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DIFFUZ BUYUK B HUCRELi LENFOMALARDA K-RAS MUTASYONU VE C-
MYC ASIRI EKSPRESYONUNUN PROGNOZA ETKIiSi

OZET

Amagc: Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar (DBBHL) koétii seyirli lenfomalarin prototipidir.
Erigkinde goriilen Hodgkin dis1 lenfomalarin (HDL) yaklasik olarak % 30-40’1m1 olusturur.
DBBHL da siklikla ¢esitli genetik anormallikler, translokasyon, delesyon, duplikasyon ve
diger tanimlanmamis karyotip bozukluklar1 ile karsilagiimaktadir. Bu anormalliklerin
hastaligin gelisimi ve prognozu iizerine degisik etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
calismanin amaci DBBHL hastalarinda k-ras mutasyonu ve c-myc asirt ekspresyonu

varligin1 ve prognoza etkisini arastirmaktir.

Hastalar ve Yontem: Calismaya lenf nodu biyopsisi DBBHL olarak raporlanan 28 hasta
ve lenf nodu biyopsisi reaktif olarak gelen 29 kisi kontrol grubu olarak alindi. Retrospektif
olarak hasta kayitlarindan; cinsiyet, tan1 anindaki yas, hastaligin evresi, splenomegali,
kemik iligi tutulumu, balki durumu, tutulan ekstranodal bdlge sayisi, performans durumu,
laktat dehidrogenaz diizeyi, aldig1 kemoterapi ve radyoterapi, kiir sayisi, tedavi yaniti,
otolog kemik iligi nakli olup olmamasi ile ilgili veriler elde edildi. Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda hasta ve kontrol grubunun parafin bloklarina ulasildi. Buradan alinan 6rneklerde
Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda k-ras mutasyonu ve c-myc ekspresyonu analiz edildi. C-
myc ve k-ras degerlerinin toplam ve hastaliksiz sagkalima olan etkisini degerlendirmede

Kaplan-Meier yontemi kullanildi ve Log-Rank testi ile karsilagtirmalar yapildi.

Bulgular: 28 hastanin 3’tinde (% 10,7) k-ras mutasyonu tespit edildi. Geriye kalan
hastalarda ve kontrol grubunda mutasyona rastlanmadi. K-ras mutasyonu saptananlarda
ortalama sagkalim siiresi 28 ay iken, mutasyon saptanmayan hastalarda bu siire 49 ay
olarak bulundu. iki grup arasinda gdzlenen bu fark istatistiksel olarak anlaml degildi
(p=0.093). K-ras mutasyonu olanlarda ortalama hastaliksiz sagkalim siiresi 17,6 ay iken
mutasyon saptanmayan hastalarda 45 ay olarak tespit edildi. Hastaliksi1z sagkalim agisindan

iki grup arasinda rakamsal olarak fark olsa da istatistiksel acidan 6nemli degildi (p=0.072).
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C-myc asirt ekspresyonu hastalarin 17’sinde (% 61) saptandi. Asirt ekspresyon olmayan
hastalarla toplam sagkalim agisindan anlaml fark yoktu. Hastaliksiz sagkalim siirelerine
bakildiginda da iki grup arasinda anlamli fark yoktu. Erkek hastalarin ortalama genel
sagkalimi 33 ay iken, kadin hastalarin 65 ay idi. Aradaki fark anlamliyd: (p=0,006). Erkek
hastalarin ortalama hastaliksiz sagkalim stiresi 23 ay; kadin hastalarin ise 64 ay idi. Arada
anlaml1 fark bulundu (p=0,003). Asir1 ekspresyon sinir degeri 2,48 alindiginda c-myc asir1
eksprese eden grupta tam remisyon orant % 30 iken etmeyen grupta % 69 idi. Aradaki fark

istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,02).

Sonu¢: K-ras varliginin ve c-myc asir1 ekspresyonunun DBBHL hastalarinda toplam ve
hastaliksiz sagkalim iizerine etkisinin olmadig: tespit edildi. C-myc asir1 ekspresyonunun
tam remisyona girme agisindan olumsuz bir faktoér oldugu goriildii. Bu ¢alismada cinsiyetin
toplam ve hastaliksiz sagkalimi etkiledigi ve kadin cinsiyetin daha iyi prognoza sahip

oldugu bulundu.

Anahtar kelimeler: Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, k-ras, c-myc



IMPACT on PROGNOSIS of K-RAS MUTATION and C-MYC
OVEREXPRESSION at DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMAS

ABSTRACT

Objective: Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the prototype of aggressive
lymphomas. It is a kind of adult non-Hodgkin's lymphomas (NHL) form an approximately
30 to 40 %. Various genetic abnormalities often translocation, deletion, duplication and
other unspecified karyotype abnormalities are encountered in DLBCL. These abnormalities
are stated to have an effect on progress of the disease and the prognosis with various levels.
The aim of this study is to investigate the presence and impact on prognosis of k-ras

mutation and c-myc overexpression in patients with DLBCL.

Patients and Methods: This study involved 28 patients with a diagnosis of DLBCL and 29
healthy volunteers, whom diagnostic lymph node biopsy were reactive, were included as a
control group. Once accepted into the study; age, sex, stage of disease, splenomegaly, bone
marrow involvement, balky status, extranodal number of regions, performance status,
lactate dehydrogenase level, received chemotherapy and radiotherapy, number of
chemotherapy cycle, treatment response, autologous bone marrow transplantation, whether
in terms of were evaluated. Paraffin blocks were achieved for patients and the control group
in the Department of Pathology. The samples were analyzed in the Department of Medical
Genetics for k-ras mutations and c-myc expressions. Kaplan-Meier method was used in the
evaluation of the effects of c-myc and k-ras on the sum of and disease free survival. But

comparisons were made with the Log-Rank test.

Findings: Of the 28 patients, three (10.7 %) k-ras mutations were detected. No mutations
were detected in the control group and remaining patients. K-ras mutations that cases with
an average survival time of 28 months, while those without the mutation was found to be
49 months this time. There was no significant difference in survival between the two
groups. K-ras mutations in patients with an average duration of disease-free survival of
17.6 months, while those without the mutation has been identified as 45 months. Disease-

free survival did not differ significantly between the two groups (p=0.072).
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C-myc overexpression in 17 patients (61 %) was detected. In patients without
overexpression was no significant difference in terms of overall survival. Regarding
disease-free survival also there was no significant difference between the two groups.
Median overall survival was 33 months in male patients, while 65 months in female
patients. The difference was significant (p = 0.006). Median disease-free survival time was
23 months in male patients although 64 months in female patients. The difference was
significant (p = 0.003). At the cut-off 2,48; complete remission rate was 30 % in c-myc
overexpression group, while 69 % in remaining group. The difference was significant (p =

0.02).

Results: The presence of k-ras and c-myc overexpression in patients with DLBCL has no
effect on overall and disease-free survival. C-myc overexpression is a negative factor in
terms of complete remission. In this study, gender was found to be effective on the overall

and disease free survival meanwhile female gender was found to have a better prognosis.

Key Words: Diffuse large B-cell lymphoma, k-ras, c-myc
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1. GIRIS ve AMAC

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL) eriskinlerde en sik goriilen lenfoid neoplazi
olup, tiim diinyada her yil yaklasik 30.000 yeni olgu tan1 almaktadir. Tim Hodgkin dist
lenfomalarin (HDL) % 40°1n1 DBBHL olusturmaktadir (1).

Lenfomalarda hastalifin seyrinin tahmininde uzun zamandir prognostik risk skorlama
sistemleri kullanilmaktadir. Bu amagla tedavi dncesi elde edilen fizik muayene bulgulari,
laboratuvar parametreleri, goriintiileme bulgular1 ve biyopsi sonuglar1 kullanilir. Hastaligin
yayilimi, prognozu ve tiimdriin planlanan tedaviye verecegi yanit kabaca tahmin edilse de

elde edilen sonuglar klinikte arzulanan etkinligi saglayamamaktadir (2).

Antrasiklin tiirevi kemoterapilerin kullanilmasina ragmen siirekli remisyon, hastalarin
ancak % 40-50’sinde elde edilebilmektedir (3). Yogun kemoterapi uygulanan hastalar
gereksiz yan etkilere maruz kalirken, yetersiz bir tedavi yaklasiminda ise hastaligin

tekrarlama olasilig1 artmaktadir (4).

Son yillarda DBBHL konusundaki ¢aligmalar 6zellikle farkli prognostik belirteglerin ve
farkli risk gruplarinin belirlenmesi ve bu yolla yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

izerine yogunlagmustir.

Bir¢ok kanserin, proto-onkogen aktivasyonu veya mutasyonu sonucu olustugu

bilinmektedir. Insanlarda goriilen kanserlerde en sik rastlanan onkogenler ras ailesi



iiyeleridir. Bu amagla k-ras, h-ras ve n-ras gibi drnekler iizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir

(5).

Myc protein ekspresyonu ise DBBHL vakalarinin biiyiik bir kisminda goriilmektedir. Bazi
calismalarda asir1 ekspresyonun kotii prognoz ile iligkilendirildigi goriilmiistiir. Ancak bu
olumsuz etkinin tek basma myc degisikliklerinden mi yoksa farkli mutasyonlar ve

mekanizmalarla birlikte mi gelistigi heniiz netlik kazanmamustir (6).

Bu c¢alismada; DBBHL lar icin risk faktorlerinin belirlenmesi ve genetik degisikliklerin
tanimlanmasi, gelecekte standart tedavilerle basarisiz olunan alt gruplarin daha 1iyi
yonetilmesi ve hedefe yonelik tedavilerin belirlenmesi icin DBBHL’larda k-ras mutasyonu

ve c-myc asir1 ekspresyonunun prognoza etkisinin olup olmadigi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. LENFOMALAR

Bagisiklik sisteminin malign hastaliklari; kemik iligindeki immatiir lenfoid hiicrelerden
veya ekstramediiller lenfoid dokulardaki daha olgun lenfoid hiicrelerde olusan bazi genetik
degisiklikler sonucu gelisir. Ekstramediiller lenfoid dokudan gelisen lenfoid maligniteler
lenfoma olarak adlandirilir. Istemsiz olarak ¢ogalan lenfoid hiicrelerin periferik kanda ve
kemik iliginde de tespit edilir hale gelmesi ile 16semik formdan bahsedilir. Lenfomalar
genel olarak Hodgkin lenfoma (HL) ve Hodgkin dis1 lenfomalar (HDL) olarak iki biiyilik

gruba ayrilarak incelenir (7).
2.1.1. Hodgkin Lenfoma (HL)

1832 yilinda Thomas Hodgkin tarafindan yayinlanan makalede; yedi hastada sifiliz,
inflamasyon ve tiiberkiilozdan farkli olan semptomlar bildirilmistir (8). 1902 yilinda
Dorothy Reed, Hodgkin Lenfomaya 6zgiin olan mononiikleer Hodgkin hiicrelerini ve

multintikleer Reed-Stenberg hiicrelerini tanimlamistir (9).

Son yillarda Hodgkin lenfoma (HL) insidansinda hafif bir artma dikkat ¢ekmektedir. Genel
bir degerlendirme yapildiginda, HL tiim kanser olgularmin % 1’ini, tiim lenfoma

olgulariin ise % 14’iinii olusturmaktadir (10).



Hodgkin lenfoma etiyolojisinden sorumlu oldugu diisiiniilen ¢ok sayida faktor
tanimlanmustir. Genetik faktorler, sosyoekonomik durum, immiinsupresyon, basta Ebstein-
Barr virlis (EBV) olmak flizere cok sayida viriis, ¢evresel ve mesleki etkenler bu

faktorlerden bazilaridir (11).

Hodgkin lenfoma % 90 olguda agrisiz ve lastik kivaminda lenf nodu (LN) biiyiimesi ile
ortaya ¢ikar. Hastalik genellikle supradiafragmatik lenf nodlarindan baglar. Olgularin % 50-
60’inda mediastinal lenf nodu tutulumu vardir. % 10-20 olguda tek basina

infradiafragmatik hastalik seklinde baslayabilir (12).

Erken evre hastalikta mevcut tedaviler ile uzun sureli sagkalim (% 90) elde edilebilirken,
ileri evre hastalikta bu oran daha diistiktiir (% 50-60) (13). HL’da kullanilan iki primer

tedavi radyoterapi ve kombinasyon kemoterapisidir.
2.1.2. Hodgkin Dis1 Lenfomalar (HDL)

Hodgkin dis1 lenfomalar; lenfositlerden koken alan heterojen bir malignite grubudur.
Lenfositler, hematopoetik kok hiicrelerden gelisirler ve hiicre yiizey reseptorlerine gore
farklt morfolojiler gosterirler. Lenfoid tiimor hiicreleri, farklilasma asamasinda duraksamis
bu onciil hiicrelerin klonal cogalmasindan olusan malign formlardir. Kromozomal
translokasyonlar, HDL olgularinin % 90’1inda gosterilmistir. Molekiiler diizeyde, eslik eden
kromozomal kayiplar ve mutasyonlar olsun ya da olmasin, bu translokasyonlar, onkojen

aktivasyonunu veya tiimor baskilayici gen inaktivasyonunu hizlandirir (14).
2.1.2.1. Epidemiyoloji

Hodgkin dis1 lenfomalarin insidansinda artis, gelismis iilkelerde ve bati toplumlarinda Asya
ve Afrika’dan daha fazladir (10). Bat1 iilkeleri ile karsilastirildiginda Tiirkiye’de HDL ile
daha gen¢ yasta karsilasilmaktadir. Erkeklerde daha siktir. Beg biiylik merkezin verileri
toplandiginda 3704 hastanin % 80.1’1t HDL, % 19.9’u HL olarak bildirilmistir. Tiim
lenfomalar igerisinde en sik goriilen histopatolojik tiplerin siras1 ile DBBHL (% 30.1),
kiiciik lenfositik lenfoma (KLL) (% 10.4) ve folikiiler lenfoma (FL) (% 5.6) oldugu
bildirilmistir (15).



2.1.2.2. Etyoloji

Hodgkin dis1 lenfoma etyolojisi bazi tipler disinda kesin bilinmemektedir (16). Cevresel
ajanlar ve kazanilmis genetik bozukluklarin hastaligin etyolojisinde yeri oldugu
diisiiniilmektedir. Enfeksiyon durumuna bagli olarak epidemik Burkitt lenfoma (BL) hemen
daima EBYV ile iliskiliyken; sporadik BL’da EBV pozitifligi % 10-30 arasinda degisiklik
gosterir (17). Konjenital (primer) immiin yetmezlikli hastalarin hayatlarinin bir déneminde
malign hastalik gelisme ihtimali % 25 iken bunlarm yarist HDL'dir. Organ
transplantasyonu, kok hiicre nakli ve otoimmiin hastaliklarda kullanilan immiinsupresif
tedavinin de HDL olusum riskini artirdigi kanitlanmistir (18). Hepatit C viriisii (HCV) E2
proteininin kronik antijenik uyarisinin, poliklonal B hiicre ¢ogalmasina yol acarak lenfoma
gelisiminden sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Lenfoma hastalarinda HCV prevalanst %

13°tiir (19).
2.1.2.3. Simiflandirma

Hodgkin dis1 lenfomalar klinik ve patolojik olarak ¢ok heterojen hastaliklardir. Dolayisiyla
histopatolojik siniflama; lenfomalarin biyolojik davranislarinin, prognozlarmin ve tedavi
protokollerinin standardizasyonu i¢in 6nemlidir. Klinik, histolojik ya da immiinolojik
ozellikler goz oniine alinarak pek ¢ok siniflama yapilmissa da halen kusursuz bir siniflama

yoktur (16).

Lenfoid maligniteler i¢in halen yaygin olarak kullanilan Diinya Saglik Orgiitii (DSO-WHO)
siniflamasinda; B hiicreli, T / Naturel Killer (NK) hiicreli ve Hodgkin lenfoma olmak tizere
ii¢ ana baslik olusturulmustur. B hiicreli ve T / NK hiicreli malign hastaliklar ‘prekiirsor ve
olgun’ olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. WHO simiflamasinda bir diger siniflama olan
Working Formulation (WF)’dan farkli olarak lenfomalarin klinik seyir 6zelliklerinden ¢ok

patolojik ozelliklerine vurgu yapilmistir (20) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Hodgkin Dis1 Lenfomada DSO Siniflamasi (20)

B Hiicre Neoplazileri

Prekiirsor B hiicre neoplazileri
Prekiirsor B hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma

B lenfoblastik I6semi/lenfoma (tekrarlayan genetik anomalilerle iligkili)

Olgun (Periferal) B hiicre neoplazileri
Kronik lenfositik 16semi/ B hiicreli kii¢lik lenfositik lenfoma
B hiicreli prolenfositik 16semi
Lenfoplazmositik lenfoma
Splenik marjinal zon B hiicreli lenfoma
Tiiyld hiicreli 16semi
Diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma

Burkitt lenfoma/losemisi

T ve NK (Naturel Killer) hiicre neoplazileri

Prekiirsor T hiicre neoplazileri

Prekiirsor T lenfoblastik 16semi/lenfoma (Prekiirsor T akut lenfoblastik 16semi)

Olgun (Periferik) T hiicre neoplazileri
T hiicreli prolenfositik 16semi
T hiicreli biiyiik grantiler lenfositik 16semi
Agresif NK hiicreli 16semi
Adult T-cell lymphoma/leukemia (HTLV-1+)
Ekstranodal NK/T hiicreli lenfoma, nazal tip
Enteropati Tip T hiicreli lenfoma
Subkutan pannikiilit benzeri T hiicreli lenfoma
Mycosis fungodies/Sezary sendromu
Primer kutandz anaplastik biiylik hiicreli lenfoma
Siniflanamayan periferik T hiicreli lenfoma
Anjioimmunoblastik T hiicreli lenfoma
Primer sistemik anaplastik biiytlik hiicreli lenfoma

Hepatosplenik gamma/delta T hiicreli lenfoma




Biyolojik davraniglarina gore HDL; indolent, agresif, yiiksek derecede agresif ve lokalize
indolent olarak gruplandirilmistir (21) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Biyolojik Davranislarina Gore Lenfomalar (21)

indolent Lenfomalar Agresif Lenfomalar
e Follikiiler Lenfoma o Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
e Kiigiik lenfosittik lenfoma e Periferal T hiicreli lenfoma
e Lenfoplazmositik lenfoma Yiiksek Derecede Agresif Lenfomali

Mantle hiicreli lenf ;
* entoma e Burkitt lenfoma

e Splenik marjinal zone B hiicreli e Lenfoblastik Lenfoma

lenfomasi

¢ Nodal marjinal zone B hiicreli Lokalize indolent Lenfomalar

lenfi i I
cniomasi e Ekstranodal marjinal zone B hiicreli

e Mikozis fungoides lenfoma

* T hicre graniiler lenfosit 1osemi e Primer kutandz anaplastik biiyiik hiicreli

lenfoma

2.1.2.4. Evreleme

Hodgkin dis1 lenfoma evrelemesinde HL icin gelistirilen Ann Arbor evreleme sisteminin
Cotswolds modifikasyonu kullanilir (Tablo 2.3). Evreleme yaparken hastaligin anatomik
yayilimi ve eslik eden sistemik belirtilerin olup olmadigr dikkate alinir (22). Genel olaral

lokalize hastaligin (evre I-II) seyri; ileri evre (evre I1I-1V) hastaliga gore daha iyidir.




Tablo 2.3. Ann Arbor evreleme sisteminin Cotswolds modifikasyonu (22)

EVRE 1 Bir tek lenf nodu bodlgesi veya lenfoid yapi1 tutulumu (6rn: dalak, timus, Waldayer halkasi)

EVRE 11 Diafragmanin ayni tarafinda iki ya da daha fazla lenf nodu bélgesinin tutulmast ( mediastinal

alan tek bolge olarak kabul edilir, hiler LN alanlari sag ve sol olarak ayrilir)

EVRE II1 Diafragmanin her iki tarafinda da lenf nodu bélgelerinin tutulumu

III-1 | Diafragma altindaki hastalik iist abdominal bélge tutulumu gosteriyorsa, splenik,

¢olyak veya portal lenf nodlarini igeren tutulum

III-2 | Paraaortik, iliak veya mezenterik lenf nodlarimin tutulumu. Ust abdominal bélge

tutulumu olabilir veya olmayabilir

EVRE IV Ekstralenfatik organlardan veya dokulardan birinin lenf nodututulumuya da tutulumsuz yaygin

veya ilerlemis hastaligi

A: Sistemik semptom yok.

B: Son 6 ay iginde bazal viicut agirliginin %10’undan daha fazlasinin kaybi, yineleyen ve agiklanamayan
38°C’nin iizerindeki ates, yineleyen gece terlemeleri

X: Balky hastalik; mediastenin %33 ten fazla geniglemesi ya da 10 cm’den biiyiik kitle

E: Ekstranodal tutulum

2.1.2.5. Klinik Ozellikler ve Tam

Hodgkin dis1 lenfomalarin en sik goriilen baslangic bulgusu siklikla servikal,
supraklavikular ve aksiller bolgelerde gelisen agrisiz lenfadenopatilerdir (23). Olgularin
yaklasik % 30’unda tani sirasinda ates, kilo kaybi, terleme gibi sistemik belirtiler de
bulunabilir. Bu belirtilerin bulunmas1 B semptomlar1 varligi olarak adlandirilir ve kot
prognoz bulgusu olarak kabul edilir (1). Tan1 sirasinda degisen derecelerde sitopenilere de
rastlanabilir. Bu durum yaygin kemik iligi tutulumu sonucu olabilecegi gibi immiin
(hemolitik anemi/lokopeni/trombositopeni) veya immiin olmayan (hipersplenizm)
nedenlerle de gelisebilmektedir. HDL’larin 6nemli bir klinik bulgusu da ekstranodal
tutulumun sik goriilmesidir. En sik ektranodal tutulum bolgesi de gastrointestinal sistem ve

Waldeyer halkasidir (24).

Hodgkin dis1 lenfomalarda, biyopsi disinda tan1 koydurucu nitelikte bir laboratuar bulgusu
yoktur. Beta 2 mikroglobulin (32M) ve laktat dehidrogenaz (LDH) yiiksek bulunabilir ve
prognozun kotli oldugunu gosterir. Lenfoma tanisinm1 dogrulamak icin etkilenmis bir lenf

nodunun eksizyonel biyopsisi yapilir ve histolojik olarak incelenir. Ekstranodal yerlesimli




hastalikta ise tutulmus bolgeden uygun bir biyopsi alinir. Histolojik tan1 konmus hastalarda

evrelemek i¢in, kemik iligi biyopsisi yapilmalidir (25).
2.1.3. Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma (DBBHL)

Diffliz biiyilk B hiicreli lenfomalar agresif lenfomalarin prototipidir. Eriskin HDL’larin
yaklasik olarak % 30-40’m olusturur (26). Ilk kez ‘Revised Europian Lymphoma Study
Group’ (REAL) siniflamasinda ayr1 bir lenfoma tipi olarak tanimlanmigtir. En son Diinya
Saglhik Orgiiti (WHO) simiflamasinda yine ayr1 bir tip olarak ve eklenen alt tipleriyle
birlikte yerini almistir (20) (Tablo 2.4).

Bir¢ok morfolojik ve fenotipik tiiriiniin olusu hastalik prognozunun ve tedavi stratejisinin
zor belirlenmesine yol agmaktadir (26). HDL’nin en genis grubu olan DBBHL c¢ocuklar
dahil her yas grubu ve her iki cinsiyette goriilebilmekle beraber siklikla orta ve ileri

yaslarda goriilmekte; erkeklerde kadinlara nazaran daha sik goriilmektedir (27).

Klinik olarak kotii seyirli bir lenfoma olan diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar lenf nodu
ve/veya ekstranodal alanlarda goriiliir. En sik ekstranodal tutulum alanlar1 gastrointestinal
bolge, cilt, kemik iligi, paranazal sinusler, tiroid, merkezi sinir sistemi, karaciger ve dalak
gibi bolgelerdir (23). Ancak bagvuru sirasinda kemik iligi ve/veya periferik kan tutulumu
nadirdir (28). DBBHL’da hastalar tipik olarak hizli biiyliyen lenfadenopati sikayeti ile
bagvurur. Tutulan lenf nodu bdlgesi siklikla boyun, mediasten ya da abdomendedir.
Sistemik B semptomlar: (ates, kilo kaybi ve gece terlemeleri) hastalarin % 30’unda

goriiliirken, LDH yiiksekligi hastalarin yarisindan fazlasinda mevcuttur (1).

DBBHL’da malign B lenfositleri lenf diigiimiiniin normal yapisin1 ya da lenf diigiimii
disindaki bir bolgeyi yaygin olarak infiltre ettikleri i¢in bu sekilde tanimlanmigtir. Hiicreler
biiyiik transforme lenfositler olup ileri morfolojik tiplerine ayrilirlar. Histomorfolojik olarak
DBBHL’nin anaplastik, sentroblastik, immiinoblastik ve T hiicreden zengin
histiyositik B hiicreli lenfoma olmak iizere g¢esitli varyantlar1 mevcuttur. Fakat son
yillarda gelistirilen lenfoma siniflama sistemlerinde bu histomorfolojik varyantlarin

higbirisinin ayr1 olarak prognostik bir onemi saptanamamistir (29).



Tablo 2.4. WHO 2008 siniflamasina gore DBBHL varyantlari, altgruplar: ve alttipleri (20)

Diffiiz Bilyiik B Hiicreli Lenfoma, baska yerde siniflandirilamayan

Yaygin morfolojik varyantlar
Sentroblastik
Immiinoblastik
Anaplastik

Nadir morfolojik varyantlar

Molekiiler altgruplar
Germinal merkez B-hiicre (GMB) benzeri

Aktive B-hiicre (AB) benzeri

Immiinolojik altgruplar
CD5-pozitif DBBHL
Germinal merkez B-hiicre benzeri (GMB)

Germinal merkez B-hiicre benzeri disi1 (AB veya non-GMB)

DBBHL alttipleri
T-hiicre/histiyositten zengin biiyiik B hiicreli lenfoma
Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin primer DBBHL’s1
Primer kutan6z DBBHL, bacak tipi
Yaslilarda EBV pozitif DBBHL

Diger biiyiik B-hiicreli lenfomalar (BBHL)
Primer mediastinal (timik) DBBHL
Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
Kronik inflamasyon iliskili DBBHL
Lenfomatoid graniilomatozis
ALK (anaplastik lenfoma kinaz)-pozitif biiyiik B hiicreli lenfoma (BHL)
Plasmablastik lenfoma
HLV-8 iliskili multisentrik Castleman hastalig1 zemininde gelisen biiyilk BHL

Primer effiizyon lenfomasi

Sinirda vakalar
DBBHL ile Burkitt lenfoma (BL) arasinda kalan ve siniflandirilamayan BHL
DBBHL ile Klasik Hodgkin Lenfoma arasinda kalan ve siniflandirilamayan BHL
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Klinik parametreler ile prognoz iliskisini gostermek icin Uluslarars1 Prognostik indeks (IPI)
gelistirilmistir (Tablo 2.5). Histolojik tipin agresif olmasi, kemik iligi tutulumu, serum
LDH yiiksekligi, ileri klinik evre (evre III veya IV), tanm1 konuldugu zamanki yasin 60’tan
biiylik olmasi, beta 2 mikroglobulin (f2M) diizeyinin yiiksek olmasi, B semptomlarinin
bulunmasi, hastanin ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) performans skorunun
diisiik olmas1 (Tablo 2.6), ekstranodal tutulan bolge sayisinin 2 veya daha fazla olusu,
bliylik ttimor kitlelerinin varligi (10 cm’ den biiyiik) ve Ki-67 antijen pozitifligi hastaligin
kotii prognoz kriterleridir (16, 30).

Beyin ve testis gibi ekstranodal bolgeler 6zel tedavi stratejileri gerektirmekte ve bu
bolgelerden gelisen DBBHL olgular kotii prognozlu seyretmektedir (31). Ancak risk
gruplarini belirlemede IPI skorunun yetersiz kaldigi durumlar da mevcuttur. Ornegin erken
evre hastalikta; evre ve ekstranodal tutulumdan diisiik puan alan hastalarda risk kesin olarak

belirlenememektedir ve modifikasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (32).

Tablo 2.5 Uluslararas1 Prognostik indeks (IPI) (31)

Prognostik faktorler

Yas >60

Ann-Arbor Evresi lleri evre (Evre I1I-IV)
Performans durumu ECOG 2-4

Serum LDH diizeyi >1xNormal

Extranodal tutulum >1

Risk kategorisi Prognostik faktor

Diisiik 0-1
Diisiik orta 2
Yiiksek orta 3
Yiiksek 4-5
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Tablo 2.6. Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Performans Durumu (16,30)

0 Kisitlamasiz normal aktivite

1 Ayaktan giindelik islerini, ofis ve ev islerini yapabiliyor, agir fiziksel aktiviteler
siirh

2 Ayakta gegirmesi gereken siirenin <%350’sinde yataga bagiml

3 Ayakta gecirmesi gereken siirenin >%>50’sinde yataga veya sandalyeye bagimli

4 Yataga bagimli, yardimsiz higbir ig yiirlitemiyor

WHO siniflamasi, HDL’de klinik farkliliklara gore olusturulmus ve tiim diinyada kabul
edilmis bir siniflama olmasina ragmen; tedavi ile ilgili bir¢ok klinik ¢alisma, yavas seyirli

(indolent) ve kétii seyirli (agresif) lenfoma ayirimina dayanarak yapilmstir.

Tiumor yiiki diisiik ve asemptomatik olan yeni tan1 almis indolent lenfomalarda, “izle ve
bekle” kabul géren bir yaklasimdir. Izlem sirasinda, hastada yakinmalarin ortaya ¢ikmasi
halinde tedavi verilmesi Onerilmektedir. Hastalarin ¢ogunda tani aninda yaygin hastalik
mevcuttur. Onerilen kimyasal tedaviler; siklofosfamid, vinkristin, prednizolon (CVP)
kombinasyonu, fludarabin, klorambusil ve antrasiklin igeren tedavilerdir. Biitiin bu
tedavilerin, yan etkileri farkli olmasina ragmen, genel sagkalim siiresine etkileri benzerdir.
Interferon eklenmesi, tedaviye yanit oranlarmi arttirmustir. B hiicrelerinin CD20 antijenine
kars1 gelistirilmis kimerik bir antikor olan Rituximab; niiks gelisen ve tedaviye direncli
CD20(+) B hiicreli indolent lenfomalarda, tek ajan olarak veya diger tedaviler ile birlikte
kullanildiginda etkili bulunmustur (33-35).

Koti seyirli lenfomalarda, en sik kullanilan sistemik tedavi; siklofosfamid, doksorubisin,

vinkristin ve prednizondan olusan CHOP tedavisidir. Erken evre lokalize agresif
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lenfomalarda, radyoterapi ile sistemik kemoterapi birlikte kullanilmaktadir. CHOP ve
rituximabin birlikte kullanimi, diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfomada kabul gérmiis bir
tedavidir. Otolog hematopoetik kok hiicre destekli yliksek doz kemoterapi, niiks hastalik
icin Onerilmektedir. Agresif lenfomalarda, yliksek riskli hasta grubunda, hem baglangi¢
tedavisine tam yanit alindiktan sonra birincil tedavi olarak; hem de kimyasal tedaviye
duyarl fakat niiks olmus hastalarda, otolog hematopoetik kok hiicre destekli yiiksek doz

kemoterapi uygulanmasi daha uzun sagkalim ile sonu¢lanmaktadir (23).
2.1.3.1. DBBHL ve Genetik

DBBHL’ de siklikla gesitli genetik anormallikler, translokasyon, delesyon, duplikasyon ve
diger tamimlanmamis karyotip bozukluklar1 ile karsilasilmaktadir (28, 36). Bu
anormalliklerin hastaligin gelisimi ve prognozu {izerine degisik etkileri oldugu
bilinmektedir. Kromozom translokasyonlar1 vakalarin yaklasik % 50’sinde olur, kromozom
dengesizlikleri ise yaklasik % 70’inde goriiliir. En sik karsilasilan anormallikler bcl-6, bel-2
ve c-myc gen ekspresyonunda artis olmasidir (28). B hiicreli lenfomalarda sik goriilen

translokasyonlar Tablo 2.7°de goriilmektedir.

Tablo 2.7. B Hiicreli lenfomalarda goriilen bazi kromozomal translokasyonlar (16)

Lenfoma Tipi Translokasyon Onkogen Onkogen Ozelligi

Burkitt t (8; 14), t (2;8) | myc Transkripsiyon faktorii
ve t (8;22)

Follikiiler t (14;18) bcl-2 Apopitoz inhibitdrii

Mantle hiicreli t(11;14) bcl-1 (cyclin-D1) | Hiicre siklus regiilatorii

Lenfoplazmasitik | t(14;19) bcl-3 Transkripsiyon faktorii
t(3;14), t(3;22) bcl-6 Transkripsiyon faktorii

DBBHL t(14;18) bcl-2 Apopitoz inhibitorii
t(8;22) myc Transkripsiyon faktorii
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Insanlarda goriilen kanserlerin % 70’e yakiminda yiiksek myc ekspresyon diizeyleri
mevcuttur. Diger hematolojik malignitelerle karsilastirildiginda en yiiksek diizeyler EBV
ile iliskili malignitelerde goriiliir (37). Myc gen ailesinin iiyelerinin (c-myc, n-myc, I-myc)
malignite potansiyelleri vardir. Kromozomal translokasyonlar ve amplifikasyonlar
sonucunda aktive olup onkogenlere dontisiirler (38). C-myc geni; hiicre ¢ekirdeginde
bulunan bir transkripsiyon faktorii olan c-myc proteinini kodlar. Gorevi ¢ogalma sinyaline
cevap olarak gen ekspresyonunu diizenlemektir. Artmis myc ekspresyonu; hedef gendeki
transkripsiyonu c-myc/max heterodimerleri olusturarak arttirir ya da baskilar. Myc
onkogenlerinin genetik degisiklikler sonucu aktive olmast da myc proteininin asiri

ekspresyonunu beraberinde getirir (39).

C-myc onkogenini kodlayan 8q24 kromozomundaki translokasyonlar, Hodgkin dis1
lenfomalarin onkogenezinde 6nemli rol oynar. Bu translokasyonlar sonucu c-myc
onkogeninin ekspresyonu artar. C-myc, helix-loop-helix denilen bir transkripsiyon
faktoriinii kodlar ve pek cok hiicresel olayin diizenlenmesinde gorev alir. Biiylimeyi

diizenleyen rolii yaninda artmis myc ekspresyonunun apopitozu uyardigi da gosterilmistir.

(37, 40).

C-myc ve immiinglobulin (Ig) geni arasindaki translokasyonlar; t(8;14)(q24;q32) /
t(2;8)(p13;q24) /t (8;22)(q24;q11) seklindedir. C-myc yeniden diizenlenmesi ile sonuglanan
bu translokasyonlar, hemen tiim Burkitt lenfoma (BL) olgularinda saptanir (Sekil 2.1). BL
icin oldukca karakteristik olmasina ragmen, spesifik degildir. Her ne kadar BL’daki c-myc
ekspresyonunun goriilme sikligi, DBBHL’ya gore yiiksek olsa da tiim Hodgkin dis1
lenfomalara baktigimizda BL ancak % 1-2’lik yer kaplarken; DBBHL, yaklasik % 30
oraninda goriiliir. Dolayist ile c-myc (+) bir yiiksek dereceli lenfoma ile karsilastigimizda,
bunun DBBHL olma olasilig yiiksektir. Klinik, morfolojik ve immiinfenotipik bulgular

birlikte degerlendirilip bir sonuca varilmalidir (41)

Hunt ve ark.’nin calismasina gére DBBHL olgularin {igte birinde c-myc genini igeren

t(8;14)(q24;q32) translokasyonu mevcuttur (41, 42).
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Sekil 2.1. Burkitt lenfoma’da goriilen translokasyonlar

BL’da goriilen c-myc asir1 ekspresyonu; 8. Kromozomdaki c-myc proto-onkogeni ile

kromozom 14, 2 veya 22’de immiinglobulin agir zincir () ve hafif zincirleri (K ve 1)

kodlayan genler arsindaki translokasyonlar sonucu olusur (41).

Son yaymlarda c-myc proteininin hiicresel diizeyde yerlestigi yerin de BL ve DBBHL
aymriminda kullanilabilecegi belirtilmistir. Bir ¢alismada BL vakalarinin % 88’inde c-myc
proteini genellikle c¢ekirdekte yerlesirken DBBHL vakalarinin % 95’inde sitoplazmaya
yerlesmistir. Arastirmanin devaminda sekonder lenfoid organlardaki normal olgun B
hiicrelerinde ve myc asir1 ekspresyonu goriilmeyen DBBHL vakalarinda c-myc proteini
sitoplazmik yerlesimli iken; myc asir1 ekspresyonu tespit edilen DBBHL’larin biiyiik
cogunlugunda BL’lara benzer sekilde cekirdekte yerlestigi goriilmiistiir. Ayrica klasik
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BL’dan farkli olarak DBBHL’ larda karmasik kromozomal translokasyonlarin bulundugu

One stiriilmustiir (43).

Myc disregiilasyonu tek basina lenfomaya neden olmamakta, t(8;14) ise saglikli bireylerin
kan ve kemik iliklerinde oldukg¢a diisiik diizeylerde bulunmaktadir. Yani bu genetik
degisiklik kendiliginden lenfomagenezi tetiklememektedir (6).

Pek ¢ok calisma; double-hit lenfomalar: (hem c-myc hem bcl-2 genlerinde degisiklik olan
lenfomalar) baslatan asil olaymn Ig agir zinciri (Ig p) ve bel-2 degisikligi ile sonuglanan
t(14;18)(q32;g21) translokasyonu oldugu ancak myc degisiklikleri olana kadar subklinik ya
da diistik dereceli hastalik olarak kaldigi hipotezine dayanmaktadir. Myc degisikligi

sonrasinda ise hastalik yiiksek dereceli lenfomaya doniismektedir (44).

Burkitt lenfoma dis1 lenfomalarda, c-myc asir1 ekspresyonu daha agresif fenotipler, diisiik
yanit oranlari, kisa toplam ve hastaliksiz sagkalim siireleri ile negatif bir prognostik
faktordiir. BL yaninda c-myc degisiklikleri DBBHL, follikiiler lenfoma, mantle hiicreli
lenfoma, T-hiicreli lenfoma, plazmoblastik lenfoma ve kronik lenfositik l6semide de
goriilmektedir (45). Burkitt lenfomali hastalarda santral sinir sistemi (SSS) relapsi bilinen
bir risktir ve tedavi rejimine kemoprofilaksi eklenmelidir (6r: intratekal metotreksat). Tiim
vakalar arasinda SSS relaps sayis1 az olsa da Savage ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada R-
CHORP ile tedavi edilen DBBHL hastalarinda myc degisiklikleinin diger risk faktorlerine
gore daha fazla oranda SSS relapsina neden oldugu bulunmustur. Bu sonuglar koti
prognoza sahip bu populasyonun SSS profilaksisi iceren BL rejimleriyle tedavi edilmesi
gerekli mi sorusunu giindeme getirmektedir. Myc gen degisiklikleri R-CHOP ile kiir
thtimali az ve SSS relaps riski yliksek olan kiigiik bir grubu tanimlamaktadir. DBBHL
hastalarinda myc degisikliklerini tespit eden klinik, histolojik ya da immiinfenotipik bir
ozellik bulunmamaktadir. Tiim bu nedenlerle Savage ve arkadaslari; DBBHL hastalarina
myc degisiliklerini ve asir1 ekspresyonunu saptayan floresan in situ hibridizasyon (FISH)
ve karyotip analizlerinin yapilmasi gerektigini, myc (+) DBBHL grubunun farkli bir alttip
olarak kabul edilip BL rejimlerine benzer tedaviler uygulanmasinin daha uygun

olabilecegini One siirmiistiir (46).
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K-ras; k-ras proto-onkogeni ile kodlanan ve normal hiicre ¢ogalmasi sinyal iletiminde
gorev alan bir proteindir. Mutasyona ugrayan k-ras gii¢lii bir onkogen haline gelmektedir.
K-ras kendisine guanozin trifosfat (GTP) molekiilii bagliyken aktif ve guanozin difosfat
(GDP) molekiilii baglandiginda inaktif olan iki halde bulunur. GTP nin GDP molekiilii ile
yer degistirmesi guanin niikleotid exchange factors (GEF) proteni ile gergeklesir. K-ras
geninin 12. veya 13. deoksiriboniikleik asit (DNA) kodon dizisinde meydana gelen
mutasyonlar, proteininin GTP ye bagli kalma halinin uzamasina sebep olur ve hiicre
icerisinde normalden fazla oranda hiicre ¢ogalma sinyali iiretilmis olur. Bu durum baz
dokularda (kalin barsak, pankreas ve akciger basta olmak {izere) diger gen degisikliklerinin
de olustugu sartlarda kanser hiicrelerinin olusmasia yol agmaktadir. Kanser tedavisinde
hiicre i¢i sinyal iletiminin k-ras proteni oOncesindeki asamalarini durduran ilaglarin
kullanilmasi, mutasyonlu k-ras genini tasiyan ve k-ras aktivasyonu ¢ok gii¢lii olan
hiicrelerde yeterli cevabi saglayamamakta ve bu hastalarin klinik olarak bu tiir kanser
ilaglarindan yararlanmasma engel olmaktadir. Epitelyal growth factor reseptor (EGFR)
hiicre reseptoriinii hedef alan Cetuximab (Erbitux) ve Panitumumab (Vectibix) kemoterapi
ilaglarinin kullanilmadan 6nce kanser dokusunda yapilan genetik test ile k-ras geninin
mutasyonlu olup olmadig1 arastirilmalidir. Ciinkii mutasyonlu k-ras geni saptanan
hastalarda yukaridaki ilaglar kullanilmasina ragmen yeterli klinik cevap alinamamaktadir

(47).

K-ras’in bu hiicre diizeyindeki fonksiyonlarmin yaninda myc proteinini stabilize ettigi de
gosterilmistir. Boylece myc ve ras gesitli mekanizmalarla timor gelisimini uyarmaktadir
(48, 49). Yapilan ¢esitli ¢caligmalar myc kayb1 ya da inhibisyonunun myc asir1 eksprese
eden tiimorlerde gerilemeyle sonuglandigini tespit etmistir. Son zamanlarda myc geninin;
mutant ras bagimli akciger tlimdrlerinin progresyonunda kritik bir rol oynadigi ve myc
inhibisyonu ile tiimoriin geriledigi bildirilmistir. Ayrica myc ve ras’in birlikte hedef
alinmasinin akciger kanseri ve lenfomalarin tedavisinde faydali olabilecegi one siiriilmiistiir.

Ancak heniiz hastalarin tedavisinde myc’in hedeflenmesi bagarilamamistir (50).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahisma Protokolii

Calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Hematoloji Bilim
Dali’'nda yapildi. Calisma protokolii Erciyes Universitesi Senatosunun Etik Kurulu
tarafindan 08.12.2010 tarih ve 2010/16 no’lu karar ile incelenerek kabul edildi. Erciyes
Universitesi Arastirma Projeleri birimi tarafindan TSU-11-3675 proje numarasi ile kabul
edilerek, calismadaki tiim finansal giderler (genetik ve patoloji testleri) Arastirma Projeleri
birimi tarafindan karsilandi. Bu calismada Nisan 2004—Eyliil 2013 tarihleri arasinda
hematoloji poliklinigine basvuran, diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL) tanis1 alan ve
takip edilen olgularin tibbi kayitlar1 retrospektif olarak tarandi. Verileri yeterli olan,
patolojik dokularina ulasilabilen 31 hasta calismaya dahil edildi. Lenf nodu 6rnegi yetersiz
bulunan 3 hasta ¢calismadan ¢ikarildi. Kontrol grubu olarak malignite tanist olmayan, tanisal
amagch lenf nodu eksizyonu yapilan ve sonug olarak reaktif ya da benign lenf nodu olarak

raporlanan 29 kisi ¢alismaya alindi.

Bu c¢aligmada materyal olarak formalinle fikse edilmis parafine gdmiilii (Formalin Fixed
Parafin Embedded, FFPE) DBBHL dokular1 ve kontrol grubuna ait reaktif lenf nodu doku
ornekleri kullamldi. Hasta verilerine Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi dosya arsivinden,
bilgisayar kayitlarindan ve hematoloji poliklinik dosyalarindan ulasildi. Asagidaki

parametreler kayit edildi ve tan1 anindaki IPI degerleri hesaplandi.
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1. Yas

2. Cinsiyet

3. Hastaligin evresi

4. Splenomegali

5. Kemik iligi tutulumu

6. Balki durumu (10 cm {izeri var olarak degerlendirildi )
7. Ekstranodal bolge sayisi

8. EKOG performans skoru

9. LDH

10. Aldig1 kemoterapi

11. Kiir sayis1

12. Kemoterapi yaniti

13. Radyoterapi alip almamasi

14. Otolog kemik iligi nakli olup olmamasi

Hastalar Costwolds evreleme sistemine gore evrelendirildi. Klinik evreleme icin hastalarin
hikayeleri ve fizik muayeneleri degerlendirildi. Rutin biyokimyasal testleri istendi ve batin
ultrasonu yapildi. Hastalara evrelendirme icin toraks ve batin tomografisi veya Pozitron
Emisyon Tomografisi (PET) c¢ekildi. Kemik iligi biyopsisi yapildi. Hastalardan gece
terlemesi, ates ve 6 ay iginde viicut agirliginin1 % 10’undan fazla kilo kaybi olanlar Evre B
alt grubu olarak kabul edildi. Tedavi yanitinin degerlendirilmesinde Uluslararas1 Calisma

Grubunun (IWG) onerileri temel alind1 (51) (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1 Tedavi yanitinin degerlendirmesinde IWG kriterleri (51)

Tam yanit

Biitlin klinik ve radyolojik bulgularin, biitiin hastalik ile iliskili yakinmalarin kaybolmas1 ve
hastalik ile iligkili biyokimyasal bozukluklarin diizelmesi

Biitiin lenf nodu kitlelerinin normal boyuta gerilemesi

Herhangi bir organdaki lenfoma tutulumu olarak yorumlanan makroskopik nodiillerin
kaybolmasi

Lenfoma tutulumuna bagli olarak biiylimiis oldugu diisiiniilen karaciger, dalak gibi organlarin
normal boyuta gerilemesi

Eger daha 6nce kemik iligi tutulumu varsa kaybolmas1

Kanitlanamamis tam yanit

Rezidiiel lenf bezinin 1.5 cm’den biiyiilk olmasi ancak baslangica gore % 75°ten fazla
gerilemesi

Belirsiz kemik iligi

Kismi yanit

En biiyiik lenf nodunda ya da nodal kitlede % 50°den fazla gerileme

Diger lenf nodlarinin, karacigerin veya dalagin boyutlarinda artis olmamasi
Diger organlardaki tutulumun saptanabilmesi ama 6l¢iilememesi

Karaciger ve dalaktaki nodiillerin % 50’den fazla gerilemesi

Kemik iligi tutulumunun saptanmasi ama ol¢iilememesi

Baska yeni hastalik bolgesi olmamasi

Duragan hastahk

Kismi yanit ile ilerleyen hastalik arasi durum

Ilerleyen hastahk

Dalak veya karaciger biiyiikliigiinde % 50’den fazla artis olmasi
Yeni lenf nodu eski gelismesi veya eski lenf nodlarinda % 50’den fazla artis olmasi

Yeni kitlelerin ortaya ¢ikmasi veya kitlelerin boyutlarinda artig olmasi

20




Calismaya alinma ol¢iitleri:
a. Yaslar1 18 ile 85 yas arasinda olan,

b. Lenf bezi, kemik iligi, gastrointestinal sistem vb. doku biyopsilerinin patolojik

incelemesinde DBBHL tanisi almis olan,

c. Bagka bir merkezde DBBHL tanis1 almus ise biyopsi materyallerinin Erciyes Universitesi

Tip Fakiiltesi Patoloji ABD tarafindan tekrar degerlendirilerek tanilari dogrulanmis olan,

d. Tedavi ve poliklinik takipleri Hematoloji boliimiimiizde yapilan bu hastalar ¢aligmaya

almmustir.
Calismadan dislanma 6l¢iitleri:

Bagka bir malignite, AIDS veya organ nakli sonrast immiin siipresyon sonucu DBBHL

tanis1 almis olan hastalar ¢calisma dis1 birakilmistir.

Hastalarin toplam ve hastaliksiz sagkalim siireleri tespit edildi. Hayatta olan hastalar 3-6 ay

araliklarla kontrole ¢agirilarak degerlendirildi.

Dosyalarinda yeterli bilgiye ulasilan ve takiplerine Erciyes Univesitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji polikliniginde devam eden 28 DBBHL hastasinin ve kontrol grubuna alinan 29
kisinin Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndaki parafin bloklarina ulasildi. Bloklardan 2 ayr
ependorf tiipline 3’er kesit alindi. Kesitlerden Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda k-ras

mutasyonu ve c-myc ekspresyonu analiz edildi.
3.2. K-ras Mutasyon Analizi

Diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma tanis1 konmus 28 hastanin ve kontrol grubu olarak alinan
29 kisinin parafin bloklu lenf nodundan alinan kesitlerinden, dokudan DNA izolasyon Kkiti
ile DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra hastalarin ve kontrol grubunun DNA 6rneklerinden
k-ras kiti ile kodon 12, 13 ve 61 mutasyonlar1 ¢alisildi. Yontemin prensibi kodon 12, 13 ve
61’1 hedefleyen primerler kullanilarak PCR da ¢ogaltilan {iriinlerin Streptavidin Sepharose

High Performance boncuklariyla immobilize edilmesine dayanmaktadir. Bu orneklerden
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tek zincirli DNA hazirlanilarak, uygun sekans primerlerinin DNA iizerine baglanmasi
saglanmaktadir. Ornekler daha sonra Pyromark Q24 MDx ile analiz edildi. (QIAGEN,
971460)

3.3. C-myc Gen Ekspresyon Analizi

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma tanist konmus 28 hastanin ve kontrol grubuna alinan 29
kisinin lenf nodundan alman kesitlerinden elde edilen parafin bloklardan Shadan tipi
mikrotonla 4 um kalinhiginda 2 ml’lik ependorf tiiplerine 3-5 kesit alindi. Parafin
kesitlerden Qiagen miRNeasy FFPE kiti kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
RNA'lar spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, NanoDrop Technologies, ABD) 260 nm
dalga boyunda ol¢iilerek mikrolitredeki (uL) mikrogram (pg) degerleri belirlendi. cDNA
sentezi icin transcriptor high fidelity cDNA synthesis kit (ROCHE) kullanildi. Elde edilen
RNA’lar RT-PCR’da 05081955001 katalog numarali transcriptor high fidelity cDNA
synthesis kit (ROCHE) ile cDNA’ya cevrildi. C-myc geninin mRNA ifade diizeyi,
niceleyici Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler 480 (Roche Diagnostik, Almanya)
cihaz1 kullanilarak arastirildi. Arastirilan genlerin cDNA'larina 6zgiil olan primer dizileri
asagida verilmistir. Amplifikasyonlar 20 pL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA,
mRNA'ya 6zgii primerler, UPL probu, LightCycler TagMan Master karisimi (Roche,
Almanya) ve distile su kullanilarak gergeklestirildi. C-myc geni ifade miktarlarim
normalize etmek i¢in housekeeping gen olan Beta-Aktin mRNA ifade diizeyi referans
olarak alindi. Her bir konsantrasyon i¢in deney iki kez tekrarlandi. Orneklere ait hedef gen
konsantrasyonlar1 ile referans gen konsantrasyonlar1 Relative Quantification yapilarak

Efficiency= 2 metodu ile 2"**“Y metodu uygulandi.

Beta Aktin gen primerleri: GGCCAGGTCATCACCATT
C-myc gen primerleri: TGGCCGAAATGAAAGAGAAG
3.4. Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi

karsilastirmalarda nicel degiskenler i¢in bagimsiz iki 6rneklem T testi ile Mann-Whitney U
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testleri, nitel degiskenler icin Pearson ki-kare yontemi ile Fisher kesin kikare testleri
kullanildi. C-myc’in negatif prognostik etkisini degerlendirmede ROC analizi kullanild: ve
egri altinda kalan alan degeri % 95 giiven diizeyi ile birlikte hesaplandi. Ayrica c-myc igin
optimum esik degerini belirlemek i¢in Youden indexi kullanildi ve bu esik degere iliskin
duyarlilik ve 6zgiilliikk degerleri hesaplandi. Ayrica, c-myc ve k-ras degerlerinin toplam ve
hastaliksiz sagkalima olan etkisini degerlendirmede Kaplan-Meier yontemi kullanildi ve
Log-rank testi ile karsilastirmalar yapildi. Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM
Inc, Chicago, ILL, USA) ile degerlendirildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi kabul edildi
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4. BULGULAR

Calismaya alinan hastalarin ortalama yas1 58+13; kontrol grubunun ortalama yas1 5949 idi

(Tablo 4.1).
Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalar1
Grup n Ortalama standart sapma p
Hasta 28 58.28 13.75
0,61
Kontrol 29 59.86 9.31

Calismaya alinan hastalarin 13 (% 46,4)’1 erkek; 15 (% 53,6)’1 kadindi. Kontrol grubunun

15 (% 51,7)’1 erkek; 14 (% 48,3)’l kadind1 (Tablo 4.2).

Hasta ve kontrol grubu arasinda yas (p=0,61) ve cinsiyet (p=0,79) agisindan anlamli fark

yoktu.
Tablo 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet oranlari
Grup Erkek n (%) Kadin n (%) Toplam n (%) p
Hasta 13 (% 46.4) 15 (% 53.6) 28 (% 100) 0.7
Kontrol 15 (% 51.7) 14 (% 48.3) 29 (% 100) ’
Toplam 28 (% 49.1) 29 (% 51.9) 57 (% 100)
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Hastalarin 23 tanesi ilk sira tedavi olarak R-CHOP; 3 tanesi CHOP; 1 tanesi CVP ve 1
tanesi de ESHAP (etoposid, sisplatin, sitarabin, metilprednizolon) kemoterapisi almisti.
13’linde tam yanit; 9’unda kismi yanit gozlenmisti. Hastalarin 2’si stabil kalirken 4 kisi

tedaviye yanitsiz idi.

Hastalarin tan1 anindaki IPI skorlar1 hesaplandi: 3 hastanin skoru: 0; 15 hastanin skoru 1; 4

hastanin skoru 2; 2 hastanin skoru 3; 2 hastanin skoru 4 ve 2 hastanin skoru 5 idi.

Takipte niiks gelisen 4 hastaya otolog kemik iligi nakli (OKIT) yapildi. 4 hastaya
kemoterapi yaninda radyoterapi uygulandi. Radyoterapi; planlanan kemoterapi bitiminde

konsolidasyon amagh verildi.

Calisma sonlandiginda hastalarin sagkalimlar1 ile cinsiyet karsilastirildiginda; kadin
hastalarin % 80’1 hayatta iken, erkek hastalarda bu oran sadece % 23°tli. Aradaki fark
anlamliydi (p=0,007) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Takip sonunda cinsiyet-sag kalim oranlari

Cinsiyet n Sag n (%) p
Erkek 13 3(%23.1)

. 0,007
Kadin 15 12 (% 80)
Toplam 28 15 (% 100)

Bu calismaya alinan hastalarin ortalama takip siiresi 37.75 ay; toplam sagkalim ortalamasi
ise 50 ay idi. Erkek hastalarin ortalama genel sag kalimi 33 ay iken, kadin hastalarin 65 ay
idi. Aradaki fark anlamliydi (p=0,006) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Cinsiyete gore toplam sagkalim siireleri

Genel sag kalm
Ortalama ay Standart sapma p
Cinsiyet
Erkek 33.43 6.82
0,006
Kadin 65.86 6.82
Toplam 50.1 5.79

Hastaliksiz sagkalim agisindan bakildiginda hastalarin ortalama hastaliksiz sagkalim siiresi
46 ay i1di. Erkek hastalarin ortalama hastaliksiz sagkalim siiresi 23 ay; kadin hastalarin ise

64 ay idi. Arada anlamli fark bulundu (p=0,003) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Cinsiyete gore hastaliksiz sagkalim siireleri

Hastaliks1z sag kalm
Ortalama ay Standart sapma p
Cinsiyet
Erkek 23.20 6.32
0,003
Kadin 64.65 7.48
Toplam 46.16 6.66

28 hastanin 3’iinde (% 10,7) k-ras mutasyonu tespit edildi. Geriye kalan 25 hastada k-ras

mutasyonu saptanmadi. Kontrol grubunda mutasyona rastlanmadi.

Calismanin sonunda k-ras saptanan 3 hastanin hepsi Oliirken, k-ras saptanmayan 25

hastanin 12’si (% 48) 61dii.

7 no’lu hastada GGT-TGT; 8 nolu hastada GGT-GCT ve 31 no’lu hastada GGC-GAC

mutasyonu tespit edildi. Nokta mutasyonlarinin hepsi 12. kodonda idi.
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K-ras mutasyonu saptananlarda ortalama sagkalim siliresi 28 ay iken, mutasyon
saptanmayanlarda bu silire 49 ay olarak bulundu. Sagkalim a¢isindan iki grup arasinda

anlaml fark yoktu (p=0,093) (Sekil 4.1) (Tablo 4.6).
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_ I var
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Sekil 4.1. K-ras mutasyonu ve toplam sag kalim grafigi

K-ras mutasyonu olanlarda ortalama hastaliksiz sagkalim siiresi 17,6 ay iken mutasyon
saptanmayanlarda 45 ay olarak tespit edildi. Hastaliksiz sagkalim agisindan iki grup
arasinda anlamli fark yoktu (p=0,072) (Sekil 4.2) (Tablo 4.6).
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Sekil 4.2. K-ras mutasyonu ve hastaliksiz sag kalim grafigi

Tablo 4.6. K-ras mutasyonu ile toplam ve hastaliks1z sagkalim siireleri

Ortalama Toplam

Ortalama Hastaliksiz

Sagkalhim (ay) Sagkalim (ay)
Var 3 (% 10.7) 28 17.66
K- ras
Yok 25 (% 89.3) 49.78 45.07
p 0.093 0.072

C-myc ekspresyonu hem hasta grubu hem de kontrol grubunda saptandi. ki grubun

ekspresyon degerleri arasinda anlamli fark vardi (p=0,001). Optimum esik deger olan 1,95;

sinir deger olarak secildi; bu degerin tizeri asir1 ekspresyon kabul edildi.
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C-myc asin1 ekspresyonu hastalarin 17’sinde (% 61) saptandi. Bu hastalarin ortalama
sagkalimi 47 aydi. Geriye kalan 11 hastanin ortalama sagkalimi 49 ay olup iki grup
arasinda anlaml fark yoktu (p=0,74) (Sekil 4.3) (Tablo 4.7).
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Sekil 4.3 C-myc asir1 ekspresyonu ve toplam sagkalim grafigi

Hastaliks1z sagkalim stirelerine bakildiginda C-myc asir1 ekspresyonu olan hastalarda 45 ay;
diger grupta ise 42 ay oldugu goriildii. Bu ag¢idan iki grup arsinda anlamli fark yoktu
(p=0,92) (Sekil 4.4) (Tablo 4.7).
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Sekil 4.4 C-myc asir1 ekspresyonu ve hastaliksiz sagkalim grafigi
Tablo 4.7 C-myc asir1 ekspresyonu ile toplam ve hastaliksiz sagkalim siireleri
%) Ortalama Toplam Ortalama Hastalksiz
n(7e
Sagkalim (ay) Sagkalm (ay)
<1,95 11 (%39) 49,63 42.31
C-myc
>1,95 17 (%61) 47,36 45.93
p 0.74 0.92

Hastalarin k-ras varligina gore ilk sira kemoterapi sonrasi tam remisyona girme

durumlarina bakildi. K-ras pozitif ve negatif grup arasinda fark goriilmedi (p=0,58).
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C-myc asir1 eksprese eden hastalar ile etmeyen hastalar ilk sira kemoterapi sonrasi tam
remisyona girme durumuna gore karsilagtirildiginda; asir1 ekspresyon grubunun % 46’sinda
diger grubun ise % 53’linde tam remisyon saptandi. Arada anlamli fark yoktu (p=0,24).
Ancak sinir degeri optimum deger olan 1,95 almak yerine duyarliligl disiirtip 6zgtlligi
arttirdigimizda ve 2,48 smir degeri kabul ettifimizde tam remisyon oranlarinda anlamli
degisiklik tespit edildi. C-myc asir1 eksprese eden grupta tam remisyon oran1 % 30 iken

etmeyen grupta % 69 idi. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,02).

Hem k-ras mutasyonu olup hem de c-myc ekspresyonu sinir deger iizerinde olan sadece 2
hasta vardi. Bu iki hastanin ortalama yasam siiresi 32 ay; geriye kalan hastalarin ortalama

yasam siiresi ise 50 ay idi. Fark anlamli degildi (p=0,82).

Hastalar IPI skorlarina gore diisiik (IPI=0, 1, 2) ve yliksek (IPI=3, 4, 5) riskli grup olmak
iizere ikiye ayrildi. Diistik IPI grubundaki 22 hastanin toplam sagkalim siiresi ortalama 51

ay; yiiksek IPI grubunun ise ortalama 42 aydi. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0,77).

Diisiik ve yiiksek IPI degerine gore ayirdigimiz iki grubun hastaliksiz sagkalim ortalamalari
sirasiyla 48 ay ve 35 aydi. Aradaki fark anlamh degildi (p=0,61).

Hastalar IPI skorlamasindaki sinir deger olan 60 yasa gore iki gruba ayrildi. 60 yas altinda
15; 60 yas tistiinde 13 hasta vardi. 60 yas altindaki hastalarin ortalama sagkalim siiresi 54
ay; 60 yas lstliniin ise 44 aydi. Aralarinda anlaml fark bulunmadi (p=0,51). Hastaliksiz
sagkalim oranlar1 da benzerdi. 60 yas altinda 49 ay; 60 yas iistiinde ise 39 ay olup arada
istatistiksel fark yoktu (p=0,58).

Hasta grubu LDH degerleri agisindan da degerlendirildi. Calisilan laboratuarin sinir degeri
olan 280’e gore hastalar iki gruba ayrildi. Tam1 aninda hastalarin 16’sinin LDH degeri
280’in altindayken; 12’sinin 280 {iizerindeydi. Toplam sagkalim agisindan bakildiginda
LDH degeri diisiik ve yiiksek olan gruplarin ortalamasi sirastyla 53 ay ve 41 ay idi (p=0,51).
Hastaliks1z sagkalim ortalamalar1 ise sirasiyla 48 ay ve 37 aydi (p=0,70). Aradaki farklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmad:.
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Hastalar evrelerine gore erken evre (evre 1, 2) ve ileri evre (evre 3, 4) olarak ikiye ayrild.
Hastalarin % 50 si erken; % 50 si ise ileri evredeydi. Erken evredeki hastalarin toplam
sagkalim siiresi ortalama 52 ay; ileri evredekilerin ise 45 ay idi (p=0,84). Hastaliksiz
sagkalim siirelerinin ise sirasiyla 50 ay ve 37 ay oldugu gorildii (p=0,57). Aralarinda

anlamli fark bulunamadi.
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5. TARTISMA

Hodgkin dis1 lenfomalarin birgok alt tiirii olmakla beraber en sik goriilen tipleri; diffiiz
biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL), folikiiler lenfoma (FL) ve mantle hiicreli lenfoma’dir.
DBBHL, % 30 goriilme sikligiyla toplumda en sik rastlanan HDL alt tipidir (15). DBBHL
heterojen bir alt grup olup bu durum tani ve tedavi siireclerini zorlagtirmakta, farkli tedavi

yaklasim gereksinimlerini de beraberinde getirmektedir.

CHOP kemoterapisi uzun yillardir bu hastaligin baslica tedavisidir. Ancak tiim hastalar i¢in
yeterli ve istenilen sonu¢ bu tedaviyle de elde edilememektedir. CHOP kemoterapisi
Rituksimab (anti CD20 monoklonal antikoru) ilavesiyle daha verimli sonuglar vermektedir.
Coiffier ve ark.nin 2002 yilinda yaptig1 calismada, CHOP tedavisine Rituksimab ilavesinin
(R-CHOP) yeni DBBHL tanis1 konmus ve sekiz kiir bu tedaviyi almis hastalar {izerinde tam
yanit oranini arttirdigl ve tedavi basarisizligi oranimi diistirdiigii belirtilmistir (52). Ancak
hastaligin heterojen yapisi sebebiyle, DBBHL tani ve tedavisine yonelik bilimsel ¢alismalar

yogun olarak devam etmektedir.

DBBHL cocuklar dahil her yas grubu ve her iki cinsiyette goriilebilmekte; erkeklerde
kadinlara nazaran daha sik tespit edilmektedir (27). DBBHL’lerda ortanca yas altinci ve
yedinci dekat olup; BL ve primer mediastinel lenfoma gibi agresif alt tipler daha erken

yaslarda goriilmektedir (31).
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Tiirkiye’de 18 yillik takip sonucunda 470 HDL hastasinin degerlendirildigi bir ¢alismada
hastalarin % 62,2’sinin erkek; % 37,8’inin kadin oldugu bulunmustur. Hastalarin yaslar1 16
ile 85 arasinda degismekte olup ve ortanca degeri 44 olarak saptanmistir (53). Yaptigimiz

calismada hastalarin ortalama yas1 58+13 idi. Erkek ve kadin oranlar ise sirasiyla % 46,4

ve % 53,6 1di.

Kronik lenfositik 16semi gibi bazi hematolojik malignitelerde erkek cinsiyetin kot
prognostik faktorlerden biri oldugu uzun yillardir bilinmektedir (54). Tomita ve ark. nin
DBBHL hastalarinda prognostik faktorleri degerlendirdigi c¢alismada erkek cinsiyetin
toplam sagkalim iizerine olumsuz etkisinden bahsedilmistir (55). Biz de c¢alismamizda
DBBHL hastalarinda cinsiyetin prognoza etkisi olup olmadigin1 degerlendirdik. Sonugta
erkeklerde hem toplam hem de hastaliksiz sagkalim siireleri kadinlara goére anlaml dlciide
diistik bulundu (p=0.006) (p=0.003). Bu durum erkek cinsiyet olan hastalarda eger
performans durumlart uygun ise daha agresif tedaviler tercih edelim mi sorusunu akla

getirmektedir. Bu konuyla ilgili prospektif randomize ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Gilinlimiizde tan1 ve tedavideki tiim yeni gelismelere ragmen halen DBBHL hastalarinin %
40’1 kisa siire i¢inde relapsla karsimiza gelmekte ve hastaliga bagl nedenlerle 6lmektedirler
(56). Hastalar yiiksek etkinlige sahip kemoterapi protokolleriyle tedavi edilecegi i¢in;
primer tedavi Oncesi basarisizligi onlemek adina hastalarin risk durumlarin1 belirlemek

hayati dneme sahiptir (57).

Hemen tiim kanser tiplerinde oldugu gibi heterojen bir yapiya sahip olan DBBHL
hastaliginda da teshis ve tedavide yonlendirici molekiiler belirteglere biiylik ihtiyag
duyulmaktadir. Bu hastalik ile ilgili gen ifade profillemesi ¢aligsmalar1 (Alizadeh ve ark.
2000, Rosenwald ve ark. 2002, Shipp ve ark. 2002) DBBHL’nin tedavisinin
yonlendirilmesinde etkin olabilecek, IPI’dan ve Ann Arbor tiimdr evrelendirme sistemi gibi
kriterlerden bagimsiz olarak kullanilabilecek yeni molekiiler belirteclerin belirlenmesi

gerektigini ortaya koymustur (58-60).

Gen ekspresyon profili calismalart DBBHL’yi gen ekspresyonundaki benzerliklere gore alt

gruplara aymrmistir. Bu c¢alismalardan birinde Alizadeh ve arkadaslari gen ekspresyon
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paternlerine gére DBBHL’yi germinal merkez (GM) B hiicreli ve aktive B (AB) hiicreli
olarak iki alt gruba ayirmiglardir. Bu ayirim ayni zamanda hiicre orijinlerini de
yansitmaktadir (germinal merkez / post germinal merkez). Calismada GM B hiicreli
DBBHL’nin 5 yillik sagkalim oraninin diger alt gruba gore istlin oldugu goriilmiistiir
(swrasiyla % 76 ve % 16) (52). GM profili gosteren olgular, AB profili gosterenlere gore
daha iyi prognoza sahiptir (61).

Immunglobulin gen degisikliklerinin ve bu genlere uygun molekiiler problarm kesfi ile B
ve T hiicre serilerindeki bozukluklarin; monoklonalitenin dolayis1 ile de az sayidaki
neoplastik hiicrelerin tespiti kolay hale gelmistir. Yakin zamana kadar zaman alan ve
karmasik southern blot analizleri bu amagla kullanilmaktaydi. Ancak bu teknik olduk¢a
zaman alan, taze/donmus dokudan ya da hiicre silispansiyonundan fazla miktarda DNA
eldesi yapilmasi gereken bir yontemdir. Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) tekniklerinin
kullanima girmesi ile bu olumsuzluklar agilmistir. PCR ile hemen her tiir klinik 6rnekten

hizl1 klonal analizlerle antijen reseptor genler elde edilmektedir (62).

Tsang ve arkadaslarinin primer mediastinal B hiicreli lenfomalar1 {izerinde yaptigi
calismada c-myc gen mutasyonlarinin PCR yontemiyle ekzon 1’in 3" ucunda bulundugu
tespit edilmistir. Bu mutasyonlar southern blot analizinde ortaya ¢ikmamis ancak PCR ile

hastalarin % 19’unda saptanmistir (63).

Yapilan ¢alismalarin ¢cogunda dokulardaki c-myc ekspresyon diizeylerine FISH yontemiyle
bakilmis; ardindan patologlar ekpresyon oranlarini yiizde olarak belirtmislerdir. Asir
ekspresyon sinirinin kag olacag ile ilgili heniiz standart bir deger bulunmamaktadir. Bazi
calismalar hasta grubunun median degerini sinir kabul ederken bazi ¢alismalar % 50-60

iizerinde boyanmay1 asir1 ekspresyon kabul etmistir ancak bu sonuglar subjektiftir.

Yaptigimiz calismada FISH’den ¢ok daha hassas olan ve insan kaynakli hatalar1 6nleyen
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyon (real-time PCR) yontemi kullanildi. Sinir deger
olarak hasta ve kontrol grubunun istatistiksel farkini ortaya koyan optimal siir degeri
kabul edildi ve prognoza etkisi arastirildi. Ayrica duyarlilik diistirtiliip 6zgiilliik arttirilarak

farkli sinir degerlerle de analizler tekrarlandi.
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Myc ve lenfoma iliskisini arastiran yaymlar, Adams ve ark.nin 1985 yilinda yaptig
calismay1 ornek gostermektedir. Bu ¢calismada BL’deki translokasyon modeli olusturulmus
ve kontrollii olarak myc ekprese eden transgenik farelerde 4-6 haftalik bir bekleme siiresi

sonunda pre-B ve B hiicreli lenfomalar gelismistir (37, 64).

Myc aktivitesinin lenfositlerdeki tiim gen ekspresyonlar: lizerine etkisi yogun bir bi¢cimde
calisilmistir (65-67). Smith ve ark. nin myc eksprese eden transgenik farelerde yaptigi
calismada yiiksek ekspresyon diizeylerinin T hiicreli lenfomalarla; diisiik diizeylerin ise

monositik timorlerle iligkili oldugu gosterilmistir (37).

Dave ve ark. c-myc ekspresyonunun BL i¢in karakteristik oldugunu belirtse de Schrader ve
ark. DBBHL altgruplarinda da olabilecegini ve prognostik 6nemi oldugunu bildirmislerdir.
Schrader’in ¢alismasinda yiiksek c-myc indeksinin erken 6liim oranlarini 3.4 kat arttirdigt

bulunmustur ( 68,69).

Barrans ve ark. nin yaptig1 ¢alismada daha dnce tedavi edilmemis ve follikiiler lenfoma
kanit1 olmayan 303 DBBHL hastasinda FISH teknigi ile myec, bcl-6, t(14;18)/bcl-2
degisikligi arastirilmustir. 245 biyopsi materyalinin 35’inde (% 14) myc degisikligi
goriilmistiir (70,71).

Magi¢ ve ark.nin ¢alismasinda B hiicreli HDL hastalarinin yaklasik iicte birinde (% 29)
PCR yontemiyle belirgin c-myc gen asir1 ekspresyonu tespit edilmistir (62).

Green ve ark. nin calismasinda 205 DBBHL hastasinin 35’inde (% 17) myc asir
ekspresyonu tespit edilmistir. Ayrica myc proteininin hiicre ¢ekirdeginde yerlesiminin; myc
gen degisikliklerini tahmin etmede oldukga yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga sahip olduguna
deginilmistir (72).

Gualco ve arkadaslarinin pediatrik nodal DBBHL hastalarinda yaptigi calismada FISH
yontemi ile 16 hastanin 6’sinda (% 37) c-myc translokasyonu saptanmistir. Literatiire
bakildiginda pediatrik nodal DBBHL larda c-myc translokasyonu % 35; erigkinlerde % 5

oraninda goriilmektedir denmistir (73).
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Bizim calismamizda c-myc asir1 ekspresyonu hastalarin % 61’inde tespit edildi. C-myc
pozitifliginin yukaridaki ¢aligmalardan daha yliksek oranda bulunmasi RT-PCR tekniginin
FISH yontemiyle farkli duyarlilikta olusuna baglandi. Gelecekte planlanacak olan
calismalarda es zamanli FISH ve PCR teknikleriyle analizler yapilmasinin bu farklilig

daha net ortaya koyacagi diisiiniilmektedir.

Klapper ve ark. nin yaptigi ¢alismada FISH yontemiyle dokulari degerlendirilen 177
DBBHL hastasinin 14’tinde (% 7.9) myc degisikligi goriilmiistiir. Myc (+) hastalarin
sagkalimlart myc (-) gruba gore belirgin olarak diisiikken (p=0,047) hastaliksiz sagkalim
arasinda belirgin fark bulunmamistir (p=0,062) (57).

Savage ve arkadaglarinin R-CHOP tedavisi alan hastalarda yaptig1 ¢calismada; 135 DBBHL
hastasinin 12’°sinde (% 8.8) myc degisikligi saptanmis; myc iliskili DBBHL ile diger tim
DBBHL tipleri karsilastirildiginda hem 5 willik hastaliksiz sagkalim (% 31 ve %
66, p=0,006) hem de toplam sagkalim (% 33 ve % 72, p=0,016) oranlarinin myc (+)
grupta anlamli derecede diisiikk oldugu bulunmustur. Ayrica yaptiklar: analizde IPI skoru,
AB hiicre fenotipi, ekstranodal ve kemik iligi tutulumunun da hastaliksiz sagkalima
olumsuz etkisi tespit edilmistir. SSS relaps1 sonlanim noktasi kabul edildiginde; myc
degisikligi bulunmasinin R-CHOP’la tedavi edilen hastalarda SSS relaps: icin prediktif
oldugu ifade edilmistir (74).

Nitsu ve arkadaglarinin anormal karyotipli 252 DBBHL hastasinda yaptig1 c¢alismada
hastalar 8q24 translokasyonu olanlar ve diger kromozomal anormalliklere sahip olanlar
olarak ikiye ayrilmistir. 8q24 translokasyonlar1 olan 28 hasta diger gruba gore belirgin
olarak kotli prognoz gdstermistir. Ayni c¢alismada sadece 8q24 translokasyonu olan 28
DBBHL hastas1 kendi icinde degerlendirildiginde; ilave t(14;18)(q32;q21) saptanan 8
hastanin 5 yillik sagkalim orant % O iken saptanmayan 20 hastada % 74.9 bulunmus
(p<0.0001); 5 wyillik hastaliksiz sagkalim oranlar1 ise sirasiyla % 0 ve % 46.5 olup
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (p<0.0001). Multivaryant analizlerde de 8q24’iin
sagkalimla kuvvetli iliskisi tespit edilmistir. 8q24 translokasyonu tespit edilen DBBHL
hastalarinin  tedavisinde daha agresif kemoterapiler ile Rituksimab kombinasyonu

etkinligini arastiran ¢alismalara ihtiyac vardir denilmistir (75).
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Le Gouill ve ark. da Nitsu calismasim destekler sekilde 8q24 translokasyonu ile beraber
t(14;18) iceren DBBHL hastalarinin germinal merkez profiline sahip oldugu ve daha kotii
prognozla gittigini gostermistir (76).

Akasaka ve arkadaglar1 inverse PCR yontemiyle c-myc translokasyonu calismislar; c-myc
(+) DBBHL grubunda (n=12) 2 yillik sag kalimi % 37,2 bulurken c-myc (-) DBBHL
grubunda (n=191) % 62,6 bulmuslardir. C-myc (+) grup belirgin olarak kotli prognoz
gostermistir (p=0,04). Ancak 5 yillik sagkalimlar arasinda belirgin fark saptanmamustir
(77).

Au ve arkadaslar1 8q24 translokasyon grubu ile diger kromozomal anormalliklere sahip
grubu karsilagtirmislar ve 8q24 translokasyon grubunun daha kotii prognoza sahip
oldugunu rapor etmislerdir (p=0,042) (78).

Hummel ve ark. nin 2006°da yaptig1 ¢alismada myc translokasyonlarmi tastyan DBBHL
hastalarinin daha agresif klinik gosterdigi ve translokasyon olmayan hastalara gore 5 yillik

sagkalim oraninin diisiik oldugu bulunmustur (37, 79).

Poirel ve arkadaslarinin pediatrik yas grubundaki DBBHL hastalarinda yaptiklari ¢alismada;
eriskinlere gore daha iyi seyretmesine ragmen 8q24 varliginin (olgularin yaklasik {icte biri)

hastaliksiz sagkalimi 6 kat azalttig1 goriilmiistiir (45, 80).

Myc ve bcl-2 degisikliklerini birlikte igeren lenfomalar double-hit lenfomalar (DHL) olarak
adlandirilmaktadir. Bu grup kotii prognozlu olup kemoterapi almasina ragmen hastalarin
cogunun 1 yil i¢cinde o6ldiigii belirtilmektedir. Ekstranodal tutulum, kemoterapiye gegici
cevap, tekrarlayan relapslar, agresif hastalik ve sik SSS niiksii bu grubun 6zelliklerindendir
(81). Fenotipik olarak DHLler genellikle germinal merkez fenotipi gosterirken; hemen her

zaman bcl-2 eksprese eder ve Ki-67 oran1 % 90 civaridadir (82).

Green ve ark.nin calismasinda DBBHL hastalarinda myc kiriklarinin toplam sagkalimi
olumsuz etkiledigi; hastaliksiz sagkalima ise etkisinin bulunmadig1 sonucuna ulasilmistir.

Ancak hastalarin % 52’sinde myc yaninda bcl-2 ekspresyonu da bulunmaktaymis. Bu DHL
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ozelligi gosteren hastalar dislanip analiz tekrarlandiginda myc’in toplam ya da hastaliksiz

sagkalima etkisi bulunmadig1 goriilmiistiir (56).

Johnson ve ark.nin R-CHOP’la tedavi edilen DBBHL hastalarinda yaptig1 iki bagimsiz
kohort calismasinda; sagkalim ile myc ve bcl-2 protein varligi arasindaki korelasyon
aragtirnlmistir. Hastalarin yaklasik ii¢te birinde myc protein ekspresyonu goriilmiis; myc
translokasyonu ve myc asirt ekspresyonu ise sadece % 11 oraninda bulunmustur.
Univaryant analizlerde myc protein ekspresyonu ve translokasyonunun tek basina
sagkalima etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Myc translokasyon varligi, yliksek mRNA diizeyi
ve protein ekspresyonunun ancak bcl-2 proteini varlifinda sagkalim ve hastaliksiz
sagkalima etki ettigi tespit edilmistir (83). Bu calismada dikkat ¢eken bir nokta da myc
translokasyonunun her zaman myc protein ekspresyonuna eslik etmemesidir. Yani
translokasyon olmadan da protein ekspresyonu olabilmekte; bu da farkli yolaklarin protein

sentezi/asir1 ekspresyonunu uyarabilecegini diisiindiirmektedir .

Bizim c¢aligmamizda goriildigi gibi normal popiilasyonda myc protein sentezi
gergeklesmekte ancak bu seviyeler hasta grubundan anlamli derecede diisiik olmaktadir
(p=0,001). Kritik smir degerlerin tespit edilmesi ve standart hale gelmesi icin yeni

calismalara ihtiyag vardir.

Nitsu ¢aligmasinda ayrica 8q24 translokasyonu bulunan DBBHL ve BL hastalarinin toplam
ve hastaliksiz sagkalimlar1 karsilastirilmis; arada anlamli fark bulunamamis. 8q24
translokasyonu olan B hiicreli lenfomalarin bu iki hastaliktan bagimsiz kotli prognozlu bir
grup olabilecegi ileri siiriilmiistiir. DBBHL hastalarinin tam remisyona girme oranlari ise
8924 translokasyon grubunda % 67 iken diger grupta % 83 bulunmustur (p=0,02) (75).
Benzer sekilde bizim calismamizda da c-myc asir1 ekspresyonu olan hasta grubunun tam
remisyona girme oranlar1 asir1 ekspresyon olmayan gruba gore belirgin olarak diistiktii

(p=0,02) (cut-off =2.48).

Myc asir1 ekspresyonu mantle hiicreli lenfomalarda (MHL) % 5-40 oraninda goriilmektedir.
Oberley ve ark.nin yaptig1 ¢alismada yiiksek myc ekspresyonunun MHL’larda tek basina

kotii prognoz ve Ki-67 proliferasyon indeksi ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica sinir
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degerlerin yiiksek tutulmasinin prediktif degeri arttiracagi one siiriilmiistiir (84). Bizim
calismamizda da siir deger yiikseltildiginde c-myc asir1 eksprese eden grubun tam

remisyona girme oranlarinin belirgin dl¢iide diisiik oldugu tespit edildi (p=0,02).

Offit ve ark.nin c¢alismasi1 (8;14) translokasyonu olan HDL hastalar1 ile diger karyotip
anormalliklere sahip HDL hastalarinin sagkalimlar1 arasinda anlaml fark olmadigini ortaya

koymustur (75, 85).

Kramer ve ark. nin ¢alismasinda myc bcl-2 gibi belirteglerin prognostik Oneminin

olmadigindan bahsedilmistir (74, 86).

Copie-Bergman ve ark. nin ¢alismasinda R-CHOP ile tedavi edilen 119 DBBHL hastasinin
dokularinda FISH yontemiyle bcl-2, bcl-6 ve c-myc kirilmalari arastirilmistir. Ayrica
immiinohistokimyasal yontemlerle de prognoza etki edebilecek belirteglerin diizeyleri
Olglilmiis ancak IPI skorundan bagimsiz olarak hicbir parametrenin sagkalima etkisi

bulunamamustir (87).

Bizim ¢alismamizda c-myc asir1 ekspresyonunun toplam ve hastaliksiz sagkalima etkisi
bulunamadi. Bu sonug; hasta sayisinin az olusuna baglandi. Ayrica son yillarda DHL’larin
onemi anlasilmis ve kotii prognozla gittigi tespit edilmistir. Calismamizda bcl-2
degisikliginin bakilamamis olmast DHL grubunu gézden kagirmamiza sebep olmus olabilir.
Ayrica bu g¢alismada ortalama takip siiresi 37 aydi. Hasta verilerinin toplanmasi sona
erdiginde halen remisyonda olan hasta sayis1 13 idi. Hastalarin takip siireleri 5 yila
tamamlanirsa c-myc’in sagkalima etkisi bulunabilecegi diisliniilmektedir. Genis hasta
gruplariyla ve Tiirk toplumu i¢in standardize edilen sinir degerlerle biyiik o6lcekli

calismalar yapilmasi literatiire katki saglayacaktir.

Magi¢ ve ark. nin ¢alismasinda k-ras nokta mutasyonu 31 B hiicreli HDL vakasinin
2’sinde (% 6.45) tespit edilirken; h-ras nokta mutasyonu yalnizca 1 vakada tespit edilmistir

(% 3.23). Diger hasta ve saglikli kontrollerde mutasyona rastlanmamaistir (62).
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Tsang ve ark.nin 16 primer mediastinal B hiicreli lenfoma hastasinda yaptig1 ¢alismada h-,
k-, ve n-ras mutasyonu taranmis (kodon 12, 13, 61); ancak herhangi bir mutasyon

bulunamamustir (63).

Bizim calismamizda 28 DBBHL hastasinin 3’tinde (% 10.7) k-ras mutasyonu saptanirken
kontrol grubunda herhangi bir mutasyona rastlanmadi. K-ras varliginin toplam ve
hastaliksiz sagkalima etkisi istatistiksel olarak bulunamadi. Ancak rakamsal olarak fark
oldukga belirgindi. Daha biiyiik hasta gruplariyla ¢alismalar1 yapilmasinin literatiire katki

saglayacag diistiniilmektedir.

Tran ve ark.nin yaptig1 calisma; gelecekte hedefe yonelik tedavilerin tiimoriin gerilemesiyle
sonuglanabilecegini gostermektedir. Bu calismada myc ve k-ras’in tiimorogenezdeki
isbirligi ve bu onkogenlerin inaktivasyonunun tiimor gerilemesi ile sonu¢lanmasinin doku
tiplerine bagli oldugu bulunmustur. Tiimdérogenezin baslatilmas1 ve devaminda myc ve k-
ras onkogenlerinin nasil isbirligi yaptiklarini incelemek icin, ¢ift kosullu transgenik akciger
adenokarsinomu ve lenfoma timor modeli olusturulmustur. Myc, k-ras veya myc/k-ras
kaynakli lenfomalar; onkojenlerin teker teker ya da birlikte inaktive edildigi durumlarda
stirekli gerileme sergilemistir. Akciger kanserinde ise durum farkli bulunmustur. Myc
kaynakli akciger tlimorii onkogen bagimli degilken; k-ras bagimli akciger kanseri k-ras
inaktivasyonu sonrasi tamamen gerilemistir. Akciger kanseri tedavisinde k-ras yolaginin
daha onemli bir hedef oldugu One siiriilmiistiir. Yine ayni calismada indiiklenen
lenfomalarda myc’in k-ras’a gore daha potent bir onkogen oldugu; hastalik gelisene kadar
gecen ortanca latent siirenin sirastyla 13 hafta ve >100 hafta oldugu gériilmiistiir. Ancak bu
iki onkogenin lenfomadaki isbirliginin akciger kanseri olusumunda goriilmedigi
bildirilmistir. Sonugta myc ve k-ras birlikte inaktive edildiginde hem lenfomalarda hem de
akciger kanserinde tam gerileme tespit edilmistir. Tedavide tek onkogenin hedef alinmasi
kanser tedavisinde her vakada basarili olamadigina deginilmistir. Onemli yayinlar deneysel
myc asirt ekspresyonuna bagli olusan ancak sonradan k-ras mutasyonu gelisen meme
adenokanserlerinin; myc’in inaktivasyonu sonrasi siirekli gerileme gosteremedigini tespit
etmistir. Bulunan sonuglar es zamanli myc ve mutant k-ras inaktivasyonunun timor

gerilemesinde etkili olacag1 yoniindedir (48).
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Molekiiler belirtegler; tan1 aninda riskin belirlenmesi ve dogru hastaya dogru tedavinin
verilebilmesi igin biliyllk 6neme sahiptir. Bu konuda gelecekte yapilacak randomize

kontrollii caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Yas ve cinsiyet oranlari acisindan kontrol grubu ile hasta grubu arasinda fark

bulunmadi.

DBBHL hastalarinda erkek cinsiyetin toplam ve hastaliksiz sagkalim acisindan

olumsuz bir prognostik faktér oldugu tespit edildi.

K-ras mutasyonu hastalarin % 10.7’sinde tespit edildi. Kontrol grubunda mutasyona

rastlanmadi.

K-ras mutasyonu olan hastalarin toplam ve hastaliksiz sagkalim siireleri, mutasyon
olmayan gruba gore rakamsal olarak diisiik bulundu ancak istatistiksel agidan bu fark

anlaml degildi.

C-myc ekspresyonu hem kontrol grubunda hem de hasta grubunda saptandi. Ancak iki

grubun ekspresyon dereceleri arasinda anlamli fark vardi.

C-myc asirt ekspresyonu hastalarin % 61’inde tespit edildi. Bu deger literatiire gore

daha yiiksek idi.
C-myc asir1 ekspresyonunun toplam ve hastaliksiz sagkalima etkisi saptanmadi.

C-myc asir1 ekspresyonunun ilk sira kemoterapi sonrasi tam remisyona girme

oranlarin diistirdiigii bulundu.

43



10.

IPI skorunun, yasin, LDH diizeyinin, evrenin toplam ve hastaliksiz sagkalima etkisi

bulunmadi.

Pek cok yeni alt tipi belirlenen DBBHL hastaliginda standart tedaviler yetersiz
kalmaktadir. Riskli hasta gruplarimin tani aninda belirlenmesi ve yogun tedavi
protokollerinin tercih edilmesi i¢in mevcut skorlama sistemlerinden bagimsiz olarak

mortaliteyi belirleyecek molekiiler belirteclere ihtiyag vardir.
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