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OZET

Yesilirmak A, Folikiiler Lenfomalarin ve Yeni Tanimlanmis BCL2 Negatif Alt
Grubunun EPHA7, EZH2 Ekspresyonu ve BCL2 “break-apart” Agisindan Analizi,
Sonuglarinin Karsilastirilmasi ve Histopatolojik Korelasyonu, Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Tezi, Ankara, 2014. Folikiiler Lenfoma (FL) germinal
merkez B hiicrelerinden kdken aldigi varyasilan matiir B hiicreli bir lenfomadir ve
Non-Hodgkin lenfomalarin ikinci en sik tipidir. FL’lari iyilestirmek belirgin bir klinik
problemdir, ¢linkli standart kemoterapi yaklasimi ile tedavi edilemez oldugu
distnllmektedir. FL'nin son zamanlarda tanimlanan genetik lezyonlari, potansiyel
yeni ila¢ tedavi segenekleri olusturmaktadir. Bu c¢alismanin amaci kendi
bolimimiizde FL tanisi almis hastalarin doku orneklerinde hedefe yonelik tedavide
glindeme gelecek olan BCL2, EPHA7 ve EZH2 ekspresyon durumunu incelemek, BCL2
negatif alt grubu tanimlamak ve bu grubun gerek bu belirtecler gerekse BCL2 break-
apart agisindan farkhh olup olmadigini arastirmaktir. Bu g¢alisma kapsaminda
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dal’nda 2000 —
2014 yillar1 arasinda FL tanisi almis 98 hastanin 102 adet biyopsi 6rnegi yeniden
degerlendirilmistir. Olgularin %28,4’(i derece 1 FL, %39,2’si derece 2 FL ve %32,4’U
derece 1-2 FL tanisi almistir. Hastalarin klinik ve demografik verileri hasta veri
tabanindan elde edilmistir. Yapilan incelemede biyopsi érneklerinde segili temsili
bloklardan elde edilen kesitlerde immunohistokimyasal yontemle BCL2 klon 100/D5,
BCL2 klon E17, BCL2 klon SP66, EZH2 ve EPHA7 ekspresyonuna bakilmistir. Daha
sonra BCL2 antikorunun herhangi biri ile negatif ya da parsiyel pozitif olan 40 olguya
ait timor materyalini iceren doku mikro-dizinleri hazirlanmistir. Bundan elde edilen
kesitte in-situ hibridizasyon yontemi ile BCL2 break-apart durumu arastirilmistir.
Kemik iligi tutulumu olmayan hastalarin genel sagkalim sirelerinin tutulumu olan
hastalara gore daha uzun oldugu gérilmistir. BCL2 nin farkh klonlari ile BCL2 negatif
FL oraninin degiskenlik gosterdigi saptanmistir (klon 100/D5 %21,6, klon E17 %14,7
ve klon SP66 %8,8). BCL2 klon SP66 fiksasyondan en az etkilenen ve en yiksek
pozitiflik oranina sahip olan olarak ortaya cikmistir. FISH c¢alisilan 6rneklerden 27
tanesinden sonu¢ elde edilmistir. Bu 27 6rnegin hicbirinde BCL2 break veya
amplifikasyon saptanmamistir. Bu durum BCL2 translokasyon sikliginin bizim vaka
grubumuzda Bati toplumlarinda bildirileninkinden daha az olabilecegi olasiligini akla
getirmektedir (bazi Asya toplumlarindan bildirilen daha disik oranlara benzer
olarak). EZH2 immiunohistokimyasal olarak ¢cok yliksek oranda pozitif bulunmustur
(93/102 vaka, %91,2). EZH2 ile germinal merkezde bulunan sentrositlerin %80 kadari,
sentoblastlarin ise %40 kadari nikleer pozitif boyanmistir (Bu oranlar germinal
merkez hicrelerinde beklenen Ki-67 degerinden daha vyiksektir). Vakalarin
%14,7’sinde EPHA7 ile kayip saptanmistir (15/101 vaka). Hedefe yonelik tedaviler
acisindan EZH2 ve EPHA7 ekspresyonunun imminohistokimya gibi rutin bir ydontemle
bakilabilecegi, ayrica ilerde hem prognostik hem de tedavi yonlendirici olarak
kullanibilecegini diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Lenfoma, folikiler, BCL2, EZH2, EPHA7Y.



ABSTRACT

Yesilirmak A, Analysis of Follicular Lymphomas and the Newly Defined BCL2
Negative Subgroup with regard to EPHA7 and EZH2 Expression and BCL2 break-
apart, Comparison of Results and Histopathological Correlation, Hacettepe
University School of Medicine, Pathology Thesis, Ankara, 2014. Follicular lymphoma
(FL) is a mature B cell lymphoma thougt to arise from germinal center B cells and is
the second most common subtype of non-Hodgkin lymphoma (NHL). Cure of FL is a
significant problem and in fact it is thought to be incurable with standart
chemotherapy modality. The recently identified genetic lesion of FL, constitute
potential new therapies against FL. The aim of this study to examine the
immunohistochemical expression of BCL2, EZH2 and EPHA7 and define this BCL2
negative subgroup among our follicular lymphoma cases. In the scope of this study,
102 biopsy specimens from 98 patients diagnosed as FL in Hacettepe University
Department of Pathology in 2000 — 2014, were re-evaluated. 28,4% of the cases
were grade 1 FL, 39,2% were grade 2 FL and 32,4% were grade 1-2 FL. The clinical
and demographic data of patients were obtained from our patients’ database. The
immunohistochemical study was performed on representative blocks of tissues for
BCL2 clone 100/D5, BCL2 clone E17, BCL2 clone SP66, EZH2 ve EPHA7 expression
levels. Later, tissue microarrays were prepared, containing tumor tissue samples of
40 cases which were seen to be negative or partially positive with either of the 3
BCL2 clones used. BCL2 break-apart was investigated by in-situ hybridization on
sections from the microarray. It was seen that patients with bone marrow
involvement had a better prognosis than those without bone marrow involvement.
BCL2 positivity was seen to differ with respect to the BCL2 clone used (clone 100/D5
21,6%, clone E17 14,7% and clone SP66 8,8%). BCL2 clone SP66 turned out to be the
one with least negative results and least affected by poor fixation. None of the 27
cases in which FISH analysis gave results demonstrated breaks or amplification in
BCL2. This could a result of lower frequency of BCL2 translocation in our case group
than in those of Western population. EZH2 was found to be positive in 91.2% of the
cases (93/102 cases) and EPHA7 loss was detected in 14.7% of the cases (15/101
cases). %80 of centrocytes and %40 of centroblasts in germinal centers are found to
be nuclear positive with EZH2 (This rate is higher than expected Ki-67 levels in
germinal centers). We thus came to the conclusion that immunohistochemistry of
BCL2, EZH2 and EPHA7 may have a role in the future in directing targeted therapy of
FL.

Keywords: Lymphoma, follicular, BCL2, EZH2, EPHA7.
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1.  GIRIS

Folikiiler Lenfoma (FL) germinal merkez B hicrelerinden koken aldigl
varyasilan matir B hicreli bir lenfomadir. Folikiler Lenfomanin molekiler
patogenezi karmasik ve tam olarak anlasilamamistir. Normal germinal merkez
hicrelerinde eksprese olmayan anti-apoptotik bir protein olan BCL2 proteininin
aberan ekspresyonu en 6nemli patogenetik mekanizma olarak bilinmektedir. Bu
proteinin aberan ekspresyonu tim FL’larin yaklasik %85’inde s6z konusu olup,
genellikle BCL2 ve imminglobulin agir-zincir genini ilgilendiren t(14;18)(q32;921)
translokasyonuna baglhidirt.

Son zamanlarda FL'nin alt gruplari tanimlanmaya baslanmigtir. Bunlarin iginde
en onemlisi BCL2 negatif FL alt grubu olarak ortaya ¢ikmaktadir ve bu grup daha
detayli olarak incelenmeye baslanmistir. FL'larin %15’inde BCL2 ekspresyonu
gortlmez. BCL2-negatif FL’lar patologlar arasinda tani zorlugu yaratmaktadir. Bu
BCL2 negatif grubun bir kisminda t(14;18)(q32;921) translokasyonu mevcuttur.
Gergek BCL2 negatif alt grup ise mevcut farkli BCL2 alt gruplari ile negatif olup
t(14;18)(g32;921) translokasyonunu da icermemektedir, ancak morfolojik olarak
folikiiler lenfoma 6zellikleri gostermektedir.

Klinik olarak FL’lar, yavas ancak progresyonla er gec¢ agresif ve hizli yayilan bir
hastalik olan difiiz buylik B hiicreli lenfomaya gelisim gosterirler. BCL2'nin aberan
ekspresyonu timor gelisim veya progresyonu icin yeterli degildir ve ek genetik
olaylar ortaya cikmaktadir. Bunlar arasinda germinal merkez B hiicrelerinde bulunan
timor slpresdr olarak tanimlanan EPHA7’nin, 6q delesyonu ile iliskili olarak kaybi®
ve EZH2 mutasyonlari yer almaktadir®’.

EPHA7 ve EZH2 ajana yonelik tedavi segenekleri olarak belirmektedir ve yakin
gelecekte folikiler lenfomanin tedavi secenekleri arasinda yer alacaklari
distnilmektedir. Bununla birlikte bu belirteclerle folikiler lenfoma vakalari tizerinde
yapilmis calismalar ¢ok sinirhdir.

Bu arastirmada 2000 — 2014 tarihleri arasinda Hacettepe U. Tip Fak. Patoloji
Anabilim Dal’'nda raporlanmis folikiiler lenfoma tanisi almis lenf nodu eksizyon
materyallerinin klinikopatolojik analizi gerceklestirildi. Bu FL’lari hedefe yonelik

tedavide potansiyeli olan EPHA7 ve EZH2 ekspresyonu agisindan incelemeyi, BCL2



negatif alt grubu tanimlamayi ve bu grubun bu belirtecler agisindan farkh olup

olmadigini ortaya koymayi amagladik.



2. GENEL BiLGILER

Bu kisimda non-Hodgkin lenfomalar igerisinde siniflanan folikiler lenfoma

(FL) ile ilgili genel bilgiler aktarilacaktir.

2.1 Epidemiyoloji

Folikiler lenfomalar Amerika Birlesik Devletleri ve Bati Avrupa’da yiksek
insidansa sahip olup tim lenfomalarin %20’sini olusturmaktadir. Dogu Avrupa, Asya
ve gelismekte olan Ulkelerde insidansi daha dusuktir!. Ortalama yasi 6. dekat olan
eriskinleri agirlikli olarak etkiler, E/K orani: 1/1.7 olarak hesaplanmistir®. FL nadir
olarak 20 yasin altinda gorulebilmektedir, pediatrik hastalarda siklikla erkek cinsiyet

baskindir3-.

2.2 Tutulan Bolgeler

Folikiiler lenfoma agirlikli olarak lenf nodunu tutar, ancak dalak, kemik illgi
(Ki), periferik kan ve Waldeyer halkasini da tutabilir. Hematopoetik sistem disi
ekstranodal bolgelerden gastrointestinal sistem (GIS) ve yumusak dokuda yaygin
nodal hastalik ile birlikte tespit edilebilir. FL arada sirada primer olarak ekstranodal
bolgelerde de gorulebilir; bunlar icinde gastrointestinal sistem (6zellikle duodenum),

lakrimal bez, meme ve testis sayilabilir’.

2.3 Klinik Ozellikler

Cogu hastada tani aninda yaygin hastalik mevcuttur; bunlar periferik ve
santral (abdominal ve torasik) lenfadenopati ve splenomegalidir. %40-70 hastada
kemik iligi tutulumu olur. Tani aninda sadece 1/3 hasta Evre | ya da Il olarak
karsimiza ¢ikmaktadir?. Yaygin hastaliga ragmen lenfadenopati disinda hastalar

asemptomatiktir.



24 Morfoloji
2.4.1 Patern

FL vakalarinin cogunda nodal arkitektiirli bozan sikica paketlenmis neoplastik
folikiillerden olusan nodiler patern baskindir. Ozellikle mezenterik ve
retroperitoneal alanlarda skleroz siktir. Neoplastik foliklller g¢ogunlukla atipik
gortinimdedir ve genellikle “mantle zonlar” incelmis ya da yok olmustur. Reaktif
germinal merkezlerde, farkli zonlara ayrilmis olarak yer alan sentroblast ve
sentrositler FL'da rastgele dagilirlar, ki bu durum polarite kaybi olarak tanimlanir.
Benzer sekilde reaktif germinal merkezleri karakterize eden “tingible body”
makrofajlar FL'da genellikle bulunmaz. Bazi vakalarda folikiller biyilik, diizensiz ve
serpijindz olabilir, difliz patern izlenimi yaratabilir. Folikiiler dendritik hiicre (FDH)
boyalari olan CD21 ve CD23 bu tir foliklller ile difliz alanlari birbirinden ayirt etmek
icin gerekli olabilir. Neoplastik hticrelerin interfolikiiler dagilimi siktir, ancak bu
durum difliz paterni meydana getirmez. Bu interfolikiler neoplastik hticreler siklikla

germinal merkezdekilerden kiiclik, niikleer konturlari daha az diizensiz ve germinal

merkez hiicrelerinden farkli immunfenotip gésteren sentrositlerdir®.

Sekil 2.1: Normal germinal merkez ve FL. A) Reaktif germinal merkezde “tingible body” makrofajlar,
polarite ve belirgin mantle zon varlig. B) FL'da germinal merkezde izlenen mantle zon, “tingible body”

makrofaj ve polarite kaybi (A ve B; H&E, 200x).



Bir difiz alan, CD21+/CD23+ FDH ile tanimlanan folikilleri olusturan
nodularitenin secilmedigi alan olarak tanimlanir. Baskin olarak sentrositlerden olusan
difiiz alanlar klinik olarak 6nemli degildir. Bununla birlikte, FL'da herhangi bir
derecede tamamen ya da baskin buyuk blastik/transforme hicrelerden olusan difiiz
alanlarin varligi, difiiz blytk B hicreli lenfomaya esdegerdir ve bu durumda difiiz
buyik B hiicreli lenfoma tanisinin rapora eklenmesi gerekmektedir®. Buna karsin
sadece az sayida sentroblastin oldugu sentrositlerden baskin (derece 1-2) difiiz
alanlarin 6nemi klinik olarak belirsizdir, bu durumda folikiiler ve difiz alanlarin
goreceli oranini vermek tavsiye edilmektedir. Patoloji raporunda folikiler (>%75
folikiler), foliktler ve difliz (%25-75 folikuler) veya fokal folikiler/difiiz baskin (<%25
foliktler) gibi not edilmelidir (Tablo 2.1)°.

Tablo 2.1: FL patern ozellikleri.

Patern Raporlamasi Folikiil Orani
Folikaler >%75
Folikiiler ve difiiz %25-%75
Fokal folikuler <%25
Difliz %0

2.4.2 Parsiyel Nodal Tutulum ve “in Situ” Folikiiler Lenfoma

Neoplastik olmayan folikiller, tipik folikiiler lenfoma nodiilleri beraberinde
parsiyel tutulum gosteren lenf nodlarinda bulunabilir ve bu durum tani aninda dislik
derecede olabilecegini tahmin ettirebilirl®. Ayrica FL alanlari iceren lenf nodlarinda,
FL tutulumuna komsu lenf nodlarinda veya nadiren baska bir yerde folikller
lenfomasi olsun ya da olmasin hastalarin izole lenf nodlarindaki neoplastik olmayan
folikiller, FL hiicreleri ile parsiyel olarak kolonize olabilir. Bu durum “in situ” foliktler

lenfoma olarak isimlendirilirt?.

2.4.3 Kemik iligi ve Kan

Kemik iliginde, FL karakteristik olarak paratrabekiiler alanda lokalizedir ve
interstisyel alanin icine dogru yayilabilir. Folikiiler dendritik hiicre agi ile karakterize

folikliler gelisim paterni nadirdir, ama gorlebilir. Timor hicrelerinin morfolojisi en



¢ok lenf nodunun neoplastik interfolikiiler hiicrelerine benzer. Bu benzer hiicreler

periferik kanda da gorilebilir’.

A

Sekil 2.2: Kemik iligi infiltrasyonu. A) Kiigiik bliyitmede genel gériinim, karakteristik paratrabekiler
infiltrasyon (H&E, 40x). B) Paratrabekiler alanda neoplastik interfolikiiler hicrelere benzer

infiltrasyon (H&E, 100x).

2.4.4 Sitoloji

FL tipik olarak normal germinal merkezlerde bulunan iki tip B hiicrelerinden
olusur. Koseli, ince uzun, kivrimli veya yarikh kicik-orta boyutta niikleuslu, belli
belirsiz niikleolll ve dar soluk sitoplazmali hiicreler sentrosit olarak tanimlanir. Blyuk
hicreler genellikle yuvarlak veya ovaldir, ama arada sirada girintili ya da multilobile
nikleuslu olabilirler. Bu hicreler vezikiler kromatinli, 1’den 3’e kadar periferal
nikleol iceren ve sitoplazmalari dar olan sentroblastlardir, seyrek vakada kromatini
cok daginik ve lenfoblast benzeri gériinimde niikleus gorulebilir. Tipik olarak bunlar
lenfositlerden en az 3 kat daha blyiklerdir, ama bazi vakalarda daha kiglik
olabilirler. Sentrosit baskin ¢cogu vakada, sentroblastlar her zaman bulunur, ama
genellikle azinhk seklindedir. Bu nedenle cogu vaka reaktif folikiillere kiyasla daha
monomorfik gorinimdedir. Vakadan vakaya sentroblast sayisi degisir ve
derecelendirmenin temeli de budur.

FL'larin %10’u kadarinda, marjinal zon odaklari veya monositoid goriiniimde

B hiicre farkhilasmasi olabilir, bu odaklar tipik olarak neoplastik folikiillerin
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periferindedir Bu hicreler neoplastik klonun bir parcasidir’. Plazmasitik

diferansiasyon belirgin olabilir ve tasli yizik hicreleri ayrica goriinebilir.

Sekil 2.3: Sitolojik 6zellikler. A) Dar soluk sitoplazmali, yarikli kiiglik-orta boyutta niikleuslu, belli
belirsiz niikleolll hiicreler sentrositler (H&E, 400x). B) Sitoplazmalari dar kenarli, vezikiler kromatinli,

periferal nikleol iceren hiicreler sentroblastlar (H&E, 1000x).

2.4.5 Folikiiler Lenfomalarin Derecelendirmesi

FL blyuk htcrelerin (sentroblast) oranina gore bircok siniflandirma iginde
derecelendirilir'®8, DSO (Diinya Saglik Orgiiti) Giclincii baskisi ve birkag calisma bu
histolojik derecelendirmenin klinik gidisati &ngérebildigini desteklemektedir. Ornegin
bilylk hicrelerin ¢cok oldugu vakada daha agresif davranis olur ve bu vakalarin difiiz
buyik hicreli lenfomaya transforme olma ihtimali yiksektir® %26, Buna karsin
derecelendirme icin gerekli optimal metod ve derecelendirmenin klinik 6nemi
tartismalidir ve yiiksek tekrarlanabilirligin oldugu bir metod yoktur?’-2°.

DSO 3. baskisinda Mann ve Berard tarafindan biiyiik transforme hiicrelerin
(sentroblastlar) sayisinin baz alindigi 3 basamakli derecelendirme sistemi en sik
kullanilan metoddur?® 3°, Derece 1 ve 2 arasinda klinik olarak anlamh farklilik
olmadigindan, bu ikisinin dislik dereceli olarak birlestirilebilecegi onerilmektedir.
Derece 3 ise kendi iginde 3A ve 3B olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Ancak derece 3A
ve 3B vakalar arasinda 6nemli klinik ve biyolojik farkliliklarin olup olmadiginin

kanitlari halen tartismalidir3-33,



FL derecelendirmesinde, her 40x mikroskopik biyitme alaninda, 10 adet
neoplastik folikul icerisindeki ortalama sentroblast (bliylik ya da kiiclik) sayisi esas
alinir’® 30, En az 10 buyik biyiutme alaninda (BBA) degerlendirilen farkli folikiller;
temsili foliklller olmali, cogu bliylk hiicre olanlardan secilmelidir. Derece 1 ve 2
vakalarda sentrositler belirgin baskin ve sadece birkag sentroblast vardir (derece 1 =
0-5 sentroblast/BBA, derece 2 = 6-15 sentroblast/BBA). Derece 3 vakalar >15
sentroblast/BBA bulunur. Derece 3 vakalar sentrosit oranina goére bolinmustir.
Derece 3B olanlarda folikiiller tliimuyle tabakalar halindeki blastik hicrelerden
(sentroblast veya imminoblast) olusmakta iken, derece 3A’da blastik hicreler

arasinda halen sentrositler bulunur (Tablo 2.2).

Sekil 2.4: FL'da derecelendirme. A) Derece 1. B) Derece 2. C) Derece 3A. D) Derece 3B (A, B, C ve D;
H&E, 400x).



Eger derece 3 folikiiler lenfoma olan biyopsi materyali, farkli bolgelerinde
derece 1-2 FL alanlari igeriyor ise derece 3 FL tanisi olmali, ama her derece ayri ayri
belirtilmelidir. Folikiller arasinda hem patern hem derece degisikligi oldugundan
dolayi, lenf nodu yeterince 6rneklenmelidir. FL iginde herhangi bir difiz buylk B
hiicreli lenfoma (DBBHL) alani bulunuyor ise, tahmini DBBHL ve FL oranlari esas

tanida belirtilmelidir.

Sekil 2.5: FL ve DBBHL'ya transformasyon alanlari. A) Derece 3B FL’da follikiillerin bir kismi tabakalar
halinde (H&E, 40x). B) Tabakalar halinde difiiz blastik hiicre infiltrasyonu (H&E, 400x).

Folikiiler lenfomalarin biyik ¢ogunlugu derece 1-2 (%80-90) olanlardir.
Pediatrik vakalar daha cok derece 3 olurlar® #3435 Sadece birka¢ calismada derece
3A ve 3B vakalarin sikhgi karsilastirilmistir. Bu yayinlanan ¢alismalarda3? 3236, derece
3 FL vakalarinin bitlin folikilleri arasinda, derece 3B vakalarin orani %20-25"dir.
Derece 3B vakalarin %60-80 kadarinda DBBHL alanlari bulunur ve derece 3A’nin

bulunma sikligi daha azdir3® 3,
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Tablo 2.2: FL derecelendirme sistemi.

Derecelendirme Tanimlama
Derece 1-2 (dusuk dereceli) 0-15 sentroblast
1 0-5 sentroblast
2 6-15 sentroblast
Derece 3 >15 sentroblast
3A Sentrosit bulunur
3B Solid sentroblast adalar

2.5 Folikiiler Lenfoma Patogenezi
2.5.1 Hicresel Kdoken

Folikiler Lenfoma, matiir B hicreli bir lenfomadir ve folikiil merkez (germinal
merkez) B hiicrelerinden (tipik olarak hem sentrosit hem de sentroblastlar/blylk
transforme hiicreler) kéken aldigi varsayilmaktadir’.

FL'nin hicresel kokeninin hipotezi asagida belirtilen gozlemlere
dayanmaktadir:

I.  Reaktif germinal merkez ve malign folikiiller arasindaki yapisal benzerlik
ll.  in vitro deneylerde hiicresel farklilasma ile reaktif germinal merkez icindeki
sentrosit ve sentroblastlara benzer hiicrelerin agiga ¢ikmasi
ll.  immiinfenotipik olarak antijen ekspresyonu ile germinal merkez (GM)

hicrelerinin fenotipi arasindaki benzerlik

FL cogunlukla reaktif folikilleri taklit eder ve folikiiler paternde gelisim
gosterir. Neoplastik folikiiller monomorfik ya da degisken boyut ve sekildedirler.
Grade 3B FL’lar harig, B hiicreleri sentroblast ve sentrositlerin karisimindan olusurlar.

Reaktif folikil ve FL arasindaki farklilik, rolatif olarak icerdikleri hiicre tipi ve
immunfenotiptir. Giemsa boyamasinda sentroblastlar, belirgin bazofilik sitoplazmali
blylk hicrelerdir. Nukleuslari c¢ekirdek zarina yakin yerlesmis birka¢ nikleol
icermektedir. Sentrositler sentroblastlardan daha kiicliktir ve dar cember seklinde
sitoplazmalari vardir. Kromatin paterni sentroblasta gore daha yogun, ancak
lenfositten daha az koyudur. Folikiiller, bu hiicrelere ek olarak lenfosit, plazma

hiicresi, folikiler dendritik hiicre, makrofaj ve nadir immiinoblast icermektedir. FL'da
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folikillerde kompartman ayrimi yoktur, ancak koyu alanlarda sentroblastlar, agik
alanlarda oOncelikle sentrosit, sonra T hiicreleri ve folikiler dendritik hiicreler
saptanmistir. Yildizh gokylzi manzarasi olusturan makrofajlar reaktif GM’e goére
daha az siklikta bulunur.

FL alt gruplarindan %8 kadarinda folikiler gelisim paterni kismi ya da
tamamen silinebilir. FL hicreleri folikil disina c¢ikip interfolikiiler alana kadar
yayllmaktadir. Bu interfolikiiler lenfoma komponenti folikll igindeki hiicrelerden

morfolojik olarak ayrilmaktadir®’.

2.5.2 Genetik Lezyonlar

Foliktler Lenfomanin hiicre kékeninin GM hiicreleri oldugu bir kag molekdler
calismayla dogrulanmistir; bunlar GM-spesifik gen ekspresyonu3® ve devam eden

somatik hipermutasyonlara benzer GM-spesifik genetik gelisimlerdir3®.

2.5.2.1Sitogenetik Anomaliler

FL genetik olarak t(14;18)(g32;921) translokasyonu ve BCL2 gen rearanjmani
ile karakterizedir. Bu translokasyon BCL2 geninin immunoglobulin agir zincirinin
promotoriiniin kontroli altina girmesine neden olur ve boylelikle ekspresyonu artar.
imminglobulin hafif zincir genlerini ilgilendiren alternatif BCL2 translokasyonu varlig
da rapor edilmistir. Derece 1-2 FL’larin %90’indan fazlasinda bu t(14;18) bulunur?®,
ama bu oran kullanilan teknige baglidir*l. FISH en sensitif ve spesifik metod gibi
gbérinmektedir®?. BCL2 rearanjmani derece 3B FL’larda daha az sikliktadir®®. Cografik
olarak da BCL2 rearanjmani %52 ile %88 arasinda degismektedir***’. Asya
poptlilasyonunda BCL2 rearanjman sikligi Bati’'dakinden daha diisiik olup, %58,5
olarak saptanmistir®®. Bu BCL2/IGH rearanjmani saghklh vericilerin %25-75’inde
periferik kanda bulunur ve 6zellikle RT-PCR (real time polymerase chain reaction) ile
reaktif lenf nodlarinda da saptanabilir®®. 3q27 anomalisi ve/veya BCL6 rearanjmani
FL'In %5-15’inde bulunur ve en sik derece 3B vakalarda olur. Ayrica DBBHL dakine
benzer BCL6 rearanjmanina sahip DBBHL ile iliskili derece 3B FLl'lar da
raporlanmistird3 0,

t(14;18)’a ek olarak, FL’larin %90’inda diger genetik alterasyonlar bulunur ve

en sik olarak 1p, 6q, 10q ve 17p kaybi ve kromozom 1, 6p, 7, 8, 12q, X ve 18qg/dup
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cogalmasini icerirler®> >2, Histolojik derece ve transformasyon ile ek alterasyonlarin

sayisi artmaktadir®3.

2.5.2.2 Molekiiler Genetik

Kanserin molekiler patogenezi basarili tedavilere yol agmaktadir. Yeni
teknolojik ilerleme, kanser hiicrelerindeki genetik ve epigenetik degisiklikler genomu
bir uctan bir uca kadar arastirmaya genis 6lciide olanak saglamaktadir>*,

FL’lari iyilestirmek belirgin bir klinik problemdir, NHL’lar arasinda en sik olan
bu neoplazmin standart kemoterapi yaklasimi ile tedavi edilemez oldugu
distiniilmektedir>®. Klinik olarak FL’lar, yavas ancak siiregelen progresyon ile, er geg
agresif ve hizli yayilan bir hastalik olan DBBHL'ya gelisim gosterirler.

Genetik olarak FL'lar antiapoptotik BCL2 proteininin ekspresyonunda artisa
yol acan t(14;18)(932;921) translokasyonu ile karakterizedir. GM B hicrelerindeki
BCL2 ekspresyonunun, FL'nin baslangicta saptanan bir anomalisi oldugu
disinilmektedir. BCL2 artigi timor gelisim veya progresyonu igin yeterli degildir ve
ek genetik olaylari gerektirir®. FL’larin tekrarlayan lezyonlari c-MYC amplifikasyonu,
p53 kaybi ve siklikla kromozom 6qg’nun biliyik segmentini etkileyen delesyonlari
icerirler. Bu degisiklikler ayrica agresif hastaligin erken transformasyonu ve hasta
surviyinin kisalmasi ile iliskilidir>> >” 58, Ayrica kromozom 6q delesyonu diger lenfoid
kanserlerde de gorilir, mesela; DBBHL'larda 6q delesyonunun hedeflendigi
tanimlanmistir. FL'lardaki 6q delesyonunun molekiler olaylari ve genetik hedefleri
heniiz netlesmemistir>°.

Germinal merkezden kdken alan lenfomalarin histon-modifikasyon genlerinin
stk mutasyonu ile karakterize oldugu gosterilmistir. Ozellikle folikiiler lenfomalarda
MLL2 (%89,0) ve EZH2 (%7,2) histon metiltransferaz, CREBBP (%32,6), EP300 (%8,7)
ve MEF2B (%15,3) histonasetilaz tekrar eden mutasyonlara sahip genler olarak rapor
edilmistir®®®3 (Tablo 2.3). Genom vyanisira epigenomlarin benzer hasari folikller

lenfomalarda bu mutasyonlarin yiiksek sikhigi ile agiklanmaktadir®® 64-66,



Tablo 2.3: Tani aninda FL’larin genetik alterasyonlarinin bilinen hedefleri.

13

Gen Siklik (%) Etkisi

BCL2 85 IGH/BCL2 translokasyonu ile BCL2 asiri ekspresyonu
“Bystander” mutasyonlar (SHM)?*

96

MLL2 89 Histon modifikasyon

IGHV, IGHL 79-100 N-glikozilasyon motifi

EPHA7 70 Timor slipresor kaybi (ERK ve SRC kinaz sinyal iletimi)

BCL6 47 “Bystander” mutasyonlar (SHM)?*

6-14 BCL6 translokasyonu ile BCL6 asiri ekspresyonu

TNFRSF14 18-46 Bilinmiyor

CREBBP 33 Histon modifikasyon

MEF2B 15 Histon modifikasyon

EP300 Histon modifikasyon

EZH2 7 Onkojenik H3K27me3

TNFAIP3/A20 2-26 Timor slipresor kaybi

FAS 6 Apoptoz azalmasi

TP53 <5 Timor slipresor kaybi

*SHM, somatik hipermutasyon.

Gen ekspresyon profil calismalari, FL'nin prognozu, gelisimi ve patogenezinde
mikrocevrenin dnemini gdstermektedir®’. Gen ekspresyon profil calismalari t(14;18)
pozitif vakalarin germinal merkez B hicresine benzer bir profil sergilediklerini,
t(14;18) negatif vakalarin ise aktive B hiicre benzeri profilleri de igerdigini
gostermistir®®. microRNA (miRNA) calismalari da bu iki grubun bazi miRNA
ekspresyonlari acisindan da degiskenlik gdsterdigini ortaya koymustur®. Bu
calismalarla t(14;18) negatif grubun ge¢ germinal merkez B hiicresinden kdken almis
olabilecegini, t(14;18) pozitif vakalarin ise daha erken dénem germinal merkez B
hiicresinden koken almis olabilecegini 6ne sirmektedir. t(14;18) pozitif ve negatif
vakalar arasinda klinik gidisat olarak anlamh bir fark olup olmadigi heniz

bilinmemektedir’®7>.

2.5.2.3 BCL2 Antikoru ve Klonlari

Gegtigimiz yillarda, t(14;18)(g32;921) tranlokasyonu FISH ile gosterilmis
olmasina ragmen, imminohistokimyasal olarak BCL2 negatif olan bazi folikiler
lenfomalar raporlanmistir’®. t(14;18) translokasyonu pozitif bu vakalarin bir kisminda

BCL2 proteininin yalanci negatifligine neden olan BCL2 “missense” mutasyonu
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tasidigl gosterilmistir. Bu yalanci negatiflik standart BCL2 antikorunun (klon 100/D5)
baglanmasini engelleyen yapisal protein modifikasyonu sonucunda olusur’” 78, Son
zamanlarda BCL2 proteininin farkl kisimlarina ulasabilen iki yeni antikor tanimlandi,
bunlar klon E17 ve SP66 iceren BCL2 antikorlaridir’®. Boylelikle gercek BCL2 negatif
grubun daha iyi tanimlanabildigi ve imminohistokimya ile t(14;18) negatifliginin

daha iyi 6ngorilebildigi gosterildi”® .

2.6 immiinfenotip
2.6.1 Lenfoma Hiicrelerinin immiinfenotipi

Tumor hicreleri genellikle yiizey immiinglobulin (Ig) pozitif olurlar, bunlar
IgM pozitif ya da negatif, IgD, IgG ve nadiren IgA’da pozitif olabilir’. Matir B hiicreli
bir lenfoma olan FL, B hiicre timor belirleyicilerini eksprese eder: CD20, CD19, CD22,
CD79a ve PAX-5 gibi. Tani aninda FL'lar genellikle CD20 pozitiftirler. Anti-CD20
antikoru kullanilarak yapilan imminokemoterapi sonrasinda, ilag muhtemel
baglanma bolgesini isgal ettiginden dolayi, ilag uygulanmasindan sonraki siresi
belirsiz bir periyotta CD20 ekspresyonu tespit edilemez. Bundan dolayi CD20
ekspresyonu anti-CD20 tedavisi sonrasi FL’larda genellikle kaybolur ve CD20
ekspresyonunun kalici kaybi yiliksek dereceli lenfomaya transformasyon ile
iligkilidir®®, FL’larda germinal merkez (GM) kokenini gdésteren bazi GM antijenleri ile
pozitif reaksiyon saptanmistir, bunlar: CD10, BCL6, CD38 (zayif), LMO2, AID, GCET1
ve CXCR4 timor belirleyicileridir. Ancak CD10 ve BCL6 tani destegi icin en gok
kullanilanlardir®”. CD5, CD43 ve cyclin D1 negatiftirler. Bazi vakalarda, ozellikle
derece 3B olanlarda ve t(14;18)-negatif vakalarda, CD10 bulunmamaktadir, ancak
BCL6 ekspresyonu devam etmektedir33 43 8184 Derece 1-2 FL'larin %90’dan fazlasi
CD10 eksprese ederler ve ekspresyon sikligi difiiz FL'da %858°, t(14;18)-negatif FL'da
%688 ve derece 3B FL'da %30’dur®’. CD10 ekspresyonu siklikla interfolikiiler
neoplastik hicrelere gore folikillerde daha kuvvetlidir ancak marjinal bolge
farklilasmasi  gosteren  alanlar yani  sira  interfolikiiler  komponentte
bulunmayadabilir® 8%, BCL6 interfolikiler alanlarda siklikla baskilanir. IRF4/MUM1
tipik olarak FL'da olmaz. Derece 3B baskin nadir vakalarda, CD10 negatif FL'da

IRF4/MUM1 ekspresyonu tanimlanmistir ve bu vakalarda BCL2 rearanjmani
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saptanmamistir; %59 kadari DBBHL ile iliskilidir82. Folikuler alanlarda folikiiler
dendritik hiicre ag1 bulunur®®; normal folikiilden daha aralikh olur, degisken CD21 ve

CD23 ekspresyonu gosterirler, bu nedenle FDH agini ortaya ¢ikarmak icin her iki

antijenin antikoruna ihtiyag vardir.

Sekil 2.6: immiinohistokimyasal bulgular. A) Neoplastik hiicrelerde difiiz CD20 ekspresyonu (iHK, anti
CD20 Ab, 40x). B) interfolikiiler alanda T hiicrelerinde CD3 ekspresyonu (iHK, anti CD3 ab, 40x). C)
Neoplastik hiicrelerde difiiz CD10 ekspresyonu (iHK, anti CD10 ab, 40x). D) CD23 ile pozitif folikiiler
dendritik hiicre agi (IHK, anti CD23 ab, 40x).

Folikuler lenfomalarin ¢ogu sitoplazmik BCL2 eksprese ederler. Bu durum
translokasyon t(14;18)(q32;921) olanlarda daha sik saptanir, ancak translokasyon her

zaman BCL2 protein ekspresyonuna yol agcmaz®’. Kullanilan standart antikorlarla
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BCL2 proteini, neoplastik hiicrelerde degisik oranlarda eksprese olur, derece 1 ve
derece 2 FL vakalarin %85-90’inda, ama derece 3 FL'larin sadece %50’sinde eksprese
olur®’. Bu ekspresyon oranindaki farkhlk, en sik kullanilan antikorlarin tanidig
epitoplarin elimine edildigi BCL2 gen mutasyonlarindan dolay: olabilir®2. Farkli BCL2
epitoplarina karsi gelistirilmis antikor kombinasyonlari kullanilarak BCL2 negatif vaka
grubu daraltilabilir. BCL2 protein ekspresyonunun saptanmasi énemlidir ¢linkii, CD10
ekspresyonu veya folikliler yapidaki sentrosit ve sentroblast morfolojisi ile taninan
GM hicrelerinde BCL2’nin ekspresyonunun mevcut olmasi malign folikilleri
tanimada major kriterdir3’. BCL2 proteini reaktif folikiilii neoplastik olandan ayirmak
icin kullanilabilir, buna ragmen BCL2 protein yoklugu taniyi dislamaz. BCL2 proteini
“in situ” FL tanisi icin sarttir; bu vakalar ve folikillerin parsiyel tutuldugu vakalarda,
siklikla tipik neoplastik folikillerden daha ¢ok, kuvvetli BCL2 ekspresyonu olur. BCL2
proteini, disik dereceli B hicreli lenfomanin diger tiplerinden FL'yi ayirmada
yardimci degildir, bunlarin ¢ogunda BCL2 ekpresyonu olur. BCL2 immiinboyamasinin
yorumlanmasinda, germinal merkez icerisindeki T hiicreleri ve primer folikildeki

mantle zonlarin normal olarak bu proteini eksprese ettigini bilmek gerekir’.

Sekil 2.7: Normal germinal merkez ile FL'da BCL2 ekspresyonu. A) Normal germinal merkez BCL2

negatifligi (IHK, anti BCL2 ab, 400x). B) Folikiiler lenfomada BCL2 pozitifligi (iHK, anti BCL2 ab, 100x).

BCL2-negatif FL’lar patologlar igin tani zorlugu yaratmaktadir. Bu vakalarda
morfolojik destek ©6nemlidir. BCL2-negatif FL’larda, sentroblast igerigi azalmis,

folikiilde kompartmanlasma kaybi olmustur, bu Ki-67 boyamasi ile vurgulanabilir.
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interfolikiiler alana dogru CD10 pozitif hiicrelerin genislemesi malign folikili
tanimaya yardimcidir. Bu tanisal 6zellikler floresan in situ hibridizasyon ve klonalite
analizi ile tamamlanabilir.

FL’larda EBV tanimlanmamustir®’.

Folikiiler lenfomada proliferasyon indeksi histolojik derecelendirme ile
koreledir; derece 3 vakalarin g¢ogu %20’nin Uzerinde proliferasyon indeksine
sahipken, ¢cogu derece 1-2 vakalar %20’nin altinda proliferasyon indeksine sahiptir.
Bununla birlikte ¢calismalar arasinda kayda deger varyasyonlar vardir ve bu durum
muhtemel immiinboyamadaki teknige ait farkhliklardan dolayidir® 43 93, Yiksek
proliferatif indekse sahip morfolojik olarak dusik dereceli FL alt gruplari®® 2>, diisiik
proliferasyon indeksine sahip olanlara gore ve derece 3 FL’lara benzer sekilde daha
agresif davranis gosterirler®. Ki-67 boyamasi bu nedenle histolojik derecelendirmeye

yardimci olarak kullanilabilir, ancak bu kullanim rutin degildir.

2.6.2 Reaktif “Bystander” Hiicreler

FL, T hicreleri, makrofajlar ve dendritik hicrelerden olusan reaktif
imminolojik zemini belirgin olan bir B hiicreli lenfomadir. Bu “bystander” hiicreler
taniya yardimcidir ve lenfomalarin biyolojik davranisina etki eder. Cogu “bystander”
hiicre CD3 boyasi ile taninabilen T hiicreleridir. Bunlarin da ¢ogu, folikiiler T yardimci
hiicre altkimesi olarak tanimlanan 6zellesmis T hiicrelerine aittir. Bu T hicre
immiunfenotipini tanimlayan belirleyiciler CXCL13, CD3, CD4, CD10, CD57 ve PD1'dir.
Bu folikller T yardimci hiicreler CD4 pozitif T hiicre kdkeninin bir pargasidir, ama
timorin daha kigik bir alaninda, CD8 pozitif sitotoksik veya dizenleyici T
hiicrelerini iceren diger T hiicre alt gruplari da tanimlanabilir. Folikiler lenfomadaki
“bystander” hiicre populasyona ek olarak mast hiicreleri ve plazmasitoid dendritik

hiicreler (CD123 boyasi ile taninabilir) de bulunur®’.

2.7 Difiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomaya Transformasyon

Diisik dereceli non-Hodgkin B hiicreli lenfomalarin dogal seyrinde sistemik
tedavi ya da radyoterapi tedavisini takiben uzun vadede tekrarlayan nuksler

goruliir®®. Hastalarin bir grubunda ise dusik dereceli B hiicreli lenfomanin agresif
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lenfomaya histolojik transformasyonu gorilir. Folikller lenfomanin difliz blyik B
hicreli lenfomaya transformasyonu en sik karsilagilan ve en iyi tanimlanan
transformasyon o6rneklerindendir. Transforme FL'nin prognozu, disik evrede
rahatsizligi olan hastalar diginda kotudur.

FL'nin DBBHL veya Burkitt/Burkitt-benzeri morfoloji gosteren hastaliklara
transformasyonu evrensel olarak kabul edilmektedir.

Folikiiler lenfomada histolojik transformasyon (HT) sikligi glinimiz tedavi
modaliteleri ile tam olarak bilinmemektedir. Folikiiler lenfomali hastalardan olusan
iki seride HT olasihgi 5 yilda %17 ile %22 ve 10 yilda %28 ile %31 arasindadir®’ 8,
Baska bir ¢alismada FL igcinde HT olasiigi 7 yillik takiplerde ortalama %20 olarak
raporlanmistir®.

Transformasyon tanisi DBBHL'ya veya Burkitt-benzeri lenfomaya histolojik
transformasyon yanisira en az iki defa normal limitin Ustlindeki laktat dehidrogenaz
(LDH) seviyesinin aniden yikselmesi, klinik ya da radyolojik olarak saptanan lokalize
nodal gelisimin hizli olmasi, yeni B semptomlari veya yeni hiperkalsemi gelisiminden
olusan klinik kriterler esasina dayal da konur. Bu anlamda FL'nin daha difiiz ve
agresif fenotipe transformasyon insidansi 10 yillik takiplerinde %20 ile %30
arasindadir®” 98,100,101 Transformasyonun otopsi serilerinde raporlanma orani %70’in
ustiindedirl®2,

Transformasyon igin risk faktorleri (FL’larin tani anindaki HT gelisimi igin):
I.  Evre 3yada4 hastalik®®
[l.  Serum LDH diizeylerinin yiiksek olmasi®®
Il.  Beta-2 mikroglobulin seviyesinin >3 mg/L%’
IV.  Serum albumin <3,5 g/dL®’
V.  Derece 3 histoloji
VI.  Yiksek FLIPI veya IPI%®

Transformasyondaki potansiyel mekanizma, FL hiicrelerinden daha agresif bir
subklonunun ortaya ¢ikmasini ya da ata oncil hiicreden iki timor popilasyonunun
farkh gelisimini icerir'®® 04 Bu transformasyondan tek bir sitogenetik anomali
sorumlu degildir, HT’da siklikla ek genetik anomaliler goriilmektedir. FL'”dan DBBHL

transforme olan vakalarin ¢ogu klonal olarak iliskilidir'®. FL’da ¢cok sayida tesadifi
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olmayan sekonder genetik anomaliler tanimlanmistiri® 197 HT’u takiben orijinal FL
ve DBBHL’'nin hemen tiimiinde BCL2/IGH rearanjmani devam etmektedir'®®. HT’da
spesifik genetik lezyonlar tanimlanmis olup® bunlar proliferasyonu, hiicre siklus
kontrolinii ve hiicre o6lim programini regille eden genetik alterasyonlari
icermektedir!?®. Transforme FL vakalarinin %26 ile %80 kadarinda TP53 mutasyonu
raporlanmistir>3 111,

Transforme FL’li hastalarin prognozu kotiidir. FL tipik olarak yavas bir klinik
gidisata sahiptir ve ortalama sag kalim tanidan sonra 7 ile 10 yil kadardir, CHOP gibi
(Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine and Prednisolone) konvansiyonel
kemoterapi ile tedavi edilen transforme hastalarin takibinde veya diger benzer
antrasiklin iceren rejimlerde ise sag kalim siresinin ortalamasi 7 ile 20 ay

araligindadir®’ 98, 100,112,

2.8 Varyantlari
2.8.1 Pediatrik Folikiiler Lenfoma

Folikiiler lenfoma 18 yasin altindaki ¢ocuklarda nadir gorilen bir hastaliktir.
Goruldigh zamanda spesifik klinik, morfolojik, immunohistokimyasal ve genetik
ozellikler gosterirler?”. Cocuklardaki FL'lar, sikhkla servikal lenf nodlarini, diger
periferal lenf nodlarini veya Waldeyer halkasini kapsar; bununla birlikte iyi
tanimlanmis testisin folikiiler lenfomasi yanisira diger ekstranodal tutulumlar da
ortaya cikabilir. FL’si olan cocuklar tipik olarak erken evre hastaliga sahiptirt3-115,
Pediatrik FL’larin bazi oOzellikleri eriskinde gorilenden ayirt edilemezken, lokalize
oluslari, BCL2 protein ekspresyonu gostermemeleri, t(14;18) yoklugu ve derece 3
olma oranlar eriskinlerdekine gére anlamli olarak yiiksektir'!* 116, Ozellikle BCL2
ekspresyonu gostermemeleri nedeniyle pediatrik FL’larin  reaktif lenfoid
hiperplaziden ayrimi zor olabilir. Pediatrik FL'daki folikiiller genellikle buyik,
genislemis, birlesmis ve bazen floral patern biciminde olabilir. Doku arkitektir(
bozulmus ve malign folikillerde kompartmantelizasyon kaybolmustur. Sentroblast
icerigi genellikle bu FL'da yliksektir, cogu derece 3A veya 3B FL'dir. Pediatrik FL
vakalarinin 1/3’G kadari, tani aninda gorilen eszamanli DBBHL komponenti igerir.

Ancak DBBHL komponenti olsa dahi tedaviye yaniti iyidir, progresif ve agresif
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davranis gosteren transforme yetiskin tip FL'dan farkli olarak hastaliksiz sag kalim
%90’ 1n  Uzerindedir'®3115,  pediatrik FL’da klonal imminglobulin  agir-zincir
rearanjmani saptanabilir, ama malignitenin kesin kaniti olarak kullanilmamalidir,
¢lnkt B hcrelerinin klonal ekspresyonu benign immin reaksiyonlarda da tespit
edilebilir. immiinglobulin agir-zinciri etkileyen kromozomal aberasyonlar ve BCL6

aberasyonu??’

siklikla bulunur. Buna karsin, BCL2 genini etkileyen translokasyonlar ve
t(14;18) translokasyonu 18 yasindan 6nce hemen hemen bulunmaz, bu nedenle
pediatrik FL'lar sadece klinikopatolojik olarak degil, biyolojik olarak da farkli bir FL

varyantidirt’ 118,

2.8.2 Primer intestinal Folikiiler Lenfoma

Gastrointestinal sistemde bulunan primer folikller lenfoma vakalarinin ¢ogu
ince bagirsakta gorulir ve sikhkla duodenumdadir''®-12t, Duodenal folikiler lenfoma,

duodenumun ikinci kisminda baskin olarak bulunur??

, cok sayida kiiclik poliplerle
birliktedir ve siklikla, diger hastaliklar nedeni ile yapilan endoskopide insidental
olarak saptanirlar. Morfolojik, immiinfenotipik ve genetik 6zellikleri nodal folikiler
lenfomalara benzerdir. Cogu hasta lokalize hastaliga sahiptir (evre IE ya da IIE) ve

tedavi olmadan bile surviyi mikemmeldir.

2.8.3 Diger Ekstranodal Folikiiler Lenfomalar ve Kemik iligi infiltrasyonu

Folikiiller lenfomalar ekstranodal olarak hemen her yerde gorilebilir'?3. Bu
bolgelerin bir kisminin, morfolojik, immiinfenotipik ve genetik 6zellikleri nodal
folikiiler lenfomalara benzer gorinir. Buna ragmen hastalar genellikle lokalize
ekstranodal hastaliga sahiptir ve sistemik niliks az rastlanir. Testikiler folikiler

lenfomalart?4 125

eriskinlerden farkh olarak cocuklarda artmis siklikta
raporlanmistirt?,

Alman grubunun bir calismasinda diislik dereceli folikiler lenfomalarda,
FL'larin %67’sinde kemik iliginde tipik paratrabekiler paternde infiltrasyon vardir.
Dalak infiltrasyonu %36, Waldeyer halkasinin infiltrasyonu %3’tlir. Ek olarak, lenfatik

olmayan organlar da, mesela GiS %7, karaciger %7 ya da akciger %5 oraninda

etkilenir'?’. Ancak FL'nin lokalize varyantlari, spesifik ekstranodal bolgedeki primer
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klinik tablo ile tanimlanirlar, yayllma egilimleri dusiktir ve bunlar ¢ok iyi

prognozludur.

2.8.4 intrafolikiiler Neoplazi/”in Situ” Folikiiler Lenfoma

Vakalar sikhkla arkitektiirel olarak normal gorinimli lenf nodlaridir ve
monomorfik sitolojik gériinim olsun ya da olmasin folikiiler lenfomayi destekleyen
BCL2 asiri ekspresyonu gosteren sentrosit ve sentroblastlarin bulundugu bir veya
daha fazla folikillere sahiptir!?®. Bu hastalarin bir kismi baska bir yerde folikiler

lenfomaya sahiptir,

29 Folikiiler Lenfoma immiinfenotipik Alt Gruplari

Gunumizde folikiler lenfomalar imminfenotipik olarak 4 alt grup altinda
degerlendirilmektedir. Bunlar:
I.  CD10-pozitif/BCL2-pozitif
II.  CD10-pozitif/ BCL2-negatif
Ill.  CD10-negatif/ BCL2-pozitif
IV.  CD10-negatif/ BCL2-negatif

Yapilan calismalarda dort alt gruptaki tim vakalar BCL6 pozitiftir. STMN1
(stathmin), BCL2-negatif veya CD10-negatif FL'larin tanisinda ve bunlarin marjinal
zon B hiicreli lenfomadan ayriminda yardimci bir germinal merkez belirteci olarak
glindeme gelmektedir.

Klasik CD10-pozitif/BCL2-pozitif FL grubunda BCL2 rearanjmani vakalarin
%68’inde var ve bunlarin da %73’G derece 1-2 FL’lardir. CD10-pozitif/BCL2-negatif
grupta BCL2 rearanjmani vakalarin %4’Gnde mevcuttur. CD10-negatif/BCL2-pozitif
grupta BCL2 rearanjmani %38 vakada bulunmustur. CD10-negatif/BCL2-negatif
grupta ise higbir vakada BCL2 rearanjmani saptanmamistir. Vakalarin %10-15’inde
BCL6 rearanjmani sonucu translokasyon 3g27 mevcuttur. STMN1, ayrica onkoprotein
18 olarak da bilinmekte olup, mikrotiibil dinamigini reglile eden anahtar bir
proteindir'?®. Onceki calismalarda solid ve hematolojik malignitelerde STMN1 asiri

ekspresyonunun timdr davranisi ve prognozu ile iliskisi gésterilmistirt3°,
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2.10 Prognoz ve Prediktif Faktérler

Prognoz tani aninda hastaligin yayginligi ile yakindan iliskilidir. IPl ve 6zellikle
FLIPI sonuclari prognozun énemli dngériicisidirler?’ 131,132,

Histolojik derece folikliler lenfomanin prognozu ile koreledir, derece 1-2
vakalar yavas seyirli olurlar ve genellikle, nadir*’ lokalize vakalar hari¢ tedavisi
mimkin degildir?® 24133 yayinlanan calismalarin cogunda, belirgin cok agresif klinik
gidisli foliktler lenfomalarin blyik hiicre ya da derece 3 gibi siniflandirildig
gosterilmistir?> 26,134,

Raporlanan ¢ogu calismada, %25’den fazla difiiz alan igeren derece 3 FL
vakalari sadece folikiiler vakalara gére daha koti prognozludur®® 26,

Del6g23-26, dell7p ve TP53 mutasyonu yanisira -1p, +12, +18p, +Xp
bulunusu daha kéti gidislidir ve transformasyon siiresini kisaltir>l. Hem t(14;18) hem
de t(8;14) olan nadir vakalar kétlii prognoza sahiptir'3>. En son gen ekspresyon
verileri, T hiicreleri, FDH gibi aksesuar hiicreler ve makrofajlarin, yani mikrogevrenin
de FL klinik davranisini belirlemede rol oynadiklarini desteklemektedir®3®,

FL hastalarinin %25-35’inde yiksek dereceli lenfomaya, genellikle DBBHL’ya
progresyon ya da transformasyon gerceklesmektedir, ama nadiren Burkitt lenfoma
benzeri ya da DBBHL ve Burkitt lenfoma arasinda bulunan lenfomalara da
transformasyon seklinde olabilir'3”. Bu olay genellikle tedavi edilmesi zor hizl
progresyon gosteren klinik seyir ve timorden olum ile iliskilidir'38. Nadir hastada
akut B hiicreli lenfoblastik |6semi gelisir’3°. Transformasyon tipik olarak ek genetik
anamolileri  kapsamaktadir, 0zellikle MYC translokasyonu; BCL2 ve MYC

rearanjmaninda birliktelik agresif seyir ile iligkilidir4°.

2.11 EZH2

Yeni-nesil sekanslama teknolojilerinin girisi, hematolojik malignitelerde yeni
mutasyonel hedeflerin kesfine yol acti. Morin ve ark.®3 yakin zamanda, yaklasik %7 FL
vakasinda histon metiltransferaz EZH2’nin (Enhancer of Zeste Homolog 2) katalitik
SET domaininde somatik heterozigot mutasyonlar rapor ettiler. EZH2 geni “polycomb
repressive complex 2” (PRC2)‘'nin katalitik birimini olusturan bir histon

metiltransferazi kodlamaktadir ve lizin 27’de histone H3’lGn (H3K27) metilasyonu ile
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gen ekspresyonunun regresyonunda rol oynar. En sik kodon 641’de (Y641) gorilen
bu mutasyonlar, “gain-of-function” mutasyonlari olup histone H3K27
trimetilasyonunda artisla karakterizedir ve GM B-tip diffiz blylik B hicreli
lenfomalar ile folikiler lenfomalarin patogenezinde ©nemli bir rol oynadig
gosterilmistir®s.

B hicrelerinde germinal merkez reaksiyonu sirasinda da EZH2'nin
ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir'#t, EZH2 normal sentroblastlarda anti-
proliferatif genlerin sessizlestirilmesinde rol oynamaktadir!4?, Bu baglamda folikiler
lenfomanin germinal merkez B hicrelerinin normal gen ekspresyon programini
kullandigini ve aktive edici EZH2 mutasyonlari ile B hiicrelerinin proliferasyonunun
desteklendigi sdylenebilir.

Takip eden galismalar EZH2 mutasyonlarinin FL’larda daha da sik rastlanan bir
durum oldugunu ve patogenezde erken bir basamag temsil ettiklerini
gostermektedirl43,

EZH2’nin kodon 641’i etkileyen nokta mutasyonlari yakin zamanda GMB-
DBBHL altkiimesinde de tanimlanmistir'**, ama aktive B hiicre fenotipinden gelen
DBBHL (ABH-DBBHL), kiiclik lenfositik lenfoma, mantle hiicreli lenfoma ve germinal
merkez fenotipinden yoksun tim periferik T hiicreli lenfomalarda yoktur. EZH2'nin
asiri ekspresyon ve hiperaktivitesi, melanom#> yanisira, prostat!4® 47, meme ve
endometrial karsinomlari iceren bir takim kanser tiplerinin patogenezini de
kapsamaktadir. Bu artmis EZH2 ekspresyonu potansiyeli olan yeni bir farmakolojik
hedefi glindeme getirmektedir ve cesitli kanserlerde bu konudaki calismalar

sirmektedirl4s 149,

2.12 EPHA7Y

Ephrin reseptorler, dimerlerden olusan tirozin kinazlardir ve ephrin eksprese
eden hiicrelerle temas oldugunda aktive olurlar’>® 131, Hiicre-hiicre sinyal iletimi,
embriyonik gelisim, ndrogenez ve anjiogenezde rol oynarlar®> 13, Epitelyal
timorlerde ephrin reseptorleri icin hem onkojenik hem timor sipresor roller
tanimlanmistir’>3-1°6, Bu grubun Uyesi olan EPHA7, “truncated” bir EPHA7TR protein

kodlayan “short splice” varyantinin olusu ile 6ne c¢cikmistir. Bu EPHA7TR hiicre
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yuzeyinden salinabilir ve “full length” reseptoriin inhibitorl olarak goérev yapar,
boylece diger EPHA reseptoérlerinden kaynaklanan onkojenik sinyalleri bloke eder.
EPHA7 lenfoid dokularda yiliksek miktarda eksprese olmaktadir. Normal B
hiicrelerinin, EPHA7’'nin  bu “short splice” varyantini eksprese ettikleri
gosterilmistirt™>* 157: 158 "ancak B hiicre matirasyon ve aktivasyonundaki roli heniiz
netlesmemistir. Buglnki bilgiler 1s18ina EPHA7 normal B hiicrelerinden salinarak oto-
parakrin olarak etkir, EPHA2'ye baglanarak bu reseptoriin ERK ve SRC kinazlar
Uzerinden sinyal iletimini bloke eder. Bu sekilde bir gesit timor stpresor olarak
fonksiyon gosterdigi gdsterilmistir>>.

Lenfomalarda EPHA7’nin delesyon ve epigenetik sessizlestirmeye ugradig
gosterilmistir. FL'larin %70’inde EPHA7’nin ekspresyonu tamamen kaybolmustur,
promoter metilasyonuna bagl olarak EPHA7’nin sessizlestirilmesi veya delesyonu s6z
konusudur. FL'larda sik goriilen 6g delesyonlari bu genin eksikligi ile iliskilidir. Hlcre
ylzeyinden salinarak gorev yapabildiginden bu proteinin disardan verilebilmesi
EPHA7 eksikliginin bu sekilde giderilebilmesi olasiligini dogurmaktadir. Hiicre kaltur
¢alismalarinda lenfoma hicrelerine EPHA7 verilmesi ile ERK ve SRC aktivitesi inhibe
edilmis ve hiicre 6limunin gergeklestigi gortlmdistir. Bu nedenle EPHA7 potansiyel

terapdtik bir ajan olarak lenfoma tedavisinde umut vaad edicidirt>* 157, 158,

2.13 Tedavi

FL en sik gorilen agrisiz nodal lenfoma grubudur. Ayrica anti-CD20 antikoru
olan ritiiksimab iceren terapilere ragmen iyilesmesi zor olan bir lenfomadir>°. Son
zamanlarda genomik c¢alismalar ve yeni deneysel modeller patogenezine yeni bir
anlayis getirmistir. Folikiiler Lenfoma Uluslararasi Prognostik indeks (FLIPI), klinik
faktorlerlerin skorlama sistemidir ve hastalarin gidisatini tahmin etmek igin
kullanihr'3!, Asemptomatik dissemine hastalara olan yaklasim tartismaldir ve
hastanin tedavisiz takibinden, ritiiksimab veya ritiiksimaba ek kemoterapiye kadar
degiskenlik gostermektedir®>®. Bu yaklasimlar yiiksek cevap oranlarina ulasmakta ve
genel sagkalim zamani 10 yilin Gizerinde bulunmaktadirt®®, Ancak niiks kacinilmazdir
ve kemoterapinin komplikasyonlari hastaya olan uzun vadeli yaklasimi
etkilemektedir®., Otolog transplantasyonun faydali olup olmadigi heniz

belirlenmemistir. Allojenik transplantasyon genclerde ve bu hastalik disinda saghkli
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olanlarda tedavi sansi saglamaktadir, ancak riskli bir yéntemdir'>. FL'nin DBBHL
benzeri hastaliga transformasyonu en 6nemli komplikasyondur. Transformasyon
agresif kemoterapi kombinasyonlarinin hizli olarak baslanmasini gerektirmektedir®®.
Transformasyon, gidisati siddetli bir sekilde kotillestirmekte ve FL hastalari icin 10
yillik yasami %75’den %36’ya dustirmektedirl®.

FL'nin son zamanlarda tanimlanan genetik lezyonlari, potansiyel yeni ilag
tedavi segenekleri olusturmaktadir. Tablo 2’de bu yeni tedavi segeneklerinin bir kismi
gorilebilir (Tablo 2.4). BCL2 hedefe yonelik bu tedavi seceneklerinin hedeflerinden
biridir. BCL2 homolog 3 alani (BH3) igeren ilaglar BCL2 ve bu alani igeren diger pro-
apoptotik BCL2 ailesi proteinlerini inhibe edebilmektedirit? 162,

EZH2 potansiyel bir diger hedefi olusturmaktadir® 6> 163, Bazi ilag¢ sirketleri
buna karsi inhibitorler gelistirmektediri®*. Bu yeni ilaclarin sadece EZH2 mutant
kiicik bir grupta mi etkili olacagl yoksa EZH2 bagimhligi gbsteren ancak mutasyon
saptanmayan ¢ok daha genis bir FL grubuna mi etkili olacagi merak konusudur.
Gunumizde bu ilaglarin insanlarla iliskili dozlari ve formulasyonlari hakkinda bilgi
yoktur.

BCR sinyali folikiiler lenfomalarda acik¢a aktivedir ve BCR sinyali yasamlari
icin gereklidir'®>, Bu yolak Gzerinde yer alan BTK, PI3K delta inhibisyonu ile BCR
sinyalini hedefleyen ilaglar ginimuzde mevcuttur'®® 167,

FL vakalarinin bir¢ogunda kayboldugu bilinen EPHA7’nin restorasyonu
gelecekte gorebilecegimiz bir diger tedavi secenegidir. CD20 ile kombine edilerek bu

proteinin FL hiicrelerine ulastiriimasi Gzerine ¢alismalar yapilmaktadir®68,
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Tablo 2.4: Folikiiler Lenfomanin giincel ve acil tedavi seceneklerinin 6zeti',

Giincel Tedavi

Kemoterapi ve Antikor Kombinasyonlari (CHOP + Rituksimab)

Yeni Terapiler

Sinyal iletimi ibrutinib (BTK inhibitérii, BCR sinyal yolag),
Cal-101 (PI3K inhibitori, BCR sinyal yolagi)
EPHA7-hCD20 (EPHA7’nin  CD20 antikor
araciligiyla FL hicrelerine ulastiriimasi  ve
EPHA7 aktivitesinin restorasyonu)

Apoptoz ABT-737, ABT-199

Obatoklaks (EPHA7'nin CD20  antikor
araciigiyla FL hicrelerine ulastiriimasi  ve
EPHA7 aktivitesinin restorasyonu)

Hicre dongisi PD-0332991

Epigenetik EZH2 inhibitorleri (vs.*  GSK126, EI-1,
EPZ005687)

immiinoterapi Anti-CTLA4
Anti-PD-1L

CAR-anti-CD19

*vs.:vesaire (6rnegin)
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3.  GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’'ndan c¢alisma igin etik izni alindiktan sonra (karar no: GO 13/536-14),
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

1223 numarali bilimsel arastirma projesi olarak destenledi.

3.1 Olgu Se¢imi

Bu calisma icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
2000 — 2014 tarihleri arasinda solid organ biyopsisi gerceklestirilmis FL hastalar
Patoloji Anabilim Dali rapor arsivinden retrospektif olarak taranmis ve olgular
hastane veri tabanindan elde edilmistir. Veri tabanindan, hastalarin FL tanisi aldiklari
ve calismada kullandigimiz biyopsi 6rneklerinin alindigi tarihler ve vefat ettiyse 6lim
tarihleri kaydedilmistir. Komplike oldugu duslintlen, tani zorlugu yaratan ve hasta
spesmenine zarar verme olasiliginin giindeme gelebilecegi ¢cok kli¢lik dokular ve ince

igne biyopsileri calismadan gikarilmistir. Bu sekilde toplam 441 olguya ulasiimistir.

3.2 Histomorfoloji

441 olgu icinden folikller lenfoma tanisi sipheli, immiinohistokimyasal paneli
eksik olan vakalar cikarilmis ve kalan 239 tane vaka mikroskopik olarak
degerlendirilmistir. Bu kalan hastalarin spesmenlerine ait hematoksilen-eozin kesitler
2 patolog (AY, EAS) ile birlikte incelenmistir. Tim vakalarin, morfoloji ve fenotipi esas
olacak sekilde, FL derecelendirmesi icin 2008 Diinya Saghk Orgiti (DSO)
Hematopoetik ve Lenfoid Doku Timorlerinin Siniflamasinin kriterlere uygun olarak FL
tanilari teyit edilmis, derece 3A ve 3B morfolojisi baskin olan FL’lar galismadan
cikarilmistir. Bu kriterlere uyacak sekilde sectigimiz vaka sayisi 125’tir. Ancak baska
bir merkezden boélimimuize konsiiltasyon amaci ile gelmis olan vakalardan 23
tanesinin bloklarina ulasilamamistir. Boylece toplam 98 hastaya ait 102 adet vaka
calismaya dahil edilmistir. Secilen tim vakalarda folikiler gelisim paterni, histolojik
derece, BCL2 proteinin durumu ve BCL2 rearanjman analizi icin FISH yapilmis
olanlarda FISH calismalarinin sonuglari kaydedildi. Bu 6rnekler icerisinde 94 adet lenf

nodu, 2 adet dalak, 2 adet tonsil, 2 adet orbital bolge ve 2 adet subkutan doku
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biyopsisinin yer aldigl gorildi. 3 hastanin farkli zamanlarda alinmis olmak tzere 7

adet solid organ biyopsisi mevcuttur.

3.3  immiinohistokimya

Segilen folikiiler lenfoma vakalarinin fomalinde fikse parafine gomuli doku
kesitlerinden immiinohistokimyasal ¢alisma igin temsili blok secimi yapildi. 3 farkli
BCL2 antikoru (klon E17, klon 100/D5 ve klon SP66), EPHA7 ve EZH2 antikorlarinin
ekspresyonlari immiinohistokimyasal boyamalarla degerlendirildi.

Kullanilan antikorlarin ozellikleri tablo 3.1'de verilmistir. Dillisyonlar ve
optimum boyama teknigi uygun pozitif kontroller kullanilarak ayarlandi. BCL2 ve
EZH2 igin kontrol olarak reaktif germinal merkez igeren tonsil ve lenf nodu kesitleri
kullanildi. EPHA7 igin kontrol dokusu olarak bdbrek korteksi ve lenf nodu kesitleri
birlikte kullanildi, uygun dilisyonda vaskiiler yapilarda pozitif boyanma elde edildi.
Formalinde fikse parafine gomili dokulardan elde edilen 5 mikron kalinhgindaki
kesitler, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi immiinohistokimya laboratuvarinda
yarim saat 70 derecelik etiivde bekletildikten sonra otomatik immuinohistokimyasal
boyama cihazlari (Ventana Benchmark XT ve Leica Bond Max) ile boyanarak

immunohistokimyasal boyamalar gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan antikorlarin 6zellikleri.

Antikor Firma Klon Diliisyon Antijen agiga
¢tkarma
BCL2 Spring Bioscience SP66 1:200 ER2 (EDTA)*
BCL2 Leica 100/D5 1:40 ER2 (EDTA)*
BCL2 Abcam E17 1:100 ER2 (EDTA)*
EPHA7 Santa Cruz Biotech Monoklonal (A-18) 1:75 Onislemsiz
EZH2 Leica Monoklonal 1:400 ER2 (EDTA)*

Kisaltmalar: BCL2, B Cell Lymphoma 2; EPHA7, Ephrin Receptor A7; EZH2, Enhancer of Zeste Homolog
2 (Drosophila); ER, Epitop Retrival-2 numarali soltsyon.
*Basingli kapta pH=8 EDTA soltsyonunda 3 dakika.




29

3.3.1 immiinohistokimyanin Degerlendirilmesi

imminohistokimyasal boyamalarin sonuglari degerlendirilirken 40x objektif
kullanildi. Degerlendirmede her bir belirteg¢ icin uygun boyanma paterni (niikleer,
sitoplazmik) g6z 6nine alindi. BCL2 antikoru ile boyanan preparatlar sitoplazmik
pozitiflik agisindan degerlendirilip, folikiillerdeki pozitif, negatif ya da parsiyel
pozitiflik kaydedilmistir. EPHA7 antikoru ile folikillerdeki neoplastik hiicrelerde
sitoplazmik pozitiflik veya negatiflik kaydedilmistir.

EZH2 antikoru ile folikillerdeki sentrositlerde ve sentroblastlarda farkl
nikleer boyanma paterni izlenmigtir. Her vakaya ait foliklller igin boyanma
yogunlugu (intensite) kaydedilmistir. Boyanma yogunlugu 1, 2, 3 olarak skorlanmistir.
Yogunluk acisindan degerlendirmenin objektifligi acisindan kuvvetli (kontrol kadar)
boyanma 3, hi¢ boyanmama veya zorla secilebilen boyanma degeri 1 olarak
degerlendirilmistir. Bu iki grup arasindaki her tirli boyanma yogunlugunun skoru 2
olarak kabul edilmistir. imminohistokimyasal belirteclerin boyanma paternleri

Sekil’de belirtilmistir.
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D

Sekil 3.1: immiinohistokimyasal belirteglerin boyanma paternleri A) Sitoplazmik BCL2 rutin klon
100/D5 ekspresyonu (iHK, anti BCL2 Ab, 100x). B) Sitoplazmik BCL2 klon E17 ekspresyonu (iHK, anti
BCL2 Ab, 100x). C) Sitoplazmik BCL2 klon SP66 ekspresyonu (iHK, anti BCL2 Ab, 200x). D) Sitoplazmik
EPHA7 ekspresyonu (iHK, anti EPHA7 Ab, 200x). E) Nikleer EZH2 ekspresyonu (iHK, anti EZH2 Ab,
200x).

immiinohistokimyasal calismalarin sonucunda belirteclerin farkl timér tani

kategorilerindeki ekspresyon durumu istatistiksel yontemlerle karsilastirildi.

3.4 Doku Mikro Dizinlerinin (“Tissue Microarray”=TMA) Hazirlanmasi

Her vaka icin 1 mm caph 2 adet doku 6rnegi Advanced Tissue Arrayer (Ata
100) cihazi ile elde edildi. 44 hastanin primer timorini kapsayan toplam 44
materyalden doku mikro dizin blogu hazirlandi.

44 hastaya ait formalin fikse parafine gomiuli cogunlugu lenf nodu olan
dokularina ait preparatlar yeniden degerlendirilerek her vaka icin en tanisal tek blok
secildi. Segilen bloklarin hematoksilen eozin kesitleri tekrar incelenerek timori
temsil eden hiicresel olarak en bol iki ayri alan isaretlendi. Bu isaretlere kesitlerin
parafin bloklarinda karsilik gelen alanlardan 1 mm g¢aph dokular elde edilerek manuel
doku mikrodizin araci Advanced Tissue Arrayer (ATA100, CTR scientific) ile 1 adet
doku mikro dizin blogu olusturuldu. Doku mikro dizin bloguna 44 vaka 88 adet doku

yerlestirildi. Ayrica bu mikro dizine kontrol maksathh 6 adet insan palatin tonsil
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dokulari ve referans amacl 5 adet insan diiz kas neoplazm doku 6rnekleri sistematik
bir diizende ilave edildi. Olusturulan bloktan (+) yikli lamlara in-situ hibridizasyon

icin 4 mikrometre kalinlikta kesitler alindi.
3.5 in-Situ Hibridizasyon (iSH)

BCL2 antikorunun herhangi bir klonu ile negatif ya da parsiyel pozitif
saptanan tum vakalar icin TMA blogu hazirlandi. Bu bloga BCL2 pozitif klasik FL
grubundan 4 adet vaka kontrol amagh eklendi. Doku mikro dizin bloklarindan (+)
yukli lamlara alinan 4 mikron kalinhigindaki kesitlere BCL2 gen lokus (Repeat-Free
Poseidon FISH DNA Probes on BCL2 (18qg21) Break (tissue); Kreatech Diagnostics,
Amsterdam, Netherlands) spesifik break-apart probu kullanilarak, BCL2 in-situ
hibridizasyon uygulandi. Bu problar kullanilarak BCL2 geninin durumuna bakildi (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2: in-Situ Hibridizasyon calismasinin gériinimii. A ve B) BCL2 gen kopyalari bir kirmizi bir yesil
nokta halinde izlenmektedir (FiSH, 1000x).

Degerlendirme 15tk mikroskobunda 100x objektif kullanilarak yapildi. Her bir
vakada 100 adet hicrede yesil ve kirmizi renkli sinyallerin birbirinden ayriima

durumlarina bakildi ve yorumlandi.

3.6 statistiksel Analiz

Kategorik degiskenler icin sayi ve yluzde degerleri ile tek sayisal degiskenler
icin ortanca, ortalama, standart sapma, minumum-maksimum degerleri
kullaniimistir. Nominal degiskenlerin arastirma grubu icindeki sikliklari ylzdeler
halinde verilmistir. Nitel degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesinde Pearson ki-
kare testi kullaniimistir. Cohen'in kappa katsayisi ile iki degerleyici arasindaki
karsilastirmali  uyusmanin  givenirligi  6lgllmustir. Sag kalim sirelerinin
hesaplanmasinda Kaplan-Meier egrileri cizilmis, Log-Rank testi ile sagkalimlar ve
cesitli diger degiskenler arasindaki iliskiler aranmistir. Tek degiskenli analizler icin
anlamhilik dlizeyi 0,05 olarak belirlenmistir. Kappa degeri icin anlamlilik durumu
sirasiyla 0: uyum yok, 0-0,2: uyum anlaml, 0,2-0,4: vasat uyum, 0,4-0,6: iyi uyum,
0,6-0,8: o©nemli derecede uyum, 0,8-1: mikemmele vyakin uyum olarak

degerlendirilmistir. istatistiksel analiz IBM SPSS 20 paket programinda yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Bulgular (Tablo 4.1)

Calismaya dabhil edilen toplam 102 hastanin 50’si (%49,0) erkek, 52’si (%51,0)
kadindir. Tani anindaki hasta yas ortalamasi 57,5 (ortanca 56,50; aralik 29 — 96)’dir.
Sagkalim durumu bilinen 87 olgunun ortalama genel sagkalim siiresi 160,835 aydir.
Olgularin genel sagkalim olasiligi 0,791 olarak bulunmustur (Sekil 4.1). En kisa takip
slresi 5 ay, en uzun takip suresi 186 aydir. Takip streleri sonunda 102 hastanin 15
(%14,7)'ine ait sagkalim bilgisine ulasilamamistir. Sagkalim bilgisine ulasilabilen
olgularin 87 (%85,2)’si 1 Eylul 2014 itibariyle sag olup, 12 (%11,7)’sinin tani verilme
tarihiile 1 Eylll 2014 arasinda bir tarihte vefat ettigi saptanmistir (Tablo 4.2).

Hastalarin klinige en sik basvuru nedeni lenfadenopatidir.

Tablo 4.1: Klinik ozellikler.

Cinsiyet N (%)
Kadin 52 (%51,0)
Erkek 50 (%49,0)

Tani Yasi yil
Min-maks 29-96
Ortalama 57,5

Takip Siiresi Ay
Min-maks 5-186
Ortalama 160,835

Kemik iligi Tutulumu N (%)
Var 27 (%26,5)
Yok 41 (%40,2)
Bilinmiyor 34 (%33,3)

Derece N (%)

1 29 (%28,4)
2 40 (%39,2)
1-2 33 (%32,4)
Patern N (%)
<%25 1(%1,0)
%50-75 6 (%5,9)
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>%75

95 (%93,1)

Lokalizasyon

N (%)

Lenf Nodu 94 (%92,2)
Tonsil 2 (%2,0)
Dalak 2 (%2,0)
Orbital Bolge 2 (%2,0)
Subkutan Doku 2 (%2,0)

Sagkalim durumu bilinen olgularin, sag olanlarin tani anindaki yas ortalamasi

56,72 (ortanca 56; aralik 29 - 87), 6lmus olanlarin tani anindaki yas ortalamasi 63,33

(ortanca 63; aralik 39 - 96) olarak bulunmustur.

Tablo 4.2: Olgularin sagkalim-6lim durumlari.

Olgu Sayisi (N)

Tiim Olgular (%)

Sagkalimi Bilinen
Olgular (%)

Sag 75 73,5 86,2
Olim 12 11,7 13,7
Sagkalimi bilinen olgular 87 85,2 100,0
Sagkalimi bilinmeyen olgular 15 14,7
Toplam 102 100,0
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1Survival Function
= Cenzored

Genel sagkalim

0,249

0,0

T T
0 50 100 150 200

Takip siiresi (ay)

Sekil 4.1: Hastalarin genel sagkalim egrisi (Kaplan-Meier egrisi; x: ay, y: sagkalim olasilig|, censored:

takipten ¢ikma sebebi 6lim olmayan olgular).

Yapilan korelasyon analizlerinde hastalarin cinsiyeti ile genel sagkalim suresi

arasinda istatiksel olarak anlamli iliski bulunamamistir.

4.2 Morfolojik ve immiinohistokimyasal Bulgular

incelenen 102 biyopsi érneginin 94 tanesi lenf nodu, geri kalan 2 érnek orbita,
2 ornek palatin tonsil, 2 6rnek dalak ve 2 6rnek deri biyopsisidir.

Tanisal biyopsilerin ¢ogu lenf nodu vakalaridir; bunlar servikal, aksiller,
inguinal ya da femoral lenf nodudur.

Formalin fikse parafine gémiill bloklardan hazirlanan dokulardan bir kisminin
immunohistokimyasal boyamalar esnasinda dokilmesi, bir kissim 6rnekteki timorla
dokunun bitmesi nedeni ile degerlendirilebilen vaka sayilari ile calisilan

immunohistokimyasal belirtecler arasinda farkhliklar vardir.
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4.2.1 Kemik iligi Tutulumu

Vakalarin 34 (%33,3)’Unde veri tabanindan bilgi edinilemedi, toplam 68
(%66,7) adet vakanin bilgisine ulasilabildi. Bilgisine ulasilan bu 68 vaka icerisinde
kemik iligi tutulumu olan 27 (%39,7, toplam vakalarin %26,5’i), kemik iligi tutulumu
olmayan 41 (%60,2, toplam vakalarin %40,2’si) vaka bulunmustur.

Kemik iligi tutulum durumu billinen 68 vakanin genel sagkalim ortalamasi
126,960 ay, bunlardan tutulumu olanlarin genel sagkalim ortalamasi 105,245 ve
tutulumu olmayanlarin ise 129,282’dir. Long-Rank (Mantel-Cox) testi ile hastalarin
kemik iligi tutulumu ve genel sagkalim durumu karsilastirildiginda, tutulumu var olan
vakalarin genel sagkalimlari tutulumu olmayan vakalara gére daha disik olarak
bulunmustur (p=0,726). Kemik iligi tutulum durumlarinin Kaplan-Meier egrileri

asagida verilmistir (Sekil 4.2).

K tutulumu
1,07 +
L wf—t— —yok
ivar
L H = yok-censored
‘ }— var-censored
e o

057 .
E 0,6= I
E [}
-
o
o
v
o
o

0,44
m 1

0.2

0,0

I T T T T T T T
o] 20 40 &0 a0 100 120 140

Takip siiresi (ay)

Sekil 4.2: Hastalarin kemik iligi tutulumu ile genel sagkalim egrisi (Kaplan-Meier egrisi; x: ay, y:

sagkalim olasilig, censored: takipten ¢ikma sebebi 6lim olmayan olgular).
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Her lg¢ BCL2 antikoru birarada degerlendirildiginde pozitif, negatif ve parsiyel
pozitif olarak saptanan vakalarin kemik iligi tutulumu ile iliskisine bakildi (p=0,081)

(Tablo 4.3).

Tablo 4.3: BCL2 antikoru ile kemik iligi tutulumu iliskisi.

BCL2 Son Durum (N/%)
Negatif Pozitif Parsiyel Toplam
Kemik iligi Yok 2 (4,9) 36 (%87,8) 3 (%7,3) 41 (%100,0)
Tutulumu Var 0 (%0,0) 24 (%88,9) 3(%11,1) 27 (%100,0)
MD 5(%18,7) 22 (%68,8) 4 (%12,5) 31 (%100,0)
Toplam 7 (%7,1) 82 (%82,8) 10 (%10,1) 100 (%100,0)

Kisaltmalar: MD, mevcut degil.

4.2.2 BCL2

Toplam 102 adet vaka icerisinden BCL2 klon E17 ile 99 adet, klon 100/D5 ve
klon SP66 ile 100 adet vakanin drnekleri degerlendirilebildi. Her bir vaka bu tg farkh
klonla ayri ayri degerlendirildi ve sonra bunlarin her ¢l de géz online alinarak bir
son durum BCL2 sonucu belirlendi. Ayrica vakalarin bir kisminda BCL2 antikoru bazi
follikillerde pozitif olup, bazi follikiillerde negatif olarak saptanmistir. Bu durumun
fiksasyona bagh olmadigi disiiniilen vakalar icin parsiyel adinda ayri bir grup

olusturulmustur.

4.2.2.1 BCL2 klon 100/D5

Sitoplazmik BCL2 ekspresyonu 100 adet timorli vakada degerlendirilebildi
(Tablo 4.4). Klon 100/D5 antikoru ile pozitif saptanan higbir vakanin BCL2 son
durumu negatif degildir, bunlar parsiyel gruba dahil edilmistir. Rutin klon ile negatif
22 vakanin 7 (%31,8)’sinde BCL2 son durum negatif olarak bulunmustur. BCL2 klon
100/D5 ile BCL2 son durum arasindaki kappa uyum istatistik sonucu K= 0,563 (orta
derece uyum) ve p<0,001 olarak bulunmustur (Sekil 4.3) (Tablo 4.4).
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A B

Sekil 4.3: Folikillerde BCL2 klon 100/D5 ekspresyonu. A) BCL2 pozitif FL. B) BCL2 negatif FL (A ve B;
iHK, anti BCL2 ab; 100x). C) BCL2 parsiyel pozitif FL (iHK, anti BCL2 ab, 200x).

Tablo 4.4: BCL2 klon 100/D5 ile BCL2 son durumun uyumluluk degerlendirmesi.

BCL2 son durum (N/%)
Negatif Pozitif Parsiyel Toplam
Negatif 7 (%31,8) 10 (%45,5) 5 (%22,7) 22 (%100,0)
BCL2 klon 100/D5 Pozitif 0 (%0,0) 73 (%98,6) 1(%1,4) 74 (%100,0)
Parsiyel 0 (%0,0) 0 (%0,0) 4 (%100,0) 4 (%100,0)
Toplam 7 (%7,0) 83 (%831,0) 10 (%10,0) 100 (%100,0)

4.2.2.2 BCL2 klon E17

Sitoplazmik BCL2 ekspresyonu 99 timorli vakada degerlendirilebildi (Tablo
4.5). Klon E17 antikoru ile negatif saptanan 15 vakanin 7 (%46,7) sinde BCL2 son
durum negatif olarak bulunmustur. BCL2 klon E17 ile BCL2 son durum arasinda
kappa uyum istatistik sonucu K= 0,680 (6nemli derecede uyum) ve p<0,001 olarak

bulunmustur (Sekil 4.4) (Tablo 4.5).
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B C

Sekil 4.4: Folikiillerde BCL2 klon E17 ekspresyonu. A) BCL2 pozitif FL (IHK, anti BCL2 ab, 100x). B) BCL2
negatif FL (IHK, anti BCL2 ab, 100x). C) Parsiyel pozitif FL (iHK, anti BCL ab, 40x).

Tablo 4.5: BCL2 klon E17 ile BCL2 son durumun uyumluluk degerlendirmesi.

BCL2 son durum (N/%)
Negatif Pozitif Parsiyel Toplam
Negatif 7 (%46,7) 4 (%26,7) 4(%26,7) 15 (%100,0)
BCL2 klon E17 | Pozitif 0 (%0,0) 78 (%97,5) 2 (%2,5) 80 (%100,0)
Parsiyel 0 (%0,0) 0 (%0,0) 4 (%100,0) 4 (%100,0)
Toplam 7 (%7,1) 82 (%82,8) 10 (%10,1) 99 (%100,0)

4.2.2.3 BCL2 klon SP66

Sitoplazmik BCL2 ekspresyonu 100 tiimorli vakada degerlendirilebildi (Tablo
4.6). Klon SP66 antikoru ile pozitif saptanan 85 vakanin hicbirinde BCL2 son durum
negatif degildir; negatif saptanan 9 vakanin 7 (%77,8)’sinde BCL2 son durum negatif
olarak bulunmustur. BCL2 klon SP66 ile BCL2 son durum arasinda kappa uyum
istatistik sonucu K= 0,823 (mikemmele yakin uyum) ve p<0,001 olarak bulunmustur

(Sekil 4.5) (Tablo 4.6).
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A

C

Sekil 4.5: Folikullerde BCL2 klon SP66 ekspresyonu. A) BCL2 pozitif FL. B) BCL2 negatif FL. C) Parsiyel

pozitif FL (A, B ve C; IHK, anti BCL ab; 200x).

Tablo 4.6: BCL2 klon SP66 ile BCL2 son durumun uyumluluk degerlendirmesi.

BCL2 son durum (N/%)

BCL2 klon SP66

Negatif Pozitif Parsiyel Toplam
Negatif 7 (%77,8) 1(%11,1) 1(%11,1) 9 (%100,0)
Pozitif 0 (%0,0) 82 (%96,5) 3 (%3,5) 85 (%100,0)
Parsiyel 0 (%0,0) 0 (%0,0) 6 (%100,0) 6 (%100,0)
Toplam 7 (%7,0) 83 (%83,0) 10 (%10,0) 100 (%100,0)

4.2.2.4 BCL2 Son Durum

Toplam 102 vaka icinde standart BCL2 antikoru (klon 100/D5) ile 22 (%21,6)

vaka negatif, 74 (%72,5) vaka pozitif ve 4 (%3,9) vaka parsiyel pozitiftir. BCL2 klon

E17 antikoru ile 15 (%14,7) vaka negatif, 80 (%78,4) vaka pozitif ve 4 (%3,9) vaka

parsiyel pozitif saptanmistir. BCL2 SP66 klonu ile 9 (%8,8) vaka negatif, 85 (%83,3)

vaka pozitif ve 6 (%5,9) vaka parsiyel pozitif bulunmustur. Her ti¢ BCL2 antikoru ile

birlikte degerlendirildiginde 7 (%6,8) vaka negatif, 83 (%81,3) vaka pozitif ve 10

(%9,8) vaka parsiyel pozitiftir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7: Her t¢ BCL2 antikorlari ve son durumlari.

Klon 100/D5 Klon E17 Klon SP66 Son Durum
Negatif 22 (%21,6) 15 (%14,7) 9 (%8,8) 7 (%6,8)
Pozitif 74 (%72,5) 80 (%78,4) 85 (%83,3) 83 (%81,3)
Parsiyel 4 (%3,9) 4 (%3,9) 6 (%5,9) 10 (%9,8)
Toplam 100 (%98,0) 99 (%97,1) 100 (%98) 100 (%98,0)

Bu li¢ BCL2 antikoru ile degerlendirme sonucunda negatiflik orani en az olarak
bulunan antikor klon SP66’dir. Ayrica bu kolunun fiksasyona en az hassas oldugu
gozlemlendi. Klon 100/D5 antikoru ile ise negatifligin fazla ve bu kolunun fiksasyona

¢ok hassas oldugu gozlemlendi.

4.3  Floresan in-Situ Hibridizasyon Bulgulari

Her Ui¢ BCL2 antikorundan biri ile negatif ve parsiyel pozitif saptanan 40 adet

olgudan hazirlanan TMA bloguna BCL2 gen statiisu ¢alisildi.

4.3.1 BCL2 Geni Durumu

BCL2 break-apart probu kullanilarak yapilan FISH analizlerinde, icinde kontrol
grubunun bulundugu 44 olgunun 28 (%63,6)’inde sinyal elde edilebilmis, geri kalan
16 (%36,3) vakada dokudan kaynakli nedenlerden dolayi sonug elde edilememistir.
BCL2 antikorunun herhangi bir klonu ile negatif saptanan 40 olgunun 27
(%67,5)'sinde sinyal elde edilebilmis, 13 (%32,5)’linde dokudan kaynaklh nedenlerden
dolay! sonug elde edilememistir. Calismanin yapilabildigi bu vakalarda (27/%67,5)
BCL2 gen lokusunu iceren alterasyon (break veya amplifikasyon) gosterilememistir.
Sadece 4 adet kontrol grubundan degerlendirilebilen tek vakada break saptanmistir
(Sekil 4.6). BCL2 son durumu negatif olan 7 adet vaka icerisinde 3 (%42,8) vakada
BCL2 break saptanmamis olup geri kalan 4 (%57,1) vakada da ¢calismadan sonuc elde
edilememistir. BCL2 son durum ile BCL2 break-apart karsilastirmasi asagida

gosterilmistir (p=0,812) (Tablo 4.8).
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Sekil 4.6: BCL2 gen lokusu intakt vakanin FISH goriinimi. Sadece kontrol vakasindan birinde BCL2

break saptanmistir (1000x).

Tablo 4.8: BCL2 son durum ile BCL2 Break-apart sonuglarinin karsilastiriimasi.

BCL2 Break-apart (N/%)

Yok Sonug Yok Toplam
Negatif 4 (%14,8) 3 (%23,1) 7 (%17,5)
BCL2 Son durum | Pozitif 16 (%59,3) 7 (%53,8) 23 (%57,5)
Parsiyel 7 (%25,9) 3(%23,1) 10 (%25,0)
Toplam 27 (%100,0) 13 (%100,0) 40 (%100,0)

Calisilan 27 adet vaka icerisinde BCL2 break-apart saptanmayanlarin 15

(%55,6)'i bizim vakalarimiz, 12(%44,4)'si ise bolimiimize konsiiltasyon amaci ile

baska bir mekezden gonderilen vakalardir. Calismayan 13 adet vakanin 4 (%30,8)’

bizim, 9 (%69,2)'u konslltasyon amaci ile gelen vakalardir (Tablo 4.9). Yapilan

Pearson ki-kare testinin sonucunda p=0,141 olarak bulunmustur. Belirgin bir

anlamlilik olmamakla birlikte calismayan vakalarin cogunlugunun konsiiltasyon amaci

ile gelen vakalar oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.9: BCL2 Break-apart ile konsiiltasyon durumunun karsilastiriimasi.

Konsiiltasyon Durumu

BCL2 Break-apart

Yok Var Toplam
Yok 15 (%55,6) 12 (%44,4) 27 (%100,0)
Calismamis 4 (%30,8) 9 (%69,2) 13 (%100,0)
Toplam 19 (%47,5) 21 (%52,5) 40 (%100,0)

Her Gi¢ BCL2 antikoru bir arada degelendirildiginde BCL2 gergek negatif vaka
sayisi 7 olarak bulunmustur ve bunlarin klinik verileri tablo 4.10’da gosterilmistir.
Bunlarin 6’si erkek, 1’'i kadin hastadir ve ortalama yas 50,57 (aralhk 42-67)dir.
Cogunda tanisal biyopsi lenf nodundandir, 6zellikle inguinal bolge daha siktir. FISH
analizi ile yapilan BCL2 break-apart sonucunda 3 (%42,8) vakada BCL2 break veya
amplifikasyon mevcut olmayip, geri kalan 4 (%57,1) vakada calismadan sonug elde

edilememistir.

Tablo 4.10: BCL2-negatif derece 1-2 FL’l 7 hastanin klinik verileri.

Vaka Yas (yil) Cinsiyet Ki Tutulumu BCL2 Break-apart Lokalizasyon
1 48 E MD Yok Aksiller LN
2 62 E MD Yok LN
3 42 K Yok Calismamis inguinal LN
4 43 E MD Calismamis Servikal LN
5 50 E MD Calismamis LN
6 67 E MD Yok inguinal LN
7 42 E Yok Calismamis inguinal LN

Kisaltmalar: K, kadin; E, erkek; Ki, kemik iligi; LN, lenf nodu; MD, mevcut degil.

Rutinde kullanidigimiz BCL klon 100/D5 antikoru ile literatiirde son

zamanlarda tanimlanan BCL2 klon E17 ve klon SP66 arasindaki uyumluluk
degerlendirmesinde Cohen’in Kappa istatistik testinde BCL2 klon E17 icin K= 0,754
(6bnemli derecede uyum) ve p<0,001 seklinde; BCL2 klon SP66 icin K=0,570 (orta

derecede uyum) ve p<0,001 olarak bulunmustur (Tablo 4.11). Rutin BCL2 klonu ile
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klon SP66 antikorunun daha az uyumlu oldugu gosterilmis olup SP66 klonunun

negatif sonug acisindan daha gilvenilir oldugu kanisina varilmistir.

Tablo 4.11: BCL2 rutin klonu ile E17 ve SP66 klonlarinin uyumluluk degerlendirmesi.

BCL2 Klon E17 (N/%) BCL2 Klon SP66 (N/%)
Negatif Pozitif Parsiyel Negatif Pozitif Parsiyel
Negatif | 14 (%63,6) | 8(%36,4) | 0(%0,0) | 8(%36,4) | 12 (%54,5) | 2 (%%9,1)
BCL2Z  pozitif | 1(%L4) | 72 (%98,6) | 0(%0,0) | 1(%L4) | 73(%98,6) | 0(%0,0)
Klon Parsiyel | 0(%0,0) 0(%0,0) | 4(%100,0) | 0(%0,0) | 0(%0,0) | 4(%100,0)
100/D5 1 iam | 15 (%15.2) | 80 (%80,8) | 4 (%4,0) | 9(%9,0) | 85(%850) | 6(%6,0)
4.4 EPHA?7

Sitoplazmik EPHA7 ekspresyonu 101 adet tlimorli vakada degerlendirilebildi.
Bunlarin 15 (%14,7)'i negatif, 86 (%84,3)’sI pozitif olarak bulunmustur. EPHA7 ile
BCL2 son durum karsilastirmali degerlendirildiginde BCL2 son durumu negatif olan 7
vakanin 1 (%6,7)inde EPHA7 negatif, 6 (%7,1)’sinda pozitif olarak bulunmustur.
Pearson Ki-Kare testi p=0,892 olarak bulunmustur (Sekil 4.7) (Tablo 4.12).

A B

Sekil 4.7: Folikiillerde EPHA7 ekspresyonu. A) EPHA7 pozitif FL. B) EPHA7 negatif FL. (A ve B; IHK, anti
EPHA?7 ab; 200x).



Tablo 4.12:

BCL2 son durum ile EPHA7 karsilastirmasi.
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BCL2 Son Durum (N/%)

Negatif Pozitif Parsiyel Toplam
Negatif 1(%6,7) 13 (%86,7) 1(%6,7) 15 (%100)
EPHA7 Pozitif 6 (%7,1) 70 (%82,4) 9 (%10,6) 85 (%100)
Toplam 7 (%7,0) 83 (%83,0) 10 (%10,0) 100 (%100)

EPHA7 ile folikiler lenfoma olgularinda derece karsilastirmamizda EPHA7
negatifligi derece 1 FLl’larda 3 (%20,0), derece 2 FL’larda 5 (%33,3) ve derece 1-2
FL'larda 7 (%46,7); EPHA7 pozitifligi derece 1 FL’larda 26 (%30,2), derece 2 FL'larda
34 (%39,5) ve derece 1-2 Fl’larda 26 (%30,2) olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak
EPHA7’nin immunohistokimyasal olarak pozitifligi vakalarimiz arasinda FL derecesi en
yliksek olan derece 2 FL’Larda daha yiksek oranda bulunmustur (p=0,439)(Tablo
4.13).

Tablo 4.13: EPHA7 ile FL olgularinda derece karsilastirilmasi.

Derece (N/%)
1 2 1-2 Toplam
Negatif 3 (%20,0) 5 (%33,3) 7 (%46,7) 15 (%100)
EPHA7 Pozitif 26 (%30,2) 34 (%39,5) 26 (%30,2) 86 (%100)
Toplam 29 (%28,7) 39 (%38,6) 3(%32,7) 101 (%100)

EPHA7 pozitif ve negatif durumu billinen 101 vakanin genel sagkalim
ortalamalari 162,507 aydir. Bunlardan negatif olanlarin 173,364 ay ve pozitif
olanlarin 151,776 aydir. Long-Rank (Mantel-Cox) testi ile hastalarin EPHA7 pozitif ve
negatif durumu ile genel sagkalimlari karsilastirildiginda, EPHA7 antikoru ile
immunohistokimyasal olarak pozitif saptanan grubun genel sagkalimi diger gruba
gore daha duslktir (p=0,447). EPHA7 durumlarinin Kaplan-Meier egrileri asagida
verilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Hastalarin EPHA7 durumu ile genel sagkalim egrisi (Kaplan-Meier egrisi; x: ay, y: sagkalim

olasiligl, censored: takipten ¢ikma sebebi 6lim olmayan olgular).

4.5 EZH2

EZH2 ile neoplastik hiicrelerde boyanma yogunlugu zayif (1+) siddette 48
(%47,1), orta (2+) siddette 38 (%37,3) ve kuvvetli (3+) 7 (%6,9) vakada vardir (Sekil
4.9). EZH2 ile 93 vaka icerisinde germinal merkezde bulunan sentrositlerin %80
kadari, sentoblastlarin ise %40 kadari nikleer pozitif boyanmistir (Bu oranlar
germinal merkez hicrelerinde beklenen Ki-67 degerinden daha yiksek olarak
bulunmustur).

EZH2 yogunluklari ile BCL2 son durum karsilastirmasinda 1 (+) ve 2 (+)
vakalarin cogunlugunun BCL2 son durumlari pozitif olarak bulunmustur. EZH2 3 (+)
olan vakalarda BCL2 son durumda negatiflige dogru kayma goérilmis olup negatif ve

pozitif vakalarin sayisi birbirine esit olarak saptanmistir (Tablo 4.14).
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Bakilan vakalar arasinda 9 (%8,8) adet vaka EZH2 igin negatif olarak
saptanmistir. Bu 9 vakadan 4’tinde immunohistokimyasal boyama sirasinda dokularin
bir kisminin dokilmis oldugu ve yine bu vakalardan 3 (%75)’tinde her (i¢ BCL2 klonu
ile de dokiilme oldugu gorulmdistir. Bu gozlem EZH2 negatifligi saptanan bu az
saylda vakanin en azindan bir kisminda negatiflikte, fiksasyon sikintisinin da roli
olabilecegi sliphesini dogurmustur ve EZH2 negatiflik oraninin esasta daha da disik

olabilecegi olasiligini glindeme getirmektedir.

C D

Sekil 4.9: EZH2 ekspresyon yogunluklari. A) Hi¢ boyanmamis olgu. B) Yogunluk 1 (zayif)-zorla
secilebilen boyanma. C) Yogunluk 2 (orta)-yogunluk 3 ve yogunluk 1 arasindaki her tiirli boyanma. D)

Yogunluk 3 (kuvvetli)-kontrol kadar kuvvetli boyanma (A, B, C ve D; iHK, anti EZH2 ab; 200x).



Tablo 4.14: EZH2 ile BCL2 son durum karsilastiriimasi.
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BCL2 Son Durum (N/%)

Negatif Pozitif Parsiyel Toplam
1(+) 1(%2,1) 40 (%83,3) 7 (14,6) 48 (%100,0)
EZH2 2 (+) 2 (%5,3) 34 (%89,5) 2 (%5,3) 38 (%100,0)
Yogunluk 3(4) 3 (%42,9) 3 (%42,9) 1(%14,3) 7 (%100,0)
Toplam 6 (%6,5) 77 (%82,8) 10 (%10,8) 93 (%100,0)

EZH2 yogunluk durumu ile BCL2 klon E17 ve klon SP66 karsilastirmasinda

EZH2’si kuvvetli olan olgularin BCL2 son durumlari, zayif ve orta siddette EZH2’si olan

olgulara gore negatif gruba dogru gecis gostermistir. Bu durum sonucunda Pearson

ki-kare testi klon E17 icin p=0,054, klon SP66 icin p=0,011 seklinde anlaml

bulunmustur (Tablo 4.15).

Tablo 4.15: EZH2 yogunluk durumu ile BCL2 E17 ve SP66 klonlarinin karsilagtiriimasi.

BCL2 Klon E17 (N/%) BCL2 Klon SP66 (N/%)
Negatif Pozitif Parsiyel Negatif Pozitif Parsiyel
Zayif 5(%10,4) | 40 (%83,3) | 3(%6,2) | 2(%4,2) | 43(89,6) 3(6,2)
EZH2 Orta 6(%158) | 32(%84,2) | 0(%0,0) | 3(%7,9) | 33 (%86,8) | 2(%5,3)
Yogunluk P vetli | 3 (%42,9) | 3 (%42,9) | 1(%14,3) | 3 (%42,9) | 3 (%42,9) | 1(%14,3)
Toplam | 14 (%15,1) | 75 (%80,6) | 4(%4,3) | 8(%8,6) | 79 (%84,9) | 6 (%6,5)
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5.  TARTISMA

Folikiler lenfoma non-Hodgkin lenfoma grubu igerisinde yer alan, tiim
lenfomalarin %20’sini olusturan B hiicreli bir lenfomadirl. Cogu hasta tani aninda
yaygin lenfadenopatiye sahiptir ve sadece 1/3 hasta tani aninda evre | ya da Il olarak
karsimiza ¢cikmaktadir?.

Uzun yillardir hastaligin seyrini ve hastanin progresyon riskini éngorebilecek
parametreler yanisira tedaviye yanit hakkinda fikir verebilecek prediktif faktorlere
yonelik arayislar strmektedir. Son vyillarda sayilarinda belirgin artim gosteren
calismalarda yeni hedefe yonelik tedaviler giindeme gelmeye baslamistir. FL'lari
iyilestirmek belirgin bir klinik problemdir, ¢linki anti-CD20 antikoru olan ritliksimab
iceren kemoterapi rejimlerine ragmen iyilesmesi ¢ok zor olan bir lenfoma
grubudur®. FL'nin gesitli genetik lezyonlarinin potansiyel yeni ilag¢ tedavi secenekleri
olusturmaktadir ve bunlar igcinde oncelikli hedeflerden birkagi BCL2, EZH2 ve
EPHA7 dir.

Folikiiler lenfomalarin ¢ogu sitoplazmik BCL2 eksprese ettiginden BCL2
hedefe yonelik tedavide potansiyel hedeflerden biridir. FL genetik olarak
t(14;18)(g32;921) translokasyonu ve BCL2 gen rearanjmani ile karakterizedir. Dislik
dereceli olarak bilinen derece 1 ve 2 folikiler lenfomalarin %90’dan fazlasinda bu
t(14;18) bulunmaktadir®. Bu translokasyonu saptamak icin FISH en sensitif ve
spesifik metod olarak bilinmektedir#2,

Bununla birlikte BCL2 negatif bir grup FL oldugu da bilinmektedir ve bu grup
FUlarin  %10-15’ini  olusturmaktadir’. Gectigimiz yillarda, immunohistokimyasal
olarak BCL2 negatif olan bu grup folikiler lenfomalarin bir kisminda da
t(14;18)(q32;921) tranlokasyonu oldugu saptanmistir’®. t(14;18) translokasyonu
pozitif bu vakalarin bir kisminda BCL2 proteininin yalanci negatifligine neden olan ve
BCL2 proteininin standart BCL2 antikoru (klon 100/D5) ile baglanmasini engelleyen
yapisal modifikasyonlarla sonuglanan BCL2 missense mutasyonlari gosterilmistir’” 78,
Ancak bu mutasyonlarin BCL2 proteinin  fonksiyonunu engellemedigi
kaydedilmistir'®® 170, Son zamanlarda bu yalanci BCL2 negatifliginin saptanabilmesi

icin BCL2 proteininin farklh kisimlarini taniyan iki yeni antikor tanimlanmistir: klon E17
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ve SP66 antikorlaridir’®. Bu antikorlarin kullanilmasi ile t(14;18)(q32;921)
tranlokasyonu icermeyen ve gercek BCL2 negatifligi ile karakterize grubun daha iyi
tanimlanabilmesi amaglanmistir. Calismalar BCL2 E17 ve SP66 antikorlari ile
pozitifligin, BCL2 geninde nokta mutasyonu ile korele oldugunu ve standart BCL2
(klon 100/D5) antikoru ile negatif vakalarda BCL2 translokasyon varligini destekleyen
iyi bir belirte¢ oldugunu gostermistir’®.

Biz bu galismada kendi FL vakalarimiz arasinda dncelikle BCL2 negatif grubu
saptamayl amacladik. 102 adet derece 1-2 folikiler lenfoma vakasina her (¢ BCL2
antikorunu iceren immunohistokimyasal ¢alisma uygulandi. Tani aninda uygulanan
rutin BCL2 klonu (100/D5) ile vakalarin 22 (%21,6)'sinde negatiflik mevcuttu. Bu
negatiflik oraninin literatiirde bildirilenden (%10-15) daha yiksek oldugu dikkati
cekti. Ancak alternatif diger iki BCL2 klonu kullanildiginda bu oranin distagu
kaydedildi. Klon E17 ile negatif olan 15 (%14,7), klon SP66 negatif olan 9 (%8,8) ve
tiim klonlarin birlikte degerlendirmesinde BCL2 negatif olan 7 (%6,8) vaka saptandi.

BCL2 gen statilisinil belirlemek icin herhangi bir klonla BCL2 negatif veya
parsiyel pozitif sonu¢ alinmis tiim vakalara uygulanan FISH calismasinda ise 40 vaka
icerisinden sonug¢ alinabilen 27 vakanin higbirinde BCL2 geninde break veya
amplifikasyon saptanmadi. BCL2 gen lokusu intakt olan bu 27 vakanin 4 (%14,8)’U her
U¢ BCL2 antikoru ile negatif, 16 (%59,3)’si bu 3 klondan en az biri ile pozitif ve 7
(%25,9)'si parsiyel pozitif bulunmustur. Her tic BCL2 antikoru ile negatif saptanan 7
vakanin ise 3 (%42,8)'iinde BCL2 break veya amplifikasyon mevcut degilken, geri
kalan 4 (%57,1)’iinde calismadan sonuc elde edilememistir.

Her (i¢ BCL2 klonunu karsilastirdigimizda rutinde kullanilan klon 100/D5’in
negatifliginin fazla oldugu ve fiksasyondan asiri derecede etkilendigi gozlemlenmistir.
Rutin BCL2 klonu ile negatif 22 vakanin sadece 7’si (%31.8) her (¢ antikor ile olan
boyanmalar goz oOnine alinarak yapilan son degerlendirmede negatif olarak
bulunmustur. BCL2 klon SP66 ile negatif bulunan 9 vakanin ise 7 (%77,8)’si her (g
antikor ile olan boyanmalar g6z 6niine alinarak yapilan son degerlendirmede negatif
olarak bulunmustur. Klon SP66 ile negatif olup son durumu negatif
degerlendiriimeyen 2 vakanin birinde klon E17 ve klon 100/D5 birlikte pozitiftir;
digerinde ise klon E17 parsiyel pozitif, klon 100/D5 ise negatiftir. Bu c¢alismalar

sonucunda BCL2 SP66 klonunun fiksasyondan en az etkilenen ve yalanci negatiflik
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oraninin az oldugu sonucuna ulasiimistir. Her Ug¢ antikor kullanilarak vakalarin 83
(%81,3)’'u pozitif, 10 (%9,8)'u parsiyel pozitif ve 7 (%6,8)'si negatif olarak
bulunmustur. FISH ile hi¢cbirinde BCL2 break veya amplifikasyon gosterilmemistir.

Literatlirde 240 adet derece 1-2 folikiiler lenfoma ile yapilan calismalarda
bunlarin 22 (%9,2)’sinde standart BCL2 antikoru (klon 100/D5) negatif bulunmus olup
bu 22 vaka igerisinde 12 (%55) vakada BCL2 gen lokusunda “break” gosterilmistir. Bu
12 vakanin 1’i harig digerlerinin hepsinde (%4,5) alternatif BCL2 klonlari olan E17 ve
SP66 belirtecleri ile BCL2 pozitifligi gosterilmis ve BCL2 missense mutasyonu
saptanmistir. Geri kalan 10 (%4) vakada ise alternatif BCL2 antikorlariyla pozitiflik
saptanmadig gibi FISH ile BCL2 lokusunda break de gésterilememistir.

Bizim vakalarimiz arasinda gerek rutin klon (100/D5) ile gerekse E17 ve SP66
klonlari ile negatiflik oranlarimiz, bu calismadakinden daha fazla bulunmustur. ilging
olarak FISH ile immunohistokimyasal olarak BCL2 negatifligi olan vakalardan olusan
grubta vakalarin hicbirinde BCL2 geninde break veya amplifikasyon saptanmamistir.
Bu gozlem bizim vaka poplilasyonumuzda t(14;18)(q32;921) tranlokasyonunun daha
az sikhkta goriliyor olabilecegi olasiligini da akla getirmektedir. Literatirde Asya’l
toplumlardaki FL’'larda t(14;18)(q32;g921) translokasyonunun Avrupa toplumlarinda
bildirilenden daha dusiik oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur®®. Bu amacgla FL vaka
grubumuzun timinin BCL2 break’i ve spesifik olarak t(14;18)(q32;921)
tranlokasyonu acgisindan arastiriimasi diisiinilebilir.

Bir diger calismada BCL2 ve CD10 ile imminfenotipik BCL2 alt gruplari
tanimlanmaya calisiimistir. Tanimlanan 4 altgruptan birincisi olan CD10 pozitif/BCL2
pozitif klasik FL'da BCL2 rearanjmani vakalarin %68’inde; ikincisi olan CD10
pozitif/BCL2 negatif FL'da BCL2 rearanjmani vakalarin %4’(inde; iginclisii olan CD10
negatif/BCL2 pozitif FL'da BCL2 rearanjmani vakalarin %38’inde ve sonuncusu olan
CD10 negatif/BCL2 negatif FL’larin hicbirinde genetik olarak BCL2 rearanjmani
gosterilememistir?’.

t(14;18) translokasyonu olan FL’larda, immiinohistokimyasal olarak BCL2
protein yoklugunun BCL2 gen mutasyonu ile aciklanmasi ilk olarak Schraders ve ark.”®
tarafindan gerceklestirilmistir. Daha sonraki calismada Masir ve ark.'’! t(14;18)e
sahip BCL2 ile yalanci negatif olan 7 adet FL vakasiI raporlamislar ve bunlarin 4’iinde

BCL2 mutasyonu saptamislardir. Diger 3 vakada calisilan alanlarda mutasyon
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saptanmamistir. BCL2 klon SP66 antikoru standart BCL2 antikoru ile negatif olan ve
BCL2 translokasyonu bulunan vakalarin yerini tutabilecek en iyi belirte¢ olarak
saptanmistir. Bu mutasyonlarin BCL2'nin fonksiyonel olarak énemli olan BH2 alaninin
disinda oldugu ancak BCL2'nin negatif regilatori olan p53’lin baglanma alanini
kapsadigi saptanmistiri®® 170, 172 Dolayisiyla bu mutasyonlarin p53 baglanmasini
engelleyerek BCL2’nin antiapoptotik aktivitesinde artisla sonuglanabilecegi 06n
gorlulmektedir. Bu gibi bir durum bizim vakalarimizdaki gibi BCL2 geni wild type olan
FLl'larda imminohistokimyasal olarak artmis BCL2 varhg ile iliskili olabilir, bu
hipotezin test edilmesine yonelik ¢alismalar gerekmektedir.

GM B hiicrelerindeki BCL2 ekspresyonu, FL'nin baslangicta saptanan
anomalisidir. BCL2 artigi timor gelisim veya progresyonu igin yeterli degildir ve ek
genetik olaylari gerektirir’®. EZH2 mutasyonlari FL’larda erken dénemde meydana
geldigi dusunilen degisikliklerden ve hedefe yonelik tedavide kullanilabilecek
potansiyel hedeflerden bir digeridir®® 143, EZH2 mutasyonlarinin germinal merkez
kokenli B hiicre neoplazilerinde t(14;18)’den sonra en sik gorilen genetik degisiklik
oldugu gosterilmistir>®>. Germinal merkez reaksiyonu sirasinda EZH2’nin
ekspresyonunun arttigi gérulmektedir'*' ve GM B hiicre tipindeki DBBHL ile FL
patogenezinde dnemli bir rol oynayan EZH2%3, polycomb baskilayici kompleks 2’nin
katalitik Unitesinde bulunan lenfomadaki en karakteristik histon-modifikasyon
genidir®®. EZH2'nin aktive edici mutasyonlari ile B hiicre proliferasyonunun
desteklendigi distnilmektedir, ancak bunun tam olarak hangi mekanizma ile
gercgeklestigi tartismalidir. Clinki ¢alhismalar EZH2 mutasyonlari ile hedef metilasyon
bolgelerindeki metilasyon seviyeleri veya EZH2 mRNA seviyeleri arasinda net bir iligki
gosterememistir®® 173, EZH2 mutasyonu yakin zamanda FL disinda GM B hiicre
fenotipinde DBBHL, diger disik dereceli NHL’larda, GM fenotipinden yoksun tim T
hicreli lenfomalarda, melanom*>, prostat’> 46, meme ve endometrium
karsinomlarinda da bulunmustur.

Literatiirde bir ¢alismada 221 FL lenf nodu 6rneginden 26 (%12)'sinda EZH2
Y641 mutasyonu saptanmistir*®. Mutasyon sikhginin diisiik dereceli FL’larda, BCL2
ekspresyonu olan FLl’larda ve BCL2 rearranjmani olan vakalarda daha da yiksek
oldugu (%23-25) kaydedilmistir®®. Daha az sayida FL vakasini ele alan bir baska

calismada ise yiksek dereceli FL’larda dtisiik derecelilere oranla daha yliksek oranda
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eksprese oldugu saptanmistir [Derece 1 FL 11/19 vaka (%57.8), derece 3 FL 7/8 vaka
(%87.5) 1. TMA bloklarinda EZH2 ekspresyon durumuna bakilmistir ve vakalarin EZH2
mutasyon statlsline bakilmaksizin zayiftan kuvvetliye kadar degisen degerlerde
heterojen ekspresyon seviyelerine sahip olduklari bulunmustur®® 173, NGS ile yapilan
bir diger calismada ise EZH2 mutasyonlarinin FL vakalarinin %25’inden fazlasinda
mevcut oldugu gosterilmistir. EZH2 mutasyonu genel sagkalim veya transformasyon
zamani ile iliskili degildir!’3.

Bizim ¢alismada EZH2 antikoru ile folikiil merkezlerinde neoplastik hiicrelerin
ekspresyon seviyesi degerlendirilmistir. Normal germinal merkezlerde literatiirde de
bildirildigi gibi'’* Ki-67 ile korele bir boyanma izlenirken, dustk dereceli folikiiler
lenfomalardan olusan grubumuzda degisken derecelerde olmakla birlikte neoplastik
hiicrelerin biuyik ¢cogunlugunda ekspresyon oldugu gorilmistir (disik dereceli bir
FL'da beklenen Ki-67'den cok daha fazla). 102 vakamizin 93 (%91,2)'(inde EZH2
antikoru ile zayiftan kuvvetliye kadar degisen yogunlukta ancak ylksek ylizdede
pozitiflik elde edilmistir (boyanma yogunluklarina gore dagilimlari: zayif 48 (%47,1),
orta 38 (%37,3) ve kuvvetli 7 (%6,9) vaka). Yiksek orandaki bu pozitifligin BCL2
ekspresyonu olmayan vakalarda da gecerliligini korudugu saptanmistir. Bu nedenle
tanisi zor bu grupta EZH2’nin, BCL2 pozitif FL'larda BCL2’nin germinal merkezin
anormal oldugunu ve tanilyli desteklemesi gibi, taniya alternatif bir destek
olusturabilecegi diisinilmustir.

EPHA7 de potansiyel terapétik bir ajan olarak lenfoma tedavisinde umut vaad
edicidir!>* 157 158 Bugiinki bilgiler i1sigina EPHA7 normal B hiicrelerinden salinarak
oto-parakrin olarak etkir, EPHA2’ye baglanarak bu reseptériin ERK ve SRC kinazlar
Uzerinden sinyal iletimini bloke eder. Bu sekilde bir cesit timor slipresor olarak
fonksiyon gésterdigi gdsterilmistir>® ve bu nedenle reaktivasyonunun giiclii terépatik
etkileri ortaya cikarabilecegi dustunilmektedir>® 175177,

Literatlirde FL’larda TMA ile yapilan tek imminohistokimyasal calismada
FL'larin %72’sinde EPHA7’nin ekspresyonunun tamamen kayboldugu rapor edilmistir.
EPHA7 proteinin ekspresyonu RT-PCR analiz sonuglari ile korele edilmistir. RT-PCR
sonuclarinda FL hiicrelerinde EPHA7 mRNA seviyelerinde, normal GM B hiicrelerine
ve tonsil dokularina oranla azalma gésterilmistir>®. EPHA7 kaybi 6q delesyonu ile de

korele bulunmustur>®. Bizim calismamizda 101 vaka icerisinde 15 (%14,7)‘inde EPHA7
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negatif, 86 (%84,3)’sinda pozitif sonu¢ elde edilmistir. 2 vakadan dokudan kaynakh
sebeplerden 6tlirt sonug alinamamistir. Literatlrdeki calismada EPHA7 yoklugu %72
iken bizde %14,7 olarak bulunmustur. Bu c¢alismada yiksek dereceli folikiler
lenfomalarin da dahil edilmis oldugu dikkati cekmektedir, ancak EPHA7 kaybinin
grade ile iliskisinin bilgisi verilmemistir. 6q delesyonlari ile paralel olarak EPHA7
kaybinin FL’larda daha ileri donemlerde gorilen bir degisiklik olabilecegi ve bu
nedenle diisik dereceli FL’lardan olusan grubumuzda kaybin literatlirdeki bu tek
¢alismaninkinden daha distk ¢ikmis olabilecegi olasi bir agiklamadir.

Ozetle BCL2, EZH2 ve EPHA7 FL'nin ileride hedefe yénelik potansiyel tedavi
secenekleri arasinda yer almaktadir. Bu Dbelirteglerinin  ekspresyonunun
immiinohistokimya gibi kolay uygulanabilir ve maliyeti dusik rutin bir yontemle
bakildigI bu gibi calismalarda artis izlenmesi, bu ve takip edecek benzer ¢alismalarin
sonuclari 1siginda ileride hem prognostik hem de tedavi yonlendirici olarak FL

vakalarinda rutinde kullanibilecegi beklenmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1- Literatlr bilgileri ile uyumlu olarak kemik iligi tutulumu olan FL hastalarinin
kemik iligi tutulumu olmayan FL hastalarina goére daha kisa sagkalima sahip olduklari

gorulmastir.

2- BCL2'nin farkli klonlari ile BCL2 negatif FL oraninin farklilklar gosterdigi
gorilmistir. Bu nedenle herhangi bir klonla BCL2 negatif saptanan olgularin
mimkiinse diger BCL2 klonlari ile de degerlendiriimesi bu grubun daha net

tanimlanabilmesi igin gerekmektedir.

3- Calismada yer alan lg¢ BCL2 antikoru igerisinde SP66 klonunun aralarinda
fiksasyondan en az etkilenen ve en yiiksek pozitiflik oranina sahip olan oldugu
gorilmistir. Bu nedenle tanisal agidan sikintili olan “BCL2 negatif FL” grubunu

daraltmak ve tanisal sikintiyi azaltmak icin bu klon rutinde tercih edilebilir.

4- Herhangi bir BCL2 klonu ile negatif veya parsiyel pozitif olan vakalara BCL2
geninin durumunu saptamaya yonelik yapilan FISH calismasindan sonug elde edilen
vakalarin hicbirinde BCL2 ekspresyonunda artisa neden olabilecek BCL2 break veya
amplifikasyon varhgi saptanmamistir. Bu durum BCL2 translokasyon sikliginin bizim
vaka grubumuzda Bati toplumlarinda bildirileninkinden daha az olabilecegi olasiligini
akla getirmektedir (bazi Asya toplumlarindan bildirilen daha distk oranlara benzer
olarak). Bu durumun saptanabilmesi icin BCL2 break varliginin saptanmasina yonelik
FISH ¢alismasinin tiim FL vaka grubuna genisletilmesi ve vakalarimizin spesifik olarak

t(14:18) translokasyonuna yonelik problarla da degerlendirilmesi dnerilir.

5- FISH ile degerlendirilen vaka grubunun (vakalarin yaklasik %40°1) hicbirinde
BCL2 gen anomalisi saptanmamis olmasi immiinohistokimyasal olarak farkl klonlarla
izlenen BCL2 pozitifliginden sorumlu olabilecek artmis BCL2 protein aktivitesinin

altinda farkli mekanizmalarin yer aldigini diistindtirmektedir. Yine bu amacla da BCL2
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break veya t(14:18) translokasyon varliginin tiim vaka gurubunda arastiriimasi ve
BCL2 protein aktivitesinde artisa neden olabilecek olasi diger mekanizmalara yonelik

arastirilmalarin yapilmasi gerekmektedir.

6- FL vaka gurubumuzda immiinohistokimyasal olarak EZH2 ekspresyonunu ¢ok
yuksek oranda pozitif bulduk. Bu da literatlirdeki hipotezlerle uyumlu olarak bu
proteinin aktivitesinin FL’larda erken ddénemden itibaren izlenen patogenetik bir

surecin bir parcgasi olabilecegini destekleyebilir.

7- EZH2 ekspresyonu gerek BCL2 pozitif, gerekse BCL2 negatif her iki grupta da
mevcuttu. Bu nedenle EZH2’nin BCL2 negatif grupta folikillerin anormal olduklarina
dair BCL2'ye alternatif olarak kullanilabilecegini dustindik. Bu konuda daha genis

kapsamli galismalarin yapilmasi gerekmektedir.

8- FL vakalarinda imminhistokimyasal olarak yiiksek orandaki EZH2 pozitifligi
ileride EZH2'yi hedefleyen ajanlarla tedaviyi yonlendirmede rutinde kullanilabilir. Bu
kapsamda EZH2 blokérlerinin FL‘da kullanimi ile iligili yeni yeni baslayan ¢alismalarin

sonuclari aydinlatici olacaktir.

9- EPHA7 kaybi vaka grubumuzda literatiirdeki mevcut tek c¢alismadakinden
daha distk oranda bulundu. Bu durumun vaka grubumuza sadece diisik dereceli
FLlari dahil etmis olmamizdan kaynaklaniyor olabilecegi ve EPHA7 kaybinin FL'da
daha ileri donemde gorilen bir anomali olabilecegini akla getirdi. Yiksek dereceli FL
vakalarinin da dahil edilecegi daha kapsamli bir c¢alisma ile bu olasiligin

degerlendirilmesi dislintlebilir.
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Sira No Biyopsi Yili Biyopsi Numarasi
1 1999 3663
2 2000 2376
3 2000 9520
4 2000 13608
5 2001 7023
6 2001 13798
7 2002 510
8 2002 4841
9 2002 9715
10 2002 13216
11 2003 1283
12 2003 11036
13 2003 14411
14 2004 6746
15 2004 10040
16 2004 18915
17 2005 1700
18 2005 3596
19 2005 7767
20 2005 9274
21 2005 9977
22 2005 12903
23 2005 18161
24 2006 222
25 2006 10806
26 2006 11442
27 2006 11876
28 2006 12713
29 2006 16280
30 2006 19743
31 2007 1206
32 2007 8022
33 2007 10162
34 2007 11551
35 2007 12258
36 2007 15379
37 2007 15603
38 2007 17542
39 2008 1478
40 2008 3257




78

41 2008 3555
42 2008 7540
43 2008 8077
44 2008 9540
45 2008 12642
46 2008 14720
47 2008 17127
48 2008 21159
49 2009 1656
50 2009 2806
51 2009 3283
52 2009 5082
53 2009 7134
54 2009 11696
55 2010 4185
56 2010 4265
57 2010 4546
58 2010 7491
59 2010 7776
60 2010 9596
61 2010 12690
62 2010 13828
63 2010 16798
64 2010 17339
65 2010 18699
66 2011 1275
67 2011 7538
68 2011 8460
69 2011 9460
70 2011 9887
71 2011 10239
72 2011 11125
73 2011 11415
74 2011 13956
75 2011 17000
76 2012 857

77 2012 3368
78 2012 4995
79 2012 5767
80 2012 6405
81 2012 6916
82 2012 8275
83 2012 11675
84 2012 13046
85 2012 15298
86 2012 16364
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87 2012 17134
88 2012 18466
89 2012 18560
90 2013 495

91 2013 3757
92 2013 4760
93 2013 8595
94 2013 8876
95 2013 12296
96 2013 14508
97 2013 17170
98 2014 1938
99 2014 2264
100 2014 2849
101 2014 4608
102 2014 11130




