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SIMGELER VE KISALTMALAR

BCL6 : B-cell lymphoma 6

BOB1 : B cell specific Octamer Binding protein-1
BT : Bilgisayarli Tomografi

CD4-163 : Cluster of differentiation 4-163

CK : Cytokeratin

DSO : Diinya Saglik Org(iti

EMA : Epithelial membrane antigen

FSM : Flow Sito Metre

GLUT-1 : Glucose transporter 1
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HIV : Human Immundeficiency Virus

HTLV-1 : Human T lymphotropic virus type 1
IFN-y . Interferon gama

Ig : Immunglobulin

IHK : Immiin Histo Kimya

IL-3 - Interleukin-3

IPS > International Prognostik Skor

KHL - Klasik hodgkin lenfoma

KT : Kemoterapi

LFKHL - Lenfositten fakir klasik hodgkin lenfoma
LZKHL . Lenfositten zengin klasik hodgkin lenfoma
MSKHL . Mikst selluler klasik hodgkin lenfoma
NLPHL : Noduler lenfosit predominant hodgkin lenfoma
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P63
Pax-5
PET
PD-1
PD-L1
PD-L2
PET-CT
PTHL
RT
TCR
TdT
Thl
TNET
TiM
TNM
TMC

WHO

: Noddler sklerozan klasik hodgkin lenfoma
: Octamer binding protein 2

: Tumor protein 63

: Paired box gene 5

: Positron emisyon tomografisi

: Programmed Death-1

: Programmed Death Ligand-1

: Programmed Death Ligand-2

: Positron Emission Tomography and Computed Tomography
: Periferik T Hucreli Lenfomalarda

: Radyoterapi

. T cell receptors

: Terminal deoxynucleotidyl transferase

: T helper 1

: Timik Noroendokrin tumor

: Tiimér ligkili Makrofaj

: Tumor-Node-Metastasis

: Tumor Mikro Cevresi

: World Health Organisation
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OZET

Amagc: Klasik Hodgkin Lenfoma (KHL) geng¢ eriskinleri etkileyen en sik
gorilen malignitelerden biridir. KHL iyi bir prognoza sahip olmakla birlikte bu
hastalikta niiks eden veya standart tedaviyi takiben kiir olmayan, tiim hastalarin %10-
30 unu olusturan bir hasta grubu mevcuttur. Kotii prognozlari g6z 6niine alindiginda,
bu hasta grubunun 6nceden belirlenmesi 6nemli bir tibbi ihtiyagtir. Bu yondeki
calismalarin amaci yuksek riskli hasta grubunu énceden tesbit etmek, hedefe yonelik
biyobelirte¢ ve tedavi protokollerini belirlemektir. Biz de ¢alismamizda B lenfosit,
plazma hiicreleri, timor-iliskili makrofaj (TIM) yogunlugunun prognostik verilerle
iliskisini arastirmayr ve bu hasta grubuna yonelik spesifik biyobelirteclerin

bulunmasina katki saglamay1 amagladik.

Gereg ve YOntem: Hastanemiz hemato-onkoloji kliniginde takip edilen 106
olguya ait segilmis parafin bloklardan hazirlanan kesitlere imminohistokimyasal
yontem ile CD163, CD68, CD138 ve CD20 antikoru uygulanmistir. Bulgular ile
sagkalim, nuks, evre, LDH, Hemoglobin, IPS-7 skoru ile arasindaki iliski arastirildi.
Istatistiksel incelemede Ki kare testi, Mann-Witney U ve Kruskal Wallis testi
kullanildi. Sagkalim analizi i¢in Kaplan-Meier yontemi kullanildi ve log-rank testi ile
incelendi. Degiskenlerin genel ve progresyonsuz sagkalim ile iliskisi tek degiskenli
ve ¢ok degiskenli Cox regresyon modelleriyle analiz edildi. Istatistiksel analizlerde p

degeri <0.05 diizeyi anlaml1 olarak kabul edildi.

Bulgular: Azalmis B hiicresi igerigi artmis niks ve ileri evre ile iliskiliydi.
Artmis B hiicre igerigi diisik IPS, diisik LDH, normal-yliksek Hg dizeyi ile
iliskiliydi. Medyan genel sagkalim(OS) ve progresyonsuz sagkalim(PFS) ile iligki



gorulmedi ancak ¢ok degiskenli analizde artmig CD20 ekspresyon dizeyi OS igin

bagimsiz prognostik faktordd.

CD138+ plazma hiicre yogunlugu sagkalim, yas, cinsiyet, histolojik tip, IPS,
tedavi yaniti, evre, LDH ile iliski degildi. Fakat artmis niiks riski ve diisiik Hg diizeyi

ile anlaml1 iliski gosterdi.

CD68 ve CD163 pozitif makrofaj hiicreleri ile medyan genel sagkalim(OS) ve
progresyonsuz sagkalim(PFS), niks riski, ileri evre, IPS ve LDH diizeyi arasinda
anlamli iligki izlendi. Ancak CD68, CD163 ile yas, cinsiyet, histolojik tip, hg diizeyi
iligkili degildi. CD68 ile tedavi yanit1 arasinda sinirda anlamli iligki vardi. CD163
tedavi yanit1 ile iligkili degildi. Tek degiskenli analizde CD68 ve CD163 ekspresyon

diizeyinin sag kalim {izerine anlamli diizeyde etki ettigi goraldi.

Sonuclar: Calismamizla mikrogevrede artmis makrofaj ve azalmis B
lenfositlerin varlig1 agressif tedaviye aday olabilecek hastalarin se¢iminde ve hedefe
yonelik tedavilerin belirlenmesinde literatiire 151k tutabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Imminhistokimya, Klasik hodgkin lenfoma, Mikrogevre,

Prognoz



ABSTRACT

Aim: Classical Hodgkin's Lymphoma (CHL) is one of the most common
malignancies affecting young adults. Although CHL has a good prognosis, there is a
group of patients who relapse or do not cure following standard treatment, which
accounts for 10-30% of all patients. Considering their poor prognosis,
predetermination of this patient group is an important medical need. The aim of these
studies is to identify the high-risk patient group in advance and to determine targeted
biomarkers and treatment protocols. In our study, we aimed to investigate the
relationship of B lymphocyte, plasma cell, tumour-associated macrophage (TAM)
density with prognostic data and to contribute to the discovery of specific biomarkers

for this patient group.

Material and Methods: CD163, CD68, CD138 and CD20 antibodies were
applied immunohistochemically to sections prepared from selected paraffin blocks of
106 patients followed up in the haemato-oncology clinic of our hospital. The
relationship between the findings and survival, recurrence, stage, LDH,
haemoglobin, IPS-7 score was investigated. Ki-Kare test, Mann-Witney U and
Kruskal-Wallis test were used for statistical analysis. Kaplan-Meier method was used
for survival analysis and analysed by log-rank test. The association of variables with
overall and progression-free survival was analysed by univariate and multivariate
Cox regression models. A p value <0.05 was considered significant in statistical

analyses.

Results: Decreased B cell content was associated with increased recurrence
and advanced stage. Increased B cell content was associated with low IPS, low LDH,
normal-high Hg levels. There was no association with median overall survival (OS)
and progression-free survival (PFS), but increased CD20 expression level was an

independent prognostic factor for OS in multivariate analysis.

CD138+ plasma cell density was not associated with survival, age, gender,
histological type, IPS, treatment response, stage, LDH. However, it was significantly

associated with increased recurrence risk and low Hg level.
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CD68 and CD163 positive macrophage cells were significantly associated
with median overall survival (OS) and progression-free survival (PFS), recurrence
risk, advanced stage, IPS and LDH level. However, CD68 and CD163 were not
associated with age, gender, histological type and Hg level. There was a borderline
significant relationship between CD68 and treatment response. CD163 was not
associated with treatment response. In univariate analysis, CD68 and CD163

expression levels had a significant effect on survival.

Conclusion: We suggest that the presence of increased macrophages and
decreased B lymphocytes in the microenvironment may shed light on the literature in
the selection of patients who may be candidates for aggressive treatment and in the

determination of targeted therapies.

Keywords:  Immunohistochemistry,  Classical hodgkin  lymphoma,

Microenvironment, Prognosis
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1-GIRIS VE AMAC

Klasik Hodgkin lenfoma (KHL) ,Hodgkin Reed-Sternberg (HRS) hiicreleri
olarak adlandirilan daginik, seyrek tiimor hiicre popllasyonu ve g¢ogunlugu T
lenfositler olmak tzere B lenfositler, plazma hucreleri, makrofajlar, notrofiller,
eozinofiller ve histiyositleri igeren mikro c¢evreden (TMC) olusan benzersiz
histopatolojiye sahip bir neoplazidir. HRS hiicreleri, timér gelisimini ve
progresyonunu desteklemek igin ¢ok sayida kemokin ve sitokin iireterek kendine has
bir mikrogevre diizenler. Son yillarda Klasik Hodgkin lenfoma ve follikiler lenfoma
gibi hematolojik malignitelerde bu gevresel ortamin tiimdr progresyonunda ve
prognozda 6nemli bir etken oldugu disiiniilmektedir. KHL’de Ozellikle B lenfosit,
makrofaj, T Ilenfosit infiltrasyon yogunlugunun prognostik roliine iliskin,
immunohistokimyasal yontemlerle ya da gen ekspresyon profil analizi ile ¢caligmalar
yapilmaktadir. Bu caligmalarin bazilarinda makrofaj yogunlugunun artmasinin
sagkalimi azalttif1 gosterilirken, diger bir kisminda sagkalima etkisinin olmadigi
belirtilmektedir. Buna ek olarak ¢esitli ¢alismalarda, KHL'deki reaktif B hiicrelerinin
olumlu bir etki gosterdigi One siiriilmiis, bu calismalarla KHL'de B hiicresinin
antitiimoral bir rol oynadigin1 ve lokal immin reaksiyonda seyirci olmaktan ziyade
temel aktorlerden biri olabilecegi ifade edilmistir. Ancak bununla birlikte
caligmalarda tiimorle iligkili B lenfositlerinin roliine iliskin mevcut veriler, solid
timorlerdeki immiinoinhibitor fonksiyonlar ile timor ilerlemesinde artis gosteren ve
IL-10 ve TGF-B gibi kanitlanmis bir inhibitor sitokin kaynagi olan regiilator B

lenfositleri (B-reg'ler) gibi tiimorii tesvik edici bir islevi oldugunu da gostermektedir.



Plazma hucrelerinin (PH) KHL'deki mikrogevrenin dinamiklerinde rol
oynaylp oynamadigi heniiz derinlemesine arastirma konusu olmamistir. Fakat bir
caligmada KHL'li hastalarm timor biyopsileri aragtirllmis ve CD138+ PH'nin B
semptomlari, ileri evre ve eozinofil infiltrasyonu ile iligkili oldugunu bulunmustur.

Ancak prognoz ve sagkalim iizerine etkisi net olarak gosterilememistir.

Hodgkin lenfomada prognozu belirlemede biyokimyasal ve klinik verilerin
yer aldigi Uluslararasi Prognostik Skoru (IPS) kullanilmaktadir. Hasenclever ve
Diehl 1998 yilinda yaptiklari bir ¢alismada serum albiimin diizeyi, hemoglobin
diizeyi, erkek cinsiyet, 45 yas istii olmak, l6kosit sayisi, lenfopeni ve evre IV
hastalig1 bagimsiz risk faktorleri olarak ortaya koymustur. Ancak bunlara ek olarak
son yillarda KHL’de tiimor-iliskili makrofaj(TIM) ve B lenfosit yogunlugunun
belirlenmesinin, prognozu dngérmenin yani sira hedefe yonelik tedavi agisindan da

biiylik yarar saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Evreleme Cotswold modifikasyonlu Ann Arbor evreleme sistemine gore
yapilmaktadir. Hastalar sinirli (Evre 1 ve 2) ve ilerlemis (Evre 3 ve 4) hastaliga gore
tedavi edilmektedir. Ileri evre Klasik Hodgkin lenfomali (KHL) hastalarin bir grubu
standart tedaviyi takiben niiks etmekte veya ilerlemektedir. Kotli prognozlart goz
Oniline alindiginda, bu hasta grubunun 6nceden taninmasi énemli bir tibbi ihtiyactir.
Daha oOnceki aragtirmalarda timoér mikrogevresinink KHL sonuglartyla iligkili
ozellikleri tanimlanmis olsa da, bu yiiksek riskli grupta gelistirilen ve dogrulanan

biyobelirtecler hala eksiktir.

Bu calismada KHL olgularinda histopatoloji lamlarinda tiim slayt gorGntd

analizini (WSI: whole slide imagine) kullanilarak CD68 ve CD163 ile timOr-iligkili



makrofaj, CD20 ile reaktif B lenfosit, CD138 ile plazma hiicre yogunlugunu
saptamak ve bunlarin progresyonsuz ve medyan sagkalim siiresi ile olasi iligkilerini
ortaya koymak; bu bulgularin esliginde patoloji raporlarinda makrofaj, B lenfosit,
plazma hiicresi yogunlugunun vurgulanmasinin gerekliligini arastirmak ve ek olarak
da Uluslararas1 Prognostik Skor (IPS), Ann-Ahbor evre, yas, cinsiyet, histolojik alt
tip, LDH dizeyi gibi klinikopatolojik parametreler ile iligkisinin olup olmadigini

aciga ¢ikarmak amaclanmistir.



2-GENEL BILGILER
2.1 TANIM VE TARIHCE

Klasik Hodgkin Lenfoma germinal merkez B-hiicrelerinden kaynaklanan
immiin hiicrelerden zengin reaktif bir mikrocevre igerisinde az sayida tUmor

hlcreleri ile karakterize bir lenfoid neoplazmdir (1).

Sir Thomas Hodgkin 19'uncu ylizyilin ilk yarisinda, Samuel Wilkins'in "Lenf
bezlerinin ve dalagin bazi1 hastalikli goriiniimleri iizerine" baslikli bir makalede
Hodgkin Hastaligi (HH) olarak adlandirdigi siirecin ilk makroskopik tanimini
yapmustir. 1898 ve 1902 yillarinda Carl Sternberg ve Dorothy Reed diger
arastiricilardan bagimsiz olarak tipik ‘’tani’’hiicrelerini (Hodgkin Reed Sternberg
hiicresi) tanimlamigtir. 1956 yilinda Smetana ve Cohen, sklerotik degisiklikler ve
daha iyi bir prognoz ile karakterize olan graniillomatéz HH'nin histopatolojik bir
varyantini tanimlamistir. Bu varyant, 1964 yilinda Lukes, Butler ve Hicks tarafindan
onerilen smiflandirmada "Nodiiler Sklerozan Hodgkin Hastalig1" olarak

adlandirilmis ve 1994 yilina kadar rutin olarak kullanilmstir (2).

Bu simiflandirmada Hodgkin lenfoma (HL) morfolojik, fenotipik, genotipik ve
klinik bulgular 15181nda nodiiler lenfosit predominant (NLPHL) ve klasik hodgkin
lenfoma (KHL) olarak iki ana tipe ayrilmistir. KHL ise kendi i¢inde 4 alt tip
icermektedir; noduler sklerozan (NSKHL), mikst selluler (MSKHL), lenfositten fakir
(LFKHL) ve lenfositten zengin KHL (LZKHL). Bu yaklasim son olarak 2001 yilinda
Diinya Saghk Orgiiti (DSO) semas: tarafindan benimsenmis ve 2008 DSO

siniflandirmasinda teyit edilmistir (3,4).



2.2 HODGKIN LENFOMA

Hodgkin lenfoma (HL); tiim malignitelerin %]1’inden azini, lenfomalarin ise
yaklasik %10’unu olusturan, yillik 100.000 de 2-3 insidansla kismen yaygin bir

germinal merkez kdkenli B hiicre malignitesidir.

Nodiler Lenfosit Predominant Hodgkin Lenfoma (NLPHL), hematolenfoid
neoplazmlarin  WHO simiflandirmasinin digiincii  baskisindan bu yana ayr1 bir
klinikopatolojik antite olarak kabul edilmektedir. Klasik HL, 6zellikle lenfositten
zengin varyant ve NLPHL arasindaki benzerliklere ragmen, NLPHL'min KHL'den
farkli bir neoplazm olduguna dair ¢ok sayida klinikopatolojik, etiyolojik ve
patogenetik kanit vardir. Klasik tip HL dort histolojik alt tip icermektedir. Bunlar;
noduler sklerozan (NSKHL), mikst selliler (MSKHL), lenfositten zengin (LZKHL)
ve lenfositten fakir (LFKHL) dir.

Modern tedavi protokolleri ile bu alt tipler prognostik 6nemlerini yitirmistir.
Bununla birlikte, epidemiyolojik ve translasyonel ¢alismalar1 desteklemek i¢in bu alt
tiplerin tanimlanmasinda hala yarar vardir, ¢iinkii spesifik alt tipler farkli bir
etiyopatogenez ve farkli cografi dagilim ile iligkili gibi goriinmektedir. Malign
hiicrelerin seyrek oldugu ve mikrocevredeki cesitli immiin hiicrelerin hastaligin
sekillenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynadigi bu lenfoma grubunun histopatolojik
yapist, hastaligt tanimlama ve siniflandirmanin yani sira hastalar i¢in tedavi

seceneklerine de rehberlik etmektedir (1).

2.2.1 Klasik Hodgkin Lenfoma
2.2.1.1 Giris

KHL'nin temel tanimi gecen yilizyilldan bu yana pek degismemis olsa da,
etiyoloji ve patogenez hakkindaki bilgiler son yillarda katlanarak artmistir. Biyolojik
temel bilgiler, patoloji camiasinda profesyonel tartigmalara konu olan, tanisal
tuzaklara yol acan gri zon lezyonlar ve taklit¢ilerinin taninmasina yol agmistir. Bu
etiyopatogenezin giin gectikce netlesmesi, KHL’nin tanisal smirlarinin yeniden

tariflenmesinin yolunu a¢mistir. Ayni zamanda epidemiyolojisini de etkilemistir.



Ciinkii daha once KHL olarak teshis edilen vakalar artik farklt gsekilde

siiflandirilabilmektedir.

Bu nedenle, daha once bildirilen bilgilerin, degisen tani kriterleri 1s1ginda
yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir. Sadece morfolojiye dayanarak, HL'nin
teshis edilmesi en kolay lenfoma alt tipi olabildigi gibi ayn1 zamanda yanlis teshise

neden olabilecegi unutulmamalidir (1).
2.2.1.2 Lokalizasyon

KHL, esas olarak supradiyafragmatik lenf nodlarini tutar. Erken evre KHL
hastalarmin %70'inden fazlasinda servikal veya supraklavikiiler lenf diigiimleri
biiylimiistiir ve %60"indan fazlasinda mediastinal tutulum vardir. Hastalarin %5'inden
azinda abdomino-pelvik lenf nodlar1 ve/veya dalagin infradiyafragmatik tutulumu
goriiliir; bu bolgeler genellikle yiiksek evre hastalikta tutulur. Mediastinal ve
subdiyafragmatik bolgeler sirastyla nodiiler sklerozan ve mikst selliiler alt tiplerinde
yaygin olarak tutulur. Evre IV hastalikta ekstranodal tutulum bolgeleri arasinda
akciger (%21), kemik (%15), karaciger (%10) ve kemik iligi (%9) yer alir (5). Deri,
gastrointestinal sistem, Waldeyer halkasi veya merkezi sinir sistemi gibi bolgelerde
primer ekstranodal tutulum nadirdir ve alternatif tanilarin diisiiniilmesini ve altta
yatan immiin yetmezlik, 6zellikle de ileri evre hastalik ve ekstranodal tutulumun
daha sik goriilebildigi HIV/AIDS agisindan degerlendirilmesini gerektirmektedir (6,
7).

2.2.1.3 Klinik 6zellikler

Hastalar genellikle agrisiz, sert periferik lenfadenopati ve karakteristik
konglomere nodal tutulum ile bagvurur. Lokalize hastalig1 olan hastalarin %20'si ve
ileri evre hastalig1 olan hastalarin %70'1 sistemik B semptomlar: [ates yliksekligi
(birbirini izleyen 3 giinde, >38C), gece terlemesi ve son 6 ayda viicut agirliginin
%10“undan fazla kilo kaybi] gosterir. Biiyiikk mediastinal hastalik inatc¢i Oksiiriik,
nefes darlig1 ve hatta superior vena kava sendromuna neden olabilir. Daha az siklikla
kasint1 goriliir. Etkilenen lenf nodu bdlgelerinde alkole bagli agri, KHL'de nadir
gorilen ancak karakteristik bir semptomdur. Otoimmun hemoliz, iktiyozis, noropati

ve serebellar dejenerasyon gibi paraneoplastik Kklinik prezentasyonlar nadiren ilk



bulgu olarak tanimlanmistir. Anemi, notrofili ile birlikte 16kositoz, lenfositopeni ve
yuksek C-reaktif protein (CRP) en sik karsilasilan laboratuvar bulgularidir (1). IL-2,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, fibroblast blyume faktori (FGF), TGF, timor
nekroz faktér-a (TNF-a) gibi bazi sitokinlerin HL’li hastalarda goérulen sistemik
semptomlara neden olduklar: diisiniilmektedir. Giiniimiiz tedavi yontemleri ile klasik

tip HL olgularinin %85’inden fazlasinda kiir saglamak miimkiindiir.
2.2.1.4 Epidemiyoloji

KHL insidans1 yasa gore degiskenlik gostermekte olup c¢ocuklarda nadir
goriilen bir hastaliktir. Yiiksek sosyoekonomik diizeye sahip toplumlarda daha fazla
gozlenmektedir (8). Hafif bir kadin baskinligina sahip olan nodiiler sklerozan KHL
(NSKHL) disinda, KHL’de erkek baskinligi mevcuttur. Mikst selliler KHL
(MSKHL) genel olarak yasla birlikte artig gosterir. Ayni1 zamanda diislik ve orta
gelirli tlkelerdeki ¢cocuklarda en ¢ok izlenen KHL alt grubudur.

KHL, Beyaz ve Asya/Pasifik Adali populasyonlarda bimodal yas dagilimi
gosterirken siyah veya Hispanik poptlasyonlarda bimodal dagilim goriillmemektedir
(9). Amerika Birlesik Devletlerinde 1992 ve 2011 yillar1 arasinda bildirilen 21.372
KHL hasta ile yapilan retrospektif bir analizde, lenfositten zengin, mikst selltler,
lenfositten fakir, nodiiler sklerozan ve siniflandirilmamis KHL tipleri sirastyla %35,8,

%18.,9, %1,5, %58,1 ve %15,7 oraninda izlenmistir.

2.2.1.5 Etiyoloji

KHL'nin etiyolojisi hala tam olarak aydinlatilamamigtir. Bununla birlikte,
latent EBV enfeksiyonunun EBV-pozitif KHL'de malign transformasyona yol
actigma dair giiclii kanmitlar bulunmaktadir. Genglerde, primer EBV enfeksiyonu
genellikle 5 ila 10 yil sonra daha ylksek EBV-pozitif KHL insidansi ile iliskilidir
(10). Diisiik ve orta gelirli iilkelerde EBV genellikle gen¢ yasta kazanilir ve buna
bagl olarak cocukluk caginda ortaya ¢ikan KHL genellikle EBV pozitiftir. Daha
yuksek sosyo-ekonomik duzeye sahip (Ulkelerde primer EBV enfeksiyonunun
gecikmesi, hastaligin erken yetiskinlik doneminde hastaligin artmis insidansi ile

sonuglanir. Genglerde goriilen insidans artisi disinda, EBV-pozitif KHL insidansi



yasla birlikte diizenli olarak artmaktadir. Yetiskinlerin ¢ogu EBV tasidigindan, yavas
yavag zayiflayan immiin sistemi (bagisiklik yaglanmasi) muhtemelen bu patogenezi
aciklamaktadir (11). Mikst selliiler ve lenfositten fakir KHL alt tipleri diger tiplere
kiyasla daha sik EBV pozitiftir, ancak diger alt tiplerden herhangi biri de EBV

pozitif olabilir.

EBV-negatif KHL'nin etiyolojisi hakkinda ¢ok daha az sey bilinmektedir. Bu
grup EBV-pozitif KHL ile karsilagtirildiginda farkli bir yas dagilimi izler; orta yasta
diizenli bir artis ve pik, ileri yasta ise kademeli bir diisiis goriiliir. EBV-negatif KHL
en sik nodiiler sklerozan alt tipinde goriiliir. Genom ¢apinda yapilan analizler, EBV-
pozitif ve negatif vakalar arasinda farkli olan HLA'daki duyarlilik lokuslarinin yanm
sira immiin sistemle ilgili c¢esitli gen lokuslarindaki duyarlilik varyantlarini
tamimlamistir (12,13). Genetik duyarlilik muhtemelen KHL'de g0zlenen ailesel

insidans artis1 ve monozigotik ikizlerdeki yiiksek konkordansi agiklamaktadir (14).

2.2.1.6 Patogenez

KHL'nin patogenezi karmasiktir ve heniliz tam olarak anlagilamamistir.
Neoplastik HRS hiicrelerine 6zgii genomik degisiklikler, neoplastik HRS
hiicrelerinin iginde bulundugu tiimér mikrogevre ile yogun iliskisi ve latent EBV
enfeksiyonu lenfomanin patogenezini olusturur. iki niikleuslu veya multiniikleer RS
hiicreleri, tamamlanmamais bir sitokinez siireci yoluyla Hodgkin hiicrelerinden gelisir
(15). HRS hiicrelerinin germinal merkez B hiicresi kokenli oldugu, mikrodiseksiyon
yontemiyle elde edilmis neoplastik hiicrelerde monoklonal immiinoglobulin (Ig) gen
yeniden diizenlemelerinin gosterilmesi ve yeniden diizenlenmis IGV genlerindeki
yuksek somatik mutasyon yiikiiniin ortaya konmasiyla aydinlatilmistir. Vakalarin
%?25'inde yikict somatik IGHV mutasyonlarinin saptanmasi, HRS hiicrelerinin,
normalde germinal merkezde apoptoza yol agacak mutasyonlar edinmis, ancak EBV
enfeksiyonundan kaynaklandigi gibi patojenik sag kalim sinyalleri ile kurtarilan
germinal merkez B hiicrelerinden gelistigi kavramini ortaya koymustur (16). HRS
hiicreleri tan1 aninda B hiicre fenotipik Ozelliklerinin ¢ogunu kaybetmis genetik,
metabolik ve morfolojik olarak dikkat cekici sekilde anormal o6zellik tasiyan
hiicrelerdir (17). Tekrarlayan kromozomal kazanglar ve kayiplar, onkogenik sinyal

yollarinin, 6zellikle de NF-kB ve JAK/STAT' yolagimin yapisal aktivasyonuna yol



acan somatik mutasyonlar ve immin sistemden kagis, KHL biyolojisini olusturan
karakteristik Ozellikler olarak kabul edilmektedir. Bu 0Ozellikler HRS hiicresinin
hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi igin gereklidir (18). KHL patogenezinde énemli olan
diger sinyal yollar1 arasinda MAPK/ERK, APl, PI3K/AKT ve NOTCH1 yer
almaktadir (19).

HRS hiicreleri, CD4+ regulator ve yardimei T hiicrelerini (T helper), miyeloid
hicreleri  (eozinofiller, makrofajlar, mast hicreleri) ve stromal hucreleri
(fibroblastlar, mezenkimal stromal hucreler) ortama ¢ekmek ve modile etmek igin
cok sayida kemokin (6rn. CCL17/TARC, CCL5), sitokin (6rn. IL5, IL7, IL13) ve
blytme faktori (M-CSF, FGF-2) salgilar (19,20). Bu ortam neoplastik hiicrelere
karsi reaktif degil, aksine simbiyotiktir ve sitokinler hiicre ylizeyi ligandlari
aracilifiyla HRS hiicresinin hayatta kalmasini, anjiyogenezini ve konak-bagisiklik
sisteminden kacgisini destekler. HRS hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagisi, HRS
hiicrelerini ¢evreleyen CD4+ T hiicre rozetlerinin sagladigi koruyucu kalkan, CD4+T
hicrelerinin, regllatdor T hiicrelere dogru polarizasyonu, monositlerin anti-
inflamatuar M2 makrofajlara farklilasmasi ve immiinosupresif sitokinlerin (IL10,
TGFP) salgilanmasiyla kolaylastirilir (19,20).

KHL'de en sik goriilen kromozomal degisiklik, 9p kolunda rekirren
kazanimlar ve 9p24.1'deki fokal amplifikasyondur, bu da PD-L1/PD-L2 ekspresyon
artigina yol agar (21). HRSH'lerde artmis programlanmig 6liim ligandi 1 (PD-L1) ve
programlanmig O6lim ligandi 2 (PD-L2) ekspresyon seviyeleri, KHL'de immin
sistemden kacisin en dnemli mekanizmasini olusturur. Bunlar T hiicresi anerjisini
indukleyen PD-1 reseptor ligandlaridir ve bu nedenle T hiicreleri ile HRSH'leri
arasindaki immiin etkilesimin sekillendirilmesinde kritik 6neme sahiptir. Ancak PD-
L1 ve PD-L2'nin ekspresyonu yalmizca HRSH'lerle sinirli degildir; bu ligandlar,
timor iligkili makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi mikrogevre igindeki diger
6nemli immin hicre popiilasyonlarinda da bulunur (22). PD1-PDL1/PDL2
etkilesiminin engellenmesi giincel olarak kullanilan tedavi segenekleri arasindadir.

EBV ile enfekte HRS hicreleri EBER, EBNA1, LMP1 ve LMP2A
ekspresyonu iceren bir LATENS tip II programi gosterir (23). LMP1 bir onkogendir
ve aktif CD40 reseptorini taklit eder. LMP2A B-hiicresi reseptor sinyalini taklit



eder. Bu iki viral protein germinal merkez B hiicreleri i¢cin sag kalma

sinyallerindendir (24,25).

2.2.1.7 Makroskopik gérinim

Tutulan lenf diiglimleri biliylimiis, genellikle konglomere degildir ve sert
kivamdadir. Makroskopik goriiniim histolojik alt tipe gore degisiklik gostermektedir.
Nodiler sklerozan alt tipte tutulum goésteren lenf diigtimleri siklikla konglomeredir.
Kesit ylzi kaba veya ince noduler morfoloji gosterir. Mikst selltler ve lenfositten
zengin alt tipler spesifik bir farklilik gostermeyip, homojen ve etsi gorinimdedir.
Nekroz igerebilirler. KHL da dalak tutulumu genellikle daginik nodiiler yapilar
seklindedir, ancak bazen buyuk kitleler seklinde de goriilebilir. Timus tutulumu ile
sinirli olan nadir olgular eslik eden kistik degisimlerle iliskili olabilirler. Tedavi
sonrasinda patolojik lenf diigimleri, siklikla tUberkiloz gibi kronik bir enfeksiyon

nedeniyle tedavi edilen lenf diigiimlerinin goériiniimiine benzeyen kalici bir fibrotik

kitle seklinde gortliir.

2.2.1.8 Kor igne biyopsisi

Histopatolojiye iliskin tanimlamalarin  ¢ogu lenf diglimi eksizyonel
biyopsilerin bulgulari tizerinden yapilmistir. Bununla birlikte, kor igne biyopsilerinin
kullanilmasma yonelik artan bir egilim mevcuttur. HRS hiicrelerinin azligi ve
diizensiz dagilimi kor igne biyopsilerinde taniy1 zorlastirmaktadir. Ayrica kor igne
biyopsilerinde nodiler sklerozan alt tip icin 6nemli olan fibrozisin degerlendirilmesi
de zordur. Ozellikle ince igne aspirasyon biyopsi yaymalarinda epiteloid hiicreli
graniilomlardan zengin morfolojik bulgular igeren olgular yanlislikla mikobakteriyel

hastalik tanist alabilir.

2.2.1.9 Histopatoloji

Nodiler lenfosit predominant varyantin  tanmimlanip ayrt  olarak
siniflandirilmasindan bu yana esas olarak KHL'nin histopatolojik alt tip tanimlari
degismemistir. KHL, karakteristik bir hiicresel mikrogevre iginde mononikleer

Hodgkin hiicreleri ve iki veya c¢ok cekirdekli Reed Sternberg hiicrelerinin varligr ile
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karakterizedir. Lenf diigiimleri tamamen, kismen veya fokal olarak tutulabilir. KHL
da, etkilenen lenf diiglimiinde, infiltrattaki hiicre sayisinin %0,1 ila 10'unu
olusturabilen diisiik oranda tanimlayic1 HRS hiicreleri goriiliir. Bu nedenle, bir HRS
hiicresini bulmak i¢in kapsamli bir arama yapmak gerekebilir. Klasik RS hiicresini
hemen her vakada bulmak muimkundir, ancak bunlar genellikle mononikleer

Hodgkin hiicreleri kadar ¢ok sayida degildir.

HRS hiicreleri cesitli formlar gosterebilir. Arka plandaki lenfositlerin en az
dort ila bes kati1 biiylikliiglindedirler ve belirgin eozinofilik niikleolleri olan biiyiik
cekirdeklere sahiptirler. Klasik baykus gozii gériinlimii veren periniikleer bir halo ile
cevrili biiylik eozinofilik merkezi yerlesimli niikleollere sahip en az iki c¢ekirdegi
olan prototipik RS hiicresi, neoplastik azinligi temsil edebilir. Bir Hodgkin hiicresi
genellikle belirgin nikleoluslu ve yuvarlak nikleusa sahiptir. Lakuner hicreler
NSKHL'nin karakteristik 6zelligidir. Yaygin bir bulgu da yogun sitoplazmali ve
piknotik c¢ekirdekli "mumyalasmis" hiicrelerin varligidir; bunlar apoptotik hiicre

formlarini temsil etmektedir.

HRS hiicrelerini ¢evreleyen hiicresel mikrogevre neoplastik degildir ve
progresyon, prognoz ve tedaviye yanitta 6nemli bir faktor olarak giderek daha fazla
kabul gormektedir. Mikrocgevre, alt tipe ve EBV pozitiflik durumuna gore degisiklik
gostermektedir. Cogu vakada zemindeki hiicreler, degisken sayida eozinofil,
histiyosit, notrofil ve plazma hiicrelerinin de eslik ettigi T lenfositlerdir. Epiteloid
graniilomlar fokal olabilecegi gibi bazen tabloya da hakim olabilirler. Lenfositten
zengin alt tip ise zeminde mantle hicresi tipinde bol miktarda reaktif B lenfosit

icermektedir.

2.2.1.9.1 Alt Tipler

KHL geleneksel olarak dort gruba ayrilmistir: NSKHL, MSKHL, LZKHL ve
LFKHL. Her alt tipin tipik ornekleri histolojide kolayca tanimlanabilir; ancak
aralarinda bazi oOrtiismeler de vardir. KHL'nin alt tiplere ayrilmasi modern tedavi

yontemi ilgili olmayabilir, ancak alt tipler biyolojik ¢esitlilikleri yansitiyor gibi
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goriinmektedir. Siirli materyalde bu alt tiplerin ayriminin miimkiin olamayabilecegi
ve hatta tavsiye edilmedigi belirtilmekte, fakat miimkiin oldugunda tanimlanmasi ve

rapor edilmesi dnerilmektedir.

2.2.1.9.1.1 Noduler Sklerozan Klasik Hodgkin Lenfoma

NSKHL, HRS hcreleri ve reaktif infiltrat iceren bir ya da birka¢ nodull
cevreleyen sklerotik bantlarla karakterize lezyonlardir (Sekil-1). Sklerotik bantlar
genellikle kapsiiler fibrozis ile de iliskilidir (26). Lakiner hilcreler karakteristiktir ve
fiksasyon sirasinda sitoplazmanin geri ¢ekilmesinden kaynaklanir, bu da deliklerde
veya lakiinlerde bulunan neoplastik hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olur (27).
Tipik HRS hiicreleri yaygindir ve pleomorfik morfolojiye sahip Hodgkin hiicreleri
goriilebilir. Inflamatuar infiltrat eozinofiller, histiyositler, kiiciik lenfositler ve bazen
noétrofillerden olusur. Bu varyantta arada kalmis reaktif lenfoid folikiiller ve fokal
nekroz gordlebilir (28). Nadiren hicresel zemin LZKHL'ye benzemektedir.
Tabakalar halinde c¢ok sayida neoplastik hiicre igeren NSKHL vakalari sinsityal
varyant olarak adlandirilir. Cok sayida tiimor hiicresinin bulundugu bélgelerde
nekroz yaygindir. Gegmiste NSKHL neoplastik hiicrelerin gorece sayisina gore

derecelendirilmis olsa da (28,29), bu uygulama artik gecerliligini yitirmistir.
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Sekil-1: Nodiler Sklerozan Klasik Hodgkin Lenfoma, kollajen bantlar neoplastik

nodlleri sinirlar ve kapsiiler fibrozis ile iliskilidir.

2.2.1.9.1.2 Mikst Sellluler Klasik Hodgkin Lenfoma

MSKHL’da lenf nodu mimarisi yaygin olarak silinmistir (Sekil-2). Diger
KHL alt tipleriyle karsilastirildiginda, iki veya ¢ok cekirdekli RS hiicreleri nispeten
daha siktir. HRS hiicreleri kiigiik lenfositler, histiyositler, eozinofiller ve plazma
hiicrelerinden olusan mikst bir inflamatuar infiltrat i¢inde daginik olarak bulunur. Bu
immiin hiicrelerin yayginlhig1 vakadan vakaya degisir. Nadiren, ozellikle de EBV-
pozitif vakalarda epiteloid histiyositler veya grantlomlar gorilebilir. Fibrozis,
mevcut oldugunda, ince retikiiler yapidadir ve siliktir (30). Fibroz septa ve kapsuler

fibrozis izlenmez.
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5 mm

Sekil-2: Az sayida reaktif lenfoid folikiil kalintilar1 igeren ve fibroz septanin
izlenmedigi yaygin infiltrasyon gosteren Mikst Selltler Klasik Hodgkin Lenfoma

2.2.1.9.1.3 Lenfositten Zengin Klasik Hodgkin Lenfoma

LZKHL, bol miktarda kigtk lenfosit iceren ve notrofil ve eozinofillerin
neredeyse hi¢ bulunmadigr nodiiler veya daha az siklikla diffiiz infiltrasyonla
karakterizedir. Noduler vakalarda, nodil yapilari tutulan dokunun ¢ogunu kaplar,
boylece interfolikiiler bolgeler sikisir. Nodiiller kiigiik B-lenfositlerden olusur ve
nispeten kiclk veya gerilemis ve genellikle eksantrik yerlesimli germinal merkezler
barindirir (Sekil-3). HRS hiicreleri agirlikli olarak nodiillerin iginde, ancak germinal
merkezlerin disinda bulunur. Eozinofiller ve/veya nétrofiller nodillerde bulunmaz,
genelde az sayida interfollikiiler bolgelerde yer alirlar. Diffiiz tutulum gosteren
vakalarda, hiicresel zemindeki kiiclik lenfositler epiteloid oOzellikler tasiyan veya
tasimayan histiyositlerle karisabilir. Bu alt tip kolaylikla NLPHL ile karistirilabilir.
Gecgmiste, NLPHL olarak tani konulan vakalarin yaklasik %30'unun daha sonra
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LZKHL oldugu tespit edilmistir (31). Bu ayrim i¢in klasik HRS hiicrelerinin tipik
immunofenotipin gosterilmesi esastir. Nadir vakalarda kiigiik lenfositik lenfoma
(KLL) dagmik klasik HRS hiicresi i¢erebilir ve LZKHL'yi taklit edebilir.

Sekil-3: LZKHL; nispeten kiigiik ve gerilemis germinal merkezler

2.2.1.9.1.4 Lenfositten Fakir Klasik Hodgkin Lenfoma

LFKHL nadirdir (<%2) ve EBV ile giiclii bir iliskisi vardir. MSKHL'yla
benzer sekilde diffiiz biiylime paterni, pleomorfik HRS hiicre 6zellikleri ve EBV ile
sik birliktelik gosterir (26). Bu nedenle LFKHL, MSKHL ile ayni spektrumun bir
ucunu temsil edebilir (32). LFKHL'nin tanimlayic1 6zellikleri HRS hiicrelerinin
baskinligt ve zeminde lenfositlerin azhigidir (Sekil-4).Eozinofiller ve plazma
hiicreleri de ayn1 oranda azdir ve fibroz bantlar yoktur. Birinde HRS hiicrelerinden

olusan tabakalar izlenirken, digerinde yaygin fibrozis ve histiyosit bulunur (33).
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Sekil-4: LFKHL; Zeminde az sayida lenfositler ve ¢ok sayida HRS hiicreleri

2.2.1.9.2 immiinofenotip

KHL'nin HRS hcreleri neredeyse tim durumda CD30'u ve ¢ogu durumda
CD15’1 eksprese eder (34-37). Hem CD30 hem de CD15 tipik olarak sitoplazmanin
golgi zonuna uyan bolgede membranoz paternde izlenir. Ancak CD15 ayni zamanda
sitoplazmik granuler bir paternde de ekspresse edilebilir. CD30 ekspresyonu genel
olarak tiim HRS hiicrelerinde ayn1 olsa da, CD15 ekspresyonu fokal olabilir. HRS
hiicreleri genellikle CD45 negatiftir ve J zinciri, Ig agir ve hafif zincirler ve CD68R
icin daima negatiftir (38,39). HRS hiicrelerinin B hiicre kdkenli oldugu, neredeyse
tim vakalarda (~%95 vaka) eksprese edilen PAXS5 ile gosterilir. HRS hicrelerinde
PAXS5 ekspresyonu Kkarakteristik olarak reaktif B hiicrelerindekinden daha zayiftir.
B hiicre programinin ¢ogu KHL'de down regiile edilir. Vakalarin %30-40'inda az
sayida hiicrede, degisen yogunlukta CD20 ekspresyonu saptanabilir (40,41). CDI19
ve CD79a gibi diger B hiicresi belirtegleri daha az siklikla ifade edilir. Vakalarin
cogunda OCT2, BOBI1, PU1 ve BCL6 gibi B hiicresi transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonu gozlenmez (42). OCT2 ve BOBL'in her ikisi de neredeyse %90 vakada,
PU1l neredeyse tim vakalarda negatiftir (43,44). Nadir durumlarda, HRS
hiicrelerinde ya OCT2 ya da BOBL1 eksprese edilir, ancak genellikle her ikisi birden
eksprese edilmez (33). LZKHL'da bu B hiicresi transkripsiyon faktorleri, diger KHL

16



alt tiplerine gore daha sik ekspresse edilir (42). HRS hicrelerinde tipik olarak Ig
ekspresyonu izlenmez. Transkripsiyon faktéri MUM1, HRS hcrelerinde glgli bir
sekilde eksprese edilir, ancak plazma hiicresiyle iliskili adhezyon molekiilii olan
CD138 negatiftir (45). Zayif pozitif olabilen BCL6 disindaki germinal merkez
belirtegleri KHL'de nadiren eksprese edilir. EBV ile kodlanan RNA'nin
hibridizasyonuyla gosterilen EBER, EBV ile iliski olgular arasinda degiskenlik
gosterir. EBV ile enfekte olmus HRS hiicreleri, EBV latent membran proteini 1'i
(LMP1) ve EBNAL'i eksprese eder (46-50).

Az sayida vakada (~%5) HRS hiicrelerinde bir veya daha fazla T hiicresi
antijeninin anormal ekspresyonu kaydedilmistir. Ekspresyon, membrandz ve/veya
sitoplazmik olarak gortlebilir (51-54). Bu vakalarda CD4 ve CD2 daha sik ifade
edilirken CD3 ckspresyonu daha az izlenir. Benzer sekilde sitotoksik molekiillerin
ekspresyonuna da nadiren rastlanir. GATA3'in niikleer ekspresyonu KHL
vakalarmin yaklagik %80'inde mevcuttur (55). Cogu olguda HRS hiicreleri fascin
eksprese eder (56). Vakalarin %40'indan fazlasinda HRS hiicrelerinin ¢ogunlugunda
giiclii PDL1 ekspresyonu goriiliir (57). Ayrica ¢ogu KHL vakasinda HRS hucreleri
CD23 negatiftir (56,58). HRS hiicrelerinde STAT6YE®Vin niikleer ekspresyonu
(sitoplazmik boyama ile birlikte veya sitoplazmik boyama olmadan), vakalarin
yaKlasik %80'inde goriilen yararli bir belirtectir (59). Bu ek immdinohistokimyasal
belirtecler tanisal agidan zorlu vakalarda faydali olabilir.

KHL'de zemindeki kiigiik lenfoid hiicreler, histolojik alt tipler arasinda sayilart
degisen B ve T lenfositlerini icerir. B lenfositleri LZKHL'de belirgin izlenirken
LFKHL'de daha az izlenir. LZKHL'deki kigik B lenfositler IgM ve IgG pozitif
genislemis mantle zonu temsil eder. LZKHL'deki B hicreli nodillerin ‘folikdler'
mimarisi, CD21+ folikiiler dendritik hiicrelerin yogun ag yapisiyla gosterilir.
KHL'nin tim alt tiplerinde HRS hiicrelerinin gevresinde rozet olusturan hiicreler
genellikle CD4+ T hicreleridir. PD1+ T hucrelerinin (folikiler T helper hicreleri )
olusturdugu rozetler, LZKHL vakalarmin neredeyse yarisinda neoplastik hticreleri
cevreler (42). Zeminde CD15 eksprese eden eozinofiller-nétrofiller ve CD163/CD68
pozitif makrofajlar da izlenir (60).

2.2.1.10 Ayirici tam

KHL hem NLPHL'den hem de CD30 eksprese eden ve HRS hicrelerine
benzeyen biiylik hiicrelerle ortaya ¢ikan hem reaktif hem de neoplastik ¢esitli T ve B
hicre proliferasyonlarindan ayirt edilmelidir. HRS hiicreli Hodgkin dis1 lenfomalar
kompozit lenfoma olarak degerlendirilmemelidir.
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T-hucresi/histiyositten zengin buydk B hicreli lenfoma (THZBBHL);
Histiyositler ve kii¢lik lenfositlerden zengin bir zemin i¢erdigi gz oniine alindiginda
MSKHL veya LZKHL ile morfolojik ortligme gosterebilir. Ancak biiylik neoplastik
hicreler tam bir B-hicresi immunofenotipi sergiler. BCL6 ekspresyonu, CD15 ve
CD30 negatifligi THZBBHL'yi desteklerken, EBV pozitifli§i bu taniyi
desteklememektedir.

Enfeksiy6z mononukleoz (EM); Enfeksiy6z mononukleozda, lenfositlerden
ve plazma hiicrelerinden olusan zeminde parakortikal genisleme ve birgok
immiinoblastin izlendigi lenf nodu distorsiyonu daha siliktir. Immiinoblastlarin bir
kismi HRS hucrelerine benzeyebilir ancak biiyiik hiicrelerin ¢ogu geleneksel
immiinoblastlarin 6zelliklerine sahiptir. EM'deki HRS benzeri hiicreler genellikle
CD45+, CD20+, CD30+, CD15-, EBER+'tir. RS benzeri htcreleri iceren EM
immiinoblastlari, kappa ve lambda hafif zincirlerinin politipik ekspresyonunu
gosterir. EM da zemindeki kiigiik lenfoid hiicreler, CD8+ T hiicrelerinin baskinligin
gosterirken, KHL'de CD4+ reaktif T hiicreleri baskindir. EM'de ¢esitli boyutlardaki
daha kugluk hicreler de EBV+'tir, oysa EBV+ KHL’de EBV daha ¢ok HRS
hicrelerinde, nadiren de kiguk lenfositlerde pozitiftir (61).

EBV+ diffiz buyuk B hicreli lenfoma (EBV+ DBBHL): Ozellikle
polimorfik alt tipteki EBV+ DBBHL, tumor hicrelerinin morfolojisi ve immin
mikrogevresinin bilesimi goéz Oniine alindiginda KHL ile morfolojik ortiisme
gosterebilir. Ancak EBV+ DBBHLde, genellikle KHL'de bulunan eozinofiller ve T
hiicrelerinin rozet olusumu izlenmez. KHL'den farkli olarak EBV-pozitif DBBHL
'deki neoplastik hiicreler, korunmus bir B hiicresi ekspresyon programi gosterir,
CD45 pozitiftir ve genellikle CD15 negatiftir.

Mediastinal gri zon lenfomasi (MGZL): KHL benzeri morfoloji
sergilediginde ¢izilmesi en zor smirlardan biri, NSKHL ile MGZL arasindadir.
MGZL igin simdiye kadar tutarsiz ve evrensel olarak kabul edilmis kriterlerin
bulunmamasi bu zorlugu daha da artirmistir. Bilyiik neoplastik hicrelerde B hiicre
immun profilinin korundugu gériildiigiinde, 6zellikle neoplastik hiicreler tabakalar
halinde ise, mediastende KHL'ye gore MGZL tanist tercih edilmelidir.

Immiin yetmezlik/diizensizlikle iliskili lenfoproliferatif bozukluklar (IDD-
LPD): EBV-pozitif KHL’ nin, ¢esitli IDD-LPD'lerle ortiisen 6zellikleri vardir. Bunlar
arasinda, KHL'nin HRS hiicrelerini taklit edebilen ¢ok ¢ekirdekli hucreler de dahil
olmak tiizere immiinoblastlarin degisken oranlar1 ve sitolojik 6zellikleri mevcuttur.
KHL'nin lenf diigiimlerinde ve mediastende lokalizasyonu, KHL'nin baz1 IDD-
LPD'lerden ayrilmasina yardimci olur. Ayritili klinik arastirma, evreleme ve tibbi
gecmise iliskin bilgiler, bu antitelerle KHL vakasininin ayrimi yapilirken dikkate
alinmasi gereken durumlardir.
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Nodal T folikuler helper (TFH) hcreli lenfoma, anjiyoimmunoblastik tip
(nTFHL-AI) ve diger nodal TFH hiicreli lenfomalar (nTFHL): Nodal TFH
hicreli lenfoma, anjiyoimminoblastik tipte, HRS hocrelerini taklit edebilen ve
CD30'u eksprese edebilen reaktif immiinoblastlar veya klonal olarak artmis biiyiik B
hiicreleri goriilebilir. Bunlar EBV pozitif veya negatif olabilir. Degisken CD20
ekspresyonu gosterirler, ancak CD79a, PAX5, OCT2 ve BOB.1'i eksprese eden ve
siklikla hafif zincirleri eksprese eden korunmus bir B hiicre programina sahiptirler.
Az sayida vakada, bu biiyilkk hiicreler yalnizca HRS hiicrelerinin morfolojik
ozelliklerini degil, ayn1 zamanda HRS hiicrelerinin CD30+, CD15+/- ve EBV+/-
tipik immunfenotipini de gosterirler. AITL'deki HRS benzeri hucreler, TFH
fenotipinde neoplastik T hiicreleri tarafindan rozetlenir ve buna siklikla tipik B-
immiinoblastlarda bir artis eslik eder. Buna karsilik, TFH hiicrelerinin siklikla HRS
hiicrelerinin etrafinda rozet olusturdugu LZKHL hari¢, KHL'deki reaktif T hiicreleri
tipik olarak TFH fenotipine sahip olmayan CD4+ T hiicreleridir. Zor vakalarda,
ayrim yapmak icin T hiicresi reseptdr gen yeniden diizenleme caligsmalar1 gerekli
olacaktir (62,63).

Periferik T hicreli lenfoma, NOS ve anaplastik buyuk hucreli lenfoma:
EBV pozitif ve daha nadiren EBV negatif B hiicre kokenli HRS benzeri hucreler
bazen periferik T hicreli lenfomalarda (PTCL-NOS) bulunabilir ve KHL veya
kompozit lenfoma ile karigtirllmamalidir. Ek olarak bazi PTCL-NOS vakalarindaki
neoplastik T hucreleri HRS hiicrelerine benzer morfolojik 6zelliklere sahip olabilir
(62).

ALK-negatif anaplastik biiylik hiicreli lenfoma(ABHL) ile KHL arasindaki
aywrict tan1 zor olabilir fakat ALK-negatif ABHL, PAXS5 ekspresyonunun
bulunmamasiyla KHL dan farklidir. HRS benzeri hiicreler ayrica Hodgkin benzeri
Eriskin T hiicreli 16semi/lenfomanin lenf diiglimlerinde de tanimlanmistir ve EBV ile
enfekte olmus B hiicresi kokenli veya HTLV-1 ile enfekte olmus T hiicresi kokenli
olabilecegi diisiiniilmektedir. CD30-pozitif primer kutandz lenfoproliferatif
hastaliklarin drene oldugu lenf nodlarindaki Hodgkin benzeri lenfoproliferasyonlarin
cogu ikinci bir neoplazmdan ziyade nodal yayilimi temsil etmektedir. Kutandz
lezyonlarin 6ykiisii her zaman mevcut olmadigindan tan1 koymak zor olabilir. PAXS
ekspresyonunun olmayisi, lenfoid proliferasyonunun KHL olmadigina dair bir
ipucudur (62). PAXS negatif KHL vakalarinin tanisi her zaman dikkatle konulmalidir
(64). Ayirict tam i¢in yardimer Ozellikler, zemindeki T hicrelerininin atipik
ozelliklerinin taninmasi ve immiinofenotipik sapmalarin tespit edilmesidir. Zor
vakalarda T hucre reseptor gen yeniden dizenlemeleri igin klonalite analizi gerekli
olabilir (62).
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2.2.1.11 Sitoloji

KHL'nin birincil tanist igin, ayirict tani ¢ok karmagsik olabileceginden, tek
basina sitoloji, kor igne biyopsisi veya eksizyonel lenf nodu biyopsisine alternatif
olarak onerilmemelidir. Tekrarlayan hastalik durumunda sitoloji degerli olabilir ve
ilgili hiicre bloklar1 lizerinde immiinositokimya veya akim sitometrisi (Flow Sito
Metre -FSM) ile immiinofenotipleme yapilabilir. Bazi1 laboratuvarlar KHL'nin
neoplastik hucrelerinin  FSM  ile ayirt edilebilecegini ve boylece doku
kesitlerindekine benzer bir immiinofenotip gosterdigini ortaya koymustur (65,66).
FSM karakteristik olarak CD54 ve CD58 adhezyon makromolekiillerinin aracilik
ettigi HRS hiicrelerine bagli (rozet olusturan) T hiicrelerini gosterir (67). Bu T
hicreleri immunofenotipik olarak CD4 imminfenotipindedir ve ¢ogunlugunu
regiilatuar T hiicreleri (Treg) olusturur. Ayn1 zamanda CD4+ T hiicreleri artmig CD7

ve CD45 immdn ekspresyonu ile karakterizedir (68-70).

2.2.1.12 Tanisal molekiiler patoloji

KHL'nin birincil tanist ve ayirici tan1 degerlendirmelerinde, TCR klonalite
testleri se¢ilmis vakalarda PTCL'nin dislanmasinda yardimei olabilir. 9p24/ CD274/
PDCDILG2 kopya sayist durumu kontrol noktasi inhibisyon tedavisine yanitin
ongoriiclisi.  oldugundan, klinik  protokoller  gerektirdiginde bu lokusun

degerlendirilmesi diisiiniilebilir (71).

2.2.1.13 Temel ve arzu edilen tam Kriterleri

Temel:
*Primer nodal veya mediastinal prezentasyon.
*HRS hiicreleri ve varyantlari, degisen oranlarda kiigiik hiicrelerden olusan reaktif
bir mikro cevrede lenfositler, eozinofiller, histiyositler, plazma hicreleri ve
notrofiller izlenir.
*HRS hiicrelerinin immiinfenotipi: CD30+, PAXS5+ (zayif-orta), CD20-/zay1f/

heterojen
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Arzu edilen:
*HRS hucrelerinin imminfenotipi: CD15+, CD45-, OCT2 ve BOB1 ekspresyonunda
azalma
*EBV pozitif (vakalarin ~%40")
*Histolojik alt tiplendirme (mimkiinse)

*Uygun c¢aligsma ile KHL taklitlerinin dislanmasi.

2.2.1.14 Evreleme

KHL'de evreleme ve risk siniflandirmasi ilkeleri, tedavi sonuglarini etkileyen
prognostik faktorlerin daha 1iyi anlagilmasi ve hastaligi yonetmedeki ilgili
degisikliklerle paralel olarak gelismistir.

Ann Arbor Evreleme sisteminin Cotswolds modifikasyonu halen HL'de
evrelemenin temelini olusturmaktadir. Bu, tutulan lenf nodu bdlgelerinin sayist ve
bunlarin diyaframla iliskisi, nodal kitle (bulky), tutulum bdlgeleri gibi faktorlerin
yani sira ESR (sedimantasyon) ve B semptomlarinin (ates, gece terlemesi, kilo kaybi)
varligi veya yoklugu gibi hastalik yilikiinii gosteren belirtegleri igerir (72)(Tablo-1).
Lugano siniflandirmasina gore 18-FDG-PET/BT'ye dayali evreleme sonucun en
onemli ongoriiciisiidiir (73). Tedavi oncesi rutin PET taramalar yapildiginda, 6nemli

olglide daha yiiksek oranda fokal kemik iligi tutulumu tespit edilmektedir (74).
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Tablo-1: Cotswolds modifikasyonlu Ann Arbor Evreleme sistemi

EVRE TANIM

I Bir lenf nodu veya lenfoid yapinin tutulumu, érnek: Dalak, timis veya
Waldeyer halkasi (evre-1) veya bir ekstranodal bdélgenin tutulumu
(evre-1E)

1 Diyaframin aynmi tarafinda farkli iki veya daha fazla lenf bezi
bolgesinde (evre-II) veya ekstranodal yapimin tutulumu (evre-lIE).

Tutulan anatomik bolge sayisi rakam ile gosterilmeli (6rnek: 113)

11 Diyaframin hem altinda hem de istiinde hastalikli lenf bezi bolgesi
(evre-11l) veya lokalize ekstralenfatik bir bolgenin tutulumu(evre-

I1IE) ya da dalak (evre-111S) veya her ikisinin tutulumu (evre-111ES)

vV Lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin uzak organ tutulumu (kemik

iligi, kemik, beyin dokusu, karaciger gibi) varsa evre [V

A: Sistemik semptom yok

B: B semptomu (agiklanamayan 38C ates, gece terlemesi, son 6 ayda

aciklanamayan 10 kg ve iizeri kilo kaybi)

Bilinen risk faktorlerinin varligi veya yoklugu, en uygun tedaviyi se¢mek i¢in
hastalar1 erken evre olumlu, erken evre olumsuz ve ileri evre hastalik olarak
smiflandirmak i¢in kullanilir (75). Uluslararast Prognostik Skor(IPS), albiimin,
hemoglobin, erkek cinsiyet, yas, evre IV hastalik, lokositoz ve lenfopeni gibi
faktorlere dayanarak ileri evre hastalig1 iyi, orta ve kotii risk gruplarina ayirir (76)

(Tablo 2).
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Mevcut tedavi stratejileri yalnizca bu tedavi Oncesi prognostik faktorlere

dayanmamaktadir. Tedavi, kemoterapiye verilen erken

uyarlanmaktadir.

Tablo-2: Uluslararasi Prognostik Skor ( IPS 7 ve IPS 3)

yanita

gore

IPS-7 IPS-3
Albumin <4 gr/dl Yas >45
Hemoglobin < 10,5 gr/dl Evre IV hastalik

Erkek cinsiyet

Yas >45

Evre IV hastalik

Lokositoz (L6k>15000/mm3)

Lenfopeni (Lokosit sayisinin
%8’inden az veya mutlak lenfosit

say1s1 <600/mm3)

Hemoglobin < 10,5 gr/dI

0-2 puan: diisiik risk
3-4 puan: orta risk

5-7 puan: yuksek risk

0 puan: diisiik risk
1-2 puan: orta risk

3 puan: yuksek risk
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2.2.1.15 Prognoz

KHL hastalarinin %80'inden fazlasi, segici olarak radyoterapi ile kombine
edilen modern polikemoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Uzun vadeli organ islev
bozuklugunu azaltmak ve etkinligi artirmak i¢in, bireysel tedavi Ann Arbor evresine
(FDG-PET ile veya olmadan), bulky (mediastinal) hastalik, ekstranodal lokalizasyon,
B semptomlar1 ve Uluslararast Prognostik Skora gore tanimlanmis risk gruplarina
uygun sekilde uyarlanir (76). Ayrica, tedavinin idamesi/ek tedavi verilmesi veya
azaltilmasma karar vermek icin tedaviye yanit ara 18-FDG-PET taramasi ile
degerlendirilmektedir. Bunun yaninda eritrosit sedimantasyon hizi ve LDH gibi bazi
belirtegler tan1 aninda yiikselebilir ve hastalik yanitin1 degerlendirmede faydali
olabilir. Ayrica yaygin hastali§i olan hastalarda I6kositoz/notrofili ve anemi
goriilebilir ve bunlar daha kétii bir prognoza isaret eder (Tablo-2).

Yuksek doz kemoterapi ve otolog kok hiicre naklinin ardindan kurtarma
polikemoterapisi, immiin kontrol noktasi inhibitérleri ve anti CD30-antikoru
brentuksimab vedotin, nikseden veya refrakter KHL'de kabul edilebilir secenekler
olarak kabul edilmektedir (77).

Bir¢ok calisma, tedavi sonuglartyla iliskili genomik yapilart belirlemek igin
gen ekspresyon profilini kullanmistir (78-80). TUmor mikrogevresindeki yiksek
sayidaki makrofajlar ve nonneoplastik B-hiicreleri sirasiyla olumsuz ve olumlu
prognostik faktorler olarak dogrulanmistir (81-83). Bununla birlikte, ne gen
ekspresyon profili ne de hiicrelerin sayimi klinik uygulamaya girmemistir. HRS
hicreleri veya timor mikrogevresindeki diger birgok doku bazli prognostik veya
ongoriicli biyobelirteg, dogrulama eksikligi veya klinige yon verme igin sinirh
oldugundan ayni sekilde uygulamaya konulamamistir. Dolagimdaki timdor hiicresi
DNA'sinin veya tiimor kaynakli kemokin CCL17/TARC' tespit edilmesine dayanan
plazmadaki tedavi yanitinin izlenmesi, yakin gelecekte PET taramasi ile birlikte

klinik kullanima dahil olabilir (84).
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2.2.1.16 Mikrocevre

Klasik Hodgkin lenfoma’da MC tiim tiimoéral kitlenin %95'inden fazlasini
temsil edebilir. Hodgkin lenfomada MC, B ve T lenfositleri, plazma hcreleri,
eozinofiller, makrofajlar, mast hiicreleri miyeloid kokenli hiicreler ve degisken

oranda NK hiicreleri tarafindan olusturulur (85).

HRSH'leri, MC ortaminin organizasyonunda onemli bir rol oynarlar: sadece
immiin hiicrelerin islevsel durumunu degil, ayn1 zamanda farkli hiicre alt kiimelerinin
mekansal dagilimimi da yeniden sekillendirebilirler, HRSH'lerine sagkalim sinyalleri
ileten ve onlart antitimoral immiin yanittan koruyan 6zel bir biyolojik nis yaratirlar

(86)(Sekil- 5).
2.2.1.16.1 T lenfositler

T lenfositler, KHL’da MC'nin en cok izlenen immiin bilesenidir. Infiltrat hem
CD8+ hem de CD4+ T hiicrelerinden olusur ve genellikle biiyiik popiilasyonu CD4+
T hiicreler olusturur. inflamatuar arka plan, immiinosupresif bir MC'nin gelistirilmesi
ve surdartlmesinde rol oynayan bol miktarda T helper (Th)-2 ve IL-10 salgilayan T
regllatuar (T-reg) hiicreleri igerir (87,88). Aslinda HRSH'leri CCL17/TARC,
CCL22, CCLS5, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 dahil olmak Uzere Th-2 ve T-reg
kemoatraktanlarini iiretir ve CD4+ farklilasmasini Th-2 ve T-reg fenotiplerine dogru
yonlendirerek tumor infiltre eden T hucrelerinin fonksiyonel olarak yeniden

programlanmasini indiikler (89,90).

Le ve arkadaslar1 CD4+ folikiiler Th (TFH) hiicreleri ile fenotipik ve islevsel
benzerlikler sergileyen, daha Once taninmayan bir CD8+ T hiicresi alt kiimesi
tanimlamistir. TFH hiicrelerine benzer sekilde bu CDS8+ lenfositler CXCRS,
induklenebilir T-hucresi kostimilator (ICOS) molekilt, BCL6, PD-1, BTLA,
CD200 ve OX40" birlikte ifade eder ve CCR-7'yi down reglle eder. Bunlar yetersiz
sitotoksisiteye, diisiik INFy salgilama yetenegine ve IL-4, IL-21, CXCL13 Uretimi ve
B hiicrelerinin devamliligini siirdiirme yetenegi gibi intratumoéral CD4+ TFH

hiicreleri ile ortak islevsel 6zelliklere sahiptirler (91).
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Sekil-5: Th-1 ve T-reg CD4+ lenfositleri, CD8+ sitotoksik T hiicresi, tiimorle iligkili
makrofajlar (TAM'lar), graniilositler (GR'ler) ve mast hiicrelerinin g¢esitli alt
tipleriyle cevrili CD30+ HRSH ile Hodgkin nisinin temsili semasi- Clara Bertuzzi,
Elena Sabattini, Claudio Agostinelli’den alint1 yapildi (85)
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2.2.1.16.2 Makrofajlar

Makrofajlar dogustan gelen immiin sistemin temel hlcrelerindendir ve kanser
hiicreleri de dahil olmak iizere farkli etkenlere kars1 savasabilirler. iki ana makrofaj
tiiri vardir: pro-inflamatuar fonksiyona sahip klasik olarak aktive edilmis
makrofajlar (M1) ve anti-inflamatuar aktiviteye sahip alternatif olarak aktive edilmis
makrofajlar (M2). M2 makrofajlari, tiimoriin ilerlemesine neden olan immiin
yanitinin baskilanmasina katkida bulunur ve genellikle CD163"in artmis ekspresyonu
ile tanimlanir (92, 93). KHL tiimor mikro ¢evresindeki (TMC) makrofajlar1 arastiran
ilk calismalar, M1 ve M2 TiM'lar1 tanimlamak i¢in CD68 ve CD163'ii hedefleyen
antikorlarla IHK yontemi kullanmistir (94-97).

Makrofajlarin polarizasyonu M1 ve M2 ikili simiflandirmasindan ¢ok daha
karmagiktir ve bir¢ok faktdre baghdir. Belirli kosullar altinda M1'den M2'ye veya
tam tersine ya da her iki hiicrenin bir hibridine gecis de miimkiindiir (97,98).
Makrofaj hiicrelerindeki iki dnemli immiin check point noktasi olan PD-L1 ve PD-
L2 ‘nin ligand1 olan PD-1’in hedeflendigi basarili terapétik gelismeler nedeniyle

makrofaj hlcreleri KHL da inceleme altina alinmistir (99,100).
2.2.1.16.3 B-Lenfositler ve Plazma Hiicreleri

B hiicrelerinin KHL'deki rolu ¢ok net degildir ve sahip olunan bilgiler spesifik
biyolojik testlerden ziyade klinik senaryodan kaynaklanmaktadir. Malign olmayan B
hlcreleri, anti-CD20 monoklonal antikorlarla basarili bir sekilde tedavi edilebilen
nodiiler lenfosit baskin HL'de yaygindir, ancak bunlar KHL'nin MC'sinde de
mevcuttur (101).

Mevcut calismalar B hiicrelerinin KHL'de antitliméral bir rolii oldugunu ve
lokal immin reaksiyonda seyirci olmaktan ziyade merkezi aktérler olabileceklerini
gostermektedir. Bununla birlikte, tiimérle iliskili B lenfositlerin (TiB) roliine iligkin
mevcut veriler, immiinoinhibitor islevlerinin timor ilerlemesinde IL-10 ve TGF-$
gibi inhibitor sitokinlerin kaynagi olan artan diizenleyici B hiicrelerine (B-regs)
benzedigi solid timorlerde oldugu gibi tiimor destekleyici bir isleve isaret etmektedir

(102). Ek olarak, fare kanseri modellerinde, TiB'ler de novo karsinogenezi tesvik
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eden kronik bir enflamatuar zemin olusturmak i¢in gerekli oldugu gozlenmistir

(103).

Plazma hiicrelerinin (PH) KHL patogenezinde rol oynayip oynamadigi heniiz
derinlemesine bir arastirmanin konusu olmamustir. Klinik Onemleri farkl
malignitelerin TMC'sinde farklilik gostermektedir: PH infiltrasyonu kolorektal
kanser, meme kanseri ve over kanserinde kotii prognozla iliskiliyken, kiiglik hiicreli

dis1 akciger kanserinin MC'sinde olumlu sonugla iliskilidir (104-107).

PH ve eozinofiller HRSH ve HH tarafindan iiretilen CCL28 tarafindan mikro
cevreye cekilir ve bu hiicreler ayrica plazma hiicresi farklilagsmasinda rol oynayan
interlokin-6 ve IL-21 salgilar (108). Serum IL-6 seviyesi bazi ¢alismalarda plazma
hiicrelerinin yogunlugunun da iliskilendirildigi B semptomlar1 ile iligkilidir (109).
Plazma hiicrelerinin tiimdr hiicreleri i¢in bir sekilde destekleyici olan hangi faktorleri
tirettigine dair higbir ipucuna sahip olmadigimizdan, plazma hiicrelerinin KHL'de bir

roli olup olmadigini kanitlamak simdilik igin zordur (110).
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3-GEREC VE YONTEMLER

3.1 ARASTIRMANIN OLGULARI VE ORNEKLEMi

Calismaya Saghk Bilimleri Universitesi Kartal Dr. Liitfi Kirdar Sehir
Hastanesi’nde 2014-2022 yillar1 arasinda KHL tanist almig 106 olgu alindi. Olgulara
ait H&E boyali kesitler, formalin ile fikse edilmis ve parafine gémiilmiis bloklar
arsivden cikarilarak incelendi. Her olgu i¢in yeterli miktarda tiimor dokusu igeren
birer blok seg¢ildi. Kesiti eksik olan olgular i¢in bloklardan yeni kesit yapilarak H&E
boyast uygulandi.

Olgularin caligmaya dahil edilme kriterleri: KHL'nin primer tani olmasi,
hastalarin ek kemoterapi, radyoterapi eklenmis veya eklenmemis ABVD rejimi ile
birinci basamak kemoterapi almasi ve olgularm yapilacak IHK sal markirlar igin
yeterli dokuya sahip blogunun olmastydi. Tanilar 2016 DSO lenfoid neoplazm tan
kriterlerine uygun olarak konulmustur. Klinik bulgulara hastane bilgi isletim sistemi
ve patoloji raporlarindan ulasilmistir. Her olguda dokuz klinikopatolojik degisken
degerlendirildi: cinsiyet, yas, histolojik alt tip, Cotswold modifikasyonlu Ann Arbor
evresi, IPS-7 skoru, LDH diizeyi ve tan1 6rneklerinde B hiicreleri, plazma hiicreleri
ve makrofaj hucrelerinin yuzdesi. Uluslararasi Prognostik Skor (IPS) skoru, disiik
riskli (0-2) ve yuksek riskli (3-7) olarak kategorize edilerek kaydedildi (109). Ayrica
hastaliksiz sagkalim bakilmas: hedeflendiginden Refrakter / Progrese hastalik,
tedaviye tam yanit durumlar kayit altina alindi. Tim Ornekler ve klinik veriler,
kurumumuz teknik ve etik prosedirleri izlenerek ve Helsinki Deklarasyonu'na uygun

olarak elde edilmistir.
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3.2 YONTEM

Immiinohistokimyasal boyama islemi Ventana Medical System-Benchmark
Ultra/ISH Staining ile gergeklestirildi. Ultraview Universal DAB Detection Kit
kullanilarak su prosediirler uygulandi:

1. Parafin bloklardan 3 mikron kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alindi.

2.70°C’lik etiivde 1 saat bekletildi.
3. Lamlar Benchmark Ventana Ultra marka immiinohistokimya cihazina alindi.

4. Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) ile pH:8’de (CC1) antijen geri kazanimi
yapildi.

5. Antikor enkiibasyonu: CD138 igin; CELL MARQUE Rocklin, CA — USA
firmasindan tedarik edilen; kullanima hazir B-A38 klon standart diliisyon orantyla 48
dakika, CD20 i¢gin VENTANA marka L26 klon 1:400 dillisyon oraniyla 44 dakika,
CD163 i¢in; CELL MARQUE Rocklin, CA — USA firmasindan kullanima hazir
mro-26 klon standart dillisyon oraniyla 20 dakika, CD68 i¢in; VENTANA marka
KP-1 klon 36 dakika antikor inkiibasyonu uygulandi.

6. Arka plan boyama igin Harris Hematoksilen (Ventana Medical Systems) 16 dakika
uygulandi.

7. Bluing Reagent (mavilestirme soliisyonu) (Ventana Medical Systems) 4 dakika
uygulandi.

8. Lamlar deterjanl suyla yikandi.

9. Lamlar absolii alkolde 2 kez ¢alkalanda.

10. Lamlar kurutulup ksilol bazli kapatici ile kapatild.
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Immiinohistokimyasal yéntem ile hazirlanan preparatlar, Leica Aperio AT2
tarayici cihaz1 ile 20x’lik biiylitmede taranarak svs formatinda dijital slaytlar elde
edildi. Tim dijital slaytlarda bir patolog ve bir biyomiihendis tarafindan yapilan
manuel anotasyonlarla sayimin yapilmasi istenilen alanlar isaretlendi (Sekil-6). Bu
isaretlenen alanlardan nekroz, katlanti1 alanlari, fibr6z doku, ¢evre matiir yag-bag
doku alanlar1 ¢ikarildi (Sekil-7). Virasoft tarafindan gelistirilmis olan Virapath
uygulamasinin Ki-67 goriintii analizi ile anotasyon alanlari igerisindeki 4 ayr1 yerden
referans goruntd belirlenip bunlar Gzerinden hiicre segimi i¢in ayarlamalar yapildi.
Buna gore: Ki-67 i¢in uyarlanmis niikleus temelli analizi ¢alistirmadan 6nce hazirlik
asamasinda kalibrasyon paneli ile lenfosit, makrofaj ve plazma hiicresi nikleuslart
boyut, renk ve sekil Ozelliklerine gore siniflandirildi. Kahverengi esik degeri ve
kahverengi nikleus bolutlemesi  6zellikleri ile  membran6z olan CD20
CD68,CD138,CD163 IHK boyalarmin boyandig1 pozitif hiicreler belirlenerek kendi
icinde siniflandirildi. Kahverengi renk degisim ayari ile pozitif hiicreler boyanma
yogunluguna gore smiflandirildi. Minimum kahverengi niikleus boyutu ve artefakt
hassasiyeti ayarlari ile artefakt boyanmalari elendi. Mavi esik degeri ve mavi niikleus
boliitlemesi ayarlar1 ile immiin negatif hiicre niikleuslarinin sinirlar1 belirlenerek
bulunmalar1 saglandi. Minimum mavi nukleus ayar1 ile artefakt boyanmalar elendi.
Stroma niikleus ayari ile igsi goriiniimlii stroma niikleusu ve immiin negatif lenfoid
hiicre niikleuslar1 birbirinden ayrildi. Program; immiin negatif hiicre niikleuslar1
mavi, stroma niikleuslarin1 kirmizi ve immiin pozitif hiicreleri renk yogunluguna
gore sarl1, turuncu ve kahverengi olarak tespit edildi. Renk yogunlugu kalibrasyonu
ile immiin pozitif hiicreler kahverengi ve turuncu olarak belirlendi. Sar1 boyanmalar
zemin boyanmasindan kaynaklandigindan mavi boyanan immdin negatif hiicrelere
dahil edildi. Bu program ile immun pozitif boyanan hiicrelerin (kahverengi+turuncu)
total hicrelere orani verilerek her olguda her bir immiin i¢in pozitif hiicre indeksi

hesaplandi.

Tum lenf nodunu analize dahil ettigimizden, hiicre dagilimindaki herhangi bir
heterojenlik verilerimizi etkilemedi. Boyanma ic¢in esik degerlerin numune
tizerindeki birkag referans konuma gore ayarlanmasi, her numune i¢in analiz ayarinin

lenf nodunun spesifik boyamasini kapsayacak sekilde segilmesini sagladi.
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Sekil-7: Degerlendirilecek alandan non neoplastik lenfoid alan,katlant1 alanlari,cevre

bag doku ve nekroz alani ¢ikarildi (A,B)

32



e )

{3) 48537-3-CD20.svs

a

Renk Dekonvilasyonu Kontrold

RGB Boyanma Defieri(H ASAP / Mavi Boyanma)
RGB Boyanma Degeri(DAB ASAP / Kahverengi
Boyanma)

RGB Boyanma Degeri(H / ‘Mavi Boyanma)

RGB Boyanma Degeri(DAB/ Kahverengi Boyanma)
coadf ol J Kahverengi Hicre Cekirdekleri Kontroltl

Mavi Hilcre Gekirdekleri Kontroli

Stroma Gekirdek Kontroli

n B

& > . Hicre Geldrdeideri

v

SIS
Al
NIrar ¥" LA

[RGB Boyanma Degeri(H ASAP / Mavi Boyanma)
RGB Boyanma Dederi(DAB ASAP / Kahverengi
Boyanma)

RGE Boyanma Degeri(H / Mavi Boyanma)
[' RGB Boyanma Degeri(DAB/ Kahverengi Boyanma)
Kahverengi Hiicre Gekirdekleri Kontroid
Mavi Hilcre Gekirdekleri Kontrolil
Stroma Gekirdek Kontrol

Hicre Geldfdekder Birlestinrié Kontralli

S S
R

A PR oy
B G e

! s B8

Sekil-8.1: CD20 i¢in secilmis drnek referans alanlar1 (A) ve yapilan kalibrasyon

sonucu boyanan immun reaktif hicreler (turuncu+kahverengi)(B)
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Sekil-8.2: CD20 i¢in secilmis 6rnek referans alanlar1 (A) ve yapilan kalibrasyon

sonucu boyanan immun reaktif hicreler (turuncu+kahverengi)(B)
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Sekil-9: CD68
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Sekil-10: CD138 i¢in secilmis Ornek referans alanlar1 (A) ve yapilan kalibrasyon

sonucu boyanan immun reaktif hicreler (turuncu+kahverengi)(B)
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Sekil-11: CD163 i¢in se¢ilmis 6rnek referans alanlari (A) ve yapilan kalibrasyon

sonucu boyanan immun reaktif hicreler (turuncu+kahverengi)(B)
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Sekil-12: Yapilan analiz sonucu elde edilen verileri gosteren tabloya 6rnek
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3.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 27 (IBM SPSS Inc. ,Chicago, IL) programi kullanilarak yapildi. Verilerin
normal dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Sayisal
degiskenlerden normal dagilim sergileyenler ortalama+standart sapma olarak, normal
dagilim sergilemeyenler ortanca (min-max) olarak gosterildi. CD20,CD68,CD138 ve
CD163%in progresyon {izerindeki tanmisal performanst ROC Curve analizi ile
incelendi. CD20,CD68,CD138 ve CD163¢lin oranina ait kestirim degeri ROC Curve
analizi Youden index metodu ile belirlendi. CD20,CD68,CD138 ve CD163 ile klinik
ve laboratuar belirtegler arasindaki iligki Kikare testi, Mann Witney U ve Kruskal
Wallis tesi ile belirlendi. Genel sagkalim ve progressionsuz sagkalim siiresi Kaplan-
Meier yontemiyle tahmin edildi ve log-rank testi ile incelendi. Degiskenlerin genel
ve progresyonsuz sagkalim ile iliskisi tek degiskenli ve ¢ok degiskenli Cox regresyon
modelleriyle daha ayrintili olarak analiz edildi. Istatistiksel analizlerde p<0.05

anlamli olarak kabul edildi.

3.4 ARASTIRMANIN ETIiK YONU

Calismanin yiiriitiilebilmesi icin Saglik Bilimleri Universitesi Kartal Dr. Liitfi
Kirdar Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanligi’na basvuruldu.
19.07.2023 tarihinde 2023/514/254/43 karar numarasiyla onaylandi (bkz. EK-2).

3.5 OZGUNLUK

Calismanin 6zgiinliik agisindan degerlendirilmesi i¢in “Turnitin” intihal analiz
programi kullanilmis olup “Kaynaklar” boliimii hari¢ %8 benzerlik orani tespit

edilmistir (bkz. EK-3).
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4-BULGULAR

4.1 DEMOGRAFIK, KLINiK VE HISTOPATOLOJIiK BULGULAR

Kartal Dr. Liitfi Kirdar Sehir Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda Ocak

2014-Aralik 2022 tarihleri arasinda Klasik Hodgkin lenfoma tanisi konulan 106 olgu
incelendi.

Calismamizda olgularin yas araligi 18-83 olup ortalama yas 41,3+16,7’ydi. Yiz
alt1 olgunun 64’1 (%60,4) 45 yas altinda, 42’si (%39,6) 45 yas veya iizerinde idi.
Olgularin 63’int (%59,4) erkek, 43 iinii (%40,6) ise kadin cinsiyet olusturmaktaydi.

Cinsiyet

B Erkek
M i<adin

Sekil-13: Cinsiyet dagilimi
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1

4
NOS Mikst selldiler Nodiler  Lenfositzengin  Lentoenrakir
Sklerozan
Histolojik Tip

Sekil-14: KHL Histolojik alt tip dagilimi

Calismamizda 106 olgunun histolojik tipi incelendiginde; 63°l (%59,4) mikst
selliiler, 21’1 (%19,8) nodiiler sklerozan, 4’l (%3,8) lenfositten zengin, 1’1 (%0,9)
lenfosit fakir ve 17’si (%16) 6zel olarak tiplendirilemeyen (NOS) histolojik alt
tipindeydi. Ozel tip olmayanlarin %64,7’sini ve mikst selliiler tipin %65,1’ini erkek
cinsiyet olustururken; nodiiler sklerozan tipin %57,1’ini  kadin cinsiyet

olusturmaktaydi.

Olgularin 62’sinde (%58,5) IPS diisiik (0-2), 44’iinde (%41,5) ise IPS yiiksek
(3-7) idi. 45 yas altinda IPS olgularm %74,2’sinde diisiik, 45 yas ve iizerinde ise
59,1’inde yiiksek bulundu. IPS, &zel tip olmayanda yiiksek, diger histolojik alt
tiplerde ise diisiik olarak goriildii. Evre 1 olgularm tamaminda IPS diisiik, evre 2
olgularin %89,2’sinde IPS diisiik, evre 3 olgularm ise %57,4’iinde IPS diisiik
bulundu. Evre 4 olgularin %74,3’iinde IPS yiiksek goriildii.

Yetmis yedi olguda uygulanan tedaviye tam yanit izlenirken, 29 olguda kismi
yanit goriildii. Tedavi tam yanit1 olanlarm 47°si (%61) diisiik IPS, kismi yanit
olanlarinda 15°i (%51,7) diisiik IPS’ye sahipti. Ozel tip olmayanlarin %58,8’inde,
mikst selliiler olanlarin %77,8’inde ve lenfosit zengin olanlarinsa tamaminda diigiik

IPS vardi. Lenfositten zengin olan tek olguda ise yiiksek IPS vardi.
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Frequency

Evre

Sekil-15: Evre dagilimi

Olgularin Ann arbor evreleri incelendiginde 6’s1 (%5,7) evre 1 (IA ve IB), 39°u
(%36,8) evre 2 (IIA ve 1IB), 26’s1 (%24,5) evre 3 (IIIA ve IIIB) ve 35’1 (%33) evre 4
(IVA, IVB ve IVS)’tl.

Hemoglobin Laktat Dehidrogenaz

Sekil-16: Ortalama Hemoglobin(g / dL) ve Laktat Dehidrogenaz (U/L) dagilim

Olgularin ortalama Hemoglobin degeri 12 olup; 12 altinda 51 ve 12 ve {lizerinde

ise 55 olgu vardi. Ortalama Laktat Dehidrogenaz 225 olup; olgularin %61,3’linde

225 alt1 ve %38,7’sinde ise 225 ve iizeri bulundu.

42



Olgularin %86,8’sine ABVD =+ RT tedavisi degisik dozlarda uygulanmis olup
%13,2’s1  bunun yaninda BEACOPP, ICE, OKIT (otolog kemik iligi

transplantasyonu) gibi daha agressif tedavi protokolleri uygulandi.

Takipleri sirasinda hastalarin 20’sinde (%18.9) niiks ve 6liim goriildii. Olgulara

ait klinik ve patolojik veriler Tablo-3’ te 6zetlenmistir.

Tablo-3: Olgulara ait klinikopatolojik 6zellikler

Kategorik ozellikler n %

Yas <45 64 60,4%

> 45 42 39,6%

Cinsiyet Erkek 63 59,4%
Kadin 43 40,6%

Histolojik tip NOS 17 16,0%
Mikst selluler 63 59,4%

Nodiiler sklerozan 21 19,8%

Lenfositten Zengin 4 3,8%

Lenfositten Fakir 1 0,9%

IPS Diisiik 62 58,5%

Y uksek 44 41,5%

Tedavi yamiti Komplet yanit 77 72,6%
Kismi yanit 29 27,4%

Evre 1-2 45 42,5%

3-4 61 57,5%
Hemoglobin <12 51 48,1%
>12 55 51,9%
Laktat Dehidrogenaz <225 65 61,3%
> 225 41 38,7%

NOS: Ozel tip olmayan, IPS: International Prognostic Score.
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4.2 IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR

Tiimoérde CD20,CD138,CD68 ve CD163 i¢in 5 yil i¢cinde niiks edenler igin

kesme degeri belirlendi.
4.2.1 CD20 ile ekspresyon

Tiimdérde CD20 ekspresyonun progresyon acisindan kesme degeri 21,5 olarak

bulundu (Sekil-17) . Ortalama CD20 degeri 22,7+£14,5 (0-81)’di.

ROC Curve
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Sekil-17: CD20’nin progresyon i¢in ROC egrisi

AUC Std. Error %95CI P

0,692 0,06 0,574-0,811 0,008

AUC: Egri altinda kalan, CI: Confidence interval
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Yas ile CD20 ekspresyonu incelendiginde; CD20 ekspresyonu diisiik olgularin
%61,4’1i 45 yas alti hastalardan, 9%38,6’s1 45 yas ve iizerindeki hastalardan
olusuyordu. CD20 ekspresyonu yiiksek olgularin %59,2’si 45 yas alt1 hastalardan,
%40,8’1 45 yas ve lizerindeki hastalardan olusuyordu. CD20 ekspresyonu ile yas

arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi (p=0,486).

Diisiik ve yiiksek CD20 ekspresyonu erkeklerde kadinlara gore daha fazla

izlendi. CD20 ekspresyonu ile cinsiyet arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi

(p=0,09).

CD20 ekspresyonu
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Sekil-18: CD20 ekspresyonu ve histolojik tip iligkisi

Histolojik tip ile CD20 ekspresyonu incelendiginde; CD20 ekspresyonu mikst
selliiler olanlarin 32’sinde, nodiiler sklerozan olanlarin 13’{inde ve lenfosit fakir
olanlarin ise tamaminda diisiik olarak izlendi. Lenfosit zengin olanlarin ise
tamaminda yiiksek ekspresyon goriildii. CD20 ekspresyonu ile histolojik tip arasinda

istatistiksel anlaml1 iliski bulunmadi (p=0,433).
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IPS diisiik olan olgularda yiiksek olanlara gére daha yiiksek CD20 ekspresyonu
izlenmis olup; IPS ile CD20 ekspresyonu ile istatistiksel anlamli iligki tespit edildi
(p=<0,001).

Tedaviye tam yanit gosteren olgularin %66,7’sinde, kismi yanit gosterenlerin ise
%33,3’iinde diisiik CD20 ekspresyonu goriildii. CD20 ekspresyonu yiiksek olanlarin
%79,6’sinda tam yanit, %20,4’linde ise kismi yanit goriildii. Tedavi yanit1 ile CD20

ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunamadi (p=0,102).

Diisiik CD20 ekspresyonu ileri evre (3-4) olgularin %72,2’sinde goruldii.
Yiiksek CD20 ekspresyonu ise evre 4 olgularda diger evrelere gore daha diisiik
goriildii. Diisiik CD20 ekspresyonu ileri evrelerde daha fazla goriilmiis olup

istatistiksel anlamli iliski bulundu (p=0,004).

CD20 ekspresyonu diisiik olan 29 olguda Laktat dehidrogenaz diisiik, 28 olguda
ise yiiksek bulundu. CD20 ekspresyonu yiiksek olan olgularin ise %73,5’inde Laktat
dehidrogenaz diisiik, %26,5’inde ise yiiksek bulundu. CD20 ekspresyonu yliksek
olanlarda Laktat dehidrogenaz daha diisiik bulunmus olup istatistiksel anlamli iliski

saptand1 (p=0,014).

CD20 ekspresyonu anemi olan olgularin %59,4’inde diisiik izlendi. CD20
ekspresyonu yiiksek olan olgularinsa 9%34,7’sinde anemi izlendi. Anemi
olmayanlarda daha yiiksek CD20 ekspresyonu izlenmis olup istatistiksel anlaml

iliski bulundu (p=0,009).

Niiks olan olgularin  %29,8’inde diisiik, %6,1’inde ise yiksek CD20
ekspresyonu goriildii. CD20 ekspresyonu diisiik olanlarda niiks daha fazla izlenmis

olup istatistiksel anlamli iligki saptandi (p=0,002).

Takipleri sirasinda 6len olgularin 13’tinde CD20 ile diisiik ekspresyon, 7’sinde
ise yiiksek ekspresyon goriildii. CD20 ekspresyonu ile 6liim arasinda istatistiksel

anlaml iligki bulunmadi (p=0,193).
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CD20 ekspresyonu ile CD68 ekspresyonu incelendiginde: CD20 ekspresyonu
diisiik olgularin %49,1’inde CD68 ekspresyonu diisiik, %50,9’unda ise yiiksek
bulundu. CD20 ekspresyonu yiiksek olgularinsa %53,1°’inde CD68 ekspresyonu
diisiik, %46,9’unda ise yiiksek bulundu. CD20 ekspresyonu ile CD68 ekspresyonu

arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi (p=0,417).

CD20 ekspresyonu diisilk olanlarin 25’inde CD138 ekspresyonu diisiik,
32’sinde ise yiiksek izlendi. CD20 ekspresyonu yliksek olan olgularinsa 26’sinda
CD138 ekspresyonu diisiik, 23’{inde yliksek bulundu. CD20 ekspresyonu ile CD138

ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p=0,227).

CD20 ekspresyonu ile CD163 ekspresyonu arasindaki iliski incelendiginde:
CD20 ekspresyonu yiiksek olanlarda daha diisitk CD163 ekspresyonu goriilmiis olup
istatistiksel anlamli iliski tespit edildi (p=0,004). CD20 ekspresyonu ile

klinikopatolojik veriler arasindaki iliski Tablo-4’de gosterilmistir.
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Tablo-4: CD20 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler arasindaki iliski

CD20 ekspresyonu

<215 >21,5
n % n % p

yas <45 35 61,4% 29 | 59,2%
> 45 22 38,6% 20 | 40,8% | 0,486

Cinsiyet Erkek 30 52,6% 33 | 67,3%
Kadin 27 47,4% 16 32,7% 0,09

NOS 11 19,3% 6 12,2%

Mikst selliler 32 56,1% 31 | 63,3%
Histolojik tip Noduler sklerozan 13 22,8% 8 16,3% | 0,433

Lenfositten Zengin 0 0,0% 4 8,2%

Lenfositten Fakir 1 1,8% 0 0,0%

iPs Diisiik 25 43,9% 37 | 755%
Yiksek 32 56,1% 12 | 24,5% |<0,001

Tedavi yamts Komplet yanit 38 66,7% 39 79,6%
Kismi yanit 19 33,3% 10 20,4% | 0,102

Cure 1-2 17 29,8% 28 | 57,1%
3-4 40 72,2% 21 | 42,9% | 0,004

Laktat <225 29 50,9% 36 | 73,5%
Dehidrogenaz > 225 28 49,1% 13 | 26,5% [ 0,014

Hemoglobin <12 34 59,6% 17 | 34,7%
>12 23 40,4% 32 | 65,3% | 0,009

Niiks Yok 40 70,2% 46 | 93,9%
Var 17 29,8% 3 6,1% | 0,002

Slim Yok 44 77,2% 42 | 85,7%
Var 13 22,8% 7 14,3% | 0,193

CDES <75 28 49,1% 26 | 53,1%
>7,5 29 50,9% 23 | 46,9% | 0,417

<0,5 25 43,9% 26 | 53,1%
D138 >0,5 32 56,1% 23 | 46,9% | 0,227

<5,5 25 43,9% 35 | 71,4%
D163 >5,5 32 56,1% 14 | 28,6% | 0,004

NOS: Ozel olarak tiplendirilemeyen, IPS: International Prognostic Score.

4.2.2 CD68 ile ekspresyon

Timorde CD68 ekspresyonun progresyon agisindan kesme degeri 7,5 olarak

bulundu (Sekil-19) . Ortalama CD68 degeri 9,9+7,3 (1-35)’du.
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Sekil-19: CD68’in progresyon i¢in ROC egrisi

AUC Std. Error %95ClI p

0,598 0,07 0,462-0,735 0,042

AUC: Egri altinda kalan, CI: Confidence interval

CD68 ekspresyonu kesme degerinin (7,5) altinda olanlar diisiik, {istiinde ve esit
olanlar yuksek CD68 ekspresyonuna sahip olarak degerlendirildi.

Yas ile CD68 ekspresyonu incelendiginde; CD68 ekspresyonu 45 yas altindaki
olgularin %66,7’inde, 45 yas ve lizerindekilerin ise %33,3 linde diisiik izlendi. Kirk
bes yas altindaki olgularin %53,8’inde, 45 yas ve iizerindekilerin ise %46,2’sinde
yuksek ekspresyon izlenmis olup; CD68 ekspresyonu ile yas arasinda istatistiksel
anlaml iliski bulunmadi (p=0,125).

Diisiik ve yiiksek CD68 ekspresyonu erkeklerde kadinlara gore daha fazla

izlendi. CD20 ekspresyonu ile cinsiyet arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi
(p=0,077).
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Sekil-20: CD68 ekspresyonu ve histolojik tip iligkisi

Histolojik tip ile CD68 ekspresyonu incelendiginde; CD68 ekspresyonu mikst
selliiler olanlarin 24’linde, nodiiler sklerozan olanlarin 16’sinda ve lenfositten zengin
olanlarin ise 3’linde diislik ekspresyon izlendi. Mikst selliiler olanlarin %75’inde
lenfosit zengin olanlarinsa tamaminda yliksek CD68 ekspresyonu goriildii. CD68

ekspresyonu ile histolojik tip arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunmadi

(p=0,391).

IPS diisiik olan olgularm 38’inde CD68 ile diisiik ekspresyon; IPS yiiksek
olanlarinsa 28’inde yiiksek CD68 ekspresyonu izlendi. CD68 ekspresyonu yiksek
olanlarda daha yiiksek IPS bulundu. IPS ile CD68 ekspresyonu ile istatistiksel
anlamli iliski saptandi (p=<0,01).

Tedaviye tam yanit gosteren olgularin %64,8’inde, kismi yanit gosterenlerinse
%35,2’sinde diisiik CD68 ekspresyonu goriildii. CD68 ekspresyonu yiiksek olanlarin
%80,8’inde tam yanit, %19,2’sinde ise kismi yanit goriildii. Tedavi yanit1 ile CD68

ekspresyonu ile sinirda istatistiksel anlamli iligski bulundu (p=0,052).

50



Diisiik CD68 ekspresyonu evre 1-2 olgularin %66,7’sinde, evre 3-4 olgularinsa
%33.3’iinde gorildii. Yiiksek CD68 ekspresyonu ise evre 1-2 olgularin %39,3’{inde,
evre 3-4 olgularinsa %60,7’sinde goriildii. Yiiksek CD68 ekspresyonu ileri evrelerde

daha fazla goriilmiis olup istatistiksel anlamli iliski bulundu (p=0,005).

CD68 ekspresyonu diisiik olan 40 olguda Laktat dehidrogenaz diisiik,14 olguda
ise yliksek bulundu. CD68 ekspresyonu yiiksek olan olgularinsa %48,1’inde Laktat
dehidrogenaz diisiik, %51,9’unda ise yiliksek bulundu. CD68 ekspresyonu diisiik
olanlarda Laktat dehidrogenaz daha yiiksek bulunmus olup istatistiksel anlamli iligki
saptand1 (p=0,005).

CD68 ekspresyonu anemi olan olgularin %51,9’unda diisiik izlendi. CD68
ekspresyonu yiiksek olan olgularinsa %44,2’sinde anemi izlendi. Anemi
olmayanlarda daha yiiksek CD68 ekspresyonu izlenmis olup istatistiksel anlamli

iliski bulunmadi (p=0,278).

Niiks olan olgularin %13’iinde diisiik, %25’inde ise yiiksek CD68 ekspresyonu
goriildii. CD68 ekspresyonu yiiksek olanlarda niiks daha fazla bulunmus olup
istatistiksel anlaml1 iligki saptandi (p=0,011).

Takipleri sirasinda 6len olgularin 6’sinda CD68 ile diisiik ekspresyon, 14’linde
ise yiiksek ekspresyon goriildii. CD68 ekspresyonu ile 0liim arasinda istatistiksel

anlamli iliski bulundu (p=0,033).

CD68 ekspresyonu diisiik olanlarin 24’tinde CDI138 ekspresyonu diistik,
30’unda ise yiiksek izlendi. CD68 ekspresyonu yliksek olan olgularinsa 27’sinde
CD138 ekspresyonu diisiik, 25’inde yiiksek bulundu. CD68 ekspresyonu ile CD138

ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p=0,282).

CD68 ekspresyonu ile CD163 ekspresyonu incelendiginde: CD68 ekspresyonu
ylksek olanlarda daha yiliksek CDI163 ekspresyonu goriilmiis olup istatistiksel
anlamli iliski tespit edildi (p=0,001). CD68 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler
arasindaki iligki Tablo-5’de gosterilmistir.
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Tablo-5: CD68 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler arasindaki iliski

CD68 ekspresyonu
<7,5 >7,5

n % n % p

yas <45 36 66,7% | 28 | 53,8%
> 45 18 33,3% | 24 | 46,2% | 0,125

Cinsiyet Erkek 28 51,9% | 35 | 67,3%
Kadin 26 48,1% | 17 | 32,7% | 0,077

NOS 11 20,4% 6 11,5%

Mikst selltler 24 444% | 39 | 75,0%
Histolojik tip Nododler sklerozan 16 29,6% 5 9,6% | 0,391

Lenfositten Zengin 3 5,6% 1,9%

Lenfositten Fakir 0 0,0% 1 1,9%

ips Diisiik 38 70,4% | 24 | 46,2%
Y uksek 16 29,6% | 28 | 53,8% | 0,01

Tedavi yamt Komplet yanit 35 64,8% 42 80,8%
Kismi yanit 19 35,2% 10 19,2% | 0,052

Evre 1-2 30 66,7% | 24 | 39,3%
3-4 15 33,3% | 37 | 60,7% | 0,005

Hemoglobin <12 28 51,9% | 23 | 44,2%
>12 26 48,1% | 29 | 55,8% | 0,278

Laktat <225 40 741% | 25 | 48,1%
Dehidrogenaz > 225 14 25,9% | 27 51,9% | 0,005

NiiKs Yok 47 87,0% | 39 | 75,0%
Var 7 13,0% | 13 | 25,0% | 0,011

Slim Yok 48 88,9% | 38 | 73,1%
Var 6 11,1% | 14 | 26,9% | 0,033

CD20 <215 28 51,9% | 29 | 55,8%
>21,5 26 48,1% | 23 | 44,2% | 0,417

<0,5 24 44.4% 27 51,9%
CcD138 >0,5 30 55,6% | 25 | 48,1% | 0,282

<5,5 42 778% | 18 | 34,6%
cbies >5,5 12 22,2% | 34 | 65,4% | 0,001

NOS: Ozel olarak tiplendirilemeyen, IPS: International Prognostic Score.
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4.2.3 CD138 ile ekspresyon

Tiimoérde CD138 ekspresyonun progresyon agisindan kesme degeri 0,5 olarak
bulundu (Sekil-21) . Ortalama CD138 degeri 1,3+2,3 (0-14)’dii.

ROC Curve

A
L 1. ///”
1 - Specificity
Sekil-21: CD138’in progresyon i¢in ROC egrisi
AUC Std.Error %95ClI p
0,581 0,07 0,444-0,718 0,051

AUC: Egri altinda kalan, CI: Confidence interval

CD138 ekspresyonu kesme degerinin (0,5) altinda olanlar diisiik, {istiinde ve esit
olanlar yliksek CD138 ekspresyonuna sahip olarak degerlendirildi.

Yas ile CDI138 ekspresyonu incelendiginde; CD138 ekspresyonu 45 yas
altindaki olgularin %56,9’unda, 45 yas ve iizerindekilerin ise %43,1’inde diisiik
olarak izlendi. Kirk bes yas altindaki olgularin %63,6’sinda, 45 yas ve

tizerindekilerin ise %36,4’linde yiiksek ekspresyon izlenmis olup; CDI138

ekspresyonu ile yas arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi (p=0,304).
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Erkek cinsiyette CD138 ekspresyonu kadinlara gére daha fazla izlendi. Yiiksek

CD138 erkeklerin %63,6’sinda izlenmis olup, istatistiksel anlamli iligki bulunmadi

(p=0,237).
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Sekil-22: CD138 ekspresyonu ve histolojik tip iligkisi

Histolojik tip ile CD138 ekspresyonu incelendiginde; CD138 ekspresyonu mikst
selliiler olanlarin %58,8’inde, nodiiler sklerozan olanlarin %25,5’unda ve lenfositten
zengin tipin %3,9’unda disiik olarak izlendi. Mikst selliiler tipin %60’1nda lenfosit
zengin olanlarinsa tamaminda yiiksek ekspresyon goriildii. CD138 ekspresyonu ile

histolojik tip arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi (p=0,334).

IPS diisiik olan olgularin 33’iinde CD138 ile diisiik ekspresyon; IPS yiiksek
olanlarinsa 29’unda yiiksek CD138 ekspresyonu izlendi. Diisiik IPS olanlarda
CD138 ekspresyonu diisiik goriildii. IPS ile CD138 ekspresyonu arasinda istatistiksel
anlamli iliski bulunmadi (p=0,146).

Tedaviye tam yanit gdsteren olgularin %78,4’linde, kismi yanit gosterenlerin ise

%21,6’sinda diistik CD138 ekspresyonu goriildii. CD138 ekspresyonu yiiksek
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olanlarin %67,3’iinde tam yanit, %32,7’sinde ise kismi yanit goriildii. Tedavi yaniti

ile CD138 ekspresyonu ile istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p=0,142).

Evre 1-2 olgularin %44,4’iinde, evre 3-4 olgularinsa %55,6’sinda diisiik CD138
ekspresyonu izlendi. Yiiksek CD138 ekspresyonu evre 1-2 olgularin %50,8’inde,
evre 3-4 olgularinsa %49,2’sinde goriildii. ileri evrelerde CD138 ekspresyonu daha
diisiikk bulunmus olup istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p=0,326).

CD138 ekspresyonu diisiik olan 31 olguda Laktat dehidrogenaz diisiik, 20
olguda ise yiiksek bulundu. CD138 ekspresyonu yiiksek olan olgularinsa %61,8’inde
Laktat dehidrogenaz diisiik, %38,2’sinde ise yiiksek bulundu. CD138 ekspresyonu ile
Laktat dehidrogenaz arasinda istatistiksel anlamli iliski saptanmadi (p=0,536).

CD138 ekspresyonu anemisi olan olgularin 18’inde disiik izlendi. CD138
ekspresyonu yliksek olan olgularinsa %60’mnda anemi izlendi. Anemi olanlarda
olmayanlara gore daha yiiksek CD138 ekspresyonu izlenmis olup istatistiksel anlamli

iliski bulundu (p=0,009).

Niiks olan olgularin %13,7’sinde disiik, %23,6’sinda ise yiiksek CDI138
ekspresyonu goriildii. CD138 ekspresyonu yliksek olanlarda niiks oran1 daha fazla

bulunmus olup istatistiksel olarak anlamli iligski saptandi1 (p=0,046).

Takipleri sirasinda 6len olgularin 8’inde CD138 ile diisiik ekspresyon, 12’sinde
ise yliksek ekspresyon goriildii. CD138 ekspresyonu ile 6liim arasinda istatistiksel

anlamli iliski saptanmadi (p=0,289).

CD138 ekspresyonu ile CDI163 ekspresyonu incelendiginde: CD138
ekspresyonu diisiik olanlarin %58,8’inde diisitk CD163 ekspresyonu goriildii. CD138
ekspresyonu yiiksek olanlarinsa %45,5’inde yiiksek CD163 ekspresyonu goriildii.
CD138 ekspresyonu ile CD163 ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli iliski
bulunmadi (p=0,402).

CD138 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler arasindaki iligki Tablo-6’da

gosterilmistir.
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Tablo-6: CD138 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler arasindaki iligki

CD138 ekspresyonu
<0,5 >0,5

n % n % p

yas <45 29 56,9% 35 |63,6%
> 45 22 43,1% 20 |36,4%| 0,304

Cinsiyet Erkek 28 54,9% 35 |63,6%
Kadin 23 45,1% 20 |36,4%| 0,237

NOS 6 11,8% 11 |20,0%

Mikst selliiler 30 58,8% 33  |60,0%
Histolojik tip NodUIersk_Ierozan 13 25,5% 8 14,5% | 0,334

Lenf05|_tten 5 3.9% 9 3.6%

Zengin

Lenfositten Fakir 0 0,0% 1 1,8%

iPS Diisiik 33 64,7% 29  |52,7%
Yiiksek 18 35,3% 26 |47,3%| 0,146

Tedavi yanit Komplet yanit 40 78,4% 37 67,3%
Kismi yanit 11 21,6% 18 32,7% | 0,142

Evre 1-2 20 44,4% 31 |50,8%
3-4 25 55,6% 30 |49,2%| 0,326

Hemoglobin <12 18 35,3% 33 |60,0%
>12 33 64,7% 22 40,09 | 0,009

Laktat <225 31 60,8% 34 |61,8%
Dehidrogenaz > 225 20 39,2% 21  [38,2%] 0,536

Niiks Yok 44 86,3% 42 176,4%
Var 7 13,7% 13 |23,6%| 0,046

Slim Yok 43 84,3% 43  |78,2%
Var 8 15,7% 12 |21,8%| 0,289

CD20 <21,5 25 49,0% 32 |58,2%
>21,5 26 51,0% 23 |41,8%| 0,207

CD68 <75 24 47,1% 30 |54,5%
>7,5 27 52,9% 25 |455%| 0,282

<5,5 30 58,8% 30 |54,5%
CD163 >5,5 21 41,2% 25 |455%| 0,402

NOS: Ozel tip olmayan, IPS: International Prognostic Score.
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4.2.4 CD163 ekspresyonu

Tiimoérde CD163 ekspresyonun progresyon agisindan kesme degeri 5,5 olarak

bulundu (Sekil-23) . Ortalama CD163 degeri 7,2+7,4 (0-38)’tii.

ROC Curve
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Sekil-23: CD163’in progresyon i¢in ROC egrisi

AUC Std.Error %95ClI p

0,695 0,064 0,569-0,821 0,007

AUC: Egri altinda kalan, CI: Confidence interval

CD163 ekspresyonu kesme degerinin altinda olanlar diisiik, iistiinde ve esit

olanlar yliksek CD163 ekspresyonuna sahip olarak degerlendirildi.

Yas ile CDI163 ekspresyonu incelendiginde; CD163 ekspresyonu 45 yas
altindaki olgularin %61,7’sinde, 45 yas ve lizerindekilerin ise %38,3’linde diisiik
izlendi. Kirk bes yas altindaki olgularin %58,7’sinde, 45 yas ve iizerindekilerin ise
%41,3’linde yiiksek ekspresyon izlenmis olup; CD163 ekspresyonu ile yas arasinda
istatistiksel anlaml1 iligki bulunamadi (p=0,456).

Hem diisiik hem de yiiksek CD163 ekspresyonu erkeklerde kadinlara gore daha
fazla izlendi. CD163 ekspresyonu ile cinsiyet arasinda istatistiksel anlamli iliski

bulunmadi (p=0,475).
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Sekil-24: CD163 ekspresyonu ve histolojik tip iliskisi

Histolojik tip ile CD163 ekspresyonu incelendiginde (sekil-24); CD163
ekspresyonu mikst selliiler olanlarin 33’iinde, nodiiler sklerozan olanlarin 13’tinde ve
lenfositten zengin ve fakir olanlarinsa tamaminda diisiik ekspresyon izlendi. Mikst
selliiler olanlarin %65,2’sinde nodiiler sklerozan olanlarinsa %17,4’linde yiiksek
ekspresyon goriildi. CD163 ekspresyonu ile histolojik tip arasinda istatistiksel

anlamli iliski bulunmadi (p=0,094).

IPS diisiik olan olgularin 42’sinde CD163 ile diisiik ekspresyon; IPS yiiksek
olanlarinsa 20’sinde yliksek CD163 ekspresyonu izlendi. CD163 ekspresyonu yiiksek
olanlarda daha yiiksek IPS bulundu. IPS ile CD163 ekspresyonu ile istatistiksel
anlamli iligki saptandi (p=<0,005).

Tedaviye tam yanit gosteren olgularin %71,4’linde, kismi yanit gosterenlerin ise
%28,3’linde diisik CD163 ekspresyonu goriildi. CD163 ekspresyonu yiiksek
olanlarin %73,9’unda tam yanit, %26,1’,nde ise kismi yanit goriildii. Tedavi yaniti

ile CD163 ekspresyonu ile istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p=0,487).
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Yiiksek CD163 ekspresyonu ileri evrelerde daha fazla olup istatistiksel anlamli

iliski bulundu (p=0,023).

CD163 ekspresyonu diisiik olan 43 olguda Laktat dehidrogenaz diisiik,22
olguda ise yuksek bulundu. CD163 ekspresyonu yiiksek olan olgularinsa 1’sinde
Laktat dehidrogenaz diisiik, 24 linde ise yliksek bulundu. CD163 ekspresyonu diisiik
olanlarda Laktat dehidrogenaz daha yiiksek bulunmus olup istatistiksel anlamli iliski
saptand1 (p=0,011).

CD163 ekspresyonu anemi olan olgularin %51,9’unda diistik izlendi. CD163
ekspresyonu yiiksek olan olgularinsa %44,2’sinde anemi izlendi. Anemi
olmayanlarda daha yiiksek CD163 ekspresyonu izlenmis olup istatistiksel anlamli

iliski bulunmadi (p=0,278).

Niiks olan olgularin  %38,3’linde diislik, %15’inde ise yiikksek CD163
ekspresyonu gorildi. CD163 ekspresyonu yuksek olanlarda niks daha fazla

bulunmus olup istatistiksel anlamli iligki saptandi (p=0,002).

Takipleri sirasinda 6len olgularin 6’sinda CD163 ile diisiik ekspresyon, 14’iinde
ise yiiksek ekspresyon goriildii. CD163 ekspresyonu ile 6liim arasinda istatistiksel

anlamli iliski bulundu (p=0,008).

CD163 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler arasindaki iliski Tablo-7’de

gosterilmistir.
4.3 SURVIVAL ANALIZ

Medyan takip slresi 75,0£20,6 (1-238) aydir. Calismada 106 hastanin takip
stiresince 20’sinde (%18.,9) mortalite gozlendi. Hastalarin medyan genel sagkalim

stiresi 61,0+3,5 (%95CI 54,0-69,7) ay olarak bulundu.

Laktat Dehidrogenaz diisiik olanlarda,CD68 ve CD163 ekspresyonu diisiik
olanlarda genel sagkalim daha yiiksek olup istatistiksel anlamli ilisgki bulundu
(p<0,05). Diger klinik veriler ile genel sagkalim arasinda istatistiksel anlamli iligki
bulunmadi (p>0,05).Genel sagkalim ile klinikopatolojik veriler arasinda iligki Tablo-

8’de 6zetlenmistir.
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Tablo-7: CD163 ekspresyonu ile klinikopatolojik veriler arasindaki iligki

CD163 ekspresyonu
<55 >5,5

n % n %

Yas <45 37 61,7% 27 58,7%
> 45 23 38,3% 19 41,3% | 0,456

Cinsiyet Erkek 35 58,3% 28 60,9%
Kadin 25 41,7% 18 39,1% | 0,475

NOS 9 15,0% 8 17,4%

Mikst selltiler 33 55,0% 30 65,2%
Histolojik tip | Nodler sklerozan 13 21, 7% 8 17,4% | 0,094

Lenfositten Zengin 6,7% 0 0,0%

Lenfositten Fakir 1 1,7% 0 0,0%

iPS Diisiik 42 70,0% 20 43,5%
Yuksek 18 30,0% 26 56,5% | 0,005

Tedavi yamt Komplet yanit 43 71,7% 34 73,9%
Kismi yanit 17 68,9% 12 27,1% | 0,487

Evre 1-2 31 31,1% 29 47,5%
3-4 14 23,3% 32 52,5% | 0,023

Hemoglobin <12 24 40,0% 27 58,7%
>12 36 60,0% 19 41,3% | 0,043

L aktat <225 43 71,7% 22 47,8%
Dehidrogenaz > 225 17 28,3% 24 52,2% | 0,011

NiiKs Yok 55 91,7% 31 67,4%
Var 5 8,3% 15 32,6% | 0,002

Slim Yok 54 90,0% 32 69,6%
Var 6 10,0% 14 30,4% | 0,008

CD20 <21,5 25 41, 7% 32 69,6%
>21,5 35 58,3% 14 30,4% | 0,004

<0,5 30 50,0% 21 45,7%
cDb138 >0,5 30 50,0% 25 54,3% | 0,402

CD68 <75 42 70,0% 12 26,1%
>7,5 18 30,0% 34 73,9% |<0,001

NOS: Ozel tip olmayan, IPS: International Prognostic Score.
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Tablo-8: Genel sagkalim ile klinikopatolojik veriler arasinda iligki

oS
. 95%
Estlm_ated Confidence
median | Std.
survival |Error Interval
time Lower | Upper 0
Bound | Bound
Yas <45 61 2,7 | 55,8 | 66,2
> 45 63 6,5 | 50,3 | 75,7 | 0,591
Cinsiyet Erkek 60 29 | 54,2 | 65,8
Kadin 63 94 | 446 | 81,4 | 0,808
Histolojik tip NOS 56 149 | 26,9 | 851
Mikst sellliler 60 34 | 53,4 | 66,6
Noduler 62 |165| 297 | 943 | 0,799
sklerozan
Lenfositten 68 | 230 229 | 1131
Zengin
Lenfositten Fakir 49 - - -
ipPS Dusiik 83 13,1 | 57,4 | 108,6 | 0,100
Yiiksek 58 4,2 | 49,8 | 66,3
Tedavi yaniti Komplet yanit 65 49 | 554 | 74,6
Kismi 40 2,2 | 35,6 | 44,4 | 0,465
Evre 1-2 62 47 | 53,1 | 71,0
3-4 57 6,1 | 429 | 71,1 | 0,230
Hemoglobin <12 80 11,9 | 56,8 | 103,3
>12 58 19 | 54,3 | 61,7 | 0,447
Laktat Dehidrogenaz <225 83 8,5 | 66,3 | 99,7
> 225 57 4,2 | 48,7 | 653 | 0,043
CD20 <215 60 56 | 49,1 | 70,9
>21,5 66 8,8 | 48,7 | 83,3 | 0,801
CD68 <75 80 70 | 66,3 | 93,7
>7,5 49 7,2 | 349 | 63,1 | 0,004
CD138 <0,5 62 3,1 | 55,8 | 68,1
>0,5 60 75 | 453 | 74,8 | 0,840
CD163 <5,5 83 54 | 72,3 | 93,7
>5,5 51 54 | 40,5 | 61,5 |<0,001

NOS: Ozel tip olmayan, IPS: international Prognostic Score.

Olgularin takip siiresince 20’sinde (%18,9) niiks/progresyon gozlendi.
Hastalarin medyan progresyonsuz sagkalim siiresi 58,0+4,9 (%95CI 48,5-67,6) ay
olarak bulundu. CD68 ve CD163 ekspresyonu yiiksek olanlarda progresyonsuz

61




sagkalim daha diisiik olup istatistiksel anlamli iligki bulundu (p<0,05). Diger klinik

veriler ile progresyonsuz sagkalim arasinda istatistiksel anlamli iliski bulunmadi

(p>0,05). Progresyonsuz sagkalim ile klinikopatolojik veriler arasinda iliski Tablo-

9’de Ozetlenmistir.

Tablo-9: Proresyonsuz sagkalim (PFS) ile klinikopatolojik veriler arasinda iligki

PFS
. 95%
E:;gg?;ﬁd Confidence
- Std. Error Interval
survival

time Lower | Upper 0

Bound | Bound

Yas <45 57 7,0 43,3 | 70,7
> 45 60 8,8 42,8 | 77,2 |0,663

Cinsiyet Erkek 57 4,7 479 | 66,1
Kadin 62 9,6 43,2 | 80,8 |0,697

Histolojik tip NOS 56 15,0 26,6 | 854

Mikst selltler 58 4.4 49,4 | 66,6
Nodiler sklerozan 49 14,2 21,1 | 76,9 |0,547

Lenfositten Zengin 68 23,0 22,9 | 1131

Lenfositten Fakir 49 - - -

iPS Diisiik 52 74 375 | 66,5
Y liksek 68 9,3 49,6 | 86,2 |0,059

Tedavi yaniti Komplet yanit 62 2,9 56,3 67,7
Kismi 39 2,24 346 | 43,4 |0,111

Evre 1-2 62 2,4 57,2 | 66,8
3-4 51 5,2 40,8 | 61,2 |0,181

CD20 <215 51 6,7 379 | 64,1
>21,5 62 6,3 496 | 74,4 |0,529

CD68 <75 71 7,4 566 85,4
>7,5 44 49 345 | 53,5 |0,007

CD138 <0,5 60 57 48,8 | 71,2
>0,5 57 4,9 47,3 | 66,7 |0,734

CD163 <5,5 72 8,9 545 | 89,5
>5,5 49 4,6 40,0 | 58,0 |0,008

Genel sagkalim icin univarite ve multivariate cox regresyon analizi

Calismada tek degiskenli ve ¢ok degiskenli analizlerle hastalarin klinik ve

patolojik dzelliklerinin sagkalim {izerine etkileri Cox regresyon analizi ile incelendi.

Tek degiskenli analizlerde yas, cinsiyet, histolojik tip, evre, tedavi yaniti,
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hemoglobin duzeyi, CD20 ve CD138 ekspresyonun istatistiksel anlamli diizeyde bir
etkisi saptanmadi (p>0,05). [PS’nin yuksek olmasi (HR, 0,549; p=0,012), Laktat
dehidrogenazin yiiksek olmasi (HR, 0,629; p=0,047), CD68 ekspresyonun yiiksek
olmasi (HR, 0,534; p=0,005) ve CD163 ekspresyonun yiiksek olmasinin (HR, 0,432;
p=0,0001) sag kalim {izerine istatistiksel anlaml diizeyde etki ettigi saptandi (Tablo-
10).

Tablo-10: Genel sagkalim i¢in cox regresyon univarite analizi

95,0% CI for Exp(B)

HR Lower Upper P
Yas 0,884 0,561 1,393 0,596
Cinsiyet 1,568 0,652 3,771 0,315
Histolojik tip 0,814
NOS 1,197 0,632 2,267 0,582
Mikst selltler 1,112 0,528 2,344 0,780
Nodsdiler sklerozan 0,767 0,246 2,390 0,647
Lenfosit zengin 2,564 0,326 20,144 0,371
Evre 1,296 0,844 1,911 0,237
IPS 0,549 0,344 0,876 0,012
Tedavi yaniti 1,209 0,721 2,029 0,472
Nuks 0,416 0,213 0,813 0,010
Hemoglobin 1,180 0,766 1,818 0,453
Laktat dehidrogenaz 0,629 0,397 0,995 0,047
CD20 0,540 0,215 1,357 0,190
CD68 0,534 0,345 0,826 0,005
CD138 1,393 0,569 3,409 0,468
CD163 0,432 0,273 0,686 0,000

HR: Hazard Ratio, NOS: Ozel tip olmayan, iPS: International Prognostic Score.

Cok degiskenli analizde ise tedavi yanitinin tam olmasi1 (HR, 1,997;
p=0,027), IPS (HR, 0,492; p=0,028), niiks varhgmnin (HR,0,375; p=0,017) ve CD20
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ekspresyonu (HR, 0,582; p=0,029) genel sagkalim igin bagimsiz prognostik faktor
olduklar1 bulundu (Tablo-11).

Tablo-11:Genel sagkalim i¢in cox regresyon multivariate analizi

0
HR Lg\&jv,gr/o Cl for Iax;JéeBr) D
Yas 1,262 0,736 2,164 0,397
Cinsiyet 0,718 0,403 1,281 0,262
Histolojik tip 0,104
NOS 1,522 0,693 3,343 0,295
Mikst selluler 0,755 0,321 1,774 0,519
Noduler sklerozan 0,455 0,120 1,719 0,246
Lenfosit zengin 3,308 0,255 42,891 0,360
iPs 0,492 0,261 0,928 0,028
Evre 1,069 0,630 1,815 0,804
Tedavi yamit 1,997 1,080 3,693 0,027
Niiks 0,375 0,167 0,841 0,017
Hemoglobin 0,961 0,542 1,705 0,893
Laktat dehidrogenaz 0,598 0,340 1,049 0,073
CD20 0,582 0,358 0,945 0,029
CD68 0,792 0,440 1,425 0,436
CD138 1,192 0,722 1,968 0,492
CD163 0,581 0,334 1,011 0,055

HR: Hazard Ratio, NOS: Ozel tip olmayan, IPS: International Prognostic Score.
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Sekil-26: Makrofaj hucrelerindeki CD68 ekspresyonu ile genel sagkalim arasindaki
iligki grafigi

65



08

06

Cum Survival

04

02

0o

Genel sagkalim

CD138
ekspresyonu

—<05
205

t= <0 5-censorad
——205-censored

50 100 150 200 250

Zaman (ay)
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Sekil-28: Makrofaj hiicrelerindeki CD163 ekspresyonu ile genel sagkalim arasindaki

iligki grafigi

66



08

0§

0.4

Cum Survival

02

00

Pro

gresyonsuz sagkalim

CD20 ekspresyonu
<215
2215

| < 21 5-censored
—}—2 21 5-censored

S0

100

150 200

Zaman (ay)
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5-TARTISMA

Klasik Hodgkin lenfoma (KHL) geng¢ eriskinleri etkileyen en yaygin
malignitelerden biridir ve ¢ogunlukla iyi bir prognoza sahiptir. TUmaor hicrelerinin
genel populasyonun %l'inden azim1i ve mikrogevredeki reaktif infiltratin
poptilasyonun %99'unu olusturan KHL'deki siradisi hiicre bilesimi, uzun zamandir
caligmalar i¢in 1ilgi odagi haline gelmistir. Son 20-25 yilda, Klasik Hodgkin
lenfomanin (KHL) patofizyolojisinde, 6zellikle prognostik belirtecleri ve terapotik
hedefleri belirlemek igin mikrogevredeki neoplastik olmayan hcrelerin etkisine

odaklanmis ¢alismalar artmaktadir.

Klasik Hodgkin lenfoma (KHL) tedavisindeki ilerlemelere ragmen, mevcut
tedaviler hastalarin %10-30'inde yeterince iyilestirememekte ve ayni oranda hasta
asir1 tedavi edilerek hem kisa hem de uzun vadede tedaviye bagl komplikasyonlara
neden olabilmektedir. Uluslararasi Prognostik Faktorler Projesi (IPS) skoru, ileri evre
KHL hastalarinin risk siniflandirmasi igin hali hazirda kullanilamasina ragmen tedavi
basarisizligini ve yiiksek riskli hastalar1 belirlemedeki 6ngori yetenegi zayiftir. Bu
nedenle, tan1 aninda hastalar1 daha iyi risk gruplarina ayirmak ve hasta spesifik yeni
tedavi modalitelerini saptamak icin guvenilir saglam biyobelirteglere ihtiyag
duyulmaktadr.

KHL'daki mikrogevre bilesenini incelemek ve olasi yeni biyobelirtecler
saptamak icin son yillarda uygulanan gen ekspresyon profil (GEP) analizi ve tim
slayt goriintii analizi (WSI) ile daha somut/sayisal degerler elde edilip objektif

sonuclar elde edilmesi hedefleniyor.

Genellikle mikrocevre dahil toplu timdér dokusunu inceleyen gen ekspresyon
analizinin aksine, klasik immiinohistokimyasal ¢alismalar ve doku mikrodizi analizi
yontemi smurlt biiytikliikteki timor bolgelerini analiz ederler ve intratimoral
heterojenlik ve analiz edilen alanlarin gézlemciye baglh sec¢imi ile yanlt (subjektif)
olabilir. Ayrica, mikrocevresel biyobelirteclerin incelenmesi nadiren biiylik klinik
arastirma kohortlarinda gerceklestirilmistir. Bu siirlamalarin iistesinden gelmek,
KHL'da timoér mikrogevresinin prognostik roliinii arastirmak ve yeni terapotik

hedeflere yol gostermek icin, heterojen KT kombinasyonlart (ABVD, RT,
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BEACOPP, OKIT vs.) ile tedavi edilen 106 hastadan olusan ¢alismamizda B
hicreleri (CD20), Plazma hicreleri (CD138) ve makrofajlar1 (CD68,CD163) tim
slayt goriintii analizi (WSI) ile degerlendirdik.

Calismamizdaki hastalarin ¢ogu gencti (<45 yas) (n:64, (%60,4)) ve erkek
cinsiyet hakimiyeti (n:63, (%59,4)) mevcuttu. Histolojik alt tipler agisindan
olgularimizin dagilimi gelismekte olan Ulkelere benzer ozellikte olup en sik
MSKHL(n:63,(%59) tip olmak tizere sirasiyla NSKHL (n:21,(%19,8)), LZKHL (n:4,
(%3,8)), LFKHL(n:1 (%0,9)) idi. KHL’nin genellikle iyi klinik gidisli oldugunu goz
oniinde bulunduracak olursak olgularimizin ¢ogunlugunun IPS skoru diisikligi,
diisiik LDH diizeyi, diisiik niikks ve 6liim orani ve tedaviye tam yanit gostermesi

bakimindan giincel literatiir ve DSO verileri (1) ile uyumluydu.
5.1 B LENFOSITLER

B lenfositlerle KHL hastalarindaki klinik prognostik verilerin iliskileri
konusunda literatir tartismalidir. KHL mikrogevredeki B hiicrelerinin uzun zamandir
homojen bir hiicre populasyonu oldugu diistiniilmekteydi. Ancak bu goriis yapilan
calismalarla giderek degismektedir. Mevcut bulgular, B hiicrelerinin, KHL'de immin
yanita katkida bulunan degisken islevlere sahip cesitli farkli alt kiimelerden
olusabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan calismalarda c¢ok sayida folikiiler
dendritik hiicre agi1, agregat olusturmayan B hiicreleri, IgM+ hiicreler ve CD20+
agregatlar daha iyi bir prognozla iliskilendirilmistir. Buna karsilik farkli B hiicresi alt
kiimelerinin kot prognostik etkiler gosterebilecegini savunan bulgular da mevcuttur
(111). Mevcut ¢aligmalar mikrogevrede karmasik bir B hiicresi ag1 varligina isaret
etmektedir.

Histopatolojik olarak, B hiicrelerinin KHL'da tedaviye yanit iizerinde hem
olumlu hem de olumsuz etkisini destekleyen calismalardan biri Tudor ve ark.’nin
caligmasidir. Yaptiklar1 ¢alismada ¢ok sayida agregat olusturmus CD20+ B
hicrelerin ve IgM+ hiicrelerin daha iyi prognozla iligkili oldugunu; bunun da anti-
timoral immiin yanit1 destekledigini; Buna karsilik, ¢ok sayida Pax5+/CD38+

hicresinin KHL'da olumsuz bir prognostik etki gosterdigini ve farkli B hiicresi alt
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kiimelerinin  pro-timoral veya anti-timoral etkiler gosterebilecegi  fikrini

savunmustur (111).

Yine Cirillo ve ark.’nin (112) belirttigi gibi, KHL'deki B hicrelerinin anti-
timor aktivitesindeki rolt, lenf nodunun mimarisinin daha iyi korunmasi ve
hastaligin daha iyi seyirli olmast ile agiklanabilir seklinde goriis bildirmislerdir. Bunu
destekler nitelikte Panico L ve ark.’1 (113) CD20 B hiicrelerinin hastaligin gidisatini
belirlemede aktif bir rol oynadigini, koruyucu bir etki sagladigin1 ve prognozu iyi
yonde destekledigini diisiinmiistiir. Bunlarin aksine B hicrelerinin, CD30L ve
CDA40L ekspresyonu yoluyla HRS hicre biiyiimesini tetikleyebilecegini bdylece

protiimoral olabilecegini diisiinen ¢aligmalar da mevcut (114).

Ann Arbor Evreleme sisteminin Cotswolds modifikasyonu halen HL'da
evrelemenin temelini olusturmaktadir. Literatiirde B lenfosit yogunlugunun evre ile
iligkisi konusunda farkli bulgular mevcuttur. WSI yontemi kullanilan 6nceki
calismalardan biri olan Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’min Alman Hodgkin
Calisma Grubu (GHSG) tarafindan yiiriitiilen 2021 deki calismasinda, BEACOPP ile
tedavi edilen ileri evre 340 KHL tanili hasta degerlendirilmis olup ¢alismada B hiicre
igerigi ile hastaligin evresi arasinda anlamli iligkili saptanmamustir (83). Daha sonra
yapilan Antonio Santisteban-Espejo ve ark.’nin yaptigi analiz edilen tiim hastalara
ABVD verilen 85 KHL tanili olgunun incelendigi 2022 deki bir ¢calismada diisiik B
hiicre igerigi, ileri evre ile istatistiksel olarak anlamli derecede iliskili saptanmistir
(115). Benzer sekilde Panico L ve ark.’nin yaptigi farkli bir caligmada yiiksek B
hiicre igerigi ile diisiik evre arasinda anlamli iliski saptanmistir (113). Yine Steidl ve
ark.’nin  yaptigit gen ekspresyon profillemesi  sonuglartyla  kanitlanan
immiinohistokimya yonteminin kullanildigi bir calismaya gore CD20+ kigik B
hiicrelerinin sayisinin ileri evre hastalikla giiglii bir sekilde iliskili oldugu
saptanmustir (94). Biz de ¢alismamizda literatiiriin ¢ogu ile uyumlu olarak diisik B
hiicre igeriginin ileri evre ile anlamli iliski gosterdigini saptadik. Ilk ¢alismadaki (83)

farklilik sadece ileri evre hastalarin se¢ilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Uluslararas1 Prognostik Skor (IPS), albiimin, hemoglobin, erkek cinsiyet, yas,
evre IV hastalik, 16kositoz ve lenfopeni gibi faktorlere dayanarak ileri evre hastalig

degerlendiren bir skorlama yontemi olup hali hazirda kriterlerinden biri lenfopeni
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oldugundan ve muhtemelen hemen daima anlamli olacagindan literatirde B lenfosit
ile iliskisi pek fazla incelenmemistir. Aradaki iligkiyi arastiran nadir ¢alismalardan
biri olan ve calismamizla benzer sonu¢ gosteren Panico L ve ark.’nin yaptigi
caligmada yiiksek B hiicre igerigi ile IPS distkligii arasinda anlamli iligki
saptanmistir (113). Bu sonuglar da B lenfosit yogunlugunun iyi klinik prognostik

verilerle iligkisini destekler niteliktedir.

Laktat dehidrogenaz(LDH) tam1 aninda yiikselebilir ve hastalik yanitini
degerlendirmede 18-FDG-PET taramasi ve eritrosit sedimantasyon hizina ek olarak
faydali olabilir. Literatiirde LDH diizeyi ile B lenfosit yogunlugu arasindaki iliskiye
deginen calismaya rastlamadik. Calismamizda yiliksek B hiicre igeriginin, diisiik

LDH diizeyi ile anlaml1 iligki gdsterdigini saptadik.

Hem IPS-7 hem de IPS-3 skorlamasinda bulunan nadir parametrelerden biri olan
hemoglobin literatiirde pek fazla irdelenmemistir. Calismamizda yiiksek B hiicre
iceriginin diisiik olmayan(normal-yiiksek) Hg diizeyi ile anlamli iligki gosterdigini

saptadik.

fleri evre klasik Hodgkin lenfomali (KHL) hastalarin bir grubu (%10-30)
standart tedaviyi takiben niks etmekte veya ilerlemektedir. Bu hasta grubunun
onceden taninmasi amactyla niiks oraninin B lenfositlerle iliskisi irdelenmistir. Ron
Daniel Jachimowicz ve ark.’nin ¢alismasinda diisiik CD20+ B hiicre i¢eriginin artmis
niiks riski ve tedavi basarisizligi ile anlaml iliskili oldugu saptanmustir (83). Biz de
calismamizda diisiik B hiicre iceriginin artmis niiks riski ile anlaml iliski
gosterdigini saptadik. Fakat bu konuda destekleyici kapsamli arastirmalara ihtiyag

duyuldugunu diisiinmekteyiz.

Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’nin ¢aligmasinda hem progresyonsuz sagkalim
hem de genel sagkalimin digiik B hiicre igerigi saptanan hastalarda anlamli bir
sekilde daha diisiikk olarak degerlendirilmistir (83). Yine Johanna Grund ve ark.’1
WSI ile degerlendirilmis KHL tanili hasta grubunda yiiksek B hiicre igeriginin hem
yiiksek progresyonsuz sagkalim hem de yiiksek genel sagkalimla iligkili oldugunu
saptamistir (116). Panico L ve ark.’nin ¢aligmasinda B hiicreleri ile sagkalim

arasinda OS ile belirgin, PFS ile sinirda anlamlr iliskili saptanmis olup ¢ok degiskenli
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analizde artmig CD20+ B hiicrelerinin hem artmis PFS hem de artmis OS igin
bagimsiz prognostik faktor oldugu gézlenmistir (113).Bunlar disinda gen ekspresyon
profillemesi veya immiinohistokimya analizinin kullanildigi bircok c¢alismada da
mikrocevredeki B hiicre igerigi iyi prognoz ve sagkalim ile iliskilendirmistir (79,
94,111,117,118). Gorildigii gibi ¢ok sayida calismada mikrogevredeki yiksek
sayida CD20 B hiicresi, iyi bir sagkalim ile iliskilendirilmis ve bu bulgunun B
hlcrelerinin blytme sinyalleri icin neoplastik hiicrelerle rekabetine bagli olabilecegi

distintilmustiir (119).

WSI ile yapilan Antonio Santisteban-Espejo ve ark.’nin yaptigi ¢alismada ise B
hicrelerinin ne OS ne de PFS igin prognostik 6neminin olmadigi sonucuna
vartlmistir (115). Biz de calismamizda KHL'li hastalarin B hiicre igeriginin tek
degiskenli analizde ne OS ne de PFS ile arasinda anlamli iliski olmamakla birlikte
cok degiskenli analizde CD20+ B hiicrelerinin artiginin OS i¢in bagimsiz prognostik
faktor oldugunu saptadik.

Calismamiz ile Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’nmin c¢alismasindaki (83)
sagkalim farkliliginin nedenleri Orneklem biytkliigii, hastalarin aldig1 tedavi
modalitelerindeki ve daha da Onemlisi hasta se¢imindeki farklilik gibi
gorinmektedir. Ustte bahsi gegen ¢alismada BEACOPP ile tedavi edilen timii ileri
evre olan hasta seciminin aksine, ¢alismamizda analiz edilen evreden bagimsiz tiim
hastalara standart birinci basamak kemoterapi olan ABVD’ye ek olarak ileri evre
progrese hastalara kombine RT, KT ajanlar1 ve diger agresif tedavi yontemleri
(BEACOPP, ICE, OKIT vs) uygulanmistir. Bu da hastalar arasinda sagkalim

acisindan onemli bir heterojenite/farklilik olusturmaktadir.

Daha 6nce yapilmis IHK ve diger yontemlerin kullanildigi; sagkalim ve B hiicre
arasinda anlamli iliski gozlenmeyen calismalarla olan farkliliklari Ron Daniel
Jachimowicz ve ark.’1; THK ¢alismalarindaki mikrogevrenin kiigiik bir alanimi ya da
“hot spot’” denebilecek kisitli bir alani analiz edildiginden gozlemciler arasi
farkliliklara baglamistir (83). Gen ekspresyon profillemesi uygulanan ¢aligmalarda
ise farklt teknolojilerin kullanilmasinin bir¢ok c¢aligmada farkli prognostik
ekspresyon paternlerine yol agtigi gozlemlendigi belirtilmistir (94,117,120).

Bunlarin aksine WSI’nin tiim lenf nodunu (veya dokuyu) analiz ederek hastanin
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immin sistemi hakkinda daha gergek¢i bir sonu¢ verdigi diisiiniilmektedir.
Calismamiz da WSI ile yapilmis olup Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’inin goriistinii
destekler niteliktedir ve cok degiskenli analizde OS ile artmis CD20 B hiicreleri

arasinda anlaml iligki saptanmustir.

Calismamiz dahil mevcut ¢alismalardaki bulgular gézlemseldir. Bu nedenle B
hiicresine bagli intratiiméral immiin sistemde hangi mekanizmalarin rol oynadigini
net olarak yanitlayamazlar. Bununla birlikte B hicrelerinin TMC'deki kesin
prognostik 6nemini, zengin B hicresi infiltrat roltnin tam olarak agikliga
kavusturmak ve gelistirilecek ek terapOtik hedeflerin belirlenmesi igin ismi gegen
yontemlerin kombinasyonlarinin ve genis B hiicre panellerinin kullanildig1 daha
biiylik homojen hasta kohortu iceren gelecekteki ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu

diisiinmekteyiz.
5.2 PLAZMA HUCRELERI

KHL'nin TMGC'sinde plazma hicrelerinin rolu ile ilgili ¢alismalar ve
literattirdeki veriler simirl sayidadir. TMC'sindeki plazma hcrelerinin klinik énemi
tumor tiplerine gore farklilik gostermektedir. Ornegin; CD138 ile tespit edilen
plazma hicrelerinin prognoz Uzerine pozitif (kolorektal, 6zofagus ve mide
kanserlerinde ve melanomda) veya negatif (meme kanseri, over kanseri ve melanom)

etkisi oldugu bildirilen ¢aligmalar hala tartigmalidir.

KHL'min TMC'sinde plazma hiicrelerinin rolu ile ilgili veriler az olsa da
caligmalara ilgi giderek artmaktadir. Bu konuda yapilan az sayida ¢aligmalardan biri
olan Gholiha ve ark.’nin 2019’da, plazma hiicrelerinin KHL'min sagkalim ve klinik
parametrelerindeki roliinli aragtirdigi tek tip tedavi almis 120 hastadan olusan bir
calismasinda CD138+ PH lerini hem dijital analiz hem de manuel skorlama ile
degerlendirilmis ve yiiksek plazma hiicresi infiltrasyonunun ileri evre ile iligkili
oldugu saptanmistir (121). Yine Thompson ve ark.’nin yaptigi1 bir ¢alismada, KHL
hastalarinda serumda serbest immunoglobulin hafif zincir artis1 ileri evre ile
iligkilendirilmigtir (108). Calismamizda ise plazma hiicre igerigi ile evre arasinda
anlaml iligki saptanmamigtir. Calisma ile bulgularimizin farkliligi plazma hicre

skorlama ve yontem farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
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Uluslararast Prognostik Skor (IPS) kriterlerinden biri lenfopenidir. Tam kan
sayiminda plazma hiicreleri de lenfositlere dahildir. Thompson ve ark.’nin
calismasinda, KHL hastalarinda yiksek diizeyde serum serbest immiinoglobulin
kappa ve lambda hafif zincirleri yiiksek IPS ile iliskilendirilmistir (108). Bdylece
dolayli olarak plazma hiicre yogunlugu ve IPS iliskisi incelenmistir. Calismamizda
Plazma hiicre igerigi ile IPS arasinda anlamli iliski saptanmamigtir. Bu farklilik
olgularimizin bazilarinin 2014 yil1 dahil eski yillara ait olmas1 ve bu nedenle IHK sal
ekspresyon diistikliigliniin ayn1 donem tam kan sayimi ile korele olamamasindan

kaynaklantyor olabilecegini diistindiik.

Literatirde plazma hicreleri ve LDH ile iliskisine yonelik c¢alisma
saptanmamigtir. Calismamizda plazma hicre artisi ile LDH diizeyi arasinda

istatistiksel anlamh iliski bulamadik.

Thompson ve ark.’nin ¢alismasinda, KHL hastalarinda yiksek diizeyde serum
serbest immuinoglobulin  hafif zincirleri diisik hemoglobin diizeyi ile
iliskilendirilmistir (108). Biz de galismamizda yiiksek PH igeriginin diisiik Hg diizeyi
(anemi) ile anlamli iligki gdsterdigini saptadik. Her iki ¢alismanin yontemleri farkli

olmasina ragmen benzer sonuglar elde edilmistir.

Daha 6nce KHL dis1 gesitli malignitelerde yapilmis bir¢ok calismada, timor
mikrocevresindeki yliksek sayida plazma hiicresinin daha kotii prognozla iligkili
oldugu sonucuna varilmstir (104-106, 122-124). Ornegin Shalapour, S. ve ark.’nin
caligmasinda direngli prostat kanserinde (125), Affara N.I. ve ark.’nin ¢alismasinda
skuamoz hiicreli karsinomda plazma hiicre artisinin kotli prognozla iliskili oldugu
saptanmistir ve bunun; timor gelisimi sirasinda PH'ler tarafindan otoantikor
uretiminin neoplastik doku icinde immin komplekslerin birikmesine yol agtigi,
bunlarin daha sonra, FcyR'yi aktive ederek, anjiyogenik, doku yeniden dizenlenimi
ve pro-survival yollar dahil olmak iizere ¢esitli protiiméral yollar1 tetikledigini

savunmuslardir (126).

Bunlarin aksine Kotlan B. ve ark.’min ¢alismasinda meduller meme kanserinde
plazma hiicrelerinin tiimoriin prognozu iizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilecegi

gosterilmis (127). Biz calismamizda yiiksek PH igeriginin artmis niiks riski ile
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anlamli iligki gosterdigini  saptadik. Calismamizdaki CD138 yogunlugunun
prognostik bulgularla (nlks riski ve anemi) anlamli iliskisi literatiirle uyumludur
(104-106, 122-124,126).

Plazma hiicrelerinin KHL’da sagkalimla iligkisi son yillarda daha ¢ok
arastirtlmakta olup; Gholiha ve ark.’nin ¢aligmasinda CD138 yiiksek plazma hiicresi
infiltrasyonunun daha diisiik progresyonsuz sagkalim ve diisiik genel sagkalim ile
iliskili oldugu saptanmustir (121). Yine Thompson ve ark.’nin yaptigi ¢alismada,
KHL hastalarinin %30'unda periferik kaninda bulunan yiiksek diizeyde serum serbest
immiinoglobulin kappa ve lambda hafif zincirleri diisik PFS ve OS ile
iliskilendirilmistir. ~ HRS  hiicrelerinin ~ immiinoglobulinleri  salgilayamadigi
diistiniildiigtinden, bu hafif zincirlerin TMC'nin plazma hiicreleri tarafindan iretildigi

varsayilmistir (108).

Fakat Tudor ve arkadaslan tarafindan yapilan 102 hastalik bir klinikopatolojik
calismada, farkli B-hiicresi belirte¢leri kullanilmis olup ylksek sayida CD138
plazma hicresinin sagkalimi etkilemedigi saptanmistir (111). Benzer sekilde
Chetaille ve ark.’1 da yaptiklar1 ¢alisgmada KHL'da plazma hiicresi ile sagkalim
arasinda anlaml iligki saptamamustir (117). Biz de galismamizda KHL'1 hastalarin
plazma hiicre iceriginin ne OS ne de PFS ile arasinda anlamli iligkili saptamadik.
Bizim ¢alismamizla farkli yontem ve skorlama sistemleri kullanilmis olsa da
sagkalimla ilgili benzer sonuglar elde edilmistir. Gholiha ve ark.’nin ¢aligmanin,
calismamizin aksine gii¢lii yani tek tip protokole gore tedavi edilen hasta kohortu
igermesi bakimimdan daha homojen olmasidir. Bu ¢alismada ayrica CD138 plazma
hicreleri artmig eozinofil infiltrasyonu ve B semptomlarmin varligi ile de iliskili
bulunmustur (121). B semptomlari, plazma hiicresi farklilasmasinda rol oynayan
interlokin-6> ya baglanmig (108) olup, serum IL-6 seviyesinin hem OS hem de
hastaliksiz sagkalimla iliskili oldugu ayrica tek degiskenli ve c¢ok degiskenli
analizlerde bagimsiz prognostik faktor oldugu gozlenen calisma da mevcuttur
(128).Bu galigmalar PH'nin prognozu olumsuz yodnde etkileyebilecegini gosterse de,

neoplastik hucrelerin sagkalmasini nasil kolaylastirdiklart hala bilinmemektedir.

Ozetle; literatiirde plazma hticrelerinin makrofajlar, B lenfosit, eozinofiller ve T

diizenleyici hiicreleri gibi KHL mikrogevresinde bulundugu, ayrica yiiksek sayida
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plazma hiicresinin B semptomlari ile iliskili oldugu ve prognoz iizerinde simdilik az
da olsa bir etkiye sahip oldugu belirtilmektedir. Bunun dogrudan KHL tedavisinde
yonlendirici olmadig1 diisiiniilse de yeni veriler elde edilene kadar bu konuda
yorumdan kagmilmaktadir. Ayrica mikrocevre portresinin daha eksiksiz ve net
anlasilmast i¢in plazma htcresinin etkisinin aydinlatilmasi gerektigi diisiniilmektedir
(110).

Sonug olarak, ¢alismamizdaki CD138+ plazma hiicreleri sagkalim ile dogrudan
iliskili olmamakla birlikte sagkalimi etkileyen niiks ve diisiik hemoglobin diizeyi ile
iligkili olmasi plazma hiicre artisinin kotli prognozla iligkili oldugu yoniinde

yorumlanabilir.

5.3 MAKROFAJLAR

Makrofajlar genellikle hem solid timorlerde hem de hematolojik kanserlerde
malign lezyonlara infiltredir. Tiimori infiltre eden makrofajlarin en az iki farkli alt
tipinin varlig1 hipotezi ortaya atilmistir (129,130). Bu iki alt tipin farkli fenotipik ve
immiinolojik islevler (pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar) uyguladiklari 6ne
stiriilmiistiir (131). Pro-inflamatuar islevler, tipik olarak interferon-y veya bakteriyel
triinler tarafindan indiiklenen ve tip 1 hiicresel bagisiklik tepkisinin aktivasyonu
yoluyla antijen sunumu yapabilen klasik (M1) makrofajlara atfedilirken alternatif
olarak aktive edilen (M2) makrofajlarin zayif antijen sunma kapasitesine,
immiinosiipresif, anjiyogenezi arttirict ve muhtemelen tiimor destekleyici aktiviteye

sahip oldugu belirtilmistir (132).

Ancak, M1/M2 modelinin ¢ok daha karmasik bir makrofaj biyolojisini asiri
basitlestirdigi ileri siiriilmektedir. Makrofajlarin, mutajenik ve biiylimeyi artiran bir
inflamatuar ortam saglayarak kanser gelisimini tesvik ettigine ve anjiyogenezi, timor
hiicresi gogiinii uyararak ve antitiimor bagisikligini baskilayarak tiimor ilerlemesini

destekledigine dair artan deneysel kanitlar bulunmaktadir (133).

Tan KL. ve ark’nin yaptig1 ¢ok merkezli faz 3 randomize kontrolli klinik bir

calismada CD68 ve CD163 ekspresyonu ile hastaligin evresi arasinda anlamli iliski
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saptanmamistir  (134). Ayni sekilde Kayal S. ve ark.’min yaptigi CD68’in
semikantitatif olarak skorlandigi ¢aligmasina gére CD68 makrofaj hiicre yogunlugu
ile evre arasinda anlamli iligski saptanmamustir (135). Yine Azambuja D. ve ark.’nin
yaptig1 standart ABVD kemoterapi rejimiyle tedavi edilen 265 KHL hastasindan
olusan bir kohortta, skorlanan CD68 ve CD163 makrofaj sayisi ile klinik sonuglar
arasindaki iliskinin doku mikrodizi analiz yontemi kullanilarak incelenen bir
calismada yiiksek CD68 ve CD163 ekspresyonun diizeyleri ile ileri evre arasinda

anlamli iliski saptanmamuistir (136).

Bunlarin aksine Panico L ve ark.’nin ¢alismasinda diisik CD68 makrofaj hiicre
igerigi ile diisiikk evre arasinda anlamli iligki saptanmistir (113). Yine Kamper ve
arkadaslarinin, CD68 ve CD163 IHK'y1 degerlendirmede bilgisayar destekli analiz
sayimm yOntemini kullanarak yaptigi calismada hem CD68 hem de CD163’{in artmis
ekspresyonunun KHL'da ileri evre ile iliskili oldugu saptanmistir (95). Biz de
calismamizda hem CD68(p=0,005) hem de CD163(p=0,023) yiiksek makrofaj igerigi
ile ileri evre arasinda anlamli iliski saptadik ve CD68’in bu konuda CDI163’e

nispeten daha iistiin oldugunu gozlemledik.

Calismalar arasindaki sonug¢ farkliliklarimin esasen kullanilan yontemlerden
kaynaklandigini1 diisiinmekteyiz. Ciinkii hem bizim ¢alismamiz hem de Kamper ve
ark.’nin ¢alismas1 daha objektif dijital gorintileme- yapay zeka destekli ¢aligmalar
olup ikisinde de benzer sonuglar elde edilmistir. Oysa anlamli sonug¢ izlenmeyen

caligmalarda manuel skorlama sistemleri kullanilmistir.

Uluslararas1 Prognostik Skor (IPS) makrofaj sayisina yonelik herhangi bir
kriter icermemekte olup, buna yonelik hem Steidl ve ark.’nin (94) hem de Kayal S.
ve ark.’nin (135) caligmalarina gére CD68 makrofaj hiicre yogunlugu ile IPS
arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Benzer sekilde Tan KL. ve ark.’nin yaptig1
calismada CD68 ve CD163 ekspresyonu ile hastanin IPS degeri arasinda anlaml
iliski saptanmamistir (134). Azambuja D. ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise artmis
CD68 diizeyi yiiksek IPS ile anlamli iliski gosterirken, CD163 ekspresyon dizeyi ile
IPS arasinda anlamli iligki saptanmamistir (136). Fakat bunun tam aksine; Kamper
ve ark.’nin yaptig1 ¢alisamada CDG68 ile IPS arasinda iliski gozlenmezken, artmis

CD163 ile IPS yiiksekligi arasinda anlamli iligki oldugu saptanmistir (95).
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Calismamizda yuksek makrofaj hiicre igerigi hem CD68(p=0,01) hem de
CD163(p=0,005) ile yiksek IPS(>2) arasinda anlamli iliski saptanmig olup
CD163’iin bu konuda CD68’e nispeten daha iistiin oldugu gozlemledik.

Panico ve ark.’1 yaptig1 ¢calismada CD68 TAM artisinin, diisiik LDH seviyesi ile
anlamli bi¢imde iliskili oldugunu bildirmislerdir (113). Biz de ¢alismamizda yiiksek
makrofaj hiicre igerigi hem CD68(p=0,005) hem de CD163(p=0,011) ile diisiik LDH
dizeyi arasinda anlamli iliski saptamis olup CD68’in bu konuda CD163’e {istiin

oldugu gozlemledik.

IPS skorlamasi igerisindeki parametrelerden biri oldugundan ayrica hemoglobin
ile makrofaj diizeyleri arasindaki iliski ¢cok fazla ¢caligmada arastirma konusu olmasa
da Tan KL. ve ark’nin yaptigi klinik bir ¢alismada artmis CD68 ve CD163
ekspresyonu ile hemoglobin (Hg<10,5) duzeyi arasinda anlamli iliski saptanmamuistir
(134). Yine Azambuja D. ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada da CD68 ve CD163
ekspresyonun diizeyleri ile hemoglobin diizeyi arasinda anlamli iligki saptanmamuigtir
(136). Biz de calismamizda makrofaj hiicre igerigi ile hemoglobin diizeyi arasinda
istatistiksel anlamli iliski saptamadik. Calismamiz ile diger ¢alismalarin yontemleri

farkli olsa da benzer sonuglar elde edilmistir.

Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’nin ¢alismasinda CD68 makrofaj hiicre igerigi
ile niiks riski veya tedavi basarisizlig1 arasinda anlamli iligkili saptanmamuistir (83).
Bunun aksine Steidl ve ark.’nin yaptigi ¢aligmaya gore artmis sayida CD68 tumor
infiltre eden makrofajlarin sayisinin artmis niiks olasiligr ile iligkili oldugu
saptanmistir (94). Calismamizda yiiksek makrofaj hiicre igerigi hem CD68(p=0,011)
hem de CD163(p=0,002) ile artmis niiks orani arasinda anlamli iligki saptanmis olup
CD163’tin bu konuda CD68’e daha iistiin oldugunu gozlemledik.

Son yillarda KHL hastalarinda tiimor iligkili makrofajlarin  prognostik ve
sagkalim tizerine etkilerini arastiran ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bunlardan biri
Steidl ve arkadaslarmin ilk olarak daha Once gen ekspresyon profillemesi

sonuglartyla kanitlanan immiinohistokimya yonteminin kullanildig1 ¢aligmadir.
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Bu calismaya gore artmis sayida CD68+ makrofajin daha kisa progresyonsuz
sagkalim (PFS) ve hem tek degiskenli hem de ¢ok degiskenli analizde hastaliga 6zgii
sagkalimla (DSS) iliskili oldugu saptanmustir (94). Greaves P. ve ark.’nin yaptigi
122 KHL tamli hastanin IHK lamlarinin otomatik bir sistem kullamilarak 10 ila 20
BBA ile bakilan ¢alismasinda diisiik CD68 yogunlugunun daha yiiksek OS ve PFS
ile iligkili oldugu saptanmistir (118). Yine Panico L ve ark.’nin TAM ve B hcrelerin
KHL daki prognostik etkilerini arastirdigi c¢alismasinda TAM’lar ile sagkalim
arasinda OS ile belirgin, PFS ile sinirda anlamli iligkili saptanmis olup tek degiskenli
analizde artmis TAM’larin kOtu prognostik verilerle iliskili oldugu goézlenmistir
(113).

M1(CD68) ve M2(CD163) makrofajlarinin prognostik degerinin ve birbirine
ustinliklerinin arastirildign Tan KL. ve ark’nin ¢alismasinda CD68 ve CD163 IHK
sonuglart bilgisayar goriintii analizi ile analiz edilmis olup dogrulama kohortunda
lokal yaygin ve ileri evre KHL'da artan CD68 ve CD163 ekspresyonunun anlamli
olarak diisik FFS (failure-free survival) ve OS ile iliskili oldugu saptanmistir
(134).Yine Kamper ve ark.’nin g¢alismasinda artmig CD68 ve CDI163
ekspresyonunun tek degiskenli analizde ylksek CD68 ve CD163 ekspresyon
diizeylerinin sagkalim iizerine istatistiksel diizeyde anlamli etki ettigi saptanmuistir.
Ancak c¢ok degiskenli analizde CD68’in genel sagkalim iizerinde 6nemli bir etkiye
sahipken, CD163’lin sagkalim tizerinde etkili olmadigi gosterilmistir (95). Zawati |.
ve ark.’1 yaptig1 bir calismada ne kombine FOXP3+ ve CD68+ ne de FOXP3 veya
CD68’in ayr1 ayr1 KHL’da OS ve hastaliksiz sagkalim ile iligkili olmadigin1 ancak
yiuksek FOXP3+/CD68+ oraninin daha uzun OS ve hastaliksiz sagkalim ile iliskili
oldugunu gOstermistir. Bu calismada da diisiik CD68 oraninin daha yiiksek
sagkalimla iliskili oldugu gozlenmektedir (137).

Bu calismalarin aksine Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’nin c¢aligmasinda
KHL'de makrofaj igerigi ile genel sagkalim (OS) arasinda anlamli bir korelasyon
gozlemlenmemistir (83). Benzer sekilde Kayal S. ve ark.’nin ¢alismasina gére CD68
makrofaj hiicre yogunlugu ile OS veya PFS arasinda anlaml iligski saptanmamaistir
(135). Sanchez-Espiridion ve ark.’nin ¢ok merkezli iki farkli hasta serisinde dort
farkli makrofaj belirteci olan CD68, CD163, LYZ ve STAT1 IHK larmi kullanarak
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doku mikrodizilerinin incelendigi ¢alismasinda her iki vaka serisinde de CDG68,
CD163, LYZ veya STATL ile hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli bir iliski
saptanmamis olup vaka serilerinin yalnizca birinde kesme degerinden bagimsiz
olarak, daha yuksek CD68 seviyeleri ile daha kisa hastaliga 6zgii sagkalim (DSS)
arasinda anlamli bir iligki saptanmigtir (138). Azambuja D. ve ark.’nin ¢alismasinda
yiuksek CD68 ve CD163 ekspresyon duzeyleri ile hastaliga 6zgii sagkalim (DSS)
veya progresyonsuz (PFS) sagkalim arasinda anlamli iligki saptanmamustir (136).
Sonuglar arasindaki farkliliklar kullanilan klonlar (CD68 icin KP1 ve/veya PGM1),
skorlama ve kesme degerlerindeki farkliliklar, hasta serilerinin sayist ve uygulanan

tedavi modalitelerindeki farkliliklar ile agiklanabilir.

Ron Daniel Jachimowicz ve ark.’nin (83) ¢alismasinda ise bu sonug farkliliklari;
cesitli yollarla aciklanmistir. Birincisi, makrofaj sayilarini degerlendirmek icin
kullanilan yontem-teknolojinin farkli oldugu vurgulanmistir. Birden fazla genin
mRNA ekspresyon seviyesini kullanan gen ekspresyon analizinin makrofajlar
WSI’den farkli bir sekilde degerlendirdiginin goz ardi edilmemesi gerektigi
belirtilmistir. Bununla birlikte, geleneksel IHK gorinti analizini veya kigiik
biiylitme alanlarinin gorsel incelemesini karsilagtirarak, WSI'nin makrofaj icerigini
daha dogru bir sekilde 6lctiigii diisiiniilmiistir. Ikincisinin ise calismalardaki vaka
serilerinin kompozisyonundaki farkliliklar ve TAM belirteclerinin ekspresyonu igin

farkli kesme noktalarinin kullanilmasi oldugu diisiiniilmiistiir.

Calismamizda KHL'li hastalarin hem CD68+ hem de CD163+ ile gosterilen
yiiksek makrofaj hiicre igeriginin OS ve PFS ile arasinda anlamli iligkili saptanmis
olup bu tdr immdinohistokimyasal belirteclerin bilinen Klinik risk faktorleriyle
birlikte kullanilmasinin sagkalim 6ngorii degerini iyilestirebilecegini diisiinmekteyiz.
Gunku Uluslararast Prognostik Puanlamanin (IPS) uygulanabilirligi ileri evre
hastalikla sinirlidir. Bu nedenle CD68+/CD163+ makrofaj icerigi, Klasik Hodgkin
lenfomanin tiim evrelerinde, hem tam1 aninda hem de relaps aninda klinik

uygulanabilirligi olabilecek bir biyobelirtectir (94).

Goriildiigii gibi kuvvetle anlamli sonu¢ veren calismalarin aksine anlamsiz
sonuglanan calismalar da mevcuttur. Gozlemlenen tutarsizliklar1 potansiyel olarak

aciklayabilecek nedenler coktur ve bunlar arasinda hiicre popiilasyonlarini
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tanimlamak i¢in kullanilan teknikler (immiinohistokimya, akim sitometrisi veya
immunohistokimya ile dijital goriintti analizinin kombinasyonu) ve klonlar(CD68
icin KP1 ve PGML1), calismalara dahil edilen hastalarin kemoterapi rejimlerine gore
homojenliginin olmamasi (ABVD, BEACOPP veya digerleri) ve son olarak sagkalim
analizini gerceklestirmek i¢in segilen klinik son noktalar ve kullanilan farkli

istatistiksel yontemlerin etkisi yer almaktadir.

Bu nedenlerden biri olan klon farkliliginin etkisi su sekilde agiklanabilir; KP1
antikorunun, PGM1 gibi daha spesifik bir klonun aksine, TAM'a ek olarak miyeloid
ve fibroblastik alt popiilasyonlarla da reaksiyona girdigi bilinmektedir (139).

Yontem acisindan, ¢aligmamizda tim slayt goruntd analizi (WSI) sistemini
kullanarak immiinhistokimyasal boyalarin degerlerini sayisallastirdik. Bu ydntemin
rutin bir tani1 araci olarak yer bulabilecegini diisiinmekteyiz. Cilinkii mevcut
multimodal kemoterapiye ragmen hala direncli veya niiks olan hastalar (%210-30)
bulunmaktadir (140).Bu, KHL'da TMC'nin 6nemi ve prognoz lzerindeki Kkritik
roliinii incelerken sayisal, tekrarlanabilir ve kesin Olgeklenebilir yaklagimlarin
benimsenmesi ve uygulanmasi ihtiyacini dogurmaktadir. Bu baglamda, tiim slayt
goriintiileme (WSI) ve dijital goriintii analiz araglari, KHL hastalar1 i¢in TMC tabanh
bir risk belirleme modeli gelistirme firsatt sunmaktadir. Bununla, KHL
arastirmalarinda Onemli bir ihtiya¢ olan objektif degerlendirme yoOnteminin
saglanabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica dijital gorlintii analizinin(WSI) NGS
verileriyle birlestirilmesi, hem KHL'nin molekiiler patogenezini hem de
histopatolojik ve genomik Ozelliklerin tedaviye yanitla korelasyonunu daha iyi

anlamaya katkida bulunabilir.

Ozetle, calismamiz tanisal biyopsi (gogunlukla lenf nodu) orneklerinde
CD68+/CD163+ makrofajlarin sayilmasinin prognostik sonucun 6ngorilmesi
acisindan degerli oldugunu gostermistir. Bundan 6nce yapilan ¢alismalarin ¢ogunda
KHL’nin neoplastik olmayan mikrogevresinde CD68 ve CD163 ekspresyonunun
kantifikasyonu ile gosterilen tiimor infiltre eden makrofajlarin sayismin bu

lenfomada 6nemli bir prognostik faktor oldugu belirtilmistir ve WHO 5. Edisyonda
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buna birka¢ climle ile deginilmistir (1). CD68 ile CD163’lin birbirine g¢esitli
istiinliikleri oldugunu goézlemleyen cesitli ¢alismalarin aksine biz CD163 veya
CD68'in prognostik agidan birbirine belirgin bir istiinliigiini  gézlemlemedik.
CD163’iin iistiin oldugu alanlar oldugu gibi CD68’in de CD163’e iistiin oldugu
alanlar mevcuttu. KHL'da, diger lenfoma alt tiplerinde oldugu gibi, mikrogevrenin
hastaligin gelisiminde ve prognozunda onemli bir rol oynadigina dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin, KHL patogenezinin daha iyi anlasilmasina katkida
bulunabilecegi ve sagkalim-prognoz tahmini ve yeni terapotik hedefler icin yeni

biyobelirteglerin kesfedilmesine yardimci olabilecegini diisiinmekteyiz.
Eksikliklerimiz;

Ik olarak, hiicre popiilasyonlarmi tanimlamak igin tek kromojenik
immiinobelirte¢ler kullandik. Bu yaklasim, tanimlanabilen hiicresel alt tiplerin

degerlendirilmesini sinirlandirmaktadir.

Ikinci olarak, farkli kemoterapi semalar1 (ABVD, BEACOPP vb.) ile tedavi
edilen KHL hastalarmin dahil edilmesi nedeniyle sonuglarin herhangi bir tedaviye

genellenebilirligi sinirhdir.

Ucgiinciisii; Calismamizda yapilan goriintii analiz ydntemi sonuglar1 herhangi bir

dogrulama kohortu ile kiyaslanip desteklenmedi.
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6-SONUCLAR

Saglik Bilimleri Universitesi Kartal Dr.Lutfi Kirdar Sehir Hastanesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’nda yaptigimiz ¢alismada, 2014-2022 yillar1 arasinda Klasik
Hodgkin Lenfoma tanisi almis olgularda CD20, CD68, CD163 ve CD138
ekspresyonu ile olgularin yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikleri ile histolojik alt
tip, Ann arbor evresi, IPS skoru, LDH diizeyi gibi klinikopatolojik parametreler ve

sag kalim arasindaki iligki aragtirilmis olup su sonuglara ulagilmistir:

1. Mikrogevredeki lenfositlerde daha yiksek CD20 pozitifligi olan hastalar,
negatif olanlardan daha diisiik IPS’na, diisiik evreye, diisiik LDH diizeyine,
diisiik niiks oranina, normal siirlarda Hg diizeyine, azalmis CD163 duzeyine

sahip olup CD20 diizeyi ile bu degerler arasinda anlamli iligski saptanmustir.

2. CD20 ckspresyon diizeyi ile tedavi yaniti, histolojik alt tip, CD68 dizeyi,
CD138 duzeyi, medyan genel sagkalim(OS) ve progresyonsuz sagkalim(PFS)

arasinda anlaml iligki izlenmemistir.

3. Cok degiskenli analizde CD20 ekspresyon diizeyi OS i¢in bagimsiz

prognostik faktorlerdendir.

4. Yiksek CD138 pozitif plazma hicresi bulunan hastalar, disiik bulunan
hastalardan daha yiiksek niiks oranma ve Hg diisiikliigline(anemi) sahip

oldugu saptanmustir.

5. CDI138+ plazma hiicre yogunlugu ile sagkalim, yas, cinsiyet, histolojik tip,
IPS, tedavi yaniti, evre, LDH arasinda istatistiksel anlamli iliski

saptanmamuistir.
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Hem CD68 hem de CD163 makrofaj hicreleri ile medyan genel
sagkalim(OS) ve progresyonsuz sagkalim(PFS) arasinda anlamli iligki

saptanmistir.

Hem CD68 hem de CD163 makrofaj igerigi, niiks riski, ileri evre, IPS ve
LDH diizeyi ile iliski iken yas, cinsiyet, histolojik tip ve Hg duzeyi ile

aralarinda istatistiksel anlamli iligkili saptanmamustir.

CD163 ile tedavi yanit1 arasinda anlamli iliskili izlenmezken, CDG68 ile tedavi

yanit1 arasinda sinirda anlamli iligki saptanmastir.

Tek degiskenli analizde CD68 ve CD163 ekspresyon diizeyinin sag kalim

Uzerine istatistiksel anlaml diizeyde etki ettigi saptanmistir.
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