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ONSOZ

En sik goriilen hematolojik malignite olmas: yoniinden ayr bir yeri olan
KLL’de gittikge 6nem kazanan prognostik belirleyicilerle iligkili yapilan bu analizin
ilerleyen siireclerde planlanmis olan daha kapsamli ve genis hasta sayisina sahip
projelere bir temel olugturacag agiktir.

Bu projenin dogmasi, gelistirilmesi ve bilyiitiilmesinde en biiylik paya sahip
olmasinin yam sira, ortaya koydugu hipotezlerle gerekli zamanda gerekli agilimlarin
yapilmasina 6nayak olan, aragtirmanin her agamasinda denetim ve yol géstericiligini
yakindan hissettifim, gerek hasta izlemi ve gerekse akademik c¢aligma alaninda
tarafima bikip usanmadan aktardigi yol gosterici diisiinceleriyle hekimlik sanatimin
olgunlagmasina katkida bulunan degerli hocam ve tez danismanim Prof Dr Muhit
Ozcan’a; basta AUTF Hematoloji BD Bagkani Prof Dr O flhan olmak iizere,
egitimim siiresince, yaratmis olduklan 6zgiir ve katilimci akademik ortam sayesinde
kendilerinden gerek hematoloji ve gerekse bagka alanlarda g¢ok sey Ogrendigimi
diigiindiigtim, bilim dalimiz 6gretim tiyeleri Prof Dr A Uysal, Prof Dr N Konuk, Prof
Dr M Beksag, Prof Dr H Akan, Prof Dr G Giirman, Prof Dr T Demirer, Prof Dr O
Arslan ve Do¢ Dr M Arat’a; birlikte calismaktan biiyitk bir gurur ve seving
duydugum Uzm Dr Ender Soydan, Uzm Dr Pervin Topguoglu, Uzm Dr Meltem
Yiiksel ve Uzm Dr Sule Bakanay’a; tez ¢aligmamin yiiriitiilmesinde bana yardimci
olan AUTF I¢ Hastaliklari ABD’deki arastirma gorevlisi arkadaslarima; bana biiyiik
bir igtenlikle yardimlarim1 sunan bilim dalimiz sekreterlerine; projenin yiiriitiilmesi
stirecinde materyal temininde yardimlarimi aldifim bilim dalimz personeline;
laboratuvar ¢aligmalarinda yardimlarim1 zaman ve yer kavramina bagli olmaksizin
esirgemeyen Uzm Bio. Giilhis Akar’a; istatistiki analizleri kisa siirede ve titizlikle -
yaparak projeye biiylik katkida bulunan Biyoistatistik ABD’den Nazmiye Kursun’a;
laboratuvar sorumlusu Dr Klara Dalva’ya;

Sonsuz 6zveri ve sirsiz bir giivenle, yasamimin her déneminde yamimda
olduklarim bildigim, tamamen iyi bir hekim ve akademisyen olabilmem igin ¢irpinan
aileme; tesekkiirlerimi sunmayi borg bilirim.

Dr Selami Kogak TOPRAK
Aralik 2005; Ankara
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GIRIS

Kronik lenfositer 16semi (KLL), apoptozis 6zellifini yitirmis, olgun
goriiniimdeki lenfositlerin, 6nceden samlamin tersine proliferasyon siirecinde
olmaksizin kan, kemik iligi (KI), lenf nodlar1 ve dalag: isgal ederek birikmesi ile
karakterli bir hastaliktir (1). KLL hiicreleri, CD5 ve CD23 pozitiflifi gosteren
monoklonal B lenfositleridir. Yakin zamana iliskin ¢aligmalara dayanarak bu tiimor
hiicrelerinin memory (bellek) B lenfositlerden koken aldifi; bununla birlikte
morfoloji, fenotipik prezentasyon, biyoloji, molekiiler genetik 6zellikler ve prognoz
acisindan oldukga belirgin bir heterojenite gosterdigi soylenmektedir (1).

KLL en sik gorilen B lenfoproliferatif hastalik olmakla birlikte
fizyopatolojik ve onkojenik yolag heniiz tam olarak anlagilamamustir (2). Oldukca
degisken o6zelliklere sahip bir klinik spektrumu vardir. Bazi olgularda hizla ileri
evrelere gecis izlenirken, bazilarinda ise hastalik progresyonu olmadan, uzun siiren
bir sag kalima rastlanmaktadir.

Son on yilda hastalik tan1 konulma yag1 kiigiilmiis ve eskiden oldugunun
tersine hastalik iligkili morbidite ve mortalite oranlar artmigtir. Bu nedenle
halihazirda varolan standart tedavi segeneklerinin kullanim endikasyonlar:1 yeniden
gdzden gegirilmekte ve buna paralel olarak yeni tedavi modaliteleri aragtiriimaktadir.
Bilindigi tizere, hastaliga 6zgii tedavi rejimleri aragtiriimasi ve elde edilmeye
calisilan daha uzun sa kalimlar; molekiiler biyoloji ile hiicre diizeyindeki
caligmalarin ve hematopatolojik tekniklerin gelistirilmesi ile olasidir. Hangi hastaya
ne zaman tedavi baslanacaginin belirlenmesi, prognostik etkenlerin aragtiriimasim
Onemli kilmaktadar.

Bunlarin Stesinde hastaligin prognostik degerlendirmeleri 30 y1l dncesine
uzanan evreleme sistemlerine dayanmaktadir. Bu sistemler yillar boyunca cesitli
aragtirmacilar tarafindan modifiye edilmeye ¢ahsilmistr. Bu yaklasimlarin
gliniimiizde de gegerli oldugu pek ¢ok klinik ¢aligmada gosterilmis olsa da, ok ciddi
dezavantajlan oldugu da bilinmektedir (3). Cogu aragtirmacinn da kabul ettigi ve
vurguladign gibi, gerek Rai ve gerekse Binet sistemi; 6zellikle erken evrede prognoz
belirleme ve tedavi endikasyonu koyulmasinda yetersiz kalmaktadir. Bu siiregte son
on yilda ve ozellikle son bes yilda prognostik belirleyiciler iizerinde caligmalar



yogunlagtinlmigtir. Yapilan ¢aligmalarin -genetik ve molekiiler biyoloji alaninda- en
O6nemli sonuglarindan bir tanesi de ZAP-70 denilen Zeta-Associated protein 70
kD’nin saptanmasidir. Ozellikle kotii klinik seyirle iligkili oldugu bildirilen bu
protein, tirozin kinaz yapisinda olup normalde T lenfosit ve NK (dogal 6ldiirticii)
hiicrelerde eksprese edilmektedir. Orchard ve ark.nin Lancet’de 2004 yilinda
yayinlanmig, “KLL’de ZAP-70 ekspresyonu ve prognozis” adli makalelerinin son
paragrafinda belirttikleri gibi; “Hala pek ¢ok soru vardir. ZAP-70 neden sadece
KLL’deki B hiicrelerinde eksprese ediliyorlar da normal B lenfositlerinde eksprese
edilmiyorlar? Ayrica, neden diger diffiiz large cell lenfoma ya da follikiiler lenfoma
gibi B hiicreli malignitelerde eksprese edilmiyorlar? Neden ZAP-70 ekspresyonu
IgVH gen mutasyonu ile bu kadar siki iligkili? ZAP-70 ekspresyonu KLL’de
fonksiyon gortiyor mu ve overekspresyonu koétii prognozla iligkili mi? Ag¢iktir ki,
KLL’de ZAP-70 ekspresyonu ile iligkili daha fazla ¢alismaya gereksinim vardur...”
@®.

Vurgulandig iizere;

1) KLL en sik goriilen hematolojik malignitedir (2).

2) Son yillarda tam konulma yas1 kiigiilmiistiir (1).

3) Tedavi segenekleri tizerinde son yillarda en fazla tartigilan ve degisikliklere
gidilen bir hastaliktir. Yakin zamana kadar olduk¢a konservatif yontemlerle
tedavi edilmeye caligilirken artik allojeneik hematopoietik k&dk hiicre
transplantasyonu (AHKHT) da dahil olmak {izere pek ¢ok tedavi modalitesi
uygulanmaktadir.

Dolayisiyla hastalifin prognostik belirteglerinin saptanmasimn Snemi
daha iyi anlagilmaktadir.

Biz de bu noktadan hareketle KLL tanisi koyulmus, gerek tedaviyle ve
gerekse tedavisiz izleme alinan hastalarda akim sitometrik olarak ¢alisilms ZAP-70
ve CD38 ekspresyonlarim analiz etmeyi ve elde ettiimiz degerleri hastalarin klinik
evre ve olastysa klinik seyirlerindeki diger biyolojik parametrelerle kargilagtirmay1
planladik.

Proje sonunda, KLL’de ZAP-70 varliinin hastalifin klinik &zellikleriyle
iligkisine ait verilerin elde edilmesi ve bunlarin yakin gelecekte yine tarafimizdan
planlanmig olan, KLL’de ZAP-70’in, Immiinoglobulin agir zincir degisken



bélgesinin (IgVH) mutasyonel durumunun (Ig Gen Rearranjmani) PCR ile analiz
edilmesi ve prognozla iligkisinin aragtinlmasi yoniindeki ¢alismamiza temel
olusturmasi 6ngoriilmektedir.



GENEL BiLGILER

KLL; 16semik B lenfositlerin, lenfoid dokular, KI ve periferik kanda
klonal birikimiyle karakterize bir hastaliktir (5). Boylesine genel ve basit bir
tammlamanin altinda ise sir olarak yatan bir etyopatolojik yolak -pathway-
halihazirda aydinlatilmay: beklemektedir. Oyle ki, bundan on yil 6énceye dayanan
KLL derlemelerinde hastaligin; kusurlu bir apoptotik mekanizma nedeniyle, immatiir
ve immiin-inkompetan B lenfositlerin birikimiyle karakterize “homojen” bir antite
oldugu vurgulanirken; giincel yayinlarda ise, bundan farkli olarak birbiriyle iligkili
iki dzelliginden s6z edilmektedir: Bunlardan bir tanesi, antijenik uyarilmis olgun B
lenfositlerin olmas:1 ki bu lenfositler apoptozisden korunmugturlar; dieri de
proliferasyon yetenegine sahip ve yine apoptozisden korunmus olan 6nciil hiicrelerin
varhigidir (6). Dolayisiyla bu hastalik; son yillarda degisen “tanimlanmasi1” ve yeni
yaymlarn 15181nda saptanmis olan farkli biyolojisiyle lizerinde daha fazla ¢alismay:
gerektirmektedir.

Bu boliimde, KLL ve prognostik belirtegleri, iliskili olarak ZAP-70 ve bu
proteinin akim sitometrik olarak ¢alisilmasindan s6z edilecektir.

Kronik Lenfositer Losemi

KLL, apoptozis Ozellifini yitirmis, olgun gorliniimdeki lenfositlerin,
onceden sanilanin tersine proliferasyon siirecinde olmaksizin kan, kemik iligi (KI),
lenf nodlan ve dalag iggal ederek birikmesi ile karakterli bir hastaliktir (1).

Epidemiyoloji:

65 yag lizerindeki yetigkinlerde goriilen tiim 16semilerin yaklagik olarak
%40’m1 olusturmaktadir (7). Bat1 Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da en sik
goériilen hematolojik malignite olmasmna kargin, Asya iilkelerinde gérece az
saptanmaktadir. 30 yasin altinda ise olduk¢a ender olan bu hastalifin insidans: yagla



birlikte artmaktadir. Tam sirasindaki ortanca yags 65 ile 70 arasindadir. Yillik insidans
3/100.000°dir. Erkek/kadin oram ise yaklasik olarak 2/1°dir.

Kimyasallar, diyet, sigara, radyasyon, otoimmiin hastaliklar ve viruslarin
hastalik gelisiminde direkt etkisinin olmadifi soylenegelse de son zamanlarda
Ozellikle virutik ve bakteriyel antijenik uyarimlarin rolii iizerinde ¢ok ciddi
saptamalar yapilmaktadir.

Tedavi edilen ya da edilmeyen KLL olgularinda ikincil malignite gelisim
insidans: da artmaktadir.

Patofizyoloji:

Predispozisyon: Diger pek ¢ok maligniteden farkli olarak; gevresel ya da
mesleki etkenlerin hastalifin insidansinin artigiyla saglam bir iligkisi saptanamamigtir
(8). Bununla birlikte, ailevi 6ykiiniin KLLL. ya da diger lenfoproliferatif hastaliklarla
yakin iligkisi bilinmektedir (9). Oyle ki, her on KLL olgusundan birinin ailesinde
KLL ya da diger lenfoproliferatif hastaliklardan birisi oldugu belirtilmektedir. Buna
paralel olarak, birinci derece yakinda KLL olmasinin hastalik gelisim riskini 30 kat
arttirdif1 ve ilging olarak hasta olmayan birinci derece yakinlarin %13,5’inde tipik
KLL immiinfenotipinde periferik yayma bulgularina rastlandig: belirtilmektedir (8-
11). Ailevi KLL &ykiisti olanlardaki hastalik tam1 konulma yaginin sporadik
olgulardan yaklagik 10 yil kiigiik oldugu saptanmigtir (10).

“Ataxia telengiectasia mutation (ATM)” geninin, p53 ile iligkili olarak
DNA onarimi ve DNA hasarlanmasina apoptotik yanitla baglantili olarak lenfosit
gelisiminde rol oynadi@1 saptanmugtir (12). Ataksi telejienktazili olgularda T hiicreli
lenfoid malignitelere yatkinlik oldugu bildirilmistir (12). KLL olgularimin iigte
birinde ATM geninin mutasyonlar1 ya da delesyonlarnt saptanirken, bu olgularda
immiinoglobulin (Ig) degisken bolgesinin mutasyonunun olmadigi da bildirilmigtir
.

Hiicresel Gelisim: Lenfositlerin ¢ok biiyiik bir miktar: lenf diigtimlerinde;
bir kismu da dalak, gastrointestinal kanalin submukoza tabakas1 ve Ki gibi 6zellesmis
lenfoid dokularda bulunur.

Gerek hiicresel bagisikliktan sorumlu olan T lenfositleri ve gerekse
hiiméral bagisikliktan sorumlu olan B lenfositleri; embriyoda pluripotent



hematopoietik kok hiicre ve devaminda y6nlendirilmis lenfositik kék hiicrelerinden
farklilagmaktadirlar. Sonugta ortaya ¢ikan olgun lenfositler lenfoid dokulara
yerlesmektedirler. Ancak bu agsamadan 6nce her iki tip lenfosit de gesitli islemlerden
geemek icin farkli yollar izlerler. Lenfositlerden aktif T lenfositlerini olugturacak
olanlar 6nce timus bezine gé¢ eder ve bu organda segilerek iglenirler ve hiicre aracihi
immiinitede gbrev almak tizere hazirlanirlar. Lenfositlerin antikor yapimin {istlenen
B tipleri ise fetal yasamin orta doneminde karacigerde; ge¢ fetal dsnem ve dogum
sonrasinda ise KI’de islenerek lenfoid dokuya gé¢ ederler.

Uygun antijen ile uyanldifinda spesifik antikor olusturabilecek ¢ok
sayida hazir B hiicresi lenfoid dokularda beklemektedir. Lenfosit, 6zgiil antijeni
tarafindan uyanldifinda hizla boéliinerek ¢ogalir. Tek bir tip antikor iiretimine
kaynaklik edebilen farkli lenfositlerin her biri lenfosit klonu adim1 almaktadir. Her
klonun tiim lenfositleri birbirinin aymsi olup tek ya da 6zgiil bir lenfositten koken
almaktadirlar.

Cok sayida gen ttim farkli antikorlari kodlamaktadir. Baglangigta,
6zellikle her farkli proteinin yapim i¢in bir genin gerektigi g6z oniine alindiginda
milyonlarca farkli antikor molekiiliiniin geligimi i¢in bir o kadar sayida genin rol
oynadif1 diiglintilmiistiir. Ancak son yillardaki ¢aligmalarda; bagisiklik sisteminin
hiicrelerini olugturan ana kék hiicrede tiim T ve B hiicrelerinin olusumu i¢in gerekli
genlerin tiimiiniin olmadif1 ve fakat bunun yerine ¢ok sayida gen segmentinin -
bunlardan yiizlercesi- bulundugu anlagilmigtir. T ve B lenfositlerin gelisim
asamalarinda bu gen segmentleri rastgele birbiriyle birlesir ve genlerin tiimiin{i
tamamlarlar. Her hiicrede ylizlerce farkli gen segmenti bulunmasi ve bunlarin her
hiicre olusumunda birlesme siralamasinda rastgele olusabilecek ¢esitlilik gbz oniine
alindifinda olaganiistii ¢ok sayida g¢esidin olugmasi anlagilabilmektedir. Sonug
olarak; olusan her islevsel T ve B lenfosit igin, gen yapist tek bir antijene 6zgii
kodlamay: saglamaktadir. Bu olgun hiicreler de 6zgiin T ya da B lenfositleri olarak
lenfoid dokuya dagilan ve yerlesen hiicreleri olugturmaktadirlar.

Her lenfosit klonu yalmzca tek tip antijene yanit verebilir. Bunun nedeni,
B lenfositlerde, membran yiizeyinde, yalmzca tek tip 6zgiil antijen ile baglanabilecek
antikor molekiiliiniin olmasidir. Bu yiizden, uygun antijen ortaya ¢ikarsa, hizla hiicre
membranina yapigacak ve aktivasyonu baglatacaktir. Aslinda, 6zgiil antijenle



karsilasmadan énce B lenfosit klonlar lenfoid dokuda sessizce kalirlar. Yabanci
antijenin girigiyle lenfoid dokudaki makrofajlar antijeni fagosite ederler ve sonra onu
komsu B lenfositlere sunarlar. Antijen B hiicre ylizeyindeki uygun reseptoriine
baglandiginda hiicre lenfoid follikiildeki germinal merkeze ilerler (6). Burada hizh
bir boliinerek ¢ogalma agamasina giren hiicrede degisken gen segmentlerinin somatik
hipermutasyonu goriilmektedir (6). Antijenle indiiklenmis B hiicre olgunlagmas: T
hiicre aracili olarak germinal merkezde ve T hiicre aracili olmaksizin da germinal
merkez disinda lenfoid follikiiliin “marginal zone” denilen bolgesinde
gerceklesmektedir. Her iki yolun devaminda ise olgun plazma hiicresi gelisir. Plazma
hiicreleri de gamma globulin yapisinda antikor {iretimini baglatirlar. Uyarilan bir B
lenfosit klonundan gelisen hiicrelerin bir kism: plazma hiicresine déniismeyip daha
az sayida ve ana klonun benzeri yeni B lenfosite d6niistir. Bu hiicreler tekrar aym
antijenle uyarilincaya kadar sessiz kalan bellek hiicreleridir.

KLIL’deki monoklonal B hiicre popiilasyonunun, fenotipik olarak matiir
ve aktive -antijenik uyarn ile- edilmis B lenfositlerinden olustugu ve bunlarin CD19,
CD5 ve CD23%ii kuvvetli ekspresse ederken, ytizey IgM, IgD ve CD79
ekspresyonlarinin ise zayif oldugu bilinmektedir (6).

Hastalikta egemen oldugu diigtiniilen CD5 (+) B lenfositlerin, lenfoid
follikiiliin “mantle zone” denilen bolgesinden kéken alan ve Ig agir zincir degisken
bolgesinin (IgVH) genetik mutasyonunu igermeyen hiicreler olmasinin yaninda
KLL’de neredeyse %50 olguda bu mutasyonun goriilmesi ortada iki farkli antite
oldugunu desteklemektedir. Bir tanesi pregerminal lenfositlerden gelisen ve IgVH
mutasyonundan yoksun olan tip; digeri ise germinal merkez gegisli lenfositlerden
koken alan mutasyonal tip (1). Daha da ilging olam ise her iki farkhi grubun da farkli
genetik anomalilerle birlikte olusudur. Ornegin daba iyi prognoza sahip olan
mutasyonal tipte 13q14 delesyonlar1 bulunurken; mutasyon gostermeyen diger alt
grup ise daha kotii klinik seyirle birlikte trizomi 12 anomalisine sahiptir (1).

Klein ve ark.mn bildirdiklerine gére; normal B lenfositler, germinal B
lenfositler, CD5 (+) lenfositler, bellek hiicreleri ve gerek mutasyonal gerekse
unmutasyonal KLL hiicreleri birbirleriyle karsilastirtldiklarinda, 16semik hiicrelerin
en ¢ok bellek hiicrelerine benzedikleri fark edilmigtir (13).



Bilindigi kadariyla hastalikta sitogenetik lezyonlar gérece azdir (6). En
sik goriileni ise 13q14 delesyonudur -neredeyse %50 olgudan fazlasinda goriiliir-.
11g22-23, 17p13 ve 6g21 delesyonlan ise daha az sikhkta goriilmektedir. Bu son
tigii, unmutasyonal KLL olgularinda karsimiza ¢ikan ve kétii prognozla birliktelik
g6steren anomalilerdir (6).

Hastaligin hiicresel gelisimiyle ilgili olarak yeni bulgular, 16semik
hiicrelerin proliferasyonu ve apoptozisden kurtulmalarindaki en belirgin etkenin
antijenik uyarilar oldugunu desteklemektedir (6). Bundan hareketle, lenfosit
yiizeyinde bulunan ve igerdigi agir zincir degisken bolgesinin mutasyonel durumu
nedeniyle iki farkli alt grubun olusmasina neden olan B hiicre reseptérleri (B-cell
receptors, BCR) yani antikor yapilarinin, antijenik uyariyla etkilesim iginde olup
hastalik etyopatogenezinde Onemli bir ara basamag: olusturduklari sdylenebilir.
Ilging olarak yiizey IgM’nin antijenle baglanmasiyla hiicre ya apoptozise gider ya da
apoptozisden korunur ve fakat yiizey IgD’nin baglanmas: ise hiicreyi apoptozisden
koruyarak aktive bir sekilde sag kalmasina neden olur (6). Ancak arastirilmasi
gereken iligkili bir soru da devamli antijenik uyariya yol aganlarin neler oldugudur.
Bunlar, gastrik lenfomadaki Helicobacter pylori benzeri olarak latent viruslar ya da
kommensal bakteriler olabilir mi? Cevresel etkenler ve otoantijenler de klonal
gelisimi tetikleyebilir mi?

Hastalhiktaki klonal ekspresyonunun zemininde antijenik uyarimin
devamindaki sinyal iletiminin de potent olmasi yatmaktadir. Hiicre cekirdegine
sinyal iletim yollarinda is goren elemanlarin degiskenlifine gore sonugctaki
aktivasyon da farkli olmaktadir. Unmutasyonal genetik durum, ZAP-70 proteininin
ve CD38’in varligimin sinyal iletiminin devaminda hiicrenin apoptozisden
korunmasina neden oldugu bildirilmektedir (6).

Unmutasyonal IgVH genine sahip normal B lenfositler, pek ¢ok antijenin
baglanacafi antikor olusturma Ozelligine sabiptirler. Bunlarin isleviyle
mikroorganizmalara karsi ilk savunma hatti olusturulmaktadir. Ancak bu hiicreler
herhangi bir genetik anomali igerir ya da geligtirirlerse, klonal ekspansiyona kars1
direnglerini yitirerek losemik transformasyon i¢in aday haline gelirler (6). Bu
noktada yabanci antijenlerle birlikte otoantijenler de 16semik gelisimde etkin rol
oynamaktadirlar. Burada unutulmamas: gereken nokta, aym antijenik uyarimlarla B



hiicre reseptérlerinin defalarca karsi karsiya kalmalaridir. Mutasyonal IgVH geni
iceren KLIL hiicreleri i¢in de aym mekanizmadan soz edilebilir. Ancak ikisi
arasindaki en onemli fark, yinelenen antijenik uyarimlarla birlikte mutasyonal
olmayan tipte B hiicre aktivasyonu ve devaminda genetik anomalilerin de katkisiyla
16semik transformasyon goriiliirken; mutasyonal tipte ise bu antijenik uyarimlara
yamitin sonucunda gerek aktive olmamus ve gerekse anerjik B lenfositlerin
olusumuyla birlikte kismen apoptozise ve kismen de 16semik olmayan proliferasyona
dogru ilerlenmesiyle birlikte malign transformasyonun gorece az gergeklestigi
belirtilmektedir (6).

Tam:

KLL’nin klasik tami kriterleri IWCLL (International Workshop on
Chronic Lymphocytic leukemia) ve NCI-Working Group (National Cancer Institute)
tarafindan ana hatlar ¢izilmis siniflandirmaya dayanmaktadir (14-15).

IWCLL’nin 1989’da belirledigi kriterler sunlardir:

1) Periferik kanda biiyiik ¢ogunlu olgun goriintimlii hiicrelerden olusan lenfosit
sayisinin > 10 X 10°/L olmast,

2) Kl aspirasyonunda %30’ un {izerinde lenfoid infiltrasyon bulunmas:,

3) KLL ile uyumlu olacak gekilde periferik kanda B hiicre fenotipinde
lenfositlerin varhig: -zayif yiizey Ig varligi, CD5 (+) gibi-.

KLL tanisi i¢in bu listedeki 1 numarali kriterin yaninda 2 ya da 3’iin de
olmas1 gerekmektedir. 1’in olmamasi halindeyse, hem 2 ve hem de 3’iin birlikte
varlif1 sart kosulmaktadir.

NCl ise 1996 yilinda tam kriterlerini su sekilde Snermistir:

1) Periferik kan lenfosit sayisinin > 5 X 10°/L olmas1 -bu hiicrelerin %55°den
azinin atipik 6zellik g6stermesi-. Bu hiicreler a) B hiicre antijenik yapilarina
(CD19, CD20, CD23 ve CD5) sahip olup T hiicre marken igermeyeceklerdir;
b) Monoklonalite 6zelligi tasiyan k ya da A’dan birisini igeren ylizey Ig
yapisina sahip olacaklardir; c) Yiizey Ig ekspresyonu diisiik yogunluklu
olacaktir.

2) Ki aspirasyonunda %30’un iizerinde lenfoid infiltrasyon bulunmasi.



Giincel olarak, KLL tamsi i¢in periferik kandaki lenfosit sayisimn > 5 X
10°/L olmas: ve bunlarin KLL immiinfenotipik 6zellikleri gosteren kiigiik ve olgun
goriiniimlii hiicreler olmas: yeterlidir (16).

Lenfosit morfolojisine dikkat edilecek olursa karsimiza genel olarak iki
alt grup c¢ikmaktadir: Birincisi, %90’ {izerinde rastlamilan kiigilk ya da orta
biiyiikliikte lenfositlerin olusturdugu; digeri ise, lenfoplazmositoid ya da
prolenfositoid 6zellikteki hiicrelerin olusturdugu daha ender goriilen gruptur.

Hastaligin tipik immiinfenotipik yapilanmas1 ise géyledir: CD5 (+),
CD23 (+), CD19 (+), FMC7 (-), CD22/CD79b ve yiizey Ig zayif ya da (-). KLL igin

Onerilmis olan monoklonal antikor paneli ve skorlama sistemi agagida sunulmugtur.

Skor Puam
Belirteg
1 0
Smlg Zayif Giiglii
CD5 Pozitif Negatif
CD23 Pozitif Negatif
FMC7 Negatif Pozitif
CD22 ya da CD79 Zayif Giigli

KLL i¢in toplam skorun > 3 olmasi beklenirken, dier lenfoproliferatif
hastaliklarda ise bu skor < 3’tiir.

Ayirict Tan:

KLL tansi genellikle periferik kan sayimlari, periferik yayma bulgular
ve eslik eden immiinfenotipik 6zellikler sayesinde kolayca konulur. Ancak ender de
olsa immiinhistokimyasal ve sitogenetik ¢aligmalar diger tanilar1 ekarte etmek igin
kullamlabilir. Lenfositoz ile seyreden ve klinik prezentasyonu nedeniyle KLL ile
ayirt edilmeyi gerektiren pek ¢ok hastalik bulunur. Bunlar agagida sunulmugtur.
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KLL’nin Ayirici Tanisi
A) Benign Nedenler

Bakteriyel (6rnegin tuberkuloz)
Viral (6rnegin enfeksiy6z mononiikleozis)
Israrci poliklonal B hiicreli lenfositoz
Hiperaktif malaryal splenomegali
B) Malign nedenler
B Hiicreli
Prolenfositik Losemi
NHL’nin Lésemik Faz1
Mantle Cell lenfoma
Follikiiler Lenfoma
Splenik Lenfoma
Marginal Zone Lenfoma
Large Cell Lenfoma
Hairy Cell Lésemi
Waldenstrom makroglobulinemisi
T Hiicreli
Prolenfositik Losemi
Adult T Cell Losemi/lenfoma
Sezary Sendromu
Large Granular Lenfositik Losemi

Evreleme:

Yillardir hastahk prognozunu belirleme ve tedavi karan verilmesinde
yararlanilan iki ayr1 evreleme sistemi kullanilmaktadir. Daha ¢ok Kuzey Amerika’da
kullanilan; genellikle lenfositoza eslik eden organomegali ile anemi ve

trombositopeni zeminine kurulmus olan Rai sistemi agagida sunulmugtur.
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Rai Sa 1m (Yil

Diigiik risk 0 Lenfositoz 14,5
Orta risk I Lenfositoz + Lenfadenopati 7,5
Orta risk II Lenfositoz + Splenomegali ve/veya hepatomegali 7,5
Yiiksek risk  III Lenfositoz + anemi (Hb <11 g/dl) 2,5
Yiiksek risk IV Lenfositoz + trombositopeni (trombosit <10’/mm?) 2,5

Avrupa’da kabul gérmiis ve kullanilagelen Binet evreleme sisteminde ise
tutulmug lenfadenopati sayisi ve buna eslik eden anemi, trombositopeni diizeyleri

6nemlidir. Bu sistem asagida sunulmustur.

Binet Sagkalim (Y1)

A Anemi, trombositopeni (-) 14

<3 bolgeden az tutulum
B Anemi, trombositopeni (-) 5

>3 bolgeden fazla tutulum
C Anemi, trombositopeni (+) 2,5

PROGNOZ ve
PROGNOSTIK BELIRTECLER

Bu c¢aligmanin da baglangi¢ noktasim olusturdugu gibi; KLL de kigiden
kigiye farklilik gsteren, nceden kestirilmesi zor olan ve zaman zaman evreleme
sistemlerine ters diisen bir klinik seyir izlenebilmektedir. Bununla birlikte gerek 1975
yilinda Rai ve 1981 yilinda da Binet tarafindan ortaya konulmus bu kriterler
halihazirda prognozun belirlenmesinde rol oynamaktadirlar. Asafida KILL’deki
prognostik etkenler bir tablo halinde sunulmugtur (7).
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, KLINIK RiSK
PROGNOSTIK ETKEN
DUSUK YUKSEK
MAJOR

Cinsiyet Kadin Erkek

Binet A Binet B ve C
Klinik Evre

RaiOvel Rai 2,3 ve 4
K1 infiltrasyonu Non-diffiiz Diffiiz
Lenfosit Morfolojisi Tipik Atipik
Lenfosit ikilenme zamam1 | > 12 ay <12 ay
CD38 ekspresyonu <%20-30 > %20-30

) Yok del 11g23

Genetik Anormallik

del 13q (tek bagina) Kayip/Mutasyonal p53
Serum Timidin Kinaz Diisiik Yiiksek
diizeyi
IgVH gen durumu Mutasyonal Unmutasyonal
ZAP-70 ekspresyonu Diisiik Yiiksek

DIGER

Beta 2 Mikroglobulin Diigiik Yiiksek
Soluble CD23 diizeyi Diistik Yiiksek
Serum Markerlari:

CD23, IgE i¢in diigtik afiniteli bir hiicre yiizey reseptoriidiir. Genellikle
mantle zone B lenfositlerce eksprese edilirken germinal merkeze ait olanlarda ise
goriilmez. Soluble versiyonu KLL hiicrelerinde fazlaca eksprese olmaktadir (17).
Yaymlanan iki prospektif ¢ahgmada yiiksek serum CD23 diizeylerinin kotii
prognozla iligkisi oldugu bildirilmistir (17).

DNA sentezi i¢in anahtar enzim olan ve malign yiikiin bir gostergesi olan
timidin kinaz enzimi ve diger pek ¢ok B lenfoproliferatif hastalikta da eksprese olan
beta 2 mikroglobulin ve yine hiicre dongii hizimn bir gostergesi olan laktat
dehidrogenaz (LDH) enzimi diizeyleri de KLL hastalarinda kétii prognostik seyirle
iligkili bulunmuglardir (16-17).
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Sitogenetik:

Kromozomal translokasyonlarin ya da genel olarak sitogenetik
anomalilerin analizi hematolojik malignitelerin nedenleri ve dahasi seyirlerinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. KLL i¢in de belirlenebilmis gesitli
sitogenetik degisiklikler vardir. Bunlardan en yaygin olan delesyon 13q14°diir (17).
Iyi prognozla iligkili oldugu belirtilen bu anomali genellikle olgularin %50’sinden
fazlasinda goriilmektedir. izole delesyon 13q’ya sahip olgular daha iyi prognoza
sahiplerken bu delesyonun bagka bir sitogenetik anomali -Srnegin trizomi 12- ile
birlikte olmas1 durumunda ise gorece koétl bir klinik seyir beklenmektedir (16). Bir
diger prognostik belirteg olarak sayilan trisomi 12°nin ise yaklagik %16 olguda
saptandif1 bildirilmigtir (17). 17. kromozomun kisa kolunda yerlesmis olan ve
mutasyonal durumunun pek ¢ok hematolojik malignite gelisiminde rol oynadig:
bildirilen p53 tiimor siipressor geni KILL’de koétli prognostik seyirle iligkilidir. 11.
kromozomda yerlesmis olan ATM geninin anomalileri de hastalik etyopatogenezinde
rol oynamaktadir. Iligkili olarak; 17p ve 11q23 delesyonlarinin sirastyla %10 ve %20
oraminda saptandigi bildirilmigtir. Dahasi; erken evre hastalikta bu delesyonlarin
bulunup bulunmadifina gore iki farkh klinik seyirden s6z edilmektedir: Her iki
kromozomal anomalinin olmadif1 grupta gorece uzun bir sag kalim varken,
delesyonlarin saptandig1 grupta ise sa kalimin kisa oldugu belirtilmektedir (18).

Immiinoglobulin Gen Mutasyonal Durumu:

Lenfoid follikiildeki normal germinal merkezin islevlerinden bir tanesi
de, naif B lenfositlerin ekspresse ettikleri diistik afiniteli antikorlarin tersine daha
giiclii afinite 6zelligine sahip antikor tasiyan B hiicrelerini tiretmektir. Buradaki
sorumlu mekanizma ise; rearranje -rastgele diizenlenen- Ig genlerine ait DNA
sekanslarindaki pek c¢ok nokta mutasyonlarmin gelisimine yol agan, somatik
hipermutasyondur. Giintimiizde, KLL’deki Ig degisken gen segmentleri
bilinmektedir. Yaklagik %50 olgu unmutasyonal degisken gen segmenti tagirken, geri
kalanlar1 da germline gen segmentlerinden farklilasgan DNA sekanslan -yani
mutasyonal form- icermektedirler (17). Hamblin TJ ve ark.nin bildirdiklerine gére Ig
gen mutasyonu igermeyen gruptaki ortanca sag kalim 8 yilken, mutasyona sahip
grupta ise sag kalim yaklagik 25 yila kadar uzamaktadir (19).
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CD38 ekspresyonu:

CD38  baslangigta T lenfosit differansiyasyon antijeni olarak
tammlanmigtir (20). 46 kDa agirhifinda tek zincirli glikoprotein yapisindaki bu
molekiiliin “leukemic multi-lineage markers” ailesine ait olup kompleks bir
aktiviteye sahip oldugu daha sonra anlagilmigtir. Cok ¢esitli iglevleri arasinda; hiicre
ici sinyal iletimi, hiicre adezyonu, endotele adezyonun 6nemli bir kism1 ve lenfosit
“homing” sayilabilir.

CD38, normal germinal merkez B lenfositlerinin ytizeyinde eksprese
edilir. CD38’in ligasyonu normal B hiicre lenfopoiezisini inhibe etmektedir.
Dolayisiyla anlagilmigtir ki, CD38 sinyali aracihifiyla germinal merkez B
hiicrelerinin apoptozise gitmesi Onlenmektedir.Bu bulgu, CD38 ekspresyon
diizeyinin B hiicre klonunun toplam sa kalimimi dogrudan etkiledigini
gostermektedir (20).

Unutulmamas: gerekir ki bu molekiiliin ekspresyonu ne sadece bir diziyle
ve ne de sadece bir aktivasyon diizeyiyle simrlidir. CD34 pozitif hiicrelerde, un-
stimulated pregerminal merkez B lenfositlerde, az dnce vurgulandig: gibi germinal
merkez B lenfositlerde, myeloid oOnciillerde, periferik kan NK (dogal katil)
hiicrelerde, aktive olmus T ve B lenfositlerde ve de plazma hiicrelerinde eksprese
oldugu belirtilmektedir (20).

CD38 antijeninin tam fonksiyonu bilinmemekle birlikte, erken
differansiyasyon asamalarinda apoptozisi engellenmis 16semik hiicrelerde pozitif
olarak saptanirken, daha geg differansiyasyon asamalarindaki l6semik hiicrelerde ise
ekspresyonu saptanamamigtir (20).

1999 yilindaki ¢aligmalarinda Damle ve ark. CD38 ekspresyonu ile IgVH
gen mutasyonu arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir (21). Onlarin
belirttigi su iki ¢ikarim olduk¢a dnemlidir:

1) Unmutasyonal gen igeren losemik klona ait hiicrelerde %30’un {izerinde CD38
ekspresyonu saptanmugtir.
2) Belirtilen bu gruba ait klinik seyir daha kétiidiir.

Bu c¢alismadan farkli olarak ardindan yaymnlanan pek ¢ok bagka
caligmada ise CD38 ve Ig mutasyonal durumunun birbirinden bagimsiz antiteler
oldugu vurgulanmaktadir (20).
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CD38 ekspresyonu KLL olgularinda kétii prognozun bir gostergesidir.
Ancak ekspresyon zamanla degisiklikler gosterebilir. Hastalik progresyonu ya da
eklenen bir enfeksiyon tablosu bile bu antijenin ekspresyonunu arttirabilir (20).
Gerek CD38 ve gerekse diger prognostik kriterlerin 6nemi, erken hastalik evresinde
ileriye doniik olarak seyir tizerinde bir fikir verebilmelerinde yatmaktadir. Damle ve
ark.mmn bu yoénde yaptiklan ¢alismanin iigiincii ¢ikarimi ise sudur:
3) CD38 ekspresyonu %30 ve iizerinde olanlar Rai orta risk grubuna girseler bile
koti bir klinik seyre sahiptirler (21).

Agik¢a vurgulamak gerekir ki pek ¢ok bagka aragtirmaci da bu iligkiyi
desteklemeyen sonuglar elde etmiglerdir (20).

ZAP-70:

Syk ailesi protein kinaz yapisi, normal B ve T lenfosit gelisimi ile
bunlara iligkin reseptor sinyal olusumunda rol oynamaktadir. “C-associated protein of
70 kDa” ya da ZAP-70 de, Syk ailesine dahil, T hiicre reseptdr stimulasyonunun
yanit sinyal kaskadim baglatmada ve T hiicre gelisiminde nemli role sahip bir
tirozin kinazdir (22-23). Bu sinyal iletimi sonucunda, gerek T ve gerekse NK
hiicrelerde, gen ekspresyonlarina yol agan farkli transkripsiyon faktorlerinin ig
gérmesini saglayic gekilde gesitli enzimlerin aktivasyonu gergeklesmektedir. ZAP-
70 olgun B hiicrelerde eksprese edilmemektedir. Ancak galigmamizin da kéken aldig
baslangi¢ noktalarindan birisi olarak, bu tirozin kinazin unmutasyonal Ig agir zincir
degisken bolgesi gen konfigurasyonuna sahip KLL B lenfositlerinde saptandig:
bilinmektedir (22). Carreras ve ark.nin 52 KLL olgusunda yaptiklar incelemede biri
hari¢ tim ZAP-70 pozitif KLL olgulannmin IgVH gen yapilarinin unmutasyonal
formda ve buna kargin yine biri hari¢ tiim ZAP-70 negatif olgularin IgVH gen
yapilarinin da mutasyonal formda olduklari saptanmigtir (22).

Yaygin kabul géren nerme ise agiktir: Unmutasyonal gen yapisi tagiyan
olgular normalde ZAP-70 eksprese ederler ve bunlar huzli klinik seyir, erken siirecte
tedavi gereksinmesi, kisa sag kalim gibi kétii biyolojik 6zelliklerle birliktedirler.
Oysa; mutasyonal tipte IgVH genetik yapisim barindiran olgularda ZAP-70
ekspresyonuna “genellikle” rastlanmaz ve bunlar digerinin tersine yavag klinik seyir,
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uzun siire tedavisiz slire¢, uzun sag kalim gibi iyi klinikopatolojik ozelliklere
sahiptirler.

Hem bu oOnermenin mekanizmasi ve hem de ZAP-70’in normal B
lenfositlerinde eksprese olup olmadigi konusu aydinlatilamamigtir. Yapilan pek ¢ok
calismanin sonucunda ZAP-70°in T ve NK hiicrelerde eksprese olurken B
lenfositlerde bulunmadigi kabul gérmiisken, Chan ve ark. ¢ok diistik diizeylerde de
olsa dalakta ZAP-70 mRNA varhgm saptadiklarim1 bildirmiglerdir (24).
Schweighoffer ve ark. ise diisiik de olsa ZAP-70 ekspresyonunu, fareden elde
ettikleri pro-B, pre-B ve olgun B lenfositlerinde gosterdiklerini yayinlamiglardir (25).
Gerek Chan ve gerekse Schweighoffer, ZAP-70"in farede, pro-B’den pre-B lenfosit
gecis agamasinda is goérdiiiinii ve hiicre gelisimini tetikledigini belirtmislerdir (23).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Mayo Klinik’ten Nolz ve ark. ise
dalak, tonsil ve perifer kandan taze olarak izole ettikleri B lenfositlerdeki ZAP-70
ekspresyonunu T lefositlerle karsilastirmali olarak western blot ve akim sitometri ile
tetkik etmislerdir (23). Sonugta; periferik T lenfositlerle karsilagtirildiginda belirgin
olarak diisiik diizeylerde olmak lizere ve fakat her li¢ anatomik bolgeden alinan B
lenfositlerde ZAP-70 ekspresyonu saptanmis olmasi 6nemlidir. Kendi aralarinda
karsilastinldifinda da, tonsil ve dalaktan elde edilen B lenfositlerdeki ekspresyon
periferden elde edilen B lenfositlere gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Aymi
caligmada Nolz ve ark., B lenfosit aktivasyonu i¢in 6nemli bir marker olan CD38’in
yiiksek ya da diisiik eksprese olmasina gore aywrdiklan iki farkli tonsil kaynakh B
lenfosit grubunda ZAP-70 ekspresyonunu da tetkik etmislerdir. Sonugta; yiiksek
CD38 ekspresyonu olan grupta yiiksek ZAP-70 ekspresyonu saptanirken diisiik
CD38 ekspresyonuna da diisiik ZAP-70 ekspresyonunun eslik ettifi saptanmagtir.

ZAP-70’in, normal ancak farkli b6lgelerden elde edilmis B lenfositlerde
farkli diizeylerde eksprese olmasi bu proteinin belli bir subpopiilasyon ya da B
lenfosit aktivasyon diizeyiyle iligkili olabilecegini akla getirmektedir. Aym zamanda
normal B lenfositlerde B hiicre reseptériiniin (B cell receptor-BCR) ligasyonu ile
ZAP-70 fosforilasyonu yani aktivasyonun saptandigi da bildirilmigtir (23). KLL’de
artmis BCR sinyalizasyonunun artmis ZAP-70 ekspresyonuyla korelasyonu
bilinmektedir (26-27). Bu fosforilasyon hiicre i¢i sinyal iletimini baglatmaktadir.
Aragtirmacilar buradan yola ¢ikarak KLL’de koétii klinik seyirle yiiksek aktivasyon
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fenotipindeki popiilasyon arasinda paralellik kurmuglardir (23). KLL’de sinyal
aktivasyonunun ZAP-70 ekspresyonu ile iligkisi bilinmesine kargin bunun
mekanizmasi1 ve devamindaki 18semik etyopatogenezle iligkisi tam olarak agik
degildir. Oysa T lenfositlerde ZAP-70 aracih sinyal iletimi bilinmektedir. Cesitli
aragtirmacilar her iki yolagin da benzer olabilecegi lizerinde durmuslardir. Soyle ki,
T lenfositlerde, T hiicre reseptoriintin (TCR) uyarilmas: ile baglatilan ZAP-70
eskpresyonu araciligiyla fosfolipaz C-yl, LAT, Vav ve SLP-76 gibi ¢esitli hiicre igi
substanslarin fosforilasyonu indiiklenir. Bunlar da MAP kinaz ve c-Jun kinaz gibi
gesitli kinaz yolaklarina girerek T hiicrelerinin maturasyon, proliferasyon ve
differansiyasyonunda anahtar rol oynarlar (28). Benzer mekanizmanmin BCR
sinyalizasyonu iligkili yolakta gergeklestifi ve bunun da &zellikle hiicre geligimini
tetikledigi 6ngoriilmektedir (28). Bu yaklagim, KLL gelisiminde kimilerinin kabul
ettii -kimilerininse kabul etmedigi- gibi artmis proliferasyonun kétii klinik seyirle
iligkisini agiklayabilmektedir.

Vurgulanmast gerekli bir diger nokta da, ZAP-70’in yalmzca KLL’de
degil diger B lenfoproliferatif malignitelerde de eksprese olabildigidir. Ispanya’dan
Carreras ve ark.nin yaptiklar bir ¢aliymada, ZAP-70 ekspresyonu KLIL, Burkitt’s
Lenfoma, Lenfoblastik Lenfoma, Mantle Cell Lenfoma, Marginal Zone Lenfoma ve
Diffiiz Large B Cell Lenfoma’da sirastyla %65, %31, %29, %8, %4 ve %2 oraninda
pozitif bulunmustur (22).

ZAP-70 ile unmutasyonal IgVH genetik formasyonunun birlikteliginin
kotii klinik gidise eslik ettigini destekleyen pek ¢ok caligmanin yaninda tersini
destekleyen aragtirma sonuglan da bulunmaktadir (28). Almanya’dan Kim ve ark.nin
yaptiklann ¢aligmada, ZAP-70 ekspresyonunun unmutasyonal formda yiiksek
bulunmasina karsin mutasyon g6steren KLL olgularinda da eksprese oldugu
sdylenmekte; Binet evreleme sistemi temelinde B ve C evresindekilerde belirgin bir
kotii seyir saptanirken, ZAP-70 ekspresyonu, mutasyonal durum, CD38 ekspresyonu
ya da sitogenetik anomali ile saf kalim arasinda bir iligki bulunamadig:
belirtilmektedir (28).

Yapilan pek ¢ok arastirma gostermistir ki, VH mutasyon analizi
kompleks, pahali, zaman alic1 ve pek ¢ok laboratuvar i¢in rutin uygulanamayacak
kadar zordur (29). Olduk¢a 6nemli bir prognostik belirteg olmasina karsin anlatilan
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bu dezavantajlan nedeniyle KLL iizerine yogunlagmis pek ¢ok aragtirici son yillarda
onun yerine kullamlabilecek “vekil” bir marker bulabilme konusunda ¢alismalarim
stirdlirmektedirler. CD38’in ekspresyonu hakkinda aragtirmalar halihazirda devam
etse de elde edilen pek ¢ok farki: sonug oldugu bir gergektir. “DNA microarrays”
teknigi ile gen ekspresyonunun profillenmesi sonucu az sayida genin mutasyonal ve
unmutasyonal formda eksprese oldugu saptanmigtir. Weistner ve ark. ZAP-70 ile
iligkili olarak gerek mutasyonal ve gerekse unmutasyonal formda eksprese olan 30
kadar farkli genin karsilagtrmasimi yapmuglardir (29). Ancak déniip dolagilip gelinen
soru ise gilinlimiizde de aymdir: ZAP-70, VH unmutasyonal formunda hangi
mekanizmayla ve neden daha fazla eksprese olmaktadir?

Bu noktadan hareketle Ingiltere’den Gibbs ve ark., ZAP-70
ekspresyonunun akim sitometrik olarak tetkiki lizerine 2005 yilinda yayinladiklar
calismalarinda, rutin KLL immiinfenotiplendirmesinde bu tirozin kinazi da
kullanmuglardir (29).

Yakin zamana kadar ZAP-70 ekspresyonunun akim sitometrik olarak
calisildig: dort 6nemli makale yayinlanmugtir: Bunlar; Crespo ve ark., 2003; Durig ve
ark., 2003; Orchard ve ark., 2004; Rassenti ve ark., 2004’tiir. Rassenti ve ark.ninki
hari¢ digerlerinde aym antiZAP-70 antikorlar1 kullamlmigtir. Rassenti ve ark. ise
fikzasyon ve permeabilizasyon igin paraformaldehit ve sabun uyguladiklar
caligmalarinda, farkh bir ticari kit ile konjuge ZAP-70 antikorlarim kullanmuslardar.
Diger ii¢ grupta da farkh teknikler uygulanmigtir: Crespo ve Durig, fikzasyon ve
permeabilizasyon igin ticari kit kullanirlarken, Orchard ise paraformaldehit ve etanol
bazli yontemi tercih etmistir (29). Bunlara en son eklenen ise ticari bir ZAP-70
antikoru ve fikzasyon-permeabilizasyon kitinin kullamldif: Gibbs ve ark.min bir
Onceki paragrafta ad1 gegen galismasidir. ZAP-70 ekspresyonu ile VH mutasyonal
durum arasindaki korelasyonu bildiren baslangi¢ ¢alismas: sayilabilecek Crespo ve
ark.mn makalesinin yaymlanmasindan bu yana, akim sitometrik yéntemle ZAP-70
ekspresyonunun saptanmasi ve bunun standardizasyonuna iliskin ¢abalar artmgtir.

Akim sitometrik olarak ZAP-70 ekspresyonunun tetkikindeki
zorluklardan bir tanesi, normalde T lenfositlerince ZAP-70’in eksprese edilmesinin
patolojik-l6semik hiicre ekspresyonlarindan ayirt edilmesidir. Crespo ve ark. bu
zorlugu agsarken, 16semik B lenfositlerde, normal T lenfosit kadar ya da daha fazla
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ZAP-70 ekspresyonu varlifimi pozitif olarak kabul etmislerdir. Orchard ve ark. ise
daha farkl bir yol izlemisler; toplam ZAP-70 ekspresyonu degerinden T ve NK
hiicrelerince eksprese edilenleri ayiwrarak KLL hiicrelerince eksprese edilen degere
ulagmuglardir. Gibbs ve ark. ise CD19 gibi pan-B-hiicre belirtecinin pozitiflifini g6z
Oniinde tutarak T ve NK hiicrelerindeki ekspresyonu dislayabilmislerdir (29).

ZAP-70 ekspresyonunun akim sitometrik tetkiki, diger yontemlere gore
bazi avantajlar sunmaktadir (30). Bunlardan bir tanesi; tiim 16semik hiicreler iginde
ZAP-70 ekspresyonu olanlarin yiizdesinin kolayca saptanabilmesidir. Oysa western
blot ya da RT-PCR Olgiimleri T hiicresindeki ZAP-70 ekspresyonundan
etkilenmektedir.

KLL’nin klinik seyrindeki heterojenite, hastalifin tamisinin genellikle
rutin laboratuvar tetkikleri sirasinda rastlantisal olarak konulmasi ve sahip oldugu
hiicre biyolojisinin farkliliklarinin bir sonucudur. Ancak bilinen noktalardan birisi de
diger malignitelerde oldugu gibi KLLL’de de anormal metilasyonun etyopatogenezde
rol oynadigidir (31). Acaba losemik hiicrelerdeki farkhh ZAP-70 ekspresyon
diizeyleri, ZAP-70 geninin metilasyon durumuyla iligkili olabilir mi? Corcoran ve
ark.min 2005 yilinda yaymnladiklann galismalarinda, ZAP-70 ekspresyonu, ZAP-70
geninin metilasyon durumu ve tabii ki IgVH gen mutasyonal konfigiirasyonu
arasinda yakin bir iligki saptanmistir (31). Akim sitometrik olarak intrasitoplazmik ve
zayif bif ZAP-70 ekspresyonunun saptanmasinda yasanan zorluklara kars1 bu genin
metilasyon durumunun ¢aligilmasi bir 6l¢iide tetkik kolaylig1 da saglamigtir. KLL’de
ne denli Snemli bir belirteg oldugu bilinen ve fakat dier lenfoproliferatif
hastaliklarda da saptanmasina kargin o hastaliklar i¢in bagimsiz bir prognostik
gosterge olarak tammlanamayan IgVH gen mutasyonal durumuna, 6zellikle ZAP-70
ekspresyonu saptanan olgularda intronl-exon2 smr bolgesinin metilasyon
eksikliginin de eslik ettigi bildirilmistir (31). Ilging olarak aym ¢alismada; ZAP-70
eksprese eden periferik kan T hiicrelerinde ZAP-70’in aym bolgesinin metile
olmadiga ve fakat saglikli kontrollerdeki ZAP-70 negatif B lenfositlerde ise ayni
b6lgenin metilasyona ugramis oldugu saptanmugtir. Metilasyon saptanmis
olgulardaki ortanca sag kalim 211 ay iken, aym1 bolgenin metilasyonu saptanmayan
olgularda ise sadece 85 aydir (31). Bu sonuca paralel olarak ZAP-70 ekspresyonu
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negatif olanlardaki sag kalim 211 ay iken, pozitif olanlarda 110 ay olarak
bulunmustur.

KLL I16semik hiicrelerinde ZAP-70’in neden farkli metilasyona
ugradigimi agiklamaya yarayacak pek ¢ok mekanizma ileri siiriilmiigtiir. Bunlardan
birisi, B lenfosit normal olgunlagsma siirecinde goriilen bir ZAP-70 normal
metilasyon siirecinin yansimasi oldugudur (31). Fare calismalarinda, B lenfositteki
ZAP-70’in de dahil oldugu Syk ailesinin eksikliginin bir sonucu olarak gelisim
stirecinin pro-B’den pre-B’ye geciste bloke oldugu vurgulanmaktadir. ZAP-70’in
immatur (CD19 ve CD10 pozitif) 6zellikteki B hiicrelerinde, metilasyona ugramamisg
formunun T-ALL gibi B-ALL hiicrelerinde de goriildiigii bilinmektedir. Belki de pek
coklarmin sandifimin tersine, IgVH unmutasyonal formuyla birlikte ZAP-70
ekspresyonuna sahip bu subgrubu olusturan 16semik hiicreler normalde de ZAP-70
eksprese eden immatur B lenfositlerden transformasyona ugramiglardir (31). Bir
bagka ¢ikarim ise; ZAP-70 negatif KLL olgularinin, ZAP-70 metilasyonu ve IgVH
mutasyonal formu gosteren olgun B hiicrelerinden kéken aldigidur.

KLL etyopatogenezine yonelik calismalardan birisinde de onkojenik
sinyalizasyonda is goren proteinlerin katalize edilip diizenlenmesinde rol oynayan
heat-shock protein 90 (Hsp90) ve bunun ZAP-70 ile iligkisi tetkik edilmigtir (32).
Hsp90 inhibit6rlerinden olan 17-allylaminogeldanamycin (17-AAG) ile 17-
dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin  (17-DMAG)’nin  erken
evredeki KLL olgularindan elde edilen hiicrelerdeki etkisi arastiriimigtir. Elde edilen
verilerden bir tanesi; ZAP-70 pozitif KLL hiicrelerinin 17-AAG gibi inhibit6rlerine
gayet yiiksek afinite gosteren aktive Hsp90 eksprese etmeleridir. Buna karsgin normal
lenfositler ya da ZAP-70 negatif 16semik hiicrelerin aktive olmamig Hsp90 eksprese
ettikleri saptanmugtir. Invitro kosullarda Hsp90 inhibitérleriyle “tedavi”
uygulandiginda ise ZAP-70 degradasyonunun tetiklendigi, 16semik hiicrelerde
apoptozis gelisimi ve BCR sinyalizasyonunun bozuldugu fark edilmigtir. Oysa aym
calismada normal T lenfositlerde bu bulgulara rastlanmamustir. Ilging bir diger sonug
ise; ZAP-70’i kodlayan bir adenovirus ile ZAP-70 negatif 16semik lenfositler
transduksiyona ugratildiklarinda, bunlarin aktive Hsp90 eksprese ederek inhibitorlere
duyarl hale gegmeleridir. Dolayisiyla ¢alismacilar ileriki dSnemlerde ZAP-70 pozitif
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olan agresif seyirli olgularda Hsp90 inhibitérlerinin tedavide yer bulabilecegini
belirtmektedirler (32).

IgVH gen mutasyonal durumu sabittir ve oOzellikle erken evredeki
olgularda énemli bir prognostik belirtegtir (4). Buna kargin kromozomal anomaliler
ve 6rnegin CD38 ekspresyonu ise tanidan itibaren zamanla degisiklikler gosterebilir.
Acaba ZAP-70 ekspresyonu zamandan bagimsiz sabit midir, yoksa tedaviyle iligkili
ya da iliskisiz degisiklikler gosterebilir mi? Orchard ve ark. ¢alismalarinda her ne
kadar baslangicta -tam sirasinda- ZAP-70 ekspresyonlarim1 6lgme olanag: bulmasalar
da, iki-ii¢ yilik izlem siiresince biri hari¢ 20 olgularinin higbirisinin ZAP-70
ekspresyonlarinda degisiklik olmadiim belirtmektedirler (4).

Ancak uzun izlem siireli ve yeterli sayida olgu iceren genis ¢aligmalar
ZAP-70 ekspresyonunun zaman ve tedaviyle iligkisi ve stabilitesi hakkinda fikir

verebilecektir.
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GEREC VE YONTEM

Hastalar

Temmuz 2004 ile Kasim 2005 tarihleri arasinda toplam 51 olgudan
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) iceren tiiplere alman periferik kan
orneklerinden yapilmis olan akim sitometrik analizler incelenmistir.

Olgularin hepsi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi (AUTF) Hematoloji
Bilim Dali’na bizzat bagvuran ya da fakiiltemize ait diger birimlerden konsiiltasyon
yoluyla damigilip tarafimizca izleme alinan hastalardar.

Degerlendirmeye alman olgularmm bir kisminin tamsi daha 6nceki
zamanda, bir kismmin ise proje yiiritiildiigli siiregte konulmustur. Olgularin
se¢iminde, KLL tanisina sahip olmalar1 ve akim sitometrik olarak ZAP-70 ile CD38
ekspresyonlarinin ¢aligilmig olmas: yeterli gériilmiigtiir.

KLL tams:t igin; klinik, morfolojik ve immiinfenotipik 6zellikleriyle
birlikte NCI, IWCLL kriterleri g6z 6niinde tutularak karar verilmistir.

Akim Sitometrik Tetkik

Her olguya ait periferik kan 6rnegindeki ZAP-70 ekspresyonu tayini igin,
gerek hiicre fiksasyon-permeabilizasyonu ve gerekse antikor uygulanmasi ilk 24 saat
icinde gergeklestirilmigtir.

Caligma sirasinda tiip bagina 1x10° uL / hiicre olacak sekilde ayarlanmig
tam kan 6rekleri kullamlmgtir. Orneklerde immunfenotiplendirme, yiizeyel ve
intrasitoplazmik olarak yapilmistir. Yiizeyel immunfenotiplendirme igin, fluorescein
isothiocyanate (FITC) ile konjuge edilmis CD45, CD5, CD23, FMC7, CD103,
immiinoglobulin hafif zincir Kappa (Beckman Coulter, Marseille, France),
phycoerythrin (PE) ile konjuge edilmis CD14, CD19, CD38, CD52, CDllc,
immiinoglobulin hafif zincir Lambda (Beckman Coulter, Marseille, France), PCS ile
konjuge edilmis HLA DR, CD2, CD20, CD10, CD25 (Beckman Coulter, Marseille,
France) kullamlmustir. Intrasitoplazmik ¢aligmada PE ile konjuge anti-ZAP-70
(Caltag, USA) antikoru kullanilmstur.
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Yeni tam olarak gelen biitiin hasta 6rneklerine 6nce lenfoproliferatif 1.
adim paneli (CD45 / CD14 / HLA DR, CD5 / CD19 / CD2) ¢aligilmig; yapilan analiz
sonucu CD5+ ve CD19+ ¢ikan 6rneklerde B lenfoproliferatif panel uygulanarak alt
tiplendirme yapilmigtir. Daha énce KLL oldugu bilinen hastalar ise dogrudan CD23,
CD38, CD2, ZAP-70, CD19 ve CDS5 c¢aligilarak degerlendirmeye alinmiglardir.

CD38 ve Diger Membran Elemanlarinin Boyanmasi

Yiizeyel boyama i¢in -6rnegin CD38 ekspresyonu- tiip bagina 100 pL
kan ornegi ile 10 pL antikorlar 20 dakika oda sicaklifinda, karanlikta inkiibe
edilmislerdir. Ardindan, %1,5 oraninda formaldehit iceren OptiLyse C (Beckman
Coulter, Marseille, France) “lysing” soliisyonu eklenerek ortamdaki “debris” ve
eritrositler de uzaklagtinlmistir. Homojenize edilerek 10 dakika oda sicakliginda,
karanlikta bekletildikten sonra, hiicre stispansiyonu 250 X g’de santrifijj
edilmislerdir. Siirnatant sivi dokilerek hiicre pelleti tizerine ISOTON 1I (izotonik)
(Beckman Coulter, Marseille, France) eklenerek tekrar santrifiij edilmistir. Bu iglem
iki defa tekrarlanarak hiicrelerin baglanmamis antikorlardan ve “debris”lerden
kurtulmas: saglanmaktadir. Tiim bu iglemler sonunda tiiplere %1 paraformaldehit
iceren PBS (Biochrom, Berlin, Germany) soliisyonu eklenerek +4°C’de analiz
yapilana kadar bozulmadan beklemesi saglanmaktadir.

CD38-PE, CD23 FITC pozitif lenfositlerde 6l¢iilmiigtiir.

ZAP-70’in (intrasitoplazmik eleman) Boyanmasi

ZAP-70 igin ise intrasitoplazmik bir ¢aligma yiiriitiilmiigtiir. Yiizeyel
antikorlar1 eklenen tiipe 100 pl. tam kan 6rnefi koyulduktan sonra homojenize
edilerek 20 dakika oda sicaklifinda, karanlikta inkiibe edilmis ve hiicreleri
permeabilize etmek icin “IntraPrep Permeabilization” (Immunotech, Beckman
Coulter, Marseille, France) kiti eklenmigtir. Tiipe 100 pL Reagent 1 eklenerek 10
dakika oda sicakh@inda, karanlikta yiizeyel antikorlarin fiksasyonu saglandiktan
sonra, 2 mL ISOTON II (izotonik) (Beckman Coulter) eklenerek 250 X g’de santrifiij
edilmiglerdir. Stirnatant sivi, dibindeki hiicre pelleti oynatilmadan atildiktan sonra
hiicrelerin permeabilizasyonunu saglamék icin 100 uL Reagent 2 eklenerek 5 dakika
bekletilmiglerdir. 5 uL. ZAP-70 (Caltag, USA) antikoru eklenen tiipler homojenize
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edildikten sonra +4°C’de 2 saat inkiibe edilmiglerdir. Siire sonunda yiizeyel
boyamalar i¢in yapilan yikama islemleri yinelenerek %1 paraformaldehit igeren PBS
(Biochrom, Berlin, Germany) sollisyonu eklenerek +4°C’de analiz yapilana kadar
bozulmadan beklemesi saglanmistir.

PANEL
Tiip no | Miktar FITC PE ECD PC5
1 10 pL CD 45 CD 14 - -
2 10 uL. | Mouse IgG1 | Mouse IgG1 - Mouse IgG1
3 10 uL CD 19 CD5 - -
4 10 uL CD 23 CD38 - -
5 10 pL CD2 cZAP-70 - CD19

Caligmada her tiip icin 10.000 hiicre sayilmis; analizlerde ise RXP
yazilimi ve FC500 Cytomics (Beckman Coulter, Marseille, France) cihazi
kullanilmgtir.

ZAP-70

Sitoplazmada yerlesmis bu tirozin kinazin akim sitometrik olarak
caligilabilmesi  i¢in vurgulandifi gibi hiicre membraminin permeabilizasyonu
gerekmektedir. Bu permeabilizasyon islemi, laboratuarimizda IntraPrep
Permeabilization (Immunotech, France) kiti ile genel hiicre morfolojisinin
bozulmamas:  gozetilerek  gerceklestirilmektedir. ZAP-70’in  isaretlenmesi
asamasinda ise, Crespo ve ark. (30), Chen ve ark. (26) kullanmis oldugu materyalin
aynis1 uygulanmugtir: Rutin uygulamada 5 pL anti-ZAP-70 PE (Caltag, USA)
antikoru kullamlmaktadir.
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Istatistik

ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlan ile klinik ve biyolojik parametrelerin
arasindaki iligkiler “chi-square” ve baglantili olarak “Fisher’s Exact Test” ile
degerlendirilmigtir. Bu iki parametre arasinda uyumun olup olmadigina kappa testi
ile bakilmigtir. Verilerin analizinde ise SPSS (SPSS Inc, Chicago, USA) yazilim
kullanilmistar.

Tiim degerlendirmeler, AUTF Biyoistatistik ABD’de yapilmuistir.
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BULGULAR

Bu ¢aligmaya temmuz 2004 ile kasim 2005 tarihleri arasinda tarafimiza
bagvuran 51 adet KLL olgusu dahil edilmistir. Olgularin ¢alismaya katilmasinda tek
Olgiit olarak KLL tamisina sahip olmalar1 dikkate alinmig; tam1 zamanlari, daha Gnce
tedavi alip almadiklari, vb parametreler géz ardi edilmigtir. Hastalarin izlem
stirelerinde birden fazla sayida akim sitometrik incelemeleri yapilmig, bunlardan
bazilarinda da birden fazla sayida ZAP-70 ve CD38 ekspresyonu birlikte tetkik
edilmistir. Ancak objektiviteyi bozmamak adina olgularin varsa tam sirasindaki -
ZAP-70 ve CD38 analizini iceren- akim sitometrik tetkiki ya da izlem siirecinde
herhangi bir zamandaki -olasiysa en yakin; ZAP-70 ve CD38 analizini igeren- akim
sitometrik tetkiki degerlendirmeye alinmasgtir.

51 olgunun 30’u erkek (%58,8) ve 21’i de (%41,2) kadin olup, yas
ortalamasi1 59,72 + 12,15°tir. Tam1 zamanindaki bilgilerine ulagilan toplam 32
olgudan 22’si erken, 10’u ise ileri evrede ¢ikmugtir; sirasiyla %68,8 ve %31,3 (6).
Akim sitometrik analiz 6rneklemesi yapildig: tarihte bilgilerine ulagilan toplam 35
olgudan 21°i erken ve 14’ ise ileri evrede ¢ikmustir; sirasiyla % 60 ve %40.

15 olguda ZAP-70 pozitif (ekspresyon >%20) olarak saptanirken, 36
olguda ise negatif bulunmustur; sirasiyla %29,4 ve %70,6. Buna kargin, CD38
ekspresyonu ise 34 olguda pozitif (ekspresyon >%20) ve 17 olguda negatif
saptanmigtir; sirasiyla %66,7 ve %33,3.

ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlarimin yamnda iliskili olabilecegini
diisiindiigtimiiz bir takim klinik ve laboratuvar ozellikleri de degerlendirmeye
alinmigtir. Bunlardan bir tanesi de hastalarin doktora bagvuru sirasinda
yakinmalarinin olup olmamasidir. Bilgilerine ulasilan toplam 35 olgunun -akim
sitometrik olarak ZAP-70 ve CD38 analizinin yapildig: siiregte- 20°sinde herhangi
bir yakinma olmazken, 15’inde ise hastay1 doktora getiren nedenin hastalikla iligkili
bir yakinma oldufu saptanmigtir; sirasiyla %57,1 ve %42,9. Prognostik
belirteglerden bir tanesi olarak LDH diizeyleri de akim sitometrik analiz yapildif
siirecte tetkik edilmistir. Buna gére; 38 olguda normal simirlarda ve 13 olguda ise
yiiksek bulunmustur; sirasiyla %74,5 ve %25,5. Bir diger laboratuvar parametre olan
ve hiicre dongli, metabolizma hizinin gostergesi olarak sayilan iirik asid (UA)
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diizeylerine bakilacak olursa, aym sekilde akim sitometrik analiz sirasinda, 45 olguda
normal olarak saptanirken yalnizca 6 olguda yiiksek bulunmustur; sirasiyla %88,2 ve
%11,8. Rai ve Binet evreleme sistemlerinde de kullamilan ve ileri evrenin bir
gistergesi sayillan anemi de aym kosullarda analiz edilmigtir: 42 olguya karsilik
sadece 9 olguda anemi saptanmstir; sirasiyla %82,4 ve %17,6.

Hastalarin tedavi durumlari da incelenen parametreler arasindadir.
Hastalarda; tam: sirasinda, akim sitometrik analiz yapildig: sirada, diger herhangi bir
stiregte ve halihazirda giincel olarak tedavi uygulamip uygulanmadif: analiz
edilmigtir. Buna goére, tam1 sirasindaki bilgilerine ulasiimis 35 olgunun 24’iinde
tedavi gereksinmesi yokken 11’inde tedavi verilmigtir, sirasiyla %68,6 ve %31,4.
Akim sitometrik olarak ZAP-70 ve CD38 analizinin yapildig1 stirecte ise; toplam 35
olgunun 22’sinde tedavi verilmemisken 13’{inde ise verilmistir, sirasiyla %62,9 ve
%37,1. Hastalarin herhangi bir siiregte tedavi alip almadiklar da degerlendirilmis ve
sonunda 35 olgunun -bilgilerine ulagilmig- 25°i tedavi almazken 10°unun ise
herhangi bir sirada tedavi aldig1 saptanmugtir, sirasiyla %71,4 ve %28,6. Son olarak
hastalarin bu analiz yapildig1 siradaki tedavi gereksinmeleri de tetkik edilmigtir:
Bilgilerine ulasilan 35 olguda, benzer sekilde 25°e¢ karsihk 10 olgunun tedavi
almakta oldugu goriilmiistiir, sirastyla %71,4 ve %28,6.

Hastalarin gerek laboratuvar ve gerekse klinik parametreleri birbirleriyle
karsilagtinlmigtir. Bu siiregte, oncelikle tam1 sirasinda evre bilgisine ulagilmig
olgularin izlem dénemlerinin herhangi bir asamasinda ¢aligiimis olan ZAP-70 ve
CD38 ekspresyonlar1 ve aym periyoddaki diger laboratuvar-klinik parametrelerle
iligkileri ve ardindan da akim sitometrik olarak ZAP-70 ve CD38 ekspresyonunun
tetkik edildigi siradaki evre ile difer laboratuvar-klinik parametrelerin iliskileri
aragtinlmugtir. Sonrasinda da g¢alismamizin hareket kaynagim1 olusturan, akim
sitometrik olarak ¢aligilan ZAP-70 ve CD38 ekspresyonunun aym1 donemdeki diger
6zelliklerle iligkilerinin olup olmadig: analiz edilmistir.

Tan1 Sirasinda Evre ve Diger Bilgilerine Ulagilan Olgular

1975 yilinda Rai ve ark. ilk kez KLL evrelemesi ile ilgili ortaya
koyduklan sistemi yayinladiklarinda ortanca sagkalim rakamlarimi da sunmuglardur.
Orijinal olarak beg alt gruba ayirdiklart bu sistemi daha sonra 1987 yilinda Rai

28



yaymladig1 bir diger makalesinde modifiye ederek risk derecelendirmesine goére
diisiik, orta ve yiiksek olarak ii¢ gruba bolmiistiir (33). Bununla birlikte ilk sunulan
makaleye bakildiginda, Herishanu ve ark.min onerdikleri gibi, sag kalim siireleri g6z
Oniine alindiginda, hastalar1 diiglik riskli olarak evre 0 ve 1; yiiksek riskli olarak da
evre 2, 3 ve 4’e dahil olanlar seklinde iki gruba ayirabiliriz (7). Dolayisiyla
aragtirmamizda tam sirasimdaki evre ve iligkili bilgilerine ulagilan toplam 32 olgunun
22’si digiik-erken, 10’u ise yiiksek-ileri evreye girmektedir. Erken evredeki 22
hastanin 15’inde ZAP-70 negatif bulunmugken, yalmzca 7°sinde pozitif saptanmigtir,
sirasiyla %68,2 ve %31,8. Bununla birlikte, ileri evrede bulunan 10 hastanin da
8’inde ZAP-70 negatifken, yalnizca 2’sinde pozitif saptanmigtir, sirasiyla %80,0 ve
%20,0. Olgu sayisina uygun istatistiki degerlendirmede ise ZAP-70 ekspresyon
varliginin erken ve ileri evre arasinda farkli olmadig1 gériilmiigtiir (p=0,681). Benzer
analiz CD38 ekspresyonu igin de yapilmigtir. Erken evrede olan 22 olgunun 5’inde
negatif ve 17’sinde pozitif bulunmasma karsin, sirasiyla %22,7 ve %77,3; ileri
evredeki olgularin 6’sinda negatif ve ancak 4’linde pozitif saptanmigtir, sirasiyla
%60,0 ve %40,0. Evre ve CD38 arasinda da istatistiki bir anlam saptanamamgtir
(p=0,056).

Evre durumuyla, hastalarin bagvuru sirasinda yakinmalarinin olup
olmadifr da karsilagtinloustir. Buna gore; erken evrede olan 22 olgunun 14’{iniin
yakinmasinin olmadigi ve fakat 8’inin yakinmasimin oldugu saptanmigtir, sirasiyla
%63,6 ve %36,4. Ileri evreye bakildiginda ise 10 olgunun 5’inin yakinmasinin
oldugu ve 5’inin de olmadifi goOriilmiistiir, sirasiyla %50 ve %50. Tan sirasinda
evresi bilinen 32 olgunun yakinmalarinin olup olmamastyla yapilan karsilastirmada
istatistiki bir fark bulunamamigtir (p=0,699).

Prognostik gostergelerden bir tanesi olan LDH diizeylerinin normalin
iistiinde olup olmadigiyla hastalarin evre durumlar1 da birlikte analiz edilmiglerdir.
Erken evredeki 22 olgunun 17’sinde LDH diizeyleri normal sinirlarda saptanirken,
5’inde ise yiiksek bulunmustur, sirasiyla %77,3 ve %22,7. Buna karsin ileri evredeki
10 olgunun 7’sinde normal ve sadece 3’iinde yiiksek LDH diizeyleri tespit edilmistir,
sirastyla %70,0 ve %30,0. Istatistiki olarak evre durumuyla LDH diizeyleri arasinda
anlamh bir iligki saptanamamistir (p=0,681).
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Benzer degerlendirme bir diger prognoz belirteci UA ile yapilmustir.
Erken evredeki 22 olgunun 21°de UA diizeyleri normal sinirlarda olup sadece 1’inde
yiiksek bulunmustur, sirasiyla %95,5 ve %4,5. Bununla birlikte ilerievredeki 10
olgunun 8’inde normal ve sadece 2’sinde yiiksek UA degerleri saptanmustir, sirasiyla
%90,6 ve %9,4. Evre ve UA diizeyleri arasinda da istatistiki bir anlam
bulunamamustir (p=0,224).

Caligmamizda Hb degerinin < 10 gr/dl olmas1 durumunda anemi varli:
pozitif olarak degerlendirilmigtir. Buna gore erken evredeki 22 olgunun 21’inde
anemi yokken sadece 1’inde anemi saptanmugtir, sirasiyla %95,5 ve %4,5. Buna
karsin ileri evredeki 10 olgunun yarisinda anemi saptanmazken yarisinda ise anemi
varlifmna rastlanmistir, sirasityla %50,0 ve %50,0. Bu iki grup arasinda istatistiki
olarak fark saptanmugtir (p=0,06).

Tani sirasinda tedavi alip almama durumu da evre ile kargilagtirilmagtir.
Tam sirasinda erken evrede oldufu tespit edilmis 22 olgunun 19’unda tedavi
gereksinmesi yokken 3’liniin tedavi almis oldugu saptanmustir, sirasiyla %86.,4 ve
%13,6. Bununla birlikte ileri evredeki 10 olgunun 3’iine tedavi verilmezken 7’sine
ise tami siirecinde tedavi baglandig1 saptanmustir, sirastyla %30,0 ve %70,0. Evre
durumuyla tam sirasindaki tedavi gereksinmesi arasinda da istatistiki olarak anlamli
bir iligki saptanmistir (p=0,003).

Evre ile hastanin herhangi bir siirecteki tedavi gereksinmesi
kargilagtinldiginda ise; 22 adet erken evre olgusunun 16’sinda tedavi yokken, 6’sinda
tedavi verildigi bulunmustur, sirasiyla %72,7 ve %27,3. Bununla birlikte 10 adet ileri
evre olgusunun 7’sinde tedavi verilmezken, 3’iiniin tedavi almig oldugu
belirlenmigtir, sirasiyla %70,0 ve %30,0. Bu iki parametre arasinda istatistiki olarak
anlaml bir iligki saptanmamistir (p=1,000).

Sonuncu analiz ise, hastalarin tam sirasindaki evrelerine karsilik bu
degerlendirmenin yapildig1 halihazirda yani giincel olarak tedavi alip almadiklarimn
kargilagtirilmas: olmugtur. 22 erken evredeki olgunun 17’si giincel olarak tedavi
almazken 5°i halihazirda tedavi almaktadir, sirastyla %77,3 ve %22,5. Ileri evrede
bulunan 10 olgunun 6’sinda tedavi yokken, 5’ine ise giincel olarak tedavi
verilmektedir, sirasiyla %60,0 ve %40,0. Bunlarin arasindaki iliski ise istatistiki
olarak anlamli bulunamamigtir (p=0,407).
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Tablo: “Tam Sirasinda Evre ve Diger Bilgilerine Ulagilan Ol rular.”m Som.lg:lal.'l
PARAMETRE EVRE ISTATISTIK
ZAP-70 0-1 2-3-4 p=0,681
CD38 0-1 2-3-4 p=0,056
Yakinma 0-1 2-3-4 p=0,699
LDH - UA 0-1 2-3-4 p=0,681 p=0,224
Anemi 0-1 2-3-4 p=0,06
Tam Siirecinde Tedavi 0-1 2-3-4 p=0,003
Diger - Giincel Tedavi 0-1 2-3-4 p=1,000 p=0,407

Akim Sitometrik Caliymamn Yapildigi Siirecteki Evre ve Diger Parametrelerin
Analizi

Hastalarin degerlendirilmesinde temel olarak alinan gerek ZAP-70 ve
gerckse CD38 ekspresyonlarimin analiz edildigi akim sitometrisinin ¢ahgildig
dénemdir. Vurgulandif: iizere, hastalarin izlem siire¢lerinde KLL tanisina yonelik
birden fazla sayida akim sitometrik ¢alisma ya da ZAP-70 ve CD38 analizlerini
igeren prognostik belirlemeye yonelik birden fazla sayida akim sitometrik ¢alisma
gerceklestirilmistir. Homojenizasyon ve objektivite gézetilerek, ¢alismanin amacinda
olmayan “izlem” parametresi de goz ardi edilerek, hastalik siireclerinin bir
boéliimiinde ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlar tayin edilmis olgularin bu déneme ait
evre ve klinik-laboratuvar 6zellikleri birbirleriyle kargilastiriimigtar.

Belirtilen bu doneme ait bilgilerine ulagilan toplam olarak 35 olgu
saptanmistir. Bunlardan erken evrede olan 21 olgunun 14’tinde ZAP-70 ekspresyonu
negatif olarak saptamirken, 7’sinde ise pozitif bulunmustur, sirasiyla %66,7 ve
%33,3. Ileri evrede olan 14 olgunun 10’unda ZAP-70 ekspresyonu negatifken,
sadece 4’linde pozitiftir, sirasiyla %71,4 ve %28,6. Akim sitometrik inceleme
yapilan doneme iligkin ZAP-70 ekspresyonu ile evre durumu arasinda istatistiki
anlamhi bir fark saptanamamigtir (p=1,000). Benzer olarak aym siiregteki CD38
ekspresyonlar1 da analiz edilmislerdir. Buna gore; erken evrede olan 21 olgunun
7’sinde negatif ekspresyon saptanirken, 14’itinde ise pozitif bulunmugtur, sirasiyla
%33,3 ve %66,7. Ileri evreye iligkin 14 olgudan 6’sinda negatif ve 8’inde ise pozitif
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CD38 ekspresyonu bulunmustur, sirasiyla %42,9 ve %57,1. Bu iki grup arasinda da
CD38 ekspresyonu ydniinden bir fark gériilmemistir (p=0,568).

Hastalarin akim sitometrik analiz yapildi§1 dénemdeki bagvuru sirasinda
yakinmalarin olup olmamasi da gozetilmis ve bunlar da ZAP-70 ve CD38
ekspresyonlar1 ile karsilagtinlmigtir. Erken evredeki 21 olgunun 15’inde yakinma
yokken, 6’simn ise herhangi bir hastalik iligkili yakinma ile doktora bagvurdugu
saptanmustir, sirasiyla %71,4 ve %28,6. Buna kargin ileri evredeki 14 olgunun 5’inde
herhangi bir yakinmaya rastlanmazken 9’unda ise saptanmustir, sirasiyla %35,7 ve
%64,3. Evre durumu ile yakinma olup olmamast arasinda ise istatistiki bir fark
saptanmugtir (p=0,036).

LDH diizeylerinin erken evredeki 18 olguda normal, 3 olguda
yiiksekken, sirastyla %85,7 ve %14,3; ileri evredeki 8 olguda normal ve 6 olguda ise
yiiksek oldugu saptanmigtir, sirasiyla %57,1 ve %42,9. Evre durumu ve LDH
diizeyleri arasinda herhangi bir istatistiki fark bulunamamigtir (p=0,112).

UA diizeylerine bakildiginda ise; erken evrede bulunan 20 olguda normal
ve 1 olguda yiiksekken, sirasiyla %95,2 ve %4,8; ileri evredeki 10 olguda normal ve
sadece 4 olguda normalin iistiinde oldugu goriilmiistiir, sirasiyla %71,4 ve %28,6.
Evre durumu ve UA diizeyleri arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark
saptanmamugtir (p=0,134).

ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlan ile anemi varlif1 da karsilagtinimistir.
Buna gore; 19 erken evre olguda anemi saptanmazken, sadece 2 olguda anemi
varhigina rastlanmugstir, sirastyla %90,5 ve %9,5. lIleri evrede olup da anemi
saptanmayan 10 olguya karsilik 4 olguda ise anemi bulunmugtur, sirasiyla %71,4 ve
%28,6. ZAP-70 ve CD38 ekspresyonunun ¢aligildigi periyodda, ileri ya da erken
evrede olmakla anemi varlif arasinda anlamli bir iligki saptanamamgtir (p=0,191).

Analizi yapilan bir diger parametre ise her iki markerin ekspresyonlarinin
calisildign donemdeki evre durumu ile tedavi gereksinmesi arasinda bir iligski olup
olmadigidir. Bu déneme iliskin erken evrede bulunan 16 olguya tedavi verilmezken,
5 olguya ise uygulanmis oldugu goriilmiistiir, sirasiyla %76,2 ve %23,8. Ileri
evredeki 6 olgu tedavi almazken, 8 olgu ise tedavi gormiistiir, sirastyla %42,9 ve
%57,1. Evre durumu ile tedavi gereksinmesi arasinda ise anlamli bir fark
saptanmistir (p=0,046).

32



Hastalarin izlem siireglerinde herhangi bir zamanda tedavi alip
almadiklan ile akim sitometrik analiz yapildign d6éneme iligkin evre durumlan
kargilagtirildiginda; erken evredeki 15 olgunun tedavi almadig1 ve fakat 6 olgunun
aldipn goriilmistiir, sirasiyla %71,4 ve %28,6. Ileri evredeki 10 olgunun da benzer
sekilde tedavi almadigi ve buna karsin sadece 4 olgunun tedavi almig oldugu
saptanmugtir, sirasiyla %71,4 ve %28,6. Bu iki parametre arasinda da anlamli bir fark
goriilmemistir (p=1,000).

Son olarak, evre durumlariyla bu analizin yapildig1 dénemdeki giincel
tedavi gereksinmeleri karsilagtirilmigtir. Buna gore; erken evredeki 17 olgu
halihazirda tedavi almazken sadece 4 olguya tedavi verilmekte oldugu goriilmiistiir,
sirastyla %81,0 ve %19,0. Giincel olarak, ileri evredeki 8 olgu tedavisiz
izlenmekteyken, 6 olgu ise tedavi almaktadir, sirasiyla %57,1 ve %42,9. Bu iki
durum arasinda da istatistiki bir fark bulunamamgtir (p=0,151).

Tablo: Akim Sitometrik Caligmanin Yapildign Siiregteki Evre ve Diger
Parametrelerin Analizi

PARAMETRE EVRE ISTATISTIK
ZAP-70 0-1 2-3-4 p=1,000
CD38 0-1 2-3-4 p=0,568
Yakinma 0-1 2-3-4 p=0,036

LDH-UA 0-1 2-3-4 p=0,112 p=0,134
Anemi 0-1 2-3-4 p=0,191
Tedavi 0-1 2-3-4 p=0,046

Diger - Glincel Tedavi 0-1 2-3-4 p=1,000 p=0,151

ZAP-70 Ekspresyonu Ile Diger Klinik ve Laboratuvar Parametrelerinin
Karsilagtiriimas:

ZAP-70 ekspresyonu negatif olan 36 olgunun erkek ve 13 olgunun da
kadin oldugu, sirasiyla %63,9 ve %36,1; buna kargin ZAP-70 ekspresyonunun pozitif
saptandi1 15 olgudan 7’sinin erkek ve 8’inin de kadin oldugu bulunmustur, sirasiyla
%46,7 ve %53,3. Dolayisiyla ZAP-70 ekspresyonu ile cinsiyet arasinda istatistiki bir
iligki saptanamamistir (p=0,255).
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ZAP-70 ekspresyonu caligildify sirada bilgilerine ulagilmis olan 35
olgunun yakinmalarinin olup olmadigi da analiz edilmigtir. Buna gore ZAP-70
ckspresyonu negatif olan 24 olgunun 17’sinde herhangi bir yakinmaya
rastlanmazken, sadece 7°sinde hastalik iligkili bir yakinma tespit edilmigtir, sirasiyla
%70,8 ve %29,2. Buna karsin, ZAP-70 ekspresyonu pozitif saptanan 11 olgunun
3’linde herhangi bir yakinma bulunmazken, 8’inde ise hastay:r doktora getiren bir
yakinmaya rastlanmigtir, swrasiyla %27,3 ve %72,7. Hastalannn ZAP-70
ekspresyonlar1 ile yakinmalarimin olup olmamasi arasinda anlamli bir fark
bulunmugtur (p=0,027).

ZAP-70 ekspresyonu negatif olan 28 olgunun LDH diizeyleri de diisiik
saptanirken, 8 olguda ise LDH normalin iistiinde saptanmugtir, sirastyla %77,8 ve
%22,2. Buna karsin ZAP-70 ekspresyonu pozitif olan 10 olguda LDH normal ve 5
olguda ise normalin iistiinde saptanmigtir, sirasiyla %66,7 ve %33,3. ZAP-70
ekspresyonu ile LDH diizeyleri arasinda da anlamli bir iligki saptanamamigtir
(p=0,487).

Ayn1 degerlendirme UA diizeyleri ile yapildiginda; ZAP-70 negatif 34
olguda UA diizeyleri de normal smirlarda ve 2 olguda da normalin istiinde
bulunmustur, swrasiyla %94,4 ve %5,6. Buna paralel olarak ZAP-70 pozitif
olgulardan 11’inde UA normalken, 4’iinde ise yiiksek ¢ikmugtir, sirasiyla %73,3 ve
%26,7. ZAP-70’in ekspresyonu ile UA diizeyleri arasinda da bir iligki
bulunamamustir (p=0,054).

Gerek Binet ve gerekse Rai evrelendirme sisteminde ileri evre géstergesi
olarak kullamilan anemi ile ZAP-70 ekspresyonu Kargilagtirnlmigtir. ZAP-70
ekspresyonu negatif olan 31 olguda anemi saptanmazken, 5 olguda bulunmusgtur,
sirastyla %86,1 ve %13,9. Bununla birlikte ZAP-70 ekspresyonu pozitif olan 11
olguda anemi saptanmazken ancak 4 olguda bulunmustur, sirastyla %73,3 ve %26,7.
Bu iki parametre arasinda da bir iligki yoktur (p=0,421).

ZAP-70 ekspresyonunun c¢ahisildigi siiregte hastalarin tedavi alip
almadiklar: da degerlendirilmigtir. Buna gére; ZAP-70 ekspresyonu negatif olan 18
olgu tedavi almazken sadece 6 olgu tedavi almustir, sirasiyla %75,0 ve %25,0. Buna
karsin, ZAP-70 pozitif olan 4 olgunun tedavi gormemesine karsilik 7 olgu tedavi

34



almugtir, sirastyla %36,4 ve %63,6. Ancak bu iki parametre arasinda da istatistiki
olarak bir fark bulunamamigtir (p=0,057).

Son olarak ZAP-70 ekspresyonu hastalarin izlem siirelerinin sonunda, bu
analizin yapildig siiregteki tedavi gereksinmeleri ile karsilagtinlmistir. Buna gére; 24
adet ZAP-70 negatif olgudan 21’ine halihazirda tedavi verilmezken, 3 olgunun ise
tedavi almakta oldugu saptanmugtir, sirasiyla %87,5 ve %12,5. ZAP-70 ekspresyonu
pozitif olarak bulunan 11 olgunun 4’iiniin tedavi almadif1 saptanmigken 7’sinin ise
giincel olarak tedavi altinda oldugu goriilmistiir, swrasiyla %36,4 ve %63,6.
Hastalarin giincel tedavi durumlari ile ZAP-70 ekspresyonlarimin varlifi arasinda
istatistiki bir iliski gbze carpmaktadir (p=0,004).

Tablo: ZAP-70 Ekspresyonu ile Diger Parametrelerinin Karsilastirilmasi

PARAMETRE ZAP-70 ISTATISTIK
Cinsiyet NEGATIF POZITIF p=0,255
Yakinma NEGATIF POZITIF p=0,027

LDH - UA NEGATIF POZITIF p=0,487 p=0,054
Anemi NEGATIF POZITIF p=0,421
Tedavi NEGATIF POZITIF p=0,057
Giincel Tedavi NEGATIF POZITIF p=0,004

CD38 Ekspresyonu Ile Diger Klinikk ve Laboratuvar Parametrelerinin
Karsilagtirilmasi

Hiicre membraninda bulunan CD38 de ekspresyonu ¢aligiimig olan bir
diger prognostik belirtectir. Cinsiyet ile iligkili olup olmadifina yonelik yapilan
analizde; CD38 ekspresyonu negatif saptanan 17 olgunun 10°u erkek ve 7’si kadin
olarak saptanirken, sirasiyla %58,8 ve %41,2; CD38 ekspresyonu pozitif olan 34
olgunun 20’sinin erkek ve 14’iiniin de kadin oldugu goriilmiistiir, sirasiyla %58,8 ve
%41,2. Cinsiyet ile CD38 ekspresyonu arasinda istatistiki bir iliski bulunamamigtir

(p=1,000).
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Hastalar1 doktora getiren herhangi bir yakinma olup olmamasiyla CD38
ekspresyonu birlikte analiz edilmislerdir. Buna gére; CD38 negatif olan 7 olgunun
yakinmasi yokken, 6 olguda ise hastalik iligkili bir yakinmaya rastlanmigtir, sirasiyla
%53,8 ve %46,2. CD38 pozitif olan 13 olguda yakinma saptanmamigsken, 9 olguda
ise yakinma oldugu bulunmustur, sirasiyla %59,1 ve %40,9. CD38 ekspresyonunun
analiz edildigi donemde hatanin yakinmasinin olup olmamas: arasinda istatistiki bir
iliski saptanamamugtir (p=0,762).

LDH diizeyleri i¢in de benzer sonuglar elde dilmistir. CD38 ekspresyonu
negatif olan 15 olguda LDH normal ve 2 olguda ise yiiksek bulunmugtur, sirasiyla
%88,2 ve %11,8. Buna karsin CD38 ekspresyonu pozitif olan 23 olguda LDH normal
saptanirken 11 olguya da LDH yiiksekligi eslik etmistir, sirasiyla %67,6 ve %32,4.
Ancak her iki parametre arasinda anlaml bir fark bulunamamistir (p=0,175).

CD38 ekspresyonu negatif olan 15 olguda UA diizeyleri de normalken,
sadece 2 olguda yiiksek bulunmugtur, sirasiyla %88,2 ve %11,8. Bununla birlikte,
CD38 ekspresyonu pozitif olan 30 olguda UA normalken, sadece 4 olguda yiiksek
bulunmustur, sirasiyla %88,2 ve %11,8. CD38 ekspresyonu ile UA diizeyleri
arasinda anlaml bir iliski saptanamamigtir (p=1,000).

Anemi varligi ile CD38 ekspresyonu Kkarsilagtirildiginda ise; 13 tane
CD38 negatif olguda anemi yokken, yalmzca 4 olguda saptanmugtir, sirasiyla %76,5
ve %23,5. Bununla birlikte, 29 tane CD38 pozitif olguda anemi bulunamamig ve
fakat yalmzca 5 olguda anemiye rastlanmistir, sirasiyla %85,3 ve %14,7. Ancak
CD38 ekspresyonu ile anemi varlif: arasinda da bir iligki bulunamamistir (p=0,459).

CD38 analizinin yapildif1 siiregte olgularin tedavi alip almadiklan da
degerlendirilmistir. CD38 ekspresyonu negatif saptanan 13 olgunun 10’u tedavi
almazken 3 olgunun tedavi altinda oldufu saptanmugtir, sirasiyla %76,9 ve %23,1.
Buna karsin CD38 ekspresyonu pozitif saptanmis 22 olgunun 12’sinde tedavi
gereksinmesinin olmadigi ve 10’unda ise tedavi verildigi saptanmasina kargin,
sirastyla %54,5 ve %45,5; aralarninda istatistiki bir fark saptanamamigtir (p=0,282).

Son olarak CD38 ekspresyonu ile analizin yapildig1 giincel dénemdeki
tedavi gereksinmesi de karsilagtirilmistir. CD38 negatif 13 olgudan 11’ine tedavi
verilmezken, 2’sine ise tedavi uygulanmakta oldugu goriilmiistiir, sirasiyla %84,6 ve
%]15,4. Buna karsimn CD38 ekspresyonu pozitif olan 22 olgudan 14’ii tedavisiz
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izlenmekteyken, 8’inin halihazirda tedavi aldifi saptanmustir, swrasiyla %63,6 ve
%36,4. CD38 ekspresyonu ile giincel tedavi durumu arasinda anlamhi bir iligki
saptanamamstir (p=0,259).

Tablo: CD38 Ekspresyonu Ile Diger Klinik ve Laboratuvar Parametrelerinin

Karsilagtirilmasi ] -
PARAMETRE CD38 ISTATISTIK
Cinsiyet NEGATIF POZITIF p=1,000
Yakinma NEGATIF POZITIF p=0,762
LDH - UA NEGATIF POZITIF p=0,175 p=1,000
Anemi NEGATIF POZITIF p=0,459
Tedavi NEGATIF POZITIF p=0,282
Giincel Tedavi NEGATIF POZITIF p=0,259

ZAP-70 ve CD38 Ekspresyonlarimin Uyumu

ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlarinin birbiriyle uyumlu olup olmadiklar
analiz edilmistir. Burada amag, birbirlerinin ekspresyonlarina aym yonde eglik edip
etmediklerinin belirlenmesidir. Sonugta; ZAP-70 negatif olan 15 olgunun CD38
negatif ve ZAP-70 pozitif olan 13 olgunun CD38 pozitif oldugu, buna karsin; ZAP-
70 negatif olan 21 olgunun CD38 pozitif ve ZAP-70 pozitif olan 2 olgunun ise CD38
negatif oldugu bulunmustur. Kappa testi ile yapilan istatistiki degerlendirmede,
aralarinda uyum olmadif: goériilmiistiir.
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TARTISMA

Tiim B hiicre maligniteleri aym ortak hiicre dizi gelisim yolunu
paylagmalarina kargin, birbirlerinden farkl klinik, laboratuvar, molekuler ve genetik
Ozellikler igceren bir spekturumda yerlesmiglerdir (33). KLL ise, on yillar boyunca,
yakin zamana kadar, “yaglilik ¢ag1 hastalif1” olarak bilinip, tedavisinde “bekle gér”
politikasinin izlendigi, gbrece yavas seyirli bir antite olarak bu grup altinda yer
bulmugtur. Genellikle olgularin yarisindan ¢ogunun klinik semptomsuz olduklari
gerceSinin temel olusturdugu bu goriis, tedavi segiminde de hastalara minimal
toksisite yaratacak sekilde -ve gerekiyorsa tedavisiz- davranilmasini gerektirmigtir.
Ancak son bes yilda KLL ve dahasi prognostik kriterler lizerine yapilmig
calismalarda elde edilen veriler, akla yeni sorulari getirmigtir. $6yle ki: Erken
evredeki hangi hastalar tedaviyi hak etmektedir? Hangi hastalar daha agressif tedavi
almalidirlar? Hangi olgular, kok hiicre transplantasyonuna yonlendirilmelidirler?
Kuskusuz tiim bu sorulara yamt vermek, hastalifin prognostik belirteglerinin iyi
analiz edilmesi ve hangilerinin sag kalim tiizerinde ne derecede etkili oldugunun
belirlenmesi ile olasidir.

Son zamanlarda KLL iizerine yapilan ¢alismalarda prognozla iligkili
veriler elde edilirken, belki de daha heyecan verici olarak hastalifin biyolojisinde de
farkli yaklagimlar ortaya gikarilmigtir. Gerek BCR, gerekse bellek hiicreleri ve viral
ajanlara devamli maruziyet konusundaki bulgular; hastah@in immatur ve yavas
cogalan lenfositlerin birikimi yoniindeki tamimlanmasim degistirerek, iki farkh
grubun egemen oldugu ve apoptozisden korunmus olgun bellek hiicrelerinin ya da
proliferasyonun degisik agamalarinda bulunan ve yine apoptozisden korunmus B
hiicrelerinin egemenliginden s6z edilmesine yol agmistir (34).

KLL’nin en 6nemli o6zelliklerinden bir tanesinin klinik heterojenite
oldugu gergektir (35). Tiim diinyada kabul goéren, gerek Binet ve gerckse Rai
evreleme sistemleri tedavi karar1 vermede halihazirda ilk gézetilen kriterler olmasina
kargin, klinik seyrin belirlenmesinde her zaman igin glivenilir birer dayanak
olmadiklan goriisii gittikge taraftar bulmaktadir. Pek ¢ok hasta sessiz seyirli bir
klinige sahip olup tedavi gerektirmezken, bagkalar1 ise oldukga agressif bir klinik
akibete sahiptirler (4). Genellikle bilinmektedir ki, erken evrede olan yani disiik
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malign yiike sahip olgular -diisiik tiiméral yiikke sahip olgular- kemoterapiden -
Ornegin klorambusil- yarar gérmezler. Bununla birlikte; asemptomatik olup ve fakat
hizla progres gosterecegi tahmin edilebilen erken evredeki olgulara belki “purine”
analoglar1 ya da monoklonal antikorlar gibi remisyona sokma potansiyeli olan
tedavilerin ilk segenek ve erkenden uygulanmasi diigtincesi akla getirilmelidir.
Dolayisiyla bu tip hastalarin belirlenmesi-tanimlanmas: gittikge 6nem kazanan bir
antite olmaktadir.

Immiinoglobulin agir zincir geninin degisken bolgesinin unmutasyonal
olmasi, ister erken ve isterse ileri evredeki olgularda kotii bir prognostik gostergedir.
Yapilan “multivariate” analizlerde IgVH gen mutasyonal durumunun en iyi klinik
akibet belirleyici marker oldugu saptanmistir (4). Bununla birlikte bu test, zor, pahali
ve rutinde uygulamaya uygun degildir. Ancak simdiye kadar yapilmig birkag
¢alismada ZAP-70 ekspresyonu ile IGVH gen mutasyonal durumu arasinda %77°den
>%90’a kadar varan Olgiilerde bir korelasyon oldugu gosterilmistir (35). Buna ek
olarak ZAP-70 overekspresyonunun kisa sag kalimi isaret ettigine iligkin kanitlar
sunan ¢aligmalar da vardir (35).

Biz de bu noktadan hareketle KLL olgularinda izlemlerinin herhangi bir
dénemlerinde -ister tam sirasinda ve isterse bagka bir sliregte- tedavi alip
almadiklarina bakmaksizin, akim sitometrik olarak ZAP-70 ve ek olarak CD38
ekspresyonunu analiz ederek bunlari difer klinik ve laboratuvar ozelliklerle
karsilagtirmak istedik. Toplam 51 adet olgunun akim sitometrik incelemesine
ulagirken, bu say1 farkli parametreler igin degisiklikler gostermekteydi. Bunlar
tabloda sunulmugtur.

Tablo: Parametrelere gore olgu sayilarimin dagilim

Akim Sitometrisi ]
Parametre | Toplam | Yag/Cins Tamdaki Evre . Yakinma LDH UA Anemi Tedavi
Analizindeki Evre
Olgu Sayis 51 51 32 35 35 51 35

Calismamizin sonuglarim dért boliimde incelemeyi uygun gordik:
Bunlardan birincisi “Tam1 Sirasinda Evre ve Diger Bilgilerine Ulasilan Olgular”,
ikincisi “Akim Sitometrik Caligmamn Yapildifi Stiregteki Evre ve Diger
Parametrelerin Analizi”, iiglinciisii “ZAP-70 Ekspresyonu Ile Diger Klinik ve
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Laboratuvar Parametrelerinin Kargilagtirilmas1” ve dordiinctisii ise “CD38
Ekspresyonu Ile Diger Klinik ve Laboratuvar Parametrelerinin Karsilastirilmasi”

Tam Sirasinda Evre ve Diger Bilgilerine Ulagilan Olgular

Toplam 51 olgunun 32’sinde hastaliga tam konuldugu siiregteki bilgilere
ulagsma olanag bulduk. Olgularin evre durumlariyla ZAP-70 ekspresyonlarimn
karsilastiilmasinda anlamli bir iligki saptayamadik. Buna benzer olarak CD38
ckspresyonlarinin da evre durumuna gore farkli bir prezentasyonunu belirleyemedik.
Kot klinik seyirle iligkili olan ZAP-70 -ve bazi yaymlara goére CD38-
ekspresyonunun daha kisa sag kalima sahip ileri evreyle birlikteligi beklenmekteyse
de, caligmamizda ileri evredeki bu olgularda tedavi gereksinmesinin erken evreye
gore istatistiki olarak farkli -yiiksek- ¢ikmasi (p=0,003) ve yine ileri evredeki bu
olgularda anemi varlimin erken evredekilere gére anlamh olarak farkh (p=0,06)
¢ikmasi bir bakima evreleme sisteminin halihazirda gegerli olan prognostik énemini
bir kez daha ortaya koymaktadir. Degerlendirme sonucunda; 6zellikle evre ve tedavi
gereksinmesinin birlikteliginin anlamh ¢ikmasi, NCI tarafindan belirlenen ve
yayinlanan “KLL’de tedavi endikasyonlari”na da uymaktadir (16).

Akim Sitometrik Caligmamin Yapildig: Siiregteki Evre ve Diger Parametrelerin
Analizi
Hastalarin degerlendirilmesinde temel olarak alinan gerek ZAP-70 ve

gerekse CD38 ekspresyonlarimin analiz edildigi “akim sitometrisinin calisildig
dénemdir”. Homojenizasyon ve objektivite gézetilerek, c¢alismanin amacinda
olmayan “izlem” parametresi de g6z ardi edilerek, hastalik siireglerinin bir
béliimiinde ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlar tayin edilmis olgularin bu déneme ait
evre ve klinik-laboratuvar &zellikleri birbirleriyle karsilagtirilmistir. Belirtilen bu
doneme ait bilgilerine ulagilan toplam olarak 35 olgu saptanmigtir. Bu olgularin
erken evrede olanlarinda herhangi bir yakinmaya rastlanmazken, ileri evreye sahip
olanlarin belirgin yakinmalarinin oldugu gériillmiistiir (p=0,036). Bununla iligkili
olarak, tedavi gereksinmesinin de ileri evredeki olgularda anlamh bi¢imde yiiksek
bulundugu goriilmiistiic (p=0,046). Her iki parametreye de ZAP-70 ve CD38
ekspresyonlarinin eslik etmemesi dikkat gekicidir.
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ZAP-70 Ekspresyonu Ile Diger Klinik ve Laboratuvar Parametrelerinin
Kargilagtirilmasi
51 olgunun ZAP-70 ekspresyonu tespit edilerek, aym siiregteki diger

parametrelerle karsilagtirtlmigtir. 35 hastanin bilgilerine ulagilabilen degerlendirme
sonucunda, hastalar1 doktora getiren KLL ile iliskili herhangi bir yakinma varlig ile
kotli prognostik seyrin bir belirteci olan ZAP-70 ekspresyonu arasinda anlaml bir
iligki saptanmugtir (p=0,027). Daha onceki boliimde vurgulanan, ileri evre ile
yakinma arasinda ¢ikan anlamh iligki burada da kendini ZAP-70 ile birlikte
gOstermektedir. Ilging bir diger sonug ise; ZAP-70 overekspresyonu saptananlarin
izlem siirelerinin gtincel agamasinda tedavi almakta olduklaridir (p=0,004). Zaten son
zamanlarda daha fazla aragtirici tarafindan sSylene geldigi gibi, uzun siireli akibeti
saptamada, evreleme sistemlerinden ¢ok “IgVH gen durumu” ya da onunla korele
olan “ZAP-70 ekspresyonunun” daha fazla belirleyici olduklan yoniindeki goriise
paralel olarak, biz de degerlendirmemizin sonucunda giincel tedavi gereksinmesinin
6ngoriilmesinde ne tan sirasindaki ve ne de akim sitometrisi ¢alisildif1 siradaki evre
durumunun degil sadece ZAP-70 ekspresyonunun belirleyici oldugunu saptadik.

CD38 Ekspresyonu Ile Diger Klinik ve Laboratuvar Parametrelerinin
Kargilagtiriimasi
Malavasi ve ark.nin 1994 yilinda yaymlanan makalelerinde, 16semik

gelisimde erken differansiyasyon asamalarinda kalmig ve 6liimsiiz olan hiicrelerde
CD38 ekspresyonuna rastlanirken, daha differansiye hiicrelerde ise bu ekspresyonun
olmadid1 belirtilmigtir (36). Son yillarda ise KLL’yi de igeren pek ¢ok 16semi tipinde
akibet ve hastalik progresyonu ile ilgili olarak CD38 ekspresyonundan da soz
edilmektedir (20). Biz de projemizde CD38 ekspresyonunu toplam 51 olguda analiz
ederek diger parametrelerle kargilagtirdik. Ancak bu markerin overekspresyonu ile
diger klinik ve laboratuvar ozelliklerinden higbirisinin anlamhi bir iligkisini
saptayamadik. Damle ve ark.1 ¢aligmalarinda “Rai intermediate” risk grubunda olup
da CD38 ekspresyonu %30’un iizerinde olan olgularin kotii klinik gidise sahip
olduklarin1 agiklamalarina karsin, Heintel ve ark. ise bizim sonuglarimiza benzer
olarak CD38 pozitifligi ile erken evredeki kétii klinik seyir arasinda bir iligki
saptamamiglardir (20).
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SONUC

Kronik lenfositer 16seminin, IgVH mutasyonal durumuna gore iki alt
gruba ayrildig: ve bunlardan mutasyon form igermeyen grubun klinik progresyon,
gorece ileri evre ve kisa saf kalim gibi daha agressif hastalik 6zelliklerine sahip
oldugu, yakin zamana dayanan caligmalarda gosterilmistir (19). Dahasi, DNA
microarray analizleriyle, ZAP-70 ekspresyonunun unmutasyonal form igeren olgu
grubunda daha yiiksek oldugu saptanmustir (37). Son iki yilda ardi ardina yapilan
genis serili ¢aligmalarda ise, ZAP-70 ekspresyonunun mutasyonal durumun bir
gostergesi oldugu ve ayrica kendi bagina hastalik progresyonu ile sag kalim
konularinda yararlamlabilecek bir prognostik marker olabilecegi belirtilmektedir (4,
30). Normalde, T lenfosit ve NK hiicrelerinin eksprese ettigi bilinen ZAP-70’in
losemik B KLL hiicrelerinde de eksprese oldufunun anlagilmasim takiben hiz
kazanan bu tirozin kinaz iizerindeki galigmalardan birisinde, ZAP-70 varlig, 16semik
hiicrelerin yam sira normal lenfoid dokularda yerlesmis lenfositlerde de saptanmigtir
(23). Daha da ilginci, Herishanu ve ark.nin bir ¢aligmasinda, KLL olgularinda B
16semik hiicrelerdeki ZAP-70 overekspresyonuna hasta olgulardan elde edilen T
lenfositlerdeki ZAP-70 overekspresyonunun eslik ettiginin gésterilmesidir (37).

Tiim bunlarin yaninda ZAP-70 ve CD38’in akim sitometrik analizlerinin
birlikte yapilarak, bunlar1 yakinma, LDH, UA ile birlikte tedavi gereksinmesi ve evre
durumuyla karsilagtiran bir ¢alisma daha literatiirde bulunamamistir. Bu noktadan
hareketle biz de, tam1 zamanina ve tedavi alip almadiklarina bakmaksizin, hasta
segiminde yalnizca akim sitometrik olarak herhangi bir donemde ZAP-70 ve CD38
ekspresyonlarimn analiz edilmis olmasim gozeterek, KLL olgularinda geriye doniik
olarak bu ekspresyonlari, cinsiyet, yas, evre durumu, analizin yapildigr dénemdeki
yakinma-LDH-UA-tedavi, herhangi bir siiregteki tedavi ve giincel tedavi
durumlartyla karsilastirdik. 51 adet akim sitometrik sonuca karsilik her hastamn tim
parametrelerine ulasilamamasindan kaynaklanan sorunlardan otiirii analizi yapilan
diger 6zellikler her zaman aym: sayida olmadi. Buna karsin; ileri evredeki hastalarda
tedavi uygulanma durumu ile anemi varlifinin erken evredekilere gore birlikte
yliksek bulunmasi hem evreleme sistemi ile korelasyon gostermesi ve hem de

NCI'nin 1996 yilinda yeniden gozden gegirerek Onerdigi “tedavi endikasyonlar1”
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semasina uymas: bakimindan 6nensenmesi gereken bir sonu¢ olarak durmaktadir
(16).

Olgularin ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlarinin analiz edildigi doneme ait
diger parametreleriyle iligkisine bakildiginda da, kargimiza, ileri evredeki olgularin
yakinmalan ve tedavi gereksinmelerinin erken evredekilerden anlamli bir gekilde
yiiksek oldugu ¢ikmaktadir. Bir o6nceki sonugla uyumlu olmasinin yaminda,
neredeyse %50 olgudan fazlasinda asemptomatik olan bu hastalikta, hastayr doktora
getiren herhangi bir yakinma varlifinin ileri evreyle birlikteliginin tespiti belki de
pratik uygulamada tedavi 6ngériisli i¢in yol gosterici olabilecektir. Bu sonuca 6zgii
olmak iizere literatiirde herhangi bir yaklaguma rastlanmamis olmasi da ilgingtir.

Analiz gruplarimizdan bir digerinde ise, ZAP-70 overekspresyonu ile
hastalarin “yakinma ve giincel tedavi gereksinmelerinin birlikteligi” saptanmigtir.
KLL’de tedavi segiminde klinik evrenin yaminda, lenfosit ikilenme zamam, KI
infiltrasyonunun dogasi, beta 2 mikroglubulin, timidin kinaz, CD23 ve son
yaymnlarda desteklendigi gibi CD38 ekspresyonlarimin diizeyi de goz Oniinde
tutularak karar verilmesi gerektigi bilinmektedir (7). Bununla birlikte, IgVH gen
mutasyonal durumu ve ZAP-70 ekspresyon diizeyleri ise son yillarda 6nem kazanan
ve gelecekte tedavi segiminde ilk gozetilecek kavramlar olmaya aday
parametrelerdir. Klinisyenin -hele de hastanin gen¢ olmasi durumunda- tiim bu
sayilanlar1 gozeterek ve 6zellikle erken evredeki hastalarda pozitifliklerini dikkate
alarak, tedavi plamm ©ngormesi gerekmektedir (7). Bu karara yardimci olacak iki
parametre ise ¢aligmamizda belirmigtir: Yakinmayla bagvuran hastalarda ZAP-70
ekspresyonu yiiksek bulunmugtur. Dolayisiyla, genellikle asemptomatik olan bu
hastalik grubunda hastay: doktora getiren bir yakinmamn varhigi bile ko6t klinik
seyrin gostergesi ZAP-70 overekspresyonuyla birliktelik gdstermektedir. Dahas1 bu
hastalarin, izlem siireglerinin herhangi bir déneminde -galiymamizda aradaki siire
dikkate alinmamigtir- tedaviye gerek duyacak olmalari, ZAP-70 ekspresyonunun
saptandifn donemde -yakinmayla bagvuran bu hastalara- daha agressif bir tedavi
sunulmasi diisiincesini dogurmakta ve desteklemektedir.

Geriye doniik yapilan bu analizlerde olgularin gerek ZAP-70, CD38
ekspresyonlar1 ve gerekse evre ile diger parametreleri arasinda anlamh bir iliski
saptanamamis olmas: ilgingtir. Mainou-Fowler ve ark.nin kesin yargisinda; CD38
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ekspresyonu KLL’de “excellent” bir prognostik marker olup, rutin uygulamalarda
kullanilmalidir; denmektedir (20). IgVH gen mutasyonal durumuyla korelasyonu
aragtinldifinda ise ZAP-70’in gerisinde kaldigi ve sonug¢ olarak bagimsiz bir
belirleyici oldugu sdylenmektedir. Oscier ve ark. da bizim sonuglarimiza benzer
olarak, erken evre -Binet A- olgulardaki CD38 ekspresyonu iliskisinde anlaml bir
fark bulamamglardir (38).

Catovsky ve ark.nin (35) ZAP-70 ve CD38 ekspresyonlar1 arasinda tespit
ettikleri anlamli iligkiye karsin, hastalarimizda bu iki prognostik markerin uyumlu
olmadiginin saptanmasi Gibbs ve ark.min 33 hasta ile yaptiklar ¢aligma sonuglariyla
benzesmektedir (29). Bu ¢alismada CD38 ekspresyonunun ZAP-70 ile korelasyon
gostermemesi yamnda IgVH mutasyonal durumundan da bagimsiz oldugu
belirtilmektedir.

Az sayida olguda ve izlem siireleri g6zetilmeden yapilan bu anpaliz,
literatiirde olmayan bazi -yakinma, LDH, UA, aneminin birlikte analizi-
parametrelerin degerlendirilmis olmas1 yoniinden degerlidir. Ozellikle ZAP-70
ekspresyonunun pozitif oldugu olgularin yakinmayla basvuran hastalar olmasi ve
dahasi bunlarin izlem siirelerinin sonunda -giincel- tedavi almakta olduklarinin tespiti
belki de bu tirozin kinazin tetkik edildifi sliregte hastalara daha agressif tedavi
uygulanmas: diigiincesini dogurmaktadir.

Elde ettigimiz bu sonuglar, hastalanmizin ZAP-70 ve CD38
ekspresyonlar iizerine yaptigimiz ilk degerlendirmeyi yansitmaktadir. Bu projeden
elde edilen gorgii, deneyim ve veriler; gelecekte, daha fazla sayida olguda, izlem
siiresini de gézeterek, gerek akim sitometrik ve gerekse molekiiler yéntemlerle ZAP-
70 ekspresyonunu IgVH gen mutasyonal durumuyla birlikte analiz ederek prognostik
bir parametre elde etmek ve dahasi ZAP-70’in aktif formu olan fosforile ZAP-70
varhgmn KLL’nin sozii edilen farkli alt gruplarinda analizini yapmak temelinde
slirtip gidecek olan ¢aligmalarimiza hareket kaynag ve tetikleyici bir gii¢ olacaktir.



OZET

Kronik Lenfositer Lésemi Olgularinda ZAP-70 Ekspresyonunun Akim
Sitometrik Analizi

Kronik lenfositer 16semi, en sik goriilen B lenfoproliferatif hastalik
olmakla birlikte fizyopatolojik ve onkojenik yolagt heniiz tam olarak
anlagilamamigtir. Olduk¢a degisken O6zelliklere sahip bir klinik spektrumu vardir,
Baz1 olgularda hizla ileri evrelere gegis izlenirken, bazilarinda ise hastalik
progresyonu olmadan, uzun siliren bir sag kalima rastlanmaktadir. Dolayisiyla bu
caliymanin da baglangi¢ noktasim olusturdugu gibi; KLL’de kisiden kisiye farklilik
goOsteren, 6nceden kestirilmesi zor olan ve zaman zaman evreleme sistemlerine ters
diisen bir klinik seyir izlenebilmektedir. Bu da hastalifin prognostik belirleyicilerinin
saptanmasinin Snemini bir kat daha arttirmaktadir.

Prognostik belirleyicilere iligkin yaygin kabul géren 6nerme ise agiktir:
Unmutasyonal gen yapisi tasiyan olgular normalde ZAP-70 eksprese ederler ve
bunlar hizh klinik seyir, erken siiregte tedavi gereksinmesi, kisa sag kalim gibi kétii
biyolojik 6zelliklerle birliktedirler. Oysa; mutasyonal tipte IgVH genetik yapisini
barindiran olgularda ZAP-70 ekspresyonuna “genellikle” rastlanmaz ve bunlar
digerinin tersine yavag klinik seyir, uzun siire tedavisiz siireg, uzun sag kalim gibi iyi
klinikopatolojik 6zelliklere sahiptirler. IgVH gen mutasyonal durumunu belirlemeye
yonelik c¢aligmalar zor, pahali ve rutinde standardizasyonu tam olarak
yerlestirilememis durumdadir. Bunun yerine “vekil” belirleyici olarak ZAP-70
ekspresyonunun tetkik edilmesi ise daha kolay ve uygulanabilirdir.

Biz de bu noktadan hareketle tan1 zamanina ve tedavi alip almadiklarina
bakmaksizin, hasta segiminde yalmzca akim sitometrik olarak herhangi bir dénemde
ZAP-70 ve CD38 ckspresyonlanmin analiz edilmis olmasim gozeterek, KLL
olgularinda geriye doéniik olarak bu ekspresyonlar, cinsiyet, yas, evre durumu,
analizin yapildif1 dénemdeki yakinma-LDH-UA-tedavi, herhangi bir siiregteki tedavi
ve giincel tedavi durumlanyla karsilagtirdik.

Az sayida olguda ve iziem siireleri gozetilmeden yapilan bu analiz,
literatiirde olmayan bazi  parametrelerin degerlendirilmis olmasi y6niinden
degerlidir. Ozellikle ZAP-70 ekspresyonunun pozitif oldugu olgularin yakinmayla
bagvuran hastalar olmasi ve dahasi bunlarn izlem siirelerinin sonunda -giincel-
tedavi almakta olduklarinin tespiti, belki de bu tirozin kinazin tetkik edildigi siirecte
hastalara daha agressif tedavi uygulanmas diistincesini dogurmaktadar.

Anahtar Sozciikler: Akim sitometrisi, KLL, CD38, prognostik belirleyiciler,
ZAP-70
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SUMMARY

Flow Cytometric Analysis of ZAP-70 Expression in Chronic Lymphocytic
Leukemia Patients

Although chronic lymphocytic leukemia (CLL) is one of the most
prevalent hematological malignancies, the oncogenic pathway is poorly understood.
The clinical course of CLL is heterogeneous: many patients have indolent disease
that never needs treatment, but others have an aggressive clinical outcome. Although
staging systems stil dictate management, it is not always possible to predict within
early-stage CLL, which comprises approximately 50% of diagnosis, those patients
who are likely to progress and those who will remian with stable disease for decades.

CLL patients with unmutated IgVH genes normally express ZAP-70,
have unfavourable biological features with rapid clinical progression, require
treatment and have short survival times. Conversely, CLL patients with mutated
IgVH genes usually do not express ZAP-70, present with non-adverse
clinicopathological features, do not require therapy for long periods of time and have
a long survival. Unfortunately, VH mutation analysis is complex, expensive, time
consuming and not routinely undertaken in most laboratories. Therefore, ZAP-70
analysis has been proposed as a useful surrogate marker for IgVH mutational status
in CLL.

We analyzed ZAP-70 and CD38 expressions in CLL cells from a series
of patients using flow cytometry and correlated the results with the other clinical-
biological features -sex, age, disease stage, symptomes, LDH, UA, anemia,
treatment-.

We found that ZAP-70 was expressed more frequently in patients with
symptomes at the time of analysis and in patients require treatment currently.

It is suggested that the measurement of the ZAP-70 expression in
association with other biological parameters are used to develop a prognostic profile
that will assist in treatment decisions for patients in the time of diagnosis.

Key Words: CD38, CLL, flow cytometry, prognostic parameters, ZAP-70
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