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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Kronik Lenfositik Lösemi (KLL) patogenezinde bcl-2 yolunu içeren apopitoz 

önemli bir rol oynamaktadır.  Hastalarda Zeta Associate Protein 70  (ZAP 70) ve CD 38 

ekspresyonu prognozda önemlidir. Özellikle bu iki parametrenin beraberce eksprese 

edilmesi prognozun kötü olduğunu iĢaret eder. Statinlerin (atorvastatin, simvastatin, 

rosuvastatin, pravastatin gibi) ve tiazolidinedionların (rosiglitazon, pioglitazon, troglitazon, 

siklitazone gibi) lenfositler üzerine etkisi üzerine çeĢitli çalıĢmalar vardır. Bilinebildiği 

kadarıyla atorvastatin ve rosiglitazonun KLL‟de etkisini inceleyen çalıĢma yoktur.  

Bu tezde Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Ġç Hastalıkları Anabilim Dalı, 

Hematoloji Bilim Dalında uygun kriterlere göre tanı koyduğumuz KLL hastalarının 

lenfositlerinde atorvastatin ve rosiglitazonun akım sitometrik yöntemle ZAP 70, CD 38, 

Anneksin V üzerine ve ELISA yontemiyle de bcl-2 düzeylerine etkisinin olup olmadığı in 

vitro incelendi.  

2.GENEL BİLGİLER 

 

2.1. KRONİK LENFOSİTİK LÖSEMİ  

 

Kronik Lenfositik Lösemi kan, kemik iliği, lenf nodu, dalak ve diğer organlarda 

ilerleyici lenfosit artıĢı ile karakterize hematolojik bir neoplazmdır. Bu lenfositler göreceli 

olarak olgun görünümdedir ve B hücresi özelliklerini taĢır (1). B hücreli KLL Kuzey 

Amerika ve Avrupa‟da en sık rastlanan lösemi türüdür. Buna karĢılık Çin ve Japonya‟da 

nadirdir. Hastalığın görülme yaĢı genelikle 50 yaĢ üzerindedir. YaklaĢık olarak erkekleri 

iki kat fazla etkiler. Etiyoloji belirsizdir. Bazı ailelerde daha sık olması genetik yatkınlığı 

destekler. Kromozom anomalileri de sıktır. Trizomi 12, 14q+, 13q+ ve 11q+ baĢlıca 

bozukluklardır. Bcl–1-2-3‟nin KLL geliĢimindeki olası rollerine ait çalıĢmalar giderek 

artmaktadır. B lenfositler malign değiĢime uğramıĢ ve klonal artıĢ göstermiĢtir. Lenfositler 

olgun görünümlerine karĢın immatür B hücresi aĢamasında kalmıĢ ve matürasyonlarını 

tamamlamamıĢtır. B lenfositler CD 19, 20 ve HLA-DR pozitifliği yanı sıra zayıf 

yoğunlukta yüzey Ig M taĢır. Membranda Ig D de bulunabilir. Hücre yüzeyinde tek tür 

hafif zincir bulunuĢu monoklonalitenin önemli bir göstergesidir. Gerçekte matür T lenfosit 

belirteci olan CD 5 antijeni B KLL olgularının hemen tamamında pozitiftir. Kronik 
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Lenfositik Lösemi‟de B lenfosit in vivo olarak antijenik uyarıma yanıt veremez, bunun 

sonucu olarak hastalarda hipogamaglobulinemi görülebilir. Yapılan araĢtırmalar CD 5 

antijeni taĢıyan normal B lenfositlerin, fötal dalak ve eriĢkin lenf nodu germinal 

merkezlerinin periferinde bulunduğunu göstermiĢtir. Ayrıca az sayıda CD 5 pozitif normal 

B hücresi periferik kan ve tonsillerde de bulunabilir (2,3).  

Tanı sırasında hastaların %25‟inin yakınması yoktur. BaĢka bir nedenle yapılan 

fizik incelemede büyümüĢ lenf nodları veya splenomegali saptanması tam kan 

değerlendirmesinde lökositoz, lenfositoz varlığı ilk bulgu olabilir. Ġnfeksiyonlar (özellikle 

pnömoni), yorgunluk, kilo kaybı, terleme, nadiren ciltte morarma ve kanama ile tanı 

konabilir. Fizik muayenede lenfadenopati, splenomegali, hepatomegali, solukluk, sternal 

duyarlılık ve ekimoz saptanabilir (1,4).  

National Cancer Institute ÇalıĢma Gurubuna göre KLL tanısı için periferik kanda 

monoklonal özellikte olan lenfosit sayısının >5000 /mm³, kemik iliğinde %30 fazla lenfosit 

infiltrasyonu, CD 5 pozitifliği ile birlikte B hücre belirteçlerinin ekspresyonu (CD19, 

CD20, CD23 gibi) ile gereklidir (ġekil-1) (5).  

Şekil-1: CD 5-CD 19 pozitifliğini gösteren akım sitometri örneği 
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Son yıllarda kemik iliği değerlendirme gerekliliği tartıĢılmaktadır. Klinik kullanıma 

tomografik değerlendirme ile evreleme girebilir (1). Tablo-I‟de KLL‟de prognostik 

faktörler gösterilmektedir. 

 Tablo-I: KLL: Klasik ve biyolojik prognostik belirteçler (6)  

Klasik prognostik belirteçler 

-Klinik evre 

-Kan lenfosit sayısı 

-Periferik kandaki lenfosit morfolojisi 

-Kan lenfosit ikilenme zamanı 

-Kemik iliği infiltrasyon derecesi 

(aspirasyon/biyopsi) 

Tedavi ilişkili 

-Tedaviye yanıt ( tedaviden sonra 

minimal rezidüel hastalık durumu) 

 

Biyolojik prognostik belirteçler 

Yaygın çalışmalar 

-Serum belirteçleri 

Timidin kinaz, beta 2 mikroglobulin, solubl CD23 

-IgVH mutasyon durumu 

-V3-21 gen kullanımı 

-FISH 

DüĢük risk: normal, 13q- 

Yüksük risk: +12, 11q-, 17p-, kompleks karyotip 

-CD38 ekspresyonu 

-ZAP 70 ekspresyonu 

Daha yaygın çalışma gerektirenler 

-Kromozomal translokasyonlar 

-CLLU1 ekspresyonu 

-MikroRNA yapısı 

-TCL-1 gen 

-Antiapopitotik genler 

MCL-1 ekspresyonu, Bcl2/bax ekspresyonu 

-MDR1/MDR3 genleri 

-Aktivasyonun indüklediği sitidin deaminaz mRNA 

-Lipoprotein lipaz A ekspresyonu 

-ADAM29 ekspresyonu 

-Vasküler endotelyal büyüme faktörü 

-Trombopoietin 

-Telomeraz uzunluğu ve aktivitesi 

-CD49d 

-CD69 

-FCRL 
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Evrelemede Rai (7) ve Binet (8) sistemi kullanılabilmektedir. Binet evreleme sistemi tablo 

II‟te gösterilmiĢtir. 

Tablo II: Binet evreleme sistemi  

 

Evre A               Üçten az bölgede lenf  bezi tutulumu* 

Evre B               Üç ve daha fazla lenf bezi tutulumu 

Evre C               Hemoglobin 10 gr/dl ve/veya 100000 μ/l altında olması 

 

*: Aksiler, servikal, inguinal bölge, dalak ve karaciğer. 

2.1.1. Patogenez 

Normalde sağlıklı kiĢilerde sirkulasyondaki B-hücrelerinin %60‟ı “saf” germinal 

merkez (GM) öncesi hücrelerden oluĢmaktadır. Ġmmünglobulin sentez yapma kapasitesi 

kazanmamıĢtır. Ġmmünglobulin sentezi yapabilmesi için ilk önce Vh genlerinin 

rekombinasyonu gerekmektedir. Saf lenfositlerde Vh rekombinasyonu olmamıĢtır ve 

yüzeylerinde IgM ve IgD antikorları vardır ve ayrıca %25‟inde CD5 pozitiftir fakat CD27 

negatiftir. Sirkulasyondaki geriye kalan %40 oranındaki B-hücreleri GM sonrası “hafıza” 

hücreleridir. Germinal merkez sonrası B-hücreleri immünglobulin sentezi yapabilmesi için 

somatik hipermutasyondan (SH) geçmek zorundadır. Bu SH‟dan geçen hücreler CD27 

pozitiftir ve %60‟ının yüzeylerinde IgM ve/veya IgD bulunur fakat CD5 yoktur; %40‟ında 

immünglobulin sınıf değiĢimi olmuĢtur (9). Ġmmün sistemde çok çeĢit antikor yapımı 

genelde üç genetik mekanizma ile baĢarılır: 

1) Ġmmünglobulin geninin somatik rekombinasyonu: B-hücrelerinin erken geliĢme 

döneminde immünglobulin ağır (Vh) zincirinin V(variable) ve D (diversity) gen bölümleri, 

J (joining) bölümüyle kendine özgü rekombinasyon yapar ve her lenfosit yeni bir VDJ 

genetik yapı yaratır. Bu yapılan antikorlar hücre membranında sentezlenmek zorundadırlar. 

Aksi takdirde bu erken dönemde B-hücrelerinin büyük kısmı apopitozis ile ölürler. Bu 

bağımlılık B-hücrelerinin B-hafıza hücrelerine dönüĢümüne kadar devam eder.  

2) SH: VDJ seçildikten sonra lenfositler her ne kadar antikor yapıyorlarsa da daha bu 

mükemmel antikor yapma kapasitesinde değildir. SH özellikle Vh geninin CDR denilen 

kısmına yakın yerlerde olur. Bu iĢlemde herhangi bir seçim yapılmadan rastgele 

nukleotidler sokulur ki bazı hücrelerin yaptığı antikorlar antijene tam uyacak Ģekilde sentez 

olabilir. ĠĢte bu yüksek affiniteli hücreler GM‟de artık seçilip hafıza hücresi ve plazma 
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hücresine dönüĢür. Seçildikten sonra artık lenfositlerin uzun yaĢamları için yüzeylerinde 

antikor yapmasına ihtiyaç yoktur. Buna karĢılık düĢük affiniteli hücreler GM‟de apopitozis 

ile ekarte edilirler. 

3) Sınıf değiĢtirme rekombinasyonu: Bu rekombinasyon en son olarak GM‟de SH 

tamamlandıktan sonra VDJ ve Ch kısımları arasında transpozisyon denilen iĢlemle 

yapılarak immünglobulin sınıf değiĢtirmesine yol açar. Bu üç rekombinasyon iĢlemleri 

ikili-DNA zincir hasarları ve yanlıĢlıklarına yol açabileceğinden B-hücreli lenfoma ve 

lösemilerin patogenezinde çok önemli rol oynamaktadır. Ayrıca yukarıda açıklanan 

immünglobulin yapısının analizi özellikle KLL‟li hastaların prognozunun tayininde 

önemlidir (10,11). 

Kronik Lenfositik Lösemi hücrelerinde Vh gen analizi yaparak SH olup olmadığına 

karar verilip KLL‟li hastalar iki guruba ayrılmaktadır. 1) GM öncesi 2) GM odaklı veya 

sonrası. KLL hastalarının yaklaĢık olarak %50‟sinde Vh SH olduğu gösterilmiĢtir. 

GM‟deki lenfositler CD38 yapınca apopitozisten kendilerini korurlar. CD38 genelde 

GM‟deki lenfositlerde sentez olduğu için GM‟den geçip SH‟a uğrayan lenfositlerin ve 

buna eĢ değer olan olgunlaĢmıĢ lenfomaların ve lösemilerinde aynı Ģekilde CD38 yapacağı 

bazı çalıĢmalarda düĢünülmüĢtü.  Fakat daha sonraki çalıĢmalarda ZAP 70 olarak bilinen 

tirozin kinaz proteinin Vh SH‟unun olup olmadığını CD38‟den daha iyi saptadığı 

gösterilmiĢtir. Eğer Vh mutasyonu varsa ZAP 70 negatif fakat Vh mutasyonu yoksa yani 

germlinedaki yapısını korumuĢsa ZAP 70 pozitiftir (12,13). 

2.1.2. CD 38 (adenozin difosfat-ribosilsiklaz, siklik adenozin difosfat-riboz 

hidrolaz) ekspresyonu: CD38 tip 2 transmembran protein olarak adlandırılan 

ektoenzimdir. Molekül ağırlığı 45 kd olup kromozom 4p15 kodlanır. Ekstrasellüler parçası 

büyüktür ve 2 hiyalurunat bağlı motif içerirken sitoplazmik kısmı üçüncü bölgeyi 

oluĢturur. B hücre öncüllerinde ekpresyon gözlenirken periferdeki B hücrelerinde yoktur. 

Farklı olarak aktive T hücreleri eksprese edebilirler. Monositler, doğal öldürücü hücreler, 

eritrositler, trombositler, kalp, iskelet kasında, böbrek, tiroid, prostat dokusunda 

gözlenebilir. Nikotin adenin dinukleotid biolojik reaksiyonlarına katkı sağlar (1). B 

hücrelerinin proliferatif yanıtına katkı sağladığı gösterilmiĢtir. 

IgVH mutasyonu ile korele olduğu bulunan ilk belirteçtir. Ancak birlikte eksprese 

edildiğine dair yayınlar tartıĢmalıdır. ġimdi artık IgVH mutasyonu ile CD38 ekspresyonun 

bağımsız prognostik belirtiçler olduğu düĢünülmektedir. Diğer taraftan CD38 pozitifliği 
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için eĢik konusu da tartıĢmalıdır. Literatürde yüzde 5, 7, 20, 30 değerler bildirilmektedir. 

EĢik için daha fazla çalıĢmaya ihtiyaç olduğu vurgusu yapılmaktadır (14-18). 

2.1.3. ZAP 70 ekspresyonu: Zeta iliĢkili protein 70 kd (ZAP 70)  ağırlığındadır. 

ZAP 70 geni kromozom 2q11.2 dedir. Normalde natural killer (NK) ve T lenfositlerde 

yüksek oranda eksprese edilirken, B lenfositlerde düĢüktür, ya da çok düĢük ekspresyon 

gösterir. CD3 ve zeta zinciri gibi bazı zar geçiĢli sinyal proteinleri T hücre reseptörüne 

(THR) eĢlik eder. CD3 ve zeta sinyal iletimde önemli rol oynayan immunreseptör tirozin 

bazlı aktivasyon motifleri (ITAM) olarak adlandırılan tirozinden zengin motifler içerir. Bir 

kere aktive olduğunda zeta ve CD3 proteinlerinin ITAM‟lerinde bulunan tirozin artıklarını 

fosforile eder. Z zincirinin fosforile ITAM‟ları, enzimatik olarak aktive olan ZAP 70 

olarak adlandırılan tirozin kinaz için “yanaĢma bölgeleri”oluĢturur. ZAP 70 sonra THR 

kompleksi yanında toplanır ve ek sinyal iletim olaylarında aracılık eden çeĢitli adaptör 

proteinleri ve IgVH mutasyonu olgularda ZAP 70 negatif iken mutasyonsuz olgularda 

pozitiftir. Kronik Lenfositik Lösemi olgularının %10-20‟si mutasyon gösteren ZAP 70 

pozitif ve mutasyon göstermeyen ZAP negatif hastalardan oluĢabilir. CD38 pozitifliği, 

IgVH gen mutasyonu gibi ZAP 70 pozitifliği ile %75 korelasyon gösterir. ZAP 70‟in akım 

sitometrik olarak değerlendirmesinde 3 farklı yaklaĢım kullanılır. Permeabilizasyonda 

kullanılan maddelere göre değiĢir. Bunlar ticari kitler, saponin, formaldehit ve alkol 

oluĢuna göredir. Akım sitometri, immunhistokimya, RT-PCR ile ölçülebilmektedir (18-

21). ZAP 70 ve CD 38 prognozda birbirini tamamlayıcı rol oynar (15). 

2.1.4. CD 5 ekspresyonu: Molekül ağırlığı 67 kd olup kromozom 11q13 tarafından 

kodlanır. T hücreleri, timositler, doğal öldürücü hücrelerde bulunur. B KLL‟de ekpresyonu 

artar. Hücreiçi tirozin fosforilasyonunu stimule eder T hücre aktivasyonunu sağlar. 

Ġnhibitör etkilere aracılık edebilir (1,22). 

2.2. APOPİTOZ 

YaĢamakta olan hücreler iki farklı mekanizma ile ölürler. Bu mekanizmalar nekroz 

ve apopitozdur. Nekroz, hipoksi, aĢırı ısı değiĢiklikleri, toksinler gibi hücre dıĢından gelen 

çeĢitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda geliĢen travmatik hücre ölümüdür. 

Apopitoz ise yaĢlanmıĢ, fonksiyonunu yitirmiĢ, fazla üretilmiĢ, düzensiz geliĢmiĢ veya 

genetik olarak hasarlı hücrelerin, organizma için güvenli bir Ģekilde yok edilmelerini 

sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen programlı hücre ölümüdür. Nekroz patolojik bir 

olaydır. Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla oluĢabilir. Yunancada „apo‟ 
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=ayrı, „ptosis‟ =düĢen anlamındadır (23). Apopitoz rejenerasyon ve tamir olaylarında, 

hücresel homeostazın sağlanmasında ve organ büyüklüklerinin korunmasında önemlidir. 

Apopitozun artması nörodejeneratif hastalıklara, AIDS‟de görülen lenfosit yetersizliğine, 

azalması ise malignite ve otoimmun hastalıklara yol açabilir (24). Hücrenin apopitoza 

gidebilmesi için ilk önce, ilgili genetik mekanizmayı harekete geçirecek bir sinyalle 

karĢılaĢması gerekir. Bu sinyal hücre içinden veya dıĢından gelebilir. 

2.2.1. Hücre Dışından Kaynaklanan Sinyaller 

2.2.1.1. Çevresel yaşam sinyallerinin ve büyüme faktörlerinin yetersizliği: 

Hücreler çevre hücrelerden ve ekstrasellüler matriksden gelen yaĢam sinyallerine, büyüme 

faktörlerine ihtiyaç duyarlar. Bu sinyaller düzenli bir Ģekilde ve yeterli miktarda olmazsa 

hücreler apopitoza giderler. Çevreden gelen sinyallerin kesilmesi ile hücre ölümünün nasıl 

baĢladığı tam olarak bilinmemektedir. Büyüme faktörüne bağımlı hücrelerin kültürlerinde, 

büyüme faktörleri çekildiği zaman, hücrelerin metabolizmalarında ani bozulmalar ve hücre 

siklusunda duraklama olduğu izlenmiĢtir (23). 

2.2.1.2. Ölüm reseptörlerinin aktivasyonu (Reseptör-Ligand etkileşmesi): Bazı 

sitokinler hücre membranında bulunan reseptörlere bağlanarak ölüm programını harekete 

geçiren sinyaller üretebilirler. Apopitozda rol alan membran reseptörleri içinde en önemli 

gurup “tumor necrosis factor receptor (TNFR)” ailesidir. Bu reseptör gurubunun 19 üyesi 

vardır. Bu reseptörlerin biyolojik etkileri çeĢitlidir ve apopitoz ile sınırlı değildir. Bir kısmı 

apopitoz oluĢtururken bir kısmı da proliferasyona neden olur. Bir kısmı ise her ikisini de 

oluĢturur. TNRF içinde apopitoz oluĢturan reseptörlerden en önemlileri Fas ve TNRF1‟dir. 

Bu reseptörler uyarıldıklarında hücrenin sitoplâzmasında bulunan parçaları, “adaptör 

proteinlere” bağlanır. Adaptör proteinlerin ölüm effektör parçaları vardır. Bunlar da 

apopitoz için baĢlatıcı olan kaspazlara bağlanırlar (25). 

2.2.1.3.Fas-Fas ligand aracılı apopitoz: Bu tip apopitoz hücre yüzey reseptörü Fas 

(CD95, APO-1) aracılığı ile oluĢur. Fas ligandın Fas reseptörüne bağlanması ile Fas 

reseptörünün hücre içinde bulunan parçası, Fas adaptör proteinle (FADD-Fas adapter 

protein with a death domain) birleĢerek ölüm baĢlatan sinyal kompleksini (death inducing 

signal complex-DISC) oluĢturur. Bu da prokaspaz 8‟in aktifleĢmesini sağlar. Fas ligand 

membrana bağlı veya solubl olabilir. Solubl fas ligand (FasL, CD95L) immun sistem 

hücreleri tarafından oluĢturulur. Bu ligandın T hücreleri membranında bulunan Fas 
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reseptörüne bağlanmasıyla, immün reaksiyonla aktive olmuĢ ve görevlerini tamamlamıĢ 

olan lenfositlerin apopitoz ile yok edilmeleri sağlanır (26). 

2.2.1.4.Tumor Nekroz Faktör (TNF) aracılıklı apopitoz: Bir sitokin olan 

TNF‟nin TNRF1 gibi TNF reseptörleri ile birleĢmesi sonucunda reseptörün hücre içinde 

bulunan parçası, TNFR adaptör protein (TRADD- TNFR adapter protein with a death 

domain) ile etkileĢir. TRADD daha sonra FADD ile birleĢerek prokaspaz 8‟i aktifleĢtirerek 

apopitoza neden olur. Fas reseptörünün aksine TNFR1‟in TRADD‟la etkileĢmesi her 

zaman apopitoz ile sonuçlanmaz. TRADD FADD yerine baĢka adaptör proteinlere 

bağlanabilir. Bunun sonucunda önemli bir transkripsiyon faktörü olan nükleer faktör- kB 

(NFkB) harekete geçebilir. Bu durumda hücre canlı kalır. Hücrede hangi yolun, nasıl 

seçildiği açık değildir. Ancak hücrede aktif NFkB (bazı tümörlerde bulunur) bulunduğu 

zaman, hücrenin canlı kaldığı düĢünülmektedir (25,26). 

2.2.1.5. Sitotoksik T lenfosit aracılı apopitoz: Sitotoksik T lenfositler (CTL) 

infekte olmuĢ olan konakçı hücrelerin yüzeyinde bulunan yabancı antijenleri tanırlar. 

CTL‟lerin ana görevi malign ve/veya virus ile infekte olmuĢ olan hücrelerin 

öldürülmesidir. Yabancı antijenleri tanıdıklarında yüzeylerinde Fas ligand oluĢur. Hedef 

hücrelerin Fas reseptörlerine tutunurlar. CTL‟ler sitoplazmalarında granzim B (serin 

proteaz) ve perforin adı verilen ve apopitoz oluĢmasını sağlayan proteinler içeren 

sitoplazmik granüllere sahiptirler (24). Perforin transmembranal por oluĢturucu bir 

proteindir. CTL‟ler hedef hücrelerin membranlarında perforin ile porlar oluĢturarak, 

sitoplâzmalarına granzim B salgılarlar. Granzim B hedef hücrelere girerek kaspazları 

aktive eder (26). 

2.2.1.6.Hücrelerin maruz kaldığı dış etkenler: Hipoksi, ısı, antikanser ilaçlar, 

radyasyon, gamma ve ultraviyole ıĢınlar gibi etkenler apopitoza neden olabilirler. Bu 

etkenler DNA hasarı oluĢturarak apopitoz meydana getirirler. 

2.2.2.Hücre içinden kaynaklanan sinyaller: DNA hasarı, hücre içi Ca++ 

seviyesinde artıĢ, hücre içi pH‟da düĢme, metabolik ve/veya hücre siklus bozuklukları 

hücreyi apopitoza götüren merkezi hücre ölüm sinyallerini baĢlatabilmektedir.  

2.2.2.1.Hücre İçi Proteazların Aktivasyonu: Ġç ve dıĢ sinyallerle hücre içinde 

bulunan bir gurup proteaz aktive olur. Bu proteazlara kaspaz (“caspase”= cysteine –

containing aspartate specific proteases) adı verilmektedir. Ġnsan hücrelerinde 10‟dan fazla 

kaspaz tespit edilmiĢtir. Sağlıklı hücrelerde kaspazlar, enzimatik olarak inaktif ve aktif 
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forma göre daha uzun bir polipeptid zincir olarak bulunurlar. Buna zimogen form denir. 

Kaspazlar baĢlatıcı ve sonlandırıcı kaspazlar olarak ikiye ayrılırlar. Ölüm reseptörleri 

adaptör proteinler aracılığı ile iç sinyaller ise mitokondri aracılığı ile baĢlatıcı kaspazları 

aktive ederler. Aktive olan baĢlatıcı kaspazlar da zincirleme olarak diğer kaspazları aktive 

ederler. 

Hücrede iç veya dıĢ nedenlerle DNA hasarı oluĢtuğunda aktive olan bazı genler, 

hücrenin apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en önemlisi p53 genidir. Ġnsan 

tümörlerinin %50‟den fazlasında mutasyona uğradığı tespit edilen p53 geninin kanser 

oluĢumunu önlemede kritik rol oynadığı kabul edilmektedir. Normalde inaktif durumda 

bulunan p53 geni DNA hasarı oluĢtuğunda aktifleĢerek p21 genini harekete geçirir. p21 

geni hücrenin geç G1 fazında kalarak, S fazına geçmesini engeller. Böylece hücre siklusu 

durdurularak oluĢmuĢ olan DNA hasarlı hücrenin çoğalması engellenir. p53 geni DNA 

tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu sağlar. Bu proteinler DNA hasarını tamir 

edebilirse, hücre siklusundaki blok kalkar. Hücre hasarının tamiri baĢarılı olmazsa p53 

geni bax proteinini (bcl-2 gurubu proteinlerden, proapopitotik) aktive ederek mitokondri 

aracılığı ile hücrenin apopitoza giderek ölmesini sağlar. Böylece DNA hasarlı hücre 

ortadan kaldırılmıĢ olur (23,24). 

2.3. APOPİTOZ SİSTEMİNİN KLL’YE ETKİSİ 

Kronik Lenfositik Lösemi olgun B-lenfositlerin malign dönüĢümünden oluĢan bir 

kanserdir. Diğer B-lenfositlerin malign hücrelerinin aksine KLL hücrelerinin büyük bir 

çoğunluğu proliferasyon kapasiteleri olmadığından G0/G1 hücre dönüĢüm fazında tutuklu 

kalırlar (19). Buradan anlaĢılacağı gibi KLL B-hücrelerinin fazla çoğalmasından değil 

apopitozun az olmasından kaynaklanmaktadır. Genelde apopitozisi yaratan mekanizma 

aynen koagülasyonda olduğu gibi zincirleme proteinleri aktive eden bir sistemdir (9). Bu 

proteinler arasında en önemli moleküller kaspaz sistemi, mitokondrideki proteinler (bax, 

bcl-2, bclXL, mcl-1) ve mitokondri sonrası apopitozu engelleyen proteinlerdir (IAP-1, 

IAP2 gibi). Bu sistemler arasında KLL ile ilgili bilgilerimiz çoğunlukla mitokondrideki 

proteinlerde odaklanmıĢtır. 

Mitokondriye ölüm sinyali geldiğinde genelde iç duvarındaki sitokrom molekülünü 

sitoplazmaya aktarması gerekmektedir. Genelde bax homodimer yaparak sitokromun 

sitoplazmaya geçiĢine mitokondrial membran potensiyalinden olan farktan dolayı 

apopitozu baĢarır. Antiapoptotik moleküller (bcl-2, bclXL, mcl-1) ise tam aksine 
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sitokromun mitokondria içinde durmasına neden olur ve apopitozisi engeller. DeğiĢik 

çalıĢmalar KLL hücrelerinde bcl-2, bclXL, ve mcl-1 proteinlerinin fazla olduğunu ve KLL 

hücrelerinin bu yüzden apopitoz olmadığını savunmuĢtur. Bazı yayınlar bcl-2 proteinin 

fazla sentezini hipometilasyona bağlıyorsa da bcl-2 sitokinlere veya hormonların direk 

etkisi ile de fazla sentez olabilir. Nasıl bir mekanizmayla aktive olduğu bilinmese de bazı 

klinik çalıĢmalarda bcl-2‟nin yapımını bloke ederek kemoterapinin daha baĢarılı olacağı 

düĢünülmüĢtür. Ayrıca yeni yapılan bir çalıĢmaya göre bazı KLL hastalarının mcl-1 

promotorundaki mutasyonunun kemoterapiye dirençli bir hastalığa dönüĢtürdüğünü 

göstermiĢtir (10-13). Kronik Lenfositik Lösemi‟de apopitoz ġekil 2‟de gösterilmiĢtir. 

 

2.3.1. Anneksin V: Akım sitometri ile immunfenotipleme uygulamalarında özgün 

olmayan antikor bağlanmalarından kaçınabilmek için canlı hücrelerle çalıĢılması gerekir. 

Bu amaçla 7AAD, Propidyum Iyodür (PI) gibi floresan veren boyalar kullanılarak hiç bir 

ön iĢlem yapılmadığı halde membranı geçirgen hale gelmiĢ olan hücrelerin DNA‟sının 

boyanması sağlanarak canlı/ölü hücre ayırımı yapılabilir. Canlı hücreler floresan 

vermezken ölü hücrelerin kullanılan florokromun özelliklerine göre farklı sinyal verdikleri 

gözlenir. 

 Hücre ölümüne eĢlik eden moleküller arasında en çok çalıĢılanlar: bcl-2 ailesinin 

elemanlerı, kaspazlar, protoonkojenler (ör:c-myc, ras), tümör suprese edici genlerdir (ör: 

p53, pRB). Apopitozun belirlenmesi için kullanılan çok sayıda yöntem vardır. Akım 

sitometresinde ıĢığın dar (FSC) ve dik açı ile kırılma (SSC) özelliklerinden yararlanılarak 

sırasıyla hücrenin boyutları ve granüler yapısındaki değiĢiklikler kaydedilir. Apopitozun 

erken dönemlerinde hücredeki büzüĢmeye bağlı olarak FSC de bir azalma meydana gelir, 

SSC‟de baĢlangıçta genellikle bir farklılık gözlenmese de bazı hücrelerde SSC‟nin 

kromatindeki ve sitoplazmadaki yoğunlaĢmayı yansıtacak Ģekilde arttığı gözlenir. Olay 

ilerleyip hücre büzüĢünce ise SSC‟ nin de azaldığı gözlenir. Nekroz olayında ise hücrede 

büzüĢme değil ĢiĢme olduğundan FSC baĢlangıçta bir artıĢ gösterir; plazma membranının 

yırtılıp sitozolün boĢalmasını takiben FSC ve SSC de belirgin bir azalma göze çarpar. 

Plazma membranındaki fosfolipidlerin dağılımı incelenebilir Plazma membranındaki 

fosfolipidler iç ve dıĢ yapraklar arasında asimetrik bir dağılım gösterirler, apopitoz 

sırasında bu asimetri bozularak fosfatidilserin, hücre membranının dıĢ yaprağına geçer. 

Antikoagulan bir protein olan Anneksin V‟in yüksek affinite ile fosfatidilserine 

bağlanmasından yararlanarak florokromla iĢaretli anti-Anneksin aracılığı ile apoptotik 
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hücreler saptanabilir. Plazma membranındaki aktif transportun kaybı değerlendirilebilir, ya 

da mitokondrial membran potansiyelindeki değiĢmeler ölçülebilir (22). 

 
 

Şekil 2: KLL’de apopitoz 

 

2.4. ATORVASTATİN VE ROSİGLİTAZON 

Atorvastatin, simvastatin, rosuvastatin, pravastatin gibi statinler 3-hidroksi-3-

metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) redüktaz inhibitörleri yüksek kan kolesterol seviyesi 

bulunan hastalarda ve kardiyovasküler hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde kullanılan en 

etkili ajandır. Oral olarak alınan statinler etkisini HMG-CoA redüktaz enzimini kompetetif 

olarak inhibe ederek gösterirler.  Bu enzim HMG-CoA'nın L-mevalonat‟a dönüĢmesini 

katabolize eder ve bu inhibisyonla statinler L-mevalonat‟ın oluĢturacağı kolesterolü 

önlenmiĢ olur (ġekil-3). Statinlerin kolesterol düĢürücü etkilerinin yanı sıra endotel 

fonksiyonunu düzenlemede, plak stablizasyonunda, hücresel immünite ve inflamasyon, 

lipoprotein oksidasyonunda, reoloji ve koagülasyon üzerine de etkili olduğu gösterilmiĢtir 

(27,28). Kobashigawa ve ark. (29)‟nın yaptığı çalıĢmada kardiyak transplantlı hastalarda 

pravastatin kullanan gurupta statinlerin lipid düĢürücü etkisinden bağımsız olarak 

rejeksiyon reaksiyonunu azalttığı gösterilmiĢtir.  ÇalıĢma böbrek transplantlı hastalarda da 

devam ettirildiğinde de aynı sonuçlar alınınca pravastatinin anti-inflamatuar etki 

mekanizmasının, siklosporin ile moleküler benzerliği nedeni ile doğal öldürücü (natural 
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killer /NK) hücrelerinde sitotoksik etkisi olabileceği üzerinde duruldu.  Bu çalıĢmalardan 

çok önce mevalonik asitin NK hücreleri için gerekli olduğu Cutts ve ark. (30)  tarafından 

1989 gösterilmiĢ olmasına rağmen statinlerin inflamasyondaki etkisi üzerinde ise 2000‟li 

yıllara kadar durulmamıĢtır.   

Statinlerin inflamasyondaki mekanizması tam olarak bilinmemektedir.  Ġki tür etki 

mekanizması üzerinde durulmaktadır. Bunlar HMG-CoA redüktaz bağımlı etki ve immün 

reseptörler üzerine direkt etkidir (31). L-mevalonat katabolizmasının engellenmesi ile 

statinler, farnesilpirofosfat (FPP) ve geranilgeranilpirofosfat (GGPP) yolu ile oluĢan ara 

ürünleri de engellemiĢ olur. FPP ve GGPP ile frenilasyon, hücre içi organizasyon ve hücre 

membranı yapımı için önemlidir.  Ayrıca küçük rasa benzer rab, rac, rap, ve rho gibi 

piranile proteinlerin modifikasyonu da FPP ve GGPP‟ye bağlıdır (ġekil-3).  Ras‟a benzer 

proteinler GTP‟ye bağlanıp hücre çoğalması, farklılaĢması ve migrasyonu üzerinde önemli 

etkiye sahiptir. Son yıllarda özelikle in vitro koĢullarda statinlerin miyeloma, lösemi hücre 

dizileri üzerine benzer mekanizmalarla etkisi olduğuna iliĢkin yayınlar vardır. Statinler 

solid tümör büyümesi ve progresyonunu da önleyebilmektedirler. Atorvastatin sentetik 

HMG-KoA redüktaz enzim inhibitörüdür. HMGKoA nın mevolanata dönüĢümünü inhibe 

eder. Yan etkileri kabul edilebilir düzeyde ve doz iliĢkilidir. Miyopati, transaminazlarda 

ılımlı yükselmeler görülebilir (32-36). 

Peroksizom proliferator aktivatör reseptör (PPAR) nükleer hormon süper 

ailesindendir. Farklı dokularda dağılan ve ligandları olan alfa, beta ve gamma olmak üzere 

3 alt tipi vardır. Özellikle PPAR gammanın diyabet, ateroskleroz, inflamasyon ve kanserde 

önemli rolü vardır. Tiazolidinedionlar sentetik PPAR gamma ligandı olarak etki gösterirler 

(37). Pleiotropik etkileri yanı sıra adipogenez, glikoz metabolizması, inflamasyon ve 

immunite üzerine etkileri vardır. Makrofaj ve monositlerden proinflamatuar sitokin 

salınımını azaltırlar ve özellikle T lenfositlerin induklediği apopitozise yol açarlar. Hücre 

siklusunda durdurma, differansiasyon ve apopitoz aktivasyonu ile bazı malign tümör hücre 

dizilerinde antiproliferatif etkileri gösterilmiĢtir (38,39). Rosiglitazonu da içeren 

tiazolidinedionlar PPAR gamma agonist etki gösterirler (40,41). Ġnsan PPAR γ ilk kemik 

iliğinden klonlanmıĢtır. Kemik iliği öncülleri, T ve B lenfosit, monosit ve makrofajların 

eksprese ettiği gösterilmiĢitir. Son zamanlarda monosit ve makrofajların inflamatuar 

reaksiyonlarını PPAR γ‟nın inhibe ettiği gösterilmiĢitir. PPAR γ‟nın lenfositlerin anti-

inflamatuar rollerinde etkisi vardır. Bununla birlikte T ve B lenfositler, lenfoma hücre 
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dizilerinde lenfosit ölümüne katkıda bulunmaktadır (42). Proapopitotik etkilerinin olup 

olmadığı belirsizdir ( 43). Hem murin lenfositik hücre dizilerinde hem de insan lenfoma 

hücre dizilerinde yüksek oranda PPAR γ ekprese ettiği ve hücre yaĢamını arttırdığı 

bulunmuĢtur (44). Son çalıĢmalarda insan ve fare B lenfositleri üzerinde PPAR γ ve buna 

bağlı bu hücrelerde apopitoz olabildiği gösterilmiĢtir. Gene miyeloma hücre dizilerinde 

tiazolidinedionların in vitro apopitozu uyardığı ve tedavi için ileri çalıĢmalarla 

kullanılabileceği vurgulanmıĢtır (45,46). Ayrıca son zamanlarda Llverias ve ark. (47,48) 

rosiglitazon ve atorvastatinin birlikte değerlendirildiği çalıĢmalarında özellikle 

kolesterolün hücre içinde azaltılmasında etkilerinin olduğu bildirilmiĢtir. Bu çalıĢmalarda 

roziglitazon, atorvastatinin köpük hücresi oluĢumunu azaltma etkisini potansiyalize 

etmiĢtir. Ancak bu çalıĢmada apopitoz değerlendirilmemiĢtir. 

                                 HMG CoA sentaz       

                  Asetil Coa            3 hidroksi 3 metil glutaril CoA(HMG-CoA )  
                           tiolaz 

               asetoasetil CoA   HMG-CoA reduktaz X STATİNLER 

 

                               Mevolanat 

 

  
                                 Farnesil-PP                       Geranil-Geranil-PP                Pirenile proteinler 

 

  

                                   Skualen 

 

    DNA replikasyonu 

 

                                  kolesterol    reseptor sinyali 

Şekil-3-Statinlerin etki mekanizmaları 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

National Cancer Institute çalıĢma gurubuna (5) göre tanı konan 7 KLL hastası 

çalıĢmaya alındı. ÇalıĢmaya bilinen hiperkolesterolemisi, diyabetes mellitusu ve bunlarla 

ilgili ilaç kullanımı olan hastalar çalıĢmaya alınmadı. Hastaların periferik yol ile alınan 

kanlarından fikol separasyon (Histopaque 1077, lot:105K6168)) yöntemle mononükleer 

hücreleri ayrıldı. 24 kuyucuklu kültür plağında (1000000 hücre/ml) 2 ml RPMI 1640 (lot: 

125K83551) ile süspanse edildi.  RPMI‟ya %20 human albumin, 2mM L- glutamin, 

100U/L penisilin, 100 mikrogram/ml streptomisin ilave edildi. %5 CO2‟li 37 
0
C etüvde 24 

saat enkübe edildi. Bu hücrelerde akım sitometrisi ile CD5 (FITC, Lot:10, Beckman 
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Coulter), CD 38 (FITC lot:30, Immunotech), ZAP 70 (PE, klon:1E7.2 lot:08010607, 

Caltag), Anneksin V (FITC, propidium iodine kit, Lot: FI07005, Beckman Coulter), 

ELĠSA ile bcl 2 değerlendirmesi yapıldı. KLL lenfositlerinin in vitro ölümü bilindiğinden 

(52,53) 1 ng/ml IL-4 (lot numarası: R031801) ilave edildi (49,50).  

ÇalıĢma 3 gurupta yapıldı. 1. guruba 5 mikromolar oranında süspanse edilmiĢ 

atorvastatin kalsiyum (C33H34FN2O5)2Ca3H2O) (lot: 20150, Sanovel), 2. guruba 2 

mikromolar rosiglitazon maleat (C18H19N3O3SC4H404)  (lot:051342, biofarma) ve 3. 

gurup kontrol gurubu olarak alındı. 24 saat sonra akım sitometrisi ile CD 5, CD 38, ZAP 

70, Anneksin V çalıĢıldı. Akım sitometrisi değerlendirmeleri EPICS XL-MCL cihazı, Bcl- 

2 düzeyleri ticari ELĠSA  (Biosource, Katalog No: KHO 0311, Camarillo,  California, 

USA) ile ölçüldü. 

Akım sitometrisi çalışması: 

CD5-CD38 çalışma yöntemi: Örneklendirme kabına 100 µl örnek koyulur, üstüne 

10 µl CD 5 FITC (CD38 FITC) eklenir. OnbeĢ dakika karanlık alanda bekletilir. Multi-Q 

prep cihazında geçirilir. Cihazda okutulur. 

Anneksin V çalışma yöntemi: Örneklendirme kabına 100 µl örnek ve 2 cc PBS 

(Phosphate buffering saline) koyulur, 500 rpm de 5 dakika santrifüj edilir, süpernatan atılır. 

Hazır binding Buffer ĢiĢesinde (10x) 100 µl alınır, 1/10 oranında sulandırdıktan sonra 

örneklendirme kabına eklenip karıĢtırılır. Anneksin 1 µl ilave edilir. Üzerine 5 µl 

propidium Iodide eklenir. Karanlık alanda 15 dk bekletilir. Sonrasında örneklendirme 

kabına 400 µl hazır binding Buffer ĢiĢesinden (10x) ilave edilerek karıĢtırılır. Cihazda 

okutulur. 

ZAP 70 çalışma yöntemi: Örneklendirme kabına 100 µl örnek ve 10 µl CD 5 

FITC koyulur. KarıĢım 15 dakika karanlık alanda bekletilir. Süre sonunda içine 100 µl 

reagent-1 (Intraprep fixation reagent) ilave edilerek tekrar 15 karanlık alana konur. Süre 

sonunda kabın içine 2 cc PBS eklenerek 5 dk 2500 rpm‟de santrifüj edilir. Süpernatan 

atılarak 2 cc PBS eklenir ve 5 dk 2500 rpm‟de tekrar santrifüj edilir. Süpernatan tekrar 

atılarak üzerine 100 µl reagent-2 (Intraprep permeabilization reagent) ve 5 µl ZAP 70 

eklenerek 30 dakika karanlık alana bırakılır. Süre sonunda üzerine 2cc PBS eklenerek 5 dk 

2500 rpm‟de santrifüj edilir. Süpernatan atılarak aynı iĢlem birkez daha tekrar edilir. 

Süpernatan atılır, üzerine 1cc izoton (sheath) eklenerek cihazda okutulur. Akım sitometrik 

sonuçlar iki kiĢi tarafından çift kör olarak değerlendirildi ve ortalaması alındı.  
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İstatistiksel değerlendirme: 

 Tüm sayısal veriler ortalama ± standart sapma olarak verildi. Kayıtlar ve 

sonuçların karĢılaĢtırılması için SPSS 13.0 for Windows programında two-paired student-t 

testi kullanıldı ve p<0.05 değerleri anlamlı kabul edildi.  

Bu çalıĢma için Adnan Menderes Üniversitesi Etik Kurul onayı alındı 

(2006/00106).  

4. BULGULAR 

Hastaların yaĢ ortalaması 56±8 (4‟ü erkek) idi. Dört hasta evre Binet A, 2‟si Binet 

C, diğeri de Binet B‟de idi. Hemoglobin ortalamaları 12 ± 1.8 gr/dl, hematokriti düzeyleri 

%35±6, trombosit sayıları 156.000±68.000/mm
3
, lökosit sayısı 50.500±38.700/mm

3
, 

lenfosit sayıları 45700±38100/mm
3
 idi (Tablo III). Atorvastatin ve rosiglitazon CD38, Bcl-

2 düzeylerini etkilememekte iken, Anneksin V düzeylerini kontrol gurubuna göre belirgin 

arttırmaktaydı (p<0.001) (ġekil 3-4). CD5 ekspresyonu ise kontrol gurubuna göre belirgin 

azalmaktaydı (p=0.03). ZAP 70 ekspresyonu ise her iki ilaçla da azalmaktaydı (Her iki ilaç 

için de p<0.05) (Tablo. IV). 

 

 

Tablo III: Hastaların Özellikleri 
 

Özellikler  n=7 

YaĢ (yıl) 56±8 

Cins (E/K) 4/3 

Evre 

Binet A 

Binet B 

Binet C 

 

4 

1 

2 

Hemoglobin düzeyi (gr/dl) 12 ± 1.8 

Trombosit sayısı x10
3
 (/mm

3
) 156 ± 68 

Lökosit sayısı  x10
3
 (/mm

3
) 50±38.7 

Lenfosit sayısı  x10
3
 (/mm

3
) 45.7±38.1 
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Şekil 4: Atorvastatin öncesi Anneksin V ölçümü. 

 

 
Şekil 5: Atorvastatin uygulamasının 24. saatinde Anneksin V ölçümü 
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Tablo IV: Atorvastatin, rosiglitazon, kontrol gurubunda CD 5, CD 38, ZAP 70, 

Anneksin V, Bcl 2 düzeyleri 

 

 

 

 

 

5.TARTIŞMA 

 

 

Kronik lenfositik lösemi‟de apopitoz bcl-2 ve anneksin V ölçümü ile 

değerlendirelebilir (10,11,22). 

Anneksin V KLL‟de in vitro apopitozu belirlemede iyi bir gösterge olabilir (51). 

KLL‟de Anneksin V ile in vitro apopitozun ölçülmesi ilaç duyarlılığı belirleyebilir (52). 

Biz de çalıĢmamızda apopitozu bcl-2 ve anneksin V ile belirlenmeye çalıĢtık. 

Birçok dokuda olduğu gibi HMG CoA redüktaz lenfositlerde de eksprese 

edilmektedir. HMG CoA aktivitesi ilk olarak lenfositler üstünde ölçülmüĢtür (53,54). 

Statinler protein prenilasyonun inhibisyonu ile Ras gibi proteinlerin inaktivasyonuna yol 

açarlar. Bu proteinler lenfosit aktivasyonuna yol açan signal transduserleridir. Ras 

proteinleri farnesile iken, rho, Rac, rab proteinleri geranil geranile ya da preniledir (55). 

Statinler esas olarak protein isoprenilasyonun inhibisyonuyla lenfosit fonksiyonunu 

suprese ederler. Bu durum statinlerin otoimmun hastalıklar ve allogreft rejesiyonundaki 

olumlu etkileri açıklar (56, 57). 

Statinler antijen sunan hücrelerde aktivasyonun azaltırlar. Bunu antijen sunumu, 

antijen sunumu sırasında T hücre adezyonu, kostimulasyon, aktivasyon ve proliferasyon, 

inflamasyon bölgesine migrasyon sırasında yapabilirler. Multiple sklerosis, romatoid artrit, 

sistemik eritematosusta klinik ve deneysel modellerde T ve B lenfositler üzerinden 

etkileriyle yararlı olabileceği vurgulanmaktadır (58). Fluvastatin, insan lenfositlerinde CD 

3 stimülasyon yanıtını %90 azaltmıĢtır (59). Statinlerin lenfositler üzerine etkileri doz 

 Atorvastatin 

gurubu  

p Rosiglitazon 

gurubu 

p Kontrol 

gurubu 

p İşlem öncesi  

CD5 (%) 57.5±16 0.03 56±17 0.01 67±14 0.019 70.5±13 

CD 38 (%) 11±10 0.59 12±11 0.26 16 ±14 0.225 17±15 

ZAP 70 (%) 1.5±2.3 0.04 1.4 ±2.2 0.044 2.7 ±3.2 0.59 2.8±3.4 

Anneksin V (%) 35 ±16 0.001 32 ± 8.5 <0.001 12.5± 2.5 <0.001 2.17 ±2.9 

Bcl-2 (U/ml) 0.43± 0.11 0.268 0.42±0.061 0.31 0.6 ±0.26 0.8 0.58± 0.37 
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değiĢikliklerinde farklılıklar gösterebilmektedir (60). Dozlardaki değiĢiklik ile apopitoz 

etkisi artabilir. T hücre ölümünde esas mekanizma olan Fas, FasL(CD95) etkileĢimi iyi 

bilinmektedir. Atorvastatin ve simvastatin T hücre sitotoksitesinin supresyonunu hücre 

yüzeyinde FasL ekspreyonunu down regulege ederek de gösterebilir (61). Bu çalıĢmada ise 

Fas Ligand aracılklı apopitoz değerlendirilmedi. Lupus Fare modellerinde atorvastatinin B 

hücre sekresyonunu azalttığı gösterilmiĢtir (62). Bunun yanı sıra statinler NK hücrelerini 

de suprese ederler (63). 

Lipid taĢınımı T, B lenfositler, antijen sunan hücrelerde sinyal yolu için esastır (64-

66). ÇalıĢmamızda da lipid metabolizmasını etkileyen atorvastatin ve rosiglitazon B 

lenfosit sinyal yolunu etkilemiĢ olabilir. Statinler murin melanoma hücrelerinde Fas ligand 

ekpresyonu, Rho aracığıyla apopitozu indüklerler (67). Atorvastatin ise T hücre 

aktivasyonunu inhibe eder (68). Akım sitometrik yöntemle değerlendirildiğinde IM-9 

human lenfoblastlarda serivastatin ile birlikte fibratların proapopitotik etkisini anneksin V 

yardımıyla ortaya çıkardığı gösterilmiĢtir. Bir çalıĢmada lösemik hastalarda 

kullanılabileceği yönünde yorum yapılmıĢtır (69). Atorvastatin insan periferik kan 

lenfositlerinde DNA hasarını indükler (70). Cafforio ve ark. (71) insan T ve B 

lenfoblastlarında, myeloma hücrelerinde atorvastatin dahil olmak üzere statinlerin özellikle 

kaspazlar üzerinden apopitozun tetiklendiğini göstermiĢlerdir. ÇalıĢmamızda kaspaz 

sistemi değerlendirilmedi.  

     Yüksek lipoprotein lipaz (LPL) ekspresyonu KLL‟de kötü prognoz ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. ġilomikronların katalizlenmesinde rolü olan LPL endotel yüzeyinde 

bulunur ve monositler arasında köprü görevi görür (72). Bizim diğer bir çalıĢmamızda yağ 

metabolizmasında değiĢiklik gözlemledik (73). Bu çalıĢmada KLL‟li hastalarda kontrol 

gurubuna göre total kolesterol ve LDL kolesterol düzeyleri belirgin azalmıĢtı.  

Atorvastatinin Anneksin V düzeylerini kontrol gurubuna göre belirgin arttırdığını 

bulduk (p=0.001). Kronik lenfositik Lösemi lenfositlerinde atorvastatin apopitozu 

artırabilir. 

ÇalıĢmamızda CD5 ekspresyonu ise kontrol gurubuna göre belirgin azalmaktadır 

(p=0.03) 

Hem atorvastatin hem rosiglitazon yağ metabolizması üzerine etki göstermektedir. 

Blank ve ark. (68) çalıĢmalarında atorvastatinin kolesterol sentezini azaltmadan da T 

lenfosit aktivasyonunu inhibe ettiğini göstermiĢlerdir. Lökosit fonksiyone antijen 1 
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etkilenmesi sitokin sentezini azaltmaları bu durumu oluĢturabilir. ÇalıĢmamızda da aynı 

zamanda T lenfosit belirteci olan CD 5 düzeyinin etkilenmesi böylece açıklanabilir. 

PPAR γ‟nın lenfosit apopitozu üzerine etkisi belirsizdir. Ancak çalıĢmalar 

çoğunlukla apopitozun arttığı yönündedir (42-46). T ve B lenfositler, lenfoma hücre 

dizilerinde lenfosit ölümüne katkıda bulunmaktadır (42). Proapopitotik etkilerinin olup 

olmadığı belirsizdir ( 43). Hem murin lenfositik hücre dizilerinde hem de insan lenfoma 

hücre dizilerinde yüksek oranda PPAR γ ekprese ettiği ve hücre yaĢamını arttırdığı 

bulunmuĢtur (44). Son çalıĢmalarda insan ve fare B lenfositleri üzerinde PPAR γ ve buna 

bağlı bu hücrelerde apopitoz olabildiği gösterilmiĢtir. Gene miyeloma hücre dizilerinde 

tiazolidinedionların in vitro apopitozu uyardığı ve tedavi için ileri çalıĢmalarla 

kullanılabileceği vurgulanmıĢtır (45,46). 

Siglitazon PPAR γ agonisti etkisinden bağımsız olarak da anti B hücre lenfoma 

etkisi gösterebilir. Bu etki serbest oksijen radikalleri üzerinden açıklanmaya çalıĢılmıĢtır. 

Normal B hücrelerinin etkisi de canlanmıĢtır (74). 

PPAR γ agonisti triglitazon, monosit hücre dizilerinde apopitozu indüklemiĢtir. Bu 

etki Bcl-2 ailesi üyeleri, mitokondriyal sinyal yolu ve kısmen siklooksijenaz etkisi ile 

açıklanmaya çalıĢılmıĢtır (75). 

 Rosiglitazon Anneksin V düzeylerini kontrol gurubuna göre belirgin arttırdığını 

bulduk (p<0.001). Rosiglitazon  KLL lenfositlerinde apopitozu artırabilir. 

Bairey ve ark. (76) KLL hücrelerinde arsenik trioksit kullanarak kaspaz 3, bax, bcl -

2 ile yaptıkları değerlendirmelerinde apopitozun indüklendiğini göstermiĢler. Ġn vitro 

çalıĢmalarında arseniğin KLL lenfositlerinde apopitozu arttırdığını saptanmıĢtır. Bu 

çalıĢmada spontan apopitoz düzeyi belirli olmayıp IL 4 de kullanılmamıĢtır. ÇalıĢmamızda 

IL 4 kullanarak spontan apopitozu azaltmayı düĢündük. Kontrol grubundada apopitoz 

gözlenmesine rağmen bu oran rosiglitazon ve atorvastatin grubunda daha yüksekti. 

KLL‟de yüksek düzeyde antiapopitotik bcl-2, düĢük oranda ise bax gibi 

proapopitotik proteinler bulunur. Mitokondri üzerinden etkileri bilinmesine rağmen, bcl-2 

endoplazmik retikulumda lokalizedir (77). Bcl-2 KLL‟de apopitozu değerlendirmede 

yeterli görünmemektedir. 

Tedavisiz 33 hastanın değerlendirildiği bir çalıĢmada yüksek bcl-2 düzeyi kötü 

survival ile korele bulunmuĢtur (78). Ancak tüm hastalarda yüksek düzeyler saptanmaz 

(79,80). 
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Diğer bir çalıĢmada da statinler solid tümörlü hastalarda bcl-2 ekspresyonunu 

azaltmıĢtır (28). 

ÇalıĢmamızda atorvastatin ve rosiglitazon CD38, bcl-2 düzeylerini değiĢtirmemiĢti. 

Sargent ve ark. (81) KLL‟de prognozda bcl-2 düzeyinin ana belirleyici faktör 

olmadığını göstermiĢ ve CD38-ZAP 70 ile birlikteğinin yavaĢ ya da agresivite konusunda 

daha önemli olduğunu saptamıĢtır. Bizim sonuçlarımız da bu duruma paralellik 

göstermektedir.  

ÇalıĢmamızda ZAP 70 ekspresyonu ise her iki ilaçla da azalmaktadır (p<0.05). 

Günümüze kadar literatürde KLL‟de ZAP 70 düzeyini değiĢtiren ilaç 

bildirilmemiĢtir. Ancak Boelens ve ark. (82) metilprednizolonun ZAP 70 pozitif KLL‟de 

negatif guruba göre apopitozun daha hızlı indüklendiği göstermiĢlerdir. Bu çalıĢmada ZAP 

70 down regülasyonu da gözlenmiĢtir. Bunun tek baĢına yeterli mekanizma olamayacağı 

vurgusu yapılmıĢtır. 

 Sonuç olarak KLL lenfositlerinde atorvastatin ve rosiglitazon Anneksin V ile 

belirlenen apopitozu arttırmıĢtır. Bu tedavide yeni açılımlar sağlayabilir. 
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6.SONUÇLAR VE ÖNERİLER: 

 

A) KLL en sık lösemidir. 

B) KLL patogenezinde bcl-2 yolunu içeren apopitoz önemli bir rol oynamaktadır.  

C)  Hastalarda ZAP 70 ve CD 38 ekspresyonu prognozda önemlidir. Özellikle bu iki 

parametrenin beraberce eksprese edilmesi prognozun kötü olduğunu iĢaret eder.  

D) Statinlerin (atorvastatin, simvastatin, rosuvastatin, pravastatin gibi) ve 

tiazolidinedionların (rosiglitazon, pioglitazon, troglitazon, siklitazon gibi) 

lenfositler üzerine etkisi üzerine çeĢitli çalıĢmalar vardır. 

E) Atorvastatin ve rosiglitazon CD38, Bcl 2 düzeylerini etkilememekte iken, Anneksin 

V düzeylerini kontrol gurubuna göre belirgin arttırmaktaydı.  

F) CD5 ekspresyonu ise kontrol gurubuna göre belirgin azalmaktaydı.  

G) ZAP 70 ekspresyonu ise her iki ilaçla da azalmaktaydı. 

H) KLL lenfositlerinde atorvastatin ve rosiglitazon Anneksin V ile belirlenen 

apopitozu arttırmıĢtır. Bu tedavide yeni açılımlar sağlayabilir. 

İ) CD5 ve ZAP 70 azalması atorvastatin ve rosiglitazonun KLL patogenezi üzerine 

etkisini gösterebilir. Bu durum ileri çalıĢmalar ile belirlenmelidir. 
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ÖZET 

 

B HÜCRELİ KRONİK LENFOSİTİK LÖSEMİ LENFOSİTLERİNDE 

ATORVASTATİN VE ROSİGLİTAZONUN CD38, ZAP 70, ANNEKSİN VE  Bcl-2 

DÜZEYİNE İN VİTRO  ETKİSİ 

GİRİŞ: Kronik Lenfositik Lösemi (KLL)‟de CD 38 ve ZAP 70 ekspresyonu 

prognozda önem taĢımaktadır. Kronik Lenfositik Lösemi patogenezinde apopitozun rolü 

bilinmekte ve tedaviyi yönlendirmektedir. Atorvastatin ve rosiglitazonunun lenfosit 

apopitozu ve immun sistem üzerindeki etkilerini araĢtıran çalıĢmalar giderek artmaktadır. 

Bu deneysel çalıĢmada iki ilacın KLL‟li hastaların lenfositlerindeki CD38, ZAP 70, 

anneksin V ve Bcl 2 düzeylerine etkisini belirlemeyi amaçladık. 

MATERYAL VE METOD: YaĢ ortalaması 56±8 (4‟ü erkek) olan 7 KLL hastası 

çalıĢmaya alındı. Dört hasta evre Binet A, 2‟si Binet C, diğeri de Binet B‟de idi. Hastaların 

hemoglobin düzeyleri 12 ± 1,8 gr/dl, hematokrit düzeyleri %35±6, trombosit sayıları 

156±68x10
3
/mm

3
, lökosit sayısı 50±38.7x10

3
/mm

3 
ve lenfosit sayıları 45,7±38.1x10

3
/mm

3
 

idi. ÇalıĢmaya hiperkolestorelemili, diabetes mellituslu ve bunlarla ilgili ilaç kullanımı 

olan hastalar alınmadı. Hastaların periferik yol ile alınan kanlarından fikol separasyon 

yöntemiyle mononükleer hücreleri ayrıldı. 24 kuyucuklu kültür plağında (1000000 

hücre/ml) 2ml RPMI 1640 ile süspanse edildi.  RPMI‟ya %20 human albumin, 2mM L- 

glutamin, 100U/L penisilin, 100 mikrogram/ml streptomisin ilave edildi. %5 CO2‟li 37 

derece etüvde 24 saat enkübe edildi. Bu hücrelerde akım sitometrisi yöntemi ve EPICS 

XL-MCL cihazı ile CD5, CD 38, ZAP 70, anneksin V ekspresyonları, ELĠSA ile bcl 2 

düzeyleri değerlendirildi. Flow sonuçları iki kiĢi tarafından çift kör olarak değerlendirildi 

ve ortalaması alındı. Kronik Lenfositik Lösemi lenfositlerinin in vitro ölümü bilindiğinden 

1 ng/ml IL-4 ilave edildi. 3 guruba ayrıldı. 1. guruba 5 mikromolar oranında süspanse 

edilmiĢ atorvastatin kalsiyum, 2. guruba 2 mikromolar rosiglitazon maleat 3. gurup kontrol 

olarak alındı. 24 saat sonra CD 5, CD 38, ZAP 70 ve anneksin V değerleri tekrar 

değerlendirildi. Ġstatiksel yöntem olarak two-paired student-t testi kullanıldı ve p<0.05 

değerleri anlamlı kabul edildi. Bu çalıĢma için Adnan Menderes Üniversitesi Etik Kurul 

onayı alındı. 
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BULGULAR: Atorvastatin ve rosiglitazon CD38 ekspresyonlarını ve Bcl-2 

düzeylerini etkilememekte iken, anneksin V ekspresyonlarını kontrol gurubuna göre 

belirgin arttırmaktadır (p<0.001). CD5 ekspresyonu ise kontrol gurubuna göre belirgin 

azalmaktadır (p=0.03). ZAP 70 ekspresyonu ise her iki ilaçla da azalmaktadır (Her ikisi 

için p<0.05). 

SONUÇ: Daha geniĢ çaplı in vivo değerlendirmeler ile atorvastatin ve rosiglitazon 

KLL tedavisinde yer alabilir. 

Anahtar kelimeler: Kronik Lenfositik Lösemi, apopitoz, atorvastatin, rosiglitazon 
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SUMMARY 

 

IN B-CELL CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA LYMPHOCYTES, IN 

VITRO EFFECT OF ATORVASTATIN AND ROSIGLITAZON ON CD38, ZAP 70, 

ANNEXIN V AND BCL-2 

OBJEKTIVE:CD38 and ZAP 70 expression have an important prognostic role in 

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). Also the role of apopitozis is well known in the 

pathogenesis of CLL and it may direct the treatment. The studies on the effects of 

atorvastatin and rosiglitazon on lymphocytic apopitozis and immune system are increased. 

We aimed to determine the effects of these drugs on CD38, ZAP 70, annexin V, and Bcl-2 

levels of CLL lymphocytes.  

MATERIALS AND METHODS: Seven (4 males) patients with CLL with 

average age 56±8 years were enrolled to the study. Of them 4 were in Binet A, 2 in Binet 

C, and 1 in Binet B. Hemoglobin levels of the patients were 12+-1.8 g/dL, hematocrit 

levels 35+-6%, platelet counts 156±68 x10
3
/mm

3
, leukocyte counts 50.5±38.7 x10

3
/mm

3
, 

and lymphocyte counts 45.7±38.1 x10
3
/mm

3
. Patients with hypercholesterolemia, DM, and 

using drugs for these disorders were excluded. Mononuclear cells of blood samples from 

peripheral veins were separated by ficol method. On culture plate with 24 wells (1000000 

cells/ml), it was suspended with 2 mlRPMI 1640. (20% human albumin, 2mM l-

glutamin,100U/L penicillin, 100 μg/ml streptomycin were added to RPMI). It was 

incubated for 24 hours in a 37 C and 5% CO2 'etüv. In these cells, the expressions of CD5, 

CD38,ZAP 70, and annexin V were evaluated with flow cytometry using EPICS XL-MCL 

instrument.  These results were evaluated by two researcher as double-blind and means 

were calculated. Because CLL lymphocytes can die in vitro, 1 ng/ml IL-4 was added. 3 

groups were formed. 5 micromolar atorvastatin suspension in first group and 2 micromolar 

rosiglitazon maleat in second group were added. The third group was used as control 

group. After 24 hours, the expressions of CD5, CD38, ZAP 70, and annexin V,  the levels 

of Bcl-2 were reevaluated. Two-paired student t test was used for statistical analysis and 

p<0.05 was accepted as significance level. Adnan Menderes University ethic board 

approved the study.  

RESULTS: Atorvastatin and rosiglitazon did not affect CD38 expressions and Bcl-

2 levels but Annexin V levels increase significantly when compared with control group 

(p<0.001). CD5 expression significantly decreases when compared with control group 

(p=0.03). ZAP 70 expression decreases with both drugs (p<0.05 for both). 
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CONCLUSIONS: To determine the role of atorvastatin and rosiglitazon in CLL, 

extensive in vivo studies are needed.  

Key words: Chronic Lymphocytic Leukemia, apopitozis, atorvastatin, rosiglitazon 
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