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1.GIRIS ve AMAC

Kronik lenfositik 16semi (KLL), matiir CD5+/CD19+ B lenfositlerin cogalarak kan,
kemik iligi ve lenfoid dokularda biriktigi lenfoproliferatif bir hastaliktir. Bati iilkelerinde en sik
goriilen 16semi tipidir (1). Tiim l6semilerin yaklagik %40’1n1 olusturmaktadir. Genellikle ileri yas
hastaligidir (2,3).

Kronik lenfositik 16semi’nin seyri son derece degiskendir. Bu nedenle bireysel prognoz
ve risk degerlendirmesi Onemlidir (4). Bazi olgularda hastalik yavas seyirli olup tedavi
gerektirmezken, bazi olgularda ise, tanidan kisa bir siire sonra tedavi gereksinimi olur (5). Toplam
sagkalim aylar ile siirli olabilecegi gibi, dekadlar ile ifade edilebilecek kadar uzun da olabilir (6).
KLL’nin degisken klinik seyrinden dolayr hizli seyredecek hastalar1 onceden saptamak tedavi
gereksiniminin belirlenmesi agisindan 6nemlidir (7).

Kronik lenfositik 16semi prognozunun belirlenmesinde bir dizi klinik ve biyolojik
faktor tanimlanmustir (4,8). Hastalik evresi en 6nemli prognostik faktor olarak yerini korumaktadir
(9). Rai ve Binet klinik evreleme sistemleri KLL'li hastalarin tedavi gereksinimlerini ve ortalama
sagkalimlarin1 6ngdormede faydalidir. Ancak bu smiflamalarin prognostik degeri erken evre
olgularda smirhidir (7). Oysa erken evrede basvuran olgularm yaklasik %30-40’1 ileri evrelere
gecmekte ve yasamlarini yitirebilmektedir. Bu olgular tani sonrasi belirlenmesi tedavinin bu
dogrultuda secilmesini saglayabilir. Mevcut smiflama sistemlerinin bu olgularin ayrimindaki
yetersizligi, erken donemde prognozu belirlemeye yardimci olacak faktorleri bulabilmek igin,
cesitli caligmalar yapilmasma neden olmustur. Bu dogrultuda KLL’ye ait birgok molekiil ile
bunlarin genetik ve biyolojik 6zellikleri arastirilmistir (6,10). Sitogenetik anomaliler,
Immunglobulin agir zincir degisken bdlgesinin (IgVH) mutasyon durumu, zeta zinciri iliskili
protein kinaz 70 (ZAP70) ve CD38 klinik seyir ve prognoz lizerine etkileri kanitlanmis biyolojik
faktorlerdir (3,4,8,9,11,12). Bu faktorlerin klinikte kullanilmasint kisitlayan etken ise
standardizasyon sorunudur (9,13). Bu nedenle, yaygin klinik kullanima olanak saglayan, ucuz ve
basit prognostik faktorlere olan gereksinim artmaktadir.

Yapilan arastirmalarda KLL hiicrelerinin iki farkl gruba ayrildig1 saptanmstir. Bunlar;
pregerminal merkez kaynakli 16semik hiicrelerden olusan IgVH mutasyonu olmayan birinci grup
ile germinal merkez veya germinal merkez sonrasi hiicrelerden olusan somatik mutasyona ugramis
ikinci gruptur. KLL hastalarinin %50’sinde IgVH mutasyonu goriiliir ve iyi bir klinik gidis
gosterirler. Mutasyonu olmayanlara gore daha az tedaviye ihtiyag¢ duyarlar ve tedavisiz gecgen siire
daha uzundur. Yasam siireleri de, mutasyonu olmayan olgulara gére 6nemli 6l¢lide fazladir. [gVH
mutasyonu yeni ve iyi bir prognostik faktor olarak ortaya konmustur (14,15,16,17). Ancak, IgVH
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gen dizisinin belirlenmesi ve mutasyon varligmin arastirilmasi ¢ok az sayidaki laboratuarda
yapilabilmektedir. Ayrica molekiiler genotipik analiz pahali bir yontem oldugundan rutin inceleme
ve takip yontemi olarak uygulanamamaktadir. Bu nedenle yeni caligmalar bu mutasyon varligini
gosterebilecek farkl yontemler iizerine yogunlasmistir (7).

CD38 hematopoietik hiicrelerde olgunlagsma ve aktivasyon evreleriyle iliskilidir (13).
CD38’in yliksek oranda ekspresyonu ileri evre hastalik ve kemoterapiye kotii yanitla iligkilidir (17,
18). CD38 ekspresyonu yiiksek olan hastalarda, neoplastik hiicrelerde atipik morfoloji, yaygin
kemik 1ligi infiltrasyonu ve periferik lenfosit sayisinda yiikseklik daha sik gozlenir (13). Bu
hastalarin sagkalim siireleri daha kisadir (13,18,19). Yapilan caligmalarda pregerminal merkezli
16semik hiicrelerde CD38 ekspresyonunun yiiksek, ancak mutasyona ugramis hiicrelerde diisiik
oldugu, bu nedenle IgVH mutasyonunu gostermede CD38 ekspresyonunun kullanilabilecegi 6ne
siriilmiistiir. Ancak glinlimiizde IgVH mutasyonu ve CD38 ekspresyonu birbirinden bagimsiz
prognostik faktorler olarak degerlendirilmektedir (20,21,22).

Zeta zincir iligkili protein kinaz 70 (ZAP70) tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir (23,24).
ZAP70’in KLL’de B hiicre reseptor sinyali ile iligkili oldugu gosterilmistir (25). Losemik
hiicrelerde, ZAP70 ekspresyonunun %20’den fazla olmasi1 kotii prognostik 6zelliktir (21). Yapilan
calismalarda ZAP70 ekspresyonunun IgVH mutasyonu ile korelasyon gosterdigi saptanmis olup,
IgVH mutasyonunun olmadigi olgularda ZAP70 ekspresyonunun oldugu gézlenmistir. ZAP70’in
sadece mutasyon durumunu tespit etmekte degil ayni zamanda sagkalim ve progresyonu
belirlemekte de 6nemli olacagi 6ne siiriilmiistiir (20). IgVH mutasyonu pahali, tespiti zor ve ancak
belli merkezlerde yapilabilen bir inceleme olmasi nedeniyle bunun yerine, kolay ve ucuz olan
ZAP70’in kullanilmasi diistintilmiistiir (26,27).

Kronik lenfositik 16semi’li olgularda [gVH mutasyon durumunun tani aninda hizli bir
sekilde gosterilebilmesi, prognoz ve tedavinin belirlenmesi agisindan kritik Ooneme sahiptir.
Calismamizda amag, KLL’li vakalarin kemik iligi biyopsi orneklerinde IgVH mutasyonu ile
ZAP70 ve CD38 sentezinin gosterilerek, bu belirteclerin mutasyon durumu, kemik iligi

infiltrasyon paterni ve prognoz ile iliskisini ortaya koymaktir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Lenfomalar ve B Hiicreli Neoplazmlar

Lenfomalar, bagisiklik sistemini olusturan hiicrelerin, ¢esitli gelisim asamalarindan
koken alan maligniteleridir. Koken aldiklar1 farklilasma asamasina gore degisik morfolojik,
immiinolojik ve klinik tablo olustururlar. Lenfomalarin siniflandirilmasi hastaligin dogru teshisi,
klinik gidisi ve tedaviye yaklasim yoniinden oldukca dnemlidir. Ancak lenfomalar bugiine kadar
siniflamas1 en sik degisen neoplazmlardir. Ilk bastaki smiflama sistemleri sitolojik ve histolojik
ozelliklere gore olup; daha sonraki giincel smiflama sistemleri ise molekiiler genotipik bulgular
g0z Oniine alinarak olusturulmustur (28,29)

2008 World Health Organization (Diinya Saglik Orgiiti-WHO) smiflamast klinik,
immiinolojik ve genetik veriler gézoniine alinarak olusturulan ve giliniimiizde kullanilan son
smiflamadir (Tablo 1). Bu smiflamada, hiicre kokeni ve farklilasma diizeyi temel alinmaktadir.
Lenfoid maligniteler immatiir B hiicreli ve immatiir T hiicreli, matiir B hiicreli ve matiir T hiicreli

neoplazmlar olarak ayrilmaktadir (30).
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Tablo 1: 2008 WHO siniflamasina gore B hiicreli neoplazmlar

B hiicreli Neoplazmlar

Immatiir B hiicreli Neoplazmlar

B lenfoblastik l6semi/lenfoma, NOS
B lenfoblastik lenfoma/lenfoma, tekrarlayan genetik anormallikler
Matiir B hiicreli Neoplazmlar

B hiicreli kronik lenfositik 16semi/kiigiik lenfositik lenfoma

B hiicreli prolenfositik 16semi

Splenik marjinal zon B hiicreli lenfoma

Tlyli hiicreli 16semi

Splenik B hiicreli lenfoma/losemi, klasifiye edilemeyen

-Splenik diffiiz kirmiz1 pulpa kii¢iik B hiicreli lenfoma

-Tiiylii hiicreli 16semi varyant

Lenfoplazmositik lenfoma

Agir zincir hastaliklari

Plazma hiicre neoplazmlari

Mukozanin ekstranodal marjinal zon lenfomasi-lenfoid dokuyla iligkili
(MALT lenfoma)

Nodal marjinal zon B hiicreli lenfoma

Follikiiler lenfoma

Primer kutan6z follikiil merkez lenfomasi

Mantle hiicreli lenfoma

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DLBCL), NOS

DLBCL, spesifik tipler

T hiicre/histiyositten zengin biiyiik B hiicreli lenfoma

Santral sinir sisteminde primer DLBCL

Primer kutan6z DLBCL, bacak tipi

Epstein-Barr viriisii (EBV) pozitif DLBCL

Biiyiik B hiicrelerin diger lenfomalar:

Primer mediastinal (timik) B hiicreli lenfoma

Intravaskiiler Biiyiik B hiicreli lenfoma

Inflamasyonla iliskili DLBCL

Lenfomatoid graniilomatozis

ALK pozitif biiylik B hiicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

HHVS ile giden biiyiik B hiicreli lenfoma-Multisentrik Castleman hastaligi ile
iliskili

Primer efiizyon lenfoma

DLBCL ve Burkitt lenfoma arasinda 6zellikler ile giden B hiicreli lenfoma
DLBCL ve Klasik Hodgkin lenfoma, Burkitt lenfoma arasinda 6zellikler ile
giden B hiicreli lenfoma

12



2.2. B Lenfositlerin Gelisimi

Konak savunma mekanizmasi, yabanci antijenlere karsi ilk koruyucu engeli olusturan
‘dogal bagisiklik’ ile daha ge¢ devreye giren ve etkili korunma saglayan ‘kazanilmis bagisiklik’
asamalarindan olusur. Dogal bagisiklik, kompleman sistemi, makrofajlar, dogal dldiiriicii (Natural
Killer-NK) hiicrelerden olusurken, kazanilmis bagisiklik esas olarak T ve B lenfositlerinden
meydana gelir (31,32).

Lenfositler, antijenlere 6zgli reseptorler tasimalart nedeniyle kazanilmis bagisikligi
diizenleyen hiicrelerdir. Lenfositler, monoklonal antikor panelleri ile tanmabilen (insan l6kosit
farklilagma antijenleri-CD) yiizey proteinleri araciligiyla tiplendirilirler. B lenfositler, esas olarak
antikorlar araciligiyla olusan kazanmilmis immiin yaniti diizenleyen hiicrelerdir (31,33). B
lenfositler kemik iliginde, T lenfositler timusta olgunlasirlar. Kemik iliginde bulunan
hematopoietik kok hiicreler, ortak lenfosit progenitor hiicrelere doniisiirler. Kemik iliginde %0,02
oraninda bulunan bu hiicreler daha sonra olgunlasmamis B hiicrelerine doniisiirler (31,32,34). B
Hiicre Reseptorii (B Cell Receptor-BCR) birbirine disiilfid baglariyla baglanmis iki agir ve iki
hafif zincir igeren heterodimer bir yapidir (31,35). B lenfositlerin uyarilmas: ve ‘klonal ¢ogalma’
ad1 verilen siirecin baslamasiyla antijene 6zgii hiicreler cogalir ve antikor salgilayan efektor
hiicreler olusur (31,32,34). B hiicresinde Ig agir zincir diizenlenmesinin ardindan hafif zincir
olusumu gergeklesir. Boylelikle yiizeyinde tam bir Ig molekiilii bulunan matiir B hiicresi olusur ve
erken-antijen bagimsiz evre tamamlanmis olur. Matiir ancak antijenle karsilasmamis B hiicresi
kemik iliginden ayrilarak periferik lenfoid dokulara gider. Ge¢ ya da antijene bagimli evrede,
antijenle karsilasan B hiicreleri lenf nodlarinin germinal merkezlerinde toplanir ve bir dizi genetik

degisiklikle antikor sentezleyebilen B hiicreleri veya bellek hiicrelerine doniistirler (32-35,36,37).

2.3. B hiicreli neoplazmlarin gelisimi

B lenfosit neoplazmlari, B hiicrelerinin gelisim asamasindaki farkli basamaklardan
ortaya cikan klonal hastaliklardir (Sekil 1). B hiicre gelisiminde antijene bagimli olmayan ve
antijene bagimli olan iki donem mevcuttur. Antijene bagimli olmayan B hiicre gelisimi kemik
iliginde gerceklesir. Kemik iliginde kok hiicreleri proB lenfositlere doniistiiklerinde yiizeylerinde
CD19, CD79a, CD34, CD10 ve TdT tasirlar. Bu hiicrelerde once agir zincirde cesitlilik (D)
segmenti, eklenme (J) segmenti ile birlesir, daha sonra degisken (V) DJ bolge birlesmesi
gerceklesir ve hiicrelerde sitoplazmik p zinciri yapilmaya baglanir. Bu hiicreler olgunlagsmamis B
hiicrelerdir. Bu asamalardaki lenfositlerden olusan lenfoma ve 16semilere immatiir B lenfoblastik
lenfoma/l6semi denir. Bir sonraki asamada Ig hafif zincir genlerinde rekombinasyon gerceklesir.

Boylece hiicreler membran yiizeylerinde IgM molekiilii tasimaya baslarlar ve periferik dokulara
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gecerler. CD20 ve CD22 tasiyan ve matiir B hiicreleri olarak isimlendirilen, bu hiicrelerde TdT ve
CD10 ekspresyonu artik yoktur (28).

Antijene bagimli evrede IgM ve IgD molekiilleri hiicre yiizeyinde belirir ve bu hiicreler
kanda dolasip, lenfoid dokulardaki primer folikiilleri olustururlar. Mantle hiicreli lenfoma, KLL ve
Kiigiik B hiicreli lenfoma/losemilerin bir kisminin bu asamadaki hiicrelerden gelistigi
disiiniilmektedir. B lenfositler antijenle karsilastiktan sonra lenfoid dokularda parakortekste
blastik goriinlimli bliyiik B hiicrelerine degiserek aktive olurlar veya IgM iireten kisa omiirli
plazma hiicrelerine doniistirler, folikiillere giderek aktivasyonlarmi siirdiiriirler ve folikiil
merkezlerinde sentrosit ya da daha biiyiik sentroblastlardan olusan germinal merkez B hiicrelerini
olustururlar. Bu asamadan sonra immiinglobulin genlerinde somatik mutasyonlar baslar. Bu
asamalarda Burkitt lenfoma, Follikiiler lenfoma, Hodgkin lenfoma ve Biiyiik hiicreli lenfomalar
gelismektedir (28).

Aktive B lenfositleri daha sonra hafiza hiicrelerine doniiserek lenfoid dokuda
folikiillerin etrafindaki marjinal bolgeye yerlesirler. Marjinal zon lenfomalar1 bu asamada ortaya
cikar. Antijenle yeniden karsilasildiginda dalak marjinal zonundaki B hiicreleri, germinal merkez

plazma hiicrelerinden olusan tiimorlere plazmasitom veya myelom adi verilmektedir (28).

Kok hiicre Akut lenfositik I6semi (ALL)

immatiir B lenfoblastik
lenfomal/losemi

Prekiirsor B hiicre

immatiir B hiicre Burkitt lenfoma

‘-@‘“5.-0%‘- & +®+~®

Kronik lenfositik losemi

Antijenle kargilagmamig Kiigiik B hiicreli lenfoma/lésemi

B hiicre

Follikiiler lenfoma
gD

Antijenle karsilagmis

B hiicre Hodgkin lenfoma

Blyiik hiicreli lenfomalar

[

Plazma hiicresi

©

Plazmasitom, Multipl myelom

Sekil 1: B lenfositlerin gelisimi ve B hiicreli neoplazmlar
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2.4. Kronik Lenfositik Losemi

2.4.1.Tamim

Kronik lenfositik 16semi 1900°li yillarin basinda taninmaya baslanmis bir antite olup;
1970’lerde klinikopatolojik smiflamalarda diffiiz, diisiik dereceli, B hiicreli non-Hodgkin
lenfomalar i¢inde kategorize edilmistir. KLL ve Kiigiik lenfositik lenfoma (Small Lymphocytic
Lymphoma-SLL) klinikopatolojik 6zelliklerinin benzerligi nedeniyle, 2001 WHO simiflamasinda
tek bir kategori (KLL/SLL) altinda toplanmistir (38). KLL/SLL tipik olarak CDS5 ve CD23 yiizey
antijeni eksprese eden kiiciik B lenfositlerle karakterize bir neoplazmdir. KLL 16semik faz, SLL ise
nodal veya solid faz olarak nitelendirilebilir (1,38,39). Periferik kan, kemik iligi ve lenf nodunda
izlenen KLL/SLL’de prolenfositler ve paraimmunoblastlarla i¢ ice gecmis monomorfik, kiiciik,

yuvarlak, matiir goriiniimlii B lenfositler dikkat ¢ekicidir (39,40).

2.4.2.Epidemiyoloji

Kronik lenfositik l6semi bat1 iilkelerinde en sik goriilen l6semi tiiridir ve %95
oraninda B lenfosit kokenli bir hastaliktir. Kuzey Amerika, Avustralya ve Avrupa llkelerinde
yasayan beyaz ve siyah wrkin, Uzak Doguda yasayanlara gore 20-30 kez daha fazla bu hastaliga
yakalandig1 bildirilmistir (41,42). Non-Hodgkin lenfomalarin %3-10"unu olusturmaktadir
(1,15,21,39). Biitiin lenfomalar i¢cinde %16-30 oraninda goriilmektedir (43).

Ileri yas hastalig1 olan KLL nin en sik goriildiigii yas aralig1 55-70’tir. Otuz yas altinda
oldukc¢a nadirdir. Hastalarin %20-30’u 55 yas altinda tan1 almaktadir. Toplam insidans: yaklasik 3-
5/100.000/y1l’dwr.  Erkek/kadin oranit yaklasgik 2/1°dir. Beyaz wkta daha sik goriliir
(2,3,4,12,20,34,35,44,45,46).

Kronik lenfositik 16semi riskinin ¢iftcilerde, kaucuk iscilerinde, asbest ile calisanlarda
ve benzene maruziyette arttigr gozlenmistir. Diger losemilerden farkli olarak, radyasyon
Oykiisiiniin etyolojide 6nemli olmadig1 sdylenmektedir (4,41). Kimyasal maddeler, diyet, sigara,
viral  enfeksiyonlar ve otoimmun hastaliklarla  etyolojik  iliskisi ~ bulunamamistir
(2,3,4,12,20,34,35,44,45,46).

Kronik lenfositik 16semi’de ailevi yatkinlik gosterilmis olup, kaltim sekli
bilinmemektedir. KLL hastalarinin birinci ve ikinci derece akrabalarinda artmis lenfoid neoplaziler
ve subklinik monoklonal B hiicre artis1 tanimlanmistir (2,3,4,12,20,34,35,44,45,46). Genetik
faktorlerin de 16semi gelismesinde 6nemli rol oynadigr diisiiniilmektedir. KLL ailesel 16semiler

icinde en sik rastlanan l6semi tiirii olup, ayni ailenin degisik bireylerinde KLL saptandigini
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bildiren yaymlar mevcuttur (4,41). Birinci dereceden akrabasinda KLL saptanan kisilerde, diger

bireylere gore goriilme sikliginin 3 kat daha fazla oldugu bildirilmektedir (4).

2.4.3.Fizyopatoloji

Yapilan son ¢aligmalar KLL’ nin immatiir B hiicresinden gelistigi yoniindeki klasik
bilgilerin aksine, antijenle karsilasarak aktive olmus matiir B hiicresinden gelistigini
gostermektedir. Bu doniisiim siirecinin, olasilikla, erken ve/veya T hiicreden bagimsiz immiin yanit
asamasinda basladig1 diisiiniilmektedir (45,46). Uzun yillar boyunca KLL, programli hiicre 6limii
sinyal yolagindaki bir sorun nedeniyle yavas ¢cogalan B lenfositlerden olusan bir ‘birikim hastalig1’
olarak kabul edilmistir (44,47). Ancak son yapilan caligmalar ile bu goriisten uzaklasilmis olup,
KLL’nin aktif hiicre yagsam dongiisiiniin islev gordiigii dinamik bir siire¢ oldugu 6ne siiriilmiistiir
(48).

Kronik lenfositik 16semi’de artmis proliferasyondan ¢ok defektif apoptozisin varligi ve
oneminden bahsedilmektedir. KLL hiicrelerinin yaklasik %2-5’inin ¢ogalma asamasmda oldugu
tahmin edilmektedir. Dolasimdaki KLL hiicrelerinin ¢ogu hiicre dongiisiiniin GO evresindedir.
Kemik iligi, dalak ve lenf nodlarinda bulunan yiiksek ¢ogalma hizina sahip hiicreler dolasima
hiicre akisini saglamaktadir. Dokularda c¢ogalan KLL hiicrelerinin olusturdugu proliferasyon
bolgeleri birikim bolgesine kaynak olusturmaktadir (4,45,49).

Kronik lenfositik losemi’de hiicre yasam dongiisiiniin siirmesinde mikrogevrenin
katkilar1 tizerinde durulmaktadir (45,49). Yapilan calismalarda, KLL hastalarinda kemik iligi ve
lenf nodlarinda damarlanmada ve yeni damar olusumunda artig gozlenmistir. Damarlanma artisinin
derecesi ile klinik evre arasinda iliski saptanmustir (15,50,51).

Kronik lenfositik 16semi gelisiminde apoptozis direnci ve bcl-2 protein ailesi dnem
tasimaktadir. Bcel-2 6karyot hiicrelerde apoptozisi inhibe ederek hiicre yasamini uzatmaktadir. Bel-
2 proteinlerinin KLL hiicrelerinde yiiksek oranda sentezlendigi gdosterilmistir (52,53). KLL
hiicrelerindeki artmis bcl-2 sentezinin gen promotor bolgesindeki DeoksiriboNiikleik Asit (DNA)
hipometilasyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (15,49,50).

Kronik lenfositik 16semide BCR sinyal ag1 ve antijenik uyarim 6nemli rol oynamaktadir
(54,55). Diisiik BCR sentezi KLL hiicrelerinin tipik 6zelligidir. Ancak hiicre zar1 diizeyinde
yetersiz BCR sentezine karsm, hiicre i¢i BCR yolaginda, transkripsiyon ve sentez asamalarinda
sorun olmadig1 goriilmiistiir (4,56).

Kronik lenfositik 16semi’de IgVH mutasyon durumu ilk kez tanimlandiginda, biyolojik
davranis farki nedeniyle KLL iki ayr1 hastalik gibi ele alinmistir. Ancak son yapilan caligmalar,
KLL hiicresinin, IgVH mutasyon durumundan bagimsiz olarak, bellek hiicrelerine benzer gen
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profiline sahip tek bir kok hiicreden gelistigini desteklemektedir. IgVH mutasyonu olan KLL
(Mutated KLL, M-KLL) hiicreleri anerjik iken, IgVH gen mutasyonu olmayan KLL (Unmutated
KLL, U-KLL) hiicreleri yeterli BCR sinyal kapasitesine sahiptir (54,55,57). U-KLL olgularinda
BCR sentezi goreceli olarak yiiksektir ve bu hiicreler antijenik uyariya daha iyi yanit vermektedir
(4,56).Bu nedenle U-KLL olgularmin prognozu kotiidiir (57).

Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 (ZAP70), reseptdr bagimli bir tirozin kinaz
proteinidir. T ve NK hiicrelerinde bulunurken, dolasimdaki normal B hiicrelerinde bulunmaz. U-
KLL hiicrelerinde ZAP70 sentezi yliksektir. ZAP70 pozitif KLL hiicrelerinde BCR nin uyarilmasi
sonucunda artmig tirozin kinaz fosforilasyonu ve hiicre 1i¢i kalsiyum serbestlesmesi
gerceklesmektedir. Dolayisiyla ZAP70, KLL hiicrelerinde BCR sinyal yolagini aktiflestirerek
yasam siiresini uzatmakta ve hastalik seyrini hizlandirmaktadir (4,45).

BCR sinyal yolunun diger 6nemli molekiilii neoplastik klonun ¢ogalmasindan sorumlu
olan CD38dir (54,55). CD38, B hiicre gelisiminin farkli asamalarinda 6nem tasimaktadir. CD38
ekspresyonu, U-KLL ile iligkili olup kotii prognozu gostermekte ve hiicre yasam siiresini

uzatmaktadir (4).

2.4.4. Klinik ozellikler

Kronik lenfositik 16semi primer olarak ileri yas grubu hastaligidir ancak gencg
yetigkinlerde de tanimlanmistir (58,59). Akut 16seminin belirti ve semptomlarindan farkli olarak
KLL yavag gelisir. Vakalar1 %25’1 asemptomatiktir. KLL’nin asemptomatik fazinin siiresi
hastadan hastaya degiskendir. Tani herhangi bir nedenle yapilan tetkiklerde lenfositozun
saptanmas1 ve ardindan gercgeklestirilen incelemelerle konur (59).

Kronik lenfositik 16semi’nin hematolojik anormallikleri periferik kan ve kemik iligi
lenfositozisi ile karakterizedir (59). Lenfosit sayisi <10x10°/L oldugunda ise tam icin KLL
immiinfenotip ve morfolojisi ile tipik goriinlimiin olmasi sarttir (30). Anemi meydana geldiginde
genellikle normokromik ve normositiktir (59). Lenf nodu, karaciger ve dalak diger tipik tutulum
alanlaridir. Dalak tutuldugunda boyutu biiyiimiis, genislemis ve agirligi artmis olabilir. Bunlarin
disinda deri, akciger, meme ve okiiler adneks gibi ekstranodal tutulum alanlar1 olabilir (30).

Hastalarmn biiylik c¢ogunlugunda agiklanamayan persistan lenfositozis, servikal,
supraklavikular ve/veya aksillar nodlarda hafif lenfadenopati ve splenomegali KLL’nin erken
belirtileri olarak goriilir. Hafif anemi ve trombositopeni hastaligin daha erken evrelerinde
yaygindir (59). Hastalarin %5’inde nodiiler ve diffiiz deri infiltrasyonlari, eritroderma, eksfoliatif
dermatit ve sekonder deri enfeksiyonlarmin formlar1 halinde kutanéz invazyon bulgular1 goriiliir
(59,60).
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Hastalik ilerledik¢e splenomegali, hipersplenizm ve bunu takiben periferal sitopenilerle
giden masif adenopatiye yol agan organ infiltrasyonlar1 meydana gelir. Bu hastalarda ates, kilo
kaybr ve gece terlemelerini igceren B semptomlar1 bulunur. Hastaligin devaminda kemik iligi
neoplastik hiicrelerle biiyiik 6lciide infiltre hale gelir ve tiimor hiicrelerinin ilik elemanlar: ile yer
degistirmesine bagl olarak daha ciddi anemi, trombositopeni ve ndtropeni meydana gelir (59).

Kronik lenfositik 16semi’li hastalarda immiinolojik aktivite 6nemli Ol¢iide bozulur.
Hipogammaglobulinemi KLL’li hastalarin yaklasik %50’sinde goriiliir. Ig yetersizligi cesitli
enfeksiyonlarm gelisiminde artisa sebep olur. Ozellikle respiratuar sistem, {iriner sistem ve deride
goriilen bakteriyel enfeksiyonlar, Herpes simpleks ve Herpes zoster gibi viral enfeksiyonlar
yaygindir ve dramatik olarak hastanin morbidite ve mortalitesine katkida bulunur (59). Enfeksiyon
en onemli komplikasyonlardan olup; en sik 6liim nedenlerinden biridir (1).

Otoimmiinite KLL’de siklikla goriiliir. Hastaligmm seyri boyunca Coombs pozitif
otoimmiin hemolitik anemi gelisen hastalarm oran1 %25’tir. Kirmizi kan hiicrelerine kars iiretilen
ve direkt antiglobulin (Coombs) testi ile saptanan antikorlar 6nce goriilebilir, simiiltane olarak ya
da KLL’nin takibinde meydana gelebilir (59). Kirmiz1 hiicre aplazisi nadiren meydana gelir
(59,61). Trombosit ve notrofillere kars1 antikorlar gelisebilir ve immiin trombositopenik purpura ve
notropeniye yol acabilir. Bence Jones paraproteinemisi KLL’li hastalarin % 65’inde rapor
edilmistir. Agir zincir paraproteinler IgM ya da IgG saptanabilir (59).

Kronik lenfositik 16semi’de tedaviden bagimsiz olarak ikinci bir kanser sikliginda artis
mevcuttur (49). Erken evre hastalarin tedavi edilmesinin sagkalim {izerine etkisinin olmadigi
gosterilmistir. Bu nedenle genel goriis ileri evre ve semptomatik hastaligin tedavi edilmesi
yoniindedir (62). KLL’ nin klinik seyri ¢ok degiskendir ve bireysel prognoz degerlendirmesi bu
nedenle 6nem tasimaktadir (11,34,36,44,52,56,62,63).

2.4.5. Tani kriterleri

Kronik lenfositik 16semi’nin tanisi1 Uluslararas1 Kanser Enstitlisii (National Cancer
Institute- Sponsored Working Group, NCI-WGQG) tarafindan 6nerilen ve revize edilen kriterlere
dayanmaktadir (64) (Tablo 2). Tami icin diger sebeplerin yoklugunda matiir goriiniimlii
lenfositlerden olusan persistan (>1 ay) periferal kan lenfositozisi (>5x 10° he/L) ve dolasimdaki
lenfositlerin KLL immiinfenotipinde olmasi (periferal kanin flow sitometrik immiinfenotipik
analizi ile gosterilen soluk CD20+, CD19+, CD5+, CD23+, FMC7-, Zayif yogunlukta yiizey
Ig’ler1 ) gerekir (59).

Cogu KLL vakasinda goriilen lenfositlerin morfolojik 6zellikleri olduk¢a belirgin

olmasmna ragmen; kesin tani i¢in neoplastik hiicrelerin membran immiinfenotipi muhakkak
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saptanmalidir (65). Tipik bir KLL vakasinda neoplastik hiicrelerde CD5, CD11¢, CD19 (soluk),
CD20 (soluk), CD23, CD22 (zayif ya da negatif) ve monoklonal kappa ya da lambda Ig hafif
zincir ekspresyonlar1 gosterilebilir. Bu hiicreler FMC7 ve CD79b i¢in negatiftirler (59).

Tablo 2: Kronik lenfositik losemide tani kriterleri

Kronik lenfositik losemi’de National Cancer Institute Working Group
(NCI-WG) tam Kkriterleri

1- Cevre kaninda 1 aydan uzun siiren, >5x10"/L oraninda, olgun goériiniimlii
lenfosit artisinin olmasi
2- Monoklonal B hiicre fenotipi (diistik slg, CDS5 sentezi)

Kronik lenfositik l6semi hiicresinin immunfenotipik 6zellikleri
CD5+/CD19+, CD23+, CD79a+, CD43+, CDl1lc+

Kappa + veya lambda +

Diisiik ifadelenen molekiiller: sIg, CD79b, CD20 ve CD22
FMC7-, CD10., siklinD1-

Kemik iliginde lenfosit infiltrasyonunun gosterilmesi (biitiin niikleuslu hiicrelerin
%30’undan fazlasinin lenfosit olmasi) tani i¢in gerekli degildir. Fakat kemik iliginin incelenmesi
evrelemede ve vakalarin tedaviye cevabinin takibinde esansiyeldir. Kemik iligi biyopsisi tani i¢in
gerekli olmamasina ragmen, infiltrasyonun diffiiz ya da non-diffiiz paternde olmasinin bilinmesi
prognostik belirleme i¢in degerlidir. Cesitli calismalar KLL’de kemik iligi infiltrasyon paterninin
prognostik dnemini ve diffiiz tutulumun kisa sagkalim ve kotii prognoz ile iligkili oldugunu

gostermistir (59).
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2.4.6. Morfolojik kriterler

Periferik kan incelemesi:

Kronik lenfositik 16semi’de karakteristik olarak kan yaymasinda monoton lenfoid hiicre
popiilasyonunun baskin olan, genellikle 5000 pL’den daha fazla lenfositozis ortaya ¢ikar. KLL
vakalarinin yaklasik % 6’sinda lenfosit sayis1 5000 pL’den azdir ve KLL’ye ait klinik belirtiler
yoktur. Bu gibi vakalarda total diferansiyel sayinin %50’ye esit ya da %50’den fazla oldugu rolatif
lenfositozis, immiinfenotipleme ve kemik iligi biyopsisi ile birlikte KLLL. nin arastirilmasinda ipucu
olarak kullanilabilir (59,66). Kemik iligi ve periferik kanda KLL hiicreleri, dar, bazofilik
sitoplazmali, kiimelenmis kromatin paternine sahip, diizgiin sinirlt kii¢iik lenfositlerdir. Niikleolus
yoktur veya belirsizdir (39,41).

Kronik lenfositik 16semi’de lenfositler morfolojik olarak degiskendir (59). Baz1 KLL
olgular1 atipik morfoloji gosterebilir (Resim 1). Bu olgularda degisen oranlarda atipik lenfositlere
rastlanabilir, ancak immiinfenotipleri KLL i¢in karakteristik Ozelliklere sahiptir (30). Biiyiik
belirgin niikleolusa sahip prolenfositlerin orani, yayma preparatlarinda %?2’den azdir.
Prolenfositler kiiglik 16semik hiicrelerden (9-10 pm) daha biiyliktiir, daha genis sitoplazmali,
belirgin santral niikleuslu, kondanse kromatinli ve yuvarlak niikleusludur (59). Sayilarinin artigi
agresif bir klinik seyir, pS3 anormalligi ve kromozom 12 trizomisi ile iliskilidir (30). KLL’li
hastalarin yaklasik %15’inde atipik morfolojik 6zellikler goriiliir. Dolagimdaki prolenfositlerin
sayisinin artmasi (>%10) ile karakterize atipik morfolojik 6zellikler mevcutsa bu prolenfositli KLL
(KLL/PL), dolasimdaki lenfoplazmositik ve ¢entikli hiicrelerin artmasi (>%15) s6z konusu ise bu

atipik KLL olarak adlandirilir (59,67).

.

Resim 1: KLL’de periferik kan incelemesinde goriilen lenfoid hiicreler: a) Tipik lenfositler

(H&E, x1000) b)Atipik lenfositler (H&E, x1000) (59).

— i
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Kemik iligi:

Kronik lenfositik l6semi’de lenfositlerin morfolojisi kemik iligi aspirasyonlar1 ve
biyopsi spesmenlerinde de incelenebilir. Kemik iligi aspirasyon yaymalar1 kemik iligindeki biitiin
niikleuslu hiicrelerin %30 ve fazlasini igeren bir lenfositozis oldugunu gosterir (59). Kemik iligi
tutulumu nodiiler, interstisyel, diffiiz veya her {igiiniin kombinasyonu (mikst) seklinde olabilir (41,
68) (Sekil 2).

Nodiiler patern ilik mesafesi boyunca dagilmis kiiciik lenfositlerin agregatlar1 ile
karakterizedir. Kemik iliginin benign lenfoid agregatlarina zit olarak KLL nin nodiiler agregatlar1
daha az kompakttir ve nodiil c¢evresini infiltre eden neoplastik lenfoid hiicreler ile diizensiz
sinirlara sahiptirler. Psddofolikiiler gelisim merkezi olarak bilinen proliferasyon merkezlerinin
gelisimi genis tutulumlu vakalarda goriilebilir (59).

Interstisyel paternde kemik iligi ¢atis1 bozulmaksizin lenfositler normal hematopoietik
elementlerle karigik halde bulunur (59, 68).

Diffiiz gelisim paterninde yag hiicrelerini de igeren tiim ilik alaninin neoplastik lenfoid

hiicre infiltrat1 ile tabaka halinde kaplandig1 goriiliir (59, 68).

Normal
interstisyel e t
‘."‘ P — i i
Nodiiler . ‘ '
Diffuz

Sekil 2: KLL’de kemik iligi infiltrasyon paternleri (68)
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Kemik iligi tutulum paterni prognoz ile iligkili olup, nodiiler ve interstisyel patern erken
donem KLL’de izlenir. Ilerlemis ve kemik ili§i yetmezligi gelismis hastalarda infiltrasyon
genellikle diffiiz paterndedir (30). Diffiiz ve diffiiz olmayan paternler ZAP70 ekspresyonu ve
IgVH mutasyon durumu ile iliskilidir. Nodiiler patern infiltrasyonlu KLL vakalar1 somatik olarak
hipermutasyonludur ve ZAP70 eksprese etmezler. Buna ragmen diffiiz tutulumda mutasyonsuz

IgVH geni vardir ve ZAP70 ekspresyonu goriiliir (59,69).

Lenf nodu:

Kronik lenfositik l6semi primer’de periferik kan ve kemik iligi primer olarak
tutulmakla birlikte lenf nodu tutulumu da olduk¢a yaygindir (59). KLL ile tutulmus olan lenf nodu
normal boyutta olabilir, ancak siklikla biiylimiistiir. Lenf nodu makroskopik olarak sert, beyaz,
balik eti goriiniimiindedir. Timor ¢evre yumusak dokuya yayilim gosterebilir. Ekstranodal tutulum
alanlarinda da benzer goriinlim mevcuttur (39).

Mikroskopik incelemede lenf nodunun olagan histolojik yapisi bozulmustur. Koyu,
kii¢iik lenfositlerin bulundugu zeminde biiyiik hiicreleri igeren soluk goriiniimlii, psddofolikiil
yapilar1 izlenebilir. Hastalarin %75’ten fazlasinda lenf nodunun normal histolojik yapis1 tamamen
silinmig goriinimdedir. Baz1 hastalarda lenf nodunun periferinde rezidiiel lenfoid doku alanlar1
gortilebilir. Tutulum nadiren interfolikiiler olabilir (59).

Interfolikiiler patern kemik iliginden ziyade daha yaygmn olarak lenf nodlarinda
goriiliir (59,70). Bu paternde periferal mantle zondan yoksun genis paratrabekiiler ve interstisyel
reaktif germinal merkezler goriiliir (59).

Neoplastik hiicreler kiigiik, matiir goriiniimlii lenfosite benzer. Hiicre boyutu 6-12 pm
ve morfolojik olarak normal goériinlimde olup, transforme olmamis lenfosit formundan ayirmak
olanaksizdir. KLL’de sitoplazma genellikle dardwr, genis sitoplazma plazmasitoid varyantta
goriiliir. Hiicresel proliferasyon monotondur, bazen hastalarda malign lenfoid hiicrelerin heterojen
populasyonu goriilebilir. Niikleus yuvarlaktir, hafif niikleer membran kontiir diizensizligi vardir ve
birkag kii¢iik niikleolus gozlenebilir. Mitotik aktivite diisiiktiir. Proliferasyon merkezleri olarak da
bilinen psddofolikiiller kiiciik, orta ve bliyiik boy hiicreler icerir. Prolenfositler orta boyda dagilmis
kromatin ve kiigiik niikleolusa sahip iken, paraimmiinoblastlar yuvarlak veya oval niikleuslu,
kromatin dagilimi gosteren, santral eozinofilik niikleolus ve hafif bazofilik sitoplazmaya sahip
orta-bliylik boy hiicrelerdir. Psddofolikiillerin boyutu ve paraimmunoblastlarin sayist olgudan
olguya degisiklik gosterir (59).

Baz1 vakalarda agik olarak 16semik faz olmaksizin doku tutulumu meydana gelir. Bu
gibi durumlarda Small Lymphocytic Lymphoma (SLL) terimi kullanilir (59). SLL KLL nin nodal
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karsiligidir (65). SLL’de esas olarak lenf nodlar1 ve ekstranodal dokular tutulur. Bu kiigciik B
lenfositlerin neoplastik transformasyonu ile karakterize diffiiz Non-Hodgkin Lenfomadir. Lenf
nodunda  SLL’nin  hiicresel = komponentleri  kiiciik  lenfositler, prolenfositler ve
paraimmiinoblastlardir. Prolenfositler ve paraimmiinoblastlar genellikle psddofolikiillerde
konsantredir (65). SLL vakalarinin 2/3’1i lenf nodunda lokalize kalir fakat bazi vakalarda periferik
kan tutulumuna ilerler. O zaman hastalik KLL/SLL olarak tanimlanir. Simdilerde bu iki antite tek
bir hastaligin farkli doku ekspresyonlari olarak dikkate alinmaktadir (59,71).

Plazmasitoid diferansiyasyon nadir olmasma ragmen KLL’de rapor edilmistir ve bu
hastalarda siklikla serum monoklonal paraprotein olarak genellikle IgM mevcuttur (59,72). Bu gibi
vakalarda Lenfoplazmositik lenfoma/Waldenstrom’s makroglobulinemi- si’nden farkli olarak
KLL’nin biitiin morfolojik ve immiinfenotipik 6zellikleri bulunur. Literatiirde lenf nodu histolojisi

ile klinik gidis arasinda iliskiyi gosteren net bir ¢alisma yoktur (59).

Diger organlar:

Dalak, kemik iligi ve lenf nodundan sonra KLL tutulumunun en yaygin gorildiigi
organdir (59). Dalakta beyaz pulpa tutulumu belirgindir, ancak kirmizi pulpa da tutulabilir (73).
Kirmizi pulpanin genis infiltrasyonu, diffiiz tutulumda yaygindir (59). Psodofolikiiller goriilebilir,
ancak lenf nodlarinda goriilen kadar belirgin degildir (41). Lenf nodu ya da kemik iligi tutulumu
yoklugunda izole splenik tutulumun oldugu nadir vakalar raporlanmistir ve bu hastalar daha iy1
prognozlu olmaya egilimlidir (59).

Karaciger infiltrasyonunda KLL hiicreleri primer olarak siniislerin tutulmasi ile portal
alanlar etrafinda konsantredir (59).

Diger ekstranodal ve ekstramediiller tutulum alanlar1 tonsil, deri (74), gastrointestinal
sistem (75) ve plevradir (76). Myokard infarktiisiiniin sebebi olarak koroner arterlerin okliizyonu
tek bir vakada rapor edilmistir (77).

Neoplastik hiicreler ince igne aspirasyon materyallerinde ve imprint preparatlarinda,
kiiciik, transforme olmamis lenfositlere benzer morfolojidedir . Hiicreler soluk bazofilik, dar
sitoplazmaya sahiptir. Doku kesitlerinde oldugu gibi niikleusta birkac belli belirsiz niikleolus ve
kromatin kiimelenmesi goriiliir. Psddofolikiiler proliferasyon merkezlerinin ¢cokluguna bagl olarak
degisik sayida prolenfosit ve biiylik transforme hiicreler (immiinoblastlar) goriilebilir. Bu hiicreler
KLL hiicrelerinden daha genis sitoplazmaya sahiptir. Bu transforme hiicreler bir veya daha fazla
belirgin niikleolus icerir, ancak sitoplazmik bazofili goriilmez. Mast hiicreleri artmigs ve plazma

hiicreleri siklikla azalmigtir (41).
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2.4.7.immiinfenotipik ozellikler

Tipik bir KLL vakasi genellikle tannabilir ve sadece morfolojik 6zelliklere dayanarak
subklasifiye edilebilir. B hiicre monoklonal antikorlar kullanilarak neoplazmin immiinfenotipik
karakterizasyonu taniy1 dogrular (59).

Kronik lenfositik l6semi’nin kendine 6zgii bir immiinprofili vardwr. Losemik B
hiicreler, matiir B hiicrelerdeki gibi CD19 yani sira, daha az oranda CD20 ve beraberinde CDS5
ekspresyonu gosterirler. Ayrica CD23, CD43 pozitif, CD79b zayif pozitif veya negatif, FMC7,
CDI10 ve siklin D1 negatif immiinfenotip sergiler. Neoplastik hiicreler, normal B lenfositlerin
ancak %10’u kadar yiizey Ig dansitesi gosterdiginden, 6zellikle IgM ve IgD olmak iizere, zay1f
yiizey Ig ekspresyonu gosterirler (39,41). Olgularin % 60-75 kadarinda CD21 yan1 sira CDll1c,
CD25 ve CDI14 ekspresyonu gozlenebilir (30,39). CD5+ ve CD23+ fenotip KLL tanist i¢in
esansiyeldir. Zayif CD20 ekspresyonu KLL tanisin1 desteklemede yararli bir 6zelliktir (59) (Tablo
3).

Tablo 3: Kronik lenfositik losemide immiinfenotipleme

Kronik lenfositik Losemide Immiinhistokimya

Pozitif (+) Pozitif/negatif (+/-)  Negatif (-)
CDs5s CDll1c FMC7
CD19 CD25 CD10
CD20 CD79 Siklin D1
CD23 IgM/IgD CD22
CD43 CD21 CD32
CD79a CD14

Kronik lenfositik 16semi’yi diger B hiicreli lenfoproliferatif hastaliklardan ayirmak i¢in;
KLL’nin immiinfenotipik markerlarinin ekspresyon paternlerine dayanan bir uluslararasi skorlama
sistemi (International scoring system) meydana getirilmistir. Bu sisteme gore KLL’de 5
immiinfenotipik marker degerlendirilmistir: slg, CDS5, CD23, FMC7 ve CD79b (ya da CD22).
Skor CD5 (1 puan), CD23 (1 puan), diisiik seviyede yiizey Ig (1 puan) ekspresyonu ve CD79b (1
puan) (ya da CD22) ya da FMC7 (1 puan) yokluguna dayanmaktadir. Skoru 4 ya da 5 olan vakalar
tipik KLL olarak degerlendirilir. Skoru 3 ve daha az olanlar atipik KLL olarak dikkate alinir
(59,78) (Tablo 4).
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Tablo 4: Kronik lenfositik losemide immiinfenotipik skorlama sistemi

Kronik Lenfositik Losemide uluslararasi skorlama sistemi

Markerlar 1 puan 0 puan
CDS5S Pozitif Negatif
CD23 Pozitif Negatif
FMC7 Negatif Pozitif

slg Zayf Orta/giiclii
CD79b (yada CD22) Zayif/ negatif Orta/giiclii
4, 5 puan= Tipik KLL 1,2,3 puan= Atipik KLL

Kronik lenfositik 16semi’de CD5’in aberan ekspresyonu ilgi ¢eken bir konudur. CD5
normalde T lenfositlerde ve kord kani eritrositleri gibi hiicrelerde bulunur. CD5 molekiiliiniin tam
fonksiyonel rolii bilinmemektedir. KLL nin aberan antikor iiretiminin bir sonucu olarak normal
CD5+ B hiicrelerinden gelistigi dne siiriilmektedir (59,79). CDS5 ekspresyonunun B hiicrelerinin
ylizeyinde mitojenik stimiilasyon ile indiiklenebildigi bulgulari 1s1ginda bu goriis daha kabul goriir
hale gelmistir (59,80). Ayrica, post-germinal merkez hiicresi i¢in karakteristik, somatik olarak
mutasyonlu IgVH gen ile KLL’ nin farkli bir subtipinin tanimlanmasi, CD5+ saf B hiicresini daha
az cazip bir aday haline getirmistir (59,81). KLL’de % 7-20 oraninda CD5 ekspresyonu goriilmez
(59,82). CD5 negatif olan KLL olgularinda genellikle splenomegali, anemi ve lenf nodu
tutulumunun yoklugu ile hastaligin daha hafif bir formu goriiliir ve bdylece olgular daha iyi
prognozlu olmaya egilimlidir (59,83). Plazmasitoid diferansiyasyon CD25, CD71 ekspresyonu ve
CDS5 negatifligi ile birliktedir (39).

Kronik lenfositik 16semi hiicrelerinde CD23 ekspresyonu da ilgingtir (59). CD23
IgE’nin diisiik afiniteli bir reseptorii olarak fonksiyon goren 45 kd agirliginda bir transmembran
glikoproteinidir. CD23 normal B hiicrelerinde diisiik seviyelerde eksprese edilir fakat aktivasyon
iizerine B hiicrelerinde yiiksek ekspresyon goriiliir. KLL olgularinda CD23’iin yiiksek seviyeleri
hastalik aktivitesi ile direkt olarak iliskilidir (59,84). CD23 ve siklin D1, KLL ile mantle hiicreli
lenfoma ayriminda onemlidir. Baz1 olgularda CD23 negatif veya fokal pozitiftir ve bazi mantle
hiicreli lenfomalar CD23 eksprese edebilirler. Bu durumda siklin D1 ayirici tanida yardimct olur
(30).

FMC7 multimerik CD20 kompleksine baglanan 105 kd agirliginda bir glikoproteindir.
Normal ve malign B hiicrelerinde CD20 ve FMC7 ekspresyonu arasinda gii¢lii bir korelasyon

vardir (59,85). FMC7 c¢ogu KLL vakasinda genellikle eksprese edilmezken, diger B hiicreli

25



hastaliklar siirekli olarak FMC7 eksprese eder. KLL vakalarinin kiigiik bir kisminda FMC7
pozitiftir ancak bu vakalar ayn1 zamanda gii¢cliit CD20 ve slg ekspresyonu ile giden atipik morfoloji
gosterirler. Klinik olarak bunlar FMC7 negatif vakalar ile karsilastirildiginda daha agresif bir seyir
gosterirler (59,86).

Ayn1 zamanda B29 olarak da bilinen CD79b, KLL vakalarinda olduk¢a az eksprese
edilen ya da siirekli olarak negatif olan bir diger B hiicre markeridir. Bu markerin ekspresyon
seviyesi KLLL’de Ig’nin ekspresyon seviyesi ile direkt olarak koreledir (59,87). CD79b’nin ve
sonu¢ olarak Ig’nin az ekspresyonu ya da yoklugu, KLL hastalarinda B29 genini kodlayan
sekanslarda mutasyonlarin gelismesine baglanmistir (59,88). KLL’ye zit olarak diger cogu B
hiicreli neoplazmlarda CD79b pozitiftir. Literatiirde KLL’de CD79b ekspresyonu %5-27 oraninda
raporlanmistir (59,87,89). Gegmiste CD79b ekspresyonunun atipik morfolojik 6zellikler ile iliskili
oldugu raporlanmistir fakat bu bilgi herhangi bir iligki olmadigini raporlayan bagimsiz
arastirmalarla ¢elismektedir (59,89).

CD38 ve ZAP70 ekspresyonunun KLL’nin tanisindan ziyade prognozunun
belirlenmesinde rolii vardir (59).

Kronik lenfositik 16semi’de apoptozise direng neoplastik hiicrelerin esas isaretidir. Bu
acidan KLL’de bcl-2 ailesinin ekspresyonu Onemlidir. Altta yatan mekanizmalar hala
anlasilamamis olsa da, biitiin KLL vakalarinda bcl-2 asir1 derecede eksprese edilir (59,90). Bcl-
2’ye ek olarak, Bax ve bcl-x1 ‘de ayn1 zamanda asir1 eksprese edilir ve KLL hiicrelerine apoptozis
direncini saglarlar (59,91). Yeni bir calismada bcl-2 ailesinin diger bir antiapoptotik iiyesi olan
mantle cell lymphoma-1 (MCL-1)’in KLL’de asir1 eksprese edildigi ve sitotoksik tedavi
yetmezligine katkida bulundugu ortaya konmustur (91).

Bl-integrinler, B2-integrinler ve selektinleri iceren ¢esitli hiicre adezyon molekiillerinin
ekspresyonlarindaki anormallikler ve proteinlerden Ig siiper gen ailesi, KLL’nin biyolojik
davranisini anlamak ve ayni zamanda farkli hiicre adezyon molekiillerinin fenotipik profillerinin
prognostik 6nemini saptamak i¢in arastirilmistir (59,92). B-integrinler diger B-hiicreli neoplazmlar
ile karsilastirildiginda KLL’de genellikle az eksprese edilir. CD49d/CD29’un ekspresyonu
ozellikle ilerlemis klinik evre ile iliskili bulunmustur. Yogun CD49d ekspresyonu masif
lenfadenopatili ve splenomegalili KLL hastalarinda gozlemlenmistir (59,93).

CD11a/CD18’in azalmis ekspresyonu KLL’nin karakteristik bir 6zelligidir ve siklikla
CD11a/CD18 pozitif olan diger B hiicreli lenfomalardan ayrimina izin verir (59,94). Ilave olarak
CDI11¢/CD18, CD31, CD48 ve CD58’1 iceren integrin ailesinin diger lyeleri de 6zellikle 11g23
kromozom anormallikleri tasityan KLL hastalarinda az eksprese edilir (59,95). Ig siipergen ailesine

mensup 90 kd’luk bir protein olan interselliiler adezyon molekiilii 1’in (CD54) serum seviyeleri,
26



saglikli olanlarla karsilastirildiginda KLL hasta- larinda 6nemli 6l¢lide artar ve KLL nin ilerlemis
klinik evresinde hepatosplenomegali ve tiimor yiikii ile pozitif olarak iligkilidir (59,93,96). Benzer
olarak CD44 ve CD62L (L-selektin) giiclii ekspresyonlart KLL nin progresyonu ve kisa sagkalim
ile koreledir (59,97).

Kronik lenfositik 16semi ve kiigiik lenfositik lenfoma arasindaki bilinen tek
immunolojik fark, kiiciik lenfositik lenfoma hiicrelerindeki bir yapisma molekiilii olan lenfosit

fonksiyon iligkili antijen (LFA-1) ekspresyonudur (39).

2.4.8.Sitogenetik ve molekiiler 6zellikler

B hiicreli lenfomalarin karakteristik 6zelligi klonal Ig yeniden diizenlenimini gosteren
B hiicrelerden koken almasidir. KLL gdrece matiir B lenfositlerden kaynaklandigi i¢in, hem Ig agir
zincir, hem de hafif zincirlerinde yeniden diizenlenim dikkat ¢ekicidir (39,41). Olgularin yaklasik
%38’inde T hiicre reseptor B zincir gen lokusunda yeniden diizenlenim izlenir. Yiiksek dereceli B
hiicreli Non-Hodgkin lenfomalarin tersine KLL’de somatik hipermutasyonlar goriilmez (39).

Olgularmn ticte ikisinde MYC diizeylerinde, licte birinde ise RAS diizeylerinde artis
gozlenmistir. Bu artisa karsin onkogenlerde mutasyon olmayabilir. ABL diizeylerinde artis
olgularm %29’unda, plazmasitoid varyant goriilen olgularm ise %46’sinda izlenmektedir. ABL
diizeylerinde artis agresif bir klinik seyir ile iliskilidir. p53 asir1 ekspresyonu olgularin yaklasik %
20’sinde izlenir ve bu ekspresyon p53 geninde mutasyon sonucu gerceklesir. SRC protoonkogen
aktivitesi KLL’de distiktiir. 13q12.3 sitogenetik anomalisi BRCA-2 gen inaktivasyonu ile iligkili
olabilir (39).

Kronik lenfositik l6semi olgularinda sitogenetik degerlendirmede nadiren t(14;18)
translokasyonu bulunur. KLL’lerin ¢ogunda bcl-2 protein ekspresyonu miktar1 artmistir. SLL’de
kiiciik hiicrelerde goriilmeyen retinoblastom protein ekspresyonu psoddofolikiillerde yer alan
hiicrelerde goriilebilir. Epstein-Barr viriisii (EBV), KLL’nin kiigiik neoplastik hiicrelerinde
goriilmez, ancak Hodgkin lenfoma veya yiiksek dereceli non-Hodgkin lenfomaya transformasyon
ile iligkili olabilir (39).

Olgularin ¢ogunda, hiicrelerin %5’ten azi1 S fazindadir ve hiicrelerin kiigiik bir
fraksiyonu Ki-67 proliferasyon proteini eksprese eder. Ki-67 ’nin ekspresyonu siklikla kiigiik
neoplastik hiicrelerden ¢ok psddofolikiiler proliferasyon merkezlerinde izlenir. Olgularin yaklagik

%90°1 diploiddir (39).
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2.4.9. Prognoz ve belirleyici faktorler

Kronik lenfositik 16semi, klinik gidisi olduk¢a degiskenlik gosteren bir hastaliktir .
Sagkalim siiresi bazen aylarla ifade edilse de cesitli kaynaklarda ortalama 8-10 yil olarak
verilmektedir (1). KLL’li hastalar i¢in ortalama sagkalim 7,5 yildir; hastalarm % 50°si tanidan
sonra 5 yil yasarken, % 30’u 10 yil yasamaktadir (59,98). KLL asemptomatik bir tutulum ve
stabilite ile yavas seyreden bir hastalik olabilir. Bazi hastalarin klinigi oldukea iyidir ve stabil veya
yavas artan lenfositozis nedeni ile tedavi gereksinimi yoktur. Yasam siiresi hastaliktan
etkilenmemis bireylerle benzerdir ancak baslangi¢ tanisindan 10-15 yil sonra hastalik ilerleyebilir.
Buna karsin, KLL’li hastalarin yaklasik %20’sinde ¢ok agresif bir klinik gidis vardir. Iyi prognoz
ve tedaviye ragmen hastalarin biliyiik kismi sonu¢ olarak bu hastaliktan 6lir. Tam kiir olduk¢a
nadirdir. Bazi1 hastalarda artmis lenfosit sayisi, lenf nodu ve dalakta biiylime, anemi ve
trombositopeni gelismesi progresyonu gosterir. Bu hastalara uygulanan erken ve yogun tedaviye
ragmen sagkalim siiresi birkac yildir. Hastalar arasinda goriilen bu genis varyasyonun sebebi tam
olarak anlasilabilmis degildir (1,59). Tiim bu nedenlerle KLL’li olgularda tan1 aninda prognostik
faktorlerin belirlenmesi hastaya en uygun yaklasimi saglar (1).

Tan1 aninda kullanilabilecek prognostik bir faktor; maliyeti diisiik, kalite kontrollii,
kolay uygulanabilir ve faz 3 calismalarla desteklenmis olmali, glincel faktorlere ek katki
saglayabilmelidir (99). KLL’de kullanilan prognostik faktoérler klinik ve biyolojik olmak tizere 2
gruba ayrilir. Bunlar da kendi i¢inde altgruplara ayrilirlar (Tablo 5).

28



Tablo 5: Kronik lenfositik losemi’de kullanilan prognostik faktorler

Kronik lenfositik l6semi’de prognostik faktorler

Klinik Faktorler -Klinik evreleme
-Lenfosit sayisinin ikiye katlanma zamamn

-Kemik iligi infiltrasyon paterni

Biyolojik faktorler -Serum timidin kinaz,
-Serum B2-mikroglobulin diizeyi,
-Serum CD23 diizeysi,
-Periferal kanda PL’lerin %10’dan fazla
olmasi,

-p53 ekspresyonu

Yeni tanimlanan biyolojik faktorler -IgVH gen mutasyon durumu
-CD38 yilizey ekspresyonu
-ZAP70 sitoplazmik ekspresyonu

-Kromozomal anormalliklerin varhigi

fleri arastirmaya gereksinim duyulan -IL-6,IL-10, TNF-alfa, intraseliiler Bcl-2,
prognostik faktorler ICAM1, LDH
-Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF),

anjiogenin, anjiopoetin-2

Klinik prognostik faktorler:

Kronik lenfositik 16semi’nin prognozunu belirlemede yardimei klinik prognostik
faktorler;

a) Klinik evreleme,

b) Lenfosit sayismin ikiye Katlanma Zamani (LKZ),

¢) Kemik iligi infiltrasyon paternidir (59,100).
a)Klinik evreleme

Kronik lenfositik 16semi’de Rai (1975) ve Binet (1981) evreleme sistemleri
kullanilmaktadir. Bu evreleme sistemleri olusturulurken tiimor yiikii esas alinmistir (2,99,101,102).

Klinik evreleme sistemi ilk olarak 1975’de Rai ve arkadaslar1 tarafindan lenfadenopati,

organ biiyiikliigii (dalak ve karaciger) ve sitopeniler temel alinarak gelistirilmistir (103) (Tablo 6).
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Tablo 6: Kronik lenfositik losemi’de Rai evreleme sistemi

Evre Ozellikler Sagkalim
Evre 0 (Diistik risk) Periferik kan ve kemik iliginde lenfositoz 12 yil
Evre 1 (Orta risk) Lenfositoz + Lenfadenopati

Evre 2 (Orta risk) Lenfositoz + splenomegali veya hepatomegali 7 yil

Evre 3 (Yiksek risk) Lenfositoz +anemi (<Hb: 11 gr/dl)

Evre 4 (Yiksek risk) Lenfositoz + trombositopeni (<100 x10° /L) <3 yil

Rai evreleme sisteminde Evre 1 grup hastalarda ortalama sagkalim 8-10 yildir. Rai Evre
2 grup hastalarda bu oran 5-8 yila diiser (59). Klinik evreye gore prognoz degerlendirmesinin
yapilabilmesi i¢in modifiye Rai risk smiflamasi olusturulmustur. Orijinal Rai evreleme sistemi 5
gruplu sistemden (0-4) 3 gruplu sisteme degistirilmistir. Hastalar diistik risk (Rai Evre 0), orta risk
(Rai Evre 1-2) ve yiiksek risk (Rai Evre 3-4) olarak gruplandirilmistir (104). Diisiik risk
kategorisinde ortalama sagkalim 10 yilin iizerindedir. Orta risk grubunda ortalama sagkalim 7
yildir. Yiksek risk grubunda ise sagkalim 3 yildan azdir (59).

Binet ve arkadaglari tarafindan 1981 yilinda olusturulan klinik evreleme sistemi lenfoid
bolge sayisini, hemoglobin ve trombosit sayilarini temel alir. Tutulan lenfoid bolgeler karaciger,

dalak, inguinal, aksillar ve servikal lenf nodlarini kapsar (59) (Tablo 7).

Tablo 7: Kronik lenfositik losemi’de Binet evreleme sistemi

Ozellikler Sagkalim
Evre A Hb:>10 gr/dl, Pt say1s1:>100.000 mm?, tutulan lenfoid bolge:< 2 9 yil
Evre B Hb:>10 gr/dl, Plt sayis1:>100.000 mm?, tutulan lenfoid bolge:> 2 Syl
Evre C  Hb:<10 gr/dl, Plt say1s1:<100.000 mm?, tutulan lenfoid bolge:bagimsiz 2yl

Rai Evre 0 ve Binet Evre A gruplar1 diger evrelerle karsilastirildiginda daha iyi
prognoza sahiptir (64). Bununla birlikte ayni grupta olup farkli klinik seyir gosteren hastalar da
olmasi nedeniyle, klinik evreleme sistemleri erken evrede tani konmus KLL hastalarinin
hangilerinin daha sonra hizli seyredecegini ayirmada yetersizdir (6). Hastalarm % 80’inden
fazlasina erken evrede tan1 konulmasi klinik evrenin prognozda kullanimini smirlandirmaktadir

(6,105). Bu nedenle sadece klinik evreye dayanarak tedavi karar1 verilmemelidir.
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b) Lenfosit sayisinin ikiye katlanma zamani

Lenfosit saywisinin ikiye katlanma zamam (LKZ), tiimdorin c¢ogalma hizini
gostermektedir. LKZ, mutlak lenfosit sayisinin ikiye katlanma zamaninin ay olarak belirlenmesiyle
hesaplanir (10). Cogalma hizini, basit metotla Glgen yararli bir prognostik belirtegtir (106).
LKZ’nin 6 aydan daha kisa olmasmin tedavi endikasyonu oldugu belirtilmektedir (64). LKZ nin
12 aydan kisa olmasi1 kotii prognozu gosterir (12,105). Bir calismada, LKZ 12 ay ya da daha kisa
olan hastalarin ortalama sagkalim siireleri 61 ay iken, LKZ 12 aydan uzun olan hastalarin ortalama
sagkalim siiresine caligma siiresi i¢inde ulagilamamistir (ortalama takip siiresi, 118 ay). Bu
calismada, klinik evre ve infiltrasyon tipiyle iligkili olmasma karsin, LKZ’ nin KLL’de bagimsiz
bir prognostik faktor oldugu gosterilmistir (59,100).

Cesitli caligmalar da erken evre hastalarda LKZ nin yararini desteklese de (106), klinik
kullaniminda 6nemli bir sorun vardwr. LKZ geriye doniik hesaplanir ve zamanla ilgili
degisikliklerden tiimiiyle etkilenebilir (10). Enfeksiyonlar ya da kortikosteroid tedavisiyle lenfosit
sayisiin degigsmesi, LKZ’ nm kullaniminda gii¢liik yaratmaktadir (105). Tedavi kararmmda LKZ’ nin

temel alinmasi hizli seyirli kimi hastalarda tedavinin gecikmesine yol agabilir (107).

¢) Kemik iligi infiltrasyon paterni

Yapilan c¢esitli calismalarda KLL’de kemik 1iligi infiltrasyonunun histolojik
paternlerinin prognostik degeri arastirilmistir (59). Gray ve ark. (59,108) ilk olarak KLLL.’de kemik
iligi infiltrasyon paternlerinin 6nemini tanimlamig ve kemik iliginin lenfositik infiltrasyonunu
nodiiler, mikst (nodiiler ve diffiiz) ve diffiiz paternler olarak kategorize etmislerdir. Ayn1 zamanda
bu paternleri sagkalim ile iliskilendirmislerdir. Interstisyel patern daha sonra Rywlin (109)
tarafindan tanimlanmistir. Boylece KLL de kemik iligi infiltrasyonunun prognostik etkisini daha
1yl degerlendirmek icin; ¢esitli arastirmacilar tarafindan interstisyel, nodiiler, mikst (interstisyel ve
nodiiler) ve diffiiz olmak {izere 4 infiltrasyon paterni tanimlanmistir (59, 109,110).
Bunlar:
1. Nodiiler tip: Bazi alanlarda normal hematopoietik hiicrelerin yerini nodiiler lenfosit
infiltratlar almasima karsin kemik iliginin normal yapis1 korunmustur.
2. Interstisyel tip: Lenfositik infiltratlar, hematopoietik hiicreler ve yag alanlarmin arasinda
dagilmis olup; kemik iliginin normal yapis1 korunmustur.
3. Mikst tip: Nodiiler ve interstisyel tipin birlikteligidir.
4. Diffiiz tip: Yaygin lenfosit infiltrasyonu normal kemik iligi yapisini silmistir (59).

31



Rozman ve ark. (111) KLL’li 63 vakay1 degerlendirmis, kemik iliginde interstisyel ve
nodiiler tutulumlu KLL hastalarinmn diffiiz tutulumlularla karsilastirildiginda goreceli olarak yagam
ortalamalarinin daha iyi oldugunu bulmuslardir. Gray ve ark.’nin (108) yaptig1 115 hastalik bir
calismada ortalama sagkalimi goreceli olarak 9 yil hesaplanan nodiiler ve mikst paternli hastalarla
karsilastirildiginda, diffiiz paternli hastalarda ortalama sagkalim 2 yil olarak bulunmustur.

Interstisyel, nodiiler ve mikst tip smirl tutulum olarak gruplandirilmistir (69). Smnirlh
infiltrasyon tipine sahip KLL hastalarinda sagkalim daha uzundur (59,111,112). Diffiiz infiltrasyon
tipi kotli prognozla iliskilidir (1). Bu infiltrasyon tipleriyle, Rai klinik evrelemesi arasinda 6nemli

iliski mevcuttur. Benzer iligski Binet evreleme sistemiyle de gosterilmistir (112).

Biyolojik Prognostik faktorler:

Baz1 biyolojik parametreler prognostik onem tasir. En genis Olgiide calisilan biyolojik
prognostik faktorler sunlardir:

a) Serum timidin kinaz,

b) Serum B2-mikroglobulin diizeyi,

¢) Serum CD23 diizeyi,

d) Periferik kanda prolenfositlerin %10°dan fazla olmasi,

e) p53 ekspresyonu.

a) Serum timidin kinaz

Timidin kinaz (TK), DNA sentezinde rol alan hiicresel bir enzimdir (10). TK’mn baskin
formu boliinen hiicrelerde vardir, boliinmeyen hiicrelerde yoktur. Bu yiizden bu enzim proliferatif
aktivitenin gosterilmesinde yararli bir belirtectir. Timor kitlesinin ve tiimor hiicrelerinin ¢ogalma
derecesini yansittigi diisiiniilmektedir (113). Erken evre KLL hastalarinda, prognozun
degerlendirilmesinde yararli oldugu bulunmustur (107,114). Onceki calismalarda yiikselmis TK
seviyelerinin ileri Rai evresi ve progresif hastalik ile korele oldugu rapor edilmis ve retrospektif
analizde yavas seyirli tedavi edilmeyen hastalar baslangic serum TK diizeylerine dayanarak 2
prognostik gruba ayrilmislardir (59).

Serum TK aktivitesi sagkalim ile ters iligkilidir. Binet Evre A hastalar TK seviyelerine
gore srralandiginda, serum TK seviyesi yliksek hastalarda (>7.1 U/L) ortalama progresyon-serbest
sagkalim 9 ay iken, serum TK seviyesi diigiik hastalarda 49 ay’dwr (1,114).

Bir ¢alisgmada mutasyon durumu ve TK arasindaki iliski raporlanmis ve >15 U/L TK
seviyesinin KLL’nin prognostik altgruplarinin tanimlanmasma izin veren mutasyonsuz IgVH

genlerinin gili¢lii ve bagimsiz bir belirleyicisi oldugu bulunmustur (59,107). KLL hastalarinda
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yiikselmis TK seviyeleri mutasyonsuz IgVH genleri, CD38, ZAP70 ekspresyonu ve del 1123,
trizomi 12 ve 17p13’ii igeren orta-yiiksek riskli kromozomal anormallikler ile koreledir (59). ilave
olarak VH3-21 gen kullanimi olan hastalarda TK seviyeleri daha yiiksek olmaya meyillidir. Ayrica
prognostik degisken olarak TK’1n 6nemi progresyonlu KLL vakalarinda devam etmektedir (115).
Diger ¢alismalarda TK seviyeleri ile LKZ, hastalik yiikii markerlar1 (ALC) ve hiicre
turnover markerlar1 (LDH, Serum B2-mikroglobulin) arasindaki iliski raporlanmistir (59,115).

TK’1n rutin laboratuarlarda ¢alisgilmamasi klinikte kullanimini sinirlamaktadir.

b) Serum f2-mikroglobulin diizeyi

32-mikroglobulin (32MG), niikleuslu hiicrelerde bulunan membran bagimli bir
proteindir (44,12,52). KLL hastalarinda, hastalik evresi ve timor yiikiiyle iligkili bir belirtegtir.
B2MG diizeylerinin kemoterapiye cevap ve sagkalim ile ters iligkili oldugu gosterilmistir (1).
KLL’de serum B2MG diizeyinin prognostik onemi baslangicta Di Giovanni ve ark. tarafindan
rapor edilmis ve tedavi almamis 302 hastada 32MG’in ¢ok degiskenli analizinde, 5 yillik sagkalim
iizerine giiclii belirleyici etkisi oldugu saptanmistir (116). Baska bir ¢alismada bes yillik sagkalim,
yiiksek B2MG diizeyi olan Rai Evre 1-2 hastalarda 54 ay, normal B2MG diizeyi olanlarda 116 ay
bulunmustur (10). Buna karsin 106 tedavi almamis hastayla yapilan bir diger ¢alisma, B2MG’in,
cok degiskenli analizinde tek basmna sagkalim iizerine 6dnemli bir belirleyici etkisi olmadigini
gostermistir (117). B2MG’in, KLL’de prognostik onemi olsa da bu faktériin klinik evre ve
LKZ’ndan bagimsiz oldugunu gosterecek ve erken evre KLL hastalarindaki roliinii tanimlayacak

ek calismalara ihtiya¢ vardir (10).

c¢)Serum CD23 diizeyi

Serum CD23 diizeyi timor ¢ogalmasmi isaret eder. Yiiksek diizeyde ekspresyonu
dinlenme fazindaki KLL hiicrelerinin G1 ve S fazina gegisini gosterir. Diffiiz kemik iligi tutulumu
ve kisa LKZ gibi kotii prognostik faktorlerle iliskisi gosterilmistir (44,52). KLL’de proliferasyon
ve CD23 ekspresyonu arasindaki iliski Fournier ve ark. tarafindan ortaya konmustur (118).
Yaptiklar1 calismada diger stimiilasyonlarn yoklugunda CD23’tin artmis ekspresyonunun
dinlenmedeki KLL hiicrelerinin hiicre siklusunun G1 ve S fazlarma girisini tesvik ettigini
gostermiglerdir. KLL hastalarinda CD23 seviyelerinin diger B hiicreli lenfoproliferatif
hastaliklardan olusan kontrol grubundan 3-500 kat daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (118).
Cesitli caligmalar, hastaligin aktivitesi, progresyonu ve boylece KLL nin prognozunda 6nemli bir

belirleyici olarak CD23’tin 6nemini degerlendirmislerdir (84,119). Hastaligin aktivitesini
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belirlemek i¢in CD23 ekspresyonu klinik gidisatin bir belirleyicisi olarak 6zellikle KLL nin erken

evrelerinde dnemlidir (59,120).

d) Periferik kanda prolenfositlerin %10’°dan fazla olmasi

Yapilan ¢alismalarda kotii prognoz isareti olarak degerlendirilmistir (1).

e) p53 ekspresyonu

p53 ekspresyonu prolenfositik transformasyon ile koreledir (1,14). p53 mutasyonlari
KLL’li hastalarm yaklasik %10-15’inde goriiliir (121). p53 mutasyonlariin kazanilmas: KLL’de
gec bir olaydir. Richter transformasyonlu KLL hastalarinin %30’undan fazlasinda goriiliir
(59,121). KLL’de p53 anormallikleri tan1 aninda ileri evre, fludarabin ve alkilleyici ajanlara
direng, yiiksek insidansli transformasyon, 1-2 yil i¢inde hastalik progresyonu ve kotii klinik gidisat
ile iligkilidir (122,123). KLL’de p53 anormalliklerinin saptanmasi immiinhistokimya veya flow
sitometri ile protein seviyesi ve Floresan In Situ Hibridizayon (FISH) ya da DNA sekansi ile DNA
seviyesinin gdsterilmesi seklinde olabilir. Anormalliklerin saptanmasinda farkli metodlarin
duyarhilig1 ve klinik etkisi ¢esitli ¢alismalarda degerlendirilmis ve biitiin tekniklerin p53°ii KLL’de
tanimlamada ve kotlii prognoz marker1 olarak belirlemede esit oldugu gdosterilmistir. p53
delesyonlar1 FISH ile vakalarin %10-20’sinde saptanir ve bagimsiz olarak KLL hastalarinda kotii
gidisat1 ve kemoterapiye direnci gosterir (123).

p53 protein ekspresyonunun immiinhistokimyasal olarak analizinin KLL’de prognostik
onemi vardir. KLL’de erken evre tiimdr hiicrelerinde kisa yasam sdzkonusudur (124). Mutasyonlu
p53’ten protein iiretimi oldugunda hiicrelerde uzamis yasam siiresi vardir. Boylece p53’e karsi
monoklonal antikor kullanarak immiinhistokimya ile p53 ekspresyonu saptanabilir (125). p53
pozitifligi KLL’de bagimsiz prognostik faktordiir ve ilerlemis hastalik, tedaviye direng ve diisiik
sagkalim ile iligkilidir (125,126). Flow sitometrik immiinfenotipik analiz ile p53 ekspresyonu
FISH’den daha sensitif ve spesifiktir. Flow sitometri KLL hastalarinda progresyon ve ileri evreye

bagli olarak hastaligin altgruplarmi belirlemede efektif bir goriintiileme teknigidir (127).

Yeni tanmimlanan biyolojik prognostik faktorler
Kronik lenfositik 16semi’de prognostik altgruplar1 tanimlamak i¢in son yillarda yapilan
calismalarda c¢ok sayida yeni biyolojik faktér ortaya konmustur. Bunlardan sadece birkaginin

KLL’de riski belirlemede bagimsiz prognostik degeri oldugu kabul edilmistir.

34



Bunlar;
a) IgVH mutasyon durumu,
b) CD38 ekspresyonu,
c) ZAP70 ekspresyonu,

d) Kromozomal anormalliklerin varligidir (1,128).

a) IgVH mutasyon durumu

Kronik lenfositik losemi hastalarmin yaklagik %50’sinde Ig agir zincirlerinin degisken
bolgelerinde somatik hipermutasyon saptanmistir. Boylelikle KLL hastalar1 biyolojik davranisi
biribirinden farkli iki alt gruba ayrilmistir. Cesitli ¢aligmalardan edinilen bilgiye gore; I[gVH geni
germline sekansinda %?2’den fazla deviasyonlu vakalar mutasyonludur (15,17,129). Mutasyonsuz
gen sekans1 somatik olarak mutasyonlu gen sekansi ile karsilastirildiginda daha agresif hastalik ve
daha kisa yasam siiresi ile iligkilidir (15,17). U-KLL ve M-KLL olgulari, klinik seyir, tedavi
gereksinimi, sitogenetik anormallikler ve sagkalim agisindan farklilik gostermektedir (35). Erken
evredeki hastalarda, klinik evreden ve sitogenetik anormalliklerden bagimsiz olmasi, [IgVH
mutasyon durumunun prognostik 6nemini gostermektedir (130).

IgVH mutasyon testi pahali, teknik olarak zor ve klinik kullanim i¢in uygun degildir. Ig
gen sekansi belirlenmesi olduk¢a pahali ve zor bir teknik islemdir. Teknik uygulaniminin
zorlugundan o6tiiri, IgVH mutasyon durumunu yansitacak biyolojik belirtegler {izerinde
durulmaktadir. [gVH mutasyon durumu ile iliskisi gosterilmis faktorler ZAP70, CD38, TK, sitidin
deaminaz, lipoprotein lipaz A ve ADAM 29’dur (9,99). Ozellikle CD38 ve ZAP70 ile iliskisi
incelenmis, ancak varolan iliskinin mutlak bir iliski olmadigi, bu parametrelerin her birinin
bagimsiz prognostik faktor oldugu konusunda ortak goriis olugsmustur (101). IgVH mutasyon
analizi, karmasik, pahali ve calisma stiresi uzundur (10,15). Bu nedenle rutin tanisal laboratuvar

testi olarak kullanilmas1 uygun degildir (131).

b)CD38 ekspresyonu

CD38, hematopoietik hiicrelerin yiizeyinde bulunan bir glikoproteindir (2,132). IgVH
mutasyonunu test etmenin teknik zorluklar1 ve maliyetle iligkili olarak mutasyonel durumun yerini
tutan bir markermn arastirilmasi, KLL’de neoplastik hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilen CD38’in
kesfine yol agmistir (59). CD38, KLL’de bagimsiz prognostik faktorlerden biridir (8,99). IgVH
mutasyon durumu ile degisen oranlarda iligkisi gosterilmistir. U-KLL olgularinda ekspresyonu
artarken, M-KLL olgularinda azalmistir. CD38 ekspresyonu zamanla degisebilmektedir, bu
nedenle IgVH gen mutasyon durumu ile arasinda mutlak bir iliskiden bahsedilmesi miimkiin
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degildir. Farkli esik degerlerinin esas alinmasi standardizasyonunu ve klinik kullanimini
giiclestirmektedir (2,9,34,35,44,99).

CD38’in yiiksek oranda ekspresyonu, ileri evre hastalik ve kemoterapiye kotli yanitla
iligkilidir (18). CD38 ekspresyonu yliksek olan hastalarda, neoplastik hiicrelerde atipik morfoloji,
yaygin kemik 1ligi infiltrasyonu ve periferik lenfosit sayisinda yiikseklik daha sik gozlenir (40). Bu
hastalarin sagkalim stireleri daha kisadir (1,18,40,133). Son zamanlarda yapilan bir calismada
CD38 pozitif olan KLL hastalarinda, negatif olanlara gore tedavisiz izlem siiresinin daha kisa
oldugu gosterilmistir (133).

Glintimiizdeki farkli c¢aligmalarda CD38 ekspresyonunda esik degeri konusu
tartismalidir (1). Baz1 calismalarda esik deger olarak % 30’un kullanilmasi onerilmistir (134).
Sonraki ¢aligmalarda % 7 (129), % 5 (105) gibi esik degerlerin de prognozda 6nemli oldugu
bildirilmistir. CD38’in bagimsiz bir prognostik faktor oldugu diistiniilmektedir (134).

c) ZAP70 ekspresyonu

Zeta zincir iligkili protein kinaz 70 esas olarak T ve NK hiicrelerinde bulunan ve T
hiicre aktivasyonunda fonksiyon goren bir tirozin kinazdir (2,34,105,135). IgVH mutasyonlu ve
mutasyonsuz vakalar arasinda ayrim yapmak icin ZAP70’in degeri cesitli caligmalarda
gosterilmistir (20,136). ZAP70 pregerminal U-KLL olgularinda pozitif, postgerminal M-KLL
olgularinda negatiftir (9,34,44). Bir calismada ZAP70’in IgVH mutasyon durumunu ayrrabilen en
iyi gen oldugu One siiriilmiistir ve hastalarin %93’linde mutasyon durumu tam olarak
belirlenmistir (136). ZAP70’in tedavi etme siiresini belirlemedeki rolii IgVH mutasyon durumu ile
benzer olarak bulunmustur. Boylece, ZAP70 KLL’de IgVH mutasyon durumunu gostermede
onemli bir belirte¢ haline gelmistir (59).

Diger prognostik faktorlerle karsilastirildiginda zaman icinde sabit kalan ifadelenme
orani, ZAP70’in IgVH mutasyon durumunu yansitma duyarliligimi arttirmustir (9,35,44). ilerleyici
hastalik durumunda ZAP70 ekspresyonunun degisebilecegini gosteren ¢alismalar da
bulunmaktadir (63). Kemik iligi hiicrelerinde ZAP70 ekspresyon orani daha yiiksektir ve T hiicre
uyarilmasina neden olan durumlarda diizeyi artabilir (105).

Immiinhistokimya ZAP70 ekspresyonunu ve KLL’deki prognostik Onemini
degerlendirmede giivenilir bir aragtir ve flow sitometriye alternatif bir metod olarak kullanilabilir.
Ayni zamanda rutin olarak fikse edilmis ve parafine gOmiilmiis doku kesitlerinde
immiinhistokimya ile ZAP70’in mutasyonlu IgVH genlerinin spesifik (%92) ve goreceli olarak

sensitif (%78) bir marker1 oldugunu tanimlamistir (137).
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Zeta zincir iliskili protein kinaz 70 KLL’de bagimsiz prognostik faktor olarak kabul
edilmektedir (2,8,9,35,44,63,105). ZAP70’1n ilk tedaviye kadar gecen siireyi etkileyen en 6nemli
faktor oldugu vurgulanirken, IgVH mutasyon durumu ve CD38’in olgularda risk
degerlendirmesinde kullanilmasi 6nerilmektedir (35). ZAP70 ekspresyonunun ilerleyici hastalik ve
sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir (20). Ancak teknik standardizasyon eksikligi ve esik
deger farkliliklar1 klinik uygulamada c¢oziilmesi gereken sorunlardwr (2,11,105). ZAP70 KLL
hastalar1 icin onemli bir prognostik faktordiir. Ayrica, KLL’nin patogenezinde ZAP70’in rolii

hususunda daha ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir (59).

d) Kromozomal anormalliklerin varligi

Kronik lenfositik 16semi’de kromozomal anormallikleri KLL nin diisiik proliferasyon
oran1 sebebiyle primer olarak geleneksel sitogenetik analizle saptamak zordur. Cogu KLL hiicresi
apoptozisdeki defekte bagli olarak uzayan yasam siiresi nedeniyle GO fazi hiicreleridir. (59,138)
KLL hastalarinda kromozomal anormalliklerin tanmmasiyla farkli prognoza sahip altgruplar
belirlenmistir (139). Konvansiyonel sitogenetik analiz kullanarak KLL’li hastalarin %50’sinden
fazlasnda kromozom anormallikleri saptanabilmistir. Ilk ¢alismalarin tanimladig1 kétii prognoz
faktorleri trizomi 12, 11g- ve 17p-‘dir (140). Konvansiyonel G bandi1 kromozomal analizi ile
KLL’de saptanan en yaygin kromozomal anormallik trizomi 12 olarak adlandirilan ekstra
kromozom 12’dir. Bunu tek basma ya da kromozom 13q14’iin translokasyonu veya delesyonlari
ile birlikte goriilen kromozom 11, 13 ve 14’lin yapisal anormallikleri izler (141). Konvansiyonel
sitogenetik caligmalar ile KLL hastalarmin % 30-40’1nda sitogenetik anormallikler gosterilirken,
FiSH’de ¢oklu prob kullanilarak bu oran % 80’e ulasmaktadir (142). FISH tekniklerinin gelismesi
ile bolinmeyen hiicrelerde se¢ilmis kromozomal anormalliklerin saptanmasi kolay hale gelmistir
(59). FISH ile metafaz ve interfaz hiicrelerinin her ikisinde de 6zgiin kromozomal anormallikler
saptanabilir (142). KLL’de FISH problar1 kullanilarak yapilan calismalarda kromozomal
anormallikler konvansiyonel sitogenetik ile saptanandan daha yaygin ve farkli dagilimda
bulunmustur. FISH ile KLL’de saptanan en yaygin kromozomal anormallikler kromozom band
13q14°1 igeren delesyondur, bunu 11q22.3-g23.1 delesyonu ve trizomi 12 takip eder (139,141).

Kronik lenfositik 16semi’ye 6zgii bir anomali yoktur. KLL hiicreleri hastaliga spesifik
olmayan birka¢ genetik anormallik tasiyabilir (1). KLL’de multipl kromozomal anormalliklerin
varlig1 kotii prognozun gostergesi olarak kabul edilmektedir (143). En sik goriilen genetik
anormallikler 13q14 delesyonu (>%60), 11922.23 delesyonu (%20), trizomi 12 (%20), 6q21
delesyonu (%3-6) ve 17p13 delesyonudur (<%10) (68) (Tablo 8). KLL olgularmin %20-40’1nda,
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gelismis sitogenetik teknolojiler kullanilmasina ragmen genetik bozukluk gosterilemez.

Sitogenetik bozuklugun olmamasi iyi prognoz gostergesidir (139).

Tablo 8: Kronik lenfositik losemide goriilen kromozomal anormallikler

Kromozomal anormallik Goriilme sikhg Prognoz
13q14 delesyonu >%60 Iyi
11q22.23 delesyonu %20 Koti
Trizomi 12 %20 Koti
6921 delesyonu %3-6 Tartigmal
17p13 delesyonu <%10 Koti
14q32 translokasyonu %4-9 Koti

Kromozom 13 anormallikleri

Kronik lenfositik 16semi’de kromozom 13 anormallikleri 13q14 bandinda interstisyel
delesyon ya da kromozomun daha genis bir bdlgesinde delesyon ile karakterizedir. 13ql4
delesyonlarmin ¢ogu sitogenetik seviyede saptanamaz fakat 13q14 bolgesi icin spesifik molekiiler
problarin kulanilmasi1 ile KLL’li olgularm % 50’sinden fazlasinda saptanabilir (59). 13ql4
delesyonlarinda erken klonal sapmalar mevcuttur. Bu durum KLL’nin gelisiminde esansiyel
olabilen bir tiimor stipresér gende kayip ya da inaktivasyonun varhigini diisiindiirtir. 13q14 bdlgesi
1yi karakterize edilmis retinablastom genini barindirir. Retinoblastom geninde monoalelik kayip
KLL hastalarinin yaklasik %30’unda goriiliir (144). Biitiin alellerde bozulma nadirdir (59). Sonraki
calismalarda KLL’de daha biiyilik siklikla saptanan 13q14 bandinin distaline lokalize D13S25 ve
D13S319 ilave lokiisleri tanimlanmistir. Bu bdlgelerin lokalize yeni timor siipresor genler
acisindan rolii oldugu varsayilmaktadir (145).

Son zamanlarda 13ql4 bolgesinde lokalize micro-RNA’larin delesyonu KLL’nin
patogenezine dahil edilmistir. iki micro-RNA geninin alelik kaybi, miR15 ve miR16 KLL
vakalarmin %65’inden fazlasinda 13ql4 bolgesinde lokalizedir ve 13ql4 delesyonlu KLL
vakalarinda miR15 ve miR16 ekspresyonlarinin down-regiilasyonu ile koreledir (146). ilave olarak
bu genler sadece KLL hastalarinda bulunan germline mutasyonlarin yerlesim yeri olarak bilinir.
Boylece bu genlerin KLL’nin patogenezinde fonksiyonel bir rolii oldugu ifade edilir. Ayrica

prognostik altgruplar1 agik¢a tanimlayan ve IgVH mutasyon durumu, ZAP70 ekspresyonu ve
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hastalik progresyonu ile korele olan farkli bir micro-RNA ekspresyon profilleri tanimlanmistir
(147).

Kronik lenfositik 16semi’de 13q14 delesyonu ¢ok siktir, olgularin %40-65’inde rapor
edilmistir. 13q delesyonu olasilikla tek bolge (ql4) ile smirhdir ya da kromozom 13’lin uzun
kolundaki biiytik interstisyel bolgenin kayb1 buna eslik eder. Olgularin yaklasik olarak tigte birinde
her iki alel delesyonu birden goriiliir (148). Sadece 13q delesyonu varsa prognoz iyidir (13,129).
Takipte baska kromozomal anormallikler olusursa 13ql4 delesyonunun olumlu etkisi ortadan

kalkar (148).

Kromozom 11 anormallikleri

Kromozom 11°deki yapisal sapmalar, lenfoproliferatif hastaliklarda en sik olarak
tekrarlayan genetik olaydir (141,149). KLL’de en sik kaybolan boélge kromozom 11’in uzun
kolunun 22 ve 23 bandlar1 arasinda yer alir. Bu delesyon, tiim KLL hastalarinin %12-21’inde
rapor edilmistir (139). Bu genin norolojik rahatsizlik ve tiimor olusum riskinin artmasi ile
karakterli herediter bir sendrom olan ataksi telanjektaziden sorumlu oldugu bilinmektedir.
ATM’nin apoptozis yolunda 6nemli bir etkisi bulunmaktadir ve yetmezligi durumunda KLL dis1
lenfoproliferatif hastaliklar1 da iceren bazi malignitelerin sikligmin arttig1 goriilmiistiir (148). 11q
delesyonu daha ¢ok gen¢ olgularda goriiliir. Bu delesyonun biiyiik lenf nodlar1 ile iliskili oldugu
gosterilmistir. 11g22.23 delesyonu bulunan hastalar, erken baslangicli ilerlemis hastalik, yaygm iri
lenfadenopati, hizli LKZ ve daha kisa siire tedavisiz donem sebebiyle siklikla kotii prognozludur.
11922.23 delesyonu tasiyan tiimor hiicreleri siklikla kontrol hiicre siklus progresyonu ve sinyal
yollarindaki genlerde up-regiilasyon gosterir (149,150).KLL vakalarmin 2/3’iinden fazlasinda
ATM’de monoalelik kayip vardir. Diger kaybolmamis alel de siklikla mutasyon noktalar: tasir ve
genellikle PI-3 kinaz bdlgesindedir (151). Son zamanlarda, hastalikla iligkili genler i¢in yapilan bir
calismada 11g22-23 bolgesinde 3 yeni aday gen tanimlanmistir. Bunlar NPAT (hiicre siklus
regiilasyonu), CULS( ubiquitin-bagimli apoptozis regiilasyonu) ve PPP2R1B ( PP2A’y1 regiile
eden hiicre siklusu ve apoptozis komponenti)’dir. Bunlarin 11q delesyonlu KLL vakalarinda

down-regiilasyon gosterdigi gozlenmistir (152).

Trizomi 12
Trizomi 12 band teknigi kullanilarak yapilan konvansiyonel sitogenetik analiz ile

degerlendirildiginde KLL’de saptanan en yaygin genetik anormalliktir. FISH ile

degerlendirildiginde, insidans hafif¢ce daha yiiksek saptanir (59,153). Trizomi 12’nin olugsmasi,

centikli sitomorfoloji, lenfoplazmasitoid diferansiyasyon, gilicli CD20 ekspresyonu, FMC7

pozitifligi ve yiiksek frekansli CD38 ekspresyonunu igeren atipik morfolojik ve immiinfenotipik
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ozellikler gosteren KLL’de daha yaygindir (153). Ilave olarak trizomi 12 ile giden KLL
vakalarinda siklikla kotii prognoz habercisi olan mutasyonsuz IgVH vardir. Cok sayida calismada
KLL’de trizomi 12’nin prognostik etkisi degerlendirilmis ve bu anormalligin kazanilmasinin ileri
evre hastalik, progresyonda daha kisa zaman ve 6nemli 6l¢iide kotii ortalama sagkalim oranlari ile
iligkili oldugu bulunmustur (154). Ancak Trizomi 12 igeren ve icermeyen KLL vakalarindaki aday
genlerin protein ekspresyon analizleri arasinda Onemli bir farklilik saptanmamistir, bu da
postranslasyonel mekanizmalarda ekspresyon kontroliiniin ortadan kalktigini diisiindiirmiistiir

(155).

6q Delesyonu

6. kromozomun uzun kolundaki delesyonlar konvansiyonel sitogenetik analiz ile KLL
vakalarmin %3-6’smnda saptanmigken, FISH analizi ile vakalarin %9’undan fazlasinda 6q21
delesyonlar1 gosterilmistir (156). 6q delesyonlar1 KLL’nin nodal karsiligi olan SLL’de daha
yaygindir (157). Ayn1 zamanda yiiksek lenfosit sayisi, yayilmis lenfadenopati ve splenomegali ile
giden artmis prolenfosit sayisi ile iligkilidir (59,157). Morfolojik olarak, 6q delesyonu iceren
vakalar biiyiik lenfositler, immiinoblast benzeri hiicreler, prolenfositoid hiicreler ve c¢entikli
lenfositleri igeren atipik Ozellikler gosterir (158). Yapilan bir calismada KLL’li 217 vaka analiz
edilmis ve 6q delesyonu olan KLL vakalarinin yiiksek insidansl atipik morfoloji, CD38 pozitifligi
ile giden klasik immiinfenotip ve mutasyonlu IgVH geninin orta derecede insidansi ile karakterize

oldugu bulunmustur (59,158).

17. kromozomun pl3 bandinda anormallikler

Kronik lenfositik 16semi’de kromozom 17’den genetik materyalin kayb1 siklikla kisa
kolda goriiliir ve daha spesifik olarak 17p13 bandindadir (59). 17p delesyonu, KLL olgularinda
yaklasik %10 oraninda goriiliir (74). 17p13 bolgesinde bulunan p53 tiimor baskilayici gen
programli hiicre 6limiiniin diizenlenmesinde anahtar molekiildiir (148). KLL’de fonksiyonel p53
yolu piirin niikleozid analoglarina yanit vermede onemli bir gdstergedir. Bu da 17p delesyonu
anormalliklerinin prognostik 6nemini agiklar (159).

Kronik lenfositik losemi’de, 17pl3 kromozom bélgesinin delesyonunda prognoz
kotiidiir. Hastalik ilerlemesinin 1-2 yil igerisinde olacagini gosterir ve goreceli olarak kemoterapi
direnci s6z konusudur (129). Aym1 zamanda 17p delesyonu kisa tedavisiz izlem siiresiyle de

iliskilidir (142).
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Kromozom 14’°deki anormallikler

Kronik lenfositik 16semi’de kromozom 14°deki anormallikler nadir olmasina ragmen,
vakalarin yaklasik % 4-9’unda goriiliir ve genellikle IgVH genini barindiran 14q32 bandini igerir
(160). Bu bolgede delesyonlar ya da kayiplardan ziyade translokasyonlar siklikla rapor edilmistir.
Bu translokasyonlarm %350’sinden fazlasinin 11. kromozomun ql3 bandinda CCNDI genini
icerdigi rapor edilmistir. Bu t(11;14)(q13;q32) ‘ye neden olur ve simdilerde Mantle hiicreli
lenfoma’nin esansiyel isareti olarak dikkate alinmaktadir (161). Geriye doniik olarak bu
translokasyonlar1 igeren vakalar 2008 yili WHO klasifikasyonuna gére Mantle hiicreli lenfoma
olarak kategorize edilmektedir (162). Literatiirde vaka raporlar1 sinirli olmasma ragmen; IgH
lokusu diger kisilerde de translokasyonlar icerebilir. 19. kromozomun q13 bandinda bulunan bcl3
genini igeren, bir translokasyon t(14;19)(q32;q13) meydana getirir. Bu translokasyon 19ql13
kromozomundaki bcl3 geniyle, 14q32 lokusundaki IgVH zincir genini birlestirir. Ancak bu

anormalligin sagkalim {izerine etkisini degerlendiren prognostik caligmalar yoktur (59).

Ileri arastirmaya gereksinim duyulan prognostik faktorler

Kronik lenfositik 16semi’de baz1 sitokin, enzim ve molekiiler belirteclerin de prognostik
faktor olabilecegi diistiniilmektedir (10). Bunlar arasinda IL-6 (164), IL-10 (164), TNF-alfa (165),
intraselliiler bel- 2 (166) ve ICAM1 (96) bulunmaktadir. Laktat dehidrogenaz (LDH), hiicre
dongiistinii  gosteren bir belirtegtir.  Yiksek LDH diizeyleri sagkalimi olumsuz yodnde
etkilemektedir (12). Tiimor saldirganliginin ya da yiiksek tiimor yiikiiniin tespitinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (167). LDH yiiksekliginin hiicre ¢ogalmasini yansittig1 diisiiniilmektedir (D168).
190 KLL’li hastada yapilan bir ¢alismada LDH ile toplam sagkalim ve tedavisiz izlem siiresi
arasinda 6nemli iliski saptanmistir (133).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, fibroblast biiylime faktori, anjiogenin ve
anjiopoetin-2 KLL patogenezi ve prognozunda etkisi arastirilan diger faktorlerdir. ileri evre ve
ilerleyici hastalik ile iliskili olduklar1 gosterilmistir (8). KLL’de hiicre boliinmesi telomeraz
aktivitesini arttirmakta ve telomer uzunlugunu kisaltmaktadir. Yiiksek telomeraz aktivitesi ve

telomer kisalig1 olumsuz prognostik faktorlerdir (2, 12).
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2.4.10. Malign transformasyon ve klinik progresyon

Kroftun tarifine gore; transformasyon, (169) zemindeki diisiik dereceli yavas gelisimli
lenfomadan morfolojik olarak farkli goriinen agresif bir lenfomanin gelisimi olarak tanimlanabilir.
Genel olarak KLL yavas seyirli bir hastalik olarak bilinir. Hastalarin ¢cogu tani1 sonrasi uzun yasar
ve losemi ile iliskisiz sekonder sebepler nedeniyle oliir (59). Transformasyon vakalarin yaklagik
%35-10’unda meydana gelir ve hastalik progresyonu, tedaviye direng ve 6zellikle kotii prognoz ile
iliskilidir (170). Bu transformasyona siklikla ya daha 6nce varolmayan ya da yaygin olarak trizomi
12’ye ilave olan kompleks kromozomal degisiklikler eslik eder (59, 171).

Kronik lenfositik 16semi’de transformasyonun cesitli tipleri tanimlanmistir. immatiir
goriiniimlii, daha ince niikleer kromatin paternli ve belirgin niikleoluslu, daha biiyiik lenfoid
hiicrelerden olusan yeni bir popiilasyonun proliferasyonu varsa goreceli olarak diisiik gradeli ve
yavas progresif olan ‘prolenfositik transformasyon’ terimi Onerilir. Bu tiim KLL vakalarmin
yaklasik %2’sinde goriiliir. Periferik kanda % 11-55 araliginda prolenfosit popiilasyonunun artmasi
ile karakterizedir ve ortalama sagkalim 2 yildir. Bu gibi transformasyona B semptomlari, periferik
kan sayisinda hizli artis, splenomegali ve artmig LDH diizeyi eslik eder (59).

Yiiksek dereceli bir Non-Hodgkin lenfoma’nin gelisimi ile karakterize KLL’de
transformasyonun diger formu, ¢ok biiyiik siklikla Diffliz biiyiik B-hiicreli lenfoma, Richter
sendromu ya da Richter transformasyonu olarak adlandirilir (171). Maurice N. Richter bu
sendromu orijinal olarak 1928’de KLL’li bir hastada biiyiik hiicreli lenfomanm hizli bir gelisimi
olarak tanimlamustir (59). Hastalik ortalama 4-5 aylik sagkalim ile oldukg¢a progresiftir. Richter
sendromu klinik olarak hizli baslangicli B semptomlari, lenf nodlarinin progresif genislemesi,
hepatosplenomegali, belirgin Ol¢iide artmus LDH seviyesi, paraproteinemi, hiperkalsemi ve
periferik kanda dolasimdaki immiinoblastlarin varlig1 ile karakterizedir (172). Tutulan dokudan
biyopsi ile taninin degerlendirilmesi gerekir (59).

Transformasyonun en yaygm morfolojik tablosu Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma’nin
immiinoblastik varyantidir. Bu varyant minimal niikleer membran diizensizligi gosteren, vezikiiler
kromatinli, oval-yuvarlak niikleuslu, tek belirgin niikleoluslu, degisken eozinofilik sitoplazmali
biiyiik hiicrelerden olusur. Bu hiicreler ya nodal yapiy1r tamamen bozar ya da zemindeki KLL
neoplastik hiicreleri ile karigik haldedir. Sentroblastik sitomorfoloji ile giden Diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma varyant1 daha az sikliktadir. KLL’nin Diffiiz biiyik B hiicreli lenfoma
transformasyonlu ¢ogu vakasi IgD ekspresyonu ve CD5 downregiilasyonu disinda KLL’nin ¢ogu
immiinfenotipik 6zelliklerini tasirlar (170). Ancak bazi vakalarda CD5 pozitifligi kalabilir (59,
170, 173). Bu gibi vakalarin Richter transformasyonu ya da CDS5 pozitif de novo Diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma‘dan ayrilmasi zor olabilir. CDS pozitifligi gosteren KLL’ nin Diffiiz biiyiik B
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hiicreli lenfoma transformasyonunda ayni zamanda CD23 de eksprese edilir. Bu 6zellik yaygin
olarak CD5 pozitif de novo Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma vakalarinda gériilmez. Ilave olarak,
bunlarda CDS5 pozitif de novo Diffiiz biiylikk B hiicreli lenfoma’nin bcl-6 gen yeniden
diizenlenimleri genellikle yoktur (173).

Kronik lenfositik losemi’den Richter sendromu’na transformasyonda altta yatan
molekiiler mekanizmalar hala tam olarak aciklanamamistir. Kompleks genetik anormalliklerin
kazanilmasmin transformasyondan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (59). Bu bakimdan
Richter sendromu vakalar1 KLL’de yaygin olarak gozlenen kromozom 11, 12, 13 ve 17
anormalliklerinin varlhig1 agisindan incelenmistir (171). KLL’de hastalik progresyonu ve yiiksek
proliferasyon oranlar1 yaninda atipik morfoloji ve immiinfenotip ile iliskili 11923 delesyonlar1 ve
trizomi 12 Richter sendromu’nda da yiliksek oranda bulunmustur ve bu yiizden Richter
sendromu’nun patogenezine dahil edilmistir (174). Ilave olarak, p53 Richter sendrom’lu hastalarin
%40’inda ve KLL’li hastalarn %]15’inde gosterilmistir (121). Richter sendromu patogenezinde
goriilen diger tiimor supresér gen anormallikleri p27 ve Retinoblastom’da delesyon, p21 ve
pl6INK4A mutasyonlari, c-myc artmis kopya sayilar,, A-MYB geninin azalmis ekspresyonu ve
hMLHI1 promoterin hipermetilasyonudur (59). Richter sendrom’lu hastalarda ayni1 zamanda sik
karyotipik anormalliklerin KLL’nin Richter sendromu’na transformasyonundan sorumlu
oldugunun kanit1 olarak, tek bir kromozom anormalliginden ziyade genomik instabiliteyi
disiindiiren mikrosatellit stabilitesinin yiiksek seviyeleri ve kromozom 11, 17 ve 20’de
heterozigozite kayb1 goriiliir (171).

Kronik lenfositik 16semi hastalarnin kiiciik bir kisminda hastalifin seyri boyunca
Richter transformasyonunun Hodgkin varyanti olarak tanimlanan klasik Hodgkin lenfoma gelisir.
Transformasyonun bu formu olduk¢a nadirdir, KLL vakalarinin %0,4-0,5’inde raporlanmistir
(175). Mortfolojik olarak klasik Hodgkin lenfoma 6zellikleri gosteren Richter sendromu’nun iki
formu tanimlanabilir. Birinci formunda, neoplastik KLL hiicrelerinin zemininde seyrek Hodgkin
ve Reed-Stenberg hiicreleri vardir. Diger formunda, klasik Hodgkin lenfoma ve KLL bir arada
goriiliir. Eozinofil, plazma hiicreleri ve nétrofillerden olusan tipik polimorf6z bir zeminde bulunan
Reed-Stenberg hiicreleri KLL hiicrelerinden ayrilir. Morfolojik benzerlige ilave olarak biiyiik
hiicreler tipik Reed-Stenberg hiicrelerinin immiinfenotipik 6zelliklerini gosterirler. (CD15+,
CD30+, CD45- ve CD20 -/4+) Reed-Stenberg hiicreleri ve KLL hiicreleri arasindaki klonal
benzerlik IgH CDRIII bolgesinin PCR temelli tek hiicre analizi ile degerlendirilmis olup, KLL ve
Reed-Stenberg hiicrelerinin her ikisinin de o6zdes IgH CDRIII sekanslarint paylastiklar:
saptanmistir. Bu da Reed-Stenberg 6zellikleri ile giden Richter sendromu vakalarinin bazilarinda,

Reed-Stenberg ve KLL hiicrelerinin ayni1 klonun bir parcast oldugunu diisiindiirmektedir (59).
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DNA sekansi ve immiinhistokimya c¢aligsmalar1 bu iki hastaligin paylastig1 klonal orjini gosterirler
(175). Richter sendromu Hodgkin varyant1 ile giden hastalarda ortalama sagkalim sadece klasik
Hodgkin lenfoma hastalarindan ya da KLL ve klasik Hodgkin lenfoma bir arada bulunan
hastalardan daha azdir. Fakat bu olgular hastaligi klasik Richter sendromu olgularindan daha 1yi
gecirmektedirler (59).

Nadir olgularda, nodiiler sklerozan veya mikst selliiler tip Hodgkin lenfoma gelisebilir
(30, 39). Hodgkin lenfoma komplikasyonu gelismis hastalarda prognoz koétiidiir, ancak Diffliz
biiyiik B hiicreli lenfoma’ya donilismiis olgularin prognozundan daha iyidir (39). Richter sendromu
ve bunun Hodgkin varyantma ilave olarak, multip] myelom, plazmablastik lenfoma, T hiicreli
lenfoma, Akut lenfoblastik 16semiyi igeren sekonder lenfoid malignensiler KLL
transformasyonunun olagandis1 varyantlar1 olarak literatiirde belgelenmistir (59, 171).

2.4.11. Ayirici tam

Kronik lenfositik 16semi’nin ayirici tanist genistir. Bunlar; Akut lenfoblastik 16semi,
Prolenfositik 16semi (PLL), Mantle hiicreli lenfoma, Follikiiler lenfoma, Tiiyli hiicreli 16semi,
Reaktif lenfositozis, Monoklonal ve benign poliklonal B hiicreli lenfositozis, Marjinal zon
lenfoma, Nodiiler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma veya lenfositten zengin tip Hodgkin
lenfomadir. (59, 96) (Tablo 9).

Akut lenfoblastik 16semi ve KLL c¢ogu vakada yalnizca morfolojik o6zelliklere
dayanarak kolaylikla ayrilabilir. Lenfoblastlarda KLL lenfositlerine gére daha diizgiin bir niikleer
kromatin paterni vardir. Iyi boyanmus bir kan yaymasinda incelenen yeterli tek katli bir alanda
ayirim kolaydir. Lenfoblastlarin daha kiiclik ve 6zellikle L1 tip oldugu nadir vakalarda terminal
deoksiriboniikleotidil transferaz’nin (TdT) gosterilmesi yararlidir. Lenfoblastlar niikleer TdT ile
pozitif sonuglar gosterirken, KLL vakalarinda TdT negatiftir (59).

Prolenfositik Losemi (PLL) dolasimdaki prolenfositlerin baskinligi (%55°ten daha ¢ok,
genellikle %70’ten fazla) ile karakterizedir (59). Prolenfositler KLIL’de goriilen tipik
lenfositlerden daha biliyiilk ve daha az matiir goriniimlii hiicrelerdir. Kromatinleri tipik KLL
lenfositinden daha az kondansedir fakat lenfoblastinkinden daha az dagmiktir. Genis belirgin
vezikiiler niikleolus prolenfositlerin karakteristik bir 6zelligidir. Prolenfositler ayni zamanda
KLL’li hastalarda da goriilebilir fakat dolasimdaki hiicrelerin %10’undan daha az olarak sayilir.
Prolenfositler % 11-55 arasinda oldugunda, KLL’nin mikst hiicreli tipi ya da KLL/PLL tanisi
verilir (176). Bu kategori prolenfositoid transformasyonlu hastalar1 igerir. Prolenfositleri %55’ in
iizerinde olan vakalar PLL olarak tani alir (59). De novo PLL’li hastalarda genellikle hizli artan
beyaz kan hiicre sayilar1 (siklikla 100x10° he/L’den daha biiyiik) ve lenfadenopati olmaksizin

belirgin splenomegali mevcuttur (177). PLL’nin immiinfenotipik 6zellikleri KLL’den ayrimda
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yardimcidir. PLL’de neoplastik hiicreler Ig, CD19 ve CD20 ile yogun pozitif, CD5 ve FMC7 ile
degisken pozitif ve CD23 ile negatif boyanir. PLL’li cogu vaka giiclii CD20, Ig ve diger B hiicre
markerlari olan CD19 ve CD22 ile reaktivite gosterdiginden B hiicre niteligindedir (178).

Mantle hiicreli lenfoma’da siklikla tam1 aninda vakalarin %75’inden fazlasinda
periferik kan tutulumu vardir. Bu kosullar altinda Mantle hiicreli lenfoma’nin morfolojik olarak
taninmast ve bunun KLIL’den ayrilmasi tanisal bir zorluktur. Bu iki antitenin ayrimi 6nemlidir
(39,41,59,179). Ciinkii bu iki antitenin klinik gidisi ve tedavileri farkliliklar gdstermektedir
(39,41,179). Mantle hiicreli lenfoma’nin 3-5 yil olan ortalama sagkalim stiresi ile kotii prognozlu
olmas1 dikkate degerdir (59). Mantle hiicreli lenfoma’da dolasimdaki lenfoma hiicrelerinin sayisi
KLL’deki kadar belirgin degildir (180). KLLL’de neoplastik lenfositler yuvarlak ve diizgiin niikleer
membrana sahip iken, Mantle hiicreli lenfoma’da hafif veya belirgin niikleer diizensizlik izlenir
(39,41,179). Dolasimdaki lenfoma hiicreleri kiigiik-orta boyutlu neoplastik lenfoid hiicrelerin
heterojen popiilasyonundan olusur ve genellikle normal lenfositlerden hafif¢ge daha biiyiiktiir.
Hiicrelerin niikleer ozellikleri ve sitolojisi degiskendir: Yuvarlak-centikli niikleer kontiirler,
kiimelenmis-dagmik ve bazen blastoid kromatin goriiliir. Lenf nodlarinda Mantle hiicreli lenfoma
lenf nodu yapisini tamamen silen diffiiz bir patern gosterir (59). Ayni1 zamanda nodiiler ya da
mantle zon patern de goriilebilir. Psddofolikiiller/proliferasyon merkezlerinin yoklugu, zeminde
epiteloid histiyositlerin ve hyalinize veniillerin varligi, centikli niikleuslu kiiciik-orta boyutlu
neoplastik hiicrelerin monoton popiilasyonu KLL’den ziyade Mantle hiicreli lenfoma’yi
destekleyen morfolojik ipuglarindan bazilaridir (181). Lenf nodu tutulumu oldugunda KLL’de
genellikle psddofolikiiller vardir. Mantle hiicreli lenfoma’da ise psddofolikiiller nadiren bulunur ve
bu olgularin prognozu KLL’ye benzer. Her ikisinde de mitotik aktivite diisiiktiir (39,41,179).
Immiinhistokimyasal galigmalar bu iki antiteyi ayrmada yardimcidir. KLL hiicreleri CD20, CD5
ve CD23 pozitif, siklinD1 negatiftir. Mantle hiicreli lenfoma ise CD20 ve CDS5 pozitif, CD23
negatiftir. Ayrica siklinD1 ekspresyonu izlenir (39,179). Mantle hiicreli lenfoma’l: tipik bir vakada
parlak Ig ekspresyonu ile CD19, CD20, CDS5 ve FMC7 pozitifligi gézlenir. KLL ye zit olarak
Mantle hiicreli lenfoma’daki hiicrelerde CD23 yiizey antijen ekspresyonu yoktur (65,178). Siklin
D1 mRNA ve proteininin overekspresyonu ile sonu¢lanan BCL1/siklin D1 ve IgH genlerini igeren
t(11;14) (ql3:;932), Mantle hiicreli lenfoma’nin esas isareti olarak dikkate almir (182). Bu
kromozomal translokasyon vakalarm %70’ inde Southern blot analizi ya da vakalarin %30-45’inde
PCR ile saptanabilir (183). Immiinhistokimyasal boyama ile siklin D1 pozitif bir tiimérde esansiyel
olarak KLL dislanir (59).

Follikiiler lenfoma, vakalarmm %35-23’linde losemik faza ilerleyebilir (184). Bu

vakalarda KLL’de goriilen derecede olmasa da deg§isen oranlarda lenfositozis goriilebilir (59).
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Follikiiler lenfoma’da dolagimdaki hiicreler dar sitoplazmali, diizensiz yariklanmalar, tirtiklar ve
niikleusun tiim genisligi boyunca devam eden katlantilar gosteren diizensiz bi¢imli niikleuslu olup,
kiigtiktiirler. Niikleer yariklar KLL vakalarinin alt gruplarinda 6zellikle atipik o6zellikler
gosterenlerinde goriilebilir. Bu gibi vakalarda, immiinfenotipleme ayirimda yardimci olabilir. Lenf
nodu ve ekstranodal dokularda, Follikiiler lenfoma nodiiler ya da diffiiz dagilim gosterebilir ve
degisen oranlarda sentrositler (kiigiik yarikli hiicreler) ve sentroblastlarm (biiytlik yariksiz hiicreler)
karisimimdan olusur. KLL’ nin immiinolojik markerlar1 ile karsilastirildiginda, Follikiiler lenfoma
giiclii Ig, CD22 pozitifligi, CD5 negatifligi, ve siklikla CD10 pozitifligi gdsterir (65,178). ilave
olarak, Follikiiler lenfoma’da %70-95 oraninda bulunan t(14;18) (q32;921) ya da bcl-2 gen
yeniden diizenlenimlerini degerlendiren molekiiler ve sitogenetik ¢alismalar Follikiiler lenfoma’y1
KLL’den aymrmada yardimcidir. Bu translokasyon Follikiiler lenfoma vakalarinin %95’inden
fazlasinda FiSH ile ya da %80’inden fazlasinda Southern blot analiz ile saptanabilir (183).

Tiyli hiicreli 16semi morfolojik ve immiinfenotipik 6zellikler yaninda tan1 aninda da
KLL’den farklidir (65). Tiiylii hiicreli 16semi’li ¢ogu hastada hali hazirda periferal pansitopeniler
(6zellikle monositopeniler), splenomegali, ates ve kemik iliginde diffiiz infiltrasyon mevcuttur.
Lenfadenopati yaygin degildir. Tiiyli hiicreli 16semi lenf nodlarini nadiren tutar. Periferik kan ya
da kemik iligi aspirasyon yaymalarinda, neoplastik hiicreler karakteristik olarak oval-fasulye
bi¢imli niikleuslu, bol soluk sitoplazmali, ince, sa¢ benzeri, diizensiz sitoplazmik projeksiyonludur.
Kemik iligi aspirat1 elde etmede zorluga yol agan kemik iligi fibrozisi yaygindir (dry tap). Bununla
beraber, kemik iligi biyopsisi ve biyopsi imprintleri tan1 i¢in esansiyeldir (59). Kemik iligi
biyopsisinde berrak bir sitoplazma ile ¢evrili, sahanda yumurta goriiniimii yaratan gevsek bir
interstisyel lenfositik infiltrat goriiliir. Spesifik olmasa da en karakteristik sitokimyasal 6zellik
Tiylii hiicreli 16semi’de tiimor hiicrelerinin Tartarat Rezistan Asit Fosfataz (TRAP) boyasi ile
giiclii pozitifligidir. Immiinfenotipik olarak Tiiylii hiicreli 16semi hiicreleri, B hiicresi ile iliskili
antijenler (CD19, CD20, CD22, CD79a), CD11c(giigli), CD25 (giigli), FMC7 ve CD103 ile
reaktivite gosterir (65,178).

Reaktif lenfositozis gecici ya da kalict bir siirectir. Gegici formu kendini sinirlar ve
yaygin olarak yetiskinlerde CMV, viral hepatit, infeksiy6z mononiikleozis gibi viral enfeksiyonlar,
cocuklarda Bordotella pertusis sebebiyle goriiliir (185). Izoniazid ya da allopurinol gibi bazi
ilaclarin alinmas: tetikleyebilir ya da hiposplenik durum, otoimmiin hastaliklar ya da travma ile
iligkili olabilir. Reaktif lenfositler siklikla degisen miktarlarda hafif bazofilik sitoplazmali ve
hafifce genislemis olarak goriiliir, bazilarinda belirgin niikleolus gozlenebilir. Sitoplazmik
vakuolizasyon mevcut olabilir. Baskin hiicre tipi CD4+, CDS8- fenotipte T helper hiicreleridir ve
bunlar poliklonaldir (59).
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Reaktif poliklonal B hiicreli lenfositozis goreceli olarak nadirdir. Raporlanmis
vakalarin ¢ogu kadinlarda meydana gelmistir ve sigara ile giiclii iliski gosterir (186).
Lenfositozisin derecesi KLL’ye zit olarak hafiftir. Lenfadenopati ve splenomegali nadirdir.
Immiinfenotipik olarak lenfositler CD19 pozitif, CD5 ve CD23 negatif, Ig hafif zincirlerin
politipik ekspresyonu ile CD10 negatiftir (59).

Monoklonal B hiicreli lenfositozis higbir hematolojik hastalik kaniti bulunmayan
sagliklt bireylerde, KLL’dekine benzer oOzellikte B lenfositlerin dolasimda oldukca diisiik
seviyelerde (flow sitometrik ya da molekiiler) saptanmasi olarak tanimlanir (187). Bu antite daha
once degisik terimlerle tamimlanmistir: Benign monoklonal B hiicreli lenfositozis, Idyopatik
persistan kronik lenfositozis, Onemi saptanamayan B monoklonal lenfositozis, smoldering KLL ve
Subklinik KLL (64,187). Cevre kaninda <5x10°/L oraminda lenfosit bulunmasi, ancak eslik eden
lenfadenopati, organomegali veya kemik iligi tutulumuna bagh sitopeni varliginda klinik tani
KLL’dir. Eslik eden klinik bulgularin olmamasi durumunda, tam1 monoklonal B hiicreli
lenfositozisdir. Monoklonal B hiicreli lenfositozis, KLL’ye doniisebilir, gerileyebilir ya da kararli
kalabilir. Goriilme siklig1 %0,6’dir. Yasla birlikte sikliginin arttigi gosterilmistir. KLL 11 hastalarin
birinci derece akrabalarinda goriilen monoklonal B hiicreli lenfosiztozis, erken hastaligin
gostergesi olabilir (49). Son zamanlarda Onerilen tani kriterleri; monoklonal B hiicre popiilasyonu
kappa/lambda orani 3/1’in iizerinde ya da 0,3/1’in altinda olmasi, B hiicrelerin % 25’inden
fazlasinda Ig ekspresyonunun az olmasi ya da olmamasi ve KLL’ nin diger klinik ve laboratuvar
ozelliklerinin yoklugunda hiicrelerin KLL immiinfenotipinde olmasidir (187).

Marjinal zon lenfomay: da ayrici tamida akilda tutmak gereklidir. Marjinal zon
lenfomada neoplastik hiicreler kiiclik, biiklimli niikleer konturlara sahip ve genis, seffaf
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Bu hiicreler immiinhistokimyasal olarak CD5 ve CD23 negatiftirler (39).
Her ikisinde de kii¢lik matiir goriiniimlii lenfositlerin diffiiz proliferasyonu izlendiginden, diffiiz
interstisyel hiperplaziyi KLL’den aywrmak gereklidir. Reaktif follikiillerin, ag¢ik siniislerin ve
genislemis interfollikiiler alanlarm bulunmasi, perikapsiiler infiltrasyonun ise bulunmamasi reaktif
lenf noduna ait degisikliklerdir. Hemen hemen tiim KLL olgularinda izlenen psddofollikiiler
proliferasyon merkezleri reaktif lenf nodunda gézlenmez. Ayrica, reaktif siirecte kiiclik lenfositler
T hiicre fenotipi sergilerken, KLL de B hiicre kokenlidir (39,41).

Kronik lenfositik l6semi ile nodiiler lenfosit predominant Hodgkin lenfoma veya
lenfositten zengin tip Hodgkin lenfoma arasinda ayirict tan1 yapmak gerekebilir. Bu iki Hodgkin
lenfoma tiiriinde tanisal Reed-Sternberg hiicreleri nadirdir veya bulunmayabilir. Bunun yaninda
baz1 KLL olgular1 Reed-Sternberg hiicrelerinden ayrilamayan hiicreler icerebilir. Biiyiik nodiillerin

varlig1 ve germinal merkezlerin progresif transformasyonu nodiiler lenfosit predominant Hodgkin
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lenfomay1 psddofollikiilleri bulunan KLL’den ayirmada yardimei olabilir. Nadir olgularda KLL ile

lenfositten zengin Hodgkin lenfoma arasinda morfolojik ayirict tant yapmak imkansizdir. Bu

durumda immiinolojik belirleyiciler yardimei olur (39).

Tablo 9: Kronik lenfositik l6semi’de ayirici tam (59)

Hastalhik Ozellikler Yaygin immiinfenotip Genetik
KLL PY: Persistan lenfositozis,’soccer ball’ CD19+, CD20+, CD5+, Del 13q14
kromatin paternli kiigiik hiicreler,kit CD22-, CD23+, CDI10-, ?ﬁ;ﬁﬁz
agraniiler sitoplazma, smudge hiicreler CD11c-/+, CD43+, klonal Del 6q
LN: Proliferasyon merkezleri,PL, slgM,zayif slgD
paraimmiinoblastlar
PLL PY: Artmis beyaz kan hiicre sayisi,Dahaaz ~ CD19+, CD20+, CD5- Hastalikla
matiir kromatinli,tek belirgin niikleoluslu ,CD22+,CD23-, CDI10-, uyumlu
daha biiyiik hiicreler parlak klonal sIg anormalik
saptanmamis
Mantle PY: Homojen6z kondanse kromatinli CD19+, CD20+, CD5+, t(11;14)
hiicreli niikleer kleftli orta biiytikliikte hiicreler CD22+, CD23-, CD10- (q13;q932)
lenfoma LN: Monoton hiicre ,CD43+, ortalama klonal slg
popiilasyonu,Proliferasyon merkezlerinin (IgM>IgD)
yoklugu,epiteloid histiyositler ve hyalinize
veniillerin varligi
Folikiiler PY: Niikleus genisligi boyunca izlenen CD19+, CD20+, CD5-, T(14;18)
lenfoma katlantilar,diizensiz kleftler, sentrositler ve CD22+, CD23-, CDI10+, (932;q921)
sentroblastlar CDl11c-, CD43-, parlak
klonal sIg
Marjinal zon PY: Ekzantrik lokalizasyonlu niikleusu ve CD19+, CD20+, CD5- Trizomi 3
lenfoma bol soluk sitoplazmali plasmasitoid hiicreler ,CD22+, CD23-, CD10-,
LN: Regrese germinal merkezler, folikiiler =~ CD11c-, CD25-, CD103-
kolonizasyon, bol soluk sitoplazmali ,ortalama klonal sIg
diizensiz niikleer kontiirlii monositoid
hiicreler
Tiylii PY: Oval ya da fasiilye bigimli CD19+, CD20+, CD5-, Hastalikla
hiicreli niikleuslar,bol soluk sitoplazma, ince CD22+, CD23-, CD10- uyumlu
1osemi sagbenzeri diizensiz sitoplazmik CDl1lc+, CD25+, CD103+, anormalik
projeksiyonlar ortalama klonal slg saptanmamis

Ki: Sahanda yumurta goriiniimii, TRAP+

PY:Periferik Yayma; LN:Lenf Nodu; Ki:Kemik iligi; sIg:Sitoplazmik Ig

-/+:Degisken, daha ¢ok negatif lehine
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2.5. IgVH Mutasyonu

Immiinglobulin geninin (IGH) fonksiyonel diizenlenimi matiir B lenfositlerinde énemli
bir unsurdur ve takibinde antikor sentezi gerceklesir. IGH geni kromozom 14q32.3’de lokalizedir
ve yaklagik 1250 kb’lik bir alan1 kaplar. Toplam 46-52 fonksiyonel VH segmenti tanimlanmigstir.
Bu VH segmentleri kendi homolojilerine bagh olarak 6 ya da 7 subgruba ayrilir. ilave olarak
yaklagik 30 adet non-fonksiyonel VH segmenti tanimlanmistir. Ayrica 27 adet fonksiyonel DH
segmenti ve 6 adet fonksiyonel JH segmenti bulunmustur (188,189) (Sekil 3).
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Sekil 3 : Kromozom 14q32.3’de lokalize IGH gen kompleksinin sematik diagram (189)

Normal ve malign B hiicrelerinde en sik kullanilan VH gen segmentleri VH3 ailesi
(%30-50), VH4 ailesi (9%20-30) ve VHI ailesi (%10-20)’dir. Hepsi birlikte VH gen kullaniminin
%75-95’1n1 olusturur. Ancak Perkiirsor B hiicreli ALL’de VH6 gen segmentleri géreceli olarak sik
kullanilir (189).

VH segmentleri 3 adet gergceve (framework-FR) ve 2 adet tamamlayici-tanimlayici
bolge (complementarity determining regions- CDRs) icerir. FR’ler ¢esitli VH segmentleri arasinda
benzerlik gosterirken, CDRs ayn1 VH ailesi i¢inde bile oldukga farklilik gosterir. Ayrica, CDRs
germinal merkez reaksiyonunun seyri boyunca somatik hipermutasyonlarin tercih edilen hedefidir.
FR’ler genellikle somatik mutasyondan daha az etkilenmesine ragmen, 6zellikle agir mutasyonel

siirec altindaki B hiicrelerde niikleotid degisimleri bu bolgede meydana gelebilir (188).
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Malign bir B hiicre hastaliginin varligmi gosteren klonal B hiicre popiilasyonlarini
saptamak i¢in, yiiksek derecede degisken V-D-JH bdlgeleri PCR ile amplifiye edilebilir. Klonal B
hiicreleri poliklonal B hiicrelerinden ayrilabilir. Histolojik kesitler ya da hiicre slispansiyonlaridan
klonal B hiicre popiilasyonunun saptanmasina dayanan PCR temelli stratejiler 1990’larin basinda
yapilmaya baslanmistir. Ancak baslangicta PCR protokollerinde tek VH konsensus primerleri
kulanilmig, bu da tiim geni amplifiye etmek i¢cin yeterli olmamistir. Ancak yapilan calismalarda
aileye spesifik primerlerin yapilmasi ile IGH mutasyonunun saptanma orani daha da artmistir.
Ancak bu aileye spesifik primerler biiyiik 6l¢iide dnceki konsensus primelerinin sekansina dayanir
(189).

B lenfositler, gelisimleri sirasinda ¢ok cesitli antijenleri taniyabilme ve onlara karsi
antikor yapabilme kapasitesine sahiptirler. Hiicrelerin erken gelisim doneminde Ig agir (VH)
zincirinin V ve D gen boliimleri, J bolimiiyle kendine 6zgii rekombinasyon yapar ve lenfositler
yeni bir VDJ genetik yapisi yaratir. VDJ secildikten sonra, antijene maruz kalan lenfositler
germinal merkezde somatik mutasyona ugrarlar. Somatik mutasyonlar, VH zincirinin degisken
bolgesinde, gen segmentlerinde Ig molekiilii i¢in gerekli kodlar1 saglamak amaciyla
gerceklesmektedir. Bu islem ile IgVH gen bolgesine rastgele secimli niikleotidler yerleserek,
antijene tam uyumlu antikorlar sentezlenir (190).

Son c¢alismalar gostermistir ki, KLL klonlarinin yaklasik % 50’si Ig zincirlerinde
somatik mutasyon igermektedir. Bu da baz1 KLL klonlarmnin hafiza B hiicreleri denilen post-GC
hiicrelerden gelistigini diisiindiirmektedir (81). KLL hastalarinin yaklasik %50’sinde Ig agir
zincirlerinin degisken bdlgelerinde somatik hipermutasyon saptanmistir. Boylelikle KLL hastalari
biyolojik davranisi birbirinden farkli iki alt gruba ayrilmistir. IgVH mutasyonu olmayan birinci
gruptaki hastalarda l6semik hiicreler pregerminal merkez kaynakli olup, ikinci gruptakiler ise
somatik mutasyona ugramis germinal merkez veya germinal merkez sonrasi hiicrelerdir
(14,15,16,17).

Iki calismada simultane olarak IgVH gen mutasyon durumunun prognostik dnemi
rapor edilmis ve farkli sagkalim oranlar1 gozlemlenmistir (15,17). U-IgVH genli hastalar i¢in
ortalama sagkalim 8-9 yil iken, somatik olarak M-IgVH genli hastalarda bu oran 24 yildan fazla
bulunmustur (17). U-IgVH genli hastalarda somatik olarak M-IgVH genli hastalardan daha agresif
bir hastalik, ileri klinik evre, kotii sitogenetik anormallikler ve daha kisa sagkalim gozlenmistir
(15). ilave olarak, U-IgVH genli hastalarda kok hiicre transplantasyonu sonrasi daha yiiksek relaps
riski saptanmistir (191). Diger bir calismada IgVH gen mutasyon durumu ne olursa olsun, koti
yonde calisgan hasta altgruplarmi tanimlamak icin spesifik IgVH gen sekanslar1 (VH3-21)
kullanilmistir (192). Bu bulgu VH3-21 sekansmin se¢ilmesinin spesifik antijenlere cevap vermede
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M-IgVH genli hastalar arasinda farkli klinik davranig ortaya ¢iktigini gosterir (59). Klonlarin
mutasyonlu tipini optimal olarak tanimlayan IgVH genin CDR3 bdlgesinde niikleotid
mutasyonunun yilizdesi tam olarak standardize edilmemistir. Cilinkii [gVH gen mutasyon testi
pahali, teknik olarak zor ve klinik kullanim i¢in uygun degildir. Ancak cesitli ¢aligmalardan
edinilen bilgiye gore, IgVH geni germline sekansinda % 2’den fazla deviasyonlu vakalar
mutasyonludur (15,17,129). IgVH gen mutasyon analizinde esik deger olarak % 98 esas
almmuistir. Bu sekilde genetik polimorfizmler dislanmaktadir (15,35,99). Mutasyonsuz gen sekansi
somatik olarak mutasyonlu gen sekansi ile karsilastirildiginda daha agresif hastalik ve daha kisa
yasam siirest ile iligkilidir (15,17).

Kronik lenfositik 16semi hiicrelerinde IgVH gen mutasyonunun varligi veya yoklugu,
farkli klinik ve prognoz ile korelasyon gosterir. KLL’de IgVH gen mutasyon durumunun
prognostik onemi klinik evre ve genetik 6zelliklerden bagimsizdir (8,15,35,49). Ancak VH3-21
bolgesinde olusan mutasyonun IgVH gen mutasyon durumundan bagimsiz olarak kotii prognozu
gosterdigi kanitlanmistir (8,49,99). [gVH gen mutasyon durumunun sabit olmasi ve hastaligin her
doneminde ayni1 kalmasi, prognozun erken donemde tayini i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (59).

U-KLL ve M-KLL olgulari, klinik seyir, tedavi gereksinimi, sitogenetik anormallikler
ve sagkalim acisindan farklilik gostermektedir (35). M-KLL olgularinin iyi prognoza sahip
olduklari, U-KLL olgularinin klinik seyrinin ise daha agresif oldugu c¢esitli calismalarda
gosterilmistir (8,9,11,13,34,52,101). U-KLL, ileri evre, ilerleyici klinik seyir, atipik morfoloji, koti
sitogenetik anormallikler ve tedavi direnci ile birliktedir (49). M-KLL hastalari, 1y1 bir klinik gidis
gosterirler, mutasyonu olmayanlara gore daha az tedaviye ihtiya¢ duyarlar ve tedavisiz gegen siire
daha uzundur; yasam siireleri de, mutasyonu olmayanlara gore dikkate deger derece uzundur. M-
KLL’de ortalama sagkalim 10-25 yil iken, U-KLL’de 5-10 yildir (2,99). IgVH gen mutasyonu yeni
ve 1y1 bir prognostik faktor olarak ortaya konmustur (14,16,17).

Teknik uygulanimmm zorlugundan 6tiirii, IgVH gen mutasyon durumunu yansitacak
biyolojik belirtecler iizerinde durulmaktadir. IgVH gen mutasyon durumu ile iligkisi gosterilmis
belirtegler ZAP70, CD38, TK, sitidin deaminaz, lipoprotein lipaz A ve ADAM 29°dur (9,99).
Ozellikle CD38 ve ZAP70 ile iliskisi incelenmistir, ancak varolan iliskinin mutlak bir iliski
olmadigi, bu parametrelerin her birinin bagimsiz prognostik belirte¢ oldugu konusunda ortak goriis
olugsmustur (131). Pregerminal merkezli 16semik hiicrelerde CD38 ekspresyonunun yiiksek, ancak
mutasyona ugramis hiicrelerde diisiik oldugu, IgVH mutasyonunu gostermede CD38
ekspresyonunun kullanilabilecegi oOne siirilmiistiir. Ancak ilerleyen arastirmalarda, IgVH
mutasyonu ve CD38 ekspresyonu birbirinden bagimsiz prognostik faktorler olarak
degerlendirilmektedir (20,21,22). IgVH mutasyonu iceren olgularm, DNA "microarray"
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kullanilarak yapilan ¢aligmalarda [gVH mutasyonu icermeyenlerden bazi gen alt-gruplar1 agisindan
farklilik gosterdigi ortaya konmustur. ZAP70 gen ekspresyonunun IgVH mutasyonu ile korelasyon
gosterdigi saptanmis olup, IgVH mutasyonunun olmadigi olgularda ZAP70 ekspresyonunun
oldugu goézlenmistir (21). IgVH gen mutasyonu pahali, tespiti zor ve ancak belli merkezlerde
yapilabilen bir inceleme olmasi nedeniyle bunun yerine, rutin laboratuarlarda uygulanmasi kolay

ve ucuz olan ZAP70 kullanilmasi diisiiniilmiis olup, bu konuda ¢aligmalar devam etmektedir (27).

2.6. Immiinhistokimyasal Markerlar

2.6.1. ZAP70 ekspresyonu

Zeta zinciri iliskili protein kinaz 70 (ZAP70), 70 kDa agirliginda bir proteindir ve 2.
kromozomun 2q2 bolgesinde kodlanir (193). Tirozin kinaz ailesinin bir tiyesidir ve T hiicre
reseptoriinden sinyal iletimiyle iliskilidir (23).

Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 ii¢ fonksiyonel etki alanina sahip, 14 ekzondan
olusan bir gendir. 619 aminoasit uzunlugundaki 3 zincirden olusur. Tirozin kinaz alanlari, SH
adinda 3 ana alan igerir. SH1 bdlgesi enzimatik aktivite igerir, SH2 protein-protein etkilesimini ve
fosfotirozinleri taniyarak fosforilasyonu kontrol eder. SH3, protein etkilesimleri i¢in daha 6zgiin
taninmalar1 saglar. ZAP70’in N terminalinin sonunda iki SH2 bolgesi, karboksi terminalindeyse
katalitik bolgeler bulunur. ZAP70’in SH2 bdlgesi ve syk immiin reseptorler {lizerinde bulunan
ITAM olarak adlandirilan immiinreseptdr tirozin tabanli aktivasyon motiflerini 6zgiin olarak tanir

(193,194) (Sekil 4).
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Sekil 4: ZAP70’in molekiiler yapisi (193,194)

ZAP70 normalde T hiicre ve NK hiicrelerinden eksprese edilir. T hiicre sinyal iletimi
yanisira T hiicre gelisimi ve diferansiyasyonunda da kritik role sahiptir. ZAP70 6ncelikle T hiicre
reseptOr sinyal baslangicinda ve sonrasinda T hiicre aktivasyonu, apoptoz ve migrasyonunda gorev
alir (14,21,195). Normal B lenfositlerde bulunmaz. Ancak yapilan ¢aligmalarla normal tonsil ve
dalaktaki aktif B fenotipli hiicreler ile kemik iligi pro-B hiicrelerince eksprese edildigi anlagilmas,
ayrica KLL ve B hiicreli akut lenfoblastik 16semi hiicrelerinde de saptanmistir (195). Akciger ve
barsak epitel hiicrelerinde de ZAP70 ekpresyonu varlig1 bilinmektedir. Periferik kana gore kemik
iligindeki KLL hiicrelerinde ZAP70 ekspresyon diizeyi daha yiiksektir (196).

ZAP70 ekspresyonu, Flow sitometri, Western blot, kantitatif RT-PCR,
immiinhistokimya gibi farkli yontemlerle Olgiilebilir (20,193). Flow sitometri hematolojik
malignitelerin tanisinda kullanilan kesin ve hizli bir yontemdir (130). Flow sitometriyle KLL
hiicrelerinde, T hiicrelerinde ve NK hiicre gruplarinda, ZAP70 pozitif hiicre ylizdesi analiz
edilebilir (20). Zit olarak, Western blot ve RT-PCR’da, 6rneklerde T hiicreleri de bulundugu icin
ZAP70 ekspresyonu oldugundan daha yiiksek bir degerde saptanir (27).
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Losemik hiicrelerde, ZAP70 ekspresyonunun %20’den fazla olmasi kotii prognostik
ozelliktir. ZAP70, KLL ‘de hastalik ilerlemesi ve toplam sagkalimin 6nemli bir belirleyicisi olarak
tanimlanmistir (14,20,21,134). KLL hastalarinda artmis B hiicre reseptér (BCR) sinyali ZAP70
ekspresyonu ile iliskilidir. Defektif BCR sinyali, ZAP70 negatif hastalarda gdzlenir (195). Bir
calismada, ZAP70 negatif olan KLL’li hastalarin ortalama yasam stireleri 24,4 yil, ZAP70 pozitif
olan hastalarin ortalama yasam siireleri 9,3 yil olarak saptanmistir (14). Yapilan bir ¢alismada,
progresyonsuz sagkalim iizerine ZAP70, CD23 ve modifiye Rai evresinin bagimsiz prognostik
faktor oldugu bulunmus, toplam sagkalim agisindan sadece ZAP70’in bagimsiz belirleyici bir
faktor oldugu rapor edilmistir (197).

Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 ekspresyonu IgVH gen mutasyon durumu arasinda
giiclii bir iliski bulunmaktadir (20,21). ZAP70’in 16semik hiicrelerdeki ekspresyonu Western blot,
kantitatif RT-PCR, immiinhistokimya ve flow sitometri gibi farkli metodlarla saptanabilir (198).
IgVH mutasyon durumunun belirlenmesi zor ve zaman alic1 oldugu i¢in bunun yerine ZAP70’in
kullanilabilecegi belirtilmektedir (20). KLL tanili IgVH gen mutasyonu gdsteren olgularmn biiyiik
kisminin ZAP70 negatif, mutasyonsuz formlarin biiyliik kismmnin ise ZAP70 pozitif saptandigi
calismalar mevcuttur. Yapilan flow sitometrik ¢alismalarda saptanan ZAP70 ekspresyonu ile [gVH
mutasyon durumu arasinda korelasyon oldugu iddia edilmekte, boylece ZAP70 ekspresyonunun
IgVH mutasyon durumu ile esdeger bir prognostik degere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir
(14,21,198).

Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 ekspresyonu, tedavi gereksiniminin erken bir
belirleyicisi oldugu gibi, baz1 ¢alismalarda tedaviye yanitda da rolii oldugu gosterilmistir. ZAP70
negatif grupta, fludarabin kemoterapisiyle tam yanit orani, ZAP70 pozitif gruba gore anlamli
olarak fazla bulunmustur (197). Bazi ¢alismalarda, ZAP70 pozitif hastalarin ZAP70 negatif
gruptaki hastalara gére daha yogun kemoterapi gereksinimi oldugu rapor edilmistir (5).

Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 ekspresyonunun kemik iligi tutulum paternleriyle
iliskisi oldugu one stiriilmektedir. Kemik iliginde diffiiz infiltrasyonun izlendigi 16semi olgularinda
ZAP70 ekspresyonunun gii¢lii pozitif, interstisyel tutulumda degisken oranlarda pozitif, nodiiler

tululumda ise negatif oldugu saptanmistir (195).
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2.6.2. CD38 Ekspresyonu

CD38, farklilasma boyunca hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen iki fonksiyonlu bir
enzimdir (199). 45 kDa molekiil agirliginda tek polipeptit zincirinden olusan ¢ok fonksiyonlu tip II
hiicre zar1 proteinidir. Kisa bir N-ucu sitoplazmik kuyrugu ve uzun bir C-ucu motifi olan bir
transmembran proteinidir. Dort adet azota bagli oligosakkarit zincirine sahip olup, izoelektrik noktasi

6,5 ile 6,9 arasinda degisir (200) (Sekil 5).

CcD38

Domainler

Hucre dis
257 aa

Trans e skran

Sekil 5: CD38 tip 2 transmembran proteini

CD38, NAD Glikohidrolaz ADP ribozil siklaz ve ADP ribozil hidrolaz etkinliklerine sahip
bir ektoenzimdir. CD38’in Aplysia californica olarak adlandirilan bir deniz yumusakcasindaki
enzimle %30 aminoasit benzerligi gosterdigi saptanmistir. Bu enzim Cat++ mobilizasyonunu
saglayan siklik ADP-riboz (cADPR) iiretir. CD38 benzer enzimatik ozellikler gdsteren ancak,
Aplysia’nin tersine hem siklaz hem de hidrolaz aktivitesi bulunan c¢ift fonksiyonlu bir
ektoenzimdir (201). Transmembrandz bir glikoprotein olan CD38’in enzimatik aktif bolgesi hiicre
disindaki uzun kismidir. Ayrica transmembrandz ve intrasitoplazmik iki bolgeye daha sahiptir. Bu
molekiil dimer ve tetramerler olusturmaya egilimlidir. Bu oligomerler CD38’in enzimatik iirtinii
olan cADPR’in transportunda gorevlidir (199,201).

CD38’1 kodlayan gen insanda dordiincii kromozomda (4pl15) yer almaktadir. CD38
cDNA’s1 bir T hiicre soyundan klonlanmistir. Insan CD38 geni tek kopya halinde bulunur. 62
kb’1n iizerinde bir bolgede siralanmis sekiz ekzon ve yedi introndan olusur. 5 ucundaki kodlayan
bdlgeyi bdlen intron ¢ok biiytiktiir (200,202).

Insan CD38’i olgunlasmanis hematopoietik hiicreler tarafindan eksprese edilen, T

hiicreleri, B hiicreleri, dendritik hiicreler ve NK hiicreleri gibi aktive edilmis lenfositler tarafindan
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yiiksek seviyede yeniden diizenlenmis bir tip II yiizey antijenidir. Tam uzunlukta bir insan
CD38’inin kisa intraselliller bir domaini ve 6nemli derecede genis bir ekstraselliiler parca
tarafindan takip edilen tek transmembran heliks igeren 300 aminoasit kalintis1 vardir (202). CD38,
immatiir B hiicre progenitorleri, baz1 germinal merkez hiicreleri ve aktive lenfositler yani sira
plazma hiicrelerinde eksprese edilirken, matiir B hiicrelerinde olduk¢a zayif ekspresyon soz
konusudur. Bu ekspresyon paterni B ve T lenfositlerinin aktiflesme ve farklilagsma belirteci olarak,
lenfosit gelisiminin farkl evrelerini belirlemede kullanilabilir (201). Lenfoid ve myeloid hiicrelerin
CD38 ekspresyonu bu hiicrelerin farkl tiplerinde farkli 6lciide gergeklesir (200). NK hiicrelerinin
ve monositlerin yaklasik %80°’1 CD38 pozitif bulunmustur. Kemik iliginde ise CD38, oOnciil
hiicrelerde bulunur (203). Ayrica goz, karacier, pankreas, beyin, akciger ve prostat gibi
hemopoietik sistem disindaki dokularda da CD38 ekpresyonu bulunmustur (201) (Tablo 10).
Tablo 10: CD38’in bulundugu hiicre ve dokular (203)

Gelisim odaginda (germinal merkezde)bulunan B hiicreleri

Mediiller timositler

Aktiflenmis T hiicreleri

Plazma hiicreleri

Monosit / makrofajlar

Dogal 6ldiiriicii hiicreler

Eritrositler

Trombositler

Ortak hematopoietik kok hiicreler

Barsak lamina propria lenfositleri

Iskelet ve kalp kas1 hiicreleri

Bobrek kivrintili tiibiil hiicreleri

Sinir hiicreleri

Prostat epiteli

Bir¢ok tiimor hiicrelerinde

CD38’in membrana bagli bi¢iminin yani sira sivida ¢oziinmils bicimi de (sCD38)
vardir. Coziinmiis molekiil, aktiflenmis T hiicre kiiltiirleri ve CD38 pozitif tiimdr hiicre soylarmin
iist swvilarinda saptanabilir. sCD38, serum, amniyon sivist gibi normal ve myeloma hastalarin
serum ve asit sivilari, kanserli hasta serumlar1 gibi patolojik sivilarda da gosterilebilir (204).
CD38’in bu sivi molekiil formlar1 myelom ve bazi diger maligniteleri olan hastalarm viicut
swvilarinda bulunan ¢oziiniir 6zellikteki 39kDa’luk formu ve X’e bagli agammaglobulinemili

hastalarm serumunda bulunan 78kDa’luk formudur (18,201). Onceleri yalnizca hiicre yiizeyinde
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oldugu diistiniilen CD38, simdilerde hiicre i¢inde mitokondri, endoplazmik retikulum, niikleer zarf
ve sitozol gibi farkl lokalizasyonlarda da saptanmustir (201).

Yapilan bir¢ok calisma yiiksek CD38 diizeyinin kotii prognoz belirtisi olduguna isaret
etmektedir. HIV-1 infeksiyonunda CD38 ekspresyonu artmaktadir (203). Myeloma hiicrelerinde
0zgiin olarak CD38 ekspresyonu gozlenir. Boylece risin A’ ya baglanmis monoklonal antikorlarla
myeloma hiicrelerini hedef almak ve 61diirmek miimkiindiir. In vivo yapilan ¢alismalarda bu yonde
sonuclar alinmistir (205).

KLL’de prognostik 6nemi olan IgVH mutasyonu ile CD38 arasinda korelasyon oldugu
soylenmektedir. CD38’in negatif prognostik faktor oldugu ve mutasyonsuz IgVH genine sahip
KLL hastalarinda eksprese edildigi gozlenmistir (18,201). CD38 ekspresyonu ile kompleks
sitogenetik anomaliler arasinda da korelasyon oldugu bildirilmektedir. 13q delesyonu ile CD38
negatifliginin, 11q ve 17p delesyonu ile de CD38 pozitifliginin korele oldugu one siiriilmiistiir

(59).
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3.GEREC VE YONTEM
Olgular

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda 2007-2011
yillar1 arasinda kemik iligi biopsisiyle tanilar1 konmus 84 KLL olgusu ¢alismaya alindi. Olgularin
yas, cinsiyet, lenf nodu tutulumu, klinik evre, tedavi durumu ve eslik eden diger patolojik tanilar
gibi bilgileri hasta dosyalarindan elde edilerek kaydedildi. H&E ile boyali preparatlari tekrar
gozden gegirilerek kemik iligi tutulum paternleri (diffiiz, nodiiler, interstisyel, mikst) belirlendi
(Resim 2). Gerek doku preparatlarindaki histopatolojik ozellikler, gerekse Giemsa ile boyanmis
aspirasyon yayma ve imprint preparatlarindaki hiicre 6zellikleri gozden gegirildikten sonra her bir

olgu i¢in CD3, CDS5, CD10, CD20, CD 23, ve siklin-D1 ekspresyonlar1 degerlendirilerek tanilar

dogruland:.

Resim 2: Kemik iligi infiltrasyon paternleri: A) diffiiz, B) nodiiler, C) interstisyel ve D) mikst
tutulum. (H&E, X200)
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Kronik lenfositik 16semi tanist i¢in National Cancer Institute Working Group (NCI-
WG) tanm Olgiitleri kullanildi. Buna gore;
1. Cevre kaninda lenfositoz (>5x10°/L): En az bir aydir devam etmesi gerekmektedir.
2. Lenfositlerin morfolojik olarak olgun goriiniimlii olmasi
3. Flowsitometrik incelemede lenfositlerde immiinfenotipik olarak asagida belirtilen 6zelliklerin
saptanmasi
a. CD5 ve CD19 ile birlikte CD23 ekspresyonu
b. Diisiik derecede CD20, CD22 ve CD79b ekspresyonu
c. Diisiik derecede slg ekspresyonu IgM+/- (IgD)
d. Her B hiicresinin ylizeyinde tek tip hafif zincir ekspresyonu (kappa veya lambda)
e. CD10, Siklin D1 ve FMC7 ekspresyonunun olmamasi, degerlendirildi.

Binet evreleme sistemine gore klinik evreleme yapildi:
Evre A: Hb:>10 gr/dl, Plt say1s1:>100.000 mma, tutulan lenfoid bolge:< 2
Evre B: Hb:>10 gr/dl, Plt say1s1:>100.000 mms, tutulan lenfoid bdlge:> 2
Evre C: Hb:<10 gr/dl, Plt say1s1:<100.000 mms3, tutulan lenfoid bolge:bagimsiz

3.1. Immiinhistokimyasal Boyama

Olgularin bloklarindan elde edilen yeni kesitlerde ZAP70 ve CD38 ekspresyonu
arastirildl. Immunhistokimyasal boyama Avidin-Biyotin kompleks sistemi (ABC) kullanilarak
yapildi. Bu sisteme gore;
1-Poly-L-lysin kapli lama (Thermo scientific superfrost plus) alinan kesitler bir gece 37 derecelik
etiivde bekletildi.
2-30 dakika 56 derecelik etiivde bulunan ksilolde, 15 dakika oda sicakligindaki ksilolde
deparafinize edildi.
3-Azalan oranlarda alkol serilerinde rehidrate edildi.
4-Kesitler 6nceden hazirlanmis olan pH:7,2 olan phosphate-bufferd-saline(PBS) soliisyonunda bes
dakika bekletildi.
5-Endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilebilmesi i¢in, kesitlere siiper blok (Sensi Tek HRP
anti-polyvalent, AAA125) damlatilarak bes dakika bekletildi.
6-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.
7-Dako PTlink cihazinda retrieval solusyonu kullanilarak (Dako Envision Flex Target retrieval
solution High ph 50x) 95 derecede 20 dakika inkiibe edildi. Boylece antijenin agiga ¢ikarilmasi

saglandu.
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8-Kaynatmadan sonra kesitler oda 1s1sinda sogumaya birakildi.

9-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikand1 ve kurulandi.

10-Her bir kesitin iizerine primer antikorlar olan ZAP70 (Santa Cruz Biotechnology, Sc-1526,
200ug/ml, 1/400 diliisyon) ve CD38 (Santa Cruz Biotechnology, Sc-7325, 200ug/ml, 1/300
diliisyon) soliisyonu dokuyu tamamen Ortecek sekilde damlatildi ve bir saat bekletildi.

11-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikanarak baglanmis antikorlar uzaklagtirildi.
12-Biyotine baglayici sekonder antikor (Sensi Tek HRP, ABF 125) eklendi ve 10 dakika bekletildi.
13-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi ve kurulandi.

14-Kesitlere Strepdavidin HRP soliisyonu (Sensi Tek HRP, ABG125) damlatilarak 10 dakika
beklendi.

15-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.

16-Renk verecek goriintiiyii saglamak amaci ile Diaminobenzidin tetraklorid, (DAB) (Thermo
scientific 125 ml, HD19114) damlatild1 ve kahverenk gozlenene kadar bekletildi.

17-Cesme suyunda bes dakika yikand:.

18-Zemin boyanmasi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit boyama yapild.

19-Cesme suyunda bes dakika yikand:.

20-Dehidratasyon icin kesitler sirasi ile yiikselen oranlarda alkol serilerinden gecirildi ve ksilolde

saydamlastirma sonras1 balsam ile kaplandi.

Boyanma oranlarinin saptanmasi

ZAP70 ve CD38 i¢in pozitif kontrol olarak dnceden pozitifligi bilinen tonsil dokusuna
ait kesitler kullanildi. Tim degerlendirmeler 151k mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japan)
10, 20 ve 40’lik biiyiitmelerde yapildi. ZAP70 i¢in sitoplazmik boyanma, CD38 i¢cin membrandz
boyanma dikkate alindi. Skorlama islemi, boyanmanin en yogun oldugu tiimdr alanlarinda
birbirine komsu en az 200 tiimor hiicresinin sayilmasi ve bunlar icerisinde boyananlarin boyanma
gostermeyenlere oranlarinin hesaplanmasiyla yapildi. Bulunan oranlar ZAP70 i¢in <%25 ise 0;
%25-50 arasindaysa 1; %51-75 arasindaysa 2 ve >%75 ise 3 puan verilerek skorlandi (Resim 3).
CD38 icin ise ayni puanlar sirasiyla <%10; %11-20; %21-30 ve >%30 oranlar1 i¢cin uyguland1
(Resim 4). ZAP70 i¢cin %25 ve tizeri, CD38 icin %30 ve lizeri boyanmalar pozitif kabul edildi
(2006).
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Resim 3: ZAP70 ile boyanma oranlari: A) <%?25 pozitif, B) %25-50 pozitif, C) % 51-75
pozitif, D) >%75 pozitif. (Anti-ZAP70, X200)
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Resim 4: CD38 ile boyanma oranlari: A) <%10, B) %11-20, C) %21-30, D) >%30 (Anti-
CD38, X200)

-

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Sekans analizi

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) molekiiler biyolojide
uygulanan bir teknik olup, niikleik asitlerin uygun kosullarda hizli bir sekilde ¢ogaltilmas1 olarak
tanimlanabilir.

Polimeraz zincir reaksiyonu bir ¢esit invitro klonlamadir. PCR reaksiyonu DNA’nin
iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasma (denatiirasyon), daha sonra sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasina (hibridizasyon), sonra da zincirin uzamasina
(polimerizasyon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasma dayanwr. Bu ii¢ adim
(denatiirasyon / hibridizasyon/polimerizasyon) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkli
isilarda gerceklestirilir. PCR’1 uygulayip amplifikasyon yapmak i¢in, DNA 6rnegi (FFPE doku,
kan vs izole edilmis), cogaltilacak olan bdlgeyi sagdan ve soldan cevreleyen bir ¢ift sentetik
primer, ANTP’ler (A, T,C,G), 1s1ya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi, uygun pH ve iyon kosullarini
(Mg+2) saglayan tampon karisimi gereklidir. PCR, ¢ok az miktarda DNA ile ¢alismaya olanak

saglamaktadir. PCR teknigi ile laboratuar calismalarinda ¢ok biiyiik hiz ve kesinlik kazanilmstir.
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Parafine gomiilii dokudan DNA izolasyonu

Parafine gomiilii dokudan DNA izolasyonu ve sonrasinda PCR optimizasyonu Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik anabilim dalinda yapildi. DNA
izolasyonu i¢in INVITROGEN QUANT-IT DSDNA FFPE Tissue Kit kullanildi. Parafine gomiilii
dokudan DNA izolasyonunda asagidaki basamaklar uygulandi.
1-84 vakaya ait Parafine gomiilii dokulardan 10 mikrometre kalmmliginda 5’er adet kesit alind1 ve
1,5 ml’lik ependorf tiipe konuldu.
2-Pipetor ile 1 ml ksilen eklendi. Tiipiin kapagi kapatilip, vorteks ile 10 saniye karistirildi. Tiip
mikrosantrifiije dengeleyici ile karsilikli olarak yerlestirildi. Oda 1sisinda 3 dakika son hizda
(14.000rpm) santrifiij edildi.
3-Pipetor ile peleti koruyacak sekilde, dikkatlice, siipernetant uzaklastirildi.
4-Pipetor ile tiipe 1 ml %100 etanol eklendi. Tiiplin kapagi kapatildi. Vorteks ile 10 saniye
karistirildi.
5-Tip mikrosantrifiije dengeleyici ile karsilikli olarak yerlestirildi. Oda 1sisinda 3 dakika son hizda
(14.000rpm) santrifiij edildi.
6-Pipetor ile peleti koruyacak sekilde, dikkatlice, siipernetant uzaklastirildi.
7-Tiipiin kapag1 acildi. Tiipteki etanol buharlagsmaya birakildi (5-10 dakika).
8-50-200 mikrolitre hacimli pipetdér ve uygun u¢ kullanarak tiipe 180 mikrolitre Genomic
Digestion Buffer ve 20 mikrolitre Proteinase K eklendi. Vorteks ile 10 saniye karistirildi.
9-Tiip 56 °C ‘deki su banyosuna yerlestirildi. Bir gece inkiibe edildi.
10-Tiip inkiibasyondan alindi. Oda 1sisinda 3 dakika son hizda (14.000rpm) santrifiij edildi. Tiip
mikrosantrifiij cihazindan alindi. Kapagi acildi. Lizat yeni bir 1,5 ml’lik ependorf tiipe konuldu.
11-50-200 mikrolitre hacimli pipetor ve uygun u¢ kullanarak 20 mikrolitre RNase A eklendi. 10
saniye vorteksle karistirildi. Oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.
12-Ardindan 50-200 mikrolitre hacimli pipetér ve uygun u¢ kullanarak 200 mikrolitre Purelink
Genomic Lysis/binding Buffer eklendi. 10 saniye vorteksle karistirild.
13- 50-200 mikrolitre hacimli pipetor ve uygun ug¢ kullanarak 200 mikrolitre %100 etanol eklendi.
Tiipiin kapag1 kapatildi. Vorteks ile 10 saniye karigtirildi
12- Uygun pipetdr ve ug¢ kullanarak bu karisim tiipten alindi. Purelink Spine column Tube
kolonuna yiiklendi. Kolonun kapag1 kapatildi.
13- Tiip mikrosantrifiije dengeleyici ile karsilikli olarak yerlestirildi. Oda 1sisinda 12200rpm hizda
3 dakika santrifiij edildi.
14- Tip santrifiijden alind1. Filtrat1 iceren toplayict tiipii atildi. MinElute kolonu 2 ml.’lik yeni bir
toplayict tiipiin i¢ine yerlestirildi.
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15- Purelink Spine column Tube kolonunun kapagi agildi. Uygun pipetor ve u¢ kullanarak 500
mikrolitre Wash Buffer 1 eklendi. Kolonun kapagi kapatildi.

16- Tiip mikrosantrifiije dengeleyici ile karsilikli olarak yerlestirildi. Oda 1sisinda 12200 rpm hizda
3 dakika santrifiij edildi.

17- Tiip santrifiijden alind1. Toplama tiiplinde biriken filtrat1 atildi. Kolonu yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi. Uygun pipetor ve ug¢ kullanarak 500 mikrolitre Wash Buffer 2 eklendi. Kolonun
kapagi kapatildi.

18- Tiip santrifiije dengeleyici ile karsilikli olarak yerlestirildi. Oda 1sisinda 14.000rpm hizda 3
dakika santrifiij edildi.

19- Tiip santrifiijden alindi. Toplama tiipiinde biriken filtrat1 atildi. Kolonu 2 ml’lik yeni tiipe
yerlestirildi. QIAamp MinElute kolonun kapagi a¢ildi. Uygun pipetdr ve ug kullanarak 20-100
mikrolitre Genomic Elution Buffer (tam merkeze gelecek sekilde) eklendi.

20- Tiip bu hali ile dikey konumda oda 1s1sinda 5 dakika bekletildi.

21- Sonra yeniden santrifiije dengeleyici ile karsilikli yerlestirildi. Oda 1sisinda son hizda

(14.000rpm) 3 dakika santrifiij edildi

DNA konsantrasyonu ve safliginin olciimii

DNA’nmn kantitatif 6l¢iimii i¢in Nano Drop 2000 kullanildi. Cihaz distile su ile
standardize edildikten sonra uygun pipetdr ve ug¢ kullanarak izole edilen DNA’dan 2 mikrolitre
konuldu. OD 260/280 hesaplanarak temizlik derecesi saptandi. 50 vakadan yapilan DNA
izolasyonu sonrasi nanodropta ideal degeri 1,8 civarinda olan 20 vakanin PCR reaksiyonu ve

sekans analizi yapild.

Polimeraz zincir reaksiyonu

PCR reaksiyonu ve sekans analizi izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji ve
Biyomiihendislik Uygulama ve Arastrma Merkezi’nde c¢alisildi. Tim Orneklerden IgVH
mutasyonunun (14q32.3) tesbit edilmesi BIOMED-2 (189) primerleri kullamlarak yapildi.
Mutasyonlarin tesbiti i¢in yaklagik 260 bp boyutlarinda FRII bolgesi V1-7 segmentlerinin 7 adet

forward primeri ve ladet JH reverse primer kullanildi.
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Forward primerler:

VH1-FR2 (1-2) (-192) CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
VH2-FR2 (2-5) (-190) TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG
WH3-FRZ (3-7) (-189) GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA

VH4-FR2 (4-4) (-188) TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG
VHE-FR2 (5-51)(-190) GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAMAGG
VHE-FRZ (6-1) (-194) TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG
VHT-FR2Z (7))  (-192) TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA

Reverse primer:

3 &
JH consensus  CCAGTGGCAGAGGAGTCCATTC

Tim primerler klasik PCR yontemi ile calisildi. Bir forward primer ve reverse
primerden koymak tizere bir hasta i¢in 7 PCR tiipii hazirlandi. Her tiipte hazirlanan PCR karigimi
asagidaki gibidir:
1xTaq Bufter
2mM dNTP karigimi1 (dAATP+dCTP+dGTP+dTTP)

1.5 mM MgCI2

0.2 mM bir forward primer

0.2 mM reverse primer

0.5 U/ reaxn Taq enzim

DNA (100nmol)

Son hacim su ile tamamlandi. Toplam 20 mikrolitrelik PCR karisimi elde edildi.

Polimeraz zincir reaksiyonunun sikluslar1 su sekilde diizenlendi: Birinci denatiirasyon
(94°°C’de 7 dakika), 35 devirlik denatiirasyon (94°°C’de 1 dakika), baglanma (58°°C’de 1 dakika)
ve elongasyon (72°°C’de 1,5 dakika). Son siklustan sonra bir final uzama (72°°C’de 10 dakika)

eklendi. Bundan sonra drnekler 4°°C’de saklandi.

Jelde yiiriitme ve goriintiileme

Elektroforez sulu bir ¢ozelti i¢inde kiiciik elektrik yiiklii parcaciklarin, uygulanan bir
elektrik alanmin etkisi ile go¢ etmesi esasma dayanir. DNA’nin negatif yliklii olmasi1 katottan
anota dogru ilerlemesine neden olur. Aym jele biiylikliigii bilinen bir belirtec DNA (marker)
koyulur ve elektroforez sonunda olusan bantlarin konumlar1 karsilastirilarak degerlendirilir. Jel
olarak genellikle agaroz jel kullanilir.
Bu c¢alismada goriintiileme i¢cin %2’lik agaroz (Prona Basic Agarose) jel hazirlandi. 1 gr agaroz
tartilarak tizerine 50 ml (1X) TAE tamponu ilave edildi. Mikrodalgada (Galanz, ENO025, Seri
No0:020205) kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi. Jel ¢dzeltisi sogumadan Once iizerine 5 mikrolitre

Etidium Bromid (Sigma) eklenerek karistirildi. Bu karisim, taraklari yerlestirilmis jel kaliplarina
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hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildii ve donmasi saglandi. Daha sonra elektroforez tanki
(THERMO mini jel elektroforez sistemi) TAE tamponu ile dolduruldu ve jel elektroforez tankina
alind1. Jel taraklari ile jelde olusturulan 20 mikrolitrelik bosluklara, her bir 6rnek i¢in 2 mikrolitre
boya ¢ozeltisi (GeneRuler-Fermentas- loading dye solution 6X) ve 10 mikrolitre PCR {iriinii
eklenerek pipetaj yapildi ve jel yiikleme islemi tamamlandi. Ayrica ilk bosluga da olusan tirtiniin
uzunlugunu Slgmek amaciyla DNA ladder (Fermentas Gene Ruler 100bp DNA Ladder,
kod:SM0323) yiiklendi. Elektroforez tank1 100voltluk, 2 amper akima 30 dakika siire ile baglandi.
Islem sonunda, cogaltilan bantlar “marker” ile karsilastirilmak iizere UV-transilluminatorde
kontrol edildi ve fotograf c¢ekildi (Vilber Lourmat jel goriintiileme sistemi). Jelde goriintiiyii
degerlendirirken mutasyon varliginda 250-300 bp araliginda bant olusumu izlendi. Mutasyon

yoklugunda ise bu aralikta bant olusumu gozlenmedi (Resim 5).

100 bp
Ladder \VH1 VH2 VH3 VH4 VH5 VH6 VH7

Resim 5: VH1 ve VHS primerlerinde 250-300bp arahiginda bant olusumu izlenen bir hastaya

ait jel goriintiisii
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Sekans analizi

Sekans analizi 6ncesi PCR {iriinii, sephadex (Sigma sephadex G50) yiiklii spin kolonda
temizlendi ve nanodrop cihazinda 6lgiilerek konsantrasyonuna ve safligina bakildi.  Ornegi
sekansa hazirlamak i¢in cycle sequence reaksiyonu gerceklestirildi. Bu reaksiyonda, fluoresans
based cycle sequencing reaksiyonlari i¢in kullanima hazir bir karisim olan BigDye Terminator
v3.1 adli cycle sequencing kiti kullanildi. Cycle sekans PCR reaksiyonu i¢in karigimin igerigi: 2ul
BigDye Terminator, 4ul dH20, 1ul BigDye sequencing buffer, 1ul (3,2 pmol/ul) primer ve 2ul
DNA seklindedir. DNA konsantrasyonu 6rnegin boyutuna gore degismektedir. Bu calismada
yaklagik 20ng kullanildi. 10pul hacimli PCR karisimi hazirlandiktan sonra 96°C’de 1 dakika
denatiirasyon sonrasi, 30 cycle’lik 96°C’de 10 saniye, 58 °C’de 5 saniye, 60°C’de 4 dakika PCR
yapildi. Cycle sequencing reaksiyonu bitince tiiriinler tekrar sephadex spin kolonda temizlendi ve
Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer cihazinda sekanslanmak iizere cihaza spesifik 96’11k
well plate’e yiiklendi.

Elde edilen sekans sonuglar1 NCBI-Blast(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/.) ve

VBASE (http://www.vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) database kulanilarak karsilastirildi. %98 ve alt1

homoloji mutasyonlu kabul edildi (Resim 6).
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il .Mf o A |
A

TL‘IGGPGATGGTGAATCGGCCCTTCAC@GAGTCTGCA’PAG'FATT’(’ ATTACTTCCATCATATG ATATARCTG CCACCCACTCCAGCCCCT TCCCTGGAGCCTGGCGGPLLA

- mm s m e e msemm mmm s e e = e = ———

IGHV3-21

Score = 163 bits (BB), Expect = le-39
Identities = 137/153 (86%), Gaps = 10/159 (&%)
Strand=Flus/Flus

Query 1 TCTCAGGCTRTTCATTTGCAGATACAGCGTGTTCTTGRAATTGTCTCTGRAGATGETGAR 60
CCCLEEEREEEEERE P eyt Perereer (e iy g
Sbict 533939 TCTCAGGCTGTTCATTTGCAGATACAGTGAGTTCTTGGCGITGICTCTGGAGATGGTGAA 533998

Query 61 TCGGCCCTTCACGGARTCTGCATAGTAT-T-T-ATTACTTCCATCATA-TGATAT-RACT 115

L O O O I O
Sbjct 533993 TCGGCCCTTCACTGAGTCTGCGTAGTATATGTAACTACTACTA-C-TACT-A-ATGGA-T 534053

Query 1l GCCACCCACTCCAGCCCCTTCCCTGRAGCCTRECRGACC 154

L UL
Sbjct 534054 GAGACCCACTCCAGCCCCTTCCCTGGAGCCTGGCGGACC 534092

Resim 6: VH3 (3-21) primerinde mutasyon saptanan bir hastaya ait sekans goriintiisii ve

database ile karsilastirilmasi

3.3. Istatistiksel degerlendirme

Istatistik ¢alismalar1 SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 14.0 for Windows
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistiklerde sayr ve yiizde, gruplar arasi
karsilagtirmalarda Ki kare ve Fisher’in kesin testi, farklilik hesaplamalarinda paired samples t-test,
korelasyon hesaplamalarinda Pearson korelasyon testi ve sagkalim istatistiklerinde Kaplan Meier
testi kullanildi. Anlamlilik seviyesi olarak 0,05 alinmis olup, p degerinin <0,05 olmas1 durumunda

farkliligin istatiksel olarak anlamli oldugu belirtildi.
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4.BULGULAR

Bu c¢alismada bes senelik siire igerisinde tani alan toplam 84 KLL olgusu, biyopsi
ornegindeki kemik iligi infiltrasyon paterni, ZAP70 ve CD38 ekspresyonu yanisira IgVH
mutasyon durumu agisindan incelendi. Ayrica bu parametrelerin 1-50 aylik (ort. 13,452+12,714)

izlem stiresi icerisinde sagkalim ile iliskileri arastirildi. Olgulara ait genel 6zellikler Tablo 11°de

sunulmaktadir.

Tablo 11: Olgularin genel ozellikleri

Ozellikler N=84
Yas ort. 65.36+12,5
Cinsiyet 29 Kadm (%34,5)
55 Erkek (%65,5)
Binet Klinik Evre 32 hasta (%38,1) Evre A

28 hasta (%33,3) Evre B
24 hasta (%28,6) Evre C

Tani sonrasi tedavi

gereksinimi

40 hasta (%47,6)

Tedavisiz izlem

44 hasta (%52,4)

Prognoz

30 Remisyon(?) (%35,7)
44 Tedavisiz izlem (52,4)
10 Oliim (%11,9)

Kemik iligi infiltrasyon

38 Diffiiz (%45,2)

Durumu (+/-) esik deger
%98

paterni 10 Nodiiler (%11,9)
29 Interstisyel (%34,5)
7 Mikst (%8,3)

ZAP70 45/39

(+/-) esik deger %25

CD38 25/59

(+/-) esik deger %30

IgVH mutasyon 6/20
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Calismaya alinan olgularin en genci 35, en yaslist 89 yasinda idi (ort. 65.36+12,5). En
biiyiik olgu grubunun altinc1 ve yedinci dekadlarda bulundugu goriildii. Olgularm 29’u kadin, 55’1

erkekti. Olgularin dekadlara gore yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 12°de sunulmaktadir.

Tablo 12: Olgularin dekadlara gore yas ve cinsiyet dagilim

Yas (%) Cinsiyet Toplam Toplam %
Kadin (%) Erkek (%)
40 yas alt1 0 (%0) 2 (%3,6) 2 %2,4
40-49 yas 2 (%6,9) 6 (%10,9) 8 %9,5
arahgi
50-59 yas 7 (%24,1) 10 (%18,2) 17 %20,2
arahgi
60-69 yas 7 (%24,1) 16 (%29,1) 23 %27,4
arahgi
70-79 yas 9 (%31) 14 (%25,5) 23 %27,4
arahgi
80 yas iizeri 4 (%13,8) 7 (%14,1) 11 %13,1
Toplam 29 55 84

Olgularin Binet klinik evre agisindan dagilimina bakildiginda 32 hasta (%38,1) Evre
A, 28 hasta (%33,3) Evre B, 24 hasta (%28,6) Evre C olarak degerlendirildi. Binet klinik evre ile
yas (p=0,285) ve cinsiyet (p=0,720) arasinda, anlamli farklilik bulunmadi. Klinik evre ile tani

sonrasi tedavi gereksinimi arasinda (Sekil 6), anlamh farklilik oldugu ve ileri evre hastalarin daha

erken tedaviye ihtiya¢ duyduklar1 gézlendi. (p=0,000)
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sayisli
30
25
20
15+ 0 Tedavi -
B Tedavi+
10+
5,
Binet klinik
0- evre

Binet A Binet B Binet C

Sekil 6 : Olgularin Binet klinik evreye gore tedavi durumlarinin dagilimi

Kemik iligi infiltrasyon paterni acisindan olgularin 38’inde (% 45,2) diffiiz, 29’unda
(%34,5) interstisyel, 10’unda (%11,9) nodiiler ve 7’sinde (%8,3) mikst tutulum goézlendi. Kemik
iligi infiltrasyon paterni ile yas (p=0,272) ve cinsiyet (p=0,313) arasinda anlamli farklilik
bulunmadi. Yapilan istatistiksel ¢caligmalarda kemik iligi infiltrasyon paterni ile klinik evre ve tani
sonras1 tedavi gereksinimi arasinda, anlamli farklilik saptandi. Kemik iliginde diffiiz infiltrasyon
gosteren hastalarin tan1 sonrasi erken tedavi gereksinimi oldugu (p=0,019) ve Binet klinik evre

acisindan ileri evre hastalar oldugu (p=0,000) gozlendi (Sekil 7).
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sayisl
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157 O Binet A
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Kemik iligi
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Diffiiz Nodiiler interstisyel Mikst paterni

Sekil 7: Olgularin kemik iligi infiltrasyon paternlerine gore Binet klinik evre ve tedavi

durumlarinin dagihimi

Immiinhistokimyasal boyanma ozellikleri:

Immiinhistokimyasal yontemle uygulanan ZAP70 boyasinda 45 (%53,6) olguda pozitif,
39 (%46,4) olguda negatif boyanma tespit edildi. ZAP70 pozitifligi ile yas (p=0,200), cinsiyet
(p=0,243) ve Binet klinik evre (p=0,068) arasindaki iliski incelendiginde; anlamli farklilik
bulunmadi. Tani1 sonrasi tedavi gereksinimi ile ZAP70 pozitifligi arasinda anlamli farklilik
saptandi. ZAP70 boyanmasi gdsteren olgularin tani1 sonrasinda daha erken tedavi gereksinimi
oldugu gozlendi (p=0.046).

Immiinhistokimyasal yontemle uygulanan CD38 boyasinda 25 (%29,8) olguda pozitif,
59 (%70,2) olguda negatif boyanma tespit edildi. CD38 pozitifligi ile yas (p=0,186), cinsiyet
(p=0,751), Binet klinik evre (p=0,221) ve tani sonrasi tedavi gereksinimi (p=0,139) arasinda
anlaml farklilik bulunmada.

Kemik iligi infiltrasyon paterni ile ZAP70 ve CD38 ekspresyonlar1 arasindaki iligki
incelendiginde (Sekil 8), her iki immiinhistokimyasal marker ile sentezin diffiiz tutulumda nodiiler,
interstisyel ve mikst tutuluma gore anlamli bicimde fazla oldugu saptandi (ZAP70 p=0,000)
(CD38 p=0,001). Kemik iligi infiltrasyon paternine gore ZAP70 ve CD38 boyanma dagilimi Tablo

13’te sunulmaktadir.
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Tablo 13: Kemik iligi infiltrasyon paternine gore ZAP70 ve CD38 boyanma dagilimi

Kemik iligi ZAP70 CD38
infilt. paterni
negatif pozitif negatif pozitif toplam
Diffiiz 9 29 18 20 38
(%10,7) (%34.,4) (%21,4) (%23,7) (%45,2)
Nodiiler 8 2 8 2 10
(%9,5) (%2,3) (%9,5) (%2,3) (%11,9)
Interstisyel 18 11 27 2 29
(%21,4) (%11,3) (%32,1) (%2,3) (%34,5)
Mikst 4 3 6 1 7
(%4,7) (%3.,5) (%7,1) (%1,18) (%8,3)
Toplam 39 45 59 25 84
%100 %100 %100 %100 %100
% yuzde
35+
30
25+
20+
B ZAP70 (+)'ligi
15+ B CD38 (+)'ligi
10+
5_
Kemik iligi
0- infiltrasyon
Diffuz nodiiler interstisyel mikst paterni

Sekil 8: Kemik iligi infltrasyon paternlerine gore ZAP70 ve CD38 pozitiflik oranlarinin

dagihinm
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ZAP70 ve CD38 ekspresyonlarmin karsilastirmasinda (Tablo 14), boyanma oranlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; boyanma skorlar1 arasinda pozitif

korelasyon oldugu gozlendi (p=0,000 r =0,606).

Tablo 14: ZAP70 ve CD38 immiinhistokimyasal markerlarin ekspresyon dagilimlar

CD38

negatif pozitif toplam
negatif 39 0 39

ZAP70 (%66,1) (%0,0) (%46,4)
pozitif 20 25 45

(%33,9) (%55,6) (%53,6)
Toplam 59 25 84

(%70,2) (%29,8) (%100)

84 hastaya ait parafine gomiilii kemik iligi biyopsi 6rneklerinden yeterli doku bulunan
50 bloktan DNA izolasyonu yapildi. 50 hastaya ait orne§in 20 tanesinden uygun temizlik ve
konsantrasyonda DNA elde edildi. 20 hastaya ait DNA Orneklerinden Biomed-2 primerler
kullanilarak PCR ve sekans analizi ile [gVH mutasyon durumu degerlendirildi. Bir hastada VHS,
dort hastada VH3 ve bir hastada VH6 yeniden diizenlenimi saptandi. Yapilan sekans sonuglari
genbank database’ler ile karsilastirilarak her genin homolojisi degerlendirildi. VHS5 (VHS5-51) bir
vakada kullanild1 ve %96 homoloji saptandi. VH3 (VH3-21) dort hastada kullanildi sirasiyla %88,
%386, %90 ve %91 homoloji saptandi. VH6 (VH6-1) gen kullanimi saptanan bir hastada ise
homoloji %92 idi.

IGVH gen mutasyonu saptanan hastalarin kemik iligi infiltrasyon paternlerine
bakildiginda ii¢ hastada diffiiz, iki hastada interstisyel, bir hastada mikst infiltrasyon gozlendi.
Mutasyon saptanan hastalarin Binet klinik evrelerine bakildiginda iki hastanin Evre B, dort
hastanin Evre C oldugu, bunun yani sira alt1 hastanin da tani sonras1 kisa bir siire sonra tedavi
gereksinimi oldugu izlendi. Ug hastada ZAP70, iki hastada CD38 ekspresyonu bulundu. Mutasyon
bulunan bir hastanin takip siiresi igerisinde 6ldiigii saptandi. IgVH mutasyon durumu ile yas
(p=0,333), cinsiyet (p=0,394), Binet klinik evre (p=0,413), tan1 sonrasi tedavi gereksinimi
(p=0,91), kemik iligi infiltrasyon pateni (p=0,120), ZAP70 (p=1,000) ve CD38 (p=0,831) arasinda
anlaml farklilik bulunmadi. Alt1 hastaya ait mutasyon durumu, kemik iligi infiltrasyon paterni ve

immiinhistokimyasal 6zellikleri tablo 15°da sunulmaktadir.
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Tablo 15: Alti hastaya ait mutasyon durumu, kemik iligi infiltrasyon paterni ve

immiinhistokimyasal ozellikleri

Hasta ZAP70 infiltrasyon VH Germline Homoloji
tipi | karsihgr %
1 - - Diffiiz VH3 VH3-21 %88
2 - - Mikst VHS5 VHS-51 %96
3 - - Diffiiz VH3 VH3-21 %86
4 + + Diffiiz VH6 VHe6-1 %92
5 + + Interstisyel ~ VH3 VH3-21 %90
6 - - Intestisyel ~ VH3 VH3-21 %91

84 olgu tizerinde yapilan sagkalim analizlerinde ortalama sagkalim siiresi
13,452+12,714 ay olarak saptandi. 84 hastanin 40’mnin (%47,6) tan1 sonrasi tedavi gereksinimi
oldu. On hastanin 1-46 ay arasinda degisen siirelerde 61digi goriildii (Sekil 9).

1,0
0.6+ H—t
€
© - +—++
X~ OF
500
S
wv
=
)
& 04
=
€
S
=
0,2-
0,0-
T T T T T T
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

Sekil 9: Olgularin kiimiilatif sagkalim grafigi
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Altist erkek, dordii kadin olan bu hastalarin yaslar1 45-71 arasinda degismekteydi.
Altist interstisyel, biri nodiiler, kalan ti¢ii 1se diffiiz kemik iligi infiltrasyonu gdsteren, yedisi Binet
Evre C, ticii Binet Evre B olarak degerlendirilen hastalarin tiimiiniin kemoterapi almis olmalarma
karsmn hastalik dolayisiyla ex oldugu goriildii. Olen hastalarin yedisinde ZAP70, dérdiinde CD38
pozitifligi saptandi. Bu hastalar i¢in elde edilen ZAP70 (p=0,471), CD38 (p=0,368) boyanma
oranlari, kemik iligi infiltrasyon paterni (0,710) ve IgVH mutasyon durumu (p=0,520) arasinda
anlamli bir iligki gozlenmedi. Binet klinik evre ile 0lim arasinda anlamh iliski (p=0,009)

saptanmis olup, 6len hastalarin tamaminin ileri evrede olduklar1 gozlendi.

104 Binet klinik evre
—IBinet klinik evre &
1Binet klinik evre B
Einet klinik evre €

0,5

Kiimiilatif sagkalim
_D
]
1

0,4

T T I T
0 10 20 30 40 o0 (=]

izlem

Sekil 10: Olgularin Binet klinik evrelerine gore kiimiilatif sag kalhhm grafigi
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5. TARTISMA

Kronik lenfositik 16semi bati iilkelerinde en sik izlenen 16semi tipi olup, degisken klinik
gidise sahip lenfoid bir malignitedir (10, 21). Erkeklerde iki kat daha fazla goériilen bu tiimdriin
ortalama ortaya cikis yasi 65°tir (30). Calismamizda degerlendirilen 84 olgunun yas (ortalama
65.36+12,5) ve cinsiyet (%65 erkek, %35 kadin) dagilimlar literatiirle uyumludur. KLL’li hastalarin
%20’s1 tan1 aninda 55 yasinin altindadir ve son yillarda geng hastalarin orani artmaktadir (15,17,69).
Calismamizda 25 hasta tan1 aninda 55 yasimin altinda saptanmaistir.

Ortalama yasam siiresinin yaklagik on yil oldugu belirtilen bu hastalikta prognoz
bireyden bireye farkliliklar gostermektedir (207). Tiim KLL olgularinin yaklagik 1/3’0 yasamlar:
boyunca tedavi gerektirmez, diger 1/3’1 yavas klinik gidisten sonra ilerleme gosterir. Kalan 1/3
hasta tan1 aninda veya tanidan kisa bir siire sonra tedavi gerektirir (208). Bugiin i¢gin KLL’de
kullanilan, Rai ve Binet klinik evreleme sistemleri olarak adlandirilan iki farkli evreleme sistemi
mevcuttur (103, 209). NCI-WG olciitlerine gore Rai Evre 3 / 4 ve Binet Evre C hastalarda erken
tedavi endikasyonu varken; Rai Evre 1 / 2 ve Binet Evre B hastalarda ilerleyici hastalik belirti ve
bulgular1 mevcutsa tedavi endikasyonu vardir. Rai Evre 0 ve Binet Evre A’da hastalik ilerlemesi
oluncaya kadar ‘bekle ve gor’ yontemiyle izlenmesi dnerilmektedir (64). Her iki sistemde de evre
ile sagkalim siiresi arasinda anlamli bir iliski mevcuttur. Buna ragmen her iki evreleme sisteminin
de baz1 eksik taraflar1 vardir. Herhangi bir evrede bulunan hastalar arasinda hastali§1 progresif
olabilecek hastalarin yavas seyirli olanlardan ayriminda yararli olmazlar. Calismamizda Binet
klinik evreleme sistemine gore; 32 hasta (%38,1) Evre A, 28 hasta (%33,3) Evre B, 24 hasta
(%28,6) Evre C olarak degerlendirilmistir. Binet klinik evre ile sagkalim arasinda anlamli iliski
saptanmis olup; Olen hastalarin tamaminin ileri evrede olduklar1 gozlenmistir. Yine ¢alismamizin
sonuclarina gore, klinik evre ile tani sonrasi tedavi gereksinimi arasinda anlamli farklilik oldugu ve
ileri evre hastalarin daha erken tedaviye ihtiya¢ duyduklar1 saptanmistir. Evreleme sistemleri
yaninda KLL’de prognozu belirlemeye yonelik pek c¢ok c¢alisma vardirr (210). Rai ve Binet
evreleme sistemleri yanisira lenfosit katlanma zamani, serum B2 mikroglobulin diizeyi, ¢oziiniir
CD23, serum timidin kinaz, kemik iligi infiltrasyon paterni ve sitogenetik anomaliler gibi
parametreler prognostik faktorler olarak kullanilmaktadir. Ancak bu parametreler 6zellikle erken
evredeki KLL olgularinda, stabil veya progresif formlar1 ayirmakta yetersiz kalmaktadir (211).

Kemik iligi biyopsi incelemesi KLL tanisi i¢in genellikle esansiyel olmamasina ragmen,
klinik gidis ve tedaviye cevabin degerlendirilmesinde oldukga yararhdir. Ilave olarak atipik
morfoloji gosteren KLL tanisii destekler ve infiltrasyon tipi hakkinda bilgi saglar (207). KLL’de
kemik iligi biyopsi Orneginde lenfoid infiltrasyon paterninin prognostik faktdr olabilecegi
bildirilmektedir. Diffliz infiltrasyon paternini kotii prognoz, diffliz olmayan (interstisyel ya da
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nodiiler) infiltrasyon paternini ise iyi1 prognozla iliskilendiren ¢alismalar bulunmaktadir (25,131).
Calismamizda olgularin % 45,2’sinde diffiiz, %34,5’inde interstisyel, %11,9’unda nodiiler ve
%38,3’linde mikst infiltrasyon gozlenmistir. Yaptigimiz ¢calimada ZAP70 ve CD38 ekspresyonunun
diffiiz infiltrasyon gosteren olgularda diger olgulara gore istatistiksel olarak anlamli bicimde fazla
oldugu saptanmistir. Kemik iliginde diffiiz infiltrasyon gosteren hastalarin tani sonrasi erken tedavi
gereksinimi oldugu ve Binet klinik evre agisindan ileri evre hastalar oldugu bulunmustur. Schade ve
arkadaslar1 35 olguluk calismalarinda kemik iliginde diffiiz infiltrasyon gosteren l6semi hiicrelerinde
giiclii ZAP70 boyanmasi saptamislar, nodiiler tutulum gézlenen olgularin ZAP70 negatif oldugunu
gozlemlemislerdir. Aynmi ¢alismada diffiiz tutulumlu olgularda IgVH mutasyonu bulunmadigi, non-
diffiiz tutulumlarda ise I[gVH mutasyonu izlendigi saptanmistir (69). Kemik iligi infiltrasyon paterni
histomorfoloji ve infiltrasyon tipinin kombine degerlendirilmesinde yararlidir. Sadece kemik iligi
infiltrasyon tipi prognostik bir marker olarak degerlendirildiginde; iyi klinik seyirli bazit KLL
olgular1 kotii risk grubu igerisinde klasifiye edilebilir. Bu nedenle ZAP ekspresyonu gibi ilave
incelemeler yapilarak tedavi gereksinimi olan hasta gruplar1 konfirme edilebilir (211).

Kronik lenfositik l6semi’de belirsizlige ¢oziim getirmek icin hastaligin davranisini
erken evrede gosteren biyolojik isaret arayislar1 hiz kazanmis ve son yillarda prognostik 6neme
sahip cok sayida biyolojik isaret saptanmistir. [gVH mutasyon durumu hastaliin patogenezine 11k
tutmas1 ve prognozu belirlemedeki 6nemi nedeniyle daha farkli konumlandirmay1 gerektirir (208).
IgVH mutasyonunun varligi veya yoklugu KLL’nin iki alt grubunu belirlemede kullanilabilecek
en giivenilir prognostik faktordiir (25). Genel olarak M-KLL olgular1 yavas gidislidir, tedavisiz ve
hafif tedavilerle ortalama sagkalimlar1 25 yildir. U-KLL olgular1 hizli gidis gosterirler ve ortalama
sagkalimlar1 yaklagik 8 yildir (15, 17). KLL’de kullanilan IgVH repertuar1 normal B hiicrelerinden
farkhidir. IgVH4-34, [gVH3-7, 1gVHI1-69, [gVH3-21 gibi IgVH bdlgeleri normalden sik
kullanilmaktadir. M-KLL olgularinda IgVH4-34, [gVH3-7, IgVH3-23 sik kullanilirken, U-KLL
olgularinda IgVH1-69’un kullanim1 siktir (208). M-KLLolgular1 i¢cinde VH3-21 geni kullananlar
genel tanimlamanin disinda kalirlar ve mutasyon durumundan bagimsiz olarak sagkalimlar1 kisadir
(192). Son yapilan ¢aligmalarda cut-off degeri %98 alindiginda progresif olan hasta grubunun
mutasyonsuz oldugu, sagkalim ve tani sonrasi tedavi siiresinin dikkate deger Olciide kisa oldugu
saptanmistir (212,213, 214). Calismamizda mutasyon bulunan olgularda VHS5-51, VH3-21 ve
VH6-1 gen kullanimlar1 saptanmis olup, VH3-21 gen kullanimi1 daha sik olarak goézlenmistir.
Yapilan diger ¢caligsmalarda M-KLL olgularinin yavas klinik gidisli ve iy1 prognozlu bulunmasmnin
aksine, ¢alismamizda mutasyon saptanan olgularm Binet klinik Evre B, C olmalar1 ve tan1 sonrasi
erken tedavi gereksinimi duymalari, kisa sagkalim ile iliskilendirilen VH3-21 gen mutasyonunun

daha fazla oranda bulunmasina bagli olabilir. Bu yeni prognostik markerm hastaligin seyri ve
78



progresyon agisindan riskini belirlemede yararl oldugunu gostermek i¢cin daha genis vaka gruplari
ile caligmaya ihtiyac vardir.

Mutasyonlu ve mutasyonsuz KLL subtipleri arasinda yiiksek dereceli anlamli
farkliliklarin goriilmesi, son birka¢ yilda KLL’de VH/VL gen kullanimi ve mutasyon durumu
iizerinde daha genis arastirmalar1 beraberinde getirmistir. Bu caligmalar KLL’de bazi IgVH gen
aile iiyelerinin daha egilimli olarak kullanildigini ve belli baz1 IgVH gen aile iiyelerinde daha
yiiksek mutasyon orani saptandigini gostermistir (215). Bu bulgular tanimlanamayan yabanc1 ya da
kendi antijenlerine karsi 16semik B hiicrelerin klonal genisleme ve ayrimini ifade etmektedir. Bu
anlamda cevresel ve etnik varyasyonlar KLL’de IgVH gen kullanimni etkileyebilir (213). Onceki
calismalarin ¢ogu benzer cografik ve etnik 6zellikler gosteren bati toplumunda yapilmis olup, en
sik goriilen VH3-21 kullanimi iskandinavya bélgelerinde (%11,7), Irlanda’da (%7,9) ve Akdeniz
iilkelerinde (%2-3) saptanmustir. Literatiirde Asya llkelerindeki KLL hastalar1 konusunda ¢ok az
bilgi mevcuttur. Son zamanlarda Japonya (216), Cin(212) ve Iran’da(213) kiiciik hasta gruplar1
iizerinde yapilan birka¢ calisma vardir. Bunun sebebi KLL nin insidansinin Asya popiilasyonunda
Bati iilkelerine gore daha az siklikta goriilmesi olabilir. Chen ve ark.’nin 65 Cinli KLL hastas1
iizerinde yaptiklar1 calismada Batida KLL hastalarinda siklikla saptanan VH1-69 ve VH3-21 gen
kullanimindan farkli olarak, VH4-34, VH4-59, VH3-23, VH4-61 ve VH3-11 gen kullanimin1 daha
siklikla gdzlemlemislerdir (212). Farsangi ve ark.’nm 87 Iranli KLL hastasi iizerinde yaptiklar:
calismada ise VH3-7, VH3-30, VH3-48, VH4-39 ve VHI1-8 gen kullaniminin daha sik oldugu
gosterilmistir. Farkli etnik popiilasyondan olan KLL hastalarinda IgVH gen kullanimindaki
carpiklik, KLL hastaligmin gelisiminde heniiz tanimlanmayan patojen ya da otoantijenlerin rolii
oldugunu diistindiirmektedir (213).

IgVH mutasyon analizi klinik ¢aligmalarda hastalar1 gruplamak i¢in kullanilan kuvvetli
ve bagimsiz bir prognostik belirtectir (208). Bununla beraber [gVH mutasyonunun analizi,
karmasik, pahali ve ¢alisma siiresi uzundur (10, 15). Bu nedenle rutin tanisal laboratuar testi olarak
kullanilmas1 heniiz uygun degildir (131). IgVH mutasyon analizinin nasil yapilacagi ve
degerlendirilecegi konusunda standartlar belirlenmesi ihtilaflar1 6nleyecek ve farkli serilerin
kiyaslanmasini kolaylastiracaktir (208). IgVH mutasyon durumu, kotii klinik gidisli hastalarda
erken tedavi acisindan yararlar1 olabilir, fakat bu konuda kontrollii klinik ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir
(1).

IgVH mutasyon analizi i¢in kilavuzlar olusturulmasina karsm islemin yogun laboratuar
calismas1 gerektirmesi klinik caligmalar disinda kullanilmasinin 6niindeki biiyiik engeldir (208).
Yapilan bazi calismalarda IgVH mutasyon durumu ve prognoz arasindaki korelasyonun kesin

olmadig1 da ileri siiriilmektedir (192). Ayrica IgVH mutasyon analizinin rutin laboratuarda
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kullaniminin oldukca zor ve pahali olmasi, mutasyonun olup olmadigin1 gdsterebilecek yeni
faktorler bulma gereksinimini dogurmustur (10, 13). Gelinen noktada ZAP70 ve CD38 adaylar
arasindan 6ne ¢ikanlardir (208).

CD38 prognostik bir belirteg olmasmin yani sira KLL patogenez agmin onemli bir
parcasidir. KLL B lenfositlerinde CD38’e¢ CD31 ligandinin baglanmasi, hiicrede c¢ogalma ve
sagkalim sinyallerini gii¢clendirir (208). KLL’de CD38’in patobiyolojik rolii ve ekspresyonu pek ¢ok
calismada konu edilmistir. KLL’de yiiksek CD38 ekspresyonu, kotii klinik gidis ile iliskili
bulunmustur (217). [gVH mutasyon durumu ve CD38 iliskisini irdeleyen ilk yaymlarda CD38’in
IgVH mutasyon durumunu %92 dogrulukla gésterebildigi 6ne stiriilmiistiir (208). Zupo ve ark. KLL
hastalarinin lenfositlerdeki CD38 ekspresyonu temelinde alt gruplara ayrilabilecegini rapor
etmislerdir (218). Damle ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda yiiksek CD38 ekspresyonu gdsteren KLL
olgularinda IgVH mutasyonu bulunmadigini, diistik diizeylerde CD38 ekspresyonu gosterenlerde ise
IgVH mutasyonu ve iy1 prognoz arasinda korelasyon bulundugunu saptamiglar ve CD38’in KLL’de
[gVH mutasyon durumu yerine kullanilabilecek bir belirleyici olabilecegini dngdérmiislerdir (17).
CD38’in bu prognostik degeri diger yazarlar tarafindan da desteklenmistir (211). Ayrica, Chevallier
ve ark. l6semik hiicrelerdeki CD38 ekspresyonunun hastalik siirecinde degiskenlik gosterebilecegini
one siirmiistiir (219). ibrahim ve ark.’nmn 218 olguluk calismalarinda flowsitometrik olarak %20
veya daha ¢ok malign hiicrede CD38 ekspresyonu gozlenen olgularda prognozun koétii ve %20°den
daha az hiicrede CD38 ekspresyonu izlenen olgularda ise prognozun iyi oldugu bulunmustur. Buna
dayanarak KLL olgularmin prognostik olarak iki farkli alt gruba boliinebilecegi ongoriilmiistiir (22).
Morabito ve ark. ise, %30 iizerinde CD38 ekspresyonu goézlenen olgularin, U-KLL ile iliskili
oldugunu bildirmislerdir (220). Khoudoleeva ve ark.’nin yaptig1 202 olguyu igeren ¢alismada %30
ve lizeri ekspresyon gosteren olgular pozitif kabul edilmis, farkli doku tiplerinde CD38 ekspresyonu
karsilastirildiginda lenf nodu ve dalakta, kemik iligi ve periferik kana gore daha yiiksek ekspresyon
saptanmistir (217). CD38 ekspresyon pozitifliginin KLL’deki diger negatif prognostik belirleyiciler
ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir. Bunlar, ZAP70, sitogenetik anomaliler, serum CD23, serum 2
mikroglobulin, p53 fonksiyonu ve hiicre boyutudur (132). Domingo-Domenech ve ark. CD38
pozitifligi gosteren hastalarm, CD38 negatif hastalara gore daha sik tedavi gereksinimi oldugunu
saptamislardir (221). Ayrica Ottagio ve arkadaslar1 CD38 ekspresyonu ile kompleks sitogenetik
anormallikler arasinda korelasyon bulundugunu bildirmislerdir (222).Calismamizda %30 ve iizeri
CD38 pozitifligi ile yas, cinsiyet, Binet klinik evre ve IgVH mutasyon durumu arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmamistir. CD38 pozitif hastalarin ¢ogunlugunun tani sonrasi erken
tedavi gereksinimi oldugu saptanmis; fakat istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamis olup; CD38

pozitifligi ile ZAP70 arasinda pozitif korelasyon gdézlenmistir.
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Son zamanlarda ZAP70’in IgVH mutasyon durumu yerine kullanilabilecegi, agresif
klinik gidis gosterecek hastalar1 belirlemede yardimci olabilecegi lizerinde durulmaktadir (14).
Normalde B lenfositlerde eksprese edilmeyen bu belirleyici, KLL hiicrelerinde saptanmustir.
ZAP70 yalnizca IgVH mutasyon durumu belirleyicisi olarak degil, ayn1 zamanda prognostik faktor
olarak da yardimcidir. Hastalik siiresince ekspresyonunun stabil oldugu bildirilmistir (5, 214).
Yapilan ¢calismalarda ZAP70 ile IgVH mutasyon durumu arasinda %90’dan fazla uyum saptanmis
ve prognozu belirlemede en IgVH mutasyon analizi kadar degerli oldugu kanitlanmistir (208).
Rassenti ve ark.’nin yaptig1 1000 vakalik ¢alismayla, ZAP70’in ilk tedaviye kadar gecen zamani
saptamak i¢cin en giiclii risk faktorii oldugu bildirilmistir. Bu calimaya gore, I[gVH mutasyon
durumu ve CD38’in sadece ZAP70’in negatif oldugu hastalarda risk degerlendirmesinde katki
sagladig1 gosterilmistir (21). ZAP70’in KLL B hiicrelerinde yiizey Ig reseptoriiniin etkin sinyal
iletmesine katki saglayarak agresif hastalik gelisiminde rol oynadigi sanilmaktadir (197). ZAP70
pozitif KLL hastalari, ZAP70 negatif KLL hastalar ile karsilastirildiginda daha saldirgan bir klinik
ile karakterizedir (16). Cesitli caliymalarda iki grup arasinda ilerlemesiz sagkalim acgisindan
anlamli fark ortaya konulmustur (16,21). ZAP70 pozitif olan hastalarn toplam sagkalimmin
ZAP70 negatif hastalara gore daha kisa oldugu gosterilmistir (16, 21, 129). Crespo ve ark.’nin
calismasinda ise, erken evre hastalarda ZAP70 negatif grupta sagkalim avantaji gosterilmis fakat
tim hastalar analiz edildiginde ZAP70 ifadelenmesiyle sagkalim arasinda anlamli iliski
saptanmamistir (20). Karsit olarak Weinberg ve ark.’nin ¢alismasinda, ZAP70 pozitif hastalarda
kisa sagkalim gozlenmis fakat fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (133). Bizim
calismamizda da 6len hastalarin ¢ogunlugunda ZAP70 pozitifli§i gézlenmis; ancak istatistiksel
olarak anlamli iligski saptanmamaistir.

ZAP70 ekspresyonu kemik 1iligi biyopsi Orneklerinde immiinhistokimyasal yontemle,
periferik kan 6rneklerinde PCR veya flow sitometrik olarak olgiilebilir. Flow sitometrik 6l¢ciim bu
yontemler arasinda klinikte kullanim1 en kolay olamidir. Esik deger olarak %20 diizeyi genel kabul
gormektedir (208). KLL’de doku kesitleri kullanilarak immiinhistokimya ile ZAP70
ekspresyonunun saptanmasi kolay ve ucuz bir tekniktir. Ancak bu teknigin elestiri alan taraflari
kantitatif olmamas1 ve degerlendirilmesindeki subjektifliktir. Bu nedenle yapilan bazi calismalarda
immiinhistokimya ve RT-PCR ile ZAP70 mRNA diizeyleri karsilastirilmig, immiinhistokimyanin
ZAP ekspresyonunu gostermedeki spesifikligi degerlendirilmistir (214). Schade ve ark.’nin
yaptiklar1 calismada immiinhistokimyasal ZAP70 ekspresyonu ile kantitatif RT-PCR mRNA
diizeylerini karsilagtirmiglar ve immiinhistokimya ile mRNA 06l¢iimleri arasinda pozitif korelasyon
saptamuslardir (69). Immiinhistokimyanin avantaji parafine gomiilii dokulara uygulanabilir olmasi ve

taze doku ihtiyacini ortadan kaldirmasidir. Klinik ¢alismalarda retrospektif analiz agisindan oldukca
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yardimcidir (214). Korac ve arkadaslarmin 62 KLL hastas1 iizerinde yaptiklar1 calismada
immiinhistokimyasal olarak saptanan ZAP70 pozitifligi ile cinsiyet, Binet klinik evre, kemik iligi
infiltrasyon tipi ve p53 delesyonu arasinda anlamli farklilik saptanmis olup; KLL hiicrelerinde
ZAP70 ‘in saptanmasinda immiinhistokimyanin kolay ve rutin olarak uygulanabilecek bir teknik
oldugunu desteklemislerdir (223). Immiinhistokimyasal veya flow sitometrik olarak, %20 veya daha
fazla 16semik hiicrede ZAP70 pozitifligi gosteren olgularin U-KLL ile iligkili oldugu, M-KLL
olgularinda 1se %?20’den az l6semi hiicresinde ZAP70 ekspresyonu saptanan calismalar
bulunmaktadir (5). Orchard ve ark. ZAP70 ekspresyonunun esik degeri olarak % 10’u
belirlemislerdir (14). Rassenti ve ark. yaptigi ¢alismada ZAP70 ekspresyonunun esik degeri olarak
%10 ya da %30 alindiginda tedavisiz izlem siiresi agisindan fark bulamamiglardir. Esik degeri olarak
%20 alindiginda 6nemli iliski saptanmistir (21). Wiestner ve ark. Western blot, RT-PCR ve
immunhistokimyasal olarak saptanan ZAP70 ekspresyon diizeylerinin IgVH mutasyon durumunun
cok 1y1 bir belirleyicisi olugunu gostermislerdir (19). Calismamizda immiinhistokimyasal yontemle
uygulanan ZAP70 boyasinda, %25 ve {istii boyanmalarin pozitif kabul edildigi hastalarin Binet
klinik evreleme sistemine gore ileri evre hastalar oldugu gozlenmis, fakat aralarinda anlamh farklilik
bulunmamastir.

ZAP70 pozitif hastalarin ¢ogunlugunun tam1 aninda tedavi gereksinimi oldugu ileri
stiriilmektedir. Weinberg ve ark.’nin yaptig1 calismada ZAP70 ile tedavisiz izlem siiresi arasinda
iligki gozlenmemistir (133). Rassenti ve ark.’nin 307 KLL hastasiyla yaptig1 ¢alismada, ZAP70
negatif olan grupta, ortalama tedavisiz izlem siiresi 9,2 yil, ZAP70 pozitif grupta, ortalama tedavisiz
izlem siiresi 2,9 yil saptanmistir. Bu calismada ZAP70 ekspresyonu, tedavi gereksiniminin onemli
bir belirleyicisi olarak bildirilmistir (21). Durig ve arkadaglar1 ZAP70 pozitif hastalarmn, negatiflere
gore yogun kemoterapi gereksinimi olduklarini bildirmislerdir (16). Hus ve arkadaslar1 156 olguluk
serilerinde, tedavinin gerekli goriildiigli hastalarda, tedavi goérmeyenlerden daha fazla ZAP70
ekspresyonunun oldugunu tespit etmislerdir (5). Diger serilere gore oldukea yiiksek olmakla birlikte,
Orchard ve arkadagslar1 ZAP70 pozitif KLL hastalarinda ortalama yasam siiresinin 9.3 yil, negatif
hastalarda ise 24.4 yil oldugunu bildirmislerdir (14). Admirand ve ark. 63 vakalik ¢calismalarinda
ZAP70 pozitifliginin tan1 sonrasi tedavi gereksinimi (< 6 hafta) ve progresyonun artmus riski ile
iligkili oldugunu saptamislardir. Buna karsin IgVH mutasyonunun yoklugu ile tan1 sonrasi tedavi
gereksinimi ve progresyon arasinda zayif ilisgki saptamislardir (214). Diger ¢aligmalar da ZAP70
pozitif hastalarda tedavisiz izlem siiresinin daha kisa oldugunu desteklemektedir (16,129).
Calismamizda tan1 sonrasi tedavi gereksinimi ile ZAP70 pozitifligi arasinda anlamli farklilik
saptanmis olup, ZAP70 boyanmasi1 gosteren olgularin tan1 sonrasinda daha erken tedavi gereksinimi
oldugu gozlenmistir.
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ZAP70 asir1 ekspresyonu bagimsiz negatif prognostik faktér olup, CD38 ekspresyonu
ve IgVH mutasyon yoklugu ile koreledir (220). CD38 ve ZAP70 ekspresyonunu degerlendirmek,
IgVH mutasyon durumunu belirlemekten daha ucuz ve zaman kazandirict bir yontemdir. ZAP70
ve CD38’in kombine analizi daha rafine prognostik bilgi saglamaktadir ve hastalar1 iyi, orta ve
kot prognoz olarak ti¢ alt gruba ayirmaya izin vermektedir (224). ZAP70 ve CD38’in beraber
analizinin her ikisinin tek basma olan analizinden daha 6nemli bilgiler verdigine dair raporlar
yayinlanmaktadir (5,16). Morilla ve ark.’nin yaptig1 calismada IgVH mutasyon durumunu
gostermede ZAP70 ve CD38 ekspresyonunun birlikte kullaniminin tek basma kullanimina gore
daha fazla yarar sagladig1 6ngoriilmiistiir. ZAP70 ve CD38’in ayr1 olarak ekspresyonlar1 daha aktif
bir fenotip ile iliskili olabilir (224). KLL de flow sitometrik ZAP70 ve CD38 kombine analizinin
yapildig1 bir caligmada, uniform negatif (CD38 negatif , ZAP-70 negatif) sonu¢ veren hastalarda
1yi prognoz, uniform pozitif (CD38 pozitif, ZAP-70 pozitif) sonu¢ veren hastalarda kotii prognoz,
uyumsuz (CD38 pozitif, ZAP-70 negatif veya CD38 negatif, ZAP-70 pozitif) sonu¢ veren
hastalarda da intermediate prognoz sergilendigi bildirilmektedir (225). Schroers ve ark. 252 KLL
hastas1 ile yaptiklar1 ¢alismada ZAP70 ve CD38’in (>% 30) birlikte pozitifliginde klinik gidisin
kotl oldugunu gostermislerdir (226). Del Giudice ve ark. CD38 ve ZAP70’in her ikisinin erken
evre KLL hastalarinda tedavisiz izlem siiresinin 6nemli bir belirleyicisi oldugunu rapor etmislerdir.
ZAP70 ve CD38’in beraber analiziyle hastalar1 1y1, orta ve kotii prognozlu olmak {izere 3 gruba
ayirmiglardir. Bu calismada, ZAP70 ve CD38’in her ikisinin de pozitif oldugu grupta klinik gidis
kotii, ZAP70 pozitif / CD38 negatif ve ZAP70 negatif / CD38 pozitif gruplarda prognoz orta, her
her ikisinin pozitif oldugu hastalarda ortanca tedavisiz izlem siiresi, her ikisinin negatif oldugu
hastalardan kisa bulunmustur (226,227). D’Arena ve arkadaglar1 157 olguluk flow sitometrik
calismalarinda her iki belirleyicinin de kotii klinik ve biyolojik 6zellikler ile korele olduklarini,
ZAP70 ve CD38 pozitif olgularin, negatif olgulara gore daha kisa tedavisiz donem gecirdiklerini
ve hizli ilerlediklerini 6ne siirmiisler, ayrica ZAP70’in CD38 ve mutasyon durumundan daha gii¢lii
bir belirleyici oldugunu ve kot klinik gidisi belirlemede bu iki belirleyicinin kombinasyonunun,
yalnmiz ZAP70 veya CD38’den daha kullanisli oldugu yoniinde goriis bildirmislerdir (225). Son
zamanlarda Khoudoleeva ve ark. yaptig1 ¢alismada KLL’li hastalarin kan, kemik iligi, lenf nodu ve
dalak orneklerinde ZAP70 ve CD38 ekspresyonu birlikte degerlendirilmis, kan ve kemik iligi
orneklerinde ZAP70 ve CD38 ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (217). Rivkina
ve ark. yaptig1 120 vakalik calismada ZAP70 ve CD38 ekspresyonlarmin klinik evre ile iliskisi
arastirilmig, ve aralarinda pozitif korelasyon saptanmistir. Bu calismaya gore ZAP70 ve CD38’in

birlikte degerlendirilmesi hastaliin olas1 evresi hakkinda bilgi verebilmektedir (228).
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Calismamizda da bu iki belirleyici bir arada kullanilmis ve ZAP70 ekspresyonu ile CD38
ekspresyonu arasinda anlamli pozitif korelasyon saptanmustir.

Yapilan calismalarda ZAP70 ve IgVH mutasyonu ya da CD38 ve IgVH mutasyonu
arasindaki iligki incelenmis, ¢cok az ¢alismada bu {i¢ faktér kombine olarak kullanilmigtir. Morilla
ve ark.’nin yaptig1 calismada bu ii¢ degiskenin simiiltane analizi ile tan1 sonrasi tedavisiz interval
hakkinda daha fark gbzetici sonuglar elde edildigi gosterilmistir (224).

KLL tanisini yeni alan hastalarda tedavi karar1 evreleme ve hastalik aktivitesini iceren
standart klinik parametrelere dayanmaktadir. Bununla beraber bu yeni prognostik markerlar
hastaligin seyri ve progresyon agisindan gorece riski belirlemede yararli olabilmektedir. Bu
kriterler bugiine dek uygulanmakla birlikte ortaya atilan yeni prognoz parametreleri dogrultusunda
degistirilmeleri muhtemeldir. Gelecekte bu markerlar tan1 sonras1 hastaligin yonetiminde, 6zellikle
progresyonu diisiik hastalarda kontrollerin sikligmi belirlemede yardimci yontemler olarak
kullanilabilir. Bu monitorizasyon 6zel klinik durumlardan ziyade genel olarak uygulanir hale
getirilebilir. Tiim bunlar i¢in, bu yeni parametrelere dayanarak erken progresyon agisindan riskli
bulunan hastalarda, klinik olarak hastalik progresyonundan once erken tedavi verilmesinin
faydasini degerlendiren klinik calismalara ihtiya¢ vardir. Son ¢aligmalarda elde edilen bulgularin
daha saglikli prognostik skor elde etmeyi amacglayan prospektif calismalar ve kontrolli klinik

denemeler ile gegerliliginin denetlenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

I-Calismaya alinan 84 olgu 35-89 yas araliginda idi (ort. 65.36£12,5). Olgularin 29’u
(%35) kadin, 55’1 (%65) erkekti. Calismamizda degerlendirilen 84 olgunun yas ve cinsiyetleri
literatiirle uyumludur.

2-Calismamizda Binet klinik evreleme sistemine gore; 32 hasta (%38,1) Evre A, 28
hasta (%33,3) Evre B, 24 hasta (%28,6) Evre C olarak degerlendirilmistir.

3-Kemik iligi infiltrasyon paterni agisindan olgularin 38’inde (% 45,2) diffiiz, 29’unda
(%34,5) interstisyel, 10’unda (%11,9) nodiiler ve 7’sinde (%8,3) mikst tutulum gdzlenmistir.

4-immiinhistokimyasal yontemle uygulanan ZAP70 boyasmnda %25 ve iistii
boyanmalar pozitif kabul edildiginde; 45 olguda (%53,6) pozitif, 39 olguda (%46,4) negatif
boyanma tespit edilmistir.

5-Immiinhistokimyasal yontemle uygulanan CD38 boyasinda %30 ve iistii boyanmalar
pozitif kabul edildiginde 25 olguda (%29,8) pozitif, 59 olguda (%70,2) negatif boyanma tespit
edilmistir.

6-20 hastaya ait DNA o6rneklerinden I[gVH mutasyon durumu ¢alisildi. Bir olguda VHS,
dort olguda VH3 ve bir olguda VH6 yeniden diizenlenimi saptandi. Sekans sonuglarina gore; VHS
(VHS5-51) bir olguda kullanild1 ve %96 homoloji saptandi. VH3 (VH3-21) dort olguda kullanild:
sirasiyla %88, %86, %90 ve %91 homoloji saptandi. VH6 (VH6-1) gen kullanimi saptanan bir
olguda ise homoloji %92 dir.

7-Tim olgular icin yapilan sagkalim analizlerinde ortalama sagkalim siiresi
13,4524+12,714 ay olarak saptandi. 84 hastanin 40’1nm (%47,6) tam1 sonrasi tedavi gereksinimi
oldu. On hastanin 1-46 ay arasinda degisen siirelerde 61diigii goriilmiistiir.

8-Binet klinik evre ile yas (p=0,285) ve cinsiyet (p=0,720) arasinda anlamli farklilik
bulunmamastir.

9-Kemik iligi infiltrasyon paterni ile yas (p=0,272) ve cinsiyet (p=0,313) arasinda
anlaml1 farklilik bulunmamastir.

10-ZAP70 pozitifligi ile yas (p=0,200), cinsiyet (p=0,243) ve Binet klinik evre
(p=0,068) arasinda anlamli farklilik bulunmamastir.

11-CD38 pozitifligi ile yas (p=0,186), cinsiyet (p=0,751), Binet klinik evre (p=0,221)
ve tani sonrasi tedavi gereksinimi (p=0,139) arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

12-Olen hastalar igin elde edilen ZAP70 (p=0,471), CD38 (p=0,368) boyanma oranlari,
kemik iligi infiltrasyon paterni (p=0,710) ve IgVH mutasyon durumu (p=0,520) ile 6liim arasinda

anlamli bir iligski gézlenmemistir.
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13-IgVH mutasyon durumu ile yas (p=0,333), cinsiyet (p=0,394), Binet klinik evre
(p=0,413), tanm1 sonras1 tedavi gereksinimi (p=0,91), kemik iligi infiltrasyon pateni (p=0,120)
arasinda anlamli farklilik bulunmamaistir.

14-Immiinhistokimyasal ydntemle uygulanan ZAP70 boyasinda %25 ve (istii
boyanmalarin pozitif kabul edildigi hastalarin Binet klinik evreleme sistemine gore ileri evre
hastalar oldugu gozlenmekle birlikte, aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir
(p=0,068).

15-Olen hastalarin ¢ogunlugunda ZAP70 pozitifligi gézlenmekle birlikte istatistiksel
olarak anlamli iligki saptanmamastir.

16-CD38 pozitif hastalarin cogunlugunun tani sonrasi erken tedavi gereksinimi oldugu
gozlenmekle birlikte, istatistiksel olarak anlamli iligki (p=0,139) bulunmamustir.

17-Binet klinik evre 1ile tanm1 sonrasi tedavi gereksinimi arasindaki iliski
karsilastirildiginda, ileri evre hastalarin daha erken tedaviye ihtiya¢ duyduklar1 ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamnli oldugu goézlenmistir (p=0,000). Klinik evreleme sistemleri; erken
evrede progresyona gidecek hastalar1 belirleme konusunda eksik yonleri olsa da, hastaligin gidisini
ongdrmede kullanilan klasik parametrelerdir.

18-Binet klinik evre ile 0liim arasinda anlamli iliski (p=0,009) saptanmis olup, olen
hastalarin tamamimin ileri evrede olduklar1 gdézlenmistir. Bulgularimiz klinik evre ile sagkalim
arasinda anlaml bir iligski oldugunu desteklemektedir.

19-ZAP70 ve CD38 ekspresyonlarinin karsilastirmasinda, boyanma oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis, boyanma skorlar1 arasinda pozitif korelasyon
oldugu gozlenmistir (p=0,000 r=0,606)). KLL’de doku kesitleri kullanilarak immiinhistokimya ile
ZAP70 ve CD38 ekspresyonunun saptanmasi kolay ve ucuz bir tekniktir. Ancak bu teknigin
eksiklikleri kantitatif olmamasi1 ve degerlendirilmesindeki subjektifliktir. CD38 ve ZAP70
ekspresyonunu degerlendirmek, [gVH mutasyon durumunu belirlemekten daha ucuz ve zaman
kazandiric1 bir yontemdir . ZAP70 ve CD38’in kombine analizi daha rafine prognostik bilgi
saglamaktadir. Bulgularimiz KLL’de ZAP70 ve CD38’in prognostik belirleyici olarak rutinde
kullanilabilecegini desteklemektedir.

20-Kemik iligi infiltrasyon paterni ile klinik evre ve tami sonrasi tedavi gereksinimi
arasindaki 1liski karsilastirildiginda, anlamli farkliik saptanmistir. Kemik iliginde diffiiz
infiltrasyon gosteren hastalarin tani sonrasi erken tedavi gereksinimi oldugu (p=0,019) ve Binet
klinik evre agisindan ileri evre hastalar (Evre B, C) oldugu (p=0,000) gbzlenmistir. Kemik iligi
biyopsi incelemesi KLL tanisi i¢in gerekli olmamasina ragmen, klinik gidis ve tedaviye cevabin

degerlendirilmesinde olduk¢a yararhidir. Ayrica atipik morfoloji gosteren KLL vakalarini
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saptamada yardimcidir ve infiltrasyon tipi hakkinda bilgi saglar. Bulgularimiz kemik iliginde
diffiiz infiltrasyonun hastalik progresyonu agisindan oOnemli bir risk faktérii oldugunu
desteklemektedir. KLL hastalarinda prognozu belirlemede yardimci prognostik faktor olarak
kullanilabilir.

21-Kemik 1iligi infiltrasyon paterni ile ZAP70 ve CD38 ekspresyonu arasindaki iliski
incelendiginde, her iki immiinhistokimyasal marker ile ekspresyonun diffiiz tutulumda nodiiler,
interstisyel ve mikst tutuluma gore anlamli bigimde fazla oldugu saptanmistir (ZAP70 p=0,000)
(CD38 p=0,001). Bulgularimiz KLL’de ZAP70 ve CD38’in prognostik belirleyici olarak rutinde
kullanilabilecegini ayrica kemik iligi tutulum paterninin de dikkate alinmaya devam edilmesinin
gerekli oldugunu desteklemektedir.

22-ZAP70 pozitifligi ile tani1 sonrasi tedavi gereksinimi arasmnda anlamli farklilik
saptanmistir. ZAP70 boyanmasi gosteren olgularin tani sonrasinda daha erken tedavi gereksinimi
oldugu bulunmustur (p=0.046). KLL hastalarinda, hizli, pratik ve rutin laboratuarlarda
uygulanacak ydntemle hastaligm prognozu hakkinda bilgi edinmemiz miimkiin olacaktir. Ozellikle
hastalarin ileride tedavi gereksinimi olup olmayacaginin 6nceden belirlenmesinde ZAP70 cok
degerlidir. Bu nedenle ZAP70 pozitif olan hastalarin daha hizli progresyonu ve erken tedavi
gereksinimleri olabilecegi diisiiniilerek bu hastalar daha yakin izlenmelidir.

23-1gVH mutasyon durumu ile ZAP70 (p=1,000) ve CD38 (p=0,831) arasinda anlaml
iligki bulunmamistir. Bu durum mutasyon caligilan vaka sayisinin azligina baglanabilir. Yapilan
diger calismalarda M-KLL olgularinin yavas klinik gidisli ve iyi prognozlu bulunmasinin aksine;
calismamizda mutasyon saptanan olgularin ileri klinik evrede olmalar1 ve tani sonrasi erken tedavi
gereksinimi duymalari, kisa sagkalim ile iligkilendirilen VH3-21 gen mutasyonunun daha fazla
oranda bulunmasma bagl olabilir. IgVH mutasyon analizi klinik ¢alismalarda hastalar1 gruplamak
icin kullanilan kuvvetli ve bagimsiz bir prognostik belirtectir. Bununla beraber IgVH
mutasyonunun analizi, karmasik, pahali ve calisma siiresi uzundur. Bu nedenle rutin tanisal
laboratuar testi olarak kullanilmasi heniiz uygun degildir. Ayrica [gVH mutasyon analizinin nasil
yapilacag1 ve degerlendirilecegi konusunda standartlar belirlenmesi gerekmektedir. Bu yeni
prognostik markerm hastaligin seyri ve progresyon agisindan riskini belirlemede yararl oldugunu
gostermek adina daha genis vaka gruplarma ihtiya¢ vardir. Ayrica retrospektif caligmalarla elde
edilen bulgularin daha saglikli prognostik skor elde etmeyi amaglayan prospektif calismalar ve

kontrollii klinik denemeler ile gegerliliginin denetlenmesi gerekmektedir.
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7. OZET

I“(RONIK LENFOSITIK LOSEMILi HASTALARIN KEMIK iLiGi BiYOPSi
ORNEKLERINDE IgVH MUTASYON DURUMU iLE ZAP-70 VE CD38’iN
IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK ANALIZININ PROGNOSTIK ONEMi

Amag: Kronik lenfositik l6semi (KLL) bati toplumunda, eriskinlerde en sik goriilen losemi
tirtidiir. KLL’nin kinik seyri oldukc¢a degiskendir. Hastalarin bir kismi sessiz klinik gidise
sahipken, bir kism1 hizli ilerleyen agresif bir davranis gosterir. KLL nin klinik seyrinden dolay1
hizl1 seyredecek hastalar1 6nceden belirlemek onemlidir. Rai ve Binet klinik evreleme sistemleri
erken evrede tan1 konmus hastalardan hangilerinin hizli seyredecegini saptamada yetersizdir. Bu
nedenle KLL’de prognozu belirlemeye yardimci ¢esitli faktorler tanimlanmistir. Son zamanlarda
immunglobulin agir zincir degisken bdlge (IgVH) mutasyonunun dnemi tizerinde durulmakta olup,
mutasyon yoklugunun hizli ilerleyen hastalik ve kisa stireli sagkalim ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. [gVH mutasyonu pahali, tesbiti zor bir inceleme olup, nasil yapilacagi ve
degerlendirilecegi konusunda kabul edilmis standart bir protokol yoktur. Bu nedenle mutasyon
durumunu indirekt olarak gosterecek markerlarin kullanimi giindeme gelmistir. KLL’li olgularin
IgVH mutasyonsuz formlarinda zeta zincir iliskili protein70 (ZAP70) yani swra CD38
ekspresyonun saptandigi bildirilmektedir. Bu belirleyicilerin [gVH mutasyonunun yerine
kullanilabilecegi ileri siirtilmektedir.

Bu ¢alisma, KLL’de hizli progresyon ve agresif gidigle iligkileri ¢esitli ¢aligmalarla
belirlenen ZAP70 ve CD38 proteinleri ile IgVH mutasyon durumu arasindaki iliskileri
degerlendirmek ve bunlarin ekspresyonunun kemik iligi infiltrasyon paternleri ile baglantis1 olup
olmadigini ortaya koymak amaciyla planlanmistir.

Gere¢ ve yontem: Bes yillik siire i¢cinde KLL tanis1 konan 84 olgunun kemik iligi biopsi
orneklerinin parafin bloklarindan elde edilen kesitlere avidin-biotin peroksidaz yontemiyle ZAP70
ve CD38 antikorlar1 uygulanmistir. Timor hiicrelerinin her iki antikorla boyanma oranlari
saptanarak birbirleriyle karsilastirilmis; her bir antikor ise kendi i¢inde kemik iligi infiltrasyon
paternleri acisindan degerlendirilmistir. Ayrica 20 hastaya ait parafine gomili kemik iligi
biyopsilerinden izole edilen DNA 6rneklerinden Biomed-2 primerler kullanilarak PCR ve sekans
analizi ile [lgVH mutasyon durumu degerlendirilmis, immiinhistokimya ile iligkisi arastirilmastir.

Bulgular: Kotii prognostik faktdr olduklari yaygm olarak kabul edilen ZAP70 ve CD38’in
boyanma oranlar1 arasinda istatistiksel olarak pozitif korelasyon (P=0.000) bulunmus, bu
korelasyon bu iki belirleyici ile [gVH mutasyon durumu arasinda saptanmamistir. (swrasiyla
p=1.000 ve p=0.931). Ayrica ZAP70 boyanmas1 gosteren olgularin istatistiksel olrak anlamli bir

sekilde tan1 sonrasinda daha erken tedavi gereksinimi oldugu gozlenmistir (p=0.046).
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Kemik iligi infiltrasyon paterni ile ZAP70 ve CD38 ekspresyonun diffiiz tutulumda
anlaml bicimde fazla oldugu saptanmistir (sirastyla p=0,000, p=0,001). Ayrica diffiiz infiltrasyon
gosteren olgularm tani sonrasi erken tedavi gereksinimi oldugu (p=0,019) ve Binet klinik evre
acisindan ileri evrede (Evre B, C) bulundugu (p=0,000) gbzlenmistir.

Sonu¢: KLL’de ZAP70 ve CD38 ekpresyonlarinin kotii prognostik belirleyici olarak rutinde
kullanilabilecegi, IgVH mutasyon durumunun hastaligin seyri ve progresyon a¢isindan riskini
belirlemede yararli oldugunu gostermek icin daha genis vaka gruplarina ihtiya¢ oldugu ve kemik
ilig1 biyopsi drneklerinde diffiiz infiltrasyonunun kotii prognostik faktdr olarak dikkate alinmaya
devam edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Ozellikle ZAP70 pozitif olan hastalarin daha hizl
seyredebilecegi ve erken tedavi gereksinimleri olabilecegi diistiniilerek bu hastalar yakin klinik

takip altinda tutulmalidir.

Anahtar kelimeler: KLL, kemik iligi biyopsisi, [gVH mutasyonu, ZAP70, CD38,
immiinohistokimya, PCR
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8.SUMMARY

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF THE IGVH MUTATION STATUS AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF ZAP70 AND CD38 IN BONE MARROW
BIOPSIES IN CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

PURPOSE: Chronic lymhocytic leukemia (CLL) is a common malignancy among adults in
Western countries. It may have a various processes in a range of between subtle and aggressive
nature. It is important to predict whether the patients would have the agressive disease. Rai and
Binnet Classification systems are not enough to make this prediction. Thus, a number of
complementary factors have been introduced to predict the prognosis of CLL. Recently, efforts
focus on the immunoglobulin heavy chain variable domain (IgVH); it is thought that the abcence
of mutation is associated with aggressive disease and poor survival outcomes. Identification of
IgVH mutations are expensive and difficult; moreover, there is no consensus on any standarts
about how to perform or evaluate, so indirect methods indicating the mutation status become more
important. It is reported that Zeta chain-associated protein 70 and CD38 are expressed in the
absence of IgVH mutations in CLL. It is said these indicators may be used instead of IgVH
mutation identification.

This study aims to evaluate the relationships between IgVH, ZAP70 and CD38 proteins, which has
been shown to be associated with poor prognosis, and to investigate whether their expression is
related with the bone marrow infiltration patterns.

MATERIAL&METHOD: Paraffin blocks of bone marrow biopsy specimen of 84 patients with
CLL was collected within 5 years, then ZAP70 and CD38 antibodies were performed to the slices
from the parafin blocks via avidin-biotin method. Staining of tumor cells with these two antibodies
were compared, each antibody was assessed with respect to marrow infiltration patterns. On the
other hand, DNA samples of 20 patients were isolated from the paraffin blocks and PCR was
performed using Biomed-2 primers and IgVH mutation status with sequence analysis was
evaluated; then results were compared to immunohistochemistry.

RESULTS: Well known poor prognostic factors, ZAP70 and CD38 had positive correlation
between their staining (p=0,000); but that correlation was not found between this two indicators
and IgVH (p=1.000 and p=0.931, respectively). It is also observed that ZAP70 staining cases
required earlier treatment following diagnosis (p=0,046).

Bone marrow infiltration pattern and ZAP70 and CD38 expression were analyzed and with
immunohistochemistry, both markers were found to have increased expression in diffuse

infiltration (for ZAP70; p=0,000, for CD38; p=0,001). The patients with diffuse infiltration needed
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earlier treatment (p=0,019) and they had advanced disease according to Binnet classification
(Stage B,C) (p=0,000).

CONCLUSION: we conclude that ZAP70 and CD38 expressions may be used in routine practice
as a negatif prognostic factor in CLL. Larger study groups are required to demonstrate the risk of
IgVH mutation status on the nature and the progression of the disease. It is also revealed that we
should propose the diffuse infiltration as a poor prognostic factor. Of note, patients with positive
ZAP70 staining may have more agressive disease and earlier treatment should be considered and

so they should have closer follow up.

Keywords: CLL, bone marrow biopsy, [gVH mutation, ZAP70, CD38, immunohistochemistry,
PCR
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