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GIRIS

Lenforetikiiler ve hematopoetik proliferatif hastaliklarin simiftandirilmas:
patolojide siirekli tartisma Konusu olmaktadir.

Klinisyenlerle ortak simiflandirma kullanilmasi hastalarin yalnizca tani
asamasinda degil bunun yanisira tedavi protokollerinin saptanmas: acisindan da
sorun yaratmaktadir. Bu nedenle geleneksel 1osemi simiflandirilmasinda hiicre
tiplendirilmesini saglamaya yonelik PAS, Sudan Black, Myeloperoksidaz
reaksiyonlar1 her zaman yeterli olmamakta ve standart uygulamalarda sorunlar
yasanmaktadir. Bunun o6tesinde adi gecen reaksiyonlar zaman kaybina yol
acmaktadir. Degerlendirilmelerinde ise kisiye baglhh yorum agiklig:
bulunmaktadar.

Flow cytometry (akim sitometri) yontemi ile reseptdr analizi yapudiginda
hizli kesin sonu¢ alinmakta, l6seminin hiicre bazinda siniflandirma olanagi
saglanmaktadir. Bunun yanisira S evresine giren hiicre sayisi, aneuploidi varhfs
ve bu degerlerin yiiksekligi agresif klinik davrams belirleyici olmaktadir.

Yukanda deginilen nedenlerle kemik iligi aspirasyon biyopsisi yapilan 60
losemi olgusunu klinik ve patolojik verileriyle kiyasl: olarak akim sitometri

yontemiyle (DNA ve reseptdr analizi) degeriendirmeyi amacladik.



GENEL BILGILER

HEMATOPOEZIS

Kan hicreleri yasam siireleri ¢ok kisa oldugundan ve saydarinin sabit
tutulmas: gerektiginden devamh olarak iiretilirler. Kan hiicreleri hematopoetik
(Yunanca Haima: kan, poiesis: yapim) organlardaki kok hiicrelerinden gelisir.

Kan yapum ilk olarak intrauterin donemde 3. haftada vitellis kesesinin
mezoderminde ekstraembrioner olarak baslar. Daha sonra intraembrioner
splanknik mezodermde kan adaciklarinin olusmas: goriliir. Kan adaciklarimin
periferinde yer alan hiicreler yassilasip damar endotelini olustururken orta
kisimdaki hicreler kan hiicrelerini yaparlar, Kan hiicrelerinin gelismesindeki
bu ilk dénem MEZOBLASTIK EVRE adim alir. 6.haftada karacigerde , 3. ayda dalak
ve diger lenfatik dokularda kan hiicreleri olusmaya baslar. Bu déneme HEPATIK
DONEM denir. Kemiklesme merkezierinin gelismesi ile kemik iliginde kan yapim
baslar (KEMIK [LIGI DONEMI) ve karaciferde yapim giderek azalir ( 1-5) .

KAN GELISME TEORILERI

1- Polifiletik goris: Eritrosit ve lokositler farkl: ana hiicrelerden
gelisirler. Bu hiicreye ana hiicre veya kok hiicre ( stem-cell } denir. Ana hiicre
mitozla bolinerek c¢ogalabilir veya daha ileri kademe icin farkhilagsma
(Diferansiasyon) gosterebilir. Bu goriise gdre eritrositler siniizoid endotelindeki
eritroblastlardan, granalositler damar dis1 myeloblastlardan gelisirler,
Myeloblastlar ise stromadaki retikiiler hiicrelerden gelisirler. Mononikleer
1okositder ise lenfoit organ veya bag dokusundan koken alir.

2- Monofiletik goris: Bu gOrigse gore sintizoid endotelinin hemopoetik
glicii yoktur. Medulla stromasindaki primitif retikiiler hiicreler hemositoblast
olugtururlar. Tim kan hiicreleri ekstravaskiiler geligsip, dosemeden gecerek
siniizoid liimenine ulasirlar. Hemositoblast tiitm kan hiicrelerini olusturdugundan
kemik ilifi disindaki retikiiler hicreler de patolojik kosullarda bu hiicreye
doniiserek ekstramediiller hematopoezisi baslatabilir.

Monofiletik goérias (unitariyan gords) giniumizde daha fazla
desteklenmektedir. Az sayida pluripotansiyel ana hiicre kanda dolasabilir ve
gereginde dokuya gecerek lenf digumi, karacifer, dalak,tiimus gibi organlarda
zamanla kayba ugrayan ana hiicreyi telafi edebilir ( 1, 2).
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Eritrositler, graniilositik lokositler, monositler, ve trombositler kemik
iliginde yerlesmis olan ana hiicrelerden gelisirler. Bu hiucrelerin faklilasarak
olgunlagsmalarina siras1 ile eritropoezis, granilopoezis, monositopoezis ve
megakaryositopoezis adi verilir. Kemik ilifinde lenfoid organlara giderek
farkli tiir lenfositleri yapan hiicreler de diretlir.

_ Kan hicreleri olgunlasarak kana verilmelerine kadar 6zel farklilagma ve

olgunlasma asamalarindan gecerler. Bu islemlerin kesintisiz bir sekilde devam
etmesi nedeniyle degisik asamalarin ozelliklerini gosteren hiicreleri kan veya
kemik ilifi yayma preparatlarinda bir arada gérmek miimkindir.

ANA HUCRE BUYUME FAKTORLERI VE FARKLILASMA

Hematopoezde temel gorevi iistlenen ana. hiicreler; farkiilasmamis
hiicreler olarak tanimlanirlar. Bu hicreler devamli olarak bélinme
yetenegindedirler ve durettikleri hiicreler geriye donisemeyecek sekilde
farklilasmis 0zel hiicrelere doniusirler.

Pluripotent ve multipotent kok hiicreleri:

Bitin kan htcreleri kemik iligindeki tek bir kok hiicresinden
gelismektedir. Bu hiicreler bittiln kan hiicre turlerini verdigi i¢in pluripotent kok
hiicresi olarak adlandiriimstir,

Pluripotent hiicreler cogalarak tek tir kan hiicresini olusturan ana
hitcreleri verirler. Bu hiicrelerden bir kismi lenfositlere (lenfoid hiicreler) ,
diger bir kismu ise myeloid hiicreler serisine farklilasir. Myeloid hiicreler kemik
iliginde geliserek eritrositler, graniilositler, monositler ve megakaryositlere
doniisiirler. Her iki hiicre serisini veren hiicrelere multipotent kok hiicresi ada
verilir. Gelisimin erken doneminde lenfoid hiicreler kemik iliginden lenf
diigiimleri dalak ve timusa goc¢ ederek lenfositlere farklilasir.

Projenitdr ve onciill hiicreler:

Cogalan multipotent kok hiicreleri, potensleri azalmis hicrelere
dontsiarler. Bu hiicrelere uni veya bipotent projenitdr hiicreler adi verilir,
Projenitdér hiicreler de onciil hiicrelere (prekiirsdr hiicreler) veya blastiara
farklilasirlar. Pluripotent ve multipotent kok hiicreleri ¢ok az sayida topluluklar
olusturacak sekilde, belli bir hizda ¢ogalarak devamliliklarini saglarlar.

Ozet olarak hematopoez kok hiicrelerinden gelisen ve farklilastikca
potensleri azalan aym zamanda ve devamli olarak c¢esitli hiicrelerin iiretilmesi
ve bu hicrelerin farklilasmas: islemidir(4).

KEMiK ILiGi HISTOLOJiSI

Kemik iligi uzun Kemiklerin mediiller kanallarinda ve siingerimsi

kemiklerin bosluklarinda yerlesmistir. Iki tir kemik iligi vardir. Kan hicreleri
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ve kan hiicrelerini yapan hiicrelerin renklerinden dolay: , bu tir hicrelerden
zengin olan kemik ilifine kirmizi veya hematojen kemik iligi ; yag
hiicrelerinin sari renkte goriinmesi nedeniyle yag hicrelerinden zengin olan
kemik iligine de sar1 kemik iligi adi verilir. Yeni doganda bitin kemik iligi
kirmazidir ve kan hiicrelerini tiretmede aktiftir. Yas ilerledikce kemik iligi san
kemik iligine dénisiir. Baz: sartlarda ; ornegin agir kanama veya hipokside sar
kemik iligi tekrar karmzi, akdf kemik iligine dontisir.

KIRMIZI KEMIK ILiGI

Kirmizi kemik iligi stroma, hematopoetik kordonlar ve sinuzoidal
kapillerden olusur. Stroma; uzantilarn ile birbirine baglanan ve fagositik 6zellik
gosteren retikulum hiicrelerinin olusturdugu ¢ boyutlu bosluklar1 ¢ok ince
retikiiler liflerin ag seklinde doldurmasiyla olusur. Bu ¢at icinde hematopoetik
hiicreler ve makrofajlar yerlesir. Sinuzoidler devamhlik gdsteren endotel
hiicreleriyle simirlandirihir. Endotelin bazi bélgeleri oldukca incelmis olup , bu
bolgeler olgunlasan kan hiicrelerinin stromadan sinuzoid icine ge¢is verleridir.

Kirmuzi kemik iliginin temel fonksiyonlan kan hacrelerinin iiretilmesi
ve eritrositlerin makrofajlarda yikilmas: sonucu demirin hemoglobinden
serbestlestirilerek depolanmasidir. |

ERITROSITLERIN OLGUNLASMASI

Olgun bir hiicre ; spesifik fonksiyonlarin: yerine getirebilme kapasitesine
sahip, farklilasmis hiicredir. Olgunlasmada gerceklesen islemler; hemoglobin
sentezlenmesi ve nikleussuz , kiicltk bikonkav sekilli eritrositlerin olugmasidir.
Hiicreler olgunlasirken; hiicre voliminiin azalmasi, ¢ekirdekcigin kaybolmasi,
kromatinin yogunlasmas:, ¢ekirdegin atilmasi, poliribozomlarin azalmasi(bazofili
kaybi)islemleri gergeklesir. Eritrositer seride sirasiyla Proeritroblast,
Bazofilik eritroblast (Bazofilik normoblast), Polikromatofilik
eritroblast{Polikromatofilik Normoblast), Normoblast {(Ortokromatik
eritroblast), Retikiilosit ve Eritrosit olusumuyla olgunlasma tamamlanir.

GRANULOSITLERIN OLGUNLASMASI

Graniilli 16kosit gelisimi myeloblastdan baslar. Myeloblastlar ¢ok kiicak
partikiiller halinde kromatin icerip, niikleoluslar1 oldukc¢a belirgindir.
Myeloblastlar promyelositlere farkhilasir. Promyelosit sentezlemeye basladig
ikinci bir graniil tirtine gore 3 farkli granilositik seri hiicresine farklilasir.
Farklilasan bu hiicrelere myelosit adi verilir. Daha sonra metamyelosit ve

band formlarina donisar.



LENFOSIT VE MONOSITLERIN OLGUNLASMASI

Lenfosit ve monositlerin 6nciillerinin belirlenmesi oldukc¢a gictir. Cankid
bu titr 10kositlerde 1dkosit tiriini belirleyici spesifik graniillerin bulunmamasi
yaninda olgunlagsmaya baght niikleus loblanmasi da olmamaktadir. Bu iki 6zellik
gen¢ hiicre ile olgun hicrenin belirlenmesinde onemli kriterlerdir. Lenfositler
ve monositlerin ayrimi esas olarak yayma preparatlarda biiyiiklikleri,
nitkleuslarin kromatin yapist ve niikleuslarin varhfina gore yapilmaktadir.
Lenfositik seri hiicreleri farklilastik¢a niikleusun kromatini olduk¢a yogunlasir,
niikleusun belirlenmesi giiclesir ve hiicrenin ¢ap1 kiiciiliir. Bu o6zelliklere ek
olarak lenfosit serilerinin ait grublarinin tamimlanmasi, farklilasmalar esnasinda
hiicre yiizeylerinde spesifik yiizey reseptorlerinin kazamiimasiyla olur. Bu
reseptorier de Ozel tekniklerle gosterilebilir.

LENFOSITLER

Dolasimdaki lenfositler genelde timus ve periferal lenfoid organlardan
( dalak, lenf diagiimleri,tonsillalar) kaynaklamrlar. Son zamanlarda biitin onciil
hiicrelerin kemijk iliginden kaynaklandigina inanilmaktadir. Nispeten az
farkhilasmug olan oncil hiicrelerin bir kism timusa giderek T lenfositlere odzgi
karakterlerini kazanirlar. T lenfositler sonradan periferal lenfoid organlarin
spesifik bolgelerinde odaklanirlar. Diger dnciil hiicreler ise kemik iliginde
kalarak B lenfositleri verecek hiicrelere farkhlasirlar. Bu hiicreler periferal
lenfoid organlara go¢ ederek B lenfositlerine farklilagsma odaklarim olustururlar.

Lenfositik seri hiicrelerin en belirlenebilen hiicresi lenfoblast adim
alir. Oldukca biyiik hiicreler olup 2-3 kez béliinerek prolenfositleri verir. T ve
B lenfositlerin 4zelligini yansitan yiizey antijenleri prolenfosit asamasinda
kazamimamstir.

MONOSITLER

Bu seriye ait ilk belirlenebilen hiicre monoblasttr. Monoblastlar yapisal
olarak myeloblastlar1 andirnirlar. Bu nedenle myeloblasta benzer olarak
yonlendirilmis onciil hicrelerdir. Monoblastlar farklilasarak promonositieri
verirler. Promonosit iki kez boliinerek monositlere farkhilasir. Monosit
sitoplazmasinda cok kiiciik ¢caph azurofilik grantiller gozlenir. Olgun monositier
kana gecerek burada 8 saat kadar kalirlar. Sonra bag dokusuna gecerek
makrofajlara dénistirler ve burada aylarca gorev yaparlar.

TROMBOSITLER

Eriskinlerde trombositler olgun megakaryositierin sitoplazmasinin
parcalara ayrnilmasi ile kirmuzi kemik ilifinde uiretilir. Megakaryositler kemik
iligindeki megakaryoblastlarin farkhlagmasiyla gelisir(4, 5).



LOSEMI VE MYELOPROLIFERATIF HASTALIKLAR

Kemik iligi ana hiicrelerinden koken alan malign neoplastik hiicrelerin
kemik iligini ve genellikle de periferik kan: tutmas: ( 16kositoz } ile nitelenen bir
hastaliktir. Kemik ili§inden sonra; karaciger, dalak, lenf diigiimi basta olmak
izere diger i¢ organlan infiltre eder. Yalnizca kemik iligini tutup periferde
l6kopeni yapabilir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ' nde losemi gorilme siklign  100.000' de
olmak fizere tiim losemilerde 9.5, ALL'de 1.5, AML'de 2.2, KLL' de 2.6, KML'de ise
1.3'tiir. Erkeklerde 16semi sikhin 100.000' de 12.5 iken kadmlarda 100.000'de7.3
oraninda goriilmektedir (6).

SINIFLANDIRMA

Geleneksel olarak losemiler koken aldiklar1 kemik iligi hiicresine gore
sinmiflandinibirlar. Lenfositik, myelositik -myelojentz- losemi klinik gidislerine
gore akut ve kronik olarak gruplandilirlar. Buna gore akut lenfositik losemi
(ALL), kronik lenfositik 16semi (KLL), akut myelositik (myeloblastik)
losemi ( AML) , kronik myelositik ldsemi (KML) tipleri vardir. Timinde
kemik iliginin l6semik hiicrelerle infiltre olmas: sonucunda eritroid, graniilositik
ve trombositik seri hiicreler ortadan kalknify icin hastalarda anemi, infeksiyon
ve kanama gorulir. Teorik olarak bu simiflandirma yapilmakla birlikte kronik
16semiler klinik ve yapisal nitelikleri a¢isindan benzerlik gostermekte, ayrica
baz1 hastaliklanin zemininde gelisebilmektedirler (6-9).

Kronik myelojendz 1d6semiler birbirleri ile iligkili, birbirlerine donasim
gOsterebilen ve klonal multipotent myeloid ana hiicre neoplastik
proliferasyonunu gosteren hastaliklarla(Polisitemia vera, esensiyal trombositemi,
myeloid metaplazi) baglantihdir. Polisitemia verada eritroid onciil hiicrelerinin
(prekiirsorler} hakimiyeti, kronik myeloid !0semide ise graniilositik seri
hakimdir. Polisitemia verali bir hasta zamanla myeloid metaplazi ile
myelofibrozise doniisebilir. Kronik myeloid losemiler lenfoid olanlardan ayn
tutulmahdir. Cunkii; kronik lenfoid 16semiler; kronik lenfoid 10semi ve sagsi
hiicreli { hairy cell ) 16semiyi icerir ve lenfoid hiicre neoplastik proliferasyonu
sikhikla da B hiicre koOkenlidir. Non-Hodgkin lenfoma ile de iligkilidirler.
Diferansiye kiiciik hiicreli lenfositik lenfoma ve kronik lenfositik 16semi arasinda
klinik ve yapisal acidan baglantt bulunmaktadir.



AKUT LOSEMILER

Tim akut l16semiler hematopoetik ana hiicrelerin neoplastik monoklonal

proliferasyonu ile olusur.
PATOFIZYOLOJI

Morfolojik ve hiicre Kkinetik calismalari akut losemilerde 1dsemik ana
hiicrenin farklanmasinda bir bloklanma oldufunu ve l9semik blastlarin uzamis
yasam sliresine (generation zamam) sahip oldugunu gostermistir, Boylece akut
1osemilerde 16semik blastlarin birikimi transforme olmus ana hicrelerin klonal
artis? ve bu hiicrelerin fonksiyonel olgun hiicrelere doniisememesi sonucudur.
Blastlarin kemik iliginde birikimi normai hematopoetik ana hiicreleri baskilar
{ siipresyon ). Bu olayda hem fiziksel yer degisim hem de sebebi iyi anlasilamayan
mekanizmalar rol oynar. Normal hematopoetik ana hiicrelerin baskilanmast iki
6nemli klinik uygulamaya sahiptr.

1-Ana kiinik bulgular normal eritrosit, ld¢kosit ve trombositlerin
eksikliginden kaynaklanir. -

2-Tedavide amac normal ana hilcreleri ortaya cikarmak icin i6semik klon
grubunu (popiilasyonu ) azaltmakur. Bazi losemi tiplerine uygulanan diger bir
tedavi yaklasimu losemik blastlarin farklanmasimi uyarmaktr.

Pluripotent hematopoetik ana hiicrelerin farkianmas: sirasinda 16semik
trasformasyon herhangi bir evreyi etkileyebilir. Lenfoid serinin tutulumu ALL'
ye, myeloid 6ncii hiicrelerin tutulumu ise AML ' ye yol acar (8,9).

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILER

AlL primer olarak cocuklarin ve genc eriskinlerin hastalificir. ABD ' de
cocukluk cag1 losemilerinin % 80 ' ini tegkil eder. ALL erigkinlerde ¢cok daha az
siklikla goriititr. Cocukluk c¢ag: ALL ' leri yaklasik 4 yaslarinda pik yapar,
beyazlarda 2 kat daha sikur ve erkeklerde biraz daha fazla oranda gorulir.

MORFOLOJI: _

ALL morfolojik ve immunolojik kriterlere dayanilarak alt gruplara
ayrilabilir. 11, 12 ve L3 olarak isimlendirilen alt gruplar akut losemilerin FAB
siniftandinnimasinda tanimlanmigtir(Tablo 1). ALL'li ¢ocuklarin %85'inde L1
subtipi hakimdir.9%15'inden daha azinda L2 subtipi (bu tip eriskinlerde daha sik)
goriiliir. ALL-L3 genellikle Burkit lenfomanin 16semik fazina denk diiser ve
cocuklardaki lenfoblastik losemilerin yaklasik  %1-2'sini olusturur (10,11).

Morfolojik ozelliklere ek olarak 1l0semik lenfoblastlar ( myeloblastlarin
aksine) peroksidaz pozitif graniil icermezler. Ancak genis PAS pozitif materyal
birikimi icerirler. Terminal deoksitransferaz(TdT) boyamas: ALL'yi AML'den
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ayirmak icin kullanilir. Bu DNA polimeraz enzimi ALL'lerin %95'inde AMLlilerin
ise %5'inde pozitifdir. TAT negatif ALL'ler tipik olarak L3 goriniimindedir(12-14).
Tablo 1' de FAB simflandinimasina goére ALL alt gruplarinin morfolojik

ozellikleri verilmistir.

Alt gruplar L1 L2 L3

Hicre boyutu Cogunlugu kiicik  Bilyik degisken = Bityik homojen

Nikleus sekli Cogunlugu diizgiin Diizensiz yank veDizgin,oval,yuvarlak
centikler siktr

Niikleolus Goriilmeyebilir Genellikle Genellikle Dbelirgin
veya kiiciik belirsiz  gorilur,siklikla
biiyiiktir
Sitoplazma Az Degisken,sikhikla Orta diizeyde bol
bol
Sitoplazmik  Hafif-orta Degisken Kuvvetli
bazofili duzeyi
Sitoplazmik  Degisken Degisken Sikhikla belirgin
vakuolizasyon

Tablo 1: FAB siniflandinlmasina gére ALL subtipleri.

* iImmunolojik alt tipler 16semik lenfoblast kokenine ve diferensiasyon evresine
gore degisir. immunfenotipleme prognoz acgisindan énemlidir,

* ALL lerin % 80 'i B hiicre kokenli , blastiktir ve blastlann ¢ogu yiizeylerinde ig
eksprese etmez.

*Santral sinir sistemi bulgulari: Meningeal yayiuma baglh olarak bas agrisi,
kusma, sinir tutulumlan goriilebilir. Bu bulgular ¢ocuklarda ve All'de sikur.

* B hiicreli ALL' li hastalar pan B hiicre antijeni olan CD19 eksprese eder. B hiicre
prekiirsorii olan bazi hastalarda bu antijen tek belirleyicidir.

*T hiicreli ALL' li hastalarda erken intratimik maturasyon evresinde duraklama
s6z konusudur. Lenfoblastik lenfomayla iligkilidir fakat matioir periferik T hiicre
fenotipi eksprese eden yetigkinierdeki T hiicreli losemi/lenfoma ve Sezary
Sendromu gibi T hiicre kokenli neoplazmlardan farkhidirlar. Lenfoblastik lenfoma
gibi T hticreli ALL siklikla belirgin mediastinal timik kitle olugturur.

* 13 yapisindaki matir B hiicreli ALL disinda yapisal ve immiinolojik tipleme
bagdasmamaktadir.



KARYOTIPIK  DEGISIKLIKLER

ALL 'li hastalarin %90 'inda sayisal ve yapisal kromozom degisiklikleri
gorilmektedir. Hiperdiploidi prognozun iyi oldu§unu , pre-B-hiicreli ALL gibi
fenotip olarak iyi prognoz beklentisi olsa bile translokasyonlar prognozu olumsuz
etkiler. Bu nedenle karyotipik bilgi tedavi tipini se¢mede dnemlidir.

PROGNOZ

ALL tedavisinde 6nemli ilerlemeler saptanmstir. Merkezi sinir sistemini
tutan losemilerde proflaktik l6semik hiicre oldiiriilmesini de ii;eren modern
kemoterapi ALL' li ¢cocuklarin %90 ' 1m1 tam remisyona sokmakta ve ucte ikisini
tiimilyle iyilestirmektedir. Prognoz yas, immiinfenotip, sitogenetik degisikler
iceren bir dizi olaydan etkilenmektedir. 2-10 yas arasinda pre B fenotipi ve 51-60
kromozomdaki hiperdiploidi en iyi prognozu belirler. Matir B veya T
fenotipindeki hastaliklar daha kéti prognozludur, Tiim gruplardaki translokasyon
prognozu olumsuz yodnde etkiler. Allojenik kemik iligi transplantasyonu koti
prognoziu grup i¢in @imit olusturur(8,9,15).

AKUT MYELOBLASTIK LOSEMi (AML)

15-39 yas arasindaki yetigkinleri tutar. Cocukluk cag: I6semilerinin
%25'ini1 olusturur. Myeloid hiicre diferensiasyonu kompleksitesini yansitan
olaganisti: heterojen bir gruptur.

MORFOLOJi

Wright-Giemza boyasiyla kolaylikla lenfoblastlardan ayrilan
myeloblastlarin gosterilmesiyle taninir. Myeloblastlar ; ince kromatinli 3-5
cekirdekcikli , azurofilik ve myeloperoksidaz pozitif graniillit sitoplazmaya sahip
hiicrelerdir. Kirmizi1 boyanan cubuk benzeri Auer cisimcikieri AML'l
olgularin yaklasik %60'inda bulunur ve siklikla premyelositik tipde goriiliir,

SINIFLANDIRMA

AML farkh orjinlidir. Bazilarn multipotent ana hiicrelerden kdken alir ki
eritroid ve graniilositik prekiirsorlerin her ikisinde birden sitogenetik anomaliler
butunmasma karsin kan ve kemik iliginde myeloblastlar baskindir. Diger yandan
graniilosit-monosit prekiirsdrierinin tutulmas: myelomonositik hastalia yol acar.
Yeniden diizenlenmis FAB siniflandirmasina gore AML 8 kategoriye ayrilir.
Boylece MO-M3 olarak maturasyon derecesini ve M4-M7 olarak hakim 16semik ana
hiicre farkhlasma dizisi belirtilebilir(16-18). Bu heterojen lésemi grubuna baz
arastirmaciar yapisal ekspresyon c¢esitlilifini yurgulamak icin genel akut
nonspesifik 16semi adim1 vermisterdir.
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KROMOZOM ANOMALILER]

Ozel yiiksek rezolusyonlu bantlama teknikleriyle losemilerin %90'tnda
kromozom anomalisi saptanmaustir, %50-70 oranmda karyotip degisikleri bulunur.
Kromozom anomalileri diger klinik prognostik faktdérlerden bagimsiz
olarak prognozu etkiler. Akut promyelositik 1osemide(M3)
translokasyon karakteristiktir {19).

MYELODISPLASTIK SENDROMLAR

Bu terim kional ana hiicre bozukluklarimi icine alan bir grubu kapsar.Bu
sendromlar inefektif hematopoez ve artmis AML riski ile karakterizedir. Bu
sendromiu hastalarda kemik iligi kismen veya tiimiiyle mutant pluripotent ana
hiicrelerin klonal dncilleriyle tutulmustur. Bu hiicrelerin eritrosit, graniilosit ve
trombositlere farklanma kapasitesi mevcuttur. Ancak bu hiicreler hem etkisiz
hem de hatahdir.

Sonug¢ olarak kemik iligi genellikle hiperselliler veya normosellilerdir.
Ancak periferial kan pansitopeniktir. Anormal ana hiicre klonu genetik olarak
unstabildir. Mutasyonlara egilimli olup, akut loésemi gelisimine neden olabilir(20).

MORFOLO]Ji

Myelodisplastik sendromlar (MDS)her #¢ seriyi etkileyen displastik
farklanma ile karakterizedir. Sitolojik Ozellikler; megaloblastoid eritroid 6nca
hiicreleri , hipograniiler myeloid onctt hiicreleri, kemik iliginde artmus oranda
blast, mikromegakaryosit, agraniiler trombosit, tek veya bilobiile nétrofilleri
icerir.

Myelodisplastik sendromlar kemik iligi ve periferik kandaki spesifik
morfolojik dzelliklere goére 5 gruba ayrilir. AML'nin myelodisplastik sendromdan
ayrimu klinik ve morfolojik olarak zordur. Kemik ilifi myeloblast i¢eriyorsa AML
tanisy verilir, Sitogenetik calismalarda vakalann 2/3'iinde kromozomal anomali
tesbit edilmigtir. En sik goriilen anomalilerder bazilan del(5q);+8;-7,der(11q);
-5,der(12p); ve -Y'dir (21, 22).

MDS yash: insanlari(60-70 yas) etkiler. Vakalarin yaklagik %50'si
asemptomatiktir ve rastlantisal olarak tesbit edilir. %10-40"1 AMLl'ye transforme
olur, Ortalama yasam siiresi 9-29 ay arasinda degisir.

KRONiK MYELOID LOSEMI (KML)
Losemi vakalarinin %15-20'sini kapsar. 25-60 yas arasinda goriiliir. 4 ve 5.
dekatta pik yapar.
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FIZYOPATOLOJI:

KML pluripotent (¢ok yonlit) ana hiicrelerin klonal artis1 ve neoplastk
farklanmasi sonucu gelisir. Esas olarak tiim hematopoetik seri (myeloid, eritroid,
megakaryositik, B lenfositik,baz1 vakalarda T lenfositik) etkilenmesine ragmen
graniilositer oncit hiicreler baskin hiicre derivesidir. XKML dért kronik
myeloproliferatif hastahktan birisidir. Diger grup hastaliklardan ayri bir
sitogenetik ve molekiller anomali ile ayrilir. Vakalarin %90'indan fazlasinda
bdliinen 6ncii ana hiicrelerde Ph kromozomu tesbit edilir t(9; 22} (q34; g11). Bu
translokasyon bcr-c-abl fiizyon geninin olusumuna neden olur. Bu gen giicli
tirozin kinaz aktivitesine sahip 210 kd fiizyon proteini sentezler. Bcr-c-abl geni
KML patogenezinde kritik bir olaydir. Bazi arastirmacilar bcr-c-abl mRNA ve
proteinini KML icin esas olarak goriirler. Ph kromozomu negatif olan ender KML
vakalaninda da bcr-c-abl varhig: gosterilmistir. KML'de myeloid kok hiicrelerinin
artsinin nedeni bu hiicrelerin ¢ogalmay: diizenleyen fizyolojik uyaranlara yanit
vermemeleridir (23).

KML yavas progresyon gosterir. Tedavisiz 3 yil yasam mimkiindiir.
Degisken ve dnceden Kestirilemeyen bir siire sonunda hastalann yaklasik %50'si
hizlanmis bir doneme girerier. Bu donemde tedaviye gittikce artan yanitsizhk,
anemi ve trombositopenide artma, ek sitogenetik anormallikler ve sonucta akut
16semiye benzer bir tablo ortaya ¢ikar(Blast krizi). Geriye kalan %50 hastada blast
krizi h1izlanmus bir ara ddnem olmadan birden gelisir (24).

KRONIK LENFOSITIK LOSEMi (KLL)

KLL muhtemelen tim l6semiler icinde en yavas seyirli olanidir, Avrupa ve
ABD'deki tiim losemilerin yaklasik %25'ini olusturur ve tipik olarak 50 yas
tzerinde(ortalama yas 60) ve erkeklerde kadinlara oranla 2 kat fazladir.

PATOFIZYOLOJI

KLL ile kiicuk lenfositik lenfoma birlikteligi ¢ok siktir. Diger bircok
lenfoid malignensilerde oldugu gibi KLL B hiicrelerin neoplastik hastalifidir.
Kil'deki transforme B hiicrelerinin karakteristik ozellikleri:

* Bunlar pan B hiicre antijeni(CD19,CD20) eksprese ederler fakat TdT veya
early B hiicre antijeni (CD10) ekspresyonu icermezler. Boylece bunlarin fenotipi
cogu ALL vakalarinda goériillen lenfoblastlardan farklidir ve CDS(normal B
hiicrerinin ¢ok az kismunda eksprese edilen T hiicre ile iligkili antijen) eksprese
ederler.

*Bunlar ytzey Ig (IgM ve IgD) eksprese ederler fakat hiicrelerdeki
immunglobiilin sayis1 oldukca diisiiktiir. Immunfleuresansda slg negatif
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gbrilebilir. Bunlar ya lamda veya kappa hafif zincirleri eksprese ederler ki bu
monoklonalitenin gostergesidir.

*Bunlar uzun yasambhdir fakat invivo olarak antikor iireten plasma
hiicrelerine farkilanma kabiliyeti yoktur.

KLL'nin molekiiler patolojisi ¢ok az olarak bilinmektedir. bcl-2'ain
yeniden diizenlemenmesi vakalarin %10-15'inde ortaya ¢ikar ve bcl-1 gen
mutasyonu %5'den daha azdir. Ciinkii bcl-2'nin fazla salgilanmas: apopitozisi
onler. Programli hiicre dlimiindeki yetmezlik en azindan bazi vakalardaki B
hiicre yigilmasiyla aciklanabilir.

KROMOZOMAL ANOMALILER

KLL'li hastalarin yaklasik %50'sinde karyotipik anomaliler mevcuttur.
Trizomi 12 c¢ok sik olup hastalarin 1/3'inde gorualir. Sitogenetik anomalili
vakalarin %25-40"1inda 13q anomalisi gorilir. Daha az sikhkla kromozom 14 ve 6'da
anomaliler vardir. Trizomi 12'li hastalarda prognoz koti iken 13q anomalileri
klinik gidise etkisiz goriinmektedir. Sitogenetik anomalili hastalar genellikle
erken tedavi gerektirir ve belirgin olarak survey daha kisadur.

KLINIK OZELLIKLER

KLL'li hastalar sikhikia asemptomatiktir. Semptomlar varsa nonspesifiktir
(halsizlik, agirhk kaybi1 ve anoreksia seklinde). Generalize LAP ve HSM vakalann
%50-60'inda mevcuttur. Total 16kosit sayis1 artabilir. Hafif artis veya mm3' de
200.000' e kadar ulasabilir. Tiun vakalarda lenfositler kaciktiir, matiir lenfositlere
benzerler. Lenfositlerin yalmizca kiiciik bir kisminda tek genis cekirdek ve
cekirdekcik bulunur. Miirekkep lekesi(smudge) hiicreler {crushed cekirdekli
lenfositler) sikhikla periferik yaymada gorilir. Cinkii 1osemik B hiicrelerin
antijenik stimulasyon cevabinda zayiflik vardir. Boyle hastalarda siklikla
hipogamaglobulinemi ve bakteriyel enfeksiyonlara egilimde artis vardir.
Paradoksal olarak hastalarin %10-15'inde eritrositlere karsi gelisen otoantikorlar
veya plateletler sonucunda otoimmiinhemolitik anemi veya trombositopeni geligir.
llgin¢ olarak CD5(+) bir kisim B hiicreleri cesitli otoimmiin hastaliklardaki
otoantikorlann kaynaéz olarak suclanmaktadir. Muhtemelen bazi vakalarda
neoplastik CD 5(+) B hiicreler otoantikor sekrete etme yetenegini korur,

KlLl'de prognoz ve seyir fazlasiyla degiskendir ve primer olarak klinik
evreyle bagimhdir. Ortalama survey 4-6 yildir, Sitogenetik degisikierin prognostik
onemi, klinik evreyle bagimsiz olmasi heniiz tam olarak tesbit edilemedi. KML'nin
aksine blast kriziyle seyreden akut losemiye dontisim sik degildir (8,9).
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HAIRY CELL LOSEMI

Kronik B hiicreli 16seminin ayri fakat nadir formudur. Losemik hiicrelerin
gorinimiinden dolayt bu ad: alir. Kil benzeri ¢ikintilar rutin yaymalarda
gorilebildigi gibi faz kontrash mikroskoplarda da goriilebilir. Hairy cell losemi
icin karakteristik sitokimyasal 6zellik tartrat rezistant asit fosfataz (TRAP)
ile neoplastik B hiacrelerin boyanmasidir. Hairy hiicreler pan B hiicre
isaretleyicileri (CD19-20) ve monosit iligkili antjeni CD11c¢ eksprese ederler. Ek
olarak plasma hicre iligkili antijen 1(PCA-1) losemik hiicrelerde bulunur.

HCL ileri yastaki erkeklerde daha ¢ok gorilliir. Kemik iligi, karaciger, dalak
tutulumu ile klinik bulgu verir. Splenomegali bazen cok masif olabilir ve tek
klinik bulgu olarak ortaya cikabilir. Hepatomegali ve lenfadenopati daha az
sikhiktadir. Vakalann %50'sinde kemik iligi yetersizligi ve dalak sekestrasyonuna
bagh olarak pansitopeni olusur. Vakalarin 2/3'ande splenektomi faydalidir,
Interferon alfa ve yeni kemoteropatik ajaniar ile uzun siiren remisyonlar ve hatta
kiir elde edilebilir(25-27).

TOM LOSEMILERDE MORFOLO]JI

Morfolojik ozellikler 2 sekilde gorilir.

1-Losemilerin sitolojik oOzellikleri periferik yayma ve kemik iligi
aspirasyonunda gorukir.

2 -Losemik hiicrelerin infiltrasyonuna bagh doku degisiklikleri. Cesitli
16semi tiplerinde olusan doku degisiklikleri genellikle benzerdir ve iki boliilmde
incelenebilir. Primer degisiklikler; beyaz hiicrelerin anormal sekilde ¢ogalarak
birikmesi, sekonder degisiklikler ise bu hiicre kitlelerinin dokuda yaptg: yikim
ve infeksiyona karst etkisiz olmalarinin yarattift sonuclardir.

Losemik hiicrelerin her organ veya dokuyu infiltre edebilmelerine
ragmen en carpici degisiklikler kemik iligi, dalak, lenf nodlan ve karacigerde
olur. Ileri hastalikta kemik iligi diffiiz olarak beyaz kiire kitleleri ile
kaplandigindan c¢amursu, kirmizi kahverenginden gri beyaza degisen bir
goriinum alir. Bazen bu infiltrasyonlar yagh ilik mesafesine de ilerler, siingersi
ve kortikal kemik dokusuna bask: yaparak eritebilir.

KML ve hairy cell losemide masif splenomegali olaya eslik eder. KML' de
daha karakteristik oldugu gibi masif splenomegalide doku i¢inde bazi soluk
enfarkt alanlari goérilebilir. Minimal biiyimiis dalaklarda histolojik goriiniim
genelde korunmus normal parankim iginde fokal losemik infiltrasyonlar
seklindedir. Lenfositik 10semilerde baghica tutulum beyaz pulpadadir. Daha siddetli
tutulumda infiltrasyon daha diffiiz olur ve normal dalak yapist harabolur,
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Myelositik l6semilerde splenomegali lenfositik losemilere gore daha
belirginken asir1 lenf nodu biyiamesi lenfositik formlar icin daha
karakteristiktir. Yine de tiim ldsemi tiplerinde bir miktar lenf nodu tutulumu
goriliir, Tutulan lenf nodlan tek tek lastik sertliinde ve homojendir. Kesit yiizeyi
yumusak ve gri beyazdir. Histolojik incelemede ileri derecede tutulan nodillerin
neoplastik hiicrelerle diffiz olarak kaplandif: gozlenir. Kapsiil invazyonu ve
perinodal yayilim olabilir. KLL'deki histolojik goriintim kiigitk hiicreli lenfositik
lenfoma ile aymdir.

Karaciger buyiikliiga lenfositik losemilerde myelositik olanlara gore biraz
daha belirgindir. Histolojik olarak tutulumun portal alanlarda yogunlasmas: tipik
iken myelojentz losemilerde infiltrasyonlar daha belirsiz sinirhdir ve lobiiliin
her bolimiindeki sinuzoidlerde yer alabilirler. Bu ana tutulum alanlarima ek
olarak bidbrek, adrenal, tiroid, myokard, testis gibi difer organ ve dokularda da
infiltrasyon olabilir. Ozellikle $SS'nin tutulmasi 6nemlidir. Bu durum sikl:kla
All'de ortaya ¢itkar. Diseti tutuiumu odzellikle monositik losemide (AML-MS5)
karakteristiktir. Bu durumdaki hastalarda gingival kenarlarda siglik ve hipertrofi
olur, sikhikla sekonder enfeksivonlarla birliktedir. DIK(Dissemine Intravaskiiler
Koagiilasyon) en fazla akut premyelositik losemide(AML-M3) goriilir.
Infeksiyonlar ozellikle akut losemilerde belirgin bir ozelliktir. Ozellikle agiz
boslugu, deri, akciger, bobrek, mesane ve kolonda, siklikla da mantar, psédomonas
ve parazitler gibi firsatq1 enfeksiyonlar goraliir,

LOSEMI VE LENFOMALARIN ETYOLOJi VE PATOGENEZ]

Diger kanser tirlerinde oldufu gibi losemi ve lenfomalarmin nedeni
olarak da baz: ¢evresel etkenler One siiriilmistiir.Bunlar arasinda iyonize edici
radyasyon ve kimyasal ajanlar iyi bilinmektedir.Mesleki, tedavi amaciyla veya
kazaen radyasyona maruz kalma {(KLL disinda) bazi losemilerin riskini
artirmaktadir. Alkilleyici ajanlarla tedaviyi takiben 10semi ve lenfomalarda arts
oldugu kanitlanmistir. Radyasyon ve kemoterapi birlikte uygulanmirsa(Hodgkin
Hastalif: tedavisindeki gibi} risk daha da artmaktadir.

HTLV-1 viriisi eriskin akut T hicreli 16semi,EBV ise Burkitt's lenfoma ile
iliskilidir.Son ¢aligmalar HTLV-1 ve HTLV-2'nin mikozis fungoidesde etken
olabilecefiini gostermektedir.

Son olarak yiiksek rezoliisyonlu bandlama ydntemleriyle saptanan
karyotipik apormallikler,6zellikle de translokasyonlar 1osemi ve lenfomalarin
biyiik kisminga gorilmektedir (8,9 ). |
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HUCRE COGALMASI

Tim canli organizmalarin biiyiime ve gelismesi kendilerini olusturan
hiicrelerin biiyiime, proliferasyon ve differansiyasyonu ile saglanir., Cok hicreli
diploid organizmalarda tiim hiicreler ovumun fertilizasyonu ile olusan zigotdan
koken alir (28). Hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri nukleus icine
yerlesmis DNA (deoksiriboniikleik asit) tarafindan tayin ve kontrol edildigi icin ,
boliinme sonucunda ortaya ¢ikan hiicrelerin ana hiicre DNA' simin aymsina sahip
olmalan gereklidir . Hiicre siklusunun bir dizi evresi, DNA replikasyon ve
duplikasyonu ile hiicrenin ayni dzellikler tasiyan iki yeni hiicreye boliinmesini
saglar . Insan organizmasindaki hiicreler arasinda béliinme yetenegi farklihkiar
gostermektedir. Kemik iliginin hematopoezisde rol alan hiicreleri, derinin
germinal tabakast ve barsak epitel hiicreleri gibi hiicreler siirekli olarak
yenilenirken, hepatositer gibi bazi hiicre gruplan ancak hiicre kayb1 gibi baz:
Oze! kosullar altinda ve gerektik¢ce cogalirlar . Kas hiicre tipleri yillarca hig
boliinme gostermezken , matiir néronlar hayat boyu hemen hi¢ bdlinmezler
(29,30).

Yapulan calismalar , insan hiicrelerinin tipine gore siklus siirelerinin 8
saat ile 100 giin arasinda degistifini ortaya koymaktadir. Hiicre sikluslarindaki bu
sure farkhihiklan ileride s6z edecegimiz GI faziun uzunluguna bagh olarak
degisiklik gostermektedir (29).

Hiicrenin bolinmesi "hiicre siklusu" adi verilen bir dizi asamanin
sonucunda gercgekiestirilen oldukca komplike bir olaydir.

HUCRE SIKLUSU

Bir hiicre siklusu kabaca hiicrenin mitoza hazirlandi: interfaz {IF)
donemi ile mitoz bolinmenin gerceklestigi ve iki IF arast ddnem olmak iizere ikiye
ayrilabilir . Isik mikroskopisi ile niikleer boliinmenin saglandigl mitoz ve
sitoplazmik bolinmenin gerceklestigi sitokinezis asamalan goériilebilmekle
beraber , IF sirasinda hiicrede olusan degisikliklerin hicbiri izlenemez . IF donemi
hiicrenin biiytime faz: olup , RNA sentezinin yapildif1 donemdir. Bu , hiicrenin
fonksiyonu icin gerekli selliller proteinlerin sentezi icin sarttir (sekil 1) (29,30).
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GEN (DNA)

RNA SENTEZi

PROTEIN SENTEZi

HUCRE YAPISI HUCRESEL ENZIMLER

L

HUCRE FONKSIYONU

Sekil 1: Hicre fonksiyonlarinin genetik kontroli

Aktif olarak boliinen hiicredeki nukleusun kendi kromozomal DRNA' sim
replike etmesi zorunlu oldugundan bu hiicre komponenti devamh olarak IF de
sentezienmektedir . Boylece genetik bilginin duplikasyonu, ekspresyonu
saglanmis olur. 1F déneminde hiicrelerin biyokimyasinda ve membranlarimin
antijenik yapilarinda da onemli degisiklikler ortaya ¢ikar. Bu siire¢ sonunda
hiicre mitoz bdlinmeye hazir duruma gelir. Yiksek oOkaryotlarda hiicre
siklusunun %90' 11 kaplayan IF donemi 16-24 saat siirerken mitoz 1-2 saat i¢inde
tamamlanabitmektedir (29).

Okaryotik organizmalarin somatik hiicrelerinde hiicre siklusunun toplam
5 donemi vardir. Bunlar GO (postmitotik istirahat fazi, G=gap), G1l{proliferasyon
faz1), G2(premitotik faz), S (sentez faz1) ve M (mitoz fazi) donemleridir. Genetik
bilginin replikasyonu S fazinda yapilirken G1 ve G2 fazlarinda RNA ve protein
sentezi, M fazinda ise niikleer boliinme ve sitokinezis olaylar1 gerceklesir. Boylece
siirekli bolitnen hicrelerde G1, S, G2 ve M faz: sirasiyla tekrarlanir. [F' 1
olusturan G1, S ve G2 fazlar1 tiim hiicre siklusunun %90' indan fazlasimi icerir,
Hiicre siklusu ortalama 16 saat sirmekte ve bunun 7-8 saatini S, 3 saatini G1, 4
saatini G2 ve 1-2 saatini ise M fazi olusturmaktadir (29,31). Bununla beraber G1 ve
M faélarmm oldukca degiskenlik gosterdigi ve kanserli hiicrelerde daha uzun
siitrdiagi bilinmektedir(29). Hiicre siklusunun evreleri sekil 2' de Ozetlenmektedir.



17

HUCRE OLUMO

Sekil 2 : Hiicre siklusu
GO: Prolifere olmayan, siklus dig) hiicreler
G1: RNA ve protein sentezinin basgladig) donem
S: DNA sentezinin basladigi, RNA sentezinin sirdagi , hicrelerin protein
iceriginin en tazla oldugu dénem
(G2:DNA sentezinin tamamlandig:t ddnem, RNA ve protein sentezi G1' deki kadardir.

M: Somatik hicre bolunmesi

Postmitotik istirahat fazi (GO fazi) : Bu faz hiicrelerin dinlenme
fazidir. Memelilerin replike olmayan somatik hiicrelerinde 2N kadar Kkromozom
vardir ve DNA icerigi sabittir. GO tazinda; aktivitesi gecici veya siirekli durdurulan
hiicreler, bir anlamda siklusdan c¢ekilir, metabolizmalarima degistirir ve
biyiimelerini durdururlar. Bu hiicreler fonksiyonlarimi tamamladiktan sonra dlar
veya tam olarak avdinlatilamayan tetik mekanizmalar ile bdlinme uyarisi
alirlarsa hiacre siklusuna girerler(29),

Proliferasyon Fazi {G1 fazi) : Bu faz DNA sentezinin hemen oniindeki
evredir. Hucreler icin G1 fazi1 proliferasyona geciste hiicreleri DNA sentezine
hazirlar . Biiyume uyarisimin verildigi GO/G1 fazinda DNA sentezi ve hiicre
bodlinmesine yo! acan bir dizi olay meydana gelir. Bu fazda hiicre bolinme
yoniinden c¢evreden aldig: stimuius ile mRNA sentezini bastatir. DNA sentezi ve
hiicre bolilnmesinin uvariimasinda, hiicrede ortava (ikan degisim ve donusumiin
saglanmasinda bityime faktorierinin baylik 6nemi vardir (29,31). Biyvime
faktorlerinin baglanmasi ile aktive olan hucre reseptorleri vaklasik 10 saat sonra
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hiicrede biyokimyasal ve fizyolojik degisim stirecini baglaurlar (29). G1 fazin: ,
aktif DNA sentezi ve kromozomal duplikasyonun gerceklestigi S faz izler.

Sentez Fazi (S fazi): Aktif DNA sentez ve replikasyonunun gerceklestigi
bu donemde hiicrelerin DNA icerigi 2n-4n arasi artis gosterir(icerik 2n’ den fazla,
4n’ den azdir). Yaklagtk 7-8 saat siiren S faz: hiicrenin tiim DNA' s: replike olana
dek devam eder . DNA iceriginin 4N olmasi ile S fazi sonlanir ve bunu kisa bir G2
fazi izler (29,31).

Premitotik faz (G2 fazi): Sentez ve M fazlan arasinda gerceklesen bu
kisa donemde hiicrenin DNA icerigi tetraploiddir{29,31). G2 fazinda histon
proteinleri hari¢ (bu proteinler S fazinda sentezlenir) protein ve RNA sentezi
devam eder. .

Mitoz fazi (M fazi): Okaryotik hiicreler, M fazinda kromozomlarini
ikiye aymnrlar. Bu doénemde 6nce niikleer bolinme ve bunu takiben sitokinezis
meydana gelir. Sitokinezisin tamamlanmas: ile diploid bir ana hiicreden iki
diploid yavru hiicre meydana gelir (29). Bu yavru hiicrelerin her biri IF' n §
fazinda DNA replikasyonu ile olusan , birbirinin ve ana DNA molekiliiniin
tamamen aymsy olan 2 DNA' dan birini alir ve kaliom yiikit olarak birbirinin
aynist olurlar (32), Mitoz bolinmenin tamamlanmasindan sonra hiicreler hiicre
siklusundan ¢ikarak GO veya G1 fazlarindan birine geri doner ( 29).

Hiicre siklusunun mitoz evresi olduk¢a karmasik olup kabaca profaz ,
metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere 4 asamada gerceklesir (30).

PLOIDI

Mayoz bolinme sonucu gametlerdeki kromozom sayisimn yartya dismesi
haploidi olarak tanimlanir(n), Insanda haploid kromozom sayisi 23' diir. Haploid
sayrdaki kromozomlarin tam katlarina euploidi ismi verilir. E§er bu tam kat; 2n
ise diploidik, 3n ise triploidik, 4n ise tetraploidit sayrda kromozomu tanumnlar,
Normal insan diploidik kromozom sayisina sahiptir(2n~46). Eger herhangi bir
nedenle haploid sayida kromozomun tam katlan disinda bir kromozom sayisi
mevcut ise buna aneuploidi ismi verilir. Aneuploidi hipo veya hiperploidi
biciminde ortaya ¢ikabilir. Hiperploidi' de 2n kromozom sayisindan fazia ,
hipoploidi' de ise daha az sayida kromozom vardir. Efer birden fazla aneuploidi
mevcutsa bu durumda maultiploidi veya poliploidi’ den s6z edilir. Bu durumda
birden fazla DNA stem-line mevcuttur . Niikleer ploidi varhg: kromozom sayilar
yaninda indirekt olarak nukleusun DNA igerigini de yansitir (33).
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AKIM SITOMETRI

Binaluyiizlit yillarda mikroskopun Kkesfi ile baslayan ve Robert Hook' un
hiicrelerin varhgini gOstermesi ile hizlanan sure¢ icinde hicrelerin
biyokimyasal ve fiziksel Ozellikleri mikroskopik olarak Onemli 6l¢ide
saptanabilmis ve bu ydntem uzun yillar konvansiyonel patolojinin en dnemli tam
aract olagelmistir. Son yillarda , klasik tam1 yontemleri yaninda Akim sitometri
(FCM) yontemi de preklinik ve klinik tip bilimlerinde onemii ve ileri bir tam:
yontemi olarak yerini almaya baslamistir. Bu yontem , monoklonal antikor tiretimi
ve sitokimyasal boyama yontemlerindeki hizli ilerleme ve florokrom kimyasindaki
gelismelerle paralel olarak daha da 6nemli olmaya aday bir tani yontemidir (34).

FCM temel olarak hiicrelerin buytklugine, vizkozitesine ve
graniilaritesine bagh olarak tek hiicre diizeyinde arastrma olanaklan: saglayan
bir yontemdir. Bu ydntemle hiicrelerin fiziksel ve biyolojik o6zelliklerinin
kantitatf ol¢ciimiz , objektif ve dogru olarak yapilabiimektedir (34).

FCM' NIN CALISMA PRENSIPLERI
FCM; tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin

(mikroorganizmalar vb), cihaz icine bir sivi icerisinde ve tek sira halinde
alinarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin oOlcualdigi ileri bir tam1 yontemidir
(35-38). Her partikitluin vermis oldufu floresaminin siddeti daha sonra analiz
edilmek {lizere bir bilgisayara kaydedilir. Partikillerin 151k yolunda meydana
getirdikleri sapmalardan yararlanarak ve 151k yolundan gecis siirelerini Olcerek
partikiillerin buyikligti ve optik baz: Ozellikleri hakkinda bilgi edinilebilir,
Bdylece kisa bir sitrede ¢ok sayida hiicrenin birkac 6zelliginin birder incelenmesi
mimkiindir(50).

Bu kompleks sistem, bircok farkli sistemin birlesimi ile ortaya cikan
oldukca karmasik bir yapiya sahiptir. FCM sistemini olugturan alt sistemlerin
bashicalari sunlardir (35-38);

1) Hiicre veya diger biyolojik partikiilleri toplayan ve tasiyan sistem

2} Akim sestime (Sheath Fluid) ve Akim Kabini (Flow Chamber)

3) Isik kaynaf: olarak kullanilan Lazer Sistemi

4) Sferik ve capraz Silindir Filtreler

5) Odaklama Aynalan

6) Optik ve Elektriksel Sinyal Detektorleri

7) Verilerin toplandif: , ve analiz edildigi Bilgisayar Sistemi
8) "Cell sorting” sistemi
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FCM ¢ahsmasimmin ilk asamasinda ; 6zel yontemlerle taze veya parafine
gomiili dokuiardan hazirlanan ve niikleik asitlere baglanan ve baglandiklar:
yerde floresan veren florokrom boyalarla isaretienen orneklerin, "Sheath Fluid"
icinden gecirilerek "Flow Chamber' a ulasmalar: saglanwr. Bu gecis sirasinda
hiicreler tek sira halinde olup, gecis sirasinda lazer isig1 altinda uyarilarak
gorinir hale gelirler(35-38).Lazer kaynagi olarak genellikle Argon iyonu
kullamilir. Bu sekilde , hiicreye bagh florokromun lazer isinlan ile aktiflesmesi,
15181n yogunluguna bagh olarak hiicrenin boyutu, i¢ yapisi, yiizey morfolojisi ve
hiicrelerin canlihigl hakkinda bilgi edinme olanagini yaratur (sekil-3)
Boylece bir ka¢ dakikalik siire icinde 10.000-1.000.000 hiicrenin herbirinin
Ozellikleri teker teker belirlenebilir(35-40).

Cell suspension

A
]
* Signal
. Fluorescence| proces-
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Sekil 3 : FCM diizeneginin sematik gérianiimi

FCM sisteminde; Forvard Angle Light Scatter” (FALS), "Right Angle Light
Scatter" (RALS), vesil floresan ve kirmuzi floresan olmak iizere baslica dort farkh
forodedektor vardir(41). FALS dnden sacilum saglar ve hiicrenin boyutu hakkinda
bilgi verir RALS ise yandan sacilimi saglayarak granilariteyi gosteren. FCM' de
elde edilen FALS/RALS histogram: ile hiicre siispansiyonundaki farkh
popiilasyonlarin birbirinden ayirimi miimkin olabilmektedir(42).

FCM ile prognostik olarak hiicre siispansiyonlarinda hiicrelerin DNA
icerigi ve proliferatif aktivitelerinin tavini yapilabilmektedir. DNA' va spesifik
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olan boyalarin kullanilmas: ile yapilan DNA analizi sonucu , uzun ve pahal olan
Konvansiyonel yontemler ile gdzden kacgabilen aneuploidik kigiik hicre gruplar:
bile saptanir hale geimektedir.

DNA analizi ile GO ve G1 fazinda bulunan hiicrelerin ortalama DNA icerigi
ve hiicre siklusunda her fazda bulunan hiicreler ile birbirlerine orani tesbit
edilebilir(35-38).

DNA'va baglanan boyanin miktary ve dolayist ile fotodedektorlerce
algilanan i5181n yogunlugu hiicrenin DNA icerigi hakkimnda dogru orantih olarak
bilgi verir. Boylece bir hiicre populasyonunda DNA' da ortaya ¢ikan bir kayip
veya ilave{aneuploidi) tesbit edilebilir hale gelir (43). DNA iceriginde ortaya
cikan anormallikler, tiimoriin kromozomol anormalliklerinin yani sira herhangi
bir nedenle olusan kromozom sayisindaki degisiklikleri de yansitir. Ancak bu
teknik ile total DNA miktar oOl¢ulebildiginden , toplam DNA miktarinda degisiklige
neden olmayan "translokasyon " gibi anormallikler saptanamaz (35.,44).

Hiicreler G2 ve M fazina ulastiklarinda DNA icerigi tam iki katina ¢ikar(4n)
ve G2/M fazindaki hiicreler GO/G1 pikinden daha uzakta ve histogramin saginda
yer alirlar. Siklusun S fazindaki hiicreler ise 2n' den fazla 4n' den ise daha az
sayida DNA igerigine sahip hiicreler olup DNA histogramunda stz konusu iki hicre

grubu arasinda izlenirler(38). Asagida normal bir DNA histogram Ornegi
gosterilmektedir{Histogram 1).
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Histogram 1: Normal bir DNA histogram.
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DNA histogramlarinda y ekseni hiicre nukleusu (hiicre sayitarini), x
ekseni ise artmakta olan floresan: (DNA miktarini) temsil etmektedir (38).

Histogramlarda DNA ic¢eriginin yayilimm hiicre populasyonunu yansitan
pik cevresinde bir miktar degiskenlik gosterir. Bu degigkenlik; boyama
yéntemine , cihaza ait hatalara veya DNA boyas: hiicre DNA' sina baglanirken
hiicreler arasinda ortaya c¢ikan farklihiklar gibi nedeniere baglh olabilir ve
"coefficient of variation” (CV) olarak ifade edilir. Yani CV degeri FCM analizinin
kalitesinin bir belirtisidir ve bu deger ne kadar diisiik olursa calismamn o kadar
gitvenilir oldugunu gosterir(35).

Arastinlan populasyonun DNA icerigi ve ploidisinin degerlendirilmesinde
kullanilan kriter DNA indeksi (DI)' dir. DI degeri ornekteki GO/G1 pik
ortalamasinin , diploid referans hiicre GO/G1 pik ortalamasina bolimi ile elde
edilen bir degerdir. Diploid bir populasyonda Di=1 olmaldir. Malign hiicreler
siklikla normal diploid DNA iceriginden sapmistir. Aneuploidik hicre
populasyonlar;, DNA histogramlarinda diploidik pikin disinda ekstra pikler olarak
goriltrler. Ekstra pik, diploidik pikin solunda ise (Di<1) hipoploidi, saginda ise
DI>1 hiperploidiyi isaret eder . Bazen DNA histogramlarinda birden fazla
aneuploidik pik gorilebilir(poliploidi) (35).

Hiicre siklusunun G0/G1, §, G2/M fazlarindaki hiicre fonksiyonlar1 DNA
dagilimina gbre matematiksel olarak belirlenir. Bu amacla en sik kullanilan
parametreler, hiicrelerin proliferatif aktivitesini gosteren S Faz fraksiyonu ve
Proliferatif indeks (PI)' dir. Bu iki parametre asagidaki formiiller kullamilarak

hesaplanir.

S
S Faz Fraksiyonu= x100
GO/G1+G2/M
S+G2/M
Proliferatif indeks= x100
G0/G14S+G2/M

Aneuploidi ile birlikte yiiksek faz fraksiyonu gosteren timdrier ile bu
tiimorlerin sag kalimlar arasinda korelasyon olup boyle tiimorlerde sag kahm

kisa olmaktadir(35,45).
FCM ile periferik kan, kemik iligi, tim viicut sivilan, taze dokular ve

parafinize edilmis arsiv materyalleri ¢calisma gruplarci olugturabilir.



MATERYAL-METOT

Calismada KTU Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali tarafindan takip ve
tedavisi yapilan toplam 60 losemi olgusu degerlendirilmeye alinmuistir. Bu
olgularin yas, cins dagihimu, klinik ve laboratuvar verileri ile  kemik iligi
aspirasyon ve biyopsileri yapilmistr. Kemik iligi aspirasyonlart Wright- Giemza
ile boyanarak degerlendirilmis , kemik iligi biyopsileri %1' lik asetik asit (9
kisim)+formaldehit(1 kisum) ile dekalsifikasyon sonrasi formalin tesbitte
birakilmustir. Daha sonra rutin parafin teknigine gore izlenip kizaklhi mikrotom
ile 5-6 mikron kalinhginda kesitler alinmustir. Biyopsilerin 151k mikroskobunda
degerlendirilmesi Hematoksilen Eozin (HE) ve periodik Asid Schiff(PAS),
Gumiisleme histokimyasal reaksiyonlariyla yapilmistir(46). Gimisleme
reaksiyonu ile fibrozis 3 derece tizerinden degierlendirildi. 1. derecede retikiiler
liflerde hafif artis, 2. derecede belirgin artis ve kollagen olusumu, 3. derecede ise
kemik iligi hiicrelerinin yerini alacak sekilde ileri fibrozis olmak iizere
deferlendirme yapildi.

Kemik iligi aspirasyonlari hiicre doku hazirlama yoéntemlerine gore
izlenerek akim sitometri aletiyle DNA analizi ve reseptor analizi ¢calisilmstir,

AKIM SITOMETRI CALISMASI

Hastalardan kemik iligi aspirasyon sonucunda alinan ornekler EDTA K3
Vacutainer steril tiplere aktanidi. Karisim saglanarak pithtilasma dnlendi.
Cahismada kullanilacak antikorlar belirlendi (izotipikkontroller, CD3/CDy,

Bes mililitre kapasiteli plastik tiijplere monoklonal antikor drneklerinden
20 mikrolitre konuldu. Uzerine kemik iligi aspirasyon oOrneklerinden 50
mikrolitre eklendi. Mikserde karisim saglanarak 20 dakika inkiibe edildi. Sonunda
Coulter Multi Q Prep cihazi kullamilarak Immunoprep A (Formik asit - Stabilizér
olarak), immunoprep B (Sodyum Karbonat, sodyum kloriir, sodyum siifat-
stabilizér olarak), Immunoprep C (Paraformaldehit, Buffer olarak},
soliisyonlarindan otomatik olarak gecirildi. Daha sonra oda isistnda 20 dakika
inkiibe edildi. Bu sire sonunda hazir olan 6rnekler Coulter Epics Elite ESP-Flow-
Cytometry cihazindan gecirilerek en az 5 bin hiicre sayirm sonucunda analizleri
yapiidu
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Parametreler

Monoklanal Antikor katalog No

Izotipik kontrol
M3/D1y
(1)7/(3[)13

@20/ P33
(Dyp/HLADR
@10'P19

D5

IgG1, FITC/IgG2a,PE (Immunotech)
immmunotech (Kat. No:1874)
Immunotech (Kat. No:0585)
Immunotech (Kat. No: 1455}
Immunoctech (Kat. No: 1136)
Immunotech (Kat. No: 0471)
Immunotech (Kat No: 1179)

Tablo 3: Akim sitometri calismasinda kullanilan antikorlar ve katolog

numaratari.

ISTATiISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel analizinde epi info 5.0 versiyon epidemiyoloji paket
progranu ve statgraf 5.0 versiyon istatistik paket programi kullanildi. Niteliksel
verilerde Ki-kare testi uygulandi. 2x2 diizenlerde beklenen deger 5' in alunda
oldugunda Fisher' in kesin ki-kare testi, gdzlenen deger 25' in altinda oldugunda
yates diizeltmesi yapildi.

Yaslann yoninden gruplar karsiastirilirken veriler bagimsiz ve parametrik

varsayimlar: yerine getirmediginden Mann Whitney U testi kullaniidi,
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HEMATOPOETIK HUCRELERE AIT CD ANTIJENLERi

CD2
CD3
CD4
CD5
CD7
CD8

. T hiicreler, timositler, NK hiicreler

: Matiir T hiicreler, timositler

: T helper/Inducer hiicreler, monosit ve makrofajlar
: Timosit, T hiicre, B hiicre subset

: T hiicre

: T sitotoksik/T supresor hicre

CD10(CALLA) :Lenfoid projenitor hiicreler, granilositler

CD13
CD15
CD19
CD20
CD21
CD22
CD25
CD33
CD34
CD45
HLADR

: Myeloid monosit, graniilosit ve makrofajlar

: Granitlosit, monositler

: Pan B hiicre

: Pan B hiicre

: Matiir B hiicreler, follikiiler dendritik hiicreler
: Matﬁr B hiicreler, Hairy cell 10semi hiicreleri

: Aktive T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar
: Myeldid projenitér hiicreler, monositler

: Hem_époe’ztik oéncil hiicreler

: Pan Iokosit

- Aktive T hiicreleri



BULGULAR

Calismada 60 1osemi olgusu degerlendirilmeye alinmis ve yag-cins dagilim,
l6semi tipi Tablo 4' de 6zetlenmistir.

Lésemi tipi Cinsiyet Yas ort. + SD
K/E

AML{n=30) 15K/15E 44+ 212
ALL(n=10) SK / SE 38.2x14.6
KML(n=7} SK/ 2E 68 £125
KLL{n=11) 3K/ 8E 61.6+8.9
Hairy cell 16semi(n=1) 1E 51
Bifenotipik l6semi{n=1) 1E 35

Tablo 4: Losemi tplerine gore cinsiyet dagilimi ve yas ortalamalari.

Cinsiyet acisindan akut ve kronik losemi tipleri arasinda fark olmadig:
goridmastir (p > 0.05).

Akut losemiler (AML ve ALL) ortalama 38 yas olmak fizere daha genc yasta
goriiliirken , kronik losemiler KML' de ortalama 68 yas, KLL' de ise 61 yas olmak
iizere daha ileri yaslarda goritmektedir.

Kemik iligi aspirasyon ve biyopsileri kiyasl: olarak incelenmis ve
calismada losemi olgularnin lenfositik ve myelositik ayrim yapilmustir.

Calismaya dahil edilen 60 losemi olgusunun tamaminda kemik iligi
hiperselliiller gorianiimde olup atipik mononiikleer hiicrelerle infiltre idi.

Akut losemili 40 olgunun (Resiml-6) 10 tanesi ALL(Resim 1-3)
bulunmustur. ALL' li olgularda kemik iligi diffiiz olarak yag dokusunu ortadan
kaldiracak ve kemik spikiillerini deforme edecek boyutta atipik mononiikieer
hiicre infiltrasyonu gostermekteydi (Resim 1). fleri 1sik mikroskopik
bilyiitmelerinde ALL' li olgularda genis eozinofilik ya da seffaf sitoplazma ve
nispeten iiniform atipik ve hiperkromatik cekirdek yapisi dikkat cekti (Resim 2).
ALL" 1i olgularda kemik iligindeki diger bir yapisal degisiklik giimiisleme
reaksiyonlarinda belirginlesen hafif derecede fibrozisdi(Resim 3).






Resim 1: ALL' li olguda kemik iliginde diffiiz atlplk
mononiikleer hicre infiltrasyonu goriilmekte (HEx200).

Res:m 2: ALY 11 baska b1r olguda at1p1k mononukleer
hiicre infiltrasyonu gosteren kemik iligi biyopsisi (HEx800).



Resim 3:ALL'de kemik iligi biyopsisinde hafif derecede fibrozis

seklinde retikiiler liflerde artis gorilmekte (Giimiisleme x400).

Akut 16semi olgularmmin 30 tanesi akut myeloid losemi idi(Resim 4-6).
AML' li olgularda kemik iligi diffiiz olarak atipik hiicrelerle infiltre bulundu
(Resim 4). Yag dokusunun biiyitk o6lciide ortadan kalktig: kemiklerde incelme ve
ditizensiz dagium gorildii(Resim 5). Gumisleme reaksiyvonunda AML' de retikiiler
liflerde orta derecede (2.derece) artig oldugu goriildii (Resim 6).

' Y 2R

Resim 4: AML' li bir olguda kemik iligi biyopsisi (HEx200).
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Resnn 5 Aym olguda kemik 11 gi b1y0p51smde atlplk
mononiikleer hiicre infitrasyonu (HEx400).

Resnn 6: AML' 1i bir olguda kemlk 111g1 b1y0p51smde retzkuler
liflerde artis goriilmekte(Giimiisleme reaksiyonux400).
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Kronik losemili 18 olgunun (Resim 7-12) 11 tanesi KLL tamst aldi{Resim
7-9) KLL' i olgularda diffaz olarak kemik iliginin tutulumu ve yag dokusunun
azalmas: gorilldii (Resim 7). Bu olgularda PAS pozitif reaksiyon izlendi (Resim 8).
Giimiisleme reaksiyvonunda hafif derecede (1.derece) artis gorildii (Resim 9).

sim 8: KLL' de Po aa aipi
mononiikleer hiicreler goriilmekte(PASx800).
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Resim 9: KLL' de retikiler liflerde artig seklinde fibrozis
gOrilmekte (Gitmiisleme reaksiyonux800).
KML' 1i 7 olguda kemik iliginin difftz tutulum gosterdigi yag dokusunun
ortadan kalkuig1 ve kemik spikiillerinin inceldigi gorildid (Resim 10) ileri

biyiitmede belirgin hiicresel atipi izlendi(Resim 11). Giimiisleme reaksiyonunda
hafif derecede retikiiler lif artis;1 goraldii (Resim 12).

R o g i

Resim 10: KML' Ii bir olguda diffiiz tutulum gosteren
16semik infiltrasyon (HEx80).
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Resun 1 1: KML' de atipik mononukleer hucre
infiltrasyonu goésteren kemik iligi (HEx400).

: :'i"* l 133

Resim 12: KML' de atlplk mononukleer hiicreler arasinda
retikiler liflerde kabalasma (Giimiisleme reaksiyonux800).
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60 15semi olgusundan bir tanesi Hairy cell iosemi tanisy alan 51 yasinda
dalak biiytiklaga gosteren bir erkek hasta idi. Bu hastaya ait kemik iligi
biyopsisinde kemik iliinde seffaf sitoplazmali atipik hiicre infiltrasyonu
gorildii(Resim 13-14). Giimisleme reaksiyonunda ilik dokusunda orta derecede
{2.derece) fibrozis izlendi{Resim 15).

Olgulardan bir tanesi ise myeloid ve lenfositik 6zellikler tasiyan akut
bifenotipik losemi tanis: alan 35 yasinda erkek hasta idi.

R 5 I R - d - |
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Resim 13: Hairy cell 16semi tanisi alan olguda seffaf sitoplazmali
atipik mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriitlmekte (HEx200).
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Resim 14: Resim 13" dekx alanm daha buyuk
bityiitmedeki goriintiistt (HEx400).

Resim 15:Ayni olguda kemik ilifi bivopsisinde retikiiler lif
arts1 gorilmekte (Gumisleme reaksiyonux400).
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Histokimyasal reaksiyonlardan PAS reaksiyonu acisindan akut ve
kronik lenfositik 16semiler bityiik 6lciide pozitif sonu¢ verirken akut ve kronik
myelositik losemiler genelde negatif bulundu (Tablo 5).

ALL % KLL % AML % KML %
PAS(+) 9 20 7 64 6 20 (U 0
PAS{-) 1 10 4 36 24 8C 7 100

Tablo 5: Losemi tiplerine gdre PAS reaksiyonu sonuclari.

Istatiksel olarak PAS reaksiyonun lenfositik l6semilerde anlamli olarak

pozitif sonuc¢ verdigi saptandi(P < 0,005).
Ayrica Hairy cell l6semili olguda PAS reaksiyonu negatif iken bifenotipik

16semi tanisi alan olguda yer yer hafif pozitiflik saptandi.
Gumiisleme reaksiyonunda fibrozisin varhg: ve derecesi degerlendirildi

(Tabio 6 ve 7).

ALL % XKLL % AML % KML %

Fibrozis{+) 8 80 9 82 12 40 4 36

Fibrozis({-) 2 20 2 18 18 60 3 64
Tablo 6: Losemi tiplerine gore fibrozis varligi.

Fibrozis derecesi Olgu sayisi %
+ 23 70

++ 6 18

+ 4 12
Toplam 33 100

Tablo 7:Fibrozis gosteren losemili olgularda fibrozis derecesine gore
olgu sayisl

Fibrozis acisitndan 1d6semi tipleri arasinda istatistiksel acidan farkhhk

gozlenmedi (P > 0,05).
Ayrica Hairy cell 1ésemide ++, bifenotipik 16semide ise + olmak iizere

fibrozis varliga saptandi.
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AKIM SITOMETRI SONUCLARI
Olgularin timfinde kemik iligi aspirasyonlari akim sitometri
incelenmesine alindifinda DNA analiz ve reseptdr analiz verileri elde edildi. DNA
analizinde 16semi tiplerine gore aneuploidi varhifi Tablo 8' de dzetlenmistir.

Aneuploidi Diploidi
n % n %
AML 16 53.0 14 470
(n=30)
ALL 5 50.0 5 50.0
(n=10)
KML 2 28.5 5 71.5
{(n=7)
KLL 1 9.0 10 910
{(n=11)
Hairy cell L. - - 1 100.0
(n=1)
Bifenotipik L. 1 100.0 - -
(n=1)
Toplam 25 41.6 35 58.4
{(n=60)

Tablo 8 : Losemi tiplerine gore aneuploidi ve diploidi oranlar.

Bu verilerle losemi tipleri arasinda (AML-ALL ve KML-KLL) aneuploidi
agsindan belirgin bir farkliik goriilmedi (P > 0,05).

Aneuploidi acisindan 1losemiler akut ve kronik , lenfositik ve myelositik
olmak tizere tekrar alt gruplara ayriarak karsilashrma yapildi ve sonuclar: Tablo
9 ve 10'da 6zetlendi.

Aneuploidi Diploidi

n % n %
Akut {n=40) 21 52.5 19 475
g(ronik (n=18) 3 - 166 .. .15 83.4

Tablo 9: Akut ve kronik l6semilerde aheuploidi gorilme siklig1,
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Aneuploidi ‘ Diploidi

n % n %
Lenfositik (n=21) 6 28,5 15 71,5
Myelositik  (n=37) 18 48,6 19 51,4

Tablo 10: Llenfositik ve myelositik l0semilerde aneuploidi
goriillme sikligi,

Tum bu deferlere gore aneuploidi acisindan lenfositik ve myelositik
losemiler arasinda belirgin bir farklilik olmadig: (P > 0,05) buna karsin akut
losemilerde kronik losemilere gore kaydadeger olcide daha fazla aneuploidi
varhg saptand: (P < 0,05). Aneuploidinin tipi acisindan tiim olgulardan 3
tanesinde hipodiploidik aneuploidi (Histogram 2) saptandi. Bu 3 olgu da ALL tanis:
almust. Diger olgulardaki aneuploidi tipi hiperdiploidi seklinde idi (Histogram 3).

AML' li olgularda FAB klasifikasyonuna gore alt tiplendirme yapilmis ve
bunlardaki aneuploidi goriilme siKiifs Tablo 11' de Ozetlenmistir, |

n Aneuploidi

n %

M1 2 - 0
M2 9 7 77
M3 11 4 36
M4 7 4 57
M6 1 100
Toplam 30 16 53

*Mo,M5 ve M7’ de vaka bulunmamaktadir.
Tablo 11 : FAB Xliasifikasyonuna gore AML subtiplerinde

aneuploidi siklig1 .
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DNA analizinde ayrica S faz degerlerine bakildi. Eide edilen veriler Tablo
12'de Hzedendi.

Losemi tipi n Ortalama S fazi (%) + SD
AML 30 12.33+7.20

ALL 10 10.05+8.72

KML 7 950252

KLL 11 7.59:+3.23

HCL 1 5

Bifenotipik Ldsemi 1 21

Toplam &0 10,70+ 6.70

Tablol2:Losemi tiplerine gore ortalama S fazi degerleri

Losemi tipleri ile S fazi degerleri arasinda anlamlh bir fark bulunmad:
(P > 0,05). Yine losemi alt tiplerinde aneuploidik olanlarla S fazi1 yiksekligi
arasinda da dnemli bir iliski saptanmadi(P > 0,05) ancak tim losemi olgulan
birlikte degerlendiriidiginde aneuploidik olanlaria S fazi1 degerinin buyuklaga
arasinda pozitif iligki bulundu(P < 0,05).

Akim sitometrik inceleme ile ayrica reseptdor analizi yapilarak losemik
hiicrelerin lenfositik (T/B lenfosit) veya myelositik orjini hakkinda bilgi edinildi.
Losemi tiplerine gore reseptor pozitiflikleri Tablo 13 'de belirtilmektedir.

AML(n=30) ALL(n=10) KML(n=7) KLL(n=11)
n % n % n % n %
CD3 1 33 5  50.0 1 142 0 00
CD5 1 33 5  50.0 0 00 8 727
CD7 0 00 5 500 0 00 1 9.1
CD10 0 00 2 200 0 00 0 00
CD13 29 967 1 100 7 100.0 1 9.1
CD14 2 66 0 00 0 00 0 0.0
CD19 0 00 3 300 0 00 10 909
CD20 1 33 1 100 0 00 5 454
CD22 1 33 2 200 0 00 5 454
CD33 28 934 0 00 61 85.8 0 0.0
HLADR 15 500 0 00 4 571 6 545

Tablo 10: Losemi tiplerine gdre reseptor pozitifligi
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Lenfoid reseptorler icin %20, myeloid reseptorler icin %30' un tzerindeki
degerler pozitdf kabul edildi.

Hairy cell losemide CD9 ve CD25 pozitif, Bifenotipik lésemide ise hem
lenfoid hem de myeloid reseptorler pozitif (CD13, CD19, CD33, CD45) bulundu.

Reseptor analiziyle lenfoid ve myeloid lo6semi ayrimu yapilabildigi gibi T ve
B tip losemi ayrimm da yapilabilmektedir. Bu teknik sayesinde ALL' li olgulardan 6
tanesinin T, 4 tanesinin ise B lenfosit kokenli oldugu saptands,

Akim sitometrik reseptdr caligmasina ait ornekler bir sonraki sayfada
sunulmugtur.
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TARTISMA

Losemi tani ve sinifilandirilmas: periferik kan, kemik iligi aspirasyonu ve
kemik iligi biyopsileﬁnde PAS, Sudan Black, myeloperoksidaz histokimyasal ve
enzim reaksiyvonlariyla yapimaktadir(46). Akim sitometri ile bundan farkh
olarak lenfoid ve myeloid hiicre ayriminin &tesinde hiicre tipini alt grublara
ayirarak saptamak miamkindir. Boylelikle 16semilerin siniflandinimas: diger
yontemlere kiyasla daha hizli ve kesin yapiiabilmektedir(47 ).

Calismada losemi tipleri agisindan cinsiyet ayrimi olmadig: kaynak
verileriyle uyumiu bulunmustur(48-50). Akut losemilerin daha genc yaslarda
kronik losemilerin ise ileri yaslarda goriiliyor olmasi kaynak verileriyle uyumlu
bir diger bulgudur(6-9). Kemik iligi biyopsilerinde tiim olgularda hiperselliiler
ilik dokusu bulunmaktaydi. Kaynaklarda ise ¢ok az oranda hiposelliiller olmak
tizere genelde hiperselliler goruniimde kemik iligi mevcuttur(7). Bu farki
calismarmizdaki sayimn fazla olmamasiyla aciklayabiliriz.

PAS reaksiyonu lenfoid losemilerde pozitif olusu kaynak verileriyle
paralel olarak calismada gorialdii. PAS pozitif reaksiyon myeloid 10semilerin M6
tipinde de pozitif olarak saptanmaktadir{8,9). Bu seride de ayni1 sonu¢ gdzienmisgtir.
Fibrozisin hem akut hem de kronik ve lenfoid myeloid lésemi ayrimm
gostermeksizin goriilebildigi bildirilmektedir. Giimisleme reaksiyonunda benzer
sonuclar bu calisgmada gozlenmistir(51).

Akim sitometri; siispansiyon halinde bulunan hiicrelerin veya hiicre
cekirdeklerinin floresan bir isik kaynag: oniinden gecerken verdikleri
sinyallerin ol¢iilmesi ilkesine dayanan bir tekniktir. Malign hastaliklarda hiicre
yiizey antijenlerinin degisimini anlayabilmek icin normal hematopoetik hiicre
olgunlasmasi ve farklilasmasinm: ¢ok iyi bilmek gerekir, Tum gelismelere ragmen
kanser hicresini normal esdegerinden ayirdeden bir hiicre isaretleyicisi
bulunamamistur. Akim sitometri ile immunfenotiplendirme ve DNA analizi
yapilarak klasik tami yontemleri olan morfoloji ve histokimyasal inceleme
verilerini daha detaylandirabiliriz. FCM ile incelenen hiicrenin hangi seriden
kaynaklandigim1, moncoklonalite gosterip gostermedigini, prognostik degere sahip
olup olmadig: gosterilebilir. Monoklonalite her zaman o populasyonun neoplastik
oldugunu gostermez. Ancak monoklonalite , membran veya sitoplazmada yapisal
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ve fonksiyonal anomalilerle birlikte ise malignite lehine alhimabilir ki tek basina
tam: degeri tasimasa bile dnemli parametrelerdir(47-52).

DNA analizi ise hiicrelerin total DNA icerigini, hiicre siklusunun hangi
déneminde oldugunu , apoptosis varhgim incelemeye olanak verir, DNA' ya iliskin
bazi parametreler de prOgnosﬁk Oneme sahip olup malign benign tumorlerin
ayriminda histopatolojik tanmi ydntemlerine objektif bir yardim saglayabilir
(49-51).

Akim sitometri ile son yillarda kromozom analizieri ve kromozom sorting
gibi oldukca hassas ¢alismalar yapilabilmektedir. Yine hiicrelerin ¢esitli sitotoksik
ajaniara karsi duyarliligini, hiicre icerisine ve digina dogru ilag¢, kalsiyum
mobilizasyonu gibi ¢ahgmalar1 yapabilmek miimkindiir.

Akim sitometrinin {0semi tanisina yaptifi en biyilk katk:i yapisal ve
histokimyasal olarak tamimlanamayan ldsemilerin tiplendirilmesini saglamak
olmustur. M1 yapisindaki bircok olgunun ger¢ekte ALL veya ALL
goriuniimiindekilerin ise gercekte AML oldugu , bir¢ok losemi olgusunda da lenfoid
ve myeloid antijenlerin birlikte bulunabildigi (bifenotipik losemi) bu teknik
sayesinde gosterilebilmistir(53). Bizim olgulannmizdan bir tanesi de hem lenfoid
hem de myeloid reseptdr pozitifligi gosteren bifenotipik 16semi idi. Akim
sitometri; PAS ve myeloperoksidaz negatif olmasina ragmen myeloid antijenlere
(CD13 ve CD 33 gibi) sahip oldugu icin AML-MO tamiminin ortaya ¢ikmasina olanak
vermistir(54). Ancak bizim serimjzde AML-MO bulunmamaktadir.

Hematolojik hastahklarda cesitli antikorlardan yararlanarak her hastalik
icin gerekli olan panel olusturulabilir, Ancak her zaman siphelenilen hastalik ile
tesbit edilen ayn: olmayabilir, Akut losemi s6z konusu ise on planda akim
sitometride myeloperoksidaz ve terminal deoksitidil transferaz (TdT) gibi cok
temel sitoplazmik Ozellikleri incelemek, bunlardan yola ¢ikarak AML veya ALL
paneline yoneimek daha ekonomik olacaktir. Ancak bu tip yaklagim zamanin
kiymetli oldugu durumlar icin elverigli degildir. Ayrica TdT' nin AML olgularinda
da % 20-40 pozitif olabilece§ini unutmamak gerekir. Akim sitometride
incelemeler; her antikor icin teker teker ve bir tip floresan(F1TC, PE, vb.)
kullamilarak yapilabilecegi gibi aym1 anda 2 veya 3 farkhh floresan isaretleyiciyi
bir arada incelemek miimkiindir. Hiicrelerin fizerinde birden c¢ok antijenin
varhfim inceleyebilmek akim sitometrinin immiénfloresan mikroskop inceleme
ybntemine olan iistiinliklerinden birini olusturur{ 50 ).

DNA analiz verilerine gore lenfositik ve myelositik 1osemiler arasinda
aneuploidi acisindan fark olmadi§:, buna karsin akut l6semilerde belirgin olciide
aneuploidi yliksekligi bulundugu dikkat ¢ekmistir. ALL' de iyi prognoz belirleyici
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oldugu bildirilen hiperdiploidik aneuploidi bizim olgularimizda %20 oranminda
gorilmektedir({ 49 ). Ayrica calismada 3 olguda hipodiploid aneuploidi saptandi
ve bu olgulann timii ALL idi.

Kaynaklarda AML olgularinda aneuploidinin kromozom anomalileriyle
birlikte bulunmasi durumunda kot prognozu gosterdigi bildirilmektedir. Bu
nedenle kaynaklarda losemiler i¢in tam bu c¢alismalara ek olarak genetik
degerlendirmenin dnemi vurgulanmaktadir(35 ).

Akut 1osemilerde {ALL ve AML) ortalama %52,5 oraninda aneuploidi
saptands. literatir verilerinde ise bu oran ortalama %40 civarmmdaydi(49-51 ),

AML' li olgularda kaynak verilerine gore FAB klasifikasyonuna gore M1 ve
M2 deki aneuploidi oran1 M3 ve M4' e gore daha dusiktiir {51). Ancak bizim
olgularimiz say: olarak az oldugundan karsilastirma yapulamadi.

AML' de aneuploidinin prognostik dnemi yasa bafimhidir. Cocukiarda
aneuploidi varhg kot prognozu gosterirken erigkinlerde dabha iyi prognoza
sahiptir( 55 ). Bizim olgulannmzin timi eriskin yas grubuna sahiptir.

Yapilan bir ¢ok ¢ahismada ; S faz fraksiyonu, tiimérin klinik davranisa
hakkinda fikir verebilmektedir. S faz fraksiyon yiizdesi tiimér proliferasyonunun
direkt bir gostergesidir. Aneuploidi yanisira yiiksek S faz fraksiyonu gésteren
timoérler ile bu timérlerin sag kalimlan arasinda direkt bir iligki bulunmakta ve
bu tiimorlerde sagkalim kisa olmaktadir(56). $ fazi esik degeri losemiler icin
%2.5¢ 0.5 'dir. S faz1 deferi eger % 15 'in iizerinde ise prognoz ¢ok daha koéti
olmaktadir ( 57 ). Bizim olgulanmzdan bir tanesi disinda tiim olgularda yiksek S
faz deferi saptandi. Bu tek olgu ise AML(M3) idi

Tium akut losemiler genelde akim sitometri incelemesi icin ideal
hastalikiardir. Cinki: incelenen tiimor olduk¢a homojen, ¢ok sayida hicrelerden
olusmaktadar.

Immiinfenotiplendirmenin yapisal degerlendirmeye iistiin oldugu ve
prognostik degerinin en yaygin kabul gordiigis hastalik ALL denilebilir. En kaba
yontem ile B-ALL (ylizey immiinglobulin pozitif ) ve T-ALL birbirinden
ayrilabilir. Bizim ALL' li olgularirmzdan 4 tanesi B-ALL, 6 tanesi ise T-ALL idi.

Greaves ve ark. tarafindan 6nemli bir gelisme ortak ALL antijenine karsi
CD10(CALLA) monoklonal antikorunun gelistirilmesi olmustur. Onceleri sadece
neoplaziye mahsus bir antijen oldugu distniilirken daha sonra normal kemik
iligi ve diger lenfoproliferatif hastaliklarda da rastlanilmastir. CALLA(+) ALL' ler
digerlerine oranla daha iyi prognoza sahiptirler. B hiicre gelisiminin degisik
asamalarin: bize gosteren antijen-antikorlarin kesfi hem normal fizyolojiyi
anlamarmmzi hem de l6semilerin alt gruplara ayirmamiz: saglamstir(58,59).
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Normal B lenfosit gelisiminde HLA-DR, CD9, CD10, CD20, CD22 sirayla
hiicre yiizeyinde belirirler. Bu antijenlerden HLA-DR ve CD19 lenfosit yizeyinde
en devamh sebat edenlerdendir. ALL' lerin ¢ogunda HLADR, CD19, CD20, aynica
CD34 ve CD20 goziikmektedir. Bu nedenle ALL panelinde bu antikorlarin mutlaka
bulunmas: gerekir(61,62).

B hiicre gelisiminin en erken gostergesi HLA-DR, tdt, CD34 ve CD19" dur. .
Buna CD7 eslik eder veya etmeyebilir. Bu grup daha ¢ok ¢ocuklarda goriilen t(4,11)
ile birlikte giden oldukc¢a kotii seyirli 10semi tipidir. Bunlarin ¢ogunda relapsta
monositler bifenotipik 6zellikler gorilmekte ve prognozu kotilestirmektedir.

B hiicre gelisimininin daha ge¢ asamalarinda CD34 kaybolmakta , CD10
yogunlugu azalmakta, CD20 ve/veya CD22 ortaya ¢ikmaktadrr. Sitoplazmik agir
zincir bu gec¢ asamada goriillmeye baslar ve pre B-ALL tanimina yol acar. Bu
donemde membranda yiizey immunglobuline(lg) rastlanilmaz. Pre-B denilmesinin
esas nedeni B yOniinden yonlenmis olmalarina ragmen ylizey Ig tasimamalaridir.
Pre B ALL' ler B onciill ALL'lerin %10-15" ini olusturur ve sikhikla t(1,19) ile
birlikte goriiliirler(61,62).

Ig agir zincir diizenlenmesi sirasindaki bir etkisiz gelisme hiicrelerin
farklilasmada daha ileri gitmelerine engel olmaktadir. Eger bir lenfosit hafif
zincir gen dizenlenmesini tamamlayabilir (lambda veya kappa) ve yiizeyinde tam
immiinglobulin tasimaya baslayabilirse olgun B lenfosit icin temel tanisal
kriterlere sahip olmus demekdtr.

Hematopoezde genellikle rastlanilan bir &zellik CD34 antijen tasiyan
hiicrelerin olgunlasma ile bu niteliklerini yitirmeleridir. Onciil B ALL olgularinin
% 50-60' sinda CD34 pozitifligi bildirilmektedir. Bu 6zelligin varhig1 olmayanlara
oranla daha iyi bir prognostik deger tasir. |

CD45 antijeni tiim hematopoetik hiicrelerde yaygin olarak bulunur.
Onceleri patolojik orneklerde lenfoma ayirict tamis1 icin kullanilirken son
yillarda akim sitometride énemli bir yer kazanmustir. Oncetikle akut losemilerin %
95' ine yakin bir kisminda gating {(kap1 ac¢ma) olarak adlandiridan ilk tani
c¢ahsmasi CD45-CD14 kombinasyonu seklinde siklikla kullanilmaktadir. Eger
l6semik blastlar ile normal lenfositder birlikte bulunuyorlarsa CD45 antijeni
floresan yogunluunda bimodal dagilim verebilir. Blastlar genellikle bircok
antijenlerde oldugu gibi CD45' i de zayif gdsterirken , normal lenfositierde parlak
boyanma gbézlenir. Boylece blastlar1 normal lenfositlerden ayri kapr acarak
degerlendirebiliriz. Daha nadir goriden CD45 negatif onciil B ALL' ler genellikle
belirgin 1okositoz gosterirler ve tedaviye cevaplar: kotiidir. Dolayisiyla CD45
negatif B-ALL' ler kdtii prognostik bir grubu olusturur(61,62).
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ALL' lerde tim antijenik yapilanma normal lenfopoez ile
karsilastirilamayacak sekilde bozulmustur, Birlikte bulunmamasi gereken
antijenler birlikte ve hatta farkh yogunlukta bulunurlar, Ornegin CD10 aym
I6semi tipinde bile farkh olgularda farkli yogunlukta gozienebilir.

B hiicreli ALL (Burkitt losemisi) en farklhilasmus hiicre tipine sahip
olmas: nedeniyle yiizeyinde immiinglobulin tagir, TdT geneliikle negatiftir. Ayrica
HLA DR, CD19,CD20,CD22 ve CD24 gibi B hiicre isaretleyicileri ile CD21 pozitifur.
Pre B ALL' lere oranla CD10 daha zayif yofunlukta ve daha az siklikla pozitiflik
gsterir(63).

T hiicreli ALL' ler tiim ALL' lerin %15-20'sini olusturur. Genellikle
belirgin 16kositoz , mediastinal kitle ile siklikla erkeklerde ortaya cikar.
Olgulann hemen tiimiinde CD7, CD5 ve CD2 pozitiftir. CD3 ise T-ALL ve lenfoblastik
lenfomada akim sitometri ile olgularin iicte birinde goésterilebilmistir, Ancak
sitoplazmik CD3' e bakilirsa bu rakam % 95' e yiikselir. Bu nedenle sitoplazmik CD3
hem farkhlasmay1 gostermesi hem de tamisal agdan 6nemli bir antijendir(63).

CD7'nin AML' lerin % 5-10' unda goriilebilecegi diisiiniiidiginde CD3
kadar Onemli olmadig: anlasilir, Benzer olarak beraberinde baska T hiicre isareti
tagimayan tekbasma CD2 ve CD7 varlifn T-ALL tamsi koydurmamalidir. Diger T
hiicre antdjenleri CD1, CD4, CD8 ise ¢ok dnemli degildir. Ciinkii bunlar genellikle
CD2, CD5 ve CD7 ile birlikte bulunurlar(62).

B hiicre antijenlerinden CD10Q eriskin T-ALL' lerin % 40' mmda pozitif
olabilir. Yine HLA-DR de %10-40' da pozitif olabilir. T-ALL' de TdT kuvvetli
pozitiftir. CD34 ise %10-20 pozitiftir. Oysa B-0Onciil ALL' de CD34 pozitifligi cok daha
fazladir(% 50-60). Diger myeloid antijenlerinden CD11b, CD11c ve CD15' de T-ALL'
de % 20-60 bulunabilir.

Gorildugia tizere T-ALL olgulaninda goérillen blastlar normal timik geligsim
basamaklarini yansitmamaktadir. Lésemide Orneklerin akim sitometride
incelenmesinde blast disinda normal lenfositlerin ornege karnsmasi1 (periferik
drneklerde daha fazladir) taninin yanhghikla T-ALL olmasina yol acabilir. Bunu
onlemek icin homojen populasyon analizine gayret edilmelidir.

Lenfoblastik lenfoma ile T-All'nin sadece imminfenotiplendirme ile
ayrilmasi ¢ok gictir.

Lenfoma durumunda CD1, CD4 ve CD8 pozitiflifine T-ALL' deki kadar sik
rastlanmilmaz. Lenfoblastik lenfomay: diger NHL' den ayiran en dénemli dzellik TAT
pozitifligidir.

Immiinfenotiplendirmenin AML' de kullanumi ya ALL' den ayirdetmek
veya FAB ile iligkisini arastirmak icindir. Ancak yapisal ¢zellikler ve histokimya
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AML’ de bu ikinci alanda ¢ok daha tamsal dnem tasir. Immiinfenotiplendirmenin
en yol gosterici oldugu durumlar AML-MO ve AML-M1 gibi indiferansiye olarak
taninmasl oldukc¢a zor olan subtiplerin varhifaidar. En ¢ok kullanilan antikorlar;
CD13 ve CD33" tiar. CD33; AML' lerin % 85-90' da pozitiftir{59,61). Bizim AML'li
olgularmizda da benzer olarak %93 oranminda CD33 pozitiflii saptands.

CD13 ve CD33 myeloid hastaliklara o6zgiil isaretleyicilerdir ve lenfoid
16semide gorialdigiunde Dbifenotipligi gosterir. Diferansiasyonun daha erken
donemlerine es deger olan AML- MO ve M1 tipi AML' de CD33 tek basina
goriillebilir. AML- M7' de ise CD13 diger AML' lere oranla daha zayif pozitiflik
gOsterebilir(61).

PreB-ALL' lerde gozlenen ve monositer bir isaretleyici olmasimn
yamsira diferansiye hematopoetik kok hiicrelerde de rastlanan HLA-DR; AML' de
sikhkla pozitif bulunur. Bizilm AML'li olgulannmizda da %50 oraninda pozitf idi.
En 6nemli istisna akut promyelositer losemi (AML-M3' de) HLA-DR' nin negatif
olmasidir. Ancak az oranda M3 de pozitif olurken yine az oranda M1 ve M2' de
negatif bulunabilir. M3' de CD13 ve CD33 pozitflii cok sik gézlenen bir olgudur.
Monositer losemiler olan AML- M4 ve M5' de panmyeloid CD13, CD33 ve CD15 ile
HLA-DR pozitiftir. AML-M6é icin spesifik bir isaretleyici bulunmamaktadir.
AML- M7 gibi tams: ¢ok zor olan subtipte trombosit glikoprotein IIb/Illa veya
Hla' ya karsi antikorlar yardimc: olabilir. Bu amagla CD41 ve CD61' in yam sira
Faktor VIH iliskin antijen aktivitesi de kullanilabilir. M7 tamist koyarken
monositer losemilerde daha sik rastladigimiz yalanci pozitiflik konusunda dikkatli
olmak gerekir. M7' de bu antijenlerin daha kuvvetli pozitiflik gdstermesi
beklenir(54).

Panmyeloid ozellii olmayan antijenler de AML' de gozlenebilir.
Bunlardan CD34' e % 30-40 rastianir ve CD34 pozitiflerde prognoz negatiflere
oranla daha koétadar( 54,59,60). Lenfoid isaretleyicilerden CD7 tim AML' lerde
ancak en fazla AML-M7' de goriilebilir. CD45 ortak 10kosit antijeni oldufu i¢in tiim
AML' lerde gozlenir,

immiinfenotipmendirmenin gelismesi ile birden fazla hiicre serisine ait
gelisgim gosterebilen losemiler tanimlanmisar. Malign transformasyon sirasinda
tuhaf gen ekspresyonu veya normal farkllagsmadaki seriye ozgil isaretleyicilerin
birlikte ekspresyonu bu karmasik tablonun gelismesine yol ac¢maktadir.
Prognostik 6nemi tartigmalidir. Tamamen c¢ok standart olmamasi gorilme
sikliginin % 1-50 arasinda degismesine yol acrmsur.

Bifenotipik 18semi tanimin alabilmesi icin hiicrelerin en az % 20-30'un
da lenfoid veya myeloid antijenlerin birlikte bulunmas: gerekir. Karisik hiicre
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popiillasyonlarinin incelenmesi durumunda bu kriter yanlislikla
karsilanabilir(53,59).

Bifenotipi tamum icin en ¢ok kullanilan antikorlar AML' de CD2, CD19 ve
CD20ile ALL' de CD11b, CD13, CD14,CD15 ve /veya CD33' iin gbsterilmesidir{53).

CD34 pozitif 16semilerde bifenotipligin daha sik goriilmesi ,
diferansiyasyonda geriye dogru gidisi gostermektedir. Bu olgularda Philadelphia
kromozomu yamsira kromozom anomalilerine daha sik rastlaniimaktadir(62).

KML' nin blastik krizinde olgulann 1/3' iinde lenfoid antijenler {TdT
HLA-DR, CD34, CD19 ve CD10, nadiren T isaretleyicileri), 2/3' inde myeloid
antijenler (HLA-DR,CD34,CD13, CD33) pozitif bulunur. Xronik faz KML icin
diagnostik bir akim sitometri bulgusu yoktur(63).

Akut losemilerde akim sitometrinin rolii su bashklarda toplanabilir;

1- Lenfoblastik ve myeloblastik l6seminin ayirdedilmesi.

2- Pre B ALL, T-ALL ve B-ALL gibi alt gruplarinin tamimlanmasi.

3- M7 (Megakaryositer 16semi) ve MO' 1n tamimlanmasi.

4- Bifenotipik 16seminin tanimlanmasi.

Losemilerin FAB'a gore siniflandirniimas: morfolojik differansiyasyona
yonelik bir siniflamadir. Akim sitometri ile FAB ile pek iligkisi olmayan alt
gruplar tanmimlanabilir. Immiinfenotiplendirmenin esas rol oynadifa MIC
siniflamas1 (immiinfenotiplendirme-sitogenetik ve molekill ydntemler) daha
detayli bir siniflamadir(64,65).

Akut Losemilerin immiinfenotipik analizi icin temel bir panel gdyle
olusturabilir;

B serisi:CD19,K, lambda

T serisi: CD5,CD7

T ve B serisi:CD10,TdT

Myelomonositer seri:CD13,CD33

Blast : CD34, HLA-DR

Bu panel ile akut 16semilerin % 95’ den fazlas: tanimlanabilir(61).

Yukarida da Dbelirtildigi gibi literatiir verilerinde losemiler igin ¢ok fazla
sayida reseptdr analizi yapiumaktadir, Bdylece losemi tiplendirilmesi ¢cok daha
ayrintil: olarak yapilabilmekte, tedavinin yonlendirilmesi vé prognoz tayininde
faydah bilgiler saglanabilmektedir. Bizim ¢alismamzda kisitli teknik ve ekonomik
sebeblerden dolayi akim sitometride incelenen reseptdr sayist stmrh  tutuldu.
Dleriki caligmalar ve rutin incelemelerde bu say: arttirilarak daha genis
degerlendirme yapma imkani dogacakur,



SONUCLAR VE ONERILER

60 1dsemi olgusu {izerinde yaptugimiz ¢ahsmada kemik ilifi biyopsisi ve
akim sitometrik inceleme sonuclan degerlendirildiginde asagidaki sonuclar elde
edilmistir.

Sonu¢ 1: Kemik iligi biyopsisi ile l6semik tutulumun olup olmadifr saptanirken,
PAS pozitifligi ve fibrozis varhifi degerlendirilebilir. Kemik iligi biyopsisi
degerlendirilmesi yanisira akim sitometrik inceleme ile losemi alt tiplendirilmesi
yapilabilmektedir.

Sonuc¢ 2: Losemilerde akum sitometri ile DNA analizi yapilarak hastahgin davranis
bicimi ve buna bagh tedavi gemasinin saptanmasi gerekir.

Sonu¢ 3: Losemi olgulan takip edilerek DNA verilerine gore éneuploidi ve S faz
yiksekligi ile prognoz ve remisyon iligkisi ortaya konabilir.

Sonu¢ 4: Reseptdr analiz paneli genigletilerek l6semilerde daha ayrintili alt
tiplendirme yapilmasi calismamn devamu olarak digiinilebilir.

Sonu¢ 5: Losemi tam ve tiplendirilmesinde klinik, patolojik, akim sitometri ve

genetik calismalarin bir bitin olarak yapHmas: gerekmektedir.



OZET

Calismada kemik ilifi aspirasyonu ve biyopsisi ile akim sitometrik
degerlendirme yapilan 60 10semi olgusu incelenmistir. Yapisal olarak Wright ,
Hematoksilen Eozin, gimigleme ve PAS reaksiyonlan, akim sitometri ¢alismasi
olarak da DNA ve reseptOr analizleri yapilmusor. Lenfoid ve myeloid losemiler
acisindan PAS reaksiyonu anlamh bulunmustur. Gimiisleme reaksiyonu ile
retikiiler liflerdeki artiga bakilarak fibrozis derecesi saptanmagtir.

Akim sitometrik analizde ¢ogalma evresine giren hiicre sayis1 (S fazi) ve
aneuploidi yiiksekligi agisindan losemiler kargrlagtriims ve akut losemilerin bir
niteligi olarak ortaya ¢ikmustuir. Akim sitometrik reseptdr analiz teknigi ile
l16semilerde Oncelikle lenfoid ve myeloid olmak tizere diger alt dplendirmeler
yapilabilmektedir. Yine bu teknik sayesinde ldsemilerde tedaviye cevap ve
prognoz hakkinda ileri yorum yapiabilmektedir,

Akim sitometrik analiz tekniginin hizh ve giivenilir olmas1 nedeniyle

l6semi tam ve tiplendirilmesinde kullamilmas: gerektifi kanmisina vardmstir.



SUMMARY

In this study; bone marrow biopsy and needle aspirates of 60 leukemic
cases were evaluated by flow cytometry. Wright, Haemotoxylen-eosin, reticulin
stain and PAS were used for histopathologic examination while DNA and
receptor analyses used for flow cytometric evaluation. PAS was found as a
significant diferentiated criteria between myeloid and lymphoid leukemias.
Fibrosis grading was revealed by reticulin stain.

Proliferative phase (S phase) was significantly higher in acute leukemias
than chronic leukemias. Myeloid/lymphoid leukemia differentiation and
subtyping were obtained by receptor analyses. Subsequently flow cytometric
evaluation of leukemic patients for their prognosis and chemotherapic responses
were found satisfactory.

This study reveald that; flow cytometry technic was a rapid and reliable

for leukemia diagosis and classification.
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