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OZET

Hodgkin Lenfoma’da Mikrogevre Profilinin Degerlendirilmesi

Amac:Hodgkin lenfoma, tam kiir saglanabilen, malign bir hastaliktir. Ancak, hastalarin %15-
20 kadarinda relaps veya niiks goriiliir. Klasik Hodgkin Lenfoma’da Reed-Stenberg hiicreleri
timorii baslatir ve seyrek bulunur. Etrafinda yogun mikrogevre alani bulunur. Mikrocevreyi
olusturan T ve B lenfositlerin rolii tam olarak patogenezde tanimlanamamistir. T lenfosit
fonksiyonlarini diizenleyen Programmed Death-1 (PD-1), Programmed Death Ligand-1 (PDL-
1), Forkhead Box-3 (FOXP-3) ile B lenfosit fonksiyonunu gdsteren granzim B’ nin Hodgkin
Lenfoma mikrocevresi ve prognozu ile iligkili olduguna dair 6nemli ipuglar1 saptanmaistir.
Hastalar ve Yontem: Calismada CUTF Onkoloji Bilim Dalinda Hodgkin Lenfoma tanis alan
ve tedavi edilen hastalardan 62’si caligma grubunu olusturdu. Hastalarin klinik ve demografik
ozellikleri ile klinik, demografik ve laboratuvar verileri gozden gecirildi. Mikrocevre
biyolojisine yonelik PD-1, PDL-1, FOXP-3 ve Granzim B uygun antikorlarla
immunhistokimyasal olarak c¢alisildi; ekspresyon tiimor hiicresi ve mikrogevrede ayri ayri
degerlendirilerek bilinen prognostik parametrelerle kiyasland. Istatistiksel analizler, SPSS 22.0
paket programlari ile yapildi. p degerinin <0.05 olmasi anlamli1 kabul edildi.

Bulgular ve sonuc¢: Yas (p=0,05), evre 4 hastalik (p=0,01), ilk tedavi yanit1 (p=0,03),
hipoalbuminemi (p=0,01), lenfosit sayisinin <1000/mm?® olmasi (p<0,001), nétrofil/lenfosit
orani (p=0,009), 16kosit/lenfosit oran1 (p=0,01), B semptomu (p=0,002) ve IPS-3,4 ve 7 skorlar1
(p=0,03) sag kalimla iliskili bulundu. PD-1, RS hiicre boyanmasinda sadece bir hastada
pozitifti. PD-1’in mikrogevre boyanmasi sag kalimla iligkili bulunmadi (p=0,3). PD-L1’in RS
hiicre boyanmasi ve mikrogevre boyanmasi sag kalimla iliskili bulunmadi (p=0,3 ve p=0,07).
FOXP3 boyamasinda non-spesifik boyanan vaka sayist 36 idi, istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Granzim B’nin RS hiicrelerinde pozitif olmasi sag kalimla iligkili bulunmadi
(p=0,1). Granzim B’nin mikrogevrede boyanmasi, sag kalimla iligkili bulunmadi (p=0,9 ). PD-
L1’in hem RS hiicrelerinde hem de mikrogevrede pozitif boyanmasiyla sag kalim arasinda iligki
bulunmadi (p=0,06). HL’da bilinen prognostik parametreler ve skorlarin yanisira LLO ve IPS-
4 de yararli bulunmustur. Calisilan biyobelirteclerden higbiri tek basina dogrudan sag kalim
iizerine etkili bulunmamistir. Ancak daha genis hasta gruplariyla ¢aligmalar1 giiclendirmek
gelecek tedavi yaklagimlarina yol gosterecektir.

Anahtar Sozciikler: Hodgkin lenfoma, mikrogevre, PD-1, PDL-1, FOXP-3, Granzim B



ABSTRACT

Evalution of Microenvironment Profile in Hodgkin's Lymphoma

Purpose: Hodgkin’s Lymphoma is a curable malignant disease. However, in 15-20% of
patients, the disease recurs or becomes refractory. RS cells are rare in histopathological
specimens and initiate the malignancy. There is dense microenvironment around it. However,
the role of T and B lymphocytes that constitute the microenvironment has not been exactly
defined. Significant clues have been found between prognosis and expression of Programmed
Death-1 (PD-1), Programmed Death Ligand (PD-L1), GRB and Forkhead Box3 (FOXP3)
which are regulating T and B lymphocyte functions.

Patients and Methods: Sixty-two patients diagnosed with Hodgkin's Lymphoma treated at the
Department of Oncology in Cukurova University included in the study. Clinical, demographic
and laboratory data of the patients were reviewed. PD-1, PDL-1, FOXP-3 and Granzim B were
studied with appropriate antibodies immunohistochemically. Expression analysis performed on
tumor cell and microenvironment separately and compared with known prognostic parameters.
Statistical analysis performed with SPSS 22.0 software programs. p value <0.05 was considered
significant.

Results: Age (p=0,05), stage 4 disease (p=0,01), initial response to treatment (p=0,03),
hypoalbuminemia (p=0,01), lymphocyte count <1000/mm3, neutrophil/lymphocyte ratio <3,9
(p=0,009), leucocyte/lymphocyte ratio <3,9 (p=0,01), B symptom (p=0,02) and IPS-3 score
(p=0,03) were found to be associated with event free survival. PD-1 at RS was found to be
positive in only one patient. PD-1 staining in microinvironment was not found to be associated
with event free survival. Staining for PD-L1 neither in RS-cell nor microenvironment were
associated with survival. Non-specific staining for FOXP3 was detected in 36 cases. Intense
staining of granzyme B at RS cells was found to be associated with event free survival. Intense
staining for granzyme B was found in in only two cases statistical analyses was not performed.
Granzim B staining at microenvironment was not associated with survival. There was no
survival difference between simulaneous PD-L1 staining in RS cells and microenvironment,
(p=0,06). In addition to the known prognostic parameters and scores in HL, LLO and IPS-4
score were found to be useful. None of the biomarkers determined in this study were found
associated with survival. However, more studies, with larger patient groups may provide more
precise future treatment approaches.

Key Words: Hodgkin’s Lymphoma, microenvironment, PD-1, PDL-1, FOXP-3, Granzyme B
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1-GIRIS

Hodgkin Lenfoma (HL), lenf nodlarin1 ve lenfatik sistemi etkileyen bir malignitedir.
Hastalari ¢ogu 15 ile 30 yaslarinda tan1 alir, goriilme siklig1 55 yasindan sonra ikinci bir artig
gosterir. Batili iilkelerde en sik klasik HL alt tipi (%95) goriiliirken %5 oraninda nodiiler
lenfosit predominant HL (NLPHL) alt tipi goriiliir. Klasik HL’nin 4 alt tipi vardir: Nodiiler
sklerozan (NS), mikst selliiler, lenfositten fakir ve lenfositten zengin. Klasik HL.’da kemoterapi
ve/veya radyoterapi ile %80 kiir saglanabilir. Ancak, hastalarin %15-20 kadarinda hastalik
tekrar eder veya refrakter hale gelir. HL’ nin kiir oranmin yiiksek olmasi, standart
kemoterapilerin uzun siireli yan etkilerinin daha iy1 anlagilmasmi saglamis ve yeni tedavi

calismalari i¢in tesvik edici olmustur (1).

Klasik HL, inflamatuar arka planda Reed-Sternberg (RS) hiicreleri ile karakterizedir.
LPHL ise, popcorn hiicreleri olarak adlandirilan lenfosit-predominant hiicrelerle karakterizedir.
Klasik HL’da tiimorii baslatan RS hiicreleri yanisira hastaligin biyolojisinde olduk¢a onemli
olan mikrogevre bulunmaktadir. Ancak, mikrogevreyi olusturan T ve B lenfositleri ile diger

hiicrelerin rolii ve patogenezdeki katkisi tam olarak tanimlanamamistir (2).

Tiimor mikrogevresinin kanserde kritik rol oynadigi pek ¢ok c¢alismada gosterilmistir.
Anormal mikrogevre, tiimor gelisiminde, hiicre boliinmesinde ve hastalik progresyonunda rol
alir. Timor mikrogevresinde hiicre-hiicre etkilesimleri olur ve inflamatuar sitokinler salinir.
Klasik HL’da mikrogevre, RS hiicreleri ile reaktif hiicrelerden olusur. Bu reaktif hiicreler;
tiimOr biiylimesini uyaran veya tiimdr hiicresinin devamliligini saglayan ¢oziinebilir (soliibl) ya
da hiicre membranina yapisik molekiiller iiretirler (3). Mikrocevrede T Helper-1 (Th-1), T
Helper-2 (Th-2), T Regiilatuar (Treg), T sitotoksik , malign olmayan B lenfositler ve
makrofajlar bulunur (4). En onemli rolii T helper (Th) lenfositleri oynamaktadir. Th alt
tiplerinin yogunluklar1 timdriin 6zelliklerine gore degigsmektedir (5). Klasik HL’da, sistemik T
lenfosit spesifik immun defektler iyi anlagilmigtir ancak; Th fonksiyonlarmm kompleks ve
heterojen olmas1 nedeniyle mikrocevredeki spesifik rolii net degildir (6). Klasik HL’da T
lenfositlerinin roliiniin tiimor gelisimini ve biiylimesini baskilamak oldugu diistiniilmektedir.
Uzun siire immunsupresif tedavi alan (T lenfositleri baskilanan) hastalarda lenfoma sikliginin

artmasi bu goriisii destekler (2).



RS Hiicreleri, Th2 ve Treg hiicreleri i¢in kemoatraktan olan molekiilleri sentezler. Bu
molekiiller, tiimorii infiltre eden T hiicrelerinde yeniden programlanmayi baslatir. Yeniden
programlanma sonucu immunglobulin siiper ailesinin bir iiyesi olan “Programmed Death-1
(PD-1)” ve onun ligand1 olan PD-L1 iiretilir (2). Klasik HL’da PD-1 diizeyinin yiiksek olmas1
kotii prognozla iligkilendirilmistir (7,8). PD-1; T lenfositler, B lenfositler, NK hiicreleri ve
monositler tarafindan sentezlenir. T lenfosit aktivasyonunu negatif yonde etkiler. PD-1 knock
out farelerde lupus benzeri bir otoimmun hastalik olustugu goézlenmistir (9). PD-1 blokaji, hem
Th hem T sitotoksik hiicrelerinde anti tiimor yanitini artirir (10-12). Lokositlerden salinan PD-
1 seviyesinin yliksek olmasi diisiik sagkalimla iliskilendirilmistir (13). Baz1 ¢aligsmalar, sadece
PD-L1 diizeyinin yiiksek bulunmasinin sagkalim tizerinde bagimsiz bir negatif etken oldugunu
sOylese de; bir calismada PD-L1 ve PD-1’in birlikte yiiksek diizeyde bulunmasmin sagkalim

iizerinde negatif etkisi saptanmustir (14).

FOX ailesi, biiyiik bir transkripsiyon ailesidir. FOXP3, normal T hiicre fonksiyonlarini
diizenleyen esansiyel bir molekiildiir, scurfin olarak da bilinir. Xp11.23 geni lizerinde yer alir.
Bu gen tizerindeki IPEX hastaligina yol agan mutasyonlar, fatal immun disregiilasyona neden

olur (15).

Granzim B iligkili hiicre 6liimii, siklikla sitotoksik T lenfositler ve NK hiicrelerde
goriilen; allojeneik, virusla enfekte olmus hiicreler ve tiimor hiicrelerini elimine etme
yontemidir. NK ve sitotoksik T hiicrelerinde en bol bulunan serin proteazdir. Enfekte hiicre
veya tiimor hiicresi gibi hedef konumdaki hiicre T sitotoksik/NK hiicre tarafindan tanmir.
Perforinle immiinolojik sinaps olusur, granzim B hedef hiicreye transloke olur ve hedef
hiicredeki apoptotik siire¢ baslar (16). Bu yanitin T sitotoksik ve NK hiicrelerine 6zgii oldugu
diisiiniilse de son ¢aligmalar, IL-21 ve B hiicre reseptor stimiilasyonunun B hiicresinde granzim
B’nin aktif formunun iiretimine neden oldugu anlasilmistir. Granzim B salgilayan B
hiicrelerinin otoimmun yanitlarda ve kanser immiinolojisinde 6nemli bir role sahip oldugu

disiiniilmektedir (17).

Bu caligmada, yukarida mikrogevredeki rolleri 6zetlenen PD-1, PDL-1, FOXP3 ve
granzim B’nin mikrogevre lizerindeki rolleri, timdr biyolojisine etkisi, sag kalim ve prognozla
iliskisi arastirilmistir. Bu ¢aligmanin amaci, prognoz lizerine olumlu veya olumsuz etkisi olan

molekiilleri belirleyerek giincel tedavilerde olasi rollerini belirlemektir.



2-GENEL BiLGILER

HL ile iligkili klinik bilgiler 1832 yilinda Thomas Hodgkin tarafindan tanimlanmastur.
Thomas Hodgkin, ilk olarak HL ile iliskili olarak Londra’da Tip ve Cerrah Dernegi Dergisinde
postmortem olarak lenf bezlerinin makroskobik goriiniimlerini vurguladigi 7 olguyu iceren
“T1bbi-Cerrahi Kesitlerde Absorbe Edici Bezler ve Dalakta Morbit Gorliniim” 1simli makalesini
yayinlamistir. Daha sonra 1856 yilinda da Samuel Wilks 45 hastalik bir seriyi yaymlamistir.
HL’ nin histolojik olarak smiflandirilmasi ilk olarak Jackson ve Parker tarafindan 1944 yilinda
yapilmistir. Carl Sternberg ve Dorothy Reed Hodgkin lenfomanin ilk tanimini yapmislardir.
1930’1u yillardan sonra tedavide radyoterapinin etkinligi gosterilmistir. 1k kez 1950 yilinda
klinik evrelendirme yapilmis ve 1970’11 yillardan itibaren de De Vita ve arkadaslar1 kombine
kemoterapi ile tedavi sonuglarini yaymlamistir (18). Klasik HL germinal merkezli B
lenfositlerinden koken alan lenfoid dokunun malin bir hastaligidir. Reed-Sternberg hiicrelerinin
varligi ile karakterizedir. Nodiiler lenfositten zengin HL tipik B hiicre belirleyicilerini eksprese

eder, lenfositik ve histiyositik varyantlar1 bulunur (19).

2-1-EPIDEMIiYOLOJi

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) verileri dogrultusunda 2017 yilinda
ABD’ de 8260 kisi HL tanis1 alacak ve 1070 kisi HL nedeni ile hayatmi kaybedecektir (1).
Geng yetiskinlerde NS, ileri yaslarda ise karigik hiicreli (mikst) histoloji daha sik ortaya ¢ikar
(20). Gelismekte olan tilkelerde cocukluk ve geng erigkinlik doneminde goriiliir ve insidansi

yasla artarken; gelismis iilkelerde daha ileri yaslarda goriiliir (21).

2-2-ETiYOLOJi



Genetik faktorler, enfeksiyoz ajanlar 6zellikle EBV, sigara, ailesel Oykii, immun

yetmezlik etiyolojide suc¢lanmistir.
2-2-A-GENETIK FAKTORLER

HL goriilen bir kisinin aile iiyelerinde HL goriilme riski 3-9 kat artmustir (22).
Etiyolojiyi belirlemeye yonelik caligmalarda kalitimsal yatkinlik yaratan genlerin hastaligin
olusumunda 6nemli basamak oldugu diistiniilmektedir. HLA genleri bu konuda su¢lanmaktadir
ancak hastalikla iligkili HLA alt tipleri net belirlenebilmis degildir. Diger yandan; hangi
ekstrinsik faktorlerin bu genleri aktive ettikleri de net olarak bilinmemektedir (23). Familyal
HL’ nm; klas I HLA A1, B5, B8 ve B18 allelleri arasinda zayif da olsa bir iligki vardir, familyal
NS tip ile HLADRBI1*, 1501, DQA1*, 0102, DQBI1*, 0602 alleleri ve TAP (transporter
associated with antigen processing) geni arasinda korelasyon oldugu rapor edilmistir (24).
Yalnizca bir calismada HLA-DPB1*0301 varliginin tiim etnik gruplarda HL riskini artirdigi;
HLA-DPB1*0401 varliginin Japon ve Cinlilerde diisiik riskle iliskili iken beyaz Amerikali ve
Israillilerde artmus riskle iliskili oldugu gosterilmistir (25).

2-2-B-ENFEKSiYOZ ETKENLER

Bir¢ok calisma, enfeksiyoz mononiikleoz gegiren bir kiside HL igin rolatif riskin
yaklagik 3 kat arttigin1 gostermistir (26). EBV enfeksiyonu, T hiicre popiilasyonunu degistirir
ve bu etki uzun yillar siirer. Bu etkiye immiinolojik skar da denilmekte ve EBV enfeksiyonu
gecirildikten ortalama 2.9 yil sonra HL meydana gelmektedir (27,28). Ayrica HL’ I1 hastalarin
lenf bezlerinde %30-50 oraninda EBV genomunun varligi gosterilmistir. Baz1 ¢alismalarda,

ozellikle pediatrik yas gurubunda EBV-HL iliskisi %80-100 olarak tanimlanmaktadir (18).

Geng erigkinlik doneminde goriilen HL nin diisiik sosyoekonomik diizeyle ters iligkisi
oldugu sdylenmektedir (26). Bir ¢calismada, oral flora mikrobiyomlarmin erken yasta eriskin
oral florasma doniisiimiiniin (oral bakteriyel mikrobiyota maternal floradan farklilagmaya
basladiginda ilk etapta Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria,
Spirochaetes gruplar1 baskin olarak izole edilir. Daimi dislenmeyle beraber gram negatif
anaerobik bakteri tiirlerinin sayisinda artig gdzlenir) HL i¢in koruyucu oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Mikrobiyatada doniisiimiin erken olmasi, Th-2 diizeyini artirirken, Th-1 diizeyini
azaltmaktadir. Bu da Th-1 ‘in salgiladig: sitokin diizeylerinde azalmaya yol agmaktadir. Bu

durum genel olarak hijyen hipotezi olarak bilinmektedir (29,30).



HIV enfeksiyonlu kisilerde 6zellikle AIDS olan bireylerde HL rélatif riski yaklasik 10
kat artmistir, risk artist immunsupresyonla iligkilidir. CD4 diizeyinin azalmasi riski artirir.

Mikst selliier ve lenfositten fakir tipler, HIV iliskili HL’da daha siktir (31-33).
2-2-C-SIGARA

Sigara ve/veya tiitlin Uriinleri tiiketiminin HL i¢in artmug riske sebep oldugu birgok
calismada vurgulanmigtir (34). Calismalar, sigaranin doza bagimli olumsuz etkisini
kanitlamakta ve sigaranin HL gelisiminde 6nlenebilir bir risk faktorii oldugunu belirtmektedir

(35).
2-2-D- IMMUN YETMEZLIK
Edinsel immun yetmezlik tablolar1 HL riskini artirmaktadir. CVID, Wiskott-Aldrich,

Bloom, transplantasyon sonrasi gelisen lenfomalar bu grupta sayilabilir (1 ve 36).

2-3-PATOGENEZ

Klasik HL, malign 6zellikteki RS hiicreleri ile immun hiicrelerden meydana gelir. Bu
immun hiicre grubunda Th-1, 2,Treg, malign olmayan B lenfositleri ve makrofajlar
bulunmaktadir (4). Timor igeren dokuda malign hiicre disindaki hiicreler mikrogevreyi
olusturmaktadir. HL’da patogenezi olusturan etkene gore tiimor mikrogevresindeki hiicre alt
gruplarmin yogunlugu degismektedir. EBV pozitif HL> da Th-1 lenfositleri daha baskindir,
Tbet (TBX21), interferon-Y (IFN-Y) saliimi artar. EBV negatif HL’da ise; Th17 hiicreleri
baskindir, IL-23 salinimi artmustir. Tedavilerin de patogenetik mekanizmalar géz Oniinde

bulundurulup bu mekanizmalarin inhibisyonu saglamas1 daha mantikli olacaktir (37).



Sekil 1: Reed-Stenberg Hiicresi

2-3-A- HODGKIN LENFOMA’DA EBYV iLiSKiLi PATOGENEZ

HL, 20. Yizyilin baslarinda yogun inflamatuar iceriginden dolay1 lenfoma yerine
hastalik olarak tanimlanmisti. Ancak Hodgkin/Reed-Stenberg hiicrelerinin klonal B lenfositleri
oldugunun ortaya ¢ikmasiyla lenfoma netlik kazanmistir. Vakalarda oranlar1 yasa ve cografik
bolgelere gore degismekle birlikte tiimor hiicrelerinin EBV ile iliskili oldugu bulunmustur.
Primer EBV enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir, ancak enfeksiydz mononiikleoz tablosu
da gelisebilmektedir. Enfeksiyon sonrasi virolojik yanit genellikle kontrol altindadir, ancak
viral enfeksiyon eradike edilememektedir ve virus konakta persiste olarak kalmaktadir. Nadir
goriilmekle birlikte baz1 vakalarda EBV iligkili maligniteler gelisir ve immun disfonksiyon da
bu duruma katkida bulunur. EBV iliskili lenfoproliferatif hastaliklarin gelisiminde hem genetik
lezyonlar hem de immunsupresifler riski artirmaktadir. EBV iligkili lenfoid tiimérler siklikla

EBV spesifik T lenfositlerin immunsupresanlarla inhibe edilmesinden kaynaklanmaktadir (37).

EBYV; B lenfositlerine major zarf proteini gp350 aracilig1 ile girerek B hiicresindeki C3d
kompleman reseptorii olan CD21°e baglanmaktadir, HLA klas II antijenleri kofaktor olarak
gorev yapmaktadir. Daha sonra EBV’nin gH, gL ve gp42 glikoproteinleri hiicre igerisine
girmektedir. Ardindan EBV’nin lineer DNA’s1 sirkiiler bir yap1 alarak epizom seklini almakta
ve EBV bu sekilde B lenfosit i¢inde latent bir enfeksiyon olusturarak yillarca sessiz sekilde
bellek B lenfositleri icinde yasamakta ve latent donemde de latent membran proteinlerini (LMP)
sentezlemeye devam etmektedir. Virusun latent olmasi1 NK ve T hiicrelerince ortadan kaldirilma

olasiligin1 azaltmaktadir. Virusun insan IL-10’a homolog IL-10 olugturmasi ile hiicre sag kalim1



ve bcl-2 diizenlenmesi etkilenir. Makrofaj ve Th-1’den salinan sitokin yapimi azalmaktadir

27).

EBV pozitif RS hiicreleri, primer EBV enfeksiyonunda da salgilanan EBV iliskili
proteinleri salgilamaktadir. Bunlar, EBV nukleus antijen-1, latent membran protein (LMP)-1
ve 2°dir (38). LMP-1, CD40 reseptoriinii; LMP-2a, B hiicre reseptoriinii taklit etmektedir. Bu

sayede immun sistem hiicreleri EBV ‘yi tantyamamaktadir (37).

2-4-MiKROCEVRE

Timor mikrogevresinin lenfoma patogenezinde kritik rolii oldugu pek ¢ok kez gosterilmistir.
Anormal mikrogevre faktorleri, tiimor gelisiminde, hiicre boliinmesinde ve hastalik
progresyonunda rol alir. Timor mikrogevresi hiicre-hiicre etkilesimleri ve inflamatuar
sitokinlerin saliniminda 6nemlidir. Klasik HL’da mikrogevre, RS hiicreleri ile reaktif
hiicrelerden olusur. Bu reaktif hiicreler; tlimor bilyiimesini uyaran veya tiimor hiicresinin
hayatta kalmasini saglayan eriyebilir ya da hiicre membranina yapisik molekiiller tiretirler (3).
Mikrocevrede Th-1, Th-2, Treg, T sitotoksik , malign olmayan B lenfositleri ve makrofajlar
bulunur (4).
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Sekil 2: Reed-Stenberg Hiicresinin Mikrocevre ile Etkilesimleri



(Sekil kaynagi: Carbone A, Younes A. Lymphomas and microenvironment: Impact on lymphomagenesis.
Seminars in Cancer Biology 2015; Volume 34, Pages 1-92)

En 6nemli rolii CD4+ T hiicreleri oynamaktadir. CD4+ T hiicrelerinin alt tiplerinin yogunluklar1
tiimoriin 6zelliklerine gore degismektedir (5). Klasik HL’da, sistemik T lenfosit spesifik immun
defektler iyi anlagilmistir ancak; Th hiicre fonksiyonlarmin kompleks ve heterojen olmasi
mikrocevredeki spesifik roliiniin anlasilmasimi zorlastirir (6). Klasik HL.’da T lenfositlerinin
roliinlin timor gelisimini ve biliylimesini baskilamak oldugu diistiniilmektedir. Uzun siire
immunsupresif tedavi alan (T lenfositleri baskilanan) hastalarda lenfoma sikligmin artmasi bu

goriisii destekler (2) (Sekil 3).
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Sekil 3: T hiicre aktivasyonu

(Sekil kaynagi: Carbone A, Younes A. Lymphomas and microenvironment: Impact on lymphomagenesis.
Seminars in Cancer Biology 2015; Volume 34, Pages 1-92)

2-4-A-MiKROCEVREDE T HUCRENIN ROLU



Konak immun sisteminin tiimore olan reaktivasyonun ve buradaki defektleri
anlayabilmek i¢in, T lenfosit gruplarmi ve gorevlerini tanimak dnemlidir. Dogumdan itibaren
organizma siirekli olarak self antijenler, yabanci patojenlere maruz kalmaktadir. Saglikli
kalabilmek i¢in immiin sistem yabanci antijenlerle savasacak ancak kendine tolerans gosterecek
stratejiler gelistirmistir. Bu stratejiler arasinda efektor T lenfositleri immiin cevaplari
diizenleyen ana oyunculardir. T lenfositleri tirettikleri ¢oziiniir mediyatorler ve yiizeylerindeki
reseptor-ligand etkilesimlerle immiin sistemin bir¢ok yolagini diizenleyici role sahiptir. T
hiicresi reseptoriine (TCR) antijenin baglanmasi ve sinyal iletimi ile aktiflesir. COoziiniir
antijenlere reaksiyon veren B lenfositlerinin aksine, T lenfositleri diger hiicrelerin yiizeylerinde
sunulan kiiciik peptidlerle uyarilir. Bu peptidler major histokompatibilite kompleksinin (MHC)
protein oluguna baglandiginda antijen sunumu gerceklesebilir. TCR icin gerekli ligand
antijenik peptidin aminoasitleri ve MHC molekiiliiniin rezidiilerinden olusur. Peptid- MHC
kompleksinin TCR’ne baglanmasi1 T lenfosit aktivasyonuna yol acacak bir seri biyokimyasal

olay1 tetikler (38).

Farkl yerlesimdeki patojenlerin temizlenmesi i¢in farkli stratejiler gerekir. T lenfositleri
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 patojenlerin kontroliinde farkl alt gruplari ile anahtar rol oynar.
CD4 yilizey belirleyicisi eksprese eden T lenfositleri hiicre dis1 patojenleri, CD8 ylizey
belirleyicisi eksprese eden T lenfositleri hiicre ici patojenleri kontrol eder. Uyarilmig CD4+ T
lenfositleri sitokin ve ¢oziinlir mediyatdrler iireterek hiicre disi patojenleri temizlerken CD8+ T
lenfositleri hiicre i¢i organizmalarla enfekte hiicreleri dogrudan lizise ugratir. Bir antijenik
peptidin CD4+ veya CD8+ T lenfositten hangisini uyaracagini peptidi sunan MHC proteinleri
belirler. Dogal immiin sistemin profesyonel antijen sunan hiicrelerinde, B lenfositleri ve timik
epitelde Klas II MHC proteinleri bulunur. Profesyonel antijen sunan hiicreler, dendritik hiicreler
ve ¢esitli doku makrofajlarint kapsar. MHC klas II kompleksi tek a ve B zincirinden olusan bir

dimerdir. Her iki zincirde peptid baglanmasia katkida bulunur ve TCR ile etkilesir.

T lenfositleri ancak MHC klas I ve II oluguna baglanan peptidlere reaksiyon verir.
Antijen sunum cesitliligi ti¢ farkli MHC klas I alleli (HLA A,B,C) ve klas II alleli (HLA
DR,DP,DQ) ekspresyonu ile arttirilir. Ancak yine de patojenler MHC oluguna birlesmeyecek
proteinlere sahip olacak sekilde evrimlesebilir. Bu sorunu asmak icin MHC lokusu olduk¢a
polimorfik bir yapida olusturulmustur. MHC klas I ve Klas II kompleksleri oluklarina
baglandig: siirece konak peptidini yabanci peptidden ayiramaz. Birgok MHC kompleksi self
antijenlerle doludur. Bu durumda T lenfositleri self olanla olmayani birbirinden ayirmak

zorundadir. T lenfosit immiinitesinin yeterli olabilmesi i¢in ikincil lenfoid organlarda ¢ok



sayida olgun T lenfosit yerlesmelidir. Bu hiicre toplulugunun yasam boyu karsilagilabilecek
tiim yabanci antijenleri tanima yetenegine sahip zengin bir TCR repertuvari olmalidir. Sadece
yabanci antijeni tantyan T lenfositlerinin perifere dagilmas: ve kendi antijenlerine reaksiyon
verenlerin gelisimini tamamlamamasi 6nemlidir. T lenfositleri timusta gelisir. Birgok T hiicre
alt tipi vardir. Bunlarin i¢inde en ¢ok bilineni o/ T hiicreleridir. y/6 T hiicrelerindeki antijen
reseptorii hem NK hem de T lenfositlerinin ortak 6zelliklerini tastyan ve timusta gelisen NKT
(NK-timus) hiicrelerinde bulunur. Kemik iligi kokenli timik progenitdr hiicreler
kortikomediiller baglantidan timusa girer ve bu donemde TCR, CD3, veya CD4 veya CDS8
eksprese etmezler ve ¢ift negatif timositler olarak adlandirilir. Gelisimin ilk asamasinda diger
hiicrelere farklilagma kapasitelerini kaybederler ve Thy-1, CD44 ve CD25 gibi baz1 T lenfosit
ylizey belirleyicilerini eksprese etmeye baslarlar. TCR a, B lokuslarinda TCR gen rearranjmani
baslatilir. Bu arada korteksten subkapsiiler zona gegerler. Gelisen T lenfositlerindeki notch
reseptorleri ve Ozglil notch ligandlar1 arasinda sinyallesme IL-7 reseptorii araciligi ile
gercekleserek farklilasma ve progresyon diizenlenir. Bu asamadan itibaren T lenfosit gelisimi,
cogalmasi ve hayatta kalma siiresi TCR sinyallerine dayanir. Artik hem CD4 hem de CD8
eksprese eden timositler ¢ift pozitif olarak isimlendirilir ve pozitif ve negatif seleksiyona hazir
hale gelir. T lenfositlerinin tam gelisimi i¢in iki kontrol noktasmin asilmasi gerekir. Timik APC
(antijen sunan hiicre) tarafindan sunulan peptid-MHC kompleksi ile uyarilmayan TCR olan T
lenfositleri apoptozis ile 6liime terk edilir. Diisiik avidite ve afinite ile tantyanlar ise tek pozitif
olgun T lenfosit haline gelir (pozitif seleksiyon). MHC klas I ile uyarilan TCR olan T
lenfositleri CD8+, MHC klas II ile uyarilan TCR olan T lenfositleri CD4+ hale gelir (39).

Timositler timik epitelyal hiicreler ve diger timik antijen sunan hiicreler ile yiiksek
aviditede TCR-peptid MHC kompleksi olusturuyorsa timositler apoptozise ugrar (negatif
seleksiyon). Negatif seleksiyon immiin tolerans gelisimi i¢in 6nemli bir mekanizmadir ancak
%100 etkili bir sistem degildir. Timustan ayrilan T lenfositlerinin periferde efektor
fonksiyonlarimi ortadan kaldirmaya yonelik bir mekanizma Treg gelisimidir. Treg'lerin bir alt
grubu da timusta gelisir ve ylizeylerinde CD4 ve CD25 ekspresyonu vardir ve transkripsiyonu
FOXP3’e baghdir. Naif T hiicresi antijen sunan hiicre ile temas edince proliferasyon ve
farklilagma programi efektor T lenfositlerine doniistiiriir. Boylece antijene kars1 hizli yanit verir
hale gelir. Naif ve aktif T hiicreleri arasindaki fark hiicre yiizeyindeki kemokin reseptorleri ve
integrin ekspresyonudur. CD4+ ve CD8+ T hiicreleri fonksiyonel olgunluga ulagsmak i¢in
benzer farklilagma stirecine ugrar fakat enfeksiyona kars1 edinsel immiin cevapta farkli roller

oynarlar. Her iki serinin naif hiicreleri TCR ile peptid MHC kompleksi etkilesimi araciligiyla



aktiflesir. Farklilasma, TCRin sinyal giicii, diger T hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesen
ligandlarin es-uyarimi ve antijenle karsilagsma sirasinda lokal sitokin ortami gibi sartlardan
etkilenir. Bu sinyallerin bir araya gelmesi ile imza transkripsiyon faktorleri ve anahtar efektor
molekiillerin ekspresyonu gii¢lenerek olgun T hiicrelerinin fonksiyonlarini gostermesi saglanir

(40).

Thl lenfositler makrofajlari, NK hiicreleri ve CD8+ T lenfositleri aktiflestirerek hiicre
ic1 patojenlerle savasir. Th2 lenfositler hiicre disi parazitlere karsi immiin cevapta kritik role
sahiptir. CD8+ sitotoksik T hiicreleri patojenle enfekte veya malign doniisiime ugramis konak
hiicrelerini oldiiriir. T sitotoksik lenfosit ile hedef hiicre arasinda immiinolojik sinaps benzeri
yap1 olusur. T sitotoksik, 6zellesmis graniiller icerir ve bu graniillerini dogrudan hiicre temasi
ile ortama salar. Bu graniiller modifiye lizozomlar olup perforin, granzim ve granulozin gibi

efektor proteinler icerir (41).

Treg’ler CD4+ T lenfositlerin bir alt grubu olup peptid-MHC ile es uyaran varliginda
uyarilan TCR’ler aktif T lenfositlerin cogalmasimi ve sitokin iiretimini baskilar. Intrinsik sekilde
isleyen anerjiden farkli olarak Treg, cevapliligi diger hiicrelerin cevabini diizenleyerek engeller.
Treg’ler iki sekilde ortaya ¢ikar. Dogal Treg (nTreg) timustaki gelisim sirasinda fonksiyon
kazanir, indiiklenebilir Treg (iTreg) periferde naif CD4+ T hiicrelerin farklilasmasi sirasinda
gelisir. Hem nTreg hem de iTreg transkripsiyon faktorii FOXP-3 ekspresyonu ve CD25 yiizey
ekspresyonu ile karakterizedir. Treg’ler immun baskilayic1 etkilerini IL-10 ve TGF-f gibi
baskilayic1 sitokinlerin salmimi, IL-2 lokal konsantrasyonunun tiiketimi, apoptozisin

tetiklenmesi ve hiicre-hiicre temasinda hiicre dongiistiniin durdurulmasi ile gosterir (42).

HL patogenezinde immunsupresyonun altta yatan bir neden oldugu uzun zamandir bilinse
de; etkin immun sistem yanitinin kaybmin kaynagi bilinmemektedir. Treg’lerin etkilenen lenf
nodlarinda dominant hiicre grubu haline gelmesi, bu mekanizmay1 agiklayabilir. HL.’dan etkilen
lenf nodlarindaki lenfositler, Thl ve 2’nin sitokinlerine kars1 anerjiktir. Ilging olarak ayni
kisilerin periferik kanindaki mononiikleer hiicrelerde ayni durum goézlenmez. Bu durum
mikrogevrenin 6nemini vurgulamaktadir. Malign hiicrelere kars1 sitotoksik yanit olusmamasini
regiilatuar T lenfositlerin 3 yolla saglayabilecegi caligmalarda 6ne siiriilmiistiir:

a) IL-10’un etkisini notralize ederek,

b) Hiicre-hiicre etkilesimini dnleyerek,

c) CTLA-4 blokaj ile.
HL’dan etkilenen lenf nodlarinda; Treg’ler, yogun immiinosupresif bir ortamin olusmasini

indiikler. Boylece RS hiicrelerine kars1 etkisiz bir immun klirens ortami olusur (43) (Sekil 4).



Sekil 4: Klasik Hodgkin Lenfoma’da immun Klirens

(Sekil kaynagi: Brockelmann PJ, Borchmann P, Engert A. Current and Future Immunotheraprutic Approaches
in Hodgkin Lymphoma.Leukemia & Lymphoma. 2016;DOI: 10.1080/10428194.2016.1185789)

2-4-B- MIKROCEVREDE PD-1 VE PD-L1’iN ROLU

PD-1, B ve T lenfositler, NK hiicreleri ve monositlerde eksprese edilir. PD-1in iki
ligand1 mevcuttur; PD-L1 ve PD-L2. PD-L1 VE PD-L2, PD-1’¢ baglanarak PD1+ lenfositlerin
down regiilasyonunu ve apoptozisini indiikler. PD-L1 ve PD-L2, 9p24.1 up regiilasyonunun bir
sonucu olarak RS hiicreleri ve mikrogevredeki malign olmayan l6kositler tarafindan eksprese
edilir. PD-1’in ekspresyonu, malign hiicrelerin 6ldiiriilmesini saglayan immun yanit1 anerjik

hale getirir (13) (Sekil 5).
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Sekil 5: Mikrocevrede PD-1 ve PD-L1’in Rolii

(Sekil kaynagi: Steidl C, Connors JM, Gascoyne RD. Molecular pathogenesis of Hodgkin’s lymphoma:

increasing evidence of the importance of the microenvironment. J Clin Oncol. 2011;29(14): 1812-1826)

Bu nedenle; PD-1 blokaji, hem T Helper hem sitotoksik T hiicrelerinde anti tiimor yaniti
artirir (10-12). Lokositlerden salinan PD-1 seviyesinin yiiksek olmasi diisiik oranda sagkalimla

iliskilendirilmistir (13).

Kanser dokusunda PD-L1 ekspresyonu; onkogen yanit1, tiimor hipoksisi ve Interferon
Gamma (IFN-Y)’y1 kapsayan lokal inflamatuar yanitla iligkilendirilmistir. Prostat kanseri
iizerine yapilan bir ¢aligmada, tiimdr hipoksisinin PD-L1 diizeyini artirarak T lenfosit
apoptozisini uyardigi 6ne stiriilmiistiir. Renal hiicreli karsinomun berrak hiicreli alt tipinde PD-
L1 ekspresyonu, Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF) gibi anjiyogenik faktorlerle
anlamli diizeyde korele bulunmustur. Klasik HL” da 109 hastanin patolojik preparatlarinin
retrospektif olarak degerlendirildigi bir calismada ise; PD-1 diizeyinin olumsuz bir prognostik
bir faktor oldugu, PD-L1 ile VEGF diizeylerinin korele oldugu ancak; PD-L1 diizeyi ile VEGF

diizeylerinin yiiksek olmasinimn prognoz lizerine etkisi olmadig1 sonucuna ulagilmistir (44).



Daha agresif bir HL alt tipi olan LPHL’da ise; PD-L1 ve PD-L2 diizeylerinin daha yiiksek
oldugu saptanmustir (45).

2-4-C-MIKROCEVREDE FOXP3’UN ROLU

FOXP3, normal T hiicre fonksiyonlarini1 diizenleyen esansiyel bir molekiildiir, scurfin
olarak da bilinir (18). Timositler timik epitelyal hiicreler ve diger timik antijen sunan hiicreler
ile yiiksek aviditede TCR-peptid MHC kompleksi olusturuyorsa timositler apoptozise ugrar
(negatif seleksiyon). Negatif seleksiyon immiin tolerans gelisimi i¢cin 6nemli bir mekanizmadir.
Timustan ayrilan T hiicrelerinin periferde efektdr fonksiyonlarini ortadan kaldirmaya yonelik
bir mekanizma Treg gelisimidir. Treg'lerin bir alt grubu da timusta gelisir ve ylizeylerinde CD4

ve CD25 ekspresyonu vardir ve transkripsiyonu FOXP3’e baghdir (40).

Treg’ler CD4+ T lenfositlerin bir alt grubu olup peptid-MHC ile es uyaran varliginda
uyarilan TCR’ler aktif T hiicrelerinin cogalmasimi ve sitokin {iretimini baskilar. Intrinsik sekilde
isleyen anerjiden farkli olarak Treg, cevapliligi diger hiicrelerin cevabini diizenleyerek engeller.
Treg’ler iki sekilde ortaya ¢ikar. Dogal Treg (nTreg) timustaki gelisim sirasinda fonksiyon
kazanir, indiiklenebilir Treg (iTreg) periferde naif CD4+ T hiicrelerin farklilasmasi sirasinda
gelisir. Hem nTreg hem de iTreg transkripsiyon faktorii FOXP3 ekspresyonu ve CD25 yiizey
ekspresyonu ile karakterizedir. Treg’ler immun baskilayic1 etkilerini IL-10 ve TGF- gibi
baskilayic1 sitokinlerin salmimi, IL-2 lokal konsantrasyonunun tiiketimi, apoptozisin

tetiklenmesi ve hiicre-hiicre temasinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile gosterir (42).

FOXP3, immun yanitin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir, 6zellikle tiimor iliskili
antijen yanit1 olusturan lenfositleri baskilarlar. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde ve over
kanserinde Treg sayisinin artigi olumsuz prognozla iliskilendirilmistir. Ancak klasik HL’nin
prognozunda Treg’in yeri tartismalidir. Birka¢ ¢alismada Treg pozitif prognostik faktor olarak
goriilse de; baska bir calismada relaps agisindan oldukea riskli bulunmustur. Ote yandan, RS
hiicresinde EBV’nin pozitif olmas1 artmig FOXP3 diizeyiyle iliskili bulunmustur. EBV spesifik
sitotoksik T lenfositleri, Treg'lerin aktivitesindeki artisa bagli olarak, EBV ile enfekte olmus
tiimor hiicrelerini yok edememektedir. Calismalarda yiiksek FOXP3 diizeyinin iyi prognostik
bir faktor olarak bulunmasi kafa karistiricidir, bu durumu daha genis hasta gruplu ¢aligmalar

aydinlatacaktir (46).

2-4-D- MIKROCEVREDE GRANZIM B°NiN ROLU



Granzim B iliskili hiicre 6liimti, siklikla T sitotoksik hiicreler ve NK hiicrelerde goriilen;
allojenik, virusla enfekte olmus hiicreler ve tiimor hiicrelerini elimine etme yontemidir. NK
hiicrelerinde ve T sitotoksik hiicrelerde en bol bulunan serin proteazdir. Enfekte hiicre veye
tiimor hiicresi gibi hedef konumdaki hiicre T sitotoksik/NK hiicre tarafindan taninir. Perforinle
immiinolojik sinaps olusur, granzim B hedef hiicreye transloke olur ve hedef hiicredeki

apoptotik siire¢ baglar (16).

Granzim B, ¢alismalarda T sitotoksik ve NK hiicre belirteci olarak kullanilmistir. Klasik
HL mikrogevresinde granzim B’nin yiiksek olmasi prognozu olumsuz etkilemektedir. Bazi
calismalarda, mikrogevrede granzim B pozitifligi, erkek cinsiyet, 45 yasindan biiyiik olmak,
NS tiple iliskilendirilmistir (47). Bir caligmada ise; EBV+ klasik HL’da granzim B’nin daha
biiyiik oranda pozitif oldugu; kotii prognozun da aslinda EBV ile iligkili oldugu savunulmustur

(48).

Son yillarda oldukga popiiler olan hedefe yonelik tedavide granzim B’nin terapotik giicii
tartisilmaya baslanmistir. Ancak tiimor hiicrelerinde bulunan serpin B9’un, granzim B’nin
spesifik inhibitorii oldugu bilinmektedir. Klasik HL’da EBV+ ise serpin B9 vardir, EBV- ise
serpin B9 yoktur. Giiniimiizde granzim B’yi direkt olarak etkileyen bir tedavi olmamakla
birlikte, caligmalar1 halen devam etmektedir ve bu konu daha detayli olarak tartigma béliimiinde

ele almacaktir (49).
2-5-KLINiK OZELLIiKLER

HL olgularinin ¢ofu supradiyafragmatik lenfadenopati ile basvurmaktadir.
Retroperitoneal ve inguinal lenfadenopati daha az siklikla goriilmektedir. Hastalarin yaklagik
olarak tlicte birinde konstitiisyonel semptomlar bulunmaktadir. Bu semptomlar; yiiksek ates,
gece terlemesi ve son 6 ayda viicut agirhgmin %10 ve fazlasi oraninda kilo kaybini
icermektedir. Bu semptomlara B semptomlar1 denmektedir. Hastalarda kronik kasinti da
goriilebilmektedir (50). Konstitusyonel semptomlarin siklig1 hastaligin evresi ilerledikge artar.
Hastalarin onda birinde alkol aldiktan sonra lenf bezlerinde agri goriilebilir. HL’da, lenf
tutulumunun yerleri alt tiplere gore farkliliklar gdsterebilir. Yeni tan1 almig HL hastalarmin
2/3’iinde intratorasik tutulum radyolojik olarak saptanir. On - arka akciger grafisinde en uzun
transvers transtorasik ¢apmnin 1/3’linii asan mediastinal kitle “biiylik mediastinal kitle” veya

“bulky” olarak adlandir (51).

Fizik muayenede; lenfadenopatiler palpasyonda tesbit edilebilirler. Mediastinal kitle

olusmasma bagl vena kava superior sendromu (ylizde siskinlik, renk degisikligi, boyun



damarlarinda belirginlesme) gozlenebilir. Lenf bezleri palpasyon ile genellikle agrisizdir. Deri
iizerinde renk, 1s1 degisikligi mevcut degildir. Klasik olarak lastik silgi kivamindadir. Lenf
bezinin etrafinda kiigiik birden fazla lenf bezleri palpe edilebilir. Oskiiltasyonda belirgin bir
bulgu mevcut degildir. Plevral mayi gelisen hastalarda akciger bazallerinde solunum sesleri
duyulamaz. Plevral, perikardiyal ve peritoneal mayi gelisimi ekstranodal tutulum olarak
olusabilir. Olduk¢a nadir olan deri tutulumunda deri iizerinde kiiciik, opak veya kirmizi,

papiiler ya da iilseratif lezyonlar goriilebilir (52).

2-6-EVRELEME

HL evrelemesinde standart olarak 1971 de Ann-Arbor konferansi kriterleri ve bu
kriterlerin 1988 de Cotswald’da modifiye edilmis sekli kullanilmaktadir (Tablo 1: Ann-Arbor

Evrelemesi).

Tablo 1: Ann-Arbor Evrelemesi

EVRE ACIKLAMA

Evre 1 Tek lenf nodu bolgesinin veya lenfoid
yapinin (dalak, timus, Waldeyer halkasi)
veya tek bir ekstralenfatik bolgenin tutulumu

(IE)

Evre 2 Diyaframin ayni tarafindaki iki veya daha
fazla lenf bolgesi tutulumu veya diyaframin
ayni tarafinda lokal ekstra-nodal yayilima ek
olarak bir veya daha fazla lenf bolgesi

tutulumu ( IIE )

Evre 3 Diyafragmanin her iki tarafinda lenf bezi
bolgesi tutulumu, lokal ekstra-lenfatik

yayilim eslik edebilir ( IIIE )

Evre 4 Bir veya daha fazla ekstra-lenfatik organ ya

da bolgenin diffiiz tutulumu




A Sistemik semptom yok

B Son 6 ay i¢inde bazal viicut agirliginin % 10
undan daha fazlasmin kaybi, yineleyen ve
aciklanamayan 38 derece iizeri ates,
yineleyen gece terlemeleri

X Bulky hastalik varligi ( en biiyiik ¢ap1 10

cm’in izerinde olan kitle ya da On-arka
akciger grafisinde torakal 5-6 intervertebral
disk diizeyinde hesaplanan en uzun transvers
transtorasik ¢apin 1/3’{inii asan mediastinal

kitle)

Laboratuvarda tam kan ve eritrosit sedimantasyon hizi, albumin, LDH diizeyi, karaciger

ve bobrek fonksiyonlar1 incelenmelidir. Akciger grafisi, boyun, toraks, batin ve pelvik BT

yapilmalidir. BT yerine genellikle PET/BT tercih edilmektedir. PET/BT tan1 koyma araci

degildir, evreleme ve tedaviye yanitta kullanilmaktadir. PET/BT kullaniliminda Deauville

kriterleri (Tablo 2: Deauville Kriterleri) tedavide 6zellikle NCCN kilavuzunda onemli yer

tutmaktadir (1).

Tablo 2: Deauville Kriterleri

PET/BT de Deauville Kriterleri

1:tutulum yok

2:tutulum=mediastinal kan havuzu

3:tutulum=karaciger

4:tutulumda hafif artma>karaciger




5: tutulumda belirgin artma>karaciger ve/veya yeni

lezyonlar

1-3 aras1 puan negatif, 4-5 puan= pozitif

2-7-HODGKIN LENFOMA’NIN SINIFLANDIRILMASI

Smiflandirma; tiplendirmeye gore veya prognoza gore yapilmaktadir. Tiplendirmeye
gore smflandirma; DSO tarafindan yapilmustir. Buna gore; HL oncelikle klasik ve Lenfosit
Predominant Tip HL olarak ikiye ayrilir. Klasik HL ise; NS, LZHL, LFHL ve mikst selliiler tip
olarak dort gruba ayrilir. Prognoz degerlendirilmesinde ise, 1998 yilinda Hasenclever ve Diehl
tarafindan Onerilen ’International Prognostic Score’” (IPS-7) yaygm bir sekilde kabul
gormiistiir. Serum albumin diizeyi, hemoglobin diizeyi, erkek cinsiyet, 45 yas {istii olmak, beyaz
kiire sayisi, lenfopeni ve evre IV hastalik bagimsiz risk faktorleri olarak ortaya konmustur. IPS-
3 olarak isimlendirilen prognostik siniflama da pratik olup kullanim alan1 bulmaktadir (Tablo

3: IPS-3 Skorlamasi).

Tablo 3: IPS-3 Kriterleri

IPS-3 Degerlendirme
Yas >45 0 puan diistik risk
Evre IV hastalik 1-2 puan orta risk
Hemoglobin < 10,5 gr/dl 3 puan yiiksek risk




2-7-A-HISTOPATOLOJIK TIPLENDIRMEYE GORE SINIFLANDIRMA

LPHL; HL olgularinin %5 kadarini olusturmaktadir. 30-50 yas arasinda ve erkeklerde
daha fazla goriilmektedir. Servikal lenf bezlerine ek olarak aksiller ve inguinal lenf nodlar1 da
basvuru aninda tutulabilmektedir. Mediastinal, splenik ve kemik iligi tutulumu ¢ok nadirdir.
Diger HL’den farkli bir 6zelligi ge¢ relapslarin goriilebilmesidir. Coklu relapslara karsin

hastalik genellikle yavas seyirli 6zelligini korumaktadir.

NS; klasik HL’nin en sik goriilen seklidir ve vakalarin %60-80’in1 olusturmaktadir.
Median goriilme yas1 28 olup kadinlarda kismen daha fazladir. Hastalarm onemli bir kismi

mediastinal kitle ve bulky hastalik ile prezente olabilmektedir.

LZHL; klasik HL Klasik HL’nin %3-5’1ni olusturmaktadir. Giincel tedavi yontemleri
uygulandiginda ¢ok 1yi bir prognoza sahiptir.

Mikst Selliiler; klasik HL, gelismis tilkelerde tiim HL nin %15-25’ini olustururken gelismekte
olan iilkelerde vakalarin %50 kadarin1 olusturmaktadir. Erkek/kadmn orani 3/1 olup tani aninda

siklikla B semptomlari eslik etmektedir. Tan1 aninda hastalarin ¢ogunlugu evre 3 veya 4 tiir.

LFHL; klasik HL HL’lerin %1’inden azimi olusturmaktadir. Hastalarin ¢ogunda tani

doneminde olumsuz prognostik gostergeler eslik etmektedir.

2-7-B-PROGNOSTIK ALT GRUPLARIN BELIRLENMESI

HL’ da tedaviye yaklasimda prognostik faktorler nemli rol oynamaktadir. Hastalarda
yas, cins, evre, hemoglobin diizeyi, beyaz kiire sayimma gore prognostik faktorler
gelistirilmistir (Tablo 4: IPS-7 Kriterleri). Tiim bunlara ilave olarak, hastalarda tedaviden 2 kiir
sonra PET/BT degerlendirmesi ve tedavi sonrasi rezidiiel hastaligin varligi veya yoklugu

prognozu belirleyici faktorlerdir (1).



Tablo 4: IPS-7 Kriterleri

IPS-7 Degerlendirme
Albumin <4 gr/dl 0-2 puan diisiik risk
Hemoglobin < 10,5 gr/dl 3-4 puan orta risk
Erkek cinsiyet 5-7 puan yiiksek risk
Yas >45

Evre 1V hastalik

Lokositoz (Lokosit>15000/mm3)
Lenfopeni (Lokosit sayisinin %8’ inden az

veya mutlak lenfosit sayis1 <600/mm3)

2-8-TEDAVI

HL’ da tedavi, hastalik evresi ve prognostik faktorleri goz oniinde bulundurularak
yapilmaktadir. Tedaviye yanitta ise uluslararasi terminolojiyi kullanmak 6nemlidir (Tablo 5:

Tedaviye Yanit Degerlendirmesi).

Tablo 5: Tedaviye Yanit Degerlendirmesi

Tam Yanit (TY) Hastaliga ait belirti olmamasi. Baslangicta
PET pozitif veya herhangi bir rezidiiel kitlesi
olanlarda PET in negatiflesmesi. Baslangigta
kemik iligi tutulumu var ise daha sonraki

biyopsilerde tutulum olmamasi.

Kismi yanit (KY) En biiytik capa sahip 6 lenfadenopatinin
biiyiikliiglinde>%50 kiiclilme. Diger lenf
bezleri, karaciger ve dalakta biiyiime

olmamasi. Tedavi sonra tutulan alanlardan en




az birinde FDG pozitifligi. KY da kemik iligi

degerlendirmeye alinmaz.

Stabil hastalik (SH) TY, KY veya progressif hastalik gurubuna
girmeyenler. En az bir alanda FDG pozitiftir,
yeni  bir alanda FDG  pozitifligi

gelismemistir.

Ilerleyici hastalik Asagidakilerden birinin varligt:

A) 1.5 cm c¢apinda yeni bir lezyonun
gelismesi (burada sadece FDG pozitifligi
degerlendirmeye alinmaz.

B) bir lenf bezinden daha fazla olmak iizere
toplam %50 den fazla biiyiime.

C) Daha evvel kisa aksi>lcm olan lenf
bezinde uzun ¢apin %50’den fazla biiyiimesi.

Lezyonlar FDG-PET pozitif olmalidir.

Erken evre iyi prognostik oOzelliklere sahip Hodgkin hastalarinda 2 kir ABVD
(Doksorubisin, bleomisin, vinblastin, dakarbazin) sonrasi lokal 20 Gy RT etkin ve toksisitesi

az olan en uygun yaklasim sekli olarak kabul edilmektedir (1).

Erken evre kotii prognostik 6zelliklere sahip Hodgkin lenfomali hastalarda 4 kiir ABVD

ve dar lokal 30Gy RT nin beraberce kullanilmas1 esastir (1).

Ileri evre hastalikta (evre 2b, evre 3, evre 4) kombinasyon tedavileri kabul gérmiistiir.
6-8 kiir BEACOPPyogun (Bleomisin, etoposid, doksorubisin, siklofosfamid, vinkristin,
prokarbazin, prednizon) tedavisi en etkin tedavi sekli olarak 6ne ¢ikmaktadir. Eger ileri evre

hasta tedaviye cevap verdiyse bu hastalarda konsolidatif RT nin yeri tartigmalidir (1).

Kok hiicre nakli; baslangi¢ tedavisinden sonra hastaligi niiks eden hastalarda klasik
kurtarma tedavisi sonras1 uygulanir. Sadece lokal niiks varsa RT almamis bdlgelerde RT
denenebilir. Yalniz RT verilen erken evre hastalarda niiks oldugunda kok hiicre nakli yerine

kombinasyon kemoterapisi diisiiniilmelidir. Transplant adayr hastalarda kurtarma tedavisi



verildikten sonra yapilan otolog kok hiicre naklinde %35-60 oraninda uzun stireli hastaliksiz

sag kalim elde edilebilir (1).

3-HASTA SECIMIi VE YONTEM

3-1- ETiK KURUL VE PROJE DESTEK ONAYI BiLGILERI

Bu tez calismasi 07.07.2017 tarihinde 66 numarasi ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
(CUTF) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanhgi tarafindan degerlendirmeye alinarak yazili
olarak onaylandi, 16.03.2018 tarthinde TTU-2018-9965 Proje numarasi ile Cukurova

Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan desteklenmesi uygun bulundu.

3-2- HASTA SECIMI VE HASTA GRUBU MATERYALLERI

CUTF Onkoloji bliimiinde takip ve tedavisi yiiriitiilen 62 hasta calismaya alindi.
Hastalarin tan1 swrasindaki yas, cinsiyet, hastalik evresi, hemoglobin, 16kosit sayisi, notrofil
sayis1, lenfosit sayisi, albiimin, sedimentasyon hizi, B semptomu, kitle boyutu (yiiksek tiimor
yiikli olup olmamasi) degerlendirildi. NCCN’e gore IPS-3 ve 7 skorlar1 belirlendi. Performans

skorlarmin belirlenmesinde ECOG performans skoru kullanildi.
Hastalarm tan1 aldiklar1 patolojik materyalde hem tiimoral dokuda hem de mikrocevrede;

e PD-1,
e PDL-I,
e Granzim B
e FOXP-3 ekspresyonlarinin belirlenmesi icin Anti-PD-1, Anti PD-L1, Anti-
granzim B ve Anti-FOXP-3 antikorlar1 kullanildi.
Formalin fikse, parafin dokulardan her hasta icin uygun bloklar secildi. Secilen

bloklardan hazirlanan 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Ventana marka BenchMark XT
model otomatik immunhistokimya boyama cihazinda Ultraview Universal DAB Detection Kit
(Ventana, 760-500) uygulandi. Ardindan her bir blok igin

e Anti PD-1 Rabbit Monoclonal Antibody (Abcam ab 137132),



e Anti PD-L1 Rabbit Monoclonal Antibody (Cell Signaling Techonology 13684),
e Anti Granzyme B Rabbit Monoclonal Antibody (Abcam ab 208586)
e Anti FOXP3 Mouse Monoclonal Antibody (Santa Cruz Biotechnology sc
53876) uygulandu.
Isik mikrobu ile her alanda her bir antikor i¢in RS hiicreleri ve mikrogevre ayr1 olarak

degerlendirildi.

e Anti PD-1 ve anti PD-L1 antikorlar1 i¢in RS hiicrelerinde %5 iizeri hiicrede
membrandz veya membrandz/sitoplazmik boyanma

e Anti PD-1 ve PD-L1 mikrocevresi icin, boyanma siddetine gore

e negatif (boyanma yok),

e +1 (zayif veya belirsiz boyanma),

e +2 (orta siddetli boyanma), +3 (kuvvetli boyanma) olarak derecelendirildi. Anti-
FOXP-3’lin RS boyamalarinda pozitiflik saptanmadi.

Anti-Granzim B’nin RS hiicrelerinde >%35 boyanmasi pozitif olarak kabul edildi.

Anti Granzim B ve FOXP3 boyamalarinda,

e mikrocevrenin %20’ nin lizerindeki boyanma +1 pozitif,
o 9%20-%50 aras1 +2 pozitif,
e >%50 boyanma +3 pozitif olarak kabul edildi.

3-3- ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Gruplar arasindaki degiskenler ki-kare testi kullanilarak analiz edildi. Sag kalimin
belirleyicileri Kaplan-Meier yontemi ile analiz edildi ve Mantel log-rank testi ile kiyaslandi. p

degerinin <0.05 olmas1 anlamli kabul edildi. Istatistiksel analizler, SPSS 22.0 paket programlar1

ile yapild.

4-BULGULAR

Toplam 62 hastanin demografik 6zellikleri incelendiginde, hastalarin yas1 minimum 17,
maksimum 78°di, ortanca yas 36, hastalarin yas ortalamasi 39°du. Hastalarm 40°1 (%64.5°1) 45
yasinin altinda idi. 62 hastanin 25’1 (%40.3°1) kadmn, 37’si (%59.7°s1) erkekti. Hastalik alt
tiplerine ayrildiginda NS 40 (%64.5), karisik hiicreli 15 (%24.2), LPHL 5 (%8.1), LFHL 1
(%1.6), LZHL 1 (%1.6) hasta mevcuttu. Hastalar, evrelerine gore degerlendirildiginde, sadece

3 hasta evre 1 idi. Bu nedenle evre 1 hastalar, evre 2 hastalarla birlikte analiz edildi. Evre 1 ve



2 hastalarin toplam sayis1 26 (%42), evre 3 hasta sayist 18 (%29), evre 4 hasta sayis1 18 (%29)
idi.

IPS-3 ve 7 skorlamalarinin her bir parametresi ayri1 ayri degerlendirildi. Albiimin
degerlerine bakildiginda ortalama 3.6 g/dl, (1.6-5 g/dl), ortanca deger ise 3.8 g/dl idi.
Hipoalbuminemi i¢in smnir deger 4 g/dl olarak kabul edildi, hastalarin %58’ inde albiimin 4
g/dI’nin altindaydi. Lokosit i¢in sinir deger mm*’te 15.000 ve 10.000 olarak ayri ayri
degerlendirmeye alindi. Sinir deger 15.000/mm? alindiginda hastalarin %11.7’sinde 16kositoz
mevcuttu. Smir deger 10.000/mm?i¢in ise, 22 hastada (%36.7) 16kositoz saptandi. Lenfopeni
icin sinir deger mutlak lenfosit sayisinin 600/mm? olmasi ve/veya lokosit sayisinin %8’ inden
az olmasi olarak degerlendirildi; hastalari %5’inde mevcuttu. Lenfopeni i¢in 1000/mm? sinir
deger olarak alindiginda ise 11 hastanin (%18.3) lenfosit sayis1 1000’in altinda saptandi. B
semptomu hastalarin %70.5’inde mevcuttu. Yiiksek tiimor yiikii (>10 cm) hastalarin %5’inde
mevcuttu. Notrofil/lenfosit orani hesaplandiginda; ortalama deger 4.4, (0.7-11.5), ortanca deger
4.6 1di. Sinir deger 3,9 olarak belirlendi. Lokosit/lenfosit orani hesaplandi. Oran i¢in sinir deger
3,9 olarak belirlendi. 29 hastada (%48.3) <3.,9, 31 hastada (%51.7) >3,9 olarak hesaplandi.
Ortalama deger 6.2 idi. Sedimentasyon degerlerine bakildiginda ortalama eger 34 mm/saat (2-
120 mm/saat), ortanca deger ise 44.4 mm/saat idi. Hemoglobin degerleri incelendiginde

ortalama deger 11.8 g/dl (7.8-17 g/dl), ortanca deger 12.1 g/dl idi.

Hastalar, IPS-3 skoruna goére degerlendirildiginde; hastalarin %35.5°1 diisiik riskli,
%56.4’1 orta riskli, %8.1°1 yiiksek riskli olarak gruplandirildi. IPS-7’ye gore degerlendirmede
ise, hastalarin %59.7’si diisiik riskli, %30.6’s1 orta riskli, %9.7’si1 yiiksek riskliydi. Hastalara 1.
basamak tedavi olarak ABVD uygulandi. Hastalarn 51°1 (%82.3) tedaviye yanit verirken,
11’inde (%17.7) tedaviye yanit yoktu. Hastalarin demografik o6zellikleri ve bu 6zelliklerin
prognoz ile iligkisi Tablo 6’da 6zetlenmistir (Tablo 6: Klinik ve demografik 6zelliklerin

prognoza gore dagilimi )

Tablo 6: Klinik ve demografik ézelliklerin prognoza gore dagilimi

Son durum Toplam
Yastyor Relaps/oliim
n % n % n % p
Cinsiyet K 15 | (39,9) 10 | (41,7) 25 | (40,3) 0,864
23 | (60,5) 14 | (58,3) 37 | (59,7)




Yas <45 yas 28 | (73,7) 12 | (50,0) 40 | (64.,5) 0,058
>44 yas 10 | (26,3) 12 | (50,0) 22 | (35)5)
Evre 2 17 | (44,7) 9 | (37,5) 26 | (41,9) 0,198
3 13 | (34,2) 51 (20,8) 18 | (29,0)
4 8 | (21,1) 10 | (41,7) 18 | (29,0)
Histoloji LFHL 0 11|42 1] (1,6) 0,657
LPHL 3179 21 (8,3) 51 (@8,1)
LZHL 11| (2,6) 01 G0 1] (1,6)
Mikst 10 | (26,3) 51 (20,8) 15 | (24,2)
NS 24 | (63,2) 16 | (66,7) 40 | (64,5)
Histoloji NS 24 | (63,2) 16 | (66,7) 40 | (64.,5) 0,877
(3 Grup)
Mikst 10 | (26,3) 51 (20,8) 15 | (24,2)
Diger 4 | (10,5) 31 (12,5) 7| (11,3)
Histoloji NS 24 | (63,2) 16 | (66,7) 40 | (64,5) 0,779
(2 Grup)
Diger 14 | (36,8) 8 | (33,3) 22 | (35,5)
Tedavi Yaniti | Yok 41 (10,5) 71 (29,2) 11 | (17,7) 0,061
Var 34 | (89,5) 17 | (70,8) 511 (82,3)
Hipoalbumine | Yok 18 | (50,0) 71 (29,2) 25 | (41,7) 0,109
mi
Var 18 | (50,0) 17 | (70,8) 35 | (58,3)
Lenfopeni Yok 351 (97,2) 22 | 91,7) 57 | (95,0) 0,333
(<600)
Var 112,98 2 1(8,3) 31 (5,0
Lenfopeni Yok 33 | 91,7) 16 | (66,7) 49 | (81,7) 0,014
(<1000)
Var 31 (8,3) 8 | (33,3) 11 | (18,3)
(<1000)
Lokositoz Yok 23 | (63,9) 15 | (62,5) 38 | (63,3) 0,913
(>10.000)
Var 13 | (36,1) 91 (37,5) 22 | (36,7)
Lokositoz Yok 31 | (86,1) 22 | 91,7) 53 | (88,3) 0,511
(>15.000)
Var 51 (13,9) 21 (8,3) 71 AL7)
NLO <3,9 19 | (52,8) 10 | (41,7) 29 | (48,3) 0,399
>3.9 17 | (47,2) 14 | (58,3) 31| (51,7)
LLO <3,9 14 | (38,9) 8 | (33,3) 22 | (36,7) 0,662
>3.9 22 | (61,1) 16 | (66,7) 38 | (63,3)
B Semptom Yok 16 | (43,2) 2 1(8,3) 18 | (29.,5) 0,003
Var 21 | (56,8) 22 | 91,7) 43 | (70,5)
Bulky Yok 35 | (94,6) 22 | (95,7) 57 | (95,0) 0,855
Var 21 (54) 1] 43) 31 (5,0




(n: Hasta sayisi, p: Istatistiksel anlamlihk, LPHL: Lenfositten fakir Hodgkin Lenfoma, LPHL: Lenfosit
predominant Hodgkin Lenfoma, LZHL: Lenfositten zengin Hodgkin lenfoma, Mikst: Karisik hiicreli Hodgkin
Lenfoma, NLO: Notrofil/Lenfosit Orano, LLO: Lokosit/Lenfosit Orani, IPS-3 ve 7: International Prognostic

Score)

Mikrogevre biyolojisinde etkili oldugunu diisiinerek bakilan biyobelirteclerden; PD-1
RS hiicrelerinde sadece 1 hastada pozitif saptandi (Sekil 6: RS Hiicresinde PD-1 Boyanmast).
PD-1 boyanmasinda; mikrocevrede 38 (%61.3) vakada boyanma yoktu, 13 (%21) vakada zayif
boyanma, 5 (%8) vakada +2 pozitif boyanma, 6 (%9.7) vakada +3 pozitif boyanma saptandi.
56 (%85.5) vakada RS hiicrelerinde PD-L.1 boyanma gosterdi; negatif boyanma ise 9 (%14.5)
vakada saptandi. PD-L1 mikrogevrede incelendiginde; 34 olguda (%54.8) boyanma yoktu ya
da zayif boyanma saptandi. 28 olguda (%45.2) kuvvetli pozitif boyanma mevcuttu. (Sekil
7:PD-L1’in RS hiicrelerinde ve Mikrogevrede Boyanmasi)

Sekil 6: RS Hiicresinde PD-1 Boyanmasi



Sekil 7: PD-L1’in RS hiicrelerinde ve Mikrocevrede Boyanmasi

Granzim B, RS hiicrelerinde degerlendirildi; 56 hastada negatif (%90.3), 4 hastada
(%6.5) +1 pozitif, 2 hastada (%3.2) +2 pozitifti. Mikrogevrede degerlendirildi; 23 hastada
(%37) negatif, 35 hastada (%56.5) +1 pozitif, 4 hastada (%6.5) +2 pozitifti (Sekil 8: Granzim

B’nin RS hiicrelerinde Boyanmasi, Sekil 9: Granzim B’nin Mikrocevrede Boyanmasi)

Sekil 8: Granzim B’nin RS hiicrelerinde Boyanmasi



Sekil 9: Granzim B’nin Mikrocevrede Boyanmasi

FOXP3 boyanma 6zelligi dikkate alinarak sadece mikrogevrede degerlendirildi. Ancak teknik
sebepler ile 36 (%58.1) vakada non-spesifik boyanma saptandi, 10 (%16.1) vakada boyanma
saptanmadi, 16 (%25.8) vakada +1 pozitif boyanma saptandi (Sekil 10: FOXP’iin Mikrogevrede

Boyanmasi)



Sekil 10: FOXP’iin Mikrocevrede Boyanmasi

Patolojik ozellikler ve bu ozelliklerin prognoz ile iliskisi Tablo 7’de 6zetlenmistir (Tablo7:

Patolojik Ozellikler ve Prognoz ile iliskisi)

Tablo7: Patolojik Ozellikler ve Prognoz ile iliskisi

Son durum Toplam
Yastyor Relaps/oliim
n % n % n % p

PD-1 tiimor Negatif 37 | (97,4) 24 | (100,0) 61 | (98,4) 0,423

Pozitif (+) 1| (2,6) 0| (0) 1| (1,6)

Pozitif (++) 0| (0 0| @O 0| @O

Pozitif (+++) 0| (0 0| @O 0| @O
PD-L1 timor Negatif 6 | (15,8) 31 (12,5) 91 (14,5) 0,557

Pozitif (+) 29 | (76,3) 17 | (70,8) 46 | (74,2)

Pozitif (++) 31 (7,9 4 | (16,7) 71 (11,3)




3 Pozitif (+++) 0| (0 0| (0 0] ()
PD-1 Negatif 26 | (68,4) 12 | (50,0) 38 | (61,3) 0,377
mikrogevre

Pozitif (+) 6 | (15,8) 71 (29,2) 13 | (21,0)

Pozitif (++) 2| (5,3 3| (12,5) 51 (@81

Pozitif (+++) 41 (10,5 21 (83) 61 0,7
PD-L1 Negatif 8 | (21,1) 2| (83) 10 | (16,1) 0,495
mikrogevre

Pozitif (+) 14 | (36,8) 10 | (41,7) 24 | (38,7)

Pozitif (++) 13 | (34,2) 11 | (45,8) 24 | (38,7)

Pozitif (+++) 3179 1|42 4| (6,5)
GrB timor Negatif 35| (92,1) 21 | (87.,5) 56 | (90,3) 0,172

Pozitif (+) 3179 1|42 4| (6,5)

Pozitif (++) 01 GO 2| (83) 2132

Pozitif (+++) 0| (0 0| (O 0 GO
GrB Mikrogevre | Negatif 15 | (39,5) 8| (33,3) 23 | (37,1) 0,823

Pozitif (+) 21 | (55,3) 14 | (58,3) 35| (56,5)

Pozitif (++) 2| (5,3 21 (83) 4| (6,5

Pozitif (+++) 0| (0 0| (0 0] 0O
FOXP3 Negatif 7| (18,4) 3] (12,5) 10 | (16,1) 0,527
mikrocevre

Pozitif 8 | 2L1) 81 (33,3) 16 | (25,8)

Non spesifik 23 | (60,5) 13| (54,2) 36 | (58,1)
PD-1/PD-L1 Her ikisi (-) 8| 2LD) 1| &2 91 (14,5) 0,160
mikrocevrede
koekspresyon Biri pozitif 23 | (60,5) 19 | (79,2) 42 | (67,7)

Her ikisi (+) 7| (18,4) 4 | (16,7) 11| (17,7)
PD-L1 tiimor ve | Her ikisi (-) 3179 1| &2 4| (6,5 0,491
mikrocevre

Biri pozitif 17 | (44,7) 81 (33,3) 25 | (40,3)

Her ikisi (+) 18 | (47,4) 15 | (62,5) 33| (53,2)
GrB tiimér ve Her ikisi (-) 15 ] (39,5) 81 (33,3) 23 | (37,1) 0,575
mikrocevre

Biri pozitif 21 | (55,3) 13| (54,2) 34 | (54,8)

Her ikisi (+) 21 (53) 3] (12,5) 51 (8,1)

(n: Hasta sayis1, p: Istatistiksel anlamlilik)

Hastalarin sag kalim siirelerini etkileyen faktorler Kaplan Mayer ile degerlendirildi.

Cinsiyet ile sag kalim arasinda iliski yoktu (p=0,574). 45 yasindan kii¢iik hastalarin %70’



hayatta kalirken, >45 yasindaki hastalarin %45°1 analiz yapildig1 sirada yasamaktaydi.
Hastalarin >45 yas olmalarinin sag kalimi olumsuz yonde etkiledigi bulundu (p=0,012) (Sekil
11: Yas ve Sag Kahm Iliskisi). Evre 1 ve 2 hastalarm %65’i, evre 3 hastalarm %72’si, evre 4
hastalarin ise %44’ analiz yapildig1 sirada yasamaktaydi. Evre 4 hastalik, sag kalimi olumsuz

yonde etkiledi (p=0,010) (Sekil 12: Evre ve Sag kalim iliskisi).
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Sekil 11: Yas ve Sag Kalim Iliskisi
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Sekil 12: Evre ve Sag Kahm Tliskisi



IPS-3, 4 ve 7 sag kalimla iligkili bulundu (p degerleri sirasiyla <0,001, <0,001 ve 0,001) (Sekil
13: IPS-3 ve Sag Kalim iliskisi, Sekil 14:1PS-4 ve Sag Kalim Iliskisi, Sekil 15: IPS- 7 ve Sag
Kalim fliskisi). Ik tedaviye yanit verenlerin %66’s1, ilk tedaviye yanit vermeyenlerin %36’s1
analiz yapildig1 sirada yasamaktaydi. 11k tedaviye yanit alinmasi, sag kalimla iliskili bulundu

(p=0,036) (Sekil 16: Tedavi Yanit1 ve Sag Kalim Iliskisi).
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Sekil 13: IPS-3 ve Sag Kahm iliskisi



Survival Functions
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Sekil 14: IPS-4 ve Sag Kalim iliskisi

Survival Functions
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Sekil 15: IPS-7 ve Sag Kahm Tliskisi



Survival Functions
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Sekil 16: Tedavi Yamit1 ve Sag Kahm iliskisi

T T
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Hipoalbuminemisi olan hastalarmn %511, albiimin degeri =4 mg/dl olan hastalarin ise

%72’s1 analiz yapildig1 sirada yasamaktaydi. Hipoalbuminemi, sag kalimi olumsuz ydnde

etkiledi (p=0,01) (Sekil 17: Hipoalbuminemi ve Sag Kalim Iliskisi).
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Sekil 17: Hipoalbuminemi ve Sag Kalim iliskisi
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Lenfosit sayisi i¢in sinir deger 600/mm? olarak alindiginda da sag kalimla iliskili
bulunmazken (p=0,161), smnir deger 1000/mm?* olarak alindiginda sag kalimla iliskili bulundu
(p<0,001) (Sekil 18: Lenfopeni ve Sag Kalim Iliskisi). Lokosit degeri her iki smir degerinde de
sag kalimla iliski gdstermedi. Notrofil/lenfosit (NLO) orani sinir deger 3,9 olarak alindiginda,
3,9’un lizerindeki degeri olan hastalarda sag kalim %54, <3,9 ise sag kalim %65 olarak
hesaplandi. NLO’nun diisiik olmasi yiiksek sag kalimla iligkilendirildi (p=0,009) (Sekil 19:
NLO ve Sag Kalim iliskisi). Lokosit/lenfosit oranm1 (LLO) i¢in smir deger 3,9 olarak alindi.
Oranm >3,9 oldugu hastalarda sag kalim %57, <3,9 hastalarda ise %63 olarak hesaplandu.
LLO’nun diistik olmasi yiiksek sag kalimla iligkili bulundu (p=0,019) (Sekil 20: LLO ve Sag
Kalim {ligkisi). B semptomu olan hastalarin %48’i, goriilmedigi hastalarin %88’i analiz
yapildig1 sirada yasamaktaydi. B semptomunun olmasi, sag kalim iizerinde negatif etkiye

sahipti (p=0,002) (Sekil 21: B Semptomu ve Sag Kalim Iliskisi).
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Sekil 18: Lenfopeni ve Sag Kahm Iliskisi
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Sekil 19: NLO ve Sag Kahm iliskisi

Cum Survival
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Sekil 20: LLO ve Sag Kalim iliskisi

Survival Functions

. BSEMPTOM
I v Yok
e . War
+— Yok-censored
—Var-censored
0,6
| + +
T 06
o
=
w -
E
O 04
0,24
0,09
T T T T T T T T
0 20 40 60 a0 100 120 140

Zaman-HS (ay)

Sekil 21: B Semptomu ve Sag Kahm iliskisi

Yiiksek tlimor yiikii olan hastalarin sayisi sadece 3 olmasi nedeniyle sag kalimla iliskili

bulunmadi (p=0,785).

Hastalarmn klinik ve demografik 6zellikleri ile sag kalim siireleri arasindaki iligki,

Tablo 8’de 6zetlenmistir (Tablo 8: Klinik ve Demografik Ozelliklere Gore Sagkalim Siireleri).

Tablo 8: Klinik ve Demografik Ozelliklere Gore Sagkalim Siireleri

Toplam/6liim | Yasayan | Ortalama | Medyan | p
(n) %
Cinsiyet K 25/10 60,0 82,8 86,0 | 0,574
E 37/14 62,2 67,3 93,0
Yas <45 yas 12/40 70 91,3 103,0 | 0,012
>44 yag 12/22 45,5 45,9 31,0
Evre 2 9/26 65,4 94,1 103,0 | 0,010
3 5/18 72,2 72,5 93,0
4 10/18 44,4 28,5 21,0
Tedavi Yaniti Yok 7/11 36,4 41,1 24,0 | 0,036




Var 17/51 66,7 87,0 93,0

Hipoalbuminemi Yok 7125 72 102,0 0,010
Var 17/35 51,4 51,5 38,0

Lenfopeni Yok 22/57 61,4 78,9 86,0 | 0,161

(<600) Var 273 333 83| 210

Lenfopeni Yok 16/49 67,3 86,8 93,0 | p<0.001

(<1000) Var 8/11 37,3 17,6 15,0

NLO <39 10/29 65,5 94,1 103,0 | 0,009
>3,9 24/31 54,8 38,5 38,0

LLO <39 8/22 63,6 97,3 103,0 | 0,019
>3,9 16/38 57,9 41,3 38,0

B Semptomu Yok 2/18 88,9 1243 0,002
Var 22/43 48,8 58,4 48,0

Bulky Yok 22/57 61,4 80,2 93,0 | 0,785
Var 1/3 66,7 21,0

Biyobelirteclerin sag kalim ile iliskisi, Kaplan Mayer analizleri ile degerlendirildi. PD-
I, RS hiicrelerinde sadece bir hastada pozitif saptandigi i¢in istatistiksel olarak sag kalimla
iliskilendirilmedi (p=0,614) (Sekil 22: PD-1 Tiimdérde Boyanma ve Sag Kalim Iliskisi). PD-
I’in mikrogevre degerlendirmesinde, PD-1 negatif hastalarm sag kalim oran1 %68, PD-1 +1
hastalarin sag kalimi %46, PD-1 +2 pozitif hastalarin sag kalimi %40, PD-1 +3 pozitif
hastalarin sag kalim1 %66 olarak hesaplandi. PD-1’in mikrogevrede pozitif olmasi ile sag kalim
arasinda iligki saptanmadi (p=0,489) (Sekil 23: PD-1 Mikrogevrede Boyanmasi ve Sag Kalimla
[ligkisi). PD-L1, RS hiicrelerinde negatif oldugu hastalarda sag kalim %66, +1 pozitif oldugu
hastalarda %63, +2 pozitif oldugu hastalarda %42 idi. PD-L1, RS hiicrelerinde sadece 9 hastada
negatifti. PD-L1’in RS hiicrelerinde boyanmasi sag kalimla iliskisiz bulundu (p=0,321) (Sekil
24: PD-L1 Tiimérde Boyanmasi ve Sag Kalimla Iligkisi). =~ PD-L1’in mikrogevrede
degerlendirmesinde, PD-L1’in negatif oldugu hastalarda sag kalim %80, +1 pozitif oldugu
hastalarda %58, +2 pozitif oldugu hastalarda %54, +3 pozitif oldugu hastalarda %75 saptandi.
PD-L1’in mikrogevre boyanmasida +3 pozitiflik goriilen sadece 4 hasta mevcuttu. Negatif ve
+1 pozitif hastalar ayn1 grupta, +2 ve +3 pozitif hastalar ayn1 grupta degerlendirildiginde, PD-
L1’in mikrocevrede pozitif olmasi sag kalimla iliskilendirilmedi (p=0,073) (Sekil 25: PD-L1
Mikrogevrede Boyanmasi ve Sag Kalimla [ligkisi).
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Sekil 22: PD-1 Tiimorde Boyanma ve Sag Kahm iliskisi
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Sekil 23: PD-1 Mikrocevrede Boyanmasi ve Sag Kahmla iliskisi



Survival Functions
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Sekil 24: PD-L1 Tiimbrde Boyanmasi ve Sag Kalimla iliskisi

Survival Functions
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Sekil 25: PD-L1 Mikrocevrede Boyanmasi ve Sag Kahmla Tligkisi



Granzim B’nin RS hiicrelerinde pozitif olmasi sag kalimla iliskilendirildi (p=0,031).
Yogun boyanma goriilen hastalarin sag kalimi 15 ay olarak hesaplandi (Sekil 26: Granzim B
Tiimorde Boyanma ve Sag Kalim {liskisi). Granzim B’nin mikrogevre boyanmasinda ise,
negatif olan hastalarin sag kalim oran1 %65, +1 pozitif hastalarin sag kalimlar1 %60, +2 pozitif
hastalarin toplam sag kalimlar1 %50 olarak hesaplandi. Granzim B’nin mikrogevrede
boyanmasi, sag kalimla iligkilendirilmedi (p=0,328) (Sekil 27: Granzim B Mikrogevrede
Boyanma ve Sag Kalim {liskisi)

Survival Functions

GRE_TM
10 -~
T INegatif
1Pozitif
. +—Negatif-censored
L_ +—Pozitif-censored
05 -
L
Le |
[
- H R
S 05
£
3 h
(7]
E b
O 04
+ —
0,2+
0,0
T T T T T T T T
o 20 40 60 80 100 120 140
Zaman-HS (ay)

Sekil 26: Granzim B Tiimérde Boyanma ve Sag Kahm liskisi



Survival Functions
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Sekil 27: Granzim B Mikrocevrede Boyanma ve Sag Kalim iliskisi

FOXP3 boyamasinda ise sadece mikrogevre degerlendirildi. Hastalarin 36’sinda
nonspesifik boyanma mevcuttu, boyama anlamsiz olarak degerlendirildi (Sekil 28: FOXP3

Mikrogevrede Boyanma ve Sag Kalim Iliskisi)
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Sekil 28: FOXP3 Mikrogevrede Boyanma ve Sag Kalim iliskisi

Hem PD-1 hem PD-L1’in mikrogevrede pozitif boyanmasi (kuvvetli pozitif boyanma
grubu alindi) ve sag kalim iliskisi degerlendirildi, ko-ekspresyonla sag kalim arasinda iligki
saptanmadi (p=0,248) (Sekil 29: PD-1 ve PD-L1 Ko-ekspresyonu ve Sag Kalim {liskisi). PD-
L1’in hem RS hiicrelerinde hem de mikrogevrede pozitif boyanmasiyla sag kalim arasinda iliski
arastirildi, ancak anlamli sonug elde edilemedi (p=0,064) (Sekil 30: PD-L1’in Ayn1 Anda
Tiimdr ve Mikrogevrede Pozitif Olmasi ve Sag Kalim Iliskisi). Benzer sekilde granzim B’nin
hem RS hiicrelerinde hem mikrogevrede boyanmasi ile sag kalim arasinda da anlamli iliski
saptanmadi (p=0,114) (Sekil 31: Granzim B’nin Ayni Anda Tiimor ve Mikrocevrede

Boyanmas1 ve Sag Kalim liskisi).
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Sekil 29: PD-1 ve PD-L1 Ko-ekspresyonu ve Sag Kahm fliskisi
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Sekil 30: PD-L1’in Aym1 Anda Tiimér ve Mikrogevrede Boyanmasi ve Sag Kahm iliskisi

Survival Functions
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Sekil 31: Granzim B’nin Aym Anda Tiimér ve Mikrocevrede Pozitif Olmasi ve Sag Kalim Tliskisi



IPS-3 ile biyobelirteglerin iliskisi de incelendi. IPS-3 ile hastalar dort gruba ayrildi. Bu
dort gruptaki biyobelirteg pozitifligi ile sag kalim arasindaki iliski incelendi. IPS-3 ile PD-
1/PD-L1’in mikrogevrede birlikte pozitif olmasi1 sag kalim iizerinde etkili bulundu (p=0,01).
IPS-3 ile PD-L1 tiimér ile PD-L1’in mikrogevrede birlikte pozitif olmasi sag kalim iizerinde
anlamli olarak etkili bulundu (p=0,007). IPS-3 ile granzim B’nin hem timdr hem mikrogevrede
pozitif olmasi1 da sag kalim {izerinde etkili bulundu (p=0,02). IPS-3 ile PD-L1’in mikrogevrede
pozitif olmas1 da sag kalim tizerinde etliki bulundu (p=0,02). Ancak IPS-3’{in kendisi sag kalim1

giiclii bir sekilde etliledigi i¢in istatistiksel anlami sinirh olarak degerlendirildi.

Biyobelirtecler ile sag kalim siireleri arasindaki iligki Tablo 9°da 6azetlenmistir (Tablo

9:Biyobelirteg Ile Sag Kalim Siireleri)

Tablo 9: Biyobelirtec ile Sag Kalim Siireleri

Toplam/6liim | Yasayan % Ortalama Medyan p degeri
PD-1 tiimér Negatif 24/(21) 60,7 0,614
Pozitif (+) 0/1 | 100,0
PD-L1 tiimor Negatif 3/9 | 66,7 103,9 0,321
Pozitif (+) 17/46 | 63,0 69,5 86,0
Pozitif (++) 4/7 | 42,9 34,5 35,0
PD-1 mikrogevre Negatif 12/38 | 68,4 90,4 103,0 0,489
Pozitif (+) 7/13 | 46,2 58,5 35,0
Pozitif (++) 3/5 | 40,0 38,4 54,0
Pozitif (+++) 2/6 | 66,7 38,7
PD-L1 mikrocevre Negatif 2/10 | 80,0 111,6 0,298
Pozitif (+) 10/24 | 58,3 82,3 93,0
Pozitif (++) 11724 | 54,2 36,6 38,0
Pozitif (+++) 1/4 | 75,0 13,5 13,0
GrB tiimor Negatif 21/56 | 62,5 80,8 93,0 0,031
Pozitif (+) 1/4 | 75,0 21,0
Pozitif (++) 2/2 | 0,0 15,0 6,0
GrB mikrocevre Negatif 8/23 | 65,2 93,7 103,0 0,328
Pozitif (+) 14/35 | 60,0 55,8 54,0
Pozitif (++) 2/4 | 50,0 21,0 24,0
FOXP3 mikrogevre Negatif 3/10 | 70,0 94,3 0,796
Pozitif 8/16 | 50,0 60,4 54,0
NS 13/36 | 63,9 81,7 93,0
Her ikisi negatif 1/9 | 88,9 124,7 0,248




PD-1/PD-L1 Biri pozitif 19/42 | 54,8 70,3 86,0
koekspresyonu Her ikisi pozitif 411 | 63,6 a7 54,0
PD-L1 Her ikisi negatif 1/4 | 75,0 110,2 0,064
timdr+mikrogevre T E 8/25 | 68,0 90,8 93,0
Her ikisi poz 15/33 | 54,5 36,1 38,0
GrB Her ikisi negatif 8/23 | 65,2 93,7 103,0 0,114
tiimor+mikrogevre
Biri pozitif 13/34 | 61,8 57,3 54,0
Her ikisi pozitif 3/5 | 40,0 18,0 24,0
IPS3 IPS-3 0 2/22 | 90,9 29,6 <0.001
1 12/24 | 50 13,0 54,0
2 6/11 | 45,5 130,3 21,0
3 4/5 | 20 60,6 15,0
IPS7 IPS-7 0 1/6 | 83,3 121,0 0,001
1 2/13 | 84,6 79,6 86,0
2 8/18 | 55,6 67,5 54,0
3 5/10 | 50,0 42,0 15,0
4 4/9 | 55,6 31,5 38,0
5 4/6 | 33,3 14,2 13,0
5-TARTISMA

HL, lenf nodlarin1 ve lenfatik sistemi etkileyen bir malignitedir, Hastalarin %80’inde

kiir saglanabilirken, %20’sinde relaps ya da refrakter hastalik gelsebilir. HL’nin erken yasta

goriilmesi nedeniyle, tedavi iliskili toksik etkiler akut donem kadar kronik donemde de cok

onemlidir ve verilecek tedavilerin hastaya en uygun sekilde planlanmasi ya da diger deyimle

kisisellestirilmig/en uygun tedavinin verilmesi temel dnemdedir (1). HL, malign B hiicreleri

olan RS hiicreleri ile karakterizedir (2). Ancak RS hiicreleri tiimoral infiltratin yaklasik %1°lik

kismini olustururken yogun bir mikrogevre bulunur ve mikrogevrenin hastalik biyolojisinde ¢ok

onemli oldugu konusunda kusku yoktur (3). Son yillarda mikrogevreyi tanimlamaya yonelik

calismalar ile mikrogevrede prognoza katkisi olabilecek belirteclere 6zgii gelistirilen tedaviler

olduk¢a giindemdedir (1).




Bu ¢aligmada, PD-1, PDL-1, FOXP3 ve granzim B’nin mikrogevre {izerindeki rolleri,
tiimor biyolojisine etkisi, sag kalim ve prognozla iligkisi arastirilmistir. Bu ¢alismanin amaci,
prognoz iizerine olumlu veya olumsuz etkisi olan molekiilleri belirleyerek giincel tedavilerde

olasi rollerini belirlemektir.

Bir¢ok ¢alismada HL’ nin mikrogevresinde bulunan, prognozla en anlaml iligkili olan
belirteci bulmaya ve bu belirtece kars1 yaklasim olusturmak ¢abasi mevcuttur. Bu ¢alismada,
PD-1, PDL-1, FOXP3 ve granzim B’nin RS hiicrelerinde ve mikrocevrede ekspresyonu ve diger
prognostik parametrelerle iligkisi arastirilmistir. 62 hastanmn ilk tami aldigi histolojik
materyalde gerec ve yontemde detayli olarak anlatilan hazirhik asamalarindan sonra
immunhistokimyasal boyama yapildi, materyaller her bir belirtec icin hem RS hiicrelerinde hem
de mikrogevrede degerlendirildi. Belirlenen sinir degere gore pozitif veya negatif olarak
gruplandirildi. Bu belirteglerin mikrogevrede ve/veya RS hiicrelerinde bulunmasi ile IPS-3 ve

7 kriterleri ile bu kriterleri olusturan parametreler tek degiskenli analizlerle kiyaslandi.

CUTF Onkoloji Bili Dali’'nda izlenen olgulardan 62’sinde yas, cinsiyet, 1okositoz
varligi, lenfopeni varlhigi, anemi varli§i ve evre degerlendirildi. Ayrica ndétrofil sayimu,
lokosit/lenfosit orani, nétrofil/lenfosit orani, IPS-3 ve IPS-7 skorlari, histolojik alt tip, tedaviye
yanit durumu, B semptomu varlig, yiiksek tlimor yiikli varligi degerlendirildi. Hastalarin sag
kalimlar1 Event Free Survival (EFS) ve Overall Survival (OS) olarak degerlendirildi. EFS, tam
anindan hastaligi progresyonu veya relapsi ile tedaviyi kesme veya herhangi bir nedenle 6liime
kadar gegen siire olarak tanimlandi. OS ise hastaligin tan1 anindan herhangi bir nedenle 6liime
kadar gecen silire olarak tanimlandi. Bu calismada Freedom Free Progression (FFP)
kullanilmadi. Ancak kiyaslanan bazi ¢alismalarda FFP de sag kalimi degerlendirmek igin

kullanilmistir; tedavi sonrasi hastaligin progresyonuna kadar gegen siireyi tariflemektedir.

Hastalarin klinik/labaratuvar parametreleri ile EFS/OS tek degiskenli analizlerle
degerlendirildi. Ancak, mevcut hasta sayisindan dolayi, hastalar homojen gruplara
dagitilamadi. Erkek hastalar (n=37), kadin (n=25) hastalara gore sayica daha iistiindi. 45
yasinin altindaki hastalar (n=40), 45 yasmin {izerindeki hastalara (n=22) gore sayica olduk¢a
iistiindii. Evre 1 hastalar sayica olduk¢a azdi (n=3). Histolojik alt tipler ele alindiginda NS tip
sayica Ustlindii (hastalarin %64.5’1). Bulky hastalig1 olan sadece 3 hasta mevcuttu. Lokositoz
(WBC>15.000/mm?*), sadece 6 hastada mevcuttu. Bu nedenle sinir deger 10.000/mm?* kabul
edilerek ikinci bir analiz yapildi. Hastalara ait bu demografik, klinik ve laboratuvar verilerle
istatistiksel anlamli sonuglar elde etmek olduk¢a zordu. Hasta sayisi, 6zellikli alt gruplarin daha

detayli degerlendirilebilmesi ve istatistiksel olarak daha anlamli sonuglar elde edebilmek icin



cok yeterli degildir. Ancak finansal nedenlerle hasta sayisi1 artirilamamustir. Daha genis bir hasta

grubunda bu parametrelerin ¢alisilmasi ¢cok daha emin sonuglar1 ortaya ¢ikaracaktir.

IPS-7, ileri evre HL i¢in en sik kullanilan risk siniflandirma aracidir. Diefenbach ve
arkadaglarinin yaptig1 1996-2006 yillar1 arasinda takip edilen 854 hastanin takip edildigi E2496
caligmasinda, IPS-7 ile hastalar 6 gruba ayrilds, risk faktorii > 5 olan hastalar i¢in 5 yillik FFP
%42, hig bir risk faktorii bulunmayan hastalar i¢in 5 yillik FFP ise %84 olarak hesaplanmistir.
Yine ayn1 calismada, > 5 risk faktorii bulunan hastalar i¢in 5 yillik OS %56, higbir risk faktorii
bulunmayan hastalar i¢in 5 y1llik OS %89 olarak hesaplanmustir (53). IPS 6ngordiiriicti degerini
saptamak amaciyla Moccia ve arkadaslarinin yaptigi 740 hastay1r kapsayan retrospektif
calismada ise, hastalarin genel 5 yillik FFP %78 ve OS %90 olarak hesaplanmistir. IPS, hem
FFP (p<0,001) hem OS (p<0,001) i¢cin prognostik dnemini korumustur. 5 yillik FFP %62 ile
%388 araliginda, OS %67 ile %98 araliginda saptanmistir. Analizler 16 ile 65 yaslar1 arasinda
smirlandirildiginda (n=686), 5 yillik FFP %70-88 araliginda, OS ise %73-98 araliginda
saptanmustir (54). Bizim ¢alismamizda, IPS-7 skoruna gore hig risk faktorii olmayan hastalarin
%83’ hayatta kalmis, 5 veya daha fazla risk faktdrii olan hastalarin ise %33’ hayatta kalmistir
(p=0,001).

Diefenbach ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, degisen tedavi rejimleri ile IPS-7 nin
prognostik giiciiniin kisitlandig1 savunulmustur. Bu amagla, tek degiskenli ve ¢cok degiskenli
Cox analizleri ile IPS-7 kriterlerinin prognostik giicli, FFP ve OS degerleri ile hesaplanmustir.
Sonugta IPS-7 prognostik dngordiiriicli olarak kalmis, ancak prognostik aralig1 daralmistir. Cok
degiskenli analizde, FFP i¢in iki faktor (yas, evre) ve OS i¢in {i¢ faktor (yas, evre, hemoglobin
seviyesi) anlamli kalmistir. Alternatif bir prognostik indeks olan IPS-3, dort ayr1 risk grubu
saglayan yas, evre ve hemoglobin seviyesi kullanilarak olusturulmustur (FFS i¢in p=0,0001 ve
OS i¢in p<0,0001). IPS-3, IPS-7'nin hem FFP hem de OS i¢in risk tahmini tizerinde, model ve
ayrimcilik kriterlerine gére daha iyi performans gostermistir. Tekrar smiflandirma kalibrasyonu
kullanilarak, IPS-7 skoru diisiik risk olarak hesaplananlarin %181 orta risk grubuna, IPS-7
skoru orta risk skoru hesaplananlarin %13l diisiik risk skoruna dahil edilmistir. Giinlimiizde
ileri evre HL icin IPS-3’lin, risk degerlendirmesi i¢in daha basit ve daha dogru bir cerceve

saglayabilecegi savunulmustur (53).

Bizim c¢aligmamizda ise IPS-3 kriterlerine gore hicbir risk faktorii bulunmayan
hastalarin sag kalim orani %90 iken, 3 risk faktoriinii de tasiyan hastalarin sag kalim orani %20

olarak hesaplanmustur.



Ulkemizde ¢ok merkezli olarak yapilan ve 857 olgunun degerlendirildigi analizde ise
IPS-3 i¢in belirlenen parametrelerin yanisira lenfositopeni de eklenerek yapilan ¢oklu analiz
sonuclarma gore OS ve EFS i¢in 4 faktdor onemli bulundu: evre, yas, hemoglobin ve
lenfositopeni. Bu faktorlere gore IPS-4 hesaplanmis ve IPS-3’ ten daha kullanislt bulunmustur
(59).

Koh ve arkadaslarmin 312 klasik HL’l1 hastada yaptigir calismada, tedavi Oncesi
NLO’nun sag kalimla iligkisi anlamli bulunmustur. Bu ¢alismada NLO i¢in smir deger 4.3
olarak belirlenmistir. NLO’nun >4.3 olmasi diisiik sag kalimla iligkilendirilmistir (p<0,01)
(56). Reddy ve arkadaslarinin 338 evre 1 ve 2 klasik HL’l1 hastada yapilan ¢alismada, NLO i¢in
simir deger 6.3 olarak alinmigtir. NLO’nun >6.4 olmas1 diisiik sag kalimla iligskilendirilmistir
(p<0,001) (57). Bizim ¢alismamizda NLO icin sinir deger 3,9 olarak belirlendi, sag kalimla
iligkili bulundu (p=0,009). Calismamizda diger ¢alismalarda yer almayan LLO hesaplandi, sag
kalimla iligkili bulundu (0,019).

Benzer ¢alismalar incelendiginde; Greaves ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada,
calismalarin tekrarlanabilirligi acisindan preparatlardaki aselliiler/fibrotik alanlar devre dis1
birakilmis ve incelenen materyaller otomatize bir sistem yardimi ile taranmistir (6). Bu
calismada secilen hastalarin %64.5’inin NS alt tipinde oldugunu da goz 6niinde bulundurursak;

bu standardizasyon yonteminin 6nemi daha ag¢ik hale gelmektedir.

PD-1 ve PD-L1’in bu ¢alismada biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin nedeni immun
kontrol noktasinda etkili olmalar1 ve birbirleriyle etkileserek sitotoksik hiicrelerin malign
hiicreleri yok etme yetenegini ortadan kaldirarak immunsiipresif bir etki gostermeleridir. Bu
nedenle PD-1/PD-L1 yolag: klasik HL’da patogenezinde dnemli oldugunu telkin etmektedir.
Relaps ve refrakter klasik HL’ nin tedavisinde kontrol noktasi inhibitorlerinin, 6zellikle de PD-
1 inhibitorlerinin istlin basarisi, gercekten rutin pratigi degistirecek nitelitedir. Ek olarak,
seceneklerin daha once smirli oldugu hastalar icin etkili tedavi saglamanin yani sira, bu iyi
tolere edilen ajanlar1 daha erken tedavi yontemlerinde kullanmak ve klasik HL. tedavisinin
toksisitesini en aza indirirken potansiyel olarak hastalifin seyrini degistirmek i¢in bir firsat
sunmaktadir. Bu amagcla, relaps/refrakter HL’da anti PD-1 olan nivolumab kullanim ile ilgili
ilk Faz 1 ¢alisma olan CheckMate-039 calismas1 2015’te yaymlanmistir. CheckMate-039
caligmasinda 23 relaps refrakter, agir tedaviler alan hastaya nivolumab verilmistir. %87 lik
genel sag kalim orani (OS) ve %20 lik tamamen kiir (CR) elde edilmistir. Bu sonuglardan sonra

hastalarin doku Orneklerinde RS hiicrelerinde yiiksek oranda PD-1 ligand1 olan PD-L1’in



yiiksek oranda ekspresyonu immunhistokimyasal boyamayla dogrulanmistir. Bu c¢alismadan
sonra nivolumab FDA tarafindan relaps/refrakter HL tedavisinde onaylanmis ve NCCN
kilavuzunda yerini almistir. Bu durum kontrol noktasi inhibitorlerinin ve HL mikrogevresi

profilinin belirlenmesi ile ilgili ¢caligmalar1 hizlandirmustir (45).

Bu c¢alismada PD-1 ve PD-L1 hem mikrocevrede hem de RS hiicrelerinde ayri ayri
degerlendirildi. Bir¢ok ¢alismada sadece mikrogevre boyanmasi degerlendirilmis; esas tiimoral
ozellik gosteren RS hiicreleri goz ardi edilmistir. Bu calismada, Anti PD-1 ve anti PD-L1
antikorlar1 icin RS hiicrelerinde %35 {iizeri hiicrede membrandz veya membrandz/sitoplazmik
boyanma pozitif (+) olarak kabul edildi, +2 orta siddetli boyanma, +3 kuvvetli boyanma olarak
kabul edildi. Anti PD-1 ve PD-L1 mikrogevresi i¢in, boyanma siddetine gore negatif (boyanma
yok), +1 (zayif veya belirsiz boyanma), +2 (orta siddetli boyanma), +3 (kuvvetli boyanma)
olarak derecelendirildi. Literatiirde, neredeyse her ¢calismada PD-1/PD-L1 pozitifligi i¢in ayr1
bir sinir deger kullanilmistir. PD-1 ve PD-L1’in mikrogevrede yiiksek oranda ekspresyonunun
EFS iizerine negatif etkisinin ilk kez gosterildigi calisma olan Holander ve arkadaslarmin
yaptig1 ¢alismada smnir degerler oldukca farklidir ve degerlendirmede karisiklik yaratmamasi
icin baz1 hiicre gruplar1 hiicre sayimina dahil edilmemistir. Hollander ve arkadaglarinin yaptigi

calismada;

e PD-I1+, PD-L1+ lenfositlerin sayis1 goriintii analiz yazilimi ile hesaplanmustir. Lenfosit
ve monositler, tahmini olarak hesaplanmustir.

¢ RS hiicreleri, graniilositler ve biiyiik aktive makrofajlar PD-1 boyamasinda
degerlendirme dis1 birakilmistir. PD-L1 analizinde ise degerlendirmeye alinmistir.

e Yazilim, kahverengi membrandz boyanmayi pozitif kabul etmek {izere
programlanmustir.

e PD-1+, PD-L1+ hiicrelerin orani; pozitif hiicre sayisi, pozitif ve negatif toplam hiicre
sayisina boliinerek hesaplanmigtir. PD-L1+ 16kositlerin orani, pozitif ve negatif HRS
hiicrelerini toplam seliilariteden ¢ikararak belirlenmistir. Fibrotik alanlar ve aktif
germinal merkezler degerlendirme dis1 birakilmistir.

e Tiimor dokular1 ayrica PD-1+ lenfositlerde ayrica en azindan bir RS hiicresinin
etrafinda rozet formasyonu olusturmasi incelenmistir. PD-1+ lenfositlerin
yiiksek/diislik oran tanimlamasi i¢in %10 cut-off deger olarak kullanilmistir. PD-L1+
lenfositler i¢in ise bu oran %5 olarak belirlenmistir. PD-L1+ RS hiicreleri i¢in bu oran
%90 olarak belirlenmistir (13).

Bu veriler de goz oniinde bulundurularak; mikrogevrede yapilan ¢alismalarda histolojik

olarak net bir smir degerinin belirlenemedigi, patolojik inceleme yoOntemlerinde



standardizasyonun olduk¢a zor oldugu, 151tk mikroskobunda inceleme Oncesi goriintii analiz

yazilim programlariin gerekliligi daha 6nemli hale gelmistir.

Bu c¢alisgmada, PD-1’in RS hiicrelerinde sadece bir hastada pozitif oldugu saptandi.
Hollander ve arkadaslarmin yaptigi ¢aligmada ise hi¢c boyanma saptanmamistir. Bu ¢alismada
PD-1 mikrogevrede incelendiginde; boyanma yok veya zayif boyanma ayni grupta boyanma
yok/belirsiz boyanma grubu olarak; +2 ve +3 pozitif boyanma ise kuvvetli pozitif boyanma
grubu olarak ayr1 gruplarda degerlendirildi. 53 hastada (%85.5) boyanma yok/zayif boyanma
saptandi, 9 hastada (%14.5) kuvvetli pozitif boyanma saptandi. PD-1’in immunhistokimyasal
olarak incelendigi calisma O6rnekleri olarak; Hollander ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada PD-
I’in mikrogevrede yiiksek oranda boyanmasi hastalarin %50’sinde saptanirken, Wang ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada %25, Paydas ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ise %20
oraninda boyanma saptanmustir. Caligmalar arasinda biiyiik farklarin olmasi, patolojik
degerlendirme kriterlerinin farklilifindan ve kullanilan ¢alisma kitlerinin farkliligindan
kaynaklanabilir. Hollander ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada PD-1 diger prognostik
faktorlerden herhangi biriyle korele bulunmamig, EFS ve OS iizerinde istatistiksel olarak
anlaml Olgiide olumsuz etkisi goriilmiistiir. Bu ¢alismada, PD-1’in sag kalim ile iliskisi

saptanamamigtir.

PD-L1 boyanmasi i¢in benzer ¢alisma yOontemi kullanilan Hollander ve arkadaslarini
yaptig1 calismada, PD-L1’in RS hiicrelerinde boyanmasi %9 olarak saptanmistir. Bu ¢aligmada
PD-L1’in hem RS hiicrelerinde hem de mikrogevrede boyanmasi sag kalim ile iliskili
bulunmadi. Ancak; PD-L1’in hem RS hiicrelerinde hem de mikrogevrede pozitif olmasi sag
kalim yoniinden anlamlilik smirinda bulundu (p=0,064). Bu durum daha once herhangi bir

calismada belirtilmemistir. Ancak daha fazla olgunun degerlendirilmesi net sonuglar verebilir.

Hollander ve arkadaslarinin yaptigi calismada mikrocevrede PD-1 ve PD-L1’in her ikisi de
ayr1 ayr1 sag kalim iizerine olumsuz etkili bagimsiz risk faktorleri olarak bulunmustur. Paydas
ve arkadaglarmin yaptig1 calismada ise PD-1 ve PD-L1’in prognoz iizerinde anlamli etkileri
bulunmamis; PD-1 ve PD-L1’in ko-ekspresyonu ise sag kalimi ciddi yonde azaltmstir (14). Bu
calisgmada, PD-1/PD-L1 ko-ekspresyonu sag kalimla iligkili bulunmadi (p=0,248). Bu

durumdaki hasta sayisini 11 olmas1 bu sonuca yol agmis olabilir.

Granzim B, sitoplazmik boyanma o6zelligi gosterir. Granzim B’nin, daha Onceki
caligmalarda sadece mikrocevrede boyanma gosterecegi belirtilmisti (47). Bu caligmada 6

hastada granzim B RS hiicrelerinde boyanma gosterdi. Sadece 2 hastada +2 pozitif boyanma



gosterdi, o hastalarda relaps/6liim goriildiigiinden p degeri 0,031 olarak hesaplandi. Granzim
B’nin mikrogevre degerlendirmesinde 39 (%62.9) hastada pozitiflik saptandi. Kelley ve
arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada granzim B’nin mikrogevrede yiiksek oranda bulunmasi
prognoz tizerine anlamli etki gostermemistir. Bizim ¢alismamizda, granzim B’nin
mikrocevrede boyanmasi sag kalimla iliskili bulunmadi (p=0,328). Ote yandan granzim B’nin
tedavi hedefi olabilecegi tartisilmaktadir. Hehmann-Titt ve arkadaslarnmn yaptig1 bir
calismada, granzim B’nin potent bir immuntoksin oldugu, hedefe yonelik tedavi olarak
terapotik olarak kullanilabileceginden bahsedilse de, granzim B’nin klinik kullaniminm iki
temel nedenle kisitlandig1 ifade edilmistir. Birincisi; tiimorlerde granzim B’ye karsi spesifik
olarak iiretilen serpin B9 (PI-9)’ dan kaynaklanmaktadir. PI-9 ekspresyonu ozellikle, HL,
pankreatik karsinom, blast krizindeki KML, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, meme kanseri,
malign melanom, nazofaringeal karsinom ve AML’de saptanmustir. Ikincisi, granzim B 6nemli
bir pozitif yiizey ylikiine (sarjina) sahiptir. Bu durum, spesifik olarak negatif yiiklii hiicre
ylizeyine baglanmasina ve hedef dis1 etkilere yol agmaktadir. Bu nedenlerle granzim B’nin
klinik kullanim1 halen biyomiihendislik tarafindan arastirilan bir konudur. Ilerleyen yillarda
daha yiiksek teknoloji ile bu alanlarda bir tedavi ajani gelistirilmesi belki de s6z konusu

olacaktir (49).

FOXP3, niikleer boyanma gosterir. FOXP3 boyanmasi ve prognoz iizerindeki onceki
calismalar celiskili ve karmagik bilgiler icermektedir. Baz1 ¢alismalar FOXP3 pozitifliginin
prognozu olumlu yonde etkiledigini savunmustur (6, 46, 47). Bizim ¢alismamizda anlamli olan
FOXP3 boyamalar1 g6z oniine alindiginda hastalarin %25’inde pozitiflik saptanirken; Kelley
ve arkadaslarinin yaptig1 bir galismada FOXP3 pozitifligi %44; Wang ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢aligmada ise %52 bulunmustur. Bu farkliligin en 6nemli nedeni teknik nedenlerden dolay1
olabilir. FOXP3 boyanmas1 bizim ¢aligmamizda patolojik 6rneklerdeki boyanmanimn nitelikleri

nedeniyle boyanma ve degerlendirme problemi olarak yorumland:.

Bizim ¢aligmamizda ¢ok degiskenli analizde degerlendirildiginde hem IPS-3 ve 7 hem de

NLO ile LLO’nun sag kalima etkisi anlamli bulunmustur.

Biyobelirte¢ ¢aligmalarmin biiylik bir kismi1 immunhistokimyasal boyama yontemi ile
yapilmustir. Visser ve arkadaglarinin yaptig1 calismada ise hiicre alt gruplarini belirlemek i¢in

akim sitometri yontemi kullanilmistir (58).

Literatiir taramalarinda, mikrogevreyle ilgili belirtegler arastirilirken g¢alismalarm biiyiik

cogunlugu klasik HL.’da yapilmis, LPHL c¢alismalara dahil edilmemisti. Visser ve arkadaslarini



yaptig1 ¢alismada NLPHL’nin mikrogevresi incelenmistir. Caligmada, 10 NLPHL’l1 doku
ornegi ile 7 reaktif lenf nodu kiyaslanmistir. Calismanin sonucunda, NLPHL olan dokuda
reaktif lenf noduna gore, PD-1+ T lenfosit oran1 daha yiiksek, FOXP3+ T lenfosit oran1 daha
diisiik saptanmistir (58). Bu ¢alismada LPHL alt tipinde 5 hasta bulunmaktadir. Bu hastalarin
31 ilk tedaviye yanit vermis, 2’sinde relaps gelismistir. Diger hastalarla kiyaslamak icin
oldukca az sayida hasta oldugundan daha detayli sonuglara ulasmak i¢in daha genis bir hasta

grubu gereklidir.

6-SONUC VE ONERILER

HL, siklikla geng¢ popiilasyonu etkileyen, yiiksek kiir oranma sahip bir malignitedir.
Yiiksek kiir oran1 nedeniyle tedavinin akut yan etkileri kadar kronik yan etkileri de 6enlidir.
Bu nedenle hastalara en uygun tedavinin yapilmasi hem kiir oranmi artirma hem de tedavi
iligkili yan etki azaltma potansiyeline sahiptir. Yani giderek daha giincel hale gelen ‘’Precision
Medicine’’ kavramina en fazla uyulmasi gereken malign hastaliklarin basinda gelmektedir.
Cok net bilinmektedir ki ilk tedaviye yanit 1yi degilse, daha sonraki tedavilere yanit olasiligi da
azalmaktadir. Bu durumu saglamanin en 6nemli basamagi hastaligin biyolojisinin daha iyi
anlasilmasidir. HL’da, malign hiicreler RS hiicreleridir ancak bu hiicreler toplam tiimor i¢indeki
hiicrelerin % 0.1-10’unu teskil ederler. Bu azinliktaki malign hiicrelere karsin RS hiicreleri
etrafinda yogun bir immun hiicre toplulugu vardir ki mikrocevre olarak degerlendirilmektedir.
Hodgkin lenfoma tedavisinde basar1 medikal onkolojideki en 6nemli gelismelerden biri
olmasina karsin bu hastalikta mikrogevrenin biyolojisinin daha iyi anlagilmasi daha uygun ve
muhtemelen daha az toksik yaklasimlarla tedavi olanagini saglayacaktir. Hodgkin lenfoma
biyolojisindeki en sicak ve dnemli ¢aligmalar mikrogevrenin daha iyi tanimlanmasi ve bunun
klinige yansimalaridir. Son yillarda mikrogevrenin daha iyi anlagilmast ve buna ydnelik
tedavilerle cok dnemli gelismeler kaydedilmistir ve bilgiler hizla artmaktadir. Mikrogevredeki
biyolojik olaylarin daha iyi tanimlanmasi hastalik patogenezindeki belirsizlikleri ve dolayisiyla
tedavide basarisizliklar1 giderme potansiyeline sahiptir. Mikrogevre biyolojisi ve iliskili

biyobelirteglerin profili ile iliskili caligmalar hastalik patogenezine yeni ufuklar getirmistir ve



bilgi artmaktadir. Buamagla programli hiicre 6liimii yolaklar1 ile FOXP3 ve Granzim B sistemi
pek c¢ok calismada Onemli bulunmustur. Biz de bu calismada bu belirtecleri immun-
histokimyasal olarak degerlendirdik ve bu parametreleri ¢cok iyi bilinen IPS gibi prognostik
skorla ve pek ¢ok neoplastik hastalikta prognostik 6nemi olan nétrofil/lenfosit oranlari ile
kiyasladik. Calisilan biyobelirteclerden higbiri tek basina dogrudan sag kalim iizerine etkili
bulunmamistir. Ancak daha genis hasta gruplariyla ¢alismalar1 giiclendirmek gelecek tedavi

yaklagimlarma yol gosterecektir.
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