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OZET

Amag: Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma (DBBHL) klinik, morfolojik ve sitogenetik
ozellikler bakimindan heterojendir. Non-Hodgkin lenfomalarin en sik karsilasilan agresif
seyirli tipidir. Lenfomanin tedavi stratejilerinden biri olan immiinoterapi, immiin kontrol
noktasi inhibitorlerini hedef alir. Birgok hastaliklara iliskin PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve
CD80 genlerinin arastirilmasi fenomen haline gelmistir. Bu tezin amaglart DBBHL de 1)
cesitli kanser tiirleriyle 6nemli iligkileri olan bu dort genin polimorfizmleri incelemek,
il) gozlenen genetik varyantlarm mRNA ekspreyon ve protein seviyeleriyle
korelasyonunu degerlendirmek, iii) bulgular dogrultusunda hastaligin patogenezine

katkida bulunmaktir.

Yontem: Bu arastirmada, 20 kisilik hasta grubuyla ayni yas ve cinsiyette olan 20 kisilik
kontrol gruplarina ait periferik kan 6rneklerinden DNA dizileme yontemi kullanilarak
PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 genlerindeki ilgilenilen polimorfizmler saptandi.
Gergek Zamanli Kantitatif PZR yontemi kullanilarak hedef genlerin ifade seviyeleri
belirlendi. Akis Sitometri yOntemiyle hedef hiicrelerin ekspresyon (%) diizeyleri
degerlendirildi. Verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS Statistics for Windows

Version 22 ve R.3.3.2 yazilimlarindan yararlanildi.

Bulgular: Hastalarda PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna
gore daha yiiksekti. PD-1 (rs2227981), PD-L1 (rs4143815) ve CTLA-4 (rs231775)
polimorfizmleri, bu genlerin ekspresyon seviyeleriyle iliskili olabilir. Akis Sitometri
sonuglarina gore hastalarda kontrol grubuna kiyasla sadece CD4"PD-1" ve CD4'PD-L1"

hiicre ekspresyon (%) diizeyleri anlamli bulundu.

Sonu¢: DBBHL’de PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 gen polimorfizmleri ve buna bagh PD-1,
PD-L1 ve CTLA-4 ifadelerinin tespiti onemlidir. Elde ettigimiz bulgular 15181nda, bu
genlerin DBBHL patogenezinin ve prognozunun anlasilmasina katki saglayabilecegine

inanmaktay1z.

Anahtar Kelimeler: Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, PD-1, PD-L1, CTLA-4, CD80
i



ABSTRACT

Objective: Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) is heterogeneous in terms of
clinical, morphological and cytogenetic features. DLBCL is the most common type of
non-Hodgkin lymphoma with an aggressive course. As one of the treatment strategies
for lymphoma, immunotherapy targets immune checkpoint inhibitors. The recent
scholarship popularized the investigation of correlation of PD-1, PD-L1, CTLA-4 and
CDB80 genes to many diseases. Thus, the aims of this dissertation are i) examining the
polymorphisms of these four genes that evidently are significant in relation to various
cancer types, ii) evaluating the correlation of observed genetic variants with mRNA
expression and protein levels, iii) contributing the pathogenesis of DLBCL.

Methods: In the present research, the DNA sequencing method from peripheral blood
samples of 20 patients were used to determine polymorphisms of PD-1, PD-L1, CTLA-4
and CD80 genes, a control group of 20 from the same age and gender as the samples
was also considered. Expression levels of target genes were determined using the Real
Time Quantitative PCR method. Expression (%) levels of target cells were then
evaluated by flow cytometry method. IBM SPSS Statistics for Windows Version 22 and
R.3.3.2 software were used to evaluate the obtained data.

Results: It is observed that PD-1, PD-L1 and CTLA-4 expression levels were higher in
the patients compared to the control group. The PD-1 (rs2227981), PD-L1 (rs4143815)
and CTLA-4 (rs231775) polymorphisms can be associated with these gene expression
levels. According to the Flow Cytometry results, only CD4"PD-1* and CD4"PD-L1" cell
expression levels (%) were significant compared to the control group.

Conclusion: It is important to detect PD-1, PD-L1 and CTLA-4 gene polymorphisms
and related PD-1, PD-L1 and CTLA-4 expressions in DLBCL. In the light of our
findings, we believe that these genes may contribute to the understanding of DLBCL

pathogenesis and prognosis.

Keywords: Diffuse Large B Cell Lymphoma, PD-1, PD-L1, CTLA-4, CD80
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1. GIRIS

En yaygin goriilen hematolojik kanserlerden olan Non-Hodgkin Lenfoma (NHL) bir¢cok
degisik alt tipe sahiptir. Diffliz Biiyilkk B Hiicreli Lenfoma (DBBHL), yetiskin Non-
Hodgkin lenfomalar arasinda en sik goriilen, agresif seyirli histolojik alt tipidir. Yeni
tan1 alan NHL vakalarinin yaklasik %30-%40"m1 olusturmaktadir (2021, Siegel ve ark.,
2021, Swerdlow ve ark., 2017). Her yas grubunda ortaya ¢ikabilmesine karsin 65 yas ve
iistii hastalarda ve cinsiyet bakimindan erkeklerde daha yiiksek oranda goriilmektedir

(http://www.cancer.org, Erisim tarihi: 21 Mart 2021).

Klinik heterojeniteye sahip DBBHL nin etiyolojisi kesin olmamakla birlikte hastaligin
gelisiminde bulasic1 ajanlar, ¢evresel faktorler, otoimmiin hastaliklar, genetik ve
epigenetik aberasyonlar rol oynamaktadir. DBBHL vakalarimin ¢ogu de novo ortaya
cikabilecegi gibi diislik dereceli lenfomalarin transformasyonuyla da olusabilmektedir
(Castillo ve ark., 2018, Swerdlow ve ark., 2017). immiinohistokimyasal (Hans ve Tally
yontemleri) algoritmalar ve hiicre orijinine dayali gen ekspresyon profil (GEP)
analizleriyle Germinal Merkez B Hiicreli (GCB) ve Aktive B Hiicreli (ABC) gibi
molekiiler alt tiplere ayrilmistir. Hastaligin prognozunu daha ongoriilebilir hale getirmek
icin yapilan bu smiflandirmalar neticesinde tedavi yanitlar1 ve sagkalim siireleri farklilik

gostermektedir (Alizadeh ve ark., 2000, Swerdlow ve ark., 2017).

DBBHL’nin evresini degerlendirmek i¢in giincellenmis Ann-Arbor evreleme
sisteminden (Lugano smiflamasi), prognostik skorlama icin IPI, R-IPl veya NCCN-IPI
gibi gostergelerden faydalanilmaktadir. CD20’ye karst gelistirilen rituksimab
monoklonal antikoru ile standart hale gelen R-CHOP rejimi tedavi segeneklerindir
(Cheson ve ark., 2014, Oztiirk ve ark., 2016, Shipp, 1993, Swerdlow ve ark., 2016,
Zhou ve ark., 2014).

Immiin sistem, tiimér hiicrelerini kontrol altina alma ve yok etmede merkezi bir rol
oynar. Ancak immdiin sistemin kontrol mekanizmalarini manipiile etmeyi basaran kanser
hiicreleri ¢ogalip yayilmaya devam eder. Kanser tedavisine yon verebilecek

stratejilerden immiinoterapi, immiin kontrol noktasi inhibitorlerini hedef alir. Immiin
1


http://www.cancer.org/

kontrol noktas1 inhibitdrleri, immiin yanitin regiilasyonundan sorumlu uyarici
yolaklardir. Inhibitér immiin kontrol noktas1 blokaji, T hiicre inhibitdr sinyallerini bloke
eden monoklonal antikorlar olup kanser hiicresinin proliferasyonunda ve klinik
progresyonunda son derece Onemlidir. Bu antikorlar kanser hiicrelerinin
aktivasyonundan ziyade immiin yanit1 inhibe eden fren mekanizmalarina odaklanmastir.
Bu sebeple pek ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde ortak kullanilmaktadir (Abbas A.K.,,
2015, Janeway, 2001). Agresif tiimor gelisiminin immiino-regiilasyonunda rol oynayan
Programlanmis Hiicre Oliimii-1 (PD-1) ve Sitotoksik T Lenfosit iliskili Antijen-4
(CTLA-4) kontrol noktalarinin ve ligandlarinin 6nemi giin gectikge dikkat g¢ekici hal
almaktadir. 2018 Nobel fizyoloji ve tip o6diilii, James Allison’a “CTLA-4”, Tasuku
Honjo’ya ise “PD-1” immiin kontrol noktasi proteinlerini hedef alan caligmalar
nedeniyle verilmistir. CTLA-4 proteinine yonelik ilaglar melanom ve malign
mezotelyoma tedavisinde kullanilmaktadir. Anti-PD1 ve anti-PD-L1 ilaglar ise
melanom, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), renal karsinom, hepatoseliiler
karsinom, DBBHL, bas ve boyun karsinomu, kutanéz skuaméz hiicreli karsinom gibi
pek ¢ok kanserin tedavisinde kullanilmaktadir (Twomey ve Zhang, 2021, Vaddepally ve
ark., 2020) (http://www.fda.gov, Erisim Tarihi: 1 Nisan 2021, http://clinicaltrials.gov,
Erisim Tarihi: 1 Nisan 2021).

Otoimmiin hastaliklardan kansere kadar pek ¢ok hastalikla iligkili oldugu kanitlanan
PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 molekiillerine, DBBHL patogenezinin ve prognozunun
anlasilmasina katki saglamak i¢in odaklandik. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda yeni tani
DBBHL hastalarinda bu genlerdeki varyasyonlarin, gen regiilasyonu iizerine etkileri
daha once biitiiniiyle ele alinmamustir. Caligmamiza dahil edilen olgularda, ¢esitli kanser
tirleriyle siki iliskileri olan PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 gen polimorfizmlerinin
incelenmesi ve goézlenen genetik varyantlarin PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 mRNA
ekspresyonu ile protein seviyelerinin iliskisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
sebeple elde edilen veriler 1s1ginda yeni tan1 DBBHL’nin tedavi segiminde ilgili
genlerin  varyasyonlarinin  katkisinin ~ olup  olmayacagmin da  arastirilmasi

hedeflenmektedir.


http://www.fda.gov/
http://clinicaltrials.gov/

2. GENEL BILGILER

2.1. Non-Hodgkin Lenfomalar

Genel olarak lenf diigiimleri ve lenfatik dokulardan olusan lenfatik sistem,
kardiyovaskiiler sistemden bagimsiz calisan ikinci bir dolasim sistemidir. immiin yanit
icin oldukca 6nemli olan bu sistemin elemanlarindan T lenfosit, B lenfosit ve nadiren
Dogal Oldiiriicii (Natural Killer) hiicrelerin klonal proliferasyonundan kaynaklanan
degisik klinik, patolojik ve genetik 6zellikler sergileyen neoplaziler “lenfoma” olarak
adlandirilir. Malign lenfoid hiicreler de normal lenfositlere benzer sekilde lenf bezleri,
dalak, kemik iligi ve diger organlar tarafindan iretilir. Lenfoma, ilk kez 1832 yilinda
patolog Thomas Hodgkin tarafindan lenfadenopatili bir hastada tanimlanmistir.
Lenfoma; Hodgkin lenfoma (HL) ve Non-Hodgkin lenfoma (NHL) seklinde iki ana
gruba ayrilmaktadir. Reed-Sternberg hiicresi adi verilen anormal bir lenfositin
cogalmastyla olusan Hodgkin Lenfoma viicudun herhangi bolgesinde goriilebilir (Sekil
2.1.) (Jamil ve Mukkamalla, 2021, Reed, 1902) (https://thd.org.tr, Erisim Tarihi: 10
Subat 2021).
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Sekil 2.1. Reed-Sternberg Hiicresi

Reed-Sternberg hiicresi

Normal lenfosit

NHL hastalik grubuna, lenf diigimleri, kemik iligi, dalak, karaciger ve gastrointestinal
sistemdeki lenfoid dokularin kotii huylu ve monoklonal proliferasyonu sonucu olusan
lenfomalarin hepsi dahil edilir. Hastaliklar arasindaki fark morfolojik, sitogenetik,
immiinogenetik Ozellikleri ve doku Orneklerinin histopatolojik degerlendirilmesi
neticesinde belirlenir (Yiallouros, 2018) (https://thd.org.tr, Erisim Tarihi: 10 Subat
2021).


https://thd.org.tr/
https://thd.org.tr/

2.1.1. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma (DBBHL)

2.1.2.Tanim
Diffliz biiylik B hiicreli lenfoma, normal bir makrofajin boyutuna es veya daha genis
boyutta bir nukleusa sahip ve normal lenfositlerin de iki katindan daha biiyiikk B

lenfositlerin diffiiz biiyliime paterni gosterdigi neoplazilerdir (Swerdlow ve ark., 2017) .

2.1.3. Epidemiyoloji

Hodgkin lenfomalardan 6 kat daha fazla prevelansa sahip NHL tiim insan kanserlerinin
%4’inll olusturmaktadir (Swerdlow ve ark., 2017). Amerikan Kanser Dernegi 2021 yilt
verilerine gore en yaygin hematolojik malignite olan NHL tanili tahmini vaka sayisi,
yetiskin ve ¢ocuklarin dahil oldugu 45.630 erkek ve 35.930 kadin toplamda 81.560’tir.
Yaklasik 20.720 kisinin bu hastalik nedeniyle dlmesi beklenmektedir (12.170 erkek ve
8.550 kadin). NHL gelisme riski yasam boyunca artar ve her yasta ortaya ¢ikabilmesine
ragmen hastalarin yarisindan fazlasi tan1 aninda 65 yas ve ilizerindedir. Ayrica
erkeklerde, kadinlardan daha fazla goriiliir ve diger irklara gore beyaz irkta goriillme

sikligi daha yiiksektir (http://www.cancer.org, Erisim tarihi: 21 Mart 2021).

NHL’nin en sik goriilen alt tipi olan DBBHL, vakalarin %30-%40'1n1 olusturur. Amerika
Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii'niin SEER veri tabanina gore 2014-2018
yillar1 arasinda DBBHL’nin yillik insidansi1 yaklasik 100.000'de 5.6 ve oliim oram
1.8”dir (Siegel ve ark., 2021) (https://www.seercancer.gov, Erisim tarihi: 24 Mart 2021).

Avrupa Birligi’'nde de NHL’ nin en sik karsilagilan tipi olan DBBHL, yeni tanilarin
yaklasik %3-4’linli kapsamaktadir. Yilda 3-4/100.000 yeni olgu teshis edilmekte ve
insidans1 yasla artmaktadir (Morgan ve ark., 1997) (https://thd.org.tr, Erisim Tarihi: 04
Subat 2021). Tiirkiye’de de en sik goriilen lenfoma tiirii ise DBBHL dir. Tiirkiye'nin en
biiyiik referans merkezlerinden Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde 2000-2017
yillart arasinda tani alan 4239 lenfoma vakasindan %24,6 (1042 vaka) DBBHL
hastaligina aittir (Saglam ve ark., 2018).


http://www.cancer.org/
https://www.seercancer.gov/
https://thd.org.tr/

2.1.4. Tam
DBBHL, genelde sistemik semptomlarla iligkili hizla biiyliyen nodal veya ekstranodal

kitle seklinde gelisip ortaya ¢ikmaktadir. Tanisinda ekzisyonel lenf diigiimiiniin veya
ekstranodal dokularin biyopsi ornekleri tercih edilmektedir. Tedavisine acil baslanmasi
gereken hastalarda kor biyopsi materyalleri de degerlendirilip tan1 konulabilir. CD3,
CD20 ve CD45 boyamalar ise immiinohistokimyasal agidan gereklidir (Swerdlow ve
ark., 2016).

2.1.5. Etiyoloji
Hastaligin etiyolojisi heniiz net olarak anlasilabilmis degildir. DBBHL; Klinik,

morfolojik ve sitogenetik 6zellikler agisindan heterojendir. DBBHL, de novo (primer)
ortaya ¢ikabilecegi gibi nodiiler lenfositik baskin Hodgkin lenfoma, marjinal zon
lenfoma ve kronik lenfositik 16semi (KLL)/kiigiik lenfositik lenfoma gibi indolent

lenfomalarin doniisiimiiyle de (sekonder) olusabilmektedir.

Hastaligin gelisimi i¢in 6nemli bir diger risk faktorii ise altta yatan immiin yetmezligidir.
Epstein-Barr viriisii (EBV), Kaposi sarkomu ile iligkili herpes viriisii, insan immiin
yetmezlik virtisi (HIV) ve Helicobacter pylori bakterisi gibi bulasict ajanlar
DBBHL nin belirli alt tiplerinin gelisiminde rol oynar (Castillo ve ark., 2018, Swerdlow
ve ark., 2017).

Hastaligin diger nedenleri arasinda ¢evresel etkenler (endiistriyel toksinler, tarim ilaglari,
radyasyon, kemoterapdtikler, ultraviyole 1sin, pestisitler ve sa¢ boylari), romatoid artrit
(RA), Sjogren sendromu, Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi otoimmiin hastaliklar,
bagisikligin baskilanmasina neden olan durumlar (transplantasyon ve tedavileri vb.) ve
bazi genetik degisiklikler yer almaktadir (De Roos ve ark., 2010, Ekstrom-Smedby,
2006, Swerdlow ve ark., 2017).

2.1.6. Siniflandirma, Evrelendirme ve Risk Degerlendirmesi

[k kez 1966 yilinda Rappaport tarafindan diizenlenen siniflandirma uzun yillar boyunca
kabul goriip kullanilmistir. 1982 yilinda ise hastaligin histopatolojik ve sitolojik
ozelliklerine goére Working Formulation (Uluslararasi siiflandirma) adinda yeni bir

smiflandirma  olusturulmustur. WHO’nun 2016 yilindaki smiflamasi DBBHL’yi
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morfolojik degiskenlere, molekiiler ve immiinofenotipik alt gruplara ayirmistir. Buna
karsin vakalarin biiyiik bir kismi biyolojik agidan heterojen olup ayrim kriterlerini
karsilamamakta ve “DBBHL, Spesifiye Edilemeyen (NOS)” olarak adlandirilmaktadir
(Tablo 2.1.) (Li ve ark., 2018, Swerdlow ve ark., 2017).

Tablo 2.1. Biiyiik B Hiicreli Lenfomalarin Smiflamasi (WHO 2016)

Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, NOS
Molekiiler Alt tipler
-Germinal Merkez B Hiicreli (GCB)
-Aktive B Hiicreli (ABC)

Morfolojik Varyantlar
-Sentroblastik
-Immiinoblastik
-Anaplastik
-Diger nadir varyantlar

Diger Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar

-T Hiicresi/Histiyositten Zengin Biiyiik B Hiicreli Lenfoma

-Santral Sinir Sisteminin Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomasi

-Primer Kutan6z Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, Bacak Tipi
-EBV-Pozitif Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma, NOS
-Kronik Inflamasyonla iliskili Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma

-Lenfomatoid Graniilomatozis

-IRF4 rearanjmani Igeren Biiyiik B Hiicreli Lenfoma

-Primer Mediastinal (Timik) Biiyiik B Hiicreli Lenfoma

-Intravaskiiler Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
-ALK-pozitif Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
-Plazmablastik Lenfoma

-HHV8-Pozitif Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
-Primer Efiizyon Lenfomasi

Yiiksek Dereceli Biiyiik B hiicreli Lenfoma
-Yiikksek Dereceli Biiyilk B hiicreli Lenfoma, BCL2 ve/veya BCL6 ve MYC
rearrangementi igeren

-Yiiksek Dereceli Biiyiik B hiicreli Lenfoma, NOS

B hiicreli Lenfoma, Siniflandirilamayan

-B hiicreli Lenfoma, Siniflandirilamayan, Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma ve Hodgkin
Lenfoma arasinda 6zellikler iceren




Giincellenmis Ann-Arbor evreleme sistemine gore degerlendirme yapilmaktadir (Tablo
2.2.) (Cheson ve ark. 2014). Hastaligi evrelendirmek i¢in pozitron emisyon
tomografi/bilgisayarli tomografi (PET/BT) gibi goriintiileme ydntemleri ile kontrasth
toraks ve abdominopelvik BT ve kemik iligi biyopsisi uygulanmaktadir (Shipp, 1993).

Tablo 2.2. Giincellenmis Ann-Arbor Evreleme Sistemi (Lugano Siniflamast)

Evre Tutulum Ekstranodal (E) tutulum
Erken evre
1 Tek lenf bezi veya komsu lenf bezi grubu Nodal tutulum olmadan  tek
ekstranodal lezyon
2 Diyaframin ayni tarafinda 2 veya daha Evre I veya Il nodal yayiliml
fazla tutulu lenf nodu grubu sinirli ekstranodal tutulum

2 kitlesel* Yukaridaki gibi kitlesel lezyonla evre 2 Uygulanamaz
hastalik

fleri evre
Diyaframin her iki tarafinda nodal

3 tutulum veya dalak tutulumuyla diyafram
iistii nodal tutulum

Uygulanamaz

4 Komsu olmayan ekstra lenfatik tutulum Uygulanamaz

Not: Hastalik yayilimi, florodeoksiglukoz tutulumu olan lenfomalar i¢in pozitron emisyon tomografi/bilgisayarli tomografi
ile olmayan lenfomalar igin ise bilgisayarli tomografi ile belirlenir. Tonsiller, Waldeyer halkasi1 ve dalak nodal doku olarak
kabul edilir. Evre II kitlesel* hastalik sinirl1 veya ileri evre hastalik olarak tedavi edilse de histoloji ve prognostik faktorlerin
sayisina gore karar verilmelidir.

Kitlesel* (Bulky) hastalik: Biiyiik ¢ap1 10 cm’nin iizerinde olan kitle ya da on/arka akciger grafisinde torakal 5-6 invertebral
disk diizeyinde hesaplanan en uzun transvers transtorasik ¢apin 1/3’linii asan mediastinal kitle.

Bkz:Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma Kilavuzu, 2020 (http://www.thd.org.tr, Erisim Tarihi: 1 Nisan 2021).

DBBHL’de, prognoz gostergesi sayilan skorlama sistemlerinden ilki Uluslararasi
Prognostik indeks [International Prognostic Index (IP1)] skorudur (Tablo 2.3.) (Shipp,
1993). Rituksimab sonras1 gelistirilen R-IPI ve kotii prognoza sahip kanser hastalarinda
daha basarili oldugu diisiintilen Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 [National Comprehensive
Cancer Network (NCCN)]-IPI’da prognostik degerlendirmeler ve siniflama igin
kullanilmaktadir (Tablo 2.3.) (Oztiirk ve ark., 2016, Zhou ve ark., 2014).


http://www.thd.org.tr/

Tablo 2.3. DBBHL de Prognostik Gostergeler

Prognostik gostergeler

IPI R-IPI NCCN-IPI
Parametreler
Yas
>40-<60 1
>60-<75 1 1 2
>75 3
LDH (oran)
>1-<3 1 1
>3
Ann-Arbor evre 111-V 1 1
Performans (ECOG >2) 1 1
Ekstranodal hastahk

N I S I

>1 bolge tutulumu 1 1

Ki, MSS, karaciger, Gi kanal 1
veya akcigerden herhangi biri
Skor

Diisiik risk 0-1 0 0-1
Diisiik-orta risk 2 1-2 2-3
Yiiksek-orta risk 3 4-5
Yiiksek risk 4-5 >3 >6

KI: Kemik iligi, MSS: Merkezi sinir sistemi, GI: Gastroisntestinal, IPI: Uluslararasi Prognastik Indeks, R-IPI: Rituksimab-
Uluslararas1 Prognastik Indeks, NCCN: Ulusal Kapsamli Kanser Agi, LDH: Laktat dehidrogenaz, ECOG: Eastern Cooperative
Oncology Group

Bkz:Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfoma Kilavuzu,2020 (http://www.thd.org.tr, Erigim Tarihi: 1 Nisan
2021).

Prognostik gostergelerden ilki olan IPI skorlamasinda her bir faktor 0 veya 1 puan ile
degerlendirilir. Toplam skoru 0-1 olan diistik riskli, 2 puan diisiikk-orta riskli, 3 puan

yiiksek-orta riskli, 4-5 puan ise yiiksek risk grubunda siniflandirilmaktadir.

R-IPI skorlamasinda ise toplam skoru 0 olan diisiik riskli, 1-2 puan diisiik-orta riskli, 3
puan ve tlizeri yiiksek risk grubunda siniflandiriimaktadir. NCCN-IPI’ya gore toplam
skoru 0-1 olan disiik riskli, 2-3 puan diisiik-orta riskli, 4-5 puan ve iizeri yiiksek-orta

riskli, 6 puan ve tizeri yiiksek risk grubuna gore degerlendirilir.



IPl skorlama sistemi disinda hastaligin kotii prognostik faktorlerine; Ann-Arbor
evrelemesine gore ileri evre hastalik, yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi, BCL2
ekspresyon varligi, p53 overekspresyonu, immiinoblastik ve plasmablastik morfoloji,
BCL6, MYC gibi genlerin rearanjmani ve kemik iligi tutulumu gibi 6rnekler verilebilir
(Akasaka ve ark., 2000, Kramer ve ark., 1998).

2.1.7. Klinik ve Morfolojik ozellikleri

Cogu vaka, primer lenf nodundaki veya ekstranodal bolgelerdeki hizli biiyiiyen tiimoral
kitle sikayetine sahipken asemptomatik de olabilmektedir. Ates, kilo kaybi ve gece
terlemesi (B semptomlari) gibi bulgular vakalarin %30’unda goriilmektedir (Swerdlow
ve ark., 2017). Lenf nodu haricinde diger bdolgelerde olusan “primer ekstranodal
lenfoma” ile lenf nodunda olusan fakat diger ekstranodal bolgelere de sigrayan
“sekonder ekstranodal lenfoma”nin ayrimi PET-CT yontemi ile yapilmaktadir (Das ve
ark., 2014). Olgularin yaklagik yarisi Ann-Arbor evreleme sistemine (Lugano
siiflamasi) gore erken evre hastalik doneminde (Evre I ya da Evre II) tan1 almaktadir.
Hastalarin ¢ogunda primer sekilde lenf nodu tutulumu goriilmesine karsin %40’ inda
ekstranodal bolgelerde de tutulum izlenebilmektedir. En sik tutulum gosteren
ekstranodal bolgeleri; gastrointestinal sistem, kemik, dalak, Waldeyer halkasi, tiikriik
bezleri, tiroid, santral sinir sistemi, testis, adrenal bezler ve karaciger seklinde
siralayabiliriz. Ek olarak santral sinir sistemi ve testis gibi dokularin tutulumu hastaligin

prognozunu koétiilestirir (Hatem ve Bogusz, 2016, Singh ve ark., 2018).

DBBHL'nin morfolojik bulgu yelpazesi oldukca genistir. Sentroblastik, immiinoblastik
ve anaplastik morfolojik varyantlar, WHO’nun siniflandirmasinda tanimlanacak kadar
yaygindir  (Sekil 2.2A, 2.2B. ve 22C.) (Orazi ve ark, 2013)
(http://www.hemepathreview.com, Erisim Tarihi: 2 Nisan 2021).


http://www.hemepathreview.com/
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Sekil 2.2. DBBHL’de Morfolojik Varyantlar A) Sentroblastik Varyant, B) immiinoblastik Varyant,
C) Anaplastik Varyant Goértiiniimleri

En sik karsilagilan tipi Sentroblastik varyanttir. Yuvarlak veya oval, merkezi olarak
yerlesmis niikleus, vezikiiler kromatine sahip biiylik bdliinmemis hiicrelerdir. Bu
hiicreler 2-4 niikleoluslu ve vyetersiz bazofilik sitoplazmasi vardir (Sekil 2.2A.)
(Engelhard ve ark., 1997, Swerdlow ve ark., 2017). Sentroblastik tipteki hiicrelerin %90
ve iizerinde oldugu vakalar monomorfik, %90’1n altinda olup diger varyant hiicrelerinde
bulundugu vakalar ise polimorfik tip olarak adlandirilmaktadir. Sentroblastik varyanta
sahip DBBHL'nin, immiinoblastik ve anaplastik varyantlar ile karsilastirildiginda daha
iyi prognoz ve genel sagkalima sahip GCB alt tipinde oldugu belirlenmistir (Li ve ark.,
2018, Orazi ve ark., 2013, Swerdlow ve ark., 2017).

Immiinoblastik varyant, genelde orta seviyede bazofilik sitoplazmali ve niikleer zara
baglanmis ince kromatin ipliklere sahip tek niikleuslu B hiicresinden tiiremis lenfoid
hiicrelerdir. Immiinoblastik varyantta siklikla CD10 pozitifligi ve MYC translokasyonu
gortliir (Sekil 2.2B.) (Li ve ark., 2018, Orazi ve ark., 2013, Swerdlow ve ark., 2017).

Anaplastik varyant, ¢ok iri boyutlu, ¢ok niikleuslu veya niikleuslar1 ¢ok loblu, hiper
kromatinli hiicrelerdir (Sukswai ve ark., 2020). Bu varyant Reed-Sternberg hiicrelerini
ya da anaplastik biiyiik T hiicreli lenfoma hiicrelerini animsatmasina ragmen anaplastik
biiytik T hiicreli lenfoma ile iliskili olmadigi igin ayrimi 6nemlidir (Sekil 2.2C.) (Orazi

ve ark., 2013, Rosai, 2015). Vakalarin %80'i sentroblastik varyant, %8-10u
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immiinoblastik varyant ve %9'u ise anaplastik varyant tasimaktadir (Sukswai ve ark.,
2020).

DBBHL, NOS'un; berrak hiicre 6zellikli lenfoma hiicrelerinden, miksoid timoér ve
sarkomatoid goriiniimlii igsi hiicrelerden olusan neoplaziler gibi ¢ok nadir baska
morfolojik ornekleri de vardir. Ancak bu varyantlar, klinikopatolojik bulgulara dayali

olarak birbirlerinden yeterince farkli degildir (Sukswai ve ark., 2020).

2.1.8. Tedavi
Hastaligin tedavisinde, hastanin fizyolojik durumu, yasi, yasa bagli IPI skoru, klinik evre

ve prognozda etkili diger faktorler dikkate alinarak kemoterapi, radyoterapi ve
immiinoterapi se¢enekleri uygulanmaktadir. DBBHL, hizli seyreden fakat tedavi
edilebilir bir hastalik iken tedavisiz birakilan hastalar 1 yildan az yasam siiresine sahiptir
(Swerdlow ve ark., 2016). DBBHL nin tedavisinde uzun yillar boyunca altin standart
olarak kullanilan siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin ve prednizon (CHOP)
tedavisine, B lenfosit yiizey antijeni CD20’ye kars1 gelistirilen rituksimab monoklonal
antikorunun 1997 yilinda eklenmesiyle (R-CHOP) klinik agidan daha basarili (%60-70
tam kiir) sonuglar elde edilmistir. Rituksimab, antikor-bagimli hiicre aracili sitotoksite,
kompleman-aracili lizis veya direkt apoptoz indiiksiyonu gibi etki mekanizmalarina
sahiptir. R-CHOP kombine tedavi yontemiyle pek ¢ok hasta tedavi edebilmesine karsin
baz1 hastalarin (%30-40 olguda) tedaviye yanit vermemesi veya tedavi sonrasi hastaligin
yeniden ortaya ¢ikmasi gibi durumlar da s6z konusu olabilmektedir (Li ve ark., 2018,
Singh ve ark., 2018).

Relaps durumundaki hastalar i¢in otolog kok hiicre nakli gibi sekonder tedavi
secenekleri degerlendirilebilir (Friedberg, 2011, Vellenga, 2008). GCB-DBBHL
hastalarinin ¢ogu tedaviye yanit veritken ABC alt tipinde tedaviye yamt disiik
seviyededir. Ayrica ABC-DBBHL’de tedavi basarisini arttirmak amacli ibrutinib ve
lenalidomid gibi yeni ajanlarin kullanildigi ¢alismalar devam etmektedir (Griner ve ark.,
2014, Nowakowski ve ark., 2011).
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Temelleri 19. yiizylla dayanan kanser immiinoterapisi, immiin sistemin timor
hiicrelerine karsit basarisini hedefler. 1891 yilinda Amerikali cerrah ve kanser
arastirmacist William B. Coley, ameliyat edilemeyen kanserli bir hastaya streptokokal
organizmalar enjekte ederek olusan enfeksiyonun timori kiigiiltme etkisini
kamtlanigtir. Immiinoterapinin ilk Orneklerinden bu yaklasima “Coley toksini”
denilmektedir (McCarthy, 2006). Giliniimiizde kanserde immiinoterapik stratejiler
genelde anti-timoral rol oynayan immiin kontrol noktalar1 tizerinedir. Sekil 2.3.’te
Antijen sunan hiicreler (ASH), T hiicresi ve DBBHL hiicresi arasindaki bagisiklik
kontrol noktalarinin ligand-reseptdr etkilesimleri gosterilmistir. Bu etkilesimler, T
hiicresi aktivasyonda ve anti-tiimor aktivitesinin diizenlenmesinde kritik role sahiptir
(Zhang ve ark., 2018). Bir baska tedavi rejimi ise kimerik antijen reseptorii (CAR) T
hiicresi tedavisidir. CAR-T hiicre tedavisi, kisisellestirilmis bir tedavidir. Hastadan elde
edilen T hiicrelerine, spesifik bir tiimor hiicresini tanimasi i¢in gen transferi yapilir.
Genetik olarak tiimor hedefli reseptorii eksprese edecek sekilde tasarlanan otolog,
poliklonal T lenfositler halini gelen CAR-T hiicreleri hem antijen baglama hem de T
hiicresini aktive etme islemini tek bir reseptorde birlestirir. Tasarlanmis bu reseptor
proteinler hastaya geri verilir ve kanser hiicreleriyle savasir. CAR-T hiicresi tedavileri en
cok B hiicreli akut lenfoblastik 16semi (ALL) hastalarinda etkili olmustur. DBBHL
hastalar: i¢in daha az veri mevcuttur. Fakat kiimiilatif verilere gére CAR-T hiicrelerinin
kullanildig1 immiinoterapinin, relaps/refrakter DBBHL veya folikiiler lenfoma (FL)

hastalarina uzun vadeli sagkalim sundugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2018).

ASH T Hiicresi DBBHL Hiicresi
Anti-PD.1  Anti-PD-L1
PD-L1/PD-L2 d_ PD-1 =Z
CDSO/CDSG ENED e 114 PD-1 S (ui— PD-L1/PD-L2
GALY mmmmmg@p Pusmmm= TIM3 A““'CTQ:"
B7RP-1 S _Jemmm 1COS LA-4 smmmm( @uim CDS0/CDS6
’ vuc ([e)E=S Tcr TCR S o W MuC .
CD$0/CD$¢ Emmmng )ssmmmm CD2s
0X40 sl — ([ OxX40L }-{ B
CD70 -b cD27 Anti-CD19
CD137L ﬂ% CD137 2=

Anti-CD20

Sekil 2.3. DBBHL de Reseptor-Ligand Etkilesimleri
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2.2. DBBHL nin Hiicresel Orijini, Genetik ve Epigenetik Profili

Diffliz biiylik B hiicreli lenfoma, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki en yaygim NHL
tirtidiir ve her yil yeni NHL vakalarinin yaklasik %24'inii temsil eder. 1993'ten beri
Klinisyenler, agresif NHL'deki prognozu; yas, evre, ekstranodal bdlgelerin tutulum
sayisi, ECOG performans durumu ve LDH olmak {izere bes klinik faktére gore
karakterize etmek icin Uluslararas1 Prognostik Indeks’i (IPI) kullandilar. Bununla
birlikte ge¢tigimiz yirmi yilda, yiiksek riskli hastalar1 tanimlamak i¢in IPI'dan bagimsiz,
hiicre orijini ve molekiiler o6zelliklerine gére DBBHL alt tiplerinin belirlenmesi
hususunda biiyiik ¢aba harcanmistir (Liu ve Barta, 2019). Alizadeh ve arkadaslari, B
hiicre malignitelerinde gen ekspresyonunun sistematik karakterizasyonunu belirlemek
amactyla DBBHL biyopsi 6rneklerinden hiicre orijinine dayali gen ekspresyon profil
(GEP) galismalar1 yapmislardir. Calismanin neticesinde GCB-DBBHL ve ABC-DBBHL
alt tipleri ve kalan %10-15'i siniflandirilamayan hastalik grubu seklinde tice ayrilmistir.
GCB-DBBHL ve ABC-DBBHL alt tiplerinin molekiiler patogenezi, klinik agidan
prognozu ve tedaviye yanitt birtakim farkliliklara sahip oldugu i¢in bu gruplandirma
onemlidir (Alizadeh ve ark., 2000). Klinik uygulamalarda kullanilan Hans ve Tally
yontemleri gibi immiinohistokimya algoritmalar1 da hiicre orijini i¢in bu
siiflandirmadan yararlanir (Susanibar-Adaniya ve Barta, 2021). Ek olarak Lymph2Cx
gibi yeni platformlar sayesinde formalinle sabitlenmis parafine gomiili doku
biyopsilerinde dijital GEP ile hiicre kdkenini belirleyen arastirmalar yapilmaktadir (Scott
ve ark., 2015).

DBBHL, germinal merkez (GM) kaynakli olgun B hiicrelerin malign doniisiimiinden
kaynaklanir. GM’ler, B hiicrelerin yabanci bir antijenle uyarildiginda klonal ¢ogalma ve
antikor afinitesinin olgunlagsmasini saglayan sekonder lenfoid organlarin mikroanatomik
yapilaridir. Yiiksek derecede hiicre boliinmeleriyle karakterize bu yapilar, B hiicrelerinin
stirekli ve cift yonlii doniistiigli aydinlik ve karanlik bélgeden olusur. Karanlik bolgede
antijenle-aktive olan B hiicreleri, sentroblastlara farklilasirlar ve sentroblastlar germinal
merkezin karanlik bolgesinde klonal olarak ¢ogalir. Cogalma esnasinda, immiinoglobin
(lg) degisken (V) Dbolgelerini  kodlayan genlerde antijen-kokenli —somatik

hipermutasyonlar (SHM) goriiliir. Sentroblastlar daha sonra sentrositlere farklilagirlar ve
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germinal merkezin aydinlik bolgesine go¢ eder. Burada antijen reseptorleri modifiye
olur ve uygun olmayan antikoru iireten hiicreler apoptoza ugrar. Bir grup sentrositte ise
lg smif-switch rekombinasyon (CSR) gerceklesir. Antijenle secilen sentrositler, daha
sonra plazma hiicresi veya bellek hiicresi olmak tizere farklilagirlar (Sekil 2.4.) (Klein ve

Dalla-Favera, 2008, Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

Cogu insan tiimoriine benzer sekilde DBBHL nin patogenezi, proto-onkogenlerin, timor
baskilayici genlerin ve patojenik 6nemi olan diger molekiillerin yapisini ve ekspresyon
modelini degistiren ¢coklu genetik degisikliklerin birikimini gerektiren ¢ok asamali bir
stireci temsil eder. DBBHL'deki malign transformasyonun hedef yapisi olan GM’nin
genetik degisikliginde iki ana mekanizma rol oynar. Bunlardan ilki VDJ
rekombinasyonu, CSR ve SHM esnasinda meydana gelen kromozomal
translokasyonlardir. Ornegin DBBHL’de karakteristik olan Ig-MYC ve Ig-BCL6
translokasyonlari neticesinde serbest DNA uglari olusur. Akut 16semilerde yaygin olarak
gozlenenden farkli, DBBHL ile iligkili kromozomal translokasyonlar, resiprokal ve
dengeli translokasyonlar oldugu i¢in birkag istisna diginda tipik olarak fiizyon proteinleri
olusturmaz. Daha ziyade heterolog regiilatér bolgelerle (promotor veya enhensirlar)
proto-onkogenlerin onkogenik aktivasyon kazanmasina neden olurlar (Dalla-Favera ve

Pasqualucci, 2003, Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

Ikincisi, aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz aracili SHM siirecindeki anormal
somatik hipermutasyonlardir (ASHM). SHM’nin asir1 aktivesinden kaynaklanan bu
anormal somatik hipermutasyonlar, pek ¢ok onkogenin 5° ucundaki dizilerinde ya da
kodlama yapan bdlgelerinde gerceklesir. Ornegin, MYC ve PIM1 genlerinin
transkripsiyon baslama bolgesinin 2 kb downstream’indeki niikleotid degisimine neden
olur. Molekiiler alt tiplerine bakilmaksizin, yeni tant DBBHL o6rneklerinin yarisindan
fazlasinda, lg lokuslar1 disinda PIM1 ve MYC gibi proto-onkogenlerin de dahil oldugu
20'den fazla gende ASHM belirlenmistir (Longerich ve ark., 2006, Pasqualucci ve Dalla-
Favera, 2018).
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Bu mutasyonlar hedef genin genomik konfigiirasyonuna bagli olarak yalnizca genlerin
5’ regiilator bolgelerinde degil, kodlayan dizilerinde de gerceklesebilir. MYC geninin
kodlayan bolgelerinde goriilen mutasyonlar aminoasit degisikligine neden olur. Boylece
genin, onkogenik etkisinin artmasi bu duruma O6rnek sayilabilir. Bununla birlikte
hipermutasyonlar, birinci mekanizma olan kromozomal translokasyonlarin olugsmasinda
da rol oynar. Bu nedenle ASHM, c¢ok sayida onkogenin veya tiimor baskilayict genin
yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin degistirmesinin yani1 sira gen ekspresyonunda
bozulmalara neden olabilen giiglii bir doniisiim mekanizmasi olarak kabul edilir. Sonug
olarak hem kromozomal translokasyonlar hem de anormal somatik hipermutasyonlar
DBBHL patogenezinde olduk¢a 6nemli iki genetik degisikliktir (Pasqualucci ve Dalla-
Favera, 2018).

2.2.1. GCB-DBBHL ve ABC-DBBHL iliskili Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

e Histon/Kromatin Modifiye Edici Enzimlerdeki Genetik ve Epigenetik
Degisiklikler
DBBHL’nin genomik analizlerinde, metiltransferazlar, asetiltransferazlar ve histonlarin
kendileri de dahil olmak iizere bir¢ok kromatin modifiye edici enzimi kodlayan gende
mutasyonlar tanimlanmistir. Bu genlerden en az birindeki degisiklikler, tiim DBBHL
vakalarinin %85'inde (en sik GCB alt tipinde) bulunabilir (Pasqualucci ve Dalla-Favera,
2018).

Metiltransferaz KMT2D (MLL2)'nin inaktivasyonu

Histon H3'i (H3K4) metile ederek kromatin konformasyonunda gorev alan bu genin
monoallelik ve biallelik somatik mutasyonlari, proteinin enzimatik fonksiyonunu bozar.
DBBHL vakalarmin %30'unda bulunur ve bu hastalikla iliskili en sik goriilen genetik
aberasyondur (Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

CREBBP ve EP300 Asetiltransferaz genlerinin inaktivasyonu
Epigenetik agidan olduk¢a Onemli olan CREBBP (%25) ve EP300 (%5) genlerini

etkileyen somatik mutasyon veya delesyonlar, DBBHL 0&rneklerinin iicte birinde

goriiliir. Ozellikle GCB alt tipinde énemli prevelansa sahiptir (Pasqualucci ve ark.,
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2011). Pek ¢ok sinyal yolaginda rol oynayan bu enzimler, asetil gruplarinin histon ve
non-histon proteinlere eklenmesini saglayan, gen ekspresyonunun pleiotropik
diizenleyicileridir. CREBBP aracili asetilasyon, kendisi de BCL6 geninin bir hedefi olan
p53’iin aktivasyonu i¢in de gereklidir. Hiicrelerdeki CREBBP miktarinin sinirli oldugu
diisiiniildiiglinde bu transkripsiyonel ko-aktivatdriin inaktivasyonu sonucu BCL6 ve p53
asetilasyonu gergeklesemez ve tranksripsiyon baskilanir (Brooks ve Gu, 2011,

Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

e BCL6

Kromozom 3q27 iizerinde bulunan BCL6 geni, BTB/Zinc parmak transkripsiyon
faktorleri ailesine ait bir transkripsiyon baskilayicidir. B hiicre maturasyonu esnasinda
BCL6, karanlik bolge ve ¢ogu aydinlik bolge B hiicreleri dahil olmak {izere yalnizca
GM'de eksprese edilirken plazma ve bellek hiicreleri gibi farklilasmis hiicrelerde
eksprese edilmez. Bu protein B hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve germinal merkez
formasyonunda gorevlidir. Tiim vakalarin yaklagik %30’unu kapsar ve ABC-DBBHL’de
daha sik gozlenir. Ote yandan B hiicrelerinin immiinglobiilin afinitesi i¢in ATR gibi
DNA hasarina duyarli genlerin ve CDKN1a, PTEN gibi hiicre kontrol noktalar ile ilgili
genlerin baskilanmasini saglar (Li ve ark., 2018, Swerdlow ve ark., 2017). BCL6 geninin
asirt ekspresyonu, hiicrelerin DNA hasaria yanit olarak apoptoza ge¢mesini engeller.
Genin 5’ kodlanmayan bolgesinde %70 oraninda mutasyon goriiliir (Kramer ve ark.,
1998, Migliazza ve ark., 1995).

BCL6 proto-onkogeninin dahil oldugu 20'den fazla translokasyon tanimlanmaistir.
Translokasyonlar, en stk IgH lokusuyla t(3;14)(q27;932), daha seyrek IgL lokusuyla
1(3;22)(q27;q11) ve IgK lokusuyla t(3;2)(q27;p12) gerceklesir (Lu ve ark., 2013).
Normal germinal merkez hiicrelerinde 5' kodlamayan bdlge mutasyonlart ve
immiinoglobulin gen degisken bdlgelerinin mutasyonlar1  goriilmektedir. Bu
mutasyonlara sahip DBBHL vakalari, germinal merkez veya post-germinal merkez
farklilasma asamasi ile uyumludur. 5' kodlamayan bolgedeki mutasyonlar, BCL6 ile
ekspresyonun negatif regiilasyonunu bozar. Gergeklesen translokasyonlar neticesinde

farkl1 genlerden tiiretilen giiclii ve aktif promotorlar ile BCL6 nin promotoru degisir.
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Gerek mutasyonlar gerek translokasyonlar genin asir1 ekspresyonuna neden olmaktadir

(Peng ve ark., 1999, Shen ve ark., 1998).

e Bagisiklik Sisteminin Kontroliinden Kagis
DBBHL o6rneklerinin yaklagik %601 Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC) sinif
I'in ifadesini gerceklestiremez ve bu nedenle cesitli genetik ve epigenetik
mekanizmalarla sitotoksik T lenfositlerin aracilik ettigi immiin gozetimden kagmasi
beklenir. Bu mekanizmalardan bazilar1 sunlardir: (i) B2-mikroglobulin alt birimini
kodlayan B2M geninin biallelik inaktivasyonu veya homozigot delesyonu (GCB-
DBBHL nin %29'u ve ABC-DBBHL 'nin %15'1), (ii) HLA lokusunun genomik kayb1 ve
nokta mutasyonlar1 (iii) B2M/HLA-I proteinlerinin ekspresyon eksikligi veya anormal

sitoplazmik lokalizasyonu.

T hiicreleri ve NK iizerinde eksprese edilen CD2 reseptoriiniin ligandi CD58 geninin
inaktivasyonuna neden olan genetik degisiklikler, GCB-DBBHL nin %12'si ve ABC-
DBBHL vakalarinin %?23"nde gorilmektedir. MHC-II trans-aktivatorii olan CIITA
geninin inaktivasyonu sonucunda azalmis MHC smif-I1 ekspresyonu DBBHL'nin %40-

50'sinde rapor edilmistir (Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

Programlanmig 6liim ligandlarin1 (PD-L1 ve PD-L2) kodlayan genlerdeki kazanimlar,
amplifikasyonlar ve yapisal yeniden diizenlemeler, T-hiicre aracili immiin yanittan
kacisa neden olur. DBBHL nin %3-4'linde tespit edilmistir. Bu genetik degisiklikler
ozellikle PD-L1 ekspresyonuyla iligkili olup DBBHL'nin ABC alt tipinde daha sik

gozlenmistir (Georgiou ve ark., 2016, Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

e FOXO1 Mutasyonlar:
B hiicre farklilasmasinda gorevli FOXOI1 proteini, Fosfoinositid 3 kinaz/Akt (PI3/AKT)
ve Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) kaskadini negatif olarak
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. FOXO1 mutasyonlari, tiim DBBHL
vakalarinin %38-10'unda tanimlanmistir. Mutasyonlar sonucu, AKT aracili niikleer

sitoplazmik translokasyon i¢in gerekli bir fosforilasyon bolgesi etrafinda kiimelenen
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amino asit degisiklikleri gerceklesir (Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018, Trinh ve ark.,
2013).

2.2.2. GCB-DBBHL Iliskili Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

e BCL2 Genetik Aberasyonlari
BCL2, ¢ogu dokuda ifade edilen ancak transkripsiyonunun BCL6 aracili baskilanmasi
nedeniyle GM'de bulunmayan anahtar bir anti-apoptotik molekiildiir. Kromozom 18q21
tizerinde bulunan BCL2 genine ait protein mitokondrinin i¢ membraninda yer alir.
Heterodimerik bir kompleksin pargasi olan BCL2, apoptoz inhibisyonu ve hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynar. Bazi g¢alismalarda kemoterapiye direncin

nedeni oldugu ileri siiriilmektedir (Hockenbery ve ark., 1990, Zhang ve ark., 2019).

BCL2, lenfomalarda tanimlanmus ilk translokasyon iliskili proteindir. Folikiiler lenfoma
olgularinin yaklasik dortte ticinde, DBBHL olgularinin da yaklasik %30’unda tipik
t(14;18)(q32;q21) goriilmektedir. BCL2 geni ile Ig agir zincir geninin promotorunun
kontrolii altina almasiyla gerceklesen bu translokasyonda BCL2 onkogeninin ektopik
asir1 ekspresyonu goriiliir. Yapilan ¢aligmalarda nodal tiimorlerin ekstranodal tiimorlere
gore daha fazla BCL2 eksprese ettigi goriilmiistiir (Hill ve ark., 1996). GCB-DBBHL alt
tipinde daha sik (%40) gozlenir ve kétii prognoza sahiptir. ABC-DBBHL’de ise %5
civarindadir. BCL2 geninin kodlama bdlgelerindeki mutasyonlar ve BCL2 promotor
bolgelerindeki ASHM nedeniyle GCB alt tipinde BCL2 ve BCL6’nin birlikte
ekspresyonu da gozlenmistir. BCL2 translokasyonuna sahip olgularda BCL2 ve CD10
immiinohistokimyasal olarak ekspresyonu yakin iliskili olmakla birlikte net bir
korelasyon tespit edilememistir. Ancak folikiiler lenfomanin histolojik doniisiimlerini ya
da DBBHL’nin GCB alt tipine ait gen ekspresyon profilini gosterdigi diistiniilmektedir
(Hill ve ark., 1996, Li ve ark., 2018, Swerdlow ve ark., 2017).

e MYC Genetik Aberasyonlari
Klonlandiklar kiiltiirlere ve elde edilme sartlarina gére MYC proto-onkogen ailesi C-
MYC (MYC), N-MYC (MYCN), L-MYC (MYCL)’den olusur ve DNA’ya baglanan {i¢

niikleer fosfoproteini kodlayan transkripsiyon faktorleridir.  MYC gen ailesi,
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proliferasyon, apoptoz ve farklilasma dahil birgok hiicresel siire¢ igin hayati 6neme
sahiptir. Siklikla amplifikasyon ve transkripsiyonal disregiilasyon neticesinde onkogen
halini alirlar. Bilhassa kromozom 8q24 bolgesinde yer alan C-MYC (MYC),
lenfomagenezde ¢ok 6nemli role sahiptir (Karube ve Campo, 2015). MYC proteininin
asir1 ekspresyonuyla hem GM’deki B hiicrelerinin aydinlik bolgeden karanlik bolgeye
tekrar gecisinin arttigt hem de somatik hipermutasyonlarla tiimdre zemin hazirladigi
diistiniilmektedir (Nguyen ve ark., 2017). En sik translokasyon yaptigi partneri IgH
lokusu olup t(8;14)(q24;q32) seklindedir. Seyrek olarak IgK, IgL, PAX5, BCLS,
BCL11A, IKZF1 (KAROS) ve BTG lokuslar ile translokasyon yapmaktadir. Kemik
iligindeki erken evre B hiicrelerinin iirettigi MYC ekspresyonu ise DBBHL’in %30-
50’sini kapsar ve pozitif vaka olarak kabul edilmesi i¢in genelde %40 ve iizeri
ekspresyon seviyesi aranmaktadir (Karube ve Campo, 2015, Li ve ark., 2018, Swerdlow
ve ark., 2017).

Immiinohistokimyasal acidan ekspresyonu her zaman translokasyon ile tutarh
olmamasina karsin her iki kosulda da kotii prognoz anlamina gelmektedir. ABC ve GCB
alt tiplerinde esit oranda gozlenmektedir. Ayrica MYC translokasyonu goriilen vakalarin
yarisinin, BCL2 ve/veya BCL6 translokasyonlarinin da eslik ettigi kompleks karyotipe
sahip oldugu bildirilmektedir. 2016 WHO smiflamasinda bu translokasyonlara sahip
vakalar
siifinda degerlendirilmektedir. Hastalarda %651 MYC ve BCL2, %14’ MYC ve BCLS6,

%211 ise MYC, BCL2 ve BCL6 translokasyonlar1 goriilmektedir (Nguyen ve ark., 2017,

‘yiksek gradeli B hiicreli lenfoma” diger adiyla “double/triple hit” lenfoma

Swerdlow ve ark., 2017). Double hit lenfoma tanisinda Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) altin standart olmasina karsin 1g haricindeki diger translokasyon partnerlerinin
belirlenmesinde FISH yontemi daha kritiktir. Ciinkii ayr1 bir tip olarak kabul edilmeyen
ancak prognozun belirlenmesinde onemli olan MYC translokasyonlu DBBHL NOS
olgularmin ¢ogu “double” ekspresordiir (6rnegin immiinhistokimyasal yontemle MYC ve
BCL2 koekspresyonu pozitif olgular) (Green ve ark., 2012, Johnson ve ark., 2012, Scott
ve ark., 2015).

MYC geni kopya sayisi kazanimlart ve amplifikasyonlar ile alakali ¢alismalara goz

atarsak 2017 yilinda Ennishi ve arkadaslarmin 347 de novo DBBHL vakasinda yeni
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nesil dizileme ve yiiksek ¢oziiniirliiklii Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) analizinde
MYC ve BCL2 kopya sayist degisikliklerinin sirasiyla %20 ve %25 siklikta, 6zellikle
ABC tipte goriildiigi, MYC ve BCL2 translokasyonlarinin ise sirasiyla %15 ve %30
oraninda oldugu tespit edilmistir (Ennishi ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada hem
double hit lenfoma hem de MYC ve BCL2 abnormalitesine sahip ‘Atipik Double Hit’
olarak degerlendirilen 76 hasta, MYC ve BCL2 abnormalitesi olmayan tipik DBBHL'li
35 hasta ile kiyaslandiginda klinikopatolojik 6zelliklerin ve tedavilerin her iki grup igin
benzer ancak sagkalim siirelerinin Atipik Double Hit lenfomali hastalarda daha az

oldugu saptanmugtir (Li ve ark., 2015).

Benzer sekilde Huang ve ekibi 2019 yilinda DBBHL-NOS’a sahip 130 vakada FISH ve
immiinohistokimya metotlarin1 uygulamislardir. MYC, BCL2 ve BCL6 lokuslarinin
ikisinde kopya sayisi degisikligini veya translokasyona eslik eden kopya sayisi
degisikligini ‘Atipik Double Hit’, her ii¢ lokusta da kopya sayisi degisikligini veya
translokasyona eslik eden kopya sayis1 degisikligini ‘Atipik Triple Hit” lenfoma olarak
tanimlamiglardir. Dahasi, MYC ve BCL2 ve/veya BCL6 genlerine ait ekstra kopyalari
olan hastalar, kotii prognoza daha yatkin olduklari igin MYC, BCL2 ve BCL6'nin ekstra
kopyalarinin tespitinin daha fazla ilgiyi hak ettigini savunmuslardir (Huang ve ark.,
2019).

e EZH2 Metiltransferaz Mutasyonlari

EZH2 metiltransferaz, histon H3 (H3K27me3) lizin 27 rezidiisiiniin trimetile
edilmesinden sorumludur. Bir polikomb baskilayict kompleks-2 bileseni olarak germinal
merkezlerin olusumu i¢in gereklidir. Bu genin somatik mutasyonlari, DBBHL nin GCB
alt tipinde daha sik (yaklasik %22) goriilmektedir. Mutant EZH2 allelinin ekspresyonu
farelerde GM hiperplazisini indiikler ve BCL2 deregiilasyonu ile bir araya geldiginde B
hiicresi lenfomalarinin gelisimini hizlandirir (Caganova ve ark., 2013, Pasqualucci ve
Dalla-Favera, 2018).

e B Hiicre Gociinii Etkileyen Mutasyonlar
B hiicrelerinin B hiicresi folikiilii i¢inde kalmasinm1 P2RY8 ve S1PR2 koreseptorleri

modiile eder. Bu genlerdeki inaktive edici mutasyonlar sebebiyle pAKT sinyali ve B
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hiicre gogti baskilanir. GCB alt tipinde (genel vakalarin yaklasik %30u) daha fazla
goriilmektedir. Farelerde bu genlerin delesyonu sonucu GM yapist bozulur ve B
hiicreleri periferik kan ve kemik iligine yayilir. Boylece GCB alt tipini sergileyen
lenfomalarin gelismesine yol agar (Green ve Cyster, 2012, Pasqualucci ve Dalla-Favera,
2018).

e TNFRSF14 Mutasyonlari
Bu gen hem T hem de B hiicrelerinde ifade edilen TNF (tiimor nekroz faktorii) reseptor
stiper ailesinin bir {iyesini kodlar. Kodlanmis protein, enflamatuar ve inhibe edici T
hiicresi immiin tepkisini aktive eden sinyal iletim yollarinda islev goriir. TNFRSF14
geninde goriilen delesyon ve mutasyonlar, bu genin tiimor baskilayici 6zelliginin ortadan
kalkmasina ve GM kokenli lenfomalarin gelisimine neden olur (Boice ve ark., 2016,

Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

2.2.3. ABC-DBBHL iliskili Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

ABC-DBBHL iliskili genetik degisiklikler temelde BCR ve Toll-benzeri reseptdrlerinin
(TLR) sinyal yolaklarinda gorev alan molekiilleri kodlayan genlerdeki degisikliklerdir.
Ozellikle NF-xB sinyal yolaginin bilesenlerindeki degisiklikler, terminal B-hiicre
farklilasmasin1 bloke eden ve malign doniisiimii besleyen ¢oklu genetik degisikliklerle
tanimlanir. Dahas1 BCL2 lokusunun tekrarlayan amplifikasyonlar1 (vakalarin ~%30"),
homozigot CDKN2A/B kaybi (vakalarin ~%50'si) ve 19q kromozomu {izerindeki SPIB
lokusunu kapsayan bolgenin kazanimlari veya amplifikasyonlar1 (vakalarin %27'si)
ABC-DBBHL i¢in karakteristiktir (Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

e NF-kB'nin Yapisal Aktivasyonuna Yol Acan Degisiklikler
ABC-DBBHL patogenezinde NF-kB kompleksinin aktivasyonunun siirekliligi oldugu

distiniilmektedir.

BCR sinyal yolagindaki mutasyonlar
ABC-DBBHL’de, BCR’nin proksimal iiyelerini etkileyen genetik degisiklikler “kronik

aktif” BCR sinyal iletimine neden olur. Ig siiper-aile {iyesi olan tirozin bazli aktivasyon
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motifleri olan CD79A ve CD79B mutasyonlarina, ABC-DBBHL vakalarinin yaklagik
%?21’sinde rastlanilir (Davis ve ark., 2010). Ayrica bu mutasyonlarin kronik aktif BCR
sinyalizasyonunun yani sira NF-xB, PI3K ve MAP-kinaz aktivasyonunun stirekliliginde
de rol oynadiklari diisiiniilmektedir. Vakalarin yaklasik %9'undaki mutasyonlar,
CARD11 geninde goriilmektedir. CARD11, NF-kB’nin BCR ile uyarilan aktivasyonu
icin gerekli kompleksin yapisal proteinlerinden biridir. Bu mutasyonlar, NF-xB’nin
stirekli aktivasyonuna neden olur (Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018). ABC-DBBHL
vakalarin tedavisinde onkogenik BCR sinyalini inhibe edici ibrutinib gibi ajanlarin

basarili sonuglarini bildiren klinik ¢alismalar mevcuttur (Wilson ve ark., 2015).

MYDS8S8 mutasyonlari
BCR disinda Toll-benzeri reseptorler araciligiyla da NF-xB gen aktivasyonu

gerceklesmektedir. TLR aracili sinyal yolaginin adaptér molekiili MYD88 nin
hidrofobik bolgesindeki mutasyon (L265P), ABC-DBBHL olgularinin yaklagik
%30’unda tespit edilmistir (Ngo ve ark., 2011). MYD88 L265P'nin onkogenik etkisi,
NF-xB sinyal yolaginin yani sira JAK-STAT yolagim1 da aktive eder. Farelerde bu
mutasyonun onkogenik potansiyelinin, klonal lenfomalarin bir kismi dahil olmak iizere
lenfoproliferatif hastaliklarin gelisimine yol agtig1 kanitlanmistir (Pasqualucci ve Dalla-
Favera, 2018).

TNFAIP3 mutasyonlart

ABC-DBBHL vakalarinin yaklasik %30'unu, NF-xB’nin negatif regiilasyonunda gorev
alan dual-fonksiyonlu bir ubikuitin modifiye edici enzimini kodlayan TNFAIP3 (A20)
genindeki mutasyon ve/veya delesyonlar olusturmaktadir. Bu genetik degisiklikler
sonucu A20 geni inaktif hale gelir. DBBHL hiicre hatlarinda fonksiyonel A20 geninin
yeniden ekspresyonuyla, NF-kB'nin sitoplazmik lokalizasyonu yeniden saglanir. Ek
olarak apoptozun gerceklesmesine katkida bulunan bu genin tiimor baskilayict roliini
destekleyen arastirmalar vardir. GCB-DBBHL’de bu mutasyonlar nadiren goriilmektedir

(Compagno ve ark., 2009, Kato ve ark., 2009, Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).
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e Terminal Farkhlagsmay1 Engelleyen Genetik Degisiklikler
ABC-DBBHL'de genetik aberasyonlar neticesinde gerceklesen NF-kB'in yapisal
aktivasyonuyla terminal B-hiicre farklilasmasi bloke edilir. Ozellikle vakalarin %25'i
PRDM1/BLIMP1'in biallelik fonksiyon kaybina neden olan mutasyon ve delesyonlardan
kaynaklanmaktadir (Pasqualucci ve ark., 2006). Transkripsiyonel bir represoér olan bu
proteinin inaktivasyonu sonucu, GM’in aydinlik alaninda bulunan B hiicrelerinin plazma
hiicrelerine farklilasmasinda sorun olusur. BLIMP1, dogrudan hedefleri PAX5 ve BCL6
dahil olmak iizere GM’in ana genlerinin ekspresyonunu baskilayarak galisir. Ayrica
ABC-DBBHL vakalarinda ¢esitli epigenetik mekanizmalarla BLIMP1 fonksiyonunun

baskilandigi gézlenmistir (Pasqualucci ve Dalla-Favera, 2018).

Ote yandan Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma olgularinda ek sik goriilen kromozomal
kayiplar sirasiyla 8p22-pter, 1p34-pter, 6g23-qter, 17pl2-pter ve 9p23-pter iken
kromozomal kazanimlar sirastyla Xq25-26, 13922, 12cen-ql4, 3924-25 ve 18gl12-
21°dir (Berglund ve ark., 2002).

Bagka bir calismada ise 2p16, 9p24, kromozomlarinda kazanimlar ve 1p36, 6q21, 9p21
kromozomlarinda kayiplarin daha sik goriildiigii rapor edilmistir (Swerdlow ve ark.,
2017). DBBHL ’nin molekiiler alt tiplerinde hastalarin %10’undan daha fazlasinda en sik

goriilen mutasyonlariin prevalansi Tablo 2.4.’de 6zetlenmistir (Bolen ve ark., 2020).

Tablo 2.4. DBBHL’nin Molekiiler Alt Tiplerinde En Sik Goriilen Gen Mutasyonlar1

GCB NOS ABC
n=272 (%) n=78 (%) n=132 (%)

BCL2 32,40 5,10 4,50
KMT2D 30,10 21,80 28,80
CREBBP 22,10 7,70 3,80
TP53 19,50 17,90 15,20
BCL6 18,80 35,90 22,00
B2M 17,60 12,80 12,90
TNFRSF14 17,30 1,30 0,00
EZH2 16,20 6,40 0,80
TNFAIP3 15,40 11,50 9,10
REL 13,20 5,10 0,80
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BCL7A 10,70 2,60 2,30

CDKN2A 10,30 21,80 48,50
MYD88 8,80 15,40 34,10
CD58 8,50 10,30 6,80
TMEMB30A 8,10 11,50 8,30
CD70 7,70 17,90 6,10
PIM1 7,00 5,10 24,20
CDKN2B 5,10 11,50 30,30
NOTCH2 4,00 10,30 6,80
CD79B 2,20 9,00 25,00
PRDM1 1,50 3,80 19,70
ETV6 0,70 5,10 10,60
Bellek B hiicresi

Germinal Merkez

CSR

SHM T hiicresi FDC .
{ > ’,v(
‘ N -

~©
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M cpizenetil: modifikasyon proliferasvon Wl BCLG deregiilasyonu Bl NF-xB/BCR sinyali hiicre dongii
Bagrathi -i-teminis boatroltsdeskac; I apoptozis 0 terminal farklhilasma ) DNA tamir mekanizmalar:  digerleri

Sekil 2.4. DBBHL ’nin Hiicresel Orijini, Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

2.3. Tiimor immiinolojisi ve immiinoterapi
Viicudumuzu patojenlere karst savunan bagisiklik sistemimiz dogustan gelen (genel

savunma) ve sonradan kazanilmis (Edinsel, spesifik patojenlere 6zgii) bagisiklik sistemi
olmak {iizere ikiye ayrilir. Dogustan gelen immiin sistem elemanlarindan makrofajlar,

notrofiller, eozinofiller, bazofiller, NK, dentritik hiicreler ve kompleman sistemi
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sayesinde patojenlere karsi anlik ve ilk tepki gergeklesir. Epitelyal bariyerler ilk
koruyucu engelleri olusturup enfeksiyonlar1 engellerken fagositler, NK hiicreleri ve
kompleman sistemi mikroplar1 yok eder. Bu tepki viicuda giren her patojen i¢in ortak bir
savunmadir. Bu sayede akut inflamatuar bir yanit olusur. Anlik tepkinin ardindan
devreye giren edinsel immiin sistem yaniti lenfositler ve onlarin iiriinleri araciligiyla
gelisir. T hiicre aracili (baskilayict T hiicreler, yardime1 T hiicreler, sitotoksik T
hiicreler) ve B hiicre aracili (hiimoral) savunma hiicrelerin yardimiyla dogustan gelen
immiin sistemin aksine daha uzun siireli ve etkin bir cevap olusturur (Abbas A.K., 2015,

Janeway, 2001).

Intrinsik ve/veya ekstrinsik faktorlerden kaynaklanan bir takim genetik ve epigenetik
degisiklikler sebebiyle saglikli hiicrelerde yapisal farkliliklar goriiliir. Transforme olmus
bu anormal hiicrelerin hizli, kontrolsiiz proliferasyonu ve metastazi ile timor gelisir
(Barbaros ve Dikmen, 2015). Immiin sistem hiicrelerinin tiimér hiicrelerine verdigi yanit
temel olarak yedi basamakta degerlendirilebilir. Antijen salinimiyla baslayan dongiide,
islemden geg¢irilmek tizere dendritik hiicreler timor hiicrelerine ait neoantijeni yakalar.
Ayrica bu basamak pro-enflamatuvar sitokinleri, 6lmekte olan kanser hiicreleri veya
barsak mikrobiyotas: tarafindan salinan faktorler ve ek immiinojenik sinyallerle
desteklenmelidir. Tkinci basamakta, dendritik hiicreler MHC I ve MHC II molekiilleri ile
yakalanan antijenleri T hiicrelerine sunar. Prosesin bir sonraki basamagi hazirlik ve
aktivasyondur. Sunulan antijenlere kars1 sitotoksik T hiicrelerinin yanit1 baglar. Buradaki
immiin yanitin ¢esidini, efektor T hiicrelerinin diizenleyici T hiicrelerine orani belirler.
Ardindan 4. ve 5. basamakta tiimore infiltrasyon yer alir. Aktif anti-tiimor T hiicreleri
kan dolasima katilir ve tiimor yatagina gelerek tiimore niifuz eder. 6. basamakta, timor
mikrogevresinde bulunan T hiicreleri, T hiicre reseptorii (TCR) ile MHC I’e bagh
kendisine uygun antijen arasindaki etkilesim yoluyla spesifik olarak kanser hiicrelerini
tanir ve baglanir. Son basamakta ise hedeflenen kanser hiicresine bagli aktive olmusg
efektor T hiicreleri, sitotoksinler yayar; bu durum kanser hiicrelerinde apoptoza neden
olur. Olen kanser hiicrelerinin ardindan tiimérle iliskili ilave antijenler salinir. Bdylece
siklus tekrar birinci basamaga doner ve dongiiniin sonraki devirlerinde immiin yanitin

biiyiikliigii ve derinligi artmis olur. “Kanser bagisiklik dongiisii’niin basamaklar1 agsagida
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yer alan Sekil 2.5.°teki gibi ilerlemektedir (Chen ve Mellman, 2013, Kim ve Chen,
2016).

3.Aktivasyon
CD28/B7.1,
CD137/CD137L,

4.T hiicrelerinin tiimére ilerlemesi

OX40/0X40L, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CCL5

CD27/CD70,

HVEM,GITR, IL-2,
IL-12

CTLA4/B7.1, PD-
L1/PD-1, PD-L1/B7.1,

S.T hicrelerinin timér yatagim
infiltre etmesi
LFA1/ICAM1, Selektinler

’ Lenf nodu
prostaglandinler )

VEGEF, Endotelin B reseptorii

l

2.Antijen sunumu a
TNF-q, IL-1, IFN-a,
CD40L/CD40, CDN,

ATP, HMGBI1, TLR E\

5.T hiicrelerinin kanser hiicrelerini
Timoér
tanimasi

(| T hiicre reseptérler:

Kanser hiicrelerinde azalmus pMHC
IL-10, IL-4, IL-13

A,

7 Kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi

S L LD M
> Gﬁ g IFN-y, T hiicre graniil i¢erigi

( 1 Kanser hiicre antijenlerinin | PD-L1/PD-1, PD-L1/B7.1, IDO, TGF-
o Uvanc fukesder || S2LEIE B, BTLA, VISTA, LAG-3, Arjinaz,
inhibitsrler Immiinojenik hiicre 6limi MICA/MICB, B7-H4,
< Tolerjenik hiicre liimi TIM-3/fosfolipidler

Sekil 2.5. Kanser Bagisiklik Dongiisiiniin Uyarici ve Inhibitor Faktdrleri

Diger taraftan bir takim yapisal ve fizyolojik degisimlere ugrayan immiin sistem
hiicrelerinin normal viicut hiicrelerine saldirmalar1 sonucu multipl skleroz, SLE gibi
otoimmiin hastaliklar meydana gelir. Madalyonun diger yliziindeki 6rnek ise kanserdir.
Kanser hiicrelerinin immiin sistemin kontrolinden ka¢masinda MHC genlerinde
gerceklesen mutasyonlar, Sekil 2.5’te bahsi gegen aktive ve inhibe edici farkli kontrol
noktalarindaki hatalar ve tiimor iliskili makrofajlar gibi pek ¢ok etken rol oynamaktadir
(Chen ve Mellman, 2013, Gonzalez ve ark., 2018).

Immiin sistemi ile kanser gelisimi arasindaki bu karmasik iliski, yillarca arastirma
konusu olmustur. Son yillarda cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve hedefe yonelik

tedaviler 151g81nda bu alanda nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ilerlemeler, teknolojik
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gelismelerle birlesince kanser tedavisi i¢in yeni immiinoterapilerin gelistirilmesini
saglamistir. Lenfoid malignitelerde, bu yeni immiinoterapilerden; immiin kontrol noktas1
inhibitorleri, T hiicresi angajman antikorlar1 ve CAR-T hiicreleri olduk¢a umut vericidir.
Immiin kontrol noktas1 inhibitdrleri, T hiicre inhibitdr sinyallerini bloke eden
monoklonal antikorlardir. Bu terapiler benzersizdir. Cilinkii bu antikorlar dogrudan timor
hiicreleri yerine bagisiklik sistemini hedef alip bagisiklik sisteminin etkisini durduran
fren mekanizmalarini bozarlar. Bu, ayni immiin kontrol noktasi inhibitorlerin ¢esitli
kanserlerin tedavisinde neden kullanilabilecegini de agiklar. Bugiine kadar immdiin
kontrol noktasi inhibitorlerine yonelik alti ilag FDA tarafindan kanser tedavisi igin
onaylanmistir. Bunlardan ilki 2011 yilinda melanom tedavisinde kullanilan bir anti-
CTLA-4 Ab “ipilimumab (Yervoy)” isimli ilagtir. Digerleri ise iki anti-PD1 (nivolumab,
pembrolizumab) ve ii¢ anti-PD-L1 (atezolizumab, avelumab ve durvalumab)
antikorlaridir (Manson ve Houot, 2018). Ek olarak, B lenfosit yiizey antijenlerinden
CD20’ye kars1 gelistirilen rituksimab isimli monoklonal antikorun (FDA onay tarihi: 19
Nisan 2011), DBBHL tedavisine eklenmesiyle tedaviye yanit ve sagkalimlarda basari
saglanmigtir. 18 Ekim 2017'de FDA tarafindan DBBHL tedavisi i¢cin CAR-T
immiinoterapilerinden axicabtagene ciloleucel (Yescarta) onaylanarak tedavideki yerini

almistir (Manson ve Houot, 2018) (http://www.fda.gov, Erisim Tarihi: 19 Mayis 2019).

Son olarak James P. Allison “CTLA-4", Tasuku Honjo ise “PD-1/PD-L1” inhibe edici
immiin kontrol noktalar1 tizerine yaptiklar1 calismalardan otiiri 2018 Nobel Tip ve

Fizyoloji 6diiliint almislardir.

2.3.1. Programlanmis Hiicre Oliimii-1 (PD-1)/Programlanmis Hiicre Oliim Ligandi
1-2 (PD-L1-2) Yolag
PD-1 (Programlanmis Hiicre Oliimii-1, PDCD, CD279; Gen ID: 5133, MIM numarast:

600244) kromozom 2q37.3 lizerindeki bir gen tarafindan kodlanir. B7-CD28 siiper
ailesine ait olan bu gen, 9028 baz cifti (b¢) uzunlugundadir ve bes ekzondan olusur. Bu
genin Uriinii 288 amino asitlik, 31.647 Da molekiiler agirligina sahip immiinoglobulin
stiper ailesinden tip I transmembran proteindir (https://www.ncbi.nIm.nih.gov, Erisim
Tarihi: 23 Nisan 2021). Bu protein ekstraseliiler bir N-terminal IgV (variable)

domainden, transmembran kisim ve sitoplazmik intraseliiler domainden meydana
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gelmektedir. Sitoplazmik kisminda iki adet fosforillenebilen yapisal tirozin motifi vardir.
Bunlar; ITIM (immiinreseptor tirozin bazli inhibitoér motif) ve ITSM’dir (immiinreseptor
tirozin bazli anahtar motif). PD-L1'in inhibe edici kontrol noktast molekiilii PD-1'e
baglanmasi, bu motifler araciligiyla Scr homolog fosfataz-1 (SHP-1) ve SHP-2
tizerinden T hiicre reseptdr sinyallerini bloke ederek inhibitdr bir sinyal iletir. 1TIM
motifindeki mutasyonlar, PD-1 {izerinde daha etkilidir (Chemnitz ve ark., 2004, Song ve
ark., 2019). PD-1, aktive CD4'T hiicreler, CDS8'T hiicreler, B hiicreler, NK ve
monositler tizerinden eksprese olur. PD-1, antijenle karsilasan T hiicrelerin olusturacagi
yamtlar1 diizenleyen bir dizi koreseptérden biridir. ilk kez 1992 yilinda Ishida ve
arkadaglar1 apoptotik T hiicresi hibridomalarindan izole edip tanimlanmistir (Ishida ve
ark., 1992). 1999 yilinda yine ayni arastirici grubundan ifade edilen bir diger durum ise
PD-1'in nakavt edildigi farelerin, otoimmiin hastaliklara yatkinlik gosterdigi, dolayisiyla
PD-1 geninin immiin yanitlar i¢in negatif bir regiilatér oldugudur (Nishimura ve ark.,
2001).

PD-1’in insanda bes isoformu ve iki ligand1 vardir. Birincisi: Kromozom 9p24.1
tizerindeki PD-L1 geni (B7-H1, CD274, Gen ID: 29126, MIM numarasi: 605402), 290
amino asitlik, 33 kDa agirliginda tip | transmembran proteini kodlar. PD-L1,
hematopoetik, endotelyal ve epitelyal bircok dokuda eksprese edilir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Tarihi: 23 Nisan 2020). Ikincisi: Kromozom
9p24.1 tizerindeki PD-L2 genidir (B7-DC, CD273, Gen ID: 80380, MIM numarast:
605723) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Tarihi: 23 Nisan 2020). PD-L2 esas
olarak dendritik hiicreler ve makrofajlar tarafindan eksprese edilirken daha sik goriilen
PD-L1, PD-L2’ye gore T ve B lenfositler, makrofajlar, dentritik hiicreler, kemik iligi
kokenli mast hiicreleri, kalp, iskelet kasi, plasenta ve akciger, timus, dalak, bobrek,
karaciger, keratinositler, pankreas adacik hiicreleri, timor hiicreleri ve tiimorii infiltre
eden bagisiklik hiicrelerinde de bulunur (Freeman ve ark., 2000, Zheng ve ark., 2019a).
PD-L1 proteini yapisal olarak sitoplazmik alan, transmembran alan ve IgV (variable) ve
IgC (constant) iki ekstraseliiler alan igerir. PD-L1 ile benzer yapisal 6zelligi olan PD-

L2, bir N-terminal IgV alani ve bir membran-proksimal IgC domaininden olusur (Sekil
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2.6.). PD-1’in PD-L1’e baglanma afinitesi ~3 kat daha fazladir (Akinleye ve Rasool,
2019).

hiicre membram

N-Terminal — [ T L C-Terminal

Sinyal dizisi IgV-benzeri IgC- benzeri I'ransmembran sitopl ik domain
d domain domain domain iz

PD-L.1 Protein

hiicre membram

N-Tecrminal . — l ¥ ©  C-Terminal

Seso s ici IgV-benzeri I'ransmembran
Sinyal dizisi d%main S, sitoplazmik domain

PD-1 Protcin

Sekil 2.6. PD-1 ve PD-L1 Protein Yapilari

IL-2 iretiminin inhibisyonu gibi PD-1 tarafindan indiiklenebilen inhibitor etkiler,
sitoplazmik sinyalizasyon motiflerinden ITIM tirozinin, fenilalanin (Y223F) ile
degistirilmesiyle korunur. Ancak ITSM bdlgesinin tirozin aminoasiti, fenilalanin
(Y248F) ile degistirildiginde bu inhibe edici etki kaybolur. B hiicrelerinde ITSM
tirozinin SHP-2 ile reaksiyona girmesi, kalsiyum iyonlarinin B hiicresi reseptor aracili
mobilizasyonunu inhibe eder ve IgB, SyK, PLC-y2, ERKI ve ERK2'in
fosforilasyonunu engeller. T hiicresi aktivitesi sirasinda PD-1, TCR yakinindaki c-
SMAC'da birikir ve ardindan SHP-2, PD-1'"in sitozolik alanina alinir. Boylece proksimal
TCR sinyal molekiillerinin defosforilasyonuna yol agar. PD-1, TCR sinyallemesini bazi

sinyal yolaklarini kullanarak yapar (Sekil 2.7.) (Salmaninejad ve ark., 2019).

1) Fosfoinositid 3 kinaz/Akt (PI3/AKT) yolag1 iizerinden

TCR sinyalizasyonunun ana mekanizmalarindan biri PI3/AKT yolagidir. PI3K
inhibisyonu olan PD-1 bu yolag1 bloke eder. ilaveten normalde ZAP70, CD3C ve PKC0
gibi onemli molekiiller, l6kosit—spesifik tirozin kinaz (LCK) tarafindan fosforile
edilmesiyle T hiicrelerinin aktivasyonu devam eder. Ancak PD-1’in LCK fonksiyonunu
inhibe etmesiyle TCR sinyalizasyonu durur. Diger taraftan CTLA-4 molekiilii de
PI3K/AKT sinyal yolunu hedefler ama bu yoldaki hedef molekiilii, PD-1'den farklidir.
CTLA-4, SHP2 ve protein fosfataz 2A'y1r sitozolik alanina dahil ederek AKT'nin
dogrudan aktivitesini inhibe eder (Sekil 2.7.) (Salmaninejad ve ark., 2019).
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ii) CK2 molekiilii ile fosfataz ve tensin homolog (PTEN) tizerinden

PD-1'in TCR sinyalizasyonunu bloke ettigi diger bir mekanizma, CK2 tizerinden PTEN
molekiiliiniin  fosforilasyonudur. PTEN’in sitoplazmik alaniin CK2 tarafindan
fosforilasyonu bu molekiiliin stabilitesine yol agar ve fosfataz aktivitesini inhibe eder.
PTEN'in serin-treonin fosfataz olarak islevi, PI3K islevinin tersidir ve PIP3"i fosfataz
aktivitesi yoluyla PIP3", inaktif PIP2'ye doniistiiriir. PIP3, AKT fosforilasyonuna neden
olur ve niikleusa sinyaller génderir. PD-1, CK2’nin fonksiyonunu inhibe eder. Boylece
defosforillenmis ve aktive edilmis PTEN, fosfataz aktivitesini siirdiiriir ve TCR

aktivasyon sinyallerini inhibe eder (Sekil 2.7.) (Salmaninejad ve ark., 2019).

ii1) PLCy1’in inhibisyonu ile Ras/MEK/ERK vyolagini lizerinden

Bir diger mekanizma ise Rass/MEK/ERK sinyal yolagidir. Bu yolak, PI2P'yi, DAG ve
IP3 molekiiliine hidrolize eden PLCyl aktivitesiyle baslar. DAG ve Kkalsiyum,
Ras/MEK/ERK sinyal yolundaki kilit nokta olan RasGRP1'i aktive eder. PD-1, PLCyl
aktivitesini inhibe ettigi i¢in bu sinyal yolagi da bloke olur (Sekil 2.7.) (Salmaninejad ve
ark., 2019).

ASH/Tumoér hiicresi

3 ¥ PO-LY “1"
- . — TCR

Sekil 2.7. PD-1/PD-L1 Sinyal Yolag
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Bu iki ligand sadece antijen sunan hiicrelerde degil tiimor hiicrelerinde de
bulunabilmektedir. PD-L1’in sentezi ozellikle IFN-y ile PD-L2’nin sentezi IL-4 ile
uyarilir. PD-1, PD-L1 veya PD-L2’ye baglanarak T hiicre proliferasyonunu, IFN-y,
TNFa ve IL-2 iiretimini inhibe eder. Boylece T hiicre sagkalimini azaltir. Timor
hiicrelerindeki PD-L1’in aktive T hiicrelerdeki PD-1’e baglanmasi sonucu timor
hiicreleri farkli sinyal yolaklarimi kullanarak immiin sistemden kagabilmektedir (Sekil

2.7.) (Freeman ve ark., 2000).

PD-L1’in, meme kanseri (Ghebeh ve ark., 2006), renal karsinom (Thompson ve ark.,
2007), pankreatik kanser (Nomi ve ark., 2007), yumurtalik kanseri (Hamanishi ve ark.,
2007), mide kanseri (Wu ve ark., 2006), 6zofageal kanser (Ohigashi ve ark., 2005) ve
hepatoselliiler karsinom (HCC) hiicreleri (Gao ve ark., 2009) tarafindan eksprese

edildigi ispatlanmistir.

Ayrica malign hematolojik hastaliklarda rol oynayan bazi mikroRNA’larin (MiRNA)
(miR-155, miR-34, miR-33a, miR-21, miR-873, miR-146a) ve uzun kodlanmayan
RNA'larin (INcRNA) (AFAP1-AS1, NKX2-1-AS1, UCA1, SNHG20, MALAT1) PD-
1/PD-L1 yolagiyla iliskili oldugu gosterilmistir (Han ve ark., 2020). Ornegin Zheng ve
arkadaslari, miR155'in immiin hiicre/B lenfoma hiicre kiiltiiriinde CD8'T hiicrelerinde
Fas aracili apoptozu indiikleyebilecegini ve anti-PD-1 ve anti-PD-L1 antikorlarini
hedefleyebilecegini savunmaktadir (Zheng ve ark., 2019b). Yapilan bir bagka ¢aligmada
miR-155in, lenfoma hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu arttirdigi; PD-1/PD-L1
etkilesimiyle, AKT ve ERK'i fosforile ederek CD8™T hiicre fonksiyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir (Boussiotis, 2016). KHDAK iizerine miR-34 ile yapilan bir ¢aligmada
ise miR-34b veya miR34c'nin asir1 ekspresyonunun, PD-L1 ekspresyonunu inhibe ettigi

rapor edilmistir (Cortez ve ark., 2016).

Kanser tedavisinde uzun siiredir ila¢ hedefi olarak bilinen IncRNA MALATI’in ve PD-
L1’in DBBHL dokularinda daha yiiksek oranda eksprese edildigi buna karsilik miR-195
ekspresyon seviyesinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. miR-195 ile negatif iliskili
MALAT1'in, miR-195 {izerinden DBBHL tiimorogenesizi diizenleyebilecegi

disiiniilmektedir (Wang ve ark., 2019). Tablo 2.5’te bazi miRNA ve IncRNA’larin
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cesitli kanser tipleri {izerindeki fonksiyon ve mekanizmasi gosterilmistir (Han ve ark.,

2020).

Tablo 2.5. miRNA ve LncRNA’larin PD-1/PD-L1 Yolagna Etkileri

miRNA Fonksiyon Kanser tipi Mekanizma
miR-155 Baglslkhk sisteminin lenfoma I?D:Ll ’in '
aktivasyonu indiiklenmesi
miR-34 ‘Fiin{éral yanl‘len KHDAK PD-L1’in
indiiklenmesi baskilanmasi
. bagisiklik belirteglerinin ~ akciger PD-1/PD-L1’in
miR-33a ) .. . .
ifadesinin diizenlenmesi ~ adenokarsinomu baskilanmasi
miR-21 bagusiklik tepkisinin mide kanseri PD-1’in
diizenlenmesi
baskilanmasi
miR-146a b?glslkhk hugrelermm melanoma PD-LI i
diizenlenmesi indiiklenmesi
miR-873 baglslkhk b?lmeglermu} meme kanseri PD-LT’in
ifadesinin diizenlenmesi baskilanmasi
LncRNA
AFAP1-AS1 b?glslkhk tepkisinin nazo_farenks I.:’D:LI ’in '
diizenlenmesi karsinomu indiiklenmesi
NKx2-1-Ag1 ~ Dagisiklikbelirteglerinin oo yppgery  PD-LUID
ifadesinin diizenlenmesi baskilanmasi
UCA1 baglslkhk b?hrteglermn.l mesane kanseri PDT.L I'in .
ifadesinin diizenlenmesi indiklenmesi
SNHG20 bagisiklik belirteclerinin =~ 6zofagus skuaméz PD-L1’in
ifadesinin diizenlenmesi hiicreli karsinom indiiklenmesi
MALAT1 l.:)aglsl!(hk bglirteg:lerinir'l DBBHL PD-L1’in
ifadesinin diizenlenmesi baskilanmasi

PD-L1 ekspresyonu, DBBHL’de neoplastik B hiicrelerinin yani sira tiimor yataginda
bulunan makrofajlar tarafindan da yapilir. PD-L1 ekspresyonu DBBHL vakalarimin
yaklasik %20-30'unda bildirilmistir. Ancak bu rakam, uygulanan esik degerine (%5-%30

arasinda degisir) ve analiz edilen hiicre oranma (timo6r hiicreleri/timor

mikrocevresindeki diger hiicreler) bagl olarak degiskenlik gdstermektedir. DBBHL de
PD-L1 seviyelerini arastiran ¢alismalarin genelinde, GCB dis1 DBBHL alt tiplerinde

daha yiiksek ekspresyon oranlari tespit edilmistir. Bunun tersine, ¢cogu NHL’de PD-
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L2'nin ekspresyonu saptanmamistir (Andorsky ve ark., 2011b). Ancak bir arastirma, alt
tipler arasinda Onemli bir fark olmaksizin DBBHL hiicrelerinde diisik PD-L2
ekspresyonu saptamistir. DBBHL tiimor hiicrelerinin diisiik seviyede yiizey PD-1
eksprese ettigi ve bazen hem PD-1 hem de PD-L1'i birlikte eksprese ettigi bulunmustur
(Laurent ve ark., 2015).

Kiyasu ve ekibi, PD-1 ve PD-L1/ PD-L2 ekspresyonu ile DBBHL nin prognozunu konu
edinen 1200 DBBHL vakasini incelemistir. Calismada PD-L1 ekspresyonu goriilen
hastalarda, PD-L1 ekspresyonu goriilmeyenlere gore daha diisiik genel sagkalim orani
belirlenmistir. Dahas1 PD-L1 eksprese eden tiimor hiicreleri ve diisiik seviyede PD-1
pozitif TIL’e sahip vakalarin, PD-L1 eksprese etmeyen timdr hiicreleri ve yiiksek
seviyede PD-1 pozitif TIL’e sahip vakalardan daha kotii prognoz sergilemistir (Kiyasu
ve ark., 2015a).

Ote yandan bagka calismalar ise daha yiiksek seviyede PD-1 pozitif TIL e sahip DBBHL
hastalarinin daha uzun sagkalim sergiledigini savunmuslardir (Ahearne ve ark., 2014,
Kwon ve ark., 2016, Muenst ve ark., 2010).

DBBHL ’nin molekiiler alt tipleri ve PD-L1 ekspresyon ¢aligmalarinin tamamina yakin,
GCB dis1 DBBHL’nin diger alt tiplere goére daha kotii prognoza sahip oldugu
belirtilmistir (Andorsky ve ark., 2011b, Kiyasu ve ark., 2015a, Laurent ve ark., 2015).

Cin, Isve¢ ve Amerika’dan alinan DBBHL o6rnekleriyle yapilan bir kohort ¢alismasinda
PD-L1/PD-L2 lokusunu etkileyen genetik degisiklikler arastirilmistir. Bu sitogenetik
degisikliklerin PD-L2 ile ilgili olmayip artan PD-L1 ekspresyonu ile iligkili oldugu ve
vakalarin %12’sinde kazanim, %3 linde amplifikasyon ve %4’linde translokasyonlardan
etkilendigi saptanmistir. PD-L1/PD-L2 lokusundaki genetik degisikliklerin esasen GCB
dist DBBHL ile iligkili oldugu ve ek genetik degisiklikler olmadan da PD-L1

ekspresyonu gozlenebilecegi diisiiniilmektedir (Georgiou ve ark., 2016).

Sonug olarak bu arastirmalarin biitiini PD-1 ve PD-L1 ekspresyonunun, DBBHL'de

prognostik bir degere sahip oldugu paydasinda bulusmaktadir.
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2.3.2. Sitotoksik T Lenfosit Tliskili Protein-4 (CTLA-4)/ CD80 Yolag
1987 yilinda Pierre Golstein ve arkadaglari tarafindan tanimlanan CTLA-4 (Sitotoksik T

Lenfosit iligkili Antijen 4, CD152); Gen ID: 1493, MIM numarast: 123890) kromozom
2q33.2 lizerindeki bir gen tarafindan kodlanir (Brunet ve ark., 1987)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Tarihi: 29 Ekim 2020). immiinoglobulin siiper
ailesinin tiyesi olan CTLA-4 6nemli bir inhibitor bagisiklik kontrol noktas1 molekiiliidiir.
Bu gen 6173 b¢ uzunlugunda olup dort ekzon ve bir lider peptid dizisinden olusur.
Ekstraseliiler alan1 ekzon 1 ve 2, hidrofobik transmembran alani ekzon 3, sitoplazmik
alan1 ekzon 4 kodlar. CTLA-4"in sitoplazmik kuyrugu iki tirozin bazli motif igerir.
YVKM motifi, PI3K, PP2A, SHP2 ve klatrin adaptor proteini (AP-1 ve AP-2) igin
baglanma alanlar1 olusturur (Sekil 2.8.) (Zhao ve ark., 2018). CTLA-4 prekiirsor
proteini, 223 aminositli, 24.656 Da molekiiler agirliginda glikoprotein yapida tip I
transmembran proteindir. T hiicrelerin c¢ogalmast ve farklilasmasi i¢in gerekli
molekiillerden biri olan CTLA-4, naif T hiicrelerinin yiizeyinde bulunmayip aktif T ve B
lenfositler, plasental fibroblastlar, iskelet kasi hiicreleri ve monositlerde ifade
edilmektedir (Alatrash ve ark., 2016) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Tarihi: 29
Ekim 2020).

CTLA-4 yapis1

lee;peptld Transmembran bolge

i )
; )

Ligandbaglama domain

sitoplazmik uc(37aa)

KMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN

PI3K, PP2A, AP1(2), SHP2
Sekil 2.8. CTLA-4 Protein Yapisi

Bu protein, B7 (dendritik hiicrelerde bulunan periferal hiicre zar1 proteini) molekiiliine
baglanarak T hiicre aktivasyonunu azaltan bir kostimiilatordiir.  Alternatif
transkripsiyonel splays sonucu insanda iki ana isoform vardir: 4 ekzon igeren ve tam
uzunluktaki (Full-length) membran bagli fICTLA-4 isoformu, bir disiilfit bagiyla
birbirine bagli olan bir homodimer islevi goriir. Cozlinebilir (solubl) CTLA-4 (SCTLA-4)
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isoformu ise monomer olarak fonksiyon goriir ve bagisiklik tepkisini dengede tutmak
icin bu siireci antagonize eder. Hem fICTLA-4 hem de SCTLA-4 regiilatér T hiicre
fonksiyonunda gorev alir (Teft ve ark., 2006, Zhang ve ark., 2016a).

T hiicre yiizey reseptorlerinden CD28’in homologu olan CTLA-4’tin CD80 (B7.1) ve
CD86 (B7.2) isimli iki ligand1 tanimlanmistir. Kromozom 3q13.33 bandinda bulunan, 8
ekzonlu CD80 (Gen ID: 941, MIM numarasi: 112203), CD28 veya CTLA-4'iin
baglanmasiyla aktive edilen bir membran reseptoriidiir. B hiicreleri, monositler ve
dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler dahil olmak {izere cesitli bagisiklik
hiicrelerinin ylizeyinde bulunan CD80, ayni kromozom bandinda (3q13.33) bulunan
CD86 (Gen ID: 942, MIM numarasi: 601020) ile hem adaptif hem de dogustan gelen
bagigiklik  sisteminin  aktivasyonunda  olduk¢a  Onemli  bir rol  oynar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Tarihi: 29 Ekim 2020). Bu aktivasyon, sitokin
tiretimini ve hiicre proliferasyonunu artirabilen ve apoptozu engelleyen CD28 ile
etkilesimi neticesinde gerceklesir (Brunet ve ark., 1987, Runte ve ark., 2019). CD28 ile
CDS80 etkilesimi ayrica dendritik hiicreleri daha da uyararak sitokin tiretimini, 6zellikle
de proinflamatuar bir molekiil olan IL-6'y1 arttirir. Bunun yani sira nétrofillerin bu
etkilesimle makrofajlar1 aktive edebildigi diisiiniilmektedir (Orabona ve ark., 2004).
Aktive edilmis B hiicrelerindeki CDS80 sinyali, enfeksiyon sirasinda antikor
sekresyonunu diizenleyebilmektedir (Rau ve ark., 2009). CD28 ile uyarici etkilesimin
aksine CD80, CTLA-4 ile negatif sinyalizasyon yapar. Boylece T hiicresi aktivasyonu

inhibe ederek immiin yanit1 azaltir (Gough ve ark., 2005).

CD86 molekiilii 329 amino asitten olusan 70 kDa'lik bir glikoproteindir. CD86,
ekstraseliiler bir N-terminal IgV domainden, transmembran bdlge ve CD80’den daha
uzun olan sitoplazmik intraseliiler domainden olusur. Protein diizeyinde CD86, CD80 ile
%25 6zdestir (Mir, 2015, Sharpe ve Freeman, 2002). Dendritik hiicreler, Langerhans
hiicreleri, makrofajlar, B hiicreleri ve diger antijen sunan hiicreler tarafindan ifade edilen
CD86’nin CTLA-4 proteinine baglanmast tipki CD80 gibi T hiicresi aktivasyonunu
negatif olarak diizenler ve bagisiklik tepkisini azaltir. Alternatif splaysi, farkl
isoformlari kodlayan iki transkript varyanti ile sonuglanir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, Erisim Tarihi: 10 Kasim 2020).
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CTLA-4 yiizey ifadesinin regiilasyonu ve internalizasyonunu kontrol eden tiim faktorler
acikca anlasilmasa da genel aksiyon mekanizmasi Sekil 2.9.'daki gibi kabul edilir (Rudd
ve ark., 2009). T hiicrelerinde ve NK hiicrelerde cksprese edilen T hiicre reseptor-
interakt molekiilii (TRIM), CTLA-4 igeren vezikiillerin olusumunu ve hiicre yiizeyine
tasinmasini  saglayan trans-Golgi agindaki (TGN) tip III transmembran adaptor
molekiiliidiir. Sentezlenen CTLA-4, 30 kDa agirligindaki bu molekiile baglanir. Sonraki
basamaklarda CTLA-4’e¢ ARF-1 (Adenozin difosfat ribozilasyon faktor), GTPaz ve PLD
(Fosfolipaz D) gibi molekiiller yardim eder. CTLA-4 GVY201VKM motifine AP-1’in
baglanmasiyla, TNG’den lizozomal kompartmana gegis yapar. Hiicre ylizeyinde CTLA-
4, Y201VKM alanindan Lck, Fyn ve Rlk kinazlar ile fosforile hale gelir. Bu sayede
PI3K ve diger proteinlerle birlesir. Bu fosforilasyonla internalizasyonu gecikir.
Defosforilasyon olayinda ise AP-2, GVY201VKM motifine baglanir. Bdylece
endozomlara ve lizozomlara hizli internalizasyon gerceklesir. Bu siire¢, Wortmannin

duyarli lipid kinazlar1 igerir ama PI3K'y1 kapsamaz (Rudd ve ark., 2009).
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Sekil 2.9. CTLA-4 Yiizey Ekspresyonu ve Internalizasyonu

CTLA-4 ve PD-1 yolaklarinin, bagisiklik yanitinin farkli asamalarinda calistigi
varsayilmaktadir. CTLA-4, tipik olarak lenf diigiimlerinde naif T hiicre aktivasyonunun
ilk asamasinda 6zellikle lenfoid dokularda potansiyel olarak otoreaktif T hiicrelerini

durdurdugundan bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin "lideri" olarak kabul edilir.
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CTLA-4 ligasyonu, erken T hiicre aktivasyonunu antagonize ederek IL-2 iiretiminin

azalmasina, hiicre dongiisiiniin durdurulmasina, siklin ekspresyonunun azalmasina ve

TCR sinyalizasyonun modiilasyonuna yol acar (Buchbinder ve Desai, 2016, Fife ve

Bluestone, 2008). PD-1 yolagi ise bagisiklik yanitinin daha sonraki asamalarinda,

ozellikle periferik dokularda dnceden aktive edilmis T hiicrelerini diizenler. Sonugta B7

reseptor aile tiyesi olan her iki reseptoriin ifade diizeyleri TCR sinyalinin giicii ve/veya

stiresinden etkilenir (Buchbinder ve Desai, 2016).

PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 molekiillerini hedef alan hem monoterapi hem de

kombinasyon denemelerini igeren gelismeler Tablo 2.6°da listelenmistir (Twomey ve
Zhang, 2021, Vaddepally ve ark., 2020) (http://www.fda.gov, Erisim Tarihi: 1 Nisan
2021, http://clinicaltrials.gov, Erisim Tarihi: 1 Nisan 2021).

Tablo 2.6. PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 Molekiillerinin Kemoterapik Ajanlari

Hedef ISlm/(_)n.ay Durumu
Tarihi
Metastatik melanom, KHDAK, metastatik skuamdéz hiicreli
bas ve boyun karsinomu, mikrosatellit dengesizligi (MSI-H),
mediastinal biiyiik B hiicreli lenfoma, hepatoseliiler karsinom,
PD-1 Pembrolizumab Merkel hiicreli karsinom, renal hiicreli karsinom, metastatik
(04.09.2014) kutandz skuamoz hiicreli karsinom
Faz I1I: mide /gastro6zofageal baglantili kanser, akciger
kanseri ve tirotelyal kanser
Faz II: kolorektal kanser, glioblastom, Merkel hiicreli
karsinom, pankreas kanseri ve hematolojik maligniteler
Metastatik melanom, KHDAK, renal karsinoma, klasik
Hodgkin lenfoma, metastatik skuamdz hiicreli bag ve boyun
PD-1 Nivolumab karsinomu, iirotelyal karsinoma, HCC, kolorektal kanser
(22.12.2014) Faz III: mide kanseri, gliobastom, bas ve boyun kanseri,
bobrek kanseri ve akciger kanseri
Faz II: rahim agz1 kanseri, kolorektal kanser, pankreas kanseri
ve hematolojik maligniteler
PD-1 Pidilizumab Faz II: bobrek kanseri ve hematolojik maligniteler (DBBHL)
PD-1 Cemiplimab Kutan6z skuaméz hiicreli karsinoma
(28.09.2018)
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Metastatik iirotelyal karsinoma, KHDAK
Faz III: bas ve boyun kanseri ve akciger kanseri

PD-L1 Durvalumab

17.02.2016 .
( ) Faz IlI: kolorektal kanser ve glioblastoma
KHDAK, kiiciik hiicreli akciger kanseri, metastatik {irotelyal
PD-L1 Atezolimab karsinoma
(18.05.2016) Faz I11: mesane kanseri ve akciger kanseri, iirotelyal kanser
Faz II: bobrek kanseri
PD-L1 Avelumab Merkel hiicreli karsinom, iirotelyal kanser, renal kanser

(18.11.2015)

Metastatik melanom
Faz III: akciger kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri ve

Ipilimumab
CTLA-4 (28 03.2011) prostat kanseri
Faz II: rahim agzi kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri,
pankreas kanseri, yumurtalik kanseri ve tirotelyal kanser
CTLA-4 Tremelimumab Malign mezotelyoma
.04. Faz II: Akciger kanser1
15.04.2015 Akciger k i
CD80 Galiximab Relaps/refrakter Hodgkin lenfoma, Non-Hodgkin lenfoma
(24.09.2009) (Evre H/1INTV)

2.3.3. PD-1/PD-L1 ve CTLA-4/CD80 Gen Polimorfizmleri

Gen polimorfizmleri, birey igin olumsuz bir etkisi olmayan ve popiilasyon genelinde
oldukea yiiksek siklikta meydana gelen DNA dizisindeki dogal varyasyonlardir. Tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP), en yaygin genetik varyasyon tiriidiir. Ortalama olarak
her 300 niikleotitte bir meydana gelirler ve bu da insan genomunda yaklasik 10 milyon
SNP oldugu anlammma gelmektedir. SNP'ler, hastaliklarla iligskili  genlerin
tanimlanmasina yardimci olan biyolojik belirtecler olarak da diisiliniilebilir. SNP'ler, bir
gen icinde veya bir genin yakinindaki diizenleyici bir bolgede meydana geldiginde gen
fonksiyonunu degistirerek hastalikta dogrudan bir rol oynayabilirler. Cogu SNP
zararsizdir ve saglik veya gelisim iizerinde herhangi bir etkisi yoktur. Ote yandan bazi
SNP'lerin, ila¢ tepkisinde, toksinler gibi c¢evresel faktorlere karsi savunmada, belirli
hastaliklara yakalanma riskinin artmasinda ve kanser gibi karmagik hastaliklarda rolii

oldugu bildirilmistir (Salmaninejad ve ark., 2018).

PD-1'in immiinosupresif ve anti-timor fonksiyonlari, bazi malignitelerde dikkat c¢ekici

bir genetik risk aday1r varsayilmasina neden olmustur. Arastirmalar, PD-1
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polimorfizmlerinin kolon, mide, yemek borusu, meme ve karaciger kanserleri dahil
olmak iizere ¢ok sayida kanser tiiriiyle iligkili oldugunu dogrulamistir (Hashemi ve ark.,
2019, Salmaninejad ve ark., 2018). Farkli kanserlerde en giincel ve sik goriilen SNP’leri;
PD-1.1 (rs36084323), PD-1.3 (rs11568821), PD-1.5 (rs2227981), PD-1.9 (rs2227982)
ve PD-1rs7421861 seklinde siralayabiliriz.

PD-1.1 (rs36084323) polimorfizmi, promotor bolgesinde (—606A/G) bulunur ve bu
bolgedeki transkripsiyon faktorii baglama bdlgeleri ve motifleri ile ilgili olabilecegi igin
genin transkripsiyonunu ve aktivasyonunu da etkileyebilmektedir. Cin’de yapilan bir
calismada G/G genotipi tasiyan RA hastalarinda PD-1 ekspresyonunu daha yiiksek
bulunmustur (Liu ve ark., 2014). Meme kanseri tizerine olan bir arastirmada G/G
genotipi sikliginin, saglikli bireylere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Hua ve
ark., 2011). Bir diger arastirmada skuaméz hiicreli karsinomlarda G/G genotipinin kotii

prognoz ile iligkili oldugu gozlenmistir (Sasaki ve ark., 2014).

PD-1.3 (rs11568821) polimorfizmi intron 4'te (+7146A/G) bulunur. Bu SNP, RUNX1
transkripsiyon faktorii ig¢in intronik enhensir benzeri yapilarin baglanma bdlgelerinde
gercekleserek transkripsiyonel diizenlemeyi etkilemektedir. Dikkat c¢eken ilging bir
durum da A allelinin varliginin, RUNX1’in baglanma bélgesini bozdugu i¢in PD-1’in
inhibitdr etkisini etkilemesi ve daha fazla lenfosit aktivitesine yol agmasidir. Dolayistyla
bu durum, immiin yanitlarin anti-timor kapasitesini artirabilir (Dong ve ark., 2016).
2012 yilinda Tirkiye’de, 236 HCC hastasinda, PD-1.3 (rs11568821) polimorfizmi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamisken aym1 SNP’nin Iran
popiilasyonunda meme kanseri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Bayram ve ark., 2012,
Haghshenas ve ark., 2011).

Genin ekzon 5'inde (+7785 C/T) bulunan PD-1.5 (rs2227981) polimorfizmi, proteinin
nihai amino asit yapisini degistirmeyen sessiz bir degisikliktir. PD-1 molekiilii izerinde
dogrudan veya dolayli etkili etkisi olabilir. Polimorfizm c¢aligsmalari, bu lokusun Cin'de
KHDAK (Yin ve ark., 2014), Cin ve Isve¢'te serviks kanseri (Ivansson ve ark., 2010, Li

ve ark., 2016), Cin'de meme kanseri (Hua ve ark., 2011), iran'da kolon
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kanseri (Mojtahedi ve ark., 2012b) gibi gesitli kanser tiirleri ile iliskili oldugunu ortaya

koymustur.

PD-1.9 (rs2227982) polimorfizmi ekzon 5'te (+7625 G/A) bulunur ve bu nedenle gen
transkriptinin splayzinda bir rolii oldugu varsayilmaktadir. Bu fonksiyonel SNP, protein
sentezi sirasinda valin amino asitinin, alanin amino asitine doniismesine neden olur.
Boylece PD-1'in muhtemel yapisint degistirir. Zhou ve ekibi, PD-1.9 (C/T) ile mide ve
sindirim sistemi kanserleriyle 6nemli bir iligki oldugunu diisiinmektedir (Zhou ve ark.,
2016).

PD-L1 genindeki bazt SNP'ler, ¢esitli kanserlerin gelisme riskini ve hastaligin seyrini
etkilemektedir. En sik goriilen SNP’lerden biri PD-L1 geninin 3’-UTR bolgesinde
rs4143815 (C/G)’dir. Wang ve meslektaglari, C/C genotipinin genin 3-UTR'sindeki
miR-570'in aktivitesini ve ekspresyonunu artirarak anti-tiimoral yanitlarin kisitlanmasina
miidahale ettigini ve bu sebeple artan mide kanseri riski ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir (Wang ve ark., 2013). PD-L1 (rs4143815) ile kanser duyarliliginin
iligkisini aragtirmak i¢in bir dizi vaka kontrol ¢alismasi yapilmis ancak tartismali
sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bazi caligmalar PD-L1 (rs4143815) SNP’sinin yumurtalik
kanseri riskini artirdigimi (Tan ve ark., 2018), mide kanseri riski ile ciddi iligkisi
oldugunu savunurken (Tao ve ark., 2017); diger arastirmacilar bu SNP ile kolorektal
kanserin (Catalano ve ark., 2018) ve KHDAK ile iliskisinin olmadigini bildirmistir (Du
ve ark., 2017).

Organ nakli {izerine arastirma yliriten bir baska ekip, PD-L1 (rs4143815) C/C
genotipine sahip donérlerden karaciger nakli yapilan hastalarda gec¢ akut bagisiklik
tepkisi ve organ reddi gelistirme riskinin azaldigini, GG genotipli dondrlerden yapilan
nakillerde ge¢ akut rejeksiyon riskinin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (Shi ve
ark., 2016). Son olarak Iran’da 134 NHL hastasinin incelendigi bir arastirmada, PD-L1
rs2890685 (A/C) SNP’si ile NHL arasinda ciddi bir iliski yakalanirken PD-L1
rs4143815 SNP’si ile bir baglanti saptanmamustir (Hoseini ve ark., 2020).
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CTLA-4, 4 ekzonlu oldukg¢a polimorfik bir gendir. Bu gene dair polimorfizmler ¢esitli
kanser tiirleri ve otoimmiin hastaliklarla iligkili bulunmustur. Kanser tiirlerinde en sik
gozlenen CTLA-4 polimorfizmleri Sekil 2.10°da verilmistir (Zhao ve ark., 2018).
Baslica polimorfizmlerden birisi, ekzon 1'de +49 pozisyonundaki CTLA-4 rs231775
(A/G)’dir. CTLA-4 proteininin lider peptit sekansinda bir amino asit degisimine
(treonin-alanin) neden olur. CTLA-4 (rs231775) polimorfizminin incelendigi bir
caligmada, A alleli ve A/A genotip sikli§inin, Behget hastalarinda daha fazla oldugu ve
A/A genotipli hastalarin daha diisiik bir SCTLA-4 protein ekspresyonuna sahip oldugu
gosterilmistir (Abdel Galil ve Hagrass, 2014).

Rahim agz kanseri
I |

C-318T
Promotor Bolge Frzonl Ekzon2 Ekzon 3 Ekzon 4 3 TR
—— t > ) = N —_—
A-1661G 1 t
T-1722C A49G CT60 A/G
-meme kanseri -kolorektal kanser -melanom
-melanom -hepatoseliiler kanser -bibrek hiicreli karsinom
-mide kanseri -rahim agz1 kanseri cilt kanseri
-Gzofagus kanseri KHDAK -bas ve boyun kanseri
-melanom

-biébrek hiicreli karsinom

Sekil 2.10. CTLA-4 Polimorfizmleri

CTLA-4 rs231775 polimorfizmi ile Grave hastaligi ve tip 1 diyabet (Donner ve ark.,
1997), Hashimoto tiroiditi’nde (Ramgopal ve ark., 2018) G allelinin yiiksek prevelansa
sahip oldugu vurgularken A alleli ve A/A homozigotlugu ise Colyak hastalarinda daha
fazla bulunmustur (Djilali-Saiah ve ark., 1998, Mora ve ark., 2003, Torinsson Naluai ve
ark., 2000).

Bagka bir agidan CTLA-4 rs231775 polimorfizminde otoimmiin hastaliklara yatkinlik
gosteren allellerin, kanser hastalarmin iyi prognozunu sagladigi ifade edilmektedir.
Ornegin, primer meme kanserine sahip hastalarda G/G homozigotlugu, saglikl
bireylerdekine gore daha az goriilmiistiir. Ek olarak tiimdr boyutu ve lenf nodu tutulumu
ile A/A genotipinin pozitif bir korelasyonuna isaret edilmistir. Bu sebeple meme kanseri
hastalarinda G/G genotip sikliginda gozlenen azalmanin otoimmiin hastaliklarda sikca
bildirilen G/G genotipi artisina aykirt oldugu belirtilmistir (Ghaderi ve ark., 2004).
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Fakat 2011 yilinda, KHDAK hastas1 338 kiside CTLA-4 rs231775 polimorfizminin
patolojik ozellikleri bakimindan anlamli iliski bulunamamisken A/A genotipine sahip
hastalarin 9.8 ay, G/G genotipine sahip olanlarin 12.5 ay, G/A genotipine sahip
olanlarin 12 ay sagkalim siiresine sahip oldugu dolayisiyla bu polimorfizminin KHDAK

icin prognostik bir gosterge olabilecegi ifade edilmistir (Song ve ark., 2011).

Bir bagka 6nemli polimorfizm ise CTLA-4 promotor bolgesinin -318. pozisyonundaki
C-T transisyonuna neden olan rs5742909°dur. Wegener graniillomatoz hastaligina sahip
32 bireyde, —318T allelinin —318C allelinden daha yiiksek bir promotor aktivitesi ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Wang ve ark., 2002).

2004 yilinda bir grup arastirmaci, CTLA-4 rs5742909 (-318C/T), rs231775 (+49 A/G)
ve 3’ UTR bolgesindeki dintikleotid (AT) tekrar polimorfizmlerinin genotipik
dagilimlarin1 76 kisilik kontrol grubunda ve 44 Non-Hodgkin lenfoma vakasinda
arastirmiglardir. NHL klinik alt tipleri; 14 kiigiik lenfositik lenfoma olgusu, 1 MALT, 2
folikiiler lenfoma, 7 Manto hiicre lenfomasi, 13 biiyiik hiicreli lenfoma, 3 Burkitt
benzeri lenfoma ve 4 T hiicreli lenfoma seklindedir. CTLA-4 rs5742909 SNP’sine
iligkin C/C genotipi hem NHL'lerde hem de kontrolde en sik goriilen genotip oldugu
icin anlamli sonug teskil etmemistir. Ancak CTLA-4 rs231775 polimorfizminde A/A
genotip sikligi, NHL hastalarinda daha fazla gozlenmistir. NHL hastalarinda daha
yiksek bir CTLA-4 (AT)s homozigotlugu s6z konusuyken genotip dagilimlarinda
anlamli  bir farklibk rapor edilmemistir. Sonu¢ olarak CTLA-4 rs231775
polimorfizminin NHL'ye yatkinlikla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Monne ve
ark., 2004).

CTLA-4 (rs3087243) 60G/A ve CTLA-4 (rs4553808) -1661A/G polimorfizmleri ile ilgili
31 vaka-kontrol ¢alismasinin sonuglarini bir araya getiren bir meta-analize gore CTLA-4
(rs3087243) polimorfizminin artan cilt kanseri riski ile CTLA-4 (rs4553808)
polimorfizminin de 6zellikle mide kanseri, meme kanseri ile 6nemli Olgiide iliskili

oldugu vurgulanmistir (Yan ve ark., 2013).

CTLA-4 molekiiliiniin ligand1 olan CD80 geninde goriilen SNP’ler, ekzon 3’te (+452)

G/A polimorfizmi, ekzon 4’te (864) A/G polimorfizmi ve intron 4’te (+1018) T/G
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polimorfizmidir. CD80 geninin {iglincii ekzonundaki (rs2228017, 452G/A) SNP, valinin
valine degisimini sergileyen sessiz bir degisikliktir. Yapilan bir ¢alismada CD80 gen
polimorfizmleri ile sarkoidoz hastaliginin anlamli bir iliskisi bulunamamistir (Handa ve
ark., 2005). Benzer sekilde iki farkli calismada da multipl sklerozlu hastalarda CD80 gen
polimorfizmlerinin belirgin bir fonksiyonel 6nemi tespit edilememistir (Teutsch ve ark.,
2004, Weinshenker ve ark., 2000). CD80 gen polimorfizmleri ile RA ve SLE
hastaliklarinin anlamli iligkilerinin olmadigi gézlenmistir (Matsushita ve ark., 2000b).
Fakat CD80 geninin birinci intronundaki rs2222631 (C/T) SNP’sinin incelendigi SLE
hastalarinda C allelinin sikliginin epey diisiik oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2016Db).

Siddetli Hashimoto hastalig1 olan hastalarda CD80 (rs1599795) T alleli, hafif siddetli
hastalara gore daha sik goriildiigii icin bu SNP’nin, hastaligin duyarlilig1 ve siddeti ile
iligkili oldugu varsayilmaktadir (Watanabe ve ark., 2020). Bir baska calismada
rs1599795 (A/T) SNP’sinin T alleline sahip mide kanseri hastalarinda miR-361; A
allelini tasiyanlarda ise miR-132 ve miR-212’nin, genin 3’-UTR bdlgesine baglanarak
CD80 ekspresyonunun azalmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 arastirma
ekibine gore CD80 rs7628626 (C/A) varyantlar1 ise bolgesel lenf nodu metastazi ve
agresif timor ilerlemesi ile yakindan iligkili oldugunu rapor etmislerdir (Wu ve ark.,
2014). Cin’de yapilan bir arastirmada ise CD80 rs7628626 SNP’sinin HCC riski ile
iliskisinin olmadig1 belirtilmistir (Yang ve ark., 2019).

Literatiir 0zetinde ¢esitli hastaliklarda hem PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 gen
varyasyonlarina hem de bu genlerin ekspresyon seviyelerine iligkin aragtirmalara yer
verilmistir. Fakat DBBHL’de bu gen varyasyonlarin, gen ekspresyonu iizerine
etkilerinin birlikte incelendigi bir ¢alismaya rastlanamadigi i¢in literatiirdeki bu boslugu

tamamlamay1 amagladik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Secimi
Calismamiza, Akdeniz Universitesi Hastanesi Eriskin Hematoloji Poliklinigi’nde

Aralik 2019 - Kasim 2020 yillar1 arasinda yeni tan1 konulmus (daha once tedavi
almamig) yirmi Diffiiz Biiyik B Hiicreli Lenfoma olgusu ve rutin biyokimyasal

tetkikleri incelenen saglikli yirmi olgu olmak {izere toplam 40 olgu alinmstir.

Hasta grubunda yer alan olgularin dosya analizlerinde; yas, cinsiyet, tedaviye
baslamadan Once hastaligin evresi, B semptomu varligi, R-IPI skoru, kemik iligi
tutulumu, Bulky hastalik durumu (10 cm fizeri var olarak degerlendirildi), hastaligin alt
tipi, ECOG performans durumu, ekstranodal tutulu alan sayisi, serum LDH, nétrofil,
trombosit, beta-2 mikroglobulin, albiimin, hemoglobin ve lenfosit diizeyleri ve hasta
numunelerinde yapilan molekiiler tetkiklerdeki t(8;14)(g24;932) (MYGC;IGH),
t(14;18)(932;921) (IGH;MALT1), t(14;18)(g32;921) (IGH;BCL2) ve t(11;14)(q13;932)
(IGH;CCND1) translokasyonlari ele alinmustir.

Hastalarin klinik ve laboratuvar bulgularina, komorbiditelerine, patoloji sonuglarina,
progresyon, takip ve sagkalim durumlarina hastanemizin arsivinde bulunan yazili veya

elektronik hasta dosyalarinin taranmasiyla ulasildi.

Hastalarinin = evrelendirilmesinde, timoér FDG-PET-CT kullanilmis ve evreleme
giincellenmis Ann-Arbor evreleme sistemine (Lugano simniflamasi) gore yapilmistir.
Prognostik degerlendirmede ise Ulusal Kapsamli Kanser Agi [National Comprehensive
Cancer Network (NCCN)] kilavuzunda rituksimab’in tedaviye eklenmesinden sonra
gelistirilen R-IPI (International Prognostic Index) skorlamasi kullanilmigtir. Tedavi
stirecindeki ara degerlendirme ve tedavi sonu yanit degerlendirme tiimér FDG-PET-CT
ile Uluslararasi Calisma Grubu’nun (IWG) 6nerilerine gore yapilmistir (Van Heertum ve
ark., 2017).
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Calismaya alinma olgiitleri:

a. 18 yas uisti,

b. Lenf bezi, kemik iligi vb. doku 6rneklerinin patolojik incelemesiyle DBBHL tanisi
almis,

c. Daha 6nce DBBHL tedavisi almamius,

d. Calismaya sozlii ve yazili onay vermis,

e. Tedavi ve poliklinik takipleri diizenli sekilde Eriskin Hematoloji Poliklinigi’nde

yapilmis hastalar calismaya alinmistir.

Calismadan dislanma olciitleri:

a. Daha 6nce malignite Oykiisii ve buna yonelik tedavi dykiisii olan,

b. Organ nakli ve romatolojik hastalik nedeni ile aldig1 tedavilere veya edinsel immiin
yetmezlige (AIDS) bagli immiin supresif durumuna sahip DBBHL tanis1 almus,

c. Calismaya sozli ve yazili onay vermemis hastalar ¢aligma dis1 birakilmistir.

Hastalar 3-6 ay araliklarla kontrole g¢agirilarak degerlendirildi. Hastalarin genel ve
hastaliksiz sagkalim siireleri tespit edildi. Hastaliksiz sagkalim; tani tarihinden, hastalik
progresyonuna veya herhangi bir nedenden &liime kadar gegen siire olarak
tanimlanmistir. Genel sagkalim ise; tani tarithinden, herhangi bir nedenden 6liim veya

son vizit tarihine kadar gegen siire olarak tanimlanmistir.

3.2. Etik Kurul Onay1
Tiim hasta ve kontrol olgular1 ve/veya aileleri, arastirmanin amaci, Ozellikleri ve

yontemi konusunda bilgilendirilip sozlii ve yazili onaylart alimmistir. Calisma
protokolii Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 23.01.2019 tarth ve 70904504/11 sayili kurul toplantisi geregince kabul
edilmistir. Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan
TDK-2019-4792 proje numarasi ile kabul edilerek ¢alismadaki tiim finansal giderler
BAP tarafindan karsilanmustir.
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3.3. Numunelerin Alinis1 ve Hazirlanisi
Calismaya katilan hasta (DBBHL tanisi aldiktan hemen sonra-tedaviye baslamadan

once) ve kontrol olgularindan kan 6rnekleri kolun median kiibital bolgesindeki uygun bir
damara intravenoz olarak giristen sonra yaklagik 10 ml olacak sekilde tek kullanimlik 10
ml’lik plastik enjektor ile birer adet 0.5M EDTA igeren K3 EDTA’l1 (Venoject) ve
heparinli (Venoject) steril tiiplere 5’er ml alindi. Alinan kan 6rnekleri ayni giin Akdeniz

Universitesi Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari ortamina getirildi.

Projemizde ¢alistigimiz yontemler, Akdeniz Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dalmn laboratuvarinda ve Akdeniz Universitesi Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Ankara menseili 6zel bir firma ile ¢aligmalarin

teyidi igin is birligi yapildi.
3.4. DNA Dizileme Calismalar1

3.4.1. Periferal Kandan Genomik DNA Eldesi
EZ1 DNA Blood 200 pl DNA izolasyon cihazi (QIAGEN) kullanilarak periferik vendz

kan orneklerinin bulundugu EDTA’lL tiiplerden 200°‘er mikrolitre genomik DNA
(gDNA) elde edildi.

3.4.2. DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarmin ve Saflik Derecelerinin
Belirlenmesi
Toplam 40 olgudan izole edilen gDNA o6rneklerinin konsantrasyonlarini ve safliklarin

belirlemek i¢in 260nm/280nm dalga boyunda spektrofotometrik Sl¢iimler yapildi.
Olgiim igin her bir olguya ait DNA &rneginden 1ul alarak spektrofotometre cihazina
(Denovix DS-11) yiiklendi ve orneklere ait konsantrasyon A260, A280, A260/280
degerlerinde 6l¢iildii.

3.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
PD-1 geninin besinci ekzonundaki PD-1.5 polimorfizmi i¢in 333 bg’lik (rs2227981,

+7785 C/T), PD-L1 geninin 3’UTR bolgesindeki (rs4143815, C/G) polimorfizmi igin
636 bg’lik, CTLA-4 geninin birinci ekzonundaki (rs231775, +49 A/G) polimorfizmi i¢in
162 be’lik, CD80 geninin {iglincii ekzonundaki (rs2228017, 452G/A) polimorfizmi i¢in
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218 bg’lik belirleyebilmek i¢cin PZR islemleri gerceklestirildi. Kullanilan ileri ve geri

primer dizileri Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. DNA Dizilemede Kullanilan Primerler

Gen PZR iiriin boyutu Kullanilan primerler Referans

PD-1 333 be leri: 5'-AGACGGAGTATGCCACCATT-3’ (Yang ve ark.,
Geri: 5-CACTGTGGGCATTGAGACAT-3' 2011)

PD-L1 636 be ileri: 5-GATACACATTTGGAGGAGACG-3’ %'168) ve ark,
Geri: 5’-CAAATACTCCATGTTTTACTAG-3’

CTLA-4 162 be ileri: 5-GCTCTACTTCCTGAAGACCT-3’ ggfg')“a ve ark,

Geri: 5-AGTCTCACTCACCTTTGCAG-3’

CD80 218 be fleri: 5* -CTGACCATCGAGGAATCTGT-3’ g\r"katsz%soho';‘;‘ ve
Geri: 5-CGGGCCATATATTCATGTCC-3° "

Tablo 3.2.’de PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 verilmistir.

Tablo 3.2. Standart PZR Kimyasal Protokolii

PZR Reaksiyon Karisimi Reaksiyon Hacmi /1 Rxn
10X PZR Reaksiyon Tamponu 2,5 ul
dNTP Karisimi (0.2mM) 2 ul
Ornek gDNA (5 ng/pl) 4 ul
Magnezyum kloriir (2mM) 2ul

Mleri Primer (10 pmol) 1l

Geri Primer (10 pmol) 1 ul

1 U Tag DNA Polimeraz 0,5 ul

PZR distile su 12 ul
TOPLAM 25 ul

PZR Programi, Longgene marka A300 Thermal Cycler cihazinda biitiin 6rnekler

yukaridaki hacimde hazirlanarak calistirildi. Tablo 3.3’te DNA amplifikasyonu igin

spesifik PZR termal dongii kosullar1 verildi.
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Tablo 3.3. PZR Reaksiyon Kosullari

Gen Denatiirasyon Baglanma Uzama Dongii
sayisl

Siire Sicakhik | Siire Sicakhik | Siire Sicakhik

PD-1 3 dakika | 95°C 1dakika | 62°C 1dakika | 72°C 35

PD-L1 4 dakika 94°C 30 saniye | 60°C 40 saniye | 72°C 35

CTLA-4 | 30 saniye | 94°C 30 saniye | 60°C 1dakika | 72°C 38

CD80 30 saniye | 96°C 30 saniye | 62°C 1 dakika 72°C 35

3.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR reaksiyonu sonucunda ilgili bolgelerin amplifikasyonlariin tespiti  ve

genotiplemesi igin agaroz jel elektroforezi yapildi. PD-1 ve PD-L1 genlerindeki
polimorfik bolgeler icin %2’lik agaroz jelde DNA belirteci (Biotium 100 bp Dna Ladder
Katalog no: 31032), CTLA-4 ve CD80 genlerindeki polimorfik bélgeler icin %2°lik
agaroz jelde DNA belirteci (GeneDireX, 50 bp DNA Ladder RTU Katalog no:SD012-
R500) boyutuna bakilarak bant biiytikliiklerine gore ayrildi.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Goriintillenmesi
Agaroz Jelin Hazirlanmasinda Kullanilan Soliisyonlar

10 X Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu:
0.089 M Trizma (Sigma)

0.089 M Borik Asit (Sigma)

0.002 M EDTA (Sigma)

10X TBE tamponu hazirlamak igin, 54 g Tris-baz, 27.5 g borik asit ve 0.5 M EDTA (pH
7.4), son hacim 500 ml olacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.

Gelred Soliisyonu:
Kullanima hazir olan Gelred soliisyonu (Biotium, Katalog no: 41003) 5 ul eklenerek oda

sicakliginda kullanildi.
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Agaroz Jelin Hazirlanmasi
%2’lik agaroz jelin hazirlanmasi i¢in 10X TBE soliisyonu 1X TBE olacak sekilde distile

su ile seyreltildi. 2 g toz agaroz (Sigma) 100ml 1X TBE iizerine eklenerek mikrodalga
firinda eritildi. Jelin sicakligi 50-55°C’ye indiginde Gelred soliisyonu (Biotium) eklendi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirildi. Ceker ocak icerisinde 100 ml agaroz jel
elektroforez kiivetine dokiilerek 20 dakika polimerize olmasi igin bekletildi. Jel
donduktan sonra taraklar jelden alindi. igerisinde jel bulunan elektroforez kiiveti jelin
tizerini kapatacak kadar 1X TBE bulunan eclektroforez tankina (Hoefer marka, Subht
Model) yerlestirildi.

Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilleme Sistemi

8 ul PZR iiriinii 6rnek jelin kuyularina yiiklendi. Bant biiytikliiklerini 6l¢gebilmek amaci
ile DNA belirtegleri (Biotium 100 bp Dna Ladder Katalog no: 31032) ve (GeneDireX,
50bp DNA Ladder RTU Katalog no:SD012-R500) kullanildi. Elektroforez tankina bagl
giic kaynagi ile Ornekler, 100V’de 50 dakika yiiriitiilerek ultraviyole 1s1ik veren
transilluminatdr ile goriintiilendi. Erbiyotek marka FX model Jel Goriintiileme cihazina

bagli olan monitorlii sistem kullanilarak fotograf alind1. (Ek 1.)

3.4.5. PZR Uriinlerini Saflastirma
PZR reaksiyonundan sonra DNA dizi analizinde kullanilacak amplifikasyon iiriinlerini,

baglanmayan primer ve dNTP artiklarindan uzaklastirmak igin temizleme asamasina
gecilmistir. Bu agsamada EX0SAP-IT Express PCR Cleanup Reagents (Thermo, Katalog
no: 75001.200.UL) kiti iiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde kullanildi.

3.4.6. DNA Dizileme Reaksiyonu
Temizlenen PZR amplikonlari, agaroz jel goriintiilemesiyle tespit edilen genotiplemenin

dogrulanmasi amaciyla Sanger Dizileme metoduyla ileri ve geri primerler kullanilarak
cift yonli okuma gergeklestirildi. Dizileme reaksiyonu i¢in kullanilan mastermix

bilgileri asagidaki Tablo 3.4.”de belirtilmistir.
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Tablo 3.4. DNA Dizileme Kimyasal Protokolii

MasterMix Bilesenleri Hacim
PZR Uriinii Sul
Primer (ileri veya Geri) (3.2 pmol) 1l
Florasan isaretli Dye Terminator 1 ul
5X Sekans Buffer 4 ul
Su 2ul
TOPLAM 13 pl

Dizileme reaksiyonunda PZR reaksiyonunda kullanilan primerler kullanildi. Mastermix
hazirlandiktan sonra dizileme reaksiyonuna gegildi. Dizileme i¢in kullanilan reaksiyon
kosullar1 Tablo 3.5.’te belirtilmistir. Dizileme reaksiyonu LongGene A300 termalcycler

cihazinda gergeklestirildi.

Tablo 3.5. DNA Dizileme Reaksiyon Kosullari

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangic Denatiirasyonu 95 30 saniye 1
Denatiirasyon 95 10 saniye
Baglanma 50 5 saniye 30
Uzama 60 4 dakika
Bekleme 4 - 1

3.4.7. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlar: Saflastirma
DNA dizileme reaksiyonu bittikten sonra dizileme {irtinleri dizileme cihazina konmadan

once plirifiye edildi. Saflagtirma islemi sefadeks ile jel filtreleme metodu kullanilarak
gerceklestirildi. Bu asamada 6 g sefadeks tartildi ve iizerine 80 ml saf su eklenerek
vortekslendi. Kolonlara 850 — 900 pul hazirlanilan sefadeks soliisyonundan eklendi. 4600
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Boylece kolon hazirlanmis oldu. Dizileme PZR
riiniiniin hepsi kolona yiiklendi. 4800 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama

tiiplerinde kalan siv1 saflastirilmis dizileme {iriinii olarak saklandi.
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3.4.8. DNA Dizi Analizi islemi ve Sonuclarin Yorumlanmasi
Dizi analizi yapilacak amplikonlar1 saflastirma isleminden sonra DNA dizi analizi

islemine gecildi. Bu islem kapiller elektroforez yontemi kullanilarak ABI 3130XL
cihazinda gergeklestirildi. 20 pl saflastirilan dizileme iiriinii 96 well plate kuyucuklarina
eklendikten sonra {iizerine 5 pul formamid konularak kapiller elektroforez islemi
baslatildi. Sonuglar cihazdan elde edilen elektroferogramlara gore degerlendirildi. Bu
sonuglarda Adenin piki yesil, Guanin piki siyah, Sitozin piki mavi ve Timin piki kirmiz1
renkle gosterildi. Dizileme sonuglart NCBI BLAST (Basic Local Asligment Search
Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ve Finchtv versiyon 1.4.0 programlari

kullanilarak bilgisayar ortaminda analiz edildi (Ek 2., Ek 3., Ek 4. ve EK 5.).

Dizi analizi sonucunda saptanan degisimlerin tanimlanmis SNP olup olmadiklart NCBI
Entrez SNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) ve ENSEMBL GeneSNPView

(www.ensembl.org/genesnpview) veri tabanlari kullanilarak degerlendirildi.

3.5. Gercek Zamanh PZR Optimizasyon Calismalari
Periferik venoz kan Orneklerinden total RNA kalibi kullanilarak random hexamer

primerleri araciligiyla ¢cDNA sentezlendi. Hedef PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80
genlerinin mRNA ifadesi seviyesini belirlemek i¢in bu genlere 6zgii primerler kullanildi
(Tablo 3.7.). ¢cDNA kalibi ve primerler varliginda, prob igeren polimeraz enzimi

kullanilarak kantitatif PZR gerceklestirildi.

3.5.1. RNA izolasyonu
Periferal kan oOrnekleri santrifiij edilerek c¢okertildi. Eritrositler, liziz soliisyonu

kullanarak uzaklastirildi ve kalan ¢ekirdekli hiicrelerden silika kolon yontemi ile iiretici
firmanin talimatlarina uygun sekilde total RNA eldesi gerceklestirildi (NucleoSpin®
RNA Blood Midi (MN-740200.50, Germany)). RNA Kkalitesi ve miktar1 nanodrop
spektrofotometre (BioDrop) ile spektrofotometrik olarak 6lgiildii. 260nm/280nm dalga
boyunda elde edilen RNA’nin saflig1 ve miktar1 belirlenip saflik oranlar1 1,8 civari olan
RNA ornekleri cDNA sentezi i¢in -20°C’de saklandi.
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10.

11.

12.

13.

RNA izolasyonu basamaklari;

15 ml'lik bir falkon tiipiin i¢ine EDTA’1 tiipten 1,3 ml’lik kan alind1.

Uzerine 1,3 ml’lik Liziz Buffer DL eklendi ve el yardimiyla hafifce alt-iist
yapildi.

Ardindan 33 pl Proteinaz K eklenir ve oda sicakliginda 3-15 dk. tiip
calkalayicida inkiibe edildi.

Tiipe 1,3 ml %70 etanol eklendi ve giiclii bir sekilde karigtirildi.

Lizat (~ 4000 ul) 15 ml toplama tiipiine yerlestirilmis bir NucleoSpin® RNA
Blood Midi Columb igine aktarildi.

Kolonun iizerine 1,2 ml MDB (membrani tuzdan arindirma) tamponu eklendi ve
4,500xg'de 3 dakika santrifiij edildi.

Kolona 240 ul rDNase eklenir ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
Birinci yikama islemi i¢in NucleoSpin® RNA Kan Midi kolonuna 1 ml RB2
tamponu eklendi ve 4,500xg'de 3 dakika santrifiij edildi. Sivi kism1 igeren tiip
siviyla birlikte atildi ve filtreli kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Ikinci yikama islemi icin NucleoSpin® RNA Kan Midi kolonuna 3 ml RB3
tamponu eklendi ve 4,500xg'de 3 dakika santrifiij edildi. Sivi kismi1 igeren tiip
stviyla birlikte atildi ve filtreli kolon (niikleaz igermeyen) yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi.

10 pl eliisyon yapilmig RNA basma 0,5 pl rDNase eklendi ve orta derecede
karistirildu.

Tiipiin alt kismindaki tiim siviy1 toplamak icin kisa siire (~2.000xg'de ~1saniye)
santrifiij edildi ve 37 °C'de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Kolona 200 pl RNaz icermeyen H20 eklendi. 4,500xg'de 3 dakika santrifiij
edildi. RNA, 1.5 ml toplama tiipiine ayrismis oldu.

Islem tekrarlandi ve ayni &rnekten ikinci bir eliisyon elde edilerek -20°C’de

saklanda.
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3.5.2. RNA’dan cDNA Sentezi
AccuPower RT PreMiks (Katalog No:2043) kiti kullanilarak Tablo 3.6.’da gosterildigi

gibi bir steril tiip i¢inde sablon RNA ve primeri karistirildi. Kullanilan primerlerin

sentezi Sentebiolab Biyoteknoloji (Tiirkiye) firmasina yaptirilmistir.

Tablo 3.6. cDNA Sentezi Kimyasal Protokolii

Reaksiyon 20 ml reaksiyon | 50 ml reaksiyon

Karisim
Sablon RNA | Total RNA 0.5~1mg 1~2 mg

Poly(A) RNA 0.05~0.1 mg 0.1~0.2 mg
Primer (fleri | Oligo dTis 0.5mg (100 pmol) | 1 mg (200 pmol)
bia da G Spesifik sekans 10~30 pmol 20~50 pmol

RNA’dan cDNA sentezi basamaklari;

6.

Spesifik primer ileri ya da geri olmak iizere tek bir primer 10-30 pmol olarak
hazirlandi.

10 ml total RNA ve 3 ml ileri primer (10 pmol) karisim hazirlandi.

70°C’de 5 dakika boyunca inkiibasyona birakild1 ve ardindan buz kalibinda ya da
sogutulmus blokta bekletildi.

Karisim kiti icinden ¢ikarilan test tiiplerine aktarildi ve 37 ml distile su ilave
edildi.

45°C’de 1 saat (cDNA sentezi), 94°C’de 5 dakika (RTaz inaktivasyonu) olmak
lizere sirayla inkiibe edildi.

PZR i¢in karisimdan 5 ml alind1.

Elde edilen cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri (Denovix Marka DS-11+ Model

Mikro Hacimli Nanodrop) spektrofotometre ile yapildi.

3.5.3. Kantitatif PZR
Kullanmis oldugumuz GreenStar qPCR Master Mix protokolii, 20 ul’lik reaksiyon

hacmi

hazirlamak icin 1-100 ng arasinda cDNA eklenmesini Onermektedir.

Calismalarimizda BIONEER Marka AccuPower GreenStar qPCR PreMix (Katalog no:

K-6210) kullanildi. Bu miksler, PZR kosullar1 i¢in gerekli tiim materyali igerisinde
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bulundurdugu igin sadece primer ve 6rnek cDNA’s1 eklenerek kullanildi. Reaksiyonda

kullanilan primerler Tablo 3.7.’de verilmistir.

Tablo 3.7. Kantitatif PZR’de Kullanilan Primerler

Gen Kullanilan primerler Referans
PD-1 fleri: 5-CCCTGGTGGTTGGTGTCGT-3' (Wang ve ark., 2017)
Geri: 5'-GCCTGGCTCCTATTGTCCCTC-3'

PD-L1 ileri: 5-GGTGCCGACTACAAGCGAAT-3' (Wang ve ark., 2017)

Geri: 5-ATGGTCACTGCTTGTCCAGATG-3’

CTLA-4 | lleri: 5-AGCCAGGTGACTGAAGTCTG-3
Geri: 5-CATAAATCTGGGTTCCGTTG-3’

CD80 [leri:5>-CTCACTTCTGTTCAGGTGTTATCCA-3’
Geri: 5>-TCCTTTTGCCAGTAGATGCGA-3’

GAPDH | lleri:5-CTTTGTCAAGCTCATTTCCTGG-3’
Geri: 5°-TCTTCCTCTTGTGCTCTTGC-3’

(Mo ve ark., 2018)

(Scarpa ve ark., 2016)

(Mo ve ark., 2018)

Tablo 3.8.’de belirtildigi gibi hazir reaksiyon tiiplerine eklenen primerler ve 6rnek
cDNA’nin (veya negatif kontrol i¢in PZR Grade su) iizerine PZR Grade su ile son 6rnek

hacmi 20 pl’ye tamamlanarak Tablo 3.9°da gosterilen protokole gore ¢alisildi.

Tablo 3.8. Kantitatif PZR Kimyasal Protokolii

PZR Reaksiyon Karisimi 1 Reaksiyon icin Hacmi
gPCR Master (SYBR) 10 ul
Ileri Primer 1 ul
Geri Primer 1 ul
Ornek cDNA 5ul
PZR Grade su 3ul
Toplam 20 pl

Tablo 3.9. Kantitatif PZR Reaksiyon Kosullar

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangue 95 5 dakika 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 20 saniye
Baglanma 55 40 saniye 38
Uzama 60 45 saniye
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Hazirlanan miksler, optik seffaf filme kapli 0,2ml’lik PZR tiipleri i¢erisinde (BIONEER
Marka ExiSpin Model Vortex-Mixer cihazi ile homojenligi saglandiktan sonra)
BIONEER Marka ExiCycler96 Model Q-PCR cihazina yerlestirildi. Tablo 3.9.’da
gosterilen deneylerin amplifikasyon kosullari, (SyberGreen Master Mix ig¢in gerekli
sicaklik, siire ve dongii sayilar1) zaten BIONEER (Cihazlari, Master Mix’leri ve Primer-
Prob’larin fireticisi) tarafindan optimize edildigi i¢in ¢alismalardan olumlu sonuglar

alindi.

Ct/Esik Degeri

Sekil 3.1. Ornek Amplifikasyon Egrileri

SYBR Green yontemiyle yapilan kantitatif PZR’nin baslangicinda ortamda tek zincirli
cDNA molekiilli, primerler ve reaksiyon tampon ¢ozeltisi iginde SYBR Green boyasi
bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest cDNA molekiilii tek zincirli oldugu i¢in ¢cok az bir
floresan 151ma yapmaktadir. Primerler baglanip uzama basladiginda ise SYBR Green,
cift zincirli cDNA’nin arasma girerek floresan yayilimi baglatmaktadir. Baslangigtaki
dongiilerde zayif olan floresan sinyal; olusan ekspresyona bagli olarak belirli sayida
cogaltim sonrasinda ilerleyen dongiilerde hizla artmaya baslamaktadir. Bu artis miktar
Q-PCR cihazinin 2D-CCD kamerasinin algilayabildigi miktara ulastiginda Ct (Cycle
Treshold: Ilk algilanma, Esik degeri) olarak algilanmakta ve analiz yazilimi bu degerleri

kullanarak sonug¢ vermektedir (Sekil 3.1. ve Ek 6.) (Monis ve ark., 2005).

Gergek zamanh kantitatif PZR'den elde edilen veriler, asagidaki formiile dayali olarak
hastalardaki mRNA ekspresyon seviyelerinin degerini hesaplamak i¢in ‘kat-degisimi (2-
AACt: kullanilir. Goéreceli gen ekspresyon seviyesini hesaplamak igin su sekilde

uygulanir:
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1) Hedef genin Ct degeri, ekspresyon seviyesi bir hiicrede her zaman ayn1 olan house-

keeping (referans/gardiyan) genin Ct degerinden ¢ikartilir. Bu degere, “delta Ct” dentir.

ACt = Ct (hedef) — Ct (referans)

2) Hasta grubunun delta Ct degerleri, kontrol grubunun delta Ct degerlerinden sirasiyla

cikartilarak “delta delta Ct” degerleri bulunur.

AACt = ACt (hedef) - ACt (kontrol)

3) Hesaplanan degerlerin her bir replikasyon dongiisiindeki artan veya azalan kat
sayisini bulmak i¢in ise 2 {izeri negatif kuvveti alinir. Bu yontemin nihai sonucunda

hedef gen ekspresyonunun kat degisimi elde edilir.

Kat degisimi = 2744t

24ACt 1 hasta bireylerdeki gen ekspresyonunun saglikli bireylerden daha yiiksek

oldugu anlamina gelir.

244Ct <1 hasta bireylerdeki gen ekspresyonunun saglikli bireylerden daha diisiik oldugu

anlamina gelir.

2°48Ct =1 hasta bireylerdeki gen ekspresyonunun saglikli bireylerdekine esit oldugu

anlamina gelir.

Calismalar, iki tekrarli deney seti halinde gerceklestirildi. Gen ifadesi analizi i¢in tim
orneklerin Ct degerleri, referans (house-keeping) gen olarak kullanilan GAPDH’ye
Livak (kat-degisimi, 224¢") ydntemiyle Microsoft Excel 2010 Bilgisayar programi
araciligiyla oranlanarak yaklasik kat degisimi bulundu (Livak ve Schmittgen, 2001).

3.6. Akis Sitometri Calismalari
Periferik kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) “gradyan yontemi” kullanilarak izole

edildi. T lenfosit profilinin belirlenmesi i¢in PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 proteinlerine kars1
antikor varlhig1 ve diizeyleri degerlendirildi. Calismaya dahil edilen toplam 40 vakanin
sodyum-heparinli plazma tiiplerine alinmis periferik kan 6rneklerinden LMS (Sigma-
Aldrich) uygulamasiyla mononiikleer hiicreler elde edildi. CD3, CD4, CD8, PD-1, PD-

L1 ve CTLA-4 proteinlerine 6zgiil floresan isaretli monoklonal antikorlarla boyandi.
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Orneklerden elde edilen floresan isaretli hiicrelerin ekspresyon seviyelerinin yiizde
oranlar1 8 renkli akim sitometri cihazi (FACSCanto II, Becton Dickinsen, San Jose, CA.)
ile degerlendirildi ve FACS Diva yazilimi ile analiz edildi. En gec¢ 4 saat icinde veri

toplama islemi tamamlandi. (Tim 6rneklerde veriler ayn1 giin toplandi.)

Periferik kan mononiikleer hiicre izolasyonu asamalari;

1. Sodyum-heparinli tiiplere her olgu i¢in 4 ml kan alinir oda sicakliginda
laboratuvara ulastirildi.

2. 15 ml’lik bir falkon tiipiine aliman 4 ml kan aynmi hacimde fosfatla
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi olan PBS ile seyreltildi.

3. Olusturulan karisim, 3 ml oraninda Ficoll (Lympho-paque) bulunan yeni bir
falkon tiipiin i¢ine yavasca eklendi.

4. 1600 rpm’de +4°C’de 30 dk santrifiij (Gyrozen 1580R santrifiij cihazi
kullanildi) edildi.

5. Santriflij sonras1 fazlarina ayrilan 6rnegin periferik kan mononiikleer hiicre
tabakasi yeni bir falkon tiipiine toplandi. Toplanan hacim kadar PBS eklenerek
1800 rpm’de 10 dakika, +4°C’de santrifiij edildi.

6. Ardindan pelletin (hiicreler) tistiinde kalan slipernatant uzaklastirildi. PBS ile
yikama islemi ikinci kez tekrar edildi.

7. Becton Dickinson (BD) Pharmingen Stain Buffer ile (FBS) ml’de 1 milyon
hiicre olacak sekilde seyreltip hiicre sayimi1 yapildi.

Degerlendirme Oncesi polistren ¢alisma tiipleri hazirland1 ve tretici firmalarin
(FC Biolegend ve Becton Dickinson) belirtilen tavsiyeleri dogrultusunda tiim 6rnekler

icin asagidaki boyama prosediirii gergeklestirildi.

Boyama Prosediirii:
1. Calisma tiiplerine olgularin bilgileri, kurulacak panel ve kullanilacak antikorlar
yazildu.
2. +4°C’de saklanan floresan isaretli antikorlar oda sicakligina getirilir ve 30 saniye

vortekslendi.
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10.

11.

12.
13.

izotipi
izotipi
izotipi
izotipi (IgG1-B273447-Katalog No: 400111), CD274 (B7-H1, PD-L1) (FITC-B273337-
Katalog No: 393605) ve izotipi (IgG1-B206036-Katalog No: 400109), CD152 (CTLA-

Caligma tiliplerinin en dibine koyulacak sekilde antikorlar ve izotipleri
yerlestirilerek dagitildi.

FBS ile seyreltilen hiicreler ¢alisma tiiplerine eklendi. (Hedeflenen her tiipe
~1*10¢ hiicre dagitilmasidir ancak bu rakama ulagilamayabilir.)

Antikor (Hiicre i¢i boyama i¢in CTLA-4 antikoru sonraki basamaklarda eklendi)
ve Ornek eklenmis ¢alisma tiipleri +4°C’de, 20 dakika karanlikta bekletildi.
Yikama islemi i¢in c¢alisma tiiplerine 500 pl FBS ilave edildi, vortekslendi.
Calisma tiipleri 300g hizda 5 dakika santrifiij edildi. Tipler tek hamlede ters
dondiiriilerek (hiicre kaybi olmadan) silipernatant atildi. Bu basamak iki kez
tekrarlanda.

Calisma tiiplerindeki hiicrelerin fiksasyonu i¢in 1/10 oraninda Permeabilizing
Soliisyonu/ distile su (BD FACS Permeabilizing Soliisyonu 2 (Katalog no:
347692)) hazirlanmig 1000 pl’lik karisimdan ¢alisma tiiplerine 500’er pl eklendi.
Karanlik ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda c¢alisma tiipleri 300g hizda 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant kismi uzaklastirildi.

FBS ile yikama islemi iki kez tekrarlandi.

Calisma tiiplerine CTLA-4 (CD152) floresan antikoru ve izotipinden eklendi.
+4°C’de, 20 dakika karanlikta bekletildi.

Caligma tiipleri 300g hizda 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi
uzaklastirildu.

FBS ile yikama islemi iki kez tekrarlandi.

Stipernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplerde kalan hiicre pelleti wash buffer ile

kaldirild1 ve en kisa siirede cihazda okutuldu.

Floresan isaretli antikorlar; CD3 (APC/Cyanine7-B265232-Katalog No: 300317) ve

(Katalog No: 300318), CD4 (Pacific Blue™-B258543-Katalog No: 300524) ve
(Katalog No: 400131), CD8 (PE/Cyanine7-B276276-Katalog No: 344750) ve
(Katalog No: 400125), CD279 (PD-1) (PE-B252642-Katalog N0:329905) ve
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4) (APC-B264772-Katalog No: 369611) ve izotipi (IgG1l-B228262-Katalog No:
400221) olarak segildi. (FC BIOLEGEND)

Yardime1 T lenfosit profilinin belirlenmesi igin CD3CD4 kapisi alinarak CD3*CD4*PD-
1%, CD3*CD4*PD-L1", CD3*CD4'CTLA-4" hiicreler segcildi. Sitotoksik T Ilenfosit
profilinin belirlenmesi i¢in CD3CD8 kapisi alinarak CD3"CD8"PD-1", CD3*CD8*PD-
L1", CD3"CD8'CTLA-4" hiicreler se¢ildi. Pozitif ve negatif hiicreler izotip kontrolii ile
boyama yapilirken belirlendi. Bu veriler kullanilarak hiicre oranlar1 hesaplandi (Ek 7. ve
Ek 8.).

3.7. Istatistiksel Analiz/Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS Statistics for Windows Version 22 ve R.3.3.2
yazilimlarindan yararlanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerin iki grup karsilagtirmalart Mann-
Whitney u testi, {ic grup karsilastirmalar1 Kruskal Wallis H testi ile gergeklestirildi. ikili
karsilastirmalar i¢in post-hoc testlerinden Dunn testi kullanildi. Normal dagilim gosteren
degiskenlerde iki grup karsilastirmalari icin Independent samples t testi, li¢ grup
karsilastirmalart Anova testi ile gerceklestirildi. Kategorik degiskenler i¢in gruplar
arasindaki dagilimsal iliski Chi-Square testi ve Fisher-Freeman-Halton Exact testi ile
degerlendirildi. Istatistik parametreleri MeantStandard Deviation, Median (Quartile
%25 (Q1)-Quartile %75 (Q3)) ve n (%) ile ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 20 kisilik DBBHL hasta grubunun 9 tanesi Germinal Merkez B
Hiicreli (GCB) ve 11 tanesi GCB dis1 alt tiplerini ve hasta grubuyla aymi yas ve
cinsiyette olan 20 Kisilik kontrol grubunu kapsamaktadir (Tablo 4.1.). Hastalarin
demografik 6zelliklerinin hastaligin alt tiplerine gore dagilimi Tablo 4.2.’de verilmistir.
Hastalarin yaslar1 24 ile 83 arasinda degigsmekte olup yas ortalamasi 59,95+15,78 idi.
Olgular yas dagilimina gore degerlendirildiginde; 60 yas ve altindaki vaka sayist 9
(%45), 60 yas iizerindeki hasta sayis1 11 (%55)’di.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarmin Demografik Ozelliklerinin Dagilimi

Hasta Kontrol

Yas Ortalamatsd 599511578  59,95+15,78

Cinsi tErkek n (%) 10 (50,0) 10 (50,0)
insiye

Kadin n (%) 10 (50,0) 10 (50,0)

sd: Standart Sapma

Tablo 4.2. Hastalarm Demografik Ozelliklerinin Hastaligin Alt Tiplerinde Dagilimi

GCB GCB dis1 Kontrol E) )

degeri

Yas Ortalamaztsd 58,67+£19,56  61,00+£12,81  59,95+15,78 0.949
. Erkek  n (%) 5 (55,6) 5 (45,5) 10 (50,0)

Cinsiyet 5 0.904
Kadin  n (%) 4 (44,4) 6 (54,5) 10 (50,0)

sd: Standart Sapma, Anova; Fisher-Freeman-Halton Exact test;a:0.05

Hasta grubundaki iki hasta primer santral sinir sistemi lenfomasina sahip oldugu icin bu
hastalarin hastalik evresi ve R-IPI skorlamasi degerlendirilmedi. Hastalarin klinik
ozelliklerinin hastaligin alt tiplerine gore dagilimi Tablo 4.3.’te gosterilmistir. Hastalarin

klinik 6zellikleri ile hastaligin alt tiplerinin istatistiksel bir anlam1 bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 4.3. Hastalarm Klinik Ozelliklerinin Hastaligin Alt Tiplerinde Dagilimi
GCBn (%) GCBdisin (%) p degeri

B t var 6 (66,7) 2 (18,2) 0.065
sempromu yok  3(33.3) 9 (81.8)
Kemik iligi var 1(11.1) 1(9.1) 1.00
tutulumu yok 8 (88,9) 10 (90,9)
Bulky hastalik var 2(22.2) 109.1) 0.566
durumu yok — 7(178) 10 (90,9)
0 3(33,3) 6 (54,5)
Ekstranodal tutulu 1 3(3373) 2(18,2)
alan sayisi 2 2(22,2) 1(9.1) 0.820
3 1(11,1) 1(9,1)
4 0(0,0) 1(9,1)
R 2(22.2) 1(11,1)
Ann-Arbor evresi 3 4 (44,4) 5 (55,6) 1.00
4 3(33,3) 3(33,3)
1 1(11,1) 1(11,1)
R-IPI Skorlama 2 3(33,3) 3(333) 0.863
3 4 (44,4) 3(33,3)
4 1(11,1) 2(22,2)
0 1(11,1) 3(27,3)
ECOG performans 1 4 (44,4) 4 (36,4)
durumu 2 2(22.2) 1(9,1) 0.619
3 1(11,1) 3(27,3)
4 1(11,1) 0 (0,0)

Chi-Sqaure test; Fisher-Freeman-Halton Exact test;a:0.05

DBBHL’nin molekiiler alt tiplerine gore hastalarin tani aldiklar1 dénemde Olgiilen
laboratuvar verileri Tablo 4.4.’de verilmistir. Hastalarin laboratuvar verileri ile hastalik

alt tiplerinin anlamli farkliliklart yoktu (p>0,05).

Tablo 4.4. Hastalarin Laboratuvar Verilerinin Hastaligin Alt Tiplerinde Dagilimi

GCB GCB dis1 p
Parametreler Ortalamatsd|  Ortalamatsd degeri
Serum LDH U/L 323,78£76,94 352,64+154,05 0.616
Notrofil BIN/mm? 5,19+£2,65 5,26+3,20 0.959
Trombosit BIN/mm? 263,56+81,67 262,09+99,29 0.972
Beta-2 mikroglobulin mg/L 3,27+1,22 2,97+1,46 0.666
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Albumin g/dL 3,69+0,62 3,52+0,62 0.582
Hemoglobin g/dL 10,41+2.28 10,88+2,52 0.670
Lenfosit BIN/mm? 1,60+0,90 1,19+0,54 0.223

Independent samples t test; Mann Whitney U test; Chi Square test; Fisher-Freeman-Halton Exact
test;a:0.05

Olgularin tamami (%100) rituksimab igeren tedavi aldi. 20 olgunun 13’1 (%65) R-
CHOP (Rituksimab-siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin, prednizon), 5’i (%25) R-
miniCHOP, 1’i (%5) R-HDCM (Rituksimab-yiiksek doz sitarabin, ARA-C,
metotreksat), 1’1 (%5) R-MPV (Rituksimab-metotreksat, prokarbazin, vinkristin)

tedavisi aldi.

Hastalarin interim PET takibinde 15 olgu (%93,7) yanitliydr ama 4 olgunun takibi dis
merkezli oldugu i¢in yapilamadi. Tedavi sonrasit 12 olgu (%85,7) komplet yanit gosterdi.
3’linde (%21.4) refrakter ya da stabil hastalik, 5’inde (%35,7) niiks hastalik saptandi.

Hastalardan 5’1 (%29,4) hayatin1 kaybetti. 12’s1 (%70,5) ise hayattaydi ve 3’iliniin takibi
yapilamadi. Hayatin1 kaybeden olgulardan 4’iiniin (2 erkek, 2 kadmn) aktif tedavi
stiresinde, 1’inin (kadin) hastaligin remisyon doneminde bagka nedenlerden Otiirii
eksitus oldugu tespit edildi. DBBHL nin molekiiler alt tiplerine gore olgularin tedavi
rejimi, interim PET takibi, tedavi sonu yaniti, nilks durumu, aktif tedavi durumu ve
sagkalim durumlar1 Tablo 4.5.°te gosterilmistir. Hastalarin prognostik verileri ile

hastalik alt tiplerinin istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi yoktu (p>0.05).

Tablo 4.5. Hastalarin Prognostik Verilerinin Hastaligin Alt Tiplerinde Dagilimi

GCB GCB dis1 deseri
n (%) n (%) pdeg
R-CHOP 6 (6,7) 7 (63,6)
Tedavi Rejimi ~ R-MiniCHOP 3 (33,3) 2 (18,2) 100
R-HDCM 0 (0,0) 1(9,1) .
R-MPV 0(0,0) 1(9,1)
interim PET ~ Yamth 5(83,3) 10 (100,0) -
yanitt Yanitsiz 1(16,7) 0(0,0) :
Tedavi sonu Tam yanit 5(100,0) 7(77,8) 0505
yanltl Y anitsiz 0 (0,0) 2 (22,2) .
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Var 1 (20,0) 4 (44,4)

Niiks Yok 3 (60,0) 3(33,3) 0.775
Primer
refrakter 1(20.0) 2(22.2)

Aktif tedavi  Alor 1(20,0) 5 (55,6) 0.301
Almiyor 4 (80,0) 4 (44,4)

Sagkalim Sag 5(71.4) 7(100) 1.00
Eksitus 2 (28,6) 3 (30,0)

Independent samples t test; ki-kare (2 ) testi; Fisher-Freeman-Halton Exact test;a:0.05

Hasta ve kontrol gruplarina ait numunelerden yapilan DNA dizileme ¢aligmasinda PD-1
(rs2227981), PD-L1 (rs4143815), CTLA-4 (rs231775) ve CD80 (rs2228017)
polimorfizmlerinin siklig1 Tablo 4.6.’da verilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin PD-1,
PD-L1, CTLA-4 ve CD80 genotiplerinde istatistiksel olarak anlamli bir deger bulunmadi
(p>0,05).

Tablo 4.6. PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 Genotiplerinin Hasta ve Kontrol Gruplarinda Dagilimi

Hasta Grubu Kontrol Grubu p

n (%) n (%) degeri

PD-1Genotipi ! 5(25) 6 (30) 0.723
cIT 15 (75) 14 (70)
GIG 7 (35) 8 (40)

PD-L1 Genotipi  CI/G 10 (50) 4 (20) 0.086
cIC 3(15) 8 (40)
GG 2 (10) 4 (20)

CTLA-4 Genotipi 57 13 (65) 10 (50) 0.563
AIA 5 (25) 6 (30)

CD80 Genotipi ~ /© 16 (80) 16 (80) 1.00
GIA 4 (40) 4 (20)

Independent samples t test; Mann-Whitney u test; a:0.05 n: katilimei sayisi

Hasta ve kontrol grubuna ait numunelerden yapilan DNA dizileme ¢alismasinda PD-1
(rs2227981), PD-L1 (rs4143815), CTLA-4 (rs231775) ve CD80 (rs2228017)
polimorfizmleri, hastaligin alt tiplerine gore analiz edilip Tablo 4.7.’de gosterilmistir.

Hastaligin alt tiplerine gore bu genotipler arasinda istatistiki bir fark yoktu (p>0,05).
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Tablo 4.7. PD-1, PD-L1, CTLA-4 ve CD80 Genotiplerinin Hastaligin Alt Tiplerinde Dagilim1

GCB n (%) GCB disin (%) p degeri

PD-1 Genotipi T 2 (40) 3 (60) 1.000
CIT  7(467) 8 (53,3)
GIG  4(57.1) 3(42,9)

PD-L1 Genotipi C/G 4 (40) 6 (60) 0.711
cic  1(333) 2 (66,7)

CTLA-4 Genotipi G/G 1(50) 1(50) 0.962
G/A  6(46,2) 7(53,8) '
AIA 2 (40) 3 (60)

CD80 Genotipi~ ©/G 8 (G79) 10 (62,5) 0.285
GIA  3(75) 1 (25)

Fisher-Freeman-Halton Exact test; test;a:0.05

Gen ifadesi analizi i¢in tiim 6rneklerin Ct degerlerinin (Esik degeri), “kat-degisimi (2

AACt)’ »

yontemiyle yaklasik kat degisimi bulundu. Calismalar, iki tekrarli deney seti

halinde gergeklestirilmis ve esas alinan deger iki tekrarin ortalamasidir. Buna gére PD-1

gen ekspresyonu analizinde kontrol grubunun kat sayisinin 1, hasta grubunun kat

sayisinin 1,62 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.). Hasta ve kontrol gruplarinin PD-1

genine ait ortalama Ct degerleri Tablo 4.8.’de verilmistir. PD-1 gen ekspresyonunun

hasta grubunda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.1. ve Tablo 4.8.).
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Sekil 4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PD-1 Gen Ekspresyon Olgiimleri
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Tablo 4.8. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PD-1 Gen Ekspresyon Olgiimleri

N Ortalama=Sd p
(Ct degerleri) degeri
Hasta 20 21,74+3,04
PD-1
Kontrol 20 24,46+1,59 0.001
Toplam 40 23,10+2,77

Anova, Welch test; n: katilimci sayisi, sd: Standart Sapma, Ct degerleri: Esik Degerleri

PD-L1 gen ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubunun kat sayisinin 1, hasta
grubunun kat sayisinin 3,67 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.). Hasta ve kontrol
gruplarinin PD-L1 genine ait ortalama Ct degerleri Tablo 4.9.’da verilmistir. PD-L1 gen
ekspresyonunun hasta grubunda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.2. ve Tablo
4.9.).
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Sekil 4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PD-L1 Gen Ekspresyon Olgiimleri

Tablo 4.9. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PD-L1 Gen Ekspresyon Olgiimleri

N Ortalama+Sd p
(CT degerleri) degeri
Hasta 20 13,99+0,61
PD-L1
Kontrol 20 16,76+1,09 0.001
Toplam 40 15,38+1,65

Anova, Welch test; n: katilimci sayisi, sd: Standart Sapma, CT degerleri: Esik Degerleri
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CTLA-4 gen ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubunun kat sayisinin 1, hasta
grubunun kat sayisinin 1,48 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3.). Hasta ve kontrol
gruplarinin CTLA-4 genine ait ortalama Ct degerleri Tablo 4.10.’da verilmistir. CTLA-4
gen ekspresyonunun hasta grubunda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.3. ve
Tablo 4.10.).
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Sekil 4.3. Hasta ve Kontrol Gruplarinda CTLA-4 Gen Ekspresyon Olgiimleri

Tablo 4.10. Hasta ve Kontrol Gruplarinda CTLA-4 Gen Ekspresyon Olciimleri

N Ortalama+Sd p
(CT degerleri) degeri
Hasta 20 16,01+1,12
CTLAA4
Kontrol 20 17,45+1,21 0.001
Toplam 40 16,73+1,36

Anova, Welch test; n: katilimci sayisi, sd: Standart Sapma, CT degerleri: Esik Degerleri

CD80 gen ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubunun kat sayisinin 1, hasta grubunun
kat sayisinin 0,83 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.). Hasta ve kontrol gruplarinin
CD80 genine ait ortalama Ct degerleri Tablo 4.11.°de verilmistir. CD80 gen
ekspresyonunun kontrol grubunda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.4. ve Tablo
4.11)).
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Sekil 4.4. Hasta ve Kontrol Gruplarinda CD80 Gen Ekspresyon Olgiimleri

Tablo 4.11. Hasta ve Kontrol Gruplarinda CD80 Gen Ekspresyon Olgiimleri

N Ortalama+Sd p
(CT degerleri) degeri
Hasta 20 24,23+0,84
CD80
Kontrol 20 23,78+0,87 0.110
Toplam 40 24,01+0,87

Anova, Welch test; n: katilimci sayisi, sd: Standart Sapma, CT degerleri: Esik Degerleri

Hasta ve kontrol gruplarinda PD-1 (rs2227981) polimorfizminin PD-1 ekspresyon
seviyelerine etkisine bakildiginda C/T genotipine sahip hastalarin, C/T genotipine sahip
saglikli bireylere kiyasla PD-1 ekspresyon seviyesi yiiksekti (p=0.012). T/T genotipi
icin hasta ve kontrol grubunda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Hastalardaki

yiiksek PD-1 ifade diizeyi ile bu SNP’nin iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hasta ve kontrol gruplarinda PD-L1 (rs4143815) polimorfizminin PD-L1 ekspresyon
seviyelerine etkisi incelendiginde en yiiksek ekSpresyon seviyeleri sirasiyla C/G, G/G
ve C/C genotipidir. C/G genotipine sahip hastalarin, C/G genotipine sahip saglikli
bireylere gore PD-L1 ifadesi daha yiiksekti (p=0.007). G/G genotipine sahip hastalarda
kontrollere gore yiiksekti (p=0.003). C/C genotipi i¢in her iki grupta anlamli bir fark
yoktu (p>0.05). Sonug olarak hastalarda yiiksek PD-L1 ifade diizeyi ile bu SNP’nin

iliskili olabilecegi sdylenebilir.
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Hasta ve kontrol gruplarinda CTLA-4 (rs231775) polimorfizminin CTLA-4 ekspresyon
seviyelerine etkisi incelendiginde en yiiksek ekspresyon seviyeleri sirastyla G/A, A/A
ve G/G genotipidir. G/A genotipine sahip hastalarda, G/A genotipli kontrollere gore
CTLA-4 ifadesi daha ytiksekti (p=0.006). Diger genotipler i¢in her iki grupta da anlaml
bir fark bulunmadi (p>0.05). Hastalarda yiiksek CTLA-4 ifade diizeyi ile bu SNP’nin
iliskili olabilecegi tahmin edilmektedir.

Hasta ve kontrol gruplarinda CD80 (rs2228017) polimorfizminin CD80 ekspresyon

seviyelerine etkisinin istatistiksel anlam1 bulunamadi (p>0,05).
Hastaligin alt tiplerine gore bu genotipler arasinda istatistiki bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.12.”de hasta ve kontrol gruplarinin Akis Sitometri verilerine gére CD4"PD-1" ve
CD4'PD-L1" hiicrelerinin ekspresyon (%) diizeylerinin istatistiksel agidan anlaml
oldugu tespit edilmistir (sirastyla p=0.010, p=0.002). Diger veriler i¢in elde edilen p
degerleri 0,05 degerinden biiyiik oldugundan anlaml fark yoktur. Buna gére CD4"PD-1"
ve CD4'PD-L1" hiicre ekspresyon (%) diizeyleri, hasta grubunda daha yiiksek

bulunmustur.
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Tablo 4.12. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Akis Sitometri Sonuglarinin (%) Diizeyleri

Hasta Grubu (n:20) Kontrol Grubu (n:20) p degeri
Lenfosit? Ortalama+SD 65,10£19,19 65,04+19,62 0.992
(CD4*)P Medyan (Q1-Q3) | 36,85(14,85-43,65) 36,05(16,65-40,50) 0.602
(CD4*PD-1*)P Medyan (Q1-Q3) | 30,20(16,10-40,05) 13,60(6,80-25,65) 0.010*
(CD4*PD-L1%)P Medyan (Q1-Q3) 32,00(23,40-34,75) 12,25(4,30-19,10) 0.002*
(CD4*CTLA-4%)P Medyan(Q1-Q3) | 21,65(8,60-41,55) 14,95(5,90-23,60) 0.121
(CD8*")2 Ortalama+SD 25,60+9,80 25,25+12,37 0.920
(CD8*PD-1%)2 Ortalama+SD 34,6+17,01 32,62+20,18 0.738
(CD8'PD-L1%)P Medyan (Q1-Q3) | 30,80(27,30-39,85) 30,55(22,20-34,70) 0.602
(CD8*CTLA-4%)b Medyan (Q1-Q3) 33,45(21,65-53,90) 22,35(8,00-44,00) 0.201
(CD3*CD4*PD-1*PD-L1%)P | Medyan (Q1-Q3) | 3,25(0,60-5,95) 2,10(0,35-4,40) 0.461
(CD3*CD8'PD-1*PD-L1%)P | Medyan (Q1-Q3) | 1,55(0,30-4,65) 4,50(0,40-8,85) 0.341

3Independent samples t test; PMann-Whitney U test: a:0.05; *gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
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Olgulardan edilen Akis Sitometri verilerine gore GCB ve GCB dis1 gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir. Tablo 4.13.’te

gore hastaligin alt tipleri arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0.005). Ancak CD4'PD-1" hiicrelerinin ekspresyon (%) diizeyleri

agisindan GCB dis1 grup ile kontrol grubu arasinda, CD4*PD-L1" hiicre ekspresyon (%) diizeyleri, GCB grubu ile kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (sirasiyla p=0.034 ve p=0.005).

Tablo 4.13. Hastaligin Alt Tiplerinde Akis Sitometri Sonuglarinin (%) Diizeyleri

GCB GCB dis1 Kontrol p degeri
(Lenfosit)** Ortalama=SD 62,38+21,69 67,33+17,64 65,04+19,62 0,854
CD4” Medyan (Q1-Q3) | 39 50 (12,50-41,50) 34,50 (16,00-48,70) 36,05 (16,65-40,50) | 0.740
CD4"PD-17 Medyan (Q1-Q3) | 54 70 (16,70-38,00) 34,60 (15,50-56,00)° 13,60 (6,80-25,65)° | 0.034*
CD4'PD-L1* Medyan (Q1-Q3) | 338 (33,00-51,70) | 30,10 (13,40-32,00) 12,25 (4,30-19,10)* | 0.005*
CD4"CTLA-4" Medyan (Q1-Q3) | 53 50 (15,20-31,50) 20,10 (8,60-41,70) 14,95 (590-23,60) | 0.297
(CDg"** Ortalama+SD 29,3149,96 22,56+8,99 25,25+12,37 0.404
(CD8*PD-1)™* Ortalama=SD 43,40+18,25 27,40+12,50 32,62420,18 0.147
CD8'PD-L1" Medyan (Q1-Q3) | 59 99 (25,00-38.70) 31,10 (29,60-41,00) 30,55 (22,20-34,70) | 0.777
CD8'CTLA-4" Medyan (Q1-Q3) | 33 59 (19,80-41,00) 33,70 (23,50-83,00) 22,35 (8,00-44,00) 0.188
CD3*CD4'PD-1"PD-L1" | Medyan (Q1-Q3) |, 54 (5 50.13,00) 250 (,30-4,50) 2,10 (,35-4,40) 0.404
CD3"CD8'PD-1*PD-L1* | Medyan (Q1-Q3) | 54 (60.9 60) 1,20 (,10-2,50) 4,50 (,40-8,85) 0.132

Kruskal Wallis H test; Post-hoc:Dunn test; **Anova; a:0.05; * gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlaml1;* GCB grubu ile farklilik anlamli; ® GCB
dis1 grubu ile farklilik anlamli; © Kontrol grubu ile farklilik anlamli
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5. TARTISMA

Non-Hodgkin lenfoma (NHL) tiplerinden biri olan Diffiiz biiyiikk B hiicreli lenfoma
(DBBHL), NHL vakalarinin yaklasik %30-%40 olusturan agresif seyirli bir
neoplazmdir. Cocuk ve geng erigkinlerde dahil olmak iizere her yasta goriilebilmesine
karsin ortalama goriilme yasi altinct ve yedinci dekattir. Erkeklerde kadinlara kiyasla
daha sik tespit edilmektedir (Siegel ve ark., 2021) (https://www.seercancer.gov, Erisim
tarihi: 24 Mart 2021).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada 369 DBBHL hastasinin medyan yas1 61 (16-81 arasi),
kadin hasta sayis1 178 (%48,2) ve erkek hasta sayis1 191 (%51,8) olarak belirlenmistir
(BAKIRTAS ve ark.). Calismamiza dahil edilen 20 olgunun 10’u kadin (%50), 10’u
erkektir (%50). Olgularin yas araligi 24 ile 83 arasinda degismekte olup ortalama yas
59,95+15,78°dir.  Literatiir ile uyum gostermeme nedeninin hasta sayisindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

WHO’nun 2016 yilindaki biiylik B hiicreli lenfomalarin smiflamasinda DBBHL,
molekiiler alt tiplerine gére Germinal Merkez B Hiicreli (GCB) ve GCB dis1 (Aktive B
Hiicreli (ABC)) seklinde degerlendirilmektedir (Swerdlow ve ark., 2017). Gen
ekspresyon profili g¢aligmalari, B hiicresi malignitelerinin gen ekspresyonundaki
benzerliklerine gore alt tiplere ayirmistir. Bu ¢aligmalardan birinde Alizadeh ve ekibi,
hastaligt GCB-DBBHL ve ABC-DBBHL alt tipleri ve kalan 9%10-15'
siniflandirilamayan hastalik grubu seklinde {ice ayirmistir. Bu alt tipler, B hiicresi
farklilasmasinin farkli asamalarindan kaynaklanir ve timdr proliferasyonunu ve hayatta
kalmasin1 destekleyen farkli onkogenik anormallikler kazanir. Hastaligin molekiiler
patogenezinde, prognozunda ve tedaviye yanitinda birtakim farkliliklara sahip oldugu
icin 6nemlidir (Alizadeh ve ark., 2000). Calismamizdaki olgulari, hastaligin molekiiler
alt tiplerine gore degerlendirmemizin temelini de bu farkliliklar1 tespit edebilme

diistincesi olusturmaktadir.

DBBHL’nin molekiiler alt tiplerine gore siniflandirdigimiz 9 tane GCB, 11 tane GCB
dis1 hastalarin klinik bulgularinda (B semptomu, ECOG performans durumu, kemik iligi
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tutulumu, Bulky hastalik durumu, ekstranodal tutulu alan sayisi, Ann-Arbor evresi, R-1PI
Skorlama ve ECOG performans durumu) istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaistir (p>0,05).

Vakalarimizin tani aldiklar1 donemde 6l¢iilen laboratuvar verileri (serum LDH, nétrofil,
trombosit, lenfosit, beta-2 mikroglobulin, albumin, hemoglobin diizeyleri) ve prognostik
verileri (tedavi rejimi, interim PET takibi, tedavi sonu yaniti, niiks durumu, aktif tedavi

durumu ve sagkalim) degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p>0,05).

Immiin sistemimiz, kanser hiicrelerini algilamada, kontrol altina almada ve yok etmede
merkezi bir rol oynar. Fakat immiin sistemin kontrol mekanizmalarini manipiile ederek
immiin gozetiminden kagmay1 basaran kanser hiicreleri ¢ogalip yayilmaya devam eder.
T hiicre fonksiyonunu bloke eden immiin kontrol noktalarinin baskilanmasi bir anti-
kanser stratejisidir ve kanser hiicresinin klinik progresyonunda dramatik bigimde
onemlidir. Bu sebeple immiin kontrol noktasi inhibitorlerini hedef alan immiinoterapi,
kanser tedavisi lizerine yapilan ¢aligmalarla yerini saglamlastiran oldukca basarili bir

stratejidir (Hirata ve Sahai, 2017).

PD-1/PD-L1 sinyal yolagi, tiimor mikrogevresinde immiin toleransin indiiklenmesini ve
stirdiiriilmesini kontrol eder. PD-1 ve ligandlar1 PD-L1 veya PD-L2'nin aktivitesi,
kanserde T hiicresi aktivasyonundan, proliferasyonundan, sitotoksik sekresyondan ve
dejenere edici anti-timor immiin tepkilerinden sorumludur. PD-1/PD-L1 yolags;
PIBK/AKT, MAPK, JAK-STAT, WNT, NF-«B ve Hedgehog gibi karsinogenezde kritik
rol oynayan sinyallerle modiile edilebilir. Ayrica malign hematolojik hastaliklarda rol
oynayan bazi mikroRNA’larin (miR-155, miR-34, miR-33a, miR-21, miR-873, miR-
146a) ve uzun kodlanmayan RNA'larin (AFAP1-AS1, NKX2-1-AS1, UCA1, SNHG20,
MALAT1) PD-1/PD-L1 yolagiyla iliskili oldugu gosterilmistir (Han ve ark., 2020).
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Klinik bakis agist goz oOniine alindiginda PD1/PD-L1 yolaginin 6nemi, yumurtalik
kanseri (Hamanishi ve ark., 2007), meme kanseri (Haghshenas ve ark., 2011), kolorektal
kanser (Catalano ve ark., 2018), mide kanseri (Wu ve ark., 2006), bas ve boyun skuaméz
hiicreli karsinomu (Hsieh ve ark., 2019), kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri (Yin ve
ark., 2014), Hodgkin lenfoma (Ansell ve ark., 2015), diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma da

(Armand ve ark., 2013) dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli tiimor tiplerinde incelenmistir.

PD-1 ekspresyonuna yonelik bir ¢aligmada, anjiyoimmiinoblastik T-hiicre lenfomasinda
PD-1 ifadesinin, anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma ve primer kiitandz T hiicre lenfoma
tirlerine gore daha fazla oldugu bildirilmistir (de Leval ve ark., 2007). Yapilan bir
baska ¢alismada ise hem DBBHL tiimor hiicrelerinde hem de tiimor mikrogevresindeki
PD-1/PD-L1 ekspresyon seviyesinin yiiksekliginin kotii prognostik etkiye neden

olabilecegi gosterilmistir (Rosenwald ve ark., 2003).

PD-L1, hem DBBHL tiimor B hiicreleri tarafindan hem de makrofajlar gibi immiin
mikro-ortamlarindan malign olmayan hiicreler tarafindan eksprese edilir. DBBHL
vakalarinin yaklagik %20-30'unda PD-L1 ekspresyonu rapor edilmistir. DBBHL'deki
PD-L1 seviyelerini arastiran ¢aligmalarin geneli GCB disit DBBHL alt tiplerinde daha
yiiksek ekspresyon oranlari bildirmistir (Gravelle ve ark., 2017). Buna karsilik Andorsky
ve arkadaglarinin ¢esitli NHL hiicre hatlar iizerinde yaptiklar1 arastirmada, anaplastik
biiyiik hiicreli lenfomada PD-L1 fazla eksprese edilirken B-hiicresi NHL'de daha az
eksprese edildigini tespit etmislerdir. Ek olarak PD-L1 blokajimin IFN-y, GM-CSF, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a ve MIP-1a salgilanmasini arttirdigini ve PD-L1 molekiiliiniin
lenfoma immiinoterapisi i¢in 6nemli bir hedef olabilecegini vurgulamislardir (Andorsky
ve ark., 2011a). Bir baska calismaya gére ABC-DBBHL'de numune basina PD-L1*
timor hiicrelerinin yiizdesi, GCB-DBBHL'den 8 kat daha yiiksek oldugu ancak
DBBHL'nin her iki alt tipinde de PD-L2 ekspresyonu agisindan anlamli bir iligki
bulunmadigi belirtilmistir (Laurent ve ark., 2015). PD-L1’in aksine DBBHL tiimor
hiicrelerinin, diisiik seviyede hiicre yiizeyi PD-1 eksprese ettigi diisiiniilmektedir. Ancak
Kiyasu ve arkadaglarma ait bir ¢alismada PD-1" tiimor infiltre edici lenfosit (TIL)

sayisinin GCB-DBBHL'de daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Kiyasu ve ark., 2015b).
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Diffiiz bliyik B hiicreli lenfomada, timdr infiltre edici lenfositlerin PD1/PDL1
durumunu aragtiran bir ¢aligmaya gore PD1'in ortalama floresan yogunlugunun (MFI),
DBBHL orneklerinin TIL-T ve CD8TIL'lerinde saglikli bireylerin CD3*T ve CD8*T
hiicrelerininkinden 6nemli 6lgiide daha yiliksek bulundugu ve hastaligin prognozunu

olumsuz etkiledigi belirtilmistir (Chen ve ark., 2021).

Bizim ¢alismamizdaki kantitatif PZR yonteminin sonuglarina gore hastalarin PD-1 ve
PD-L1 mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna gore daha yiiksekti (sirasiyla
p=0.001, p=0.001). Hastaligin alt tiplerinde PD-1 ve PD-L1 ekspresyon seviyeleri
bakimindan anlaml bir fark goriilmedi (p>0.05). PD-1 ve PD-L1 ekspresyonlarindaki

bu degisimin DBBHL progresyonunda énemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizdaki bir diger yontem olan Akis Sitometri sonuglarina gore hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda sadece CD4'PD-1" ve CD4'PD-L1" hiicre ekspresyon (%)
diizeylerinin istatistiki 6nemi olup hastalarda daha fazla oldugu belirlendi (sirasiyla
p=0.010, p=0.002). Bulgumuz literatiirle uyumludur (Nagasaki ve ark., 2020, Vetsika ve
ark., 2017, Xu ve ark., 2001)

Istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olmamasina karsin CD4*, CD4*CTLA-4*, CD8",
CD8'PD-1", CD8'PD-L1", CD8'CTLA-4" ve CD3"CD4'PD-1"PD-L1" eksprese eden
hiicre ylizdeleri hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur
(p>0.005). Benzer bir sekilde hastaligin alt tiplerinde de bu hiicre gruplarinin
ekspresyon yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi
(p>0.05). Fakat GCB alt tipinde; CD4*, CD4*PD-L1*, CD4*CTLA-4", CD8"*, CD8*PD-
1%, CD3"CD4"PD-1"PD-L1", CD3"CD8"PD-1"PD-L1" hiicre ekspresyon (%) diizeyleri,
G