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TESEKKUR

Immunolojide ybksek lisans egitimim sOresince; devamli ilgi, yardim ve
destegini gérdagum hocam Prof Dr.Sayin Ekrem MUFTUOGLU basta olmak Gzere;
tezimin hazirlanmasina yardimci olup, degerli bilgilerinden yararlancdigim
Dog¢.Dr.Sayin Zahit BOLAMANa, laboratuar galismalanm ftitizikle takip edip yon
veren Do¢.Dr.Sayin Sabri BATUNa saygi ve tegekkQrierimi arz ederim.

Her konuda bilgilerinden yarariandigim Prof Dr.Sayin Ali KELLE ye, Prof.Dr.
Sayin Turgay BUDAK'a, Prof. Dr.SayinYusuf CELIK'e, Dog.Dr.Sayin Oktay
BILGIR ve Dog¢.Dr.Sayin Sehmuz ERTOP a tegekkir ederim.
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GIRiS VE AMAC

Lgsemi ilk defa 1884 yilinda Bennet, Creige ve Vick Virchow isimli
aragtirmacilar tarafindan tammilanmigtir. 1870 yilinda Nevmann 16semili hlicrelerin
kemik iliginden kaynakiandigini gostermistir.1881 de Ehrlich’in boyama metodiarim
bulmasi ile 16semili olgularinin morfolojik zellikleri taninir hale gelmistir.1889 da
Epstein isimli aragtirici, akut [dsemiyi bir kiinik antite olarak tarif etmistir.

Lssemiler heterojen bir grup olup, genellikle hematopotik hicrelerin malign
transformasyonundan dogdan neoplazmiardir.Primer olarak tutulan hticre tiplerine
gore myeloid veya lenfoid, kiinik gidige gore akut veya kronik olarak
isimlendirilirler.(1)

Ldsemik hlcrelerin kontrolsiiz olarak gogdalmasi ve ilikte birikmesi sonucu
normal hematopoetik hlcrelerin biyiime ve farklilagmasi supresse olur. Bundan
dolayr hem akut lenfoblastik hem de myeloblastik I6semide normal eritrosit,
granilosit ve trombositierin Gretiminde azalma gtzienir. Normal hicrelerde goérllen
bu yetersizlikler sonugta anemi, enfeksiyon ve kanamaya neden oluriar. Daha az
siklikla olmak (Ozere, lsemik hicreler ilik disinda deri, paranazal siniisler,
kemikler, memeler, gonadlar, lenf nodlari ve dijer yerlerde ¢ogalarak
myeloblastoma ve lenfoastomay olustururiar ve bulundukiar yerlere gtre semptom
veririer.

Akut lenfoblastik I6semi (ALL)'de lenfoblastiar ve onlarin progenitrierinin
asin  bir sekilde birikmesi gtzlenmektedir. Genel olarak cocukiuk cagi
malignensilerinden olmasina karsin, adult akut I8semilerinde %20sini
Olusturular. Hastalik heterojen olup malign hicreler farkli fenotipler tagiriar ve buna
gdre de kemoterapiye farkii yanit verirler.Tedavi edilmedikieri taktirde hastayi %80
Olguda, 6 ay iginde dlume gbtren hastalikiar grubunu olusturular.

Akut Ibsemiler 1-5 yas arasindaki 6nemli 8l0m nedenlerindendir. Yetigkinlik ve
orta yag déneminde gorilme sikhid oldukga azalir ancak 50 yagin Gzerinde tekrar

artmaya baglar.Butun yas gruplarinda erkeklerde akut I6semi saptama gansi daha
faziadir, (3,4).
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Losemi, akut tiplerinin birbirnden ayriimasi, tedavi ve prognoz yoéninden
oldukga ©nemiidir. Histokimyasal ve morfolojik ydntemler, hastaligin tamsini
saglamakia beraber, monoklonal antikorlarin yardimiyla beraber imman
fenotiplendirmenin yapiimasi, hastaligin immunolojik olarak siniflandinimasini
saglamakta, tani kesinlesmekte, bdylece de hastaligin prognozunu belirleyip,
tedavinin duzenlenmesine katkida bulunmaktadir.(8,21,22).

Bu tezde, Akut Lenfoblastik Ldsemi tanili hastalann periferik kanlarinda,
Akut Myeloblastik Léseminin Immunolojik markirtarini, Monoklonal Antikor teknigi ile

belirleyerek, Akut Mixed Lésemi olgularini saptama amaci gdtimastar.
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GENEL BILGILER

Losemi ilk defa 1845 yilinda Bennet tarafindan Iskogya 'da ve Virchow tarafindan

Almanya 'da  bildirilmigtir. 1870'de Neumann, l6semi hlcrelerinin kemik iliginden
kaynaklandigini yazmistir. 1877 yilinda da Paul Ehrlich granQlositer seri hlicrelerini
szel grantllerine gore simflandirarak patolojik hlcrelerin de{erlendirimesine yeni
boyutiar getirmigtir. (2,6).

1913 yiinda Schiling ve Hasan Regat monositleri etkileyen bir 18semi tipini
tarif etmiglerdir. 1930'da NAEGLI , myleo- monositer tipi bildirmistir. (1,7)

Loésemilerin etyolojisi tam olarak bilinmemekie beraber, vicudun l6kopoetik
elemanlannin anormal proliferasyonu ile karakterize bir hastalik olarak ifade
ediimektedir. Fatal gidigli olup Ldsemi, kandaki beyaz seri hlcrelerinin bu hastalikta
fazla miktarda artmasi nedeniyle WRCHOW tarafindan " Leukemia " olarak
tamimianmistir. Dider malign orijinli hastaliklar gibi l6semilerde retikGler ve
hemopoetik sistemin anormal proliferasyonu ile karakterize edilifler. Ozellikle tmoral
olusumiar olarak incelenen bu tip hastaliklari Gge ayirma egilimi fazladir (3). Birinci
de olay lokaldir. Ikinci de olay geneldir ve retikller sistemde proliferasyon
s6zkonusudur. Uglinciide ise, anormal hiicrelerin goriiimesi ile ilgili 6semileri ve
kanda yayiimalarin simrhi oldugu lenfomalari icermektedir. Bu grup hastalikiana
yakin ilgisi olan hastaliklari Myeloma, _Eritremi, Idiopatik Trombositemi ve

Myelofibrozis olarak siralayabiliriz.(3). Lésemi, perifer kamin ve kemik iliginin

incelenmesi ile tanimlanirken, Lenfoma, lenf sisteminin veya dokusunun biopsisi ile

tanimlanir.

ETYOLOJi : Nedeni kesin bilinmemekie beraber tek bir sorumiu ajaninin
olmadi§, multifaktoriyel nedenlerin olabilecedi distntimustir.Kromozom anomolisi
Ve Imman yetmezligi olanlarda |6semi sikligimn artmasi, etyolojide genetik

etmenlerin ve imman sistemin dnemli rol oynadigimi gtstermektedir.(4,7,8).
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Genelde Losemi hastahgimin etyolojisinde asagidaki faktorler sorumlu

tutwmaktadlf;

1- Radyasyon: Radyasyon myelosupresyona ve immunosupresyona neden
olmakta, ayni zamanda da kromozal kiriima ve rekombinasyonlara yol agmaktadir,
(56).

Radyasyona maruz kalanlarda l6semi insidansinin artmasi, radyasyonun
neoplastik olduguna dair bir delil sayilabilir.(4,9,15). Radyasyon, troid karsinomasi
ve epitelyoma olmak Uzere bazi karsinomlarin olusumunda rol oynar. Ayrica
radyasyon kromozom degigiklidi yaparak da lésemi insidansim artinr. Bu nedenle

Radyologlar arasinda ldsemi insidans| ylksektir.

2- Kimyasal Maddeler : Cocukluk cag akut [0semileri ile kimyasal
maddeler ve ilaglar arasinda bir iliski bulunamamistir. Fakat eriskinlerde bu
maddelerle temasin akut I6semi olusumu ile iligkili oldugu gdsterilmistir.(10).

Sitotoksik ilaglar , klorofenoten, kloramfenikol, benzen, alkilleyici ajaniar ve

fenilbutason alanlarda da l6semi insidansinda yikselme goruimektedir.

3- Viral Ajanlar : Insanlarda reverse transcriptaz enzimi ihtiva eden
refrovirusierden HTLV | vell'nin 18semi ve lenfoma yaptigi kanittanmistir.(4). Ayrica
insanlarda gérilen losemilerin  infektif oldugu yolundaki deliller azdir. RNA

viruslarinin "revers transkriptaz’ enzimi yolu ile genetik striktird degistirdigi dikkati
cekmistir,

4- Genetlk Faktorler : Anidentik ikizlerde daha az Iésemi riski bulunmakia
beraber, normal sahislara gbre risk beg kat daha faziadir. (2,5,6).
Blom sendromu, Ataksi-Telenjiektazi ve Fankoni anemisi gibi hastaliklarda,

kromozomal kiriimalar ve endoreduplikasyon saptanmig olup, bunlarda l6semi riski

fazladlr.(5,1 4),
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|dentik ikizlerde losemi gorildiginde digerinde de lésemi meydana gelmesi
Slasilig! yOksekdir. Familyal |[6semi olgularinin tahmin edilenden daha sik olmasi,
genetik faktorun rol oynadigi lehinde bir delildir.

Lgsemiler heterojen bir grup olup, primer olarak tutulan hicre tiplerine gore
myeloid ve lenfoid, klinik olarak da akut ve kronik olarak adlandirilir. Akut tipteki
hastalar tedavi ediimezierse, genellikle 3 ay icinde d&llrier ve hastalikta belirlenen
esas hucre Myeloblast, Lenfoblast veya Monoblasttir.(3).

Lésemili hiicreler kontrolsiz olarak kemik ilijinde birikerek normal
nemotopoetik hicrelerin blylime ve farklilagmalarimi supresse ederler. Bundan
dolay!, normal trombosit, eritrosit ve granulositierin Uretiminde azalmaya neden olur.
Normal hicrelerde gorllen bu yetersizlik sonunda kanama, anemi ve infeksiyona
neden olur. Daha minimum siklikla olmak Uzere 16semili hiicrelerin ilik diginda, deri,
gonadiar, lenfnodlari, kemikler ve memelerde ve dijer yerlerde cogalarak |,
myeloblastoma ve lenfoblastomayi olustururiar. Bulunduklarn yerlere gére semptom
verirler.

Normal kemik iliginde Myeloid ve Megakaryositer serilerin ara, ana ve olgun
hucreleri | periferik kanda da bu serilerin olgun sekilleri bulunur. Akut l6semilerde
ise normal kemik iligi hicrelerinin yerini BLAST adimin verildigi, farklilagsmamig ana
hUcreler almigtir. Blastlar, kemik iliginden periferik kana ve diger sistemlere

yayilarak akut I6seminin kiinik tablosunu olustururlar.(7,8).

Lokositlerin normal yapisinin hangi mekanizmayla anormal proliferasyona
Yoneldigi bilinmemektedir. Bununla beraber, somatik mutasyonun anormal hlcre
Yapimina sebep olacag fikri ile, exstraselliler faktdrlerin anormal hlcre yapimi
isinde egemen olabilecegi fikri vardir. Muhtemelen gesitli ajanlar irreversible malign
transformasyona neden oimaktadir.(3).

Ldseminin patofizyolojisinde bugln icin inamlan " kional yayilim" kuramidir.
Lenfoid 6ncoleri ve normal hematopoetik hicreler, kendilerinden 8nceki progenitor
hUcrelerin bolinmesinden meydana gelmektedir. Bu hlicrelerin en 8nemli dzelligi, bir

5
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; , : dan da farklilagma gtsterme Ozelliginde
dini yenileme, bir yan
yandan ken

landir. Vucutta oldukga az miktarda progenitor hicre oldugundan morfolojik
olmalariait.

k taninmaziar Lakin buniardan geligen 6nclerin bolGnerek daha olgun hicre
olara '

isina ermesi, lenfoid hucre ve normal hemotopoez yapimi devam eder, bunlar
yap '

da mo
evrede olgunlagmada durakiama olursa bu evredeki hlcreler birikmektedir. Biriken

rfolojik olarak saptanabililer. Eger bu gelisim zamani i¢inde herhangi bir

bu hucrelerde de bsluinme yetenedi olmasina karsilik olguniagma yetenegi
pulunmadigindan belirli bir hizla ¢ogalmaya devam edecek ve zamanla bu defektif
popllasyon, normal popllasyona istin gelerek I6semiyi olugturacaktir. Bdylece bu
hucrelerin salgiladigr maddeler, normal hicrelerin geligimini de Gnleyebilmektedir.

(7,8).

INSIDANS : Her yasta gérilebildigi icin yasa bagh olarak ve bazi hastalikiann
son ddneminde insidans! artar. Mesela bazi hematolojik hastalikiarin terminal
dénemilerinde, olenst l6semi ortaya c¢ikabilir. Bu durum bilhassa kronik
myelopronteresol hastaliklarda ve kronik myelositer |ésemide gorOldr,(Primer
trombositopeni O-6semik sendromu).

Kanser ilagian ile tedavi edilen kanserli hastalarda, ikinci bir ftUmér olma
intimali normale gére daha faziadir. Genellikle tedavilerden dort veya alti yil sonra
meydana gelmektedir. Ikinci olarak meydana gelen bu timérerin gogu, Akut Myeloid
Lésemi ve Nonhodgin Lenfomadir. Tedavide alkilendirici ajanlarin kullaniimasi
I6semi insidansimi artinir.

Insidansi yuzbinde (¢ (3/100.000) olan akut lésemilerin % 54' UnQ ALL, %
46' sim AML olugturur. Cocuklarda ilk 6 yilda ylksek siklikla goruldr. Yetigkinlerde
ise hemen hemen her yasta gortlebilmektedir. (4). Cocuklarda yUksek gériiime
Stkig1 , diger hastalikiara oranla belirgindir. Cinsiyete ve yasa gore dagilim &zellik ve

aynicalik géstermektedir. (3).



¢ocUk|Uk cag akut Iosemilerinin % 15-20 " sini AML , % 80-85"ini ALL, % &

de UNDIFERAN
ok daha fazia gorulir.(2,6,7,8).

sIYE |6semi olugturur. Kiz ¢ocukiarinda erkek gocuklara nazaran
¢

Akut l6semiler, tum l6semilerin % 57 ' sini kapsar. Bunun % 46' s1 AML, geri
kalan % 11' ALL ve kalamdir. (9,11)
Lgsemi siyah irkta daha az oranda, beyaz irkta daha sik oranda gorGior.
Beyaz Irkta, yahudilerde l6semi daha ¢ok géze carpmaktadr.

Losemiye rasttanma sikh§i 6lam orani ile de yansitilabilir. Ingiiterede bu oran
100.000' de 50 olarak belirlenmistir. (8,12).

ALL genellikle 24 yas arasinda yOkselme yapmaktadir. Oysa AML, yas
ilerledikge daha sik saptanmaktadir. 15 yasg altindaki populasyonda ALL/AML orani

4/1 'dir. Bu oran Adultlarda tersine doner. Erkek kadin orani 3/1 olup , erkeklerde

artisi yasll erkekler ve geng erkek gocuklar saglamaktadir.

SITOGENETIK : Akut ALL ve AML' lerde sitogenetik anomalileri oldukga
siktir AML'li erigkinlerin yaklasik % 25' , ¢ocuklarda ise yaklagik % 5 {(9;22)
(934,q911) translokasyonlari igceren Philadelphia kromozomu igerirler. (5,10).

AML' de standart tekniklerle ortalama %50 vakada anomaliler ortaya
konur.(13,2e).

ALL' de t(8,14) translokasyonu B hicreli I6semide gortlip L3 subtipine
0zgudur. t(9;22) ph kromozomu ,t(4;11) ve t(1;19) pre B hicreli ALL' de rastlanir.
t(4,11) translokasyonun ise mixed I6semi ile iligkisi oldugu gdsterilmigtir.(6,12). t
(11;14) T hiicreli ALL'de g6zienir.

AML' de ise ¢ok sik gorilen anomali (8;21) (q22;922) translokasyonudur.
M2 suptipinde gérilir, bundan sonraki gérilen anomali t(15;17) (q22,922) tipindeki
tanslokasyon olup M3 suptipinde géruiar. Inversionlar, delesyonlar,kromozom 16 9

22' de rapor edilmig olup en ¢ok M4 suptipinde géralar. (10).
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AN EMi TABLOSU : Eritrositierin yagam slresi orta derecede kisaimig
kia beraber, aneminin esas sebebi eritrosit yapiminin azaimasidir. Akut
olma

|ssemilenin boydk bir kisminda hastalik saptandigi zaman orta ve agir bir anemi
s

vardir.
periferik kanda gorilen hocre tipi l8seminin cinsine gdre de kisikik

gbsterir.ALL' de periferik kanda dedisik oranlarda lenfoblastiar bulunur (3,4). AML'
de ise periferik kanda degisik sayida tipik veya atipik myeloblastiarin yaninda genel
olarak myeloid serinin daha geligmis elemanlarina rastianir.Beyaz klre sayisi
olgulanin 2/3' Unde artmis olup 20.000/mm3 'den fazladir. Vakalarin 1/3' nde ise
beyaz kure sayisi disUk veya normaldir.Anemi genel olarak  normokrom,
normositer olmakia beraber bazi vakalarda makrositik olabilir. Cok az polikromazi
vardir.Retikulosit sayisi hafif¢e artabilir. Trombosit sayisi devamii duslk olup, bazi

vakalarda 50.000 altindadir.

KEMIK iLiGi : Kemik iliginde kromozom analizi yapilacak olursa olgularin
yarisina  yakin bir kisminda kromozom anomalileri saptanabilir (4).

Kemik iliginde eritropoetik doku azalmistir. Megakaryositlerde de azalma
vardir.

Akut I6semilerde kemik iligi genellikie hiperselllerdir. Blast hicreleri gorQlen

hlicrelerin % 70 ile % 95' ini olusturur.

AKUT LOSEMILERDE SINIFLANDIRMA : Tamisi kemik iligji, periferik kan ve

dider dokutarda 6semili hucrelerin gortilmesiyle konur. Akut I8semiler Uce aynlir.

1- Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL)

2- Akut Myeloblastik Losemi (AML)

3- Akut Mixed Ltsemi

Bu I18semi tiplerinde hastaligin gidisi, tedaviye verdigi cevap ve prognoz yonu

e birbirinden cok farkhidir.
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AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI (ALL) : ALL'de gorien ienfoblastiar dar,
malar! agranullerdir. Nukleostoplazmik oran yidksek olup , ¢ekirdek kivrik

sitoplaZ
ir. Lenfoblastiar genel olarak myeloblastiardan kQgUktur.

veya yuvariakt

ABD' de 15 yasin altinda en sik gorllen malign hastaliktir. ALL' de gérilme
sikig! 50 yastan sonra artig gostermekie beraber 10 yagin altinda en fazladir.

ALL' nin baglamasi AML' ye gére daha akuttur. AML' ye gére , ALL' de
pelirtilerin  baglangicindan taniya kadar sGre 6 hafta daha kisadir. ALL, erken
farkilasmanin evrelerine ait igaretier tagiyan lenfoid htcrelerin kloral gogalmasi ve
birikiminden olugan hastalk tipidir. Tanida normal kemik iligi hUcreleri artan malign
klon tarfindan baskilanarak yerini bu hlcrelere birakir. Bu htcrelerin kemik iligi digi
bolgelere hemotogen dagiimi da gercekiesir. Blastiar, fonksiyon ve olgunlagma
yéninden gok fakirdirler. (12,14)

Kan tablosunda ise anemi ve trombositopeni tim olgularda goézlenir.
Trombosit sayimi, 50.000/mm? * Un altina iner. Genellikle anemiye retkulositopeni
eglik eder.(12,14)

Siniflandirmasina gelince ; ALL' nin morfolojik siniflandiriimasi French

American British sistemine gtre yapilir (4,12,13,15).



»

Hucre L1 L2 L3

Ozellikieri

BuyQkluk Kugltk,Uniform Buyuk,0niform Bly(k,niform

Sitoplazma Dar,orta Degisen Orta derecede
derecede blyQklUkte giddetli bazofili
bazofili ve bazofili

Cekirdek Duzgun bigimli Kenarlan duzensiz Duzg(n bigimii
belirgin olmayan  belirgin gcekirdekcik belirgin ¢cekirdekgik

cekirdekcik

Tablo 1 : ALL'nin FAB siniflandirmasina gére subtipleri.
French-American-British (FAB) siniflandiriimasina goére lenfoblastiar Gge

aynr ;

L1: Kbglk homojen hlcrelerden meydana gelmistir.- NOkleus membrani
dUzenlidir.

L2: Hucreler pleomorfizm gdsterir. Hucrelerin sitoplazmasi daha genigtir. Bir
kag belirgin nukieolus intiva eder.

L3: Burkit lenfomasinin I6semik formunu teskil eder. Hucreler blyOk
vazikilia bir cekirdek ihtiva eder. Sitoplazma bazoctilik olup ekseriya vakuolludur.
ALL'in % S'inden az bu tiptedir.

Lenfoblastiar nikleusta " terminal deoksintkleotidil transferez " denilen enzimi

ihtiva ederler. Ancak L3 tipinde yoktur. Terminal deoksintkleotidil fransferese (Tdt)

Normalde kemik iliginde, immatur T ve B hlcrelerinde bulunur. Myeloblastiarda




. { neyauilr. Ayin gekilde malur  ienfosiller, kronik lenfositik [0semi

1

Jlikle  T¢

g hairy cell Issemide de hicrelef bu enzimi ihtiva etmezier.(13,15)
gcrelert ve ) | .
! Akut |ysemi tiplerini  morfolojik ve histokimyasal y6ntemlerle ayirmak
kandur Akut l6semi hucrelerinin sitokimyasal reaksiyon 6zellikleri, tablo 2' de
mOmkunatt-
verilmistir.
Lysemi Periyodik Peroxidaze Nafthol Nafthol-ADS
subtipi Acit veya Sudan ADS Acetot-
Schiff Black B Acetate flouride
—Kd_1 +/- + + -
M2-M3 + ++4 o +4
M4 ++ ++ bt 4
M35 ++ +- St +/-
M6 +++ & _ )
L1-L2-L3 +++ - +/- +/-

Tablo 2 : Akut Lésemi Hiicrelerinin Sitokimyasal Ozellikleri

Akut lenfoit 16seminin geligimi ve blastiarin farklilagma otzelliklerine gore
imman fenotip simiflandinimasi 1975' de baglamistir.Hicrelerin hangi seriye dogru
yOneldikierini, gen rearajmani ve hucre yUZéy antijenlerini gdsteren--gok sayidaki
reagentile tespit etmek mumkin olabilmektedir. Bu yénlendirmenin en tez isareti
B hiicre Issemileri igin immunglobdllin gen rearajmani , T hicre I6semileri igin ise T
- Lenfosit antijen reseptor gen rearajmanidir. Daha ileri hiicre seri ézellikieri mono
Klonal  antikoriar yardimiyla belirlenir (12,14). Imman fenotiplendirmeyie yapilan

Klinik sinifiandirma Tablo 3' de verilmistir.(18,16)
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Non-T ALL Monokional Antikoriar

__——"1 B4 CALLA B1  Sitoplazmik Membran

Grup cD19 CD10  CD20 g g
| s + i _ i -
Il
| + + + = " -
”\/ + + + + = -
IV " + + + + -
Vi + + +/- + - +
o T(+) ALL Monokional Antikoriar
Gup _ CD7 ___CD1 _ CD2 CcD3 CD4 CD8__ CD10
I ) - y -
il + + + +/- + + +
1 4 + + + +/- +/- -

Tablo 3: ALL'nin Immunfenotiplendirmesi

Buna goére , monoklonal antikorlar , hlicre differensiyasyon ve olgunlagmanin .
degisik evrelerindeki hlicrelerin ayirt edilmesini saglamaktadir (17,19).

AML' nin ALL' den subtiplerinin tayini ve ayriimasi, gerek tedavi gerekse
prognoz yéntnden 6nem tasir.Histokimyasal ve morfolojik ydntemler hastaligin
tanisini saglamakia beraber, bilhassa akut I6semi vakalarimin immatir AML ve ALL
varyantlarinda dogru taminin konmas! zorlagabilir. Bu durumda, monokional
antikorlarin kullamimasi, taniya bOyik oranda yardimci olmaktadir (5,21,22).

Bu nedenle monokioral antikorlar, htcre diferansiyasyon ve olgunlagmasinin

degdisik evrelerindeki hiicrelerin ayirt edilmesini saglamaktadir (17,19).

AKUT MYELOBLASTIK LOSEMI (AML) :Lenfoblastlardan daha bayGktor.
Cekirdekte kromatin agi ince olup, multipl ntkleoluslar vardir. Myeloblastiarin
Sitoplazmalari  daha genis olup nukleositoplazmik oran duosOktor. Eritrositier
grantlositik ve megakaryositik seride displastik degigiklikler belirgindir.

AML, malign myeloblastlarin ve dijer immature myelositer hucrelerin

proliferasyonu ve normal kan hdcrelerinin hasarlanmasiyla karakterize hematolojik

12
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. hastahktlr.cocuk ve genglerde gorGimekle beraber orta ve ilerlemis
malign PIf

daha fazla siklikla gorolir. Yag ilerledikge goériime sikiigi artar. AML' ye
yaslarda

tlanma oran 100.000' de 5-15 arasindadir (10)
rastia

Hocre-kator teknikleri, subtiplerinin tayini, molekuler biyoloji ve viroloji
janindaki - geligmeler, hastahigin prognozu hakkinda fikir vermiglerdir. Tedavi
alan

alamindaki ilerlemeler; intensiv kemoterapi , kemik iligi transplantasyonlar remisyon
suresini uzatmistir.

siniflandinimasi : Oldukga heterojen bir I6semi grubudur. Heterojenite, AML'
deki blastlarin morfolojik zelliklerine, differassasyonuna ve orijin aldiklan hticre
grubuna gore siniflandinimasini  gerektirmigtir (2,11,18,19).

(FAB) siniflandinimasiyla Morfolojik olarak 7 subtipe aynhiriar (10,20).

Bu ayrnimanin esasi, Histokimyasal reaksiyonlar, morfolojik reaksiyonlar ve
yozey markirlarin  monokional antikorlarla predominant I6semi hdcrelerinin
gosteriimesi esasina dayanir.

M1 : Vakalarin % 20’ sini tegkil eder. Maturasyon gdstermez. Peroksidaz ve
Non Spesifik Esteraz pozitif veya negatif olabilir.Sitoplazmada azurofilik grandller hig
yok veya cok azdir.

M2 : vakalanin % 30' unu teskil eder. Maturasyon gosterir. Hulcrelerin
¢ogunda promyelositik graniller vardir. PAS boyasi hafifce pozitiftir. Sudan Black B
boyasi kuvvetiice pozitiftir. ‘

M3 : Vakalann % 5' ini teskil eder. Hipergrantler promyelositler hakimdir.
Premyelositik 16semi peroksidaz ve sudan Black B boyasi kuvvetli olarak pozitiftir.
PAS hafifge pozitif olabilir.

M4 : Vakalarin % 30’ unu teskil eder. Serum lizozim enzimleri yOksektir. Akut
Myelomonositik I6semi kemik iligi ve periferin kanda monositoid hlcreler vardir.
Peroksidaz ve sudan Black B boyalarina pozitif, non-spesifik esteraz kuvvetie
Pozitiftir .

M5 : Vakalarin % 10 ' unu teskil eder. Akut monositik 16semi, PAS ve non-

SPesifik esteraz pozitiftir.
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6 : Eritrosit dnci hiicrelerinde displastik sekiller vardir. Kemik iliginde

M
ritroblastiar pelirgindir. PAS boyas pozitiftir.
ertro

M7 Akut megakaryositik I0semi, diferensiye olmamig blastiar,
ntitrombositler antikorlarla reaksiyon gosterir. Peroksidaz ve sudan-Black B
a

boyalari negatiftir. PAS boyasi hafifce miispet olup trombosit peroksidaz: pozitiftir.
AML' nin FAB siniflandiriimasina gére subtipler ile monokional antikoriar

arasindaki korelasyon tablo 4' de verilmistir.

cD M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

——

33 * * 2 + + +/-

+/-

1 3 +l— + +I- + 4+ -
RE

11 +/- + + + + .
RE

15 +/- + +/- + o+ RE
RE

14 - +/_ & + & "
RE

( RE : Rapor Edilmemistir.)

TABLO 4 : AML'nin FAB sinifiandirmasina gore subtipler ile monoklonal antikorlar
arasindaki korelasyon

Kan tablosu: AML' de baslangicta genel belirti ve semptomlar anemiye bagh
Olarak gefigen kuvvetsiziik, nefes dargi ve soluk géranamdar.

Anemi sabit bir bulgudur. Eritrositierin yagam siresi orta derecede kisalmig
Olmakia beraber, aneminin esas sebebi eritrosit yapiminin azalmasidir. Retokulosit
Sayimlary % 5 ile 2 arasinda degismektedir. Hastanin eritrositieri sOratli bir

harabiyete ugramaktadir.
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sinlestigi zaman trombositopeni daima mevcuttur. Trombositopeni,

Teshis ke

. kadar kemik iliginde trombosit yapiimamasi ve yasam sUrelerinin kisalmasi
yeter Ka

iviedir. BOyUK trombositlerin  ve granUlden fakir frombositlerin mevcudiyeti
nedeniyledll.

trombosit fonksiyonlarinda bozulmaya sebep olur.

Beyaz kure sayimiari, hastalarin ortalama yarisinda 5.000/ml' den daha

dugbktar.
Myeloblastiar daima periferik kanda mevcuttur fakat lbkopenik hastalarda

daha az oranda rastlanir. Periferik kanda total l6kositlerin % 10 ile % 80' 1m
myeloblastiar teskil eder. Sitoplazmik inklusiyon cisimcigi olan Auer'lere vakalarin

i¢te birinde rastianir. Blastlarin % 1ve 10 ' unda muspettir (3,4,10).

AKUT MIXED LOSEMI : Birden fazla hicre kdkenini kapsayan,neslinin
fenotipik 6zelliklerini gbruntlleyen akut I6semi tipidir(21,22,23,24,26,36,37,38,39).

Caligmalar akut mixed Iseminin, diger akut |6semilere gbre daha nadir |
goralduga yolundadir (34,35,36,37). Buna karsihk bazi aragtirmacilar ise, akut
mixed l6seminin goruime azligini, tam konmasindaki zorluklara bagdlamiglardir
(25,26,30,31).

Akut mixed I6seminin olusumunda, gen rearajmanlarinin  6nemli rolinin
oldudu  yolundadir. Pluripotent kék hicreden kaynakianan hicrelerin, gen
rearajmanlarindaki  defekt nedeniyle, hcre diferansiyasyonu belli bir noktaya
gelerek, orada bloklagip evrimlesememesi ve klonal birikmesi akut mixed
l6semilerin olusma sebeplerindendir. Bunun sonucu olarak, birden fazla kék hiicre
varligi olusmaktadir (26,31).

Bu 16semik hicreler, pluripotent hicreden orijin aimakta, hem myeloid hem
de lenfoid karakter tagimaktadiriar (23,28).

Ozeliikie aduit vakalarda , hem myeloid hem de lenfoid antijenler expresse

OImakta , iki subtip birarada bulunmaktadir (14,26 27,28,29).




4 16semiler 2 ait gruba ayrilabilirler. Nedeni akut I6semili hastalarda
e

Akut mix

imman fenotiplendirme

ve molektler analiz , akut mixed [dsemiler igin

rilmektedir. (31,32).

one Bifenotik I6semi olup , iki veya daha fazla kanda belirgindir.

girincisi ,
oblastiarla pirlikte lenfoblastiarin gorilimesi Bifenotik bir olgudur. Ikincisi de |,
Myelo

ineal losemi olup orijinini  lenfoid ve myeloid blast populasyonlarindan
Biline !

imaktadir. Mesela; Myeloblastin yuzeyinde lenfoblastik yozey antijeninin gdrlimesi
a ’ !

gibi. (30,33,41). intrabilineal olgu, ayni k6k hicre Uzerinde o hicrenin supgruplarina
alt antijenterinin varhgidir (41)

Morfolojik olarak , akut bifenotipik l6semide, kiclk el aynasi gérunimande
lenfoid blastiarla beraber sitoplazmik granQlleri biydk blastiar ve nadir olarakta
Auer cisimcikieri gorulur. Bunlar, sitokimyasal olarak tamimlanan myeloid ve
immatir lenfoid hiicrelerdir (31).

Bu hicreleri Morfolojik olarak tanimlamanin yaninda,
immunfenotiplendirmeyle farkli subtiplerdeki hlcre varligi , akut mixed l6semiye
isaret ederler (31).

Bu Ilosemili olgularda, kromozomal anomalisi olarak transiokasyoniar
gortlur. t(4;11) translokasyonu en fazla gérulenidir. Bu da genellikle gocuk ve geng
ergkinierde goruimektedir. (32,33,42)

Akut mixed l8semilerin en gok géruldigl hastaliklar, ph kromozomu(+) KML
ve Myelodiplastik (MDS) sendromlaridir - (34,40).Akut mixed l6semide ph
kromozomu genellikle negatif bulunur (34,35).Akut mixed Idsemide Myeloid-lenfoid
tedavi protokolleri tek bagina yeterli olmamaktadir. Bu nedenle tedavi kombine

Uygulanmaktadir (21,26).

Akut mixed ldsemili hastalarda kemoterapiye cevap genellikle zayiftir

(

21'26)-Akut mixed I8semili vakalarin kompletremisyon oranlan dustk olup, yagam

Slreleri ge oldukca kisadir (23).
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MATERYAL VE METOD

Materyal : BU calisma, 1993-1995 yillar arasinda Dicle Universitesi Tip

koltesi  1¢ Hastaliklar Ana Bilim Dali Hematoloji Klinigine bagvuranlardan,
Fa

pen'ferik kan yaymasi, kemikK i
metodiartyla, kendilerine ALL tamsi konulan 25 hastanin periferik kanlarinda

ligi aspirasyonu, hiicre morfolojisi ve sitokimyasal boya

yaptidr.
Hastalarin 14' 0 bayan (% 56), 11" i erkek ( % 44), 5'i ¢ocuk (% 20) olup ,

en kigik hasta 3 yasinda, en blyuk hasta ise 61 yagindaydi. Hastalarnn yasg
ortalamasi 22,68' dir.

Metod : Monokional antikorarla yapilan Imman Fenotiplendirme'dir.
Fluoresan  antikor  dzelligi nedeniyle  Immonfluoresan  mikroskopta
sonuclandirdmisgtir.

Fluorescein Isothiiocyonate gibi fluoresan boyalar, 6zel bir ytntemle
Immanglobuliniere  baglanabililer. Bu baglanma, Imminglobulinierden Ozgal
antijeniyle baglanmasi 6zelligini pek az etkiler. Bu sekilde fluoresan boyalarla
birlegmig Immanglobulinler, antijenleri ile birlestikten sonra, ultraviyole iginiaryla
\siklandirlacak olursa, fluoresans verirler ve gorunar hale gecerler.

Direkt ve indirekt metotiar kullamimaktadir. ( Bu calismamda indirekt
Yontemle (IFA) yapiimigtir).

Antikor (A) , kendisine uygun antijeni (B) varsa onunla spesifik olarak birlesir.

(Sekil 1) Antijen-Antikor komplexi olusur. Ancak bu komplexi gérmek olaniksizdir.

Bu PR i .
komplexi gorundr hale getirmek icin, fluoresanlanmig antiglobulin (D) ilavesi
Yapilir,




Sekil 1: FAT nin sematik incelenmesi

Indirekt Immunofiuoresons deneyi

Fluoresanlanmis antiglobulin, bu komplexte antikora yapigarak fluoresan

veren antijen-antikor komplexini

(E) olusturur.

Bdylece de fluoresan O6zel

mikroskobunda yesil renkte rofle vererek gértnebilir hale gelir.

Antikora uyan antijen yoksa, Antijen-Antikor komplexi olugmayacagindan

fluoresan da olugmayacaktir. (24,25,36,37)
Gerekli Malzemeler

1- Dibi konik santrifQj thpleri

2- Histopaque 1077 ( sigma 1077-1)

3- Fetal Calf Serum

4- Mikropipetier

5- Buzlu su banyosu

6- RPMI 1640 Medium (Gibco 041-01875 H)

7- F (ab) 2 Rabbit anti-mouse IgG-FITC Conguate (Serotec St-Ar 9)

8- Monoklonal antikor paneli

8- Santrifuj ( Heraeus)

10- Imman Fluoresan mikroskop (Olympus BH 2R)

11- Hasta kam
12- Heparin
Uygulama -

1- Hastadan heparinize 10 ml kan alindi.

-



-

Bu kana 1/1 nispetinde RPMI 1640 ekiendi.

2

5. Santrifij tupune Histopaque 1077' den 3 mi konuldu.

4-6 mi kan Histopaque (zerine ilave edildi.

5- 2000 RPM' de 30 dakika santriflj edildi.

6- Mononukieer hicreler pipetie dikkatlice gekildi.

7.2 ml RPMI 1640 ilave edip, 1500 RPM' de 5 dakika santrifuj edildi.
Boylece yikama yapilmis olur.

8- supemnaten atilip, 2 mi RPMI 1640 ilave edilip, 1500 RPM' de 5 dakika
santrifdj  edildi.

g- Hucreler, % 2' lik Fetal Calf Serumu iceren RPM! 1640 ile yoguniuk

1xtomi

olacak sekilde dille edildi.

10-HOcre stspansiyonundan 100 w alinip dzerine 10 ul orthomonokional
antikor eklendi.

11- 30 dakika buzlu su hanyosunda inktbe edildi.

12- Yikama islemi iki kez tekrar edildi.

13- Hucreler Ozerine 100 pl FITC (1/20 dillie) ilave edilip kansim 30 dakika

buzlu su banyosuna birakiidi.
14- Yikama iglemi iki kez daha tekrartand..
15- Elde edilen preparat lama damlatilir, lamelie kapatilip imersiyonland.

16- Imman Fluoresan mikroskopta, 100 hicre sayilarak fluoresan veren

hicreler saptandi.
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BULGULAR

caligmanin materyalini, Hlcre Morfolojisi ve Sitokimyasal metodiaria
BU

.o Akut Lenfonlastik Lésemi (ALL) o6n tamist konulmugs 25 hasta
Keﬂdilenn

olugturmaktadir
hastalardan 11'i (%44) erkek , 14'u (%56) bayan hastadir. Hastalardan en

Bu
«0g0g0 3 yaginda olup, en yash hasta ise 61 yagindadir. Hastalarin yag ortalamasi
22 68" dir. 25 hastanin 5 tanesi Cocuk Hematoloji Kliniginin, geri kalan 20 hasta ise
Eriskin Hematoloji Kliniginin hastalaridir.

Galigma kriteri olarak , hastanin kemoterapi uygulanmamig olmasi ve beyaz
kQre sayilannin mm3' de 2000' den disOk olmamas arandi.

Sitokimyasal metodlarla boyanmig Peroxidaz ve Sudan Black B boya
preparatiari sadece iki hastada pozitifti.

Sitokimyasal olarak kendilerine  ALL On tamsi konulmug hastalarda -
Monoklonal Antikorlar kullanilarak, ALL yOzey antijenlerinin pozitiflii caligmanin ilk
asamasini olusturmaktadir. T kékeni igin CD2, CD3, CD5; B kdkeni igin CD10,
CD19, CD20 antikorlari kullanilarak hicreler isaretiendi. 25 hastanin 15' inde T
koken belirleyicileri olan CD2, CD5 antijenleri hepsinde pozitif , CD3 ise 13 hastada
pozitifti. Geri kalan 10 hastanin &' inde sadece CD10 (CALLA) pozitif bulunmasina
kargilik geri kalan 7 hastada CD10' nun pozitifligiyle beraber CD19 ve CD20' si
Pozitif 2 hasta mevcuttu. |

ALL 6n tanili 24 hastada 2'ci asamada AML monoklonal antikorlan caligildi.
Myelositer kékenii hucre belirleyicileri olan CD13, CD14, CD33 monokional

_—
ntikortan caligiidi. By antikorlarla Imman Fenotiplendiriime yapilan 25 hastadan 2'

”
Nde CD13, CD14, CD33 yuzey antijenleri pozitif bulundu.
25 ALL' li hastanin 2'sinde My(+) hiicre goroidu.
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TABLO : 5 ALL &n tanisi konulmug 25 hastada ALL ve AML ylzey antijenlerinin
pozitifiigi
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akut 16semilerin - sinifiandinimasi  ve subtiplerinin tayini, teghis, tedavl ve
prognoz acisindan énemlidir. (10)

ALL' yi subtiplerine ayirmak i¢in 3 metod kullaniimaktadir. Bunlar Morfolojik,
|mm0nfenotip ve Sitogenetik metodlardir. (12,13,14,15)

ALL' nin gelisimi ve blastlarin farklilagma Gzellikierine gdre (immunfenotip)
sm,ﬂandlrllmasmm gecmisi yenidir. Immun fenotiplendirmede, hicrelerin hangi
seriye dogru yoneldikierini gen aranjmar ve hticre ylzey antijenlerini gdsteren gok
sayrdaki monokional antikoriaria saptamak momkandar.(12,14)

Morfolojik ve histokimyasal yontemler akut l16semilerde taniyi saglamakia
beraber , Immatir AML ve ALL varyantiarinda fenotiplendirme taniya bOyOk
oranda yardimci olmaktadir. (5,21,22)

Cunkl, immanfenotiplendirme periferik kanda hicre diferansiyasyon ve
olgunlagmasinin degigik evrelerindeki hicrelerin  belifenmesini sadlamaktadir.
(17,19,30,33)

Diger yandan, akut mixed l6semilerde teshis, myeloid ve lenfoid k6kenli akut
l6semiler gibi kolay olmayip , tanilarinda zorlukiar vardir.(25,30)

FAB' la akut Ibsemilerin sinifiandinimasi, akut Bi fenotipik-Bilineal [6semi
olgularimi maskelemektedir. (29,30,33,38)

Pek ¢ok arastirici, monoklonal antikoﬁan kullanarak |Imminfenotiplendirme
Yapmuslar ve iki ayr hlicre popilasyonun birlikte gérGidugu akut mixed l8semi
Olgularinda, Immun fenotiplendirmenin gerekli bir tam kriteri oldugunda
bilegmiglerdir.

Penchansky ve arkadaslari, Immun fenotiplendirme yapiimadan, Bifenotipik
8semij tanimlanamaz diyerek, FAB siniflamasinin yaninda rutin olarak monokional
Antikor panelinin kullaniimasi gerektigine isaret etmiglerdir. (29,38)

Ayni sekilde , Koichi ve arkadaslari lenfoid ve myeloid blast populasyonian
igin immanofluoresans ve immdnohistokimyasal analizin  Bifenotipik-Bilineol

22
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yapllmaS| gerektigini vurgulamaktadirlar. Ayni ¢alisma , yalniz molekiler
da

lar
o plast popilasyonlarini gostermedigini , bunun yaninda
alizin
" f noﬁplendirmenin yapiimas gerektigini de ifade etmektedir. (30,33)
mmante

gir bagka caligmada Boban ve arkadaglari,169 akut l6semili hastada immun
tiplendirme yaparak 6 tanesinde Ly (+) AML olgusu saptamiglardir. (39)
feno
vine benzer bir caligmada Mirro ve arkadaslarinca yapimstir. 24 akut

isemili hastanin 4' Unde bifenotipik Idsemiye igaret etmigler ve bunlarin tedavilerini

tamsmlslardlr. (40)

Gudum ve arkadaslari da 36 akut I6semili hastada monoklonal antikor
kullanarak yaptiklari Immunfenotiplendirmede 6 hastada bifenotipik hybrid |6semi
olgusu saptamislardir.

Bu tezdeki caligmada 25 ALL tanili hastada, dnce ALL' ye 6zgQ ylzey
antijenlerinin ve daha sonra da AML' ye ¢6zgl antijenlere uygun monoklonal
antikorlar kullanilarak bir immanfenotiplendirme icermektedir.

Bu amagla 9 monoklonal antikor kullanilarak yapilan immUnfenotiplendirmede
2 hastada ALL antijenlerinin yaninda CD13, CD33, CD14 antijenleri poazitiftir.

Bilindigi gibi CD13, CD14, CD33 antikorlari AML belirleyicileridir. Bu
bulgular, her iki hastada My(+) ALL olgusunu géstermektedir. Bu da,akut bifenotipik
lésemiyle uyum igindedir.

Yapilan galigmalardaki ortak 6zellik FAB' a gore simiflandiriimig ve subtipi
belirlenmis akut 16semili hastalarda immunfenotiplendirme yapilarak akut bifenotipik
l6semi olgularimin ortaya gikariimasidir. (34,35)

Bununla beraber gerek bizim ¢alismamizda gerekse yapilan ¢aligmalarda
elde edilen sonug, akut mixed I6semi olgularinin diger akut I6semilere gtre daha az
9Oriiimesidir.(34,35,36)(22,23,35,41,42).

Yukarida antlan literatQr bilgileriyle bu tezdeki ¢aligma arasinda anlamli fark
bulUnmazken, 25 ALL' li hastanin 2' sinde hem lenfoid, hem de myeloid antijenlerinin

Pozitif bulunmas! literatir bilgileriyle uyum gtstermektedir.



SONUG

nulan 25 ALL'li hastada yapilan galigmada elde edilen sonuglar

aLL tams! ko
3 rendiginde morfolojik ve histokimyasal ytntemler akut l6semilerde taniyi
dege '

glamakla peraber, immatir ALL ve AML varyantiari ile Bifenotipik-Bilineal akut
sa

|ssemi olgularinda yetersiz kalmaktadir.

FAB' la akut l6semilerin siniflandinimasi geneliikle akut mixed lésemi
olgularni maskelemektedir. Bu nedenie tani koyarken, morfolojik ve histokimyasal
ysntemler yaninda Immunfenotiplendirmenin  yapiimasi, tamya yardimci
olmaktadir. Ayrica bu olay hastahgin tedavi prognozu agisindan da onem
tagimaktadir.

Bifenotipik-Bilineal akut |6semi olgularinda hastalarin tedaviye cevabi
genellikie zayifir. Tek bagina myeloid ve lenfoid tedavi protokolleri yeterli
olmamaktadir. Eger, akut I6semilerin terapdtik sistemini degistirmek veya farkh bir
prognoz ile karakterize gidisi tesbit etmek istiyorsak, akut l8semi tipini iyi
belirlememiz gerekmektedir.

Sonug olarak immonfenotiplendirmenin, FAB siniflandirmasi ile beraber

Yapiimasinin hastaligin tani, tedavi ve prognoz agisindan takibi klinige yardimci

olabilecektir.




OZET

1993-1995 yillari arasinda Dicle Universitesi Tip Fakuitesi Hematoloji
kliniginde, ALL 6n tanisi konan 25 hastada lenfoid ve myeloid monokional
antikortar caligidi.

2 ALL' li hastada myeloid antijenlerinde CD13, CD14 , CD33 pozitif bulundu. Bu iki
olgu, akut bifenotipik 16semi kriteriyle uyumludur.

Akut l8semi vakalarinda immunfenotiplendirmenin yapilmas) hastaligin
teshis, tedavi ve prognozunu etkilemektedir.

FAB'a gdre sinifiandiriimayan bir fenotipik I6semilerin tamimlanmasini;
immanfenotiplendirme saglar.Mixed l6semilerde tek bagsina AML ve ALL tedauvisi
yetersizdir Bu nedenle immanfenotiplendirme ile mixed Iseminin tespit edilmesi, bu
hastaliga uygun tedavi protokollerinin segiimesini saglayacaktir.

Ozet olarak akut losemilerde FAB sinifiandinimasinin yaninda

immunfenotiplendirmesinin yapiimasi hastaligin tani,prognoz ve tedavisi agisindan

klinige yardimci olacag kanaatindeyiz.




SUMMARY

We studied lynfoid and myefloid monoclonal antichor in 25 patients with pre ALL
diagnosis in hematology Clinic of the Faculty of Medicine of Dicle University between
the years 1993-1995 /

In two patients with ALL,CD13,CD14,CD33 in myeloid antichor were found
positive.

These two cases showed that there must be an acutr luchemia
criteria.Making immunofenotyps in the patients with acute luchemia, effects the
diagnosis, prognose and therapy of the iliness.

Biofenotyps luchemia which cannot be classified according to FAB, can bhe
identified by imminofenotyps. AML and ALL therapy is not sufficient (enough) in
mixed luchemia.

For this reason, determining (indentifying) the mixed Ilucamia by
i"’lminofenotyps is the better method for the therapy of this iliness.

AS a result, for acute luchemia. the classification of FAB and imminofenotyps

“an be a better method fot the diagnosis, prognosis and the therapy of the illness.
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