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KISALTMALAR

CLL kronik lenfositik 16semi
SLL kiicuk lenfositik lenfoma
lgVH immunglobulin agir zincir degisken bdlge

ZAP-70 zeta zincir iligkili protein-70

Fas-L fas-ligand

MCL mansgon hicreli lenfoma
BCR B hticre reseptori

H&E hematoksilen-eosin
TBS tris tampon sollsyonu

4

™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.

SONIC,
=~{ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



GIRIS

B hucreli kronik lenfositik [6semi / kiicuk lenfositik lenfoma (CLL/SLL),
mattr gérunumld lenfosit infiltrasyonu ile karakterize, oldukca degisik klinik
seyir gosteren ve eriskin [6semileri icinde en sik izlenen lenfoid malignitedir
(1-13). Hastalarin bir kismi sessiz bir klinik sergilerken, bir kismi hizli
ilerleyen agresif bir davranis gosterir. Bu degisken klinik seyir, hastalarin
tedavi protokollerinin belirlenmesinde dnem kazanmaktadir. Bu iki grubu
belirlemede evreleme sistemleri, 32 mikroglobulin, timidin kinaz ve CD23
serum dizeyleri yani sira p53 ekspresyonundan faydalaniimaktadir (1, 2).

Son zamanlarda hastalarin prognozunu belirleyen faktorler arasinda
immunglobulin agir zincir degigken bélge (IgVy) mutasyonunun 6nemi
Uzerinde durulmaktadir. Bu genin mutasyonunun yoklugunun hizli ilerleyen
hastalik ve kisa sureli sagkalim ile iligkili oldugu dustintlmektedir (3, 4, 5, 6).

CLL/SLL’li olgularin IgVy mutasyonsuz formlarinda sitoplazmik bir
tirozin kinaz olan zeta zincir iligkili protein-70 (ZAP-70) yani sira CD38
ekspresyonun saptandigi bildiriimektedir. Bu belirleyicilerin oldukca pahali ve
zahmetli ydntemlerle saptanan IgVy mutasyonun yerine kullanilabilecegi ileri
surulmektedir (3, 5, 7).

Hucre apoptozisini indikleyen genler olan Fas ve Fas-ligand (Fas-L)
ekspresyonunun da acil kemoterapi gerektiren hastalarin saptanmasinda
kullanilabilecek belirleyiciler oldugu disuntlmektedir (14, 15).

Calismamizda amag, tzerinde durulan belirleyiciler olan ZAP-70, CD38,
Fas ve Fas-L ekspresyonun, kemik iligi tutulum paterni ve prognoz ile
iligkisini ortaya koymaktir.
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GENEL BILGILER

B hucreli kronik lenfositik I6semi (CLL) ve kicuk lenfositik lenfoma
(SLL) klinikopatolojik 6zelliklerinin benzerligi nedeniyle, 2001 Dinya Saglik
Orgltinin hematolojik maligniteleri siniflama planinda tek bir kategori
(CLL/SLL) altinda ele alinmistir (16). CLL 1900’lerin basinda taninmaya
bagslanmig bir antite olup, 1970’lerde klinikopatolojik siniflamalarda difftiz,
dusuk dereceli, B hiicreli non-Hodgkin lenfomalar icinde kategorize edilmigtir
(16). CLL/SLL tipik olarak CD5 ve CD23 ylizey antijeni eksprese eden kugik
B lenfositlerle karakterize, dusik dereceli bir tumdrdir. CLL 16semik faz, SLL
ise nodal veya solid faz ile ilgkilidir (1, 16, 17).

CLL ile SLL’nin benzer morfolojik ve immunofenotipik 6zelliklere sahip
olmalari, ayni hastaligin farkli manifestasyonlari olarak kabul gorilmesine ve
bu antitelerin tek bir hastalik adi altinda tanimlanmasina neden olmustur
(16). Periferik kan, kemik iligi ve lenf nodunda izlenen CLL/SLL’de
prolenfositler ve paraimmunoblastlarla i¢ ice gecmis monomorfik, kiguk,
yuvarlak, mattr gorinimlu B lenfositler dikkat ¢cekicidir (17-19).

CLL/SLL, revize edilmis Avrupa-Amerika lenfoma siniflamasinda
(REAL) B hacreli kronik lenfositik ld6semi; Rappaport siniflamasinda iyi
diferansiye lenfositik lenfoma; Kiel siniflamasinda kronik lenfositik 16semi;
Lukes ve Collins siniflamasinda B kronik lenfositik I6semi ve WHO
siniflamasinda kronik lenfositik I16semi / kuguk lenfositik lenfoma olarak yer
almistir (17, 18).

Epidemiyoloji
CLL/SLL, 6zellikle bati tlkelerinde erigkin I6semileri icinde en sik

gorulen tiptir ve non-Hodkgin lenfomalarin %3- %210’unu olusturmaktadir (1,
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3, 17, 18). CLL/SLL tipik olarak yashlari etkiler ve dordincu dekkaddan once
nadirdir (16, 20, 21). Hastalarin bayuk bélumi 50 yasin Gzerinde olup, 80
yasindan sonra her 100.000 kiginin 50 sinde gorulur (20). Bati tlkelerindeki
insidansin aksine Uzak Dogulular ve siyahlarda gorulme sikhgi oldukca
dusuktur. Erkeklerde, kadinlardan 2 kat daha sik gorilmektedir (1,16-18, 20,
21). CLL/SLL riskinin giftcilerde, kauguk isgilerinde, asbest ile ¢aligsanlarda ve
ayrica benzene maruziyette arttig1 gozlenmistir. Diger I6semilerden farkli
olarak, radyasyon oykusunin etyolojide 6nemli olmadigi séylenmektedir (20,
21).

Genetik faktorlerin de [6semi gelismesinde dnemli rol oynadigi
dusundlmektedir. CLL/SLL ailesel I6semiler icinde en sik rastlanan [6semi
olup, ayni ailenin degisik bireylerinde CLL/SLL saptanan yayinlar mevcuttur
(20, 21). Birinci dereceden akrabasinda CLL/SLL saptanan kigilerde, diger
bireylere gore gorulme sikliginin 3 kat daha fazla oldugu sdylenmektedir (21).

Klinik

Hastalarin buyik ¢cogunlugu asemptomatiktir ve siklikla rutin testlerde
lenfosit sayisinin artisinin gérilmesi uyarici olur (1, 17, 18, 20). Bazi olgular
kan ve kemik iliginde malign hiicre populasyonunun artisina bagh semptom
gosterirler. Hastalarda yorgunluk, egzersiz intoleransi, ates, kilo kaybi, gece
terlemesi, otoimmun hemolitik anemi, infeksiyonlar, splenomegali,
hepatomegali, lenfadenopati yani sira ekstranodal infiltratlar goralebilir (1, 17,
20). infeksiyon en 6nemli komplikasyonlardan biri olup 8lim nedenlerinin en
sik karsilasilanidir (1).

Periferik kan ve kemik iligi tutulumu oldugunda tani aninda genelde
lenfosit sayisi artmistir. Lenfosit sayisi <10x10%/L oldugunda ise tani icin
CLL/SLL immunofenotip ve morfolojisi ile tipik gérinimun olmasi sarttir (18).

Lenf nodu, karaciger ve dalak diger tipik tutulum alanlaridir. Dalak
tutuldugunda boyutu buyimus, genislemis ve agirhdi 4 kilograma ulasmis
olabilir. Bunlarin disinda deri, akciger, meme ve okuler adneks gibi
ekstranodal tutulum alanlar olabilir (18).

7

«onc™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.
=‘ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



CLL/SLL hastalarinda yayginlik, prognoz ve tedavi gerekliligini
degerlendirmek icin Rai ve Binet evreleme sistemleri kullaniimaktadir (1).
Modifiye Rai evreleme sisteminde, hastalar t¢ grupta siniflanmistir:

a) Dusuk riskli hastalar: periferik kan ve kemik iliginde yalnizca lenfositoz

vardir (evre 0).

b) Orta riskli hastalar: lenfositoz ve lenfadenopati (evre 1), ve/veya

hepatosplenomegali (evre II).

c) Yuksek riskli hastalar : lenfositoz ile birlikte anemi (evre l1ll), ve/veya

trombositopeni (evre 1V) (1, 20).

Binet evreleme sisteminde ise tutulu lenfoid alan sayisi, hemoglobin ve
trombosit degerleri g6z 6ntine alinmistir:
a) Evre A: Normal hemoglobin, normal trombosit sayisi ve <3 lenf nodu
tutulumu
b) Evre B: Normal hemoglobin, normal trombosit sayisi ve 23 lenf nodu
tutulumu
c) Evre C: Anemi (Hemoglobin<10 g/dl) ve/veya trombositopeni

(<1x10°%1), lenf nodu sayisi her ne olursa olsun (1, 20).

Patolojik 6zellikler

Kemik iligi ve periferik kanda CLL/SLL htcreleri, dar, bazofilik
sitoplazmali, kimelenmis kromatin paternine sahip, diizgin sinirh kiigik
lenfositlerdir. Nukleol yoktur veya belirsizdir (17, 20). Bluyuk belirgin nukleole
sahip prolenfositlerin orani, yayma preparatlarda %2’den azdir. Sayilarinin
artisi agresif bir klinik seyir, p53 anormalligi ve kromozom 12 trizomisi ile
koreledir. Artmis prolenfositli CLL/SLL varyantta prolenfositler %10’dan fazla,
ancak %55’ten az olmahdir (18).

Kemik iligi tutulumu noduler, interstisiyel, diffiiz veya her tGgundn
kombinasyonu seklinde olabilir (20). Pseudofollikiller, kemik iliginde lenf
nodlarina oranla daha az goérulir. Kemik iligi tutulum paterni prognoz ile iliskili
olup, noduler ve interstisiyel patern erken dénem CLL'de izlenir. ilerlemis ve
kemik iligi yetmezligi gelismis hastalarda infiltrasyon genellikle difftiz
paterndedir (18)
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Bazi CLL/SLL olgulari atipik morfoloji gésterebilir. Bu olgularda
degisen oranlarda atipik lenfositlere (prolenfositler, biyuk lenfositler ve
centikli hticreler) rastlanabilir, ancak immunofenotipleri CLL/SLL igin
karakteristik 6zelliklere sahiptir (18).

Neoplastik hicreler kiguk, matir gorintmli lenfosite benzer. Hicre
boyutu 6-12 pm ve morfolojik olarak normal gértinimde olup, transforme
olmamis lenfosit formundan ayirmak olanaksizdir. CLL/SLL’de sitoplazma
genellikle dardir, genis sitoplazma plazmasitoid varyantta goralir. Hicresel
proliferasyon monotondur, bazen hastalarda malign lenfoid hiicrelerin
heterojen populasyonu gorilebilir. Ntukleus yuvarlaktir, hafif nikleer
membran kontur dizensizligi vardir ve birka¢ kiicik nikleol gézlenebilir.
Mitotik aktivite dusuktir. Proliferasyon merkezleri olarak da bilinen
pseudofolliktller kucuk, orta ve bluytk boy hiicreler icerir. Prolenfositler orta
boyda dagilmis kromatin ve kii¢cik nikleole sahip iken, paraimmunoblastlar
yuvarlak veya oval nikleuslu, kromatin dagilimi gosteren, santral eozinofilik
nikleol ve hafif bazofilik sitoplazmaya sahip orta-buyik boy hicrelerdir.
Pseudofolliktllerin boyutu ve paraimmunoblastlarin sayisi olgudan olguya
degisikliler gosterir. Elektron mikroskopta yuvarlak, oldukc¢a biyuk mitokondri
yogunlugu hicrelerin bir kenarinda gozlenir (17).

CLL/SLL ile tutulu olan lenf nodu normal boyutta olabilir, ancak siklikla
blyumustir. Lenf nodu sert, beyaz, balik eti gérintimundedir. TUmor ¢evre
yumusak dokuya yayilim gosterebilir. Ekstranodal tutulum alanlarinda da
benzer gorinim mevcuttur (17). Lenf nodunun olagan histolojik yapisi
bozulmustur. Koyu, kiclk lenfositlerin bulundugu zeminde buyuk hicreleri
iceren soluk goranumlt, pseudofollikal yapilari izlenebilir. Hastalarin %75’ten
fazlasinda lenf nodu yapisi tamamen malign sureg ile etkilenmis
gorunimdedir. Bazi hastalarda rezidiel lenfoid doku alanlari goralebilir.
Nadiren tutulum interfolliktler olabilir.

Dalakta beyaz pulpa tutulumu belirgindir, ancak kirmizi pulpa da
tutulabilir. Pseudofollikiiler goralebilir, ancak lenf nodlarinda gorilenden daha
az belirgindir (20).
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Neoplastik hiicreler ince igne aspirasyon materyallerinde ve imprint
preparatlarda da, kuguk, transforme olmamis lenfositlere benzer
morfolojidedir (20). Hicreler soluk bazofilik, dar sitoplazmaya sahiptir. Doku
kesitlerinde oldugu gibi nikleus birkag belli belirsiz nikleol ve kromatin
kiimelenmesi gosterir. Pseudofolliktler proliferasyon merkezlerinin cokluguna
bagli olarak degisik sayida prolenfosit ve buyuk transforme hiicreler
(immunoblastlar) icerebilir. Bu hicreler CLL hiicrelerinden daha genis
sitoplazmaya sahiptir. Bu transforme hiicreler bir veya daha fazla belirgin
nikleol barindirir, ancak sitoplazmik bazofili gostermezler. Mast hiicreleri

artmig ve plazma hucreleri siklikla azalmistir (20).

immunofenotip

CLL/SLL’nin kendine 6zgu bir immunprofili vardir. Losemik B hicreler,
matir B hicrelerdeki gibi CD19 yani sira, daha az CD20 ve beraberinde CD5
ekspresyonu gosterirler. Ayrica CD23, CD43 pozitif, CD79b zayif pozitif veya
negatif, FMC7, CD10 ve cyclin D1 negatif inmunfenotip sergiler (17, 20, 22).
Neoplastik hiicreler, normal B lenfositlerin ancak %10’u kadar yluzey
immunglobulin dansitesi gosterdiginden, 6zellikle IgM ve IgD olmak tzere,
zayif yuzey immunglobulin ekspresyonu gosterirler (17, 20). Olgularin %60-
75 kadarinda CD21 yani sira CD11c, CD25 ve CD14 ekspresyonu
gozlenebilir (17, 18).

Kronik lenfositik l6semi ve kiguk lenfositik lenfoma arasindaki bilinen
tek immunolojik fark, ku¢iik lenfositik lenfoma hiicrelerindeki bir yapisma
molekili olan lenfosit fonksiyon iligkili antijen (LFA-1) ekspresyonudur (17).

CD23 ve cyclin D1, CLL/SLL ile manson hicreli lenfoma ayriminda
Oonemlidir. Bazi olgularda CD23 negatif veya parsiyel pozitiftir ve bazi
manson hcreli lenfomalar CD23 eksprese edebilirler. Bu durumda cyclin D1
ayirici tanida yardimci olur (18).

Plazmasitoid diferansiyasyon CD25, CD71 ekspresyonu ve CD5
negatifligi ile birliktedir (17).
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Sitogenetik ve molekuler 6zellikler

B hicreli lenfomalarin karakteristik 6zelligi CLL/SLL klonal
immunglobulin rearanjmani gésteren B hicrelerden kéken almasidir. CLL
gorece matur B lenfositlerden derive oldugu icin, hem immunglobulin agir
zincir, hem de hafif zincirlerinde rearanjman dikkat ¢ekicidir (17, 20).
Olgularin yaklasik %8’'inde T hiicre reseptor (3 zincir gen lokusunda
rearanjman izlenir. Yiksek dereceli B hicreli non-Hodgkin lenfomalarin
tersine CLL/SLL’de somatik hipermutasyonlar goérilmez (17).

Onkogen ve tumor supresor gen asirl ekspresyonu degiskendir.
Olgularin Ugte ikisinde MYC duzeylerinde, lgcte birinde de RAS diizeylerinde
artis gozlenmigtir. Bu artisa karsin onkogenlerde mutasyon olmayabilir. ABL
dizeylerinde artis olgularin %29’unda, plazmasitoid varyant olgularinin ise
%46’sinda izlenmektedir. ABL duzeylerinde artis agresif bir klinik seyir ile
iligkilidir. P53 asiri ekspresyonu olgularin yaklasik %20’sinde izlenir ve bu
ekspresyon P53 geninin mutasyonu sonucudur. SRC protoonkogen aktivitesi
CLL/SLL’de dusuktir. 13g12.3 sitogenetik anomalisi BRCA-2 gen
inaktivasyonu ile iligkili olabilir (17).

Sitogenetik degerlendirmede nadir olgularda t(14;18) translokasyonu
bulunur. CLL/SLL’lerin gogunda bcl-2 protein ekspresyonu miktari artmistir.
SLL’de kicuk hicrelerde gorilmeyen retinoblastom protein ekspresyonu
pseudofolliktllerde yer alan hicrelerde gorulebilir (17).

Epstein-Barr virusu, CLL/SLL’nin kuguk neoplastik hiicrelerinde
gorulmez, ancak Hodgkin lenfoma veya yuksek dereceli non-Hodgkin
lenfomaya transformasyon ile iliskili olabilir (17).

Olgularin cogunda, hicrelerin %5’ten azi S fazindadir ve hicrelerin
kicuk bir fraksiyonu MIB-1 proliferasyon proteini eksprese eder. MIB-1'in
ekspresyonu siklikla kiigik neoplastik hiicrelerden ¢cok pseudofollikuler

proliferasyon merkezlerinde izlenir. Olgularin yaklasik %901 diploiddir (17).

Genetik anomaliler
CLL/SLL hucreleri hastaliga spesifik olmayan birka¢ genetik anormallik

tasiyabilir. Diger lenfoproliferatif hastaliklarin tersine translokasyonlar nadir
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goruldr, en sik rastlanan anomali, genetik materyal kazanci veya kaybinin yol
actigr anomalilerdir (1).

En sik gorilen anomaliler; olgularin yarisindan fazlasinda saptanan
13. kromozom uzun kolunda delesyon, kromozom 12 trizomisi, ataksi
telenjiektazi mutasyon (ATM) tumor supresor gen lokalizasyonu 11g22-g23
bandinda delesyon ve 17p13 bandinda delesyondur (1, 20)

Olgularin yaridan fazlasinda tek anomali, %20’sinde iki ve %10’dan
fazlasinda ikiden fazla anomali gozlenir. Coklu degisken analizlerde genetik
anomalilerin bagimsiz prognostik faktorler oldugu ve 13q delesyonunun iyi
prognozlu oldugu saptanmistir (1).

Prognostik faktorler

CLL/SLL, Klinik gidisi oldukca heterojenite gosteren bir hastaliktir (1-
13). Sagkalim suresi bazen aylarla ol¢ulse de gesitli kaynaklarda ortalama 8-
10 yil olarak veriimektedir. iyi prognoz ve tedaviye ragmen hastalarin buyiik
kismi sonugc olarak bu hastaliktan 6ltr. Tam kir olduk¢a nadirdir. Bazi
hastalarda artmig lenfosit sayisi, lenf nodu ve dalakta blyime, anemi ve
trombositopeni gelismesi progresyonu gosterir. Bu hastalara uygulanan
erken ve yogun tedaviye ragmen sagkalim suresi birka¢ yildir. Bunun tersine
bazi hastalarin klinigi oldukca iyidir ve stabil veya yavas artan lenfositoz ile
terapi gereksinimi yoktur. Yasam suresi hastaliktan etkilenmemis bireylerle
benzerdir. Diger hematopoetik malignitelerin tersine yasin biyolojik 6zellikler
ve prognoz ile iligkisi yoktur. Tim bu nedenlerle CLL/SLL’li olgularda tani

aninda prognostik faktorlerin belirlenmesi hastaya en uygun yaklasimi saglar

(1),

Klinik prognostik faktorler
Klasik Klinik prognostik faktorler t¢ tanedir:
a) Rai veya Binet klinik evrelemesi. Rai'ye gore dustik riskli ve Binet'e
gore evre A olgular iyi prognozludur.
b) Lenfosit sayisinin ikiye katlanma zamani. 6 aydan kisa ise kotu

prognozludur.
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c) Kemik iligi infiltrasyon paterni. Diffliz infiltrasyon kotl prognoz ile
koreledir (1).

Klasik biyolojik prognostik faktérler
Bazi biyolojik parametreler prognostik 6nem tagi. Bunlar:
a) Periferik kanda prolenfositler %10’dan fazla ise koti prognoz isaretidir.
b) Serum 32-mikroglobulin dizeyi, kemoterapiye cevap ile ters
orantilidir.
c) Timidin kinaz serum duzeyleri sagkalim suresi ile ters orantilidir.
d) Serum CD23 duzeyleri sagkalim siresi ile ters orantilidir.

e) P53 ekspresyonu prolenfositik transformasyon ile koreledir (1, 2).

Yeni biyolojik prognostik faktorler
Son yillarda yeni biyolojik belirliyicilerin CLL/SLL hastalarinda tani aninda risk
degerlendirmesinde yardimci oldugu sdylenmektedir.

a) immunglobulin degisken bolge (IgVy) gen somatik mutasyonlari.
CLL/SLL htcrelerinde IgVy gen mutasyonunun varligi veya yoklugu,
farkh klinik ve prognoz ile korelasyon gosterir. Mutasyonsuz olgularda
IgVy geni germline sekansina >%98 benzerlik gosterir ve bu durum
agresif gidisin gostergesidir. Bu olgularda, <%98 homoloji gosteren
mutasyonlu olgulara gére daha kisa yasam suresi bildirilmigtir. Ig gen
sekansi belirlenmesi oldukc¢a pahali ve zor bir teknik islemdir.

b) CLL/SLL hicrelerinin ytzeyinden eksprese edilen CD38.

CD38 pozitif hiicrelere sahip olgularda progresyonun hizli ve yasam
suresinin kisa oldugu bildirilmigtir. Bu belirleyicinin, mutasyonel
durumun yerine kullanilabilecek bir parametre olabilecegi
dusunidlmektedir. Halen hastalarin iyi ve kotl prognozlu olarak
ayrilmasinda CD38 ekspresyonunun degeri tartismalidir.

c) CLL/SLL hicrelerinde intraselltler ZAP-70 ekspresyonu. Lésemik
hiicrelerde >%20 ZAP-70 ekspresyonu negatif prognostik deger tasir.
ZAP-70 ekspresyonunun da IgVy mutasyonel durumu yerine

kullanilabilecek bir belirleyici oldugu diusuntlmektedir.
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d) Kromozomal anormallikler. CLL/SLL’ye 6zgu tek bir anomali yoktur.
Birka¢ anomali bildirilmistir ve bunlarin prognostik deger tasidigi
bildiriimektedir. 17p delesyonu kisa yagsam siresi ile koreledir ve bunu
119 delesyonu takip eder. 13q delesyonu saptanan olgularda ise
yasam suresinin daha uzun bulundugu séylenmektedir. 12. kromozom
trizomisinin normal karyotipten farkli olmayan bir sagkalima sahip
oldugu bildirilmistir (1, 2, 10).

Morfolojik transformasyon ve klinik progresyon

Hastalarin yaklasik %3 ile %20’sinde hastalik stabil kalmayabilir ve
blyuk hicreli lenfomaya ilerleyebilir, prolenfositik veya blastik
transformasyon gosterebilir veya Hodgkin lenfoma gelisebilir (17, 20).

Blyuk hucreli lenfomaya donismus CLL/SLL, Richter sendromu
olarak tanimlanan yuksek dereceli neoplazidir (18, 20). Bu degisiklik kotu
prognoz ve kisa yasam suresi ile iligkilidir. Etkilenen hastalarda hizli biylyen
kitle, serum LDH yikselmesi ve B semptomlari vardir. Morfolojik 6zellikleri
diger buyuk B hicreli lenfomalara benzer gérinimdedir ve sentroblast veya
immunoblast benzeri hiicrelerden olusur (20).

Nadir olgularda, buyuk boélumi noduler sklerozan veya mikst selltler
tip Hodgkin lenfoma gelisebilir (17, 18). Hodgkin lenfoma komplikasyonu
gelismis hastalarda prognoz kétudur, ancak diffiz buyik B hicreli lenfomaya

donusmus olgularin prognozundan daha iyidir.

Ayirici tani

Ayiricl tanida g6z 6ntinde bulundurulmasi gereken birka¢ antite vardir.
Bunlar arasinda manson hicreli lenfoma (MCL), marjinal zon lenfoma,
Ozellikle lenf nodu tutulumu oldugunda diffiiz lenfoid hiperplaziler ve bazi
Hodgkin lenfoma tipleri yer alir (17, 20).

CLL/SLLyi, iyi hazirlanmig preparatlarda hiicresel ayrintiyr gbz éniine
alarak mangon hcreli lenfomadan ayirmak gereklidir. Bu ayirim oldukca
onemlidir. Clnki bu antitenin klinik gidisi ve tedavisi farkliliklar

gostermektedir. CLL/SLL’de neoplastik lenfositler yuvarlak ve dizgin nukleer
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membrana sahip iken, MCL'de hafif veya belirgin nikleer dizensizlik izlenir.
CLL/SLL’nin tersine MCL’de hucresel proliferasyon monotondur, nadiren
zeminde histiositler bulunur. Lenf nodu tutulumu oldugunda CLL/SLL’de
genellikle pseudofolliktller vardir. MCL’'de ise pseudofollikiller nadiren
bulunur ve bu olgularin prognozu CLL/SLL’ye benzer. Her ikisinde de mitotik
aktivite diisuiktiir. immunolojik calismalar bu iki antiteyi ayirmada yardimcidir.
CLL/SLL neoplastik hiicreleri CD20, CD5 ve CD23 pozitif, cyclinD1 negatiftir.
MCL ise CD20 ve CD5 pozitif, CD23 negatiftir; ayrica cyclinD1 ekspresyonu
izlenir (17, 20, 23).

Marjinal zon lenfomayi da ayrici tanida akilda tutmak gereklidir.
Marjinal zon lenfomada neoplastik hticreler ki¢ik, buklimli nukleer
konturlara sahip ve genis, seffaf sitoplazmali hiicrelerdir. Bu hiicreler
immunohistokimyasal olarak CD5 ve CD23 negatiftirler (17).

Her ikisinde de kuc¢ik mattr gérinumli lenfositlerin diffliz
proliferasyonu izlendiginden, diffiiz interstisiyel hiperplaziyi CLL/SLL'den
ayirmak gereklidir. Reaktif follikillerin, agik sinUslerin ve genislemis
interfolliktiler alanlarin bulunmasi, perikapstler infiltrasyonun ise
bulunmamasi reaktif lenf noduna ait degisikliklerdir. Hemen hemen tim
CLL/SLL olgularinda izlenen pesudofollikiiler proliferasyon merkezleri reaktif
lenf nodunda gozlenmez. Ayrica, reaktif sirecte kiiclk lenfositler T hiicre
fenotipi sergilerken, CLL/SLL de B hiicre kdkenlidir (17, 20).

CLL/SLL ile noduler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma veya
lenfositten zengin Hodgkin lenfoma arasinda ayirici tani yapmak gerekebilir.
Bu iki Hodgkin lenfoma turiinde diagnostik Reed-Sternberg hicreleri nadirdir
veya bulunmayabilir. Bunun yaninda bazi CLL/SLL olgulari Reed-Sternberg
hicrelerinden ayrilamayan hucreler igerebilir. Baylik nodullerin varhgi ve
germinal merkezlerin progresif transformasyonu noduler lenfosit predominant
Hodgkin lenfomayi pseudofolliktlleri bulunan CLL/SLL’den ayirmada
yardimci olabilir. Nadir olgularda CLL/SLL ile lenfositten zengin Hodgkin
lenfoma arasinda morfolojik ayirici tani yapmak imkansizdir. Bu durumda

immunolojik belirleyiciler yardimci olur (17).
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immun belirleyiciler

ZAP-70

Zeta zinciri iligkili protein-70 geninin (ZAP-70) Grind olan ve ayni adla
anilan protein, 70 kDa agirhidinda olup tirozin kinazlarin Syk ailesinin bir
dyesidir (3, 4, 6, 24). Normalde T htcre ve NK hucrelerinden eksprese edilir.
T hicre sinyal iletimi yani sira T hiicre gelisimi ve diferansiyasyonunda da
kritik role sahiptir (2, 7, 10, 24, 25). Normal B lenfositlerde bulunmaz. Ancak
yakin tarihli calismalarla normal tonsil ve dalaktaki aktif B fenotipli hiicreler ile
kemik iligi pro-B hiicrelerince eksprese edildigi anlasilmig, ayrica CLL ve B
hiicreli akut lenfoblastik I16semi hicrelerinde saptanmigtir (24, 26). Akciger ve
barsak epitel hiicrelerinde de ZAP-70 ekpresyonu varligi bilinmektedir.

ZAP-70 2g11.2 yerlesimli, G¢ fonksiyonel etki alanina sahip, 14
eksondan olugsan bir gendir. Bu etki alanlari amino teminal ucta ardisik iki Src
homolog 2 (SH2) etki alani ve karboksi terminal ugta bir tirozin kinaz etki
alanidir (6, 24).

ZAP-70 oOncelikle T hiicre reseptor sinyal baglangicinda ve
sonrasinda T hicre aktivasyon, apoptoz ve migrasyonunda gorev alir. Kotu
seyirli CLL/SLL’de B hticre reseptor sinyaline karistigi da anlagiimigtir.
CLL/SLL hastalarinda artmis B hicre reseptdr (BCR) sinyali ZAP-70
ekspresyonu ile iligkilidir. Defektif BCR sinyali, ZAP-70 negatif hastalarda
gozlenir (24, 27).

CLL tanili, IgVy gen mutasyonu gosteren olgularin buyik kisminin
ZAP-70 negatif, mutasyonsuz formlarin buyudk kisminin ise ZAP-70 pozitif
saptandigi calismalar mevcuttur. Flow sitometrik ¢calismalarda saptanan
ZAP-70 ekspresyonu ile IgVy mutasyon durumu arasinda korelasyon oldugu
iddia edilmekte, boylece ZAP-70 ekspresyonunun IgVy mutasyonel durumu
ile esdeger bir prognostik degere sahip olabilecegi dusunulmektedir (2, 4,
7,10, 28).

ZAP-70’in 16semik hicrelerdeki ekspresyonu Western blot, kantitatif
RT-PCR, immunohistokimya ve flow sitometri gibi farkli metodlarla
saptanabilir (28).
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ZAP-70 ekspresyonunun kemik iligi tutulum paternleriyle iligkisi oldugu
one surulmektedir. Kemik iliginde diffuz infiltrasyonun izlendigi I6semi
olgularinda ZAP-70 ekspresyonun gucliu pozitif, interstisiyel tutulumda
degisken oranlarda pozitif ve noduler tululumda ise negatif oldugu
saptanmigtir (24). CLL'de kemik iliginin diffiz tutulumunun kot prognozla
iligkili oldugu bildirilmektedir (18).

CD38

CD38, dnceleri timositlerin ytizey antijeni olarak tanimlanmigtir. Daha
sonra B hicrelerin ylzeyinde, monositlerde ve NK hicrelerinde bulunmustur.
CD38'in Aplysia californica olarak adlandirilan bir deniz yumusakgasindaki
enzimle %30 amino asit benzerligi gosterdigi saptanmigtir. Bu enzim Ca™
mobilizasyonunu saglayan siklik ADP-riboz (CADPR) Uretir. CD38 benzer
enzimatik 6zellikler gbsteren ancak, Aplysia’nin tersine hem siklaz hem de
hidrolaz aktivitesi bulunan cift fonksiyonlu bir ektoenzimdir. Hiicre membrani
ve intraselltler yerlesimli CD38, farkli dokularda da saptanmistir (29).

45 kDa agirhginda transmembrandz bir glikoprotein olan CD38’in
enzimatik aktif bolgesi hiicre digindaki uzun kismidir. Ayrica
transmembrandz ve intrasitoplazmik iki bélgeye daha sahiptir. Bu molekdl
dimer ve tetramerler olugsturmaya egilimlidir. Bu oligomerler CD38’in
enzimatik Uriind olan cADPR’in transportunda gorevlidir. CD 38'’in diger
molekdil formlari myelom ve bazi diger maligniteleri olan hastalarin viicut
sivilarinda bulunan ¢ozinur 6zellikteki 39kDa’luk formu ve X'e bagli
agammaglobulinemili hastalarin serumunda bulunan 78kDa’luk formudur (29,
30).

Onceleri yalnizca hiicre yiizeyinde oldugu diisiiniilen CD38,
simdilerde hucre icinde mitokondri, endoplazmik retikulum, nikleer zarf ve
sitozol gibi farkli lokalizasyonlarda da saptanmistir (29).

CD38, immattr B hiicre progenitérleri, bazi germinal merkez hucreleri
ve aktive lenfositler yani sira plazma hicrelerinde eksprese edilirken, matur
B hicrelerinde oldukga zayif ekspresyon sz konusudur. Bu ekspresyon

paterni lenfosit gelisiminin farkli evrelerini belirlemede kullanilabilir. Goz,
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karaciger, pankreas, beyin, akciger ve prostat gibi hemopoetik sistem
digindaki dokularda da CD38 ekpresyonu bulunmustur (29).

CLL/SLL’ de prognostik 6nemi olan IgVy mutasyonu ile CD38 arasinda
korelasyon oldugu sdylenmektedir. CD38’in negatif prognostik faktér oldugu
ve mutasyonsuz IgVy genine sahip CLL/SLL hastalarinda eksprese edildigi
gozlenmistir (29, 30). CD38 ekspresyonu ile kompleks sitogenetik anomaliler
arasinda da korelasyon oldugu bildiriimektedir. 13q delesyonu ile CD38
negatifliginin, 11q ve 17p delesyonu ile de CD 38 pozitifliginin korele oldugu

One surulmektedir (10).

Fas / Fas Ligand

Fas (APO-1/CD95) tumor nekroz faktor (TNF) reseptor ailesinin bir
dyesi olan 45 kDa'luk tip | membran glikoproteinidir. Aktive T ve B lenfositler,
NK hiicreler ve myeloid hticreler gibi degisik hiicreler tarafindan yaygin
olarak eksprese edilir (31- 33). Bunun diginda hepatositler yani sira renal
tubular hicreler ve Uroteliyal epitel gibi degdisik epitelial hiicrelerde eksprese
edildigi bildirilmistir (22). Fas, dogal ligandi olan Fas ligand (Fas L)
araciligiyla kompleks kaspaz kaskadi boyunca apoptozisi indukler (31, 32,
33).

Fas L, TNF iliskili tip I membran molekulidir ve aktive T ve NK
hicrelerinde, aktive makrofajlarda, notrofillerde ve bazi epitelial hiicrelerde
eksprese edilir (31). Testiste Sertoli hiicrelerinde ve gozin epiteliyal
hicrelerinde de gozlenir (33). Bu son iki alan, aktive lenfositlerin Fas iligkili
apoptozis yoluyla ortadan kaldirildigi alanlar oldugundan bagisiklik sisteminin
ayricalikl alanlari olarak bilinir (31). Elde edilen bulgular, Fas L
ekspresyonunun bu ayricalikl alanlarda gelisebilecek timarlere kargi
bagisiklik sisteminin yanit vermesini engeller nitelikte oldugu yonundedir.
(36). Melanom, hepatoselliler karsinom, akciger karsinomu, mide karsinomu,
0zofagus karsinomu, kolon karsinomu ve kolon karsinomunun karaciger
metastazi gibi bazi malign neoplastik stireclerde Fas L ekspresyonu
gosterilmistir. (34- 36).
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CLL/SLL’nin Klinik gidisi ve patofizyolojisinde en belirgin etkenin
apoptozisin disregilasyonu oldugu bildiriimektedir (14). CLL/SLL’'de
apoptozis induksiyonunda Fas/FasL etkilesiminin roli halen
aciklanamamigtir. Serum ¢6zunur Fas dizeyi yuksek olan (>6ng/ml)
CLL/SLL hastalarinda sagkalim suresinin diguk olan hastalara gére daha
kisa oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (14, 15). Yuksek Fas
dizeyinin lenfadenopati ve splenomegali ile birlikte kisa sagkalim siresi ile
iligkili oldugu; hastalgin hizl ilerlemesinde timaor hicrelerinin maruz kaldigi

apoptozis blogunun kritik 6nemi oldugu soéylenmektedir (11).

Bu calisma, kronik lenfositik I16semi/kicik lenfositik lenfomada
(CLL/SLL) hizli progresyon ve agresif gidisle iligkileri son yillarda cesitli
calismalarla belirlenen zeta associated protein-70 (ZAP-70) ve CD38
proteinleri ile, T-hiicre apoptozisini indukleyip T-hicrelerin timore kargi
immun yanit vermelerini kisittamak suretiyle timor hticrelerinde apoptozisi
engelledigine ve s6z konusu timérde koti prognostik indikator olduguna
iliskin kuskular bulunan Fas ve bunun ligandi olan Fas ligand (FasL)
arasindaki olasi iligkileri degerlendirmek ve bunlarin ekspresyonunun kemik
iligi tutulum paternleri ile baglantisi olup olmadigini ortaya koymak amaciyla

planlanmigtir.

19

«onc™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.
* To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



GEREC VE YONTEM

Olgular

Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dali ve Manisa Devlet
Hastanesi’'nde 2000-2008 yillar1 arasinda kemik iligi biopsisiyle tanilari
konmus 50 CLL/SLL olgusu ¢alismaya alindi. Olgularin yas, cinsiyet, lenf
nodu tutulumu ve eslik eden diger patolojik tanilar gibi bilgileri klinik istem
formlarindan ya da dosyalarindan elde edilerek kaydedildi.

H&E ile boyali doku preparatlari tekrar gézden gecirilerek kemik iligi
tutulum paternleri (diffiz, noduler, interstisiyel) belirlendi. Gerek doku
preparatlarindaki histopatolojik 6zellikler ve gerekse Giemsa ile boyanmig
aspirasyon ve imprint preparatlardaki hiicre 6zellikleri gozden gecirildikten
sonra her bir olgu icin CD3, CD5, CD10, CD20, CD 23, CD43, bcl-2 ve
cyclin-D1 ekspresyonlari degerlendirilerek tanilar dogrulandi.

immunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Olgularin bloklarindan elde edilen yeni kesitlerde ZAP-70, CD38, Fas
ve FasL ekspresyonu, pozitif ve negatif kontroller de kullanilarak streptavidin-
biotin peroksidaz yontemiyle arastirildi.

24 saat Hollande fiksatifinde tespit edildikten sonra 48 saat glasiyal
asetik asitte dekalsifiye edilip ardindan rutin yontemlerle takip edilmis ve
parafine gdbmulmus dokulardan hazirlanan bloklardan elde edilen 4 p
kalinhgindaki yeni kesitler poly-L-Lizinle kapli lamlar tizerine alindi. 55°C
sicakhgindaki ettivde 16 saat bekletilen lamlar ksilol ile deparafinizasyon ve
alkol ile rehidratasyon igleminden sonra ¢cesme suyu ve distile su ile yikanip
endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla 10 dakika %3’lUk
hidrojen peroksidaz solisyonunda bekletildi. Cesme suyu ve distile suda

yikanan kesitler sitratli tampon solusyonu (pH=6.0) icinde 3 dakika basincli

20

«onc™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.
=‘ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



tencerede kaynatilarak oda sicakligina sogutuldu. Cesme suyu ve distile
suda yikandiktan sonra 4 farkli kap icindeki Tris tampon solisyonunda (TBS)
(pH=7.6) 3’er dakika bekletildi. Ardindan tim immunohistokimyasal
belirleyiciler icin non-spesifik zemin boyasini dnlemek icin oda i1sisinda 10
dakika protein blokaji (protein blok, DAKO, X0909) yapildi ve primer antikor
uygulamasina gecildi.

Kesitlere insan CD38 proteini ekstrasellller etki alanina yonelik
predilie monoklonal fare antikoru CD38 Ab-1 (38C03) (Neomarkers, ABD,
MS-983-R-7, Lot:983R704A) 60 dakika, ZAP-70 proteinine yonelik predilie
monoklonal fare antikoru ZAP-70 Ab-1 (2F3.2) (Neomarkers, MS-1911-R-7,
Lot:1911R712C) 60 dakika, Fas (CD95) proteinine yonelik prediliie poliklonal
tavsan antikoru Fas Ab-4 (GM30) (Neomarkers, RB-1517-R7,
Lot:1517R602A) 30 dakika ve Fas Ligand peptidine yonelik predilie spesifik
tavsan antikoru Fas Ligand (Neomarkes, RB-9029-R7, Lot:9029R601A) ile
30 dakika inkiibasyon uygulandi.

Kesitler, TBS (pH=7.6) ile 4 kez yikandiktan sonra sekonder antikor
islemi igin sirasiyla biotinylated goat antimouse (Lab Vision) ve streptavidin-
peroksidaz (Lab Vision) solusyonlarinda 20 dakika inkibe edildi.
inkiibasyonlar arasinda yine TBS (pH=7.6) ile 4 kez yikandi.

Daha sonra kesitler kromojen olarak diaminobenzidin (DAB, Lab
Vision) soliisyonunda 15 dakika bekletilip distile suda 3 dakika yikandi.
Asitsiz ve alkolsiiz Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra
cesme suyu ve distile suda 3’er dakika yikandi. Alkollerden ve kurutulduktan
sonra seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirilen lamlar Entellan® (Merck
and Co, Berlin) ile kapatild1.

Uygulama sirasindaki tum inkiibasyonlar oda sicakliginda, nemli ve
kapali bir ortamda yapild1.

Boyanma oranlarinin saptanmasi

Tum degerlendirmeler standart isik mikroskobunda yapildi.
Her bir preparat kor olarak iki ayri patolog tarafindan (DKC ve Al)
degerlendirildi. ZAP-70 i¢in sitoplazmik boyanma, CD 38 icin hiicre
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membrani boyanmasi, Fas icin hiicre membrani boyanmasi ve Fas ligand
icin sitoplazmik ve membrandz boyanma dikkate alindi. Skorlama iglemi,
boyanmanin en yogun oldugu timor alanlarinda birbirine komgu 500 timaor
hicresinin sayllmasi ve bunlar icerisinde boyananlarin boyanma
gostermeyenlere oranlarinin hesaplanmasiyla yapildi. Bulunan oranlar Zap70
ve Fas icin <%25 ise 0; %25-50 arasindaysa 1; %51-75 arasindaysa 2 ve
>0%75 ise 3 puan verilerek skorlandi. CD38 ve Fas Ligand icin ise ayni
puanlar sirasiyla <%10; %11-20; %21-30 ve >%30 oranlari i¢in uygulandi.
Bulunan skorlar ayri ayri kaydedildikten sonra her bir antikor i¢in elde edilen
degerler gozlemciler arasi yeniden uretilebilirilik agisindan t-testi ile
degerlendirildi ve aralarinda anlamli bir farklilik saptanmadi (tumu icin
P>0.05). Daha sonra, her iki patologun saptadigi skorlarin ortalamasi
alinarak ve matematiksel kurallara gore en yakin tam sayiya yuvarlama

yapilarak, istatistiksel calismaya esas teskil edecek skor degerleri elde edildi.

istatistiksel De gerlendirme

istatistik calismalari SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
13.0 for Windows programi kullanilarak yapildi. Farklilik hesaplamalarinda
paired samples t-test, korelasyon hesaplamalarinda Pearson korelasyon testi

ve sagkalim istatistiklerinde Kaplan-Meier testi kullanildi
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BULGULAR

Bu calismada sekiz senelik sire icerisinde tani alan toplam 50

CLL/SLL olgusu kemik iligi infiltrasyon paterni yani sira ZAP-70, CD38, Fas

ve Fas ligand ekspresyonu agisindan incelendi. Ayrica bu parametrelerin 2-

88 aylik (ort. 23.68+19.63) izlem siresi icerisinde sagkalim ile iligkileri

arastirildi.

Demografik veriler

Olgularin onyillara gére yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 1'de, yukarida

belirtilen parametreler acisindan dokiimu ise Tablo 2'de sunulmaktadir.

Olgularin en genci 49, en yaslisi 82 yasinda idi (ort. 64.82+9.71). En buyuk

olgu grubunun altinci ve sekizinci onyillarda bulundugu gorildu. Olgularin

21'i kadin, 29'u erkekti.

Tablo 1. Olgularin yas ve cinsiyet dagilimi
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TOPLAM | TOPLAM
OLGU SAYISI
(%)
ONYIL
Kadin Erkek

40-49 0 1 1 2

50-59 7 9 16 32

60-69 4 9 13 26

70-79 9 8 17 34

80-89 1 2 3 6
TOPLAM | 21(%42) | 29 (58%) 50 100
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Tablo 2. Olgularin tim parametrelere gore dokimi

Olgu | KIE| Y& | Patern Tedavi Prognoz ZAP-70 CD38 Fas Fas L
skoru skoru skoru skoru
1 E 57 | Difflz Kemoterapi| EX 1 0 0 0
2 E 54 | Difflz Kemoterapi| Remisyor 0 0 3 0
3 E 77 | Diffiz Kemoterapi| Remisyor 2 0 2 0
4 E 57 | Difflz Kemoterapi| Remisyor 1 0 2 0
5 E 80 | Diffuz ? ? 0 0 3 1
6 K 56 | Interstisiyel [} Remisyon 1 0 0 1
7 E 73 | Interstisiyel | Kemoterapi Remisyol 1 1 2 0
8 E 63 | Nodiler Kemoterap|] Remisyoh 2 1 2 2
9 K 72 | interstisiyel | Kemoterapii Remisyor 3 2 2 1
10 K 67 | Interstisiyel | Kemoterapi| Remisyor 3 0 3 1
11 K 82 | interstisiyel [} Remisyon 3 0 3 1
12 K 62 | Interstisiyel | Kemoterapi| Remisyor 2 0 2 0
13 K 58 | interstisiyel [} Remisyon 1 0 1 0
14 K 52 | Interstisiyel | Kemoterapi| Remisyor 0 0 3 1
15 E 73 | Noddler [4) Remisyor 0 0 3 0
16 K 77 | Difflz Kemoterapi| Remisyon 0 0 2 0
17 K 63 | Nodiler Kemoterapi Ex 2 0 1 1
18 K 74 | Interstisiyel | Kemoterapi| Ex 3 0 3 0
19 E 60 | Interstisiyel [} Remisyon 2 0 2 1
20 E 76 | Interstisiyel | Kemoterapi| Ex 1 0 2 0
21 E 62 | Nodduler [} Remisyor 1 0 2 1
22 E 63 | Diffuz ? ? 0 0 2 0
23 K 52 | Nodiiler ? ? 0 0 3 0
24 K 72 | Noduler Kemoterapi Remisyon 1 0 3 0
25 K 72 | Diffuz ? ? 0 0 3 0
26 K 61 | Diffuz ? ? 1 0 2 1
27 E 49 | Noduler [} Remisyor 0 0 2 0
28 K 54 | Noduler Kemoterapi Remisyon 1 0 3 0
29 E 50 | Interstisiyel | Kemoterapi| Remisyor 1 0 3 0
30 K 79 | Difflz Kemoterapi| Remisyon 2 0 3 1
31 E 53 | Nodiler Kemoterap] Remisyon 3 0 1 0
32 K 73 | Interstisiyel [} Remisyon 0 0 1 0
33 E 57 | Nodiler Kemoterap] Remisyon 0 0 3 0
34 E 77 | Diffuz ? ? 0 0 1 0
35 K 68 | Nodiuler Kemoterapi Remisyon 0 0 3 1
36 E 74 | Interstisiyel ? ? 1 0 2 0
37 E 80 | Interstisiyel | Kemoterapi| Remisyor 0 0 3 1
38 E 76 | Diffuz ? ? 1 0 3 2
39 E 70 | Interstisiyel ? ? 1 0 2 1
40 K 53 | Interstisiyel | Kemoterapi| Remisyor 2 0 3 2
41 E 60 | Interstisiyel ? ? 0 0 3 1
42 E 54 | Diffuz ? ? 0 0 3 0
43 E 64 | Diffuz Kemoterapi| Remisyor] 1 0 3 1
44 E 53 | Diffuz ? ? 1 3 2 0
45 E 52 | Interstisiyel ? ? 1 0 3 3
46 K 54 | Nodiiler ? ? 0 0 3 1
47 K 73 | Diffuz ? ? 0 0 2 0
48 E 62 | Nodiler ? ? 3 3 2 1
49 E 73 | Interstisiyel ? ? 2 3 2 3
50 E 68 | Diffuz ? ? 3 2 2 2
24
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Kemik iligi Tutulum Paterni

Olgularin 17’sinde (% 34) diffiz, 20’sinde (%40) interstisiyel ve 13'U
nde (%26) noduler tutulum gézlendi. Kemik iligi tutulum paternlerinin
histopatolojik gorinimui Resim 1'de ve olgularin kemik iligi tutulum paternleri
acisindan dagihmi Tablo 3'de gosterildi.

Resim1: Kemik iligi tutulum paternleri: a) diffliz, b) interstisiyel ve ¢) noduler

tutulum.

Tablo 3. Olgularin kemik iligi tutulum paternleri acisindan dagilimi

PATERN OLGU SAYISI ORAN (%)
Diffiiz tutulum 17 34
interstisiyel tutulum 20 40
Nodduler tutulum 13 26
TOPLAM 50 100

immunohistokimyasal Boyanma Ozellikleri

Ortalama boyanma skorlart ZAP-70 i¢in 1.02+0.979, CD38 i¢in
0.30+0.814, Fas igin 2.28+0.809 ve FasL i¢in 0.64+0.802 olarak saptandi
(Tablo 4). Paternler esas alinarak elde edilen boyanma skorlari ortalamalari
ise, diger bazi parametrelerle birlikte Tablo 5’te verildi.
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Tablo 4. Antikorlarin ortalama boyanma skorlar £ standart sapma

ANTIKOR

ZAP-70

CD38

Fas

Fas ligand

SKOR £ SS

1.02+0.979

0.30+0.814

2.28+0.809

0.64+0.802

Tablo 5. Kemik iligi tutulum paternlerine gére ortalama boyanma skorlar ve

diger tanimlayici veriler

Olgu | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama
sayisl | yas izlem ZAP-70 CD 38 Fas FasL
suresi-ay | skoru skoru skoru skoru
Diffiz 17 66.82 30.29 0.76 0.35 2.24 0.41
interstisiyel | 20 64.75 21.20 1.35 0.30 2.30 0.85
Noduler 13 62.83 28.77 1.00 0.46 2.38 0.62
TOPLAM 50 64.82 26.18 1.02 0.36 2.28 0.64

ZAP-70, CD38, Fas ve Fas L boyanma oranlarinin karsilastirmasinda,

boyanma oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamh farklihk saptandi (Tablo

6).

Tablo 6. Antikorlarin boyanma skorlari arasindaki farkliliklar agisindan

kargilastiriimasi sonucu elde edilen P degerleri (paired samples t-test)

ANTIKOR ZAP-70 CD 38 Fas Fas ligand
ZAP-70 X <0.001 <0.001 0.013
CD 38 <0.001 X <0.001 0.014
Fas <0.001 <0.001 X <0.001
Fas ligand 0.013 0.014 <0.001 X

istatistiksel calismalarda, ZAP-70, CD38 ve FasL boyanma skorlari

arasinda pozitif korelasyon saptanirken, Fas ile diger U¢ belirleyici arasinda

korelasyon gorulmedi (Tablo 7).

=,

e
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Resim 2: ZAP-70 ile boyanma oranlari: a) <%25 pozitif, b) %25-50
pozitif, c) % 51-75 pozitif, d) >%75 pozitif.

Boyanma skorlari dikkate alinarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede ZAP-70 ekspresyonunun (Resim 2) diffiiz tutulumda,
interstisiyel ve nodiler tutuluma gore anlamli bigcimde fazla oldugu saptandi
(sirastyla P=0.029 ve P=0.037, Tablo 8).
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Tablo 7:Antikorlarin boyanma skorlari arasindaki korelasyonu arastirmak icin

yapilan Pearson korelasyon testinden elde edilen P degerleri

ANTIKOR ZAP-70 CD 38 Fas Fas ligand
ZAP-70 X 0,002 0,262 0,023
CD38 0,002 X 0,368 0,021
Fas 0,262 0,368 X 0,272

Fas ligand 0,023 0,021 0,272 X

Tablo 8. ZAP-70 boyanma skorlarinin kemik iligi tutulum paternlerine gére

kargilastiriimasindan elde edilen P degerleri (paired samples t-test)

Diffiiz interstisiyel Noduler
Diffiz X 0.029 0.037
interstisiyel 0.029 X 0.327
Noduler 0.037 0.327 X

Boyanma skorlari dikkate alinarak yapilan istatistiksel

degerlendirmede CD38 ekspresyonu (Resim 3) ile kemik iligi tutulum

paternleri arasinda anlamli bir iliski g6zlenmedi (P>0.05, Tablo 9).

Tablo 9. CD38 boyanma skorlarinin kemik iligi tutulum paternlerine gore

karsilastiriimasindan elde edilen P degerleri (paired samples t-test)

Diffiiz interstisiyel Nodiiler
Diffiz X 0.548 0.111
interstisiyel 0.548 X 0.513
Noduler 0.111 0.513 X

Boyanma skorlari dikkate alinarak yapilan istatistiksel

degerlendirmede Fas ekspresyonu (Resim 4) ile kemik iligi tutulum paternleri
arasinda anlamli bir iligki g6zlenmedi (P>0.05, Tablo 10).

28

™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.

SONIC,
=~{ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



Resim 3: CD 38 boyanma oranlari: a) <%10, b) %11-20, c) %21-30,

d) >%30

Tablo 10. Fas boyanma skorlarinin kemik iligi tutulum paternlerine gore

kargilastiriimasindan elde edilen P degerleri (paired samples t-test)

Diffliz interstisiyel Nodiiler
Diffiz X 0.737 0.636
interstisiyel 0.737 X 0.461
Noduler 0.636 0.461 X
29

S@ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.

To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com




Resim 4: Fas boyanma oranlari: a) <%25 pozitif, b) %25-50 pozitif,
c) % 51-75 pozitif, d) >%75 pozitif.

Boyanma skorlari dikkate alinarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede FasL ekspresyonu (Resim 5) ile kemik iligi tutulum
paternleri arasinda da anlamh bir iliski g6zlenmedi (P>0.05, Tablo 11).
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Resim 5: Fas ligand boyanma oranlari: a) <%10 pozitif, b) %11-20
pozitif, ¢) %21-30 pozitif, d) >%30 pozitif.

Tablo 11. Fas boyanma skorlarinin kemik iligi tutulum paternlerine gore
kargilastiriimasindan elde edilen P degerleri (paired samples t-test)

Diffliz interstisiyel Nodiiler
Diffuz X 0.422 0.427
interstisiyel 0.422 X 0.549
Noduler 0.427 0.549 X
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50 olgudan izlemleri eksiksiz olan 32 hasta lGizerinde yapilan sagkalim
analizlerinde ortalama sagkalim siresi 43.521+6.169 ay (%95 guvenilirlik
arahgr: 31.430-55.612 ay) olarak saptandi. 32 hastanin dérdiinin 19-32 ay
arasinda degisen surelerde oldugu goruldi (Sekil 1). ikisi kadin ve ikisi erkek
olan bu hastalarin yaglari 57-76 arasi degismekteydi. Biri difftiz, bir noduler
ve kalan ikisi ise interstisiyel kemik iligi tutulumu gosteren bu hastalarin
tumundn kemoterapi almis olmalarina karsin kaybedildikleri géraldi. Bu
hastalar icin elde edilen Zap-70, CD38, Fas ve FasL boyanma skorlariyla

Olum arasinda anlamli bir iligki g6zlenmedi.

Sekil 1: Prognozlari hakkinda bilgi edinilebilen 32 olguda kiimulatif sagkalim
grafigi (Kaplan-Meier)
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TARTISMA

B hicreli CLL/SLL bati Glkelerinde en sik izlenen l6semi tipi olup,
degisken Klinik gidise sahip lenfoid bir malignitedir (7, 10). Erkeklerde iki kat
daha fazla goérilen bu timoriin ortalama ortaya cikis yasi 65'tir (18).
Calismamizda degerlendirilen 50 olgunun yaglari (ortalama 64.82+9.71) ve
cinsiyetleri (%58 erkek, %42) genel olarak kaynakcayla uyumlu kabul
edilebilir.

Ortalama yasam suresinin yaklasik on yil oldugu belirtilen bu
hastalikta prognoz bireyden bireye farkhliklar gostermektedir (4). Bazi
hastalar sessiz ve progresyon gostermeyen bir klinik ve uzun sagkalim
suresine sahip iken, hizli ilerleyen klinik 6zellikler ve erken tedavi gerektiren
oldukca agresif seyirli hasta grubunun da olmasi dikkat ¢ekicidir (2, 3, 5, 6).
Rai ve Binet evreleme sistemleri yani sira lenfosit katlanma zamani, serum
32 mikroglobulin dizeyi, ¢c6ztntr CD23, serum timidin kinaz, kemik iligi
histolojisi ve sitogenetik anomaliler gibi parametreler prognostik belirleyiciler
olarak kullaniimaktadir. Ancak bu parametreler 6zellikle erken evredeki
CLL/SLL olgularinda, stabil veya progresif formlari ayirmakta yetersiz
kalmaktadir. (11, 13)

Ig agir zincir degisken bolge somatik mutasyonunun varhgi veya
yoklugu CLL/SLL’nin iki alt grubunu belirlemede kullanilabilecek en guvenilir
prognostik faktordir. IgVy gen mutasyonu bulunduran olgularin prognozu iyi
olup tedavi gerektirmezler. Mutasyonsuz IgVy gen bulunduran olgularda ise
sagkalim siresi ve tedaviye yanit azalmistir (3, 6, 37). IgVy mutasyon
analizinin rutin laboratuvarda kullaniminin oldukc¢a zor ve pahali olmasi,
mutasyonun varhgini/yoklugunu gosterebilecek yeni tetkikler bulma
gereksinimini dogurmustur (10, 13). Zupo ve arkadaslari CLL/SLL
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hastalarinin lenfositlerdeki CD38 ekspresyonu temelinde alt gruplara
ayrilabilecegini rapor etmiglerdir (38). Damle ve arkadaglari ¢calismalarinda
yiuksek CD38 ekspresyonu gosteren CLL/SLL hastalarinda IgVy mutasyonu
bulunmadigini, distik dizeylerde CD38 ekspresyonu gosterenlerde ise IgVy
mutasyonu ve iyi prognoz arasinda korelasyon bulundugunu saptamislar ve
CD38’'in CLL/SLL’de IgVy mutasyonel durumu yerine kullanilabilecek bir
belirleyici olarak kullanilabilecegini 6ngérmuslerdir (39). CD38’in bu
prognostik degeri diger yazarlar tarafindan da konfirme edilmektedir (8, 11).
Ayrica Chevallier ve arkadaglari I6semik hticreleredeki CD38
ekspresyonunun hastalik strecinde degigkenlik gésterebilecegini 6ne
stirmustir (40). ibrahim ve arkadaslarinin 218 olguluk calismalarinda flow
sitometrik olarak %20 veya daha cok malign hiicrede CD38 ekspresyonu
g0Ozlenen olgularda prognozun kétu ve %20°’den daha az hiicrede CD38
ekspresyonu izlenen olgularda ise prognozun iyi oldugu bulunmus ve buna
dayanarak CLL/SLL olgularinin prognostik olarak iki farkli alt gruba
bolunebilecedi savlanmigtir (41). Morabito ve arkadaslari ise, %30 Uzerinde
CD38 ekspresyonu gdzlenen olgularin, IgVy mutasyonsuz konfigirasyonu ile
iligkili oldugunu bildirmislerdir (9). CD38 ekspresyon pozitifligi, CLL/SLL’deki
diger negatif prognostik belirleyiciler ile korelasyon gostermektedir. Bunlar
ZAP-70, sitogenetik anomaliler, cozinir CD23, ¢ozunir 2 mikroglobulin,
p53 fonksiyonu ve hiicre boyutudur (30). Domingo-Domenech ve arkadaglari
CD38 pozitifligi gosteren hastalarin, CD38 negatif hastalara gore daha sik
tedavi gereksinimi oldugunu saptamislardir (42). Ayrica Ottagio ve
arkadaslari CD38 ekspresyonu ile kompleks sitogenetik anormallikler
arasinda korelasyon bulundugunu bildirmiglerdir (43).

Son zamanlarda ZAP-70’in IgVy mutasyon durumu yerine
kullanilabilecegi, agresif klinik gidis gosterecek hastalari belirlemede
yardimci olabilecegi Gizerinde de durulmaktadir (2, 44). Normalde B
lenfositlerde eksprese edilmeyen bu belirleyici, CLL/SLL hticrelerinde
saptanmigtir. ZAP-70 yalnizca IgVy mutasyonel durum belirleyicisi degil, ayni
zamanda prognostik faktor olarak da yardimcidir ve hastalik siresince

ekspresyonunun stabil oldugu bildiriimistir (7, 45). immunohistokimyasal veya
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flow sitometrik olarak, %20 veya daha fazla |6semik hiicrede ZAP-70
pozitifligi gosteren olgularin mutasyonsuz IgVy gen ile iligkili oldugu, IgVy gen
mutasyonu izlenen olgularda ise %20'den az |[6semi hiicresinde ZAP-70
ekspresyonu saptanan calismalar bulunmaktadir (7). Wiestner ve arkadaglari
Western blot, RT-PCR ve immunohistokimyasal olarak saptanan ZAP-70
ekspresyon diizeylerinin IgVy mutasyonel durumunun ¢ok iyi bir belirleyicisi
olugunu soylemektedirler (46). Durig ve arkadaslari ZAP-70 pozitif hastalarin,
negatiflere gore yogun kemoterapi gereksindiklerini bildirmiglerdir (47). Hus
ve arkadaslar1 156 olguluk serilerinde ZAP-70 ekspresyonunun tedavinin
gerekli goruldugu hastalarda, tedavi gormeyenlerden daha fazla oldugunu
tespit etmiglerdir (7). Rosenwald ve arkadaslari ¢calismalarinda mutasyonsuz
IgVy'li CLL hastalarinda ZAP-70 asiri ekspresyonu gozlemislerdir (48). Diger
serilere gore oldukca yuksek olmakla birlikte, Orchard ve arkadaglari ZAP-70
pozitif CLL/SLL hastalarinda ortalama yasam suresinin 9.3 yil, negatif
hastalarda ise 24.4 yil oldugunu bildirmislerdir (2).

Goruldagua gibi, ZAP-70 asir ekspresyonu bagimsiz negatif prognostik
faktor olup, CD38 ekspresyonu ve IgVy gen mutasyon yoklugu ile koreledir
(49). CD38 ve ZAP-70 ekspresyonunu degerlendirmek, IgVy mutasyonel
durumunu belirlemekten daha ucuz ve zaman kazandirici bir yontemdir.
CLL/SLL’de flow sitometrik ZAP-70 ve CD38 kombine analizinin yapildigi bir
calismada, uniform negatif (CD38 negatif , ZAP-70 negatif) sonu¢ veren
hastalarda iyi prognoz, uniform pozitif (CD38 pozitif, ZAP-70 pozitif) sonu¢
veren hastalarda kott prognoz ve uyumsuz (CD38 pozitif, ZAP-70 negatif
veya CD38 negatif, ZAP-70 pozitif) sonu¢ veren hastalarda da intermediate
prognoz sergilendigi bildiriimektedir (5). D’Arena ve arkadaglari 157 olguluk
flow sitometrik calismalarinda her iki belirleyicinin de koti klinik ve biyolojik
Ozellikler ile korele olduklarini, ZAP-70 ve CD38 pozitif olgularin, negatif
olgulara gore daha kisa tedavisiz dénem gecirdiklerini ve hizl ilerlediklerini
one surmusler, ayrica ZAP-70’in CD38 ve mutasyonel durumdan daha gugcli
bir belirleyici oldugunu ve koti klinik gidisi belirlemede bu iki belirleyicinin
kombinasyonunun, yalniz ZAP-70 veya CD38’den daha kullanish oldugu

yoninde goérus bildirmiglerdir (5). Bizim calismamizda da bu iki belirleyici bir
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arada kullaniimis ve ZAP-70 ekspresyonu ile CD38 ekspresyonu arasinda
anlamh bir paralellik saptanmistir (P=0.002).

CLL/SLL’de kemik iligi biopsi materyalinde lenfoid infiltrasyonun
histolojik paterninin prognostik faktor olabilecegi sdylenmektedir. Diffiiz
infiltrasyon paternini kétl prognoz, diffiz olmayan (interstisiyel ya da noduler)
infiltrasyon paternini ise iyi prognozla iligkilendiren ¢alismalar bulunmaktadir.
Schade ve arkadaglari 35 olguluk ¢alismalarinda kemik iliginde difftiz
infiltrasyon gosteren l6semi hicrelerinde guc¢li ZAP-70 boyanmasi
saptamiglar, nodiler tutulum gdzlenen olgularin ZAP-70 negatif oldugunu
gozlemlemiglerdir. Ayni ¢calismada difflz tutulumlu olgularda IgVy mutasyonu
bulunmadigi, non-diffiz tutulumlarda ise IgVy mutasyonu izlendigi
saptanmigtir (12). Calismamizdaki olgularin %401 interstisiyel tutulum, %34’0
diffiz tutulum ve %26’s1 noduler tutulum sergilemekte olup ZAP-70
ekspresyonunun diffliz tutulum gosteren olgularda, noduler ve interstisiyel
tutulum gosteren olgulara gore istatistiksel olarak anlamli bicimde daha fazla
(sirasiyla P=0.037, P=0.029) oldugu saptanmistir. Kaynak¢cada CD38, Fas ve
Fas L ile kemik iligi tutulum paternleri arasindaki iligkiyi aragtiran
immunohistokimya temelli her hangi bir calismaya rastlanmazken, bizim
calismamizda boyle bir iligkiyi ortaya koyacak bulgular elde edilememisgtir.

Kaynakcada CLL/SLL'de Fas ve Fas L ekspresyonu ile ilgili yayinlar
da oldukca azdir. Fas ¢caligsmalarin buytk kismi da serumdaki ¢éziinebilir Fas
ile yapilmistir. CLL/SLL olgularinda yuksek Fas dizeyleri lenfadenopati,
splenomegali ve kisa sagkalim siresi ile korele olup bunun nedeninin
apoptozisin blokaji oldugu aciktir (11). Bu durumun Fas ve FasL'in T
hiicreleri apoptozise gétirmeleri sonucu bu hticrelerin timor hicrelerinin
cogalmasi uzerindeki baskilayici etkilerinin ortadan kalkmasi sonucunda
geligtigi dusunulmektedir. Groneberg ve arkadaslari ¢calismalarinda CLL/SLL
hastalarinin periferik kan T hicrelerindeki Fas ekspresyon diizeyinde artisin,
kotl prognoz ile korelasyon gosterdigini gbzlemlemislerdir (14). T
hiicrelerinde Fas upregulasyonu, T hucre reseptori ve sitokin bagimh
stimilasyondan sonra gozlenir. T hucrelerdeki Fas ekspresyonu artiginin,

CLL/SLL sonucunda gelisen immun yetmezlikten kaynaklanan kronik
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infeksiyonlarin surekli stimilasyonu ile gortlebilecegi ve dolayisiyla hastalik
progresyonun bir igareti olabilecedi 6ne surilmustir (14). Benzer ¢ikarimlar,
Fas’in etkinlesebilmesi icin sart olan FasL icin de yapilabilir. Bizim
calismamizda ZAP-70 ve Fas ekpresyonu arasinda anlamli bir iligki elde
edilememesine karsin, Fas L ekspresyonu ile ZAP-70 ve CD38 ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli paralellik saptanmistir (sirasiyla P=0.023,
P=0.021). ZAP-70 ve CD38 ile FasL ekspresyonu arasinda anlamli bir
benzerlik olmasina kargin Fas ekspresyonu ile bu benzerligin
bulunamamasinin 6nemli bir nedeni Fas ekspresyonunun
immunohistokimyasal agidan degerlendiriimesinde karsilasilan zorluk olabilir.
Bu belirleyici ile epiteliyal timérlerde yapilan ¢calismalarda membrantz
boyanmanin dikkate alindidi bilinmesine karsin, bizim calismamizda
degerlendirdigimiz CLL/SLL htcrelerinde membrandz/sitoplazmik ya da
yalnizca sitoplazmik bir boyanma gorulmesi nedeniyle degerlendirmenin
saglkh olmayabilecegi diisincesi uyanmistir. Fas ile CLL/SLL’de yapiimig
immunohistokimyasal calismalarin olmamasi, boyanmanin nasil
degerlendirilmesi gerektigi konusunda gucliuk ¢ikarmaktadir. Bu konuda
ileride yapilabilecek ¢aligmalar, soruna i1sik tutabilir.

izlemleri eksiksiz olan 32 hasta iizerinde yapilan sagkalim
analizlerinde ortalama sagkalim siresi olarak saptadigimiz 43.521+6.169 ay
(%95 guvenilirlik arah@r: 31.430-55.612 ay) kaynakcada bildirilenlerden daha
az gorunmektedir. Bu durum serimizdeki sayinin azligi ve olen hastalarin
gorece ¢oklugundan kaynaklaniyor olabilir. Benzer bigcimde, 6len hastalarda
calismanin geneline aykiri olarak yalnizca bir hastada diffiiz tutulum
paterninin gortlmesi yani sira distuk ZAP-70, CD38 ve FasL
ekspresyonu/yuksek Fas ekspresyonunun bulunmasi da olgu sayisindaki
azlik nedeniyle rastlantisal olarak degerlendirilebilir.

37

«onc™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.
=‘ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



SONUC ve ONERILER

CLL/SLL erigkinler icinde en sik gortlen lI6semi tipidir. Olgularin bir
kismi sessiz bir gidis sergilerken, oldukca uzun bir sagkalim siresi vardir. Bir
kisim olguda ise hizli ilerleyen klinik gidis sonucu sagkalim stresi daha kisa
oldugundan erken tedavi gereklidir. Bu durum hastaligin prognozunu
belirlemek icin kullanilacak parametrelerin gelistiriimesine neden olmus ve en
onemli prognostik belirleyicinin IgVy mutasyonel durumu oldugu sonucuna
variimigtir. Oldukga zahmetli ve masrafli bir yontem olan IgVy mutasyon
analizi yerine kullanilabilecek ZAP-70 ve CD38 gibi belirleyiciler yavas yavas
rutindeki yerlerini almaya baslamistir.

Bu calismada CLL/SLL’de prognostik belirleyici olarak kullanilabilecek
ZAP-70 ve CD38 proteinleri ile apoptozisi indikleyen ve s6z konusu timdorde
kotu prognostik indikator olduguna iliskin kuskular bulunan Fas ve bunun
ligandi olan FasL arasindaki olasi iligkiler ve bunlarin ekspresyonunun kemik
iligi tutulum paternleri ile baglantisi olup olmadigr arastiriimigtir.

IgVy mutasyon durumunun en iyi belirleyicisi olarak kabul edilen ZAP-
70 ekspresyonu ile CD38 ve FasL ekspresyonlari arasinda anlamli paralellik
saptanmig (sirasiyla P=0.002, P=0.023); ayrica, CD38 ekspresyonu ile FasL
ekspresyonu arasinda da anlamli bir pozitif korelasyon bulunmustur
(P=0.023). Fas ekspresyonu ile diger t¢ belirleyicinin ekspresyonlari
arasinda ise ilgki kurulamamistir. Diffiz infiltrasyonun gozlendigi olgularda
noduler ve interstisiyel infiltrasyonun izlendigi olgulara gére ZAP-70 ile daha
yogun boyanma dikkati cekmistir (sirasiyla P=0.037 ve P=0.029).

Bulgularimiz CLL/SLL’de prognostik belirleyici olarak rutinde yavas
yavas kullaniimaya baslanan ZAP-70 ve CD38’e FasL'in da eklenebilecegini,
ayrica kemik iligi tutulum paterninin de dikkate alinmaya devam edilmesinin

gerekli oldugunu desteklemektedir.
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OZET

Bu calisma, CLL/SLL’de hizli progresyon ve agresif gidisle iligkileri son
yillarda cesitli calismalarla belirlenen zeta associated protein-70 (ZAP-70) ve
CD38 proteinleri ile apoptozisi indukleyen ve s6z konusu tiumdrde kotu
prognostik indikator olduguna iligkin kuskular bulunan Fas ve bunun ligandi
olan Fas ligand (FasL) arasindaki olasi iligkileri degerlendirmek ve bunlarin
ekspresyonunun kemik iligi tutulum paternleri ile baglantisi olup olmadigini
ortaya koymak amaciyla planlanmigtir.

Sekiz yillik stire icinde kemik iligi biopsisinde CLL/SLL tanisi konan ve
tanilari akim sitometriyle dogrulanan 50 olgunun kemik iligi biopsi
materyallerinin parafin bloklarindan elde edilen kesitlere avidin-biotin
peroksidaz yontemiyle ZAP-70, CD38, Fas ve FasL antikorlari uygulanmigtir.
Tumor hicrelerinin her bir antikorla boyanma oranlari gift-kor semi-kantitatif
bir yontemle saptanarak birbirleriyle karsilastiriimis; her bir antikor ise kendi
icinde kemik iligi tutulum paternleri (diffiz, interstisiyel, noduler) acisindan
degerlendirilmigtir.

Kotu prognostik belirleyici olduklari yaygin olarak kabul edilen ZAP-70
ve CD38'in tumor hicrelerince ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamh bir paralellik (P=0.002) bulunmus; benzer bir paralellik bu iki
belirleyici ile FasL arasinda da saptanmistir (sirasiyla P=0.023 ve P=0.021).
Fas ekspresyonu ile diger ug¢ belirleyici arasinda anlamli bir iligki
kurulamamistir. Kemik iligi tutulum paternleri acisindan ise, ZAP-70
ekspresyonunun diffiiz tutulumda interstisiyel ve noduler tutuluma gore
istatistiksel olarak anlamli bicimde fazla oldugu saptanmistir (sirasiyla
P=0.029 ve P=0.037). Diger belirleyicilerle, kemik iligi tutulum paterni ile
boyanma orani arasinda anlamli bir iligki goralmemistir.

CLL/SLL’de ZAP-70 ve CD38 ekpresyonlarinin kétt prognostik
belirleyiciler olduklari kabul edilmek kaydiyla, artmis FasL ekpresyonunun da
ek bir negatif prognostik parametre olarak kullanilabilecegi ve kemik iliginde
diffiz CLL/SLL infiltrasyonunun kot prognoz belirtisi olarak dikkate alinmaya

devam edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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SUMMARY

This study is planned to evaluate the possible relationship between
zeta associated protein-70 (ZAP-70) and CD38 proteins, those which are
concerned with rapid progression and agressive clinical course in chronic
lymphocytic leukemia / small lymphocytic lymphoma (CLL/SLL); and Fas and
its ligand Fas ligand (FasL), which induct apoptosis and are suspected to be
poor prognostic indicators in that tumor.

By avidine-biotin peroxidase method, ZAP-70, CD38, Fas and FasL
antibodies were applied to sections obtained from paraffin blocks of bone
marrow biopsy materials of 50 patients, who were diagnosed as CLL/SLL in
8-years time period and whose diagnoses were confirmed by flow cytometry.
The ratio of stained tumor cells with each antibody were calculated by using
a double-blind semi-quantitative method and compared with each other; and
each antibody was evaluated according to bone marrow infiltration patterns
of the tumor, i. e., diffuse, interstisiyel and nodular.

A statisticaly significant positive correlation (P=0.002) was found
between expressions of ZAP-70 and CD38, which are generally considered
to be poor prognostic predictors and a similar correlation was obtained
between these two markers and FasL (P=0.023 and P=0.021, respectively).
No statistically significant results were established between Fas expression
and the other three markers. In bone marrow infiltration aspect, statistically
significant more ZAP-70 expression is found in diffuse infiltration pattern in
comparison to interstisiyel and nodular patterns (P=0.029 and P=0.037,
respectively), confirming the negatif prognostic effect of diffuse infiltration.
With other markers, no remarkable results were obtained between infiltration
patterns and staining ratio.

Since ZAP-70 and CD38 overexpressions are accepted as poor
prognostic predictors in CLL/SLL, it is concluded that increased FasL
expression can be used as an additional negative prognostic parameter. New

studies with larger series are needed to confirm this conclusion.
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