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KISALTMALAR

AFP Alfa fetoprotein

ALL Akut lenfoblastik 16semi

ANLL Akut non lenfoblastik 16semi

BK Beyaz kiire

CALLA Common akut lenfoblastik 16semi antijeni
CEA Karsino embriyonik antijen

(@D Cluster Designation

g Sitoplazmik immiinoglobulin

Cu Sitoplazmik | agir zincir

E-rozet Koyun eritrositleri-rozet

FAB French-American-British

FCS Fetal calf serum

FITC Florescein Isothiocyanate Conjugate

HAT Hypoxanthine-aminopterin-thymidine
HLA Insan (human) 16kosit antijeni

HPRT Hypoxanthine phosphorobosyl transferase
Htc Hematokrit

Ia Immiin (associated) antijen

Ig Immiinoglobulin

IL Interlokin

LGL Large (genig) graniiler lenfosit

KLL Kronik lenfositik 16semi

MoAb Monoklonal Antikor

oK Ortho, Kung

PAS Periodic-acid-schiff

PBS Phosphate buffered saline

PEG Polyethylene glycol

PY Periferik yayma

SMIg Surface (ylizey) membran immunoglobulin
SRBC Sheep red blood cells (koyun kirmuzi kan hiicreleri)
Te/s Sitotoksik/stipresor (baskilayic1-T)

Tdt Terminal deoksiniikleotidil transferase
Th T-helper (yardimci-T)

WHO World Health Organization (Diinya saghk rgiitii)



GiR1S VE AMAC

Hastaliklarin immiinolojik durumunu belirlemek igin lenfositlerin
hiicre yiizey antijenlerinin incelenmesi son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir.
Ayrica losemiler gibi kendi iglerinde biiyiik hetorojenite gdsteren hastaliklarin kaynak-
landig hiicre tipinin belirlenmesinde hiicre yiizey antijenlerinin incelenmesi ile
yapilan galigmalar yararh olmaktadir.

Losemiler gegmig yillarda blastlarin morfolojik o6zelliklerine gore
siniflandirilmakta idi. Ancak bu siniflandirma farkli hiicre alt gruplarini belirlemede
yeterli olmamakta ve aragtiricilar arasinda goriig ayriliklarina neden olmakta idi. Son
onbeg yilda hibridoma teknolojisinin bulunmasi ve bu sayede monoklonol antikorlarin
uygulamav alanina girmesi ile birlikte, hiicre fenotipi tayininde hizli, duyarh ve
giivenilir metodlar geligtirilmigtir. Monoklonal antikorlar yardimi ile normal
hiicrelerin oldugu kadar neoplastik hiicrelerin de yiizey antijenlerini belirlemek
miimkiin olmugtur. Son yillarda lenfoblastlarin sahip olduklar: hiicre yiizey antijenleri
belirlenerek losemilerin immiinofenotipik siniflandirilmas: yeniden yapilmigtir. Lenfo-
blastlarin immiinofenotipinin belirlenmesi akut lenfoblastik l16semi olgularimin prog-
nozunu tayin etmede ve tedavi se¢iminde yararl olmaktadir.

Monoklonol antikorlarin kullamim alanina girmesi ile birlikte kanser
teghis ve tedavisinde yeni bir ¢ag agilmigtir. Gelecekte monoklonal antikorlarla konjuge
edilmiy isotoplarin, ilaglarin ve/veya toksinlerin bazi 16semi ve lenfomalann tedavi-
sinde rol oynayacag diigiiniilerek bu konuda ¢aligmalar yogunlagtirilmugtir.

Bu caligma Gukurova Universitesi Cocuk Hemotoloji - Onkoloji Bilim
Dalinda yeni teghis edilmig akut lenfoblastik l6semi olgularinda hiicre yiizey antijenleri-

nin klasik metodlarla ve monoklonal antikorlarla belirlenmesi amaciyla yapilmugtir.



G E N E L B 1 L G 1L ER

LENFOID SISTEM VE IMMUN CEVAP

Immiinite (bagigiklik); viicuda giren yabanci maddelerin nétralize edilmesi,
digariya atilmasi veya metabolize edilmesi igin viicudun geligtirdigi savunma mekanizmasidir.
Mikroorganizmalara, malignensilere ve otoimmiin fenomenlere kargi konagin savunma meka-
nizmalarim iceren kompleks bir sistem olan immﬁn sistem baglica hiicresel immiinite, hiimoral
immiinite, fagositik sistem ve kompleman sistemi olmak iizere dort ana unsurdan meydana gel-
migtir. Immiin sistemi olugturan hiicrelerin iki ana farkhlagma sckli vardir:

1- Lenfoid seri: Lenfositleri yapar,

2- Myecloid seri: Fagositleri ve diger hiicreleri yapar.

Lenfoid seride hiicresel immiiniteden sorumlu T- Lenfositler ve hiimoral
immiiniteden sorumlu B- Lenfositler olmak iizere fonksiyonlart farkh iki ana hiicre gurubu
vardir. Fagositler gurubunda ise monositler ve polimorf niiveli 16kositler (nétrofiller, eozinofill-
er, ve bazofiller) iki temel hiicreyi olugtururlar. Sckil I'de immiinolojik aktif cfektdr hiicrelerin
gelisimi gema halinde gosterilmisgtir.

Biitlin bu hiicre sistemleri birbirlerine son derece bagh olmalarina ra§men fonk-
siyonlann farklidir. Bu iki hiicre sisternine ck olarak "akscsuar hiicreler” immiin cevabin
olugmasinda énemli rol oynarlar.

Bir antijene kargi immiin cevap olugabilmesi T ve B lenfositleri, monositler ve
MHC (major histocompatibility complex) iiriinleri arasindaki kompleks bir reaksiyon serisinin
gergeklesmesine baglidir. Bunlardan bagka diger hiicre tipleri de immiin cevabin olugumuna
katilabilmektedir. Bu hiicreler arasinda dentritik hiicreler, NK (naturel killer) hiicreleri, Langer-

hans hiicreleri ve endotelyal hiicreler bulunmaktadir.
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(@ %) PLAZMA HUCRESI

N

T-HUCRELERI

SEKIL I: Immiinolojik aktif effektdr hiicreler kemik iliginden kéken alirlar. Kemik iligindeki

promonositlerden kdken alan dolagimdaki monositler dokulara giderek makrofaj haline gelirler.

Lenfoid serinin onciil hiicreleri (pre-B,ve pre-T) lenfoid stem hiicrelerinden kaynaklanirlar. Pre-T

hiicreleri timusta olgunlasarak dolasima T-Lenfositleri olarak gikarlarken, pre-B hiicreleri de

kuglarda bursa fabricius'da (memelilerde ise bunun esdeger organlarinda) olgunlagarak B-

Lenfositleri olarak dolagima katilirlar. B hiicreleri dahada olgunlagarak immiinoglobiilin

salgilayan plazma hiicrelerini meydana getirirler. T hiicreleri ise belirli bir morfolojik degisiklige

ugramadan boliniirler. Notrofiller, eozinofiller, ve bazofiller ise myeloid stem hiicresinden

koken alirlar.




LENFOID SISTEM

Lenfoid sistemin lenfoid dokular santral (primer) ve periferik (sekonder) olmak
tizere ikiye aynlirlar. Santral lenfoid organlan kemik iligi, timus ve kuglarda "bursa of fabricius”
dur. Periferik lenfoid organlar ise lenf nodlar, dalak, tonsiller ve Peyer plaklan gibi intestinal len-
foid dokulardir.

LENFOSITLER:

Tiim lenfoid dokunun en 6nemli hiicresi olan lenfositler, kemik iligindeki len-
foblastlardan koken alirlar ve erigkinlerin dofagimlarindaki lokositlerin %20-30'unu
olugtururlar. Lenfositler, bir ok dokuya kan dolagimi yolu ile taginirlar. Bu dokulardan en
Onemilileri timus ve bursa fabricius'dur. Timus ve bursa fabricius (memelilerde eg degeri) lenfo-
sitlerin kendilerine has fonksiyonlarinin kazanildig: veya onlarin T veya B lenfositleri olarak
regiile edildigi en 6nemli lenfoid organlardir.

Baglangigda lenfositler; 6 -10 um gapinda olanlar kiigiik lenfosit, 16-20 um capinda
olanlar ise biiyiik lenfosit olarak siniflandirilirlardr ve bir de ara siniftan (intermedia) bahsedi-
lirdi.

Lenfositleri siniflandirmadaki bir yontem de onlart yar1 6miirlerine gore iki gruba
ayirmakti. Yar1 6mrii 5-7 giin gibi kisa ama genellikle daha biiyiik olanlar B-lenfositler olarak
tanimlanirken; kiigiik ama yar1 dmrii aylar ve yillar gibi uzun olanlar ise T-lenfositler olarak
tanimlanmakta idiler. (¥

Giintimiizde hiicre yiizey membran antijenlerini belirleyen spesifik monoklonal
antikorlarin, immiinglobulinlerin ve T hiicresi reseptér genlerini belirleyen molekiiler
calismalarin kullanim alanina girmesi ile birlikte insan lenfosit ve graniilositlerinin farklilagma
safhalarimt belirlemek miimkiindiir, ¢1-34.63)

T-LENFOSITLERI:

Immiin sistemin hiicresel komponentini olugturan T-lenfositlerinin 6nciileri
(pre-T lenfositler) dogumdan 8nce fetal karacigerden, dogumdan sonra ise kemik iliginden kéken
alirlar, farklilagma ve olgunlagmalan ise timusta meydana gelir. Bu farklilagma siirecinde T-

hiicrelerinin bir gok spesifik alt sinifi meydana gelir ki bunlarin her birinin ayr birer spesifik



fonksiyonu vardur.

Timus, insanlarda boyunda tiroidin altinda bulunan ve thoraks bogluguna dogru
uzanan ¢ift loblu bir organdir. Embriyolojik olarak 8. haftada 3. ve 4. farangeal keselerden meyda-
na gelir, dogum esnasinda agirhg 15-20 gr.dir. Pubertede agirhigx 40 gra bulur ve bundan sonra at-
rofiye ugrar. Anatomik olarak timus; vaskiiler ve lenfotik sistemlerle beslenen ve drene olan,
icleri lenfositlerle (timik veya T-lenfositleri) dolu epitelyal keseler olarak tanimlanabilir. Epitelyal
ve diger yapisal hiicreler timusu lobiillere ayirir. Her lobiiliin lenfositten zengin dig-korteks kisrmu
ve lenfositten fakir ic-medulla kismu vardir. Kortikal timositler timik lenfositlerin %85-90 i1m
olugtururken geri kalanlar meduller timositlerdir.")

Korteksde olgunlagmamig ve g¢ogalmaya hazirlanan, medullada ise olgun
hiicrelerin bulunmasi, kortekste mitozla olugan lenfositlerin medullaya gog ettigini burada daha
da olgunlagarak kan dolagimina gegtigini diiglindiirmektedir. @7

Timusta epitelyal hiicreler baz1 timik hormonlan sentez ederler. Bunlardan thy-
mulin, &1 ve B 4- thymosin thymopoietin (ve onun aktif pentopeptidi olan TP-5) iyi bilinenler-
dir. In vitro deneylerde timustaki hiicrelerin bu hormonlarin yardimi ile farklilagtiklan ve Ia an-
tijeni .(immiin associated antigen), Tdt (terminal deoksinukleotidil transferaz enzimi), Fc
reseptorleri ve T hiicresine spesifik bir seri yiizey antijenlerini kazandiklan gosterilmigtir.®>

T-hiicrelerinin geligimi periferik lenfoid organlara yerlegimi ile tamamlanir. Bu
organlarda T-hiicresine bagiml bolgelere yerleserek uzun yagam siiresine sahip bir popiilasyon
olugturarak tekrar dolagima katilirlar.

T-lenfositlerinin farklilagmasi en iyi olgunlagma safhasimin muhtelif evrelerinde
kazandiklan ve kaybettikleri yiizey proteinleri ile agiklanir. Ancak ne var ki, bu proteinler igin
kullarulan 4 ayr nomenklatiir sistemi vardir. Bunlardan biri fareler igin (Ly), ikisi insanlar igin
(T, Leu) ve doérdiinciisii de WHO'nun 6nerdigi (CD) semalandir.

T hiicrelerinin kemik iligi prekiirsérlerinde Tdt enzimi bulunur. Monoklonal an-
tikorlarin kullanilmas: ile birlikte belirlenmeye baglanan yilizey antijenleri T harfini takip eden
1 ila 11 aras: rakamlarla gbsterilir (T1,T3,T4.....T11 gibi). Buna alternatif olarak kangiklikian ve ko-
lay anlagmay1 amaglayan sistem, diinya saghk tegkilatinin dnerdigi CD (Cluster Designation'un

bag harfleri) sistemidir. Bu sistemde T harfinin yerine CD harfi gelmigtir ve numaralandirma
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rakamlarla gosterilmektedir. (Or: CD8 gibi). Giiniimiize dek bu markirlardan gok azinin T hiicre
fonksiyonu ile iligkisi gosterilmigtir. T1,T3,T10 ve T11 tiim olgun T lenfositlerinde bulunurken
sadece T3 ve T11 in belirleyici rolii vardir. T6 ve T9 markirlan timositlerde bulunur ve bu
hiicreler kan dolagimina gegtiginde bu iki markir kaybolurlar. Timik T hiicreleri olgunlagtikga T4
ve T8 belirir ki bu markirlar hiicreleri iki fonksiyonel alt gruba aymrlar.m (yardimci-T,
baskilayic1/sitotoksik-T)

Monoklonal antikorlar kullarularak hiicre yiizey antijenlerdeki degigikliklere gore
T hiicre geligiminin 3 ayn safhas belirlenmistir.(‘m Sekil IV'de T hiicresi gelisiminin safhalar ve
bu safhalarda kazanilan ve kaybedilen ylizey antijenleri gosterilmigtir.

EVRE I : Erken timositler, Timik T hiicrelerinin %10'unu olugtururlar. Koyun
eritrositleri resdpterleri ve T1,T9,T10 monoklonal antikorlan tarafindan tanman antijenleri
vardir.

EVRE II : Ara (intermediate) timositler, timositlerin biiyiik gogunlugunu igerir. T9
kaybolur, T10 halen vardir ve T6, T4 (CD4) ve T8 (CD8) antijenleri kazanilmugtir.

EVRE III : Olgunlagmanin son safthasinda timositler artik T6 icermezler. Diger an-
tijenlere ek olarak T3 antijeni kazanilmugtir. Periferik kandaki lenfositler gibi T4 ve T8 alt grup-
larina aynlirlar.

T-lenfositlerin belirlenmesinde yararlar1 olan yiizey markirlarinin diginda bu
hiicrelerin yiizeylerinde eritrosit reseptorleri, la-protein reseptorii, T-hiicre antijen reseptorii (Ti)
gibi baz1 6nemli molekiiller vardir. T- hiicreleri koyun eritrositleri ile rozet tegekkiil ederler. Bu
basit teknikle periferik kandaki lenfositlerin yaklagik tigte ikisinin T-lenfositleri oldugu anlagilir.
Geri kalan lenfositlerin %30 u B- hiicreleri ve geri kalanlar1 da iigiincii popiilasyon hiicreleridir.
Bazt T-hiicrelerinde bulunan ikinci 6nemli reseptor Ia proteinleri igin spesifiktir. Kimyasal yapisi
halen karanlik olan bu Ja proteinine B- hiicrelerinde ve makrofajlarda da rastlanir, ve bu
hiicrelerin TD (timus-dependent) antijenlerine kargi immiin cevabi baglatugi digtiniilir. Bir
tiglincii reseptdr olan T hiicre antijen reseptori (Ti) molekiilleri alfa ve beta peptid zincirlerinden
meydana gelmigtir ve muhtemelen {iglincii bir pargalan da 7Y zinciridir. Ti proteini ile T3 proteini

arasinda yakin bir iligki vardir ve bu yiizden antiserumlarla ikisinden hangisinin pozitif oldugu
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belirlenemez. Ciinkii Ti peptidlerine nazaran hiicre membranindan daha igeride bulunan T3 mo-
lekiili Ti molekiiliiniin peptidleri ile baglanmigtir. Bunlarin diginda T hiicrelerinde inferlokin
reseptorleri (IL-1 ve IL-2) vardir. Makrofaj interldkin-1 T- hiicrelerindeki reseptorlere baglanir ve
T hiicre cevabini katalize eder. Bunun ardindan Ty, hiicreleri IL-2 salgilayarak diger fonksiyonel T
hiicre alt gruplarim stimiile ederler.(l

Mevcut olan bir ¢ok T proteinine kargihik- dort tanesinin belirleyici 6zelligi
onemlidir. T3 {in T- hiicre antijen resertoriiyle (Ti) yakin iligkisi vardir. T11 koyun eritrositleri re-
septdriidiir. T4 yardima1 T hiicrelerinin (T},) ve Tpy (gecikmig tipte duyarhlik T hiicreleri)
markiridir. T hiicrelerinin yaklagik %601 bu markira sahiptir. T8 ise T, ve Tg (baskllayla ve sito-
toksik-T) hiicrelerinin pozitif markiridir.

Antikor iiretimi igin T ve B hiicreleri arasinda bir etkilesim gerekmektedir. B hiic-
relerinin bazi antijenlere (T-ye bagiml antijen ) kargt antikor yamiti, yardimel-T hiicrelerinin
katkisi ile olugur. Yardimcr T- hiicrelerinin aktivasyonu igin isc aksesuar hiicreler gereklidir.

Bir T- hiicre alt grubu olan baskilayic1 T- hiicreler, B hiicrelerinin ve diger T hiic-
relerinin aktivasyonunu inhibe ederler.

Yardimc1 T hiicrelerinin B hiicrelerini aktive edici fonksiyonuna kargilik
baskilayic1 T-hiicreler, B-hiicrelerinin fonksiyonlarini azaltirlar. Insanlarda ve diger hayvanlarda
yardimc: T- hiicrelerinin baskilayic1 T hiicrelerine orani (Th: Ts) 1.8:1 dir. Agin siipresyon immiin
yetersizlige, siipresyonun olmamasi veya ¢ok azalmas: otoimmiiniteye neden olabilir.

T hiicrelerini belirleyen bir ¢ok antiserum ve monoklonal antikor mevcut
olup,bunlar tablo II'de gosterilmigtir.

B-LENFOSITLERI :

B lenfositleri, humoral immiiniteden sorumludurlar. B lenfosit dnciileri insanlar-
da gestasyonun 8.-9. haftalarinda, farelerde ise 14. giinde fetal karacigerde bulunurlar. Gestasyo-
nun 14. haftasindan itibaren kuglarda "Bursa of Fabricius"da memelilerde ise bursa
egdegerlerinde (insanlarda kemik iligi ) olgunlagarak kan dolagimina ve periferik lenfoid dokuya
yerlesirler.(m Plazma hiicreleri B-lenfositlerinin en olgun geklidir ve aktif olarak immiinglobulin

salgilarlar.



B lenfositleri gencllikle yiizey membranlarinda bulunan bir antijen reseptdril ola-
rak gorev yapan immiinglobulin varlif ile belirlenebilirler. Yiizey membran immiinglobulin
(Smlg) gesitli immiinglobulin sinuflarina karg geligtirilen polivalan ve monoklonal antiserumlar
kullanilarak gosterilebilir. Bu markir yardimu ile dolagimdaki lenfositlerin %15-30 unun; lenfoid
dokuda ve tonsillerde ise yaklagik %50 sinin B lenfositler oldugu anlagihir.)

B-Lenfositlerinin Farklilagmas: ve Yiizey Markirlar: :

Kemik iligi kokenli olan B-lenfosit 6nciileri (pre-B lenfositler) IgM'nin agir zinci-
rini (1) sentez ederler, ancak sekrete etmezler. Bu IgM'nin agir zinciri sitoplazmada bulunur, si-
toplazmik p zinciri (C) adina alir. Pre-B lenfositlerin Smig'leri ve intrasitoplazmik hafif zincir-
leri yoktur. 21

IgM molekiiliiniin tamamen olugmasi ile birlikte pre-B hiicreleri, erken B
hiicrelerine dogru farklilagirlar. Erkejn B- hiicrelerinin ylizeylerinde Ia proteini, Fc reseptdrii ve
kofnplemamn CR1 ve CR3 reseptorleri bulunur.

Olgun B hiicrelerinde kompleman reseptorleri, Fc reseptorleri ve yiizey IgM re-
septorlerinden fazla olarak IgD de bulunur. Fc ve kompleman reseptorleri B lenfositler igin spesi-
fik olmayip monositler ve bazi nonhemopoetik hiicrelerde de bulunabilirler. Bunun gibi, insan B
lenfositlerinin yiizeyinde bulunan Ia antijeni de yalniz B hiicrelerine 6zgiil degildir. Ia antijenleri
ile HLA-D dokusu gen iiriinleri arasinda iligki saptandifindan HLA-D ile iligkili veya HLA-DR
deyimi insan hiicrelerindeki Ia antijeninin varhguu gostermek igin kullanilmaktadir, ??)

B hiicreleri erken formlarindan itibaren antijenik stimiilasyona immiinglobulin
sentezleyerek cevap verirler. B hiicreleri uygun antijenle kargilagttktan sonra T- hiicrelerinin
yardimu ile klonal bir gelisme gostererek, yiizey Ig molekiilii ile aym dzgiilliikte Ig molekiilleri
sentez etmeye baglarlar. Bu iglem sonucunda da ortalama yagam siireleri 2-3 giin olan en olgun B
Hﬁcrelerine yani plazma hiicreleri farklilagir. Plazma hiicrelerinin Smlg'i yoktur, ancak hem agir
hem de hafif zincirlerden meydana gelen Clg leri vardir. Ote yandan bu farkhilagma siireci iginde
bu klondaki bazi hiicreler "hafiza hiicreleri” denilen yagam siireleri olduk¢a uzun olan lenfosit-
lere doniigerek lenfoid dokularn terminal merkezlerine yerlegirler. 7

B- hiicrelerini belirleyen bir ¢ok antiserum ve monoklonal antikorlar belirlenmig
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olup Tablo III'de gosterilmigtir. B hiicrelerinin olgunlagmas: ile parelellik gosteren yiizey

markirlar Sekil IV'de gosterilmigtir. Bunlarin diginda major histokompatibility kompleksinin

klas I proteini ¢ok erken-B hiicrelerinin yiizeyinde bulunurken daha ge¢ safhalarda Lyb 3,5 pro-

teinleri mevcuttur. Lyb6, Lyb17,Lyb19 gibi diger Lyb (lenfosit B) proteinleri de B lenfositlerde bu-

lunmugtur, ancak bunlarin fonksiyonlar heniiz bilinmemektedir.

TABLOI: T ve B Lenfositlerin Karakteristik Ozellikleri
B-Lenfosit T-Lenfosit
Doku orjini Kemik 11131 Kemik 11igi

Olgunlagmanin oldugu dokular
Yiizey markarlar:

Antijen reseptérii
Fonksfyonel alt simiflar
Alt sinif varyantlari
Hiicre tranleri
Dokulara daglum
Immiin tolerans

Fabricius Bursa ve bursa es degerlerl
1.Fc Reseptoru

2. Immunglobulin

3.CR3

IgM ve IgD

By, By, B, BS, B €

K ve A zincir varyantlan
Immiinglobulinler
Kanda az, dalakta fazla,
Yiiksek doz, kisa stire

Timus

1. T1 veya Thy 1

2. Lyt veya CD markirlan
3. IL-1 ve IL-2 reseptorleri
4. la Proteini

Ti+T3

Ty TomTeTs Tes

Tg ve T, muhtemelen Ty
Interlskinler

Kanda ve duktus thoracicusda fazla
Dusiik doz, uzun stire

B hiicreleri ortak bir ¢ok ozellikleri bulunmasina ragmen, sentez ettikleri

immiinglobulin cinsi esas alinarak bir gok alt gruba ayrilabilirler. Ornegin pre-B hiicrelerinden sa-

dece IgM (By), sadece IgG (BY) gibi Bot, B8 ve BE alt gruplari farkhlagabilir. ' B hiicreleri

immiinglobulinlerinde bulunan hafif zincirlerin tipi (K veya A) ve agir zincirinin alt gruplan

esas almarak da major gruplara smiflandirilabilir (Bpx, Bp.?\,, BYx, B’Y?»). T ve B hiicrelerinin

arasindaki farklar tablo'I'de gdsterilmigtir.
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TABLOII: insan T lenfositleri ile reaksiyona giren monoklonal antikorlar
Antikor (Altsinif) Reakslyona glirdigl Antijenin Mol Adirh§t ¢p
hicreler (kd)
OKT1, anti-T1, anti-Leu-1,10.2 Pan-T lenfosit, pantisomit 65 cD5
(Lyt-2) SC-1, A50, T101
OKT3, anti T3, anti-Leu-4, UCHT1 Pan-T lenfosit (mitojenik) 20,20,25 ch3
Anti-Ti Thicre antijen reseptér( 49-51(...) Hv
43(..)
121,74 11 Pan-T, B altsiniflari 120 CDe
OKT11, anti T 11, anti-Leu-5, 9.6 Pan-T lenfosit (koyun eritrositi reseptdra) 40-50 cD2
(Lyt-3)
3A1,anti-Leu-9 (4H9), WT1, 4A Pan-T lenfosit 40 cD7
OKT4,anti-T4,anti-Leu-3 Yardime: T ) ch4
Anti-TQ1 Yardime: T altsiniflan Y HV
OKT5,0KT8,anti-T8,anti-Leu-2 Baskilayici /sitotoksik - T 3243 cD8
OKT6, NA 1/34, anti-Leu-68 Timositler 45 CD1
OKT9,5E9 Timositler, lenfoblastiar, monositier 90 HV
(anti-transferin)
OKT10 Timositier 45 HV
Ant-Ta, Aktive T lenfositier 105 HV
Anti-Tac Interlékin-2 reseptsrd 5 cD25
Kisaltmalar : Y : yayinlanmads; HV heniiz verilmedi
TABLO NN : insan B lenfositleri ile reaksiyona giren monokional antikorlar
Antikor (Altsinif) Reakslyona girdlgi Antijenin Mol Agirthigi  CD
hicreler (kd)
BA-1 (IlgM) B Lenfositler, granilostiler, malign B hicreleri 45,65,65 CD24
FMC 1 (igM) B Lenfositler, malign B hicreleri Y HV
FMC 7 B lenfositler {<%50), bazi malign B hicreleri Y HV
Anti-B1 (IgG2) B Lenfositieri, malign B hicreleri 35 cD20
Anti B2 (IgM) B Lenfositleri malign B hicreleri (C3d ve Epstein- 140 cD21
Barr virls igin reseptsr)
Anti-B4 (IgG1) B Lenfositleri, malign B hiicreleri 40 CDi19
Anti-B5 (igM) Aktive B lenfositler, malign B htcreleri ) HV
P1153/3 B Lenfositleri, malign B hicreleri Y HV
OKB1 (lgG1) B Lenfositleri, malign B hicreleri 168 Hv
OKB2 (lgG1) B Lenfositler, grantlositler Y Y
OKB4 (igM) B Lenfositleri, malign B hilcreleri 87 HY
OKB7 (IgGZa) B Lenfositleri, malign B hocreleri 175 HV
Anti- HLB-1 (|9G2a) B Lenfositleri, malign B hucreleri Y Hv
41H.16 (IngB) B Lenfositleri, malign B hiicreleri k2] Hv
Anti BL1 (IgG1) B lenfosit altsiniflari, malign B hdcreleri,grandlositler Glikolipid Hv
Anji BL2 (lgG2 al) B lenfositler, malign B hiicreleri, aktive T hicreleri 68 HV
Anti BL3 (lgG1) B lenfosit alt siniflan, bazi malign B hiicreleri, plazma 105 HV
huicreleri, aktive T hiicreleri
Anti-PCA-1 (IQGZa) ve - Plazma hiicreleri, malign plazma hucreleri, monositler ve Y Hv
anti-PCA-2 (lgG1) graniiositler ( zayf )
Anti-PC-1 (IgM ) Plazma hicreleri malign plazma hicreleri 28 Hv
LN-1 (igM ) B lenfositler, malign B hicreleri,epitelyal tumérler Sialoantijen Hv
LN-2 (lgG1) B lenfositler, malign B hicreleri (nGkleer membran ve stoplazma) 3B
HD6,HD39,29-110 B lenfositlerin % 75, bazi malign B hilcreleri 135 Ccb22
SJ10-1H11,SHCL-1
MNM6,PL-13,Blast-2 Bazi malign B hiicreleri 45 CDz3

Kisaltmalar : Y : yayinlanmadi; HV heniiz verilmedi



UCUNCU POPULASYON HUCRELERI

Periferik kan lenfositlerinin yaklagik % 3'linii igeren bu lenfositler ne T ne de B
lenfositlerine 6zgiil olan hiicre yiizey marerlanna sahip degildirler. Fogositik ve adherent
degildirler, lenfoid hiicre morfolojisindedirler.(1)

Bu hiicre grubu biiyiik bir heterojenite gostermektedir. HLA-DR antijenleri ve Fc
‘ reseptdrii bu hiicre grubunun gegitleri tiplerinin ayriminda nem tagir. (19)

Ugtincii popiilasyon hiicrelerinin %80'ini olugturan genig graniiler lenfositler
(LGL), lenfoid morfolojide, sitoplazmalarinda azurofilik groniiller iceren hiicrelerdir. Genig
graniiler lenfositler natiirel killer (NK) hiicrelerini de igerirler. NK hiicreler virilisle enfekte
hiicreleri ve bazi tiimdr hiicreleri gibi hedef hiicrelerini antikor ve kompleman yardimi ol-
maksizin dldiiriirler.

Genig graniiler lenfositlerin alt gruplart M1 antijeni gibi miyelomonositik
igaretlere sahiptirler. Bundan bagka hemotopoetik dokulardaki 6zgiil igaretlerden biri olan Leu-7
antijenine sahiptirler. Ayrica T4, T8 gibi T hiicre igaretleri bu hiicreler iizerinde
gosterilmigtir Koyun eritrositleri ile de zayif rozetler olugturduklan belirlenmigtir. Biitiin bu

6zelliklerinden dolay1 bu hiicrelerin ait olduklan hiicre serisi tartigmalidir. a9
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MONOKLONAL ANTIKORLAR

Organizma, antijen 6zelligi tagiyan yabana bir madde ile karsiliginca; plazma
hiicreleri, antijenin {izerindeki bolgelere 6zgiil baglanma gosterir ve immiinglobulin karekterin-
deki antikorlar sentezleyerek immiin cevab: olugturur.(l)

Antijene kargi olugan antikor cevabi genelde heterojendir. Insan ve fare
tiirlerinde milyonlarca plazma Onciil hiicreleri, ayn1 stem hiicrelerinden kfken almalarina
ragmen, degisik antijenik blgelere (determinantlara) kargi ayn ozelliklerde antikorlar sentezleye-
bilmektedirler. Immiinize edilmis bir hayvamn serumunda degisik tipte ve ¢ok sayida antikor bir
arada bulunmaktadir. Bir tek antijene 6zgiil antikor (monoklonal antikor) iireten hiicrelerin,
diger antikor iireten hiicrelerden ayrilmasi ve bu hiicrelerin kiiltiirlerde {iretilmesi ile sadece be-
lirli bir antijenik bolgeyi belirleyen antikorlarin in vitro gartlarda iiretilmesi uzun yillar
miimkiin olmamugtir. Plazma hiicrelerinin de kiiltiir gartlarinda uzun siireli devamhilig
saglanamamugtir.

Milstein, 1973 yihinda in vitro gartlarda fare myeloma hiicre kiiltiirlerinden spon-
tan mutasyon yapmay1 bagardi. Ardindan 1975 yilinda Milstein ve Kohler Cambridge Universitesi
Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda ilk kez antijen verilerek immiinize edilmig farelerden elde
edilen dalak hiicreleri ile mutand fare myeloma hiicrelerini birlegtirerek (fiizyon) monoklonal
antikor sentezleyen "Hybridoma" teknigini tanimladilar®®. Bu bulug kendilerine 1984 yili Nobel
odiiliinii kazandirdi. Bu teknikle, bir yandan B-lenfositlerinin 6zgiil antikor yapia dzelliklerini
diger' yandan ise myeloma hiicrelerinin 6liimsiiz olma 6zelligini kazanan "hibrid-melezlerin”,
Ozel ortamlarda tiretilmesi ile tek bir antijenik bolgeye kars1 ¢ok yiiksek Ozgiilliikkte ve sonsuz
miktarlarda monoklonal tipte antikor sentezleyebilecekleri gosterildi. Monoklonal antikorlarin

uygulama alanina girmesi ile birlikte immiinoloji, hematoloji, onkoloji, mikrobiyoloji ve gene-
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tik alanlarinda biiyiik agamalar elde edildi. Monoklonal Antikorlarin Uretilmesi gekil II'de
gosterilmigtir.

Monoklonal antikorlarin hibridoma teknolojisi ile iiretilmesinin ilk basamaginda
fare, antikor iiretilecek antijenle immiinize edilir. Daha sonra bu farenin dalag: gikarilarak hiicre
siispansiyonu hazirlanir. Bu siispansiyonda, flizyonda goérev alacak temel hiicre grubunu
olugturan ve antijene bir cevap olarak prolifere olan B-hiicreleri ve plazma hiicreleri bulunur.
Fiizyonda kullanilan ikinci hiicre olan mutand fare myeloma hiicreleri ise in vitro hiicre
kiiltiirlerinden elde edilir.

Immiinize fare dalak hiicreleri ile mutand myeloma hiicreleri polyethylene glycol
(PEG) kullamlarak fiizyona sokulur ve "microtiter” tipinde hiicre kiiltiir plaklarina ekim yapihr.

Fiizyon sirasinda iki hiicrenin membranlan birlestirilir. Fiizyondan sonra olugan
hibrid (melez) hiicrede baglangigta her iki hiicrenin de ¢ekirdegi bulunur. Bu cekirdeklerin
fiizyona ugramasi ile her iki hiicreden gelen genetik bilgileri igeren tek bir gekirdek ortaya gikar.

Bundan sonraki agamada hiicreler HAT (hypoxanthine, aminopterin ve thymi-
dine) ortaminda saklanir. HAT ortamunin 6zelligi, igerisinde sadece hibrid hiicrelerin iiremesidir.
Bu ortamda HPRT (hypoxantine-phosphoribosyl-transferase) enzimi tasimayan (HTRT negatif)
hibridlegmemig mutand hiicreleri ve HPRT pozitif olan fiizyona girmemis B lenfositleri kisa
siirede dliirler. Sonug olarak ortamda sadece iiremekte olan hibrid hiicreleri kalir. (Sekil II)

Elde edilen hibrid hiicreler arasindan antijene 6zgiil antikor sentezleyenler, indi-
rekt immiinofloresans veya ELISA y6ntemi ile segilir. Segilen hiicreler klonlanarak tek bir hiicre
tiirtinden olugan ve tek tip antikor yapan hibrid hiicreler elde edilmig olur. Bu hiicreler siv1 nit-
rojen i¢inde dondurulup uzun siire saklanabilmekte, gerektiginde ¢oziilerek in vitro kogullarda
uygun ortamlarda iretilerek veya deney hayvanlarina enjekte edilerek bol miktarda monoklonal

antikor elde edilebilmektedir.(13)
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SEKIL IT : Hibridomalar1 elde etmek igin énce kobaym primer immunizasyonu saglanir. Kobayin

antikor yapan dalak hiicreleri ile nonsekretuar miyeloma hiicreleri fiizyona sokulur ve HAT or-

tamina konulur. HAT mediumunda sadece hibridoma hiicreleri iirer. Hibridoma hiicreleri antije-

nin tek bir bolgesine 6zglil monoklonal immiinglobulinleri sentez ve sckrete ederler.
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Monoklonal Antikorlarin Kullamim Alanlar: :

Monoklonal antikorlarin yardimi ile bir ¢ok l8kosit yiizey antijeni
tanimlanmigtir. Immiin sistem fu’icrelerinin yiizey antijenlerine 6zgiil monoklonal antikorlarin
geligtirilmesi ile hiicrelerin farklilagmasi, fonksiyonlar1 ve malign hastaliklar hakkinda 6nemli
bilgiler elde edilmigtir.

Hibridoma teknolojisinin bulunmasindan sonra 1979'da Kung ve arkadaglart T-
hiicre membran yiizey antijenlerine kargt OK (Ortho, Kung) monoklonal antikor serisini
gelistirdiler.‘“’ Ug farkh uluslararasi sistem ile smniflandinlan monoklonal antikorlar,
karigikliklar1 6nlemek ve kolay anlagmay: saglamak amaciyla giliniimiizde Diinya Saghk
Tegkilatiun (WHO) 8nerdigi CD (Clyster of Designation) terimleri ile tamimlanmaktadirlar. Tablo
IV'de lBkositlerin tiplendirilmesinde kullanilan monoklonal antikorlar toplu' halde
gosterilmigtir. Ornegin, CD3 tiim T- hiicrelerinde bulunurken, CD4 yardime: T- hiicrelerini, CD8
hem baskilayici-T, hem de sitotoksik-T hiicrelerini belirler.(27) ‘

Monoklonal antikorlar, akut l6semi, lenfoma ve diger tip lenfoproliferatif has-
tabiklarin siniflandinlmasinda biiyiik yararlar saglamigtir. Monoklonal antikorlar T- hiicre ve
non-T-hiicreli 16semilerin ayirt edilmesinde ve bu ldsemilerin de kendi aralarinda
siniflandinimalarinda da kullanilmaktadir.(17,54)

Monoklonal antikorlarin diger bir kullanim alani, tiimorlerin serolojik taran-
mas1, immiinohistolojik tanisi, in vivo yerlegimlerinin gosterilmesi ve tiimdr
immiinoterapisidir. Hepatoma tam1 ve takibinde alfa feto protein (AFP) ve kolon karsinoma-
larinda karsino embriyonik antijen (CEA) tayini igin &6zgiil monoklonal antikorlar
geligtirilmigtir,(30.62)

Ayrica radyoaktif madde ile igaretli monoklonal antikorlar‘ kullanilarak
tiimdrlerin yerlerini saptamak miimkiindiir.(26)

Monoklonal antikorlar kemik iligi transplantasyonunda tedavi amaciyla kul-
larilmaktadir. Graft versus host hastahigin dnlemek amactyla transplantasyonlardan énce kemik

iligi komplement ve anti-T3 monoklonal antikorlar ile muameleye tutulmaktadur.(28)
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Tiimdrlere karg: geligtirilen monoklonal antikorlarin kemoterapatik ajanlarla
kbnjugasyonu yapilarak bu ilaglarin lokal veya metastatik tiimdre daha etkili bir gekilde

gonderilmesi amaciyla galigmalar devam etmektedir.()

TABLO IV : Siklikla kullanilan monoklonal antikorlar
ve CD smiflandirmasi

D Antikor

CD1 OKTS6, anti-Leu-6,NA 1/34

CD2 OKT11, anti-T11, anti-Leu - 5, 9.6
CD3 OKT3, anti-T3, anti-Leu-4, UCHT-1
D4 OKT4, anti-T4, anti-Leu-3

CD5 OKT1, anti-T1, anti-Leu-1, 10.2,T101
CDé : 12.1, T411

cp7 anti-Leu 9, 3A1, WT1, 4A

CD8 OKTS5, OKTS8, anti-T8, anti-Leu-2
CD9 BA-2,5J-9A4, Du-ALL-1

CD10 J-5, BA-3, anti-CALLA

CD11 Mo1/0KM1, Mo5

CDwi12 20.2

CDw13 DUHL60.4, MY 7

CDwid Mo2, MY4, MOP-15, FMC 17

CD15 FMC 10, VIM-DS5, DUHL 60.1
CDi16 VEP 13

CDwl7 T5A7

CD19 anti-By

CD20 anti-Bl

D21 anti~82

cDh22 SHCL-1, HD6, HD39, 29-110, §J10-1H11
CcD23 PL-13, MNMS6, Blast-2

CD24 BA-1

D25 anti-Tac

Kobay monoklonal antikorunun insana tatbikinde zorluklar vardir, insan hybri-
domalarimn elde edilmesi igin yapilan galigmalarda heniiz bagan saglanamamug olup, alternatif
olarak Epstein Barr viriis, B hiicresi transformasyonu igin kullanilmaya baglanmighr (Rekombi-

nant DNA teknigi). 26
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LENFOPROLIFERATIF HASTALIKLARIN HUCRESEL FENOTIPI
Lenfoid hiicreler, farkhilagmalarinin ve olgunlagmalarinin herhangi bir saf-
hasinda malignlegebilirler ve olgunlagmalarindaki defekt nedeni ile dzellikle geligmenin dur-
dugu safhaya ait hiicre klonlarm: olugturacak gekilde prolifere olabilirler.5¥ Malign hiicreler ol-
gunlagmalarinin durdugu safhadaki normal lenfositlerin sahip olduklari yiizey markirlara

sahiptirler. Ornegtin KLL hiicreleri olgun-B hiicrelerinin sahip olduklan yiizey markirlara sahip-

tirler (Sekil 1T ).
T-ALL KUTANEUS . MYCOSIS FUNGOIDES
g rasTic | |LENFOMA
T-LENFOB T-KLL SEZARY
LENFOMA T-LENFOMA ~ SENDROMU
ERKEN OLGUN
T-HOCRELER! T-HOCRELER!
STEM
HOUCRELER!
PLAZMA
ERKEN OLGUN
B-HOCRELERI B-HOCRELERI HOCRELERI
PRE AL
- B-ALL NODULER LENFOMA MYELOMA
BURKITT LENFOMASI

SEKIL I : Lenfoproliferatif hastahklarn hiicresel fenotipi

Lenfoproliferatif hastaliklar (LPH) genellikle lenfoid ve retikiiloendotelyal doku-

dan kdken alan, ¢ogu malign geligim gbsteren, bir kismu benign goriilmekle beraber malign trans-

«19-




formasyon gosterebilen degigik hastaliklar grubunu igermektedir. Lenfoid ve retikiilo endotelyal
dokularda bagta lenfositler olmak tizere retikiiliim hiicreleri ve monosit-makrofajlar temel ele-
manlar olugturur. LPH'1n 6nemli bir bdliimii bu hiicrelerden kdken alir,

LPH, birbirlerinden 6nemli 6lgiide aynlim gostermelerine kargin; klinik, histopa-~
tolojik, immiinolojik ve genetik benzerlikleri olan hastaliklardir. Bu hastaliklarin biiyiik
cogunlugunun lenfosit kdkenli olmasindan dolay, klinik yénden gogu kez LPH lenfoid sistemde-
ki degigikliklerle kendini gbstermektedir.

Lenfomalar, kronik lenfositik 16semi (KLL), akut lenfoblastik 16semi (ALL), hairy
cell 16semi, plazma hiicresi tiimorleri (multiple myeloma, agir zincir hastaliklan, soliter plazma-
sitoma, Waldenstrdm makroglobulinemisi) gibi malign hastahiklar simfina giren gok degigik has-
talik gruplan diginda, malign oldugu tartigmali veya "non-malign” bazi hastaliklar da LPH grubu-
na sokulmaktadir. Bunlardan baglicalar1 Castleman hastalifi, siniis histiyositozisi, benign
monoklonal gamapatiler, idiyopatik cold-hemaglutinin hastalifi, immiinoproliferatif ince barsak

hastalig1, amiloidoz ve enfeksiyoz mononiikleoz'dur.

TABLO V : Lenfoproliferatif hastaliklann immiinofenotipi

T hicre Kdkenli
- T-ALL
- Lenfoblastik lenfoma
- Hodgin- dig1 lenfomalarin bazilan
- Sezary Sendromu
- Mycosis Fungoides

B hiicre kakenli
- ALL (erken preB,pre-B,B)
- Kronik Lenfositik Lésemi
- Waldanstrdm Makroglobdlinemisi
- Multipl Myeloma
- Burkitt Lenfomasi
- Digier Lenfositik Lenfomalar

Histiyosit-Monosit Kbkenli
- Akut Monositik Lésemi
- Malign Histiyositoz

Tartigmali olanlar
- Hodgkin Hastalif

Degigik aragtiricilar lenfopreliferatif hastaliklar1 farklhi bigimlerde siniflandir-
muglardir. Ancak son zamanlarda monoklonal antikorlarin kullanim alanina girmesi sonucu len-
fosit alt gruplart hakkinda bilgilerin artmasi ile malign hastaliklart daha gok kdken aldiklan

hiicrelere gore siniflama egilimi artmigtir (Tablo V).

"
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AKUT LOSEMI

Akut 16semi, ¢ocukluk gagr malign hastaliklan iginde en sik goriilen kanser tird

(%35) olup, olgunlagmamug ve anormal lokositlerin kontrolsiiz ¢ogalmalan sonucu gerek kemik

iligi yetersizligi, gerek doku infiltrasyonu nedeni ile yiitksck mortalite hizina sahip olan ve sebebi

kesin bilinmeyen ¢ok yonlii bir hastaliklar grubudur. Amerika'da insidans: her 100.000 ¢ocukta

3.45 dir. Genellikle 1-5 yillar arasinda ve en sik 3-4 yaglarda goriiliir. 38 Cocukluk ¢ag: akut 16semi

olgularmin %78-86 s1 akut lenfoblastik (lenfositik) geri kalan: ise non-lenfositiktir, 42,59

TABLO VI : Akut lésemilerin morfolojik siniflandirilmasi

Boya Lenfoblast Miyeloblast Monoblast  Eritroblast
May-Griinvald-Giemsa
Huicre buyaklogn degisken regiler regller regtiler
Nitkleus yuvarlak yuvarlak lobiile yuvarlak, immattr
yarikh irregiler ¢entikli
Nukleus 0-2 2-4 1-3 01
Stoplazma Cok az, bazofilik orta bazofilik genis, bazofilik
nadiren vakuollti gok mavisi
PAS kaba, grantiler Belirsiz difftiz negatif diffiiz, kuvvetli
(%50) veya negatif pozitif
PEROKSIDAZ Negatif pozitif pozitif negatif
SUDAN - BLACK B negatif pozitif pozitif negatif
ESTERAZ
Naftol AS-D asetat zayifca pozitif pozitif pozitif negatif
Fluoride pozitif pozitif negatif negatif

Akut losemiler ilk Onceleri sadece Romanowsky boyalari (Wright, Wright-

Giemsa, May-Grunvald-Giemsa) ile boyanmig kemik iligi yaymalarindaki blast hiicrelerinin mor-
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folojik karakterleri esas alinarak smiflandirihriardi. Son yillarda akut ldsemiler spesifik
immiinolojik, histokimyasal, biyokimyasal, sitogenetik, ve hiicre kinetik karekterleriyle ko-
layhkla alt siflara aynlabilmektedirler. Tablo VI'da akut losemilerin morfolojik ve histokimya-
sal siuflandirmas: gosterilmigtir.

Bugiinkii goriiglere gére ALL, klinik 6zellikler ve prognoz yo6niinden heterojen
bir gruptur. Bu hetorojenlik énemli dlgiide 16semik transformasyonun klonal bigimde kaynak-
landig1 hiicre tipi ile iligkilidir.(17.21,51)

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMININ SINIFLANDIRILMASI :

Giiniimiizde yapilan morfolojik, histokimyasal, immiinolojik ve sitogenetik
¢aligmalar sonucunda ALL nin gesitli struflandirmalar yapilmugtir.

FAB sumflandirilmasi: 1976 da Fransiz, Amerikan ve Ingiliz (FAB) hematolog-
larinin  olugturdugu grup ALL'yi morfolojik kriterlerine gére simiflandirdilar.(2) FAB
siniflandirmasinda hiicrelerin biiyiikliigii, kromatin gekilleri ve bicimleri, nukleus sayllan ve si-
toplazmik karekterleri esas alinarak L1, L2, ve. L3 olmak iizere g tip lenfoblast tanimlandi. FAB
kriterleri kullarularak siniflandirma yapilan serilerde ¢ocuklarda L1-ALL'nin % 63-74, L2-ALL'nin
% 12-36, L3-ALL'nin ise %0-4 arasinda gﬁrﬁldﬁgﬁ bildirilmektedir. Hepsi olmasada otbrlerden
gogu L1-ALL nin prognozunun daha iyi oldugunu savunmuslardir.42) Tablo ViI'de FAB
siniflandirilmasi verilmigtir. Hiicre membran markirlan ile FAB morfolojik kriterleri arasinda,

L3-morfolojisi ile B-hiicreli 15semi/lenfoma harig bir korelasyon bulunamamugtir.(14:25,58)

TABLO VII : FAB Siflandirmasina Gére ALL Alt Gruplarimin Ozellikleri

LENFOBLAST L1 L2 L3
Biiyiikliik Kigiik Iri, degisken Biiyitk
Nukleus Dﬁzgﬁ‘n Duizensiz, ¢centikli Dﬁzgﬁn
Kromatin Yogun Ince Ince
Nukleolus Hig yok, kii¢iik Biiytik belirgin Belirgin
Stoplazma Cok dar. Daha genig Koyu bazofilik
Goriilme sikhify Sik Ender Ender
Prognoz lyice veya nispeten Kota Kot

lyice




Histokimyasal Siniflandirma: Histokimyasal profil lenfoid 16semiyi nonlenfoid
losemilerden ayirt etmede yararhdir. En yaygin olarak kullamlan sitokimyasal yontem periodic-
acid-Schiff (PAS) reaksiyonudur. PAS,ALL blastlaninin %40-70 inde pozitiftir. Ancak PAS poziti-
fliginin prognozu tayin etmedeki degeri tartigmalidir.2056) PAS pozitifligi ile immiinolojik fe-
notipler arasinda bir galigma harig hi¢ bir korelasyon gozlenmemigtir. Asit fosfataz reaksiyonu
ALL'nin alt gruplanm tayin etmede daha duyarlidir. Bu enzim fetal timositlerde bulunur. T-ALL
nin %90'inda pozitiftirD. B-Glukorindase ve o-naphthyl esterase reaksiyonlan ile de immunolo-
jik fenotipler arasinda bir korelasyon kurulamamgtir.®® Sudan Black B reaksiyonu nonlenfositik
16semiyi, lenfositik 16semiden ayirt etmede kullanilan faydah bir ydntemdir.

ALL'nin IMMUNOLOJIK FENOTIPLERI

Heterojen bir hastalik olan ALL'nin hiicre fenotiplerini belirlemek igin gegitli
markirlar kullanilmugtir. Bu amagla kullanilan ilk markirlar T-ALL alt grubunu (olgularin %15-
25'i) tanumlayan E-Rozet reseptorleri.61) ve B-ALL alt grubunu (olgularin < %5'i) tanimlayan
Smig'dir.449 Hem B hem de T-ALL alt gruplarinin prognozlan iyi degildir.(!2) Bundan sonraki
agamada en énemli bulug, CALLA'ya 6zgiil antiserumlarin_geligtirilmesi ile olmustur.?4 CAL-
LA'ya (common akut lenfoblastik l6semi antijeni) 6zgiil antiserum ilk defa tavsanlarin, Smig ne-
gatif ve E-Rozet negatif ALL hiicreleriyle immiinize edilmesiyle iiretildi.(!? Daha sonralar mo-
lekiil agirhiga 100 kd olan bu antijene 6zgiil monoklonal antikorlar geligtirildi. *> CALLA normal
periferik kan lenfositlerinde bulunmasina ragmen l6semiye spesifik degildir ve Tdt - pozitif ve la
pozitif kemik iligi hiicrelerinde de gdsterilmigtir.364% CALLA aynca renal tiibiiler ve glomeriiler
hiicrelerde, meme epitelinde, fetal kiigiik intestinal epitelyal hiicrelerde, graniilositlerde, fibro-
blastlarda ve melanoma hiicrelerinde de gosterilmigtir. Yine CALLA Burkitt lenfoma
hiicrelerinde, folikiiler lenfoma hiicrelerinde ve lenfoblastik lenfomali hastalarin % 40'inin
hiicrelerinde de pozitifdir. 48) CALLA'ya 6zgiil anti serumlarin geligtirmesiyle ALL'nin
siniflandinimasinda 6nemli bir adim daha atildi. ALL'li hastalarin bilyiik ¢ogunlugunun non B,
non T-ALL oldugu anlagilirken CALLA'ya 6zgiil antiserumlarin geligtirilmesiyle bu alt gruptaki

hastalar arasinda CALLA negatif "siniflandirilamamig-ALL" ve CALLA pozitif-ALL (common-



ALL) olmak iizere iki alt siuf daha tarumland1.12) CALLA pozitif non B, nonT-ALL'nin progno-
zu hem B-ALL'den hem T-ALL'den hem de "null"-ALL olarak da adlandirilan CALLA negatif
nonB, nonT ALL'den daha iyidir.(17.23)

Sitoplazmik p agir zincirinin caligmasiyla birlikte "pre-B ALL" denilen bir alt grup
daha belirlendi.(66) Bu alt grupta Cp pozitifliginin yanisira CALLA pozitif non T-ALL'nin biitiin
yiizey markirlar: pozitiftir ve bu alt grubun prognozu daha kotiidiir.(16) Daha 6nceleri common -
ALL diye sinuflandinlan grupta Cpu'niin negatif oldugu gosterilmigtir. CALLA'nin pozitif, C'niin
negatif oldugu bu grup giiniimiizde "erken pre - B ALL" olarak siniflandiriimaktadir. Erken pre -
B ALL'nin ¢ocukluk ¢ag: akut lenfoblastik 16semi vakalanmin yaklagik digte ikisini olugturdugu
ve prognozunun digerlerine gbre daha iyi oldugu bulunrnu§tur.(46) Diger markirlardan la'nin
non T—ALL’ye Ozgiil oldugu anlagilirken non T-ALL'yi T-ALL'den ayirt etmede degerli oldugu
anlagilmigtir, 21

Hiicre ylizey antijenlerinden bagka intraseliiler enzimlerin analizi de ALL sinif-
landinlmasinda aragtinlmugtir. Ornegin bunlardan timositlere 6zgiil olan Tdt enzimi kemik ili-
gindeki lenfositlerde de diigiik oranlarda bulunur. Ancak olgun lenfositlerde bulunmaz. ALL'nin
tiim alt simiflarinda gosterildiginden bu enzimin simiflandirmada fazla bir yarar yoktur. (17,23)

Foon ve arkadaglar1 ALL'yi 1982'de yayinladiklar1 raporda 5 alt gruba ayirmiglardi.
Bu alt gruplar B-ALL, T-ALL, Pre B-ALL, CALL (common ALL ) ve sinuflandirilamamig ALL
seklinde idi.?? Bu smiflandirma epidemiyoloji, prognoz ve uygun tedavinin segimi yoniinden
6nemlidir.

Son zamanlarda immiinglobulinlerin gen yapilarina ve B hiicre antijenlerine
ozgiil monoklonal antikorlara yonelik ¢aligmalar non B, non T-ALL vakalarinin ¢ogunun B-
hiicre kokenli oldugunu gostermigtir.(31.32,40.41) Nitekim Foon ve arkadaglari 1986'da
yayinladiklan raporda ALL'yi yeniden siniflandirma yoluna gitmigler ve nonT-ALL ve T-ALL ol-
mak tizere iki ana gruba ayirmiglardir.21.23) Giniimiizde bu siniflandirma yaygim olarak kul-
lanilmakla beraber ALL, lenfoblastlarin orijinini aldiklan hiicre tipine gore de T-ALL, erken pre-

B, pre-B ve B-ALL olarak da simiflandirilabilmektedir.(17.21.23)
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Non T-ALL

Iki 6nemli araghrmanin sonucu non T-ALL'nin yeniden degerlendirilmesine yol
agti. Bunlardan birincisi, B hiicreye 0zglil antijenleri belirleyen monoklonal antikorlarin
cogunun non-T ALL lenfoblastlarinda mevcut oldugunun gosterilmesi idi. Bu antikorlarin en
spesifigi muhtemelen anti-B,'dii ki, bu markir non T-ALL'li hastalarin % 95'inde pozitif bulun-
mugtur.®240 Ikinci 6nemli aragtirmada ise immunglobulin genlerinin klonal yapilarinin ince-
lenmesi ile B-hiicre kkenli gogu vakanin non-T ALL oldugu gosterildi.(31,32,40)

Ia antijeninin bir¢ok non T-ALL hiicresinde mevcut olmasina ve CALLA'nin non
T-ALL hiicrelerinin % 75'inde pozitif bulunmasina kargilik bu iki antijen T-ALL olgulariun da %
10'unda pozitif bulunmugtur.®) Onun igin T-ALL hiicrelerinde bulunmayan B-hiicreye 6zgiil an-
tijenler (B ve By) non T-ALL'nin simiflandinimasinda oldukga yararlidar.21,23,30)

ALL olgularinin % 5'inden azinda Smlg pozitiftir, bunlar tipik olarak B-ALL ola-
rak sinuflandirilirlar. Bu hiicreler genellikle B; (CD20), By, (CD19) ve Ia'y1 igeren diger B hiicre an-
tijenlerine sahiptirler. Cocuklarda B-ALL muhtemelen non hodgkin veya Burkitt lenfomanin
16semik fazlaridir. Bir bagka non T-ALL alt siifina tarumlayan bir diger markir Cy agir zinciridir.
B cell kdkenli bir ¢ok non-T-ALL vakasinda Cp siuflandinlmay kolaylagtiran bir markirdir. Cu
agir zincirini sentez eden pre-B hiicreleri Cp afir zincirini sentez etmeyen erken pre-B
hiicrelerinden daha olgun, ancak Smlg pozitif olan B hiicrelerinden daha az olgundurlar.

Nadler ve arkadaglar1 son zamanlarda non- T ALL'li 138 olguyu
simflandirmiglardir.®® Onlar bu olgulan 4 alt gruba ayirdilar.

Birinci alt grup olgularin % 5'ini igeriyordu ve la pozitifti. % 15 olgunun bulun-
dugu ikinci alt grupta Ia ve B4 antijenleri pozitifti. Uglincii alt grupta olgularin 1/3 'ii vard ki bu-
rada Ia, B4 ve CALLA pozitifti. IV. alt grupta ise olgularin 1/2'si vard: ve bunlarda Ia, B4, CALLA
ve Bl pozitif bulunmugtu.

IV. alt grup daha sonra kendi arasinda Cp bulunup bulunmadigina gore iki ayn alt
gruba daha bgliindii. Cy 'nin pozitif oldugu grup V. alt grup olarak da siiflandirilmaktadir. Son
olarak VI alt grupta ise Smlg pozitif B-ALL'li olgular vardi Tablo VIII'de non T-ALL'nin



siniflandirilmasi verilmisgtir.

Ayn aragtinclar 1L1L ve IV. gruptaki tiim olgularin gen yapilarim1 da incelediler,
IL. gruptaki olgularda (Ia ve B4 pozitif olanlar) agir zincir gen germ taslaklar ile birlikte x ve A ha-
fif zincir genlerinin de bulundugunu, III. gurupta ise agir zincir gen yapisinin yaninda x hafif zin-
cir gen yapising; IV. grupta ise agir zincir gen yapist yaninda bu gruptaki dort olgunun ikisinde sa-
dece A zincir delesyonunun bulundugunu gosterdiler. Ancak gerek B-hiicre gerek T-hiicre kokenli
olgularn her ikisinde de agir ve hafif zincirlerin birlikte bulunmasindan dolay: immiinglobulin
gen yapilarinin incelenmesi ile hiicrelerin T veya B kékenli oldugu kesin olarak ayirt edileme-
mektedir. Bu yiizden Nadler ve arkadaglar1 ayirimda By markirinin kullanilmasinin daha iyi

sonug verdigini savunmaktadirlar. (39,40)

TABLO VIII © Non-T - ALL'nin Siniflandirilmas:
Antijenler
GRUP In B4 CALLA Bl Stoplazmik p Smlig
I + = - - - -
) ¢ + + - - N -
n + + - E i
v + + - -
v + + + + -
Vi + + +/- + - +

Sonug olarak, Non T-ALL alt simiflarinin B-hticresinin farklilagma safhalan ile
paralellik gosterdigi anlagilmugtir. Sadece Ia (+) olan L grup B hiicrelerinin farklilagmasindaki en
erken sathaya denk gelir. Bundan sonraki safhalarda sirasiyla By ve CALLA antijenleri ka-
zanilirken II. ve III. grup non T-ALL meydana gelir. IV. grupta B; antijeni de kazanilmugtir. Bunu

daha sonra V. ve VI. gruplarda sirasiyla Clg ve Smig'nin belirmesi takip eder. (Gekil IV).
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T-ALL

ALL olgulaninin % 15-25'i T-ALL 'dir. T-ALL'nin klinik &zellikleri arasinda
yiiksek blast sayimu, erkeklerde ve yaghlarda daha stk goriilmesi, mediastinal kitlelere ve santral
sinir sistemi 16semisine daha sik rastlanmasi sayilabilir. (17.23,45,57) T-ALL 'li gocuklarin prognozu
B-hiicresinin 6nciilerinden koken alan ALL'li ¢ocuklara gére daha kotiidiir.(46)

T-ALL'deki lenfoblastlar koyun eritrositleri ile rozet olugtururlar. T-ALL'li hasta-
larin yaklagik 1/2-1/3'i E-rozet olugturmazken Leu-1 ve Leu-9 antijenleri ile reaksiyon verdikleri
goriilmiigtiir.443,52) T-ALL'nin belirlenmesindeki en hassas markir pan-T 40 kd.dir (anti-Leu9;
CD?). Bu antijen timositlerin ve T-hiicrelerinin ¢ogunun yiizeyinde bulunmasina ragmen non-T-
ALL veya B-ALL ve lenfomalarda bulunmaz. Reinherz ve arkadaglari T-ALL'li 23 hastada
yaptiklan bir cahigmada olgularin hepsinde de Leu-9 antijeni pozitif bulmuglardir. Daha 6nceleri
anti Leu-1 (CD5) T-ALL igin en hassas markir olarak kabul edilirdi; fakat Reinherz ve arkadaglan
bu ¢aligmada CD7'yi tiim T-ALL li hastalarda pozitif bulurlarken CD5'i ii¢ hastada negatif bul-
muslardlr.(‘m

T-ALL'nin alt gruplarinin simiflandiriimasi karigiktir. Reinherz T-ALL'yi timik
farklilagma evrelerine gore {ig alt sinifa ayirnugtir.

EVRE I Timositleri, en primitif timositlerdir (pretimositler). T9 ve T10 antikorlar
ile reaksiyona girerler ve timik hiicrelerin yaklagik %10'u bu evrededir. Reinherz ve arkadaslan
T-ALL hiicre antijenlerinin gogunun erken timositlerde bulundugunu bildirmislerdir.47)

Timik farklilagmanin bir sonraki evresi timositlerin gogunlugunu igerir ve bu saf-
ha Evre II veya "ara timositler" olarak isimlendirilir. Bu hiicrelerde T9 kaybolur, T10 halen vardir
ve Té (CD1) T4 (CD4) ve T8 (CD8) antijenleri kazanilmigtir. T-ALL olgularinin % 20'si bu fenotipi
gostermektedir.

Olgunlagmanin son safhasi olan Evre III de matiir timositler araik T6 igermezler.
Ancak periferik kandaki T-lenfositler gibi T4 ve T8 alt suuflarina boliiniirler. T-ALL hiicreleri na-
diren olgun timosit fenotipi gdsterirler. Sadece Reinherz ve arkadaglar1 olgun timosit fenotipi

Ozelliginde T-ALL hiicrelerini bulmuglardir. Daha yakin zamanlarda yapilan bir ¢ahgmada ise
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Roper ve arkadaglan Reinherz ve arkadaglarinin ¢aligmasina benzer bulgular bulurlarken bazi
major farklan da rapor ettiler.52) Bu galigmada, T-All 'li hastalarin sadece iigte biri timositlerin
erken veya evre I fenotipini gosterirken geri kalan ¢ogunlugu timositlerin II. ve III. evre

ozelligini gosteriyorlardi. Tablo IX'da T-ALL'nin siniflandinimasi gosterilmistir.

TABLOIX : T-ALL'nin SINIFLANDIRILMASI
Antijenler
GRUP Leu-9 Leu-1 T1l-Leud T3-Leud T4 T8 T6
I + +©90) +(%75) - - - -
I + + + + {%25) + (%90) + (%90 +
m + + + + +/- +/- .

Leu-9 biitiin alt gruplarda pozitif olan markirdir. Hiicrelerin hemen tamanuna
yakininda (%90) Leu-1 antijeni pozitifdir. Yine hiicrelerin ¢ogunda (% 75) inde koyun eritrositleri
reseptdrlerini belirleyen T11-Leu 5 (CD2) bulunur.

L alt gruptaki hiicrelerde ayrica T9 ve/veya T10 mevcuttur. Daha matiir bir antijen
olan T3 (CD3) birinci gruptaki hiicrelerde bulunmaz. T4 (yardimci-T) antijeni, T8 (baskilayici-T)
antijeni ve Té antijeni grup I'deki hiicrelerde bulunmazlar.

Simiflandirmanin bir sonraki basamag II. gruptur. T9 bazi hiicrelerde bulunur, an-
cak Té6 antijeni ile simultane olarak T4 ve T8 antijenlerinin bulunmasi grup II'yi I'den ayinir. II.
gruptaki bazi hiicrelerde T3 bulunabilir. IIT. gruptaki T-ALL hiicreleri Té antijenlerini kaybederler
ve olgun timositlerin ve T-lenfositlerinin fenotipine dogru farklilagirlar (T3, T4 veya T3, T8).

Roper ve arkadaglar1 T-ALL'nin bu ii¢ grubundaki olgularn klinik korelasyon-
larim1 yapmuglar ancak ii¢ grup arasinda klinik bulgular, remisyon siiresi veya yagam siiresi ile
iligkili bir fark bulamamiglardir. Ancak gruplarindaki olgu sayilar istatistiksel ¢alisma igin yeterli
degildi. T-ALL'nin smmiflandinlmasinda bu sistemin kullanilmas: ile bir ¢ok enstitiiniin elde
ettigi verilerin toplanmasiyla alt gruplar aras1 klinik bir korelasyonun yapilmasinin yararh ola-

cag diigiiniilmektedir.(17,21,23.47.5)
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MATERYAL wve METOD

I) HASTALARIN SECiMi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji -Onkoloji klinigine Nisan
1989 - Nisan 1990 tarihleri arasinda ilk defa miiracaat eden ve yeni teghis edilmisg yaglari 10 ay ile
14 yag arasinda degigen (ort: 8,044.1) 11'i erkek 20 akut lenfoblastik 16semi (ALL) olgusu ¢aligma
grubunu olugturmugtur.

Caligma grubuna dahil edilen hastalara daha once herhangi bir tedavi
baglanmamigti ve kan transfiizyonu yapilmamugti. Tim hastalardan dykii alindiktan sonra dik-
katli fizik muayeneleri yapildy; karaciger, lenfadenopati ve dalak biiyiikliikleri kaydedildi. Hct,
BK, trombosit sayimlan ve periferik yaymalan standart metodlarla yapildi. 64 Kemik iligi aspiras-
yon materyalleri ve periferik yaymalar1 énce Wright-Gieamsa ile boyand: ve lenfoblast yiizdesi
hesaplandi. Kemik iliginde % 25 veya daha fazla lenfoblast saptanmasi tan kriteri olarak alindi.
Non lenfositik 16semilerden ayirmak igin ayrica kemik iligi aspirasyon materyalleri PAS, Sudan
Black, peroksidoz, alfa - naphthyl esteraz ve asit fosfotaz boyalar ile boyands.(1011

Tiim hastalarin akciger ve yan mediasten grafileri gekilerek mediastinel kitleleri-
nin olup olmadig aragtinldi. Siipheli mediastinel kitlesi olan olgular CT ile incelendi. Ayrica
tiim olgularda karaciger fonksiyon testleri (SGOT,SGPT, Alkalen fosfataz, total biluribin, direk bi-
luribin, total protein, albumin, globulin ve protein elektroferezi) ve bdbrek fonksiyon testleri
(tam idrar tetkiki, BUN, elektrolit, kreatin, urik asit) ile kan, idrar, bogaz ve gaitanin mikrobiolo-
jik incelemeleri rutin olarak yapildi.

II. KONTROL GRUBUNUN SECIMI:

Hiicre ylizey markirlan ¢aligmalarinin sonuglarini teyid etmek igin yaglari 4 ile 13
yag arasinda degigen (ort: 8.312.8) 10'u erkek yirmi saghkli kontroliin hiicre yiizey markirlar ince-
lendi. Kontrol grubu olarak segilen ve olgularimizla ayn1 yag grubunda olan saglikli gocuklarin
seciminde alinan Oykii ve yapilan fizik muayeneleri sirasinda herhangi bir allerjik, enfeksiyoz ya

da galigmay etkileyecek herhangi bir hastalik gecirmemis olmalarina dikkat edildi.
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III. LENFOSIT HUCRE YUZEY MARKIRLARININ INCELENMESI
A) Kanlarn alinmas1®3)

Kullanilan malzeme :

1. Heparin : Liquemine R Roche- flacon, 5 ml.

2. Steril disposable enjektor ve igne |

3. Alkollii pamuk ve turnike.

Sabah saat 8.00-10.00 aras: enjektdre 0.1 cc heparin gekilerek {izerine ante-cubital

venden10 cc kan alindi. Alinan kanlar iki saat iginde galigildi.
B) Mononiikleer hiicrelerin Ayrilmasi (6)
Kullamilan Malzeme :
1. Ficoll-hypaque : HlstopaqueR 1077-1, Sigma
2. PBS (10x) : Phosphate-buffered-saline (pH:7.2)
KH,Poy 2 gr.
KCl 2 gr.
NaCl 80 gr.
Na,HPO, 17.8 gr.
Bu karigim 1 1t. distile suda eritilip % 1 Na N3 (sodyum azide) ilave edildi. Bu
stoktan 1:10 oraninda serum fizyolojik ile sulandirarak kullanildi.
3. Lokosit soliisyonu: 97 ml.distile su + 3 ml.glasial asetik asit.
Pastor pipetleri
40 cc. hacimli yuvarlak dipli cam tiipler.
50 cc. hacimli konik dipli plastik tiipler.
12 cc. hacimli plastik tiipler.

Cam pipetler

¥ ® N & U e

Lokosit pipeti
10. Hemositometre

11. Steril disposable enjektdr ve igne.
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Metod:

a) Alan 10 cc heparinize periferik.kan plastik tiipe bogaltilarak 1:3 oraninda PBS
ile sulandirlds.

b) Enjektdre 3 ml. ficoll-hypaque alinarak cam bir tiipe bogaltild.

c) Sulandinlmig olan kan, pastor pipeti ile yavagca ficoll-hypaque iizerine yayild:.
Bu iglem igin &nce bir damla kan, pastdr pipeti ile tiipiin kenarindan birakildi. Bu bir damla
kamn agtig1 yol kullanilarak kalan kan ficoll'{in {izerine yayildi.

d) 1350 rpm de 35 dk. 22°C de santrifiij edildi.

,
Plazma ve PBS
Kan ve PBS
Lenfositler (interfaz)
Ficoll
Ficoll
v Eritrositler ve graniilositler
SANTRIFUJDEN SANTRIFUJDEN
ONCE SONRA
(- J

SEKIL V : Ficoll - hypaque gradientinde lenfositlerin ayirimi.

e) Santrifiij sonunda lenfositler ince bir tabaka olarak interfazda ficoll'iin {izerinde
kaldy; ficoll'iin altinda ise eritrositler ve diger parcali elemanlar toplandi. ($ekil V) Pastor pipeti ile

cok dikkatli olarak ficoll'siiz lenfositler alind1.
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f) Alinan lenfositler plastik bir tiipe konularak, iizerine PBS eklendi. 4°C de 20 da-
kika 1350 rpm’de santrifiij edildi.

h) Santrifiijden sonra siipernatan atilarak, tekrar PBS eklendi. Pastér pipeti ile tam
homojen bir kangim saglandiktan sonra hiicre sayimina gegildi.

1) Saymm igin, hemositometrenin pipetine 0.5 cc isaretine kadar lenfosit
siispansiyonundan, 1.1 igaretine kadar da 16kosit soliisyonundan ¢ekildi. Pipetin iki ucundan bag
ve orta parmaklarla tutularak kangtinldi. Ik iki fi¢ damla diganya atild1.

i) Hemositometrenin her iki alanina birer damla lenfosit siispansiyonundan dam-
latild1.

j) Dort kogedeki lenfositler sayilarak 0.05 ile garpildi. Boylece lenfosit sayis1 x 108/
ml olarak bulundu.

k) 1 ml de elde edilen hiicre sayisin1 2 milyon olacak sekilde ayarlamak gerek-
tiginde elde edilen say: ikiye boliinerek kag cc hacim saglanmasi gerektigi hesaplandi.

Ornegin 8 milyon/ml hiicre elde edilmigse 8x100:2=4 ml total hacim
saglanmahdir. Bunun igin tiipe 3 ml daha PBS soliisyonu eklenmesi gerekir.

C) E-Rozet Testi (29)

Kullanilan Malzeme:

Lenfosit ayirimu igin gerekli olanlara ek olarak:

1) Fetal buzag serumu (Fetal Calf Serum-FCS Sigma)

Liyofilize FCS steril distile su ile sulandinldiktan sonra 56 C° de 30 dakika su ban-
yosunda tutularak komplemanin inaktivasyonu saglandi. Kullanilana kadar -24 C° de sakland.

2) Koyun Eritrositleri (Sheep red blood cells-SRBC ) 10 cc heparize koyun kani
alinarak 20 cc Alsever soliisyonu iginde muhafaza edildi, en geg yedi giin i¢inde kullamldi. 7 giin
sonra yeniden kan alindi. Caligma giinii, bu stoktan alinan drnek, alseverden arindirmak igin
PBS ile yikand. Ustteki kisim atilarak yeniden, PBS eklendi. Buradan alinan 6rneklerden PBS ile
once %5 lik SRBC siispansiyonu, daha sonra %0,5 lik SRBL siispansiyonu hazirland1. E-rozet tes-

tinde %0,5 lik SRBC siispansiyonundan kullanldi.
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Metod:

a) 2x10® /ml. olarak hazirlanan lenfositlerden kiigiik pastik bir tiipe 0,5 cc konulup,
iizerine %0,5 lik koyun eritrositleri siispansiyonundan 0,5 cc. eklendi.

b) Bu kangim iizerine 0,1 cc FCS ilave edilerek, hafif¢e karigmasi saglandi. 370C de
15 dakika su banyosunda inkiibe edildi.

¢) Inkiibasyonun sonunda, 220C de 850 rpm de 5-10 dk. santrifiij edildi.

Resim I: E-Rozet pozitif lenfoblastlar

d) Bu siispansiyondan pastor pipeti ile hemositemetrenin her iki alanina birer
damla damlatilarak, Faz-Kontrast 151k mikroskobunda sayim iglemine gegildi.

e) En az ii¢ koyun eritrositi ile rozet olugturan hiicreler E-rozet pozitif olarak
degerlendirildi. Iki defa 100'er hiicre sayilarak ortalamasi alindi. Rozetler % olarak ifade edildi.
Resiml.de E-rozet formasyonuna ait fotograf gosterilmigtir.

Degerlendirme:

Hastalarda en az %20 rozet tegekkiil eden blast hiicresi sayildi ise E-rozet testi po-

zitif kabul edildi ve blastlarin T-hiicresi kokenli olduguna karar verildi. 29
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D) Yiizey immiinoglobulin (SmIg) testi.(15)

B-Lenfositlerinin incelenmesinde direk immiinfloresans yontemi kullamildi. Bu
yontemle, B lenfosit membran yiizeyinde bulunan immiinglobulinlerin Fluorescein ile igaretli
anti-insan immunglobuluni (Ig/IgG + IgA + IgM) kullanularak gosterilmesi esasina dayanr.

Kullanilan malzeme:

1.Media : Medium 199 (10x) (Gibco 1td.Europe) dan 10 cc, 90 cc distile su ile 100 cc'ye
tamamlandi. Karigirma islemi yapildiktan sonra 20 cc'si digan atildi. Yerine 20 ce. inaktive edil-
mig FCS ilave edildi. Ayrica karigima bakteri iiremesini 6nlemek amact ile 100 mg. Sodyum azit
konuldu. (PH:7.2-7.4)

2. Antiserum to Human Ig (/IgG+lgA+IgM)-FITC (Behring Digasnostics) (H+L
Chains)

1 cc. steril distile suda tiiberkiilin enjektorii kullanilarak goziildi. Hazirlanan
karigim 151k gormeyecek sekilde +4 OC 'de aliminyum foile sarilarak saklandi.

3. PBS-Glycerol : 0.1 cc gliserol, 0.9 cc distile su ile vorteks edilerck tam olarak
karigtirildi.

Metod:

a) 2x108 /cc olarak hazirlanan lenfosit siispansiyonundan, 1 cc kiigiik plastik tiipe
konuldu, iki kez media ile 4 °C 'de 1000 RPM'de 10 dakika yikand1.

b) Son yikamadan sonra siipernatan atilarak hiicrelerin iizerine mikro pipetle 100
11 (0.1 cc) media eklendi. Pastor pipeti ile hiicre siispansiyonu homojen hale getirildi.

¢) Daha sonra bu karigima 100 p1 (0.1 cc) FITC anti-insan Ig eklendi.

d) Tiip sallanarak iyice kangtirildy, 4 OC 'de 30 dakika inkiibe edildi.

e) Inkiibasyondan sonra bu karigim 3 cc media ile 4 °C'de 1000 RPM 'de 10 dakika
olmak iizere 3 kez yikand1.

f) Son yikamadan sonra siipernatan atilarak hiicreler 100 p1 (0.1 cc) media iginde
pastor pipeti ile siispansiyon haline getirildi.

g) Hazirlanan lamlarn ortasina 1 damla hiicre siispansiyonu damlatilarak yuvar-
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lak dipli bir tiiple dikkatlice yayilmas: sagland1. Yaklagik 1 cm gapinda bir daire olugturuldu.

h) Yapilan yayma hava temasi ile kurutuldu.

1) Preparat, iginde absolii ctanol olan coplin jar’.’l yerlegtirildi. 5 dakika sonra
gikarilarak kurutmaya birakildi. 2-3 kez PBS ile yikandi.

i) Hava temas: ile kurutuldu. Hiicrelerin iizerine 1 damla PBS-Glyserol dam-
latilarak, iistlerine lamel kapatildi. (Bu iglem sirasinda hava kabarcig olugmamasimna dikkat edil-
melidir.)

j) Lamelin kenarlan hava gegirmeyecck sekilde tirnak cilasi ile kapatild.

k) Kurutulduktan sonra, incelenene kadar 4 °C de karanhk bir ortamda muhafaza
edildi.

1) Hiicre sayim igin immiinflonesans Mikroskopta(Ortophlane-Leitz) floresans
filtrede (16x100 ) ve normal 1gikta 200 hiicre sayildi. Yiizey floresam pozitif olan hiicreler tesbit

edildi ve yiizde olarak ifade edildi. (% Smlg* hiicreler)
E) Monoklonal Antikorlara Hiicre Yiizey Antijenlerinin Incelenmesi : 47

Bu galismada Monoklonal Antikor teknigi ile hiicre yiizey antijenleri incelen-
migtir.
Kullanilan Malzeme:
1. Monoklonal Antikorlar (MoAb)
Biitiin monoklonal antikorlar stoktan 1:10 dilue edilerck kullanildi. Diliisyon igin
%1 sigir serum albiimini (Albimiin Bovine -Sigma), %1 Na Azid ve Dulbecco-PBS igeren bir me-
dium kullanildi. 0,1 cc. stok MoAb 0,9 cc mediumla dilue edildi.
Tablo X'da galismada kullanilan MoAb'lar ve &zellikleri belirtilmigtir.
2. Dulbecco PBS+FCS (%10FCS)
Dulbecco PBS : 8gr. NACI
370 mgr. KCI
1150mgr. Na,HPO4

200mgr. KH2P04
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Bu karigim 1000 cc. distile suda eritilerek 1mgr. NaNj ilave edildi.%10FCS cklene-
rek %10 FCS-Dulbecco PBS hazirlanmig oldu.

3. Anti-Mouse IgG (whole molecule) FITC CONJUGATE (Sigma, product no.F
2883) Florescein isothiocyanate (FITC) ile igaretli anti-mouse Ig serumu. 10x geklinde konsantre
edilen antiserum 4 °C de ve koyu renkli bir sisede 1giktan korunarak saklanmugtir. Deneyin
yapilacag giin 10 kez (1:10) Dulbecco-PBS ile dilue edilerek kullaniimigtir.

Metod:

a) Daha 6nce anlatilan yontemle elde edilen lenfositlerden sayim yapildiktan son-
ra 1 ce de 1x10° lenfosit olacak sekilde siispansiyon hazirlandt.

b) Kullanilacak monoklonal antikor sayis1 kadar, kiigiik plastik tiiplere hiicre
siispansiyonundan 0,05 'er ml (50p1) otomatik pipetle dagitildi.

¢) Tiipler isaretlendikten sonra herbirine daha onceden hazirlanan monoklonal
antikorlardan 0,05 'er ml (50p1) ilave edildi.

e) Iki defa 10 dakika olmak iizere 2000 RPM de %10 FCS igeren Dulbecco PBS ile
yikandi.

f) Son yikamadan sonra hiicrelerin iizerine 0,05 ml Dulbecco PBS+%10 FCS ilave
edildi.

g) Karisim homojen hale getirildikten sonra, tiiplerin iizerine 0,1 ml (100 p1) 1:10
diliie edilmig Anti-mouse FITC eklendi.

h) Tiipler sallanarak karigtirildi ve 40C'de 1 saat inkiibe edildi inkiibasyon
sirasinda ara sira sallayarak karigmasi saglandi.

1) Son inkiibasyondan sonra hiicre siispansiyonu Dulbecco PBS+%10 FCS ile 2 defa
10 dakika olmak iizere 40C'de 2000 RPM de yikand1.

i) Yikamadan sonra hiicrelerin iizerine 0.05 ml Dulbecco PBS+%10 FCS ilave edil-
di.

j) Karigim homojen hale getirildikten sonra onceden igaretlenmis lamlarin
iizerine tiiplerdeki hiicre soliisyonundan bir damla konularak yiizey immiinfloresans

yonteminde anlatilan sekilde preparat hazirlandi.
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k) Immiinfloresans mikroskopta degerlendirilen hiicrelerden 6nce faz kisminda
toplam 200 hiicre sayildi. Bu hiicrelerden floresan veren hiicrelerin sayis1 belirlenerek % olarak
ifade edildi. Resim II'de pan T monoklonal antikoru ile reaksiyona giren floresan pozitif hiicreler

goriilmektedir.

Resim II : Immiinfloresan mikroskopta floresan pozitif T lenfositlerin goriiniigii

Degerlendirme:

Monoklonal antikorlarla hiicre yiizey antijenlerinin incelenmesinde floresan po-
zitif hiicrelerin % 10'un iizerinde sayilmasi pozitif olarak kabul edildi. 30

) Istatistiksel Yontemler 0

Saghkl kontrol grubunda ve akut lenfoblastik 16semi olgularinda periferik kan
hiicre yiizey markirlarinin aritmetik ortalamalar ve + 2 SD'lari hesaplandi.

Hiicre yiizey markirlarinin incelenmesi ile T-ALL ve non T-ALL olmak iizere iki

major gruba ayrilan hastalar arasinda yas; cinsiyet; beyaz kiire ve trombosit saym; Het degeri; ka-
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raciger ve dalak biiyiikliikleri ve L1,L2 FAB morfolojik kriterleri bakimindan istatistiksel fark
olup olmadigina bakildi.

Cinsiyet ve L1,L2 FAB kriterleri bakimindan iki grup "Fisher-Exact Testi" ile
kargilaghinldi. Ozellikle T-ALL grubunu olugturan olgu sayismin az olmasindan dolay: yag; beyaz
kiire, Hct, trombosit degerleri ve karaciger ve dalak biiyiikliikleri bakimindan iki grup "Mann-

Whitney-U testi” ile kargilagtirldi.



B ULGULAR

I) AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI (ALL) OLGULARI :

Yaglan 10 ay ile 14 yag arasinda degigen (ort: 8.00+4.17) 11'i erkek 20 ALL'li olgusu-
nun hastaliklarirun baglangiglarindaki klinik ve laboratuvar bulgulan (yas, cinsiyet farkiy; Hct, Bk,
Trombosit saymmlari; karaciger, dalak biiyiikliikleri) ve FAB morfolojik kriterleri tablo XI'de
gosterilmigtir.

E-rozet , Smlg, immunfloresan testi ve monoklonal antikorlar kullanilarak peri-
ferik kan hiicre ylizey antijenleri incelenen ALL olgularirun sonuglar tablo XII'de gosterilmigtir.

ALL olgularinin immiinolojik fenotipleri Foon ve arkadaglarimin 1986'da yaptig
tasnife goére belirlenmigtir.

Calismaya dahil edilen tiim olgularimiz iginde altistmin (1-6. olgular) T-ALL
immiinofenotipi gosterdigi tesbit edilmistir. T3,T4 ve T8 bu olgularin hepsinde, E-rozet testi
dérdiinde, Ia ise birinde pozitif bulunmugtur. Bu 6 olguda Smlg, CALLA ve By negatif bulun-
mugtur.

Geri kalan 14 olgunun (7-20. olgular) hepsinde E-rozet, T3,T4,T8 negatif bulunur-
ken; Ia antijeni hepsinde, B4 biri hari¢ hepsinde, CALLA sekizinde, ve Smlg ikisinde pozitif bu-
lundu. Non T-ALL olarak siniflandinlan bu olgular daha alt gruplara da smiflandinidi.

Yedinci olguda markirlardan sadece Ia pozitif bulundugu igin bu olgunun lenfob-
lastlarinin B-hiicresinin en erken farkhlagma safhasindan kdken aldig1 digiiniilmiigtiir. Daha
Onceleri siniflandirilamayan-ALL olarak kabul edilen bu olgu yeni tasnife gire grup I, non T-ALL
olarak siniflandirmaya dahil edilmisgtir.

8,9 ve 10. olgularda la'min yamisira By de pozitif bulundugudan lenfoblastlanin B-
hiicrelerinin ikinci farkhlagma safhasindan prolifere oldugu ve heniiz CALLA antijenini kazan-

madiklart anlagilmug ve grup II, non T-ALL olarak simiflandinilmigtir.
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TABLO XI : AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI OLGULARININ HASTALIKLARININ
BASLANGICLARINDAKI KLINIK VE LABORATUAR BULGULARI

llsv::a istm Yag | Cins }f’zt (X 12;;{m3) [1:::""/’:;:::) %E',:: %ﬂ E(':;I;)k Sml:ﬂll'::dn immilnofenotip
1 |cs|14|E 28 886.0 40.0 96 5 10 L, T-ALL
2 |[HD| 14 | K 7 72.6 30.0 85 8 9 L, T-ALL
3|(vAa|M|K [ 8 1100 | 700 | s | e 7 L T-ALL
4 |[CA]12 | E 28 96.0 300 | 100 2 NP L, T-ALL
B |[HH|65 | E 28 830.0 90.0 o8 68 10 L T-ALL
6 |HK| 10 | K 23 1016.0 10.0 2 7 8 L T-ALL
7 |ED| 13 | K 23 122 200 o2 7 5 L No(;'n"’}]falu
8 [mz|1s|k | 2 61 | 100 | g | 3 8 | L | NomFaw
9 |[MA|25 | K | 27 8.4 100 w0 | e NP L, (Grup 11
10 |[MBJOay| E | 38 204.0 18.0 2 | e 5 L | neaRaL
ni{ar|{e |e | 2 160 | 1100 0 | a 6 L, | Oher Tare
2|mMr|e |E | 2 B.4 80.0 2 | N | L, | R !l!lAIIY_l;v_
1B(Mgl10|[E | 31 78 90.0 % 4 NP L, | N At
wlar|e | |2 80 [1000 [ 5 [ 6 | 7 | n |SeETas
15 MG |88 | K 12 296.8 30.0 o 4 5 L, R ars
8|tk [ |E | 20 160 | 1800 2 | np NP L, | Shep TRV
17 [MK | 4 | E 18 37.2 45.0 78 5 6 L, Grup BLLY
wlav| 7 |x | o | 14 ] 00 | w0 | 4 | o | 1 | e
19|DK| 5 |K | 23 20.6 70.0 o | wp NP L | worwe o
2w/oa|l8 |E | Z 5.4 20.0 e | a N | L | weamaiL
B.K : Beyaz Kiire
P.Y : Periferik Yayma



TABLO XII : AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI GRUBUNDAKI OLGULARIN
HUCRE YUZEY MARKIRLARI SONUCLARI

Sira Smig | Pan-T3 T4 S B4 CALLA R

No |lotm n(»%t g (?;?1 (?30;!) (?;f’ (0(13,591 (C(P,/ol)m T o immiinofenotip
1| GS| 21 0 2 17 14 0 o 2 |T-ALL
2 |HD| 23 o 24 12 11 0 8 8 T-ALL
3|vA|l 9 o 27 14 12 o o 10 |T-ALL
4 |CA| 18 0 2 13 10 o 2 2 |T-ALL
B |HH| 45 4 38 22 18 0 7 8 |T-ALL
6 | HK| 32 2 26 18 14 0 0 4 T-ALL
7 | ED 3 3 8 2 3 2 0 46 ([Grup I Non T-ALL
8 | MZ 4 0 3 2 1 17 3 18 Grup I Non T-ALL
9 [MA| B 1 6 2 4 23 0 18 |Grup I Non T-ALL
100|MB| o 6 0 0 0 18 6 12 |Grup Il Non T-ALL
11 | AY 8 2 2 3 2 19 40 70 |Grup IILIV,V Non T-ALL
12| MT| 6 o 8 3 1 32 58 83 |Grup 1IIV,V Non T-ALL
13 | M.C 2 4 4 2 1 16 15 88 |Grup IILIV,V Non T-ALL
14 | HP 3 7 0 0 1 25 26 33 |{Grup NIIV,V Non T-ALL
18| MG| 4 2 9 7 B 16 16 29 |Grup IILIV,V Non T-ALL
6| ik| 8 3 7 3 3 14 46 50 [Grup INLIV,V Non T-ALL
17 | MK| 6 2 B 1 2 22 38 49 |Grup II,IV,V Non T-ALL
18|HU| 8 8 7 4 2 29 55 63 |Grup IILIV,V Non T-ALL
19| DK| 3 16 2 1 2 18 ) 15 |Grup VI Non T-ALL
2| OA| 7 21 6 3 0 19 1 22 |Grup VI Non T-ALL
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11-18. olgularda Ia ve B4'e ilaveten CALLA antijeni de pozitif olarak bulundu. Bu
olgulardaki lenfoblastlarin pre-B kokenli oldugu ve heniiz Smlg'nin belirmedigi farklilagma saf-
hasinda olduklan diigiiniildii. CIg ve B1(CD20) ¢ahigmadigimiz bu olgular: kendi aralarinda tekrar
suuflaﬁdxrmak miimkiin olmamig, hepsi birlikte grup IILIV,V non T-ALL (erken pre-B ALL, pre
B ALL olarak smiflandirilmiglardir.

19. ve 20. olgularda Ia ve B4'lin yanisira Smlg'de pozitif bulundu. Bu olgularin
lenfoblastlarinin B-hiicre kékenli oldugu tesbit edildi ve grup VI non T-ALL (B-ALL) olarak
siniflandirildi.

Boylece tiim ALL'li olgularin immiinolojik tiplendirilmesi y apildiktan sonra

T-ALL ve non T-ALL olmak iizere iki ana gruba ayrrdigimizda; tiim olgularin % 30'unun (6 olgu)
T-ALL, % 70'inin de (14 olgu) non T-ALL oldugu bulundu. Ayrica tiim olgularin % 5'inin grup I,
% 15'inin grup 11, % 40'imun grup IILIV,V ve % 10'unun da grup VI non T-ALL oldugu saptandi.

T-ALL grubundaki 3'li erkek 6 hastanin en kiigiigii 6.5 en biiyiigii ise 14 yaginda
idi. (ort yag : 11.7 + 3.02 y1l) (+ 2 SD) idi. 6 hastanin 5'inde belirgin hepatosplenomegali (= 5cm), iki-
sinde de mediastinal kitle saptandi. FAB siniflandirmasina gore alti hastanin dérdiinde L, iki-
sinde de L, morfolojik 6zellikleri saptandi. T-ALL grubundaki hastalarin ortalama Hct, Bk ve
trombosit sayimlan tablo XIII'de verilmigtir.

Non T-ALL grubundaki 81 erkck 6's1 kiz 14 hastanmm en kiigiigii 10 aylhk, en
bliyiigii ise 13 yaginda (ort yag : 6.4 £ 3.6) (+ 2 SD) idi. 14 hastanin 3'iinde hepatomegali saptan-
;nazken 6'sinda orta derecede (< 5 cm), 5'inde de belirgin derecede (= 5 cm) hepatomegali sap-
tand1. Bu gruptaki hastalarin hig birinde mediastinal kitleye rastlanmadi, 6'sinda da dalak palpe
edilmedi. 5 hastada orta derecede (< 5 cm) 3 hastada ise belirgin (= 5 cm) splenomegali saptandi.
Non T-ALL grubundaki hastalarin ortalama Hct, Bk, trombosit sayimlar: tablo XIII'de verilmigtir.

T-ALL grubundaki hasta sayisi az olmasina ragmen her iki grupdaki olgularin
baglangig bulgulan kargilagtinldi. Gruplar arasinda, cinsiyet (p>0.5), hepatomegali (p>0.1), Hct
(p>0.5) ve trombosit sayimlan (p>0.1) ve FAB siniflandirmasi (p>0.5) agisindan belirgin istatistik-

sel fark bulunmadi.



TABLO XIII ;: KLINIK OZELLIKLERI YONUNDEN T-ALL ve NON T-ALL
GRUPLARININ KARSILASTIRILMASI

Klintk Organomegali
Oz. Yas Cinsiyet Hct BK Trombosit
N % 3 1mm3 3 /mm3)| Karaciger | Dalak
Grupla (ya) (Erkek %) . (x10°/mm®) | (x10”/mm"} (cm) (cm)
T-ALL rl 1,75+3.02] 50.00 | 23.7+5.1 | 4494420 | 45329 | 5.5#2.1 | 7.3%3.8
(6.5-14) (17-28) |[(72.6-1016)| (10-90) (2-8) (0.10)
[Non T-ALL| 6.413.6 57.14 |23.616.4 | 47188 61+42 3.712.8 | 2.9+2.8
(10 ay-13) (15-35) [(5.41296.8)] (10-150) (0-9) (10-7)
p degerleri | <0.005 > 0.5 >0.5 < 0.005 >0.1 >0.1 <0.01

Parantez i¢indeki rakamlar en kiiciik ve en biiyiik degerleri gostermektedir.

+ 2SD
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Yag, Bk degerleri ve dalak biiytikliikleri bakimindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar bulundu. Buna gore T-ALL grubundaki olgularin non T-ALL grubun-
daki olgulara gbre genellikle daha biiyiik yaglara sahip ¢ocuklardan olugtugu (p<0.005) ve bu olgu-
larin splenomegalilerinin daha biiyiik oldugu (p<0.01) ve Bk degerlerinin daha yiiksek seyrettigi
(p<0.005) bulundu.

II) NORMAL DEGERLER

Yapilan deneylerin saghkli olup olmadigin teyid etmek igin, kontrol grubu olarak
yaglan 4 ila 13 yag arasinda degigen (ort:8.3+2.8 yag) 10'u erkek 20 saghkh gocuk segildi. Tablo
XiV'de hiicre yilizey markirlan kullanilarak, kontrol grubunu olugturan olgulardan elde edilen

ortalama degerler verilmigtir. Ayrica tablo XV'de kontrol grubuna ait degerler toplu olarak

gosterilmigtir.
TABLO XIV : Kontrol grubunun hiicre yiizey
markirlan ortalama degerleri
E- Rozet : % 60.10 +5.63
Smig : % 25.35 +3.80

HLA-DR (Ia) : % 20.95+3.34

T3 (CD3) : % 49.70+5.59

T4 (CD4) : % 32.00+4.91

T8 (CD8) 1 % 22.54+4.28
(+2SD)
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TABLO XV : KONTROL GRUBUNDAKi OLGULARIN HUCRE
YUZEY MARKIRLARI SONUCLARI

T | lsm mﬁ’; Cinsiyet | Srolg | Efezet | T3 T T8 Ia
1 |DA| 0| E . 54 4 2 18 .
2 (MB| 8| E % 57 50 4 2
3 |AB]| 7 E % 53 49 31 2 21
4 |AA| 7 E 2 59 52 3 2 18
5 |AY]| 8 K 27 55 51 K7, 3 3
6 |DA| 9 K 21 49 & Kl 17 2%
7 |HG] 6 E 2 54 42 2 18 16
8 |TK| 0] K 2 58 46 pA] 2 17
9 |2G]| 5 K 3 65 4 35 16 18
10 [0.Y[55]| K 2 64 51 31 2 19
1 |sA| 3] E 23 67 5 3 2 2
122 |v.0]125| E 30 57 53 31 21 16
B |RI|115] K p. 63 52 3 3 2
U |FO| 4 K .. 62 59 3% 30 2
15 |HC| 65| E 31 61 57 35 7 2
16 [S.P|105| E % 65 48 K 21 21
17 |MK| 4 E 2 69 58 K % Al
B |AS| 13| K 2 55 46 2 2 18
19|6s|85] K 2 Iy 52 44 2 z
20 |zF| 7 K 0 59 48 . A 2

-47-




TARTISMA

Son onbeg yilda, hibridoma teknolojisinin bulunmasi ve molekiiler biyolojideki
huzli geligmeler sayesinde 13seminin hiicresel orijini hakkinda &nemli bilgiler elde edilmigtir.
Béylece, hastaligin etyolojisinin daha iyi anlagilmas igin énemli adimlar atilmigtir.

Losemilerin sadece hiicresel morfolojik 6zelliklerine gore siniflandiriimasi, lenfo-
blastlarin orijinini aldi hiicre tipinin belirlenmesinde yeterli olmamaktadir. Akut lenfoblastik
16semi gerek Klinik dzellikleri gerek prognozu yoniinden hetorojen bir hastahiktir. Bu hetorojen-
lik 16semik transformasyonun kaynaklandig hiicre tipi ile iligkilidir. Lésemilerin olugmasi
hakkinda giiniimiizde benimsenen goriig, hiicrelerin matiirasyonunun farklilagma siireglerinin
herhangi bir evresinde duraksamasi ve lenfoblastlarin o evreye ait hiicre klonlarim olugturacak
sekilde prolifere olmasidir.()

ALL, lenfosit yiizey antijenlerinin gesitli markirlarla belirlenmesiyle farkh alt
gruplara aynlmigtir. Baglangigta T-ALL; B-ALL; non B,non T-ALL ve simflandinlamayan-ALL
seklinde yapilan simiflandirma daha sonralar Clg'nin test edilmesi; CALLA la B; ve B, antijenle-
rini belirleyen markirlarin geligtirilmesiyle yeniden degisiklige ugramigtir.21.2340) Son zaman-
larda dzellikle immunglobulinlerin gen yapilarina ve B hiicre antijenlerine 6zgiil monoklonal
antikorlarla yapilan caligmalar, non B, non T-ALL olgularindaki lenfoblastlarin B-hiicre kdkenli
olduKlarim kanitlamugtir. (31324041

Giiniimiizde lenfoblastlarin orijinini aldiklar1 hiicre tipine gére T-ALL- B-ALL,
erken pre B-ALL ve pre B-ALL olarak da siniflandinlabilen ALL®); en son T-ALL ve non T-ALL
olarak iki ana gruba smiflandiriimakta ayrica T-ALL iig, non T-ALL alt alt gruba ayrilmaktadur.
(23) Aragtirmamizda bu son siniflandirma kullanilarak olgularimiz degerlerdirilmeye

caligilmgtar.



Bu ¢aligmada ALL tamsi almig 20 olgunun periferik kan lenfoid hicreleri klasik
metodlarla (E-rozet ve Smlg immiinfloresan testi) ve monoklonal antikor teknigi kullanilarak
hiicre yiizey antijenleri incelenmigtir. Buna gore incelenen 20 olgunun altisi'nin (%30) T-ALL,
14'liniin de (%70) non T-ALL immunofenotipinde oldugu anlagilmigtir. Monoklonal antikorlar
kullarularak non T-ALL grubu kendi arasinda da simiflandirilmig, boylelikle tiim olgularin
%15'inin grup I, %15'inin grup II, %40'imn grup IILIV,V, %10'unun da grup VI non T-ALL
Ozelliklerine sahip olduklar1 bulunmugtur. Sitoplazmik immunglobulin (Clg) ve By (CD20)
gahgilmadigindan IlII, IV, ve V alt gruplarin siniflandirlmasi daha ileriye gotiiriilememis, bu gru-
plardaki olgular bir arada degerlendirilmigtir. Literatiirde sikh§ genellikle %15-25 olarak bildiri-
1en(5,1845,46,57) T_ALL'ye grubumuzda biraz daha sik olmak iizere %30 oramunda rastlanmugtir. Has-
ta gruplan bizimki gibi kiigiik olan aragtirmacilarm(:8:10.13,55 raporlannda da T-ALL insidans1 %
30 olarak belirlenmigtir. Yine siklig1 %5 olarak bildirilen B-ALL'de (grup VI, non T-ALL) grubu-
muzda %10 olmak iizere fazla bulunmugtur. Bu fark bolgesel nedenlerden olabilecegi gibi,
¢alismaya dahil edilen olgu sayisinin az olmast ile de iligkili olabilecegi kamsindayiz.

T-ALL'yi siniflandirmada tek bagina E-Rozet testinin yetersiz oldugu, nitekim E-
Rozet testi negatif olan baz1 olgularda anti-T hetero antiserumlarinin ve monoklonal antikor-
larinin pozitif bulundugu rapor edilmigtir. (443,52 B cahgmada da T-ALL'li iki olguda E-Rozet
testi négatif bulunurken lenfoblastlarin T hiicresine 6zgiil'monoklonal antikorlarla reaksiyona
girdigi gdzlenmisgtir.

T-ALL'ye daha gok erkeklerde olmak iizere genellikle daha biiyiik yaslardaki
gocuklarda (>10 yag) rastlanir ve bunlarda hepatosplenomegali ve mediastinel kitleler daha
stktir.(17,2345,57)

Esas amacai ALL olgularinin immiinofenotiplerinin belirlenmesi olan bu
caligmada ozellikle T-ALL grubundaki olgu sayisi smirhh olmasina ragmen hastaliin
baglangicindaki klinik ve laboratuar bulgular gbzden gegirildiginde; T-ALL ve non T-ALL gruplar:
arasinda cinsiyet, karaciger biiytikliigii, trombosit ve Hct degerleri bakimindan istatistiksel bir fark

bulunmazken, yag, beyaz kiire ve dalak biiyiikliigii agistndan istatistiksel farklar elde edilmistir.
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Buna gére T-ALL grubundaki olgularin, non T-ALL grubundaki olgulara gore genellikle daha
biiyiik yaglara sahip ¢ocuklardan olugtugu (ort: 11,7 + 3,2 yasg; p < 0,005), beyaz kiire degerlerinin
daha yiiksek seyrettigi (ort: 4492420 x10®/mm3; P<0,005) ve bunlarin daha belirgin splenomegali-
lerinin mevcut oldugu (ort: 7,3+3,8 cm; p<0,01) bulunmusgtur.

Buradaki T-ALL olgularinda literatiiriin tersine erkek/kiz orani egit bulunmustur;
buna grubun ¢ok kiigiik olmast neden olarak gosterilebilir. Yine literatiirle uyumsuz olarak kara-
ciger biiyiikliigii bakimindan gruplar arasindan énemli istatistiksel fark elde edilmemistir. Ancak
aragtincilar ¢ahgmalarinda karacigerin biiyikligiinden ¢ok, belirgin olarak biiyiimesini (= 5cm)
kriter olarak almuglardir.4%57) Bu caligmada da dikkat edilirse alti T-ALL olgusunun dérdiinde
karacigerin belirgin olarak ( 2 5cm ) biiytidiigii goriilmektedir, oysa non T-ALL grubundaki 14 has-
tanin sadece iigliniin hepatomegalileri 5 cm. den biiylik bulunmustur. Buna gére olgularimizdaki
hepatomegalinin derecesi arasindaki fark istatistik anlam tagimamakla birlikte T-ALL grubundaki
daha biiyiik hepatomegaliye meyil oldugu izlenimi elde edilmektedir.

Mediastinal kitleye T-ALL olgularinin ikisinde (%33,3 ) rastlanirken non T-ALL
olgularinin  hig birinde rastlanmamigtir. Olgu sayisi az olmakla beraber bu sonug literatiirle
uyumlu bulunmustur.2552 FAB smiflandinlmasina gore ALL olgularinin %63-74'iiniin  L; mor-
folojisi gosterdigi bilinmektedir.(8,59 Bundan evvel yapilan galigmalarda da hiicre membran mar-
kerlan ile FAB morfolojik kriterleri arasinda, Ly morfolojisi ile B- hiicreli 16semi/lenfoma harig
bir korelasyon bulunamamugtir. Bu galigmada T-ALL grubundaki alti hastanin dérdii (%66,6); non
T-ALL grubunda ise 14 hastanin 9'u (%64,2) L1 morfolojik ozellikleri gostermigtir. FAB kriterleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark gozlenmezken bu sonuglar literatiirle uyumlu
bulunmugtur. Ayrica grup VI non T-ALL'deki (B-ALL) hastalardan birinin kemik iligi aspirasyo-
nunda L3 morfolojik 6zellikleri saptanmigtur.

Kontrol grubu olarak incelenen 20 saghkli olgunun hiicre yiizey markirlar
sonuglar literatiirle uyumlu bulunmug olup bu da ¢alismamuzdaki metodlann giivenirliligine

isaret etmektedir.(67



Caligmamiz, hastahanemizde goriilen akut lenfoblastik 16semi olgularinin, son
yillarda gelisen hiicre immunofenotipi belirleme yontemleri ile hastalifin kaynaklandig
hiicreler hakkinda daha detayh bilgi edinebilecegimizi vurgulamaktadir.

Monoklonol antikorlarin uygulama alanina girmesi ile birlikte immunoloji, he-
matoloji, onkoloji, mikrobiyoloji ve genetik alanlarinda biiyiik bagarilar elde edildi. Ozellikle
16semi'de lenfoblastlarin immunofenotipinin belirlenmesi olgularin prognozunu tayin etmede
ve tedavi seciminde faydali olmaktadir.

Sonug olarak ; Akut lenfoblastik 16semi'de lenfoblastlarin monoklonal antikor
tekniginin kullaniimasiyla immiinofenotiplerinin tayini pahali bir yontem olmakla birlikte, ke-
motergpi protokollerinin segimi sirasinda yiiksek risk gruplarinin tayini ve monoklonal antikor-
larla kemoterapi ile ilgili caligmalarin hizlanmasi, lenfoblastlarin immiinofenotipinin tayini ile
ilgili caligmalarin 6nemini arttirmaktadir. Bu nedenle monoklonal antikor galigmalarmmin

yayginlagtirilmasinin yararh olacag kanisindayiz.
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O ZET

Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji-Onkoloji Klinigine Nisan
1989-Nisan 1990 tarihleri arasinda miiracaat ederek akut lenfoblastik 18semi tanis1 alan 20 olgu-
nun ve ayni yag grubundaki 20 saglikh kontroliin klasik metodlar ve monoklonal antikor teknigi
kullanilarak lenfosit tiplendirmesi yapildi. Akut lenfoblastik ldseminin immiinolojik
siniflandirmas1 Foon ve arkadaglarinin 1986'da yayinladiklari yeni tasnife gbre yapilarak
kargilagtinldi.

Elde edilen sonuglar gdyle siralanabilir :

1) Calismaya alinan 20 ALL olgusunun hiicre yiizey antijenlerine gére % 30'unun
T-ALL; % 15'inin grup I, % 5'inin grup II, % 40'min grup III, IV,V ve % 10'unun da grup VI ol-
mak iizere % 70'inin non T-ALL oldugu belirlendi.

Bir bagka deyisle, lenfoblastlarin alti olguda T-lenfositlerden, iki olguda B-
lenfositlerden 12 olguda da B-lenfosit onciilerinden (erken pre-B ve pre-B) kdken aldig: bulundu.
Sonuglar literatiirle kargilagtinildiginda grubumuzda B-ALL (grup VI non T-ALL) olgularma biraz
daha fazla rastlandi.

2) Ozellikle T-ALL grubundaki olgu sayisinin az olmasina ragmen lenfoblastlarin
immiinofenotipi ile klinik 6zellikler arasindaki iligki olup olmadigini aragtirmak igin T-ALL gru-
bu ile non T-ALL grubundaki olgular klinik bulgular bakimindan birbirleriyle kargilagtirildi.
Buna gore;

a) T-ALL grubundaki olgularin non T-ALL grubundaki olgulara nazaran daha
biiytik yaglardaki gocuklardan olugtugu (p<0.005) ve bu farkin literatiirle uyum-
lu oldugu bulundu.

b) Literatiirde T-ALL'ye erkeklerde daha sik rastlandi$ bildirilmesine ragmen,
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olgularimizda her iki grup arasinda cinsiyet bakimindan istatistiksel bir fark bu-
lunmad (p >0.5).
¢) Het degerleri bakimindan literatiirle uyumlu olmak tizere her iki grup
arasinda bir fark goriilmedi. (p>0.5).
d) T-ALL grubundaki olgularin literatiirle benzer gekilde beyaz kiire
sayimlarinin daha yiiksek seyrettigi bulundu (p<0.005)
e) Literatiirle uyumlu olarak iki grup arasinda trombosit sayimlar1 bakimindan
bir fark bulunmadi (p>0.1)
g) Hepatomegali biiyiikliigii bakimindan iki grup arasinda istatistiksel bir fark
bulunmazken (p>0.1); T-ALL grubunda daha biiyiik ( >5 cm) hepatomegaliye
meyil oldugu izlenimi elde edildi; literatiirle uy}xmlu bulundu.
h) Yine literatiirle uyumlu olmak iizere mediastinel kitleye T-ALL grubunda
daha sik (%33.3) rastlanurken, non T-ALL grubunda mediastinel kitleye rastlan-
madi.
1) T-ALL grubundaki hastalarin % 66.6's1t Non-T-ALL grubunda ise % 64.2'si L;
morfolojik 6zellikleri gosterirken FAB kriterleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel bir fark g6zlenmedi (p>0.5). Bu sonuglar literatiirle uyumlu bu-
lundu.

3) Saglikli olgularda elde edilen periferik kan lenfosit ve lenfosit alt gruplarinin

oranlan literatiirle uyumiu bulunmustur.
Klasik yontemlerle ve monoklonal antikorlarla yapilan hiicre immiinofenotipini
belirleme galigmalan ileride incelenen olgu sayilarinin arttinnllmasi ve vakalarin takibi ile progno-

zun belirlenmesi ve tedaviye cevap ydniinden de 6nemli sonuglar saglayacaktir.
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