlikte Ki-67
ekspresyonu ile hastalarin sagkalimlari arasinda anlaml bir iligki saptanmadigi
bildirilmistir. Proliferatif aktivitenin GMK ve NGMK alttipleri arasindaki prognostik
farklilikla iligkili olmadigini géstermektedir.

APOPITOZ ILE iLiSKILI FAKTORLER

Bcl-2 Faktoéri: Bir antiapopitotik protein olan bcl-2 ile ilgili yapilan ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (48,56,63,90,91). Calismalarin sonuglari ise oldukga farklilik
g6stermektedir.

Bizim c¢alismamizda bcl-2 ekspresyonu %30 ve altinda olan hastalarda
sagkallm orani %61.29 iken, %30 Uzeri olanlarda 9%57.89 olarak izlendi. Tek
degigkenli ve cok degigkenli analizde bu iki grup arasinda hasta sagkaliminda
istatistiksel anlamli bir fark gérilmedi (p=0.78, p=0.302). Bizim sonucumuza benzer
olarak Zhang ve ark.nin (48) 158 hastadan olusan calismalarinda da bcl-2 protein
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ekspresyonu ile sagkallm ve hastaliksiz sagkalim arasinda iligki olmadigi
saptanmistir.

Buna karsin Biasoli ve ark. (63) arastirmalarinda IPl'e gbre yUksek risk
grubunda olan hastalarin bcl-2 eksprese ettigini ve bunlarin kétl prognozlu oldugunu
bildirmigtir. Yine Jerkeman ve ark.’nin (87) yaptigi ¢alismada da bcl-2 (+) hastalarin,
bcl-2 (-) hastalara gére oldukga kétl prognoza sahip oldugu bildirilmistir. Colomo ve
ark.nin (56) arastirmasinda da bcl-2 (+) hastalarda 5 yillik sagkalim %34 iken bcl-2(-)
olanlarda %57 olarak saptanmistir ve bcl-2 ekspresyonunun sagkalim Uzerinde kotl
prognostik faktér oldugu bildirilmigtir.

Southern blot hibridizasyon analizi ile bcl-2 gen yeniden dizenlenmesinin
prognoza etkisini arastiran g¢alismalarin bir kisminda sagkalima etkisi olmadigi
bildirilirken (32,92,93) bir kisminda ise koétl prognoz ile birliktelik gdsterdigi
bildirilmistir (94). Bazi arastiricilar ise bcl-2 gen yeniden dizenlenmesinin tam tersine
iyi prognostik faktér oldugunu séylemektedir (95).

Bcl-2 ekspresyonu IHK’sal yéntemler kullanilarak degerlendirilen bazi
calismalarda; hasta sagkalimlarinda fark olmadigi bildirilirken (96,97), bir kisim
calismada ise kétl prognozla birlikte oldugunu séylemektedir (53,55,56,69). Barrans
ve ark.nin (55) IPl skorlamasi ile karsilastirarak vyaptiklarn c¢alismada  IPI
skorlamasinda orta derecede riskli gruba uyan hastalarda bcl-2 atmis ekspresyonu
varsa IP| skorlamasinda ylUksek riskli grupta olan hastalara benzer sekilde 2 yillik
sagkalimlarinda azalma oldugunu bildirmiglerdir .

Calismamizda DBBHL alttiplerinde prognostik farkta bcl-2 ekspresyonunun
etkili olup olmadigini arastirmak igin, belirledigimiz DBBHL alttiplerinde bcl-2
ekspresyonu agcisindan fark olup olmadigini degerlendirdik. Buna gére DBBHL
alttiplerinde bcl-2 ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark
saptamadik. Benzer sekilde Colomo ve ark.’nin (56) yaptigi ¢calismada da DBBHL alt
gruplari arasinda bcl-2 ekspresyonu acisindan anlaml fark bulunmadigi bildirilmistir.

Gruplar arasinda bcl-2 ekspresyonu agisindan fark olup olmadigr microarray
yontemi ile arastiran galismalar da vardir. Bunlardan birisi Alizadeh ve ark.’nin (45)
cDNA microarray kullanarak yaptiklari calismadir. Buna gére germinal merkez
benzeri gen ekspresyon profiline sahip DBBHL'larin %29unda bcl-2 mRNA
ekspresyonu bulunurken, aktive B hlcreli gen ekspresyon profiline sahip olanlarda
bunun %71 oldugunu fakat hasta sayisi az oldugu igin istatistiksel olarak DBBHL
altgruplarinda bcl-2 ekspresyonu agisindan anlamli fark izlenmedigi bildirilmigtir. Yine
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Hans ve ark.’nin (54) cDNA microarray calismasinda da alt gruplar arasinda bcl-2
protein ekspresyonu agisindan belirgin fark izlenmemisgtir.

Survivin faktoérii: Apopitoz innhibitér protein ailesine Uye bir protein olan
survivin'in - gesitli kanserlerde artmis ekspresyonu gosterilmistir. Hematolojik
maligniteler arasinda ise erigskin T hicreli lenfoma ve I6semiler, HL, Mantle htcreli
lenfoma ve yilksek dereceli lenfomalarda artmig survivin ekspresyonu gdésterilmistir
(80,87,98).

Survivin ile ilgili yapilan ¢ok sayidaki calismada kabul edilen sinir deger ¢ok
farklilik g6stermektedir. Ayni zamanda boyanin degerlendiriimesinde de farkhliklar
vardir. Bir kisim arastirici ndkleer boyanmayi, bir kisim aragtirici sitoplazmik
boyanmayi pozitif olarak kabul etmektedir.

Biz hastalari gruplandirirken sinir deger olarak %30’u kabul ettik ve pozitiviteyi
degerlendirirken de nikleer boyanmayi g6z énlne aldik. Hastalarda survivin'i <%30
eksprese edenlerde sagkalim (%53) , 2%30 eksprese edenlere gore (%66) daha
dislk olarak saptandi. Tek degiskenli ve cok degiskenli analizde hastalarin
sagkalimi ile survivin arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski bulamadik. Benzer bir
¢alisma 2005 yilinda yayinlanan Hans ve ark.’nin (88) 200 DBBHL tanili hasta ile
yaptidi calismadir. Bu ¢alismada hastalarin %65’inde survivin ekspresyonu oldugu ve
survivin ekspresyonu ile hastahdin prognozu arasinda hi¢ iligki bulunmadig
bildirilmigtir.

Bununla birlikte tam tersi sonuglar bildiren yayinlar da bulunmaktadir. Adida ve
ark. (99) tedavi olarak antrasiklin i¢ceren rejim uygulanmig 222 DBBHL olgusunda,
survivin ekspresyonu ve prognoza etkisini arastirmiglardir. Survivin’i degerlendirirken
sitoplazmik boyanmayi kabul etmiglerdir. Bu calismada tedavi sonrasi tam remisyon
hizi survivin (+) ve (-) grup arasinda anlamh farklihk gdstermemigtir. Hastaliksiz
sagkallm ve relaps sonrasi sagkalim survivin (+) olgularda diger gruba gore,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, dusuk olarak izlenmigtir. Bununla birlikte gok
degdiskenli analizde survivin ekspresyonunun; sagkalim Uzerine etkili bagimsiz kétu
prognostik faktér oldugu bildirilmigtir.

Schlette ve ark. (100) primer kutandéz anaplastik buytk htcreli lenfomali
hastalarda survivin ekspresyonunu degerlendirdikleri arastirmalarinda, olgularin
yaklasik yarisinda survivin ekspresyonu bulmuslar, bununla birlikte western blot
analizi ile survivinin agirlikli olarak sitoplazmik bulundugunu bildirmiglerdir. Adida ve

ark.’nin (98) bildirdigine benzer sekilde, anaplastik blylk hicreli lenfomalarda
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survivin ekspresyonunun kotl prognostik faktér oldugunu bildirmigtir.

Martinez ve ark. (82) 80 mantle hucreli lenfoma (MHL) tanili hasta ile yaptiklari
calismada, olgulari klasik MHL ve blastoid varyantlar (blastik ve pleomorfik) olarak
gruplara ayirmislardir. Survivin pozitivitesini dederlendirirken, western blot analizi ile
de dogrulayarak, nikleer boyanmay! pozitif kabul etmiglerdir. Blastik MHL olgularinda
diger gruplara daha ylUksek seviyede survivin ekspresyonu oldugunu saptamislardir.
Blastik varyantin diger gruplara gére ylUksek proliferatif aktivitesi oldugunu ve klinik
olarak daha agresif oldugunu belirterek, ylksek survivin ekspresyonunun sagkalimi
azalttigini bildirmiglerdir. Bununla birlikte istatistiksel olarak, ¢ok degiskenli analizde
ise proliferatif aktivitenin daha degerli oldugunu gdstermislerdir.

Galismamizda ayrica DBBHL alttipleri arasinda survivin ekspresyonu
acisindan fark olup olmadigini dederlendirdik ve DBBHL alttipleri arasinda survivin
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamh fark olmadigini saptadik. Benzer
bir arastirma yapan Watanuki ve ark. (83) yaptiklari ¢galismalarinda, GMK ve NGMK
olmak Uzere gruplandirdiklari 60 DBBHL hastasinda survivinin prognoza etkisini
arastirmiglardir. Survivin pozitivitesini degerlendirirken bizimle benzer sekilde timor
hicrelerinde %30’un Uzerinde nlkleer boyanmayi pozitif olarak kabul etmislerdir ve
bizim sonucumuzdan farkli olarak, Watanuki ve ark. (82) survivin (+) GMK ve NGMK
olgularin, survivin (-) olan olgulara gbére belirgin kétl prognoza sahip oldugunu
bildirmiglerdir (p=0.06, p=0.07).

COX-2 faktoru: Arasidonik asitten PG olusumunu saglayan siklooksinejenaz
enziminin iki tipinden birisi olan COX-2; son zamanlarda yodun olarak arastirilan,
¢ogu timdrde varligr saptanan, timér biyolojisinde gesitli basamaklarda roli oldugu
anlasilan ve ¢cogu timoérin prognozunda etkili oldugu bildirilen énemli bir enzimdir
(70,71,74,76).

Radyoterapi ve COX-2 inhibitérlerinin birlikte uygulandigi hastalarda timérde
intrensek radyosensivitenin arttidi in vitro ve in vivo ¢alismalar ile ortaya konulmustur
(101). Cok sayidaki calismada COX-2 ekspresyonu ve apopitozis inhibisyonu
arasindaki pozitif korelasyon go6sterilmistir (71). Ayrica COX-2'nin selektif
inhibitérlerinin - degisik kanser tdrlerinde (kolon, mide, prostat gibi) apopitozu
uyardiklari da gdsterilmistir (102, 103,104).

Bizim calismaya aldigimiz 50 hastanin %40’'inda %10’un altinda COX-2
ekspresyonu izlenmigtir, %30’'unda ise %50'nin Uzerinde ekspresyon goérulmdistar.
Olusturdugumuz gruplar arasinda hastalarin sagkalim oranlari birbirine ¢ok yakindir
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(%55, %66, %60). Hastalardaki COX-2 ekspresyonu ile sagkalim arasinda, tek
degiskenli ve c¢ok degiskenli analize godre, istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir.

Hazar ve ark.’nin (74) yaptiklari calismada; Hodgkin lenfoma (HL) ve
NHL’larda artmis seviyede COX-2 ekspresyonu oldugunu ve COX-2 eksprese eden
hastalarda sagkalimin, eksprese etmeyenlere goére, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte daha distk oldugunu bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada tedaviye tam
cevap, COX-2 negatif olgularda anlamli olarak daha fazla bulunmustur. Ayrica
hastaligin evresi ile COX-2 ekspresyonu arasinda da bir korelasyon oldugunu
bildirmiglerdir.

Bununla birlikte Hazar ve ark.nin (74) calismaya aldigi NHL’lI hastalarin
dagilimi olduk¢a heterojendir. Hastalarin 20 tanesi disuk dereceli (MALT, KLL, FL) ,
25 tanesi orta dereceli (difflz bayuk hacreli, diffiz mikst hdcreli histolojiye sahip) ve 4
tanesi ise yuksek dereceli (lenfoblastik, anaplastik, Burkitt’s lenfoma) NHL'dir. Ayrica
Hazar ve ark.’nin COX-2 eksprese edenlerde sagkalimin daha dislk olarak
izlendigini sdyledigi slre sadece 2 aylik bir sireyi kapsamaktadir. Oysa bu slre
sagkalimi degerlendirmek acisindan istatistiksel olarakta anlamli bulunmamigtir
(p:0.552).

Wun ve ark.’nin (70) yaptiklari ¢alismalarinda; hicre kdltirinde Urettikleri
Burkitt lenfoma htcre serilerini, kontrol grubu olarak periferik kandan topladiklar
normal B hicreleri ile karsilastirmislardir. Sonugta timér hicrelerinde COX-2
ekspresyonunun kontrol grubuna goére 2.2-4.3 kat arttigini, bunun yani sira timoér
hicrelerinde fosforilize COX-2’nin (aktive form) arttigini da goéstermiglerdir. Ayni
calismada timér hicrelerine selektif COX-2 inhibitérleri uygulandiginda, timoér
hiicrelerinde proliferasyonda azalma ve apopitozda artma oldugunu saptamiglardir.

Bununla beraber Wun ve ark.’nin (70) kullandiklarn tedavi dozu COX-2
inhibisyonu icin gerekli dozdan daha ylksek bir dozdur. COX-2 inhibisyonu icin yeterli
olan dozda apopitoz indiklenmemektedir. Bu da gbstermektedir ki sadece COX-2
inhibisyonu apopitoz icin yeterli degildir. Selektif COX-2 inhibitoérli olan celecoxip’in
ylksek dozu hentiz bilinmeyen diger mekanizmalarla ve belki de COX-2 inhibisyonu
disindaki mekanizmalarla apopitozu indiklemektedir (105).

Uzun sire nonsteroid antienflamatuar (NSAID) kullaniminin kolon/rektum
kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri gibi bazi kanserlerin gelisim riskini
azaltigini sdyleyen calismalar vardir (106). Bu durum NSAID’lerinin COX-2 enzim
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aktivitesini inhibe etmesine baglanmistir. Oysa ‘in-vivo” ve epidemiyolojik
calismalarda COX-2 selektif olmayan NSAID kullanimi sonrasinda da kolorektal
karsinomu, 6zefagus karsinomu, mesane ve akciger karsinomu gelisim insidansinin
distga bildirilmistir (106).

NSAID kullanimi ve NHL arasindaki iligkiyi inceleyen aragtirmalarda, selektif
NSAID kullanimi ile NHL gelisim riskinin diistiguni bildirenler oldugu gibi aralarinda
hi¢ iliski olmadigini belirtenler ve riskin arttigini belirtenler de vardir (106).

2006 Subat ayinda Flick ve ark. tarafindan yayinlanan arastirmada 1000 NHL
hastasi 1060 kisilik kontrol grubu ile kargilagtiriimis ve uzun dénem NSAID kullanimi
ile, kadin veya erkeklerde, NHL gelisimi arasinda iligki olmadigini bildirmistir.
Calismada COX-2 inhibitérleri, nonselektif NSAID’ler, kombine kullanimlarda gz
ondne alinmistir (106).

Gorildaga tzere COX-2 enzimi ile yapilan ¢ok sayida calisma ve ¢cok sayida
farkh sonugclar bildiriimektedir. Cogu timodrde eksprese edildigi tespit edilen COX-2’
nin timor gelisiminde degisik basamaklarda etkili oldugu bildirilmis olsada, NSAID
kullanimi ile ilgili yapilan calismalarda anlasiimistir ki; COX-2 spesifik olmayan
ilaglarin kullanimi sonrasinda da timor gelisim insidansinda gerileme olmustur. Bu
da bize tek basina COX-2'nin timdr gelisiminde etkili olmadigr fakat henlz
aciklanamayan yollarla ¢odu nonhematojen olan c¢esitli timdrlerin  prognozunu
etkiledigini distndirmektedir. Calismamizda sagkalimlari arasinda belirgin fark olan
DBBHL alttiplerinde COX-2 ekspresyonu acisindan fark olup olmadigina
baktigimizda ise DBBHL alttipleri arasinda COX-2 ekspresyonu agisindan istatistiksel
anlaml fark olmadigini saptadik. DBBHL alt tipleri arasinda COX-2 ekspresyonu
farkliigini arastiran baska bir calismaya literatirde rastlanmadi. Bununla beraber
DBBHL'larda COX-2 ekspresyonu ile ilgili olarak da az sayida ¢alisma bulunmaktadir
(74). Bu nedenle COX-2’nin DBBHL’larin prognozu Uzerindeki etkisi konusunda ¢ok
fazla bilinmeyen vardir ve buna dair daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

DIGER FAKTORLER

CD3 Faktori: Cesitli solid organ timérlerinde eslik eden immin cevabin
prognoza etkisi arastirilmis ve farkh sonuglar bildirilmistir. Lee ve ark. (107) invaziv
meme karsinomlarinda timoére eslik eden inflamatuar infiltratin yogunlugu (infiltrat
minimal veya yok-hafif-orta-siddetli) ile sagkalimi karsilastirmiglardir. Orta veya
siddetli diffiz inflamatuar infiltrat bulunan meme timédrlerinde prognozun daha iyi

oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin Scholl ve ark. (108) ise yaptiklari ¢alismada
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meme karsinomlu olgularda timdérde artan T hidcre orani ile disik sagkalim
birlikteligini bildirmistir. Buna karsin literatliirde, hematojen timoérlerde timoére eslik
eden inflamatuar hUcrelerin prognostik 6nemini arastiran fazla calisma yoktur.
DBBHL'larda ise bdyle bir galismaya rastlanmamisgtir.

Galismamizda ise DBBHL’larda timére eglik eden CD3 (+) T hdcrelerinin
yogunlugunu ve bu yogunlugun prognoz Uzerine etkisinin olup olmadigini arastirdik
ve bunun igin dért grup olusturduk. Timér zemininde hi¢ T hlicresi icermeyen grupta
izlenen %20’lik sagkalimin, artan T hldcre miktariyla orantili olarak arttigini gérdik
(%50, %69, %75). Istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da sagkalim yiizdelerine
bakildiginda gruplar arasinda belirgin fark oldugu izlendi. Sonucun istatistiksel olarak
anlamli gikmamasinin nedeninin; hasta sayisinin yeterli olmamasina bagh olabilecegi
gibi olusturulan grup sayisinin fazla olmasina da bagli olabilecegi distunulda.

Ki ayrica galismamizda olgulari, timérde CD3 (+) T hiicre igermeyen ve
icerenler seklinde olmak Uzere iki gruba ayirdik ve DBBHL alttipleri arasinda bu
acidan fark olup olmadigini arastirdik. Buna gére DBBHL alttipleri arasinda CD3 (+)
T hiicrelerin eslik edip etmemesi agisindan istatistiksel bir fark olmadigini belirledik.

Calismamizin sonuclarina genel olarak baktigimizda DBBHL'lara eslik eden
artmis CD3 (+) T hucrelerin hastalarin sagkalimini, her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli bulmasak da, etkileyebilecegini distindik. DBBHL alttiplerinin prognozlarinin
farkliligini ise immuUn cevabin orani ile iligkilendiremedik.

B hucreli periferal NHLlarn, HL ve periferal T hicreli NHL'lardan ayirt eden
morfolojik 6zelliklerden biri de timére egslik eden inflamatuar hicrelerin seyrek
gorilmesi olarak kabul edilir. Ancak bu calismada DBBHL olgularinda timére
degisen oranlarda CD3 (+) T hucrelerin eslik ettigi gérildi. Hematojen bir timdérde
Ozellikle nodal lenfomalarda zemindeki T hicrelerin timoére kargi immuan yaniti temsil
edip etmediklerine bizimki gibi semikantitatif bir calisma ile karar vermek mimkuin
degildir ve bunun igin hucrelerin fonksiyonel olarak arastirildiklari ¢alismalara
gereksinim vardir. Ancak benzer semikantitatif metodlar kullanan solid organ
timorlerinde bildirildigi gibi DBBHL larda eslik eden CD3(+) T hucrelerin hastalarin
sagkalimini, her ne kadar istatistiksel olarak anlamli bulmasak da, etkileyebilecegini
disindik. DBBHL alt tipleri arasinda CD3 (+) T hucrelerin yogunlugu yéninden fark
olmayisi, CD3(+) T hucrelerin alt tiplerin prognozlarinin farkh olusunda rol

oynamadigini disindurdd.
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Yas Faktori: DBBHL’larin prognozunu belirlemek igin [Pl skorlamasi
kullaniimaktadir. IPl skorlamasi DBBHL'larda oldukg¢a vyararli Klinik prognostik
belirleyicidir ve sag kalimin bagimsiz belirleyicileri olan, kolaylikla elde edilebilen
klinik-labaratuvar gdéstergeler ile degerlendirilir (39). IPl skorlamasinda kullanilan
degerlerden biriside yastir ve 60 yas Ustl kotl prognostik faktdr olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte gen¢ hastalara ¢ok daha agresif tedavilerin
uygulanabildigide g6z dninde bulundurulmahdir.

Bizim calismamizda da tek degiskenli ve ¢ok degdiskenli analize gbre 65 yas
altindaki hastalarin, 65 yas ve Uzerindeki hastalara gére sagkalimlari anlamli olarak
daha ylksek bulunmustur (p=0.03, p=0.001). 65 yas ve u(zerindeki hastalarda
oldukca yuksek oranda (14 kat) artmig 6lUm riski izlenmistir. Bu da IPI skorlamasi ile
uyumlu bulunmustur.

Benzer sekilde Zhang ve ark.nin (48) yaptigi calismada c¢ok degdiskenli
analizde yas faktérinin sagkalim ve hastaliksiz yasam Uzerine en etkili faktér
oldugu, ikinci en etkili faktériin ise IPI skorlamasi oldugu bildirilmistir. Yine Colomo ve
ark. (56) hastaligin gidisatini etkileyen cesitli klinik degiskenleri degerlendirmislerdir.
Hastalarin 60 yas Uzerinde olmasi sagkalimlarini anlamh sekilde etkilemektedir. TUm
degdiskenler ele alindiginda ise IPIl skorlamasinin sagkalim (zerinde yUksek oranda
etkili oldugu gdsterilmigtir.

Cinsiyet faktori: DBBHL erkeklerde daha sik olarak izlenmektedir. IPI
skorlamasinda hastalarla ilgili yas, performans durumu gibi ¢esitli klinik degiskenler
degerlendiriimektedir. Fakat hastalarin cinsiyeti bu skorlamada bulunmamaktadir.
DBBHL ile ilgili yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada da hastalarin cinsiyetlerinin prognoz
Uzerine etkili olup olamayacagi degerlendirilmemigtir.

Bizim arastirmamiza aldigimiz 50 olgunun 23’0 kadin, 27’si erkektir. Kadin
hastalarda sagkalim orani %73.9 iken, erkek hastalarda bu oran %48.1 olarak
saptanmistir. Cok degiskenli analizde erkek hastalarda 6lim riski, kadin hastalara
gbére 5 kat artmis olarak izlenmigtir. Tek degiskenli ve ¢ok degiskenli analize gore
kadin hastalarda sagkalim, erkek hastalara gére anlamh olarak yiksek bulunmustur
(p=0.05, p=0.017).

Benzer sekilde Tomita ve ark.’nin (109) yaptidi 177 DBBHL tanilh hastadan
olusan calismada erkek cinsiyet, ¢cok sayida ekstranodal yayilim bdlgesinin
bulunmasi ve B semptomlarinin olmasi sagkalim Gzerine kétl prognostik faktorler
olarak bildirilmistir.
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SONUC:

Sonug¢ olarak DBBHL hastalarinin prognozunu belirlemede Klinik bilgilerle
degerlendirilen IPl skorlamasi oldukga faydalidir. Galismamizda IPl skorlamasinda
bulunan yas faktériiniin prognozu etkiledigi saptanmistir. Bununla birlikte [Pl
skorlamasinda g6z O6nune alinmayan cinsiyet faktérinin de prognoza etkili
olabilecedi bulunmustur. Ayrica timdér zemininde bulunan CD3(+) T hucre
yogunlugununda hastalarin prognozunu etkileyebilecegi distniimustir. Bu konuyla
ilgili gesitli calismalar olmakla birlikte hematojen timérlerde timore eslik eden
lenfosit, histiosit vb. immudn yanitla iligkili hicrelerin prognozla iligkisi konusunda
literatir ¢alismasi olmadigr gorialmektedir. Bunlarin disinda yapilan ¢ok sayidaki
calismada ve bizim calismamizda da izlenmigtir ki; DBBHL’larin alttipleri arasinda
belirgin prognostik fark bulunmaktadir. Alttipler arasindaki prognozun bu kadar farkh
olmasinda antiapopitotik faktérler (bcl-2, survivin), timor proliferatif aktivitesi (Ki-67)
ve COX-2 ifadesinin etkili olup olmadigi bu ¢alismada arastiriimis, fakat gruplar
arasinda arastirilan faktoérler agisindan anlaml bir fark saptanmamistir. Bunlarla ilgili
yapilan cesitli calismalarda farkli sonuclar bildiriimis ve ortak bir sonuca
ulagilamamigtir. Bu da géstermektedir ki gruplar arasindaki bu farka neden olabilecek
mekanizmalari acgiklayabilmek icin daha fazla ¢alisma gerekmektedir. Fakat su bir
gercektir ki, hastalarin takibi ve tedavi planlanmasinda IPI skorlamasina ek olarak
artik DBBHL alttipleri de g6z 6ndne alinmalidir.
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