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KISALTMALAR

KLL: Kronik Lenfositik Losemi

IlgVH: immiinglobulin agir zincir degisken bélgesi

ZAP — 70 : Zeta zinciri iligkili protein 70

THR: T hiicre resoptori (T Cell Reseptor)

NK: Natural killer

Ki: Kemik iligi

LGL : Large Grantler Lymphocyte

MHC: Major Histocompatibility Complex

Th : Yardimcl T hiicre (T Helper Hiicre)

Va24: Variable alfa zinciri

Treg : T reglilator

GVHD : Graft Versus Host Diseas

BHR : B hiicre reseptori (B Cell Resoptor)

NKT : Natural killer benzeri T hicresi

NCI — WG : National Cancer Isntitute-Working Group

LKS : Lenfosit katlanma suresi

B,MG : B, mikroglobulin



TK : Timidin kinaz

LDH : Laktat Dehidrogenaz

sCD23 : Solubl CD23

ATM : Ataksi Telanjektazi Mutasyonu

IL : interlokin

TNFa : Timor Nekroz Faktor-Alfa (Tumor Nekrosis Factor — Alfa)

ICAM 1 : intraseliiler Adezyon Molekiilii 1

VEGF : Vaskiler Endotelyal biyliime faktori

ITAM : immiinoresoptor Tirozin Aktivasyon Motifleri

RT — PCR : Ters Transkriptaz- Polimerize Zincir reaksiyonu

FALS : Onden sacilim (Forwart Angle Light Scatter)

RALS : Yandan sacilim (Right Angle Light Scatter)

FL1 : Yesil Floresans

FL2 : Kirmizi Fl6resans

PBS : Fosfat’la Tampolanmis Tuz

FISH : Fléresans in situ hibridizasyon

DNA : Deoksiribonukleik asit

kDa : Kilo Dalton



TABLOLAR

Tablo 1 : NCIWG’ nin KLL tani Kriterleri

Tablo 2 : KLL’de RAI Evrelemesi

Tablo 3 : KLL’de BINET Evrelemesi

Tablo 4: Calismaya Katilan KLL Hastalarinin Cinsiyet ve Yas Dagilimi

Tablo 5: Calismaya Katilan KLL Hastalarinin Klinik Ozellikleri
Tablo 6: ZAP70 Pozitif/Negatif Gruplarin Kan Sayimi, LDH, Rai Evresine Gore Dagilimi

Tablo 7: CD38 Pozitif / Negatif Gruplarin Kan Sayimi, LDH, Rai Evresine Gore Dagilimi



1.GiRi$ VE AMAC

Kronik lenfositik 16semi, eriskinlerde en sik goriilen I6semi tipi olup; klinik seyri son
derece degiskendir. Bazi hastalarda yavas seyirli bir klinik gidis gortliirken, kimi hastalarda
ise tanidan kisa bir slire sonra tedavi gereksinimi dogar. Toplam sagkalim suiresi hastanin
basvuru sirasindaki klinik evresine bagl olarak aylar ile sinirli olabilecegi gibi onyillarla

ifade edilebelecek kadar uzun olabilir.

Kronik lenfositik l6semi tanili bazi hastalarda klinik evreden ve gilinlimiiz kosullarinda
bilinen birtakim belirteclerden bagimsiz olarak ¢ok hizli bir gidis ve tedavilere yanitsizlik
gozlenebilmektedir. Konuyla ilgili olarak ilk kez 1975 yilinda Rai ve Binet tarafindan bir
siniflama sistemi gelistirilmistir. GlUnimizde de hemen hemen bitiin merkezlerde
standart olarak kullanilan bu siniflama sistemlerinin en 6nemli eksikligi 6zellikle erken
evre vakalarda sinirh kalmasidir. Oysa erken evre olarak basvuran olgularin yaklasik %30-
40’1 ileri evrelere gecmekte ve hastalik nedeniyle yasamlarini yitirebilmektedir. Ozellikle
geng yasta tani alan hastalarda hastaligin nasil gidecegine dair ipuclarina siddetle ihtiyac
vardir. Konuyla ilgili olarak yapilan bircok ¢alismada bir takim klinik ve laboratuar

belirteclerin erken donemde prognozu belirlemeye yardimci olabilecegi gosterilmistir.

Son vyillarda erken donem hastaligin gidisini belirlemede kullanilan en &nemli
belirteclerden biri imminoglobulin agir zincir degisken bdlgesindeki (IgVH) somatik
mutasyon olup olmamasidir. KLL vakalarinda IgVH mutasyonu gosterenler iyi bir klinik
gidis gostermesine karsilik mutasyona ugramayanlar mevcut kemoterapotik ajanlara
cevap vermeyerek kotl bir gidis gostermektedir. Bununla birlikte IgVH gen dizisinin
belirlenmesi ve mutasyon varliginin arastirilmasi ¢cok az sayidaki laboratuvarda teknik
olarak miimkiindtr. Ayrica molekdler genotipik analiz pahali bir ydntem oldugundan rutin
inceleme ve takip yontemi olarak kullaniimamaktadir. Bu nedenle yeni calismalar bu

mutasyon varligini gosterebilecek farkli yontemler Gzerine yogunlasmistir.

Kronik lenfositer l6semi’de zeta iliskili protein (ZAP70) ifadelenmesi prognozu
belirlemede kullanilan bir diger belirtectir.  ZAP70, T hiicrede sinyal iletiminin
baslamasinda 6nemli rol oynayan T hiicre reseptor (THR) sinyal ileti sisteminde gorevli bir
protein tirozin kinazdir. Cesitli klinik ¢calismalarda ZAP70 ifadelenmesi pozitif hastalarda
hastaligin hizli bir seyir izledigi ve bu hastalarda tedavisiz gecen sirecin kisa, tedavi
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ihtiyacinin  yuksek, sagkalimin disik oldugu bildirilmistir. Son d&nemde yapilan
arastirmalar KLL hiicrelerinde saptanan ZAP70 ifadelenmesi ile IgVH mutasyonu arasinda
bir iliskili oldugunu gdstermistir. Bu durum her iki belirtecinde hastaligin prognozunu

belirlemede kullanabilecegimize dair ipugu vermektedir.

Durig ve arkadaslari yiksek CD38 ifadelenmesi ve hastalik seyri arasinda ters bir iliski
oldugunu tespit etmisir.  Ozellikle ¢cok yiiksek CD38 ifadelenmesi olan hastalarda
hastaligin son derece kotl seyrettigi gosterilen bu calismada CD38 ifadelenmesin KLL'li
hastalarda bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri strtlmustiir. Damle ve arkadaslari ise
IgVH mutasyonuna ugramis hicrelerde CD38 ifadelenmesinin disik oldugu saptamislar
ve bunun sonucunda IgVH mutasyonunu goéstermede CD38 ifadelenmesinin
kullanilabilecegi one sirmuslerdir. Ancak bu durum diger calismalarda gosterilememis,
IgVH mutasyonu ve CD38 ifadelenmesi birbirinden bagimsiz prognostik faktorler olarak

kabul edilmistir.

B lenfoid hiicrelerin farkhlasmasinda ve hayatta kalmalarinda 6nemli rol oynadigl
gosterilen CD138’ in de bircok calismada, hastaligin ilerlemesinde etkili oldugu

gosterilmistir.

Dogal bagisiklik elamani olan Natural killer(NK) hiicreleri CD16 ve CD56 ifadelenmesi
gosterirler. Bu hiicrelerde CD3 ifadelenmesi yoktur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
B-KLL hastalarinin periferik kanlarinda CD3(+) ve CD56(+) olan Natural killer benzeri(NKT)
hiicreler tespit edilmistir. Bu hicrelerin varligi KLL hastalarinda bozulmus sitotoksite
nedeni olarak ileri striilmektedir. Bu calismalara dayanilarak CD16 ve CD56 nin da erken

evre KLL hastalarda prognozu belirlemede kullanilabilecegi distinGImustr.

Bu tez calismasinin amaci, yeni tani almis veya 6nceden tani almis ancak halen
tedavisiz izlemde olan KLL hastalarinin, kemik iligi aspirasyonlarindan alinan kan
orneklerinde yeni prognostik belirtecler olarak kabul edilen ZAP70 ve CD38-CD138-CD56-
CD16 gibi hiicre ylizey antijen dizeylerinin evre ve hastalik seyri arasindaki iliskiyi

arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1.LENFOSITLER

immiin sistemin temel hiicre gruplarindan olan lenfositler kandaki cekirdekli
hicrelerin ortalama %25’ini olustururlar. Yasa gore farkh oranlarda saptanmaktadirlar.
Boyutca kiicik lenfositler 7-10 um c¢apinda cekirdekleri daha koyu renkle boyanan
hiicreler iken daha buyik boyutlu, LGL (Large Granular Lymphocyte) olanlar 10-12 um

capinda, sitoplazmalari daha genis ve granilli hicrelerdir.

Cevre kaninda dolasan lenfosit alt gruplarini kabaca T, B ve NK (Dogal 6ldirici)
hiicreler olarak siniflandirabiliriz. Kanda dolasan lenfositlerin ortalama %80’ini T hiicre,
%10’unu B hiicre geri kalan %10’unu ise NK hicreler olusturmaktadir. Bu oranlar
hiicrelerin alindigi dokuya gore degisebilmektedir. Timusta hiicrelerin nerede ise %901 T
hiicre iken dalak ve lenf nodunda %30-40 oraninda T hiicre gorilmekte, B hiicreler daha

baskin oranda (%60-70) izlenmektedir(1).

2.1.1.T Lenfositler

T hicreler kemik iliginde olusan prekiirsér hicrelerin  timusta farkhlasmasi,
olgunlasmasi sonrasinda g¢evre kanina cikarlar. T hiicreler, immin yanittaki rollerinin yani
sira CD4 veya CD8 tasima Ozelliklerine gore alt gruplara ayrilirlar. CD4 tasiyan T helper
hiicrelerinin antikor salinimina yardim ederek immin yanitta rol aldiklari, CD8 tasiyan
hicrelerin ise sitotoksik T lenfositler olduklari disinilse de son vyillarda yapilan

arastirmalara gore durum daha karmasik hale gelmistir. Glinimiizde THR(T hiicre

reseptord) ile etkilesimlerine gére ayirim yapilmasi uygun gorulmastir. CD4+T lenfositler
MHC Sinif II aracihgi ile antijen tanirken, CD8 hiicreler MHC Sinif | aracilig ile antijen
tanimaktadirlar. T lenfositler salgiladiklari sitokin profili ile de uyumlu olarak ThO, Thi,
Th2, Th17 gibi alt gruplara da ayrilmaktadirlar. Dolasimdaki T hicrelerin yaklagik %95’i
THR alfa/beta pozitiftir, CD4 ya da CD8 pozitifligi tasimayan <%5 oranindaki T lenfositler
ise THR gamma/delta pozitiftirler. NKT hicreleri olarak adlandirilan bir alt grup ise CD4 ya
da CDS8 ile birlikte tek bir V (variable) alfa zinciri (Va24) tasirlar, antijenik yapilari MHC
Uzerinden degil dendritik hiicreler Gzerinde var olan CDla lzerinden tanirlar. Eriskin
kaninda %1-4 oraninda saptanabilen Treg (T regilator) hiicreler ise bir diger alt gruptur.
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Treg hicrelerin immiin yanit diizenlenmesinde etkin rol aldiklari, otoimmunite olgularinda
azalirken kanserde arttiklari, GVHD (Graft versus Host Disease) olusmasinda da rolleri

oldugu bildirilmektedir.

2.1.2.B Lenfositler

B hicreler 7-10 um c¢apinda lenfositlerdir. Diger belirtecler yaninda ylizey
immunoglobulin, 6zellikle IgM ve IgD tasirlar, distik oranda IgG ve IgA
tasiyabilmektedirler. B hiicrelerden gelisen plazma hicreleri (10-15 pm) normalde
dolasimda bulunmazlar, bélinme vyetileri yoktur, immunglobulin UGretme gorevlerini
yerine getirirler. CD19, CD20 pozitifliklerinin yani sira CD40, CD79, HLA-DR, FcyRll
reseptorleri (CD32) ve kompleman reseptorleri CD21, CD35 tasirlar. T hicrelerdeki THR
benzeri BHR (B Hiicre Reseptorii) kompleksini B hicrelerde CD19, CD21 ve CD81 in

olusturdugu bilinmektedir.

2.1.3.NK ve NKT Hiicreler

NK (Dogal Oldiriici) Hicreler dogal bagisiklik sisteminin parcasidirlar, diger
lenfositlere gore daha granilli hiicrelerdir. Etkileri sitotoksik T lenfositlere benzerdir,
ancak reseptorleri farklidir ve somatik rekombinasyon genleri ile kodlanmazlar. Sadece
NKT hiicreleri adi verilen disik oranli bir NK hiicre grubu somatik rekombinasyonla
kodlanan alfa/beta reseptorlerini tasir. Dogal oldurict (NK ) hiicreleri ylzeylerinde CD16,
CD16+56+, CD49b, CD56, CD57, CD314, CD335, CD336, CD337 tasirlar(2), fenotipik
antijenleri CD56 ve c¢ogunlukla CD16(Fc gama RIll) olarak kabul edilir.CD3 eksik yani

negatiftir. Sitotoksik etkilerini granzyme ve perforin salimi ile gosterirler.

Calismalar dolasimdaki NK hiicrelerinden farkh sitokin profillerine sahip efektér NK
hiicre alt gruplarina diintsebilecegini ve farkh enflamatuar 6zellikler kazanabilecegini
desteklemektedir.CD3 antijeni eksprese etmeyen NK hicrelerine karsilik, CD3 antijenini
ve NK hiicrelerinde bulunan reseptorlerin cogunu eksprese eden hiicreler NKT hiicreleri
olarak adlandiriimaktadir. NKT hiicreleri, NK hicreleri ve konvansiyonel T hiicrelerinin

ozelliklerini paylasan T hiicre alt grubudur(94).



Son yillarda kabul géren siniflandirmalara gore, T lenfositler alfa/beta ve gamma/delta
T lenfositler olarak iki ana gruba ayrilmakta NKT hicreleri ayri bir alt grup olarak

incelenmektedirler(94).
2.2.KRONiK LENFOSTIK LOSEMI

KLL, monoklonal CD5 pozitif B lenfositlerinin periferik kan, kemik iligi ve ikincil lenfoid

organlarda (lenf nodu ve dalak) toplanmasi ile sekillenen bir hastaliktir(3,4).

KLL, bati toplumunda, eriskinlerde, en sik goriilen [6semi turidir(4). Bu Ulkelerde
yasayan 65 yasinin Ustlindeki kisilerde gelisen 16semilerin % 40’in1 olusturur(5). Geng
yasta gorllmesi nadir olmasina karsin KLL hastalarinin % 20-30’u 55 yas altindadir(6). KLL,

erkeklerde kadinlara gore daha sik gézlenir ve E/K orani yaklasik olarak 1,5 - 2,1:1'dir(4).

KLLU'li olgularin periferik yaymasinda, ¢ok az stoplazmasi olan, homojen, olgun
lenfositler izlenir. Hicre membranlari oldukca frajildir ve siklikla preparatin hazirlanma
asamasinda l6semik htcreler ruptir olurlar. KLL B lenfositlerinin ylizeylerinde CD19,
CD20,CD5 ve CD23 ifadelenir. Tipik olarak diisiik derecede ylizey immunglobulini tasirlar
(sikhkla 1gM + 1gD ve dusik oranda IgG ya da IgA). Losemik hiicreler monoklonal oldugu

icin kapa ya da lambda hafif zincirlerinden sadece biri ifadelenir(4).

2.2.1. Tani
NCI-WG olgutlerine (7) gbre asagidaki durumlarin varhginda KLL tanisi konulabilir:

1.Periferik kanda 1 aydan uzun suredir 5x109 /L ‘den fazla olgun goérinimlu lenfosit

olmasi

2.Akim sitometri ile asagidaki 6zelliklerin saptanmasi

a. B lenfositler sadece kappa veya lambda ifadelenmesiyle gosterildigi gibi monoklonaldir
b. CD19 + CD5’le birlikte CD23 ifadelenmesi

c.Yizey Ig’'nin dusik derecede ifadelenmesi ve bundan dolayi CD79b’nin ifadelenmesinin

olmamasi ya da diisiik diizeyde olmasi



Kemik iligi incelemesi, KLL tanisi igin gerekli degildir fakat sitopeninin nedeninin
belirlenmesinde ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde ¢ok yararlh olabilir (7,8,9). Atipik
morfoloji gdsteren KLL’de taninin desteklenmesini saglayabilir. infiltrasyon tipi (yaygin ya
da vyaygin olmayan) hastalik seyrini ©6nceden kestirmede kullanilan klasik

isaretlerdendir(10).

Parametre Kriterler
Lenfositoz >5x10°/ It
Iimminfenotipik Bulgular En az 1 adet B hiicre isaretleyicisi

(CD19 * CD20 * CD23 *)+CD5 *

Atipik hticre orani <% 55

Kemik iligi lenfosit orani % 30 veya uzerinde

Tablo 1: NCIWG’ nin KLL tani Kriterleri(1996)

2.2.2. Klinik

KLL hastalarinin ¢ogu tani aninda asemptomatiktir ve genellikle rutin kan sayimlari ile
karsimiza ¢ikar(11,4). Buna karsin kimi olgularda, hiicre toplulugunun kemik iligi ve
periferik kanda birikmesinin yol actigi etkiler sonucu belirtiler ortaya ¢ikar. Lenfadenopati,

kilo kaybi, gece terlemesi, ates ylksekligi gibi yakinmalar olabilir.

Hastalar, aneminin neden oldugu yorgunluk ve fiziksel aktivitelerinin kisitlanmasindan

yakinabilirler(4).

Hastalarin en az % 60’inda hipogamaglobulinemiyle birlikte siddetli ve tekrarlayici
enfeksiyonlar bildirilmistir(12). Enfeksiyonlar KLL ile ilgili 6limlerin en sik sebebidir(4).
Otoimmiin olaylar KLL'de sik goriliir ve siklikla kan hiicrelerine karsidir(13). Otoimmin
hemolitik anemi olgularin % 10-25’inde, immiin trombositopeni hastalarin % 2’ sinde

goraliurken notrofillere karsi otoantikorlar ve pure red cell aplazi nadir goraliir(4).



2.2.3. Klinik Evreleme

Klinik evreleme sistemi, 1975’de Rai ve arkadaslari tarafindan lenfadenopati, organ
blyukligu (dalak ve karaciger) ve sitopeniler temel alinarak gelistirilmistir(14). Orijinal Rai
evreleme sistemi daha sonra 5 gruplu sistemden (0-1V) 3 gruplu sisteme degistirilmistir.
Hastalar disuk risk (orijinal Rai evre 0), orta risk (orijinal evre I-1l) ve yliksek risk (orijinal

evre llI-1V) olarak gruplandiriimistir(15).

KLL'nin evrelemesinde giinimiizde 2 sistem kullaniimaktadir:

RAi EVRELEMESI

Evre Klinik Ozellikler

0 Lenfositoz

I Lenfositoz + Lenfodenomegali

Il Lenfositoz + Splenomegali ve/veya Hepatomegali

I Lenfositoz + Anemi (Hb< 11g/dl)

v Lenfositoz + Anemi + Trombositopeni (<100 000/mm?3)

Tablo 2: KLL’de RAI Evrelemesi(14)

BiNET EVRELEMESi

Evre Kan Sayimi Tutulan Lenfoid Bolge

A Hb> 10 g/dI <3
Trobosit> 100 000/mm?3

B Hb> 10 g/dI >3
Trobosit> 100 000/mm?3

C Hb< 10 g/dl Onemsiz
Trobosit< 100 000/mm?3

Tablo 3: KLL’de BINET Evrelemesi(18)



2.2.4.Prognoz

KLL, son derece degisken klinik davranig bigimleri gbsterir. Toplam sagkalim aylar ile
sinirli olabilecegi gibi dekadlar ile ifade edilebilecek kadar uzun olabilir(11). KLL'de ortanca

sagkalhm yaklasik olarak 7,5-10 yildir(4,9).

Kimi hastalarda belirti yoktur ya da hastaliklarinin seyri boyunca ¢ok az belirti ve
bulgular goriliir(11). Diger yandan kimi hastalarin lenfosit sayilari hizla artar, organ
blyukligu gelisir, hemoglobin ve platelet sayilari azalir, belirtiler artar ve tanidan kisa bir

sure sonra tedavi ihtiyaci duyarlar(11,4). Bu hastalarda yasam beklentisi birkag yildir(4).

KLL'de, hastahgin biyolojik 6zellikleri ve klinik seyir, geng (<55 yas) ve yash hastalarda
benzerdir. Her iki grupta da toplam yasam beklentisi 10 yil civarindadir, fakat iki grup
arasinda 6limin nedenleri farklidir. Yaslilar cogunlukla KLL ile iliskisiz nedenler ve ikincil

timorlerden 6lirken geng hastalar KLL ile iliskili nedenlerden kaybedilirler(4).

KLL'nin degisken klinik seyrinden dolayi hizli seyredecek hastalari dnceden belirlemek
cok 6nemlidir. Bu nedenle KLL'de prognozu belirlemeye yardimci cesitli prognostik

faktorler tanimlanmistir.

2.2.4.1. Klinik Prognostik Faktorler

Geleneksel klinik prognostik faktorler 3 tanedir:

a) Rai veya Binet klinik evre: Rai ve arkadaslari, Rai evrelemesi ile sagkalim arasindaki
iliskiyi gdstermislerdir. Ortanca sagkalim; Evre 0’da 150 ay, evre I'de 101 ay, evre II'de 71
ay, evre lll ve evre IV'de yaklasik 19 aydir(14). Binet evrelemesine gore; Evre A’'da
sagkalim yas uyumlu kontrol grubundan farksiz, evre B’de 84 ay, evre C'deyse 24 ay olarak

saptanmistir(18).

Klinik evreler, erken, orta ve ileri olarak siniflandirildiginda; erken (Rai 0, Binet A),
orta(Rai I/Il, Binet B) ve ileri (Rai lll/IV, Binet C) evrelerde yasam sureleri sirayla >10 yil, 5-

7 yil ve 1-3 yildir(11).

Gorildiga gibi Rai evre 0 ve Binet evre A diger evrelerle karsilastirildiginda daha iyi
prognoza sahiptir(7). Bununla birlikte ayni grupta olup farkli klinik seyir gésteren hastalar

da olmasi klinik evreleme sistemlerinin, erken evrede tani konmus KLL hastalarinin
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hangilerinin  daha sonra hizl  seyredecegini ayirmada vyetersiz oldugunu
gostermektedir(11).Hastalarin % 80’inden fazlasina erken evrede tani konulmasi klinik

evrenin prognozda kullanimini sinirlandirmaktadir(11,19).

b)Lenfosit katlanma siiresi: LKS, mutlak lenfosit sayisinin ikiye katlanma zamaninin ay
olarak belirlenmesiyle hesaplanir(20). Cogalma hizini, basit metotla d6lcen yararli bir
prognostik belirtectir(21). NCI kilavuzunda, LKS'nin 6 aydan daha kisa olmasinin tedavi

endikasyonu oldugu belirtilmistir(7).

Bir calismada, LKS 12 ay ya da daha kisa olan hastalarin ortanca sagkalim sireleri 61
ayken, LKS 12 aydan uzun olan hastalarin ortanca sagkalim siliresine ¢alisma siresi iginde
ulasilmamistir (ortanca takip stresi, 118 ay). Bu ¢alisma, klinik evre ve infiltrasyon tipiyle

iliskili olmasina karsin, LKS’nin bagimsiz prognostik 6nemini gostermistir(22).

Diger calismalar da erken evre hastalarda, LKS'nin yararini desteklese de(21), klinik
kullaniminda 6nemli bir sorun vardir. LKS geriye donik hesaplanir ve zamanla ilgili
degisikliklerden timiyle etkilenebilir(20). Enfeksiyonlar ya da kortikosteroid tedavisiyle
lenfosit sayisinin degismesi, LKS’nin kullaniminda glclik yaratmaktadir(19). Tedavi
kararinda LKS’nin temel alinmasi hizli seyirli kimi hastalarda tedavinin gecikmesine yol

acabilir(23).

c)Kemik iligi infiltrasyon tipi: KLL ‘de interstisyel, nodiiler, karisik (interstisyel ve nodiiler)

ve yaygin olmak lzere 4 farkh kemik iligi infiltrasyon tipi tanimlanmistir(24,8).
Bunlar:

1. Nodiler tip: Bazi alanlarda normal hematopoetik hiicrelerin yerini nodiler lenfosit

infiltratlar almasina karsin kemik iliginin normal yapisi korunmustur.

2. interstisyel tip: Lenfositik infiltratlar, hematopoetik hiicreler ve yag alanlarinin arasinda

dagiimistir. Kemik iligi mimarisi korunmustur.
3. Karisik tip: Nodiiler ve interstisyel tipin birlikteligidir.

4. Yaygin tip: Yaygin lenfosit infiltrasyonu normal kemik iligi mimarisini silmistir.



interstisyel, nodiiler ve karigik tip simirli tutulum olarak gruplandiriimistir(8). Yaygin
infiltrasyon tipi kotl prognozla iliskilidir(4). Sinirh infiltrasyon tipine sahip KLL hastalarinda
sagkalim daha uzundur(25,24). Bu infiltrasyon tipleriyle, Rai klinik evresi arasinda énemli

iliski mevcuttur(26). Benzer iliski Binet evreleme sistemiyle de gosterilmistir(24).

2.2.4.2. Serolojik Belirtegler

a) B2 mikroglobulin: KLL hastalarinda, hastalik evresi ve timor yikuyle iliskili bir serum
belirtecidir. B2MG dlizeylerinin kemoterapi yaniti ve toplam sagkalim ile ters iliskili oldugu
gosterilmistir(4). Tedavi almamis 302 hastada B2MG’in ¢ok degiskenli analizde, 5 yillik
sagkalim Uzerine glgll belirleyici etkisi saptanmistir. Bes yillik sagkalim, yiksek B2MG
olan Rai evre |-l hastalarda 54 ay, normal B2MG olanlarda 116 ay bulunmustur(20). Buna
karsin 106 tedavi almamis hastayla yapilan bir diger ¢alisma, B2MG’in, ¢ok degiskenli
analizde tek basina sagkalim Ulzerine o©Onemli bir belirleyici etkisi olmadigini

gostermistir(27).

B2MG’in, KLL'de prognostik dnemi olsa da bu belirtecin evre ve LKS’nden bagimsiz
oldugunu gosterecek ve erken evre KLL hastalarindaki roliinii tanimlayacak ek calismalara

ihtiyag vardir(20).

b) Serum timidin kinaz aktivitesi: TK, DNA sentezinde rol alan hicresel enzimdir(20).
Serum TK aktivitesi, muhtemelen neoplastik hiicrelerin boliinme sayisi ile iliskilidir. TGmor

kitlesinin ve timor hiicrelerinin ¢cogalma derecesini yansittigi distindlmektedir(28).

Erken evre KLL hastalarinda, prognozun degerlendirilmesinde yararlh oldugu
bulunmustur(29,23). Serum TK aktivitesi sag kalim ile ters iliskilidir(4,29). Rutin

laboratuarlarda ¢alisiimamasi klinikte kullanimini sinirlamaktadir.

c) Serum LDH diizeyi: LDH, farkli genlerden kodlanan, 5 tetramerik izoenzimden
olusur(30). Tumor saldirganligini ya da yiksek timor yukiniin tespitinde yaygin olarak

kullanilmaktadir(31).LDH yiksekliginin hiicre cogalmasini yansittigi diisiinilmektedir(30).

Yapilan bir ¢calismada, normal B hiicrelerindeki LDH aktivitesinin, B-KLL hiicrelerine
gore daha yuksek oldugu gosterilmistir(32). 190 KLL'li hastada yapilan ¢alismada LDH ile

toplam sagkalim ve tedavisiz izlem siiresi arasinda 6nemli iliski saptanmistir(33).
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d) Serum sCD23 diizeyi: CD23, B-KLL hiicrelerinde ylizey molekulldir. Yiksek serum
diizeyleri, kot prognoz belirtecidir(34). sCD23 diizeyi toplam sagkalim ve Binet evre A
hastalarinda hastalik ilerlemesiyle ile ters iliskilidir(34). Bununla birlikte bagimsiz

prognostik dnemi kanitlanmamistir(28).

2.2.4.3.Yeni Biyolojik Faktorler

1) immiinglobulin agir zincir gen mutasyon durumu: Normal B hiicre olgunlasmasi,
germinal merkez igerisinde antijenle karsilastiktan sonra olusan agir zincir genlerinin
somatik mutasyonunu icermektedir(35). KLL, pregerminal merkezde Ig mutasyonu
olmayan B hiicreleri ve germinal merkezden gegerken Ig mutasyonu olusan B hiicreleri

olarak iki farkli formdan olusur(36).

Losemik hicrelerin immiinglobulin agir zincir degisken gen bdlgesinin somatik
mutasyonu, KLL hastalarinin % 50 ila % 70’inde gosterilmistir(37). Erken evredeki
hastalarda, klinik evreden ve sitogenetik anormalliklerden bagimsiz olmasi, IgVH

mutasyon durumunun prognostik dnemini géstermektedir(2).

KLL hastalarinda sagkalimin, IgVH mutasyon durumuyla iliskili oldugu rapor edilmistir.
Sagkalim avantaji erken evre hastalarda da gosterilmistir. KLL'de, geriye doniik calismalar
da, IgVH mutasyonu daha iyi prognoz ile iliskili bulunmustur. Mutasyonsuz KLL'de ortanca
sagkalim 79-119 ay, mutasyonlu KLL'de 293 aydir. IgVH mutasyonu olmayan hastalarda
IgVH mutasyonu olan hastalara gore ilerleyici hastalik, atipik lenfosit morfolojisi, olumsuz

sitogenetik 6zellikler ve tedaviye direng daha fazladir(38,39,40).

Bununla beraber IgVH mutasyonunun analizi, karmasik, pahali ve c¢alisma siresi
uzundur(39,20). Bu nedenle rutin tanisal laboratuar testi olarak kullanilmasi uygun

degildir(41) .

2) CD38 ifadelenmesi: CD38, 1980 vyilinda T hiicre farklilasma antijeni olarak
tanimlanmistir(42). Takip eden yillarda birkag calismada CD38 ifadelenmesinin, T hiicreleri
ile sinirh olmadigi ve farkli hematopoetik ve nonhematopoetik dokularda biiyiik oranda
ifadelendigi gosterilmistir(43,44). Hematopoetik hicrelerde CD38 ifadelenmesi, bu
hiicrelerin olgunlasma ve aktivasyon evreleriyle iliskilidir. CD38, CD34 pozitif progenitor

hiicrelerde, uyarilmamis pregerminal merkez B hiicrelerde, germinal merkez B hiicrelerde,
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aktive olgun lenfositlerde, plazma hicrelerinde ve myeloid prekirsorlerde ifadelenir(45).
B hiicrelerde CD38’in fonksiyonu kesin olarak tanimlanmamistir(46). KLL'li olgularda CD38
ifadelenmesi farklidir ve prognostik degeri vardir(38,45). Bu konu ile ilgili ayrintili bilgi

ileride verilecektir.

3) KLL hiicrelerinde ZAP-70 ifadelenmesi: Losemik hiicrelerde ZAP 70 ifadelenmesinin
% 20’den fazla olmasi kotli prognostik 6zelliktir(49,68,48,51,52). Bu konu ile ilgili ayrintih

bilgi ileride verilecektir.

4) Kromozom anormallikleri: Kromozomal anormalliklerinin taninmasiyla KLL hastalarinin

farkl prognoza sahip alt gruplari belirlenebilmistir(53).

KLL'de konvansiyonel bantlama teknikleri, neoplastik hiicrelerde diisiik mitotik indeks
olmasi ve metafaz kalitesinin suboptimal olmasindan dolayi zordur(28,53). FISH, metafaz
ve interfaz hicrelerinin her ikisinde de 6zglin kromozomal anormallikleri saptamaya
olanak saglar(54). Konvansiyonel sitogenetik ¢alismalar ile KLL hastalarinin % 30-40’inda
sitogenetik anormallikler gosterilirken FISH’da g¢oklu prob kullanilarak bu oran % 80’e
ulasmaktadir(54). Konvansiyonel itogenetik yontemlerle en sik trizomi 12 ve 13ql4 ve
14932 kromozomal anormallikleri saptanir. FISH ile en sk 13g delesyonu

saptanmaktadir(53).

Dohner ve arkadaslari yaptiklari calismada, 13q delesyonu, 11g delesyonu, trizomi 12,
17p delesyonu, 6q delesyonu, trizomi 8, 14q32 translokasyonu ve trizomi 3 anormallikleri
FISH’le olgularin % 82’sinde gosterilmistir. Bu calismada, 13q delesyonu % 55, trizomi 12q
% 14, 11q delesyonu % 17, 17p delesyonu % 7, diger anormallikler % 8, gosterilemeyen
lezyonlar % 18 olarak bulunmustur. 17p ve 11q delesyonunda klinik gidis koti ve sagkalim
suresi kisa, tek 13q delesyonunda ise sagkalim uzundur. Trizomi 3, 6q delesyonu, trizomi 8
ve 14g32 translokasyonunun bulundugu hastalarin ortanca sagkalim sirelerine ¢alisma

icinde ulasilamamistir(53).

17p delesyonu
17p delesyonu, KLL olgularinda % 7-12 oraninda gorulir(53,55). 17p13 bolgesinde
bulunan p53 timor baskilayici gen programli hiicre o6liminin diizenlenmesinde anahtar

molekuldir(55,56).
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Yapilan bir ¢alismada 17p delesyonunun yas ile iligkili oldugu ve yasli KLL hastalarinda
daha siklikla gorildigl rapor edilmistir(57). KLL'de, 17p13 kromozom bdlgesinin
delesyonunda prognoz kotldur. Hastalik ilerlemesinin 1-2 yil icerisinde olacagini gosterir
ve goreceli olarak kemoterapi direnci s6z konusudur(40). 17p delesyonu, hastalikla iliskili
olimin glicli bagimsiz bir belirleyicisidir ve bu hastalarda ortanca sagkalim 32 aydir(53).

Ayni zamanda 17p delesyonu kisa tedavisiz izlem siresiyle de iliskilidir(54).

11g22-23 delesyonu

Bu delesyon, tiim KLL hastalarinin % 12-21’inde rapor edilmistir(53). Kromozom 11’in
uzun kolunda bulunan gq22-23 bolgesinin delesyonunda, prognoz koétiidiir. Delesyon ATM
bolgesini icermektedir. Bu genin norolojik rahatsizlik ve timor olusum riskinin artmasi ile
karakterli herediter bir sendrom olan ataksi telanjektaziden sorumlu oldugu
bilinmektedir. ATM’nin apoptozis yolunda 6nemli sinerjistik etkisi bilinmektedir ve
yetmezligi durumunda KLL disi lenfoproliferatif rahatsizliklari da iceren bazi malinitelerin
sikhginin  arttigl  goridlmustir(55). Normal ATM, p53 ile iliskili apoptotik yolun
aktivasyonunda baskin rol oynar(56) ve kaybinda p53 eksiklig§ine benzer sonuglar

goruliir(55).

11q delesyonu daha ¢ok gencg olgularda goriliir. Bu delesyonun biylik lenf bezleri
iliskili oldugu gosterilmistir. 11q delesyonunun oldugu hastalarda ortanca sagkalim stresi

79 aydir(53).

Trizomi 12

Yetersiz kalitedeki karyogramlarda bile kolaylikla taninir(55). FISH calismalarinda
yaklasik % 15-18 oraninda rapor edilmistir. Trizomi 12 siklikla diger karyotip anormallikleri
ile birliktedir(55). Trizomi 12, I6semik hiicrelerde atipik morfolojiyle iliskili olup hastalarda
6qg delesyonu daha siklikla gozlenir ve lenfositleri plazmasitoid 6zellik sergiler. Trizomi

12'nin prognozu ortadir ve sagkalim siiresi ortanca 114 aydir(53).

13q delesyonu

KLL'de 13914 delesyonu gok siktir, olgularin % 40-65’inde rapor edilmistir. 13q
delesyonu olasilikla tek bolge (q14) ile sinirhdir ya da kromozom 13’ln uzun kolundaki

blylk interstisiyel bélgenin kaybi buna eslik eder. Olgularin yaklasik olarak Ugte birinde
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her iki allel delesyonu birden go6rilur(55). Sadece 13q delesyonu varsa prognoz
iyidir(35,40). 13q delesyonunda ortanca sagkalim ortalama 133 aydir(53). Takipte baska

kromozomal anormallikler olusursa 13q14 delesyonunun olumlu etkisi ortadan kalkar(55).

Daha az siklikla goriilen kromozomal anormallikleri
KLL olgularinin % 2-6’sinda gorilen(55) 6q delesyonu (¢ogunlukla 6921-23) diger

lenfatik malinitelerde de gorilebilir(58). 6q delesyonu olan olgularda, prognoz ortadir(58).

Trizomi 8, 14932 translokasyonu ve trizomi 3 anormallikleri de tanimlanmistir(53,55).

Bu anormalliklerde sagkalim daha iyidir(53).

KLL’de normal karyotip

KLL olgularinin % 20-40"inda, gelismis sitogenetik teknolojilerin kullaniimasina ragmen
genetik bozukluk gosterilemez. D6éhner ve arkdaglarinin galismasinda, olgularin % 18’inde
FISH’le sitogenetik anormallik gdsterilememistir(53). Sitogenetik bozuklugun olmamasi iyi

klinik prognozla kendini gosterir(53,55). Bu hastalarda sagkalim siiresi 111 aydir(53).

2.2.4.4.Diger Prognostik Faktorler

KLL'de bazi sitokin, enzim ve molekiler belirteclerin de prognostik faktoér olabilecegi
dusltinilmektedir(20). Bunlar arasinda IL-6(60), IL-10(60), TNF-a(61), intraseliiler Bcl-2(64)
ve ICAM1(62) bulunmaktadir. Ayrica KLL'de sagkalim ile vaskiler faktorler arasinda iliski
gozlenmistir(20). VEGF, timor anjiogenezisinde dnemli bir aracidir. Binet evre A ya da Rai
evre |-l olup serum VEGF diizeyi ortanca degerin lizerinde olan hastalarda, ilerlemesiz

sagkalim 6nemli derecede kisa saptanmistir(63).
2.3.18VH MUTASYONU

B lenfositleri, gelisimleri sirasinda cok c¢esitli antijenleri taniyabilme ve onlara karsi
antikor yapabilme kapasitesine sahiptirler. Hicrelerin erken gelisim doéneminde
imminoglobulin agir (VH) zincirinin V ve D gen boélimleri, J bolimuyle kendine 6zgi
rekombinasyon yapar ve lenfositler yeni bir VDJ genetik yapi yaratir. VDJ secildikten
sonra, antijene maruz kalan lenfositler germinal merkezde somatik mutasyona ugrarlar.
Somatik mutasyonlar, VH zincirinin degisken boélgesinde, gen segmentlerinde

immunoglobulin molekili icin gerekli kodlari saglamak amaciyla gerceklesmektedir. Bu
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islem ile IgVH gen bolgesine rastgele secimli nukleotidler yerleserek ve antijene tam

uyumlu antikorlar sentezlenir(65).

KLL hastalarinda yapilan arastirmalarda KLL hiicrelerinin iki farkh gruba ayrildig
saptanmistir: IgVH mutasyonu olmayan birinci gruptaki hastalarda 16semik hicreler
pregerminal merkez kaynaklh olup ikinci gruptakiler ise somatik mutasyona ugramis
germinal merkez veya germinal merkez sonrasi hicrelerdir. %50’sinde IgVH mutasyonu
gorilen KLL hastalari, iyi bir klinik gidis gosterirler, mutasyonu olmayanlara gére daha az
tedaviye ihtiya¢ duyarlar ve tedavisiz gecen sire daha uzundur; yasam sireleri de,
mutasyonu olmayanlara gore dikkate deger derece uzundur. IgVH gen mutasyonu yeni ve

iyi bir prognostik faktor olarak ortaya konmustur(51,67,68,38).

Pregerminal merkezli |6semik hiicrelerde CD38 ifadelenmesinun yiliksek, ancak
mutasyona ugramis hicrelerde disik oldugu, IgVH mutasyonunu gostermede CD38
ifadelenmesinin kullanilabilecegi one sitrilmistir. Ancak ilerleyen arastirmalarda, IgVH
mutasyonu ve CD38 ifadelenmesi birbirinden bagimsiz prognostik faktorler olarak

degerlendirilmektedir(49,52,72).

IgVH mutasyonu iceren olgularin, DNA "microarray" kullanilarak yapilan calismalarda
IgVH mutasyonu icermeyenlerden bazi gen alt-gruplari acisindan farklilik gésterdigi ortaya
konmustur. ZAP70 gen ifadelenmesinin IgVH mutasyonu ile korelasyon gosterdigi
saptanmis olup IgVH mutasyonunun olmadigi olgularda ZAP70 ifadelenmesinun oldugu
gozlenmistir. IgVH mutasyonu pahall, tespiti zor ve ancak belli merkezlerde yapilabilen bir
inceleme olmasi nedeniyle bunun yerine, rutin laboratuarlarda uygulanmasi kolay ve ucuz

olan ZAP70 kullanilmasi duslintilmis olup bu konuda ¢alismalar devam etmektedir(36).

2.4.ZAP-70

ZAP-70, 70 kDa agirliginda bir proteindir ve 2. kromozomun 2g2 bodlgesinde
kodlanir(74). Syk-ZAP-70 tirozin kinaz ailesinin bir Gyesidir ve T hicre reseptoriinden
sinyal iletimiyle iliskilidir(75,76,77). ZAP-70’in KLL'de, B hiicre reseptor sinyali ile iliskili

oldugu gosterilmistir(78,79).

ZAP-70, 619 aminoasit uzunlugundaki 3 zincirden olusur. Tirozin kinaz alanlari, SH

adinda 3 ana alan igerir. SH1 bolgesi enzimatik aktivite igerir, SH2 6zellikle protein-protein
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etkilesimini ve 6zglin olarak fosfotirozinleri taniyarak fosforilasyonu kontrol eder ve
SH3,protein etkilesimleri icin daha 06zglin taninmalari saglar. ZAP-70’in N terminalinin
sonunda iki SH2 bolgesi, karboksi terminalindeyse katalitik bolgeler bulunur. ZAP-70’in
SH2 bolgesi ve syk immin reseptorler lzerinde bulunan ITAM olarak adlandirilan

immunreseptor tirozin tabanh aktivasyon motiflerini 6zgiin olarak tanir(74).

Periferal kanda, NK ve T hiicrelerinde ZAP-70 ifadelenmesi yiiksek olarak gorilirken B
hicrelerinde ifadelenme yoktur(80,75,76,77). Son zamanlardaki calismalarda aktive tonsil
ve dalak B hiicreleri ve kemik iligi pro-B hiicreleri gibi kimi B hiicre alt gruplarinda, ZAP-70
ifadelenmesinin oldugu gosterilmistir(81,82). Periferik kana gore kemik iligindeki B-KLL

hicrelerinde ZAP-70 ifadelenme diizeyi daha yuksektir(83).

Chen ve arkadaslari, ZAP-70 ifadelenmesinin KLL hiicrelerinde BCR aracili sinyal
iletimini artirdigini ileri stirmislerdir(78). intraseliiler sinyalin artmasi KLL hiicrelerinde

sagkalimi ve ¢ogalmayi etkileyebilir(84).

ZAP-70 ifadelenmesi, Western blot, kantitatif RT-PCR, imminhistokimyasal olarak ve
akim sitometri gibi farkli yontemlerle oOlgilebilir(74,49). Akim sitometri hematolojik
malinitelerin tanisinda kullanilan kesin ve hizli bir yontemdir(80). Akim sitometriyle KLL
hicrelerinde, T hiicrelerinde ve NK hiicre gruplarinda, ZAP-70 pozitif hiicre ylizdesi analiz
edilebilir(49). Karsit olarak, Western blot ve RT-PCR’da, oOrneklerde T hiicreleri de
bulundugu icin ZAP-70 ifadelenmesi oldugundan daha ytiksek bir degerde saptanir(78,36).
Rassenti ve arkadaslarinin yaptigi calismada, akim sitometri ve immiin blot yontemiyle
analiz edilen ZAP-70 ifadelenme duzeyleri iligkili bulunmustur(52). Akim sitometri ile RT-
PCR yonteminin, 28 hasta Uzerinde karsilastirildigl baska bir calismada da sonuglar iliskili

bulunmustur(68).

Loésemik hiicrelerde, ZAP 70 ifadelenmesinin % 20’den fazla olmasi kot prognostik
Ozelliktir. ZAP-70 ifadelenmesi, B-KLL ‘de hastalik ilerlemesi ve toplam sagkalimin énemli
bir belirleyicisi olarak tanimlanmistir(49,68,48,51,52). Bir calismada ZAP-70 negatif olan
KLL'li hastalarin ortanca yasam siireleri 24,4 yilken ZAP-70 pozitif olan hastalarin ortanca
yasam sireleri 9,3 yil olarak saptanmistir(51). Yapilan bir calismada ilerlemesiz sagkalim

Uzerine ZAP-70, sCD23 ve modifiye Rai evresinin bagimsiz prognostik faktor oldugu
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saptanmis, toplam sagkalim acisindansa sadece ZAP-70’'in bagimsiz belirleyici bir faktor

oldugu rapor edilmistir(84).

ZAP-70 ifadelenmesiyle agir zincir gen mutasyon durumu arasinda gigcli bir iliski
bulunmaktadir(49,52). IgVH mutasyon durumunun belirlenmesi zor ve zaman alici oldugu

icin bunun yerine ZAP-70’in kullanilabilecegi belirtiimektedir(49).

ZAP-70 ifadelenmesi, tedavi gereksiniminin erken bir belirleyicisi oldugu gibi bazi
calismalarda tedavi yanitinda da roli oldugu gosterilmistir. ZAP-70 negatif grupta,
fludarabin kemoterapisiyle tam yanit orani, ZAP-70 pozitif gruba gore anlamli olarak fazla
bulunmustur(84). Kimi calismalarda, ZAP-70 pozitif hastalarin ZAP-70 negatif gruptaki

hastalara gore daha yogun kemoterapi gereksinimi oldugu rapor edilmistir(68,17).

Antjen Sunan Hiiae
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2.5.CD38

CD38, 1980 yilinda T hiicre farklilasma antijeni olarak tanimlanmistir(42). Takip eden
yillarda birka¢ calismada CD38 ifadelenmesinin, T hiicreleri ile sinirli olmadigi ve farkli
hematopoetik ve nonhematopoetik dokularda biylk oranda ifadelendigi
gosterilmistir(43,44). Hematopoetik hiicrelerde CD38 ifadelenmesi, bu hicrelerin

olgunlagsma ve aktivasyon evreleriyle iliskilidir. CD38, CD34 pozitif progenitor hiicrelerde,
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uyarilmamis pregerminal merkez B hiicrelerde, germinal merkez B hiicrelerde, aktive
olgun lenfositlerde, plazma hiicrelerinde ve myeloid prekirsorlerde ifadelenir(45). B
hicrelerde CD38’in fonksiyonu kesin olarak tanimlanmamistir(46). KLL'li olgularda CD38

ifadelenmesi farklidir ve prognostik degeri vardir(38,45).

CD38’in yiiksek oranda ifadelenmesi, ileri evre hastalik ve kemoterapiye koétl yanitla
iliskilidir(47). CD38 ifadelenmesi ylksek olan hastalarda, neoplastik hiicrelerde atipik
morfoloji, yaygin kemik iligi infiltrasyonu ve periferik lenfosit sayisinda ylkseklik daha sik
gozlenir(45). Bu hastalarin sagkalim sireleri daha kisadir(47,4,45,33). Son zamanlarda
yapilan bir calismada CD38 pozitif olan KLL hastalarinda, negatif olanlara gore tedavisiz

izlem siresinin daha kisa oldugu gosterilmistir(33).

Gunlmuzdeki farkli calismalarda CD38 ifadelenmesinde esik degeri konusu
tartismalidir(4). Bazi ¢alismalarda esik deger olarak % 30’un kullanilmasi 6nerilmistir(48).
Sonraki ¢calismalarda % 7 (40), % 5 (19) gibi esik degerlerin de pronozda 6nemli oldugu
bildirilmistir. CD38 ifadelenmesinin zaman igerisinde degisebilecegi rapor edilse(48,40,28)
de yakin zamanda yapilan bir calismada, 6 yillik bir donemde CD38 diizeyinin degismedigi
gosterilmistir(33). CD38’in bagimsiz bir prognostik faktor oldugu disinilmektedir(48).

Damle ve arkadaslari ile Hamblin ve arkadaslari B hiicreli KLL’nin mutasyon olmamis
on germinal merkezli B hiicresinin immiinoglobulin agir zinciri veya daha olgun germinal
merkez zonlu somatik mutasyonlu IgVH genlerinden kaynaklandigini
gostermislerdir(38,39). Damle ve arkadaslari daha da ileri olarak, IgVH gen mutasyon
durumu, CD38 ylzey ifadelenmesi ile klinik seyir arasinda baglanti bulmuslardir(38). B-
KLL’ li vakalarin mutasyonlu IgVH genleri ve distk CD38 pozitif hiicre sayisi olanlarin daha
iyi klinik seyri oldugunu gostermisken, mutasyonu olmayan IgVH genlerinin klinik olarak
yasam suresini ve kemoterapiye yaniti azalttigi gosterilmistir. CD38, aktivasyon ve degisim
bagiml tek zincir tip Il transmembran glikoproteinidir(73). Hiicresel fonksiyonlari arasinda
hicre cogalmasi ve yasami icin sinyal iletimi vardir(71). Daha da ileri olarak, endotel
hicrelerine selektin benzeri baglanma ile adezyon molekili gibi davranir(70). CD38
ifadelenmesi, B hiicre 6ncilleri, germinal merkez ve plazma hiicrelerinde ¢ok iken, cevre
kaninda ve tonsiller B hiicrelerinde ¢ok azdir. CD38’in KLL patofizyolojisindeki roll halen

bilinmemektedir. IgVH gen mutasyon durumunun aksine, CD38 in flow sitometrik 6lcimii
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kolaylikla yapilabilmektedir ve B-KLL" |i hastalarin klinik seyirleri hakkinda fikir

vermektedir.
2.6.CD138

Syndecan-1 (CD138) bir transmembran heparan silfat proteoglikandir, hiicre-matriks
ve hiicre hicre iliskilerinde 6nemli rol oynar. C138 B lenfositlerinde, belirli gelisim
asamalarinda ortaya cikar. Hematopetik hiicrelerde syndecan-1, B lenfositlerinin sadece
pre-B ve lg yapan plazma hicrelerinde yapilir. Syndecan, B lenfositlerin dolasima
gecmelerinden hemen oOnceki donemde hiicre vylzeyinden kaybolur. Dolasan B
lenfositlerin ylzeyinde syndecan-1 yoktur. B-Kronik Lenfositik Losemi (B-KLL) hiicrelerinin
ylzey antijenik profiline bakildiginda zayif monotipik immunglobulin (IgM) ve CD19, CD23,
CD5 pozitifligi goraliur. CD20, CD22, FMC7 ve CD11c zayif pozitiftir veya yoktur. CD79b ve
CD10 antijenleride negatiftir. Kronik Lenfositik Losemide syndecan-1 ile ilgili
arastirmalarda birbirinden farkh sonuglar bildirilmistir. Arastirma sonuglari  KLL
hastalarinin kemik iligi lenfositlerinde CD138 varligini gostermistir. KLL hicrelerindeki
beklenmedik bu bulgu syndecan-1'in KLL icin bir tani araci olabilecegini disindurir. KLL
lenfositlerinde CD138 bulunmasinin mekanizmasi ve fonksiyonel anlami henilz kesin

bilinmemektedir(69).
3.GEREC VE YONTEM
3.1.FLOW SITOMETRIi ANALizi

Flow sitometri, kantitatif tek hiicre seviyesinde, hizli ve ¢ok parametreli analiz imkani
saglayan bir yontemdir. Flow sitometrik analizde hiicrelerin sispansiyon haline getirilmesi
ve hicrelerin monoklonal antikor ile isaretlenmesi ana kuraldir. Hiicrelerin
izolasyonundan sonra bir veya daha fazla fluoresan bagh antikorlar ile hiicreler konjuge

edilir. Problar genellikle ylizey antijenine veya hiicre ici elemanlara spesifiktir.

Flow sitometride en az dort fotodedektor vardir. Forward Angle Light Scatter (FALS),
Right Angle Light Scatter (RALS), yesil fluoresan (FL1) ve kirmizi fluoresandi(FL2). FALS
onden sacilimi saglar ve hiicrenin granilaritesini gosterir. FALS/RALS histogrami ile hiicre
siispansiyonundaki farkli popilasyonlar birbirinden ayrilabilir. Ornek gecirilirken secilen

populasyondaki hiicrelerin verdigi fluoresan ile hiicre sayisi arasindaki iliskiye gére yorum
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yapilir. Cok cesitli fotodedektorler kullanilarak kompleks hiicre sispansiyonlarinin
multiparametrik analizi yapilabilmektedir. Flow sitometrik analiz igin drnekler direkt veya

endirekt metotlar kullanilarak isaretlenmektedir(16).
3.2.0RNEKLERIN HAZIRLANMASI

Cevre kani, kemik iligi ornekleri heparin veya EDTA’lI tiplere alinabilirler. Bu tipler
oda isisinda saklandiklarinda ortalama 24 saate dek orneklerde belirgin degisiklige yol

acmamaktadir.

Tim immiinfenotipleme &rneklerinin ortam isisinda (17 — 25° C) tasinmasi gereklidir.
Daha soguk ya da daha sicak ortamlarda o6rnek transportu hiicre membraninda
degisikliklere  yol acarak antijenlerin  saptanma oranlarini  etkilemektedir.

immiinfenotipleme érnekleri buzdolabinda saklanmamalidir.

Ornek hazirlama ve yikama asamalarinda kullanilan tiim soliisyonlarin steril bidistile su
ile hazirlanmasi, pH degerlerinin her giin Olcllerek 7,2 — 7,4 degerinde tutulmasi, tim

soltisyonlarin 0,2 mikronluk laboratuar tipi filtrelerden gegirilerek kullanilmasi énemlidir.

immunfenotipleme érneklerinin hazirlanmasinda cevre kani ve kemik iligi aspirasyonu
ornekleri icin tam kan lizis uygulamasi standart hale gelmis bulunmaktadir. Mono niikleer
hiicre siispansiyonu hazirlayarak calismak bazi hiicrelerin ylizeyinden antijenik baglanma
bolgesinin kopmasina (CD8, CD56 vb.), hiicrelerin bir béliminin kaybedilmesine yol
actigl icin giderek daha az kullanilan bir yontem haline gelmistir. TUm akan hiicre olcer
analizlerinde oldugu gibi lenfosit immunfenotipleme o6rneklerinde de hiicre sayisinin
bilinmesi ve hazirllk asamasinda <10,000 hicre/ul olacak sekilde hicre
konsantrasyonunun ayarlanmasi gerekir. Kalibrasyonu iyi yapilmis, ginlik kalite
kontrolleri diizenli olarak yapilan bir kan sayim sistemi ile kan sayimi yapilmasi hem
konsantrasyonun ayarlanmasi hem de isaretli alandaki hiicre oraninin karsilastirilabilmesi
icin veri saglayacaktir. Glinimiizde daha c¢ok direkt boyama yontemleri kullanilarak 6rnek

hazirlanmaktadir.

Hazirlik asamasinda her laboratuar calisilan teste uygun olarak hazirlik yontemi
belirlemektedir. Son vyillarda “no wash/lyse” yontemi olarak adlandirilan yikama

yapmadan ornek hazirlama yontemi daha ideal bir yontem olarak kabul edilmekte ise de
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degisken floresan/protein oranlari, non spesifik baglanmalarin tam anlami ile bertaraf
edilememesi nedeni ile pratikte, “lyse/wash” sistemi daha iyi sonuglar elde edilmesini
saglamaktadir. Bu amac icin kullaniimak (izere ¢ok sayida ticari kit bulunmaktadir, ancak

laboratuarlarin kendi lizis sollsyonlarini hazirlamalari (6rnegin, NH Cl ) hem daha ucuz
4 2

hem de pratiktir. Lizis sollisyonlarinin pH degeri 7,2 — 7,4 olmalidir.

Ornek laboratuara ulastiktan sonra lenfosit immiinfenotiplemesi icin temel asamalar

asagidaki akis semasinda 6zetlenmistir.

Lenfosit immunfenotipleme érnekleri analizi akis semasi

Ornek Kabulu

{

Hucre Sayimi
(otomatik kan sayim cihazi ya da manuel yontemle)

Hicre Konsantrasyonunun <10.000 hucre/ul’ ye ayarlanmasi

100 ul kan + titrasyonla belidenen miktarda antikor
l 15 - 30 dk oda 1151 ya da buzdolabinda karanlikta inkabasyon

2 ml lizis soltsyonu
l 10 dk oda isisinda karanlikta inkabasyon

2 kez yikama
400 g, 5 dakika

|

Lab protokoliinde varsa fikzatif 1:1 oraninda

!

Akan huocre olger analizi

3.3.HASTA SECiMI

Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi hematoloji poliklinigine basvuran yeni tani
konmus veya 6nceden tani almis ancak ilagsiz takip edilen toplam 35 KLL hastasi ¢alismaya
dahil edilmistir. Tum hastalara yeterli bilgi verildikten sonra onam formu alinarak,

¢alismada kullaniimak tzere kan 6rnekleri icin kemik iligi aspirasyonu yapilmistir.
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3.4.ZAP-70 iFADELENMESI

100 pL lik tam kana 2 ml kadar BD FACS lizis soliisyonu eklendi ve karistirildi. iki saat
kadar oda sicakliginda bekletildi. Santrifiij ettikten sonra Ust stipernatant kismi dokilip,
1*PBS (fosfatla tampolanmis tuz) ile ve % 0,1 azid ile yikandi. Anti ZAP-70 reaktifi tinden
20 pL eklenerek karistirildi. 30 dakika karanlik bir odada oda sicakliginda bekletildi. Fosfat
tampolanmis salin (PBS) ile ve % 0,1 azid ile yikanip Ustiine %1 lik PBS 0,5 ml eklendikten

sonra karistirilarak analiz edildi.
3.5.CD38-CD138-CD56-CD16 YUZEY MOLEKUL iFADELENMESI

1-12X75 mm lik polistenli flow tiiplerine uygun miktarda flurokrom monoklanal antikorlari

eklenip (CD16-CD56-CD38-CD138) lizerine 100 uL tam kan ilave edildi.

2-Nazikce cevrilerek, karanlik odada 20-25 C° de 15-30 dakika bekletildi.

3- BD FACS lysing sollisyonundan 2 ml eklendi.

4-Nazikce cevrilerek, 10 dakika daha inkibe edildi.

5-300 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Cozeltinin Gstliinde kalan slipernatant kismi atildi.

6-2-3 ml BD Cell WASH sollisyonu (veya yikama tamponu) eklendi. 200 devirde 5 dakika

santriflj edildikten sonra ¢6zeltinin Gstinde kalani uzaklastirildi.

7-0.5 ml BD Cell WASH soltisyonundan eklenerek yavasca karistirildi. 2-8 C° bekletildikten

sonra 4 renkli flow sitometride analizi yapildi.

4. [STATISTIKSEL ANALIiz

Bu tez calimasinda elde edilen verilen degerlendirimesinde SPSS 16.0 paket programi
kullanildi.  ZAP70, CD38, CD138, CD56, CD16 ile diger degiskenler arasindaki
karsilastirmalar, Mann-whitney U ve Crosstabs ki-kare testi ile degerlendirildi. Korelasyon
analizleri, Pearson testi kulanilarak yapildi. Anlamhlik seviyesi olarak 0,05 alnmis olup p

degerinin <0,05 olmasi durumunda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtildi.
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5.BULGULAR

Calismamiza 25’i erkek, 10’u kadin toplam 35 KLL hastasi katilmistir.

Kadinlarin median yasi 72 (47-81), erkeklerin median yasi 65 (45-85) idi.

Bu hastalardan 8’i yeni tani, 27’ si tedavisiz takipte olan hastalardi. Tedavisiz gegen

sureleri median: 35 ay (9-61) seklindeydi.

12 hasta Evre 0, 9 hasta Evre |, 5 hasta Evre Il, 5 hasta Evre Ill, 4 hasta Evre IV olarak

kaydedildi.

Calismaya katilan hastalarin hepsi B hiicre kokenliydi.

Bu calismada ZAP70, CD38 antijenik ifadelenme icin pozitiflik %20 ve Uzeri olarak
kabul edildi.

Sayi Yas Dagilimi(Yil) Yas median (Yil)
Cinsiyet
Kadin 10 47-81 72
Erkek 25 45-85 65
TOPLAM 35 45-85 66

Tablo 4: Calismaya Katilan KLL Hastalarinin Cinsiyet ve Yag Dagilimi

KLL Hasta Sayisi

B Erkek

H Kadin

Grafik 1: Calismaya Katilan KLL Hastalarinin Cinsiyet Dagilimi
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Yas (y) (Ortanca) 66 (45-85)
Cinsiyet

Erkek 25

Kadin 10

Lokosit (Ortalama) 103/uL

42,57 (12,30-137,00)

Lenfosit (Ortalama) 103/ulL

35,57 (8,90-130,00)

Hb (Ortalama) g/dL

12,80 (8,11-15,90)

PIt (Ortalama) 103/uL

192,81 (25-521)

LDH (Ortalama) u/L

197,40 (116-419)

Rai Evre

0 12

| 9

Il 5

1 5

v 4

ZAP70 ifadelenmesi % (Ortalama)

Negatif 6,65

Pozitif 35,20

CD38 ifadelenmesi % (Ortalama)

Negatif 4,62

Pozitif 38,12

CD138 ifadelenmesi % (Ortalama) 0,19 (0,00-1,00)

CD56 ifadelenmesi % (Ortalama) 2,91 (0,40-12,00)
CD16 Iifadelenmesi % (Ortalama) 1,53 (0,04-5,56)

Tablo 5: Calismaya Katilan KLL Hastalarinin Klinik Ozellikleri

CGalismamizda Evre 0 olan 12 hasta vardi. Bu hastalarin 2 si yeni tani, 10 hasta ise
median 32 ay (21-47) tedavisiz takipte olan hastalardi. iki hastada ZAP70 antijenik
ifadelenmesi yliksek bulundu. Yeni tani alan hastalarda ZAP70 ifadelenmesi disukti.
Hastalarin hepsinde CD38, CD138, CD56, CD16 ifadelenmesi diizeyleri dlstk olarak tespit
edildi.

Evre | olan 9 hastanin 3’U yeni tani, 6’si median 37.5ay (9-60) takipli olan hastalardi.
Bir hastada CD38 antijenik ifadelenmesin yiksekti. 9 hastada ZAP70 ve calisilan diger

parametlerin disik oldugu goruldi.

Evre Il olan 5 hastanin hepside median 46 ay (13-61ay) takip edilen hastalardi. Bu

hastalardan birinde ZAP70 antijenik ifadelenmesi yiksekti.
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Evre Ill olan 5 hastanin 2’si yeni tani 3’4 median 31ay (18-51 ay) takipli hastalardi. Tim

hastalarda ZAP70 ve ¢alisilan hiicre ylizey antijenlerinin diizeyleri distk olarak bulundu.

Evre IV olarak tespit edilen 4 hastadan biri yeni tani 3’ median 41ay(48-14ay) takipli
hastalardi. Takipte olan bu 3 hastanin ortalama progresyonsuz yasam siresi 12ay (10-
36ay) di. Evre IV olrak tespit edilen bu hastalardan 2 sinde hem ZAP70 hemde CD38

ifadelenme diizeyleri birlikte yiksek bulundu.

Tani sirasinda evre lll olan ve ¢alismaya dahil edilen 2 hastaya, tedavisiz takipte iken
evre 0’dan evre llI’ ilerleyen ve semptomatik hale gelen 3 hastaya [tedavisiz sagkalim
sureleri median: 19 ay (15-26)] tedavi baslandi. Bu 3 hastanin 2’sinin dosya verileri

incelendiginde tani anindaki CD38 ifadelenmesinin yliksek oldugu izlendi.

ZAP70 antijenik ifadelenmesi pozitif olan 5 hastanin median yasi: 72 (49-81),
Erkek/Kadin: 2/3 iken negatif 30 hastanin median yasi 66 (45-85), Erkek/Kadin: 23/7

seklindeydi. iki grup arasinda yas ve cinsiyet acisindan fark saptanmadi (p>0,05).

Calismaya alinan 35 hastadan, 26 hasta (%74,3) Rai Evresi 0-1 veya ll, 9 hasta (%25,7)
Evre lll- Evre IV idi. Evre lll ve Evre IV olan 9 hastanin 2’sinde ZAP70 antijenik ifadelenmesi

pozitif (%22,2), 7’sinde ZAP70 antijenik ifadelenmesi negatif (%77,8).

ZAP70 POZITIF ZAP70 NEGATIF p Degeri
n=5 n=30
Yas 72 (49-81) 66 (45-85) ,94
Lokosit 10%/uL 28,07 44,98 ,23
Lenfosit 103/uL 23,68 37,54 ,34
Hb g/dL 12,34 12,87 ,45
Plt 10%/uL 210,10 189,93 ,96
LDH u/L 208,60 195,53 ,33
Rai Evre llI-IV 2 7 ,43

Tablo 6: ZAP70 Pozitif / Negatif Gruplarin Kan Sayimi, LDH, Rai Evresine Gore Dagilimi
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CD38 ifadelenmesi 3 hastada [median yasi: 69 (56-74) (Erkek/Kadin: 3/0)] pozitif, 32
hastada [median yasi 66 (45-85)] negatif olarak tesbit edildi.

CD 38 pozitif olan 3 hastanin 1, ileri evre iken, 2’si erken evreydi.

CD38 pozitif ve negatif gruplar arasinda yas, cinsiyet arasindan istatistiksel fark

saptanmadi (p>0,05).

CD38 POZITIiF CD38 NEGATIF p Degeri
n=3 n=22
Yas 69 (56-74) 66 (45-85) ,10
Lokosit 10%/uL 27,64 43,97 ,28
Lenfosit 103/ulL 21,94 36,85 ,34
Hb g/dL 15,30 12,57 ,01
PIt 103/uL 131,67 198,55 44
LDH u/L 215,00 195,75 ,25
Rai Evre llI-IV 1 8 ,75

Tablo 7: CD38 Pozitif / Negatif Gruplarin Kan Sayimi, LDH, Rai Evresine Gére Dagilimi
CD138 calismaya katilan tiim hastalarda ¢ok disik diizeyde eksprese edildi, bundan

dolayi istatistiksel calismaya dahil edilmedi.

CD56 galismaya katilan 35 hastanin 6 ‘sinda % 5 ‘in Gizerinde (3’Unde % 10) eksprese
edildi. Hastalarin yine 3’lGnde es zamanli ZAP70 antijenik ifadelenme pozitifdi. Bu 6
hastanin 5 ‘inde CD38 negatif 1‘inde CD38 pozitifdi. Olgu sayisinin az olmasi nedeni ile
aralarinda istatistiksel iliski kurulamadi. CD56 ‘nin % 5 ‘in altinda ifadelenme goésteren
hastalarla, %5 ‘in (izerinde ifadelenme gosteren hastalar karsilastirildiginda yas, cinsyet,

ve laboratuvar parametleri acisindan aralarinda istatistiksel anlaml fark bulunamadi.

CD16 ifadelenme ylizdesi en diisiik 0,11 ile en yiksek 5,56 olarak tespit edildi. CD16 ‘yi
% 5,56 eksprese eden 2 hastada Rai evre 0 idi. Her ikisinde de ZAP70 pozitif CD38 negatif

olarak goruldi.
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6.TARTISMA VE SONUC

Kronik lenfositer |6semi bati toplumlarinda en sik gorilen I6semi tipidir ve tim
[6semilerin %20-30’unu olusturur(4). Erkeklerde kadinlardan iki kat fazla goriilmektedir.
Hastaligin fenotipi ¢ogunlukla (%95) B hiicreli -KLL seklindedir. Hastalk ileri yaslarda
ortaya ¢ikmakla birlikte son yillarda geng yaslarda (%7-24 ‘Unin 55 yas alti ) gorilme
olasihgr artmistir (6). Kronik lenfositer [6semi tanili hastalarin en énemli 6zelligi hastaligin
seyrinin son derece degisken olmasidir. Tiim diinyada kabul géren, gerek Binet ve gerekse
Rai skorlama sistemleri tedavi karari vermede hali hazirda ilk gozetilen kriterler olmasina
karsin, klinik seyrin belirlenmesinde her zaman glvenilir birer dayanak olmadiklari gérisu
gittikge taraftar bulmaktadir. Erken evre olarak basvuran olgularin yaklasik %30-40 ‘i ileri
evrelere gecebilmekte ve hastalik nedeniyle yasamlarini yitirebilmektedir. Buna karsilik
tani sirasinda ileri evre olmalarina karsin bir grup hasta yavas seyir ve uzun yasam
siresine sahip olabilmektedir(66). Glincel evreleme sistemleri bu olgularin ayriminda
yetersiz kaldigindan klinisyenlerin hastalarda, o¢zellikle geng¢ olanlarda, nasil bir yol
izleyecegi sorusu halen cevabini bulmus degildir. Bu nedenle hastaligin nasil bir seyir
gosterecegi konusunda yeni prognostik belirteclere ihtiyag oldugu goriilmiis ve bununla
ilgili yeni calismalar yapilmistir. Bu calismalarda |6semik hicrelerde IgVH mutasyon
durumu, ZAP70 varhg,, CD38 ifadelenme diizeyinin bagimsiz birer prognostik faktor

olabilecekleri gdsterilmistir.

KLL de klinik seyrin en iyi belirleyicilerinden biri olarak IgVH mutasyonu oldugunu
bildiren calismalar vardir. IgVH mutasyonu olan olgularda, mutasyonu olmayan olgulara
gore klinik gidisin daha iyi oldugu bildirilmektedir(38). Orchand ve arkadaslarinin 167 KLL
hastas! ile yaptiklari calismada akim sitometrik yontemle olglilen ZAP70 ifadelenmesinin
KLL" de glivenilir bir belirte¢ olabilecegi gosterilmistir (51). Yine Crespo ve arkadaslari
tarafindan 56 KLL hastasinda akim sitometri yontemiyle sapladiklari ZAP70 ifadelenmesini,
IgVH mutasyon durumuyla karsilastirdiklari ¢calismada; ZAP70’in yiiksek oranlari ile IgVH
geninde mutasyon olmamasi arasinda pozitif bir iliskili oldugu gosterilmistir(49). Bizim
calismamizda sadece 5 hastada ZAP 70 ifadelenmesi pozitif olarak bulunmus olup sayi
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yetersiz oldugu icin istatistik yapilamamistir. Ancak bu calismada yer alan hastalarin
¢ogunlugunun [26 hasta (%73) nin ] erken evre oldugu goz oniine alindiginda elde edilen
sonucun gercekte cok anlamhl oldugu disiniilmekte ve literatlirle parelel oldugu

gorilmektedir.

Yine ¢alismadaki erken evre olarak belirlenen 26 hastanin 23’Ginde ZAP70 ifadelenmesi
nin diisik ve tedavisiz gegen sirelerinin uzun [ortanca 35 ay (9-61 ay)] olarak bulunmasi

(52) bircok calisma sonucu ile uyumlu goriinmekteydi.

Diirin ve arkadaslar tarafindan 133 B-KLL'li hastada yapilan ¢alismada, CD38
pozitifliginin koétu bir klinik seyre, daha ileri evreye, erken tedavi gereksinimine ve kisa
yasam sliresine isaret ettigi gosterilmistir(92). Hablin ve arkadaslari ise 145 B-KLL'li
hastada yaptiklari calismada, 41 olguda CD38 pozitifligini tespit etmisler ve bu hastalari
alti aydan dokuz yila kadar takip ettiklerinde 8 hastada CD38 pozifliginin arttigini, 2’sinde
azaldigini, 31‘inde stabil kaldigini gdstermislerdir. Sonug olarak, CD38 pozifliginin bagimsiz
bir prognostik belirte¢ olabilecegi her iki calismada da saptanmistir (48). Bizim
galismamizda sadece 35 hastanin 3’Gnde CD38 ifadelenmesi ylksek olarak bulunmustur.
CD38 ifadelenmesi gostermeyen 32 hastanin 24 ‘U (%75) erken evreydi. Calismaya alinan
tim erken evre 26 hastadan ise sadece ikisinde CD38 ifadelenme diizeyi %20 nin
Uzerindeydi. Sayilarimiz istatistik yapmak icin uygun olmamakla birlikte gercekte
sonucumuz literatlirdeki bilgilere uygun olarak gorinmekteydi. Ancak bu calismada,
hastalarin uzun siireli takipleri yapilamamasi nedeni ile CD38 ifadelenmesi ile hastaligin

seyri iliskilendirilememistir.

Del Principe ve arkadaslarinin calismasinda, ZAP70 pozitifligi ile CD38 ifadelenmesi
%30’un Uzerinde olan hastalar arasinda o6nemli iliski gozlenmistir(84). During ve
arkadaslarinin galismasinda CD38 esik degerini % 20 olarak kabul edilmis ve benzer iligki
saptamistir(50). Calismamizda CD38 ifadelenmesinin esik degeri olarak % 20 alindiginda,
ZAP70 (+) olan 5 hastanin sadece 1'inde CD38(+) oldugu gorildi. Beklendigi gibi ZAP70
pozitif hastalarda CD38 pozitifligi yliksek degildi. ZAP70 pozitif ve negatif gruplar arasinda
CD38 pozitifligi acisindan aralarinda anlaml fark saptanmadi. CD38 ve ZAP70 pozitif
degerler arasindaki bu uyumsuzluk hasta sayisinin az olmasi disinda CD38 ifadelenme

diizeyinin hastaligin seyri sirasinda degisken olabileceginden ve calismada pozitif siniri
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olarak kabul edilen %20 ifadelenme dlzeyinin ylksek esik degeri olmasindan

kaynaklaniyor olabilecegi distintImustir.

B hiicreli KLL hastalarinin klinigi, l6semik lenfositlerin biyolojik 6zelliklerinin yaninda
bazi sitokinlerin serum dlzeylerine de baghdir. Bu sitokinlerden, CD138 (Syndecans-1)
hiicre adezyonunda gorev alan, hiicre blylime ve farklilasmasini kontrol eden, hicre-
hicre/hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimlerini diizenleyen o6nemli bir proteindir.
Normal sartlar altinda, olgun plazma hiicrelerinde ve erken pre-B hiicrelerinde (+) olan
CD138 ‘in son zamanlarda, bazi yayinlarda, l6semi/lenfoma, B- hicreli akut lenfoblastik
durumlarda reaktivitesi bildirilmistir(69). Dariusz Wolowiec ve arkadaslarinin B-KLL
hastalarinda sCD138 ve bazi sitokinlerin (VEGF,bFGF,endostatin) serum duzeyleri ile
hastalik saldirganlik derecesini inceledikleri arastirmada: bFGF ve sCD138 serum
konsantrasyonunun tim B-KLL hastalarinda yas olarak eslestiriimis saglikh kontrollere
gére anlamli derecede yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. ilerleyici hastaligi olanlarda
bFGF anlamli olarak daha yiksek cikarken, stabil hastaligi olanlarda sCD138 diizeyi daha
disik seviyelerde oldugu gorilmiustir. Yiksek sCD138 seviyesine sahip hastalara kiyasla,
lenfosit iki katina ¢cikma olasiligi, sCD138 seviyesi medyan degerin altinda olan grupta

daha disuk bulunmustur(95).

Calismamiza katilan 35 B-KLL hastalarinin biri hari¢ hepsinde sifirin altinda CD138
ifadelenmesi saptanmistir. Bunun nedeni plazma hicresi ve pre-B lenfositleri tarafindan
eksprese edilen CD138 ‘in kabul edilenin aksine kemik iligindeki olgun B lenfositleri

tarafindan diislik seviyelerde salinmakta oldugunu distindiirmektedir.

Dogal imminitenin elamani olan dogal oldirtci (Natural Killer —NK) hiicreler kemik
iligi kokenli, buylk granilli lenfositlerdir (94). B-KLL hastalarinda, NK hicreleri fenotipik
ve fonksiyonel degisikliklere ugramistir. Bundan dolayr B-KLL hastalarinin bir kisminda
periferik kan 6rneklerinden yapilan ¢calismalarda NK aktivitesi diisiik ve bozulmus olarak
bulunmaktadir (59). Calismamiza katilan hastalarin hepsinin B hiicreli KLL olmasi, NK
hiicreli KLL hastamizin hi¢ olmamasindan dolayi Ki aspirasyonu érneklerimizin hepsinde
CD56 ve CD16 ifadelenmesi %20 ‘nin altinda tespit edilmistir. Calismalarda NK
hiicrelerinin periferik kanda calisilmasi, bu calismada ise Ki aspirasyon orneklerinin

kullanilmasi ve diisiik CD56 ve CD16 ifadelenmelerinin bulunmasini gérece agiklamaktadir.
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Calismamizda CD56-CD16 ifadelenmesinin diisik tespit edilmesinin bir sebebi de, B-

KLL hastalarinda NK hiicre sayi ve fonksiyonundaki azalma olabilir.

Sonuc olarak, KLL hastalarinda hastaligin seyrini belirlemede ZAP70, CD38, CD138,
CD56, CD16 antijenik ifadelenmelerin  kullanilabilcegine dair birgok calisma
bulunmaktadir. Ozellikle yiiksek orandaki ifadelenmelerin ileri evre hastalik, erken
donemde tedavi ihtiyacinin belirmesi ve tedaviye yanitsizlik ile birlikteliginin bildirilmesi,
bu belirtecleri giderek ilgi odagi haline getirmistir. Bizim ¢calismamizdaki veriler istatistiksel
degerlendirme icin uygun olmamakla birlikte hastalarin yliksek ¢cogunlugunun erken evre
ve/veya tedavisiz izlemde olmasi, gercekte sonuglarin ¢ok anlamli oldugunu, hem klasik
hemde literatir bilgilerimiz ile ortistligiine isaret etmektedir. Ancak sonuclarimizin net
bir anlamlilik kazanmasi icin daha fazla hasta katilimina ve da uzun takip stirelerine ihtiyag

vardir.
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7. OZET

Amag: Kronik Lenfositer Losemi(KLL) kan, kemik ligi, lenf nodu ve dalakta proliferasyon
ozelligi olmayan olgun lenfositlerin artisi ile ortaya c¢ikan, farkli klinik seyirler gosterebilen
bir hastaliktir. Cogu B lenfosit kokenlidir, %1’inden daha azi T lenfositlerinden
kaynaklanmaktadir. ileri yas hastaligi olmasina ragmen olgularin %7-24 ‘Giniin 55 yasin

altinda olduklari bildirilmektedir.

Rai ve Binet tarafindan olusturulan siniflamalar bu giin icin KLL ‘de kullanilan glincel
evreleme sistemleridir. Bu sistemler evre ve sag kalim siresi arasinda anlaml bir iligki
gostermesine ragmen bazi eksik taraflari mevcuttur. Herhangi bir evrede olan hastalar
arasindan, hastaligi progresif olabileceklerle yavas seyir gosterecekler arasindaki ayrimi
yapmada her iki evreleme sistemi de yetersiz kalmistir. Ozellikle erken evre olan
vakalarda prognozu belirlemek icin yeni serum belirteclerine ihtiyac dogmus, buradan
yola cikarak yapilan arastirmalarda immunglobulin agir zincir degisken bogesindeki(lgVH)
somatik mutasyonlarin varligi cok degerli bir prognostik faktér olarak saptanmistir. IgVH
mutasyonu olan hastalar, olmayanlara goére daha iyi bir klinik gidis gosterdikleri tespit
edilmistir. Kronik lenfositer |6semi hiicrelerinde, zeta iliskili proteinin (ZAP70) ve CD38
ifadelenmesin gosterilmesinden sonra bu belirteglerin de prognozu belirlemede
kullanilabilecegi yoniinde yeni arastirmalar yapilmistir. Bir¢cok kanserde kotl prognostik
belirte¢ olarak gosterilen CD138 ‘in KLL ‘de iyi klinik gidisin habercisi olabilecegi dne
surllmustlr. KLL hastalarinin periferik kanlarinda CD3(+) Natural Killer benzeri hiicrelerin
gosterilmesi bu hastalarda azalmis sitotoksite nedeni olarak gosterilmistir Bu bilgiler
dogrultusunda calismamizin amaci; yeni tani almis ve tedavi almayan KLL hastalarida
ZAP70, CD38, CD138, CD16 ve CD56 ifadelenme diizeylerinin evre ve prognoza etkilerinin

incelenmesidir.

Gerec¢ ve yontem: Bu calismada ucuz ve kolay uygulanabilir bir metod olan flow

sitometri yéntemi ile KLL hastalarin Ki aspirasyonlarindan elde edilen kan érneklerinde
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ZAP70, CD38, CD138, CD56, CD16 ifadelenme diizeyleri olgildi. %20'nin lzeri ifadelenme

degerleri pozitif olarak kabul edildi.

Bulgular: ZAP70 ifadelenmesi, ¢alismaya alinan 35 hastadin 5’inde pozitif olarak
saptandi. Duslik ZAP70 ifadelenmesi gosteren hastalarin erken evre vakalar oldugu ve bu
hastalarin progresyonsuz sag kalimlarinin uzun oldugu gorildii. CD38 ifadelenmesi, 3
hastada pozitif olarak saptandi. CD38 ifadelenmesi diisiik hastalarin da daha ¢ok erken
evre olduklari ve progresyonsuz sag kalimin digerlerinden daha uzun oldugu tespit edildi.
Olgularda ZAP70 ifadelenmesi ile CD38 ifadelenme dizeyi karsilastirildigida sadece bir
olguda ayni anda her ikisinde pozitif oldugu goéruldi. CD38 ile ZAP70 pozitifligi arasinda

anlamli iliski saptanmadi.

CD138, CD56, CD16 tiim hastalarda disiik diizeyde ifadelendigi gorildi. Fakat CD56’

nin %5 ‘in Gizerinde ifadelendigi 6 hastanin 3 ‘linde ZAP70 ‘in (+) oldugu goruld.

Sonug: KLL hastalarnda klinik seyrin belirlenmesinde ZAP70-CD38-CD138-CD56-CD16
nin antijenik ifadelenme dizeyleri bir belirteg olarak kullanilabilir. Bu belirteglerin serum
dizeyleri ile ileri hastalik, erken tedavi ihtiyaci, tedaviye direnc arasinda iliski vardir. Erken
evredeki ve tedavisiz sag kalimin uzun oldugu hastalarda bu belirteclerin disik diizeyde
ifadelendigi tespit edilmistir. KLL'de hiicre ylizey antijenlerinin evre ve prognoza ektilerini
daha iyi anlayabilmek igin; daha fazla hasta sayisini, saglkli kontrol gruplariyla

karsilastirmali olarak, uzun sireli klinik takiplerinin yapilmasi gerekmektedir.
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8.ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is characterized by increased number of mature
non-proliferative lymphocytes in blood stream, bone marrow, lymph node and spleen
with different clinical course. Family history is an important risk factor for CLL. It is
suggested that the malignant transformation of B cells play an important role for CLL
development while less than 1 % is caused by T lymphocytes. Although most CLL patients

are elderly, 10% of them are younger than 50.

In CLL patients, Rai and Binet classification systems are established for determination
of the necessity of treatment and prediction of survival. However, the prognostic value of
these classifications is limited in early staged patients. The presence IgVH somatic
mutation in the heavy chain variable region of immunoglobulin has been found a valuable
prognostic factor. Patients with IgVH mutation shows a better clinical course than those
without. After determination of the relationship between expression of zeta-associated
protein (ZAP70) and IgVH mutation in CLL cells, a lot of research has been made for the

usage of expression of ZAP70 rather than IgVH mutation of an expensive technique.

Finally, CD38 and CD138 are suggested to be important prognostic markers in some

studies.

In this study, ZAP70, CD38, CD138, CD56, CD16 expression levels were measured from
bone marrow aspirations of patients with CLL by flow cytometry of an inexpensive and
easy method. Expression levels over 20% were considered as positive. ZAP70 expression
was positive in 5 of 35 investigated patients. There was no significant correlation between
ZAP 70 expression and patients' age, sex, hemoglobin and LDH levels, leukocyte,

lymphocyte and platelet counts.

CD38 expression was positive in 3 of 35 investigated patients. There was no significant

correlation between CD38 expression and patients' age, sex, hemoglobin and LDH levels,
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leukocyte, lymphocyte and platelet counts. In only one patient, both ZAP70 and CD38
expressions were positive. There was no significant correlation between ZAP70 with CD38

positivity.

CD138, CD56, CD16 was expressed at low levels in all patients.

For demonstrating the relation between the expression of ZAP70 and CD38 over 20%

and the prognosis of CLL patients, long-term observational studies are needed.

Long-term clinical observational studies with control groups should be made for

understanding the effects of surface antigens in staging and prognosis of CLL.
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