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OZET

Kacar H. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomada (Daha Ileri Spesifiye Edilemeyen,
NOS) CD30, BCL-2 ve C-MYC Protein Ekspresyonlar ile BCL-2 ve C-MYC
Translokasyonlarimin Degerlendirilmesi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dah tipta uzmanhk tezi, Eskisehir, 2020.
Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma yetiskinlerde goriilen Non-Hodgkin lenfomalarin
yaklasik %35’ini olusturmaktadir. Diffiiz biiyilk B hiicreli lenfoma kategorisi
heterojen olup, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 lenfoma siniflamasinda, farkli
klinikopatolojik ve molekiiler Ozellikler temelinde yeni antiteler olusturulmus,
yiiksek dereceli ve ozel tip lenfoma olarak simiflandirilamayan biiyiik B hiicreli
lenfomalar (DLBCL), daha ileriye spesifiye edilemeyen (NOS) DLBCL olarak
tanimlanmustir. Bu kategorideki olgular molekiiler 6zelliklerine gére GEP analizi ve
immiinohistokimyasal (Hans) algoritmalarla GCB ve ABC alt tiplere
gruplandirilmistir. Calismamizda BCL2, BCL6, MY C gen anormalliklerinin FISH ile
degerlendirilmesi sonucu ’DLBCL, NOS” kategorisine almman 45 olgu Hans
algoritmasina gére GCB (15 olgu) ve Non-GCB (45 olgu) olmak {izere molekiiler alt
tiplere ayrilmistir. Bu olgularda CD30, BCL2, BCL6, MYC protein ekspresyonlari,
double ekspresyon durumu degerlendirilmis ve FISH ile saptanan gen anormallikleri
ile aralarindaki iligski arastirilmistir. FISH ile saptanan BCL2, BCL6, MYC gen
anormallikleri ile protein ekspresyonlar1 arasinda korelasyon saptanmamistir
(p>0,05). Nodal orjinli lenfomalarda BCL2 ekspresyon sikligi ve Non-GCB tipte
BCL2 ve double ekspresyon sikligi yiiksek bulunmustur (p<0,05). CD30
ekspresyonu olan olgularda Ki-67 proliferasyon indeksi yiiksektir (p<0,05). CD30
ekspresyonu olan olgularda MY C gen anormallikleri saptanmamuistir (p>0,05). MYC
translokasyon ve kopya sayisi artist olan olgularda Ann-Arbor evre ve LDH diizeyi
yiiksek saptanmistir (p<0,05). BCL2, BCL6 ve MYC kopya sayisi artiglarinda
siklikla birliktelik gorilmiistiir (p<0,05). Gilinliik pratikte olgularda bu faktorlerin
bilinmesinin prognozun Ongoriilebilirligi ve tedavi planlamasi agisindan faydal
olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, NOS, CD30 ekspresyonu
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ABSTRACT

Kacar H. Evaluation of CD30, BCL-2 and C-MYC Protein Expression, BCL-2
and C-MYC Translocation in Diffuse Large B Cell Lymphoma (Not Otherwise
Specified, NOS). Eskisehir Osmangazi University, Faculty of Medicine,
Department of Medical Pathology, Speciality Thesis in Medicine, Eskisehir,
2020. Diffuse large B cell lymphoma accounts for approximately 35% of Non-
Hodgkin lymphomas seen in adults. Diffuse large B-cell lymphoma category is
heterogeneous and in the World Health Organization (WHO) 2016 lymphoma
classification, new entities have been created on the basis of different
clinicopathological and molecular features. Large B-cell lymphomas, which cannot
be classified as high-grade and special-type lymphoma is defined as DLBCL, NOS.
The cases in this category were grouped into GCB and ABC subtypes with GEP
analysis and immunohistochemical (Hans) algorithms according to their molecular
features. In our study, 45 cases that were included in the "DLBCL, NOS" category as
a result of the evaluation of BCL2, BCL6, MYC gene abnormalities with FISH were
divided into molecular subtypes as GCB (15 cases) and Non-GCB (45 cases)
according to Hans algorithm. In these cases, CD30, BCL2, BCL6, MYC protein
expressions, double expression status were evaluated and their relationship with gene
abnormalities detected by FISH was investigated. There was no correlation between
BCL2, BCL6, MYC gene abnormalities detected by FISH and protein expressions
(p> 0.05). BCL2 expression frequency in lymphomas of nodal origin and BCL2 and
double expression frequency in Non-GCB type were found to be high (p <0.05). In
cases with CD30 expression, the proliferation index of KI-67 is high (p <0.05). There
were no MYC gene abnormalities in cases with CD30 expression (p> 0.05). Ann-
Arbor stage and LDH level were found to be high in cases with MYC translocation
and copy number increase (p <0.05). There was frequent association in BCL2, BCL6
and MYC copy number increases (p <0.05). It is thought that knowing these factors
in cases in daily practice will be useful in terms of predictability of prognosis and

treatment planning.

Key Words: diffuse large B-cell lymphoma, NOS, CD30 expression
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1. GIRIS

Diffiz biiyik B hiicreli lenfoma yetiskinlerde goriillen Non-Hodgkin
lenfomalarin yaklasik %35’ini olusturmaktadir. Diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfoma
kategorisi heterojen bir grup olup, farkli klinikopatolojik ve genetik Ozelliklere
sahiptir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 2016 lenfoma smiflamasinda, farkli
klinikopatolojik ve molekiiler 6zellikler temelinde yeni antitelere yer verilmistir.
Prognozu koéti etkiledigi bilinen MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonu
saptanan olgular yiliksek dereceli B hiicreli lenfoma olarak ayr1 bir kategoride
toplanmistir. Prognostik farkliliklar1 olan 6zel lokalizasyonlara ait lenfomalar, 6zel
tip biiyiik B hiicreli lenfoma kategorisi altinda toplanmistir. Yiiksek dereceli veya
0zel tip lenfoma olarak siniflandirilamayan diffiiz biiyilk B hiicreli lenfomalar,
“DLBCL, NOS”’ olarak tanimlanmistir. DLBCL, NOS kategorisi de kendi i¢inde
heterojen bir grup olup, molekiiler Ozelliklerine goére GEP analizi ve
immiinohistokimyasal (Hans) algoritmalarla GCB ve ABC alt tiplere ayrilmistir.
Boylece prognozu daha dngoriilebilir hale getirmek amaglanmistir (1).

Bu ¢alismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’'nda 2018-2020 yillar1 arasinda tani almig, BCL2, BCL6, MYC gen
anormalliklerinin FISH ile degerlendirilmesi sonucu ’DLBCL, NOS’’ kategorisine
alman 45 olgu, Hans algoritmasia gore GCB ve Non-GCB molekiiler alt tiplere
ayrilmigtir. Calismamizin amact ’DLBCL, NOS’’ kategorisinde BCL2, BCLS6,
MYC protein ekspresyonlari, double ekspresyon durumunu degerlendirmek ve FISH
ile saptanan gen anormallikleri ile aralarindaki iligkiyi arastirmaktir. Ayrica son
yillarda hedefe yonelik anti-CD30 tedavi seceneginin giindeme gelmesi nedeniyle,
olgularda CD30 ekspresyonunu da degerlendirmek, sikligi ve prognostik onemini
arastirmak amacglanmistir. Literatiirde DLBCL {izerine yapilan ¢alismalar genellikle
yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma ve 6zel tip biiyilik B hiicreli lenfoma olgularint da

icermektedir. Bizim olgu serimiz sadece DLBCL, NOS kategorisini igermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Lenfoid Sistem ve Organlari

Lenfoid dokular prekiirsor hiicrelerin antijen ile tanigip bagisiklik icin yeterli
hiicreler haline geldikleri yerlerdir. Lenfositlerin diferansiyasyonlar1  ve
maturasyonlar1 burada saglanir. Bu lenfoid dokular immiin sistemin bir pargasi olup,
seliiler komponentleri fagositik hiicreler (nétrofiller, monositler, histiyositler),
lenfositler (T, B, NK) ve antijen sunucu hiicreler (histiyositler, dendritik hiicreler, B
lenfositlerdir (2-4).

Lenfoid dokular primer ve sekonder olarak iki ana kategoride
tanimlanmaktadir. Primer (santral) lenfoid organlar kemik iligi ve timus olup, lenfoid
hiicre tretimi, gelisimi ve olgunlasmast bu ortamlarda olmaktadir. Sekonder
(periferik) lenfoid organlar ise lenf nodu, dalak, mukoza iliskili lenfoid doku
(MALT), Peyer plaklar1, adenoidler, tonsiller, nazal lenfoid dokudur (5).

2.2. Lenf Nodunun Embriyolojisi

Lenf nodu gelisimi kapillerler ve mezenkimal hiicreleri iceren bir mezenkimal
yogunlagsma seklinde lenfatik kese olusumuyla baglamaktadir. Gestasyonel 12-14.
haftada gecici graniilopoez ve eritropoez izlenmeye baglamakta olup ilk lenfoid
hiicreler ve farklilagmamis blastlar goriilebilmektedir. 14. gestasyonel haftada lenf
nodunun korteks ve medulla bdliimleri ortaya ¢ikmaya baglamakta ve 20. gestasyonel

haftada kortekste kiigiik primer folikiil yapilari segilebilmektedir (2, 6).
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Sekil 2.1. Lenfatik sistemin viicuttaki dagilimi



2.3. Lenf Nodunun Anatomisi

Lenf nodu organi en distan gevreleyen bir kapsiil, kapsiil altinda subkapsiiler
siniis ile ayrilan korteks, parakorteks ve medulladan olusur. Medulla siniis ve
kordonlardan olusur. Arteriol, veniil ve lenfatik yapilarindan zengin olup hilum ile
devam etmektedir (7). Lenf nodlar1 tiim viicutta lenfatik damarlar trasesinde
yerlesmistir. Lenfatik sividaki antijen ve kemokinleri yakalayarak duyarlanmay1

saglarlar (5).

[ afferent lenfatikler

Sekil 2.2. Lenf nodunun anatomik yapisi

2.4. Lenf Nodunun Histolojisi

Lenf nodu kapsiil, korteks, parakorteks, medulla ve hilum bdliimlerinden
olusur. Kapsiil dis kisstmdan lenf nodunu saran bag dokusundan olusur ve igeriye
dogru trabekiila olarak adlandirilan uzantilara sahiptir. Hilum ven ve lenfatiklerin
organdan ¢iktig1 bolgedir (2).

Korteks, kapsiilden subkapsiiler siniis ile ayrilan retikiiler bir ag yapisi
icerisinde B lenfositlerden olugsmus folikiil yapilarinin izlendigi kisimdir. Folikiiller

primer ve sekonder olarak ayrilmaktadirlar. Primer folikiillerdeki kiiciik yuvarlak



niikleuslu B lenfositlerin antijen ile uyarilmalar1 sonucu, germinal merkez igeren
sekonder folikiiller olusmaktadir (2, 3).

Germinal merkez, T lenfosit bagimli immiin yanitin meydana getirdigi 6zel
bir lenfoid alandir. Antijen ile aktive olan B lenfositlerin ¢ogalmasi germinal
merkezleri olusturur ve bu merkez daha sonra koyu zon ve agik zon olarak polarize
olur (Sekil 2.5). Koyu zon baskin olarak sentroblastlardan olusur, mitoz sik
goriilebilir. Sentroblastlar orta ve biiyiik degisken boyutlu, oval ya da yuvarlak
vezikiiler niikleuslu, bir iki adet kiiciik niikleol iceren hiicrelerdir. Bu hiicrelere
‘tingible body’ makrofajlar ve daha az sayida sentrosit de eslik etmektedir. A¢ik zon
ise baskin olarak sentrositlerden olusur. Ayrica folikiiler dendritik hiicreler de sik
olarak izlenmektedir. Diger dendritik hiicrelerin aksine folikiiler dendiritik hiicreler
mezenkimal hiicrelerden kdken alirlar, antijen cevabini organize etmede ¢ok 6nemli
rolleri vardir. Germinal merkezde yiiksek proliferasyon olmasi ve germinal merkez
hiicrelerinde DNA  kiriklarmin - meydana gelmesiyle lenfoid neoplazmlar
gelisebilmektedir (1, 3).

Fenotipik olarak sentroblast ve sentrositler, CD19, CD20, CD22, CD79a gibi
matiir B hiicre antijenlerini eksprese ederler. Ayrica germinal merkez belirleyicisi
olarak BCL6, LMO2, HGAL(GCETZ2) ve CD10 eksprese ederler. Sentroblastlar Ig
genlerindeki somatik hipermutasyonlardan dolayr yilizey immiinglobulinlerini
kaybetmislerdir ya da ¢ok diisiik seviyede eksprese ederler. Germinal merkez
hiicrelerinin diger bir énemli 6zelligi de bir antiapoptotik molekiil olan matiir ve
memory lenfositlerde eksprese edilen BCL2’nin downregiile olmasidir. BCL2
eksprese etmezler ve bu nedenle apoptoz ile 6liime ¢ok duyarlidirlar. Ayrica folikiiler
dendritik hiicreler ve T lenfositlerle etkilesim i¢cin CD40, CD86, CD71, CD11a/18,
CD29/49d eksprese ederler. FDC’nin salgiladigi IL-15 i¢in de reseptor igerirler,
bdylece proliferatif sinyaller tiretilir. BAFF (B cell activating factor) salgilanir, bu
sayede BCL2 negatif germinal merkez hiicreleri apoptozdan korunmus olur (3, 8).

Germinal merkez ayrica B lenfosit farklilasmasinin diizenlenmesinde 6nemli
bir role sahip 6zel T hiicreleri igerir. Bunlar T helper’” ve “’T regiilator’” hiicreler
olup CD4 eksprese ederler (3). Germinal merkezin sentrositleri BCL6

ekspresyonlarini kaybedip memory B hiicreleri ve plazma hiicrelerine farklilagirlar.



Bu farklilasma sonrast MUMI1/IRF4 eksprese etmeye baslarlar ki artik germinal

merkez dis1 hiicre kategorisindedirler (1).
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Sekil 2.3. Lenf nodunun sematik goriiniimii, korteks ve folikiil yapilari,

parakorteks, medulla ve siniizoidal boliimler

Mantle zon ana komponent olarak germinal merkezin sikistirdigi primer
folikiiliin kiiclik B lenfositlerinden olusur. Germinal merkezi ¢epecgevre saran ince bir
zon halinde izlenir. Marjinal zon ise folikiillerin etrafindaki daha genis alana verilen
isimdir. Marjinal zon B lenfositleri CDS5, CDI10, IgD ekspresyonlarini
kaybetmislerdir. CD20 gibi B lenfosit antijenleri ile IgM ylizey antijeni eksprese
ederler (1, 3, 8).

Parakorteks interfolikiiler T lenfosit zonu olarak bilinmektedir. Matiir T
lenfositler ve bunlarin antijene duyarlanmasini saglayan dendritik hiicreler bulunur.
Bu alandaki T hiicreleri heterojen olmakla birlikte baskin olarak CD4 pozitif, ayrica
CD8 porzitif ve “’T regiilator’” hiicrelerdir. interfolikiiler alanlarda immiinoblastik
morfolojide bazi reaktif durumlarda artan sayida B lenfosit bulunabilir. Bunlar matiir
B lenfosit belirleyicilerini eksprese ederler ancak germinal merkez belirleyicileri

negatiftir. Ayrica parakorteks ‘’high endotelyal veniilleri (HEVs)’’ icerir. Endotelleri



sigkin goriinimde olup limenleri kapali gibi gorinmektedir. Bu veniiller
inflamasyonla uyarilmadigt durumlarda bile adezyon molekiillerini eksprese
edebilmektedir (2, 3, 8).

Medulla bolgesi meduller kord ve siniislerden olusur. Kord yapilar
lenfositler, plazma hiicreleri, plazmablastlar ve plazmasitoid lenfositleri igerir.
Siniisler makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri, immiinoblastlar ve bazi

durumlarda nétrofilleri igerir (2).

Sekil 2.4. Lenf nodunun histolojik goriiniimii
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Sekil 2.5. Germinal merkez, histolojik goriiniimii; DZ: koyu (dark) zon, LZ:
acik (light) zon, MZ: mantle zon

2.5. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, Daha ileriye Spesifiye Edilemeyen
(NOS)

Diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma (DLBCL) orta ve iri boyutlu B lenfositlerin
olusturdugu diffiiz patern 6zelligi gdsteren bir neoplazmdir. Hiicre niikleuslarinin
biiyiikligli makrofaj boyutunda ya da normal lenfositlerin iki kat1 ve daha biiyiik
boyutlarda oldugu igin biiyiik hiicreli olarak adlandirilir. Diffiiz biiyiikk B hiicreli
lenfoma heterojen bir biyolojik gruptur. Calismalarla morfolojik ve molekiiler
subtipleri ile 6zel tipleri belirlenmistir. Ozel tip belirlenemeyen durumlarda olgular

“Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, Daha ileriye Spesifiye Edilemeyen (NOS)”’



olarak isimlendirilmektedir. Ozellikle ‘Germinal merkez B hiicreli tip’ ve ‘Aktive B
hiicreli tip’ olarak isimlendirilen molekiiler alt tiplerin, olgularin immiinfenotipik ve
prognostik o6zelliklerini belirleyici olduklar1 diistiniilmektedir. Giiniimiizde ‘2016
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Lenfoma Siniflamas1’ referans kabul edilmekte olup, ilk
defa molekiiler alt tipler 2016 yilinda giincellenen bu siniflamada yer almistir. Ayrica
“Yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma’ yeni tanimlanan, siniflamada ilk defa yer alan
bir antite olarak karsimiza cikmaktadir. Daha once kullanimda olan 2008 DSO
lenfoma siniflamasinda molekiiler alt tipler yer almamakta ve 6zel lenfoma tiplerinin
kategorizasyonunda farkliliklar mevcuttur. Bu konu ‘2.14. Béliim® de ayrintili olarak
ele almacaktir. 2016 DSO Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Smiflamasi® ‘Tablo 2.1’ de

ayrintili olarak gosterilmektedir (1).
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Tablo 2.1. 2016 DSO Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Siniflamasi

DIFFUZ BUYUK B HUCRELI LENFOMA, NOS
Germinal Merkez B Hiicreli Alt Tip
Aktive B Hiicreli Alt Tip
YUKSEK DERECELI B HUCRELI LENFOMA
Yiiksek Dereceli B Hiicreli Lenfoma, MYC ve BCL2 ve/veya BCL translokasyonu

igeren

Yiiksek Dereceli B hiicreli Lenfoma, daha ileri spesifiye edilemeyen (NOS)
DIGER BUYUK B HUCRELI LENFOMALAR

T lenfosit/histiyositten zengin biiyiik B hiicreli lenfoma

Santral sinir sisteminin primer diffiiz biiyiik B hiicreli Lenfomasi

Primer kutandz diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma, ’leg type’
EBYV pozitif diffiiz biiyilik B hiicreli lenfoma, NOS

Kronik inflamasyon iligkili diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Lenfomatoid granulomatozis

IRF4 yeniden diizenlenimi igeren biiyilik B hiicreli lenfoma

Primer mediastinal (timik) biiyiik B hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

ALK pozitif biiyiik B hiicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma
HHV8 pozitif diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Primer eflizyon lenfomasi

B HUCRELI LENFOMA, SINIFLANDIRILAMAYAN

B hiicreli lenfoma, Klasik Hodgkin lenfoma ile DLBCL arasinda 6zellikler igeren

2.6. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Epidemiyolojisi

Diffiz biiyik B hiicreli lenfoma gelismis ilkelerde Non-Hodgkin
lenfomalarin yaklasik %25-35" ini olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde bu

oran daha da yiiksek olup ozellikle yasl yetiskinlerde gozlenmektedir. Her yas
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grubunda goriilebilmekle birlikte, siklikla goriildiigii yas grubu 7. dekadtir. Erkek
cinsiyette goriilme sikligi kadinlara oranla biraz daha yiiksektir (1, 9-11). Etnik
gruplar arasinda bilinen bir farklilik yoktur, ancak dogu Avrupa ve Asya iilkelerinde
goriilme sikliginin kuzey Amerika iilkelerine gore daha yiiksek oldugunu sdyleyen

kaynaklar mevcuttur (3, 10).

2.7. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Etyolojisi

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomanin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir.
Genellikle primer olarak ortaya ¢iktigi gézlenmekle birlikte, daha iyi prognozlu bazi
lenfomalardan doniisiim yoluyla sekonder olarak da gelisebilir. Diffliz biiyiikk B
hiicreli lenfomaya doniisebilen hastaliklar marjinal zon lenfoma, nodiiler lenfosit
baskin Hodgkin lenfoma ve kronik lenfositik 16semi/ kiigiik lenfosittik lenfoma
olarak sayilabilir (1). Baz1 durumlarda riskin arttigi sdylenmektedir. Bu durumlar
immiinyetmezlik, kronik inflamatuar hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, daha 6énceden
yiiksek riskli ilaglarla tedavi &ykiisiidiir. Immiinyetmezlik en &nemli risk
faktorlerinden biridir ve bu olgularda lenfoma gelisiminde 6zellikle *’Epstein-Barr
Viriis (EBV)”” ve “Human Herpes Virus 8 (HHVS8)’’ etkilidir. EBV’nin etkili
oldugu subtipler plazmablastik lenfoma, primer efiizyon lenfomast ve EBV pozitif
diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma olarak sayilabilir (1, 3). Immiinyetmezlik kisinin
beslenme durumu, genetik alt yapist ile ilgili hastaliklar nedenli olabilecegi gibi,
“’Human Immunodeficiency Viriis (HIV)’* enfeksiyonu ya da immiinsiipresif tedavi,
organ transplantasyonu gibi iatrojenik nedenlerden dolay1 gelismis olabilir. Kronik
inflamasyon ve iritasyon da yine yiiksek riskli durumlar arasindadir. Operasyon
Oykiisii, metal implantlar, sistemik lupus eritematozus ve romatoid artrit gibi kronik

hastaliklar 6rnek olarak verilebilir (3).

2.8. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Klinik Ozellikleri

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma nodal veya ekstranodal hastalik olarak ortaya
cikabilmektedir. Lenf nodundan kdken alan olgular ‘nodal’, lenf nodu disindaki diger
dokulardan  kdken alan olgular ‘primer ekstranodal lenfoma’ olarak
adlandirilmaktadir. Lenf nodundan kdken alan, ancak ekstranodal dokuya da yayilimi

olan olgular ‘sekonder ekstranodal lenfoma’ olarak tanimlanmaktadir. Bu ayrimda
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altin standart ‘PET-CT’ goériintiileme yontemidir (12). Olgularin yaklasik %401
primer ekstranodal hastalik olarak baslamakla birlikte, nodal hastalik siiresince
olgularin yaklasik %60-70’inde ekstranodal tutulum eslik eder. En sik ekstranodal
tutulum bolgesi gastrointestinal sistem olarak bilinir. Ayrica kemik, testis, dalak,
waldeyer halkasi, tiikkriik bezleri, tiroid, karaciger, santral sinir sistemi, Cilt, adrenal
bez ve bobrek de diger tutulum yerleridir. Ozellikle santral sinir sistemi ve testis gibi
bazi bolgelerin prognozu daha kétiidiir. Olgularin %10-25’inde kemik iligi tutulumu
goriilebilmektedir. Bir kismi1 asemptomatik olabilmekle birlikte, kilo kaybi, ates ve
terleme gibi B semptomlar1 da siklikla eslik edebilmektedir (1, 3, 10, 13). Klinik
ozellikler prognozda biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle yas ve bazi laboratuvar
bulgular1 gibi klinik faktorleri temel alan IPI (International Prognostic Index)
skorlamas1 hastanin risk diizeyini gostermede kullanilmaktadir. IPI skorlamasina

prognostik 6zellikler anlatilirken ayrintili olarak yer verilmistir (2.13. Bliim).

2.9. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Morfolojik Ozellikleri

Lenf nodu biyopsilerinde biiyiik lenfoid hiicrelerin diffiiz tutulum yaptig
goriilmektedir. Koagiilatif nekroz ve perinodal tutulum siktir. Bazi olgularda skleroz
ve koagiilatif nekroz goriilebilmektedir. U¢ ana morfolojik varyant tariflenmistir.
Bunlar sentroblastik, immiinoblastik ve anaplastik varyantlardir (1, 3, 14-16).

Sentroblastik varyant en sik goriilen tiptir. Bu varyant: olusturan hiicreler orta
ve iri boyutlu, bazofilik sitoplazmali, 2 ya da 4 civan niikleolus igeren, oval veya
yuvarlak niikleusludur (1, 14). Bazi olgularda ¢ok loblu, koseli veya yariklanmig
niikleus goriilebilmektedir (3). Sentroblastik varyant olarak degerlendirilen olgular
neredeyse tamamen sentroblastik hiicre morfolojisinde (>%90) ise monomorfik tip
olarak tamimlanmaktadir. Sentroblastik hiicrelerin  %90’in altinda oldugu ve
immiinoblastik  hiicrelerin de eslik ettigi olgular polimorfik tip olarak
tanimlanmaktadir. Sentroblastik varyant olgular siklikla molekiiler alt tiplerden,
germinal merkez B hiicreli alt tipe aittir (1, 3, 8, 16, 17).

Immiinoblastik varyantin hiicreleri tek, merkezi yerlesimli, belirgin
niikleolusa sahiptir ve hiicrelerin %90’dan fazlas1 bu morfolojide izlenmelidir (18).
Eger immiinoblastik morfoloji %90 sinirinin altinda kaliyorsa ve sentroblastik

morfolojide hiicreler gogunlukta ise boyle bir olgu sentroblastik varyant (polimorfik)
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olarak degerlendirilmelidir. Bazi olgularda immiinoblastlarin plazmasitoid
goriinimde olabilecegi belirtilmektedir. Immiinoblastik varyantin siklikla CD10
eksprese ettigi ve MYC translokasyonu ile iligkili oldugu séylenmektedir (1, 3, 8,
16).

Anaplastik varyantin hiicrelerinin ¢ogu ¢ok iri boyutlu hiicrelerdir. Cok
niikleuslu veya niikleuslar1 ¢ok loblu, bizaar, poligonal sekilli, koyu kromatinli
izlenen bu varyantta belirgin niikleol goriiniimii dikkati ¢ekmektedir (1, 3, 8).
Hodgkin lenfomanin “’Reed Sternberg’’ hiicreleri ve anaplastik biiyiik hiicreli
lenfomanin hiicreleri ile benzer goriinimde olabileceginden, bu hastaliklarla ayrim
onemlidir (3, 19).

Nadir olarak goriilen diger morfolojik varyantlar igsi hiicreli, tash yliziik
benzeri hiicreler iceren, miksoid stromaya sahip, fibriler matriks ve rozet formasyonu
igceren, alveoler morfolojiye sahip, kristal depolayan histiyositler iceren, mikrovillus
benzeri ¢ikintilar igeren, artmis eozinofil igeren ve siniizoidal CD30 pozitif tipler
olarak tanimlanmistir. Bazi durumlarda ise hiicre tipi sentroblast ve immiinoblast
benzeri ara bir formda olup ‘intermediate’ morfolojide goriilebilmektedir. Bu gibi
durumlarda ise olgular herhangi bir varyant igerisinde degerlendirilememekte ve

smiflandirilamayan grupta yer almaktadir (3, 8).

2.10. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Immiinfenotipik Ozellikleri

Neoplastik hiicreler CD19, CD20, CD22, CD79a ve PAX 5 gibi B hiicre
belirleyicilerini eksprese ederler. Bazi durumlarda bu belirleyicilerden birkaginda
boyanmada kayiplar olabilir. Yiizey immiinglobulini siklikla IgM’dir.

PAXS5, B hiicre diferansiyasyon yolaginda ¢ok onemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. Erken evrelerde CD19 dan hemen sonra eksprese edilmeye baslar.
CD79a ve MHC I antijenleri de eksprese edilir, bu belirleyiciler B hiicresinin hayati
boyunca kalici olur. CD20 ekspresyonu pre-B hiicrelerinde zayif olarak baslar,
matiirlestiginde yogun olarak eksprese edilir. CD45 de CD20’den sonra eksprese
olan belirleyiciler arasindadir (3).

CD10 (CALLA) tip II yiizey glikoproteinidir. Normal ve neoplastik birgok
hiicrede boyanabilmektedir. Prekiirsor B hiicreleri, germinal merkez B hiicreleri,

germinal merkez “’T helper’” lenfositleri ve graniilositlerde fizyolojik olarak
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boyanabilmektedir. Eksprese oldugu hematolojik neoplazmlar arasinda ¢ogu B ve T
hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma, folikiiler lenfoma, Burkitt lenfoma, bazi difffiiz
bliyiik B hiicreli lenfomalar ve anjioimmiinoblastik T hiicreli lenfoma yer almaktadir
(7). Ayrica renal, endometrial, hepatoselliiler karsinom gibi baz1 epitelyal
maligniteler ile baz1 vaskiiler ve stromal tiimorlerin de CD10 eksprese edebilecegi
bilinmektedir (7, 20, 21). CD10 diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada molekiiler
subtiplerin belirlenmesinde, 6zellikle Hans algoritmasi da dahil bir¢ok algoritmada
onemli bir yere sahiptir. Germinal merkez B hiicre tipinde eksprese olup, bu tipin
tanisinda kullanilan en 6nemli immiinohistokimyasal belirleyicilerden biridir (3).
Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada CD10 ekspresyonunun, BCL2 ekspresyonu ve
BCL2 translokasyonu ile korele olabilecegini belirten ¢alismalar da mevcuttur.
BCL2 ve CD10 ko-ekspresyonunun yasam siiresi, prognoz ve klinik ozellikler ile
iligkisi incelenmis ve daha kotii prognoza sahip olduklari gézlenmistir (3, 21, 22).

BCLS6 bir niikleer ¢inko bagimli trankripsiyon faktorii olup, germinal merkez
gelisiminin en Onemli gostergesidir. Fizyolojik olarak germinal merkez B
hiicrelerinde ve germinal merkez “’T helper’” hiicrelerinde ve nadir T hiicre
gruplarinda eksprese olmaktadir (3, 7). Sentroblastlar, sentrositler, germinal center T
hiicreleri pozitif boyanirken; aktive B, memory B, plazma hiicreleri ve mantle
hiicreleri BCL6 negatiftir. Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalarin yaklasik %70’inde
eksprese edilmektedir (3). Hans algoritmasi ile molekiiler subtiplerin belirlenmesinde
kullanilan ¢ belirleyiciden biridir. Neoplastik hiicrelerin %30 ve daha fazlasinda
ekspresyon varsa pozitif kabul edilir (1).

MUML1/IRF4 germinal merkez B hiicre diferansiyasyonunun son asamasinda
post-germinal B hiicre gelisiminde gorevli bir transkripsiyon faktdriidiir. Immiin
cevabin diizenlenmesinde Onemli bir rolii vardir. Fizyolojik olarak plazma
hiicrelerinde ve plazmablastlarda, aktive T hiicrelerinin az bir kisminda eksprese
edilir. Eksprese oldugu neoplastik lezyonlar arasinda plazma hiicreli ve
plazmablastik neoplazmlar, lenfoplazmasitik lenfoma, diffiiz biliylikk B hiicreli
lenfoma ve bazi diger B ve T hiicreli lenfomalar yer almaktadir (7). Diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfomada molekiiler subtiplerin belirlenmesinde Hans algoritmasinda

kullanilan bir diger belirleyicidir. Ayrica Hans algoritmasi ile subtip belirlenemeyen
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durumlarda kullanilabilen diger algoritmalar olan Choi, Muris ve Tally
algoritmalarinda da kullanilmaktadir (1, 3, 7).

BCL2 fizyolojik olarak germinal merkez dis1 B hiicreleri, ¢ogu T hiicre ve
plazma hiicrelerinde eksprese edilir. Cogu folikiiler lenfomada, bazi diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma vakalarinda ve diger ¢ogu lenfoma, 16semi vakalarinda ekspresyonu
goriiliir. Pratikte 6zellikle folikiiler lenfomayi, reaktif folikiiler hiperplaziden ayirt
etmek i¢in kullanilir (7). Hiicre siklusunda yer alan apoptozu diizenleyen ¢ok 6nemli
bir regiilatér proteindir. 18. kromozom (18q21) iizerinde yer alan BCL2 lokusu
tarafindan kodlanmaktadir. Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan BCL2
antikoruna bagli olarak diffiiz biliyik B hiicreli lenfomalarm %47-84’{inde
ekspresyonu saptanmaktadir (1). Bu konuda yapilan ¢alismalarda, germinal merkez
B hiicre benzeri tipte ve aktive B hiicreli molekiiler tipteki olgularda farkl
mekanizmalarla sik eksprese olabilecegi belirtilmektedir (23, 24). Pozitif olarak
degerlendirilmesi ic¢in esik deger cogu kaynak tarafindan %50 olarak kabul
edilmektedir (1, 16, 23, 25). BCL2 gen lokusunda gdzlenen translokasyon ve diger
mutasyonlar, ¢ogu zaman immiinohistokimyasal BCL2 protein ekspresyonu ile
korele degildir. BCL2 antikorunun immiinohistokimyasal boyamada kullanilan
“’clone 124, ““‘clone E17”’, “‘SP66°” gibi farkli epitoplart mevcuttur. Bu epitoplarin
aynmi olguda ekspresyonlar1 arasinda farkliliklar gézlenmektedir. ‘Clone 124’ olarak
adlandirilan epitopun, FISH ile BCL2 translokasyonu saptanan olgularin ¢ogunda
yanlis negatiflik gosterdigi ve molekiiler yontemlerle korelasyonunun zayif oldugu
gosterilmistir. ‘SP66° ve ‘clone E17’ ise daha yeni iki tavsan monoklonal antikoru
olup, molekiiler yontemler ile korelasyonun daha yiiksek oldugunu bildiren
caligmalar mevcuttur (26-31).

MYC proto-onkogen ailesi ‘C-MYC (MYC), N-MYC (MYCN), L-MYC
(MYCL)’ normal hiicrelerde bircok fonksiyonun diizenlenmesinde gorev alan
onkojenik potansiyeli yiiksek transkripsiyon faktorleridir. DNA replikasyonunda
dogrudan gorev almaktadir. Birgok karsinomda farkli aktivasyon mekanizmalar1 ve
mutasyonlar ile patogenezde yer almaktadir. Ozellikle C-MYC (MYC), B hiicre
gelisiminde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir ve 8. kromozom iizerinde lokalizedir. MYC
translokasyonu hematolojik neoplazmlarda degisen siklikta gozlenmektedir (32).

Ozellikle Burkitt lenfoma ve agresif B hiicreli lenfomalarda karakteristiktir.
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Immiinohistokimyasal olarak ekspresyonu her zaman translokasyon ile korele
degildir. Ancak her iki durumda da prognozu kot etkiledigi belirtilmektedir. Diffiiz
biiylik B hiicreli Lenfoma olgularinda %30 siklikla ekspresyonu gbzlenebilmektedir.
Pozitif kabul etmek icin genellikle %40 ve tizeri ekspresyonu istenmektedir. BCL2
ile birlikte ekspresyonlart ‘double expressor’ lenfoma olarak adlandirilmaktadir (1,
16, 25, 32).

CD30 ‘tumour necrosis factor receptor (TNFR) superfamily’ ailesinin bir
tiyesidir. Ki-1 olarak da bilinen bir aktivasyon faktoriidiir. NFkb ve MAPK ailesine
ait proteinlere etki ederek bu yolaklarin diizenlenmesinde gorev aldigi
belirtilmektedir (33-35). Fizyolojik olarak parafolikiiler bolgedeki aktive B ve T
hiicreleri tarafindan eksprese edilebilir. EBV, HIV, HTLV-1 ile enfekte lenfositlerde
boyandig1 bilinmektedir. Neoplastik lezyonlar arasinda o6zellikle klasik Hodgkin
lenfomada ’Reed Sternberg’ hiicrelerinde ve anaplastik biiyiik hiicreli lenfomada
ekspresyonu karakteristiktir. Ayrica bazi B ve T hiicreli lenfomalarda da
boyanabildigi bilinmektedir (7, 16, 35). Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada heterojen
bir ekspresyonu vardir, lenfoma hiicrelerinden bir kisminda, olgularin yaklasik %10-
20’sinde boyanabilmektedir (1, 3, 35, 36). EBV pozitif olgularda ise ekspresyon
sikligr %90°1 bulmaktadir. CD30 pozitif olgular i¢in spesifik bir subtip yoktur.
Aktive B hiicreli ya da germinal merkez B hiicre tipinde ve herhangi bir morfolojik
paternde olabilmektedir (3, 37). Ozellikle morfolojik tiplerden anaplastik varyantta
ekspresyonu bilinmektedir (1). Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda germinal
merkez B hiicre tipinde ve daha geng yastaki olgularda daha sik eksprese oldugu
bildirilmistir (36, 38).

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada CD30 ekspresyonunun prognostik énemi
ve pozitif kabul etmek i¢in boyanmanin esik degeri konularinda, kabul edilebilir
kesin bir goriis yoktur. Ekspresyonunun iyi prognostik faktor kabul edilebilecegini
bildiren ¢alismalar mevcuttur (36, 38-40). Baz1 ¢alismalar ise kotii prognostik faktor
oldugunu savunmaktadir (41). %10 veya %20 boyanma oranlarinin, pozitiflik igin
esik deger kabul edilmesi Onerilmektedir (35-38, 42). CD30 ekspresyonu olan
olgularda standart tedaviye ek olarak hedefe yonelik monoklonal antikor tedavisi
onerilmektedir. Brentuximab vedotin (BV) bu amagcla kullanilan antikordur. CD30

pozitif klasik Hodgkin lenfoma ve anaplastik biiylik hiicreli lenfomada tedavide
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kullanilmakta olup diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada kullanilmasmin klinik yarari
bildirilmektedir. Tedavi uygulanacak olgular i¢in ‘>%0’ boyanma orani yeterli
goriilmektedir (16, 36, 43-45).

EBV pozitifligi diffiiz biiyikk B hiicreli lenfoma olgularmin yaklasik %3-4
oraninda goriilebilmektedir. Bu olgular siklikla ileri yasta ve aktive B hiicreli tiptedir.
Hiicrelerin ¢ogu EBV pozitif ise ‘EBV pozitif DLBCL’ olarak tanimlanmali ve 6zel
bir tip oldugu i¢in DLBCL, NOS kategorisinin disinda tutulmalidir. Bu tan1 EBER
(In situ hybridization for EBV-encoded small RNA) ile konulmalidir. EBV pozitif
olgularda yaklasik %90 siklikla CD30 ekspresyonu da izlenmektedir (1, 3).

2.11. Diffiiz Biiyilkk B Hiicreli Lenfomada Hiicre Orjini ve Molekiiler Alt

Gruplandirma

GEP (Gene Expression profiling) imza profili, hiicre kokeni ile birlikte, timor
mikrocevresini de gosteren “’stromal 1°” ve “’stromal 2’ olarak adlandirilan bir grup
geni temel alan, biyolojik prognositik bir modeldir. Risk diizeyini, prognozu
ongormekte ¢ok basarilidir ve “’International Prognostic Index (IPI)’’ ile birlikte
kullanilmaktadir. ‘Gene Expression profiling (GEP)’ calismalar1 diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfomada iki farkli gen ekspresyon paterni oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Bunlar germinal merkez B hiicreli tip (GCB) ve aktive B hiicreli tip (ABC) olarak
isimlendirilmistir. Simiflandirilabilen olgularin yaklasik %60’ 1nin GCB, %40 ABC
tip oldugu bilinmektedir (1). ABC tipte siklikla B hiicre reseptor ve NFkB
yolaklarinda aktive edici mutasyonlar saptanirken, GCB tipte daha ¢ok apoptotik
yolaklarin diizenlenmesinde ve calismasinda bozukluklar saptanmistir. Ayrica
destekleyen klinik ¢aligmalarla GCB tipte CHOP ve R-CHOP tedavi protokolleri ile
sagkalimin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. ABC tipte ise 6zellikle MYC ve
BCL2 koekspresyonunun (double expressor lymphoma) sik goriilmesi de etkili
olmakla birlikte bu tedavi rejimlerine iyi yanit alinamadigi ve sag kalimin daha
diisiik oldugu belirtilmektedir. Bu teorinin dogru olmadigini savunan g¢alismalar da
mevcuttur. Ancak daha kapsamli bir goriis olarak calismalar arasindaki sonug
farkliliklarinin nedeninin, ‘unclassified’ olarak isimlendirilen siniflandirilamayan bir
molekiiler grup varligi olduguna inanilmaktadir. Baz1 vakalarin GCB ya da ABC tip

olarak isimlendirilemeyecegi ve fliclincii bir grup olarak kabul edilip,
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smiflandirilamayan grup denilmesi Onerilmektedir (%10-15). Bu fikir temelinde
yapilan c¢aligmalarda molekiiler alt tip ile prognoz arasinda daha yiiksek bir
korelasyon saptanmis olup, GCB tipin en iyi prognoza sahip oldugu belirtilmistir (1,
16, 25, 39, 46-49).

Diffiiz biiyliik B hiicreli lenfomada molekiiler alt tip tayinine yonelik ¢ok
sayida algoritm Onerilmektedir. Choi, Tally, Muris, Hans, {ic ve dort belirleyicili
Visco/Young algoritmasi bu ayrimda kullanilabilmektedir (Sekil 2.6). Bunlar
arasinda en ¢ok kullanilan, kabul géren ve uygulanabilirligi kolay olan Hans
algoritmasidir. Ancak GEP analizi ile sadece %80 korelasyon gosterdigi
bilinmektedir. Choi, Visco/Young ve Tally algoritmlerinin ise daha yiiksek diizeyde
uyumluluk gosterdigi belirtilmektedir (1, 3, 16, 25, 49-54). Hans algoritmasinda
CD10, BCL6 ve MUMI olmak iizere i¢ belirleyici kullanilmaktadir. Bu
immiinohistokimyasal belirleyicilerin pozitif olarak kabul edilmesi i¢in %30 ve
lizerinde ekspresyon gdzlenmelidir. Ilk olarak CD10 ekspresyonu degerlendirilerek
pozitif izlenmesi halinde olgu GCB tip olarak kabul edilmektedir. Negatif olmas1
durumunda diger belirleyiciler olan BCL6 ve MUMI1 ekspresyonuna bakilmakta,
MUML1 pozitif olgular Non-GCB tip olarak degerlendirilmektedir. BCL6 pozitif,
MUMI negatif ise olgu GCB tip kategorisine alinir. Ug belirleyicinin de negatif
olmasi gibi bazi durumlarda, Hans algoritmasi alt tip tayininde yetersiz kalmaktadir.
Boyle olgularda LMO2 ve GCET1 gibi germinal merkez orjinini desteklemeye
yonelik ek belirleyicilerden yardim alinmalidir. Muris ve Visco/Young algoritmasi
ti¢ belirleyici kullanan diger algoritmalardir. Muris algoritmasinda sirasiyla BCL2,
CD10, MUMI belirleyicileri kullanilirken, Visco/Young algoritmasinda CD10,
FOXP1, BCL6 belirleyicileri ile alt tip tayini yapilmaktadir. Visco/Young
algoritmasinin GCET1 de eklerek gelistirilmis dort belirleyici igeren sekilde
kullanimi da mevcuttur. Son olarak CD10, GCET1, MUM1, FOXP1l, LMO2
belirleyicilerini kullanan, bes belirleyicili tek algoritm olan Tally algoritmasi da
gerekli durumlarda kullanilabilmektedir (3, 8, 53-55). Bahsedilen alt1 algoritm de

sematize edilerek ‘Sekil 2.6° ‘da gosterilmistir.
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A. ViscolYoung algorithm (four markers) B.Visce/Young algerithm (lhree markers)
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Sekil 2.6. Molekiiler alt tip siniflamasinda kullanilan algoritmalar

2.12. Genetik Ozellikler

Diffiz biiyik B hiicreli lenfomada bazi somatik mutasyonlar,
immiinoglobulin agir (IgH) ve hafif (IgK ve IgL) zincirlerinde yeniden diizenlenme
(rearrangement)/ translokasyon siklikla goriilebilmektedir. Bunlar arasinda en sik
rastlanan 14q32 konumunda yer alan immiinoglobulin agir zincir (IgH) lokusunun
yeniden diizenlenme durumudur ve translokasyon partneri olarak genellikle BCLS,
BCL2 veya MY C’e eslik eder (56).

BCL2 geni 18q21 iizerinde lokalizedir. Apoptoz inhibisyonu ve hiicre
siklusunun diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Asir1 ekspresyonu
durumunda apoptozun inhibisyonuna neden olur, hiicre 6ldiiriilemez ve yasam siiresi
uzar. BCL2-IgH yeniden diizenlenme/translokasyonu, t(14;18)(q32;q21) folikiiler
lenfomalarda karakteristiktir, diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada da %?20-30 oraninda
gortilebilmektedir. Daha ¢ok germinal merkez B hiicreli tipte (%40) gozlenir ve kotii
prognoz ile iliskilidir. Aktive B hiicreli tipte ise %5 oraninda saptanabilmektedir.

BCL2 translokasyonu saptanan olgularda BCL2 ve CD10 immiinohistokimyasal
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olarak ekspresyonu sik goriilebilmekle birlikte, tam bir korelasyon bulunmamaktadir
(1, 16, 57).

BCL6 (3927) translokasyonu/ yeniden diizenlenmesi diffiiz biiyiik B hiicreli
lenfomada en sik goriilen translokasyon tipi ve molekiiler degisikliktir. Yaklasik %30
olguda gorilmekle birlikte, aktive B hiicreli alt tipte daha sik gozlendigi
bilinmektedir (1, 16). Translokasyonun karsilikli gerceklestigi en sik lokalizasyon
IgH (14932) olup, t(3;14)(q27;932) olarak isimlendirilmektedir. Nadiren diger
translokasyon partnerleri kromozom 22ql11 (IgL lokusu), kromozom 2p12 (IgK
lokusu) ile de gergeklesebilmektedir (58).

MYC lokusu kromozom 8q24 iizerinde bulunmaktadir. Translokasyonu
durumunda en sik partneri IgH lokusu olup t(8;14)(q24;q32) olarak gosterilir.
Nadiren IgK, IgL ya da immiinoglobulin disinda basgka lokalizasyonlar da s6z konusu
olabilmektedir. Esas olarak Burkitt lenfomada goriilmekte olup, diffiiz biiyiikk B
hiicreli lenfomalarin %8-14’linde bulunabilmektedir. MYC translokasyonu goriilen
vakalari yarisinda BCL2 ve/veya BCLG6 translokasyonu da eslik edebilmektedir. Bu
olgular yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma olarak siiflandirilmakta olup birlikte
bulunan translokasyon sayisi ile iligkili olarak ’double hit’’ veya “’triple hit’’ olarak
isimlendirilmektedir. Sadece MYC translokasyonu goriilen tipik diffiiz biliyiik B
hiicre morfolojisindeki olgular, “’diffiiz bliyilk B hiicreli lenfoma, NOS’’ olarak
kategorize edilmektedir (1, 16, 25).

DLBCL, NOS olgularinda BCL2, BCL6, MYC translokasyonlarinin yanisira
kopya sayist degisiklikleri de siklikla goriilebilmektedir. Kopya sayisi
degisikliklerinin prognoza etkisi kesin olarak bilinmemektedir. Baz1 ¢alismalarda
BCL2 ve MYC kopya sayisi degisikliklerinin %20-25 siklikta, 6zellikle ABC tipte
gortilebilecegi ifade edilmektedir (59-62). ABC tipte MYC mutasyonu ile birlikte
gozlenen BCL2 kopya sayist artisinin kot prognostik  faktor olarak
degerlendirilebilecegini, BCL2 kopya sayisi degisikliklerinin MYC mutasyonu,
MYC kopya sayist degisikliklerinin ise BCL2 mutasyonu ile birlikteliginin daha sik
goriildiigiinii bildiren yayinlar mevcuttur (49). Baska bir ¢alismada ise BCL2 ve
MY C kopya sayis1 artiginin ‘Double Hit’ lenfomalara benzer sekilde kotii prognostik
faktor oldugu bildirilmistir (63). Bu calismaya benzer sekilde Li ve arkadaslarinin
yaptig1 diger bir ¢alismada BCL2 translokasyonu/ MYC kopya sayisi artisi, MYC
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translokasyonu/ BCL2 kopya sayisi artisit ve MYC/BCL2 kopya sayisi artist olan
olgular {i¢ grup halinde incelenmistir. Bu olgularin ‘Atipik Double Hit’ olarak
isimlendirilmesi Onerilmis ve kotii prognoza sahip oldugu bildirilmistir (64).
Quesada ve arkadaslarinin daha sonra, daha biiyiik bir olgu serisinde yaptiklari
calisma da bu sonucu destekler niteliktedir (16, 65). Son yillarda Ma ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada ise ¢ift kopya sayis1 degisikligi i¢eren olgularin
prognozlari, ‘Double Hit’ lenfoma olgularina gore daha iyi, kopya sayisi1 degisikligi
icermeyen DLBCL, NOS olgularyla karsilastirildiginda ise daha kotii olarak
bildirilmistir (66). Huang ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da benzer sekilde koti
prognoza sahip olduklar1 i¢in MYC, BCL2 ve BCL6 lokuslarinin ikisinde kopya
sayist degisikligi veya translokasyona eslik eden kopya sayis1 degisikligi ‘Atipik
Double Hit’, her ii¢ lokusta da kopya sayis1 degisikligi veya translokasyona eslik
eden kopya sayist degisikligi ‘Atipik Triple Hit’ olarak adlandirilmstir (67).

Diffliz biiyilk B hiicreli lenfoma olgularinda 2p16, 9p24, kromozomlarinda
kazanimlar (gain) ve 1p36, 6921, 9p21 kromozomlarinda kayiplarin (delesyon) da
siklikla izlendigi goriilmistir. Bunlar disinda ¢esitli genlerde tekrarlayan
mutasyonlar da goriilebilmektedir. Bahsedilen mutasyonlarin molekiiler alt tiplere

gore goriilme sikliklar1 da belirtilerek ‘Tablo 2.2 da 6zetlenmistir (1).

Tablo 2.2. Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfoma, NOS Olgularinda Goériilen
Mutasyonlar

Yeniden Diizenlenme /Translokasyon | ABC Tip GCB Tip
BCL2 <%5 %40
BCL6 %25-30 %15
MYC, single hit %5-8 %5-8
PDL1/2 Nadir Nadir
C2TA Nadir Nadir
TBL1XR1 %0 %5




22

Kopya sayis1 degisiklikleri ABC Tip GCB Tip
1p36.32 delesyonu %10 %30
2p16 kazanimi/amplifikasyonu Nadir %30
3927 kazanimi/amplifikasyonu %45 %15-20
6021 delesyonu %45 %25
9p21 delesyonu %40 %20
9p24.1 kazanimi/amplifikasyonu Nadir Nadir
18g21.3 kazanimi/amplifikasyonu %55 %15
Tekrarlayan Mutasyonlar ABC Tip GCB Tip
EZH2 Nadir %20-25
GNA13 Nadir %25
MLL2 %35 %40
TP53 %25 %20
MEF2B %5 %15-20
SGK1 %5-10 %15-20
CREBBP %10 %30
TNFRSF14 Nadir %30
SOCS1 Nadir %10-15
PTPN1 net degil net degil
STAT6 Nadir %5
CARD11 %10-15 %10-15
CD79B %20-25 Nadir
MYD88 %35 Nadir
PRDM1 %15 Nadir
B2M %15-20 %20-25
CD58 %10 %10
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Yolaklarda diizensizlikler ABC Tip GCB Tip
NFkB aktivasyonu Var Yok
P13K/AKT Yok Var
JAK/STAT Nadir Var
Immiiniteden kacis Var Var

2.13. Prognostik Ozellikler

Diffiz bliyik B hiicreli lenfomada prognozu etkileyen klinik,
immiinohistopatolojik ve genetik faktorler mevcuttur. Hastalarin yaklasik %25-30°
unda B semptomlar1 olarak bilinen kilo kaybi, ates, terleme belirtileri ortaya
¢ikmakta olup kotii prognozu isaret etmektedir. Ayrica olgularin yasi, klinik evresi
(Ann-Arbor), fiziksel performans durumu, timér boyutu, ekstranodal tutulum varligi
ve sayist, kemik iligi tutulumu, eslik eden ek hastalik varligi, tam remisyon
saglanincaya kadar alinan tedavi kiir sayisi, niikse kadar gecen siire prognozda énemi
olan diger prognositik faktorlerdir. Biyokimyasal parametrelerden LDH, Beta-2
mikroglobulin, 1L-2 reseptér, TNF-alfa, hemoglobin ve albiimin, CRP diizeyi
prognozu 6ngdérmede yaralidir. Prognozun ongoriilebilmesi, olguda niiks ve tedaviye
yanit durumlarinin tahmini, buna gére de tedavinin sekillendirilmesi ve gerekirse
degistirilmesi agisindan c¢ok biiyiik dnem tasimaktadir. Diffiiz biiyilk B hiicreli
lenfoma gibi agresif lenfomalarda kullanilabilecek, prognoz gostergesi kabul edilen,
sayisal degerlerle ifade edilebilen skorlama sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan en
¢ok tercih edilen IPI (International Prognostic Index) skorudur (25). Yas, Ann-Arbor
evresi (Tablo 2.3), performans durumu (Tablo 2.4), ekstranodal tutulum sayist ve
serum LDH diizeyi olmak {iizere bes parametre kullanilarak hesaplanir. 60 yas ve
tizeri olmak, ileri Ann-Arbor evresi (3-4), azalmis performans durumu (ECOG 2-4),
2 veya daha fazla ekstranodal tutulum alani, artmis serum LDH diizeyi kotii prognoz
gostergeleri olup her biri ‘1’ puan olarak skorlanir. Skorlar toplami1 IPI skoru olarak
adlandirilir. Bu deger ‘1’ ise disiik risk, ‘2’ ise diisiik-orta risk, ‘3’ ise yiiksek-orta
risk, ‘4-5’ ise yiiksek risk grubu olarak kabul edilir (Tablo 2.5). Yiiksek risk
grubunda bes yillik sagkalim %26 civarinda iken, disiik risk grubunda %73

civarinda oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (68).
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60 yas ve alt1 hastalar i¢in yasa uyarlanmig IPI skoru (aa-IPI, age adjusted

IP1) gelistirilerek, geng hastalarda prognoz ongoriisii daha tutarli hale getirilmistir

(Tablo 2.6). Yasa uyarlanmis IPI skorunda, Ann-Arbor evresi, performans durumu

ve serum LDH diizeyi olmak iizere {i¢ parametre kullanilmaktadir (68).

Tablo 2.3. Ann-Arbor Evrelemesi

EVRE

OZELLIKLER

1

Tek bir lenf diigimii bolgesi veya tek
bir ekstranodal organ tutulumu (1E)

Diyaframin bir tarafinda 2 ya da daha
fazla lenf diigiimii bolgesi tutulumu,
ekstranodal organ ve bir ya da daha
fazla lenf diiglimi bolgesi tutulumu

(2E)

lenf
eslik
edebilen ekstranodal organ (3E) ya da

Diyaframin her iki tarafinda

diiglimii  bolgesi ve bunlara
dalak (3S) ya da her ikisinin tutulumu
(3SE)

Bir ya da daha fazla uzak ekstranodal

organin yaygin tutulumu
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Tablo 2.4. ECOG Performans Durumu Siniflamasi

SKOR TANIM

0 Kisitlamasiz normal aktivite

1 Ayakta giindelik islerini yapiyor ancak
agir fiziksel aktiviteler sinirl

2 Ayakta gegirmesi gereken siirenin
%50’sinden azinda yataga bagimli

3 Ayakta gecirmesi gereken siirenin
%50’sinden fazlasinda yatak-
sandalyeye bagiml

4 Yataga bagimli, yardimsiz hicbir isi

yapamtyor

Tablo 2.5. Uluslararas1 Prognostik indeks (IPI)

PROGNOSTIK FAKTORLER

Yas >60

Ann-Arbor Evresi Ileri evre (Evre 3-4)
Performans durumu ECOG 2-4

Ekstranodal tutulum 2 veya daha fazla sayida

Serum LDH diizeyi

Artmis (>normal)

Tablo 2.6. Yasa Uyarlanmus IPI (aa-IP1)- 60 Yas ve Alt1 Hastalar Icin

PROGNOSTIK FAKTORLER

Ann-Arbor Evresi

fleri evre (Evre 3-4)

Performans durumu

ECOG 2-4

Serum LDH diizeyi

Artmis (>normal)
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Yasa uyarlanmis IPI (aa-IPI) skorunda, her bir parametre ‘1’ puan kabul
edilmekle birlikte, klasik skorlamadan farkli olarak ‘skor 0’ disiik risk, ‘skor 1’
diisiik-orta risk, ‘skor 2’ yiiksek-orta risk, ‘skor 3’ yiiksek risk kabul edilmektedir.

Her ne kadar IPI skorlamasinda ekstranodal tutulum yerleri Ozellikle
belirtilmese de prognozda sadece ekstranodal tutulum sayisi degil, 6zel tutulum
bolgeleri de farkliliklara yol agmaktadir (25, 69). Ornek olarak santral sinir sistemi
tutulumu veya primer lenfomasinin prognozu diger ekstranodal tutulum
bolgelerinden ¢ok daha kotiidiir (70-73). IPI skorlamasi bu riski 6ngérmede yetersiz
kalmaktadir. Son yillarda IPI skorlamasini gelistirmeye ve ‘NCCN-IPI’ gibi 6zel
ekstranodal tutulum yerlerini de igeren daha kapsamli prognoz tahminleri yapmaya
yonelik caligmalar mevcuttur (74-76). Bazi ¢alismalarda bilinen klinik prognostik
faktorlere ek olarak diisiik absolii lenfosit sayisi, ylikselmis serum PD-L1 ve iirik asit
seviyesi, abdominal lenf nodu tutulumu, vitamin D eksikliginin de kotii prognozda
rol oynadigi bildirilmistir (25, 77-79).

Bu klinik prognostik parametrelerin  yanisira, molekiiler subtipler,
immiinfenotipik ve genetik ozelliklerin prognozda 6nemi biiytiktiir. Son yillarda bu
alanda bilgi birikimi artig gdstermekte ve bircok yeni ¢alisma yapilmaktadir (39).

Morfolojik subtipler esas olarak en sik goriilen ii¢ tip olan sentroblastik,
immiinoblastik ve anaplastik varyanttir. Bazi c¢alismalarda 6zellikle immunoblastik
tipin kotli prognostik faktor olarak kullanilabilecegi belirtilse de ¢ogu calisma
morfolojik subtiplerin prognoz ile korelasyonunun zayif oldugunu gostermektedir.
Klinik faktorler ve diger belirleyiciler olmadan morfolojik alt tiplerin tek basina
prognostik faktor olarak kullanilamayacagini belirtmektedir (25).

Molekiiler alt tiplerin ise prognozda onemi biiyliktiir. Olgularin klinik ve
immiinfenotipik 6zellikleri farkliliklar yaratabilse de genel olarak bes yillik sagkalim
GCB tipte %70-80 olarak belirtilirken, ABC tipte %40-50" ye digsmektedir (1).

BCL2 ekspresyonu 6zellikle aktive B hiicreli tipte kotii prognostik faktordiir.
BCL2 ile birlikte MYC ekspresyonunun goriilmesi ‘dual expressor DLBCL’ olarak
adlandirilmakta olup kotii prognozda onemi biiyiiktiir. Dual ekspresyon 6zellikle
ABC tipte gozlenmektedir (%33-46). Ancak daha nadir de olsa GCB tipte
goriilmesinin (%17) prognozu ¢ok daha kotii etkiledigini vurgulayan g¢alismalar

mevcuttur (1, 16, 25, 27, 48, 50, 80).
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CD5 ve P53 ekspresyonunun da yine kotii prognozda etkili oldugu
bilinmektedir (1, 16, 25). Bunlar disinda CD37 ekspresyon kaybi, HLA-DR
ekspresyon kaybi1 ve FOXP1 ekspresyonu da kotii prognostik faktorler arasinda
sayilabilmektedir (25). Timor mikrogevresi olarak bilinen, olgularin igerdigi
neoplastik olmayan hiicreler ve ekstraselliiler matriks komponenti de prognozda
onemlidir. Ekstraselliiler matriks ve histiyosit infiltrasyonu igeren mikrocevre
‘stromal 1°, yliksek damar dansitesi ve anjiogenez goézlenen tip ‘stromal 2’ olarak
adlandirilir. ‘Stromal 2’ 6zellikte olgularin daha kotii bir prognoza sahip olduklari
diistiniilmektedir (1).

BCL2, BCL6, MYC translokasyonlar1 ve TP53 mutasyonlar1 bilinen 6nemli
koti  prognoz gostergeleridir. MYC ile birlikte BCL2 ve /veya BCL6
translokasyonlar1 ¢ok agresif bir klinik gdstermekte olup, ‘2016 DSO’ lenfoma
siiflamasinda yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma adi ile ayri1 bir kategoride ele
alinmig ve igerdigi translokasyon sayisina gore ‘Double Hit” ve ‘Triple Hit’ olarak

tamimlanmustir (1, 25, 50, 81).

2.14. 2016 DSO Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar Simiflamasinda Yer Alan Ozel

Lenfoma Tipleri

2008 yilinda yapilan ve 2016 yilinda giincellenene kadar kullamilan DSO
lenfoma smiflamasinda diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, NOS kategorisinin 6zel
tipleri olarak T lenfosit/histiyositten zengin biiyiik B hiicreli lenfoma, santral sinir
sisteminin primer diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomasi, primer kutanoz diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma, ‘leg type’, yashlarin EBV pozitif diffiiz biiylik B hiicreli lenfomas1
listede alt kategoride yer almaktaydi. Ancak 2016 yilinda giincellenen DSO lenfoma
siniflamasinda bu antiteler diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, NOS’ un alt kategorisi
olarak degil ayr1 birer antite olarak yer almaktadirlar. 2008 DSO smiflamasinda yer
almayan GCB ve ABC tip molekiiler alt gruplar ise yeni 2016 DSO siniflamasinda
DLBCL, NOS kategorisinin iki alt grubu olarak listeye dahil edilmistir. Ayrica 2008
DSO lenfoma siniflamasinda ‘B hiicreli lenfoma, siniflandirilamayan, diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma ve Burkitt lenfoma arasinda 6zellikler iceren’ adiyla ayr1 bir antite
olarak bilinen kategori, 2016 DSO lenfoma siniflamasinda ‘Yiiksek dereceli B

hiicreli lenfoma’ adiyla yeni bir kategori olarak yer bulmustur. Yiiksek dereceli B
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hiicreli lenfomanin kapsadig1 vaka aralig1 ve niteligi de ‘2.15. B6lim’ de anlatildig1
gibi genisletilmistir. 2016 DSO smiflamasinda yer alan DLBCL, NOS digindaki
diger antiteler Tablo 2.7 ‘de gosterilmistir.

Tablo 2.7. Diger Biiyiik B hiicreli Lenfomalar, DSO 2016

YUKSEK DERECELI B HUCRELI LENFOMA
Yiiksek Dereceli B Hiicreli Lenfoma, MYC ve BCL2 ve/veya BCL translokasyonu

igeren

Yiiksek Dereceli B hiicreli Lenfoma, daha ileri spesifiye edilemeyen (NOS)
DIGER BUYUK B HUCRELI LENFOMALAR

T lenfosit/histiyositten zengin biiyiik B hiicreli lenfoma

Santral sinir sisteminin primer diffiiz biiyiik B hiicreli Lenfomasi

Primer kutandz diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, ’leg type’
EBYV pozitif diffiiz biiyilik B hiicreli lenfoma, NOS

Kronik inflamasyon iliskili diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Lenfomatoid granulomatozis

IRF4 yeniden diizenlenimi igeren biiyiik B hiicreli lenfoma

Primer mediastinal (timik) biiyiik B hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

ALK pozitif biiyiik B hiicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma
HHV8 pozitif diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Primer eflizyon lenfomas1

B HUCRELI LENFOMA, SINIFLANDIRILAMAYAN

B hiicreli lenfoma, Klasik Hodgkin lenfoma ile DLBCL arasinda 6zellikler iceren

2.15. Yiiksek Dereceli B Hiicreli Lenfoma (HGBL)

Yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma (HGBL) matiir B lenfositlerden koken
alan, biyolojik ve klinik olarak diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfoma, NOS veya Burkitt
lenfoma olarak siniflandirilamayan prognozu koétii seyreden lenfomalardir. Bu terim

ilk defa 2016 DSO lenfoma siniflamasinda yer almis olup, daha énceki 2008 DSO
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siiflamasinda diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma, NOS veya Burkitt lenfoma arasinda
ozellikler igeren, siniflandirilamayan grubu temsil etmektedir (1, 3). Ancak kapsadigi
vaka grubunun biraz daha kapsamli oldugu sdylenebilir. Yiiksek dereceli B hiicreli
lenfoma iki alt grupta ele alinmaktadir (81).

Ik kategori MYC translokasyonu ve BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonu
iceren ‘Double Hit” ve ‘Triple Hit’ olarak adlandirilan gruptur. Bu kategorideki
olgular bir tanesi MYC olmak kosuluyla iki veya ii¢ translokasyonu ayni anda igeren
olgulardir ve translokasyon sayisina gore isimlendirilir. Bu kategori morfolojik
olarak ii¢ sekilde izlenebilir. Bunlardan ilki olgular DLBCL, NOS morfolojisinde
olup, MYC translokasyonu ve BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonu igermektedirler.
Ikinci olarak DLBCL, NOS ile Burkitt lenfoma arasinda morfolojik dzellikler igeren,
smiflandirilamayan olgular yine bu gruba dahil edilir (82-86). Ugiincii olarak blastoid
morfolojide MYC translokasyonu ve BCL2 ve/lveya BCL6 translokasyonu
icerebilmektedirler. Ozellikle blastoid morfolojide olan olgular ¢ok nadir goriilmekte
olup, prekiirsor lezyonlar1 ekarte etmek i¢in TDT ve blastoid varyant mantle hiicreli
lenfomay1 ekarte etmek i¢in Siklin D1 immiinohistokimyasal belirleyicileri
uygulanmalidir (1, 84).

Olgularin  yaklasik yaristmin  DLBCL, NOS morfolojisinde oldugu
bildirilmektedir. Biiylime paterni diffiizdiir. Baz1 olgularda fibrozis ve makrofajlar
gozlenebilmektedir. Mitoz ve proliferasyon indeksi degiskendir. Niikleus boyutu da
ayni sekilde degisken olmakla birlikte Burkitt lenfoma hiicrelerinden daha biiytik ve
daha az bazofilik olduklari belirtilmektedir (1, 84).

Olgularin yarisina yakin bir kismi da morfolojik olarak DLBCL, NOS ile
Burkitt lenfoma arasinda 6zellikler icermekte olup, orta-iri niikleusa sahip ya da
monomorfik orta boyutlu tamamen Burkitt lenfoma hiicrelerine benzeyebilmektedir.
Her ne kadar morfoloji Burkitt lenfomay1 andirsa da immiinprofil desteklemedigi
i¢cin bu olgularda Burkitt lenfoma tanida dislanmaktadir. Bu asamada 6zellikle giiclii
ve diffiiz BCL2 ekspresyonu Burkitt lenfomay1 ekarte etmekte kullanilabilmektedir
(1, 84, 86).

Immiinohistokimyasal olarak CD19, CD20, CD79a ve PAX5 eksprese
ederler. Cogu olguda CDI10 ve BCL6 pozitiftir, MUMI ekspresyonu sadece %20
civari1 vakada goriilebilmektedir. Giiglii sitoplazmik BCL2 pozitifligi de ozellikle
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BCL2 ve MYC translokasyonu i¢eren ‘Double hit’ lenfomalarda énemlidir. ‘Double
Hit’ lenfomalar siklikla BCL2 ve CMYC eksprese ederler, yani siklikla ‘double
ekspresor’ Ozelliktedir. Bu olgularin germinal merkez B hiicre kokenli oldugu
bilinmektedir. Ancak daha nadir goriilmekle birlikte BCL6 ve MYC translokasyonu
iceren ‘Double hit’ lenfomalarda immiinprofil tamamen farkli olabilmektedir. BCL2
ve CD10 ekspresyonu zayif veya degisken, MUMI1 ekspresyonu da tam tersine daha
yaygin gozlenebilmektedir. Ki-67 proliferasyon indeksi genellikle %70 iizerinde
izlenmekte olup, nadiren daha diisiik seviyelerde de olabilecegi bildirilmistir.
Ozellikle Burkitt lenfoma morfolojisinde olan olgularin daha yiiksek, DLBCL, NOS
morfolojisindeki olgularin daha diisiik proliferasyon indeksine sahip oldugunu
sOyleyen yayinlar da mevcuttur. Ek olarak tani i¢in de sart olan BCL2, BCL6, MYC
translokasyonlarin yanisira yine BCL2, BCL6 ve MYC kopya sayist degisiklikleri ve
amplifikasyonlart da  siklikla  izlenebilmektedir. BCL2, BCL6, MYC
translokasyonlarin ii¢linii de iceren olgular ‘Triple hit’ olarak adlandirilmaktadir.
Daha nadir goriilen bir kategoridir (1, 84-87).

Ikinci yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma kategorisi, ‘HGBL, NOS’ olarak
tanimlanan translokasyon icermeyen ya da sadece tek translokasyonu bulunan ancak
morfolojik olarak DLBCL, NOS kategorisine alamadigimiz olgular1 icermektedir. Bu
olgular morfolojik olarak Burkitt lenfoma benzeri olup immiinfenotipik olarak
Burkitt tanis1 konulamayanlar ile Burkitt ve DLBCL, NOS aras1 morfolojiye sahip
olup smiflandirilamayanlar olarak ifade edilebilir. Ancak klasik DLBCL, NOS
morfolojisine uyan olgular kesinlikle bu kategoriye alinmamalidir (84).

Yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma olgulari genellikle daha yasli hasta
grubudur, 6. ve 7. dekatta sik goriiliir. Yarisindan fazlasinda yaygin organ ve lenf
nodu tutulumu gozlenmektedir. Cogu olguda birden fazla ekstranodal bdlge (9%30-
88), kemik iligi (%59-94) ve santral sinir sistemi tutulumu (%45) gozlenir. IP1 skoru
yiiksek beklenmekte olup standart tedaviye yanit kotidiir, erken niiks siktir (1, 86).
Sagkalim oldukga diisiiktiir, ortalama 5 ay -2 yi1l arasinda beklenmektedir (88).

2.16. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, NOS Tedavisi

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada standart tedavi ‘rituksimab, siklofosfomid,

doksorubisin, vinkristin ve prednizon’ kombinasyonundan olusmakta, ‘R-CHOP’



31

olarak adlandirilmaktadir. Bu tedavi ile yaklasik %60-70 DLBCL olgusunda tam
yanit alinabilmektedir. Ancak %30-40 olguda niikks veya tedavi direnci
gozlenmektedir. Otolog kok hiicre nakli 6zellikle geng hastalarda tedavi segenegidir.
R-CHOP tedavisinden iyi sonu¢ alinamayan veya yiiksek riskli kategoride olup
klasik tedaviye iyi sonu¢ alinamayacagi diisiiniilen olgularda ‘R-EPOCH’ olarak
adlandirilan tedavi protokolii kullanilabilmektedir. R-EPOCH protokolii yiiksek doz
rituksimab, etoposid, prednizon, vinkristin, siklofosfomid ve doksorubisin
icermektedir (16, 71, 89).

DLBCL olgularmin molekiiler alt tiplerini ve icerdigi genetik degisiklikleri
bilmek, tedaviyi planlama agisindan ¢ok Onemlidir. Bunlara yonelik yeni tedavi
ajanlar1 kesfedilmis ve arastinlmaya da devam edilmektedir. Ornek olarak
ABC/Non-GCB tip DLBCL olgularinda bir bruton tirozin kinaz inhibitorii olan
Ibrutinib, R-CHOP tedavisi ile birlikte kullamlarak prognozda iyilesme
saglanmaktadir (90-92). Ayrica CD30 pozitifligi olan olgularda brentuksimab
vedotin, PDL1 genetik degisiklikleri olan olgularda nivolumab, atezolizumab, NFkB
yolaginda mutasyon durumunda bortezomib, EZH2 mutasyonlu olgularda GSK-126,
standart tedaviye iyi yanit alinamadigi durumlarda CD19 hedefe yonelik tedavi

segenegi olan CART-1 kullanimi 6nerilmektedir (16, 43, 45, 78).

2.17. Ayiricr1 Tam

Daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi Diffliz biiyilkk B hiicreli
lenfoma, NOS ayirici tanisinda yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma (HGBL), Burkitt
lenfoma ile T lenfosit/histiyositten zengin biiyiik B hiicreli lenfoma, santral sinir
sisteminin primer diffiiz biiylik B hiicreli lenfomasi, primer kutanéz diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma, ‘leg type’, yaslilarin EBV pozitif diffiiz biliyiik B hiicreli lenfomast,
primer mediastinal biiyiik B hiicreli lenfoma gibi 6zel biiyiik B hiicreli lenfoma
tipleri yer almaktadir. Ayrica yliksek dereceli follikiiler lenfoma, blastoid mantle
hiicreli lenfoma ve B lenfoblastik 16semi/lenfoma da B hiicre kdkenli neoplazmlar

arasinda DLBCL, NOS ile ayirici tanida ele alinmasi gereken antitelerdir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Se¢imi

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul’u tarafindan onaylanmigtir (Tarih:
24/12/2018, N0:26). Bu calismaya, ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda 2018-2020 yillart arasinda diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma tanis1 almis ve
parafin bloklarinda calisma i¢in yeterli doku bulunan 54 olgu dahil edilmistir.
Olgularin patoloji preparatlar1 arsivden c¢ikarilarak morfolojik tip ve hiicre boyutu
acisindan tekrar degerlendirilmistir. Mevcut patoloji raporlarindan yas, lokalizasyon,
nodal-ekstranodal tutulum durumu bilgilerine ulasilmigtir. Bunlar arasinda FISH ile
genetik calisma sonuglart da analiz edildikten sonra, 45 olgu DLBCL, NOS
kategorisi ile uyumlu bulunmustur. Diger 9 olgunun 3’i yiiksek dereceli B hiicreli
lenfoma, 4’1 santral sinir sisteminin primer diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomasi, 1’i
primer mediastinal biiylik B hiicreli lenfoma, 1’1 primer kutandéz diffiiz biiyiikk B
hiicreli lenfoma, ‘’leg type’ olgularidir. Immiinohistokimyasal ¢aligma ve FISH
analizi istatiksel degerlendirmeleri DLBCL, NOS kategorisindeki 45 olgu iizerinde
gerceklestirilmistir. Olgulara ait klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgular
arastirilmis, 36 olgunun klinik takibine ulasilarak bilgileri calismaya dahil edilmistir.

9 DLBCL, NOS olgusunun ise klinik takibi ve verileri bulunmamaktadir.

3.2. Histopatolojik Inceleme

Olgularin H&E kesitleri arsivden ¢ikarilarak morfolojik tip agisindan tekrar
degerlendirilmistir. Olgular bilinen {i¢ klasik morfolojik tip olan sentroblastik,
immiinoblastik, anaplastik tiplere kategorize edilmistir. Sentroblastik tip, %90 {izeri
sentroblast igerme durumuna gore monomorfik ve polimorfik olarak alt kategorilere
ayrilmistir. Ug klasik tipe de uymayan durumlarda, olgular siniflandirilamayan

olarak kategorize edilmistir.
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3.3. Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi

Calismaya dahil edilen 45 olgunun hematoksilen eozin Kkesitleri tekrar
incelenmistir. Tiimori en 1yi temsil eden parafin bloklar secilmistir. Bu bloklardan 4
mikron kalinliginda kesitler hazirlanmistir. Parafin kesitler 60 C etiivde 1 saat inkiibe
edilmistir. Doku kesitlerine, DAKO Omnis otomatik immiinohistokimyasal boyama
cihaz1 (DAKO Omnis Denmark) kullanilarak, BCL2 (Ventana Medical Systems Inc.
, SP66 klonu, Rabbit monoclonal antikoru)(uygulamaya hazir formda)
immiinohistokimyasal belirleyicisi diliie edilmeksizin uygulanmistir. Kesitler distile
sudan gegirilerek %96’lik alkolden 2 kez, %99’luk alkolden 1 kez ve ksilenden 3 kez
gecirilmistir. Ksilen bazli lam kapatict ile kapatilarak preparatlar degerlendirilmeye
hazir hale getirilmistir.

Olgulara daha once, ilk tan1 verilirken uygulanmis olan immiinohistokimyasal
belirleyicilerin  preparatlart  arsivden ¢ikarilarak tekrar degerlendirilmistir.
Boliimiimiizde daha once, ilk tan1 aninda yapilan bu immiinohistokimyasal
belirleyiciler; kullanima hazir CD10 (DAKO Envision Flex, 56C6 Kklonu,
Monoclonal Mouse Anti-human), BCL6 (DAKO Envision Flex, PG-B6p klonu,
Monoclonal Mouse Anti-human), MUM1 (DAKO Envision Flex, MUM1p klonu,
Monoclonal Mouse Anti-human), CD30 (DAKO Envision Flex, Ber-H2 klonu,
Monoclonal Mouse Anti-human), EBV LMP (DAKO Envision Flex, CS.1-4 klonu,
Monoclonal Mouse Anti-Epstein-Barr Virus), BCL2 (DAKO Envision Flex, 124
klonu, Monoclonal Mouse Anti-human BCL2 oncoprotein), Ki-67 (DAKO Envision
Flex, MIB-1 klonu, Monoclonal Mouse Anti-human) antikorlaridir. Ayrica C-MYC
(Epitomics, EP121 klonu, Rabbit Monoclonal Antikoru) da yine daha once tani

aninda uygulanmis immiin belirleyicilerden olup degerlendirmeye dahil edilmistir.

3.4. Immiinohistokimyasal Cahsma Sonuclarinin Degerlendirilmesi

BCL2 SP66 immiinohistokimyasal belirleyici analizinde kontrol olarak
reaksiyoner lenf nodu kullanilmistir. Neoplastik hiicrelerde %50 ve tizerinde
sitoplazmik boyanma pozitif kabul edilmistir.

Daha Once tani1 asamasinda uygulanmis, arsivden preparatlarina ulasilarak
degerlendirilmis immiin belirleyicilerden CD10 ile neoplastik hiicrelerde %30 ve

tizerinde membrandz boyanma pozitif kabul edilmistir. BCL6 ve MUML1 ile %30 ve
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tizerinde niikleer boyanma pozitif kabul edilmistir. CD30 ile membrandz ve ‘dot
like” sitoplazmik paternde boyanma beklenmekte olup her olguda boyanma yiizdesi
belirtilmistir. Istatiksel analizde pozitiflik i¢in esik deger %10 boyanma olarak kabul
edilmistir. BCL2 clonel24 ile %50 ve lizerinde sitoplazmik boyanma, CMYC ile
%40 ve tlzerinde niikleer boyanma pozitif kabul edilmistir. EBV LMP1 ile
membrandz ve periniikleer ‘dot like’ boyanma degerlendirilmistir. Ki-67 ile
neoplastik hiicrelerde niikleer boyanma yiizdesi, proliferasyon indeksi olarak
belirtilmistir. Olgular Hans algoritmasina gére, CD10, BCL6, MUMI1 belirleyici
sonuglari ile GCB ve Non-GCB molekiiler alt tiplere ayrilmistir.

3.5. FISH Yontemi

Calisma igin taranan 54 olgunun 33’iinde daha once tani verilirken, FISH ile
BCL2, BCL6, MYC translokasyon/yeniden diizenlenmesi c¢alisilmis olup Tibbi
Genetik Anabilim Dali tarafindan mevcut sonuglar1 taranmustir. Geriye kalan
olgulardan parafin bloklarinda yeterli doku mevcut olan 21 tanesinden Tibbi Patoloji
Anabilim Dali Labaratuvari’nda uygun kesitler alinarak deparafinize edilip, BCL2,
BCL6 ve MYC translokasyon/yeniden diizenlenmesi ¢alisilmak tizere Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na gonderilmis ve sonuglar1 analiz edilmistir. BCL2, BCL6 ve MYC
translokasyon sonuclarina gore 45 olgu DLBCL, NOS kategorisi ile uyumlu olup
calismaya dahil edilmistir.

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslari (93) tarafindan gelistirilen protokol
modifiye edilerek uygulanmistir. Calisma ic¢in kullanilan problar; BCL2 (The
ZytoLight ® SPEC BCL2 Dual Color Break Apart Probe), BCL6 (The ZytoLight ®
SPEC BCL6 Dual Color Break Apart Probe), MYC (The ZytoLight ® SPEC MYC
Dual Color Break Apart Probe) direkt florokrom isaretli Break Apart problaridir.
3.5.1. Preparatlarin On Yikamasi

Preparatlar sirasiyla 2XSSC soliisyonundan ve %70, %85, %100’lik alkol

serisinden ikiser dakika bekletilmek tizere gecirilerek dehidre edilmistir.

3.5.2. Denatiirasyon ve Hibridizasyon
Probun bulundugu Iml’lik tiipler santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢okmesi

saglanmistir. On yikamasi biten preparatlarda belirlenen alana prob (5 ul)
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eklenmis ve 24 mm’lik lamel kapatilmistir. HyChrome (Glia medikal)
hibridizasyon cihazinda 75°C’de, 10 dakika denatiirasyon yapilmistir. Islem

bittikten sonra preparatlar nemli ortamda 18 saat hibridizasyona birakilmistir.

3.5.3. Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar
Hibridizasyonu tamamladiktan sonra preparatlar alinarak iistiindeki lamelleri
2XSSC’de ¢ikartilmig, 0.4XSSC soliisyonu igerisinde 72°C’de 2 dakika
bekletilmiglerdir. Daha sonra 2XSSC/T-20 soliisyonunda 45 saniye

birakilmistir.

3.5.4. Hibridize Olan Bolgelerin Goriiniir Kilinmasi
Hibridizasyon sonrast yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI
soliisyonunda 2 dakika bekletilmis, siire sonunda 20 pl ylizey boyasi
(Vectashield) damlatilip lamel kapatilmistir. Inceleme asamasina kadar

preparatlar -20°C’de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.5.5.Islemler Sirasinda Kullanilan Soliisyonlar

Tablo 3.1. Carnoy’s fiksatif soliisyonlari

Metanol 3 birim
Asetik Asit 1 birim

Tablo 3.2. On Yikama Soliisyonlari

20XSSC soliisyonu NaCl (3M) 175,3gr
Trisodyum Sitrat 88,24¢gr
Distile su 1000 mi

2XSSC soliisyonu 20XSSC 20ml
Distile su 180ml
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Tablo 3.3. Hibridizasyon Sonrast Kullanilan Soliisyonlar

0.4XSSC 20XSSC 20 mi
Distile su 180 ml

2XSSC 20XSSC 4 mi
Distile su 196 mi

2XSSC/Tween-20 Soliisyonu 20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
Tween 20 100 pl

Tablo 3.4. Goriintiileme Sistemi Soliisyonu

DAPI/Antifade Soliisyonu 2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su 80 ml

3.5.6. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi
Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda 100’lik biiyiitmede
uygun filtrelerle incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli sogutmali kamera
ve gorlintli analiz sistemi aracilifiyla her olguya iliskin FISH analiz verileri

incelenmis ve fotograflanmistir.

3.6. FISH Degerlendirmesi

Preparatlarda neoplastik hiicrelerin oldugu belirlenen bolgelerde 100 hiicre,
100°’lik biylitmede floresan mikroskopta analiz edilmistir. Kullanilan problar
neoplastik ve neoplastik olmayan alanlarda analiz edilip, ilgili istatiksel hesaplama
sonrast sabit deger %7-10 olacak sekilde belirlenmistir. Yapilan analiz sonucu
%10’un tstlinde bulunan her farkl sinyal paterni anomali olarak degerlendirilmistir.

Degerlendirme esnasinda her bir gen bolgesi i¢in sinyal sayisi; 2’den az ise
delesyon, 3 ve daha fazla polizomi olarak kabul edilmistir. BCL2, BCL6, MYC
problari i¢in ayni islemler ayr1 ayr1 tekrarlanmis, sonuglari analiz edilmistir.

BCL2, BCL6, MYC lokuslarinda translokasyon/yeniden diizenlenme,

monozomi ve polizomi varli@i arastirilmistir. Olgularin klinik, histopatolojik ve
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immiinfenotipik Ozellikleri ile FISH sonuglari arasindaki iligki istatiksel olarak

degerlendirilmistir.

3.7. Klinik Veriler, Evre ve IPI skorlamasi

45 olgunun 9 tanesinin hastanemizde klinik takibi bulunmamaktadir. Geriye
kalan 36 olgunun PET/CT, anamnez, fizik muayene ve labaratuvar bilgilerine
ulagilmigtir. Hastalarin tam1 anindaki PET/CT raporlarindan Ann-Arbor evresi
belirlenmistir. Anamnez, fizik muayene ve labaratuvar bilgileri de degerlendirilerek
IP1 (International Prognostic Index) skoru hesaplanmistir. 60 yas iizeri hastalarda IPI
skoru; yas, Ann-Arbor evresi (Tablo 2.3), performans durumu (Tablo 2.4),
ekstranodal tutulum sayisi ve serum LDH diizeyi olmak ilizere bes parametre
kullanilarak hesaplanmistir. 60 yas ve lizeri olmak, ileri Ann-Arbor evresi (3-4),
azalmig performans durumu (ECOG 2-4), 2 veya daha fazla ekstranodal tutulum
alani, artmig serum LDH diizeyinden her biri ‘1’ puan olarak skorlanmigtir. Skorlar
toplam1 ‘1 ise diisiik risk, ‘2° ise diigiik-orta risk, ‘3’ ise yiiksek-orta risk, ‘4-5 ise
yiiksek risk grubu olarak kabul edilmistir (Tablo 2.5).

60 yas ve alt1 hastalar i¢in yasa uyarlanmis IPI skoru (aa-IPI, age adjusted
IP1) kullanilmig, Ann-Arbor evresi, performans durumu ve serum LDH diizeyi olmak
lizere iic parametre degerlendirilmistir (Tablo 2.6). Ileri Ann-Arbor evresi (3-4),
azalmig performans durumu (ECOG 2-4), artmis serum LDH diizeyinden her bir
parametre ‘1’ puan kabul edilip toplanmis, klasik skorlamadan farkli olarak ‘skor 0’
diisiik risk, ‘skor 1’ diisiik-orta risk, ‘skor 2’ yiiksek-orta risk, ‘skor 3’ yiiksek risk
kabul edilmistir. Tim olgularda prognostik gosterge olarak kullanilacak IPI skoru
diistik, disiik-orta, yiiksek-orta ve yiiksek risk gruplar1 olarak dort grupta kategorize

edilmistir.

3.8. Istatiksel Analiz

Verilerin istatiksel analizinin uygulanmasinda IBM  Statistics 21.0
programindan yararlanilmistir. Kategorik veriler ylizde (%) olarak belirtilmistir.
Capraz tablolarin analizinde “’Pearson chi-square’” ve ’Fisher’s exact’’ testleri
kullamlmustir. Istatiksel anlamlilik igin ’p<0,05>’ degeri kriter olarak kabul

edilmistir



Tablo 3.5. Klinik, histopatolojik ve molekiiler parametrelerin degerlendirilmesi
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Yas

60 yas alt1
60 yas tistii

Grup

Nodal
Sekonder ekstranodal
Primer ekstranodal

Ekstranodal, takipsiz

Organ

Nodal
Adrenal
Cilt

Dalak
Duodenum
Karaciger
Kemik iligi
Kolon
Mediasten
Mide
Periton
Serviks
Santral sinir sistemi
Testis
Tonsil

IPI skoru

Diisiik risk
Diistik-orta risk
Yiksek-orta risk
Yiiksek risk

Ann-Arbor Evre

Evre 1
Evre 2
Evre 3
Evre 4
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LDH diizeyi

Diisiik (<215)
Yiiksek (>215)

Morfolojik tip

Sentroblastik, monomorfik
Sentroblastik, polimorfik
Immunoblastik

Anaplastik

Nadir goriilen tip

Smiflandirilamayan

Molekiiler alt tip

Germinal merkez B hiicreli tip (GCB)
Aktive B hiicreli tip (ABC)

CD10

Pozitif (>%30)
Negatif (<%30)

BCL6

Pozitif (>%30)
Negatif (<%30)

MUM1

Pozitif (>%30)
Negatif (<%30)

BCL2, clone 124

Pozitif (>%50)
Negatif (<%50)

BCL2, SP66

Pozitif (>%50)
Negatif (<%50)

C-MYC protein

Pozitif (>%40)
Negatif (<%40)

Ki-67 proliferasyon indeksi

%40-49
%50-79
%80-100

CD30

Ekspresyon ylizdesi
%1 esik degerine gore pozitiflik
%10 esik degerine gore pozitiflik

EBV LMP1

Pozitif
Negatif
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FISH BCL2 analizi

Normal

Translokasyon/Yeniden diizenlenme
Monozomi

Trizomi

Polizomi

FISH BCL6 analizi

Normal

Translokasyon/Yeniden diizenlenme
Monozomi

Trizomi

Polizomi

FISH MYC analizi

Normal
Translokasyon/Yeniden diizenlenme
Monozomi

Trizomi

Polizomi
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4. BULGULAR

4.1. Klinik, Morfolojik, Immiinohistokimyasal ve Molekiiler Bulgularin

Dagilimlar

Calismaya dahil edilen 45 DLBCL, NOS olgusunun yaslar1 19-82 yaslari
arasinda degigmektedir. Yas ortalamasi 59,2’ dir. Olgularin 23 (%51,1)’i 60 yasin
altinda, 22 (%48,9)’si 60 yas ve iizeridir. 17 (%37,8) olgu kadin, 28 (%62,2) olgu
erkek cinsiyettedir. 19 (%42,2) olgu nodal, 13 (%28,9) olgu sekonder ekstranodal, 9
(%20) olgu primer ekstranodal kategoridedir. Geri kalan 4 olgu ekstranodal
lokalizasyonda tani almis olup, hastanemizde klinik ve radyolojik takipleri
olmadigindan primer ekstranodal-sekonder ekstranodal ayrimi yapilamamistir (Sekil
4.1).

Ekstranodal,
siniflandirilamayan
9%

Primer Ekstranodal

[v)
20% Nodal

42% = Nodal
Sekonder Ekstranodal
Primer Ekstranodal

Ekstranodal, siniflandirilamayan

Sekonder
Ekstranodal
29%

Sekil 4.1. DLBCL, NOS olgularinin dagilimi
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Olgularin organ dagilimlarina bakildiginda; 19 (%42,2) olgu nodal
lokalizasyonludur. Sekonder ekstranodal olgularin 4’1 cilt, 3’1 tonsil, 2’si kolon, 1’1
mide, 1’1 adrenal, 1’1 karaciger, 1’1 kemik iligi lokalizasyonludur (Sekil 4.2).

4,5

4
3,5

3
2,5

, 2
1,5

1 1 1
°' 111l

0

Adrenal Cilt Karaciger Kemik iligi Kolon Mide Tonsil

[ERN

]

Sekil 4.2. Sekonder ekstranodal tutulum boélgeleri

Primer ekstranodal olgularin 4’{i mide lokalizasyonlu olup, dalak, duodenum,
serviks, testis ve tonsil lokalizasyonlu birer olgu mevcuttur (Sekil 4.3). Geri kalan

takipsiz 4 ekstranodal olgunun, 2’si mide, 1’1 tonsil, 1’1 periton lokalizasyonludur.
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4,5

3,5

2,5

1,5
1 1 1 1 1

1

0

Dalak Duodenum Mide Serviks Testis Tonsil

(6]

Sekil 4.3. Primer ekstranodal organ dagilimi

Olgularda morfolojik tiplerden en sik goriilen sentroblastik/monomorfik tip
olup, 22 (%48,9) olgu bu morfolojidedir. 10 (%22,2) olgu sentroblastik/polimorfik, 4
(%8,9) olgu anaplastik tiptedir. 9 olgu ii¢ klasik morfolojik tiple uyumlu bulunmayip,
bunlardan 1’i nadir goriilen varyantlardan olan igsi hiicreli tiptedir. Geri kalan
olgularin 2’si sentroblastik-immiinoblastik arasinda iri ve hibrid morfolojiye sahip,
1’1 berrak hiicreli, 2’si plazmositoid goriiniimliidiir. Olgulardan 3’ tespit bozuklugu
nedeniyle kesin olarak tiplendirilememistir (Sekil 4.4). Calismamizda immiinoblastik
tipte olgu gézlenmemistir. Olgulardan 2’si folikiiler lenfomadan, 1°i nodiiler lenfosit

predominant Hodgkin lenfomadan transformasyon sonucu geligmistir.



44

25 22
20
15
10
10 3
4
5
o
0
N R L R N
Q &\. R &\, &\. Q}\\, ’b‘\'b
& < 3 N &
9 o NG O NG
N & Q (9 &
O © & & &
o < v S &
& Q> N4 &
cf”& ‘ @ <
NG AS)
) ©
© N
z& F

Sekil 4.4. DLBCL, NOS olgularinin morfolojik tiplere gére dagilimi

Immiinohistokimyasal degerlendirme

Olgulara ilk tan1 asamasinda uygulanan immiinohistokimyasal belirleyicilerin
degerlendirilmesinde; CD10, BCL6, MUMI pozitiflik i¢in esik deger %30 kabul
edilmistir. Bu degerlere gore pozitiflik sayr ve oranlar1 “Tablo 4.1 de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Immiinohistokimyasal belirleyicilerin ekspresyon oranlari

CD10 Pozitif 9 (%20)
Negatif 36 (%80)

BCL6 Pozitif 39 (%86,7)
Negatif 6 (%13,3)

MUM1 Pozitif 32 (%71,1)
Negatif 13 (%28,9)
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Bu bulgularla, Hans algoritmasina gore molekiiler alt tip belirlenmistir.
Olgularin 15 (%33,3)’1 germinal merkez B hiicreli (GCB) tip, 30 (%66,7)’u germinal
merkez hiicreli dis1 (Non-GCB/ ABC) tiptedir (Sekil 4.5).

GCB; 15; 33%

mGCB

B Non-GCB

Non-GCB; 30; 67%

Sekil 4.5. DLBCL, NOS olgularinin molekiiler alt tiplere gore dagilimi

Calismamizda BCL2, BCL6 ve CMYC protein ekspresyonlart
degerlendirildi. BCL2 immiinohistokimyasal belirleyicisinin ekspresyonu igin esik
deger %50 kabul edilmistir. BCL2 ekspresyonu “’Clone 124°’ ve ’SP66°” klonlar1
ile degerlendirildi. “’SP66°" klonu ile 34 olguda pozitiflik gozlenirken, <’Clone 124’
ile 32 olguda pozitiflik mevcuttur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. DLBCL, NOS olgularinda BCL2 ekspresyonu




46

BCL6 ekspresyonu 39 (%86,7) olguda pozitiftir (Tablo 4.1). BCL6 pozitif
olan olgularin 14 (%35,9)’it GCB, 25 (%64,1)’1 ABC tiptedir.

CMYC protein ekspresyonunu pozitif kabul etmek icin esik deger %40 olarak
kabul edilmistir. Olgulardan 21 (%46,7)’sinde CMYC ekspresyonu mevcuttur (Tablo
4.3).

Tablo 4.3. DLBCL, NOS olgularinda CMYC protein ekspresyonu

CMYC Pozitif 21 (%46,7)
Negatif 24 (%53,3)

Hedefe yonelik tedavi seceneginin mevcut olmasi ve prognozla iliskisi
agisindan CD30 immiinohistokimyasal belirleyicisi ile olgular degerlendirildi.
Olgulardan 11’inde CD30 pozitif izlenmis olup, boyanma yiizdesi %1-%70 arasinda
degismektedir. Olgularin 34’ CD30 negatiftir. CD30 ile boyanmada, pozitif kabul
etmek i¢in literatlirde kesin bir esik degeri bulunmamaktadir. Baz1 ¢alismalarda da
kullanildig1 gibi %1 ve %10 esik degerlerine gore pozitiflik durumu belirlenmis olup,
calismamizda ayr1 ayri istatiksel analizde kullanilmistir. Calismamizda, 45 olguda
%1 esik degerine gore 11 (%24,4), %10 esik degerine gore 8 (%17,7) olgu pozitiftir
(Tablo 4.4). CD30 pozitif 11 olgunun 9’u ABC tip, 2’si GCB tiptedir.

Tablo 4.4. CD30 ile %1 ve %10 esik degerlerine gore pozitiflik oranlar

CD30 (%1 esik deger) Pozitif 11 (%24,4)
Negatif 34 (%75,6)

CD30 (%10 esik deger) | Pozitif 8 (%17,7)
Negatif 37 (%82,3)

Olgulardan 19 tanesine EBV LMP1 immiinohistokimyasal boyas1 uygulanmis
olup, tlimii negatiftir.

Olgularin Ki-67 proliferasyon indeksleri %40-%100 arasinda degismekte
olup, ortalama degeri %76,2’dir. Calismamizda Ki-67 proliferasyon indeksleri, 3
olguda %40-49 araliginda, 17 olguda %50-79 araliginda, 25 olguda %=80-100

araliginda izlenmistir. Ki-67 ile CD30 haricindeki immiinohistokimyasal
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parametreler, molekiiler ve klinik parametreler arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iligki saptanmamustir. Ki-67 proliferasyon indeksinin %10’luk araliklar halinde
dagilimi ve immiinohistokimyasal, molekiiler, klinik parametrelere goére dagilimi

Sekil 4.6 ve Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.6. DLBCL, NOS olgularinda Ki-67 proliferasyon indeksi dagilimlari



Tablo 4.5. Ki-67 proliferasyon indeksi dagilimlari
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%40-49 Toplam

Molekiler Tip

GCB tip 1 5 9 15

ABC tip 2 12 16 30
BCL2 SP66 Ekspresyonu

Pozitif 1 2 8 11

Negatif 2 15 17 34
CMYC Protein Ekspresyonu

Pozitif 3 11 10 24

Negatif 0 6 15 21
Double Ekspresyon

Var 3 12 14 29

Yok 0 5 11 16
CD30 Ekspresyonu (%1 esik deger)

Pozitif 1 14 19 34

Negatif 2 3 6 11
FISH ile BCL6

Normal 1 6 8 15

Translokasyon 0 7 11 18

Monozomi 1 1 2 4

Trizomi 0 0 2 3

Polizomi 1 1 2 5
FISH ile BCL2

Normal 1 10 13 24

Translokasyon 0 2 1 3

Monozomi 1 0 3 4

Trizomi 0 2 3 5

Polizomi 1 3 5 9
FISH ile MYC

Normal 1 10 14 25

Translokasyon 0 2 3 5

Monozomi 1 1 3 5

Polizomi 1 4 5 10
Ann-Arbor Evre

Evre 1 1 3 5 9

Evre 2 0 3 3 6

Evre 3 1 6 7 14

Evre 4 0 3 4 7
LDH Dizeyi

Distik 1 6 5 12

Yiksek 1 9 14 24
IPI Skoru

Distik 1 3 5 9

Distlik-orta 0 6 3 9

Yiksek-orta 1 3 8 12

Yiiksek 0 3 3 6
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FISH analizi

FISH ile BCL2 analizinde 3 (%6,7) olguda translokasyon, Olgularin 14
(%31,1)’iinde BCL2 kopya sayis1 artis1 gdzlenmistir. Bu olgularin 5 (%11,1)’inde
trizomi, 9 (%20)’unda polizomi izlenmis, 4 (%8,9) olguda monozomi saptanmistir.
24 (%53,3) olgu normal olup, herhangi bir anomali gézlenmemistir (Tablo 4.6).

FISH ile BCL6 analizinde 18 (%40) olguda translokasyon, 8 (%17,8) olguda
BCL6 kopya sayisi artis1 saptanmistir. Bu olgulardan 3 (%6,7) olguda trizomi, 5
(%11,1) olguda polizomi, 4 (%8,9) olguda monozomi saptanmustir. 15 (%33,3) olgu
normal goriiniimdedir (Tablo 4.6).

FISH ile MYC analizinde 5 (%11,1) olguda translokasyon, 10 (%22,2)
olguda MYC kopya sayisi artist saptanmis olup, tiimii polizomi seklindedir.
Olgulardan 5 (%11,1)’inde monozomi saptanmistir. Trizomi izlenmemistir. 25
(%55,6) olgu ise normal goriiniimdedir (Tablo 4.6).

Bulgulara gore polizomi en ¢ok MYC ve BCL2 geninde, trizomi en ¢ok
BCL2 geninde izlenmistir. Monozomi goriilme sikligt BCL2, BCL6 ve MYC

genlerinde benzerdir.

Tablo 4.6. FISH ile BCL2, BCL6 ve MYC ¢alisma sonuglari

BCL2 BCL6 MYC
Normal 24 (%53,3) 15 (%33,3) 25 (%55,6)
Translokasyon 3 (%6,7) 18 (%40) 5 (%11,1)
Monozomi 4 (%8,9) 4 (%8,9)
Trizomi 5(%11,1) 3 (%6,7)

[+ o<

Bazi olgularda BCL2, BCL6 ve MYC genlerinde kopya sayisi artisi

birliktelik gdsterdigi saptanmuigtir.
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BCL2 ve BCL6 kopya sayist artisinda birliktelik 6 vakada mevcut olup, 4
olguda her iki gende polizomi, 2 olguda trizomi goriilmiistiir. Ayrica 2 olguda, BCL2
ve BCL6 genlerinin her ikisinde monozomi saptanmustir.

MYC ve BCL6 kopya sayisi artisinda birliktelik 3 vakada mevcut olup, her
iki gende polizomi izlenmistir. Ayrica 2 olguda, MYC ve BCL6 genlerinin her
ikisinde monozomi saptanmistir.

MYC ve BCL2 kopya sayis1 artisinda birliktelik 5 vakada mevcut olup, her
iki gende polizomi izlenmistir. Ayrica 2 olguda, MYC ve BCL2 genlerinin her

ikisinde monozomi saptanmistir.

Klinik prognostik faktorler

Olgulardan 36 tanesinin klinik ve labaratuvar verilerine ulasilabilmis olup, 9
hastanin hastanemizde klinik takibi olmadigindan Ann-Arbor evresi, LDH diizeyi,
ekstranodal tutulum sayist ve ECOG bilgilerine ulasilamamistir. Bu nedenle bu 9
olgunun IPI skoru da hesaplanamamistir. Klinik veriler ve IPI skoru ile yapilan
istatiksel analizlerde 36 olgu lizerinden degerlendirme yapilmistir.

36 olgunun 9 (%20)’u Ann-Arbor evre 1, 6 (%13,3)’s1 Ann-Arbor evre 2, 14
(%31,1)’t Ann-Arbor evre 3, 7 (%15,6)’si Ann-Arbor evre 4 olarak izlenmistir. 9
olgunun daha once de bahsedildigi gibi, klinik takibi yoktur. Bu ylizden evreleri
belirlenememistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. DLBCL, NOS olgularinin Ann-Arbor Evreleri

Labaratuvar verilerine ulasilabilen 36 hastadan 12 (%26,7)’sinin LDH diizeyi
diisiik, 24 (%53,3)’tiniin LDH diizeyi yiiksektir. 36 olgunun ekstranodal tutulum
sayist degerlendirilebilmis olup 0-4 arasinda degismektedir. 36 olgudan 33
(%73,3)’tiniin ECOG skoru 1, 3 (%6,7)’tiniin ECOG skoru 2’dir. Bu parametrelere
gore 36 olgunun IPI skoru hesaplanmistir. 36 olgudan 9 (%20)’u IPI skoruna gore
diisiik risk, 9 (%20)’u diisiik-orta risk, 12 (%26,7)’si yiiksek-orta risk, 6 (%13,3)’s1
yiiksek risk kategorisindedir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. DLBCL, NOS olgularinin IPI skoruna gore risk kategorileri

Diisiik risk 9 (%20)
Diisiik-orta risk 9 (%20)
Yiiksek-orta risk 12 (%26,7)
Yiiksek risk 6 (%13,3)
Takipsiz 9 (%20)

Olgulardan bir kismina ait hematoksilen eozin, immiinohistokimyasal

boyama ve FISH c¢aligmasi 6rnekleri *’Sekil 4.8- 4.26°°de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Sentroblastik, monomorfik tip (H&E, x400)

Sekil 4.9. Sentroblastik, polimorfik tip (H&E, x400)



Sekil 4.10. Anaplastik tip (H&E, x400)
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Sekil 4.11. Siniflandirilamayan tip, sentroblast-immiinoblast arasi hibrid 6zellikler

iceren (H&E, x400)



Sekil 4.12. DLBCL, NOS olgusunda CD20 pozitifligi (x400)

Sekil 4.13. GCB alt tip, CD10 pozitifligi (x400)
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Sekil 4.14. GCB alt tip, BCL6 pozitifligi (x400)

-4

Sekil 4.15. ABC alt tip, MUML pozitifligi (x400)
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Sekil 4.16. CD30 ekspresyonu, %70 (x400)
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Sekil 4.17. DLBCL, NOS olgusunda BCL2, “’Clone 124°’ negatifligi (x400)

Sekil 4.18. BCL2 “’Clone 124°’ negatif olguda BCL2 SP66 pozitifligi (x400)
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Sekil 4.19. DLBCL, NOS olgusunda CMYC protein pozitifligi (x400)
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Sekil 4.20. DLBCL, NOS olgusunda yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi (x400)
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Sekil 4.21. FISH BCL2 normal hiicre, ¢ift fiizyon sinyali (x1000)

Sekil 4.22. FISH BCL2 normal hiicre, ¢ift fiizyon sinyali
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Sekil 4.23. FISH BCL6 Translokasyon goriintiisii, tek alelde ayr1 yesil ve kirmizi
sinyal (x1000)



Sekil 4.24. FISH MYC Monozomi goriintiisii, tek fiizyon sinyali (x1000)

» e did .

(1]
.
-

Sekil 4.25. FISH MYC Polizomi goriintiisii (x600)
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Sekil 4.26. FISH, MYC Polizomi, 3 ve daha fazla sayida yesil sinyal goriintiisii
(x1000)
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4.2. Klinik, Morfolojik, Immiinohistokimyasal ve Molekiiler Bulgularin
Birbirleriyle Tliskisi

Olgularin yaslar1 ile morfolojik, immiinohistokimyasal, molekiiler ve diger
klinik bulgular1 karsilastirilmis, istatiksel olarak anlamli iliski bulunmamastir.
Olgularin  nodal ekstranodal olma durumlarn ile

veya morfolojik,

immiinohistokimyasal BCL2, BCL6, CMYC protein, CD30 ekspresyonlari,
molekiiler ve diger klinik bulgular karsilastirilmistir. Nodal-ekstranodal olma
durumu ile BCL2 protein ekspresyonu, Ann-Arbor evresi, LDH diizeyi ve IPI skoru
arasinda istatiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (Tablo 4.8-11). Nodal olgularin
%84’ tinde BCL2 pozitifligi gozlenirken, primer ekstranodal olgularin sadece
%33,3’tinde BCL2 pozitifligi mevcuttur. BCL2’ nin “’clone 124’ ve “’SP66’’ olmak
tizere her iki klonu ile de istatiksel anlamlilik mevcuttur (sirasiyla p degeri
0,020;0,003). Ayrica primer ekstranodal olgularda, nodal ve sekonder ekstranodal
olgulara gore evre, LDH diizeyi ve IPI skoru diisiik izlenmistir (p=0,000, p=0,002,
p=0,000). Nodal-ekstranodal durumu ile BCL6, CMYC protein, CD30 ekspresyonu

ve molekiiler bulgular arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmamustir.

Tablo 4.8. Nodal-Ekstranodal kategori ile BCL2 SP66 karsilastiriimasi

Grup Toplam
Nodal Sekonder Primer Takipsiz (P=0,003)
Ekstranodal | Ekstranodal | Ekstranodal
Negatif 2 1 6 2 11
BCL2 SP66
Pozitif 17 12 3 2 34
Toplam 19 13 9 4 45
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Tablo 4.9. Nodal-Ekstranodal kategori ile Ann-Arbor evre karsilastirilmasi

Grup Toplam
Nodal Sekonder Primer (P=0,000)
Ekstranodal Ekstranodal
Evre 1 1 0 8 9
Evre 2 4 2 0 6
Ann-Arbor Evre
Evre 3 8 6 0 14
Evre 4 1 5 1 7
Toplam 14 13 9 36

Tablo 4.10. Nodal-Ekstranodal kategori ile LDH diizeyi karsilastiriimasi

Grup Toplam
Nodal Sekonder Primer (P=0,002)
Ekstranodal Ekstranodal
Disiik 4 1 7 12
LDH Duzeyi
Yiksek 10 12 2 24
Toplam 14 13 9 36

Tablo 4.11. Nodal-Ekstranodal kategori ile IPI skoru karsilagtirilmasi

Grup Toplam
Nodal Sekonder Primer (P=0,000)
Ekstranodal Ekstranodal
Dustk Risk 1 1 7 9
Dislk-Orta Risk 7 1 1 9
IPI Skoru
Yuksek-Orta Risk 5 7 0 12
Yuksek Risk 1 4 1 6
Toplam 14 13 9 36
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Morfolojik tip ile klinik, BCL2, BCL6, CMYC protein, CD30 ekspresyonlari
ve molekiiler bulgular istatiksel analiz ile karsilagtirilmig, anlamli iligki
saptanmamuistir.

Molekiiler tip ile tiim klinik, morfolojik, immiinohistokimyasal ve molekiiler
parametreler karsilastirildiginda, molekiiler alt tip ile BCL2’nin her iki klonu
arasinda anlamli iligki bulunmustur (Tablo 4.12-13). Non-GCB tipte BCL2
ekspresyonu daha sik gézlenmistir. <’SP66’’ klonu ile 30 Non-GCB tipte olgunun 28
(%93,3)’inde BCL2 pozitifligi izlenmis olup, 15 GCB tipte olgunun sadece 6
(%40)’s1nda pozitiflik mevcuttur (p=0,000).

Calismamizda “’BCL2-CMYC Double ckspressor’” kategoride olan 16
(%35,5) olgu saptanmis olup molekiiler alt tipler ile arasinda istatiksel olarak anlamli
iliski bulunmustur (p=0,004). “’Double ekspressor’’ kategorideki 16 olgunun 15
(%93,7)’1 Non-GCB alt tiptedir (Tablo 4.14).

Tablo 4.12. Molekiiler alt tip ile BCL2, “’Clone 124 iliskisi

BCL2 “Clone 124” Toplam
Negatif Pozitif (P=0,004)
GCB 9 6 15
Molekuler Tip
Non-GCB 4 26 30
Toplam 13 32 45

Tablo 4.13. Molekiiler alt tip ile BCL2, SP66 iliskisi

BCL2, SP66 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,000)
GCB 9 6 15
Molekiler Tip
Non-GCB 2 28 30
Toplam 11 34 45
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Tablo 4.14. Molekiiler alt tip ile double ekspresyon iliskisi

Double Ekspresyon Toplam
(P=0,004)
Yok Var
GCB 14 1 15
Molekiler Tip
Non-GCB 15 15 30
Toplam 29 16 45

BCL2 “’clone 124 ve “SP66’° ile tim morfolojik, Klinik,
immiinohistokimyasal ve molekiiler parametreler arasindaki iliski degerlendirilmistir
(Nodal-ekstranodal kategori ve molekiiler alt tiplerle iligkisinden daha oOnce
bahsedilmistir). Her iki klonla Ann-Arbor evre ve MUML arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iligki bulunmustur (p<0,05). CD10 ile sadece “’SP66”’ klonu arasinda
istatiksel anlamli iligki saptanmis olup, “’clone 124’ ile saptanmamustir.

BCL2 ekspresyonu ile Ann-Arbor evre arasinda istatiksel olarak anlamli iligki
saptanmigtir (Tablo 4.15-4.16). “’Clone 124’ ile evre 4 gruptaki 7 olgunun 7
(%100)’sinde pozitiflik gozlenmis olup evre 1 gruptaki 9 olgunun sadece 2
(%22,2)’sinde pozitiflik mevcuttur (p=0,003). SP66 ile evre 4 gruptaki 7 olgunun 7
(%100)’sinde pozitiflik gozlenirken, evre 1 gruptaki 9 olgunun 3 (%33,3)’linde
pozitiflik izlenmistir (p=0,005). Yiiksek evre olgularda BCL2 ekspresyonunun her
iki klonla da daha sik oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.15. BCL2, “’Clone 124°’ ile Ann-Arbor evre iligkisi

BCL2, “Clone 124” Toplam
Negatif Pozitif (P=0,003)

Evre 1 7 2 9

Evre 2 1 5 6
Ann-Arbor Evre

Evre 3 3 11 14

Evre 4 0 7 7
Toplam 11 25 36




Tablo 4.16. BCL2, SP66 ile Ann-Arbor evre iliskisi
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BCL2, SP66 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,005)

Evre 1 6 3 9

Evre 2 0 6 6
Ann-Arbor Evre

Evre 3 3 11 14

Evre 4 0 7 7
Toplam 9 27 36

BCL2’nin her iki klonu ile MUMI1 ekspresyonu arasinda istatiksel olarak
anlamli iligki saptanmigtir (Tablo 4.17-18). “’Clone 124" ile MUMI1 pozitif 32
olgunun 27 (%84,4)’sinde BCL2 pozitifligi izlenmistir. MUMI1 negatif 13 olgunun
ise sadece 5 (%38,5)’inde BCL2 pozitifligi mevcuttur (p=0,004). SP66 ile MUM1
pozitif 32 olgunun 29 (%90,6)’unda BCL2 pozitifligi mevcuttur. MUMI negatif 13

olgunun ise sadece 5 (%38,5)’inde BCL2 pozitifligi gézlenmistir (p=0,001).

Tablo 4.17. BCL2, ’Clone 124’ ile MUMI1 ekspresyonu iliskisi

BCL2, “Clone 124” Toplam
Negatif Pozitif (P=0,004)
Negatif 8 5 13
MUM1
Pozitif 5 27 32
Toplam 13 32 45
Tablo 4.18. BCL2, SP66 ile MUMI ekspresyonu iliskisi
BCL2, SP66 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,001)
Negatif 8 5 13
MUM1
Pozitif 3 29 32
Toplam 11 34 45

BCL2, SP66 ile CDI10 ekspresyonu arasindaki iligki istatiksel olarak

degerlendirildiginde anlamli bulunmustur (p=0,028). Hans algoritmasinda GCB tip
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siiflamasinda kullanilan CD10 ekspresyonu olan olgularda, BCL2 ekspresyon
sikligr azdir. CD10 negatif olgularin %83,3’tinde BCL2 pozitifligi izlenmis olup,
CD10 pozitif olgularin sadece %44,4’tinde BCL2 pozitifligi mevcuttur (Tablo 4.19).

Ancak ayni istatiksel anlamli iligki “’clone 124’ ile saptanamamustir.

Tablo 4.19. BCL2, SP66 ile CD10 ekspresyonu iligkisi

BCL2, SP66 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,028)
Negatif 6 30 36
CD10
Pozitif 5 4 9
Toplam 11 34 45

CMYC  protein  ekspresyonu ile tim  klinik, histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve molekiiler bulgular karsilastirilmis, sadece CDI10
ekspresyonu ile istatiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p=0,025). CMYC pozitif
21 olgunun 20 (%95,2)’sinde CD10 negatiftir (Tablo 4.20)

Tablo 4.20. CMYC protein ekspresyonu ile CD10 ekspresyonu iligkisi

CMYC Toplam
Negatif Pozitif (P=0,025)
Negatif 16 20 36
CD10
Pozitif 8 1 9
Toplam 24 21 45

Hedefe yonelik tedavi secenegi ve prognoz agisindan 6nemi olan CD30
ekspresyonu ile tiim klinik, morfolojik, BCL2, BCL6, CMYC protein ekspresyonlari
ve gen anormallikleri karsilastirilmistir.

CD30 (%1 esik deger) pozitifligi ile BCL6 ekspresyonu arasinda istatiksel
olarak anlamli iligki saptanmistir (p=0,025). BCL6 pozitif 39 olgunun 32’sinde
CD30 (%1 esik deger) negatiftir (Tablo 4.21). BCL6 ekspresyonu ile CD30 (%] esik
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deger) arasinda ters iliski vardir. Ancak ayni istatiksel anlamli iliski CD30 (%10 esik

deger) ile saptanmamastir.

Tablo 4.21. CD30 (%1 esik deger) ile BCL6 ekspresyonu iliskisi

CD30 (%1 esik deger) Toplam
Negatif Pozitif (P=0,025)
Negatif 2 4 6
BCL6
Pozitif 32 7 39
Toplam 34 11 45

CD30 ekspresyonu ile MYC gen anormallikleri karsilastirildiginda CD30

(%1 esik deger) pozitif ¢ogu olguda, MYC translokasyonu veya kopya sayist artisi

goriilmemistir (Tablo 4.22).

Tablo 4.22. CD30 (%1 esik deger) ekspresyonu ile MYC translokasyonu ve

kopya sayis1 artiginin karsilastirilmasi

CD30 (%1 esik deger) Toplam
Negatif Pozitif (P=0,070)
MYC translokasyonu veya Yok 20 10 30
kopya sayisi artisi Var 14 1 15
Toplam 34 11 45

CD30 ile BCL2 ve CMYC protein ekspresyonlar1 ve BCL6, BCL2 gen

anormallikleri arasinda iliski saptanmamustir.

CD30 ekspresyonu (%10 esik degerine gore) ile Ki-67 arasinda istatiksel
olarak anlaml iligki bulunmustur (p=0,045). CD30 (%10 esik degerine gore) pozitif
olgularin %75’inde, Ki-67 proliferasyon indeksi %90 tizerindedir (Tablo 4.23).
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Tablo 4.23. CD30 eckspresyonu (%10 esik deger) ile Ki-67 proliferasyon
indeksi iligkisi
CD30 (%10 esik deger) Toplam
Negatif Pozitif (P=0,045)
Ki-67 proliferasyon %90 alti 25 2 27
indeksi %90 Uzeri 12 18
Toplam 37 8 45

Molekiiler ¢alismalarda; FISH ile BCL6 analiz sonuglar1 ile FISH ile BCL2

analiz sonuglar1 arasinda istatiksel olarak anlamli iliski gozlenmistir (p=0,001).

BCL6 polizomisi olan olgularin %80’inde BCL2 polizomisi de eslik etmektedir
(Tablo 4.24). BCL2 kopya sayisi artist olan 14 olgunun 12 (%85,7)’sinde BCL6

kopya sayis1 artis1 (6 olgu) veya translokasyonu (6 olgu) eslik etmektedir. BCL6

kopya sayis1 artis1 olan 8 olgunun 6 (%75)’sinda BCL2 kopya sayis1 artis1 veya

translokasyonu eslik etmektedir. BCL6 translokasyon veya kopya sayisi artiginin,

BCL2 translokasyon veya kopya sayisi artist ile siklikla birliktelik gosterdigi

izlenmektedir.

Tablo 4.24. BCL2 ve BCL6 FISH ¢alisma sonuglarinin karsilastirilmasi

BCL6 Toplam

Normal | Translokasyon | Monozomi | Trizomi | Polizomi | (P=0,001)

Normal 12 10 0 1 1 24
Translokasyon 1 1 1 0 0 3

BCL2 Monozomi 1 1 2 0 0 4
Trizomi 0 2 1 2 0 5
Polizomi 1 4 0 0 4 9

Toplam 15 18 4 3 5 45
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Istatiksel calismada BCL6 ve MYC FISH analizleri arasinda anlaml iliski
saptanmigtir (p=0,01). MYC polizomisi olan 10 olgunun 9 (%90)’unda BCL6
translokasyon (6 olgu) veya kopya sayisi artist (3 olgu) eslik etmektedir (Tablo 4.25).

Tablo 4.25. BCL6 ve MYC FISH ¢alisma sonuglarinin karsilastiriimasi

BCL6 Toplam

Normal | Translokasyon | Monozomi | Trizomi | Polizomi | (P=0,010)
Normal 9 12 1 2 1 25
Translokasyon 4 0 0 1 0 5

MYC
Monozomi 2 0 2 0 1 5
Polizomi 0 6 1 0 3 10
Toplam 15 18 4 3 5 45

BCL2 ve MYC FISH analizleri arasinda da istatiksel olarak anlamli iligki
bulunmustur (p=0,001). BCL2 translokasyonu olan 3 olgunun 2 (%66,6)’sinde MYC
monozomisi, 1 (%33,4)’inde MYC polizomisi eslik etmektedir. BCL2 polizomisi
olan 9 olgunun 5 (%55,6)’inde MYC polizomisi eslik etmektedir (Tablo 4.26).

Tablo 4.26. BCL2 ve MYC FISH ¢alisma sonuglarinin karsilastiriimasi

MYC Toplam
Normal | Translokasyon | Monozomi | Polizomi | (P=0,001)
Normal 16 5 0 3 24
Translokasyon 0 0 2 1 3
BCL2 Monozomi 1 0 2 1 4
Trizomi 5 0 0 0 5
Polizomi 3 0 1 5 9
Toplam 25 5 5 10 45

FISH ile analiz edilen BCL2, BCL6, MYC gen anormallikleri tim
histopatolojik, klinik, immiinohistokimyasal parametrelerle istatiksel olarak

karsilagtiritlmistir. Bunlar arasinda sadece FISH MYC sonuglari ile Ann-Arbor evre
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ve LDH diizeyi arasinda istatiksel anlamli iliski saptanmistir. Ann-Arbor evre 4 olan
7 olgunun 5 (%71)’inde MYC translokasyonu veya kopya sayisi artist mevcuttur
(p=0,044). Evre 1 gruptaki 9 olgunun ise sadece 2 (%22)’sinde MYC translokasyon
veya kopya sayisi artist mevcuttur (Tablo 4.27). MYC translokasyon veya kopya

sayis1 artiginin yiiksek evre ile korele oldugu saptanmustir.

Tablo 4.27. MYC FISH c¢alisma sonuglart ile Ann-Arbor evre
karsilastirilmasi
MYC Translokasyonu veya Kopya sayisi Artisi Toplam
Yok Var (P=0.044)
Evre 1 7 2 9
Evre 2 3 3 6
Ann-Arbor Evre
Evre 3 12 2 14
Evre 4 2 5 7
Toplam 24 12 36

FISH ile saptanan MY C gen anormallikleri ile LDH diizeyi arasinda istatiksel
olarak anlaml iligki mevcuttur (p=0,031). MYC translokasyon veya kopya sayisi
artis1 olan 12 olgunun 11 (%91)’inde LDH diizeyi yiiksek saptanmistir. MYC
translokasyon veya kopya sayis1 artisi olmayan 24 olgunun ise 13 (%54)’tinde LDH
diizeyi yiiksek saptanmustir (Tablo 4.28). Istatiksel analiz klinik bilgileri, LDH
diizeyi verileri olan 36 olguda yapilabilmis olup, bulgular MYC translokasyon veya
kopya sayist artis1 olan olgularda genellikle LDH diizeyinin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.28. MY C FISH sonuglari ile LDH diizeyinin karsilastiriimasi

MYC Translokasyonu veya Kopya Sayisi Artisi Toplam
Yok Var (P=0.031)
Dustik 11 1 12
LDH Duzeyi
Yiksek 13 11 24
Toplam 24 12 36
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Calismamizda BCL2, BCL6, MYC protein ekspresyonlart ile gen
anormallikleri arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmamis olup “’Tablo

4.29-4.32° de gosterilmistir (p>0,05).

Tablo 4.29. BCL2 Clone 124 ekspresyonu ile BCL2 gen anormalliklerinin

karsilastirilmast
BCL2 Clonel24 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,852)
Normal 6 18 24
Translokasyon 1 2 3
BCL2 Monozomi 2 2 4
Trizomi 1 4 5
Polizomi 3 6 9
Toplam 13 32 45

Tablo 4.30. BCL2 SP66 ekspresyonu ile BCL2 gen anormalliklerinin

karsilastirilmasi
BCL2 SP66 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,559)
Normal 5 19 24
Translokasyon 0 3 3
BCL2 Monozomi 2 2 4
Trizomi 1 4 5
Polizomi 3 6 9
Toplam 11 34 45
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Tablo 4.31. BCL6 ekspresyonu ile BCL6 gen anormalliklerinin

karsilastirilmast
BCL6 Toplam
Negatif Pozitif (P=0,292)
Normal 4 11 15
Translokasyon 1 17 18
BCL6 Monozomi 1 3 4
Trizomi 0 3 3
Polizomi 0 5 5
Toplam 6 39 45

Tablo 4.32. CMYC protein ekspresyonu ile MYC gen anormalliklerinin

karsilastirilmasi
CMYC Toplam
Negatif Pozitif (P=0,538)
Normal 11 14 25
Translokasyon 3 2 5
MYC
Monozomi 3 2 5
Polizomi 7 3 10
Toplam 24 21 45




76

5. TARTISMA

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma yetiskinlerde goriilen Non-Hodgkin
lenfomalarin yaklasik %35’ini olusturmaktadir. Diffiiz biiyilk B hiicreli lenfoma
kategorisi  klinik ve genetik Ozellikler, tedaviye yanit ve prognoz agisindan
heterojendir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) 2016 lenfoma smniflamasinda, farkli
klinikopatolojik ve molekiiler ozellikler temelinde yeni antitelere yer verilmistir.
Prognozu koti etkiledigi bilinen MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonu
saptanan olgular yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma olarak ayr1 bir kategoride
toplanmistir. Prognostik farkliliklar1 olan 6zel lokalizasyonlara ait lenfomalar, 6zel
tip biiyiik B hiicreli lenfoma kategorisi altinda toplanmistir. Yiiksek dereceli veya
0zel tip lenfoma olarak siniflandirilamayan diffiiz biiyilk B hiicreli lenfomalar,
“DLBCL, NOS”’ olarak tanimlanmistir. DLBCL, NOS kategorisi de kendi i¢inde
heterojen bir grup olup, molekiiler Ozelliklerine goére GEP analizi ve
immiinohistokimyasal (Hans) algoritmalarla GCB ve ABC alt tiplere ayrilmistir.
Boylece prognozu daha dngoriilebilir hale getirmek amaclanmaistir.

Bu c¢alismada BCL2, BCL6, MYC gen translokasyonlarinin FISH ile
degerlendirilmesi sonucu “DLBCL, NOS’’ kategorisine alinan 45 olgu Hans
algoritmasina gére GCB ve Non-GCB molekiiler alt tiplere ayrilmistir. BCL2, BCL6,
MYC protein ekspresyonlar1 ve bu genlerdeki FISH ile saptanan anormallikler ile
double ekspresyon durumu da degerlendirilmis ve aralarindaki iligki arastirilmustir.
Ayrica son yillarda hedefe yonelik anti-CD30 tedavi se¢eneginin giindeme gelmesi
nedeniyle, olgularda CD30 ekspresyonlar1 da degerlendirilmis, sikligi ve prognostik
Onemi arastirllmistir. Literatiirde DLBCL iizerine yapilan calismalar genellikle
yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma ve 6zel tip biiyiik B hiicreli lenfoma olgularini da
igcermektedir. Bizim olgu serimiz sadece DLBCL, NOS kategorisini igermektedir.
Sadece DLBCL, NOS kategorisine yonelik yapilan ¢alisma sayis1 azdir (94-100).

DLBCL, NOS her yas grubunda goriilebilmekle birlikte 7. dekatta ve erkek
cinsiyette siktir (1). Smith ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptig1 bir meta-analizde
(101), Avrupa iilkelerinde yas ortalamasi genellikle 68 olarak saptanmistir. Asya
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ilkelerinde yapilan bazi epidemiyolojik calismalarda ise yas ortalamasi 50-55
arasinda degismektedir (102-104). Yapilan diger bazi ¢alismalarda da yas dagilimlari
59-63 yaslar1 arasindadir (36, 38, 67). Bizim ¢alismamizda yas ortalamasi 59,2’dir,
olgularin %62,2’si erkek cinsiyettedir.

Diffiiz biliylk B hiicreli lenfoma olgularmin yaklasik %40’1 primer
ekstranodal, %60’1 nodal baslangiclidir. Hastalik seyri sirasinda nodal olgularin
%60-70’inde sekonder ekstranodal tutulum eslik etmektedir (10). Bizim
caligmamizda olgularin %71,1°1 nodal orjinli olup, bu olgularin %42,2’sinde lenf
nodu, %28,9’unda sekonder ekstranodal tutulum bdlgelerinde tani konmustur.
Olgularin %20’si primer ekstranodaldir, %8,9 ‘u ise ekstranodal lokalizasyonda
ortaya ¢ikmis olup, ancak klinik takipleri olmadigindan primer-sekonder ayrimi
yapilamamistir. Calismamizda primer ekstranodal olgu oraninin az olmasi, 2 yillik
vaka serisini icermesi yanisira 2016 DSO lenfoma siniflamasinda ayr kategorilerde
yer alan Ozel lokalizasyonlara ait biiyiik B hiicreli lenfomalarin olgu serimizden
dislanmis olmasidir. Calismamiz sadece DLBCL, NOS kategorisi igerisinde yer alan
primer ekstranodal lenfomalar1 icermektedir. En sik ekstranodal lokalizasyon
gastrointestinal sistemdir (1, 3). Calismamizda olgularin %22,2’si gastrointestinal
sistemde lokalizedir. Gastrointestinal sistemde lokalize olgularin %50’si primer,
%30’u sekonder tutulum, %20’si ise takipsiz olgulardir. En sik lokalizasyon midedir.
Calismamizda nodal-ekstranodal kategori ile Ann-Arbor evre, IPI skoru ve LDH
diizeyi arasinda istatiksel olarak anlamli iligki bulunmustur. Primer ekstranodal
olgularin ¢ogu (%88,8) Ann-Arbor evre 1’dir (p<0,05). Geri kalan olgular ise evre
4°tlir (p<0,05). Ekstranodal olgularin LDH diizeyi ve IPI skoru nodal olgulara gore
daha diistiktiir (p<0,05). Calismamizda son iki yilda tani alan olgular yer aldigindan
5 yillik survival analizi yapilamamastir.

Moller ve ark. (105)’nin 2004 yilinda yaptiklart 1575 DLBCL olgu serisi
analizinde olgularin %40’1n1 primer ekstranodal kategori olusturmaktadir. Bizim
calismamiza benzer sekilde en sik ekstranodal lokalizasyonun gastrointestinal sistem
oldugu, ekstranodal olgularin LDH diizeyinin nodal olgulara gore daha diisiik oldugu
ve ekstranodal olgularin ¢ogunun Ann-Arbor evre 1 oldugu saptanmistir. Ollila ve
ark. (106)’nin 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada da bizim ¢alisma sonucunuza benzer

sekilde, primer ekstranodal olgularda Ann-Arbor evresi diisiik saptanmistir.
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Literatiirde bazi ¢alismalarda gastrointestinal sistem lokalizasyonlu olan olgularda
prognozun daha iyi oldugu belirtilmistir (38, 105-107).

DLBCL, NOS molekiiler alt tipleri, ilk defa DSO 2016 lenfoma
siiflamasinda yer almistir. GEP analizine gore belirlenen GCB ve Non-GCB alt
tiplerde prognoz, klinik, immiinohistokimyasal ve molekiiler 6zellikler arasinda
onemli farkliliklar mevcuttur. En sik goriilen GCB (%60) tiptir (1). Bizim
caligmamizda olgularin %33,3’it GCB tipte olup, %66,7’si Non-GCB tiptedir. Gong
ve ark. (38)’nin 2018 yilinda yayinladiklar1 241 de novo DLBCL olgusu igeren
calismada da Hans algoritmasina gore, bizim ¢alismamiza benzer sekilde olgularin
%36,9’u GCB tip, %63,1°1 Non-GCB tiptedir.

Morfolojik tipler 3 ana kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar sentroblastik,
immiinoblastik ve anaplastik tiplerdir. Baz1 olgular nadir goriilen morfolojik tiplerde
olabilmekte ya da tespit bozuklugu veya hibrid gériiniim nedeni ile siniflandirmada
zorluk yasanabilmektedir. GCB tipte en sik sentroblastik morfolojinin gorildigi
belirtilmektedir. Sentroblastik tip, sentroblast benzeri hiicre yogunluguna bagh
olarak ayrica kendi iginde monomorfik ve polimorfik olarak ayrilmaktadir (1, 16).
Bizim ¢alismamizda %48,9’u monomorfik, %22,2’si polimorfik olmak iizere,
olgularin %71,1’1 sentroblastik tiptedir. Olgularin %8,9’u anaplastik tipte olup,
%20’si ise nadir ya da smiflandirilamayan kategoridedir. GCB ve ABC tip arasinda
morfolojik 6zellikler agisindan istatiksel farklilik gozlenmemistir. De Paepe ve ark.
(108) yaptiklari bir analizde genellikle GCB tipte sentroblastik monomorfik
morfolojinin, ABC tipte ise sentroblastik polimorfik ve immiinoblastik morfolojinin
daha sik izlendigini belirtmislerdir.

BCL2, BCL6 ve MYC translokasyonlari/yeniden diizenlenmeleri DLBCL,
NOS olgularinda prognoz agisindan oldukg¢a 6nemlidir. BCL2 translokasyonu GCB
tipte daha sik olup, GCB tipte %40 siklikta, ABC tipte %5 sikliktadir. BCL2 kopya
sayist artis1 ise ABC tipte daha sik olup olgularin %55’inde goriilmektedir. GCB
tipte ise BCL2 kopya sayisi1 artis1 %15 civaridir (1). Ennishi ve ark. (49)’nin 2017
yilinda 347 DLBCL olgusu ile yaptiklar1 ¢alismada, BCL2 translokasyonunu %30
oraninda, BCL2 kopya sayisi artisin1 %25 oraninda saptanmig, BCL2 translokasyonu
GCB tipte, BCL2 kopya sayis1 artist ABC tipte sik saptanmistir. BCL2

translokasyonu veya kopya sayis1 artisinin yiiksek LDH diizeyi ve kotii prognoz ile
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iliskili oldugu bildirilmektedir (49). Visco ve ark. (60)’nin 327 olgu ile yaptiklar
calismada, BCL2 gen anormalliklerini daha az siklikta saptamis olup, olgularin
%18,3’iinde BCL2 translokasyonu, %15,3’iinde BCL2 kopya sayis1 artist oldugu
belirtilmistir. BCL2 translokasyonu yiiksek Ann-Arbor evre ve kotii prognoz ile
iligkili bulunmustur. GCB ve ABC molekiiler tipleri arasinda BCL2 translokasyon
veya kopya sayisi artisinin goriilme sikligi agisindan bizim ¢alismamizda oldugu gibi
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (60). Akay ve ark. (80)’nin 44 olgu
ile yaptiklar1 calismada BCL2 translokasyonu %18,2 oraninda saptanmistir. BCL2
translokasyonu olan olgularda, BCL6 ve MYC translokasyonlar1 olan olgular ile
karsilagtirildiginda yasam siiresinin daha uzun olup, daha iyi prognozla iliskili
oldugu bildirilmektedir (80). Bizim ¢alismamizda BCL2 translokasyonu olgularin
%6,7’sinde saptanmistir. BCL2 kopya sayisi artisi ise olgularin %31,1’inde
mevcuttur. BCL2 translokasyon ve kopya sayisi artisi ile molekiiler alt tipler, klinik,
morfolojik  ozellikler, BCL2 ekspresyonu ve diger immiinohistokimyasal
parametreler arasinda istatiksel anlamli iligki saptanmamustir.

DLBCL, NOS olgularinda en sik genetik anormallide BCL6 geninde
rastlanmaktadir. BCL6 translokasyonu ABC tipte %25-30 siklikta, BCL6 kopya
sayis1 artigt %45 siklikta gozlenmektedir. GCB tipte goriilme sikligi daha az olup,
olgularin %15’ inde BCL6 translokasyonu, %15-20’sinde BCL6 kopya sayis1 artis1
goriilmektedir (1). Copie-Bergman ve ark. (109)’'nin 574 olgu ile yaptiklari
calisgmada BCL6 translokasyon siklig1 %27,4 bulunmustur. Valera ve ark. (110)’nin
219 olgu ile yaptiklar1 ¢alismada BCL6 translokasyon orani %28, kopya sayisi artisi
oranini %15 saptanmistir. Her iki calismada da tek basina BCL6 translokasyon veya
kopya sayis1 artis1 ile kotii prognoz, yiiksek evre, yiiksek IPI skoru ve molekiiler alt
tip arasinda iliski saptanmamistir (109, 110). Akay ve ark. (80)’nin ¢alismasinda ise
BCL6 translokasyonu %63,6 oraninda saptanmis olup, diisiik survival ve kot
prognoz ile iliskili bulunmustur. Bizim g¢alismamizda olgularin %40’inda BCL6
translokasyonu, %17,8’inde BCL6 kopya sayisi artist saptanmig olup, BCL6
translokasyon veya kopya sayist artist ile molekiiler alt tip arasinda istatiksel olarak
anlamli bir iliski bulunmamistir. Diger klinik, histopatolojik ve BCL6 ekspresyonu

ve diger immiinohistokimyasal parametrelerle korelasyon saptanmamustir.
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MYC bircok genin fonksiyonunun diizenlenmesinde gorev alan, B hiicre
farklilagsmasinda rolii olan, onkojenik potansiyeli yiiksek bir transkripsiyon
faktoriidir.  MYC  translokasyonu, DLBCL, NOS olgularinin  %5-8’inde
goriilebilmektedir (1). MYC translokasyonuna ilaveten bazi olgularda MYC kopya
sayis1 artist bulunabilmektedir. Literatiirde MYC kopya sayis1 artiginin prognostik
degeri konusunda ortak goriis olmayip, son yillardaki c¢aligmalar yasam stiresi
tizerinde negatif etkili oldugunu gostermektedir. MYC kopya sayist artisinin negatif
etkisinin MYC translokasyonuna gore daha az oldugu belirtilmektedir. Bizim
calismamizda %11,1 olguda MYC translokasyonu, %22,2 olguda kopya sayisi artisi
saptanmistir. Calismamizda MYC translokasyonu veya kopya sayisi artis1 olan
olgularda Ann-Arbor evresi ve LDH diizeyi istatiksel olarak anlamli oranda
yiiksektir (p<0,05). MYC genindeki bu anormalliklerin Ann-Arbor evre ve LDH
diizeyi gibi prognozu kétii etkileyen faktorlerin yiiksek oldugu olgularda saptanmast,
kotii prognostik faktor oldugunu desteklemektedir. Molekiiler alt tipler arasinda
MY C gen anormallikleri agisindan fark olmadig: belirtilmekte olup, ¢alismamizda da
fark saptanmamustir (1).

Copie-Bergman ve ark. (109)’nin 2015 yilinda 574 olguyu dahil ettikleri
caligmalarinda MYC translokasyonu oranini %8,9 olarak bulmuslardir. MYC
translokasyonu, yiiksek Ann-Arbor evresi, yiiksek IPI skoru, yiiksek ekstranodal
tutulum sayis1 ve sik kemik iligi tutulumu arasinda istatiksel anlamli iligki
bulunmustur (109). Ennishi ve ark. (49)’nin 2017 yilinda 347 olgu ile yaptiklari
calismada MYC translokasyon oranini bizim ¢alismamiza benzer olarak %15, MYC
kopya sayisi artisint %20 saptanmistir. MY C translokasyon veya kopya sayisi artisi
ileri yas ve yliksek LDH diizeyi ile iligkili bulunmus, IPI skoru ile istatiksel anlamli
iliski saptanmamistir. Valera ve ark. (110) ile Lu ve ark. (63)’nin ¢alismalarinda da
MYC translokasyonu olan olgularda IPI skoru istatiksel olarak anlamli derecede
yiiksek olup bizim ¢alismamizda ise IPI skoru ile istatiksel iliski saptanmamustir.

Calismamizda FISH ile saptanan BCL2, BCL6, MYC genetik
anormalliklerinin birbiri ile iliskisi istatiksel olarak degerlendirilmistir. BCL2 kopya
sayist artis1 olan olgularin %85,7’sinde BCL6 translokasyon veya kopya sayisi artisi
eslik etmektedir (p<0,05). BCL2 kopya sayis1 artis1 olan olgularin %55,6’sinda MYC
kopya sayisi artigi, BCL2 translokasyonu olan olgularin tamaminda ise MYC kopya
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say1s1 artigl veya monozomisi saptanmistir (p<0,05). MYC kopya sayist artis1 olan
olgularin ise %90’mmda BCL6 translokasyon veya kopya sayist artis1 saptanmistir
(p<0,05). En stk BCL2 ve BCL6 kopya sayisi artisinda birliktelik (6 olgu) olup,
ikinci olarak BCL2 ve MYC (5 olgu), en az BCL6 ve MYC (3 olgu) kopya sayisi
artig1 birlikteligi izlenmistir. Ma ve ark. (66)’nin 127 olgu ile yaptiklari ¢alismada
MYC, BCL2, BCL6 genlerinin herhangi ikisinde birlikte kopya sayis1 artis1 olma
durumu (%79) ©’Atipik Double Hit”’ olarak tanimlanmis ve survival analizlerinin
Double Hit lenfomadan ¢ok farkli olmadigi bildirilmistir. Calismalarinda ¢ift kopya
sayisi artig1 goriilen olgularin %41’inde BCL2-MYC, %37’sinde BCL6-MYC kopya
sayisi artis1 birlikteligi izlenmistir. Ennishi ve ark. (49)’nin g¢alismasinda MYC
translokasyonu goriilen olgularda BCL2 gen mutasyonlarinin, BCL2 translokasyonu
gozlenen olgularda MYC gen translokasyonlarinin daha sik eslik ettigi ve bu
durumlarin koti prognozla iligkili oldugu saptanmistir. Li ve ark. (64)’nin yaptigi
diger bir calismada BCL2 translokasyonu/ MYC kopya sayisi artisi, MYC
translokasyonu/ BCL2 kopya sayis1 artist ve MYC/BCL2 kopya sayist artist olan
olgular ii¢ grup halinde incelenmistir. Bu olgularin ‘Atipik Double Hit’ olarak
isimlendirilmesi Onerilmis ve yiiksek dereceli lenfomalardan daha iyi, DLBCL, NOS
olgularindan daha kétii prognoza sahip oldugu bildirilmistir (64).

DSO 2016 lenfoma siniflamasindan sonra MYC-BCL2, MYC-BCL6 ve her
liciiniin translokasyonunun birlikte goriildiigii durumlar yiiksek dereceli B hiicreli
lenfoma olarak tanimlanmis, prognozunun daha kotii oldugu belirtilerek ayr1 bir
kategoriye alinmistir. Ancak MYC, BCL2 translokasyonlarinin tek basina gorildiigii
olgular ile MYC, BCL2, BCL6 kopya sayis1 artisinin birlikte goriildiigii durumlar
hala DLBCL, NOS kategorisinde yer almaktadir. Bu durumdaki olgular, DLBCL,
NOS kategorisi igerisinde prognoz acisindan heterojeniteye yol a¢makta ve
prognozun oOngoriilebilirligini azaltmaktadir. Bu durumlarin diger DLBCL, NOS
olgulart ile karsilastirildiginda cok daha diisiik survival ve kotii prognoza sahip
oldugunu saptayan ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur (49, 60, 63, 64, 66, 109, 110).
MYC, BCL2 ve BCL6 kopya sayis1 artisinin birbirleri ile iliskisi ve korelasyonu
konusunda az sayida ¢alisma vardir (49, 66). DLBCL, NOS olgularindaki bu genetik
varyasyonlarin bilinmesi prognoz tayini agisindan 6nemlidir. MYC, BCL2, BCL6
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kopya sayist artis1 birlikteliginin nedenleri ve siklig1 konusunda daha ¢ok c¢alismaya
ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

BCL2 apoptozun diizenlenmesinde gorev alan ¢ok 6nemli bir proteindir.
Diffiiz biiylik B hiicreli lenfomada %47-84 siklikta ekspresyonu gozlenebilmektedir.
Baz1 calismalarda BCL2’nin “’clone 124°°, “’clone E17°°, SP66 klonlar1 arasinda
ekspresyon oranlari arasinda farkliliklar oldugu bildirilmistir (26, 30). Bizim
calismamizda SP66 ile olgularin %75,6’sinda pozitiflik saptanmis olup “’clone 124’
ile %71,1’inde pozitiflik mevcuttur. Iki klon arasindaki bu %4,5’lik ekspresyon farki
istatiksel anlamda 6nemli bir farklilik yaratmamustir.

Kendrick ve ark. (26)’nin ¢aligmasinda BCL2 SP66 ekspresyonun, FISH ile
tespit edilen BCL2 translokasyonu ile korele oldugu belirtilmektedir. Bazi
caligmalarda da benzer sekilde korelasyon mevcuttur (27, 111). Bizim ¢alismamizda
SP66 veya ‘“’clone 124" ile BCL2 translokasyonu veya kopya sayisi artig1 arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamigtir. BCL2 ekspresyonunun genellikle
translokasyonu ile iliskili gozlendigi belirtilmektedir. Baz1 calismalarda aktive B
hiicreli molekiiler tipte de BCL2 ekspresyonunun farkli mekanizmalarla sik
gozlenebilecegi one siiriilmektedir (20, 21).

Calismamizda BCL2 ekspresyonunun “’clone 124’ ve SP66 klonlar1 ile GCB
ve ABC tipte siklig1 arastirilmistir. Non-GCB (ABC) tipteki olgularda her iki klonla
da daha sik eksprese oldugu saptanmistir (p<0,05). SP66 klonu ile Non-GCB (ABC)
tipteki olgularin %93,3’tinde BCL2 pozitif saptanmistir. GCB tip olgularda ise
ekspresyon oran1 %40’tir. Bununla baglantili olarak Hans algoritmasinda ABC tip
siiflamasinda kullanilan MUM1 pozitif olgularda SP66 ile BCL2 ekspresyonu sik
gozlenirken (p<0,05), GCB tip tayininde kullanilan CD10 pozitif vakalarda BCL2
ekspresyonu nadirdir (p<0,05).

Igbal ve ark. (23)’nin ¢alismasinda, GCB tipte BCL2 ekspresyonunun BCL2
translokasyonu ile bliyiik 6l¢iide korelasyon gosterdigi belirtilmektedir. Yani esas
olarak BCL2 translokasyonunun BCL2 ekspresyonunu sagladigi yoniinde
diistiniilmektedir. Ancak BCL2 ekspresyonunun, translokasyon sik olmamasina
ragmen ABC tipte de sik goriildiigi gozlenmektedir. Bu durumun ABC tipte sik
goriilen BCL2 kopya sayist artis1 ve NFkb yolaginin aktivasyonunun, farkli bir yolak

tizerinden BCL2 ekspresyonunu arttirmast nedenli olustugu one siiriilmektedir (23).
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Hu ve ark. (112), Muris ve ark. (113), Ichiki ve ark. (114)’nin ¢alismalarinda da
ABC tipte, GCB tipe gore BCL2 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Bizim ¢alismamizda da BCL2 ekspresyonu ABC tip olgularda siktir.
BCL2 translokasyonuyla BCL2 ekspresyonu arasinda iliski bulunmamustir.

Calismamizda BCL2 ekspresyonu ile nodal-ekstranodal kategori arasinda
istatiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p<0,05). Nodal olgularin %84’ {inde
BCL2 pozitifligi izlenirken, primer ekstranodal olgularin %33.,3’iinde BCL2
pozitifligi gézlenmistir. Nodal orjinli olgularda BCL2 ekspresyonu siktir. Gutierrez-
Garcia ve ark. (107)’nin 262 DLBCL, NOS olgusunda yaptiklari ¢alismada ise BCL2
ekspresyonu agisindan, nodal ve ekstranodal olgular arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir (107). Al-Humood ve ark. (115) 45 olgu ile
yaptiklar1 bir ¢aligmada ise nodal olgularin %65,3’tinde, primer ekstranodal olgularin
%47,1’inde BCL2 pozitifligi bildirilmektedir. Bizim caligmamiza benzer sekilde
nodal olgularda BCL2 ekspresyonu ve BCL2 kopya sayisi artisinin, primer
ekstranodal olgulara gére daha sik gézlendigi belirtilmistir (115). Bu duruma nodal
olgularda BCL2 kopya sayist artisinin daha sik gbzlenmesinin neden oldugu 6ne
stirilmiistiir (115). Ancak bizim g¢alismamizda nodal olgularda BCL2 ekspresyon
sikligr istatiksel olarak anlamli bulunmus olup BCL2 kopya sayisi artisi ile nodal-
ekstranodal kategori arasinda istatiksel olarak fark saptanmamistir. Nodal ve primer
ekstranodal olgularda, tam olarak bilgi sahibi olunmayan organ spesifik
lenfomagenez faktorlerinin, BCL2 ekspresyonunda bdyle bir farklilia neden
olabilecegi one siiriilmiistiir (115).

Calismamizda BCL2 ekspresyonu ile klinik parametreler arasindaki iliski
degerlendirilmistir. BCL2 ekspresyonu ile Ann-Arbor evre arasinda istatiksel olarak
anlamli iligki gézlenmistir (p<0,05). Evre 4 olgularin tamaminda her iki klonla da
BCL2 ekspresyonu mevcuttur. Ayrica BCL2 pozitif olgularin %80’ Ann-Arbor evre
3 ve 4’tiir. BCL2 ekspresyonu yiiksek evre ile iliskilidir. Ancak BCL2 ekspresyonu
ile yiiksek evre ya da kotii prognoz arasinda iligki saptanmayan g¢alismalar da
mevcuttur (116, 117). Colomo ve ark. (118)’nin ¢alismasinda, bizim ¢aligmamiza
benzer olarak, BCL2 ekspresyonu olan olgularda yiiksek Ann-Arbor evresi, yiiksek
ve yiiksek-orta IPI skoru ve diisiik survival saptanmistir. Kramer ve ark. (119)’nin da

caligmalarinda BCL2 ekspresyonunun kisa yasam stiresi ile iligkili oldugu saptanmis
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, ancak Ann-Arbor evre ile korelasyon saptanmamistir. Her iki ¢alismada da BCL2
ekspresyonu ile BCL2 translokasyonu arasinda korelasyon yoktur (118, 119).

CMYC protein ekspresyonunun germinal merkezde B hiicre farklilasmasinin
erken evrelerinde rolii biiytiktiir (8). Diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfomada %30 siklikta
ekspresyonu gozlenebilmektedir (1). Zhang ve ark. (27), Johnson ve ark. (116)’nin
caligmalarinda CMYC ekspresyonu ile translokasyonun korele oldugu saptanmuistir.
Hu ve ark. (112)’nin 466 DLBCL olgusu ile yaptiklar1 ¢calismada ve Green ve ark.
(120)’nin  g¢alismasinda CMYC ekspresyon orant %54-64 saptanmis olup
translokasyonu ile korelasyon saptanmamistir. Bizim g¢alismamizda olgularin
%46,7’sinde CMYC pozitiftir. CMYC ekspresyonu ile translokasyon veya kopya
sayist artig1 arasinda korelasyon saptanmamastir.

Calismamizda CMYC protein ekspresyonunun molekiiler alt tipler ve diger
immiinohistokimyasal belirleyiciler ile iligskisi degerlendirilmistir. CMYC protein
ekspresyonu ile yaptigimiz istatiksel analizlerde CDI10 ile ters korelasyon
saptanmistir  (p<0,05). CMYC pozitif olgularin %95,2’sinde CD10 negatiftir.
Molekiiler alt tiplerle arasinda istatiksel iliski bulunmamustir.

Hu ve ark. (112) ile Lu ve ark.(121)’nmin DLBCL vakalari ile yaptiklari
caligmalarda, CMYC ekspresyonu ABC tipte daha sik gozlenmis, kotli prognozla
iligkili bulunmustur. CD10 ile istatiksel anlamli bir iligki saptanmamistir. Cutrona ve
ark. (122)’nin ALL vakalar ile yaptiklar1 ¢aligmada ise CD10 pozitif vakalarda,
siklikla CMYC ekspresyonu gozlenmemigtir. CD10’un hiicre siklusunu diizenleyici
ve apoptozu arttirict etkisinin oldugu ve bu vakalarda CMYC’i kodlayan genin ikinci
ekzonuna spesifik inhibe edici bir peptid tiretimi oldugu diisiiniilmektedir. Bai ve ark.
(123) da DLBCL vakalar ile yaptiklari ¢aligmada CD10’un apoptozu arttirici ve
diizenleyici etkisini dogrulamaktadir. Ilging olarak Burkitt lenfomada ise CD10 ve
CMYC koekspresyonu tani kriteri olarak kabul edilir. Burkitt lenfoma
patogenezindeki farkliliklar bdyle bir sonucu ortaya c¢ikariyor olabilir. Bu agidan
bakinca DLBCL, NOS olgularinda ise tam tersi olarak CDI0 ve CMYC
koekspresyonunun ¢ok daha nadir goriilmesi dogaldir.

CMYC ve BCL2 ekspresyonunun birlikte goriildiigii olgular “’Double
expressor lenfoma’’ olarak adlandirilmaktadir. Double ekspresyonun Non-GCB tipte
daha sik oldugu belirtilmektedir (1, 16). Calismamizda double ekspresyon DLBCL,
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NOS olgularinin 16 (%35,5)’sinda gozlenmistir. Bu olgularin %93,7’si Non-GCB
tiptedir (p<0,05). Molekiiler alt tip agisindan bakildiginda, ¢alismamizda Non-GCB
tip olgularin %50’sinde double ekspresyon gozlenirken, GCB tipte bu oran sadece
%6,6’dir. Hu ve ark. (112), 411 olgu ile yaptiklar1 ¢alismada; BCL2 ekspresyonunu
ABC tipte %61, GCB tipte %40, CMYC protein ekspresyonunu ABC tipte %72,
GCB tipte %57 ve double ekspresyonu ABC tipte %46, GCB tipte %22
bulmuslardir. Perry ve ark. (124)’nin ¢alismasinda ise GCB tipte double ekspresyon
daha sik saptanmistir. Her iki calismada da double ekspresyon kétii prognozla iliskili
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise IPI skoru, Ann-Arbor evre, LDH diizeyi gibi
parametrelerle istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamistir. Vakalarin son iki
yila ait olmasi nedeniyle, 5 yillik survival acisindan degerlendirme yapilamamastir.

Ki-67 proliferasyon indeksi kaynaklara gore DLBCL, NOS olgularinda
degisken olmakla birlikte genellikle %40’ iizerindedir. Ki-67 proliferasyon
indeksinin prognozu gostermede c¢ok giivenilir bir faktdr olmadigi bilinmektedir.
Bizim ¢alismamizda Ki-67 proliferasyon indeksi %40-%100 arasinda degismektedir.
Ortalama %76,2°dir. Calismamizda Ki-67 proliferasyon indeksi ile Klinik,
immiinohistokimyasal ve molekiiler 6zellikler arasindaki iliski incelenmistir. Ki-67
ile yapilan istatiksel analizlerde sadece CD30 (%10 esik deger) pozitif olgularda Ki-
67 proliferasyon indeksi istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmigtir
(p<0,05). Bununla ilgili ¢alisma sonuglarindan daha sonra CD30 tartisilirken
bahsedilecektir. Ki-67 proliferasyon indeksi ile Ann-Arbor evre, IPI skoru, LDH
diizeyi gibi prognoz gostergesi olan klinik faktorlerle iliski saptanmamustir.
Calismamizda double ekspresyon, MYC veya BCL2 translokasyonu gibi koti
prognostik faktorlerle Ki-67 proliferasyon indeksi arasinda anlamli iligki
saptanmamigtir. Zhang ve ark. (27)’nin c¢alismasinda ise MYC translokasyonu
goriilen olgularda Ki-67 proliferasyon indeksi, diger olgulara gore istatiksel olarak
anlaml derecede yiiksek saptanmustir.

Calismamizda CD30 ekspresyon sikligi ve klinik, immiinohistokimyasal ve
molekiiler prognostik faktorlerle iliskisi arastirilmigtir. CD30 “’tumour necrosis
factor receptor (TNFR) superfamily’’ ailesinin bir iiyesidir. EBV negatif DLBCL
olgularinin yaklasik %10-20’sinde eksprese olabilmektedir. DLBCL’de CD30

ekspresyonunun prognostik onemi ve pozitif kabul etmek i¢in boyanmanin esik
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degeri konusunda kesin bir goriis yoktur. Bizim calismamizda %1 ve %10 esik
degerlerine gore ayr1 ayr1 degerlendirme yapilmistir. Olgularin %1 esik degerine gore
%24.,4’iinde, %10 esik degerine gore %17,7’sinde CD30 ekspresyonu mevcuttur.
Molekiiler alt tiplere gére CD30 ekspresyonu agisindan istatiksel olarak fark yoktur.
Hu ve ark. (40) ‘nin 461 olguyu dahil ettikleri bir ¢calismada %20 esik degerine gore
olgularin %14’tiinde CD30 pozitifligi saptanmistir. GCB tipte CD30 ekspresyonunu,
ABC tipe gore daha sik izlenmistir. Ayrica CD30 pozitif olgularda; BCL2 ve MYC
double ekspresyonun daha az goriildiigii, MYC translokasyonu veya kopya sayisi
artistnin - bulunmadigr  bildirilmigtir. CD30 ekspresyonu gozlenen olgularda
prognozun ¢ok daha iyi oldugu belirtilmistir. Bunun nedeni hala tam olarak
aciklanamamis olmakla birlikte, antiproliferatif etkilerinden kaynaklanabilecegi 6ne
stiriilmiistiir. CD30’un, FAS ligand1 etkileyerek ekstrensek yoldan apoptozu
tetikledigi, ozellikle ABC tip lenfomalarin patogenezinde ana faktdr olan NFkb
yolagini inaktive ettigi ve B hiicre sinyal reseptorlerini downregiile -ettigi
diigiiniilmektedir (40). Bir diger calismada >%0 esik degerine gore olgularin
%9,9’unda CD30 ekspresyonu saptanmis olup, her iki ¢alismada da CD30 pozitif
olgularda MYC translokasyonu saptanmamuistir (38, 42). Bizim ¢alismamizda CD30
(%1 esik deger) pozitif olgularda genellikle MYC translokasyonu veya kopya sayisi
artigt saptanmamistir. MYC direkt etkili bir transkripsiyon faktoriidiir ve B hiicre
farklilagmasinda da rolii vardir (8). CD30’un ise transkripsiyonu saglayan NFkb
yolaginin aktivasyonunu oOnleyerek, indirekt olarak transkripsiyonu inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Literatirde CD30 ile MYC arasindaki iliski aciklanabilmis
degildir. Calismamizda MYC protein ekspresyonu ile CD30 ekspresyonu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamustir.

Caligmamizda CD30 ile BCL2, BCL6 ekspresyonlari ve Ki-67 proliferasyon
indeksi arasindaki iliski degerlendirilmistir. CD30 ekspresyonu (%10 esik degerine
gore) ile Ki-67 proliferasyon indeksi arasinda istatiksel olarak anlamli iliski
bulunmustur (p<0,05). CD30’un antiproliferatif etkileri oldugu diisiiniildiigiinde Ki-
67 proliferasyon indeksi diisiik beklenirken CD30 pozitif olgularimizda Ki-67
proliferasyon indeksi daha yiiksek saptanmistir (p<0,05). Gong ve ark. (38) ile Hao
ve ark. (41)’nin ¢alisgmasinda da ¢alismamiza benzer olarak, Ki-67 proliferasyon

indeksi CD30 pozitif olgularda daha yliksektir. Bir diger calismada Ki-67
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proliferasyon indeksi diisiik saptanmistir (40). CD30 pozitif olgularda Ki-67
proliferasyon indeksinin degisken saptanmasina, DLBCL’nin heterojen bir hastalik
olmasi, olgularda Ki-67 proliferasyon indeksini etkileyebilecek saptanamayan ek
Ozellikler bulunmasi neden olmus olabilir.

Calismamizda CD30 (%1 esik degerine gore) ile BCL6 ekspresyonu arasinda
istatiksel olarak anlamli iliski bulunmus, CD30 pozitif olgularda BCL6 ekspresyonu
daha nadir gozlenmistir (p<0,05). Hu ve ark. (40) calismalarinda CD30 pozitif
olgularda BCL6 translokasyon veya kopya sayist degisikliklerinin daha nadir oldugu
belirtilmis, BCL6 ekspresyonu ise CD30 negatif ve pozitif grupta esit oranda
bulunmustur (40). Baz1 ¢alismalarda da CD30 pozitif ve negatif olgular arasinda
BCL6 ekspresyonu agisindan ise fark gézlenmemistir (38, 41). Bahsedilen ¢alismada
diger ¢aligmalarin tersine, CD30’un NFkb ve MAPk yolaklarini aktive ettigini, kotii
prognostik faktor oldugu savunulmaktadir (41). Bizim ¢alismamizda Ann-Arbor evre
ve IPI skoru gibi klinik prognostik gostergelerle CD30 arasinda anlamli iliski
saptanmamistir. Bu konuda daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Dabha ileri spesifiye edilemeyen DLBCL olgulari, ¢alismamizda da gozlendigi
gibi heterojen ozelliklere sahip olup, prognoz hakkinda bilgi saglayici morfolojik
degerlendirmeler, immiinfenotipik ve sitogenetik analizler, kopya sayisi artisi ve gen
mutasyonlarmin  degerlendirildigi molekiiler tamisal tetkiklerinin yapilmasim
gerektirmektedir. Bu kategoride olan vakalarda literatiirde BCL2, BCL6, MYC gen
kopya sayis1 artiginin prognostik 6nemi konusunda az sayida ¢alisma mevcut olup,
yasam siiresi ile iligkilendiren ¢alismalar katki saglayici olacaktir. Bu olgu serimizi
daha ileriki yillarda olgularin sayisini arttirarak 5 yillik survival analizi ile

degerlendirmeyi amaglamaktay1z.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’nda 2018-2020 yillar1 arasinda diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
tanist almig 45 olgu dahil edilmistir. Yiiksek dereceli B hiicreli lenfoma ve
0zel tip biliyiilk B hiicreli lenfoma olgular1 c¢alismadan dislanmis olup,
olgularin tiimii DLBCL, NOS kategorisindedir.

Olgularin yaslar1 19-82 arasinda degismektedir, yas ortalamasi 59,2’ dir.

3. Olgularin 17 (%37,8)’si kadin, 28 (%62,2)’1 erkek cinsiyettedir.

10.

11.

Olgularin ¢ogu nodal orjinli (%71,1) olup, bunlarin 19 (%42,2)’u nodal
lokalizasyonlu, 13 (9%28,9)’ii sekonder ekstranodal lokalizasyonudur.

Primer ekstranodal olgularin sayist 9 (%20) olup, sadece DLBCL, NOS
kategorisindeki primer ekstranodal olgular1 icermektedir. Ozel ekstranodal
lokalizasyonlar (SSS, mediastinal, leg type), 6zel tip biiyiik B hiicreli lenfoma
icerisinde degerlendirilerek, olgu serimizden diglanmustir.

Olgularin 4’t ekstranodal lokalizasyonlu olup klinik takibi olmadigindan,
primer-sekonder ayrimi yapilamamistir. Bu olgularin 2’si mide, 1’i tonsil, 1’i
periton lokalizasyonludur.

Calismamizdaki primer ekstranodal olgularin 4’i mide lokalizasyonlu olup,
dalak, duodenum, serviks, testis, tonsil lokalizasyonlu birer olgu mevcuttur.
Sekonder ekstranodal olgularin 4’ cilt, 3’4 tonsil, 2’si kolon, 1’1 mide, 1°i
adrenal, 1’1 karaciger, 1’1 kemik iligi lokalizasyonludur.

Hans algoritmasina gore olgularin 15 (%33,3)’ii GCB, 30 (%66,7)’si Non-
GCB tiptedir.

Olgularin 22 (%48,9)’si  sentroblastik monomorfik, 10 (%22,2)’si
sentroblastik polimorfik, 4 (%8,9) olgu anaplastik tiptedir. Olgulardan 9
(%20)’u siiflandirilamamaistir, immiinoblastik tipte olgu gézlenmemistir.
Calismamiza dahil edilen 45 olgunun, 9’unun klinik takibi olmadigindan Ann-
Arbor evre, LDH diizeyi, ekstranodal tutulum sayisi ve ECOG verilerine

ulagilamamis olup, IPI skoru hesaplanamamistir. Klinik verilerine ulasilabilen
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36 olgunun 9 (%20)’u Ann-Arbor evre 1, 6 (%13,3)’s1 Ann-Arbor evre 2, 14
(%31,1)’t Ann-Arbor evre 3, 7 (%15,6)’si Ann-Arbor evre 4°tiir.

Laboratuvar verilerine ulasilabilen 36 hastadan 12 (%26,7)’sinin LDH diizeyi
diisiik, 24 (%53,3)’linlin LDH diizeyi ytiksektir.

36 olgunun ekstranodal tutulum sayis1 degerlendirilebilmis olup 0-4 arasinda
degismektedir.

36 olgudan 33 (%73,3)’linlin ECOG skoru 1, 3 (%6,7)’linlin ECOG skoru
2’dir.

Yas, Ann-Arbor evre, LDH diizeyi, ECOG, Ekstranodal tutulum sayisi
parametrelerine goére 36 olgunun IPI skoru hesaplanmistir. 36 olgudan 9
(%20)’u IPI skoruna gore diistik risk, 9 (%20)’u diistik-orta risk, 12 (%26,7)’s1
yiiksek-orta risk, 6 (%13,3)’s1 yiiksek risk kategorisindedir.
Immiinohistokimyasal incelemede olgularin 9 (%20)’u CD10 pozitif, 32
(%71,1)’'t MUMI1 pozitiftir.

Olgularin 39 (86,7)’sinde BCL6 ekspresyonu ve FISH ile 18 (%40)’inda
BCL6 translokasyonu, 8 (%17,8)’'inde BCL6 kopya sayisi artisi, 4
(%8.,9)’'unda BCL6 monozomisi saptanmistir. BCL6 ekspresyonu ile BCL6
translokasyon veya kopya sayist artig1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iligk1 yoktur.

Olgularin SP66 ile 34 (%75,6)’linde, “’clone 124 ile 32 (%71,1)’inde BCL2
ekspresyonu saptanmistir. FISH ile olgularin 3 (%6,7)’tinde BCL2
translokasyonu, 14 (%31,1)’inde BCL2 kopya sayis1 artist, 4 (%8,9)’unda
BCL2 monozomisi saptanmistir. BCL2 ekspresyonu ile BCL2 translokasyon
veya kopya sayisi artist arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski yoktur.
CMYC protein ekspresyonu olgularin 21 (%46,7)’inde saptanmistir. FISH ile
olgularin 5 (%11,1)’inde MYC translokasyonu, 10 (%22,2)’unda MYC kopya
sayist artist, 5 (%11,1)’inde MYC monozomisi gozlenmistir. CMYC protein
ekspresyonu ile MYC translokasyonu veya kopya sayist artigt arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki gbzlenmemistir.

Olgularin Ki-67 proliferasyon indeksleri %40-%100 arasinda degismekte
olup, ortalama %76,2’dir. Olgularin %401, %90 ve tizeri Ki-67 proliferasyon

indeksine sahiptir.
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CD30 immiinohistokimyasal belirleyicisi ile %1 esik degerine gore olgularin
11 (%24,4)0 pozitiftir. Olgularin ekspresyon oranlart %1-%70 arasinda
degismektedir. %10 esik degerine gore ise 8 (%17,7) olgu pozitiftir.

Yapilan istatiksel analizlerde CD30 ile tiim klinik, histopatolojik ve molekiiler
parametreler arasindaki iliski degerlendirilmistir. CD30 ekspresyonu (%10
esik degerine gore) ile Ki-67 (%90 esik degerine gore) arasinda istatiksel
olarak anlaml iligski bulunmustur (p=0,045). Ayrica CD30 (%10 esik degerine
gore) pozitif olgularin %75’inde, Ki-67 proliferasyon indeksi (%90 esik
degerine gore) yiiksektir.

CD30 (%1 esik deger) pozitifligi ile BCL6 ekspresyonu arasinda istatiksel
olarak anlamli iliski saptanmistir (p=0,025). BCL6 negatif 6 olgunun 4
(%66,6)’1 CD30 (%1 esik deger) pozitiftir. BCL6 pozitif 39 olgunun ise 7
(%17,9)’si CD30 (%1 esik deger) pozitiftir. BCL6 ekspresyonu ile CD30 (%1
esik deger) arasinda ters iliski vardir.

Istatiksel olarak anlamli iligki bulunmasa da analizlerde CD30 (%1 esik deger)
pozitif ¢ogu olguda, MYC translokasyonu veya kopya sayis1 artig1
goriilmemistir (p>0,05).

Nodal orjinli olgularda (nodal ve sekonder ekstranodal) her iki klonla da
BCL2 ekspresyonu, primer ekstranodal olgulara gore daha siktir (p=0,003).
Nodal olgularin %84’iinde BCL2 pozitifligi gdzlenirken, primer ekstranodal
olgularin %33,3’tinde BCL2 pozitifligi mevcuttur.

Primer ekstranodal olgularda, nodal ve sekonder ekstranodal olgulara gore
daha diisiik evre, LDH diizeyi ve IPI skoru izlenmistir (sirasiyla p degerleri:
0,000; 0,002; 0,000).

Morfolojik tip ile klinik, immiinohistokimyasal, molekiiler ve diger
histopatolojik bulgular istatiksel analiz ile karsilagtirilmig, anlamli iliski
saptanmamustir (p>0,05).

Molekiiler alt tip ile BCL2 nin her iki klonu arasinda istatiksel olarak anlaml
iliski bulunmustur. Non-GCB tipte BCL2 ekspresyonu daha sik gozlenmistir.
“’SP66°° klonu ile 30 Non-GCB tipte olgunun 28 (%93,3)’inde BCL2
pozitifligi izlenmis olup, 15 GCB tipte olgunun sadece 6 (%40)’sinda
pozitiflik mevcuttur (p=0,000).
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Molekiiler alt tip ile “’Double ekspressor (CMYC ve BCL2)’’ arasinda
istatiksel olarak anlamli iligki bulunmustur (p=0,004). “’Double ekspressor’’
kategorideki 16 olgunun 15 (%93,7)’i Non-GCB alt tiptedir.

BCL2 ekspresyonu ile Ann-Arbor evre arasinda istatiksel olarak anlamli iliski
saptanmistir. BCL2 SP66 ile evre 4 gruptaki 7 olgunun 7 (%100)’sinde
pozitiflik gozlenirken, evre 1 gruptaki 9 olgunun 3 (%33,3)’linde pozitiflik
izlenmistir (p=0,005). Yiiksek evre olgularda BCL2 ekspresyonunun her iki
klonla da daha sik oldugu gozlenmistir.

BCL2’nin her iki klonu ile Hans algoritmasinda Non-GCB tip tayininde
kullanilan MUMI1 ekspresyonu arasinda istatiksel olarak anlamli iligki
saptanmistir. SP66 ile MUMI1 pozitif 32 olgunun 29 (%90,6)’unda BCL2
pozitifligi mevcuttur (p=0,001).

BCL2, SP66 ile CD10 ekspresyonu arasindaki iligki istatiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bulunmustur (p=0,028). Hans algoritmasinda
GCB tip smiflamasinda kullanilan CD10 ekspresyonu olan olgularda, BCL2
ekspresyon siklig1 azdir. CD10 negatif olgularin %83,3’tinde BCL2 pozitifligi
izlenmis olup, CD10 pozitif olgularin sadece %44,4’tinde BCL2 pozitifligi
mevcuttur.

CMYC  protein  ekspresyonu ile tim  klinik,  histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve molekiiler bulgular karsilagtirilmig, sadece CD10
ekspresyonu ile istatiksel olarak anlamli iligki bulunmustur (p=0,025). CMYC
pozitif 21 olgunun 20 (%95,2)’sinde CD10 negatiftir.

Molekiiler ¢alismalarda; FISH ile BCL6 analiz sonuglar ile FISH ile BCL2
analiz sonucglar1 arasinda istatiksel olarak anlamli iliski gozlenmistir
(p=0,001). BCL6 polizomisi olan olgularin %80’inde BCL2 polizomisi de
eslik etmektedir. BCL2 kopya sayist artist olan 14 olgunun 12 (%85,7)’sinde
BCL6 kopya sayist artis1 veya translokasyonu eslik etmektedir. BCL6 kopya
sayist artigt olan 8 olgunun 6 (%75)’sinda BCL2 kopya sayisi artigi veya
translokasyonu eslik etmektedir. BCL6 translokasyon veya kopya sayisi
artisinin, BCL2 translokasyon veya kopya sayisi artist ile siklikla birliktelik

gosterdigi izlenmektedir.
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BCL6 ve MYC FISH analiz sonuglari arasinda istatiksel anlamli iligki
saptanmistir (p=0,01). MYC polizomisi olan 10 olgunun 9 (%90)’unda BCL6
translokasyon veya kopya sayisi1 artisi eslik etmektedir.

BCL2 ve MYC FISH analiz sonuglar1 arasinda da istatiksel olarak anlamli
iligki bulunmustur (p=0,001). BCL2 translokasyonu olan 3 olgunun 2
(%66,6)’sinde MYC monozomisi, 1 (%33,4)’inde MYC polizomisi eslik
etmektedir. BCL2 polizomisi olan 9 olgunun 5 (%55,6)’inde MYC polizomisi
eslik etmektedir.

BCL2 ve BCL6 kopya sayist artiginda birliktelik 6 vakada mevcut olup, 4
olguda her iki gende polizomi, 2 olguda trizomi goriilmiistiir. Ayrica 2 olguda,
BCL2 ve BCL6 genlerinin her ikisinde monozomi saptanmaistir.

MY C ve BCL6 kopya sayisi artiginda birliktelik 3 vakada mevcut olup, her iki
gende polizomi izlenmistir. Ayrica 2 olguda, MYC ve BCL6 genlerinin her
ikisinde monozomi saptanmistir.

MYC ve BCL2 kopya sayisi artisinda birliktelik 5 vakada mevcut olup, her iKi
gende polizomi izlenmistir. Ayrica 2 olguda, MYC ve BCL2 genlerinin her
ikisinde monozomi saptanmustir.

Molekiiler tipler arasinda BCL2, BCL6, MYC translokasyon ve kopya sayisi
artist goriilme sikligr agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(p>0,05).

MYC translokasyon veya kopya sayisi artist ile Ann-Arbor evre arasinda
istatiksel anlamli iliski saptanmistir. Ann-Arbor evre 4 olan 7 olgunun 5
(%71)’inde MYC translokasyonu veya kopya sayisi artist mevcuttur
(p=0,044). Evre 1 gruptaki 9 olgunun ise 2 (%22)’sinde MYC translokasyon
veya kopya sayist artist mevcuttur. MYC translokasyon veya kopya sayisi
artisinin yiiksek evre ile korele oldugu saptanmustir.

MYC translokasyon veya kopya sayisi artist ile LDH diizeyi arasinda
istatiksel olarak anlamli iliski mevcuttur (p=0,031). MYC translokasyon veya
kopya sayis1 artis1 olan 12 olgunun 11 (%91)’inde LDH diizeyi yiiksek

saptanmigtir.
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BCL2, BCL6 ve MYC gen anormallikleri ile IPI skoru, Ki-67 proliferasyon
indeksi ve diger parametrelerle istatiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmamistir (p>0,05).

Sonug¢ olarak; DLBCL, NOS kategorisi heterojen bir hastalik grubudur.
Hastalar agisindan prognostik farkliliga neden olabilecek faktorlerin bilinmesi
onemlidir. Calismamizda 45 DLBCL, NOS olgusunda molekiiler alt tipler
belirlenerek, BCL6, BCL2, CMYC protein, CD30 ekspresyonlar1 ve FISH
analizi ile saptanan BCL6, BCL2, MYC gen anormallikleri
degerlendirilmistir. Immiinohistokimyasal yontemle belirlenen protein
ekspresyonlar1 ile FISH ile saptanan gen anormallikleri arasinda korelasyon
saptanmamustir (p>0,05). Molekiiler alt tiplerden Non-GCB tipte BCL2
ekspresyonu ve BCL2-CMYC double ekspresyonu daha sik saptanmistir
(p<0,05). Prognoza etkisi hala kesin olarak bilinmeyen CD30
ekspresyonunun goriildiigii olgularda, MYC translokasyon ve kopya sayisi
artis1 nadirdir (p>0,05). MYC gen anormallikleri ¢calismamizda da literatiir ile
benzer sekilde yiiksek evre ve LDH diizeyi ile korelasyon gosterdiginden kotii
prognostik faktorlerdendir (p<0,05). CD30’un MYC gen anormallikleri ile
birlikte goriilmemesi, CD30 ekspresyonunun iyi prognozla iliskili oldugunu
diistindiirmiistiir. Calismamizda BCL2, BCL6, MYC gen anormalliklerinin
siklikla birliktelik gosterdigi saptanmistir (p<0,05). Bu durumun prognoz
tizerine muhtemel kotii etkisi, bu birlikteligin sikligi ve nedenleri konusunda
daha ¢ok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Olgularda CD30 ekspresyon
durumu, double ekspresyon durumu, BCL6, BCL2, MYC kopya sayisi
artiglariin giinliik pratikte analiz edilmesi ve bilinmesinin DLBCL, NOS
olgularinda prognozun 6ngoriilebilirligini arttiracag: diigiiniilmektedir. Ayrica
CD30 ekspresyonu durumunda hedefe yonelik tedavi secenegi ve koti
prognoz gosteren hastalarda agresif tedavi segenekleri mevcut oldugundan, bu
gibi prognostik faktorlerin  bilinmesi tedavinin sekillenmesine fayda

saglayacaktir.
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