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III. OZET

B HUCRELI KRONiK LENFOSITIK LOSEMI OLGULARINDA TCL-1,
MCL-1, P53, BCL-2, BAX, EKSPRESYONLARININ VE CD20/CD52
ORANININ HASTALIGIN KLiNiK PARAMETRELERI VE PROGNOZU iLE
OLAN ILiSKiSi
Dr.. Nazim GOZCU
Uzmanlik Tezi, I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali

Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Mehmet YILMAZ
Agustos 2010, 69 sayfa

Bu caligmada B Hiicreli Kronik Lenfositik Losemi olgularinda TCL-1, MCL-1,
P53, BCL-2, BAX cekspresyonlarinin ve CD20/CD52 oraninin hastaligin  klinik
parametreleri ve prognozu ile olan iliskisi degerlendirildi. Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Hematoloji Kliniginde KLL
tanist konulmus 100 hasta ¢alismaya alindu.

RAI evre 0,LII olan 79 KLL hastasinda 15 yillik olaysiz sag kalim ile yas (yas
>65,yas<65), RAI evre 0,LI1, RAT evre 0-LII, kemik iligi tutulum tipi (nodiiler, diffiiz),
CD38 diizeyi (CD 38 >20, CD 38 <20) ile aralarinda anlamli iligski bulundu (p degerleri
strastyla p=0.036, 0.010, 0.003, 0.027, 0.000).

KLL RAI evre 0,LII olan 79 KLL hastasinda TCL-1 pozitif olan 62 hastanin 15
yillik olaysiz sag kalimi 124.3 ay, TCL-1 negatif olan 17 hastanin 15 yillik olaysiz sag
kalim1 %74 olarak olarak saptandi (p=0.0043).

Sonug olarak TCL-1 KLL hastalarinda prognostik bir belirte¢ olarak kabul
edilebilir. Hastaligin progresyonu ve takibinde yol gosterici olabilir. TCL-1 yolag:
inhibisyonu ve BCR inhibisyonu yapan ilag ve mekanizmalar KLL’de hastaligin klinik
gidisini degistirebilir. Bunun ig¢in genis serili vaka kontrollii ¢algsmalarin yapilmasi

gerektigini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: KLL, TCL-1, MCL-1, BCL-2, BAX, P53, CD20/CD52



IV. ABSTRACT

THE EXPRESSION OF TCL-1, MCL-1, P53, BCL-2, BAX AND CD20/CD52
RATIO RELATION WITH CLINICAL PARAMETERS AND PROGNOSIS IN
CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA PATIENTS

Dr. Nazim GOZCU
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Supervisor: Assoc. Prof. Mehmet YILMAZ
August 2010, 69 pages

We investigated expressipon of TCL-1, MCL-1, P53, BCL-2, BAX and
CD20/CD52 ratio in chronic lymphocytic leukemia relation with disease clinical
parameters and prognosis in this study. One hundered patients who applied hematology
department of Gaziantep University were included in the study.

In 79 of CLL patients who are RAI stage 0,LII 15 years diseaee free surivival
were statistically significant with age (age>65,<65), bone marrow involvement
(nodular, diffuse), CD38 expression (CD38>20, ¢d38<20) (p value p=0.036, 0.010.
0.003, 0.027, 0.000 respectively).

Sixty two of 79 CLL stage 0, I, II patients who TCL-1 were positive 15 yaers
disease free survival was 124.3 months and patients who TCL-1 negative disease free
survival was 74% (p=0.0043).

In conclusion, TCL-1 can be accepted as prognostic markers. It may be useful in
progression of disease and follow up. Inhibition of B cell receptor (BCR) and TCL-1
signal pathway by the drugs may change clinical progression. There study should be

supported case control and large clinical trials for this result.

Key words: KLL, TCL-1, MCL-1, BCL-2, BAX, P53, CD20/CD52



V. KISALTMALAR

Apaf-1 : Apoptotic Protease Activating Factor-1
ATM : Ataksia Telenjiektazi Mutasyonu

ATP : Adenozin Trifosfat

BAX : Bel-2 associated X-protein

BCL-2 : B cell CLL/ lenfoma-2

BCR : B hiicre reseptorii

BH : Bcl-2 homolojisi bolgesi

B2MG : B2 mikroglobulin

CD : Insan 16kosit faklilasma antijenleri
CLB : Klorambusil

CHOP : Siklofosfamid, prednisolon, vinkristin,adriamycin
COP : Siklofosfamid, prednisolon, vinkristin,
CRP : C reaktif protein

Cyc : Sitokrom ¢

DISC : Oliim-tetikleyici sinyal kompleksi
DNA : Deoksiriboniikleik asit

DD : Oliim bolgesi

ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group
FAD : Fas-iligkili 6liim bolgesi

FLD : Fludarabin

FISH : Floresan in situ hibridizasyon

Hb : Hemoglobin

Ig : Immunglobulin

IgV : Immunglobulin agir zincir

IgVH : Immunglobulin agir zincir degisken bolge
IWKLL : Uluslararas1t KLL Calisma Grubu

KLL : Kronik Lenfositik Losemi

LAP : Lenfadenopati
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1. GIRIiS VE AMAC

Kronik lenfositik 16semi, olgun goriiniimlii, ¢ok az sitoplazmasi olan, yuvarlak
veya oval niikleuslu, kiiciik, proliferasyon hizi diisiikk olan ¢ogalmayan lenfositlerin,
kan, kemik iligi, lenf nodu ve dalakta birikmesi ile ortaya ¢ikan klinik tablodur. Kronik
KLL hiicreleri monoklonal B lenfositlerdir, CD5 ve CD23 (+) olmalar1 sadece
kendilerine has 6zelliklerdir (1). KLL tamsi igin, periferik kanda 5x10°/ml, tipik
immiinofenotip ozellikler gosteren lenfosit popiilasyonunun varligi gerekmektedir.
Genellikle medyan lenfosit sayist 30x10°/ml’ dir ve bu sayr zamanla giderek
artmaktadir. Periferik yaymada siklikla parcalanmis lenfositler (basket cells, smudge
cells, smear cells) gozlenir (1). Losemik hiicreler CD5(+)’tir. Diger B hiicre
belirte¢lerinden CD19, CD20(zay1f), CD43 ve CD79b(zayif) eksprese ederler. Hiicreler
genelde klonal hafif zincir kisitlamahdir, sIgM ve slgD’yi zayif eksprese eder,
CD23(+), CD22(+/-), CD10(-) ve FMC7(-) tir (1).

Prognozun belirlenmesinde Rai ve Binet klinik evreleme sistemleri ile birlikte
Kronik lenfositik 16semi’ de hastaligin seyri ve prognozu hakkinda 6nemli veriler
saglayan bir¢ok klinik, sitogenetik ve immunolojik degisiken mevcuttur (1).

Kronik lenfositik 16semi’ de fonksiyonel olgunlagmalari tam olmayan antijenik
uyarilara; genellikle goreceli cevapsiz olan bu lenfositlerde programlanmis hiicre
Olimiinii engelleyici onkojen mutasyon ve delesyonlarinin neden oldugu apoptoz
defektleri mevcuttur. Kronik lenfositik 16semi  patofizyolojisinde  artmis
proliferasyondan ¢ok defektif apopitozun varligi ve dneminden bahsedilmektedir. KLL
gelisiminde apopitoz direnci ve BCL-2 protein ailesi 6nem tagimaktadir. BCL- 2 protein
ailesinin denetim islevinde bozukluk mevcuttur. CD 20 ve CDS52 antijenleri KLL de
kullanilan 6nemli prognostik belirteclerden digerleridir. KLL tedavisinde kullanilan
monoklonal antikorlar olan rituximab alemtuzumab i¢in 6nemli tedavi hedefleridir.

Bu caligmada klinigimizde takip ve tedavi edilen B hiicreli kronik lenfositik
16semi olgularinda TCL-1, MCL-1, BCL-2, BAX, P53 ve CD20/CDS52 oranlarinin

hastaligin klinik paremetreleri ve prognozu ile olan iliskisi arastirilacaktir.



2.GENEL BiLGILER
2.1. Kronik Lenfositik Losemi
2.1.1.Tanim

Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun goriiniimlii, ¢ok az sitoplazmasi olan, yuvarlak
veya oval niikleuslu, kiigiik, proliferasyon hizi diisiik olan ¢ogalmayan lenfositlerin, kan,
kemik iligi, lenf nodu ve dalakta birikmesi ile ortaya ¢ikan klinik tablodur. KLL hiicreleri

monoklonal B lenfositlerdir, CD5 ve CD23 (+) olmalar1 sadece kendilerine has 6zelliklerdir

(D.
2.1.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Bati iilkelerinde en sik goriilen 16semi tipidir ve tiim 16semilerin %20-30’unu, 65
yasinin istiindeki kisilerdeki I6semilerin %40’1mn1 olusturur. 70 yas iizerinde insidansinin
50/100.000°e kadar yiikseldigi belirtilmektedir. Erkek/Kadin orani 2/1°dir. Geng yaslarda

goriilme siklig1 artmaktadir ve olgularin %7-24’{inilin 55 yasin altinda oldugu bildirilmektedir

).

Etiyolojik ¢aligsmalarda; kimyasal etkenler, radyasyon, diyet, viriis infeksiyonu ve
otoimmiin hastaliklarin risk faktorii oldugu bugiine kadar kesin olarak gosterilememistir
Birinci ve ikinci derecedeki akrabalarinda hastaligin gelisme riski yiiksek olup ailesel KLL

hastalari, sporadik KLL hastalarina gore ortalama 10 yas daha genctir (2).
2.1.3. Patogenez
2.1.3.1. B Lenfosit Yapisi ve Olgunlasma Siireci

Konak savunma mekanizmasi, dogal bagisiklik ve kazanmilmis bagisiklik
asamalarindan olusmaktadir. Kazanilmis bagisikligin en 6nemli 6zellikleri antijenik 6zgiillitkk
ve bellek olusumudur. B lenfositler, esas olarak humoral bagisikligi ya da antikorlar
araciligiyla olusan kazanilmig immun yaniti diizenleyen hiicrelerdir (3). B hiicre reseptorii
(BCR) birbirine disiilfid baglarla baglanmis iki agir ve iki hafif zincir i¢eren heterodimer bir
yapidir. Her polipeptid zinciri bir degisken ve bir sabit bolgeden olusur. Degisken bolge
antijen tanimakla gorevli iken, sabit bolge immunglobulin (Ig) izotipini belirler ve efektor

islevlerden sorumludur.



B hiicre olgunlagmasi erken (antijen bagimsiz) ve gec (antijen bagimli) evrelerden
olusur. Pre B hiicresinde Ig agir zincir diizenlenmesinin ardindan hafif zincir olusumu
gerceklesir. Boylelikle yilizeyinde tam bir Ig molekiilii ifadelenen olgun B hiicresi olusur ve
erken-antijen bagimsiz evre tamamlanmis olur. Olgun ancak antijenle karsilasmamis naif B
hiicresi kemik iliginden ayrilarak periferik lenfoid dokulara gider. Ge¢ ya da antijen bagiml
evrede, antijenle karsilagsan B hiicreleri lenf nodlarinin germinal merkezlerinde toplanip

antikor sentezleyebilen B hiicreleri veya bellek hiicrelerine doniisiirler (3).

2.1.3.2. KLL de B Hiicre Morfolojisi ve KLL Biyolojisi

KLL hiicresi antijenle karsilasarak aktive olmus olgun B hiicresinden gelismektedir.
Hiicre yiizeyindeki Ig diizeyinin soluk olusu ve CDS5 pozitifligi bu hiicrelerin kaynag:
hakkindada ipuglar1 vermektedir. Mantle zonun sinirinda yerlesik germinal merkezlerde
bulunan normal CD5(+) B lenfositler polireaktif, diisiikk afiniteli dogal antikorlar salgilarlar.
Bu antikorlarda B-KLL’de oldugu gibi ayni immiinglobulin agir zincir (IgV) gen bolgesi
tarafindan kodlanmaktadirlar. Bu benzerliklerden yola ¢ikarak KLL B lenfositlerinin mantle
zon yerlesimli, dogal polireaktif otoantikorlar sentezleyen anerjik CD5 (+) hiicreler olduklari

diisiiniilmistiir (4).

KLL patofizyolojisinde artmig proliferasyondan ¢ok defektif apopitozun varligi ve
oneminden bahsedilmektedir. Non-radyoaktif izotopik isaretleme yontemi kullanilarak B-
KLL hiicrelerinin kinetiginin in vivo olarak o6l¢iildiigii bir ¢alismada, 16semik hiicrelerin
cogalma hizinin %0.1-1/giin oldugu gosterilmis, hiicre ¢ogalma hizinin >%0.35/giin
olmasimin agresif klinik seyirle iligkili oldugu kanitlanmistir. KLL nin uzun yasam siiresine
sahip lenfositlerin birikimi sonucu olusan statik bir hastalik olmadigi, aksine aktif hiicre

yasam dongiisiiniin iglev gordiigii dinamik bir siire¢ oldugu 6ne siirtilmiistiir (5).

KLL gelisiminde apopitoz direnci ve B cell CLL/ lenfoma-2 (BCL-2) protein ailesi
onem tagimaktadir. BCL- 2 protein ailesinin denetim islevinde bozukluk mevcuttur. Normal
CDS5 (+) hiicreler ile B-KLL hiicreleri arasinda miRNA (Mikro-ribontikleik asit) ifadelenmesi
acisindan farkliliklar gosterilmistir. Gen ifadelenmesinin diizenlenmesinde 6nemli role sahip
miRNA15a ve miRNA16-1, BCL-2’yi inhibe etmektedir ve 16semik hiicre dizisinde
apopitozu indiiklemektedir (6).

Apoptozun kontroliinde birgok protein &nemli rol oynar. Ileriye doniik yapilan
arastirmalarda, zamanla p53 mutasyonu tasiyan hiicrelerin sayisinin giderek arttigi ve tiimor
hiicrelerinin sag kaliminin daha da uzadig gosterilmistir (7). Murine double minute—2 (mdm—

2) geni p53 tarafindan etkin hale getirilir.



Bu genin fazla eksprese olmasi durumunda, p53’in hiicreyi G1 evresinde
durdurabilme 6zelligi azalir, apoptozun etkin hale gelmesi yavaslar ve tedaviye direng gelisir
(8). Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) iligkili otokrin yolagin antiapopitotik

proteinleri indiikleyerek hiicre yasam siiresini uzattig diistintilmektedir (9).

KLL patofizyolojisinde BCR sinyal ag1 ve antijenik uyarim 6nemli rol oynamaktadir.
BCR yapisinda slg, Iga /IgB (CD79a/CD79b) heterodimerleri bulunur. KLL’de 16semik B-
lenfositlerinin %99’undan fazlasinin hiicre siklusunun GO fazinda olma sebebi olarak BCR
kompleksindeki degisiklikler ve bu degisikliklerin hiicre proliferasyonu icin gerekli
sinyallerin yetersiz algilanmasina yol agmasi diisiiniilmektedir. Bu diisiik BCR ifadelenmesi

KLL lenfositlerinin tipik 6zelligidir (10).

BCR sinyal yolunun diger 6nemli molekiilii neoplastik klonun ¢ogalmasindan sorumlu
olan CD38’dir. CD38, B hiicre gelisiminin farkli asamalarinda 6nem tagimakta, B- KLL

hiicrelerinin gelisimini kolaylastirmakta ve hiicre yasam siiresini uzatmaktadir (9).

KLL hastalarinin immunglobulin agir zincir (IgVH) genleri degerlendirildiginde;
germinal merkezi gegebilen hiicrelerden kaynaklanan mutant IgVH genotipiyle (M-KLL),
naif B lenfositlerden kdken alan mutant olmayan (U-KLL) IgVH fenotipine sahip olan iki
KLL alt tipi bulunmaktadir. Olgularin yaklagik yarisinda IgVH somatik mutasyonlar
mevcuttur. M-KLL hiicreleri anerjik iken, U-KLL hiicreleri yeterli BCR sinyal kapasitesine

sahiptir ve bu hiicreler antijenik uyariya daha iyi yanit vermektedir (10).

Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 (ZAP70), reseptor bagimli bir tirozin kinaz
proteinidir. T ve NK hiicrelerinde bulunurken, dolasimdaki normal B hiicrelerinde bulunmaz.
ZAP70 (+) KLL hiicrelerinde BCR’nin uyarilmast sonucunda artmis tirozin kinaz
fosforilasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum serbestlesmesi gerceklesmektedir. Dolayisiyla ZAP70,
KLL hiicrelerinde BCR sinyal yolagini aktiflestirerek yasam siiresini uzatmakta ve hastalik

seyrini hizlandirmaktadir (11).

In vitro ortamda, KLL hiicreleri tarafindan iiretilen TNF-a (tiimdr nekrozis factdr
alfa), BCL-2’yi etkin hale getirerek apoptozu azaltip normal lenfositlerin ¢ogalmasini baskilar
ve KLL hiicrelerinin yayilmasini kolaylagtirir. KLL hastalarinin ¢ogunda ve 6zellikle de ileri

evre vakalarda TNF-a serum diizeyleri yiiksek bulunmustur (12).

CD40, timor nekrozis faktor (TNF) ailesinden olan ve B hiicre ylizeyinde ekspresse
edilen bir glikoproteindir. CD40, B hiicrelerin olgunlagsmasinda ve fonksiyonunda 6nemli rol

oynar. Bu proteinin ligand1 (CD40L) T hiicrelerin lizerinde bulunur.
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CD40’1n uyarilmasi ile KLL hiicrelerinin ¢ogalmasi hizlanir ve sitokin salinimi artar.

Ayrica kemoterapinin indiikledigi apoptoza kars1 direng gelisir (13).

2.1.4. Laboratuar Bulgular:

KLL tanist igin, periferik kanda 5x10°/ml, tipik immiinofenotip dzellikler gdsteren
lenfosit popiilasyonunun varhgi gerekmektedir. Genellikle medyan lenfosit sayisi
30x10°/ml’dir ve bu say1 zamanla giderek artmaktadir. Periferik yaymada siklikla parcalanmis

lenfositler (basket cells, smudge cells, smear cells) gézlenir (1).

KLL’de kemik iligi tutulumu diffiiz, interstisiyel, nodiiler veya karisik (nodiiler ve
interstisiyel) olabilir (1). Klasik B hiicreli KLLL’de 16semik hiicreler CD5(+)’ tir. Diger B
hiicre belirteglerinden CD19, CD20(zay1f), CD43 ve CD79b(zay1f) eksprese ederler. Hiicreler
genelde klonal hafif zincir kisitlamahidir, sigM ve slgD’yi zayif eksprese eder, CD23(+),
CD22(+/-), CD10(-) ve FMC7(-) tir (1).

CD5 antijeni en sik olgun T lenfositleri ile baglantilidir ve normal T lenfositlerinde
hiicre aktivasyonunda rol oynar. Ayrica timositlerde de zayif olarak eksprese edilir. Bunun
disinda lenf nodlarinin mantle bolgesinde bulunan normal B lenfositleride CD5 tasiyabilir ve

bazen de periferik kandada bu hiicrelere rastlanabilir (14).

KLL’de pozitif olan CD23; aktivasiyon belirteci olup, apoptozun baskilanmasinda rol
oynar. KLL nin, diger CD5(+) olan hastaliklardan (Mantle hiicreli lenfoma) ayirimi ig¢in
onemlidir. Yaklasik %16 hastada FMC7 (+) bulunabilir. Siklikla FMC7 (+) olan hastalarda
yilizey IgM ekspresyonu belirgin olup, CD23 (-) tir ve bu hastalarda prognoz oldukea kotiidiir

(15).
2.1.5. Klinik Bulgular

Hastalarin yarist asemptomatiktir ve baska nedenlerle yapilan kan tetkiklerinde
tesadiifen lenfositozun saptanmast sonucunda hekime basvurur. Daha az siklikla
lenfadenopati (LAP) veya splenomegalinin arastirilmasi sonucunda tani alabilir. Diger
lenfomalardan farkli olarak, ates, gece terlemesi ve kilo kayb1 6zellikle erken evre hastalarda

nadiren goriiliir (1).

Lenfadenopati ile gelen hastalarda siklikla splenomegalide eslik eder. Servikal LAP,
aksiller ve inguinal LAP’a gore daha sik goriiliir. Erken evre hastalarda dalak biiyiimesi

sinirlidir.



Masif splenomegali, prolenfositik 16semi (PLL) esnasinda veya atipik KLL
formlarinda goriilebilir. Nadiren, tonsiller infiltrasyon, cilt tutulumu veya retroperitoneal
konglomere LAP seklinde bulgu verebilir. Hastalarin bir kisminda, trombositopeni,
kazanilmis von Willebrand faktér eksikligi veya faktor VIII eksikligine bagli gelisen

kanamalar gozlenebilir.
2.1.6. Tam

KLL tanisinda en kabul goren Amerika Milli Kanser Enstitiisii KLL ¢alisma grubunun
(NCI-WQ) tan1 kriterleridir (Tablo 1) (16). 2005 yilinda Uluslararast KLL Calisma Grubu
(IWKLL) bu kriterleri yeniden diizenlemistir (Tablo 2) (17).

Tablo 1. KLL NCI-WG Tani Kriterleri

KLL de tamisal olgiitler NCI-WG

Lenfosit sayisi(x10°) >5

Morfoloji Olgiit yok

Immiinfenotipi >1 B hiicre belirteci (CD19, CD20, CD22) ve

CD5 pozitifligi ile birlikte T-hiicre belirteglerinin
yoklugu

Kappa ve Y zincirlerinin monoklonal varligi

Diistik dansiteli ylizeysel Ig

Atipik <%>55 ve/veya <%15x10°/L
hiicreler(Orn:Prolenfosit)

Lenfositoz siiresi Olgiit yok

Kemik iligi lenfosit orani (%) |>%30




Tablo 2. KLL IWKLL Tani1 Kriterleri

KLL de tamsal olgiitler IWKLL
Lenfosit sayisi(x10”) Olgiit yok
Morfoloji Nukleolussuz ~ kiigiik  olgun lenfositler ve

parcalanmis lenfositlerin varligi

Immiinfenotipi >1 B hiicre belirtecleri (CD19, CD20, CD 22) ve
CDS5 pozitifligi ile birlikte T-hiicre belirte¢lerinin
yoklugu

Kappa ve Y zincirlerinin monoklonal varligi

Diisiik dansiteli ytlizeysel Ig

Atipik hiicreler <%55 ve/veya <%15x10°/L
(Orn: Prolenfosit)

Lenfositoz siiresi Olgiit yok fakat kronik olmali

Kemik iligi lenfosit orani1 (%) | Kemik iligi degerlendirmesi gereksiz*

* Sadece sitopenilerin etyolojisi i¢in gerekli

Cevre kaninda <5x10°/ml oraninda lenfosit bulunmasi, ancak eslik eden LAP,
organomegali veya kemik iligi tutulumuna bagli sitopeni varhiginda klinik tami kiiglik
lenfositik lenfoma/KLL’dir. Eslik eden klinik bulgularin olmamast durumunda tam
monoklonal B lenfositozdur (MBL) ve MBL KLL’ye doniisebilir, gerileyebilir ya da kararlt
kalabilir.

2.1.7. Ayirici1 Tani

Lenfositoz ile seyreden ve klinik prezentasyonu nedeniyle KLL ile ayirt edilmeyi
gerektiren pek ¢ok hastalik bulunur. Bunlar bakteriyel (tiiberkiiloz vb.), viral (enfeksiyoz
mononiikleozis vb.), 1srarci poliklonal B hiicreli lenfositoz, hiperaktif malarial splenomegali
gibi benign nedenler ayrica B ve T hiicre malign hastaliklaridir. B-hiicreli lenfoproliferatif

hastaliklarin immiinfenotipik 6zellikleri Tablo 3’de verilmistir (18).



Tablo 3 .B-hiicreli lenfoproliferatif hastaliklarin immiinfenotipik 6zellikleri

Follikiiler | Mantle He. | Marginal zon | Villoz lenfositli
Belirte¢ | KLL | HCL

Lenfoma | Lenfoma Lenfomalar1 | Splenik lenfoma
slg Az | +++ ++ ++ ++ ++
CD5 ++ - - ++ - -+
CD10 - - ++ - - -/+
CD11C | -+ | ++ - - +/- +/-
CD19 ++ |+t ++ ++ ++ ++
CD20 Az | +++ ++ ++ ++ ++
CD22 -+ | A ++ ++ +/- ++
CD23 ++ - - - +/- +/-
CD25 -+ | - - - 1/
CD79b - ++ ++ ++ ++ ++
CD103 - =+ - - - +/-
FMC7 -+ ++ ++ + + ++

2.1.8. Evreleme

Bugiin i¢in KLL de kullanlan giincel iki farkli evreleme sistemi mevcuttur. Tablo 4’de

Rai ve Binet evreleme sistemleri olarak adlandirilan bu evreler verilmektedir.



Tablo 4. KLL Rai ve Binet evreleme sistemleri

Rai

Evre 0 Cevre kan1 ve kemik iliginde lenfositoz 12 yil
Evre 1 Lenfositoz + lenfadenopati

Evre I1 Lenfositoz + splenomegali veya hepatomegali 7 yil

Evre 111 Lenfositoz + anemi [hemoglobin (Hb)<11 gr/dl]

Evre IV Lenfositoz + trombositopeni (<100x109/L) <3 yil

Binet

Evre A <3 bolge tutulumu (+), Hb>10 gr/dl, 9 yil
platelet>100x109/L

Evre B >3 bolge tutulumu (+),Hb>10 gr/dl, Syil
platelet>100x109/L

Evre C 2 yil

Hb<10 gr/dl veya platelet<100x109/L

Tutulum bolgeleri: Karaciger, dalak, inguinal/aksiller/servikal lenf nodlar1

Her iki sistemdede evre ile sag kalim siiresi arasinda anlamli bir iliski mevcuttur.
Herhangi bir evrede bulunan hastalar arasindan hastalig1 progresif olabilecek hastalarin yavas
seyredecek olgulardan ayriminda yararli olmamalari, sitopeniler iizerinde durulmamasi

evreleme sistemlerinin eksiklikleri olarak belirlenmistir.
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2.1.9. Sitogenetik inceleme:

KLL de son zamanlarda sitogenetik degisiklikler prognoz belirleyici olarak 6nem
kazanmistir. Konvansiyonel kromozom analizi ile olgularin %40-50 kadarinda buna karsilik
floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile olgularin %80’inde genomik bozukluklar tespit
edilmektedir (19).

KLL’de en sik rastlanan yapisal anomali 13q14 delesyonudur. Bu vakalar genelde IgV
bolgesinde mutasyonlar tasir, normal morfolojiye sahiptir ve iyi prognozludurlar (19). KLL
hastalarinin  yaklasik %20’sinde 11q22-q23 delesyonu gozlenmektedir. Genelde geng
hastalarda goriiliir, yaygin LAP ile iligkilidir, hastalik hizla ilerler ve sag kalim kisadir (20).
Trizomi 12q13, KLL hastalarinin %10-20’inde goriiliir ve siklikla atipik morfoloji gosteren
KLL formlar ile iliskilendirilmistir. KLL de goriilen kromozom bozukluklari, sikligi, ilgili

genleri ve klinik 6zellikleri Tablo 5’te verilmistir (19).

Tablo 5. KLL kromozom bozukluklar1 ve ilgili 6zellikler

Kromozom anomalisi | Sikhk Tlgili genler Klinik ozellikler
Del 13q14.3 %36-%50 |RB1’e Diisiik CD38
telomerik IgVH mutasyonlari +
Iyi prognoz
Del 11 q22-q23 %17-%19 |ATM geni Belirgin LAP
Kisa sagkalim (Ozellikle <55y
Trizomi 12 %15-%20 |MDM2 geni Yiiksek CD38 oran

IgVH mutasyonlar1 (-)
Agresif hastalik, atipik morfoloji

Del 17p13.3 %7-%15 p53 KLL/PL
Richter doniisimii
Kisa sagkalim

Purin analoglarina yanitsizlik

Del 6 q %6-%10 Yiiksek lenfosit sayisi
Belirgin LAP
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2.1.10. Komplikasyonlar:

KLL’de otoimmiin sitopeniler ve diger otoimmiin patolojilerin sikliginda artis
bilinmektedir. En sik karsilagilan immiin sitopeni otoimmiin hemolitik anemidir. Olgularin
%20-30’unda direkt coombs testi pozitif bulunmasina karsilik immun sitopeni olasilig
muhtemelen daha diistiktiir. Kortikosteroid tedavisi ile olgularin %70’inde yanit alindig1 ve

otoimmiin hemolitik aneminin yagam siiresine olumsuz etkisi olmadigi1 gosterilmistir (21).

Daha seyrek olarak otoimmiin trombositopeni, saf eritroid dizi aplazisi, nefrotik
sendrom ve paraneoplastik pemfigus bildirilmektedir. Normal toplumda goriilenden daha
fazla siklikla diger kanser tipleri ortaya ciktigi bilinmektedir. KLL olgularinda diger
lenfoproliferatif hastaliklara doniisiimlerde bildirilmektedir. Richter sendromu biiyiik hiicreli
lenfomaya transformasyondur (%5-15) ve oldukea koétii seyirli, tedaviye direnglidir. Bir diger

doniistim de prolenfositik 10semi seklindedir (22).

KLL’de en sik morbidite ve mortalite nedeni ise infeksiyonlardir ve hastaliga ait

nedenler yaninda bazi tedavi tiirleride buna zemin hazirlar.

2.1.11. Prognostik Faktorler

Klinik Evre: Hastalik evresi en 6nemli prognostik belirte¢ olarak yerini korumaktadir.
Diisiik risk (Rai 0, Binet A) hastalarda ortanca sagkalim 15 yil, orta riskli hastalarda (Rai I/,
Binet B) 5-7 yil, yiiksek riskli (Rai III/IV, Binet C) hastalarda 3—4 yildan azdir. Binet A
evresi ve Rai diisiik risk grubunda olan hastalarin ortanca yasam siireleri 10 yil olmasina
ragmen, bu hastalardan %40°1 ileri evrelere gegecektir ve %50°si herhangi bir zamanda tedavi
almak zorunda kalacaklardir. Hastalarin %25’i de KLL nedeniyle yasamlarini
kaybedeceklerdir (23).

Yas ve Cinsiyet: Hastalarin yaklasik %10’u 50 yasindan gengtir ve bu hastalar ileri
yas grubundaki hastalar benzer klinik 6zellikler gosterir. Her iki yas grubunda da sagkalim
benzer, ancak KLL’ye bagli 6liim riski geng¢ yas grubunda daha fazladir. Geng yas grubunda
olan hastalarin bir kisminda olduk¢a kotii seyretmektedir ve bu kisilerde Richter
transformasyonu riski bes kat daha fazladir. Yas ve evreye bakmaksizin, kadinlarda
prognozun genellikle daha iyi oldugu bildirilmistir (24,25).

Lenfosit 6zellikleri: Hastalarin yaklagik %20’1 atipik KLL veya KLL/PLL ozellikleri
tasir. Bu hastalar genelde ileri evrededir, yiiksek proliferatif indeksleri vardir ve prognozlari
kotiidiir. Bunun disinda, atipik morfolojik 6zellikler tagiyan hastalarda; trizomi 12, del 17p,
CD38 (+) ve IgV mutasyon eksikligine daha sik rastlanmaktadir (26).
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Lenfosit sayisinin artmasi ile sag kalim azalmaktadir. Lenfosit sayis1 20x10°/ml’den az
ise ortalama sag kalim 8,6 yil iken, lenfosit sayis1 40x10°/ml’ den fazla oldugunda beklenen
sag kalim siiresi 3,7 yildir (27).

Lenfosit sayisinin ikiye katlanma siiresi (LDT) hastalifin agresif seyrini takip etmek
icin yararli bir dlgiittiir. Indolent KLL hastalarinda ikiye katlanma siiresi oldukca uzundur,
ancak bu stirenin 12 aydan kisa oldugu vakalarda belirgin olarak sag kalim kisalmaktadir (28).

Kemik iligi tutulum sekli: Nodiiler yayilim olan hastalarin sag kalim1 90, interstisyel
yayilim olan hastalarin sag kalimi 46, diffiiz yayilim 6zellikleri tasiyan hastalarin ortalama
sag kalimlar1 28 aydir. Kemik iliginde fibrozisin saptanmasi, hizli hastalik seyri ile iliskili
iken (29), kemoterapi sonrasi kemik iliginde hala lenfoid nodiillerin bulunmasi (nodiiler
parsiyel remisyon) kisa silirede relaps geliseceginin isaretidir (30). Kemik iligi tutulum
seklinin evreye ek olarak farkli bir prognoz degeri tasimadigini ileri siiren g¢alismalarda
mevcuttur (31).

IgVH mutasyon durumu: U-KLL ve M-KLL olgular;; klinik seyir, tedavi
gereksinimi, sitogenetik anormallikler ve sagkalim acisindan farklilik gostermektedir. M-
KLL’de ortanca sagkalim 10-25 yil iken, U-KLL’de 5-10 yildir. U-KLL,; ileri evre, ilerleyici
klinik seyir, atipik morfoloji, kotli sitogenetik anormallikler ve tedavi direnci ile birliktedir

(32).

IgVH gen mutasyon durumunun sabit olmasi ve hastalifin her doneminde ayni
kalmasi, prognozun erken donemde tayini i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Tespitindeki giligliik
nedeniyle IgVH gen mutasyon durumunu yansitacak biyolojik belirtecler iizerinde
durulmaktadir. IgVH gen mutasyon durumu ile iligkisi gdsterilmis belirtegler ZAP70, CD38,
timidin kinaz (TK), sitidin deaminaz, lipoprotein lipaz A ve ADAM 29’dur (33).

CD-38 expresyonu: CD38, bagimsiz prognostik belirteglerden biridir. U-KLL
olgularinda ifadelenmesi artarken, M-KLL olgularinda azalmistir. CD38’in ZAP70,
sitogenetik oOzellikler, B2MG ve sCD23 gibi diger prognostik belirteclerle de iligkisi
gosterilmistir (34).

ZAP-70: ZAP70 ifadelenmesinin IgVH gen mutasyon durumu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. ZAP70 U-KLL olgularinda pozitif, M-KLL olgularinda negatiftir. Sabit kalan
ifadelenme orani, ZAP70’in IgVH mutasyon durumunu yansitma duyarliligini arttirmistir
(33). ZAP70, KLL’de bagimsiz prognostik belirte¢ olarak kabul edilmektedir ve ilk tedaviye

kadar gegen siireyi etkileyen en dnemli belirteg¢ oldugu vurgulanmaktadir (33).
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Orchard grubunun yaptigi calismada ZAP 70 (-) hastalarinin median yasama siiresi
24,5 sene iken ZAP 70 (+) hastalarin median yasama siireci ise 9,3 sene olarak gdsterilmistir

(35).

P53 inaktivasyonu: KLL hastalarinin %15 inde goriilmekle birlikte tanidan tedaviye
kadar gecen siirede azalma, agresif hastalik ve kisa yasam siiresiyle birliktedir.

Kromozom anomalileri: Hastalik seyri esnasinda, yeni klonal anomalilerin gelisme
insidans1 %16 ile %39 arasinda bildirilmektedir. 11q ve 6q’de delesyonlarin sonradan
gelismesi, hastaligin hizla ilerlemesine neden olmaktadir (36,37).

Tek basia 13q14 delesyonlu olgularin sagkalimlari1 daha uzun bulunmustur. 11q22.23
ve 17pl3 delesyonlar1 kotii prognozu gosterir ve sagkalimi olumsuz etkiler. Sitogenetik
faktorlerin prognoz iizerine etkisi, IgVH gen mutasyon durumu ve klinik evreden bagimsizdir
(32). 17p13 ve 11g22.23 delesyonlar1 U-KLL’de, 13q14 delesyonu ise M-KLL’de daha siktir
(39).

Serum belirtecleri:

B2Mikroglobulin; ¢ekirdekli hiicrelerde ifadelenen membran bagimli bir proteindir.
Tiimor yikii ve hastalik evresi ile iliskilidir (39). Aktivitesindeki artis hastaligin hizli

ilerlemesi ve kisalmig yasam stiresini gostermektedir

Timidin Kinaz; DNA sentezinin kurtarma yolunda gorev yapan hiicresel bir enzimdir.
Tiimdr yiikii ile dogru orantilidir. Yiiksek TK diizeyi; U-KLL, CD38 ve ZAP70 ifadelenmesi,
11q delesyonu, 17p delesyonu ve trizomi 12 ile iligkilidir (39).

Coziinlir CD23; timor ¢ogalmasini gosterir. Yiiksek diizeyde ifadelenmesi, dinlenme
fazindaki KLL hiicrelerinin G1 ve S fazina gecisini gosterir. Diffiiz kemik iligi tutulumu ve
kisa LKZ gibi kotli prognostik belirteclerle iliskisi gosterilmistir (39).

Laktat dehidrogenaz (LDH); hiicre dongiisiinii gosteren bir belirtegtir. Yiiksek LDH

diizeyleri sagkalimi olumsuz yonde etkilemektedir (40).

Telomeraz aktivitesi; KLL’de hiicre boliinmesi telomeraz aktivitesini arttirmakta ve
telomer uzunlugunu kisaltmaktadir. Yiiksek telomeraz aktivitesi ve telomer kisaligi olumsuz

prognostik faktorlerdir (40).

Fibroblast biiylime faktorii (FGF), VEGF, anjiogenin ve anjiopoetin—2 KLL
patogenezi ve prognozunda etkisi arastirilan diger belirteclerdir. Ileri evre ve ilerleyici

hastalik ile iliskili olduklar1 gosterilmistir (40).
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2.1.12.Tedavi

2.1.12.1. Tedavi Endikasyonlar: ve Tedavi Yanit Degerlendirmesi

(Calismalar erken evrede uygulanan tedavilerin yasam siiresi lizerinde olumlu bir etki

yaptigin1 kanitlayabilmis degildir. Bu nedenle genellikle erken evrelerde tedavi icin acele

edilmez. Buna karsilik bazi hastalar tanidan sonraki 1-2 yil i¢inde kaybedilirler. Bu nedenle

hangi hastanin ne zaman tedavi edilecegi cok 6nemli bir sorundur.

NCI-WG tarafindan tanimlanan tedavi endikasyonlar1 (1) bu giline dek uygulanmakla

birlikte ortaya atilan yeni prognoz parametreleri dogrultusunda degistirilmeleri muhtemeldir.

NCIWG

Asagidaki hastalik semptomlarindan en az birisinin varligi
>9%10 kilo kaybi (6 ayda)
Giinlik, aktiviteyi engelleyecek halsizlik (ECOG 2 veya daha kotii)
Iki hafta veya daha fazla siiren, infeksiyonla iliskisi gosterilmeyen ates

Infeksiyonla iliskisiz gece terlemesi

Anemi/trombositopeni olusmasi veya derinlesmesi seklinde ilerleyici kemik
iligi yetersizligi bulgular

Kortikosteroid tedaviye yaniti olmayan otoimmiin hemolitik anemi ve/veya
trombositopeni

Kosta kenarin1 >6 cm gegen, massif veya ilerleyici splenomegali

En uzun ¢ap1 >11cm olan massif veya gruplar olusturan veya ilerleyici LAP

Iki ay icinde %50 artan ilerleyici lenfositoz veya tahmini LDT <6ay

Yukardaki kriterler mevcut degilse belirgin hipogamaglobulinemi veya

monoklonal protein olusumu protokol tedavileri i¢in yeterli degildir.

KLL de NCIWG ve IWKLL grubu tarafindan tanimlanan tedavi yanit kriterleri Tablo
6’da verilmektedir (1).
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Tablo 6. KLL’de tedavi yanit kriterleri

Parametre NCIWG IWKLL
Fizik Muayene Normal Normal
Tam yamt
Semptom Yok Yok
Lenfositler (x109/L) <4 < 4
Nétrofiller (x10°/L)  |>1.5 >1.5
Trombosit x10°/L) >100 >100
Hb (g/dl) >11 ?
o iees o
Kemik iligi lenfosit % <30, nodiil - Normal (nodiil veya fokal
tutulum tutulum olabilir.)
Nodiiler e ..
Kismi Kemik iliginde nodiil
. veya fokal tutulum var | Tanimlanmamus
remisyon
Diger veriler tam yanit
kriterlerine uygun
Kismi Fizik muayene >%>50 azalma
remisyon
. 9
Noétrofil (x10°/L)* >1.5
Evrede azalma
*
Hb (g/dl) >veya %50 artig
. 9
Trombosit x107/L)* ~100
Yanit suiresi >2ay ?
Tlerleyici o
Hastahk Fizik muayene _e/rolisl(f):rinin Ecl)rltlismam veya
(kc, dalak, LAP) y ;
Evrede ilerleme
Lenfosit say1s1 >%350 artis veya
Richter sendromu
Dengeli e e 5
hastalik Diger timii Evrede degisme yok

*En az bir tanesi gereklidir.
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2.1.12.2.KLL Tedavisinde Se¢enekler

Kortikosteroidler:

Kortikosteroidler tek baslarina veya alkilleyicilere ek olarak kombine tedavilerde
kullanilmiglarsa da hastalik sonucuna olumlu katki yaptiklarina dair bir kanmit yoktur.
Genellikle olgularin %30-50sinde iyi kriterize edilmemis yanitlar sagladiklar1 bildirilmistir

(41). Daha ¢ok immiin sitopenilerin tedavisinde kullanilirlar.
Alkilleyici ajanlar:

En sik kullanilan aian klorambusil (CLB)’dir ve bunu siklofosfamid izlemektedir.
Ayrica kombine kemoterapi protokollerinde yer alir. Prednisolon ilave etmenin yarari
kanitlanabilmis degildir (41). Aralikli yiiksek doz CLB uygulanmasinin fludarabin (FLD) ile
karsilagtirmasinda tam yanit orani, toplam yanit ve yanit siiresi FLD ile daha iyi bulunurken
toplam sag kalim siireleri arasinda bir fark bulunmadigi goriilmiistiir. Yapilan birgok
calismanin 6zetinde diisiik doz CLB ile tam yanit veya kiir sans1 oldukca diisiiktiir. En 6nemli
sakincasi ise hematolojik toksisitesi ve tekrarlanan kullanimlar1 ile kemik iligi ve kok hiicre

tizerindeki zararidir (42).
Niikleozid Analoglari:

Ilk tedavi olarak FLD kullanan olgularda yanit daha 6nce tedavi gdrmiis olan
olgularda elde edilenin iki katina yakindir. Yas, Rai evresi, 11 g/dL nin altinda hemoglobin,
diploid karyotip, B2M diizeyleri, renal fonksiyonlar primer tedavide FLD kullanimindan
sonraki prognoz i¢in 6nemli goriilmistiir. Baslangi¢c ¢aligmalarinda alkilleyicilere direngli

veya niiks eden olgularda FLLD en iyi ikinci ajan olarak ortaya ¢ikmustir.

FLD+mitoxantron kombinasyonunun tek basina FLD’e istiinligli olmadigi
bildirilmistir (43). Prednisolon ile birlikte kullanildiginda ise tek basina FLD’e gore sag kalim
stirelerinde bir iyilesme olmadigi ve daha fazla infeksiyon olustugunu belirleyen yayinlar
mevcuttur. Buna karsiik FLD igeren kombinasyonlar arasinda en iyisinin FLD ve
siklofosfamid kombinasyonu oldugu ileri siiriilmektedir. Birlikte kullanimlar1 ile daha
onceden FLD’e refrakter oldugu bilinen olgularda %39 (%3 tam yanit), FLD’e refrakter
olmayan olgularda ise %80 yanit (%12 tam yanit) bildirilmistir.

Cladribine(2-Chlorodeoxyadenosine-2CDA), fludarabinden sonra en fazla uygulanmig
olan purin analogu olmakla birlikte elde edilen deneyimin FLD ile elde edilene gore ¢ok daha
az oldugu bir gergektir. Yaklagik 450 olguyu kapsayan fazl ve faz II ¢alismalarda %14’{i tam

remisyon olmak iizere %48 oraninda yanit goriildiigii bildirilmektedir (43).
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Monoklonal Antikorlar:

Ritiiksiimab: KLL de onaylanmis ilk monoklonal antikor rituksimab’dir. Notrofil
sayis1 veya T hiicre seviyesine belirgin etkisi yoktur, normal poliklonal B hiicrelerine etki
eder. Lenfomaya gore KLL’de daha diisiik sonuglara neden olmustur. KLL’de hem CD20
antijen ekspresyonunun folikiiler lenfomaya gore daha diigiik diizeyde olusu hem de solubl
CD20 varligi nedeniyle etkinligi azalmaktadir. Lenfoma olgularinda kullanilan dozlarda
(375mg/m®) kullanildiginda KLL’de %13-36 arasinda yanitlara yol agar. Daha yiiksek
dozlarla yanit oraninda artistan s6z edilmektedir. Rituximab ile fludarabin ve siklofosfamidin
kombine kullanildig1 ¢aligsmalarda daha 6nce tedavi gérmemis olgularda %57 oraninda tam
yanit, %20 nodiiler kismi yanit (toplam yanit %94) tanimlanmustir. Onceden tedavi gorenlerde

ise %14 tam, %56 kismi yanit bildirilmistir (44).

Alemtuzumab (Campaht-1H): Konjuge edilmemis insan anti-CD52 monoklonal
antikorudur. Klinik aragtirmalarda farkli hasta gruplarinda calisilmis olmakla birlikte

endikasyonu alkilleyiciler ve FLD yanitsiz olgularla sinirlidir.
Kombine kemoterapi:

En sik kullanilan kombine kemoterapi protokolleri COP ve CHOP rejimleridir. Binet
C evresinde bulunan 70 olguda karsilastirilmis medyan sag kalim CHOP ile 62 ay bulunurken
COP ile 22 ay olarak bulunmustur (45). Binet B veya C evresinde bulunan olgularin yer aldig:
ve kombine KT rejimlerinin (CHOP, COP, CLB+Epirubicin) tek basina veya prednisolon
ilaveli CLB ile karsilastirildigi ve toplam 2035 olguyu kapsayan 10 degisik calismanin
metaanalizindede CHOP ile baz1 serilerde daha fazla yanit elde edildiginin goriilmesine
karsilik genel olarak bu kombinasyonlarin CLB’e gore daha fazla bir sag kalim avantaj

saglamadiklar1 bildirilmistir (43).
Kok Hiicre Nakli:

Allojenik kok hiicre nakli i¢in halen ¢ok iyi tanimlanmig prognoz kriterleri yoktur.
Avrupa Kemik Iligi Nakli Birlgi’nin 6nerilerine gore; purin analogu iceren tedavilere yanitsiz
veya 12 aydan once relaps olan hastalar, purin analogu kombianasyonu iceren tedaviler veya
otolog kemik ilgi tranasplantasyonu sonrasi relaps, p53 delesyon/mutasyonu olup tedavi

gerektiren hastalar kemik iligi nakli i¢in adaydirlar (46).



18

2.2. Apoptozis

Apoptozis enerji bagiml olan ve genler tarafindan kontrol edilen programlanmig
fizyolojik bir siirectir. Belirli morfolojik ve fizyolojik degisimlerle karakterize edilir.
Morfolojik degisimler; niikleer kondensasyon, hiicre biiziilmesi, membran sismesi gibi
degisimleri kapsarken, fizyolojik degisimler; spesifik endoniikleazlarla DNA’nin 80-200
bazlik oligoniikleotid fragmentlerine pargalanmasi, kaspazlarin aktivasyonu sonucu

proteinlerin sindirilmesini kapsamaktadir (47).

Apoptotik hiicre 6liimii indiiksiyon, efektor ve yikim fazi olmak iizere 3 fazdan
meydana gelmektedir. Indiiksiyon fazinda hiicre apoptotik uyar1 alir ve geri déniisiimsiiz bir
sekilde Oliim fazina yonlendirilir. Bunu ATP ve diger hiicresel bilesenlerin durumunda
meydana gelen degisimleri kapsayan mitokondriyal islevlerin modifikasyonlari, hiicre
icerisinde niikleer kromatinin yogunlagmasi, sitoplazmik kisalma, membran sigmesi, niikleer
fragmentasyon ve apoptotik yapilarin olusmasi ile hiicre yapisinda belirgin morfolojik
degisimler ile karakterize edilen bir efektor faz takip eder. Yikim fazinda ise makrofajlar ya
da komsu hiicreler tarafindan apoptotik yapilarin yikiminin ve fagositozlarinin meydana

geldigi hedef hiicrenin biiyiik ¢apl yikimi gerceklesir (48).
2.2.1. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Molekiiler Mekanizmalar

Iki temel sinyal yolag: iizerinden aktiflesmekte ve pek cok protein tarafindan regiile

edilmektedir.

1) Hiicre disindan tetiklenen, pozitif (TNF a varligi) ya da negatif (biliylime faktorii

yoklugu) ekstrensek yol.

2) Hiicre i¢ginde DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi ya da mitokondriden

tetiklenen intrensek yol.

Ister hiicre igi ister hiicre dis1 mekanizmayla baslamis olsun, apoptotik siire¢ kaspazlar
ad1 verilen proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilir. Proteolitik olaylarda kalpainler,
katepsinler ve proteazom gibi pek ¢ok proteazin etkisi bilinse de asil rol oynayanlar
kaspazlardir. Kaspazlar, sitoplazmada inaktif proenzimler halinde bulunan, aktif katalitik
bolgesinde sistein iceren ve substratlarini aspartat iceren 6zgiil bir bolgeden kesen proteaz

enzimlerdir. iki ana grupta incelenbilirler.
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Baslatic1 (initiator) kaspazlar (kaspaz-2,-8, -9, -10): Cesitli hiicre i¢i ya da hiicre
dis1 sinyalleri proteolitik aktiviteye g¢evirerek kaspaz kaskadiin baslatilmasindan sorumlu
olan kaspazlardir. Kaspaz-8 ekstrensek yolagi, kaspaz-9 ise intrensek yolagi baglatarak kaspaz
kaskadini tetiklerler.

Cellat (executioner) kaspazlar (kaspaz-3,-6,-7): Hiicre icerisindeki spesifik
polipeptid hedeflerini proteolitik olarak keserek apoptoz mekanizmasinin tamamlanmasini

saglayan enzimlerdir.

2.2.1.1 Ekstrensek Yol

Hiicre dis1 bir sinyalin plazma membranina bagl reseptorler araciligiyla apoptotik
aktiviteye doniismesi olarak tanimlanmaktadir ve 6liim reseptorleri (death receptdr) yolagi
olarak da bilinmektedir. Apoptozun ekstrensek yolaginda o6nemli rol iistlenen olim
reseptOrleri; TNF’nin (TNF-a, TNFSF2), FasL’in ve TNFr-apoptoz-tetikleyici ligandin
(TNFr-Apoptosis-Inducing Ligand-TRAIL) baglandig1 reseptorlerdir. Apoptozu tetikleyebilen
TNFr {yeleri ekstrensek yolak baslatici kaspazlarini (kaspaz-8,-10) baglayarak kaspaz
kaskadini tetiklerler (49).

TNF ailesi, reseptor proteinlerin hiicre dis1 bolgelerine baglanarak etki gostermektedir.
TNF ailesinde 19 farkli ligand bulunmaktadir ve bu ligandlar TNF reseptor ailesine ait 29
farkli reseptore baglanmaktadir. TNF reseptor ailesinin apoptozu tetikleyebilen alt sinifina ait
proteinler 6lim bolgesi (Death Domain- DD) adi verilen olduk¢a korunmus 80 amino asitlik
bir sekansi icermektedirler. Ligandin 6lim reseptoriine baglanmasindan sonra reseptdriin
yapisinda meydana gelen konformasyonel degisim, 6liim-tetikleyici sinyal kompleksi (Death
Inducing Signaling Complex-DISC) adi verilen protein kompleksinin olugsmasini saglar.
TRAIL ligandinin 6liim reseptorlerine baglanmasi da benzer sekilde gerceklesmektedir.
Ligand bagl Fas reseptoriine ya da TRAIL bagl 6liim reseptoriine Fas-iligkili DD (Fas-
Associated Death Domain-FADD) adi verilen adaptor protein komplementer DD iizerinden
baglanir. FADD baglatic1 kaspazlara (kaspaz-8, -10) komplementer DED bdlgesi uzerinden
baglanir. DISC kompleksinin olusumu tamamlandiktan sonra kaspaz -8, -10 oto-proteolitik
aktivite ile aktiflesir ve kompleksten ayrilarak sitoplazmaya geger. Aktiflesmis kaspaz -8 ve
-10 cellat kaspazlar (kaspaz-3 ve -7) keserek aktiflestirir. Ayrica kaspaz -8 ve -10 ekstrensek
ve intrensek yolaklar1 BCL-2 ailesinin grup III proteinlerinden Bid proteinini keserek
birbirine baglar. Kesilerek aktiflesen Bid (tBid) mitokondri dis membraninin gegirgenligini
etkileyerek sitokrom c (cyc) salinimmna neden olur ve apoptozun intrensek yolagini

aktiflestirir (Sekil 1) (50).
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Sekil 1. Apoptoz ekstrensek yolaginin intrensek yolagi aktivasyonu)

2.2.1.2. intrensek (mitokondriyal) Yol

Cesitli sinyaller tarafindan mitokondri dis membraninin gecirgenliginde degisim
olmas1 sonucunda kaspaz-9’ un aktiflesmesi ile sonuglanan apoptotik aktivasyon siirecidir. Bu
stirecteki en kritik basamak, mitokondri membranlar arasi alanda bulunan bazi peptidlerin
mitokondriden sitoplazmaya salinmalaridir. Membranlar arasi bolgeden salinan proteinler
arasinda en c¢ok, elektron transport sisteminin bir bileseni olan ve normal kosullarda
mitokondri i¢ membranina zayif baglanmis konumda bulunan, cyt ¢ arastirilmistir. Apoptotik
stiregte mitokondriden cyt ¢ salinmasi hizli, kantitatif bir siiregtir ve kaspaz-9 aktivasyonu
lizerinden apoptozun tetiklenmesine neden olur. Cyt ¢ sitoplazmaya gectikten sonra dncelikle
adaptor Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) proteinine baglanir. Bu baglanma
sonucu protein kompleksinde ATP bagimli bir konformasyonel degisim meydana gelir ve
prokaspaz-9 yapiya katilir. Sonucta olusan kompleks, coklu Apaf-1 ve kaspaz-9 molekiillerini
icerir ve “Apoptozom” olarak adlandirilir. Bu kompleksin etkisiyle aktiflesen kaspaz-9,
kaspaz-3’u aktiflestirerek intrensek yolak uzerinden apoptozun tetiklenmesine neden olur

(Sekil 2) (51,52).
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Sekil 2. Apoptozun intrensek yolagi. Mitokondriden sitoplazmaya salinan sitokrom c, Apaf-1’e
baglanir ve bu olay proteinde ATP-bagimli konformasyonel bir degisime neden olur. Bunun

sonucunda olusan apoptozom kompleksi kaspaz-9’u aktiflestirerek apoptozu tetikler.

Intrensek yolakta rol alan ana organel mitokondridir. Molekiiler kompozisyonu net
olarak aydinlatilmamis olmasina karsin mitokondrial gecis porlarinin (Mitochondrial
Permebility Transition, MPT) hiicre oliimiinde 6nemli rol oynadigr savunulmaktadir.
Mitokondrinin i¢-dis membranlar arasi bolgesinde yerlesim gostermektedir. Cyt ¢ normal
sartlarda i¢c mitokondrial membranda anyonik bir fosfolipid olan kardiolipin ile elektrostatik
etkilesime girerek membrana tutunmaktadir. Kardiolipinin oksidasyonu ile Cyt c’nin
baglanma ilgisinin azaldigi belirlenmigtir. Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) tarafindan
kardiolipinin Cyt ¢’nin sitozole saliniminda 6nemli rolii oldugu savunulmasina karsin BAX
pro-apoptotik proteini olmadan sadece ROT’ larin etkisi ile hiicre 6liimiiniin gerceklesmedigi
ozellikle dis mitokondrial membranin gecirgenliginin artmasinda BAX proteinin rol oynadigi
savunulmaktadir. D1g mitokondrial membran gecirgenliginin artmasi i¢in gerekli olan BAX ve
Bak proteinleri olmayan farelerin pek ¢ok apoptoz tetikleyici ajana karst direngli olduklari

bilinmektedir (53).

Bu siireci baslatan cyt ¢ nin mitokondriden sitoplazmaya gecisinin temeli BCL-2 ailesi

proteinlerinin cyt ¢ salinmasindaki fonksiyonlari izerinde odaklanmaktadir.
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2.2.2. Apoptoz ve BCL-2 Ailesi

BCL-2 kesfedilen ilk 6liim-karsit1 gen olup, BCL-2 protein ailesi, apoptoz, nekroz ve
otofaji dahil olmak iizere tiim major hiicre 6liimii ¢esitlerini regiile eder. Yetigkinlerde doku
hemostazindan sorumlu olan yolaklar anlamli1 6l¢iide BCL-2-protein ailesi tarafindan yonetilir

(Sekil 3) (54).

MITOKONDRI

AIF
APAF1
Caipg
/' \ —
Casp3 Casp7 7777

Sekil 3. BCL-2 apoptoz, nekroz ve otofajiyi baskilamaktadir. ROS reaktif oksijen tiirlerini
gostermektedir, Cyt-c, sitokrom-c; EndoG, endoniikleaz G; AIF, apoptoz-indiikleyici faktér ve IAP,

apoptoz proteininin inhibitorii (54).

BCL-2 ailesi proteinleri mitokondriden cyt ¢ salinmasin1 kontrol eden bir protein
ailesidir. Fonksiyonel ve yapisal kriterler géoz oniinde bulunduruldugunda, {i¢ farkli grup

halinde incelenebilir.

e Anti-apoptotik ozellik gosteren grup I (BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1,
A1/Bfll, Boo/Diva, Nrf3 ve BCL-B),

e Pro-apoptotik 6zellik gosteren grup I (BAX, Bak, Bok/Mtd)

e Pro-apoptotik 6zellik gdsteren grup III (Bid, Bak, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk,
Bnip3, Nix, Noxa, PUMA ve BCL-G).



23

Anti-apoptotik grup I iiyeleri genellikle olduk¢a korunmus dort BH bdlgesini (BCL-2
homolojisi) ve mitokondri dig membrani, endoplazmik retikulum membran1 gibi ¢esitli hiicre
ici membran ylizeylerine baglanabilmelerine olanak saglayan c terminal transmembran
bolgesini igermektedirler. Pro-apoptotik grup II {iyeleri ise N terminal BH4 bolgesi disinda
tiim diger BH bolgelerini ve transmembran bolgesini icermektedirler. Grup III {iyeleri diger
gruplara gore oldukca heterojendir ve tek ortak homolojileri 15 amino asitlik BH3 bolgesidir

(Sekil 4) (55).

Group Il

Group Il { :

E4BH1 [KjBH2 [}BH3 EfBH4 @ Transmembrane

Sekil 4. BCL-2 ailesi iiyelerinin sematik gdsterimi. Anti-apoptotik grup I tiyeleri 4 BH bdlgesini
(MCL-1 hari¢) ve transmembran bdlgeyi igerirler. Pro-apoptotik grup II iiyeleri BH4 hari¢ tim BH
bolgelerini ve transmembran bolgeyi icermektedirler. Grup III iiyelerinde ise sadece BH3 bolgesi

ortaktir. Bu bolge disinda oldukga heterojen bir dagilim gostermektedirler (55).

Grup I

Grup I proteinlerinin anti-apoptotik etkilerini agiklamaya yonelik yapilan ilk teori grup
I proteinlerinin BAX ve Bak proteinlerine baglanarak bu proteinleri etkisizlestirdiklerini ve
bdylece cyt ¢ salinmasini engellediklerini 6ne siirmiistiir. Bir diger teori, BCL-2 proteininin
hiicrelerdeki antioksidan kapasiteyi arttirarak apoptozu engelledigini dne siirmektedir. Ugiincii
teori BCL-2 proteininin endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinmasini inhibe ederek
apoptozu engellemesine dayanmaktadir. BCL-2 tarafindan inhibe edilen tiim apoptotik
tetiklemelerde kalsiyum salinmasinin s6z konusu olmadigini belirlenmesi bu mekanizmanin
da BCL-2 proteininin anti-apoptotik fonksiyonunun aciklanmasi agisindan tek basina yetersiz
kalmasina neden olmustur. Son olarak grup I iiyelerinin grup III iiyeleri ile etkileserek cyt ¢

salinmasini ve dolayisiyla da apoptozu engelledikleri hipotezi 6ne stiriilmiistir.
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Yapilan calismalar grup I tyelerinin BH3 bolgesi iizerinden grup III {iyelerine
baglanabildiklerini ortaya koymaktadir. Bu farkli teorilerin her birinin kismen dogru oldugu
sOylenebilir. Fakat grup I proteinlerinin tanimlanmis olan anti-apoptotik fonksiyonlarini net

olarak agiklayan bir model heniiz 6ne siiriilmemistir.
Grup II

Giincel bilgiler basta BAX ve Bak olmak iizere grup II iiyelerinin dogrudan cyt ¢
salinmasini sagladigini gostermektedir. BAX ve Bad proteinlere ait genlerden herhangi birinin
delesyonu apoptozu kismen, her iki proteine ait genlerin birlikte delesyonu ise apoptozun
tamamen engellenmesine neden olmaktadir. Bu sonuglar apoptozun intrensek yolaginda bu iki
proteinin bir arada gosterdikleri etkinin 6nemini ortaya koymaktadir. BAX proteini apoptotik
olmayan hiicrelerde sitoplazmada ya da mitokondri yiizeyine zayif bagli halde bulunmaktadir.
Apoptoz tetiklendiginde ise BAX mitokondri dis membranina transloke olmakta ve bu durum
BAX’1n konformasyonunda degisime ve oligomerizasyonuna neden olmaktadir. Bak proteini
ise normalde mitokondri dig membraninda bulunurken apoptoz sirasinda konformasyonel bir
degisim gecirir ve membranin i¢ taraflarina gégmektedir. BAX ve/veya Bak proteinlerinin
mitokondri dis membraninda cyt c¢ salinmasmi saglayacak porlar olusturduklari

distiniilmektedir (56).
Grup III

BAX ve Bak proteinlerinin mitokondriye ge¢isi ve mitokondri membraninda por
olusturmalart grup III proteinleri tarafindan saglanmaktadir. Grup III {iyesi proteinlerin
etkilerini iki temel mekanizma iizerinden gosterdikleri diistiniilmektedir. Bim ya da tBid gibi
grup III iiyeleri BAX ile dogrudan etkileserek proteinin membrana gociinii saglamaktadirlar.
PUMA, Bmf ve Bad gibi diger grup III iiyeleri ise anti-apoptotik grup I iiyelerine baglanip

onlar1 etkisizlestirerek dolayli yoldan apoptozun gergeklesmesini saglamaktadirlar (57).

Apoptoz ve timor baskilanmasi arasindaki onemli bir baglant1 p53’iin direkt olarak
BAX genine baglandigi ve ekspresyonunu baskiladigini, bdylelikle de bu 6nemli timor
baskilayici i¢in ilk pro-apoptotik hedefin ortaya ¢ikartilmis olmasi ile kurulmustur. Hemen
ardindan Bid, Puma ve Noxa dahil olmak iizere BCL-2 ailesinin bir¢ok pro-apoptotik iiyesinin
p53’iin direkt hedefleri arasinda oldugu gosterilmistir. Pro-apoptotik BCL-2 ailesi geninde
fonksiyon kaybettirici mutasyonlara iliskin ornekler, ilk olarak kolon kanserlerinde,
sonrasinda ise hematopoietik malignitelerde insan BAX geninin calisilmasi ile ortaya

konulmustur (58,59).



25

Fareler ile yapilan ¢alismalarda bu pro-apoptotik genin in vivo ortamda tiimdrogenezi
baskiladig1 goriilmiis, BAX 1 bir tiimér baskilayict oldugu kesinlik kazanmustir (60). Insan
malignitelerinde BCL-2 protoonkogenini aktive eden veya BAX tiimor baskilayict genini
inaktive eden genetik degisiklikler hematopoietik sistemde BCL-2-ailesi proteinlerinin in vivo
rollerine iliskin 6nemli ipuglar1 vermistir. BCL-2 ailesi proteinleri ile ilgili basit doku

homeostazi bakimindan sunlar gosterilmistir:

e BCL-2 yetiskinlerde periferik lenfosit popiilasyonlarinin  korunmasi igin
gereklidir (61).

e BAX yoksun farelerde lenfositoz gelismesi bu pro-apoptotik proteinin olgun
lenfositlerde programlanmis hiicre 6liimiinde bir rolii oldugunu gostermektedir
(62).

e Anti-apoptotik MCL-1 hematopoietik kok hiicrelerin ve gelismekte olan T ve B
lenfositlerin sagkalimi, ayrica olgun lenfosit hiicre popiilasyonlarinin korunmasi
icin gereklidir (63,64).

e Bad-yoksun farelerde diffiiz B hiicreli lenfoma gelisir, bu da olgun B
hiicrelerinde bu pro-apoptotik proteinin tiimor baskilayici bir rolii oldugunu akla
getirmektedir (65).

o Farelerde yapilan gen knock-out calismalarinda programlanmis hiicre

6liimiindeki bozukluklarin otoimmiiniteyi giiclendirdigini gostermektedir (66).
2.2.2.1. BCL-2

Insan BCL-2 geni kismi olarak ilk defa, non-Hodgkin lenfomalarda t(14;18)
klonlanmigtir. Arastirmacilar in vivo olarak siirekli BCL-2 asir1 ekspresyonunun gecikmis
programli hiicre Sliimiiniin bir sonucu olarak B-lenfositlerinin poliklonal akiimiilasyonuna
neden oldugunu ve ortak olarak t(14;18) translokasyonlari igeren insan folikiiler

lenfomalarinin histolojik 6zelliklerini 6zetledigini géstermislerdir (67).

BCL-2 gen yeniden diizenlemeleri biiyiik-hiicreli non-Hodgkin lenfomalarda zayif
prognoz ile iligkilendirilmis ve yiikksek BCL-2 protein diizeylerinin immiinohistokimyasal
tespit yontemlerinin bulunmasini saglamistir (68,69). Cesitli lenfoid hiicre dizilerinde BCL-
2’nin siirekli asirt eksprese edilmesinin niikleozid analoglar1 ve glikokortikoidlere direng
sagladig1 gosterilmis (70,71) ve timositlerde BCL-2’nin ¢esitli hiicre 6liimii uyarani tarafindan

indiiklenen hiicre 6liimiinii 6nleyebilecegi bulgusuna katkida bulunulmustur (72).



26

Yiiksek BCL-2 diizeylerinin akut miyeloid l1dsemisi olan hastalarda kemoterapiye
direng ile iligkili oldugunu ve BCL-2 mRNA’y1 hedef alan antisens oligodeoksiniikleotidlerin
in vitro ortamda akut miyeloid 16semi hiicrelerinin sitozin arabinozide duyarliligini arttirdigi
gosterilmigtir. Klinik korelatif caligmalar BCL-2 ve hematolenfoid malignitelerde kemo-
diren¢ arasindaki iliskiyi giiclendirmis olup, prostat kanseri gibi bazi kati tiimorlerde de
benzer sonuclar elde edilmistir. BCL-2 hedefli tedaviye iliskin ilk faz I klinik ¢alismada bir
antisens fosforotioat oligodeoksiniikleotid ile refrakter lenfomasi olan hastalarda umut verici
sonuglar elde edilmis ve BCL-2’nin nétralize edilmesinin apoptoz duyarliligini malign

hiicrelerle sinirlayacagi ve 6liimlerini hizlandiracagi umudunu arttirmistir (73,74).

KLL’de BCL-2 gen ekspresyonunun yiiksek seviyelerde yapildigi gosterilmistir (75).
B-hiicrelerinde BCL-2 gen ekspresyonunun normalde endojen mikro RNA’lar (miR’ler)
tarafindan baskilandigr ve bu diizenleyici RNA’lar1 kodlayan genlerin KLL olgularinin

%70’inden fazlasinda mutasyonlar ile silindigi veya inaktive edildigi tespit edilmistir (76).
2.2.2.2. MCL~1

1g21 kromozom bdlgesinde lokalize olan MCL-1 geni tarafindan sentezlenen
prosurvival Miyeloid hiicre 16semisi—1 (MCL-1) proteini normal hiicrelerde proapoptotik
BCL-2 ailesi iiyelerine baglanarak bu proteinleri inaktif durumda tutmaktadir ve hiicrenin
apopitoza gidigini engellemektedir. Bu proteinin ekspresyonunun azalmasi mitokondrial
apoptoz yolaginda dengenin proapoptotik proteinler lehine donmesine ve hiicrelerin apoptotik
uyarilara daha duyarli hale gelmesine neden olur. MCL-1 geni tagyan farelerle yapilan in vivo
calismalarda lenfoid ve myeloid hiicrelerin yasam siiresinde kisalma ve zamanla B hiicreli
lenfoma insidansinda artis goriilmiis ve bir¢ok hematopetik kanserde (KLL, B hiicreli
lenfoma, mantle hiicreli lenfoma, multpl myelom) ayrica hepatoseliiler karsinom, kiigiik hiicre

dis1 akciger kanseri, testis kanseri, servix kanseri ve melanomda diizeyleri artmistir (77,78).

MCL-1 ekspresyonuna katkida bulundugu diisiinilen MCL-1 promotor bdlge
insersiyonu tespit edilen olan KLL hastalarinda; kemoterapiye cevapsizlik, hizli hastalik
progresyonu, overval surveyde kisalma sonucuna ulagilmistir ve KLL hastalarinda bilinen
biyolojik prognostik belirtecler ve iyilesmis sonuglar ile daha diisiik MCL-1 proteini ve
mRNA diizeyleri arasinda bir korelasyon ortaya koymustur (79-81). Flavopiridol ve silvestrol
gibi, KLL hiicrelerinde MCL-1 proteininin ekspresyonunu hedef alan ajanlarin kombinasyon

kemoimmiinoterapisinde anlamli yarar saglayabilecegi ongoriilmiistiir (82,83).
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2.2.2.3. BAX proteini

BCL-2 ailesi liyelerinden proaopoptotik bir protein olan, BCL-2 ile iligkili X protein
(BCL-2 associated X-protein, BAX), 21 kDa agirliginda bir proteindir. BAX geni, 19.
kromozom tiizerinde 19q13.3-q13.4 pozisyonunda lokalize olmus, alt1 ekzon ve {izerinde dort

p53 baglanma bolgesi bulunan bir promotor bolgeden olusmaktadir (84,85).

BAX proteini BH1, BH2 ve BH3 bdélgelerinde BCL-2’ye benzerlik gosterir ve pro-
apoptotiktir. Difteri toksininin yapisal olarak tam benzeri olan BAX proteininin bazi
bakteriyel toksinlerin por olusturan proteinlerine benzerlik gdstermesi en azindan kismen
hiicre i¢i zarlarda (mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zari) kanallar olusturma
potansiyelleri olabilecegini diistindiirir. BAX, BCL-2 ile heterodimerize ve kendisi ile
homodimerize olur. BAX hiicrede asir1 yapildiginda apoptotik 6liim artar iken BCL-2 asir1
yapildiginda BAX ile heterodimerize olur ve apoptotik 6liim baskilanir (84).

BAX geninin promotor ve kodlama bdlgesindeki mutasyonlar protein ekspresyonunu
ve fonksiyonunu etkilemektedir (86). Bazi ¢alisma sonuglari, BAX’1n p53-bagimli kemoterapi
indiiklii apoptozda kritik bir rol oynadigini gostermektedir (85). Hematopetik hiicre hatlarinin
yaklasik olarak %20’si ve lenfomalarin %10°u BAX geninde mutasyon barindirir (87). Diisiik
BAX ekspresyonu KLL hastalarinda hastalik progresyonu, tedaviye diren¢ ve daha kisa siirvi
ile iligkilendirilmigtir ve. BAX 1 azalmis seviyedeki ekspresyonunun kemoterapik ilaglara

cevap vermemeye katki sagladigi yoniinde bulgular literatiirde mevcuttur (88,89).
2.2.3. P53

1970’lerin sonlarinda kesfedilen tiimor supresor geni p53 (TP53) 17. kromozomun
kisa kolu tizerinde 17p13 bolgesinde yerlesmistir. Hiicre siklusunun kontroliinde, programli
hiicre 6liimiinde, DNA sentezi ve tamirinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Mesane, prostat,
akciger, lenfoma, servikal karsinoma, hepatoma ve nazofaranjial karsinoma gibi pek cok

kanser tiiriiniin mutant p53 ile baglantili olduklar1 gosterilmistir (90,91).

Normal p53 geni (wild tip), genetik hasar tasiyan hiicrelerin ¢ogalmasini 6nleyen
niikleer bir fosfoproteini kodlar. Bu protein normal hiicrelerin ¢ekirdeklerinde bulunan 393
aminoasitlik, 4-5 fonksiyonel kisim igeren intraseliiler yogunlugu diisiik bir fosfoproteindir.
Fizyolojik kosullarda P53 proteininin 6-20 dakika gibi kisa bir yar1 omri vardir,
immiinhistokimya boyama ile saptanamaz ve normal hiicre bdliinmesinde rolii yoktur. Fakat
Ozellikle DNA hasar1 sonrast p53 proteini stabilize olur ve hiicresel seviyeleri ¢ok ¢abuk

yiikselir.
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Posttranslokasyonal modifikasyonla aktive olan p53 hiicre dongiisii arresti ve
apoptozisi indiikler. Wild tip P53 genetik hasara ugramis hiicrelerin prolifere olmasini

engelleyerek malign klonlar olugmasini 6nler (92).

P53 yolagindaki defektleri aragtirmanin 6nemi 17p delesyonu olan hastalarin klinik
seyrinde farklilik goriilmesindendir. 17. kromozomun kisa kolundaki delesyonlar 17p13
bolgesinde lokalize p53 tiimdr siipresor gen mutasyonuna eslik etmektedir. p53 gen
degisikliklerinin B hiicreli KLL nin klinik seyrinde 6nemli oldugu azalmis survey ve tedavi
direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir P53 mutasyonu en fazla oranda fludarabine direngli
KLL hastalarinda gozlenmistir. Caligmalar bu hastalarda p53 mutasyonundan bagimsiz
sekilde etki eden ilaclarin ilk tedavi yaklagimi olarak kullanimi agisindan 6nemli oldugunu

belirtmektedir (93,94).
2.2.4. Tedavide Apoptoz Temelli Yaklasimlar

Tiimor hiicrelerinde anti-apoptotik BCL-2 familyas1 proteinlerinin overekspresyonu;
dis mitokondrial membranin gecirgenligini arttiran BAX/Bak proteinlerinin porlar
olusturmasi ile inhibe edilebilir. Cesitli tedavi stratejilerinin temeli (iyonize radyasyon,
etoposid ve arsenatlar) bu ilaglarin reaktif oksijen tlrevlerini (ROT) arttirmasina
dayanmaktadir. Olusan ROT mitokondrial gegis porlarinda (MPT) modifikasyonlara neden
olmakta ve por gecirgenligini degistirmektedir Etoposid ve arsenik trioksid’in Adenin
Nukleotid Transport proteinin oksidatif modifikasyonuna ve boylelikle mitokondriden cyt ¢

salinimina neden oldugu belirtilmistir.

Kiigiik bir peptid olan ve anti-apoptotik proteinlere (BCL-2, BCL-XL ve BCL-w)
baglanan ABT-737’nin BCL-2 familyasi proteinlerin protein-protein etkilesimini bozarak
BAX porlarimin olusumuna yol agtigi bunun sonucunda da cyt ¢ saliniminin arttigi
gosterilmistir. ABT-737’un oral aktif tiirevi olan ABT-263 lenfoma, kiigiik hiicreli akciger
karsinomu ve KLL hastalarinda heniiz klinik deneylerinin bagindadir ve mekanistik
deneylerden elde edilen veriler bu ajanlar i¢in iimit vericidir. p53 iin islevini diizeltmek i¢in
gelistirilen tedavi yaklasimlari arasinda p53 ifade eden adenoviriis tedavileri, faz 3
asamasinda bulunmaktadir. P53 islevini diizeltmek i¢in kullanilan diger yaklasimlar arasinda
mutant p53 in islevsel bigime donmesinin saglanmasi ve yapiminin artirilmasi

hedeflenmektedir. Bu maddeler heniiz klinik 6ncesi asamada denenmektedir.
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BCL-2 mRNA’sm hedef alan antisens oligoniikleotidlerden ilki, Randomize faz 3
calismalarda KLL i¢in umut vaat eden aktivite gostermistir. BCL-2 arastirmasindaki bu
translasyonel yaklagimlar yeni bir sinif anti-kanser ilaglarin geliyor olabilecegi yoniindeki

umutlari arttirmaktadir (95).
2.3. TCL-1

T hiicresi 16semi/lenfoma 1 (TCL-1) onkogeni, T hiicreli prolenfositik 16semilerde
14931.2°de kromozomal translokasyonlar ve inversiyonlarin hedefi olarak kesfedilmistir.
TCL-1 proteini hem nukleus hem sitoplazmada bulunur. Yapisinin kii¢iik molekiillerin

transportunda gorev aldig1 gosterilmistir (96,97).

TCL~-1 ekspresyonu B ve T hiicre difersasyonunda belli evrelerde gorev alir ve lenfoid
dokuya spesifiktir. Normalde, germinal merkez evresine kadar B hiicrelerinde, prekiirsor ve
aktive T hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar, TCL-
I’in deregiilasyonunun olgun T hiicresi l6semisi (T-PLL/T-KLL) ve B-KLL gelisiminde

nedensel bir olay oldugunu gostermistir (98).

TCL-I’in, T hiicrelerinde kritik bir anti-apoptotik molekiil olan Akt onkoproteininin
bir koaktivatorii oldugu ve T hiicrelerinde siirekli olarak Akt eksprese eden transgenik
farelerde T hiicresi l6semilerinin gelistigi rapor edilmistir (97,99). Bu sonuglar, Akt’nin T
hiicrelerindeki TCL-1-aracili lenfomagenezden sorumlu olabilecegini gostermektedir. Ancak
Pten’in homozigos delesyonu ile Akt nin kuvvetli sekilde aktive edildigi fare hiicrelerinde B
hiicresi maligniteleri gelismemekte (98) bu bulgu B hiicrelerinde TCL-1 deregiilasyonunun
Akt aktivasyonundan farkli mekanizmalar araciligiyla B-KLL’ye neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Son yillarda transgenik fare modellerinde yapilan ¢alismalarda B-KLL’de
NF-«kB yolaginin o6nemi gosterilmis, hayvan modellerinde NF-kB yolaginin B-KLL

patojenezinde bir rolii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (100).
2.4.CD20

33-37 kDa luk agirliginda non glikolize fosfoprotein olan CD20 nin B hiicrelerin
aktivasyonu, proliferasyonu ve differansiyasyonunda 6nemli bir rol oynadigi
distintilmektedir. Dort transmembran bolgeye sahip olan CD20’nin hem C hem de N-terminal
bolgesi sitoplazma iginde bulunur. Ilk yapilan deneyler, CD20’nin internalize olmadig1
membrana sikica bagli oldugu ve plazma iginde serbest olarak bulunmadig: fikrini destekler
niteliktedir. izleyen calismalarda, saglikli kontrollerde ¢ok az miktarlarda da olsa plazmada

dolasan CD20 varlig1 gdsterilmigtir (101).
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Farkli B hiicre malignensilerinde hiicre yiizeyindeki CD20 yogunlugu farklilik
gosterir. Cocukluk ¢ag1 B hiicreli Akut lenfoblastik 16semili i vakalarinin yarisinda CD20 (+)

ligi saptanmigtir.

Matiir B hiicre malignensileri arasinda CD20 ekspresyonunun en diisiik oldugu grup
KLL ve SLL dir. Hairy Cell 16semi, follikiiler lenfoma, mantle hiicreli lenfoma, marginal zon
B hiicreli lenfoma gibi matiir B hiicre neoplazisinde asir1 ekspresyon goriilmiistiir. CD20 B
hiicreli lenfomalarin %90’indan fazlasinda eksprese edilmektedir. Lenfoma ve KLL’de
CD20’nin dolasimda godsterilmesini kotii prognozla iliskili bulan g¢alismalar mevcuttur.
Mansari ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada KLL hastalarinda plazma orneklerinde

yiiksek diizeylerde rastlanmus, ileri evre KLL ve kisa survey ile iliskili bulunmustur (102).
2.5.CD52

CD52, tiim lenfositler ile monositler iizerinde yiiksek konsantrasyonda bulunurken
graniilositler, eritrositler, trombositler ve hematopetik kok hiicreler CD52 antijenini eksprese
etmemektedir. Hematopetik sistem disinda erkek iireme sisteminde de ekspresse edilir.
Lenfositlerde hiicre basina 4500000 molekiil bulunur. CD52 evrensel olarak hemen hemen
tim lenfoma hiicrelerinde ekspresse edilir. CD52 ekspresyonu KLL ve B hiicreli NHL
vakalarinin tiimiinde gézlenmistir. Normal ve malign B hiicrelerine kiyasla normal ve malign
T hiicrelerinde daha yogun olarak bulunur. Ayni sekilde diisiik dereceli lenfomada agresif
lenfomaya gore daha fazla ekspresse olur. Bununla beraber bu malignensiler arasinda CD52

ekspresyon diizeyleri degisiklik gosterebilir (103,104).



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulunun

08.12.2009 tarih ve 41 karar numarasiyla onay almistir.

3.1. Olgular

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Hematoloji kliniginde KLL tanis1 konulmus, FISH yontemi ile sitogenetik
degerlendirmesi mevcut olan 100 hasta ¢alismaya alindi. Calisma grubundaki hastalarin
tanisi; periferik yayma incelemesinde matiir gériiniimlii lenfosit sayisinin artisi, tam kan
sayiminda lenfosit sayismin 5 x 10*/mm”® {in izerinde olmasi, kemik iliginin morfolojik
incelemesinde lenfosit sayisinin %30’dan fazla ve immunfenotipleme ile CD5,CD19,
CD20, CD22, CD23 pozitifligi ve CD10 negatifligi ile konulmustur. Bu c¢aligmada
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Patoloji Anabilim Dali tarafindan KLL tanist ile raporlandirilan kemik iligi biyopsi
orneklerine ait parafin bloklar1 kullanildi. Kontrol grubu olarak Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Kliniginde
degerlendirilen ve normoseliiler kemik iligi olarak raporlanan 60 kemik iligi 6rnegine
ait parafin bloklar1 kullanildi.

Olgularin yasi, cinsiyeti, fizik muayene bulgulari, laboratuar bulgular: (tam kan
sayimu, periferik yayma, LDH, Albumin, CRP, f2M, immiinglobulin degerleri), kemik
iligi B lenfosit oranlari, kemik iligi tutulum tipleri, abdominal ultrasonografi ile
degerlendirilmis karaciger ve dalak boyutlari, Flow sitometri sonuglari, Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) perfonmas skalasi, RAI evreleme sistemine gére
evreleri, tedavi alan hastalarin tedavi baglangicina kadar gecen siireleri, tedavi
endikasyonlar1, almig olduklar1 kemoterapiler, tedavi yanitlari, ortalama takip siireleri,

en son mevcut durumlar1 kemik iligi B lenfosit oranlar1 kaydedildi.
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3.2. Immiinhistokimyasal Inceleme ve Degerlendirme:

TCL-1, MCL-1, BCL-2, BAX, P53, CD20, CD52 boyanmast amact ile KLL
hastalarinin ve normoseliiler kemik iligi olarak degerlendirilen kontrol grubuna ait
hastalarin parafine gomiilii bloklarindan immiinhistokimyasal inceleme ig¢in lizinli
lamlara 5 pm kalinlikta kesitler alindi. Otomatik yontemle (VENTANA, Benchmark
XT) TCL-1, MCL-1, BCL-2, BAX, P53, CD20, CD52 boyandi. Otomatik boyama
yapilan kesitlere, primer antikor asamasinda TCL-1 i¢in 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC3221 TCL-1 Antibody), MCL-1 i¢in 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC 56152 MCL-1 Antibody), BCL-2 i¢in 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC 56015 BCL-2 Antibody), Bax icin 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC 7480 BAX Antibody), P53 icin 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC 53297 P53 Antibody), CD20 i¢in 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC 58985 CD20 Antibody), CD52 i¢in 1/50 oraninda diliie edilmis
konsantre antikor (SC 51560 CD52 HI186 Antibody) uygulandi. Kesitler primer antikor
ile 30 dakika inkiibe edildi. Mayer Hematoksileni ile 30 s siireyle zit boya yapildi.
Sonra sirastyla %70’lik, %80°lik, %95°lik alkolde ve absolii alkolde 2’ser dakika
tutuldu. Havada kurutulduktan sonra ksilolde 15 dakika tutulan kesitler entellan ile
kapatildi.

Histopatolojik degerlendirme ayni patoloji uzmani tarafindan yapildi. HE ile
boyanan preparatlar, 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

TCL-1 ve BAX ile boyanmanin degerlendirilmesinde neoplastik B hiicrelerinin
%20 den fazlasimin diffiiz sitoplazmik boyanmasi pozitif olarak kabul edildi. Neoplastik
B hiicrelerinin  %20’nin altindaki boyanmalar1 ve boyanma olmayanlar negatif olarak
degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak TCL-1 ve BAX i¢in tonsil dokusu kullanildi.

MCL-1 ve BCL-2 ile boyanmanin degerlendirilmesinde neoplastik B
hiicrelerinin %20 den fazlasinin diffiiz sitoplazmik ve niikleer boyanmasi pozitif olarak
kabul edildi. Neoplastik B hiicrelerinin  %20’nin altindaki boyanmalar1 ve boyanma
olmayanlar negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak MCL-1 i¢in tonsil ve

ince bagirsak, BCL-2 i¢in tonsil dokusu kullanildi (Resim 1-6).



Resim 5: BAX pozitif boyanan kemik iligi drnegi
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Resim 6: BAX negatif boyanan kemik iligi 6rnegi
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3.3 Istatistiki Analiz:

Calisma sonuclarinin istatistiksel analizi i¢in SPSS 15 paket programi i¢inde
KLL’de TCL-1, BCL-2 ve BAX’mn klinik ve laboratuar paremetreleri ile
karsilastirilmasinda pearson Ki-Kare testi ve gerektiginde Fisher’s Exact Test, erken
evre KLL hastalarinda 15 yillik olaysiz sag kalim ve 15 yillik toplam sagkalim ile
klinik, laboratuvar ve immiinohistokimyasal parametrelerin karsilastirmasinda Log
Rank Test kullanildi. Kaplan ve Meier metoduna gore sag kalim analizleri uygulandi
Ayrica, Logistic regression modeli olan; Odds ratio (OR), %95 confidence interval
(CI)’de hesaplandi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Risk faktorlerinin 6nemini teyit etmek i¢in Cox stepwise analizleri kullanildi.
Elde edilen sonuglar hem kendi i¢inde hemde klinik paremetrelerle (yas, kemik iligi
tutulum tipi, CD 38 diizeyi, TCL-1 ekspresyonu, 15 yillik olaysiz sag kalim, 15 yillik

toplam sagkalim) karsilastirilarak analiz edildi.



4. BULGULAR

(Calismaya alinan 100 hastanin 56’s1 erkek, 44 i kadin olup medyan yas 62 (32-
83)’dir. RAI evreleme sistemine gore hastalarin 28’ i (%28) evre 0, 14°ii evre I, 37’si
evre II, 7° si evre III, 14’1 evre IV olarak belirlendi. ECOG perfonmans skalasi 0 olan
hasta say1s1 35 (%35), 1 olan hasta sayis1 50 (%50), 2 olan hasta sayis1 13 (%13), 3 olan
hasta sayis1 2 (%2), 4 olan hasta sayis1 0 (%0) idi. 54 hasta tedavisiz izlenirken (%54),
46 hasta takipleri doneminde tedavi almis (%46), bu hastalarin 15 tanesi alkilleyici
(%15) 31 tanesi ise fludarabin bazli tedavi almistir (%31). Hastalarin medyan takip
stiresi 68.5 ay olarak tespit edilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. KLL Hastalariin Klinik Ozellikleri

Medyan n %

Hasta sayis1 100

Yas (medyan) 62 (32-83)

Cinsiyet Erkek/Kadin 56 /44

Evre (RAI) 0 28 (% 28)
1 14 (% 14)
2 37 (% 37)
3 7 (%7
4 14 (% 14)

ECOG 0 35 (%35)
1 50 (%50)
2 13 (%13)
3 2 (%2)

Tedavi Alkilleyici 15 (% 15)
Fludrabin bazli tedavi 31 (%31
Tedavisiz izlem 54 (%54)

zlem Siiresi (medyan 68.5 (8.8 -322.8)

ay)*

Hastalarin hemoglobin miktari, 16kosit, lenfosit, trombosit sayilar1 sirasi ile
13.2 gr/L (4.5-16.8), 37385 puL (10460-278200), 29060 pL (5090-260000), 195(6—
518) 10°/uL idi. Onbir (%11) hastanin hemoglobin miktar1 < 10 gr/L, 14 (%14) hastanin
trombosit sayis1 <100x10*/uL idi.
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Hastalarin CRP, 2M, LDH, albumin, IgG, IgM, IgA degerleri siras1 ile 3.65
mg/L (2.92-65), 3.7 mg/L (1.85-11.6), 386 IU/L (236-989), 4.32 gr/L (2.63-5.30), 10.85
(1.31-31.20) mg/L, 1.34 gr/L (0.16-5.3), 0.49 gr/L (0.14-1.28) idi. Periferik yayma
lenfosit ylizdesi medyan %80 (40-96), kemik iligi lenfosit yiizdesi medyan %75 (30-95)
idi. Hastalarin kemik iligi tutulum tipi 54(%54) hastada nodiiler, 46(%46) hastada

diffiiz patern gostermekte idi (Tablo 8).

Tablo 8. KLL Hastalarinin Laboratuvar Ozellikleri

Medyan n %
Hasta say1s1 100
Hemoglobin gr/L 13.2 (4.5-16.8) 13.2
<10 gr/L 11 (%11)
Lokosit pL* 37385 (10460-278200)
>100/uL 13 (% 13)
Lenfosit pL* 29060 (5090-260000)
>100/uL 12 (% 12)
Trombosit 10°/uL* 195 (6-518)
<100x10*/uL 14 (%14)
CRP mg/L 3.65 (2.92-65)
B2-mikrogloblin mg/L 3.7 (1.85-11.6)
LDH IU/L 386 (236-989)
Albumin gr/L 4.32(2.63-5.30)
IeG gr/L 10.85 (1.31-31.20)
IgM gr/L 1.34 (0.16-5.3)
IgA gr/L 0.49 (0.14-1.28)
Periferik yayma % lenfosit 80 (40-96)
Kemik iligi % lenfosit 75 (30-95)
Kemik iligi tutulum tipi Nodiiler 54 (% 54)
Diffiiz 46 (% 46)

*=medyan

FISH sonuclarma gore hastalarin 3(%3) tanesinde 17p 13.1 p53, 7 (%7)
tanesinde 11q 22.3 ATM, 25 (%25) tanesinde 13q 14.3, 6 (%06) tanesinde

Cepl12(D12Z3) anomalisi mevcuttu. 13q 34 anomalisi hi¢bir hastada tespit edilmemisti.

100 hastaya ait kemik iligi biyopsilerinin parafin bloklarindan hazirlanan kesitlerin
immiinohistokimyasal boyamalarinda 70 (%70) hastada TCL-1, 58 (%58) hastada BCL-
2, 61(%61) hastada BAX pozitifligi tespit edildi.
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MCL-1 pozitifligi ise hicbir hastada tespit edilemedi. Toplam 41(% 41) hastada
sitogenetik olarak anormallik tesbit edildi (Tablo 9).

Tablo 9. KLL Hastalarinin Sitogenetik ve Immiinohistokimyasal Ozellikleri

Medyan n %
Hasta sayis1 100
FISH
17p 13.1 p53 3 %3)
11q22.3 ATM 22.3 7 (%7
13q14.3 25 (% 25)
13q3.4 0 (%0)
Cepl2 (D12Z3) 6 (%6)
Immunhistokimya*
MCL-1 0 (%0)
TCL-1 70 (%70)
BCL-2 58 (% 58)
BAX 61 (% 61)

* %20’nin iizerindeki boyama pozitif olarak degerlendirilmistir.

TCL-1, BCL-2, BAX ekspresyonu ile yas (65 alt1 ve iistii), cinsiyet, RAI evresi,
l16kosit, lenfosit ve trombosit degerleri ile anlamli iligki goriilmedi (Tablo 10).

Hastalar CRP degeri >5 mg/L ve <5 mg/L, f2M degeri >3.5 mg/L ve <3.5
mg/L, LDH degeri >480 IU/L ve <480 IU/L, albumin degeri >3.5 gr/L ve <3.5 gr/L
olan hastalar seklinde gruplandirildi. Tiim yukarida tanimlanan hasta gruplarn ile
TCL-1, BCL-2, BAX eckspresyonu karsilagtirlldiginda aralarinda anlamli iligki
saptanmadi (Tablo 10).

Hastalar kemik iligi lenfosit oran1 %40’1n iizerinde ve altinda olan hastalar
seklinde gruplandirildi. Her iki hasta grubu ile TCL-1, BCL-2, BAX ekspresyonu
arasinda anlaml iligki saptanmadi. Kemik iligi tutulum tipi ile (nodiiler veya diffiiz)
TCL-1, BCL-2, BAX ekspresyonu arasinda anlamli iligki saptanmadi (Tablo 10).

Hastalarin sitogenetik ozellikleri TCL-1, BCL-2, BAX ekspresyonu ile
karsilastirildiginda aralarinda anlamli iligki saptanmadi (Tablo 10).

Hastalarin akim sitometri sonuglar1 CD38 > %20 ve < % 20, ZAP 70 >% 5 ve
< %5, FMC7 diizeyi >%20 ve <%20 olan hastalar seklinde gruplandirildi. TCL-1,
BCL-2, BAX ekspresyonu ile aralarinda anlamli bir iligki saptanmadi (Tablo 10).
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Tablo 10. KLL’de TCL-1, BCL-2 ve BAX pozitifligininin klinik ve laboratvuar paremetreleri
ile kargilastiritlmasi (n=100)

TCL-1* BCL-2? BAX?
Odds 95 % p- Odds 95 % p- Odds 95 % p-
Ratio Confidence value®” |Ratio Confidence value®” Confidence value®”

Interval Interval Ratio Interval
Yas <65/>65 |1.373 0.570-3.309 0.515%* 1.568 0.694-3.543 0.310* 2.177 0.935-5.070 0.906*
Cinsiyet K/E 0.962 0.406-2.279 1.000* 0.390 0.170-0.898 0.041* 1.368 0.609-3.072 0.537*
Evre (RAI) 0-4 0.116* 0.287* 0.705*
Lokosit 0.976" 0.627* 0.946"
Lenfosit 0.866" 0.645" 0.788"
Trombosit 0.510" 0.249" 0.750"
CRP >5/<5 0.806 0.313-2.082 0.806* 1.074 0.438-2.633 1.000* 0.734 0.300-1.797 0.500*
B2mikrogloblin | >3.5/<3.5 [0.943 0.394-2.253 1.000* |1.602 0.714-3.595 0.305* |1.002 0.443-2.268 1.000*
LDH <480/ >480 [ 0.821 0.294-2.299 0.790* 0.957 0.361-2.531 1.000* 1.362 0.495-3.748 0.621*
Albumin >3.5/<3.5 [0.943 0.394-2.253 1.000* 1.602 0.714-3.595 0.305* 1.002 0.443-2.268 1.000*
K.I. tutulum N/D 0.706 0.296-1.681 0.514* 0.680 0.305-1.518 0.418* 1.417 0.632-3.177 0.418*
K_.1. lenfosit % | >40/<40 1.641 0.428-6.297 0.482* 1.432 0.387-5.302 0.738* 1.647 0.444-6.109 0.506*
17p 13.1 p53 0.853 0.074-9.781 1.000* |0.351 0.031-4.003 0.571* |0.308 0.027-3.520 0.559*%
11q22.3 ATM 2719 0.313- 0.671*% |1.887 0.348- 1.696* [1.652 0.304-8.966 0.702*

23.622 10.230
13q14.3 0.545 0.211-1.410 0.218* 2.250 0.841-6.018 0.160* 1.185 0.464-3.029 0.815*
Cepl2(D12Z3) 2.231 0.249- 0.665* 0.709 0.136-3.700 0.694* 0.621 0.119-3.243 0.676*

19.956
CD38 >20/<20 1.295 0.430-3.902 0.786* 1.068 0.396-2.879 1.000* 0.704 0.261-1.899 0.612*
ZAP70 >5/<5 1.029 0.185-5.730 1.000* 0.302 0.055-1.664 0.236* 0.536 0.112-2.571 0.456*
FMC7 >20/<20 1.088 0.428-2.764 1.000* 0.452 0.189-1.081 0.086* 1.261 0.530-3.000 0.662*

¢ n=100 OR, Odds Ratio; CI, Confidence Interval; K/E, Kadin/Erkek; “Mann Whitney U test; “Fisher's Exact Test

Erken evre KLL hastalarinda (RAI evre 0,1,1I) 15 y1llik toplam sag kalim 93 ay,
olaysiz sag kalim 158,6 ay olarak bulunmustur. 15 yillik toplam sag kalim ile cinsiyet,
yas, RAI evresi (Evre 0,1,1I-Evre 0-L1II), kemik iligi tutulum tipi, kemik iligi lenfosit
yiizdesi, CRP, p2M, LDH, albumin, CD38, ZAP70 ve FMC7 ile arasinda istatistiksel
anlamli iligki bulunamamistir. 15 yillik toplam sag kalim ile ayrica sitogenetik
ozellikleri ve TCL-1, BCL-2, BAX ekspresyonu arasinda istatistiksel bir anlam
bulunamamastir.

15 yillik olaysiz sag kalim ile ile cinsiyet, kemik iligi lenfosit yiizdesi, CRP,
32M, LDH, albumin, ZAP70 ve FMC?7 ile arasinda istatistiksel anlam bulunamamustir.
15 yillik olaysiz sag kalim ile ayrica hastalarin sitogenetik 6zellikleri ve BCL-2, BAX
ekspresyonu arasinda istatistiksel bir anlam bulunamamistir (Tablo 11).

65 yas alt1 hastalarda 15 yillik olaysiz sag kalim 124.3 ay, 65 yas isti
hastalarda 15 yillik olaysiz sag kalim 184.4 ay saptandi (p=0.036). RAI evre 0 olan 28
hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi %71, evre I olan 14 hastanin 15 yillik olaysiz sag
kalim1 184.4 ay, evre II olan 37 hastanin olaysiz 15 yillik sag kalimi1 81.1 ay olarak
saptandi (p=0.010).
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RAI evre 0-I olan 42 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi1 184.,4 ay, RAI evre 11
olan 37 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalim 81,1 ay olarak saptandi (p=0.003).

Kemik iligi tutulum tipi diffiiz olan 34 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi 79.2
ay, kemik iligi tutulum tipi nodiiler olan 45 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi 184.4
ay olarak saptandi (p=0.027). CD38 degeri >20 olan 15 hastanin 15 yillik olaysiz sag
kalim1 49.3 ay, CD38 degeri <20 olan 42 hastanin olaysiz sag kalimi %60 olarak
saptand1 (p=0.000). TCL-1 pozitif olan 62 hastanin15 yillik olaysiz sag kalim1 124.3 ay,
TCL-1 negatif olan 17 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalim1 %74 olarak olarak saptandi
(p=0.0043) (Sekil 5) (Tablo 11).

M9 " TCL-1 negatif 15 yilik Medyan OS %74 (n=17)
e
-
0,2 = -
! + + +
gl -@"‘v—:l
t-s .
@ ‘a4 TCL-1 pozitif Medyan OS 124.3 ay (n=62)
: -v--’.
Q 06+
= A
% S A 2
& e
% :
N 04— i
5 ey
2 =
— 1
Q H
0,2 —
Log Rank
0.043
0,0 —
T T T T T T T T T T T T T T T T
1] 12 24 36 48 a0 72 24 6 102 120 132 144 156 168 180

Siire (ay)

Sekil 5. TCL-1 pozitif RAI evre 0,LII hastalar ile Olaysiz sag kalim arasindaki iliski
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Tablo 11. Erken evre KLL’de TCL-1, BCL-2 ve BAX pozitifligi ile klinik ve laboratuvar

paremetrelerinin total sag kalim ve olaysiz sag kalim {izerine etkisi (Tek degiskenli analiz/

Logrank test)
n Median OS  Log Rank  Median EFS Log Rank
mo (15 yr %) p-value mo (15yr %)  p-value
Hasta Sayisi 79 (93) 158.6
Cinsiyet Kadn / Erkek 36/43  (92)/(95) 0.539 83/158.6 0.714
Yas <65/>65 48/31  (97)/(89) 0.239 124.3/184.4 0.036
Stage (RAI) 0 28 92) 71)
I 14 oD 184.4

X I 37 (96) 0.899 81.1 0.010
Stage (RAI) 0-1 42 (C2))] 184.4

X I 37 (96) 0.702 81.1 0.003
Kemik iligi tutulum tipi ~ Diffiiz / nodiiler 34/45  (98)/(72) 0.112 79.2/184.4 0.027
Kemik iligi lenfosit %  >40/<40 70/9 (75)/(80) 0.311 124.3/(71) 0.334
B2-mikrogloblin >3.5/<3.5 39/40  (97)/(88) 0.378 124.3/(62) 0.161
LDH (IU/L) <480 />480 65/14  (92)/(67) 0.952 184.4/79.2 0.055
C-reactive protein >5/<§ 16/63  (80)/(97) 0.125 124.3/184.4 0.907
(mg/L)
Albumin >3.5/<3.5 40/39  (84)/(97) 0.378 124.3/(62) 0.161
CD38 X >20/<20 15/42  (50)/(91) 0.962 49.3/(60) 0.000
ZAP70 >5/<5 5/57 (100)/(90) 0.654 35.4/124.3 0.073
FMC7 >20/<20 36/31  (80)/(79) 0.121 184.4/124.3 0.831
17p13.1 p53 3/76 (100)/(93) 0.733 (68)/158.6 0.874
11q 22.3 ATM 6/73 (100)/(93) 0.636 49.3/158.6 0.113
13q14.3 21/58  (90)/(95) 0.610 (60)/158.6 0.347
Cepl2(D12Z3) 5/74 (100)/(93) 0.154 76/158.6 0.486
TCL-1 62/17  (95)/(90) 0.859 124.3/(74) 0.043
BCL-2 50/29  (93)/(90) 0.994 124.3/(72) 0.551
BAX 48/31  (89)/(100) 0.522 158.6/(52) 0.853

* Median (year), OS: Total sag kalim; EFS: Olaysiz sag kalim, LDH, Laktik dehidrogenaz.

Degerlendirmeye alinan tek degiskenli analizde 15 yillik olaysiz sag kalimi
etkileyen yas, evre (RAI 0-LII), kemik iligi tutulum tipi, CD38, TCL-1 ¢ok degiskenli
analizde degerlendirildiginde (Cox proportional hazard model backward); evre RAI 0-
LIT (p=0.035,RR=0.352) (Sekil 6) kemik iligi tutulumu tipi nodiiler/diffiiz (p=0.019,
RR=3.055) (Sekil 7), CD38 (p=0.001, RR=0.228) (Sekil 8) anlamli olarak kalmistir
(Tablo 12).
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Sekil 6. RAI evre 0-1 ve RAI evre 11 ile olaysiz sag kalim arasindaki iligki
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Sekil 7. RAI evre 0,111 hastalarin kemik iligi tutulum tipi ile olaysiz sag kalim arasindaki iliski
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Sekil 8. RAI evre 0,111 hastalarin CD 38 orani ile olaysiz sag kalim arasindaki iligki

Tablo 12. Erken evre 79 KLL hastasinin ¢ok degiskenli analizi (Cox proportional hazard model
backward)

TFS
Covariable Exp (B) 95% Confidence  Significance
Relative risk  interval
Yag <65 />65 1.868 0.682-5.117 0.224
Stage (RAI) 0 -I/IT 0.352 0.133-0.928 0.035
Kemik iligi tutulumu N/D 3.055 1.198-7.790 0.019
CD 38 0.228 0.094-0.553 0.001
TCL-1 0.631 0.078-5.129 0.667

TFS: Olaysiz sag kalim

Birinci basamak tedavi alan 46 KLL hastasinin tedavi sonrasi olaysiz sag
kalimi 82.4 ay olarak belirlendi. Hastalarin 15 tanesi alkilleyici, 31 tanesi fludarabin
bazli tedavi almisti. Hastalarin 28 tanesi RAI evre 0-11, 14 tanesi RAI evre III-IV olarak
tespit edildi. Birinci basamak tedavi alan hasta grubunda olaysiz sag kalim ile cinsiyet,
yas, RAI evresi (0-2/3,4), kemik iligi tutulum tipi, kemik iligi lenfosit yiizdesi arasinda
anlaml iligki saptanmadi. Ayni zamanda laboratuvar degerlerinden (B2M, LDH,
albumin), akim sitometrik belirte¢ler (CD 38, ZAP70, FMC7), sitogenetik 6zellikler ve
TCL-1, BCL-2, BAX ekspresyonlari ile aralarinda anlamli iligki gdsterilemedi.
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Buna karsin sadece CRP tedavi sonrasi olaysiz sag kalim arasinda anlamli iliski

saptand1 (p=0.013) (Tablo 13).

Tablo 13. First line (F/Alk) tedavi alan KLL hastalarinda TCL-1, BCL-2 ve BAX pozitifligi ile

klinik ve laboratuvar paremetrelerinin olaysiz sag kalim {izerine etkisi (Tek degiskenli analiz/

Logrank test)
n Median OS Log Rank
mo (10 yr %) p-value

Tlim Hastalar 46 82.4
Cinsiyet Kadin / Erkek  23/23 60.9/89.3 0.514
Yas <65/ >65 30/16 82.4/89.3 0.917
Stage (RAI) 0-2 28 (70)

34 14 63.6 0.053
Kemik Iligi Diffiiz / nodiiler 26/20 89.3/60.8 0.433
tutulumu
Kemik fligi >40/<40 43/3 59.3/(100) 0.075
lenfosit %
B2-mikrogloblin >3.5/<3.5 37/9 63.6/82.4 0.749
LDH (IU/L) <480 />480 31/15 82.4/63.6 0.528
C-reactive >5/<5 17/29 59.3/89.3 0.013
protein (mg/L)
Albumin >3.5/<3.5 9/37 82.4/63.6 0.749
CD 38 >20/<20 18/19 60.9/89.3 0.532
ZAP70 >5/<5 5/33 60.8/89.3 0.203
FMC7 >20/<20 20/20 89.3/63.6 0.987
17p 13.1 p53 1/45 (100)/63.6 0.678
119 22.3 ATM 4/42 35.6/82.4 0.457
13q14.3 7/39 46.3/82.4 0.617
Cepl12(D12Z3) 3/43 60.9/82.4 0.926
TCL-1 32/14 82.4/63.6 0.261
BCL-2 27/19 63.6/89.3 0.453
BAX 28/18 89.3/63.6 0.641
Tedavi Alkilleyici/F 15/31 121.8/63.6 0.378

baze

* Median (y1l), OS: Olaysiz sagkalim, LDH, Laktik dehidrogenaz
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Hastalara ait kemik iligi Orneklerinden hig¢birinde MCL-1 pozitifligi
saptanmadi. Sadece 3 hastada 17p delesyonu olmasi ve 3 hastanin kemik iligi 6rneginde
pozitif boyanma mevcuttu. Kontrol grubuna ait kemik iligi 6rneklerinde TCL-1,
MCL-1, BCL-2, BAX,P53 pozitifligi goriilmedi. Bu nedenden dolay1r bu gruplar
istatistiksel degerlendirmeye tabi tutulmadi.



5. TARTISMA

Kronik lenfositik 16semi patofizyolojisinde artmus proliferasyondan ¢ok defektif
apopitozun varligi ve dneminden bahsedilmektedir. Bu tespitler KLL de caligsmalari
apoptoz ve teadavileri de apoptoz temelli tedavilere yonlendirmistir. KLLL’dogal klinik
seyri, eslik eden genetik ve biyolojik farkliliklar nedeniyle degiskendir. Bu nedenle,
bireysel risk degerlendirmesinde molekiiler ve biyolojik prognostik belirtecler 6nem
tasimaktadir.

Bu c¢alismada amacimiz KLL hastalarinda tani ve takipde Onemi olan
prognostik belirtecleri arastirmak ve klinik bulgularla korelasyonun olup olmadigini
belirlemektir. Bu nedenle KLL hastalarmin kemik iligi 6rneklerinde Mcl-1, TCL-1,
Bax, Bcl-2, p53, CD20 ve CD52 ekpresyonlarini arastirdik.

Calismamizda hastalarin = %85’inin  ECOG I-II olmasi ¢ogu hastanin
asemptomatik ve yapilan rutin tetkiklerle bagvurdugunu ve tani aldigini gostermektedir.
Hastalarin 21 tanesinin evre 3-4 olmasina ragmen toplamda 46 hastanin tedavi almis
olmasi hastalarin bir kisminin takipleri siiresince tedaviye ihtiya¢c duydugunu veya evre
dis1 tedavi endikasyonlarinin gelistigini gostermektedir. 100 hastanin %41’inde FISH
yontemi ile sitogenetik anomali tespit edilmigtir. 13q14.3 delesyonu 25(%25) hastada
saptanmigtir. Literatiirdede en sik goriilen kromozom anomalisi 13q14.3(19) tiir.
Sonuglar literatiir ile uyumludur.

KLL ileri yas grubunda daha sik goriilmesine karsin daha geng hastalarda daha
kotii seyretmektedir (105). Nitekim c¢alismamizda, 65 yas alti hastalarda 15 yillik
olaysiz sag kalim 124.3 ay, 65 yas iistii hastalarda 15 yillik olaysiz sag kalim 184.4 ay
saptandi. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.036).

RAI evre 0 olan 28 hastanin olaysiz sag kalimi %71, evre I olan 14 hastanin
olaysiz sag kalimi 184.4 ay, evre II olan 37 hastanin olaysiz sag kalimi 81.1 ay olarak
saptand1 (p=0.010). Hastalar RAI evre 0-1 ve RAI evre II olarak gruplandirildiginda ise
RAI evre 0-I olan 42 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi 184,4 ay, RAI evre II olan 37
hastanin 15 yillik olaysiz sag kalim 81,1 ay olarak saptandi (p=0.003).
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Evre ile olaysiz sag kalim arasinda anlamli iligki saptanmistir. Bu bulgular
literatiirdeki diger ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur (106).

Kemik iligi tutulum tipi diffiiz olan 34 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi 79.2
ay, nodiiler olan 45 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi 184.4 ay olarak saptandi
(p=0.027). Bulunan sonug istatistiksel olarak anlamliydi. Kemik iligi tutulum tipinin
prognoza olumsuz etkisi oldugunu belirten ¢aligmalar ile bulgularimiz ile uyumludur
(107,108).

CD38 expresyonu >20 olan 15 hastanin 15 yillik olaysiz sag kalimi 49.3 ay,
CD38 degeri <20 olan 42 hastanin olaysiz sag kalimi1 %60 olarak saptandi (p=0.000).
CD38 ekspresyonu KLL hastalarinda kotii prognostik belirteglerdendir. Rassenti ve ark
(109) 705 hastada yaptiklar1 ¢alismada CD38 (+) 333 hastada tedaviye kadar gegen
siireyi 4 yil CD38 (-) 374 hastada 5,7 yil olarak saptamistir (p<<0.001). Sonuglarla
uyumlu literatiirde bir¢ok ¢alisma mevcuttur (110).

TCL-1’in B hiicre tiimoérlerinin gelisiminde énemli bir etkisinin oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Bichi ve ark (98) B ve T hiicrelerinin differasyonunda belirli
evrelerde gorev alan TCL-1 proteinini ekspresse eden transgenik farelerin agresif B
KLL gelisimine sebep oldugunu deneysel ¢aligmalarda gostermislerdir. Efenov ve ark.
(111) yapmis olduklar1 calismada ise B hiicrelerine spesifik promoterler farelere
verildikten 16-20 ay sonra bu farelerde B hiicreli KLL benzeri hastalik tablosu
olugmustur. Aggarwall ve ark (112) yapmis oldugu 9 Burkitt lenfoma, 36 Diffiiz Biiyiik
B hiicreli lenfoma, 38 mantle hiicreli lenfoma, 38 KLL, 33 follikiiler lenfoma, 6 nodal
marginal zon lenfoma, 27 splenik marginal zon lenfomay1 igeren toplam 187 vakali B
hiicre tiimoérlerinde TCL-1 ekspresyonu ve klinik degiskenlik ¢aligmasinda tiim
vakalarda TCL-1 ekspresyonu goriilmiis mevcut ¢aligmalar B hiicre timorlerinde TCL-
1 in 6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu kanitlamistir.

B hiicre tiimorlerinin gelisim mekanizmasinda 6nemli bir yeri olan TCL-1
proteinin bu etkiyi hangi mekanizmalar yoluyla ortaya ¢ikardig: ise heniiz net olarak
aydinlatilmamistir. Pekarsky ve ark (97) TCL-1 in T hiicrelerinde kritik antiapopitotik
molekiil olan Akt onkoproteininin kofaktorii oldugunu gostermislerdir. Malstrom ve ark
(113) ise trangenik farelerin timosit kiltlirlerinde yaptiklar1 deneysel caligmalarla T
hiicrelerinde siirekli olarak Akt ekspresse edilmesiyle T hiicre 16semilerinin gelistigini

yayimlamislardir.
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Ancak Suzuki ve ark’nin (114) fare B hiicrelerinde yaptiklar1 caligmada timor
baskilayict gen olan Pten’in delesyonu ile Akt’nin kuvvetli sekilde aktive edildigini
saptamalar1 fakat bu farelerde B hiicre malignitelerinin gelismemesi TCL-1’in Akt
aktivasyonu disinda farkli bir yolak ile B CLL’ye neden olabilecegini diisiindiirmesine
sebep olmustur. TCL-1’in farkli bir yolak ile B hiicre tiimorlerine yol actiginin
diisiiniilmesi ilgili olarak Pekarsky ve ark (100) trangenik fare modellerinde yapmis
olduklar calismada B KLL’de NFkB yolaginin 6nemli olduguna vurgu yapmuslardir.
Planalles ve ark (115) trangenik fare modellerinde yapmis oldugu calismada NFxB
aktivasyonunda yer alan TNF ailesinin bir iiyesi olan proliferasyon-indiikleyici TNF
ligandinin (APRIL) transgenik ekspresyonun CDS5(+) B hiicrelerinde anlamli artisa
neden olmast NFkB yolaginin TCL-1’in etkisinde Onemli bir yere sahip oldugunu
destekler niteliktedir. Pekarsky ve ark (116) ise transgenik fare modellerine ait
calismalardan sonra 600 KLL orneginin mRNA sinda yapmig olduklart insan
calismasinda ise TCL-1'in NFxkB bagmli transkripsiyonu indiikledigini ve
transkripsiyonel komplekslerde direkt yer alarak aktive protein 1 (AP-1) bagimlh
transkripsiyonu baskiladigin1 rapor etmislerdir. Cogu B KLL hiicresinin prolifere
olmamast (117,118) bu hiicrelerde TCL-1" in AP-1 aracili apoptozun inhibisyonu ve
NFxB yolaginin aktivasyonu ile hiicre sag kaliminin arttigina isaret etmektedir seklinde
yorumlanmistir (116). Ancak Efenov ve ark (111) yapmis olduklari B hiicrelerine
spesifik promoterler farelere verildikten 16-20 ay sonra bu farelerde B hiicreli KLL
benzeri hastalik tablosu olusturdugu calismada ise dalak ve lenf nodlarinda yapilan
immiinfenotiplemede elde edilen CD5 ve CD23 (+) hiicrelerde Akt fosforilasyon
seviyelerinin anlamli miktarda artig1 gozlemlenmis ve aymi calismada deneysel
farelerde insanlardaki KLL ye benzeyen hipoimmiinglobulinemi, anormal sitokin
seviyeleri ve bozulmus immiin cevap tablosu gosterilmistir. Bu bulgular insanlardaki B
hiicreli KLL ve farelerdeki TCL1 ile iligkili B hiicreli KLL arasinda biyokimyasal ve
immiinolojik benzerlikler ortaya koymustur.

Herling ve ark (119) 213 KLL vakasinda yapmis olduklar1 ¢alismada vakalarin
%90’1nda TCL-1 ekspresyonunun oldugunu, ancak bu ekspresyon miktarinin ise farkli
miktarlarda oldugunu raporlandirmiglardir. Aggarwall ve ark (112) ise 187 vakali B
hiicre tiimdrlerinde TCL-1 ekspresyonunu inceleyen ¢alismada TCL-1’in en yliksek

olarak burkitt lenfoma olgularinda ekspresse oldugunu rapor etmislerdir (112).
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Literatiirde farkli yontemlerle KLL de ve diger B hiicre tiimdrlerinde TCL-1
ekspresyonu ile klinik paremetreler arasindaki iliskiyi belirlemek amaglh c¢esitli
calismalar yayimlanmistir. Ramuz ve ark (120) 31 Diffiiz Biiyiik B hiicreli lenfoma ve
21 follikiiler lenfoma hastasinin biyopsi Orneklerinde (DNA- microarrays) TCL-1
mRNA ekspresyonu ile Diffliz Biiyiikk B hiicreli lenfoma hastalarinda niiks arasinda
iliskili bulmustur. Aggarwall ve ark (112) 187 vakali ¢alismada TCL-1 eksprsyonunun
en fazla ekspresyonun en fazla agresif lenfoma formu olan burkitt lenfomada oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 calismadnin klinik korelasyon sonucunda mantle hiicreli lenfomada
daha kisa sag kalim goriilmstiir. Pekarsky ve ark (121) 23 indolent, 25 agresif, 32 11q
delesyonu igeren agresif KLL o6zelikleri iceren hasta grubunda yaptiklar1 ¢aligmada
agresif KLL formlarmin asirn1 diizeyde TCL-1 ekspresse ettigini gdstermislerdir. Bu
sonuclar agresif KLL formunun gelisiminde TCL-1" in 6zellikle 6nemli olduguna isaret
etmektedir.

Herling ve ark (122) 2009 yilinda yayimlanan 70 hastada BCR uyarilmasina
invitro yanit ve TCL-1 diizeyleri ile olan iliskisi ¢aligmasinda yiiksek TCL-1 diizeyleri
kisa progresyonsuz sag kalim ile iliskili (tahimni p<0.001) oldugu tespit edilmistir.
Aggarwall ve ark. (112) yapmis oldugu 187 vakali caligmada ise KLL de TCL-1’in asir1
ekspresyonu olan vakalarin daha kisa siirede tedavi ihtiyaci oldugunu ve TCL-1’in asir1
ekspresyonun prognostik 6nemi gosterilmistir. Mahmoud ve ark (123) PCR yontemi
kullanilarak 96 erkek 48’1 kadin 144 KLL hastasinin doku 6rneklerinden TCL-1 mRNA
diizeyleri 6l¢iimiinde (100 periferik kan,21 kemik iligi,16 lenf nodu,7 dalak dokusuna
ait 0rnek) yiiksek TCL-1 mRNA ekspresyonlar1 olan vakalarin ortalama sagkalimini 7
yil, diisiik TCL-1 mRNA ekspresyonlar1 olan vakalarin ortalama sagkalimmi 12,2 yil
olarak yayinlamiglardir. Bizim ¢aligmamizda ise 100 KLL hastaninin kemik iligi
biyopsilerini immiinohistokimyasal yontemle yapilan degerlendirmesinde 70(%70)
hastada TCL-1 pozitifligi saptanmis, TCL-1 ekspresyonu pozitif olan 62 erken evre
KLL hastasinin 15 yillik olaysiz sag kalimi 124.3 ay, TCL-1 negatif olan 17 hastanin 15
yillik olaysiz sag kalimi %74 olarak olarak saptanmistir (p=0.0043). Bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup literatiir ile uyumludur. Bu calismalar,
calismamizda bulunan TCL-1 pozitif KLL olgularindaki olaysiz sag kalimin TCL-1

negatif olanlara gore kisa oldugunu desteklemektedir.
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Herling ve ark’min (122) 2009 yilinda yayimlanan 70 hastada BCR
uyarilmasina invitro yanit ve TCL-1 diizeyleri ile olan iligkisi ¢aligmasinin sub grup
analizlerinde yiiksek TCL-1 diizeyleri ileri klinik evre, agresif hastalik, yiiksek 16kosit
sayisi, kisa lenfosit katlanma siiresi gibi agresif hastalik oOzellikleri ile iligkli
bulunmustur. KLL deki kotii prognostik faktorlerden olan bu degiskenler TCL-1
ekspresyonu arasinda bizim c¢alismamizda istatistiksel olarak anlamh iligki
bulunamamistir. Bu sonug vaka sayimizin azligi ile iligkili olabilir.

Herling ve ark (119) 213 KLL vakasinda yapmig olduklar1 ¢alismada TCL-1
ekspresyonu ile ZAP70 ekspresyonu (p=0.007), U-KLL (p=0.005), 11q22-23 delesyonu
(p=0.04) ile iligkili olarak bulmuslardir. Ancak Rebekah ve ark (124) progresif KLL si
olan tedavi edilmemis 64 hastanin degerlendirilebilen 51’ inde hastalarda tedavi dncesi
periferik kan mononiikleer hiicre 6rneklerinde TCL-1 diizeyini 6lgerek yapmis olduklari
calismada Onceden belirlenen risk faktorleri ile TCL-1 ekspresyonu arasinda anlamli
iliski bulamamaislardir ve tedavi 6ncesi risk faktorleri olarak; 70 tizerinde yas1 (p=0.59),
cinsiyeti (p=0.67), del (17p) veya del (11q) interfaz sitogenetik anormalliklerinin
meydana geligini (p=0.15), IgVH mutasyon durumunu (p= 0.94), hiicrelerin %20’den
fazlasinda ZAP-70 ekspresyonunu (p=0.51) veya %30’un iizerinde CD38
ekspresyonunu degerlendirmislerdir (p=0.40). Bizim c¢alismamizda da TCL-1
ekspresyonu ile hastalarin akim sitometri belirteglerinden CD38 (> %20 ve < %?20),
ZAP 70 (>% 5 ve < %5), FMC7 diizeyi (>%20 ve <%?20) ayrica sitogenetik ozellikler,
evre (RAI), yas, cinsiyet ve laboratuar bulgular ile anlamli iliski saptanmamuistir.

Rebekah ve ark (124) progresif KLL’si olan tedavi edilmemis 64 hastanin
degerlendirilebilen 51 hastada yapmis olduklar1 calismada 6 aylik tedavi dongiisii
sonrasinda ayni1 hasta grubunda tedavi sonrasi periferik kan mononiikleer hiicre
orneklerinde TCL-1 diizeyini 0lgmiis TCL-1 diizeyleri ile tedavi sonuglar1 arasinda
anlaml 1iliski gostermistir. Azalmigs TCL-1 ekspresyonu gosteren hastalarin NCI
kriterlerine gore tam yanita ulasmasinin daha olasi oldugu 6ne stiriilmiistiir (%49’a kars1
%19; p=0.064). Medyan PFS TCL-1’1 <0.275 olanlara kars1 artmig TCL-1 ekspresyonu
gosteren hastalarda daha kisa gibi goriinmistiir (20.3 aya karsi 32.6 ay; p = 0.199). Bu
farklar istatistiksel anlamliliga ulagmamis olmasina karsin, egrilerde ve karsilik gelen
medyanlarda gozlenen farklar bu yeni belirtecin daha iyi istatistiksel giice sahip daha

biiylik caligsmalarda aragtirilmasini desteklemektedir seklinde yorumlanmastir.
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Mevcut sonuglar TCL-1 pozitifliginin KLL de kétii bir belirte¢ oldugunu
desteklemekte ve calismamizda bulanan TCL-1 pozitif hastalardaki kisa olaysiz sag
kalim siiresini ve tedaviye ihtiyacin daha kisa silirede olustugunu gosteren calisma
sonuglarini destekler niteliktedir.

Mahmoud ve ark (123) PCR yontemi kullanilarak 96 erkek 48’1 kadin 144 KLL
hastasinin doku orneklerinden TCL-1 mRNA diizeyleri 6l¢iimiinde TCL-1 mRNA
diizeyt IGVH 3-21 mutasyonu goriilmeyen 21 hastada anlamli derecede yliksek
oldugunu tespit etmislerdir. Herling ve arkadaslar1 (119) 213 KLL vakasinda yapmis
olduklar1 ¢alismada yiiksek TCL-1 ekspresyonunu U-KLL (p=0.005) ile iligkili olarak
bulmuslardir. Herling ve ark da (122) 70 hastada BCR uyarilmasina invitro yanit ve
TCL-1 diizeyleri ile olan iligkisi ¢alismasininin sub grup analizlerinde U-KLL
olgularinda TCL-1 diizeyi yliksek bulmustur. KLL de koétii prognostik 6zelliklerden U-
KLL de TCL-1 ekspresyonun yiiksek bulunmasi ile ilgili bu korelasyon TCL-1’in
olumsuz bir prognoz belirleyici olarak kullanilma durumunu desteklemektedir.

Mahmoud ve ark (119) 144, Pekarsky ve ark (121) 70, Herling ve ark
(122,123) 213 ve 70 vakali ayr1 iki caligmasinda, TCL-1 ekspresyonlar1 ile 11q
delesyonu olan hasta gruplarinda TCL-1 ekspresyonunu yiiksek oldugunu
yayimlamiglardir. Bizim ¢alismamizda ise TCL-1 ekspresyonu ile 11q delesyonu ile
aralarinda anlamli iliski bulunamamustir. Calismamizda 100 hastadan sadece 7
tanesinde goriilen 11q delesyonu ile anlamli korelesyon kurulamamasi 11 q delesyonu
olan vaka sayisinin azligindan kaynaklandigi diistindiirmiistiir.

BCR sinyal mekanizmasinda protein kinaz C ailesinin 10 farkli izoenziminden
biri olan ve KLL patogenezinde direk etkili olan protein kinaz C beta KLL de kotii
prognoz ile iliskilendirilmistir (125,126). Herling ve ark (122) 2009 yilinda yayimlanan
calismasinda BCR diizeyi ile TCL-1 arasinda iliski tespit edilmis ve BCR iliskli
kinazlarin tedavide yardimci olabilecegine dair goriis belirtilmistir. Holler ve ark
yapmis olduklar1 ¢alismada ise (127) TCL-1’in etkisinde rolii oldugu diisiiniilen Akt ve
ayrica protein kinaz c betanin sinerjitik inhibitorii olan enzastaurin’nin 19 KLL
orneginde apopitozu indiikledigi goriilmiis ve yeni teraopatik ajanlar i¢in umut vaat

etmistir.
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Calismamizdaki RAI evresi ile BCL-2 ve BAX ekspresyonu iliski
saptanmamustir. Saxena ve ark (128) 51 KLL hastasinin periferik kan lenfositlerinde
western blot analizi ile yapilan galismasinda BCL-2 ve BAX ekspresyonlari ile RAI
evresi arasinda anlaml iliski saptamamustir. Benzer bulgular Binet JL ve ark (129),
Kitada S ve ark (130), Robertson Le ve ark (131), Gottardi ve ark (132) tarafindan
yapilan ¢alismalarda da BCL-2 ve BAX ekspresyonlari ile RAI evresi arasinda anlamli
iligki saptamamistir. Saxena ve ark (128) 51 KLL hastasinin periferik kan
lenfositlerinde western blot analizi ile yapilan ¢alismasinin multivarite analizlerinde
BCL-2 ve BAX ekspresyonlar1 ile tedaviye kadar gecen siire arasinda iligki

saptanmamistir.



6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak TCL-1 KLL hastalarinda prognostik bir belirte¢ olarak kabul
edilebilir. Hastaligin progresyonu ve takibinde yol gosterici olabilir. TCL-1 yolagi
inhibisyonu ve BCR iligkili yolaklarda inhibisyon yapan ilag ve mekanizmalar KLL’de
hastaligin  klinik gidisini degistirebilir. Bunun i¢in genis serili vaka kontrollii
caligmalarin yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

MCL-1 pozitifligi hicbir KLL ve kontrol biyopsi grubu orneklerinde
goriilmedigi i¢in istatistiki degerlendirme disinda birakilmistir. Projemizde p53
ekspresyonu ile ilgili degerlendirme sadece 3 hastada 17p delesyonu olmasi ve 3
hastanin kemik iligi Orneginde pozitif boyanma olmasi nedeni ile p53 istatistiki
degerlendirmeye alinmamistir. CD20/CD52 oran1 yer almasina ragmen teknik
nedenlerden CD52 calisilamamistir. CD52 calisilamamasi nedeni ile CD 20 de

degerlendirme kapsami disinda tutulmustur.
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