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TESEKKUR

Immunolojide ylksek lisans egitimim slresince; devamli ilgi, yardim ve
destedini gérddgum hocam Prof Dr.Sayin Ekrem MUFTUOGLU basta olmak Gzere;
tezimin hazirlanmasina yardimci olup, degerli bilgilerinden yararlandigim
Dog¢.Dr.Sayin Zahit BOLAMAN a, laboratuar galismalarim fitizlikle takip edip yon
veren Dog.Dr.Sayin Sabri BATUN a saygi ve tesekkurlerimi arz ederim.

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

Losemi ilk defa 1884 yilinda Bennet, Creige ve Vick Virchow isimli
aragtirmacilar tarafindan tanimlanmigtir. 1870 yilinda Nevmann I6semili hcrelerin
kemik iliginden kaynakiandigim gtstermistir. 1881 de Ehrlich’in boyama metodiarni
bulmasi ile 16semili olgularimn morfolojik tzellikleri taninir hale gelmistir.18898°da
Ebstein isimli arastirici, akut I6semiyi bir klinik antite olarak tarif etmistir.

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

Ldsemik hicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ve ilikte birikmesi sonucu
normal hematopoetik hlcrelerin blyime ve farklilagmasi supresse olur. Bundan
dolayr hem akut lenfoblastk hem de myeloblastik Idsemide normal eritrosit,
granulosit ve trombositlerin Gretiminde azalma go6zienir. Normal hicrelerde gorilen
bu yetersizlikler sonugta anemi, enfeksiyon ve kanamaya neden olurlar. Daha az
sikiikla olmak Ozere, l6semik hicreler ilik diginda deri, paranazal sinisler,
kemikler, memeler, gonadlar, lenf nodlari ve dijer vyerlerde c¢ogalarak
myeloblastoma ve lenfoastomay olustururiar ve bulundukian yerlere gtre semptom
veririer.

Akut lenfoblastik I6semi (ALL) de Ienfoblastiar ve onlarin progenitrierinin
asin  bir sekilde birikkmesi gtzilenmektedir. Genel olarak cocukiuk cagi
malignensilerinden olmasina karsin, adult akut I8semilerinde %20’sini
Olusturular. Hastalik heterojen olup malign hicreler farkli fenotipler tagiriar ve buna
gdre de kemoterapiye farkli yanit verirler. Tedavi ediimedikleri taktirde hastayl %80
Olguda, 6 ay iginde 6lume gotiren hastalikiar grubunu olusturular.

Akut I6semiler 1-5 yas arasindaki 6nemli 8l0m nedenlerindendir. Yetigkinlik ve
orta yag déneminde gérilme sikhigi oldukga azalir ancak 50 yasin Gzerinde tekrar

artmaya baglar.BUtun yas gruplarinda erkeklerde akut I6semi saptama gansi daha
faziadir, (3,4).



B ____aaa

»

Lgsemi, akut tiplerinin birbirinden ayriimasi, tedavi ve prognoz yénlnden

oldukga snemlidir. Histokimyasal ve morfolojik ydntemler, hastaliin tanisini
saglamakia peraber, monokional antikorlarin yardimiyla beraber imman
fenotiplendirmenin yapiimasi, hastaligin immunolojik olarak siniflandinimasini
saglamakta, tani kesinlesmekte, bdylece de hastalidin prognozunu belirleyip,
tedavinin duzenlenmesine katkida bulunmaktadir.(8,21,22).

Bu tezde, Akut Lenfoblastik Ldsemi tanili hastalarin periferik kanlarinda,
Akut Myeloblastik Léseminin Immunolojik markirarini, Monokional Antikor teknigi ile

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

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

Almanya 'da pildirilmistir. 1870'de Neumann, I6semi hucrelerinin kemik iliginden
kaynaklandigini yazmistir. 1877 yilinda da Paul Ehrlich granQlositer serihtcrelerini
¢zel grantllerine gore siniflandirarak patolojik hicrelerin degerlendiriimesine yeni
boyutiar getirmistir. (2,6).

1913 yihinda Schilling ve Hasan Regat monositleri etkileyen bir 16semi tipini
tarif etmiglerdir. 1930'da NAEGLI , myleo- monositer tipi bildirmistir. (1,7)

Lysemilerin etyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber, vicudun I0kopoetik
elemanlarinin anormal proliferasyonu ile karakterize bir hastalik olarak ifade
ediimektedir. Fatal gidigli olup Ldsemi, kandaki beyaz seri hlcrelerinin bu hastalikta
fazla miktarda artmasi nedeniyle WRCHQW tarafindan " Leukemia " olarak
tamimianmugtir. Diger malign orijinli hastaliklar gibi l6semilerde retikller ve
hemopoetik sistemin anormal proliferasyonu ile karakterize edilirler. Ozellikle timoral
olugumiar olarak incelenen bu tip hastaliklari Uge ayirma edilimi faziadir (3). Birinci
de olay lokaldir. lkinci de olay geneldir ve retikiller sistemde proliferasyon
s6zkonusudur. Uglinciide ise, anormal hicrelerin gériimesi ile ilgili I6semileri ve
kanda yayiimalarin simrli oldugu lenfomalari icermektedir. Bu grup hastaliklaria
yakin ilgisi olan hastaliklan Myeloma, Eritremi, Idiopatik Trombositemi ve
Myelofibrozis olarak siralayabiliriz.(3). Lésemi, perifer kamin ve kemik iliginin

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

tamimianir,

ETYOLOJi : Nedeni kesin biinmemekie beraber tek bir sorumiu ajaninin
olmadig), multifaktoriyel nedenlerin olabilecegdi disintimusgtir.Kromozom anomolisi
Ve Immun yetmezligi olanlarda l8semi sikhiginin artmasi, etyolojide genetik

etmenlerin ve immun sistemin énemli rol oynadigini gtstermektedir.(4,7,8).
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Genelde Losemi hastahigimin etyolojisinde asagidaki faktorler sorumiu

tutu|maktadlr;

1- Radyasyon: Radyasyon myelosupresyona ve immunosupresyona neden
olmakta, ayni zamanda da kromozal kirlima ve rekombinasyoniara yol agmaktadir,
(56)

Radyasyona maruz kalanlarda |6semi insidansinin artmasi, radyasyonun
neoplastik olduguna dair bir delil sayilabilir.(4,9,15). Radyasyon, troid karsinomasi
ve epitelyoma olmak 0Ozere bazi karsinomlarin olusumunda rol oynar. Ayrica
radyasyon kromozom degisikligi yaparak da ldsemi insidansirui artinr. Bu nedenle

Radyologlar arasinda lgsemi insidansi ylksektir.

2- Kimyasal Maddeler : Cocukiuk c¢agdi akut Idsemileri ile kimyasal
maddeler ve ilaglar arasinda bir iliski bulunamamistir. Fakat erigkinlerde bu
maddelerle temasin akut I6semi olugumu ile iligkili oldugu gésterilmistir.(10).

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

fenilbutason alanlarda da I6semi insidansinda yiikselme gériimektedir.

3- Viral Ajanlar : Insanlarda reverse transcriptaz enzimi ihtiva eden
retrovirusierden HTLV | vell'nin Ibsemi ve lenfoma yaptii kamtianmistir.(4). Ayrica
insanlarda gérilen Idsemilerin  infektif oldugu yolundaki deliler azdir. RNA

viruslarinin "revers transkriptaz" enzimi yolu ile genetik straktur degistirdigi dikkati
cekmistir.

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

kromozomal kiriimalar ve endoreduplikasyon saptanmis olup, bunlarda l6semi riski
fazladir,(5,14).
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|dentik ikizlerde losemi gorildiginde digerinde de lésemi meydana gelmesi
olasilig! ylksektir. Familyal 16semi olgularimin tahmin edilenden daha sik olmasi;
genetik faktorun rol oynadigi lehinde bir delildir.

Lasemiler heterojen bir grup olup, primer olarak tutulan hicre tiplerine gére
myeloid ve lenfoid, klinik olarak da akut ve kronik olarak adlandinilir. Akut tipteki
hastalar tedavi edilmezlerse, genellikle 3 ay iginde dllrler ve hastalikta belirienen
esas hicre Myeloblast, Lenfoblast veya Monoblasttir.(3).

Losemili hiucreler kontrolsiz olarak kemik ilijinde birikerek normal
nhemotopoetik hicrelerin blylime ve farkiilagmalarimi supresse ederier. Bundan
dolay, normal trombosit, eritrosit ve granuiositierin Uretiminde azalmaya neden olur.
Normal hicrelerde gorllen bu yetersizlik sonunda kanama, anemi ve infeksiyona
neden olur. Daha minimum siklikla olmak Ozere |6semili hcrelerin ilik diginda; deri,
gonadiar, lenfnodiari, kemikler ve memelerde ve dijer yerlerde ¢ogalarak ,
myeloblastoma ve lenfoblastomayi olustururiar. Bulunduklar| yerlere gére semptom
verirler.

Normal kemik iliginde Myeloid ve Megakaryositer serilerin ara, ana ve olgun
hucreleri | periferik kanda da bu serilerin olgun sekilleri bulunur. Akut Iésemilerde
ise normal kemik iligi hicrelerinin yerini BLAST adinin verildigi, farklilasmamig ana
hicreler almigtir. Blastiar, kemik ilijinden periferik kana ve diger sistemlere

yayilarak akut l6seminin klinik tablosunu olustururiar.(7,8).

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

L8seminin patofizyolojisinde bugln igin inamlan " klonal yayihm" kuramidir.
Lenfoid 6ncaleri ve normal hematopoetik hlcreler, kendilerinden 8nceki progenitor
hlcrelerin bslinmesinden meydana gelmektedir. Bu hlicrelerin en 8nemli dzelligi, bir
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i : i dan da farkhlagma gbsterme o&zelliginde
dini yenileme, bir yan
yandan ken

landir Vvucutta oldukga az miktarda progenitor hiicre oldugundan morfolojik
olmalariair.

olarak taninmaziar. Lakin buniardan geligen 6nclerin bdlinerek daha olgun hicre
yapisina ermesi, lenfoid hicre ve normal hemotopoez yapimi devam eder, buniar
da morfolojik olarak saptanabililer. Eger bu gelisim zamani iginde herhangi bir
evrede olgunlasmada durakiama olursa bu evredeki hicreler birikmektedir. Biriken
bu hicrelerde de bglinme yetenedi olmasina karsilik olguniagma yetenegi
bulunmadigindan belirli bir hizla ¢odalmaya devam edecek ve zamanla bu defektif
populasyon, normal popilasyona Ustin gelerek idsemiyi olusturacaktir. Bdylece bu
hucrelerin salgiladigy maddeler, normal hicrelerin geligimini de dnleyebilmektedir.

(7,8).

INSIDANS : Her yasta goralebildigi igin yasa baglh olarak ve bazi hastalikiann
son ddneminde insidansi artar. Mesela bazi hematolojik hastaliklarin terminal
donemlerinde,  olenst I0semi ortaya c¢ikabilir. Bu durum bilhassa kronik
myelopronteresol hastaliklarda ve kronik myelositer 18semide gdrOiUr,(Primer
frombositopeni O-lésemik sendromu).

Kanser ilagian ile tedavi edilen kanserli hastalarda, ikinci bir tUmér olma
intimali normale gére daha fazladir. Genellikle tedavilerden dort veya alti yil sonra
meydana gelmektedir. Ikinci olarak meydana gelen bu timérlerin gogu, Akut Myeloid
Lésemi ve Nonhodgin Lenfomadir. Tedavide alkilendirici ajanlarin kullaniimasi
l8semi insidansini artirir,

Insidansi ytzbinde (¢ (3/100.000) olan akut I8semilerin % 54' GnQ ALL, %
46" simi AML olusturur. Gocuklarda ilk 6 yilda ylksek siklikla goraldr. Yetigkinlerde
ise hemen hemen her yasta gorUlebilmektedir. (4). Cocuklarda ylksek goriime
Stkigi , diger hastaliklara oranla belirgindir. Cinsiyete ve yaga goére dagihim &zellik ve

ayricalik géstermektedir. (3).



c ocukluk cag! akut [dsemilerinin % 15-20 " sinit AML |, % 80-85 "ini ALL, % 5

4o UNDIFERAN
ok daha fazia gorular.(2,6,7,8).

slYE l6semi olugturur. Kiz ¢ocukiarinda erkek gocuklara nazaran
¢

Akut l6semiler, tum lésemilerin % 57 ' sini kapsar. Bunun % 46' s1 AML, geri
kalan % 11'i ALL ve kalamidir. (9,11)
Lgsemi siyah irkta daha az oranda, beyaz irkta daha sik oranda goérulir.
Beyaz Irkta, yahudilerde I6semi daha ¢ok gbze garpmaktadir.

Losemiye rastianma sikligi 8lam orani ile de yansitilabilir. Ingilterede bu oran
100.000' de 50 olarak belirlenmistir. (8,12).

ALL genellikle 2-4 yas arasinda ylOkselme yapmaktadir. Oysa AML, yasg
ilerledikge daha sik saptanmaktadir. 15 yas altindaki populasyonda ALL/AML orani

4/1 'dir. Bu oran Adultiarda tersine déner. Erkek kadin orani 3/1 olup , erkekierde

artigi yasgl erkekler ve geng erkek ¢ocuklar saglamaktadir.

SITOGENETIK : Akut ALL ve AML' lerde sitogenetik anomalileri oldukga
siktir AML'li erigkinierin yaklagik % 25' , gocuklarda ise yaklagik % 5'i 1(9;22)
(q34,q11) translokasyonlar igeren Philadelphia kromozomu igerirler, (5,10).

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

ALL' de (8,14) translokasyonu B hicreli 16semide gorilip L3 subtipine
Ozgudor. t(9;22) ph kromozomu ,t(4;11) ve 1(1;19) pre B hicreli ALL' de rastianir.
(4,11) translokasyonun ise mixed I6semi ile iligkisi oldugu gosterilmistir.(6,12). t
(11,14) T hiicreli ALL'de g6zienir.

AML' de ise ¢ok sik gorulen anomali 1(8;21) (g22;922) transiokasyonudur.
M2 suptipinde g6ruldr, bundan sonraki gérilen anomali 1(15;17) (922,;q22) tipindeki
translokasyon olup M3 suptipinde gdrtlur. Inversionlar, delesyonlar,kromozom 16 9

22' de rapor edilmis olup en gok M4 suptipinde gbralar. (10).
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ANEMI TABLOSU : Eritrositierin yagam slresi orta derecede kisaimig
imakia beraber. aneminin esas sebebi eritrosit yapiminin azalmasidir. Akut
olm

|ysemilerin puyik bir kisminda hastalik saptandigi zaman orta ve agir bir anemi

vardir.
periferik kanda gordlen hlcre tipi I8seminin cinsine gbre de kisikhk

gﬁsterir.ALL' de periferik kanda degisik oranlarda lenfoblastiar bulunur (3,4). AML'
de ise periferik kanda dedisik sayida tipik veya atipik myeloblastiarin yaninda genel
olarak myeloid serinin daha geligmis elemanlarina rastlanir.Beyaz klre sayisi
olgulann 2/3' Unde artmis olup 20.000/mm3 'den fazladir. Vakalarin 1/3' inde ise
beyaz kure sayisl dislk veya normaldir.Anemi genel olarak  normokrom,
normositer olmakia beraber bazi vakalarda makrositik olabilir. Gok az polikromazi
vardir.Retikulosit sayis1 hafif¢ge artabilir. Trombosit sayisi devamli dislk olup, bazi

vakalarda 50.000 altindadir.

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

Kemik iliginde eritropoetik doku azalmistir. Megakaryositierde de azalma
vardir,

Akut Itsemilerde kemik iligi genellikle hiperselltlerdir. Blast hiicreleri gtrilen
hlicrelerin % 70 ile % 95" ini olusturur.

AKUT LOSEMILERDE SINIFLANDIRMA : Tanisi kemik iligi, periferik kan ve

dider dokularda l6semili hucrelerin goriimesiyle konur. Akut I6semiler (ge ayrilir,

1- Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

2- Akut Myeloblastik Lésemi (AML)

3- Akut Mixed Losemi

Bu I8semi tiplerinde hastaligin gidisi, tedaviye verdigi cevap ve prognoz yonl

lle birbirinden ok farkiidir.
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AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI (ALL) : ALL'de gortiien ienfoblastiar dar,
alar! agranﬁllerdir. Nokleostoplazmik oran yuksek olup , ¢ekirdek Kkivrik

sitoplazm
ir. Lenfoblastlar genel olarak myeloblastiardan kiigUktur.

veya yuvariakt

ABD' de 15 yasin altinda en sik gorilen malign hastaliktir. ALL' de gértime
sikhg 50 yastan sonra artig gostermekie beraber 10 yagin altinda en fazladir.

ALL' nin bagiamasi AML' ye gbre daha akuttur. AML' ye gére , ALL' de
pelirtilerin  baglangicindan taniya kadar sire 6 hafta daha kisadirALL, erken
farkilasmanin evrelerine ait igaretler tagiyan lenfoid hicrelerin kloral gogalmasi ve
pirikiminden olugan hastalik tipidir. Tanida normal kemik iligi hcreleri artan malign
kion tarfindan baskilanarak yerini bu hicrelere birakir. Bu hlcrelerin kemik iligi digi
boligelere hemotogen dagiimi da gergeklesir. Blastlar, fonksiyon ve olgunlagma
ysninden cok fakirdirler. (12,14)

Kan tablosunda ise anemi ve trombositopeni tUm olgularda gbzlenir.
Trombosit sayimi, 50.000/mm? ' Gn altina iner. Genellikle anemiye retikGlositopeni
eglik eder.(12,14)

Siniflandirmasina gelince ; ALL' nin morfolojik siniflandiriimasi French

American British sistemine gére yapilir (4,12,13,15).
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Hacre L1 L2 L3

Ozellikieri

Buyuklok Kagtk,uniform Byik,dniform Bayuk,aniform

Sitoplazma Dar,orta Degisen Orta derecede
derecede blyOklOkte siddetli bazofili
bazofili ve bazofili

Cekirdek Dazgn bigimli Kenarlar dizensiz Dazg(n bigimii
belirgin olmayan  belirgin ¢ekirdek¢ik belirgin ¢cekirdekgik

cekirdekcik

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

ayrilir ;

L1: Kbglk homojen hicrelerden meydana gelmistir.- NOkleus membrani
dlzenlidir.

L2: Hucreler pleomorfizm gésterir. Hlicrelerin sitoplazmasi daha genistir. Bir
kag belirgin nukieolus intiva eder.

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

Lenfoblastiar nikleusta " terminal deoksintkleotidil transferez " denilen enzimi

ihtiva ederler. Ancak L3 tipinde yoktur. Terminal deoksintiklieotidil transferese (Tdt)

normalde kemik liginde, immatur T ve B hicrelerinde bulunur. Myeloblastiarda




-_ { peyaniti. Ay gerilde malur  ienfositler, kronik lenfosilik 10semi

genellikie L

o hairy cell l6semide de hucrelef bu enzimi intiva etmezler.(13,15)
relefi v

: Akut 16semi tiplerini  morfolojik ve histokimyasal y&ntemlerle ayirmak
kandor Akut |6semi hicrelerinin sitokimyasal reaksiyon 6zellikleri, tablo 2' de
mum '
verilmistir.
Losemi Periyodik Peroxidaze Nafthol Nafthol-ADS
Subtipi Acit veya Sudan ADS Acetot-
Schiff Black B Acetate flouride
M1 +/- + “+ =
M2-M3 + +++ e ++
M4 ++ 4 o e
MS ¥ +/- +++ W
Mé +++ - _ )
L1-L2-L3 o+ - +/- +/-

Tablo 2 : Akut Lésemi Hiicrelerinin Sitokimyasal Ozellikleri

Akut lenfoit 18seminin gelisimi ve blastianin farklilagma tzelliklerine gore
imman fenotip simifiandinimasi 1975' de baglamistir.Hicrelerin hangi seriye dogru
Yoneldiklerini, gen rearajmani ve hicre yUZéy antijenlerini gbsteren- ¢ok sayidaki
reagent ile tespit etmek mumkin olabilmektedir. Bu yénlendirmenin en tez isareti
B hicre lsemileri i¢in imminglobdlin gen rearajmani , T hiicre Ibsemileri icin ise T
- Lenfosit antijen reseptor gen rearajmanidir. Daha ileri hlicre seri 6zellikieri mono
klonal

antikorlar yardimiyla beliflenir (12,14). |h1mun fenotiplendirmeyle yapilan

Klinik siniflandirma Tablo 3 de verilmistir.(18,16)
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Non-T ALL Monokional Antikoriar

__—1 B4 CALLA  B1  Sitoplazmik Membran

erp cD19  CD10  C€D20 g Ig
S S O
v + + + + + -
:I + + +/- % B +
i T(+) ALL Monokional Antikorlar
Gup  CD7 _CD1 _ cD2 CD3 cD4 cD8 _ CD10
| + + + - - ... =
i e + s +/- + + +
Il + + + 5 +/- +/- -

Tablo 3: ALL'nin Immunfenotiplendirmesi

Buna gére , monoklonal antikorlar , hGicre differensiyasyon ve olgunlagmanin ,
degisik evrelerindeki hlcrelerin ayirt edilmesini saglamaktadir (17,19).

AML' nin ALL' den subtiplerinin tayini ve ayriimasi, gerek tedavi gerekse
prognoz ybénGnden dnem tasgir.Histokimyasal ve morfolojik ydntemler hastaligin
tamisini saglamakia beraber, bilhassa akut l6semi vakalarimn immatir AML ve ALL
varyantiarinda dogru taminin konmasi zorlagabilir. Bu durumda, monokional
antikorlarin kullamimasi, taniya bayok oranda yardimei olmaktadir (5,21,22).

Bu nedenle monokioral antikorlar, hicre diferansiyasyon ve olgunlagmasinin

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

AKUT MYELOBLASTIK LOSEMI (AML) :Lenfoblastiardan daha bayGktar.
Cekirdekte kromatin ag! ince olup, multipl nOkleoluslar vardir. Myeloblastiarin
Sitoplazmalari daha genis olup nukleositoplazmik oran dosOktor. Eritrositier
grantlositik ve megakaryositik seride displastik degigiklikier belirgindir.

AML, malign myeloblastlarin ve dijer immature myelositer hucrelerin

Droliferasyonu ve normal kan hucrelerinin hasarlanmasiyla karakterize hematolojik
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. hasta“km,cocuk ve genglerde gorlimeklie beraber orta ve ilerlemis
malign bIf

daha fazia siklikia gorolur. Yas ilerledikge goérlime sikhidi artar. AML' ye
yas]afda

astianma oran! 100.000' de 5-15 arasindadir (10)

Hocre-kultar teknikleri, subtiplerinin tayini, molekller biyoloji ve viroloji
alanindaki geligmeler, hastaliin prognozu hakkinda fikir vermiglerdir. Tedavi
atanindaki ilerlemeler; intensiv kemoterapi , kemik iligi transplantasyonlari remisyon
suresini uzatmistir.

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

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

Bu ayriimanin esasli, Histokimyasal reaksiyonlar, morfolojik reaksiyoniar ve
yozey markirlarin  monokional antikorlarla predominant I8semi hilcrelerinin
gosteriimesi esasina dayanir.

M1 : Vakalarin % 20' sini tegkil eder. Maturasyon gbstermez. Peroksidaz ve
Non Spesifik Esteraz pozitif veya negatif olabilir. Sitoplazmada azurofilik grantller hi¢
yok veya ¢ok azdir.

M2 : Vakalanin % 30' unu teskil eder. Maturasyon gtsterir. Hlcrelerin
¢odunda promyelositik graniiller vardir. PAS boyasi hafif¢e pozitiftir. Sudan Black B
boyas kuvvetlice pozitiftir. '

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

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

M5 : vakalarin % 10 ' unu teskil eder.Akut monositik [6semi, PAS ve non-
SPesifik esteraz pozitiftir.

13
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6 : Eritrosit dncd hicrelerinde displastik sekiller vardir. Kemik iliginde

M
ritroblastiar pelirgindir. PAS boyasi pozitiftir.
eriro

M7 Akut megakaryositik Ibsemi, diferensiye olmamig blastar,
nmrombosiﬂef antikorlarla reaksiyon gotsterir. Peroksidaz ve sudan-Black B
a

poyalar! negatiftir. PAS boyasi hafifce mispet olup trombosit peroksidazi pozitiftir.
AML' nin FAB siniflandiriimasina gbre subtipler ile monoklonal antikoriar

arasindaki korelasyon tablo 4' de verilmistir.

cD M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

——

13 + + + + + +/-

+/-

13 +/- + +/- + + -
RE

11 +/- + + + + -
RE

15 +/- + +/- + ¥ RE
RE

14 = +/- 6 - + -
RE

( RE : Rapor Edilmemistir.)

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

Kan tablosu: AML' de baslangigta genel belirti ve semptomlar anemiye bagl
Olarak geligen kuvvetsizlik, nefes darlid ve soluk gérinimdar.

Anemi sabit bir bulgudur. Eritrositierin yagam stresi orta derecede kisalmis
Olmakia beraber, aneminin esas sebebi erifrosit yapiminin azalmasidir. RetOkulosit
SaYimlari % 5 ile 2 arasinda degismektedir. Hastanin eritrositleri sOratli bir

harabiyete ugramaktadir.
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Teghis kesinlestigi zaman trombositopeni daima mevcuttur. Trombositopeni,
yeter ka:ar kemik iliginde trombosit yapiimamas: ve yagsam sdrelerinin kisalmasi
nedeniyledir. BuyOk trombositierin - ve grantliden fakir trombositlerin mevcudiyeti
trombosit fonksiyonlarnda bozulmaya sebep olur.

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

dosUktar.
Myeloblastiar daima periferik kanda mevcuttur fakat |6kopenik hastalarda

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

octe birinde rastianir. Blastiarin % 1ve 10 'unda muspettir (3,4,10).

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

Caligmalar akut mixed I6seminin, diger akut |6semilere gbre daha nadir
goraldaglu yolundadir (34,35,36,37). Buna karsihk bazi aragtirmacilar ise, akut
mixed l6seminin gorlime azhidini, tam konmasindaki zoriuklara baglamislardir
(25,26,30,31).

Akut mixed I6seminin olusumunda, gen rearajmanlarimin  6nemli rolUnin
oldudu  yolundadir. Pluripotent kék hicreden kaynakianan hlcrelerin, gen
rearajmanlarindaki  defekt nedeniyle, hl_)cre diferansiyasyonu belli bir noktaya
gelerek, orada bloklagip evrimlesememesi ve kional birikmesi akut mixed
I6semilerin olusma sebeplerindendir. Bunun sonucu olarak, birden fazla kék hiicre
varhigi olusmaktadir (26,31),

Bu I8semik hucreler, pluripotent hiicreden orijin almakta, hem myeloid hem
de lenfoid karakter tagimaktadiriar (23,28).

Ozellikle adult vakalarda , hem myeloid hem de lenfoid antijenler expresse

Olmaktg » Iki subtip birarada bulunmaktadir (14,26,27,28,29).




d 16semiler 2 alt gruba aysilabilirer. Nedeni akut |bsemili hastalarda
e

Akut mix

i i idsemiler igin
; : ve molekiler analiz akut mixed
tiplendirme
jmmon  feno

riimektedir. (31.32).

ne o
0 Bifenotik l6semi olup iki veya daha fazla kanda belirgindir.

Birincisi ,
oblastiarla birlikte lenfoblastiarin gbruimesi Bifenotik bir olgudur. Ikincisi de ,
Myelo

lineal losemi olup, orijinini lenfoid ve myeloid blast populasyonlarindan
Biline -

imaktadir. Mesela; Myeloblastin yuzeyinde lenfoblastik ylizey antijeninin gdrimesi
a 4 L]

gibi. (30,33,41). Intrabilineal olgu, aym kdk hicre Gzerinde o hicrenin supgruplarina
alt antijenlerinin varhgidir (41)

Morfolojik olarak , akut bifenotipik ldsemide, kicUk el aynasi gérintiminde
lenfoid blastiarla beraber sitoplazmik grandlleri blyak blastlar ve nadir olarakta
Auer cisimcikleri gorulur. Bunlar, sitokimyasal olarak tamimlanan myeloid ve
immatir lenfoid hiicrelerdir (31).

Bu hucreleri Morfolojik olarak fanimlamanin yaninda,
immunfenotiplendirmeyle farkli subtiplerdeki hlcre varhgi , akut mixed |6semiye
isaret ederler (31).

Bu Iosemili olgularda, kromozomal anomalisi olarak translokasyoniar
gorular. t(4,11) translokasyonu en fazia gortlenidir. Bu da genellikle gocuk ve geng
erigkinierde goéruimektedir. (32,33,42)

Akut mixed |6semilerin en gok gérildiga hastalikiar, ph kromozomu(+) KML
ve Myelodiplastik (MDS) sendromlanidir - (34,40).Akut mixed |6semide ph
kromozomu genellikle negatif bulunur (34,35).Akut mixed I6semide Myeloid-lenfoid
tedavi protokolleri tek bagina yeterli olmamaktadir. Bu nedenle tedavi kombine
Uygulanmaktadir (21,26).

Akut mixed I8semili hastalarda kemoterapiye cevap genellikle zayifur
(21 26).Akut mixed I8semili vakalarin komplefremisyon oranlari duglk olup, yasam

SUreleri de oldukga kisadir (23).

16



»,r

MATERYAL VE METOD
teryal : BU caligma, 1993-1995 yillan arasinda Dicle Universitesi Tip
Mate : '

tesi ¢ Hastaliklar  Ana Bilim Dali Hematoloji Klinigine bagvuranlardan,
Fakultes!

iferik kan yaymasi kemik iligi aspirasyonu, hicre morfolojisi ve sitokimyasal boya
perife !

metodlaryla, kendilerine ALL tarust konulan 25 hastamin periferik kanlarinda
yapildi.

Hastalarin 14' 0 bayan (% 56), 11" i erkek ( % 44), 5'i gocuk (% 20) olup ,
en kiglk hasta 3 yasinda, en blylk hasta ise 61 yasindaydi. Hastalarn yas
ortalamasi 22,68' dir.

Metod : Monokional antikorarla yapilan Imm(n Fenotiplendirme'dir.
Fluoresan antikor  ozelligi nedeniyle  ImmOnfluoresan  mikroskopta
sonuclandirdmistir.

Fluorescein Isothiiocyonate gibi fluoresan boyalar, 6zel bir ydntemle
Immunglobulinlere  baglanabililer. Bu baglanma, Imminglobulinierden Ozgal
antijeniyle baglanmasi 6zelligini pek az etkiler. Bu sekilde fluoresan boyalaria
birlesmis lmmﬂnglobulinler, antijenleri ile birlestikten sonra, ultraviyole iginlanyla
'$iklandirlacak olursa, fluoresans verirler ve gorundr hale gegerler.

Direkt ve indirekt metotlar kullamimaktadir. ( Bu galismamda indirekt
yontemle (IFA) yapimstir).

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

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

B i :
U komplex gorundr hale getirmek icin, fluoresanlanmig antiglobulin (D) ilavesi
Yapilir,
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- FAT nin gematik incelenmesi

Indirekt Immunofiuoresons deneyi

veren

Fluoresanlanmis antiglobulin, bu komplexte antikora yapisarak fluoresan

antijen-antikor komplexini (E) olusturur. Bdylece de fluoresan Ozel

mikroskobunda yesil renkte rofle vererek gérdnebilir hale gelir.

Antikora uyan antijen yoksa, Antijen-Antikor komplexi olugmayacagindan
fluoresan da olugmayacaktir. (24,25,36,37)

Gerekli Malzemeler :

1- Dibi konik santrifQj tOpleri

2- Histopaque 1077 ( sigma 1077-1)

3- Fetal Calf Serum

4- Mikropipetier

5- Buziu su banyosu

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

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

8- Santrifuj ( Heraeus)

10- Immn Fluoresan mikroskop (Olympus BH 2R)

11- Hasta kam

12- Heparin

Uygulama

1-Hastadan heparinize 10 ml kan alindi.



-

Bu kana 1/1 nispetinde RPMI 1640 eklendi.

2

5. santrifi] tupune Histopaque 1077' den 3 mi konuldu.
4- 6 mi kan Histopaque (zerine ilave edildi.
5. 2000 RPM' de 30 dakika santrifij edildi.
6- Mononukleer hiicreler pipetie dikkatlice gekildi.
7.2 ml RPMI 1640 ilave edip, 1500 RPM' de 5 dakika santrifj edildi.
Boylece ylkama yapilmis olur.
8- supematen atilip, 2 mi RPMI 1640 ilave edilip, 1500 RPM' de 5 dakika
santriflj edildi.
g- Hucreler, % 2' lik Fetal Calf Serumu iceren RPMI 1640 ile yoduniuk
1x1oml
olacak sekilde dille edildi.
10-Hucre stispansiyonundan 100 pl alinip Uzerine 10 pl orthomonokional
antikor eklendi.
11- 30 dakika buzlu su hanyosunda inktbe edildi.
12- Yikama iglemi iki kez tekrar edildi.
13- Hlcreler Gzerine 100 pl FITC (1/20 dilie) ilave edilip karisim 30 dakika
buzlu su banyosuna birakild.
14- Yikama iglemi iki kez daha tekrariandi.
15- Elde edilen preparat lama damiatilir, lamelle kapatilip imersiyonlandi.

16- Imman Fluoresan mikroskopta, 100 hicre sayilarak fluoresan veren

hlcreler saptandi.
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BULGULAR

ca..smamn materyalini, Hucre Morfolojisi ve Sitokimyasal metodiaria
Bu

.o Akut Lenfonlastik Losemi (ALL) 6n tamist konulmus 25 hasta
kendilern

5turmaktadlr.
gu hastalardan 11'i (%44) erkek , 14'u (%56) bayan hastadir. Hastalardan en

olu

kugg0 3 yaginda olup, en yaslh hasta ise 61 yagindadir. Hastalann yag ortalamasi
2268 dir. 25 hastanin 5 tanesi Cocuk Hematoloji Kliniginin, geri kalan 20 hasta ise
Eriskin Hematoloji Kliniginin hastalaridir.

Galigma kriteri olarak , hastanin kemoterapi uygulanmamig olmasi ve beyaz
kQre sayilarinimn mm3' de 2000’ den disUk olmamasi arandi.

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

Sitokimyasal olarak kendilerine  ALL &n tamsi konulmug hastalarda -
Monoklonal Antikorlar kullanilarak, ALL yOzey antijenlerinin pozitifii§i ¢caligmarnin ilk
asamasini olugturmaktadir. T ktkeni igin CD2, CD3, CD5; B kdkeni igin CD10,
CD18, CD20 antikorlari kullanilarak hiicreler isaretiendi. 25 hastanin 15' inde T
kbken belirleyicileri olan CD2, CD5 antijenleri hepsinde pozitif , CD3 ise 13 hastada
pozitifti. Geri kalan 10 hastanin &' inde sadece CD10 (CALLA) pozitif bulunmasina
karsilik geri kalan 7 hastada CD10' nun pozitifligiyle beraber CD18 ve CD20' si
Pozitif 2 hasta meveuttu. |

ALL 6n tanili 24 hastada 2'ci asamada AML monoklonal antikorlarn calisildi.
Myelositer kdkenli hacre belirleyicileri olan CD13, CD14, CD33 monokional
antikortary ¢aligiidi. Bu antikorlarla Immin Fenotiplendiriime yapilan 25 hastadan 2'

si
Nde CD13, CD14, CD33 yuzey antijenleri pozitif bulundu.
25 ALL' li hastanin 2'sinde My(+) hicre gorulda.
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TABLO : 5 A
: LL 6n tamsi ko
poziifiy nuimug 25 hastada ALL ve AML ylzey antijenlerinin
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ARTISWA

Akut 16semilerin - sinifiandinimasi  ve subtiplerinin tayini, teghis, tedavl ve
prognoz acisindan énemlidir. (10)

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

ALL' nin gelisimi ve blastiarin farklilagma &zelliklerine godre (imminfenotip)
s:nlﬂandlnlmasmm gecmisi yenidir. Immln fenotiplendirmede, hicrelerin hangi
seriye dodru ybneldikierini gen aranjmani ve hlicre ylizey antijenlerini gdsteren gok
sayidaki monokional antikoriarla saptamak mimkundar.(12,14)

Morfolojik ve histokimyasal ybntemier akut |6semilerde taniyi saglamakia
beraber , Immatir AML ve ALL varyantiarinda fenotiplendirme tamiya bOylk
oranda yardimci olmaktadir. (5,21,22)

GUnkl, immanfenotiplendirme periferik kanda hicre diferansiyasyon ve
olgunlagmasinin degisik evrelerindeki hlcrelerin  belifenmesini sadlamaktadir.
(17,19,30,33)

Diger yandan, akut mixed lésemilerde teshis, myeloid ve lenfoid kékenli akut
I8semiler gibi kolay olmayip , tanilarinda zorluklar vardir.(25,30)

FAB' la akut l6semilerin siniflandinimasi, akut Bi fenotipik-Bilineal l6semi
Olgularini maskelemektedir. (29,30,33,38)

Pek ¢ok arastirici, monokional antikoﬁarl kullanarak Immunfenotiplendirme
Yapmiglar ve iki ayri hlicre popllasyonun birlikte gorildugl akut mixed l8semi
Olgularinda, Immun  fenotiplendirmenin gerekli bir tam kriteri oldugunda
bilegmislerdir.

Penchansky ve arkadaslari, Imman fenotiplendirme yapiimadan, Bifenotipik
semi tamimianamaz diyerek, FAB siniflamasinin yaninda rutin olarak monokional
antikor panelinin kullaniimasi gerektigine igaret etmiglerdir. (29,38)

Ayni sekilde , Koichi ve arkadaglari lenfoid ve myeloid blast populasyoniar
Igin immGnofluoresans ve immanohistokimyasal analizin  Bifenotipik-Bilineol

22
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piimas! gerektidini vurgulamaktadiriar. Ayni ¢alisma , yaimz molekuler

cakalard@ i o
plast populasyonlarini gtstermedigini ; bunun  yaninda

alizin
" f notiplendirrnenin yapiimasi gerektigini de ifade etmektedir. (30,33)
mmﬂn e
| Bir bagka calismada Boban ve arkadaglari,169 akut l16semili hastada imman

iplendirme yaparak 6 tanesinde Ly (+) AML olgusu saptamislardir. (39)
feno
yine benzer bir ¢aligmada Mirro ve arkadaslarinca yapimigtir. 24 akut

|psemili hastanin 4' Onde bifenotipik I6semiye igaret etmigler ve bunlarin tedavilerini

tartigmistardir. (40)

Gudum ve arkadaslari da 36 akut (8semili hastada monoklonal antikor
kullanarak yaptikiari Immanfenotiplendirmede 6 hastada bifenotipik hybrid |6semi
olgusu saptamislardir.

Bu tezdeki calisgmada 25 ALL tanili hastada, dnce ALL' ye 6zgl ylzey
antijenlerinin ve daha sonra da AML' ye 6zgQ antijenlere uygun monokional
antikorlar kullanilarak bir immuanfenotiplendirme igcermektedir.

Bu amacla 9 monoklonal antikor kullanilarak yapilan immunfenotiplendirmede
2 hastada ALL antijenlerinin yaninda CD13, CD33, CD14 antijenleri pozitiftir.

Bilindigi gibi CD13, CD14, CD33 antikorlari AML belirleyicileridir. Bu
bulgular, her iki hastada My(+) ALL olgusunu géstermektedir. Bu da,akut bifenotipik
l8semiyle uyum igindedir.

Yapilan galigmalardaki ortak tzellik FAB' a gore sinifiandiriimig ve subtipi
belirlenmis akut 16semili hastalarda imminfenotiplendirme yapilarak akut bifenotipik
I6semi olgularinin ortaya gikariimasidir. (34,35)

Bununla beraber gerek bizim ¢aligmamizda gerekse yapilan ¢aligmalarda
tlde edilen sonug, akut mixed Idsemi olgularimin dider akut I6semilere gére daha az
90riiimesidir.(34,35,36)(22,23,35,41,42).

Yukarida anilan literat(r bilgileriyle bu tezdeki ¢aligma arasinda anlamli fark
hU'Urlmamken, 25 ALL' li hastanin 2' sinde hem lenfoid, hem de myeloid antijenlerinin

Pozitif bulunmasi literatir bilgileriyle uyum gtstermektedir.



SONUG

onulan 25 ALL'li hastada yapilan galigmada elde edilen sonuglar

aLL tamist K

degerlendiginde, mo
amakla beraber, immatir ALL ve AML varyantiari ile Bifenotipik-Biineal akut

rfolojik ve histokimyasal yontemler akut I6semilerde taniy

sad
gularinda yetersiz kalmaktadir.

|ssemi ol

FAB' la akut l6semilerin sinifiandinimas: geneliikle akut mixed l8semi
olgulannt maskelemektedir. Bu nedenie tam koyarken, morfolojik ve histokimyasal
yontemler yaninda Imminfenotiplendirmenin  yapiimasi, taniya yardimci
olmaktadir. Ayrica bu olay hastahgin tedavi prognozu agisindan da o¢nem
tagimaktadir.

Bifenotipik-Bilineal akut I[6semi olgularinda hastalarin tedaviye cevabi
genellikle zayiftir. Tek bagina myeloid ve lenfoid tedavi protokolleri yeterli
olmamaktadir. Eger, akut l6semilerin terapdtik sistemini degigtirmek veya farkli bir
prognoz ile karakterize gidigi tesbit etmek istiyorsak, akut l8semi tipini iyi
belirlememiz gerekmektedir.

Sonu¢ olarak immoOnfenotiplendirmenin; FAB siniflandirmasi ile beraber

Yapiimasinin hastaligin tan, tedavi ve prognoz agisindan takibi kiinige yardimci

olabilecektir.




OzZET

1993-1995 yillan arasinda Dicle Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji
kliniginde, ALL 6n tanisi konan 25 hastada lenfoid ve myeloid monokional
antikortar cahigidi.

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

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

FAB'a gdre siniflandinimayan bir fenotipik Idsemilerin tammlanmasini;
immUnfenotiplendirme saglar.Mixed l6semilerde tek bagina AML ve ALL tedauvisi
yetersizdir. Bu nedenle immanfenotiplendirme ile mixed Iéseminin tespit edilmesi, bu
hastalia uygun tedavi protokollerinin secilmesini saglayacaktir.

Ozet olarak akut ldsemilerde FAB siniflandirimasinin yaninda

immUnfenotiplendirmesinin yapiimasi hastaligin tani prognoz ve tedavisi agisindan

Klinige yardimc: olacag kanaatindeyiz.




SUMMARY

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

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

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

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

For this reason, determining (indentifying) the mixed lucamia by
*mminofenotyps is the better method for the therapy of this iliness.

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

€an be a better method fot the diagnosis, prognosis and the therapy of the iliness.
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