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1. GIRIS VE AMAC

Kronik lenfositik l6semi (KLL) eriskinde en sik goriilen ve klinigi oldukga

degiskenlik gosteren lenfoproliferatif hastaliklardan biridir.

Hastalarin 6nemli bir kismi hastalik siiresince hi¢ tedavi almazken bir kismi
zaman icinde tedaviye ihtiya¢ duyar.Tedavi ihtiyacin1 6ngérmede bir kismi hastaligin
biyolojisinden kaynaklanan c¢esitli prognostik belirtegler mevcuttur. KLL’de halen
kullanilan ¢esitli prognostik belirtecler hastalik seyri ve sag kalim ile ilgili aydinlatic
Onbilgiler verse de standardizasyon yoklugu, tetkiklerin uygulanabilirliginde giicliik ve

maliyetten dogan sorunlar nedeniyle bir kismi1 yaygin olarak kullanilamamaktadir.

Son yapilan ¢aligmalar KLL patogenezinde mikrogevrenin énemini gostermistir.
Ayni zamanda mikrocevre elemanlarii hedef alan tedavilerin hastaligin seyrini

degistirebilecegine dair veriler saptanmustir.

C-C motif ligand 3(CCL3) kemokini, KLL patogenezinde BcR sinyali yolu
uzerinden monoklonal B-KLL hucrelerinin etraf destek doku ile iletisiminden, sag
kalimindan sorumlu sitokinlerden biridir. KLL prognozunun tayininde kullanilabilecek
bagimsiz, ucuz ve guvenilir yeni bir belirte¢ olabilecegine isaret eden bazi yaymlar

nedeniyle énemlidir.

Calismanin amaci, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar:
Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda takip edilen ve ¢alisma i¢in izin veren KLL
hastalarmin plazma CCL3 dizeyini belirlemek, diger prognostik belirteglerle
karsilagtirmak ve prognostik dnemini saptamak ve bu konuda Tirkiye’ de yapilan ilk

calisma verilerini ortaya koymaktir.

Calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP)

tarafindan desteklenmistir(Proje no:19569).



2. GENEL BILGILER

2.1. KLL ve EPIDEMIYOLOJi

KLL, kigclk, olgun morfolojide ve yasam siiresi uzun B lenfositlerin monoklonal
neoplastik bir hastaligidir. Erigskinde goriilen en sik I6semi tipidir. Bat1 toplumlarinda
insidans1 4/100000 olup yas ilerledik¢e artmaktadir. Tan1 yas1 67-72 arasindadir. Erkek /
kadin oran1 1.7/1 dir. Bu hastalik, ¢evre kaninda mutlak lenfosit sayisinda artis, kemik
iliginde lenfosit infiltrasyonu, lenfoid organlarda biliylime ve c¢esitli immiinolojik

bozukluklarla kendini gosterir(1,2,4).

2.2. KLL ve PATOGENEZ

KLL, CD5+ ve CD23+ B lenfositlerinin kan, kemik iligi, lenf nodu ve dalakta
klonal ¢cogalmas1 ve birikimi ile karakterizedir(4,5). KLL de B lenfositleri CD5, CD 19,
CD20 ve az sayida yiizey Ig eksprese ederler. Bu fenotipik o6zellikler normal B

lenfositlerinden ve alt gruplarindan ayrilmalarini saglar(3,5).

B lenfosit antijen reseptdr (BCcR) sinyali tiimoral hiicrelerin ¢ogalmasini ve sag
kalimini etkileyen temel faktorlerden biridir. Gen ekspresyon profil ¢aligmalari, KLL
hicrelerinden izole edilen lenfoid dokularda BcR sinyal ileti yolunun oldukca aktif
olduguna dair kanitlar sunmustur. Bununla beraber BcR sinyali mikrogevre ile

etkilesimde aktif rol oynamaktadir(3).

KLL den sorumlu olan klonal B lenfositleri uzamis sag kalim ve apoptoza direng
ozellikleri ile taninmaktadir. in vitro ¢alismalarda CD5+, CD23+ KLL hiicreleri kiltiire
edildiginde, hizla spontan apoptozun oldugu ancak ortama cesitli destek hiicreleri
eklendiginde apoptozun azaldigi gosterilmistir. Ayni ¢alismalarda KLL hiicrelerinin
sayisinda, goclinde ve yuvalanmasinda artis goriilmiistiir. KLL hiicrelerinin diizen
icinde bulundugu saptanmistir. Bu stirecin uyum icinde surmesinden sorumlu olan
elemanlarin kemokinler oldugu bilinmektedir. CXCR3, CXCR4, CXCRS5 kemik iligi
stromal hticrelerinde ve KLL hicrelerinde bulunan kemokin reseptorleridir. CXCR12
kemik iligi dis1 dokulardan salinmaktadir. CXCR12 in vitro ortamda stromal hucrelere
giden sinyali potansiyalize ederek KLL hucrelerini apoptozdan korumaktadir. CXCR4
ise hiicrelerin spesfik alana go¢ ve yuvalanmasini kontrol ederek apoptotik ortamdan
kagmalarma yardimci olur. Ayrica KLL htcrelerinden CCL3, CCL4, CCL22 isimli

kemokinler salinmaktadir. Mikrogevre ve tlimoral hiicrelerin ortak hareketini saglayan



bu sitokinler, KLL hiicre adezyonundan baslayarak goce kadar her basamaktaki

biyolojik islemde gorev alirlar(3).
2.3. KLL ve TANI/ TEDAVI

Guncel olarak kullanilan, National Cancer Institute-ABD (NCI) destekli
uluslararast KLL c¢alisma grubu (IWCLL) tarafindan 2008 yilinda hazirlanan tam
kriterleri Tablo 1° de verilmistir(1).

Tablo 1. KLL Tam ve tedavi Kriterleri (NCI-IWCLL)

1-“B” Lenfositoz: >5 x 10 /L (en az 3 aydan beri)

Not: Kemik iliginin tipik KLL lenfositleri ile infiltrasyonuna baglh sitopeni varliginda
periferik kanda lenfositoz sayr sarti aranmaksizin KLL tanisi konabilir. Tani igin
kemik iligi biyopsisi yapiimasi gerekmez. Kemik iliginde %30 ve iizerinde KLL hiicresi
tutulumu vardir.

2- Lenfositlerin klonal B-lenfositler oldugunun akis sitometrisi ile gosterilmesi: En az 1
adet “B” hiicre isareti (6r:CD19, CD20,CD23) + CDS5 ve yiizey Ig hafif zincir
klonalitesi (kappa veya lambda).

3- Atipik hiicre orani (6r: prolenfosit): < % 55

Kisaca tanimlanirsa tani i¢in periferik kanda en az ii¢ aydir stiren B lenfositozun
>5 x 10° /L olmasi ve bu lenfositlerin klonalitesinin immunofenotipik olarak

kanitlanmig olmasi gerekir(4).

Periferik kanda dolasan 16semik hiicreler kiigiik, olgun g6rinumld, dar

sitoplazmalt ve yer yer kondanse olmus nukleolleri olabilen yogun nukleuslu

hlcrelerdir(4).

KLL hastalar1 lenfadenomegali, hepatosplenomegali, enfeksiyon veya gece
terlemesi, ates, kilo kaybi ve halsizlik gibi sistemik semptomlarla prezente
olabilirler.Bazen otoimmun fenomenler ilk bulgu olabilir. Bununla beraber bazi
serilerde hastalarin % 80’ ine varan oran1 asemptomatik olup insidental olarak tam kan

sayimi bulgulariyla tani alir(6).

Hastalarin biiyiikk ¢cogunlugu tani sirasinda tedavi almaz. Fakat kii¢iik bir kismina

tani sirasinda tedavi gerekir. Baslangigta tedavi gereksinimi olmayan olgularin bir kismi



zaman iginde ilerleyerek tedavi gereksinimi ortaya cikabilir. Asagidaki durumlardan

birinin varlhiginda tedavi endikasyonu ortaya ¢ikar(1,4):
2.3.1. Tedavi Endikasyonlari
1. Asagidaki hastalik semptomlarindan en az birisinin varlig
e > %10 Kkilo kayb1 (6 ayda)

e GUnllk, olagan aktiviteyi engelleyecek diizeyde halsizlik (ECOG Il veya
daha kot)

e ki hafta veya daha fazla siiren, enfeksiyonla iliskisi gosterilemeyen ates
e Enfeksiyonla iliskisiz, 1 aydan fazla sureli gece terlemesi
2. Anemi/trombositopeni olusmasi veya derinlesmesi seklinde ilerleyici kemik
iligi yetersizligi bulgusu
3. Kortikosteroid tedaviye yanitsiz otoimmiin hemolitik anemi ve/veya

trombositopeni

4. Kosta kenarmi >6cm gecen, masif veya semptomatik veya ilerleyici

splenomegali

5. En uzun ¢ap1 >10cm olan masif veya semptomatik, veya ilerleyici

lenfadenomegali
6. iki ay icinde %50 artan ilerleyici lenfositoz veya tahmini LDT < 6 ay

7. Yukaridaki kriterler mevcut degilse belirgin hipogamaglobulinemi veya

monoklonal protein olusumu tedavi i¢in yeterli gerekce degildir.

Not: Lenfosit sayist tek basina tedavi gerekgesi olarak alinmamalr genel Klinik

tablo icinde degerlendirilmelidir.
2.4. KLL ve PROGNOZ

KLL hastalarinin medyan yasam siiresi 10 yildir fakat hastadan hastaya farliliklar
olabilir. Hastalarin ¢ogu ve tedavi eden hekim tani1 konulduktan sonra tedavi alip
almayacaklarima veya hastaliklarinin nasil bir hastalik olduguna, seyrinin nasil

gidecegine ait bir takim sorulara cevap aramaktadirlar.



2.4.1. Evre

Hastaligin prognozunu en iyi belirleyen gostergelerden biri hastalik evresidir. Bu

nedenle  yaygin

olarak Binet ve

modifiye

Rai

evreleme  sistemleri

kullanilmaktadir.Evreleme sistemleri Tablo 2’de gosterilmistir(1):

Tablo 2. KLL evreleme sistemleri

Rai Evrelemesi

Binet Evrelemesi

Hb>10 gr/dl | <3 lenf diigiim
Disiik | 0 | Lenfositoz (>5.000/mm3) | A , bolgesinde
P1£>100.000/mm wutulum
1 | Evre0 + lenfadenomegali e
] Hb>10 gr/dl 23blfinf dui%jum
Orta . B olgesinde
5 | Evre0-1+ splenomegali P1t>100.000/mm? tu?ulum
ve/veya hepatomegali
3 Evre 0-2 + anemi (Hb<11
gr/dl) Hb<10 gr/dI Tutulu alan
Y uksek G say1st onemli
4 | Evre 0-3 + trombositopeni P1t<100.000/mm? degil
(<100.000/mmg)
Hastalar: ortalama sag kalim beklentisi Tablo 3’de gosterilmistir(8):
Tablo 3. Evre ve ortalama sag kalim siireleri
Risk grubu Ortalama sag kalim(ay) | Risk grubu | Ortalama sag kalim(ay)
Rai Binet
O Disiik >150 A Diisiik Ulasilamadi
I Orta 101 B Orta 84
Il Orta 71 C Yiksek 24
I Yiksek 19
IV Yiksek 19
2.4.2. LDH

Laktat dehidrogenaz, hiicre yapim- yikimin1 gdsteren sitozolik bir enzimdir. Ucuz

oldugu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat 6zgiil degildir. Agresif giden KLL de




yiikselme egiliminde olup bu nedenle kotli gidisi tayin edebilir. Yiikksek LDH diizeyi
Richter Sendromu gelisim riski ile koreledir(7,8).

243. LDT

Lenfosit doubling time, lenfosit sayisinin ikiye katlanmasi i¢in gecen zamana
denilmektedir. Kisa LDT, yiiksek proliferasyon hizi ve agresif hastalik ile iligkilidir.
Erken evre hastalarin seyrini tahmin etmek yerine agresif gidenlerin durum

degerlendirilmesinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir(7).
2.4.4. p2-mikroglobulin

B2-mikroglobulin, ¢ekirdekli hiicrelerde simif 1 MHC a-zinciri ile nonkovalan bagh
olarak eksprese edilen membran iliskili proteindir. Serum p2-mikroglobulin diizeyi
evre, kemik iligi tutulum paterni ve yogun kiitlesel hastalik ile iliskilidir. TUmor
yikiinii gosteren belirteglerin arasindadir. Yiiksek B2-mikroglobulin diizeyi ileri evre ve

yuksek tmor yuku olan hastalarda gorilmektedir(8).
2.4.5. lgvVHmMutasyon durumu

B lenfositleri gelisiminde, ilk olarak antijenle uyarilmis B hiicreleri sekonder
lenfoid organlarda bulunan lenfoid folikillere giderler. T lenfositleri ve antijen sunan
dendritik hiicre Onderliginde germinal merkezler sekillenir. Afinite olgunlagmasi
germinal merkezde olur. Olgunlagma gorevi, immunglobulin geni degisken bdlgesinde
olusanrandom somatik mutasyonlar tarafindan gerceklestirilir. Sonu¢ olarak antijen
baglayacak antikorlarin afinitesinde degisiklikler saglanir. Yalnizca antijen baglama
afinitesi yiksek olan B hiicreleri yasamin1 devam ettirerek farklilasmasin
tamamlayabilir. Gerekli somatik hipermutasyonlarin sadece germinal merkezde sinirli
olmadig1 yoniinde kanitlar mevcuttur. Ayrica GM disinda IgVH geni mutasyonlari
oldugu kabul edilmektedir(7,8).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, mutasyonsuz IgVH durumunda hastaligin daha
agirseyrettigi  saptanmistir(7,8). Ayni ¢aligmalardamutasyonu olmayan hastalarin
yuksek riskli sitogenetik Ozellikler tasidigi da gorilmistiir. Mutasyonlu IgVH geni
olanlarda daha uzun sagkalim siiresi tespit edilmistir. Altin standart prognoz parametresi
olarakkabul edilmesine ragmen saptanmasinin teknik zorlugu yaygin kullanimini
engellemektedir.Bir diger dezavantaji ise yuksek maliyet yikidur. Bu sebeplerle IgvVH

mutasyonunu ile ayn1 6l¢lide prognoz degeri olan veya mutasyonlu ve mutasyonsuz



hiicre populasyonu varligina gore degiskenlik gosterdigi iddia edilen Zeta zinciri iliskili
protein kinaz 70,CD38 gibi belirtegler izerinde durulmustur. Ancak CD38 diizeyinin
IgVH mutasyonu ile tam bir ilisi géstermedigi anlagilmistir(7,8).

2.4.6. ZAPT70

ZAP70, dogal katil hiicreler ve T lenfositleri tarafindan eksprese edilen tirozin
kinazlardan biridir. Zeta zinciri iligkili protein kinaz 70 olarak bilinmektedir. ZAP70, T
lenfositleri icin merkezi roldedir ve hilicre gocu, apoptoz, T hiicre reseptor
sinyalizasyonu, T hiicre aktivasyonu isini iistlenmektedir. Bunun disinda klonal B
hiicreleri ve normal B hiicreleri ¢esitli farklilasma sathalarinda ZAP70 eksprese ederler.

ZAPT70, BcR sinyalinin taginmasinda gorevlidir(7).

Ik defa Rosenwald ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan ZAP70° in, IgVH
mutasyonu yoklugunda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular 1s1ginda IgVH
mutasyonu varliginda ZAP70 eksprese edilmedigi kabul edilmistir. Mutasyon
durumunu saptamak yerine ayni yonde bulgu verebilen bir belirtegolarak
kullanilmaktadir. ZAP70 eksprese eden KLL hastalarinda kotiilesmenin daha hizli ve
sagkalimin daha diisiik oldugu goriilmustiir(7).

2.4.7.CD 38

45 kDA agirliginda transmembran glikoprotein 6zelligindeki CD38, hem reseptor
hem de enzim olarak calismaktadir. Intraselliiler kalsiyum seviyesini ayarlamaktan

sorumludur. Ayrica hiicre adezyonunun saglanmasinda gorevli yizey reseptoridur(7,8).

CD38 ekspresyonu ile mutasyon durumu arasinda giiglii bir korelasyon bulundugu
ilk defa Damle ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir(7,8).CD38 ekspresyonu pozitif
vakalarda mutasyonsuz IgVH geni, CD38 ekspresyonu negatif vakalarda mutasyonlu
IgVH geni bulunmustur. Sonraki g¢alismalarda iliskinin kesin olmadigi, CD38’ in
hastalik seyri siiresince degiskenlik gosterdigi ve bu nedenle IgVH yerine
kulllanilmasinin uygun olmadigi ve bagimsiz bir prognoz gostergesi olarak

kullanilmasinin daha uygunolacag bildirilmistir(7,8).

KLL de CD38 varligi arastirilirken dikkat edilmesi gereken ¢ Onemli husus

bulunmaktadir:

1. CD38 ekspresyonu zaman i¢inde degisebilir.



2. CD38 i¢in cutoff degerleri farklilik gosterebilir.
3. Bazi vakalarda CD38 ekspresyonunda bimodal profil bulunabilir.

Belirtecin muglak olusu IgVH durumunu belirlemeyi gii¢lestirmektedir. Aksini
savunan ¢alismalar mevcuttur. Akis sitometrisi ile degerlendirilebilmesi CD38
ekspresyonunun diger belirte¢lerden istiin yanidir. Standardizasyon saglandiginda iyi
bir prognoz gostergesi olabilir(7,8).

2.4.8. Kemik iligi tutulum paterni

KLL de kemik iliginde diffiiz, interstisyel, noduler, mikst tutulum gorilmektedir.
Kemik iligindeki atipik hiicre morfolojisi, iri lenfositlerin yada prolenfositlerin varlig
kot prognozla iligkilidir. Jahic ve arkadagslari ileri evre hastalarda daha sik diffiiz
paternin oldugunu, erken evre hastalarda diger tutulum paternlerin daha sik oldugunu
bildirilmistir(8,9).Diffiz kemik iligi tutulum paterni bulunan hastalarin  nondiffiiz

olanlara gore daha kisa yasam beklentisi oldugu bilinmektedir(8,9).
2.4.9. Sitogenetik

KLL hastalarinda en sik saptanan kromozomal anomaliler 13ql4 delesyonu,
trizomi 12, 11g22-23 delesyonu ve 17p13 delesyonudur. FISH’ in bulunmasi sonrasinda
sitogenetik inceleme yapmak daha kolay hale gelmistir.Metafaz olmadiginda
konvansiyonel ¢aligmalar yapilamamaktadir. Pahalidirlar ve en az degerlendirilebilen
prognoz gostergeleridir. 13q14 delesyonu en sik goriillen anomalidir. Sitogenetik
anomaliler arasinda en 1iyi prognozlu gostergedir. 13ql4 delesyonu oldugunda
antiapoptotik gen olan bcl-2 ekspresyonunu regule eden mikro-RNA pargalar
olustugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Muhtemelen bu sayede klonal KLL
hucrelerinin apoptozdan kagisi kontrol altna alinabilmektedir.12. kromozom {izerinde
hiicre dongiisiinii  diizenleyen siklin D2 kodlanmaktadir. Trizomi 12 olan KLL
hlcrelerine siklin D2 artis1 olmaktadir. Bu sayede proliferasyonun artisi sézkonusudur.
11922.3-g23.1 ve ATM bolgesinin de i¢inde bulundugu lokus ¢ok sayida timor
supresor genin kodlanmasini saglar. Bu gen, DNA hasar1 oldugunda onarimi saglayacak
cevabin giiclendirilmesinde, hiicre dongiisiinden sorumlu p53’ iin aktivasyonunda gorev
alir. 11g22.2 lokusunda fludarabine refrakterlige neden olan baska mutasyonlar
bildirilmistir. 11q delesyonu olan vakalar daha geng olup ileri Rai evresine sahiptir.

Ayrica yogun hiicresel hastalik ile iliskilidir. Bildirilen baska anomaliler de



mevcuttur.Fakatyeterli ¢calisma olmadigi i¢in heniiz deneysel olarak kullanilmaktadirlar.

Sik goriilen kromozom anomalileri ve ortalama sagkalim iliskisiTablo 4’de

gosterilmistir(7,8):

Tablo 4. KLL de sik goriilen sitogenetik belirtecler ve ézelikleri

Kromozom Ortalama .
Siklik(%) | Ortalama sagkalim(ay) o Ilgili gen
aberasyonu tedavisizsagkalim(ay)
17913 del 10 32 p53
11g22-23del 15-20 13 13 ATM(?)
Trizomi 12 15-30 114 33
13q14 del 40-60 | 133 92 Bilinmiyor
miR15a
miR16-1

2.5. KLL ve CCL3

Eskiden makrofaj inflamatuar protein-1 a olarak bilinen C-C motif ligand 3, C-C
kemokin ailesinin bir Gyesidir. 8-10 kDa agirligindadir ve protein yapidadir. CCL3,
oncelikle hiicre adezyonundan ve hiicre gog¢iinden sorumludur. Ayrica makrofaj,
monosit, T lenfosit, dogal katil hiicresi, dendritik hiicre, eozinofil ve mast hiicresi igin
sahiptir.CCL3, kok Thicre
proliferasyonunu engeller. Potent bir osteoklast aktivatoriidir. CCL3, normalde stromal

kemotaktik isleve inflamasyon  islemine Kkatilir,

ve hematopoietik hiicreler tarafindan tretilir(10,11,12).

KLL patogenezindeki ve BcR sinyali Uzerindeki faaliyetleri sayesinde énemli role
sahip CCL3 kemokini, aslinda T hiicre kemokinlerinden biridir. CCL3, T hiicrelerini
inflamasyonun bulundugu yada immun cevabin gergeklesecegi ortama c¢eken gugli

kemoatraktan ozelliktedir. Bu islevini KLL de de gerceklestirir(2).

Zucchetto ve arkadaslari, CD38+CD49d+ KLL hiicreleri ile CD38-CD49d— KLL
hicrelerinde gen ekspresyon profil calismalar1 ile CCL3 ve CCL4 diizeylerini
karsilagtirdilar. K6t prognozlu CD38+CD49d+ grupta CCL3 ve CCL4 ekspresyonu
daha yiiksek oldugunu tespit ettiler. Kemokin diizeyi yiiksek grupta VCAM-1 miktari




ve kemik iligindeki CD68+ makrofaj infiltrasyonu daha fazla idi. Zucchetto ve
arkadaslari, kemik iligi ve sekonder lenfoid organlarda gerceklesen mikrogevre
etkilesiminin; KLL hiicrelerinin hayatta kalmasina, hastalifin ilerlemesine ve tedaviye

direng gelismesine yolagtigi sonucuna vardilar(10).

C
CD68+ MIYELOID
HUCRE GOGU D
TNF-alfa SALINIMI
CCL3SALINMI | o o CCRI (ve DISERLERI)
wveccLs) |05
000 CD68 TNFa
CCL3 S
cDdad g
CD38 VCAM-1
CLL | “e== CLL ARTISI CD38
5 CD3t Ol &= ¢
CD38 1 - —
CD38/CD31 l VCAM-1 CDagq | SAGKALIM SINYAL]
ETKILESIMI CD31 UU U U U U U ULASIMI
] B2
STROMAL / ENDOTELYAL HUCRE

Sekil 1: CCL3’iin KLL patogenezindeki yeri*

*Cancer Research, 2009, CD38/CD31, the CLL3 and CCL4 Chemokines, and CD49d/Vascular Cell Adhesizon Molecule-1
ArelnterchainedbySequentialEventsSustainingChronicLymphocyticLeukemia Cell Survival ‘dan uyarlanmistir.

Burger ve arkadaslari, olusturduklart hiicre kiiltirtinde 6nce CD19+ KLL
hiicrelerini ZAP70 pozitif ve negatif olarak ikiye ayirdilar. ZAP70 pozitif vakalarin
daha fazla CCL3, CCL4 eksprese ettiklerini gordller.Ardindan CD68+ nurselike
hicrelerini ortama ilave ettiler. Olusan ortak kultirde B hicre olgunlagma
antijenlerinin, CCL3 ve CCL4 kemokinlerinin daha fazla eksprese edildigini saptadilar.
Bu bulgularla KLL patogenezinde stromal hiicrelerinin aktif rol oynadig1 gosterildi. Bu
sayede KLL hiicrelerinin sagkaliminda, mikogevrenin katkisina dikkat ¢ekilmis oldu.
Ayni ¢alismada ortama Syk inhibitori olan R406 ilave edilerek B hicre reseptori bloke
edildi. Sonug olarak CCL3 ve CCL4 diizeylerinde azalma oldu. Ortamdan R406
uzaklastirildi. Bu kezde B hiicre sinyalinin katkisini1 gérmek i¢in ortak kultlre anti-lgM
eklendi.BcR sinyali saglandigindaortak kilturde CCL3 ve CCL4 diizeylerinde artis
saptandi.BcR sinyali taklit edilen ortamda apoptozun daha az oldugu goriildii.Bu sekilde
CCL3 ve CCL4 bulunan ortamda apoptozdan kagisin daha fazla oldugu goriisiine
varildi(11).
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Terpos ve arkadaslari, Waldenstrom makroglobulinemisi olan hastalarin kemik
iligi biyopsilerini immunhistokimyasal olarak incelediler. CCL3 ekspresyonunun bu
vakalarda yiiksek oldugunu buldular. CCL3’in 6n planda osteoklastik aktiviteden
sorumlu oldugu sonucuna ulastilar. Bu molekiilii hedef alan tedavilerin, kemik hastalig1

ile giden plazma hiicre diskrazileri igin tmit vaadedebilecegini 6ne siirdiiler(12).

Sivina ve arkadaglari tarafindan CCL3 plazma seviyesi ile KLL progresyonunun
korele oldugu bulunmustur. 351 KLL hastasinin tan1 aldiginda ELISA yontemi ile
plazma CCL3, CCL4 duzeyleri o6lculdi. CCL3 ve CCL4 degerleri; Rai evresi,
sitogenetik, IgVH mutasyon durumu, CD38, ZAP70, B2- mikroglobulin degeri ve LDH
seviyesi ile karsilastirildi. Ileri evre hastalikta, mutasyonsuz IgVH durumunda, CD38
pozitif ve ZAP70 pozitif vakalarda CCL3 diizeyinin daha yiiksek bulundugu ve yiiksek
CCL3 degerinin kotli prognoza yolagtigr goriildii. Ayrica > 4 mg/L 2-mikroglobulin
oldugunda ve yuksek riskli sitogenetik varliginda CCL3 duzeyi yiksek saptandi.
Yiksek CCL3 ve CCL4 seviyesinde tedaviye kadar gecen slrenin daha kisa oldugu
tespit edildi(13).

Yakin zamanda iseJan ve arkadaglari, IgVH mutasyonu bulunan CD38 pozitif
KLL hastalariin sitokin diizeylerine baktilar. Hastalar1 CL1, CL2, CL3 olarak sitokin
gruplarina ayirdilar ve aralarindaki iligkiyi incelediler. CCL3, CL1 sitokin grubundaydi.
Sitokinlerin beraber degerlendirildiginde prognoz hakkinda daha net bilgi
verebilecegini soylediler. KLL grubunda saglikli gruba oranla CCL3 diizeyinidaha
yiksek saptadilar ve CCL3 diizeyinin tedaviye kadar gecen sure ile ters korele
oldugunu gosterdiler. Yiiksek CCL3 degeri varken tedaviye kadar gegen siire daha kisa
saptandi(14).
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. YONTEM

3.1.1. Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Bu calismaya 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Bilim Dali Poliklinigi’nde KLL tanisi ile izlenen goniillii hastalar dahil edildi. Kontrol
grubuna ise Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 kliniklerinde farkli nedenler ile
yatan hastalar dahil edildi.

3.1.2. Kontrol Grubu igin Calismadan Dislanma Kriterleri
e Onkolojik hastalig1 olanlar
e Kollajen doku hastalig1 olanlar
e Hematolojik hastalig1 olanlar kontrol grubuna alinmadi.

Kontrol grubu olustururken hasta grubuna benzer yas araligina, cinsiyet varligina

ve ek hastaligi olup olmadigina dikkat edildi.
3.1.3. Calismanin Isleyisi

Hasta grubunun verileri Hematoloji takip dosyasindan ve hastane kayit
sisteminden elde edildi. Kontrol grubunun verileri yatis dosyasindan ve hastane kayit

sisteminden elde edildi.

Hastalarin KLL tanisi, National Cancer Institute (NCI) destekli uluslararas1 KLL
calisma grubu (IWCLL) tarafindan 2008 yilinda hazirlanan tani kriterlerine uygun
olarak yeniden gilncellendi.Hasta grubu i¢in yas, cinsiyet, tani yasi, Rai evresi,
Modifiye Rai evresi, Binet evresi, f2-mikroglobulin degeri, LDH degeri, lenfosit sayist,
organomegali varligi, CD38 diizeyi, ZAP70 varligi, kemik iligi tutulum paterni, plazma
CCL3 duzeyi, dell7p varligi kaydedildi. Hastalarin ayrica izlem esnasinda tedavi alip
almadigi, tedavi endikasyonu, tanidan tedaviye kadar gecen siire, sagkalimlari, toplam

takip suresi kaydedildi.

Kontrol grubunun sadece yas, cinsiyet, plazma CCL3 diizeyi, LDH diizeyi ve

lenfosit say1st ve sagkalim durumu kaydedildi.
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Plazma biriktirme islemi Mayis 2012-Ocak 2013 arasinda yapildi.Her iki koldaki
bireylerden 2 ml kan 6rnegi EDTA’l1 tiipe alind1 ve bekletilmeden santrifiij edildi. Elde
edilen plazma ornekleri -80°C derin dondurucuda analiz zamanina kadar depolandi.
Orneklerde plazma CCL3/MIP-1la. analizleri 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda ELISA yontemi ile yapildi. Elde edilen degerler
bilgisayar ortamima kaydedildi ve degerlerin tamaminin kaydedilmesi sonrasinda
ortalama standart sapma ve standart hata degerleri hesaplanarak, istatistiksel analizleri

gerceklestirildi.

B2-mikroglobulin, LDH degerleri Cerrahpasa Tip Fakdltesi Fikret Biyal Merkez
Laboratuvar1’ na ait olup standardize idi. CD38 verileri Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklart Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali Orhan Ulutin Laboratuvari’na ait
olup akis sitometrisi ile elde edilmisti. CD38 pozitifligi i¢in kesim degeri % 30 olarak
alimmistir. ZAP70 sonuglar ise Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Labortauvari’ na ait
olup immunhistokimyasal olarak tespit edilmisti.Ocak 2013’ ten sonra kan kabulii
yapilmadi. Her iki grup Mayis 2014’e kadar izlendi. En kisa izlem siresi 15 ayken, en
uzun izlem siresi 24 aydi, hastalar ortalama 18 ay izlendi. izlem sonunda sag ve

kaybedilen olgular kaydedildi.
3.1.3.1. Plazma CCL3/MIP-1a analizi

Plazma CCL3/MIP-1adiizeylerinin belirlenmesinde sandvig¢ ELISA prensibine
dayanan ticari kit (R&D Systems Immunoassay Kit, Cat. No: DMA00) kullanildi.

3.1.3.2. Prensip

Spesifik CCL3/MIP-lamonoklonal antikorlari ile kapli plaka kuyucuklarina
ornekler ve standartlar pipetlenir. Birinci inkiibasyon sirasinda standartlar ve 6rnekler
kuyularda kapli bulunan monoklonal antikorlar ve biyotin bagh antikorlar (ikinci
antikor) ile reaksiyona girer. Yikama islemi ile baglanmayan molekiiller uzaklastirilir.
CCL3/MIP-1a’e spesifik streptavidin peroksidaz (HRP) ile isaretlenen biyotinli
monoklonal antikorlar eklenir. Eklenen bu antikorlar ikinci inkibasyon suresinde
kuyucuklara sabitlenen antikorlar tarafindan baglanan CCL3/MIP-1a. molekiillerine
baglanarak dort tliyeli sandvi¢ modeli olusturur. Yikama isleminden sonra substrat
cozeltisi eklenir. Olusan rengin absorbanst 450 nm’de Olgiilerek Orneklerdeki

CCL3/MIP-1a konsantrasyonlar standart egrisi yardimiyla hesaplanir.
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3.1.3.3. Hesaplama

Standart konsantrasyonlar1 x eksenine, standartlara ait absorbanslar ise y eksenine
yerlestirilerek dort parametre lojistik fonksiyon egrisi seklinde standart egrisi ¢izildi.

Orneklerin konsantrasyonlar1 standart egrisinden pg/ml olarak hesaplandi.

1000
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_

\

y = 160,54x3 - 391,93x2 + 766,14x - 55,792
R?=0,9999

H
D

[AEY

0,1 1 10

Grafik 1. CCL3/MIP-1a standart egrisi
3.1.4. Istatistik

Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows
versiyon 17 bilgisayar programinda hazirlanan forma kaydedilerek analiz edildi.
Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistikler (ortalama, standart sapma)
parametrik test kosullarini saglayamadigindan gruplar arasindaki karsilagtirmalar igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Prognozu etkileyen faktorlerin birbiri ile iliskisini
incelemek icin Pearson, Spearman analiz yontemi kullanildi. Testin duyarligini ve
ozgiilliiglinii ortaya koymak i¢in ROC analizi yapildi. Logistik regresyon ile bagimsiz

faktor olup olmadig arastirilds. Istatistiksel olarak p< 0.05 anlamli olarak kabul edildi.

3.2. GERECLER

Calismada CCL3 diizeyinin 6l¢iimi i¢in Human CCL3/MIP-1ac  ELISA Kiti
(R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) kiti kullanildi. Ayrica 6rneklerin hazirlanmasi,
santrifiij edilmesi, saklanmasi, okunmasi i¢in kullanilan alet ve geregler asagida

belirtilmistir:
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Santriftj (Bifuge Stratos Heraeus Instruments)

* Sogutmali Santrifiij ( Christ II KS )

» Ependorf Santrifuji (Hettich Mikro 200R)

« Etiv (Biyomed FN 500)

» Derin dondurucu (-800C RUA Instruments)

» pH-metre (pH-meter CG840 Schott)

» Vortex (Girdap Elektromag)

* Elektronik tart1 (Schimadzu, Libror AEU-210)
+ Mikro ELISA okuyucusu (Bio-Tek, ELx800)

+ Mikro ELISA yikayicis1 (Bio-Tek, ELX50)

Otomatik pipetler ve pipet uglari, pastor pipetler, santrifij tlpleri, deney tupleri,

kapakl tiipler, balon joje, cam kapsiil, ependorf, vb. malzemeler.
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4. BULGULAR

Calismamiza Mayis 2012- Mayis 2014 tarihleri arasinda 1.U. Cerrahpasa Tip

Fakultesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Poliklinigi’ nde kayitli, KLL tanist

alarak izlenen toplam 99 KLL hastasi ve Mayis 2012- Ocak 2013 tarihleri arasinda

calisma kriterlerine uygun olarak hastenemizde yatan hastalardan 25 kontrol alinmustir.

Hasta grubunun baz1 verileri geriye doniik elde edilmistir.

Hastalarin kan alindiktan sonra ortalama takip siiresil8aydi. En kisa takip stiresi
62’ si

15 ayken en uzun takip siiresi 24 aydi. Hastalarin 37" si kadin(% 37,4),
erkek(%62,6) , Erkek/ Kadin orani

1,67 olarak saptandi. Kontrol grubunun7’ si

kadin(%28), 18’1 erkek(%72) saptandi. Hasta ve kontrol grubunundzellikleri Tablo 5’de

verilmigtir:

Tablo 5. Hasta ve kontrol grubunun 6zellikleri

e Hasta Kontrol p
Ozellikler
n:99 n:25
Yas(yil) 62,69£10,51 67,92+12,28 0,04
Kadin(%) 37 (%37,4) 7 (%28) _
Cinsiyet
Erkek(%o) 62 (%62,6) 18 (%72) _
Lenfosit sayisi(mm3) 54404,49+89837,57 1968,80+1094,27 0,000
LDH* (1U/ DL) 406,74+173,52 380,12+113,06 0,5
Kadin 82,24+48,76 26,76+6,48 0,001
CCL3* (pg/ml)
Erkek 71,52+43,22 28,24+10,81 0,000

*| DH:Laktat dehidrojenaz, CCL3:C -C motif ligand 3

Hastalarin yas ortalamasi 62,69+10,51 (37-87) idi. Kontrol grubu yas ortalamasi
67,92+12,28 (44-84) idi (p=0,04).Hastalarin tan1 yasi ortalamasi 58,89+10,00 (36-84)

arasinda idi.
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Hastalar Rai evresine gore siniflandirildiginda; 30 hasta(%30,3) Evre 0, 36
hasta(%36,4) Evre 1, 17 hasta(%17,2) Evre 2, 10 hasta(%10,1) Evre 3, 6 hasta(%6,1)

Evre 4 hastaliga sahipti. Hastalarin Rai evresine gore dagilimi Sekil 2°de verilmistir:

Rai evre 3 Rai evre 4
10,1 % ‘ 6,1%
Rai evre 2
17.1 % Raievre 0

g 36,4 %
Raievre 1
30,3 %

Sekil 2. Hastalarin Rai evresine gore dagilimi

Modifiye Rai evresine gore; 31 hasta diisiik riskli(%31,3), 54 hasta orta riskli
(%54,5), 14 hasta yiksek riskli(%14,1) saptandi. Modifiye Rai evresine gore hasta

dagilimi Sekil3’te verilmistir:

Yiiksek 14,1 %/\ tnusuk 31,3 %

Orta 54,5 %

Sekil 3. Hastalarin Modifiye Rai evresine gore dagilim

Binet evrelemesi ile bakildiginda hastalarin 57’si Evre A(%57,6), 27°si Evre
B(%27,3), 15’1 Evre C(%15,2) olarak tespit edildi. Hastalarin Binet evresine gore
dagilimi Sekil 4’te gosterilmistir:

A mB C

Sekil 4. Hastalarin Binet evresine gore dagilim

Hastalarin plazma CLL3 ortalamas1 74,62+ 44,60 pg/ml iken kontrol grubu
plazma CCL3 ortalamasi 27,83+9,68 pg/ml bulundu. Hasta grubun plazma CCL3
diizeyi anlamli olarak yiiksek tespit edildi(p=0.001).Cinsiyete gore incelendiginde hem
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kadin hem erkek CCL3 diizeyi hasta grubunda anlamli olarak yiiksek tespit edildi
(swrastyla; p=0,000, p=0,001). Hasta grubu kadin ve erkek plazma CCL3 ortalamalar1
arasinda fark tespit edilmedi(p=0,6).

Hasta ve kontrol grubu arasinda plazma CCL3 diizeyi, lenfosit sayis1 kullanilarak
KLL tanisinda uygulanabilirligi agisindan Roc analizi ve Roc egrisi Tablo 6’da ve Sekil

5’te verilmistir:

Tablo 6. KLL tanis1 Roc analizi

Duyarhlik(%) |Ozgulluk(%)| AUC Kesim Degeri p

CCL3 80 80 0,843 35,85 0,000

Lenfosit sayis1 95 96 0,972 3915,00 0,000

ROC egrisi

CCL3
=== Lenfosit
—— Referans
1,07 __ ... e e mm e
- A
— ="
0,8 i"
2 I
S 06
‘»
S 0.4
w L)
0,2
0,0 I | l :

00 02 04 o06 08 1,0
1 - Spesfisite

Sekil 5. KLL tamisi Roc egrisi
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Hasta grubunun prognostik belirtegler esas alindiginda ortalama plazma CCL3
diizeyleri Tablo 7’ de belirtilmistir:

Tablo 7.Hasta grubu plazma CCL3 duzeyi ile prognoz gostergelerinin ozellikleri

Grup n Ortalama(pg/ml) p
ZAPT0*

Pozitif 21 86,18+51,76 0,2
Negatif 15 68,18+45,38

CD38

Pozitif 9 88,25+54,60 0,6
Negatif 55 75,98+40,87

FISH

Dell7+ 8 78,40+39,73 0,7
Del17p- 43 86,03+50,81

Kemik iligi tutulum paterni

Diffiz 13 89,48+38,11 0,1
Non-diffiiz 51 77,82+44,39

Splenomegali

Var 26 87,49+48,39 0,1
Yok 71 69,91+42,84

*ZAP70: Zeta zincir iliskili protein-70

Plazma CCL3 diizeyleri, ZAP70 pozitif ve negatif vakalar ikiye ayrilarak
karsilagtirildi. ZAP70 pozitif olgu grubunda plazma CCL3 ortalamas1 86,18+51,76
pg/ml iken ZAP70 negatif olgu grubunda plazma CCL3 ortalamas1 68,18+45,38 pg/ml
bulundu(p=0,2).
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Hastalar dell7p pozitif ve negatif vakalar olmak Uzere ikiye ayrilarak
plazmaCCL3 diizeyleri ile karsilastirildi. Dell7p pozitif vakalarin plazma CCL3
ortalamas1 78,40+39,73 pg/ml iken dell7p negatif vakalarin plazma CCL3 ortalamasi
86,03+50,31 pg/ml bulundu(p=0,7).

Olgular splenomegali varligt veya yokluguna gore iki gruba ayrilarak
bakildiginda; splenomegali olanlarda plazma CCL3 ortalamasi1 87,49+48,39 pg/ml,
splenomegali olmayanlarda 69,91+42,84 pg/ml saptandi(p=0,1).

CD38 pozitif ve negatif vakalar iki grupta karsilastirildiginda; CD38 pozitif
olanlarda plazma CCL3 ortalamas1 88,25+54,60 pg/ml, CD38 negatif olanlarda CCL3
ortalamasi 75,98+40,87 pg/ml saptandi(p=0,6).

Kemik iligi tutulum paternine gore diffiz ve non-diffiz tutulum olarak ikiye
ayrilarak karsilastirildiginda; diffiiz tutulumu olanlarda ortalama plazma CCL3
89,43+38,11 pg/ml, non-diffiz tutulumu olanlarda ortalama 77,82+44,39 pg/ml
saptandi(p=0,1).

Hastalar geriye donik takip edildigi siire i¢inde tedavi gereksinimi agisindan
incelendi. Toplam 59 hasta (%59,6) tedavi almisti. Izlem siiresi iginde ise 12 hasta
(%12,1) tedavi almisti. Tedavi ihtiyact olanlarin tedavi gerekgelerine bakildi. 6 ayri
nedenle tedavi aldiklar1 saptandi. B semptomu nedeniyle 2 hasta(%3,28), sitopeni
nedeniyle 6 hasta(%10,1), artmis lenfosit doubling time nedeniyle 18 hasta(%30,5), ileri
evre hastalik nedeniyle 23 hasta(%38,9) tedavi almisti. Geri kalan 10 hastada sirasiyla 1
hasta (%1,6) hemolitik anemi, 1 hasta (%1,6) doku tutulumu, 8 hasta (%13,5) yogun

hiicresel hastalik nedeniyle tedavi almisti.

Hasta grubunda tedavi alan ve almayanlar arasinda CCL3 iligkisi Tablo 8’de

gosterilmistir:

Tablo 8. Hasta grubu tedavi gereksinimi ile CCL3 iliskisi

Grup N Ortalama(pg/ml)  Standart Sapma p
Tedavi almayanlar 40 68,16 142,26
Tedavi alanlar 59 80,74 +47,19 <0,2
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Hasta grubunda bulunan olgular i¢in kan alimi takip siiresinin baglangig¢ tarihi
olarak alindi. Takip suresi sonunda sag kalim durumlari incelendi. Kaybedilen ve sag

olgular olarak kaydedildi.
Hasta grubunun sagkalim ile plazma CCLS3 iliskisi Tablo 9’da g6sterilmistir:

Tablo 9. Hasta grubu sag kalim ile plazma CCL3 iliskisi

Grup N Ortalama(pg/ml) Standart sapma p
Hasta ex 6 124,80 +64,59 p=0,047
sag 93 73,35 +42,45

Tedaviye kadar gegen siire ile plazma CCL3 diizeyi arasinda korelasyon
saptanmadi. Fakat plazma CCL3 diizeyi ile sag kalim arasinda ters yonde iliski tespit
edildi(r=-0,201, p=0,046). Plazma CCL3 diizeyi yiikseldik¢e Oliim oranmin arttigi
gorildi. Plazma CCL3 diizeyi ile lenfosit sayisi, Rai evresi, Modifiye Rai evresi, Binet
evresi, LDH, B2-MG, CD38, ZAP70, splenomegali, kemik iligi tutulum paterni arasinda

istatistiksel anlamli korelasyon saptanmadi.

Plazma CCL3 diizeyinin; sag kalima etkisinin tan1 yasindan, LDH diizeyinden ve
B2-mikroglobulinden daha istiin oldugu tespit edildi. Tablo 10°da lojistik regresyon

analizi verilmistir:

Tablo 10. Plazma CCL3 dizeyi-sagkalim lojistik regresyon analizi

OR p Giiven arahg:
Tam yas1 1,027 0,6 0,924-1,142
B2- mikroglobulin 0,999 0,02 0,999-1,000
LDH* 1,001 0,76 0,994-1,008
CCL3** 1,001 0,01 0,940-0,993

*LDH: Laktat dehidrojenaz, **CCL3: C-C motif ligand 3

Plazma CCL3 diizeyi igin Roc analizi ile kesim degeri elde edildi. Olgular plazma
CCL3 duzeyi diisiik ve yiiksek olarak ikiye ayrildi(kesim degeri: 35,85 pg/ml olarak
almmistir).LDH dizeyi, p2-mikroglobulin dizeyi, splenomegali ile iliskisi incelendi.

Plazma CCL3 dizeyi yiksek olan grupta splenomegalinin daha fazla oldugu
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gorildi(p=0,025). Plazma CCL3 diizeyi yiiksek olan grupta p2-mikroglobulin
dizeyinin yiiksek oldugu goriildii(p=0,02).

Olgular plazma CCL3 dizeyine gore yiksek ve disiik olanlar olarak
gruplandiginda; yiksek plazma CCL3 dizeyi ile splenomegali arasinda pozitif yonde
iliski (r=0,229, p=0,024), yuksek plazma CCL3 diizeyi ile B2-mikroglobulin arasinda
pozitif yonde iliski (r=0,220, p=0,042) saptandi. YUksek plazma CCL3 grubu ile

prognoz gostergeleri arasindaki iligki tablo 11°de gosterilmistir:

Tablo 11. Plazma CCL3 (>35,85 pg/ml) diizeyi ile diger prognoz gostergeleri

arasindaki korelasyon tablosu

Grup N r p
Rai evresi 99 0,1 0,1
Binet evresi 99 0,1 0,06
Modifiye Rai evresi 99 0,06 0,5
LDH 94 0,1 0,1
B2-MG 86 0,22 0,042
CD38(pozitif/negatif) 64 0,05 0,6
ZAPT70(pozitif/negatif) 36 0,1 0,3
Splenomegali(var/yok) 97 0,22 0,024
TTGS* 97 -0,25 0,06
Sagkalim 99 -0,12 0,2

*TTGS: Tanidan tedaviye kadar gegen siire

Yuksek CCL3 duzeyi ile Binet evrelemesi arasinda istatistiksel anlamli olmayan
pozitif yonde iligki(r=0,06, p=0,06), yiikksek CCL3 diizeyi ile tanidan tedaviye kadar
gecen siire arasinda istatiksel anlamli olmayan negatif yonde iliski(r=-0,25, p= 0,065)
saptand1. Ayrica sag kalimla plazma CCL3 diizeyi yiksek grup arasinda da istatistiksel
anlamli olmayan ters yonde iligki saptandi(r=-0,12, p=0,2).
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5. TARTISMA

Yillardir KLL hastalart i¢in prognoz gostergesi olan ve olabilecek yeni belirtegler
arastirilmaktadir. Fakat gerek yaygin kullanilan gerek yeni belirteglerin kendilerine
0zgii problemleri mevcuttur. Bu nedenle daha yaygin kullanilabilecek, prognozu ve sag
kalim1 ongorebilecek, tedavi cevabini tahmin ettirebilecek ve hatta tedavi stratejisinde

hedef olabilecek KLL’ ye 6zgiin belirtec arayisi siirmektedir.

Evreleme sistemleri laboratuvar destegi olmadan ve pahali ileri tetkiklerle
desteklenmeden hastalik seyrini tahmin etmeyi saglayabilir. Ancak hastalarin tedaviye
verecegi cevabr ongéremiyor olmasi, hastalikta progresyon gelisip gelismeyecegine

dair bilgi veremiyor olmasi dezavantajlarindandir(7).

LDH, sik kulanilan nonspesfik 6zellikte bir belirtectir. Kan alim siirecinden dahi
etkilenen diizeyleri nedeniyle aslinda bir hayli dezavantajli konumdadir. Yogun kiitlesel
hastalik ve ylksek timor yukinde, Richter transformasyonunda yiksek seyreden bir

belirtectir. Ucuz bir yontemdir(7,8).

B2-mikroglobulin, sik¢a kullanilan belirteclerden biri olmakla beraber bir¢ok B
hicre malignitesinde, lenfadenomegali varligi ile giden birgok hastalikta diizeyi
yikselmektedir. En bilindik dezavantaji ile p2-mikroglobulin dlzeyi kronik bobrek
yetersizligi tablosundan etkilenmektedir. Delgado ve ark.’nin c¢alismasinda GFR’ye
gore diizenlemis B2-mikroglobulin diizeyinin tedavisiz sag kalimi gostermede daha 1yi
belirteg oldugu belirtilmistir. Bu nedenle P2-mikroglobulin dizeyi GFR ile valide

edilerek kullanilmasi daha dogru sonuglar verebilir(7,8,19).

ZAP70 ekspresyonu hastaligin seyrinden ve Kkortikosteroid tedavisinden
etkilenmektedir. Bu yiizden prognozla iliskisi siire¢ i¢inde farliliklar gosterebilir. Real-
time PZR veya immunhistokimyasal olarak bakildig1 icin elde edilmesi zordur ve

yuksek maliyet getirir(7,8).

CD38 ekspresyonunun yiiksekligi kotii prognozla iliskilidir. Hala standardize
edilememesi ve  pahali  yontemlerle  belirlenmesi  yaygin  kullanimini

engellemektedir(7,8).

Sitogenetik ¢aligsmalarin pahali olmasi, teknik ekip gerektirmesi ve sonucun ge¢

elde edilmesi nedeniyle bazi kliniklerde uygulanabilirligini sinirlamaktadir(7,8).
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KLL tanis1 akis sitometrisi ile elde edilmis vakalar ig¢in kemik iligi tutulum paterni
gormek amactyla yapilacak kemik iligi biyopsisi fazla girisimsel bulunabilir. Bu yiizden

tercih edilmeyebilir. Ayrica tan1 i¢in gerekli olmadigindan rutin uygulanmamaktadir.

Son yapilan ¢alismalar, kronik lenfositik l6semide BcR sinyalinin, mikrogevre
desteginin patogenezde ne denli énemli roller oynadigini ortaya koymustur. Ozellikle
BcR sinyal yolagi ilizerinden hem proliferasyonu uyaran hem apoptozu baskilayan
sitokinlerden CCL3, KLL hiicrelerinin sagkaliminda etkindir. Bu sitokinin KLL ve
DBBHL hastalarinda yiiksek seviyelerde oldugu saptanmistir(11,13).

Caligmamizda, KLL hastalarinda plazma CCL3 diizeyinin hastalik seyrini
gosterip gosteremeyecegini ve kullanilan diger prognostik gostergelerle iliskisini ortaya
koymak amaclandi. 99 KLL hastasinin ve 25 kontroliin plazma CCL3 diizeyine bakildu.
Once hasta ve kontrol grubu arasinda plazma CCL3 diizeyleri karsilatirildi. Ardindan
hasta grubunun Rai evresi, Modifiye Rai evresi, Binet evresi, B2-mikroglobulin degeri,
LDH degeri, splenomegali varligi, CD38 varligi, ZAP70 varligi, kemik iligi tutulum
paterni, dell17p varhig1 ile plazma CCL3 diizeyi karsilastirildi.

Calismamizda KLL cinsiyet dagilimi topluma benzer olarak bulunmustur. Tan1

yas ortalamasi ise daha diisiik saptanmistir.

Sivina ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada CCL3 diizeyi diisiik ve yiiksek olarak ikiye
ayrildiginda; yliksek CCL3 seviyeleri ile ileri Rai evresi, ZAP70 pozitifligi, CD38
pozitifligi, 4 mg/L>B2-mikroglobulin dizeyi , yiiksek riskli sitogenetik ile giiglii iliski
saptanmigti(13). Bizim c¢alismamizda da CCL3 dizeyi yuksek olgularda p2-
mikroglobulin diizeyinin daha yiiksek oldugu saptandi.

Calismamizda plazma CCL3 ile diger prognoz belirtegleri arasinda iligki

saptanmamasiniyeterli say1 ve benzer dagilimda verilerin olmamasi ile iliskilendirdik.

Sivina ve ark.’nin ¢alismasinda B2-mikroglobulin yiiksek ve diisiik grup olarak
ikiye ayrilirken 4 mg/L kesim degeri kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda olgular (32-
mikroglobulin dizeyinin bir kesim degeri {iizerindenikiye ayrilmamistir. Ayrica
hastalarda KBY olup olmadig1 belli degildir. Sivina ve ark.’nin ¢alismasinda ZAP70
degerlendirilmesi akig sitometrisi ile bakilmig ve kantitatif veriler elde edilmistir. Bizim
calismamizda ise ZAP70 pozitif ve negatif ayrimi immunhistokimyasal olarak

degerlendirilmistir oldugundan sadece kalitatif sonuglara gore ayrim yapilmistir. CD38
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degerlerinin zaman i¢inde degisim gosterdigi bilinen bir gercektir. Calismamiza alinan
vakalarin bir kismi tedavi almamis iken bir kismi tedavi almis veya hala tedavi alan
durumundadir. Bu nedenle CD38 degerleri tam anlamiyla ger¢egi yansitmayabilir. Tim
bu nedenleringalisma sonuglarinin  degismesine katkida bulunmus olabilecegi

distiniilmistiir.

Caligmamizda hasta grubunda kadin ve erkek plazma CCL3 diizeyinde farliklik
bulunmamistir. Plazma CCL3 diizeyinin, cinsiyetler arasinda fark olup olmadig1 heniiz

bilinmemektedir.

Sag kalim agisindan bakildiginda; sag kalan ve kaybedilen olgular arasinda
plazma CCL3 diizeyi agisindan giiglii iliskiye isaret eden farklilik tespit edilmistir.
Plazma CLL3 diizeyi yiikseldikge 6liim orani artmaktadir. Ayrica 6liimler daha ¢ok ileri

evre hastalarda ve tedaviye direncli vakalarda oldugu dikkati ¢ekmistir.

Diffiiz kemik iligi tutulumunda hastaligin daha agresif gittigi bilinmektedir(7,8).
Kemik iligi tutulum paterni diffiiz olanlarda plazma CCL3 diizeyi daha yiiksek oldugu
istatiksel anlamsiz goriilmistir. Fakat diffliz tutulum paterni sadece 13 vakada
mevcuttur. Kemik iligi tutulum paterni ile CCL3 diizeyi arasindaki iligkiyi netlestirmek

icin daha tiirdes gruplarla yapilacak calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda hastalarin farkli tedavi rejimleri almasi nedeniyle tedavi sonuglari
ile plazma CCL3 diizeyleri karsilagtirllamamistir. Tedavi alan grupta plazma CCL3
dizeyleri istatiksel anlamsiz daha yuksek bulunmustur. Fakat CCL3 i¢in kan alim
islemi hastalarin bir kismindan tedavi aldiktan sonra yapilmisti. Bu agidan ¢alismanin
kesitsel veri sundugu g6z Oniinde bulundurulmalidir. Ancak yine de tedavi almis
vakalarin plazma CCL3 diizeylerinin daha yiiksek oldugu, evrelerinin ileri oldugu, bir
kisminin ikinci hatta tigiincii tedavi ihtiyact oldugu goze carpmistir. Bu nedenle geriye
doniik de olsa yiiksek plazma CCL3 diizeyine sahip vakalarin daha kotli seyrettigi
farkedilmistir. Kan alim1 sonrasi tedavi ihtiyaci olan hastalarin da plazma CCL3 diizeyi
incelenmigstir. Bu vakalarin plazma CCL3 diizeyleri de yiiksek bulunmustur. Ancak az
sayida olduklar1 ve takip siiresi kisa oldugu i¢in istatiksel anlamli sonuglar elde
edilememistir. Zira hastalarin evrelerinde ilerleme olup olmayacagini, tedavi ihtiyacinin

olup olmayacagini gormek i¢in daha uzun sire izlenmeye ihtiyag vardir.
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Calismamizda plazma CCL3 diizeyinin tek basmna sag kalima etkisinin, (2-
mikroglobulinden ve LDH” den daha fazla oldugu gosterilmistir. Daha 6nce buagidan

yapilmis bagka ¢alisma olmamasi nedeniyle bu bulgu olduk¢a énemlidir.

Sivina ve ark.” nin ¢alismasiyla hemen hemen es zamanli BCR (zerinden etki eden
PCI-32765(Bruton tipi kinaz inhibitorl), R406(dalak tipi tirozin Kkinaz inhibitor()
hayvan c¢aligmalar1 yayinlandi. Hedef molekil BcR olmakla beraber KLL hicresi
viabilitesinin gostergeleri olarak robust kabul edilen CCL3 ve CCL4 secildi. Her iki
calismada da ortama BcR sinyalini bloke eden TKi konuldugunda CCL3 ve CCL4
diizeyinin azaldigr saptandi. PCI-32765 hayvan calismasinda, deneye katilan
hayvanlarin masif lenfositozu, organomegalileri ve lenfadenomegalileri mevcuttu. PCI-
32765 etkisi ile iki hafta sonunda mevcut bulgularinin geriledegi saptandi. Ayrica kilo
kaybinin durdugu ve letarjik goriinlimiin kayboldugu goriildii. Calismanin sonunda,
CCL3’ iin ve CCL4’ iin BcR aktivasyonunu gosterebilecek biyobelirtegler olabilecegi,
BcR sinyal yolagini hedefleyen tedavilerde alinan cevabi gosterebilecegi sonucuna
ulagildi(13,14). R406 calismasinda ise KLL hiicrelerinin sag kalimini, gogini ve
yuvalanmasmi saglayan CCL3/CCL4 gibi sitokinlerin salinimini parakrin etkilerle
gerceklestiren mikrogevre desteginin; artan R406 miktarlartyla durduruldugu
goruldi(15). Burger’ in yaptig1 derlemede, artik prognostik belirteglerin tedavi cevabini
ongormek icin kullanilabilecegi sunulmustur. BcR iligkili risk faktorlerinin; hangi
hastalarin tedaviye cevap verebileceginin taninmasinda, cevap degerlendirilmesinde
yardimct olabilecegi belirtilmistir(17). Yapilan son ¢aligmalar BcR aktivasyonunu
gosteren CCL3 sitokinin tedaviye cevabi tahmin ettirebilecegine dair sonuglar
sunmaktadir. Fakat tedavi ihyiyacim1 ongormek i¢in kullanilabilecegi yoniinde veri
bulunmamaktadir. Halbuki poliklinikte karsilagilan asemptomatik KLL vakalarinin
cevap bekledigi sorulardan biri ileride tedavi alip almayacagidir. Kaldir ki tedavi
thtiyacin1 dogru olarak belirleyebildiginde, dogru tahmin ettirici CCL3 diizeyi i¢in

alinacak kesim degerinin ne olacagi merak konusu olacaktir(13,15,16,17).

Calismamizda, KLL hasta grubunun kontrol grubundan daha yiksek plazma
CCL3 diizeyine sahip oldugunu saptadik. Fakat tanida kullanilip kullanilamayacagi
acisindan yapilmis calisma olmadigim1 gordiikk. Bu yoniiyle yapilan analizde lenfosit
sayis1 kadar tanisal olabilecegi goriilmistiir. Ancak diger B hiuicre malignitelerinde de

yuksek diizeyleri saptandigr icin KLL’ye 6zgii olmamasi tanisal niteligi azaltabilecegini
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disiinmekteyiz(12,13). Yine de tanisal niteligini arttirabilecek ek ¢aligmalarin

yapilmasindan yanayiz.

Plazma CCL3 diizeyinin hastalik siddetini belirlemede yol gdsterici olabilir.
Hentiz hangi diizeyin hastalik siddetini belirledigi net degildir. Bu agidan daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ vardir. Bu sayede hastalik siddetinin belirlenmesine, hatta KLL igin
prognoz skorlama sistemlerinin olusturulmasina katki da saglanabilir. Hedefe yonelik
tedavilerin takibinde ayrintili bazi molekiiler analizlerin yerini alabilecek bir belirtec
olabilecegi i¢in Onem arzetmektedir. Bu yoniiyle KML’de ber-abl diizeyi takibine

benzer sekilde tedavi cevabinin degerlendirilmesinde kullanilabilir.

Sivina ve arkadaslarinin ortaya koydugu CCL3 sitokininin robust 6zellikte olusu,
ucuz olusu nedeniyle yaygin kullanilabilmesi, teknik uzman ve donanim gerektirmeden
ELISA ile 6lgiilebiliyor olmasi, sonucun belirtilmesi igin uzun zaman gerekmemesi
molekilun 6ne ¢ikmasini saglamistir(13). Bizim ¢alismamiz da plazma CCL3 diizeyinin
Oonemli bir prognoz gostergesi oldugunu saptadigimiz igin Onceki c¢alismay1
desteklemekteydi.Ancak Ozellikle tek basina sagkalima etkisinin LDH diizeyinden ve
B2-mikroglobulin diizeyinden daha fazla oldugunun saptanmasi yoniiyle ¢alismamiz

daha dstln niteliktedir.
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6. OZET

KLL, erigkinde en sik goriilen hematolojik malignitelerden biridir. Siklikla, ileri
yas grubunda rastlantisal olarak tant konulmaktadir. Hastalarin biiyliik grubu

asemptomatiktir ve uzun yillar tedavi almadan izlenir.

KLL tanis1 konulduktan sonra karsilasilan en sik soru ne zaman tedavi verilecegi
ve hastaligin nasil gidecegidir. Hala bu sorulara yeterli cevap verecek prognoz

belirtecleri arayist stirmektedir.

Calismamiza Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Hematoloji
Poliklinigi’ nde izlenen 99 KLL hastas1 ve 25 kontrol alindi. Hasta grubunun yasi,
cinsiyeti, Rai evresine, modifiye Rai evresi, Binet evresi, lenfosit sayisi, LDH diizeyi,
B2-mikroglobulin duzeyi, CD38 yiizdesi, ZAP70 durumu, dell7p durumu, kemik iligi
tutulum paterni, splenomegali varhigi, plazma CCL3 diizeyine bakildi. Kontrol
grununun yas, cinsiyet, lenfosit, plazma CCL3 diizeyine bakildi. Oncelikle hasta ve
kontrol grubu arasinda plazma CCL3 diizeyleri karsilastirildi ve istatiksel olarak hasta

grubunda yiiksek saptandi.

Gruplar ortalama 18 ay izlendi. Hasta grubu CCL3 diizeyi diisiik ve yiiksek olmak
tizere iki gruba ayrildi. Yiksek plazma CCL3 duzeyi ile p2-mikroglobulin diizeyi ve
splenomegali arasinda pozitif korelasyon bulundu. Plazma CCL3 dizeyi yikseldikge
sagkalimin azaldig: istatiksel olarak tespit edildi. Plazma CCL3 dlzeyi takip suresi
icinde kaybedilen KLL hastalarinda daha yiiksek bulundu.

Yas, LDH, p2-mikroglobulin ile karsilastirildiginda plazma CCL3 duzeyinin
sagkalimda en etkili faktor oldugu bulundu. Tedavi alan ve almayan grup arasinda

plazma CCL3 diizeyi arasinda farklilik bulunmada.

Plazma CCL3 diizeyi; KLL hastalarinda sag kalim ile korele olup 6nemli bir
prognostik belirtectir. Hentiz hangi dizeyin hastalik siddetini belirledigi net degildir.
Daha sonraki caligmalarla ortaya konabilecek kesim degerleri; hastalik siddetinin

belirlenmesini ve KLL igin prognostik gosterge olarak kullanilmasini saglayabilir.
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7. SUMMARY

CLL is one of the most common hematologic malignancies in adulthood.

Regarding to need for treatment and survival, prognostic markers are important.

99 CLL patients followed at Istanbul University Cerrahpasa Medical Faculty
Hematology Department and 25 control cases were included in the study. Age, sex,
RAI/ modified RAI/ Binet stages, lymphocyte count, LDH, -2 microglobulin level,
CD38 expression levels, ZAP70 expression, deletion 17p, bone marrow involvement
pattern, state of splenomegaly and plasma CCL3/MIPI-a levels of CLL patients were
recorded. Age, sex, lymphocyte count and plasma CCL3/MIPI-a levels of cases in the
control group were recorded. CCL3/MIPI-a levels were found higher in the CLL group

at a statistically significant level.

The median follow-up time was 18 months. CLL patients were divided into two
subgroups defined by low and high CCL3/MIPI-a levels. High plasma CCL3/MIPI-a
levels; B-2 microglobulin levels and presence of splenomegaly were found to be
positively correlated. It was statistically determined that overall survival decreased with
increased CCL3 levels. Patients lost during the follow-up period had higher plasma
CCL3/MIPI-a. levels.

Comparison with age, LDH, and -2 microglobulin revealed that CCL3/MIPI-a
level was more correlated with overall survival. There was not any difference in CCL3

levels between the treated and not treated patients.

In conclusion plasma level of CCL3 is correlated with overall survival. The exact
level of this chemokine in defining disease course is not determined yet. Further studies
are warranted to confirm cut-off values of this chemokine and to make it one of the

prognostic markers in CLL.
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