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A-OZET
Diffiiz Biiyiik B hiicreli non-Hodgkin lenfoma (DBBHL), klinik davranisi ve

histomorfolojik ©zellikleri acisindan oldukca heterojendir. Bu nedenle hastaligin seyrinin
tahmin edilebilmesi ve buna uygun tedavi seceneklerinin uygulanabilmesi icin farkli
prognostik faktorler arastirilmis ve bu yolda pek cok caligmalar yapilmistir. Son ¢aligmalarda
DBBHL, DNA mikroarray1 kullanilarak gen ekspresyon profillerine goére prognostik dnemi
olan alt gruplara ayrilmistir. Ancak bu yontemin pahali ve her yerde uygulanamiyor olmasi
nedeni ile mevcut alt gruplarin immiinhistokimyasal boyama yontemleri ile karsiliginin olup
olmadig arastirilmistir. Literatiir 1s18inda bu ¢alismada da immiinhistokimyasal olarak CD10,
bcl-6, mum-1, bcl-2 boyanma paternlerine gore olgularin prognostik alt gruplara
siniflandirilmasi ve bu siniflamanin tiim sagkalim (TS), olaysiz sagkalim (OS) iizerine olan
etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Ocak 1990 ile Mayis 2005 tarihleri arasinda DBBHL tanis1 olan olgular
retrospektif olarak taranarak, verileri yeterli olan ve patolojik kesitlerine ulasilabilen ardigik
50 olgu ¢alismaya alindi. Kesitlerin CD10, bcl-6, muml, bcl-2 boyanma paternlerine gore
olgular, germinal merkez (GM) ve GM dis1 (aktive B hiicreli ve simiflandirilamayan grup)
olarak alt gruplara ayrildi. %30’u GM, %70’1 GM dis1 B hiicreli NHL olarak siniflandirildi.
Erkek/Kadm oram 29/21 olup, medyan yaslar1 55,5°ti. Hasta grubu ¢ogunlukla uluslararasi
prognostik indeksi (IPI) diisiik ve orta-diisiik risk grubundan olusuyordu (41 olgu). IPI'nin TS
ve OS iizerinde etkisi istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.0001, p=0.01). IPI’ye gore diisiik ve
orta-diisiik risk grubunda yer alan olgularin sagkalimlar1 daha uzundu.

Protein ekspresyonlarinin TS iizerinde bireysel etkilerine bakildiginda CD10
pozitif olgularda sagkalimin daha uzun, muml pozitif olgularda ise daha kisa oldugu, bcl-6 ve
bcl-2’nin anlamli etkisinin bulunmadigr goriildii. Olgular siniflandirildiginda ise literatiir ile
uyumlu olarak TS ve OS’nin GM hiicreli DBBHL’da anlaml1 6l¢iide uzun oldugu saptandi
(p=0.002, p=0.04). Literatiirde 5 yillik sagkalim oraninin GM olgularinda %76, GM dist
olgularda %34 oldugu (p=0.001) ve bulgularin cDNA mikroarray kullanilarak elde edilen
sonugclar ile benzer oldugu vurgulanmisti. Bizim ¢alismamizda da literatiire benzer olarak GM
olgularinda 5 yillik sagkalim orami %92, GM dis1 olgularda %40 olup GM olgularinin
sagkalim oranmi anlamli 6l¢iide yiiksekti (p=0.02).

Sonug¢ olarak, DBBHL’da GM ve GM dis1 seklindeki immiinhistokimyasal
siniflama daha gercekgi bir prognostik bilgi saglayabilir. IPI diisiik risk grubunda dahi GM ve
GM dis1 olgular arasinda sagkalim farkimin olmasi, tedavilerin se¢iminde prognostik

siniflamanin 6nemini vurgulamaktadir.



SUMMARY

Diffuse large B-cell Lymphoma (DLBCL) is heterogenous both clinically and
morphologically. Because of this heterogenity, the different prognostic factors had been
studied to be able to identify at diagnosis those patients who may benefit from more
aggressive or experimental therapies. Currently, using a cDNA microarray, DLBCL can be
divided into prognostically significant subgroups. Because this technology is expensive and
not generally available, immunohistochemistry had been studied to subclassify DLBCL into
prognostically significant groups. The aim of this study was to evaluate the use of
immunoperoxidase staining for CD10, bcl-6, mum-1 and bcl-2 to subdivide DLBCL into
prognostic subgroups and to examine the effect of this classification on overall survival rate
(OS) and event free survival rate (EFS).

Fifty consecutive patients with DLBCL diagnosed between January 1990 and
May 2005 in our clinic were evaluated retrospectively. The M/F was 29/21 with the median
age of 55,5 years. They were classified as germinal center B-cell-like (GCB) (30%), non-
GCB (70%) [activated B-cell-like (ABC) (54%) and unclassified group (16%)] according to
CD10, bcl-6, mum-1 and bcl-2 staining patern. The patient group mostly consisted of the
patients with low and low-intermediate IPI (41 cases). IPI was found to be significantly
predictive for OS and EFS (p=0.0001, p=0.01). The patients with low and low-intermediate
IPI lived longer.

When the protein expressions were studied individually, OS of the patients with
CD10 positivity was found to be longer but OS of the patients with mum-1 positivity was
found to be shorter. There were no significant effect of bcl-6 or bcl-2 on OS. The cases
classified as GCB by immunohistochemistry had a significantly longer OS and EFS
compatible with literature (p=0.002, p=0.04). In the literature, the 5-year OS for GCB group
was 76%, compared with 34% for the non-GCB group (p=0.001) which was similar to that
reported using the cDNA microarray. In our study, the 5-year OS for GCB group was 92%,
compared with 40% for the non-GCB group (p=0.02).

The existance of survival differences between GCB and non-GCB groups also in
the patients with low IPI score showed the importance of prognostic classification in the risk-
adaptive treatment approaches. In conclusion, the classification as GCB and non-GCB
phenotype based immunostains may enable to define more accurate prognostic groups in

DLBCL.



B-GIRIS VE AMAC

Diffiiz Biiyiik B hiicreli non-Hodgkin lenfoma (DBBHL) erigkinlerde en sik
goriilen lenfoid neoplazi olup, her yil yaklasik diinyada 30.000 yeni olgu tan1 almaktadir. Tiim
non-Hodgkin lenfomalarin (NHL) %40’in1 DBBHL olusturmaktadir (1). Gerek klinik
davranisi, gerekse histomorfolojik 6zellikleri ag¢isindan oldukca heterojen olup, bu 6zellikleri
ile diger lenfoma tiplerinden ayrilmaktadir (Mantle hiicreli lenfoma, kiiciik lenfositik lenfoma,
Burkitt lenfoma) (2,3). Antrasikline dayali kemoterapilerin kullanilmasina ragmen siirekli
remisyon, hastalarin ancak %40-50’sinde elde edilebilmektedir (4). Bu nedenle teshis aninda,
daha saldirgan ya da deneysel tedavilerden fayda gorebilecek hastalarin belirlenmesi biiyiik
onem kazanmaktadir. Bu amacla ‘International Prognostic Index=IPI’ skorlama sistemi
gelistirilmistir (3).

Histomorfolojik olarak DBBHL nin anaplastik, sentroblastik, immiinoblastik ve
T hiicreden zengin histiyositik B hiicreli NHL olarak cesitli varyantlar1 mevcuttur. Fakat son
lenfoma siniflama sistemlerinde bu histomorfolojik varyantlarin higbirisinin ayr1 olarak
prognostik bir 6nemi saptanamamistir (5,6).

Alizadeh ve arkadaglart cDNA mikroarrayr kullanarak yaptiklarn ¢alismalarinda,
DBBHL olgularinda gen ekspresyon profilleri germinal merkez (GM) B hiicrelerine
benzeyenlerin prognozlarinin, gen ekspresyon profilleri aktive B hiicrelerine benzeyenlerden
(AB) daha iyi oldugunu ortaya koymuslardir (7). Bir baska calismada gen ekspresyon
profillerinin kemoterapi sonras1 DBBHL hastalarinin prognozunun tayininde onemli oldugu
vurgulanmistir (8). Fakat gen ekspresyon profillerinin ¢alisilmasi giiniimiiz kosullarinda ¢ok
pratik olmayip, aym1 zamanda pahali bir tetkik olmasindan dolayr DBBHL’nin patolojik
olarak GM orijinli veya aktive B hiicre orijinli olarak ayirabilecek immiinhistokimyasal
belirtecler arastirilmistir. Ayrica bu belirteclerin  ¢cDNA mikroarray gen ekspresyon
caligmalari gibi prognostik bir 6nem tasiy1p tasimadigi heniiz tam net degildir. Verilerin daha
fazla calisma ile desteklenmesi gerektigini ve hatta her gecen giin yenisi eklenen yeni
antikorlar ile gelistirilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Biz de tiim bu calismalar1 gbz Oniine alarak immiinhistokimyasal olarak CD10,
bcl-6, mum-1, bcl-2 boyanma paternlerine gore olgulart prognostik alt gruplara ayirmayi ve

bu ayrimin OS, EFS iizerine olan etkilerini incelemeyi amagladik



C-GENEL BILGILER
TANIM

Hodgkin dis1 lenfoma (NHL), klasik Hodgkin hastaligi hari¢ lenfoid sistemden
koken alan tiim malignansileri kapsar. Ancak lenfoid sistem oldukc¢a kompleks olup, bu
sisteme ait hiicreler lenf diigiimlerinde yerlestikleri gibi, sinir sistemi ve mide hari¢ viicut
icerisindeki her organda bulunurlar. Bu sistemde baslica ii¢ tip hiicre bulunur: Dogal dldiiriicii
(Naturel killer=NK) hiicreler, B hiicreleri, T hiicreleri. Hiicrelerin ¢ogalma, olgunlasma,
karsilastiklar1 antijene spesifik olarak secilme oOzellikleri mevcuttur. Her hiicre tipi de,
olgunlagma siirecinin herhangi bir basamaginda klonojenik olarak anormal ¢ogalabilir. Bu
nedenle NHL’ nin farkli davranis sergileyen, farkli alt tiplerinin olmasi hastaligin dogasi
geregidir (9).

Morfolojik olarak yapilan degerlendirme, mikroskobik olarak kiiciik biiyiitme
alaninda dokunun yapisinin ve infiltrasyon paterninin degerlendirilmesine dayanir. Biiyiik
biiylitme alan1 ile de sitolojik o©zellikleri belirlenir (kiiciik centikli=sentrositler, biiyiik
transforme =sentroblast ya da immiinoblast, plazmasitoid lenfositler ya da plazma hiicreleri)
(10).

B hiicreli lenfomalar _/ T hiicreli lenfomalar

Lenfomalar lenf diigiimiiniin normal
yapisimt  kismi ya da tam olarak

Follicular Anaplastic bozabilirler. Biiylime paternleri siklikla

Mantle cell ~ Burkitt large cell

Marginal zone

nodiiler ya da diffiiz olarak tanimlanir.

Lenf diigiimiiniin 6zel anatomik bolmeleri
icinden koken alirlar ve buna gore
adlandirilirlar  (follikiil=germinal merkez,
follikiil mantle veya parakortikal ve

Small B-cel Peripheral T-cel mediiller alanlar) (sekil D).

CLL/ small lymphocytic Cutaneous T-cell
Waldenstrom

Sekil 1:Lenf diigiimleri icinde lenfomalarin koken aldiklar1
bolgeler (10).
Klinisyene yardimci olabilmek icin yillar i¢inde pek ¢ok farkli simiflama

sistemleri gelistirilmis ve bu cesitlilik kafa karigtirict olmustur. Patolojik siniflandirmaya

ozellikle DBBHL nin simiflamalar i¢indeki yerine asagida deginilecektir.



PATOLOJiK SINIFLANDIRMA

Lenfoma tedavilerini diizenleyebilmek icin siniflandirmaya ihtiya¢ duyulmus ve

zaman icerisinde pek ¢ok siniflama sistemi gelistirilmistir. Rappaport ve digerleri tarafindan
ilk gelistirilen sistemler morfolojiye dayandirimistir (11). Lenfoma biyolojisine yonelik
bilgiler arttikca simiflama sistemleri giincellenmistir. 1974’te Kiel ve Lukes-Collins
smniflamast  (11), 1982’de Working Formulasyonu (Working Formulation) (WF)
gelistirilmistir (12). WF lenfomay1 hiicre biiyiikliigli, nodal yapt ve morfolojiye gore
siniflandirmig, yasam siiresine karsilik gelecek sekilde diisiik-orta-yiiksek derece olarak
derecelendirmistir. WF kolay uygulanabilir ve prognostik olarak kullanigh olmasina ragmen,

Kiel ve Lukes-Collins’in baz1 biyolojik icerikleri agisindan eksiktir.

B hiicre maligniteleri T-hiicreli ve NK hiicreli maligniteler
Prekiirsor B-hiicre M. Prekiirsor T hiicre M.
Prekiirsor B-lenfoblastik 16semi/lenfoma Prekiirsor B-lenfoblastik 16semi/lenfoma
Olgun B-hiicre M. Olgun T-hiicre ve NK hiicreli M.
Kronik lenfositik 16semi/kiiciik lenfositik lenfoma T-hiicreli prolenfositik 16semi
B-hiicre prolenfositik 16semi T-hiicreli biiyiik graniiler lenfositik 16semi
Lenfoplazmasitik lenfoma Agresif NK-hiicreli 16semi
Splenik marjinal zon B-hiicreli lenfoma Eriskin T-hiicreli 16semi/lenfomas1
Sacli hiicreli 16semi Ekstranodal NK/T-hiicreli lenfoma,nazal tip
Plazma hiicreli myeloma Enteropati tip T-hiicreli lenfoma
Onemi bilinmeyen monoklonal gammapati Hepatosplenik T-hiicreli lenfoma
Kemigin soliter plazmasitomu Subkutan pannikiilit benzeri T-hiicreli lenfoma
Ekstraosseoz plazmasitom Mikozis fungoides
Primer amiloidoz Sezari sendromu
Agir zincir hastaliklari Primer kutan6z anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma
Mukoza iliskili lenfoid dokunun ekstranodal Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma
marjinal zon B-hiicre lenfomasi Anjioimmiinoblastik T-hiicreli lenfoma
Nodal marjinal zon B-hiicre lenfomast Periferal T-hiicreli lenfoma, spesifiye edilemeyen
Follikiiler lenfoma Malign potansiyeli bilinmeyen T hiicre artisi
Mantle hiicreli lenfoma Lenfomatoid papiilozis
DBBHL Kesin olmayan olgunlasma evresinin veya
Mediastinal (timik) biiyiik B-hiicreli lenfoma dizisinin malignitesi
Intravaskiiler biiyiik B-hiicreli lenfoma Blastik NK-hiicreli lenfoma
Primer effiizyon lenfomas1
Burkitt lenfoma/losemi
Malign potansiyeli bilinmeyen B hiicre artisi
Lenfomatoid graniilomatozis
Posttransplant lenfoproliferatif bozukluk, polimorfik

Tablo 1: NHL dahil lenfoproliferatif bozukluklarin WHO’ya gore simiflandirilmast (referans

10’dan alinarak diizenlenmistir)
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Revize Avrupa-Amerikan lenfoma smiflama sistemi (Revised European-
American Lymphoma classification) (REAL) 1994°’te yaymlanmis ve genetik,
immiinfenotipleme, lenfosit gelisimi ve lenfoid seri iizerine kurulmustur (6). REAL
stmflamasi  da  2001’de Diinya Saghik Orgiitii simiflamasi  olarak (World Health
Organization=WHO) giincellenmistir (5) (Tablo 1). DBBHL tanimlamasi 2001 WHO’ya

kadar farkli tanimlamalar almustir (Tablo2).

Rappaport (1996) Diffiiz Histiositik Lenfoma
Kiel (1974) Sentroblastik Lenfoma

B-immiinoblastik Lenfoma

B-biiyiik hiicreli anaplastik lenfoma

Lukes-Collins (1974) Biiyiik centikli follikiiler merkez hiicreli lenfoma
Biiyiik ¢entiksiz follikiiler merkez hiicreli lenfoma
B-immiinoblastik lenfoma

WF (1982) Diffiiz miks kii¢iik ve biiyiik hiicreli lenfoma (grup F)

Diffiiz biiyiik hiicreli lenfoma (grupG)
Biiyiik hiicreli immiinoblastik lenfoma

REAL (1994) ve WHO (2001) | Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma

Tablo 2: NHL patolojik siniflama sistemleri icinde DBBHL’nin yeri

REAL simniflamasi1 2001°’de WHO olarak giincellenmesine ragmen DBBHL tanis1
degistirilmemistir (5).

DBBHL’da malign B lenfositleri lenf diiglimiiniin normal yapisim1 ya da lenf
diigiimi disindaki bir bolgeyi yaygin olarak infiltre ettikleri icin bu sekilde tanimlanmistir.
Hiicreler biiyiik transforme lenfositler olup ileri morfolojik varyantlarina ayrilirlar (5,6):

a) Sentroblastik

b) Immiinoblastik

c) T-hiicreli/histiyositten zengin
d) Anaplastik

DBBHL hiicreleri tipik olarak pan-B hiicre belirtecleri olan CD19, CD20, CD22,
CD79a ve siklikla (%50-75) yiizey immiinglobulinleri eksprese ederler (5,6). CD30
ekspresyonu siklikla anaplastik varyanti ile birliktelik gosterir. Cok az bir kismi da CD10 ya
da CDS5 ekprese edebilirler. Bunlar cyclin D1 (-) olmakla da blastik mantle hiicreli

lenfomadan ayrilirlar (5).
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PROGNOSTIK FAKTORLER
NHL’I1 hastalarda histolojik tip prognozu etkileyen baslica etmendir. Fakat

hastalik histolojisinden bagka faktorler ve tedavi de hastalarin bireysel olarak prognozunu
etkilemektedir. Giiniimiizde hastaliin bireylerde nasil seyredecegini bilmek ve buna yonelik
optimal tedavileri bulmak 6nem kazanmistir. Bu amaca yonelik pek cok klinik ve deneysel
caligmalar diizenlenmis ve diizenlenmektedir. NHL’nin bu konuda en fazla ¢alisma yapilan alt
tipi DBBHL dir (9).

Klinik heterojenite:

DBBHL hastalarinin bir kisminda standart kemoterapilerle kiir elde edilebilirken,
bityiik bir kism1 da hastalik nedeni ile 6lmektedir. Antrasiklin iceren kemoterapilerden sonra
relaps riski yiiksek hasta grubunu tanimlayabilmek icin klinik modeller gelistirilmistir. IPI bu
modellerden biridir. Standart doksorubisin iceren kemoterapi alan c¢ok biiyiik hasta
toplulugunun verilerinden sentezlenmistir. Baglica bes parametre iizerine kurulmustur. Her bir

parametreye bir puan verilmistir:

1. Yas >60

2. Performans skoru (Eastern Cooperative Oncology Group=ECOG) >2
3. Yiiksek LDH degeri

4. FEkstra-nodal tutulum sayis1 >2

5. Ann Arbor evre III-IV

Icerdikleri kotii prognostik faktor sayisina gore dort risk grubuna ayrilmistir: IPI
diisiik risk grubu: 0-1, IPI orta-diisiik risk grubu: 2, IPI orta-yiiksek risk grubu:3, IPI yiiksek
risk grubu:4-5 (13). IPI’nin kullamiminda baglica sinirlayici faktor hastalarin yarisinin orta
risk grubuna diisiiyor olmasidir. Bu grupta terapétik kararlar halen kolay verilememektedir.

Diger indeks, ‘tiimor skoru’ adi altinda M.D. Anderson Kanser Merkezi’'nde
gelistirilmistir:

1. Konstitiisyonel semptomlarin varlig
Evre III-IV
Tiimor kitlesi >7cm

LDH > normalin 1.1 kat1

A

B2-mikroglobulin > normal seviyenin 1.5 kati
Bes faktorden >3 faktoriin pozitif oldugu grup yiiksek risk grubu olarak
siniflandirilmig, CHOP-bleomisin ile tedavi edildiklerinde prognozun kétii olacagi, arastirma

protokollerine dahil edilmeleri gerektigi vurgulanmistir (14).
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Genetik ve bivolojik heterojenite

DBBHL’nin lenf diigiimleri ya da sekonder lenfoid organlarin germinal
merkezlerine go¢ eden, antijenik uyaritya maruz kalmis normal B hiicrelerinden koken aldigi
diisiiniilmektedir. Germinal merkezde B lenfositlerin gelisimi siiresince immiinglobulin
degisken bolge (IgV) genlerinde somatik hipermutasyon olugsmakta ve mutasyon olgunlagma
stirecinin bu basamaginda belirte¢c gorevi gérmektedir (15). Somatik hipermutasyon antikor
cesitliligine neden olmakta, antijene egilimi arttirmakta ve ayni zamanda kromozomal
translokasyonlarin olusumu i¢in zemin yaratmaktadir (15).

DBBHL’da pek cok genetik anormallikler tanimlanmistir. Olgularin yaklagik
%50’sinde tekrarlayan kromozomal translokasyonlar (16), %67 sinde DNA dengesizlikleri
yer almaktadir (17). En sik goriilen 3 diizensiz gen; bcl-6, bel-2 ve cMyc, ayn1t mekanizma ile
olusmuslardir.

BCL-6

DBBHL’da 3q27 band1 {izerindeki bcl-6 genini iceren kromozomal
translokasyon en sik goriillen genetik anomalidir (%35-40) (18). Bcl-6 normalde GM
hiicrelerinde yaygin olarak eksprese olup, GM icinde olduk¢a kritik bir rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Bcl-6 (-) hayvanlarda antijenik uyariya yanmit olarak GM olusumunda
yetersizlik oldugu goriilmiistiir (19). Bcl-6’nin diisiik oranda eksprese edilmesi normal GM B
hiicrelerinin hafiza B hiicrelerine ya da plazma hiicrelerine doniisiimii i¢cin gerekli olabilir.
Fakat DBBHLda diizensiz bcl-6 ekspresyonu hiicrelerin olgunlagsma evresinde durmasina ve
proliferatif avantaj kazanmalarina neden olabilmektedir.

Son ¢alismalarda bcl-6'nmin p53 iizerinde negatif regiilasyon ile lenfomagenezisi

ve GM olusumunu regiile edebilecegi gosterilmistir (20).

BCL-2

18921 bandi iizerinde yerlesmis bir proto-onkogen olup, apoptozisi inhibe eder
ve kemoterapi direncinden sorumludur (21).

Bcl-2 ekspresyonu negatif B-hiicre seleksiyonunda apoptozisin kritik bir rol
oynadigi GM’de normalde diisiik orandadir. Bcl-2’de olusabilecek bozuk regiilasyon siklikla
t(14;18) ile birliktelik gosterir ve DBBHL’ nin yaklasik %15’inde mevcuttur (22,23). Fakat
t(14;18)’den bagimsiz olarak ta bcl-2 DBBHL’da %50 oraninda eksprese edilmektedir (22).
t(14;18) tek basina prediktif bir deger tasimamakla birlikte, artan bcl-2 protein ekspresyonu,
DBBHLda kétii prognostik 6zellik tasimaktadir (22).
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cMYC
Burkitt lenfoma ile birliktelik gosteren bir transkripsiyon faktorii olmakla birlikte
DBBHL’larin %15’inde regiilasyonu bozulmustur (23). Yasam siiresi iizerine net etkisi

gosterilememistir (23,24).

FAS (CD95)

GM hiicreleri tarafindan eksprese edilen pro-apoptotik bir proteindir. Negatif B
hiicre seleksiyonundan sorumludur. FAS mutasyonlar1 DBBHL’1n yaklasik %20’sinde
goriilmekte ve siklikla 6liim domainini kodlayan son eksonda olugmaktadir (25). FAS kayb1
otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢cikmasi ve malign klonlarin sebat etmesi ile sonuglanmaktadir

(B hiicre lenfomalari, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom) (25,26,27).

Aberran Somatik Hipermutasyon (SHM)
Somatik hipermutasyon varligit DBBHL nin GM ya da post-GM B hiicrelerinden
koken aldigimi gosterir (28).

p53
pS3 tiimor supresor gen mutasyonu kotii prognoz ile birliktelik gosterir. pS3,

kromozom 17p’nin iizerinde bulunur ve kaybi kotii prognoz ile iligkilidir (29).

Kromozomal dengesizlikler

DBBHLda prognozu etkileyebilen ¢esitli kromozomal dengesizlikler bulunmustur
(17). Kromozom 1q (30), 5 (31),7q (32) ve 14 (33) ile ilgili bozukluklar kétii prognoz ile
iliskiliyken, 3p (33) kromozomu iyi prognoz ile iligkilidir.

Gen Ekspresyon Profili

DBBHL’da klinik ve genetik heterojenite varligt ek arastirmalar yapilmasi
gerekliligini ortaya koymustur. Son yillara kadar, biyolojik heterojenite analizleri genler
(tedaviye yamit, diger maligniteler ve normal lenfosit gelisimi ile birliktelik gosteren)
tizerinde yogunlasmistir (34). Mikroarray teknoloji lenfoma biyolojisine yonelik ¢aligmalarda
giiclii ve heyecan verici yeni araclar saglamaktadir. DNA ya da oligoniikleotid mikroarrayler
kullanilarak genlerin aktivitesi ve molekiiler yolaklar degerlendirilebilmektedir. Bu da

hastalifin patolojisinde kritik roller oynayabilen molekiiler yolaklarin ve genlerin
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tamimlanmasini, DBBHL’min  heterojenitesinin  ¢alisilmasini, biyolojik  karakteristik
ozelliklerine dayal1 yeni siniflandirma sistemlerinin gelistirilmesini saglamaktadir (7,8,35,36).

Gen ekspresyon profili caligmalan DBBHL’y1 gen ekspresyonundaki
benzerliklere gore alt gruplara aymrmistir. Bu calismalardan birinde Alizadeh ve arkadaslar
gen ekspresyon paternlerine gore DBBHL’y1 germinal merkez (GM) B hiicreli ve aktive
periferal kan B (AB) hiicreli olarak iki alt gruba ayirmislardir. Bu ayirim ayni zamanda hiicre
orijinlerini de yansitmaktadir (GM x post germinal merkez/periferal kan). Calismada GM B
hiicreli DBBHL nin 5 yillik sagkalim oraniin diger alt gruba gore iistiin oldugu goriilmiistiir
(%76 x %16) (7).

Literatiirde GM alt tipinde CD 10, BCL-6, ve LMO?2 (anjiyogenezde ve B hiicre
farklilagmasinin inhibisyonunda rol oynayan) (7,37) gibi bagka genler tanimlanmistir. Diger
bir caligmada BCL-6 ve LMO2 sagkalimda etkili bulunmuslardir (37). AB hiicreli alt grupta
tamimlayic1 genler de IRF4/MUMI, FLIP ve BCL-2 olarak bulunmustur (7). IRF4 (interferon
regulatuar faktor 4) MUMI1 (multiple myeloma onkogeni 1) olarak ta bilinir ve B
hiicrelerinin GM’den plazma hiicrelerine dogru farklilagmasinin son basamaginda
transkripsiyon faktorii olarak rol alir (38,39). DBBHL nin %350’sinde hiicrelerin post-
germinal gelisim evresinin gostergesidir (38). FLIP (FLICE benzeri inhibitor protein) kaspaz
8’in apoptotik aktivitesini bloke eder (40). AB hiicreli DBBHL alt grubunda eksprese olan
diger iki gen ise cyclin D2 ve SCYA3’tir. BCL-2 ile birlikte ii¢ii bir ¢aligmada kotii
prognostik faktor olarak bildirilmistir (37).

Bu calismalar1 tamamlayici olarak yapilan bagka bir calisma 240 kisilik biiyiik bir
DBBHL grubunda yapilmistir. Burada ek olarak tip 3 adi ile yeni bir alt grup ortaya atilmistir.
Bu yeni grup GM veya AB hiicreli alt tiplerin gen 0Ozelliklerinin cok azini1 eksprese
etmektedir. 5 yillik sagkalim hiz1 %39 olup AB hiicreli grup ile benzerdir (%35) (8). Ancak
bu grup oldukga heterojen gibi goriinmektedir. Ancak sonrasinda gen ekspresyon verilerini
farkli bir yaklasim ile analiz eden (Bayesian metodu) calismada tip 3 grubu ya GM ya da AB
hiicreli DBBHL alt gruplarina dahil edilmistir (41).

Bagisiklik sistemi ve Mikrocevre

DBBHL’da bagisiklik sisteminin yanit1 iizerine yapilan calismalarda konakgi
yanitinin 6nemi vurgulanmustir (8).
Bagisiklik sisteminin yanitinin gostergesi olabilecek T hiicre infiltrasyonunun

sagkalim ve tiimor kontrolii iizerine olumlu katkis1 olabilecegi gosterilmistir (42).
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immiinhistokimyasal Teknikler

Gen ekspresyon profili teknolojisi prognostik agidan giiclii bir teknik olmasina
ragmen klinik acidan uygulanabilirligi kolay degildir. Bu nedenle bu teknigin giiciine
ulasabilecek bagka yontemler arastirilmistir. Son yillarda immiinhistokimyasal tekniklerin bu
konuda 6nemini vurgulayan ¢alismalar yapilmstir. CD10, bcl-6, mum-1 ve bazen CD138, gen
teknolojisi ile ayrilan iki alt grubu ayirmak i¢in kullanilmistir (38,43).

Hans CP ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada gen ekspresyon profiline
gore ve immiinhistokimyasal olarak yapilan siniflandirmalar karsilagtirilmistir. Burada CD10
+/-, bcl-6 +, MUM 1- olan grup GM, digerleri ise GM dis1 (non-GM) olarak adlandirilmistir.
Gruplar arasinda sagkalim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (%76 x %34
p<0.001)(38). Ilging olarak immiinhistokimyasal olgularin siniflandiriimasinin klinik ile DNA
mikroarray teknolojisinden daha iliskili oldugu goriilmiistiir. Ornegin, immiinhistokimyasal
olarak GM hiicreli DBBHL grubuna alinan 8 olgunun DNA mikroarray teknigi ile AB hiicreli
oldugu ve bu olgularin 5 yillik sagkalim oranlarinin (%76) istiin oldugu tesbit edilmistir (38).
Yine immiinhistokimyasal olarak AB hiicreli DBBHL grubuna alinan 22 olgunun DNA
mikroarray teknigine gére GM grubuna alindig1 fakat sagkalim oraninin %34 oldugu tesbit

edilmistir (38).

D-GEREC ve YONTEMLER:

Ocak 1990 ile Mayis 2005 tarihleri arasindaki Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’'ne basvurmus tiim DBBHL tanist olan olgular retrospektif olarak
taranarak, verileri yeterli olan ve patolojik kesitlerine ulagilabilen 50 olgu ¢alismaya alindi.
Hastalarin sagkalim bilgileri, Nisan 2006’da hastalara telefon edilerek giincellestirildi.

Olgular ile ilgili tiim veriler [hemogram, karaciger fonksiyon testleri, bobrek
fonksiyon testleri, laktat dehidrogenaz (LDH), eritrosit sedimentasyon hizi (ESR), tam
tarihleri, aldiklar1 tedaviler, tedaviye yamitlari, relaps zamanlari, relaps sonrasi aldiklar
tedaviler, 6liim tarihleri | Microsoft Excel ve SPSS 11.0 programina kaydedildi.

Hastalarin tedaviye olan yanitlar1 Cheson ve arkadaslarinin NHL’de yanit kriterlerini
standardize etmek icin diizenledikleri ¢alisma grubunun raporuna gore diizenlendi (44).

Hastalarin biyopsi materyallerinin tekrar degerlendirilmesi ve immiinhistokimyasal

boyamanin yapilmasi i¢in Patoloji Boliimii ile goriisiilerek onay alindu.
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Immiinhistokimyasal boyama:

Olgulara ait kesitlere CD20 (MS-340-R7, Neomarker) proteinine karst gelistirilmis
primer poliklonal antikorlar uygulanarak DBBHL tanis1 dogrulandiktan sonra, CD10 (MS-
728-R7, Neomarker), bcl-6 (M7211, Dako Cytomation) ve mum-1 (M7259, Dako
Cytomation) proteinine kars1 gelistirilmis primer poliklonal antikorlart uygulandi

Daha sonra bu gruplarda bcl-2 (MO0887, Dako, Cytomation), proteinine karsi
gelistirilmis primer poliklonal antikor kullanilarak streptavidin-biotin-immunperoksidaz
yontemiyle ekspresyonlart degerlendirildi.

Hazirlanan kesitler 20 dakika ksilolde bekletilerek deparafinize edildi ve inen alkol
serilerinden (%96, %90, %80, %70) gecirilerek yeniden hidrate edildi. Daha sonra %3’liik
H,0,’de 15 dakika uygulanarak endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. CD20 antikoru i¢in
kaynatma yapilmadan antikorlar uygulandi. CD 10, mum-1 antikoru uygulananlar sitrat buffer
solisyonunda (0,01ml/I, pH=6) mikrodalga firinda 3 kez beser dakika kaynatilarak antijenin
aci8a cikmasi saglandi. Bel-2; pH=9 EDTA buffer soliisyonunda 20 dakika kaynatilirken, bcl-
6 pH =8 EDTA buffer solusyonunda 36 dakika, CD 10 ise 30 dakika kaynatildi.

Kesitler 15-20 dakika siireyle oda 1sisinda sogumaya birakildi. Daha sonra kesitler

asagidaki basamaklardan gecirildi:

1. Kesitlere CD20, bcl-6 (Diliisyon:1/20), CD10 (Diliisyon:1/40), mum-1
(Diliisyon:1/50), bcl-2 (Diliisyon:1/100), primer antikorlart damlatilarak oda 1sisinda
1 saat bekletildi.

Tris solusyonunda (PH=7,2) 5 dakika yikandi.

Biyotinize antikordan damlatildi ve 15 dakika bekletildi.

Tris soliisyonu ile 5 dakika yikandi.

Streptavidin peroksidaz soliisyonu damlatilarak 15 dakika bekletildi.

Tris soliisyonunda 5 dakika yikandi.

AT L I

Kromojen olarak 3,3-diaminobenzidintetrakloriir (DAKO, Denmark) soliisyonundan

kesitler iizerine damlatilarak 7 dakika bekletildi ve daha sonra akan suda 5 dakika

yikandi.

8. Tiim kesitler zit boyama saglamak i¢in Mayer’in hematoksilen boyasinda 2 dakika
stireyle bekletildi.

9. Tekrar akan suda yikandiktan sonra yiikselen alkol serilerinden (%80, %90,
%96,izopropil alkol, izopropil alkol+ksilol) gecirilerek ksilolde 20 dakika bekletildi

10. Entellan (Merck) damlatilarak lamelle kapatildi.
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bcl6

mum 1

immunhistolgimyasal degerlendirme:
Immiinhistokimyasal boyamalar yukarida belirtildigi iizere yapilarak, bagimsiz

iki Patolog tarafindan degerlendirildi. Kesitlere CD 10, bcl-6, mum-1 ve bcl-2 monoklonal
antikorlar1 uygulandi. CD10 kahverengi sitoplazmik boyanma, bcl-6 niikleer boyanma, mum-
1 niikleer/sitoplazmik boyanma, bcl-2 kahverengi sitoplazmik boyanma gosterdi. Pozitif
kontrol olarak, CD10 i¢in bobrek dokusu, bcl-6, bcl-2 ve mum-1 i¢in tonsil dokusu kullanildi.
Literatiirler gbz Oniine alinarak, tiimor hiicrelerinin  %?20’sinden fazlasinda protein tesbit
edildiginde CD 10, bcl-6, mum-1 ekspresyonu pozitif olarak kabul edilirken (45,46), bcl-2
icin %30 ve {istiinde hiicrelerin boyanmasi pozitif olarak kabul edildi (38).

Boylece olgular GM (CD10 ve/veya bcl-6 olumlu, mum-1 olumsuz), non-GM
(Aktive B hiicreli=ABH) (CD10 ve/veya bcl-6 olumsuz, mum-1 olumlu) ve her ii¢ antikorla
da boyanmas1 olmayan olgular spesifiye edilemeyen (siniflandirilmayan) olmak iizere 3 grup
olusturuldu. Ayrica, siniflandirilamayan {igiincii grup Hans ve arkadaglarinin siniflandirmasi
da goz Oniine alinarak ikinci gruba (ABH) dahil edildi. Boylece olgular GM ve GM dis1

olmak iizere de ele alinarak istatistiksel analizleri yapildi.
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ISTATISTIKSEL YONTEMLER:

Tiim istatistiksel analizler SPSS 11.0 programi kullanilarak yapildi. Sayisal
parametreler ortanca (medyan, median), ortalama (mean), aralik (range) olarak ozetlendi.
Kategorik degiskenler frekans olarak belirtildi. Tiim sagkalim (TS), olaysiz sagkalim (OS)
dagilimlarini tahmin etmek icin Kaplan-Meier metodu kullanildi. Teshis tarihi ile 6liim tarihi
(herhangi bir nedene bagli) veya son ulasim tarihi arasindaki zaman TS, teshis tarihi ile
progrese oldugu ya da tekrar ettigi zamana kadar gecen zaman OS olarak kaydedildi.
Sagkalimi etkileyen faktorlerden prognozu etkileyen en onemli faktorii belirlemek icin cox
regresyon testi araciligi ile multivariate analiz yapildi.

Tiim p-degerleri ¢ift yonlii olup, p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

E-SONUCLAR:

Ocak 1990 ile Mayis 2005 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hematoloji
Poliklinigi’nde tan1 alan DBBHL’11 hastalar retrospektif olarak degerlendirilerek, verilerine ve
patolojik kesitlerine net olarak ulasilabilen 50 olgu (Tablo 1) calismaya dahil edildi.

Calismaya dahil edilen olgularin kadin erkek orani (K/E) 21/29 olup, ortalama
yast 57,6 medyan yasi 55,5 (min-max: 17-95)’ti. Hastalarin yasayip yasamadiklarina iligkin
son durumlar1 Nisan 2006 itibariyle evlerine telefon edilerek netlestirildi. Yasayan olgularin
ortalama takip siiresi 52 ay (medyan: 39 ay, min-max:10-160 ay)’di.

Hastalarin tam1 anindaki klinik ve laboratuar degerleri asagidaki tabloda verildi
(Tablo 1). Olgularin %26’s1 (13 hasta) evre I, %401 (20 hasta) evre II, %18 (9 hasta) evre III,
%16 (8 hasta)’st evre IV’ti. ECOG performans durumuna gore dagilimlart soyleydi:
ECOG<2: 38 hasta (%76) (ECOG 0: 26 hasta, ECOG 1: 12 hasta), ECOG>2: 12 hasta (%24)
(ECOG 2:9 hasta, ECOG 3: 3 hasta). Ortalama LDH diizeyleri 478.28 IU (medyan: 463,5 IU,
min-max: 143 -1621 IU) olan hastalar IPI’ye gore, diisiik risk [0:%26 (13 hasta), 1: %28 (14
hasta)] orta-diisiik risk [2: %28 (14 hasta) ], orta-yiiksek risk [3:%4 (2 hasta)], yiiksek risk
[4:%14 (7 hasta)] olarak kaydedildi.

IPI skorlarina gore, GM, non-GM (ABH) ve siniflandirilamayan hastalarin
dagilimina bakildiginda IPI’si diisiik olan hastalarin 11’inin GM, 12’sinin non-GM (ABH),
4’iiniin siniflandirilamayan grup, IPI’si orta-diisiik olan hastalarin 4’tintin GM, 7’sinin non-
GM (ABH), 3’tiniin siniflandirilamayan grup, IPI’si orta-yiiksek olan hastalarin 1’inin non-
GM, I’inin smiflandirilamayan, IPI’si yiiksek olan hastalarm ise 1’inin GM, 6’sinin non-GM
(ABH) oldugu goriildii (Resim 1). Istatistiksel olarak anlaml1 olmamakla birlikte (p=0.2), GM

tanili hastalarin cogunlukla IPI’si diisiik ve orta-diisiik grupta yer aldig1 gozlendi.
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N (hasta sayis1) | Ortalama medyan Min-max

Kadin / Erkek 21/29
Yas 57.6 55.5 17-95
Evre I 13 (%26)

11 20 (%40)

1 9 (%18)

v 8 (w16)
LDH (iu) 478.28 463.5 143-1621
ECOG <2 38 (%76)

>2 12 (%24)
Ekstranodal tutulum
sayisi

<2 45 (%90)

>2 5 (%10)
IPI 0 13 (%26)

1 14 (%28)

2 14 (%28)

3 2 (%14)

4 7 (%14)
Survey olii 20 (%40)

Sag 30 (%60)

Tablo 1: Hastalarin klinik ve laboratuar 6zellikleri

O c™m
H non-GM
O siniflandirilamayan

-
N

=
o

Hasta sayisi

Dlstk Orta- Orta- Yiksek
dislk ylksek

IPI

Resim 1: GM, non-GM (ABH) ve siniflandirilamayan olgularin IPI skorlarma gore dagilimi
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Hastalarin yasam durumlan Nisan 2006 tarihinde giincellestirildi. Hastalarin
%60’ 1n1n yasadigi, %40’ min 6li oldugu tesbit edildi. Genel sagkalim analizi yapildiginda tiim
hastalar icin medyan sagkalim siiresinin 75 ay, 5 yillik yasam hizlarinin ise % 56 oldugu

goriildii (Resim 2).

Sagkalim Grafigi

1.0 _["1Survival Function
0.9 -+ Censored

0,8
0,7

0,6

0,5—

0,4

Genel Sagkalim

0,2
0,1

0,0

I I I I I I I I
0 24 48 72 96 120 144 168

ay

Resim 2: Tiim hastalarin genel sagkalim grafigi

[lk sira tedaviye yanit acisindan hastalar degerlendirildiginde %62’sinde (31/50)
tam yanit (CR), %6’sinda (3/50) teyit edilmemis tam yanit (CRu), %16’sinda (8/50) kismi
yanit (PR) elde edilmis oldugu goriildii. Ancak hastalarin %2’si (1/50) tedaviyi kabul
etmemis, %14’ (7/50) de tedaviyi yarida birakarak tedavisiz izlenmisti. Hastalarin %781
(39/50) progrese olmustu. Progresyon zamanlart ortalama 8.3 aydi (medyan=0 ay, min-
max:0-144).

IPI'ye gore yamt oranlarma bakildiginda diisiik risk grubunda (27 hasta) CR
orani %92, orta-diisiik grupta ise %64.3’tii. IPI orta-yiiksek (2 hasta) ve yiiksek risk (7 hasta)
grubunda ise CR elde edilemedigi, PR elde edildigi goriildii.

[k sira tedaviye yamt veren olgularin 2 yillik sagkalimi %87, 5 yillik sagkalimi
%65 iken, ilk sira tedaviye yanit vermeyen olgularin 2 yillik sagkalimi %12 idi.

Olgular ayrica IPI skorlar diisiik riskli (IPI diisiik,orta-diisiik) ve yiiksek riskli
(IPI orta-yiiksek,yiiksek) gruplar olarak ayrildi. IP'nin TS (Resim 3) ve OS iizerinde etkisi
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.0001, p=0.01).
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Sagkalim Analizi

1,0 0: IPI disuk ve orta-
distk 1:IPI orta-ylksek
ve ylksek
1o
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£
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Resim 3:IPI (Disiik,orta-diistik/orta-yiiksek,yiiksek) skorunun TS iizerindeki etkisi
(p=0.0001).

Immiinhistokimyasal boyalar1 degerlendirildiginde, hastalarin  %20’sinde
(10/50) CD10, %30’unda (15/50) bcl-6, %54’ tinde (27/50) mum-1, %38’ inde (19/50) bcl-2
pozitif olarak bulundu. Her proteinin TS ve OS iizerindeki etkisi tablo 2’de verildi. CD10
ekspresyonunun TS’yi anlamli uzattigi bulunurken (135+11ay x 49+21ay, p=0.04), mum-1
ekspresyonunun ise anlamli olarak kisalttig1 goriildii (48+27ay x 105+11.1ay, p=0.009). Bcl-6
ve bcl-2’nin TS iizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.05, p=0.9). Proteinlerin
OS iizerindeki etkisi de istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 2).

Bcl-2’nin tiim gruplar arasinda, GM dis1 grup iizerinde TS iizerindeki etkisine

bakilds. Istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0.7).
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CD10 Bcl-6 Mum-1 Bcl-2
Pozitif (hasta) %20 (10/50) | %30 (15/50) | %54 (27/50) | %38 (19/50)
Negatif (hasta) %80 (40/50) | %70 (35/50) | %46 (23/50) | %62 (31/50)
Tiim sagkalim (TS) (p) *0.04 0.05 *0.009 0.3
Olaysiz sagkalim (OS)(p) 0.1 0.08 0.1 0.9

Tablo 2: immiinhistokimyasal profiller ve TS-OS iizerine etkisi

Olgular immiinhistokimyasal olarak simiflandirildiklarinda hastalarin %30’u
(15/50) GM, %54’1 (27/50) non-GM (GM dis1), %16’s1 (8/50) siniflandirilamayan (her ii¢
protein ekspresyonu negatif) grupta yer aldi. Gruplar arasinda TS agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark mevcuttu (135£9ay x 48+27ay x 36+9ay,p=0.008) (Resim 4). OS {iizerindeki
degildi (p=0.1). 5 wyillik
degerlendirildiginde GM hastalarinin %92, non-GM (ABH)
grubun % 33 olarak kaydedildi (Tablo 3).

Olgular GM ve GM olmayanlar [non-GM (ABH) + siniflandirilamayan] olarak
ayrildiklarinda TS’e bakildiginda istatistiksel olarak anlaml olgiide (135+9ay x 48+8.6ay,

etkisi istatistiksel olarak anlamlh sagkalim oranlar

% 44, smiflandirilamayan

p=0.002) GM olanlarin yasam siirelerinin uzun oldugu goriildii (Resim 5). OS iizerindeki
etkileri de anlamliyd1 (33.9ay x 21.8ay, p=0.04). 5 yillik TS acisindan degerlendirildiginde de
(GM: %92, diger: %40) GM grubu diger gruba gore anlamh Olciide iistiindii (p=0.02).
Smiflandirilamayan grup c¢ikarildiginda (8 hasta) da GM ile GM dis1 gruplar arasinda TS

izerinde istatistiksel yonden anlamliligin devam ettigi goriildii (p=0.009).

2 yillik sagkalim oram | S yillik sagkalim orani

Germinal Merkez (GM) % 92 % 92
Germinal Merkez dis1 (non-GM)(ABH) % 58 % 44
Simiflandirilamayan % 83 9% 33

Tablo 3: Gruplarin 2 yillik ve 5 yillik sagkalim oranlar
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Sagkalim Analizi

1,0 0:GM 1:non-GM 2:
siniflandirilamayan
A e | oo
e —i I —H t 7 1.00
0,8 2,00
-+ ,00-censored
-+ 1,00-censored
= :
S 06 2,00-censored
>
B
=3
» B
£
3 0,44
(&)
0,2/
-
0,0
I I I I
0,00 50,00 100,00 150,00
ay

Resim 4: Immiinhistokimyasal siniflandirmanin (GM, GM disi, siniflandirilamayan) TS
tizerindeki etkisi (p=0.008)

Sagkalim Analizi

1,0 0:GM 1:non-GM
_L—| .00
bt H—H—H } “[1,00
0,8— -+ ,00-censored
-+ 1,00-censored
S
l; 0,6—
S
=
(7))
£ —
5 0,4 N
o T
0,2 .
0,0
I I I I
0,00 50,00 100,00 150,00

ay

Resim 5: GM ve digerleri (non-GM=ABH-+siniflandirilamayan)’nin TS {izerindeki etkisi
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IPI’si diisiik olan grup tek basina ele alindiginda (41 hasta) (IPI diisiik ve orta-
diisiik) diisiik grubun genel sagkaliminin diger grubunkinden anlamli Olciide iyi oldugu
goriildii (p=0.0001)(Resim 6). Diisiik IPI’si olan GM hiicreli NHL grubunun TS’1 diger gruba
(non-GM+siniflandirilamayan) gore uzundu (135ay x 76+29ay, p=0.01) (Resim 7).
Smiflandirilamayan hastalar ¢ikarildiktan sonra da (7 hasta) GM’nin sagkalim iistiinliigliniin

devam ettigi goriildii (p=0.02) (Resim 8).

Sagkalim Analizi

1,0
L m—nn_m__n _[Mdusik
T T [ dusiik-orta
0,8— -+ 1-censored
2-censored
E +
g 0,6 ————————+
o)
(1]
(/7]
© ]
c 0,4
[})
(O]
0,2—
0,0—
I I I I
0 50 100 150

ay
Resim 6:
IPI’si diisiik ve diisiik-orta gruplar arasinda genel sagkalim analizi

SAGKALIM ANALIzi

1,0— 0:GM 1:Diger:
GM+siniflandirlamayan
1,00
0,8— 11,00
-+ ,00-censored
= -+ 1,00-censored
>
-; 0’6_
e
=]
n
£ 04—
= 0,4
O
0,2— ———+
0,0—
I I I I
0,00 50,00 100,00 150,00
ay

Resim 7: Diisiik IPI’si olan hasta grubunda immunhistokimyasal siniflandirmanin (GM x

diger (ABH-+siniflandirilamayan)) TS {izerine etkisi (log-rank p=0.01)
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Sagkalim Analizi

1,0 0:GM 1:non-GM
100
_[11,00
0,8— -+ ,00-censored
-+ 1,00-censored
S
-; 0’6_
o
=
n
£ 04—
5 0,4
(&)
L 4
0,2
0,0
I I I I
0,00 50,00 100,00 150,00

ay

Resim 8: Diisiik IPI’si olan hasta grubunda GM x non-GM olarak siniflamanin TS {izerine
etkisi (log-rank p=0.02)

CD 10, bel 6, mum 1, bel 2, IPI, immunohistokimyasal olarak siniflandirmanin
hepsinin OS iizerindeki etkisini bagimsiz olarak multivariate (cox regression) analiz ile
inceledigimizde sadece IPI’nin prognostik énemi oldugu (p=0.001) ve riski 5,3 kat arttirdig1
gozlendi (HR:5,3).

Sagkalim iizerine etkileri ve bireysel prognostik énemlerini degerlendirmek igin
IPI, ilk sira tedaviye yanmit durumu, immiinhistokimyasal siniflama (GM ve digerleri
seklindeki) univariate analize alindi. {1k sira tedaviye verilen yanitin (CR+CRu+PR) sagkalim
tizerindeki etkisine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli Olgiide sagkalimi etkiledigi
goriildii (p=0.0001, RR: 10,6). GM dis1 gruba dahil olmanin 6liim riskini 5,7 kat arttirdigi
(p=0.02) izlendi. Veriler ile multivariate analiz yapildiginda ise IPI, ilk tedaviye yanit
durumu, immiinhistokimyasal gruplandirmanin (GM ve digerleri) bagimsiz olarak prognostik

onemi oldugu goriildii (tablo 4).

Degiskenler Alt gruplan Risk Oram (RR) p
(Diisiik+diisiik-orta) x (orta-
IP1 4.8 0.002
yiiksek+yiiksek)
ik sira tedaviye yamt Var (CR+CRu+PR) x yok 10,5 0.0001
Immiinhistokimyasal GM x Digerleri (AB
5,5 0.02
gruplar hiicreli+siniflandirilamayan)

Tablo 4: Multivariate analiz sonuglari
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CD10

\ 4 \ 4

[ GM, n:10 ] [ Bcl-6
L +) Q)
\ 4 \ 4
MUMI1 ABH, n:30
(+) Q)
MUMI(-) n:8
v v MUMI(+) n:22

ABH, n:5 GM, n:5

Tablo 5:Hans ve arkadaslan tarafindan yapilan simiflamaya gore olgularimizin dagilim

F-TARTISMA:

DBBHL histomorfolojik, immiinofenotipik, genetik dzellikleri ve klinik davranisi
bakimindan diger lenfoma alt tiplerinden ayrilir (2,3,7). Hastalarin %40’1 tedaviye ¢ok iyi
yanit vermesine, uzun sagkalima sahip olmasina ragmen, kalan1 hastaliktan kaybedilmektedir
(2). Yogun tedavi modalitelerinin giiniimiiz kosullarinda elde edilebilirligi, prospektif olarak
hasta gruplarini, prognozlarini daha net degerlendirebilme ihtiyacin1 giindeme getirmistir
(47). TPI NHL’de prognostik degerlendirmede son 10 yildir yaygin olarak kullanilmaktadir
(3). Lenfomanin seyrini etkileyebilecek klinik faktorlerin anlagilmasinda degerli olmasina
ragmen, hastanin risk grubuna gore tedavi se¢imini yonlendirmede yetersiz kalmaktadir.
Yiiksek risk hasta grubunun tedavisinde ¢ok yogun tedavilerin kullanilmasina iliskin farkli
sonuclar bildirilmistir (48). Bu, IPI’nin ¢ok iyi ya da c¢ok kotii prognostik 6zellikli hasta
grubunu net ayrramiyor olmasina baglanabilir. Literatiirde IPI’si diisiik olan grupta CR orani
%877, diisiik-orta grupta ise %67 olarak bildirilmistir. Bu yonden bakildiginda verilerimiz
literatiir ile benzerlik gostermektedir (% 92, %64,3). Ancak IPI’si orta-yiiksek ve yiiksek olan
gruplardaki hastalarimizin CR oranlarina bakildiginda CR elde edilemedigi, PR elde edildigi,
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IPI’si diisiik ve orta-diisiitk grubun kendi icinde de sagkalim acisindan farkliliklar gosterdigi
izlendi (Resim 6). Bu nedenle ¢alismamizda IPI yaninda diger prognostik faktorlerin varlig
retrospektif olarak arastirildi. Hasta grubumuzun ¢ogunlukla IPI’si diisiik ve orta-diisiik risk
grubunda olmas1 dikkat ¢ekiciydi (41 olgu). IP'nin gruplart arasindaki dagilimin homojen
olmamasi, hastalarin retrospektif olarak taranarak, verileri net olanlarin ¢alismaya dahil
edilmesine baglandi. IPI'nin TS ve OS iizerinde etkisi istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0.0001, p=0.01). IPT diisiik ve orta-diisiik olgularin sagkalimlar1 daha uzundu.

Ayn1 sinifa giren kanser hastalari, tedavi sz konusu oldugunda farkli yanitlar
verebilmektedir ve bu klinik heterojenite tiimorlerin kendi i¢indeki molekiiler/biyopatolojik
farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir (49). Son yillarda DBBHL icin prognostik faktorler
DNA mikroarray kullanilarak degerlendirilmektedir. Bu teknigin giiniimiizde ve gelecekte
kanser gen arastirmalarinda oldukg¢a yararli olmasi beklenmektedir. Alizadeh ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada gen ekspresyon profillerine gore DBBHL, GM B hiicreli, AB
hiicreli olarak alt gruplara ayrilmis ve GM B hiicreli lenfomanin prognozunun diger alt
tipinden daha iyi oldugu gosterilmistir (7). Fakat bu teknolojinin pahali olmasi1 ve klinik
uygulanabilirliginin kolay olmamasi nedeni ile DBBHL’y1 basit olarak alt siniflara
ayirabilecek immiinhistokimyasal yontemler gelistirilmistir (38). Ancak bu yolda yapilan
calismalarda da farkli sonuclar elde edilmektedir.

CD10 GM kokenli hiicrenin spesifik bir belirteci olmakla birlikte sensitif
degildir. Siklikla iyi prognozla iligkili oldugu vurgulanmistir (50,51). Ancak Uherova ve ark.
(52) ile Xu ve arkadaslarinin (53) calismalarinda CD10 ekspresyonunun kotii prognozla ilgili
oldugu rapor edilmistir. Bunun nedeni, sonraki caligmalarda CD10 ekspresyonu yaninda
aktivasyon belirteclerinden en az birinin de beraberinde pozitif olmasi olabilir. Bizim
caligmamizda aktivasyon belirteci olarak mum-1 kullanildi. Mum-1 pozitif olan olgular AB
hiicreli DBBHL olarak siniflandirildi. Olgularimizin hi¢birinde CD10 ve mum-1 pozitifligi
birliktelik gostermiyordu. Bu nedenle CD10’un tek basina sagkalim analizine etkisine
bakildiginda, olgularin yasam siirelerinin CD10 negatif olan gruptan daha uzun oldugu
goriildii (p=0.04). Bulgular Ohshima ve ark (50) ile Chang ve arkadaslarinin (51) ¢alismalart
ile uyumluydu.

Bcl-6, GM B hiicreleri tarafindan eksprese edilen bir proteindir. Bcl-6’y1 iceren
gen degisiklikleri DBBHL nin %16-37’sinde goriilmektedir. Fakat pek ¢cok ¢alismada hastalik
seyrini etkilemedigi gosterilmistir (23,54-56). Bir calismada TS’yi iyi yonde etkiledigi
gosterilirken (57), diger iki calismada ise TS’1 kisalttigi vurgulanmistir (58-59). Bcl-6

ekspresyonunun immiinhistokimyasal calismalar1 ve onun DBBHL’da sagkalim iizerine
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etkilerine yonelik veriler oldukg¢a sinirlidir. Colomo ve arkadaglarinin ¢alismasinda (43) bcl-6
ekspresyonunun TS’yi etkilemedigi belirtilirken, diger caligmalarda OS’yi uzattig fakat TS yi
etkilemedigi (60), veya TS’in iyi olacaginin tahmininde rol oynadig1 (61-62) gosterilmistir.
Hans ve arkadaglarinin caligmasinda ise bcl-6’nin hem TS, hem de OS iizerinde iyilestirici
etkileri belirtilmistir. Bizim calismamizda ise tek basina bcl-6’nin TS ve OS iizerinde
istatistiksel olarak anlamli etkisi bulunmadi. Bcl-6’s1 pozitif olan olgularimizin sayis1 10’du.
Ancak bunlarin 5’inde aktivasyon belirteci olan mum-1 de pozitifti. Beraberinde gen
ekspresyon profilleri ¢calisilmadigi i¢in bu olgularin klinik paternlerinin AB hiicreli DBBHL’
ya mi, yoksa GM hiicreli DBBHL’ya m1 benzedigi konusunda yorum yapilamadi. Ancak
Hans ve arkadaslarinin ¢calismasinda beraberinde cDNA teknigi de kullanildigindan bcl-6 (+)
ve mum-1 (+) grubun Ozelliklerinin AB hiicreli olanlarla benzer oldugu vurgulanmistir.
Calismamizdaki olgu sayisinin bu ¢alisma ile karsilastirildiginda az olmasi yorum yapmamizi
giiclestirmis olabilir (bcl-6’nin TS iizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli degil, p=0.05).
Ancak bcl-6 diger belirtecler ile bir arada degerlendirilerek alt gruplara ayrildiginda
istatistiksel anlam kazandig1 goriilecektir. Ayrica ¢aligmalarda farkli monoklonal antikorlar
kullanilmis olmasi, farkli merkezlerde farkli sonuglar elde edilmis olmasina neden olmusg
olabilir.

Mum-1 plazma hiicrelerinde ve germinal merkez hiicrelerinin ¢ok az bir kisminda
normalde eksprese edilitken, DBBHL nin %50-77’sinde eksprese edildigi rapor edilmistir
(63,64). Mum-1’in germinal merkez B hiicre farklilasmasinin son basamaginda, plasma hiicre
farklilagmasina dogru eksprese edildigi ortaya konmustur (65). Bu yoniiyle bakildiginda
mum-1’in GM dis1t DBBHL fenotipini yansitmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Literatiirde
mum-1’in anlamh Sl¢iide TS ve OS iizerinde kotii yonde etkisi oldugu vurgulanmistir (38).
Bizim calismamiz da literatiirii destekledi. Tiimor hiicrelerinde Mum-1 ekspresyonunun %20
tizerinde pozitif olmas1 TS de anlamli 6l¢iide kisalmaya neden oldu (p=0.009). Fakat OS
tizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Bcl-2 antiapoptotik bir protein olup, lenfoma hiicrelerinin kemoterapiye
direncinden sorumludur (36). Bcl-2’nin ise DBBHL’daki prognostik degeri oldukga
tartismalidir.  Bcl-2  gen varligt  iizerinden yapilan calismalarda oldugu  gibi,
immiinhistokimyasal olarak bakilan ekspresyon paternlerin degerlendirildigi calismalarda da
farkli sonuglar elde edilmistir. Literatiirde bcl-2 ekspresyonu GM olgularinda %50, %67, GM
dis1t DBBHL’da ise %45, %62 pozitif olarak bildirilmistir (43,66). Hans ve arkadaglarinin
calismasinda ise %359, %43 (GM,GM dis1) bildirilmistir (38). Bu ¢alismada tek basina bcl-

2’nin TS ve OS iizerinde prognostik onemi olmadigr bulunmustur (38). Bizim grubumuzda
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ise GM DBBHL olgularinin %20’sinde, GM dis1 olgularin ise %45.7’sinde pozitif saptandi.
Tek bagina TS ve OS iizerindeki etkisi incelendiginde prognostik etkisi gosterilemedi. Ancak
Hans ve arkadaslar1 cDNA mikroarray siniflamasina gore gruplarn ele aldiklarinda GM dist
olgularda bcl-2 pozitifliginin hastalik seyrini kotii etkiledigini vurgulamislardir. Bu yoniiyle
gen ekspresyon profillerinin calisilmasinin  immiinhistokimyasal y&ntemlere gore
siniflandirmaya ek katkisindan bahsedilebilir.

Calismalarda bireysel olarak immiinhistokimyasal protein ekspresyonlariin
DBBHL’da prognostik Onemleri arastirildigi gibi, son c¢alismalarda cDNA mikroarray
calismalarina yakin prognostik gruplar olusturabilmek icin immiinhistokimyasal protein
ekspresyon gruplarn calisilmistir. DNA mikroarray calismasinda elde edilen prognostik alt
gruplara benzer en yakin immiinhistokimyasal gruplandirma, Hans ve arkadaslarinin
calismasinda ortaya konmustur (GM: CD10+ ve/veya bcl-6+ ve Mum-1- ; GM disi: CD10- ve
bcl-6+ veya bcel-6- ve Mum-1+4). Mum-1 bir aktivasyon belirteci olup, bu proteini eksprese
eden grup aktive B hiicre benzeri DBBHL olarak ta adlandirilmistir (ABH). Baz1 ¢alismalarda
bcl-6 pozitifliginin de beraberinde bulunmasi bu grubun (CD10-,bcl-6+,Mum-1+) aktive GM
hiicreli DBBHL olarak adlandirilmasina neden olmustur (45). Bu calismada CD10-,bcl-6- ve
Mum-1+ olan grup ise aktive GM disit DBBHL olarak siniflandirilmig, ancak TS acisindan
GM grubu diger iki gruba gore anlamli Slgiide iistiin bulunmustur (45). Hans ve ark ise mum1
pozitifligini her kosulda (bcl-6 pozitif olsa da ) GM disi (ABH DBBHL) grup olarak ele
almislardir. Onceki ¢alismalar ile benzer olarak (7,8,38) bizim ¢alismamizda da GM B hiicreli
DBBHL’nin TS’sinin GM dis1 diger gruplardan daha iyi ve uzun oldugu goriildii. Her ii¢
belirteci negatif olan olgular (siniflandirilamayan grup) gerek ayri smif olarak, gerekse GM
dist olgular icine dahil edilerek (ABH olarak) tiim istatistiksel analizler tekrar edildi. Bu
grubun ayr1 ele almmasinin TS {izerinde anlamli katkis1 olmadi. Bu haliyle Hans ve
arkadaslarinin ¢alismasinda oldugu gibi CD10 ve bcl-6 negatif olan grup GM disi (ABH
DBBHL) olarak ele alindi. Literatiir ile uyumlu olarak TS ve OS’nin GM hiicreli DBBHL da
anlamli 6l¢tide uzun oldugu goriildii (p=0.002, p=0.04). Literatiirde 5 yillik sagkalim oraninin
GM olgularinda %76, GM dis1 olgularda %34 oldugu (p=0.001) ve bulgularin cDNA
mikroarray kullanilarak elde edilen sonuclar ile benzer oldugu vurgulanmisti. Bizim
caligmamizda da literatiire benzer olarak GM olgularinda 5 yillik sagkalim oran1 %92, GM
dis1 olgularda %40 olup GM olgularinin sagkalim oran1 anlamh dl¢iide yiiksekti (p=0.02).

Calismada ele alinan grubumuzun ¢ogunlukla IPI diisiik (diisiik+diisiik-orta) risk
sinifina sahip olmasma ragmen bu grupta dahi GM ve GM dis1 gruplar arasinda anlaml

sagkalim farkinin olmasi, IPI disinda siniflamanin da tedavi modaliteleri seciminde Oonemli
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oldugunu vurgulamaktadir. IPI yiiksek grubumuzun sayisi az olmakla birlikte (9 olgu), hepsi
de GM dis1 grupta olup, sagkalim oranlan diisiiktii. IPI, immiinhistokimyasal gruplandirma
(GM ve GM dis), ilk sira tedaviye yanit durumlan multivariate analizde ele alindiginda,
timiiniin bagimsiz prognostik 6nemi oldugu goriildii. Sonuglar literatiirii destekliyordu
(38,45).

Sonuglarimiz genel olarak degerlendirildiginde, DBBHL’da GM ve GM dis1
seklindeki immiinhistokimyasal siniflamanin daha gercekei bir prognostik bilgi saglayacagi
gosterildi. Simmiflamanin gen ekspresyon profillerine dayali olarak yapilmasinin prognostik
onemi onceki calismalarda gosterilmistir. Ancak bu yontemin pahali olup her yerde kolaylikla
uygulanabilir olmamasi, verilerimizin de benzer c¢alismalarn destekledigi goz Oniine
alindiginda immiinhistokimyasal olarak gruplandirmanin (CD10, bcl-6, mum-1 kullanilarak)
tedavi kararlarimi alirken klinisyene yardimci olacagim birkez daha vurguluyoruz.. Her gecen
giin immiinhistokimyada yeni belirtecler bulunmasina ragmen, simirl sayidaki ii¢ belirteg ile
dahi GM ve GM dis1 siniflamasinin en azindan olanaklar sinirl bolgelerde yeterli olabilecegi
kanisindayiz. Fakat DBBHL’da sahip oldugu heterojenite nedeniyle yeni tedavi
modalitelerinin gelistirilmesi acisindan halen prognostik baska faktorlerin c¢alisilmasina

ihtiyag vardir.
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