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ONSOZ

Hematoloji ihtisasim boyunca bana desteklerini esirgemeyen esim Bahar’a, bana

mutluluk kaynag olan kizim Deniz’e ve aileme oncelikle tesekkiir ederim...

Bana Hematoloji’yi 6greten ve bana “’babalik’” yapan hocam Prof. Dr. Mahmut Bayik’a
ve desteklerinden dolay1 Prof. Dr. Tiilin Firath Tuglular’a sonsuz siikranlarimi sunarim.
Calisma hayatimda her zaman yanimda olan Dr. Isik Kaygusuz’a ve Dr. Cafer
Adigiizel’e, caligmanin istatistiklerini yapan Dr. Tayfur Toptas’a ve katkilarindan dolay1
Prof. Dr. Emel Demiralp’e ¢ok tesekkiir ediyorum.



OZET

Kronik Lenfositik Losemi, ileri yas grubunda, en sik goriilen kanser tiiriidiir. Diinya
capinda yapilan bir¢ok ¢aligmalarda, bu hastaligin seyrini 6nceden belirleyebilen, farkli
prognostik belirtegler tanimlanmustir.

Klinikte en sik kullanilan prognostik belirtegler, yas, cinsiyet, Rai ve Binet evreleme
sistemleri, immiinofenotipik belirtecler ve sitogenetik 6zelliklerdir.

Calismamizda, klinigimizde takip edilen 74 KLL hastasinin, prognostik belirteglerinin,
hastalik seyri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Hastalarin, toplam sag kalim, tedaviye
kadar gecen zaman, tedaviye yanit ve remisyon siireleri incelenmistir.

Prognostik belirteclerden 6zellikle, KLL hiicrelerin eksprese ettigi baz1 hiicre ylizey
antijenleri arastirilmigtir. Bunlardan, ZAP-70 ve CD38 gibi prognostik 6nemi iyi
bilinen yiizey antijenlerin yani sira, yeni tamimlanmis olan CD49d proteini de
incelenmistir.

Calisma, geriye doniik olarak, Hematoloji polikliniginde kayithh olan hasta
dosyalarindaki tibbi kayitlar {izerinden yapilmistir.

Arastirmamizda, prognostik Onemi belirlemek amaciyla, tek degiskenli ve c¢ok
degiskenli korelasyon analizler ile, hastalik ile ilgili dlgiitler incelenmistir.

Calismanin sonucunda, yas, cinsiyet ve mutlak lenfosit sayisinin, toplam sag kalim ve
tedaviye kadar gegen zaman iizerinde etkisi olmadig1 saptanmustir.

Immiinolojik belirteclerden CD49d ve ZAP-70 ekspresyonun, tedaviye kadar gegen
zaman iizerinde ters orantili etkileri oldugu gézlenmistir. Ayrica, CD49d eksprese eden
hastalarin tedaviye kotii yanit verdigi gézlenmistir.

Arastirmamizda CD38 ekspresyonun hastalik prognozu tizerinde etkisi bulunamamustir.
Rai evreleme sistemine gore baktigimizda ise, ileri evre hastalarin tedaviye kadar gegen
zamanin ve toplam sag kalimlarinin kisa oldugu goriilmiisiitiir.

Calismada toplanan baz1 verilerin dagilimi uygunsuz olmasi ve sitogenetik
incelemelerin az olmasina ragmen, iilkemizde KLL {izerinde yapilan ilk multiparametrik
prognostik aragtirma olmasi nedeniyle, ¢ikan sonuglarin yapilacak olan yeni ¢aligsmalara

151k tutacagini iimit etmekteyiz.
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SUMMARY

Chronic Lymphocytic Leukemia is the most common malignancy in the elderly. There
are many, well defined prognostic markers which predict the course and the outcome of
the disease.

The most commonly used, prognostic markers in general practice are, age, gender, Rai
and Binet stage, immunophenotypical and cytogenetic markers.

In this study, we have investigated the predictive value of some prognostic parameters
in 74 CLL patients.

We investigated the effect of the prognostic parameters on patients’ overall survival,
time to treatment, response to chemotherapy and remission free survival. In this study
special emphasis was given to some cell surface antigens expressed in CLL.

Besides well known immunophenotypic markers as ZAP-70 and CD38, a newly
described surface antigen CD49d was also included as a prognostic parameter.

This study is retrospective, descriptive study based on the medical records of the
patients followed up in our hospital’s Hematology department.

After obtaining patients’ data, univariate and multivariate correlation based statistic
analyses were performed in order to estimate the predictive value of the prognostic
parameters.

At the end of the study, there was no correlation between age, gender and absolute
lymphocyte count and overall survival with time to treatment. The expression of CD49d
and ZAP-70 was inverse proportional to time to treatment. Interestingly we found that,
patients expressing CD49d were more resistant to initial chemotherapy regimens. CD38
expression had no effect on overall survival and time to treatment.

There was direct and strong inverse correlation between Rai stage and time to treatment
and overall survival.

Despite some insufficient data and lack of cytogenetic analyses, our study revealed the
profile of Turkish CLL patients. We also found the negative effect of CD49d on

treatment which was not described before, but it still has to be proven by new studies.
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik Lenfositik Losemi, genelde yavas seyirli ancak heniiz kesin tedavisi olmayan
bir hastaliktir. Bat1 toplumlarda ileri yas grubunda en sik goriilen kanser tiirii olup,
yash toplum saglig1 {izerinde 6nemli tan1 ve tedavi yiikii olusturmaktadir. KLL de
hastaligin seyri ve prognozu hakkinda onemli veriler saglayan bir¢ok klinik,
sitogenetik ve immunolojik degsiken mevcuttur. Immunolojik olarak akim sitometri
ile saptanabilen ve hastaligin prognozu iizerinde net etkisi olan ZAP-70, CD38,
IgVH ve CD49d gibi bir¢ok lenfosit yiizey proteini tanimlanmustir.

KLL lenfositlerinin hiicre ylizey proteinleri, hiicre apoptozunu, migrasyonunu,
hiicreler arasi iletisimi ve kiime olusturma gorevlerini iistlenirler. Bunlarin i¢inde,
mikrocevre ile iletisimini saglayan, sitokinlerin etki alani olan ve endotel ile
fibronektin baglantisin1 saglayan CD49d yiizey proteini klinik olarak biiylik 6nem
tasimaktadir.

CDI19+ hiicrelerin yiizeyindeki CD49d proteinin yliksek oranda eksprese olmasi,
heniiz tedavi almamig olan hastalarda toplam sag kalimi1 ve tedaviye kadar gecen
siireyi oldukg¢a kisaltmaktadir. Ancak tedavi ihtiyact olan CD49D+ ve CD49D-
hastalar arasindaki klinik seyirin farkli olup olmadigi, tedaviye yanit oranlarinin
degisip degismedigi ve remisyon siirelerin arasindaki fark heniiz net olarak
bilinmemektedir.

Bunun disinda CD49D nin diger prognositk belirtegler ile birlikte ( evre, ZAP-70,
sitogenetrik Ozellikler) ¢oklu degisken olarak KLL nin genel seyri lizerindeki
etkisini arastiran ¢aligmalarin sayisi oldukca azdir.

Calismanin amaci, Marmara Universitesi Hastanesi Hematoloji boliimiinde takip
edilmis olan tiim KLL vakalarimin klinik, sitogenetik, immiinolojik ve demografik
ozelliklerinin, geriye doniik olarak degerelendirip, bu degiskenlerin, hastalarin,
sagkalim, hastaliksiz sag kalim ve tedaviye yanitlarinin tizerindeki etkilerinin
belirlenmesidir.

Klinigimizde takip edilen tiim KLL hastalarin CD49d oranlan ile birlikte diger
prognostik faktorleri de katarak, bu ylizey proteinin tekli ve coklu degisken
analizleri ile toplam sag kalim (OS), tedaviye kadar gecen zaman(TTT), tedaviye
yanit( CR, PR, RR) hastaliksiz sag kalim (PFS) tlizerindeki etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun goriiniimlii, ¢ogalmayan lenfositlerin, kanda,
kemik iliginde, lenf nodlarinda ve dalakta birikmesi ile ortaya ¢ikan klinik tablodur.
KLL hiicreleri monoklonal B lenfositlerdir ve CD5 ile CD23 (+) olmalar1 sadece
kendilerine has 6zelliklerdir(1-3). Yeni bulgulara gore, bu tiimor hiicreleri, bellek B
hiicrelerinden koken aldigi anlasilmistir. Hiicre morfolojisi, fenotipik ve molekiiler
genetik Ozellikler KLL de biiyiik degiskenlik gosterir ve bundan dolayr hastalar
arasinda prognoz acisindan farkliliklar dogar (4-6).

KLL insidansi diinya genelinde degiskendir, en sik Kuzey Amerikada goriiliirken en
az Uzak Dogu iilkelerinde goriiliir. Kuzey Amerika’da, KLL, tim ldsemilerin
%22,6’m1 olusturur. Yillik insidansi erkeklerde 3,35-3.69.100000, kadinlarda ise
1,69-1.92.100000 dir (7,8). Aslinda, hastalarin ¢ogu akim sitometri ile tani
konduktan sonra tedavisiz izlendiklerinden dolayi, KLL’nin insidansi
bildirildiginden daha yiiksek olabilecegi rapor edilmistir (9). Hastalik genclerde
nadir goriiliir, ancak 40 yasindan itibaren insidans hizla artmaya baglar. Tanida
ortalama yas 69,9 dur ve hastalarin %80 den fazlasi 60 yasindan biiyiiktiir (7)
(sekil.2,1). Tim bu bilgilerin yani sira, diger Non-Hodgkin lenfomalarin aksine, son

30 yilda KLL insidansinda artis gozlenmemistir.
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2.1. PATOFIZYOLOJIi

2.1.1. Predispozan Faktorler

Diger I6semilerin aksine, KLL de ¢evre ve meslek ile ilgili risk faktorlerin, hastalik
insidans1 iizerine olumsuz etkileri bildirilmemistir(8). Aile oykiisii KLL de 6nemli
bir risk faktorii olarak diistiniilmektedir. Yapilan aragtirmalara gore, KLL hastalarin
onda birinde, ailesinde KLL veya diger lenfoproliferatif hastaliklar oldugu
bildirilmistir (10). KLL hastalarin birinci derece akrabalarinda KLL gelisme riski
30 kat fazladir(8,10-12). Ayrica birinci derece akrabalarin %13,5 de, periferik kan
lenfositlerinde KLL ye 6zgii immiinofenotipik 6zellikler saptanmaktadir (13). Bu
bulgulara ragmen bu kisilerde KLL gelisip gelismeyecegi heniiz net
bilinmemektedir (13). Ailesel KLL hastalari, sporadik KLL hastalara gére ortalama
10 yas daha gengtir (11) ve ebeveyinlerinin tan1 aldiklar1 yasa gore ¢ocuklarin tani
alma yas1 ortalama 15-20 yil daha erkendir(14-17). Bu vakalardaki kalitim sekli
bilinmemekle beraber, HLA tipi ile iliskili degildir (18).

Sporadik KLL nin iki formu vardir: imiinoglobulin genin degisken bolgesinde (IgV)
somatik hipermutasyonu olanlar ve olmayanlar. Ailesel KLL ile sporadik KLL de
IgV gen mutasyonu insidanslari arasinda fark olup olmadig: tartismalidir (19,20).
DNA ¢ift sarmal kiriklarin olugsmasiyla, atksi telenjiektazi mutasyon geni (ATM) ya
DNA onarimini veya apoptozu baslatir. Bu etkileirn bir kismi, ATM tarafindan
fosforile edilen p53 araciligiyla olugsmaktadir (21). ATM geni, lenfosit gelisiminde
onemli yer aldigindan dolay1, ataksi telenjiektazi hastalar1 6zellikle T hiicre lenfoid
maligniteleri agisindan biiylik risk altindadir (21-24). Son arastirmalarda KLL
hastalarin {igte birinde ATM geninde mutasyon veya delesyon saptanmugtir (22,23).
Bu vakalar IgV gen mutasyonu tagimamaktadir ve pregerminal hiicre kaynaklidir
(24). Hastalardaki ATM mutasyonlar1 ayni zamanda germ seri hiicrelerinde de
gozlendiginden, heterozigot ATM gen mutasyonlar1 ¢ocuklarinda da devam eder.
Bu kalitimsal gegis, kisilerin ailesel KLL ye yatkinlig1 kismen agiklamaktadir (22—
25).



2.1.2. Hiicre kaynagi

KLL hiicresinin kaynagi hakkinda tartigmalar devam etmektedir (26). KLL hiicresi
CD5(+) olmast nedeniyle, mantle zonda yer alan CDS5(+) B lenfositlerinden
kaynaklandig: diisiiniiliiyordu (1.26.27). Ancak normal CD5(+) B lenfositlerde Ig}
gen mutasyonu yoktur, halbuki KLL hiicrelerinde bu mutasyon %50 vakada oldugu
bilinmektedir (29,31). Bu bulgulara dayanarak, iki farkli KLL hiicresi oldugu
anlagilmistir. Birincisi pregerminal lenfositten kdken alir ve Igl mutasyonu
tasimamaktadir, ikincisi ise germinal merkezden ge¢mistir ve mutasyonlar igerir
(32). Bu iki farkli KLL hiicre tipi, kendine 6zgii farkli genetik anomaliler igerir ve
prognozlar1 da farklhidir (29,31). Genetik mutasyonlar iceren hiicrelerde (Igh+)
13q14 delesyonu daha sik goriilmekte ve bunlarda prognoz daha iyidir. Bunun yan1
sira genetik mutasyon i¢ermeyen hiicrelerde (/gV-) siklikla trizomi 12 rastlanmakta

ve prognoz oldukca kotiidiir (sek.2,1) (29,31).
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Sekil 2.1. IgV mutasyonuna bakilmaksizin, p53 mutasyonu tagiyan hastalarin

(Ch17), p53 tasimayanlara gore sag kalimi. A: Tiim hastalar. B: Evre A hastalar



Son donemde KLL’nin genetik ekspresyon profili DNA microarray yontemi ile
aragtirtlmaya baslanmistir (5,6). Klein ve arkadaglar1 tarafindan 12000 gen
aragtirtlmistir  (5). Sonuglara gore,16 mutasyona ugramis ve 18 mutasyona
ugramamig KLL vakalarinda, ¢cogu gende ortak ekspresyon sekli tespit edilmis
olmasina ragmen, 23 gende, iki grup arasinda farkli ekspresyonlar oldugu
goriilmiistiir. Naive B, germinal, CD5(+) ve bellek hiicreleri ile karsilastirildiginda,
KLL hiicreleri en ¢ok bellek hiicreleri ile benzerlik gosterirler (5). Lymphochip
complementary DNA microarray yontemini kullanarak Rosenwald ve arkadaslar1 37
vakada benzer sonuglar elde etmislerdir. Bu ¢alismada, Igl+ hiicreler Igh-
hiicrelerden 175 farkli gen ekspresyonu ile farkli bulunmustur. Bu farkli gen
ekspresyonlarindan 56 tanesini kullanarak 10 vakada hatasiz olarak /gl+ veya IgV-
olduklar1 tespit edilebilmistir. Iki grup arasinda farki en dogru tespit edebilen gen
ekspresyonu ZAP-70’tir. Bu kinaz oncelikle T hiicrelerinde eksprese edilir ve T
hiicre reseptoriindeki sinyallerin iletilmesinden sorumludur. R7-PCR yontemi
kullanarak, mutasyona ugramamis hiicrelerde daha yiiksek diizeyde ZAP—70 mRNA
oldugu dogrulanmstir.

Bahsi gecen bu g¢aligmalarin sonucunda, KLL hiicrelerinin, CD5(+), naive B veya
folikiiler merkez hiicrelerinden koken almadiklar1 anlagilmigtir. KLL hiicrelerindeki
CD5 ve CD23 ekspresyonu, hiicre aktivasyonu veya kansere ikincil olarak gelisen ve
ozellik tasimayan degisikler sonucu gelismis olabilir. KLL’nin kéken aldig: hiicre,
IgV+ olsun veya olmasin, bellek B hiicresi oldugu diisiiniilmektedir. Bu tez, KLL
hiicrelerin neden genellikle CD27(+) ( bellek B hiicre belirteci) olduklarini
aciklamaktadir (33,35). Cogu normal CD27(+) hiicrelerde /gl mutasyonlarina
rastlamak miimkiindiir, ancak bazilarinda bu mutasyon gozlenmez (36,37). Buna gore
KLL hiicrelerin iki farkli CD27(+) hiicre tiirlinden koken aldig1 s6ylenebilir — Igl'+ ve
IgV- bellek B lenfositlerinden.

2.1.3. Apoptozdaki anomaliler

KLL deki temel patoloji, hiicre ¢ogalmasi degil hiicre birikimidir. Bunu ilk kez, 35 y1l
once yaptiklart arastirmalarda, Galton ve Dameshek bildirmislerdir (38,39). Son
yillarda KLL deki bu o6zelligin, apoptoz yolaklarinda meydana gelen bazi
bozukluklardan kaynaklandigi anlasilmistir. KLL hiicrelerinin biiyiik boliimii uzun
Omiirlii, hiicre dongiistine ve GO fazina girmeyen, hiicreler oldugu tespit edilmistir.

Hiicre birikimini idame ettirecek ¢ok az sayida hiicrenin varligt KLL hastaligin



stirekliligini miimkiin kilmaktadir. Ayrica apoptozu indiikleyen kemoterapi ajanlarin,
baz1 KLL hiicre gruplan iizerindeki etkisizligi, bu hiicrelerde apoptoz yolaklarinda
meydana gelen bozukluklar sonucunda gelistigi anlagilmistir (40,42).

Apoptozun olusmasi, birer sistin proteaz olan, kaspazlarin etkin hale gelmesiyle
baslar. Bu kaspazlar, diger kaspazlar1 aspartik asit kalintilarindan serbestlestirir ve

boylece onlari birer aktif enzime doniistiiriirler (40—42) ( sek.2,2).
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Sekil 2,2. Kronik Lenfositik lenfomada apoptoz yolaklari



Apoptozun iki ana yolag

Mitokondrial/sitokrom ¢ — intrensek yolak: DNA hasar1 ile baslar. Bunun

sonucunda p53 eksprese edilir ve bax: bc—2 orani artar. Ardindan mitokondrinin i¢
ve dig membranindan sitoplazmaya dogru sitokrom ¢ salinimi baglar. Sitoplazmada,
sitokrom ¢ , Apaf-1 ( apoptosis activating factor), ile brlesir ve onu etkin hale
getirir. Bu siire¢ dATP’nin sitopldzmada bulunmasini gerektirir.

Apaf-1’in N terminali prokaspaz 9’ a baglanir ve onu etkinlestirir, ardindan kaspaz 3
etkin hale gelir (43). Sitokrom ¢/ mitokondrial sistem, kemoterapinin etkinligi i¢in
cok onemlidir, bu ylizden Apaf-1’in eksikligi, ila¢ direncine neden olur (43). Son
yillarda, KLL °‘deki farkli Apaf-1 diizeyleri, kemoterapiye olan duyarliligin
tizerinde nasil bir etkisi oldugu, bir¢ok ¢alismada halen arastirilmaktadir (45).
Fludarabin ve Kladribin’in trifosfat boliimleri, dATP’nin yerini alabilir, bdylece
sitotoksik etkilerinin bir kismi, Apaf-1’in baglanmast ve kaspaz 9 ile 3’iin
etkinlesmesiyle agiklanabilir (46,47).

Bunun disinda mitokondriden, Smac/DIABLO salinimi da olur ve sonug olarak
apoptozu baskilayan proteinler inhibe edilir.

Tumoér nekroz faktor 6liim reseptorii — TNF-DR; ekstrinsik volak: Apoptozdaki

diger 6nemli yolaktir. Su ana kadar kesfedilmis olan alti 6lim reseptorii (DR)
vardir. Bunlar i¢inde, TNF reseptorii, Fas (APO-1 ve CD95) ve DR4/DR5 ( TNF’ye
bagl apoptoz indiiksiyonundan sorumlu reseptorler ~-TRAIL), en ¢ok bilinenlerdir.
Bu reseptorlere ligand baglandiginda, sitoplazma igindeki bolgelerine (death
domain), Fadd/Mort—1 gibi adaptér proteinler baglanir ve bdylece reseptor
kompleksi tamamlanmig olur. Adaptdr proteinlerin iki 6nemli bolgesi vardir: death
domain ‘e baglanan bolge ve sitoplazmaya uzanan death effector domain (DED)
bolgesi. TNF reseptoriine baglandiginda, DED, kaspaz 8 ve 10’a da baglanir ve
onlar etkin hale getirir (43). Bu sekilde baglayan apoptozun siirekliligi, reseptoriin
varligima ve DED’e kaspazlarin yerine baglanabilen bir¢ok inhibitér proteinin
sitoplazma i¢inde bulunmasina baghidir. Bunlardan biri FLICE inhibitér proteinidir.
Bu protein prokaspaz 8 in benzeridir ve iki adet DED baglanma bdlgesi igermesine
ragmen proteolitik etkinlikten yoksundur (48).

Internsek ve Ekstrensek yolaklar arasinda siirekli bir etkilesim mevcuttur. Bu

sekilde, kaspaz 8, Bid’i etkinlestirebilir ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimini



bagslatabilir (42,49). Alternatif olarak, kemoterapi veya radiyasyon sonucu aktif hale
gelen internsek yolak da, kaspaz 3 lizerinden kaspaz 8’1 aktif hale getirebilir (50,51).
TNF reseptorleri araciligr ile baslatilan apoptoz, lenfoid hiicre niifusunun kontrol
edilmesinde Onemli rol oynar. Fas ligand ve reseptorlerde meydana gelen
bozukluklar, splenomegali ve lenfadenopati ile seyreden otoimmiin lenfoproliferatif
hastaliklarin ve lenfomalarin gelismesi i¢in risk olusturur.

Fas ligand, normalde, aktive lenfositlerde yiiksek oranda etkin halde bulunur, ancak
KLL hiicreleri Fas ligandin etkilerine kars1 duyarsizdir. Yapilan ¢alismalarda, IL-2
ve staphilococcus aureus’tan elde edilen protein A ile Fas ligand seviyeleri
arttirilmasina ragmen KLL hiicrelerinde apoptotik aktivite elde edilememistir (50—
53).

DR4 ve DRS5 reseptorleri KLL hiicre yiizeyinde bulunmalarmma ragmen, bu
hiicrelerin TRAIL’e olan duyarliliklar1 tartismalidir (54,55). KLL hiicreleri hem
TRAIL hem de Fas ligand sekrete eder, bdylece normal T hiicrelerini baskilayabilir
ve hastalikta goriilen immiin baskilanma bu sekilde olusabilir (54-56).

TNF ligandlar1 arasinda etkilesim sonucu, dogrudan baglatilan apoptozun yani sira,
TNF reseptorleri kemoterapi ajanlarin etkinligi iizerinde de 6nemli rol oynar.
Kemoterapi ajanlari, Fas veya DR4/DRS reseptorlerini arttirabilir boylece, hiicrenin
kendiliginden Fas ligand ve TRAIL diizeylerini apoptozu baslatacak sekilde
ayarlanmasini saglayabilirler (57-60). Yapilan calismalarda Fludarabin’in ve
Klorambusil’in in-vitro olarak Fas m RNA’si arttirdiklart ancak, Fas protein
diizeylerini etkilemedikleri gosterilmistir (50). Diger yandan radyasyonun Fas
protein diizeylerini arttirdig1r gosterilmistir, ancak higbir tedavi yontemi, KLL

hiicrelerini Fas liganda kars1 duyarlilastiramamaktadir.

Apoptoz yolaklarin denetimi

Apoptozdaki yolaklar, ¢ok farkli proteinler tarafindan denetlenmektedir. KLL’ de
bazi proteinlerin denetim islevinde bozukluk mevcuttur. Bcl-2 ailesi yaklasik 20
farkli proteinden olusmaktadir. Bunlarin bazilar1 apoptozu etkinlestirir, digerleri ise
baskilar. Bu proteinler, hiicre membraninda, g¢ekirdek zarinda ve mitokondri
membraninda bulunur. Sitoplazmadaki diger proteinlere baglanirlar ve hiicre
gecirgenligini degistirerek, mitokondondriden sitokrom ¢ salinimini denetlerler.

Bcl-2 ailesine ait baz1 proteinler apoptozu arttirirken ( 6rn. bax, bcl-x,bak ve bad) ,



bazilar1 da onu inhibe eder (orn. bcl-2,bcl-xl ve mcl-1) (61,67). KLL hiicreleri
yliksek oranda bcl-2,bax ve bak igerirken, bcl-xI ve bad diizeyleri oldukca diistiktiir.
Bcl-2’nin  yiiksek oranda eksprese edilmesi, translokasyonlardan ¢ok, DNA’nin
hipometilasyonu sonucu gelisir, bu 6zellik, KLL hiicrelerinin uzun émiirlii olmasin
kismen aciklar (61). Yiiksek oranda bc/-2 igeren KLL hiicrelerin in vitro olarak
daha uzun sag kalimlar1 vardir. Anti sense oligoniikleotidler araciligi ile azaltilan
bcl-2 diizeyleri, sonug olarak hiicre apoptozunu indiikler (66).

Bax: bcl-2 oranm1 KLL hiicrelerin ilag duyarliligr ile yakindan iligkilidir (67).
KLL’de mcl-1 protein diizeyleri degisken olmalarina karsin, yiiksek oranda
bulunmasi, tedaviye direng ile iligkilidir.

Transkripsiyon faktorii olan NF-«xB, bircok antiapoptotik genin ekspresyonunu
arttirarak, apoptozun baskilanmasint saglar (68,69). NF-xB, IkB tarafindan
baglanarak, hiicre ¢ekirdegi i¢ine girmesi engellenir. IxB fosforillenerek, ubikitine
baglanirsa, olusan kompleks proteazom tarafindan parcalanir ve etkisi ortadan
kalkar, boylece NF-kB aktif hale gelir. KLL hiicrelerinde NF-xB diizeyi yiiksektir
ve Ozellikle CD40 ligandin uyarilmas: sonucunda daha da yiikselir. Bu
transkripsiyon faktorii KLL hiicrelerinde, apoptozun inhibe edilmesinde ve hiicre
yasam sliresinin uzatilmasinda, énemli rol oynar (70). Yapilan arastirmalarda,
proteazomun, laktasilin,MG132 ve bortezomib tarafindan baskilanmasi sonucunda,
KLL’de hiicre 6liimii meydana gelirken normal lenfositlerde bu etki gézlenmemistir
(71,73). Hiicre oliimi, sitokrom c/mitokondri yolag: lizerinden gerceklesmektedir
ve bu ilaglar, tedaviye direncli vakalarda kullanilabilir (71,72).

Diger bir protein kinaz olan Akt, bad, kaspaz 9 gibi proteinleri fosforile ederek
apoptozu baskilayabilir (74,75). KLL’de bu yolak o6zellikle otolog plazma ile
belirgin olarak etkin hale gelir. Otolog plazma ortaminda iiretilen KLL hiicre
kiiltiirlerinde, tedaviye direng ve spontan apoptozun yoklugu, bu etki ile kismen
aciklanabilir (75).

Apoptozun kontroliinde diger bircok protein énemli rol oynar. Tiimdr baskilayict
gen olan p53, transkripsiyon aktivatoriidiir ve 17pl13 kromozomunda yer alir
(42,76). Radyasyon ve alkilleyici ajanlarin etkisiyle meydana gelen DNA hasari
sonucunda, ATM kinaz ve DNA’ya bagimli kinazlarin yardimi ile p353 proteini
fosforillenerek istikrarli hale getirilir (76). Olusan hasarin giderilmesi i¢in hiicre
dongiisti, G1 ve G2 evresinde duraksar. Ancak onarim siireci tamamlandiktan sonra

hiicre S veya M evresine girer (76). Bunun yani sira p53 apoptozu da baslatabilir.



Bu etki genellikle tiimdr hiicrelerinde goriiliir ve kanser ilaglarinin goreceli timor
seciciliklerini agiklamaktadir (77). KLL’de p53 mutasyonu vakalarin %10-15’nde
goriiliir ve genellikle ikinci alelin delesyonu sonucu olusur — dell7pl13. Bu
vakalarda yiiksek lenfosit sayisi, kemoterapi ilaclarina karsi in vitro ve in vivo
direng ve kisa sag kalim gdzlenir (sek 2.2, 2.3) (63,64,78,79). ileriye doniik yapilan
arastirmalarda, zamanla p53 mutasyonu tastyan hiicrelerin sayis1 gederek arttigi ve
tiimor hiicrelerinin sag kalimi1 daha da uzadigi gosterilmistir (78).

Murine double minute—2 (mdm-2) geni 12 kromozomda yer alir ve p353 tarafindan
etkin hale getirilir (76). Mdm-2, p53’in ubikitine baglanmasini arttirarak onun
proteazom tarafindan pargalanmasini saglar (76). Bu genin fazla eksprese olmasi
durumunda, p53°lin hiicreyi G1 evresinde durdurabilme 6zelligi azalir, apoptozun
etkin hale gelmesi yavaslar ve tedaviye direng gelisir (63). Genetik ¢aligmalarda bu
etkinin gdsterilmis olmasina ragmen, KLL’de vakalarin %65 ‘de gozlenen yiiksek
mdm—2 ekspresyonu hastaligin seyri tiizerinde herhangi bir etkisi olmadigi
anlagilmistir (80).

ATM geni 11q22-23 kromozomunda yer alir ve olusan DNA hasar1 sonucunda
p53°tn fosforillenmesinden sorumludur (21,76). KLL hastalarin yaklasik %30 bu
gende mutasyonlar tasimaktadir. Bu vakalarda p53 mutasyonuna benzer ilag direnci
mevcuttur (21,81-83). ATM mutasyonu /gV- vakalarda daha sik gézlenmesi sag
kalim1 belirgin olarak kisaltmaktadir (24,29-31).

2.1.4. Hiicre boliinmesindeki anomaliler

Hiicrenin boliinme evreleri arasindaki gecis siklinler ve sikline bagimli kinazlar
(CDKs) tarafindan denetlenmektedir. CDK diizeyleri sabit kalirken, bes farkli
siklinin diizeyleri devamli degiskenlik gosterir, bdylece uygun CDK’y1 aktif hale
getirerek hiicre donglisiiniin evreleri arasindaki gegisleri miimkiin kilarlar (sek1.4)
(84). Bunu disinda iki farkli CDK inhibitorii — INK4 ve Cip/Kip proteinleri, CDK
aktivitesini denetleyerek hiicre dongiisiinde 6nemli rol oynar (85). Normal sartlar
altinda, duragan hiicreler hiicre dongiisiine girerken, D siklinler (D1,D2,D3) CDK4
ve 6 ile etkilesime girerek hiicreyi S evresine yonlendirirler. Meydana gelen siklin
D/CDK4,6 bilesimi, retinoblastoma proteinin (Rb) fosforilasyonunu baslatir ve bu
stireg, siklin E/CDK2 araciligi ile devam ettirilir.  Siklin D/CDK4’iin diger
fonksiyonu da Cip/Kip inhibitérlerini ortadan kaldirmaktir ( p27""" ve p21<*").
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KLL hiicreleri genelde duragan ve GO/G1 evresinde olmalarina ragmen, bu
hiicrelerde siklin D2 ve D3’iin ekspresyonu artmistir (86—88). KLL hastalarin
%25°de ek olarak siklin D1 diizeyi de artmistir ancak bu ekspresyon mantle hiicreli
lenfomada oldugu kadar belirgin degildir (90). Bu o6zellik, p27*""in fazla

ekspresyonu ile agiklanabilir ve artmig lenfosit sayisi ile kisa sag kalim ile iliskilidir

91).

siklin A

CDK 2

1 BASAMAK

siklin E

CDK2 :

iNHIBE
EDER

& Rb"+E2F

HUCRE DONGUSU

(p27Kipt
827
siklin D1
2 BASAMAK Rb—EZF
CDK 4/6 .
siklin A/B ;
CDK 1 '
- t

Sekil. 2.3. Hiicre dongiisiiniin kontrolii

2.1.5. Genomdaki anomaliler

KLL’ deki sitogenetik calismalar 1980’lerden beri yapilmaktadir. Ilk dSnemlerde bu
caligmalar, hiicrelerin proliferatif indeksi diisiik olmasi nedeniyle, oldukg¢a sinirli
bilgiler sunmaktaydi (79,92). Eger yeterince metafaz elde edilebilir ve g¢aligma
yapilabilirse, vakalarin yaklagik %50 de genetik anomaliler tespit edilebilmektedir
79,92—-105) ( tablo 2.1). Geri kalan vakalardaki normal sonuglar muhtemelen
ortamdaki normal T hiicrelerin yanlighikla incelenmesi sonucunda meydana
gelmektedir (79). Klonal anomali tespit edilen vakalarin %50’de bir klonal anomali
saptanirken bunlarin yarisinda da iki veya {li¢ klon anomalisi tespit edilmektedir
(94). Yeni arastirma tekniklerin yardimi ile (6rn. FISH) genetik anomaliler
vakalarin %80’de bulunabilmektedir (79,92). Siklikla bu anomaliler delesyon veya
anoplodi seklindedir ve diger diisiik dereceli lenfoid kanserlerine kiyasla

translokasyonlar nadirdir. FISH teknigi olduk¢a 6zgiil olmasina ragmen, aranan
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genetik anomalinin dnceden bilinmesi gerekmektedir, bu nedenle yeni anomalilerin
taranmasinda pek yardimci degildir. Kiyaslamali genomik hibridizasyon yontemi ile
kromozom edinimi ve kaybi (6rn.andploidi) veya konvansiyonel sitogenetik ile
tespit edilemeyen yeni delesyonlarin taranmast miimkiin olmaktadir (92).

Mikrosatelit belirtecler ile alel tiplendirmesi ( microarray) gibi yeni yontemlerin

gelismesi ile KLL nin patogenezi hakkinda daha fazla bilgiler elde edilebilir (93).

Genomik Konvansiyonel FiSH (%) Etkilenen gen Klinik
anomali sitogenetik (%) ozellikler
Normal 50 20
gV gen
13q delesyonu 10 55 Rb mutasyonu — iyi
prognoz
13q tek basina 5 36
13q diger
anomaliler ile 5 19
birlikte
IgV' mutasyonu
11q delesyonu 8 18 ATM yok, biiyiik
LAP
IgV mutasyonu
13 16 yok. Atipik
Trizomi 12 mdm2 morfoloji, ileri
evre hastalik
IgV mutasyonu
17p delesyonu 4 17 p53 yok. PLL
morfolojisi
6q delesyonu 4 6

Tablo 2,1. Kronik Lenfositik Losemide genetik anomalilerin siklig1 ve onlarla ilgili

klinik 6zellikler

Konvansiyonel sitogenetik ile yapilan arastirmalar

KLL’de konvansiyonel sitogenetik ile yapilan en onemli arastirma 1990 yilinda
International Working Party on Chromosomes ‘un yaptig1 ¢alismadir. Bu ¢alismada
toplam 604 vakanin %51’de klonal kromozom anomalileri tespit edilmistir (sek2.4)
(98,99). En sik gozlenen anomali trizomi 12 (%36), bu vakalarin bir kisminda tekli

olarak digerlerinde de baska anomaliler ile birlikte tespit edilmistir. Siklikla
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gozlenen diger kromozomal yapt bozukluklart 13 (%20) ve 14 (%16)
kromozomlarda tanimlanmistir (98,99). 13q kromozomundaki anomaliler genellikle
13q14 delesyonu (" Rb gen bolgesi) ve 13ql4 bolgesinde kirilma noktalart iceren
translokasyonlar seklinde bildirilmistir.  14q kromozomundaki anomaliler de
siklikla 11 kromozomu igeren ¢ok farkli kromozomal translokasyonlar seklinde
goriliir. Klasik olarak t(11;14)(q13;q32) translokasyonu mantle hiicreli lenfomada
ve nadiren de KLL’de saptanmaktadir. Baz1 arastirmacilara gére KLL vakalarinda
bu translokasyonun goézlenmesi aslinda bu vakalarin yanhighikla KLL olarak tani
almalarindan kaynaklanmaktadir (106). 11 kromozomundaki anomaliler genelde
delesyon seklinde olur ve vakalarin %5°de gozlenir, bu bozukluk kétii prognoz ve
kisa sag kalim ile iliskilidir (104) .

Tek klon ve ¢oklu klonal anomalisi olan hastalarda 12 ve 13 kromozomlardaki
bozukluklar esit oranda gozlenirken, 14 kromozom anomalileri en ¢ok poliklonal
anomalili hastalarda gozlenir (94,98).

Genellikle anormal karyotipi olan hastalarin, normal sitogenetik yapidaki hastalara
gore prognozlar1 daha kotiidiir. Bunlarin iginde en kotii prognoza sahip olan, ¢oklu
klonal bozukluklar1 olan hastalardir (95-101).

Tekli kromozom anomalilerden trizomi 12 en kotii prognozludur, 13q" olanlar ise
normal karyotipli hastalardan farksizdir (98,99). Ilging olarak, trizomi 12, KLL’ nin
diger morfolojik c¢esitlerinde de goriilmektedir (%15), bu nedenle KLL/PLL ve
atipik KLL vakalarin daha kotii seyrettigi diisiiniilmektedir (101,103). Tiim hastalar
diisiiniildiigiinde, tekli veya coklu klon bozukluklarina bakilmaksizin, en kotii
prognozlu vakalar 14 kromozom anomalisi tagiyanlardir (98).

KLL’de tanimlanmis olan kromozom anomalileri erken donemde ortaya ¢ikar, ek
klon anomalileri hastaligin seyri esnasinda gelismis olabilecegi diisiiniilmektedir
(98,107,108).  Yapilan calismalarda, hastalik seyri esnasinda, yeni klonal
anomalilerin gelisme insidansi %16 ile %39 arasinda bildirilmektedir (107,108). 11q
ve 6q’de delesyonlarin sonradan gelismesi, hastaligin hizla ilerlemesine neden

olmaktadir (109,110).
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FISH yontemi ile yapilan arastirmalar

Konvansiyonel sitogenetik arastirma yontemlerinin, KLL’deki kisitlamalari
nedeniyle son donemde, bu hastaliktaki genetik bozukluklarin tanimlanmasinda
FISH yontemi giderek daha fazla kullanilmaktadir. Yapilan son biiyiik
calismalardan bir tanesinde Dohner ve arkadaslari, 325 KLL hastasi tizerinde FISH
yontemi ile kapsamli sitogenetik arastirmalar yapmustir.  Sonuglara goére bu
hastalarin 268’de (%82) genetik anomali saptanmistir. Bunlarin i¢inde en sik 13q14
delesyonu (%55), ardindan 11g22-q23 delesyonu (%18), trizomi 12q13 (%]16),
17p13 delesyonu (%7) ve en az 6921 delseyonuna (%S5) rastlanmistir (79). Buna
benzer calismalarda bildirilmis olan genetik anomalilerin siklig1 konvansiyonel
sitogenetik ile tanimlanmig olanlardan farklidir. Bunun sebebi, konvasiyonel
sitogenetik  yontemi ile ancak c¢ogalmakta olan  hiicrelerde arastirma
yapilabilmesidir. Halbuki interfaz FISH yontemi ile tiim hiicre popiilasyonu
degerlendirilip daha fazla sayida genetik anomali tanimlanabilmektedir (tablo 2.1).
Yine ayni ¢alismada, hastalarin 175°de tek klon anomalisi, 67°de iki klon, 26’da da
ikiden fazla klonal anomali saptanmistir. Tanimlanan genetik anomaliler ile sag

kalim arasinda anlaml ilgilesim bulunmustur

17p delesyonu
------ 119 delesyonu

129 delesyonu
-+ MNormal

— - — 13q delesyonu tek
basina !

e s
s= 5
= 3
= ey
_— - %
s b
T i
5= — B
o

T T T T T T T T T T T T T T T
o 12 24 36 48 850 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180
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Sekil 2,4. KLL’deki molekiiler genetik degisiklilere bagli sag kalim
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Hastalardan 13q delesyonu olanlarin, sag kalimi, genetik anomali tagimayanlardan
farksiz bulunmustur ve bu kisilerden ancak iicte biri tedaviye gereksinim duymustur.
17p ve 11q delesyonu tasiyanlar en kotii sag kalima sahiptir, ayrica bu hastalarda B
semptomlari, lenfadenopati ve splenomegali bulgular1 daha belirgindir.

Genetik anomali ile prognoz arasindaki ilgilesimin gosterilmesi disinda, bu
calismalarda, mevcut olan anomalilerin /gl genindeki mutasyonlar ve hiicre
morfolojisindeki bozukluklar1 ile arasindaki iligkilerini de tanimlanmistir (29—
31,102,103). Trizomi 12 ve 17p ile 11q delesyonlar1 tasiyanlarda Ig) gen
mutasyonuna rastlanmaz iken, 13q delesyonu tasiyanlarda /gl mutasyonu yiiksek
oranda bildirilmistir. Trizomi 12 siklikla atipik KLL ve KLL/PL’de bulunmaktadir
(102), ancak tiim atipik KLL’lerde bu mutasyonun bulunmamasi, hiicre
morfolojisindeki bozukluklarin sadece genetik anomalilere bagli olmadig

anlasilmigtir (110-114).

Kromozomdaki degisikliklerin gen ekspresyonu iizerindeki etkileri

KLL’de en sik rastlanan yapisal anomali 13q14 delesyonudur. Bu anomaliye sahip
olan vakalar genelde /gl bolgesinde mutasyonlar tasir, normal morfolojiye sahiptir
ve iyl prognozludurlar (29,79). Bilinen anomalilerin yarist interstisiyel delesyon
icerir ve bunlarin neredeyse tamaminda Rb gen kaybi gozlenir (94,98).Vakalarin
geri kalaninda 13q bolgesini iceren translokasyonlar mevcuttur. Bildirilen
translokasyonlara genellikle es zamanli 13q14 delesyonu da eslik eder (100).

Rb geni, hiicre ¢cogalmasinda 6nemli rol oynar ve bunun kaybi sonucunda kontrolsiiz
hiicre dongiisii ve tiimdr gelisimi meydana gelebilir (90,116). Bu etkilerin
goriilmesi i¢in her iki alelin inaktivasyonu gereklidir, ancak p53 mutasyonunda tek
alelin mutasyonu sonucunda baskin etkinlikte mutant proteinler olusur (115,116).
Konvansiyonel sitogenetik yontemler ile 13q14 delesyonlar1 vakalarin %15-30’da
gozlenir, buna ragmen FISH yontemi ile RH geninin monoalel delesyonu hastalarin

neredeyse yarisinda saptanabilmektedir (79,104).
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KLL hastalarin yaklasik %20°de 11g22-q23 delesyonu gozlenmektedir. Bu
delesyon genelde geng¢ hastalarda goriiliir, yaygin lenfadenopati ile iligkilidir,
hastalik hizla ilerler ve sag kalim kisadir (79,123-125). 11q delesyonundaki kritik
bolge 3-Mb segmentidir Bu bolgede NF2 tiimor siipresor geni (neurofibromatosis
type 2) ve ATM geni etkilerine sahip RDX (radixin) geni bulunmaktadir (124). Bu
hastalarda yaygin lenfadenopatilerin gelismesi hiicrelerinde adezyon proteinlerin
sayisinin az olmasina baghdir (124,125).

Trizomi 12q13, KLL hastalarinin %10-20’de goriiliir. Siklikla atipik morfoloji
gosteren KLL formlar ile iliskilendirilmistir. Ilging olarak, sadece FISH yéntemi
ile saptandig1 takdirde, sag kalim1 fazla etkilemezken, konvansiyonel sitogenetik ile
saptanirsa sag kalim oldukca kisadir (79.98.99). 12q13—15 mutasyonu i¢inde mdm—
2 geni barmdirir, bu genin varligi p53’iin mutasyonunu tetikleyebilir (122).
Hastalarin {igte ikisinde yliksek oranda mdm—2 gen ekspresyonuna rastlanmasina
ragmen, hastaligin seyri ile ilgili net ilgilesim saptanmamuistir (80).

14932 i¢inde, Ig agir zincir geni bulunur. En sik translokasyon 11 kromozomda
gbzlenir ancak baska kromozomlar ile de translokasyonlar bildirilmistir (93).
Nadiren de olsa bazi KLL vakalarinda, mantle hiicreli lenfomaya 6zgii olan t(11;14)
(q13;932) translokasyonuna rastlanir. Bu bolge iginde, bir G1 siklini olan siklin D11
(CCNDI) kodlayan bcl—1 ( B-cell leukemia/lymphoma) geni bulunur ve Kkoti
prognoz ile iligkilidir. Folikiiler lenfomaya 6zgii t(14;18) (q32;q21) translokasyonu,
bcl-2 genin fazla ekspresyonunu tetikler. KLL’de farkli olarak bc/-2 ekspresyonun
yiiksek olmasi bu genin hipometilasyonuna baglhdir (61,63).

2.1.6. KLL gelisiminde sitokinlerin rolii

Lenfositlerin sag kaliminda ve olgunlagsmasinda biiylime faktorlerin rolii 6nemlidir.
KLL’nin patogenezinde, sitokinlerin {iretilmesinde ve onlara karsi yanit
gelistirilmesinde c¢esitli bozukluklarin oldugu diistiniilmektedir (127,128). Tartismali
olmakla birlikte, bu sitokinlerin, apoptozu azalttigi ve bu nedenle KLL hiicrelerin
cogalmasini uyardigi ileri siiriilmiistiir. Bu etkileri yani1 sira, normal lenfositlerin ve
kemik iligi hiicrelerin Omriinii kisaltarak, KLL’de goriilen immiin baskilamadan

sorumludurlar.
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In vitro ortamda, KLL hiicreleri TNF-¢ iirettigi gdsterilmistir (129,130). TNF- ,
bel-2’yi etkin hale getirerek, apoptozu azaltir (129-133). Ek olarak, normal
lenfositlerin cogalmasini baskilar ve KLL hiicrelerin yayilmasini kolaylastirir. KLL
hastalarin ¢ogunda ve ozellikle de ileri evre vakalarda TNF-& serum diizeyleri
yiiksek bulunmustur (132).

Diger bir sitokin olan TGF-’nin da KLL hiicreleri tarafindan salindig1 bildirilmistir
(135,136). TGF-B hem normal B lenfositlerde hem de KLL hiicrelerinde DNA
sentezini baskilar ancak KLL hiicrelerinde TGF-B reseptor sayist ¢ok az olmasi
nedeniyle bunlarda bu etki smrhidir (137,138). Yapilan caligmalarda, KLL
hiicrelerin, TGF-B aracilig1 ile uyarilan apoptoza karsi devamli bir direng oldugu
gosterilmistir (139).

KLL hiicreleri normal CD19(+) lenfositlerden farkli olarak, lenfoid kok hiicre
bliylime faktorii olan IL—7 tretir. Sitokin etkisi gosteren IL-7’nin hastaligin
gelismesinde 6nemli rol oynadig1 diigiiniilmektedir (140). IL—7 disinda IL-2 ve IL—
5 de KLL hiicrelerin ¢gogalmasini hizlandirir (141). KLL hiicreleri iizerinde bulunan
TAC reseptorleri plazmadaki IL-2’i baglayarak normal hiicreler ile etkilesime
girmesini engeller (142,143). Gozlenen bu etki KLL deki immiin yanitin
bozulmasini kismen agiklar (143,144).

CD40, TNF ailesinden olan ve B hiicre yiizeyinde eksprese edilen bir
glikoproteindir. CD40, B hiicrelerin olgunlagsmasinda ve fonksiyonunda 6nemli rol
oynar. Bu proteinin ligandi (CD40L) T hiicrelerin iizerinde bulunur. CD40’in
uyarilmasi ile KLL hiicrelerin ¢ogalmasi hizlanir ve sitokin salinimi artar (145)
ayrica kemoterapinin indiikledigi apoptoza karst direng gelisir (146). Bu etkilerin
stirekli olmas1 i¢in KLL hiicreleri yliksek oranda CD40L salgilar (147). Diger
lenfositlerden farkli olarak KLL hiicrelerin hem CD40 hem de CD40L salgilamasi,
malign hiicre popiilasyonun kendini uyarmasi ile sonuglanir (148). Diger bir
yandan, salgilanan CD40L, normal B hiicrelerin otoantikor {iretimini baslatabilir ve
bu hastalikta gézlenen otoimmiin olaylarin gelismesinde katkida bulunabilir (128).
Son olarak saglikli T hiicrelerinde CD40L iiretimini baskilayarak hem kendi
hiicrelerini sitotoksisiteden korur hem de T hiicre fonksiyon bozuklugunu meydana
getirir (128,149).

Son c¢aligmalarda KLL hastalarinda hemsire hiicreleri (nurselike cells)
tanimlanmistir (150). Bu hiicreler CD14(+) mononiikleer hiicrelerden koken alir.

Aymi kiiltiir ortami iginde iretildiklerinde, hemsire hiicreleri KLL hiicrelerine
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yapigsik olarak gozlenir. Miyelomonositik hiicreler ile ortak antijenler
paylasmalarma ragmen, normal monositlerden farkli olarak diisilk oranda
CD14,CD33 ve yiiksek oranda CD68 tasirlar. Hemsire hiicreleri, SDF-1 (stromal

derived factor—1I) iretirler ve KLL hiicrelerin gelisiminde kakida bulunurlar (75).

2.2. KLL’de KLINIiK BULGULAR

KLL, cogunlukla yash kisilerde goriiliir, ancak hastalarin yaklasik %10’u, 50
yasatan genctir (151,152). Hastaligin belirtileri yasa gore farklilik gdstermez.
Hastalarin yaris1 asemptomatiktir ve baska nedenlerle yapilan kan tetkiklerinde
tesadiifen lenfositozun saptanmasi sonucunda hekime bagvurur. Daha az siklikla
olagan muayene esnasinda, lenfadenopati veya splenomegalinin arastirilmasi
sonucunda KLL teshisi konabilir. Asemptomatik hastalarin  ayrintili
sorgulamasinda, genellikle kendilerini halsiz olduklarin1 ifade ederler. Bazi hastalar
sik bakteryel enfeksiyonlar gegirebilir. Diger lenfomalardan farkli olarak, ates, gece
terlemesi ve kilo kaybi 6zellikle erken evre hastalarda nadiren goriiliir.
Lenfadenopati ile gelen hastalarda siklikla splenomegali de eslik eder. Servikal
lenfadenopati, aksiler ve inguinal lenfadenopatiye gore daha sik goriiliir. Lenf
nodlart genellikle ¢ok biiyiik degildir, kolayca hereket ettirilebilir ve hassasiyet
yoktur. Agrilt lenf nodlarin varligi, iizerine eklenen viral veya bakteriyel
enfeksiyonu diistindiirmeli.

Erken evre hastalarda dalak biiyiimesi sinirhidir ve dalak enfarktlari nadir goriiliir.
KLL’de masif splenomegali, hastalik transformasyonu (PLL) esnasinda veya atipik
KLL formlarinda goriilebilir.

Nadiren, tonsiller infiltrasyon, cilt tutulumu veya retroperitoneal konglomere
lenfadenopati seklinde bulgu verebilir.

Bunlarin disinda, kemik iligi infiltrasyonu veya otoimmiin olaylar sonrasinda
gelisen periferik yikim veya aplazi nedeniyle anemi de goriilebilir.

Hastalarin bir kisminda, trombositopeni, kazanilmis von Willebrand faktor eksikligi
veya faktor VIII eksikligine bagl gelisen kanamalar gézlenebilir.

Istisnai vakalarda, KLL’ye bagl paraneoplastik sendrom gelisebilir. Bunlardan en

cok bilinenler, nefrotik sendrom, pemfigus ve anjioddemdir.
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2.3. LABORATUAR BULGULARI

2.3.1 Periferik kan bulgulari

Eski kriterlere gore periferik kanda 10*/ml lenfosit sayisinin KLL tanist i¢in yeterli
idi. Son donemdeki arastirmalara dayanarak, KLL tanist i¢in, periferik kanda
5x10°/ml, tipik immiinofenotip ozellikler gosteren lenfosit popiilasyonun varligt

gerekmektedir (153)

s VR kS

.ﬁ'

Resim 2,1. KLL’de periferik yayma bulgulari. Tipik morfolojik olarak olgun

lenfositlerin yan1 sira immatiir prolenfositler de goriilebilir

Genellikle tan1 esnasinda medyan lenfosit sayist 30x10*/ml’ dir ve bu say1 zamanla
giderek artmaktadir (151,152). Hastalarin yarisinda lenfosit sayisinin ikiye
katlanmas1 12 aydan uzun siirmektedir. Bazi hastalarda donemsel dalgalanmalar
icinde lenfosit sayisi 50x10*/ml’i asmaktadir, digerlerinde ise bu say1 yillarca sabit
kalabilir.

Hastalarin ¢ogunda, lenfositler olgun, kiiciik, kompakt kromatinli ve dar
sitoplazmalidir (resim 2,1). Nadiren sitoplazmik inkliizyonlar da goriilebilir.

Periferik yaymada siklikla parcalanmis lenfositler gozlenir ( basket cells, smudge
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cells, smear cells) ve bunlarin yogunlugu lenfosit sayisinin artmasi ile ¢ogalir.
Lenfositlerin bir kismi farklt morfolojide olabilir, bazilar1 prolenfosit, digerleri de
genis sitoplazmali plazmositoid veya c¢entikli ¢ekirdekli seklinde goriilebilir. FAB

siniflamasinda, hiicre morfolojisine gore KLL hastalari {i¢ gruba ayrilmistir

Klasik KLL: Lenfositlerin %90’dan ¢ogu kii¢iik olgun goriintimliidiir.

KLL/PLL: Lenfositlerin %11 - %54, prolenfosittir, %55°ten fazla ise Prolenfositik
16semi olarak tanimlanir.

Atipik KLL: Lenfositlerin %15’ten cogu plazmositoid veya ¢entiklidir, prolenfosit
orant %10’dan azdir (101.102.156).

Hastalarin %80’1 klasik KLL morfolojik 6zelliklerini tasirken geri kalan %20’
KLL/PLL veya atipik KLL dir.

2.3.2. Kemik iligi ve lenf nodu bulgulari

KLL’ de kemik iligi tutulumunun dért sekli bilinmektedir (157). Iligin infiltrasyonu,
diffiiz, interstisiyel, nodiiler veya karistk ( nodiiler ve interstisiyel) olabilir.
Bunlardan en sik karisgtk tutulum gozlenirken en az nodiler tutuluma
rastlanmaktadir (resim 2,2). Diffiiz tutulumda, yag hiicreleri tamamen silinmistir ve
prognoz en kotidir (157). Kemik iligi tutulumun aksine lenf nodu tutulumu
genelde diffiizdiir. Hem lenf nodunda hem de kemik iliginde, prolenfosit ve
paraimmiinoblastlardan olusan proliferasyon merkezlerine siklikla rastlanmaktadir

(107).
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Resim 2,2. KLL’de kemik iligi tutulumu. En sik diffiiz tipte tutulum gozlenmektedir

2.3.3. immiinofenotipleme bulgular:

Genel kaniya gore, KLL, tek B lenfositin habis doniisiimii ve ardindan da klonal
cogalmasi sonucunda gelistigi diisiiniiliir. Vakalarin ¢ok kiiciik bir kismi (<%1), T
lenfositlerden koken alir (158).  Ancak bu vakalar ayrintili bir sekilde
incelendiginde, T hiicreli prolenfositik 16seminin bir tiirii olduklar1 anlasilir (159).
Elektron mikroskopisi ile incelendiklerinde, bu hiicrelerin niikleoller igerdigi
gozlenir. Ayn1 T hiicreli prolenfositik 16semi hiicreleri gibi, 14 ve 8 kromozom
anomalileri icerirler ve kuvvetli bir sekilde CD7 eksprese ederler (158,159). Bunun
disinda, bunlar siklikla cildi tutar, kotii seyirlidir ve kemoterapilere siklikla direng
gosterirler (159).

Klasik B hiicreli KLL’ de, lenfositlerin kendilerine has bir¢ok belirtecleri vardir. Bu

belirtecler sayesinde diger hastaliklardan kolayca ayrilabilirler.
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Losemik hiicreler CD5(+)’tir, diger B hiicre belirteclerinden CD19, CD20(zay1f),
CD43 ve CD79b(zayif) eksprese ederler. Bunlarin disinda hiicreler genelde klonal
hafif zincir kisitlamalidir, sIgM ve slgD’yi zayif eksprese eder , CD23(+) ve
CDI10(-) tir. KLL hiicrelerin bellek B lenfositlerden koken aldiginin bir ispati olarak
ayn1 zamanda CD27(+) de eksprese ederler. CD27’ nin CD23 ve CDS5 ile birlikte
eksprese olmasi hiicrelerin aktive oldugunu gosterir (164).

Yukaridaki bilgilere dayanarak, KLL’ in diger B lenfoproliferatif hastaliklardan
ayirimi i¢in, Matutes ve arkadaslari bes belirtecin kullanilmasini 6nermistir
(162,165). Tipik olarak KLL hiicreleri ylizey Ig zayif eksprese eder, CD5(+),
CD23(+), CD79b/CD22(+/-) ve FMC7(-)’ tir ( tablo 2.2).

KLL hiicrelerin olgunlagma diizeylerin saptanmasi i¢in, Damle ve arkadaslari, hiicre
ylizeyindeki CD38 seviyelerini arastirmistir (30). Arastirilan hastalarin yaklagik
yarisinda, CD38 seviyeleri %30’dan yiiksek bulunmustur. Bu hastalarin takibinde,
sag kalimlarin daha kisa oldugu saptanmistir. CD38 hiicre olgunlagsmasinda 6nemli
rol oynar. Yiizey IgM tarafindan CD38 aktivasyonu apoptozu inhibe eder, IgD ile
aktive edildiginde de hiicre olgunlasmasini hizlandirir ve hiicrenin 6mrii uzar (166).

KLL’nin diger 6zelliklerinden biri de CD23’{in fazla eksprese edilmesidir. CD23
aktivasiyon belirteci olup, apoptozun baskilanmasinda rol oynar (167). Diger
yandan CD23, KLL’nin, diger CD5(+) olan hastaliklardan ( Mantle hiicreli
lenfoma) ayirimi i¢in 6nemlidir.

Yapilan son aragtirmalarda, CD23 seviyelerin yiliksek olmasi, Notch2 ileti
yolaklarinda meydana gelen denetim bozuklugundan kaynaklandigi anlagilmistir
(168). Hiicre yiizeyindeki CD23 kendiliginden proteolize ugrar ve serumda serbest
halde dolasir. Olgiilen serum CD23 diizeyleri, hastaligin ilerlemesi ile giderek artar.

B hiicre antijen reseptdor kompleksi, B lenfositlerin immiin uyaranlar sonucu
cogalmasinda en Onemli reseptordiir. Bu kompleks slg ve Igo/lgf ° dan
olusmaktadir (CD79a/CD79b). KLL hiicrelerinde farkli olarak CD79b
bulunmamaktadir. Bunun sebebi, genin alternatif olarak bdliinmesi sonucunda
meydana gelen CD79a’nin asir1 ekspresyonudur (169). Normal erigkinlerin %3,5’de
az sayida CD19'/CD5" ve CD79b™ B lenfositi bulunabilir. Bu kisilerde KLL gelisme

riskinin ne oldugu bilinmemektedir, ancak bu hiicre popiilasyonu monoklonal
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olmasina karsin, genelde CD38(-)’tir ve /g} mutasyonu tasir, bu sebeple iyi prognoz
grubuna dahil edilebilir (170).

FMC?7 genellikle, sagli hiicreli 10semide ve prolenfositik 10semide yaygin olarak
eksprese edilir. KLL hastalarin yaklasik %16’da FMC7 pozitif bulunabilir (160).
Siklikla FMC7(+) olan hastalarda yiizey IgM ekspresyonu belirgin olup, CD23(-)’
tir ve prognoz oldukea kotiidiir.

Miyelomonositik antijenlerden CD11b ve CD13, KLL hastalarin kiiciik bir kisminda
saptanabilir. Bunlarin varligi, yaygin kemik iligi tutulumu ve kotii prognoz ile
iligkili oldugu bulunmustur (172).

CDS5 antijeni en sik olgun T lenfositleri ile baglantilidir, ayrica timositlerde de zayif
olarak eksprese edilir (3,173). Bunu disinda, lenf nodlarin mantle bdlgesinde
bulunan normal B lenfositleri de CD5 tasiyabilir ve bazen de periferik kanda da bu
hiicreler rastlanabilir (173). Normal T Ilenfositlerinde CDS5 antijeni hiicre
aktivasyonunda rol oynar. B lenfositlerdeki CD5’in gorevi tam olarak bilinmemekle
beraber, T hiicrelerden salinan IL—4 tarafindan baskilandig1 gosterilmistir. Yapilan
calismalarda CD5(+) B lenfositlerin in vitro uyarilmasi sonucunda, anti DNA
antikoru ve romatoid faktor sekrete ettikleri gosterilmistir. Romatoid artrit, SLE ve
Sjogren hastalarin periferik kanlarinda artmig sayida CD5(+) B lenfositi oldugu
bildirilmistir (4). Bu bulgulara dayanarak otoimmiin hastaliklarda goriilen CD5(+)
B lenfositlerin, KLL’de olan hiicrelerin ‘’normal’’ formu oldugu diistinlilmiistiir
(3,4). Yapilan ayrintili immiinofenotip arastirmalarin sonucunda, bunlarin iki ayri
hiicre grubu oldugu belirlenmistir (3.4.164).

KLL hastalarin yaklasik %5’de CDS5(-) olarak bulunmaktadir, bu vakalar genelde
FMC7(+), CD23(-), CD11b(+) ve CDI13(+)’tir ve prognozlari daha kotidiir
(160,162). Son donemde, CD5(-) olan hastalarin KLL olmadig: ileri siiriilmiistiir,
buna dayanarak NCI-WG, CD5(+)’i, KLL’de mutlak olmasi gereken tani kriteri
olarak belirlemistir.

KLL hiicrelerin yilizeyinde CD belirteglerin disinda, monoklonal 6zellikler gosteren
immunglobulin zincirleri bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde en sik « ve A hafif
zincirlerine rastlanmaktadir (1.2.3). Hastalarin kii¢iik bir kisminda, KLL’ye 6zgii /g
gen yapilandirma kusurlarindan kdken alan monoklonal polireaktif IgM tipinde
otoantikorlar bulunmaktadir (3.4.173). Bu otoantikorlar, romatoid faktér grubundan
olup, siklikla IgG, histonlar, kardiolipinler, ¢ift sarmal DNA gibi antijenler ile
etkilesime girerler (173).
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Geleneksel olarak KLL hiicrelerin belirli bir olgunlagma evresinde sabit kaldiklar1
diisiintiliir, ancak son yapilan caligmalarda IgM(+) hiicrelerin bir kismi IgA ve
nadiren de IgG tipine doniisenbildikleri gdsterilmistir (176,177).

KLL hastalarin yarisindan c¢ogunda in vitro ortamda, monoklonal antikor
iretilebilmigtir, ancak hastaligin seyri esnasinda sadece %5’de protein

elektroforezinde saptanabilecek diizeyde monoklonal protein bulunmaktadir (166).

Yiizey belirteci Puan

Yiizey Ig Zayif: 1 Kuvvetli: 0
CD5 Pozitif: 1  Negatif: 0
CD22/CD79b Zayif: 1 Kuvvetli: 0
CD23 Pozitif: 1 Negatif: 0
FMC7 Negatif: 1 Pozitif: 0

Tablo 2,2 Kronik Lenfositik Losemi tanisinda yiizey belirteglerine dayali skorlama
sistemi. KLL tanisi i¢in 4 veya 5 puan olmas1 gerekmektedir. Matutes E. ve Pollack

A. dan uyarlanmstir.

2.4. KLI’DE TANI

KLL calisma gruplarindan, International CLL Workshop ve NCI-WG, KLL tan

kriterlerini agsagidaki sekilde belirlemislerdir.

1. Periferik kan lenfosit sayisinin siirekli olarak 5x10°/ml ‘den yiiksek olmasi
ve lenfosit popiilasyonun biiyiik cogunlugu olgun lenfositlerden olusmasi.
Lenfositler, %55’den daha diisiik oranda atipik morfolojide bulunmasi
gerekir ve asagidaki ozellikleri tasimahdirlar:

a) B hiicreye 0zgii yiizey belirtecleri tasimah (CD19,CD22 ve CD23) ve
CD5(+) olmali. Diger T hiicre belirte¢lerini bulundurmamali.

b) Monoklonaliteyi destekleyen yiizey k veya A Ig hafif zinciri
tasimali.

¢) Diisiik yogunlukta yiizey Ig tasimah

2. Kemik iligi aspiratinda lenfosit oran1 %30’dan yiiksek olmal.



2.5. KLI.’de TANISAL ARASTIRMALAR VE EVRELEME

2.5.1. Tanisal arastirmalar

KLL’de taniy1 koymak ve prognozu belirlemek icin ilk asamada, tam kan sayimi,
periferik yayma ve immiinofenotipleme analizi yapmak gerekir. Tani koymak i¢in
kemik iligi biopsisi yapmak zorunlu degildir, ancak KLL’nin kemik iliginde ne
sekilde yayildig1 prognostik acidan 6nemli oldugundan, bir engel yok ise yapilmasi
oOnerilir.

Bunun diginda retikiilosit sayisi, Coombs testi, karaciger fonksiyon testleri ve serum
immiin elektroforezi tetkikleri yapilmali. Eger monoklonal protein saptanirsa, IFE
ileidrar ve serumdaki oranlar1 kaydedilmeli ve tedavi boyunca takipedilmeli. Beta 2
mikroglobulin diizeyleri prognoz acisindan dnemli olmasi nedeniyle yakindan takip
edilmeli (178). Diger 6nemli prognoz belirte¢i olan sitogenetik bozukluklar tercihen

FiSH yéntemi ile aragtirmali.

2.5.2. KL.LL.’de Evreleme

KLL’de kullanilan evreleme sistemleri, hastaligin ciddiyeti ve prognozu hakkinda
onemli bilgiler sunarlar (179, 180). Rai evreleme sistemi genellikle Kuzey Amerikada
kullanilmaktadir. Evreleme sistemi, lenfadenopati, splenomegali, anemi ve
trombositopeni bulgularina gore hastalar1 bes ayr1 gruba ayirmaktadir (179)

( tablo 2,3). Buna gore hastalar {i¢ farkli prognostik gruba ayrilir, boylece takip ve

tedavi hakkinda daha kolay karar verilebilir (sek 2,5)
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Rai siniflandirmast

Evre Tanimlama Risk durumu
0 Lenfositoz, kandaki lenfositlerin lIyi
>15000/mcL ve > %40 kemik iliginde Sag kalim>10 yil

1 Evre O ve LAP Orta

Sag kalim 9 yil
u Evre 0-1 ve SM, HM veya her ikisi Orta

Sag kalim 7 yil
m Evre 0-11 ve Hgb<lI1gr/dl veya Hct<%33 Yiiksek

Sag kalim 5 yil
v Evre 0-111 ve trombosit sayisi<100000/mcL Yiiksek

Sag kalim < 5 yil

Tablo 2,3. Kronik Lenfositik Losemide Rai siiflandirmasi

evre 0O
evre 1
evre 2
evre 3
evre 4

o n bbb

dusuk risk

S50
orta risk

sag kalm (%)

~
"I viksek risk

1 1 ] - ) 8 |

N\

48 72 S6 120 i44 IS8
tamidan gecen zaman (ay)

192

Sekil 2,5 Rai evreleme sistemine gore Kronik Lenfositik Losemi hastalarin sag kalima.
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Binet evreleme sistemi en sik Avrupa iilkelerinde kullanilmaktadir. Bu evreleme
sistemi, tutulmus olan bolge sayisi, hemoglobin diizeyi ve trombosit sayisina gore
diizenlenmistir.  Hastalik tarafindan tutulmus bolgeler, {i¢ lenf nodu bolgesi
( servikal, aksiler ve inguinal lenf nodlar1), dalak ve karaciger olarak belirlenmistir

(tablo 2,4).

Binet siniflandirmasi
Evre Tanimlama
A Hgb > 10gr/dl ve Plt>100000/mm3 ve <3 alanda LAP

Sag kalim >10 yil

B Hgb >10gr/dl ve Plt>100000mm3 ve > 3 alanda LAP
Sag kalim 7 yil

C Hgb< 10gr/dl ve/veya Plt <100000mm3 ve herhangi bir LAP veya
HSM
Sag kalim <5 yil

Tablo 2,4 Kronik Lenfositik Losemide Binet siniflandirmasi.

2.6. KLL’DE PROGNOSTIiK FAKTORLER

KLL hastalarin sag kalimi1 genellikle iyi olmakla birlikte oldukca degisken olabilir. Bazi
hastalarin sag kalimi olduk¢a uzundur hatta kendiliginden remisyona girebilirler (181).
Ancak bazilarinda hastalik seyri ¢ok hizlidir ve kisa siirede Oliimle sonuglanir.
Glinlimiizde yaygin kullanilan Rai ve Binet siniflandirma sistemleri basit ve giivenilir
prognostik Slgiitlerdir (253179,254180). Yine de, herhangi bir risk grubu i¢inde bulunan
hastalar arasinda da belirgin prognoz farkliligi gozlenebilir, bu yiizden evrelemenin

disinda bagka prognostik belirteglerin kullanilmasi kaginilmazdir ( tablo 2,5).
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Yaygin kullamilan tetkikler ve yontemler

Ileri evre ( Rai veya Binet)

Atipik morfoloji veya KLL/PLL

Periferik kanda lenfosit sayisinin ikiye katlanma siiresi < 12 ay olmasi
Immiinofenotipleme: ~ yogun yiizey IgM, FMC7(+), CD23(-), CD11b(+), CD13(+),
CD38(+)

Yiiksek B2-mikroglobulin diizeyi

Diffiiz tipte kemik iligi tutulumu

Yiiksek LDH diizeyi

Kemoterapiye kotii yanit

Tleri arastirma tetkikleri

IgV mutasyonun olmamast

ZAP-70 proteinin yiiksek ekspresyon diizeyi

FISH ile yapilan arastirmalarda del 11q, del 17p, trizomi 12 saptanmasi
Artmig serum CD23 diizeyleri, yiiksek TNF-a ve timidin kinaz diizeyleri

Tablo 2,5. Kronik Lenfositik Losemide ktii prognoz belirtecleri
Risk gruplarinin  belirlenmesi i¢in  birgok yeni yoOntemler ile caligmalar
stirdiirilmektedir. Yeni kullanilan prognostik belirteglerin bir kismi1 yakin zamanda

KLL tan1 ve tedavi segiminde énemli rol oynayacaklardir.

2.6.1. Rai ve Binet evreleme sistemleri

Rai evrelemesine gore diisilk risk grubunda yer alan ve sadece lenfositozu olan
hastalarin (%31) sag kalimi 10 yildan fazladir ve normal toplumdan farksizdir, bu
nedenle tedavi gerekmemektedir. Orta risk grubinda (%61) yer alan, lenfadenopati
ve/veya splenomegalisi olan hastalarin ortanca sag kalim siiresi 7 ile 9 yil arasindadir.
Bu hastalar belirgin olarak daha fazla timdr yiikii tasirlar ve tiimor kitlesine baglh
hastalik belirtileri gelisebilir. Yiiksek risk grubunda (%8) yer alan hastalarin genelde
anemisi ve/veya trombositopenisi vardir, hastalik hizli seyreder ve ortanca sag kalim
stireleri 5 yildan azdir.

Binet A evresinde bulunan hastalarin (%63) ortalama yasam siiresi 10 yildan fazladir,
evre B olanlarin (%30) 7 yildir ve evre C olanlarin (%7) sag kalimi 5 yildir (182, 183).
Kullanilan iki evreleme sistemi oldukc¢a faydali bilgiler sunmasina ragmen birbirileri ile

tam ilgilesim gostermezler. Buna gore Binet A evresinde Rai diisiik risk grubuna gore
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iki kat daha fazla hasta yer almaktadir, tam tersi de Binet B evresi ve Rai orta risk
grubunda olan hastalar i¢in gegerlidir.

Binet A evresi ve Rai diisiik risk grubunda olan hastalarin ortanca yagsam siireleri 10 y1l
olmasina ragmen, bu hastalardan %40 ileri evrelere gececektir ve %50°1 herhangi bir
zamanda tedavi almak zorunda kalacaklardir. Hastalarin %25’i de KLL nedeniyle

yasamlarini kaybedeceklerdir (182,173).

2.6.2. Yas ve cinsivet

KLL hastalarin yaklasik %10, 50 yasindan gengtir, bu hastalar ileri yas grubundakiler
ile benzer klinik ozellikler gosterir (151,152). Her iki yas grubunda da sag kalim
benzerdir, ancak KLL’ ye bagli 6liim riski gen¢ yas grubunda daha fazladir (152). Geng
yas grubunda olan hastalarin bir kisminda KLL oldukca kétii seyretmektedir ve bu
kisilerde Richter transformasyonu riski bes kat daha fazladir.

KLL’ de erkek kadin orani 2:1 dir. Kadinlar genellikle erken evre hastalik 6zellikleri
gosterir. Yas ve evreye bakmaksizin, kadinlarda prognozun genellikle daha iyi oldugu

bildirilmistir (184).

2.6.3. Lenfosit o6zellikleri

Morfoloji: Hastalarin yaklasik %20°1 atipik KLL veya KLL/PLL o6zellikleri tasir. Bu
hastalar genelde ileri evrededir, yliksek proliferatif indeksleri vardir ve prognozlari
kotiidiir (101.102.113.162).  Bunun disinda, atipik morfolojik &zellikler tasiyan
hastalarda, trizomi 12, del 17p, CD38(+) ve IgV mutasyon eksikligine daha sik
rastlanmaktadir.

Lenfosit sayisi: Lenfosit sayisinin artmasi ile sag kalim azalmaktadir (185). Lenfosit
say1s1 20x10°/ml’ den az ise ortalama sag kalim 8,6 yil iken, lenfosit sayis1 40x10°/ml’
den fazla oldugunda beklenen sag kalim siiresi 3,7 yildir.

Lenfosit sayisimin ikiye katlanma siiresi ( doubling time): Ikiye katlanma siiresi
hastaligin agresif seyrini takip etmek icin yararli bir Olgiittiir. Indolent KLL
hastalarinda ikiye katlanma siiresi olduk¢a uzundur, ancak bu siirenin 12 aydan kisa

oldugu vakalarda belirgin olarak sag kalim kisalmaktadir (186, 187).
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2.6.4. immiin belirtecler:

Immiinofenotipleme 6zelliklerindeki bazi degisiklikler 6rn. yiizey Ig yogunlugunun
yiiksek olmasi, FMC7(+), CD23(-) olarak saptanmasi, KLL de atipik morfoloji, trizomi
12 varlig1 ve kot prognoz ile iligkili olabilir (101.160.161, 188).

Bircok calismada, CD38’in o6nemli bir prognostik belirte¢ oldugu saptanmistir
(264189,266191) (sekil 1,7)
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Sekil 2,6 CD38 durumuna gore sag kalim egrileri. %20’ den daha yiiksek oranda

CD38(+) olan hastalarin sag kalim1 anlamli olarak daha kisadir.

Tiim bu ¢aligmalarda, CD38’ in yiiksek ekspresyonu, kisa sag kalim, ileri Rai evresi,
toraks ve batin ici lenfadenopati, kisa ikiye katlanma zamani, artmis B2-mikroglobulin
diizeyi ve atipik morfoloji ile iligkili bulunmustur (264,265190). Hastalarin takibi
esnasinda, CD38(-) olanlar zamanla CD38(+) hale gelebilir. Bu durum, p53 mutasyonun
de novo gelismesi ve hastaligin progresyonu ile iligkilidir (266).

fleri evre hastalarin bir kisminda CD4/CD8 oram diisiiktiir ve NK hiicrelerin sayisi
azalmistir, bunun sonucunda hipogamaglobulinemi gelisir ve sag kalim belirgin olarak

kisalir (267192,268193).



2.6.5. Molekiiler genetik ve sitogenetik ozellikler:

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, sitogenetik ¢aligmalar sonucunda, hastaligin prognozu
hakkinda ¢ok onemli bilgiler elde edilebilmektedir. KLL hiicrelerinde metafaz elde
etmek gii¢c oldugundan, interfaz FISH yonteminin kullanilmasi 6ncelik kazanmustur.
Ozellikle 17p13 veya 11q22-11g23 mutasyonu tasityanlarin prognozu ¢ok kotiidiir.
Trizomi 12, atipik morfoloji, farkli immiinofenotipik 6zellikler, ileri hastalik ve kotii
prognoz ile iliskilidir. 13q mutasyonu tek basina, /gl gen rearanjmani ve iyi prognoz ile
iligkilidir.

Giinliik tip pratiginde kullanilmamasina karsin, akademik arastirmalarda bakilan ATM,
Rb ve P27°""! gen mutasyonlarin varhgi KLL hastaligin seyrini olumsuz etkiledikleri

saptanmuistir.

CD49d ve ZAP-70’ in prognostik onemi

CD49d (integrin o), 16kositlerin dolagiminda, aktivasyonunda ve sag kaliminda 6nemli
rol oynar. Bunun disinda, VCAM-1 ve fibronektin araciligi ile, germinal folikiillerde
bulunan lenfositler ile stromal hiicreler arasindaki etkilesimin saglamasinda gorev alir
(194). Adezyon gorevleri yani sira, CD49d, iletisim reseptorii olarak ta gorev alir.
Boylece bcl-2 ailesine ait proteinleri etkin hale getirerek, B hiicre sag kalimina katkida
bulunur (194).

Yapilan arastirmalarda, KLL hiicrelerinde CD49d ekspresyonu, normal B lenfositlere
gore daha diisiik diizeyde oldugu saptanmistir ( 195,196). Bu 6zelligi ile KLL hiicreleri,
diger diisiik evreli lenf kanserlerinden, ayrilmaktadir (197,198). Buna ragmen KLL
hastalarin bir kisminda CD49d belirgin olarak eksprese edilmektedir. Bu hastalarin
genellikle yaygin lenfadenopatileri vardir ve ileri evre hastalardir (199,200).

Yapilan in vitro ¢alismalarda, CD49d {izerinden saglanan hiicre i¢i iletisim sonucunda,
ilaca bagli ve kendiliginden olusan apoptozda baskilanma oldugu gosterilmistir (201).
CD49d’ nin KLL prognozu lizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az ¢aligma yapilmistir. Durig
ve arkadaglarinin yaptig1 bir calisma sonucunda CD49d gen ekspresyonun (ITGA4),
CD38 gen ekspresyonu ile birlikte oldugu gosterilmistir (202). Diger yandan Zucchetto
ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir calismada, CD49d ekspresyonun, CD38’ den
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bagimsiz olarak KLL hastalarinda, sag kalimi etkileyebilecegi ileri stirtilmistiir (203) (
sekil 2,7)
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Sekil 2,7 CD49d ekspresyon oranina gore toplam sag kalim egrileri.

ZAP-70 proteini, T hiicrelerinde, sinyal iletimi ile ilgili bir protein kinazdir. Hiicre
ylizeyinde immiinofenotipleme ve Western blot teknikleri ile gosterilebilir. Yapilan
calismalarda KLL hiicrelerinde de bulunabilecegi gosterilmistir. Bu proteinin varligi
prognoz agisindan ¢ok Onemlidir. Genellikle IgV(-) hastalarda bulunur ve CD38’ e
oranla /g gen mutasyonu hakkinda daha anlamli bir iliski i¢indedir. Buna dayanarak
ZAP-70(+) hastalarin prognozunun daha kotii oldugu ve bu hastalarin daha erken

donemde tedaviye gereksinim duydugu anlagilmistir (sekil 2.8)
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Sekil 2.8 ZAP—70 ekspresyon oranina gore toplam sag kalim egrileri.

2.6.6. Kemik iligin histolojik ozellikleri

Kemik iliginde nodiiler ve interstisiyel yayilim benzer tiimor yiikii tasimaktadir.
Nodiiler yayilim olan hastalarin sag kalimi 90 ay, interstisyel yayilim olan hastalarin sag
kalimi ise 46 aydir. Diffiiz yayilim 6zellikleri tagiyan hastalarin prognozu kotiidiir ve
ortalama sag kalimlar1 28 aydir (157). Yapilan son ¢alismalarda kemik iligin tutulum
seklinin hastaligin evrelemesine de katkida bulunabilecegi anlagilmistir (204). Kemik
iliginde fibrozisin saptanmasi, hizli hastalik seyri ile iligkili bulunmustur (205).

Kemoterapi sonrasi kemik iliginde hala lenfoid nodiillerin bulunmasi ( nodiiler parsiyel

remisyon), kisa siirede relaps geliseceginin isaretidir (206, 207).



2.6.7. Serum belirtecleri

Serum belirteclerinden, LDH, B2-mikroglobulin, CD23, IFN-a ve timidin kinaz, agresif
seyirli KLL hastalarinda, yiiksek diizeylerde saptanmaktadir (208-210). Bunlardan
LDH, PB2-mikroglobulin ve CD23 muhtemelen tiimoér yiikiinii yansitmaktadir ve takipte
kullanilmalar1 6nemlidir. Timidin kinaz, DNA sentezinde kurtarma yolaginda ( salvage

pathway) yer alir ve boliinmekte olan hiicrelerin sayisini yansitir.

3. CALISMANIN ARAC VE YONTEMLERI

3.1. Calismanin Yontemi

Calisma, Marmara Universitesi Hastanesi, Hematoloji Bilim Dali tarafindan
yiirtitiilmiistiir. Arastirma Hematoloji poliklinigine kayith tiim KLL hastalarin tibbi
kayitlar1 tizerinden yapilmustir.

Toplam 118 hastadan, 74’iinde uygun kayitlara ulasilmistir ve bu hastalar ¢alismaya
dahil edilmistir. Arastirma i¢in Fakiiltemiz Etik Kurul tarafindan gerekli izin alinmis
olup, hayatta olan ve takibe devam eden hastalardan, kendileri tarafindan imzalanmis
olan, bilgilendirilmis onay formu alinmistir (Caliymanin Etik Kurul protokol No:
MAR-YC-2009-0022).

Arastirma, geriye doniik olarak, hastalik ile ilgili ge¢mis verilerin toplanmasina dayanan
bir multiparametrik sagkalim ¢aligmasidir.

Calismanin esas amacit KLL’de 6nemli prognostik belirteclerin sag kalim ve hastaligin
seyri iizerindeki etkilerini belirlemektir. Bu amaca yonelik, hasta dosyalarindan,
hastaligin tani tarihi, tan1 esnasindaki evreleri (Rai), tan1 esnasindaki mutlak lenfosit
sayilar ile ilgili kayitlar toplanmistir. Ayn1 donemde immiinofenotipleme yontemi ile
belirlenmis CD5+19, CD23+43 koekspresyonu, CD49d, ZAP-70, CD38, Kapa ve
Lambda ekspresyon oranlari da, prognostik olciitler olarak calismaya alinmustir. Ilk
tedaviye kadar gecen zaman, uygulanan tedavi sekli, tedavi sonrasi remisyon siireleri ve

tanidan itibaren toplam sag kalimlari ile ilgili veriler her hasta i¢in kaydedilmistir.
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Calismaya alinan KLL hastalarinda kullanilan tani kriterleri: Periferik kandaki
mutlak lenfosit sayisinin 5000/mm’ dstinde olmasi. Lenfosit popiilasyonun, CD5(+),
CD10(-), CD19(+),CD22(+),CD23(+) hiicrelerden olusmasi, Kapa veya Lambda yiizey
immunoglobulini tagimasi ve bu belirtecler ile monoklonal o&zellikler gostermesi.
Bunun yani sira, kemik iliginde %30’dan fazla, ayni immunohistokimyasal 6zellikler

tastyan monoklonal olgun lenfosit popiilasyonun bulunmasi ile KLL tanis1 konmustur.

Bu calismanin bulgularina dayanarak, tedaviye ve takibe devam eden hastalara, ek
olarak herhangi bir tibbi miidahale yapilmamigtir. Hastalardan, ayrica herhangi bir
tetkik istenmemistir.

Arastirmaya dahil edilen 74 hastanin dosyalarinda kayithi olan bilgiler toplandiktan
sonra istatistiksel yontemler ile tek degiskenli ve ¢ok degiskenli dagilim ve sag kalim

analizleri yapilmistir

3.2. Calismada kullanilan Araclar

Calisma tamamen bilgisayar ortaminda yapilmis olup sadece istatistiksel analiz i¢in
gerekli olan lisansh yazilimlar kullanilmistir.

Hastalarin kayitlarinda bulunan hematolojik ve immiinolojik tahlillerin hepsi
hastanemizin merkez Biyokimya laboratuar1 ve Immiinoloji laboratuar1 tarafindan
yapilmistir.

Arastirmada prognostik kriter olarak ele alinan mutlak lenfosit sayis1 Coulter cihazi ile
bakilan hemogram sonuglarindan hesaplanmistir.

Immiinolojik belirteglerden, CD5+19, CD23+43, Kapa, Lambda CD49d, ZAP-70 ve
CD38, standart direkt immiinfluoresan isaretleme yontemi ile isaretlendi ve FACS
CANTO (Becton Dickinson, Mountain View, California, ABD) cihazi ile okundu ve
degerlendirildi.

CD49d’nin hesaplanmasi: Akim sitometri ile CD49d’nin CD11a(+) hiicrelerdeki (tiim
lenfositler) ekspresyon orani bulunduktan sonra, CD5+19 eksprese eden hiicrelerin
(KLL hiicreleri) oranina gdre yeniden hesaplanmistir ve sadece KLL hiicrelerindeki
ekspresyon orani bulunmustur. Calismada, reel CD49d orani olarak belirtilmigtir.
ZAP-70’in hesaplanmasi: Akim sitometri yontemi ile ZAP-70’in, CD20(+) hiicreler
icindeki ekspresyon orani hesaplanmustir.

CD38’in hesaplanmasi: Akim sitometri yontemi ile CD38’in, CD22(+) hiicreler

icindeki ekspresyon orani hesaplanmustir.
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3.3. istatistiksel analizler

Verilerin dagilim normallikleri, Shapiro Wilks testinin bir benzeri olan Ryan
Joiner testi ve binomial test ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama, ortanca,
ortalamanin standart hatasi, standart sapma, alt ve {ist deger araliklar1 ve %95 giivenlik
araligr ile tammmlanmustir. P degeri ¢ift yonlii olarak degerlendirildikten sonra 0.05 ve
altindaki degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Parametrik verilerin
karsilastirilmasinda; bagimsiz Orneklerde t testi, normal dagilim gdstermeyen
parametrik ve parametrik olmayan verilerin karsilastirmasinda; Mann Whitney, kikare,
Yate diizeltmeli kikare, Fisher kesinlik testi ve Kolmogorov Smirnov testleri,
korelasyon analizinde; normal dagilim gostermeyen parametrik ve parametrik olmayan
veriler i¢in Spearman iki degiskenli korelasyon analizi, tedaviye kadar gegen zaman
(TKGZ) ve sagkalim (TS) hesaplamalarinda; Kaplan Meier, verilerin sagkalim ve
TKGZ ile iliskilerinin tek degiskenli analizinde; log-rank (Mantel-Cox) testi, tek
degiskenli analizde istatistiki anlamliliga ulasan verilerin ¢ok degiskenli analizinde; Cox
orantisal risk regresyon modeli kullanilmistir. Verilerin analizi SPSS® 15.0 for
Windows (SPSS inc., Chicago, IL, A.B.D) ve Minitab® 15.1.0.0 (Minitab Inc., State
College, PA, A.B.D) ve MedCalc® 10.1.3.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgika)

yazilimlari ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Hastanemizde Hematoloji boliimii 1987 yilindan beri hizmet vermektedir, ancak bu
donemde bazi immiinolojik belirteglerin bakilmamis olmasi (CD49d, ZAP-70) ve
arastirmamiza uygun olan hasta bilgileri ancak 1998 yilindan itibaren kaydedilmeye
baslanmis olmasi nedeniyle sadece bu donemden sonra kayitl olan hastalar arastirmaya
dahil edilmemistir.

1998 ile 2008 yillar1 arasinda poliklinigimizde takip edilen KLL hastalarindan 118’nin
dosya kayitlarina ulasilabilmistir. Bu hastalardan 74’tinde ¢alismamiza dahil
edilebilecek nitelikte tibbi kayitlar elde edilmistir. Calismaya, hayatta ve 6lmiis olan
tim KLL hastalarimin tibbi kayitlar1 alimmistir. Hastalarin klinik ve demografik

ozellikleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir ( tablo 4,1)

Degisken Kadm Erkek Tiim hastalar
Hasta sayis1 25 (%35) 49 (%65) 74 (%100)
Yas ortalamasi 62,9 63,1 63,1
Diisiik risk 12 18 30 (%40,5)
Orta risk 5 20 25 (%33,7)
Yiiksek risk 8 11 19 (%25.8)
Ort. Lenfosit 22000 28800 26100
sayis1 /mm’

CD49d>%30 2 7 9 (%12,4)
Kappa-Lambda %88 - %12 %388 - %12 %88 - %12
dagilimi

ZAP-70>%20 7 19 26 (%35)
CD38>%20 8 16 24 (%32,4)
Tedavi alan hasta 16 (%64) 26 (%53) 42 (%56,7)
say1st

Tedavisiz izlenen 9 (%36) 23 (%47) 32 (%43,2)
hasta sayist

Olen hasta sayis1 2 (%8) 4 (%8,1) 6 (%8,1)
Sag kalan hasta 23 (%92) 45 (%91,9) 68 (%91,8)
say1st

Tablo 4,1. Calismaya katilan hastalarin demografik ve immiinolojik 6zellikleri
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Arastirmaya alinan 74 hastadan 25’1 kadin ( %35), 49’u erkektir (%65). Tiim hastalarin
ortalama yas1 63,1 (en geng 38, en yasli 83), median yas1 63,5 olarak hesaplanmustir.

Yapilan degerlendirmelede yas dagilimi1 normal bulunmustur.

Kadinlarda ortalama yas 62,9, erkeklerde ise 63,1 olarak bulunmustur. 74 hastadan 66°s1
(%90,4) B-KLL, 4’ (%5,5) SLL, 1’1 (%1,4) T-KLL ve 1’1 de (%]1,4) PLL tanilari
almiglardir.

Tan1 esnasinda, Rai evrelemesine gore, diigiik risk grubunda ( evre 0 vel):30 hasta ( 12
kadin, 18 erkek) - %40,5, orta risk grubunda ( evre 2):25 hasta - %33,7 ve yliksek risk
grubunda ( evre 3 ve 4):19 hasta - %25,8, bulunmustur.

Yine tan1 esnasinda, mutlak lenfosit sayisina baktigimizda, tiim hastalar i¢in ortalama
deger 45080/mm’ (erkekler:48660/mm’, kadinlar:38619/mm®), median deger de
26100/mm’ ( 3700/mm’ — 320000/mm”) olarak bulunmustur. Kadinlarda median deger
22000/mm’ (3700/mm’ - 202000/mm’), erkeklerde ise 28800/mm’ (8400/mm’—
320000/mm’®) olarak hesaplanmistir. iki cins arasindaki lenfosit median degerleri
karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir (p=0,84). Lenfosit sayisinin tim
hastalar icindeki genel dagilimi incelendiginde normal olmadigi goriilmiistiir. Risk
guplarina gore baktigimizda da, mutlak lenfosit sayilarin mediyan degerleri arasinda
anlamli fark bulunamamustir. Diisiik risk grubunda mediyan lenfosit sayisi: 23600/mm?’,
orta risk grubunda: 32500/mm’, yiiksek risk grubunda ise: 27500/mm’ olarak
bulunmustur (p=0,11).

Calismaya alinan hastalarin ortalama takip siiresi 41,7 aydir ( 4ay — 240 ay). Takip
esnasinda 74 hastadan 42’si (%56,7) tedavi alirken, 32’si (%43,3) tedavisiz izlenmistir.
Tedavi alan hastalarda, tedaviye baslama zamani1 mediyan 2 ay olarak bulunmustur ( en
az 1 ay, en ¢ok 168 ay), ancak tedaviye baslama siirelerinin dagilimimna bakildiginda

normal olmadig1 goriilmiistiir (sekil 4,1).

38



TEDAVIYE KADAR GECEN SURE

o o o
IS o ®
| | |

TEDAVI ALAN HASTA ORANI

o
N
|

T T T T T
0 50 100 150 200

TEDAVIYE KADAR GEGCEN SURE

Sekil 4.1 Calismaya alman hastalarda tedaviye kadar gecen siirenin dagilimi. X
ekseninde tedaviye kadar gecen zaman ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde, belirli bir
zaman dilimi ic¢inde, toplam hastalardan, oran olarak ne kadar1 tedavi aldigi

belirtilmistir.

Tedavi alan 42 hastadan 23’ii (%54), 2 veya 3 basamak tedavileri almistir. Hastalar i¢in
toplanan sag kalim verilerin dagilimi k&tii olmasi ve halen takipte olan yeni tanili
hastalarin bulunmasi nedeniyle,1 basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak
tedavisi alan hastalar arasinda toplam sag kalim farkimi gosterecek analiz
yapilamamustir. 2 ve 3 basamak tedavisi alan hastalarin risk gruplarina gore dagilimina
baktigimizda, diisiik risk grubunda 2 hasta (%06), orta risk grubunda 11 hasta (%44),
yiiksek risk grubunda da 10 hasta (%52) bulunmaktadir. Orta ve yiiksek risk
gruplarinda, ileri basamak tedavisi agisindan istatistiksel fark bulunmaz iken (p=0,12),
diisiik risk grubunda, dogal olarak bu oran anlamli derecede diisiik bulunmustur (orta

risk i¢in p=0,01, yiiksek risk i¢in p=0,008) (sekil 4,2).
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Sekil 4.2 Risk gruplarina gore 2 ve 3 basamak tedavisi alan hastalarin dagilimi. Diisiik
risk grubunda, orta risk ve yiiksek risk grubuna gore, tedavi orani anlamli olarak daha

diisiiktiir (OR 1ile: p=0,01,YR ile p=0,008)

Takip edilen 74 hastadan, 6’s1 (%8,1) hayatim1 kaybetmistir. Olen hastalarin hepsi 2
veya 3 basamak tedavisi almis olup, 6liim sebepleri KLL ile iligkilidir. 4 hasta
notropenik ates, 1 hastada tedaviye direngli Biiyiik B hiicreli Non-Hodgkin Lenfoma
transformasyonu geligsmistir ve 1 hasta da LAP basisina sekonder gelisen iiremi
nedeniyle Slmiistlir. Arastirmada yer alan hastalarin toplam sag kalim 119,09+/-40,49
ay olarak bulunmustur ancak sag kalim siirelerin dagilimi normal olmadig1 goriilmiistiir

( sekil 4,3).
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TOPLAM SAGKALIM

Sekil 4,3 Calismada yer alan hastalarin toplam sag kalim dagilimi. (+) ile isaretlenen
hastalar, yeni tam1 almis olup, takip siireleri kisa olmasi nedeniyle, analiz yontemi
tarafindan sansiirlenmistir. Bu hastalarin dagilimi hesaplanan hastalarin dagilim ile
paraleldir, bu ylizden ayni dogru iizerinde bulunmaktadirlar. X ekseninde toplam sag
kalim ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde, belirli bir zaman dilimi i¢inde toplam

hastalardan sag kalanlarin orani belirtilmistir.

Tek degiskenli parametreler ile yapilan prognoz analizleri

Calisma yapilan grubun, hastalikla ilgili genel parametrelerin belirtilmesinden sonra,
prognostik 6nemi olan bazi belirteglerin hastaligin seyri iizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla tek degiskenli analizler yapilmistir. Bunlar sirasiyla, hastalifin evresi,
CD5+19, CD23+43, Kappa, Lambda, CD49d, ZAP-70 ve CD38 ekspresyonu ve mutlak
lenfosit sayisi ile yapilan analizlerdir. Bu analizlerde, immiinolojik degiskenlerin, yasa,
cinsiyete ve evreye gore dagilimi bakildiktan sonra, toplam sag kalim, tedaviye kadar

gecen zaman ve birden fazla tedavi gereksinimi tizerindeki etkileri arastirilmistir.
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CD49d’ nin prognostik belirtec olarak etkisi:

Arastirmaya dahil edilen 74 hastadan 65’inde bu belirtece bakilabilmistir. CD49d
yiiksek ekspresyonu i¢in, %30 sinir degeri kullanilmistir. Bunu altindaki degerler ise
diisiik ekspresyon olarak tanimlanmustir.

CDA49d ekspresyonu yas ortalamalar ile karsilastirildiginda, fark olmadigi goriilmiistiir.
CD49d>%30 hastalarin yas ortalamasi 52,6 iken, diisiik ekspresyonlu hastalarin
ortalama yas1 59,3 olarak hesaplanmistir (p=0,8).

Farkli cinsler arasinda CD49d dagilimina bakildigindan CD49d>%30 hasta sayist az
oldugundan ( kadin 2, erkek 7) fark saptanmamistir (p=0,86).

Lenfosit sayisinin CD49d ekspresyonu ile iliskisini aragtirdigimizda, yiiksek ve diisiik
ekspresyonlu gruplarin lenfosit ortalamalar1 arasinda fark bulunmasmna ragmen
istatistiksel anlamliliga ulasamamistir. CD49d>%30 grubunda median lenfosit sayisi:
20700/mm’, CD49d<%30 grupunda median lenfosit sayisi: 32650/mm’ bulunmustur
(»=0,27). CD49d’nin, evrelere gore dagilimma bakildiginda, evreler arasinda fark
olmasina ragmen, CD49d ortalamalarindaki yiiksek satandart sapmalar nedeniyle, bu fark

istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (p=0,211) (sekil 4,4)
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Sekil 4,4 CD49d ekspresyon oranlarinin evrelere gore dagilimi. Yildiz ve yuvarlak ile
gosterilen rakamlar, arastirmada yer alan ve ug¢ degerler tagiyan hastalarin c¢alisma
numaralaridir ( yildiz: erkek, yuvarlak: kadin). X ekseninde Rai evreleri belirtilmistir. Y
ekseninde, belirli bir evredeki hastalarin reel CD49d oranlarmin dagilimi1 ve standart

sapmalar1 gosterilmistir.

CD49d’nin  %30’dan yiiksek oranda eksprese edildigi vakalarm, evrelere gore
dagiliminda da farklar bulunamamistir (p=0,597) (sekil 4,5). Ancak CD49d eksprese
eden vakalarin bulunduklar1 ortalama evrelere baktigimizda, %30’dan fazla eksprese
edenlerin ortalama evreleri 2,5 (mediyan 3) iken, %30’dan daha az eksprese eden
hastalarin ortalama evreleri 1,5 (mediyan 1) saptanmistir. Gozelenen bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p=0,028).
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Sekil 4,5 CD49d>%30 olan hastalarin Rai evrelerine gore dagilimi. X ekseninde Rai
evreleri belirtilmistir. Y ekseninde, belirli bir evrede bulunan ve CD49d>%30 olan

hastalarin, ekspresyon oranlariin dagilimi ve standart sapmalar belirtilmistir.

Calismamizda, CD49d’nin tedaviye kadar gegen zaman iizerindeki etkisi bulunmamustir
(p=0,462). Aym sekilde, toplam sag kalim iizerinde de etkili olmadig1 goriilmiistiir
(»=0,190). Alt grup olarak, CD49d>%30 olan hastalar1 inceledigimizde de tedaviye
kadar gegen zaman ve toplam sag kalim acgisindan herhangi bir korelasyon
saptanmamistir (TKGZ p=0,203, TS p=0,776).

2 ve 3 basamak tedavisi alan hastalar ile sadece 1 basamak tedavisi alan hastalar
karsilagtirildiginda, genel CD49d ekspresyon oranlarina goére herhangi bir fark
bulunmamistir (1 basamak tedavi alanlarda ortalama: %18,1 vs 2 ve 3 basamak tedavi

alanlardaki ortalama: %12.8, p=0,465)(sekil 4,6).
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Sekil 4,6 Sadece birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi alan
hastalarin genel CD49d ekspresyon oranlarmin karsilastirilmasi. Istatistiksel olarak fark
bulunmamistir (p=0,465). Yuvarlak ile gosterilen rakam, uc¢ deger tasiyan hastanin
calisma numarasidir. X ekseninde, hastalarin aldiklar1 tedavi basamagi belirtilmistir. Y
ekseninde, tedavi basamagindaki hastalarin genel CD49d oranlarin dagilimi ve standart

sapmalar1 gosterilmistir.

Yalnizca CD49d>%30 hastalar icin bu kariglastirmay1 yaptigimizda ise, 2 ve 3 basamak
tedavisi alanlarda CD49d ekspresyonu daha yiiksek oranda bulunmustur ( 1 basamak
ortalama:%46 vs 2 ve 3 basamak ortalama:%58). Bulunan bu fark istatistiksel
anlamlilik sinirindadir (p=0,075) (hasta sayis1 az oldugundan analiz programi ile grafik
cizilememistir).

CD49d>%30 olan hastalarin aldiklar1 tedavi basamaklarina gore ayirdigimizda, 2 ve 3
basamak tedavisi alan hastalarin toplam sag kalimlarinin ortalamalari, istatistiksel
olarak, sinirda anlamlilik derecesinde, daha kisa oldugu goriilmiisiitr (p=0,066) (sekil
4.7).
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TOPLAM SAG KALIM

Sekil 4.7 CD49d>%30 olan, bir ve birden fazla tedavi basamagi alan hastalar arasinda
toplam sag kalim farklar1 (1 basamak tedavi alanlarda ortalama: 63,2 ay, vs 2 veya 3
basamak tedavi alanlarda ortalama: 52,1 ay, p=0,066). X ekseninde toplam sag kalim
ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde belirli bir zaman dilimi i¢inde sag kalan hasta orani

belirtilmistir.

CD49d>%30 hastalarin evreler arasindaki dagilimi ile toplam sag kalimlar

karsilastirdigimizda gozlelnen farklar anlamlilik kazanmamustir (sekil 4,8)
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Sekil 4,8 CD49d>%30 hastalarin Rai evrelerine gore dagilimlarin toplam sag kalim ile
iliskisi. Evre 0 ve 1 de CD49d>%30 olan hastalar bulunmadigindan, grafige
eklenmemistir. Anlamli korelasyon saptanmamistir (p=0,16). X ekseninde toplam sag
kalim ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde belirli bir zaman dilimi i¢inde sag kalan hasta

orani belirtilmistir.

ZAP-70’° in prognostik belirtec olarak hastalik seyri iizerindeki etkisi:

Calismaya alman 74 hastadan 40’inda ZAP-70 yiizey proteinine bakilmistir. Bu
hastalardan 26’sinda (%67) ZAP-70 > %20 oraninda bulunmustur ve bu deger pozitif
deger olarak kabul edilmistir. ZAP—70(+) olan hastalarda, ortalama ekspresyon orani
%45,7 olarak hesaplanmistir. ZAP—70(+) hastalarin dagilim genisligi normal sinirlarin
disindadir.

ZAP-70(+) ve (-) gruplarda, yas ortalamalar kiyaslandiginda farkli oldugu ancak
istatistiksel anlam tagimadig1 goriilmiistiir ( 63,4 vs 59,5, p=0,28).

Yas ve ZAP-70 ekspresyon yogunlugu arasinda da herhangi bir baglanti bulunamamistir

(1{(37)= 0.079, p=0.632).
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Her iki cinste de ortalama ZAP—70 ekspresyonu benzer oranlarda bulunmustur ( erkeklerde
%67(+), kadinlarda ise %63(+) ).

Rai evrelerine gore ZAP-70 dagilimma baktigimizda, her grupta homojen dagildigi
gbzlenmistir — diisiik risk grubunda:11 hasta (+): %36, orta risk grubunda: 10 hasta (+):%35
ve ylksek risk grubunda 5 hasta (+): %26.

Mutlak lenfosit sayist ve ZAP-70 ekspresyonu arasinda da istatiksel ilgilesim
saptanamamistir. ZAP-70(+) hastalarin lenfosit ortalamasi 30960/mm’® iken ZAP-70(-)
hastalarin lenfosit say1sinimn ortalamas1 32000/mm’ dir (p=0,45).

Calismamizda ilging bir bulgu olarak, ZAP—70(-) hastalarda tedaviye kadar gecen siirenin
daha kisa oldugu saptanmistir ( ZAP-70(+) hastalarda ortalama 10,3 ay vs ZAP-70(-)
hastalarda ortalama 1,6 ay, hazard ratio: 0,1961, %95 giiven araligi: ( 0,04047- 0,9501)
p=0,04) (sekil 4,9).
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TEDAVIYE KADAR GEGCEN SURE

Sekil 4,9 ZAP-70 pozitifligine gore tedaviye baslama zamanlari. X ekseninde tedaviye kadar
gecen zaman ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde, belirili bir zaman dilimi i¢inde, tedaviye

baslayan hasta oranlar1 belirtilmistir.
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Yiikaridaki bulguya ragmen, ZAP-70’in ekspresyon yogunlugu ile tedaviye baglama zamani
arasinda bir ilgilesim bulunamamistir ( korelasyon testi olarak Spearman’s rho test
kullanilmigtir). ZAP-70’ in sag kalim {izerindeki etkisini, her iki grupta da az sayida Olen

hasta ( 2 vs 1) oldugundan, saglikli bir sekilde hesaplanamamustir (sekil 4.10).
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Sekil 4,10 ZAP-70 ekspresyonuna gore sag kalim egrileri. Sekilde gozlenen fark istatistiksel
anlamliliga ulagsmamistir. Sekilde (+) isareti ile gosterilen hastalar, yeni tan1 almis olup,
takipleri halen devam etmesi nedeniyle analiz yontemi tarafindan sansilirlenmis olan
hastalardir (p=0,72). X ekseninde toplam sag kalim ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde,

belirli bir zaman dilimi i¢inde sag kalan hasta oran1 belirtilmistir.

ZAP-70(+) olan 26 hastadan, 12’si (%46) tedavisiz izlenirken, 14’1 (%54) tedavi almistir.
Tedavi alan 14 hastadan, 6’s1 (%42) sadece 1 basamak tedavisi alirken 8’1 (%58) 2 veya 3
basamak tedavisi almistir. Tedavi alan ve almamis olan hastalar arasinda anlamli sag kalim
fark1 bulunmamistir (72,3 ay vs 76 ay, p=0,661). Aldiklar1 kemoterapi basamagina gore
ayirdigimizda da sag kalim farki bulunmamustir ( 1 basamak hastalar1 ortalama 74,4 ay vs >1

basamak hastalar1 ortalama 71,1 ay, p=0,614).
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CD38’ in prognostik belirtec olarak hastaligin seyri iizerindeki etkisi:

Calismaya almman 74 hastadan 42’sinde CD38 yiizey proteinine bakilmistir. CD38
degerlendirilmesi yapilan hastalarin dagilimi normal olarak bulunmamustir.

CD38 bakilan 42 hastadan 23’iinde (%55), CD38>%20 olarak saptanmistir. Bu deger CD38
i¢in pozitif deger olarak kabul edilmistir.

CD38(+) ve CD38(-) gruplarin yas ortalamalar1 karsilastirildiginda, anlaml fark olmadigi
goriilmistir ( 65,5 vs 61,8, p=0,2). CD38’in ekspresyon yiizdesi ile yas arasinda da bir
ilgilesim bulunamamustir (r(39)=0.121, p=0,4).

CD38’in dagiliminda cinsiyetler arasinda fark tespit edilmemistir. CD38 toplam 12 kadindan
8’inde pozitif iken (%66), 30 erkekten 15’inde pozitif saptanmistir (%50) (p=0,5).

Bakilan 42 hastanin risk grubuna gore, C38 dagilimina bakildiginda herhangi bir korelasyon
saptanmamustir. Diisiik risk grubunda CD38 pozitifligi 11 hastada (%36), orta risk grubunda
10 hastada (%40), yiiksek risk grubunda ise 2 hastada (%10) pozitif bulunmustur. Ilk
degerlendirmede yiiksek risk grubunda daha az olarak CD38(+) goriinmesine karsin, hasta
sayisinin az olmasi nedeniyle anlaml ilgilesim saglanamamistir (p=0,9).

CD38 kuvvetli eksprese eden ve etmeyen gruplar arasinda, lenfosit sayist ortalamalar

karsilastirildiginda  fark bulunamamustir (28500/mm’ vs 28800/mm’

, p=0,9). Lenfosit
sayisinin artmasi veya azalmasi ile CD38 ekspresyon orani arasinda da istatistiksel baglanti
bulunamamastir (p=0,83).

Tedaviye kadar gegen zaman agisindan degerlendirildiginde, CD38(+) ve CD38(-) gruplar

arasinda fark bulunamamaistir (log rank 0,003, p=0,95) ( sekil 4.11).
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TEDAVIYE KADAR GEGEN ZAMAN

Sekil 4.11 CD38 ekspresyonuna gore tedaviye kadar gegen zaman. X ekseninde tedaviye
kadar gecen zaman ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde belirli bir zaman dilimi ig¢inde

tedaviye baslayan hasta orani belirtilmistir.

Yine benzer sekilde CD38 ekspresyon ylizdesi ile tedaviye kadar gecen zaman arasinda
ilgilesim bulunamamastir.

CD38’in, toplam sag kalim iizerindeki etkisi, bu ¢alismada belirlenememistir. CD38 pozitif ve
negatif gruplarda 6len hasta sayisi ¢ok az oldugundan (1 vs 0), mediyan sag kalim hesabi ve
Kaplan-Meyer egrisini olusturmak miimkiin olmamustir.

CD38(+) olan 23 hastadan, 10’u (%43) tedavisiz izlenirken, 13’1 (%57) tedavi almustir.
Teadvi alan 13 hastadan 8’1 (%61) sadece 1 basamak tedavisi alirken, 5’1 (%39) 2 veya3
basamak tedavileri almistir. Yaptigimiz arastirmada tedavi gruplari arasinda toplam sag
kalim farki bulunmamistir ( 1 basamak hastalar1 ortalama 88,2 ay vs >1 basamak hastalar1

82,7 ay, p=0,543).
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Calismamizda, genel olarak, Olen hasta sayisinin az olmasi, yeni tanit alan hastalarin
bulunmasi ve bazi hastalarda izlem siiresi kisa olmasi nedeniyle toplam sag kalim ile ilgili
istatistiksel hesaplamalarin giivenirligi diisiiktiir.

Bunun yerine, sag kalim ile ilgili prognositk faktorlerden, tedaviye kadar gegcen zaman
lizerine yogunlasilmistir.

Yukaridaki arastirmalara ek olarak, yasin, cinsiyetin, Rai evresinin ve lenfosit sayisinin
20000/mm™ den yiiksek olmasmin, tedaviye kadar gegen zaman iizerindeki etkileri de
arastirilmistir.

60 yas {lstlinde ve altinda olan hastalar arasinda, tedaviye kadar gegen zaman agisindan
bakildiginda fark bulunamamistir( 60 yas altinda ortalama TKGZ:2,4 ay, 60 yas iistiindeki
hastalarda TKGZ ortalama 7,4 ay, p=0,79) (sekil 4.12)
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TEDAVIYE KADAR GEGEN ZAMAN

Sekil 4.12 60 yas iistiinde ve altinda olan hastalarda tedaviye kadar gegen zaman ( 60 yas
altinda hasta sayisi: 28, 60 yas iistiinde olan hasta sayisi: 46). X ekseninde tedaviye kadar
gecen zaman ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde belirli bir zaman dilimi i¢inde tedaviye

baslayan hasta oran1 belirtilmistir.
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Kadin ve erkekler arasinda da, tedaviye kadar gecen zaman agisindan fark saptanmamistir

(kadinlarda ortalama TKGZ: 10,4 ay, erkeklerde ortalama TKGZ:2,3 ay, p=0,67) (sekil 4.13).
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TEDAVIYE KADAR GEGEN ZAMAN

Sekil 4.13 Cinsiyet farkina goére tedaviye kadar gegen zaman (kadin:25, erkek:49). X
ekseninde tedaviye kadar gecen zaman ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde belirli bir zaman

dilimi i¢cinde tedaviye baslayan hasta oran1 belirtilmistir.
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Rai evresine gore tedaviye kadar gegen zamani degerlendirdigimizde, beklendigi gibi,
anlaml bir ilgilesim bulunmustur (p=0,02) (sekil 4.14). Rai evre 0 hastalarda mediyan
tedaviye kadar gecen zaman - 33 ay, evre 1 hastalarda - 30 ay, evre 2 hastalarda - 2 ay,

evre 3 ve 4 hastalarda ise - 1 aydir.
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TEDAVIYE KADAR GEGEN ZAMAN

Sekil 4.14 Rai evresine gore tedaviye kadar gegen zaman (evre 0: 20 hasta, evre 1: 12 hasta,
evre 2: 26 hasta, evre 3: 6 hasta, evre 4: 10 hasta). X ekseninde tedaviye kadar gegen zaman
ay olarak belirtilmistir. Y ekseninde belirli bir zaman dilimi i¢inde tedaviye baslayan hasta

orani belirtilmistir.
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Diger parametreler ile birlikte, lenfosit sayismmn 20000/mm’’nin iistiinde veya altinda
olmasimin, tedaviye kadar gegen zaman iizerindeki etkisi arastirllmistir. Lenfosit
sayisinin, tedaviye kadar gecen zaman iizerinde herhangi bir etkisi bulunmamistir
(Ienfosit say1s1<20000/mm3 olanlarda ortalama TKGZ:2,3 ay, lenfosit sayisi
>20000/mm’ olanlarda ortalama TKGZ:6,8 ay, p=0,15) (sekil 4.15).
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Sekil 4.14 Tan esnasindaki mutlak lenfosit sayismnim, 20000/mm”’nin iistinde veya altinda
olmasimin, tedaviye kadar gecen zamammn iizerindeki etkisi (Ly<20000/mm’: 27 hasta,
Ly>20000/mm”: 47 hasta). X ekseninde tedaviye kadar gegen zaman ay olarak belirtilmistir.

Y ekseninde belirli bir zaman dilimi i¢inde tedaviye baslayan hasta orani belirtilmistir.
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Yaptigimiz ¢aligmada, iyi bilinen demografik, klinik ve immiinolojik prognostik
belirteglerin disinda, tani1 i¢in gerekli olan immiinofenotipik yiizey belirteglerin, evrelere
gore dagilimlari, tedaviye kadar gecen zaman ve toplam sag kalim iizerindeki etkileri ile

birlikte, hastalarin almis oldugu tedavi basamaklar1 arasindaki iliskiye de bakilmistir.

CD5+19 ‘un prognoz iizerindeki etkisi
CD5+19 koekspresyonun evrelere gore dasgilimina bakildiginda evre 3 hastalarinda, evre

2 ve 4’e gore anlamli olarak daha diisiik oranda eksprese edildigi gortilmistiir (sekil 2,15)
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Sekil 4.15 CD5+19 koekspresyonun Rai evrelerine gore dagilimi. Evre 3 hastalarinda
evre 2 ve evre 4’e gore anlamli olarak daha diisiik ekspresyon orant bulunmustur ( evre 3
vs evre 2 p=0,002, evre 3 vs evre 4 p=0,004).X ekseni Rai evrelerini gostermektedir. Y
ekseni belirli bir evrede bulunan hastalardaki CD5+19 ekspresyon oranlarin dagilimini ve

standart sapmalarini gostermektedir.

Tedaviye kadar gegen zaman iizerinde CD5+19 koekspresyonun etkisi olmadig:
saptanmistir (p=0,878). Benzer sekilde, toplam sag kalim lizerinde de etkisiz oldugu
goriilmisiitr (p=0,453).

56



Birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi alan hastalar,

CD5+19 ekspresyon oranlari acisindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark

olmadig: goriildii (sekil 4,16)
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Sekil 4.16 Sadece birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi

alan hastalarin CD5+19 ekspresyon oranlarmin karsilagtirilmasi. Istatistiksel olarak fark

bulunmamistir ( 1 basamak hastalar1 ortalama: %64,38, >2 basamak hastalarinda

ortalama: %63,20, p= 0,893). Yuvarlak ile gosterilen rakam, u¢ deger tasiyan hastanin

calisma numarasidir. X ekseni tedavi basamaklarin1 gostermektedir. Y ekseni CD5+19

ekspresyon oranlarin dagilimmi ve standart sapmalarin1 gdstermektedir. Yuvarlak ile

gosterilen rakam ug¢ deger tastyan hastanin ¢calisma numarasidir.
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CD23+43 ‘un prognoz iizerindeki etkisi

CD23+43 koekspresyonun evrelere gore dagilimma bakiladiginda evreler arasinda

anlaml1 ekspresyon faki bulunmamustir (sekil 4,17)
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Sekil 4.17 CD23+43 koekspresyon oranlarin evrelere gore dagilimi. Istatistiksel fark
bulunmamistir (p=0,55). X ekseni Rai evrelerini gostermektedir. Y ekseni CD23+43

ekspresyon oranlarin dagilimini ve standart sapmalarin1 géstermektedir.

Calismamizda, CD23+43 koekspresyonun tedaviye kadar gecen zaman ve toplam sag

kalim tizerinde etkisi olmadig1 saptanmistir (TKGZ p=0,157, TS p=0,129).
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Birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi alan hastalar,
CD23+43 ekspresyon oranlar1 agisindan karsilastirildiginda gozlenen fark istatistiksel

anlamliliga ulagmamistir (sekil 4,18).
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Sekil 4,18 Sadece birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi
alan hastalarin CD23+43 ekspresyon oranlarinin karsilastirilmasi. Istatistiksel olarak fark
bulunmamistir ( 1 basamak hastalart ortalama: %45,56, >2 basamak hastalarinda
ortalama: %36,74, p=0,292). X ekseni, tedavi basamaklarin1 gostermektedir.Y ekseni

CD23+43 ekspresyon oranlarin dagilimini ve standart sapmalarini gdstermektedir.
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Hiicre yiizeyindeki kappa hafif zincir ekspresyonun prognoz iizerindeki etkisi

Kappa hafif zincir ekspresyon oranlarin, evrelere gére homojen dagildigi ve evreler

arasinda anlamli ekspresyon farki olmadig1 goriilmiisiitiir (sekil 4,19)
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Sekil 4.19 Kappa hafif zincir ekspresyon oranlarin Rai evrelerine gére dagilimi. Evreler
arasinda anlaml fark bulunmamistir (p=0,347). X ekseni Rai evrelerini gostermektedir. Y

ekseni kappa ekspresyon oranlarin dagilimi ve standart sapmalarini gostermektedir.

Yaptigimiz arastirmada, kappa hafif zincir ekspresyonun, tedaviye kadar gecen zaman ve

toplam sag kalim tizerinde etkisiz oldugu gozlenmistir (TKGZ p=0,830, TS p=0,966).
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Birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi alan hastalar, kappa
hafif zincir ekspresyon oranlari agisindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark

olmadig: goriildii (sekil 4,20)
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Sekil 4.20 Sadece birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi
alan hastalarin kappa hafif zincir ekspresyon oranlarmin karsilastirilmasi. Istatistiksel
olarak fark bulunmamistir ( 1 basamak hastalar1 ortalama: %35,00, >2 basamak
hastalarinda ortalama: %28,60, p=0,541). X ekseni tedavi basamagin1 gostermektedir. Y

ekseni kappa ekspresyon oranlarin dagilimi ve standart sapmalarini gostermektedir.
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Hiicre yiizeyindeki lambda hafif zincir ekspresyonun prognoz iizerindeki etkisi

Yiizey lambda ekspresyon oranlarin evrelere gore dagilimina bakildiginda, evreler

arasinda anlamli fark olmadig1 saptanmistir (sekil 4,21)
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Sekil 4.21 Yiizey lambda hafif zincir ekspresyon oranlarin, Rai evrelerine gore dagilimi.

Anlamli fark saptanmamustir (p=0,26). Yildiz ve yuvarlak isareti ile gosterilen rakamlar,

uc degerler gosteren, hastalarin ¢alisma numaralaridir ( y1ldiz: erkek, yuvarlak: kadin).X

ekseni Rai evrelerini gostermektedir. Y ekseni lambda ekspresyon oranlarin dagilimini ve

standart sapmalarin1 gostermektedir.

Calismamizda, lambda hafif zincir ekspresyonun tedaviye kadar gecen zaman iizerinde

etkisi olmadig1 (p=0,505), ancak toplam sag kalim ile pozitif yonde iliskili oldugu

gozlenmistir (p=0,023). Hastalardan sadece 6’s1, lambda hafif zinciri %20’den yiiksek

oranda eksprese etmektedir. Bu nedenle, lambda ekspresyon oranin, toplam sag kalim

iizerinde olumlu etkide bulundugunu séylemek dogru degildir.
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Birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi alan hastalar, lambda

hafif zincir ekspresyon oranlari agisindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark

olmadig: goriildii (sekil 4,22)
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Sekil 4.22 Sadece birinci basamak tedavisi alan hastalar ile 2 veya 3 basamak tedavisi

alan hastalarin lambda hafif zincir ekspresyon oranlarinin karsilastirilmas. Istatistiksel

olarak fark bulunmamistir ( 1 basamak hastalar1 ortalama:% 4,13, >2 basamak

hastalarinda ortalama: %10,28, p=0,356). Yildiz ve yuvarlak ile gosterilen rakamlar,

arastirmada yer alan ve ug¢ degerler tasiyan hastalarin calisma numaralandir ( yildiz:

erkek, yuvarlak: kadin). X ekseni tedavi basamaklarini belirtmektedir Y ekseni lambda

ekspresyon oranlarin dagilimi ve standart sapmalarini1 gostermektedir.
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S. TARTISMA VE SONUC

Kronik Lenfositik Losemi, bati iilkelerde oldugu gibi, lilkemizde de sik rastlanan bir
hastaliktir. Ozellikle yash kisilerde, 6nemli bir saglik sorunudur. Genellikle yavas
seyirli bir hastalik olmasina ragmen, tedavi gerektiren hastalarda, kemoterapinin yan
etkileri, hastalifin otoimmiin bulgular1 ve enfeksiyon ile ilgili komplikasyonlar 6nemli
morbidite ve mortalite sebepleridir.

Sik rastlanan bir hastalik olmasi nedeniyle, diinyada, bu hastaligin tanisi, prognozu ve
tedavisini aydinlatmak amaciyla bir¢ok calisma yapilmaktadir. Yapilan arastirmalarin
sayesinde, giiniimiizde, KLL ve alt tiplerinin tanisi, kolayca konabilmektedir. Tan ile
birlikte, hastaligin gelecekteki seyrini daha net belirlemek ig¢in, cesitli prognositk
faktorlerin tanimlanmasi ( evre, sitogenetik ve immiinofenotipik 6zellikler vb.) son
derece onemlidir.

Gelismis iilkelerdeki tip uygulamalarinda, farkli yayinlarda yayimlanan tani ve tedavi
kilavuzlarina gore, son derece iyi oturmus yontem ve gerecler ile KLL hastalarinin, tani
esnasinda prognostik faktorleri belirlenmekte ve buna gore hasta i¢in en iyi takip ve
tedavi yontemi secilebilmektedir.

Ulkemizdeki uygulamalar i¢in, ne yazik ki, bu gegerli degildir. KLL hastaligin tanis1 ve
prognostik degerlendirilmesi i¢in, gelismis immiinolojik ve sitogenetik tetkikler
gerekmektedir. Bu tekniklerin yaygin olmamasi nedeniyle, genellikle KLL hastalarinin
tan1 esnasinda eksik degerlendirilebilmektedir.

KLL ile ilgili bilgiler, tamamen yabanci kaynakli yayinlardan elde edilebilmektedir. Bu
kaynaklardaki hasta toplumu, bizim hasta toplumumuzdan bir¢ok acgidan farklidir, bu
nedenle hastalarimiza uyguladigimiz tan1 ve takip protokolleri her zaman uyumlu
olmamamaktadir.

Bir¢ok konuda oldugu gibi, iilkemizdeki bazi hastaliklar i¢in yeterli sayida kayith veri
bulunmamaktadir. Calismamizin amaglarindan biri de bu verilere katkida bulunmaktir.
Arastirmamiza, katilan hasta grubunu degerlendirildigimizde, yas ortalamalarinin bati
kaynaklarina benzer oldugu goriilmiistiir ( 63,1). Kadin/erkek oran1 da benzerdir (1:2).
Tani esnasidaki risk gruplarina gore degerlendirdigimizde ise, hastalarin dagilimi, diistik
risk grubunda %40, orta risk grubunda %33, yiiksek risk grubunda ise %25 oldugu
saptanmistir. Rai ve arkadaglarmin yaptigi arastirmada ise bu dagilim diisik risk

grubunda %31, orta risk grubunda %61, yiiksek risk grubunda da %8 olarak
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bulunmustur. Burada dikkati ¢eken nokta, orta risk grubundaki hasta orani, batidaki
hastalara gore yaris1 kadar oldugu, yiiksek risk grubunda ise iic kati daha fazla
olmasidir.

Diisiik risk grubundaki hastalar genellikle asemptomatik olup, rutin kan tetkiklerinde
tesadiifen saptanan lenfositoz ile tant konmaktadir. Bunun yani sira, orta risk
grubundaki hastalarin genellikle belirgin semptom ve bulgular1 olmaktadir. Ulkemizde
muhtemelen bu hastalarin tanisi daha ge¢ konmaktadir ve bu yiizden, orta risk
grubundaki hastalarin bir kism1 tani konana kadar, hastaliklar ilerleyip, yiiksek risk
grubuna girdikleri diisiintilebilir.

Bagka acidan baktigimizda, yiiksek risk kriterlerini, hastalar icin uyguladigimizda
ortaya bazi yanlis degerlendirmeler ¢ikabilir. Rai evre 3 ve 4 hastalardaki en 6nemli
bulgu anemi ve trombositopenidir. Buradaki sitopeniler, otoimmiin veya bagka sistemik
hastaliga bagli olmamasi gerekmektedir. Hastalarimizin degerlendirilmesinde, 6zellikle
anemi acisindan sikintilar yasanmaktadir. Hastalarimizda gozlenen anemi, yasliliga,
kardiyovaskiiler sorunlara, demir eksikligine veya kronik hastalik anemisi gibi bagka
sebeplere bagli olabilir. Genellikle ilk degerlendirme esnasinda hastalarin diger
semptomlaria agirlik verilir (lenfadenopati, splenomegali, B semptomlar1) ve anemi
aragtirtlmadan, hastalar ileri evre olarak kabul edilebilmektedir. Bu noktada, kemik iligi
biopsisi bize yardimci olabilir. Anemi ile gelen KLL hastalarin, kemik iligi biopsisinde,
diffiiz lenfoid infiltrasyon, eritroid baskilanma ve yeterli demir depolart oldugu
gosterilirse, bu hastalardaki anemi biiyiik olasilikla KLL’ye sekonder gelismistir.
Hastalardaki trombositopeni de benzer sekilde yeterince arastirilmamaktadir. Otoimmiin
trombositopeniyi tanimlamak i¢in, giinlimiizde pratik kullanimi olabilecek herhangi bir
test yoktur. Ancak, kemik iligindeki megakaryopoez baskilanmasi, bize fikir verebilir.
Sonu¢ olarak, KLL klinigi ile basvuran hastalarda, anemi ve/veya trombositopeni
saptandiginda, ileri evre olarak siniflandirmadan oOnce, dikkatle degerlendirilmeleri
gerektigi asikardir.

Dikkati ¢eken diger bir bulgu, hastalarimizin yiiksek ortalama lenfosit degerleridir.
Oscier ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada, Ingiltere’de ki KLL hastalarinin ilk tan
esnasinda oralama 20000/mm”den disiik diizeyde lenfosit sayilarmmn oldugu
bildirmistir (185,186). Calismamizda ortalama lenfosit sayisinin ¢ok yiiksek olmasi
(45080/mm”) ve lenfosit sayilarin dagilimi bozuk olmasi nedeniyle, mediyan degerler
dikkate almmistir (26100/mm’). Yine de bu lenfosit sayisi, bati toplumlarin

ortalamalarina gore ytiksektir.
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Lenfosit sayisiin yiiksek olmasi (6zellikle de 40000/mm’’nin iizerinde), sag kalimi
olumsuz etkiledigi bilinmektedir (186). Calismamizda bu bilgiyi dogrulayacak veri
bulunamamistir. Lenfosit sayisinin, toplam sag kalim, tedaviye kadar gecen zaman,
CD49d, ZAP-70 ve CD38 ekspresyonu ile ilgisi gosterilememistir.

Calismamizda, prognostik olarak Onem tagiyan bazi immiinofenotipik belirteglerin,
hastaligin seyri lizerindeki etkileri aragtirilmistir.

CD49d ekspresyonu, 58 hastada bakilabilmistir. Prognoz lizerinde olumsuz etkisi
oldugu bilinen bu belirtegin, yapilan aragtirmalara gore ileri evre hastalarda daha fazla
eksprese edildigi ve toplam sag kalimi olumsuz etkileyebilecegi gosterilmistir
(206,211).

CD49d ekspresyonun evrelere gore dagilimma bakildiginda, evrenin ilerlemesi ile
ortalama CD49d ekspresyonlarin arttig1 gozlenmistir. Evre 0 hastalarda: %4,7, evre 1
hastalarda: %3,4, evre 2 hastalarda: %12,7, evre 3 hastalarda: %11,5, evre 4 hastalarda
ise %21 olarak bulunmustur. Evreler igindeki hastalarin genis standart sapma
araliklarinin bulunmasi ve incelemeye alinan hasta sayisinin az olmasi nedeniyle,
evreler arasinda gozlenen bu fark istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (p=0,211).
Anlamli olmamasina karsin, ilerleyen evrelerdeki CD49d ekspresyonun artryor olmast,
Eksioglu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismayla paralellik gostermektedir. Yaptigimiz
arastirmada, CD49d’nin genel ekspresyon oranlar1 ile, TKGZ, TS, 1 veya 2 ve 3
basamak tedavisi almis olmak arasinda anlamli korelasyon saptanmamistir. CD49d’nin
toplam sag kalimi1 olumsuz etkiledigi bilinmektedir, ancak bu etkinin belirtildigi
calismalardaki hasta takip siiresi bizim takip siiremizden uzundur. Hasta sayimizin az
ve takip siiremizin daha kisa olmasi nedeniyle, arastirmamizda benzer bir etki
bulunamamustir.

Zucchetto ve arkadaslarinin yaptig1 caligmalarda, 6zellikle CD49d’nin yiiksek oranda
eksprese edildigi hastalarda, toplam sag kalimin daha kisa oldugu gozlenmistir. Bu
calismalarda CD49d yiiksek ekspresyon sinir1 %30 olarak belirlenmistir.
Arastirmamizda CD49d>%30 olan hastalar incelendiginde, ¢alisma grubunun kiigiik bir
kismin1 olusturduklart goriilmiisiitr ( 9 hasta - %15). CD49d>%30 olan hastalarin
evreler arasindaki dagiliminda fark gozlenmemistir. Bunun yani sira, CD49d<%30
hastalar ile CD49d>%30 hastalar karsilastirildiginda, yiliksek ekspresyonlu hastalarin
ortalama evreleri daha yiiksek oldugu, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sekil

5,1).
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Sekil 5,1 CD49d<%30 ve CD49d>%30 olarak eksprese eden hastalarin bulunduklar
ortalama evre arasindaki fark (<%30 ortalama Rai 1,5, >%30 ortalama Rai 2,5,
p=0,028). X ekseni CD49d ekspresyon oranini belirtmektedir. Y ekseni ortalama Rai

evresini belirtmektedir.

Gozledigimiz bu bulgu, daha 6nce de ifade edildigi gibi, evre ile CD49d ekspresyon
yogunlugu arasinda pozitif yonde bir bag oldugunu desteklemektedir.

Evre ile CD49d’nin %30’dan fazla eksprese edilmesi arasinda ilgilesim olmasina
ragmen, C49d’nin %30’dan fazla eksprese edilmesi ile TKGZ ve TS arasinda anlaml
korelasyon bulunmamustir. Bunun sebebi olarak, g¢alismamizdaki hasta sayisinin

yetersiz olmasini gosterebiliriz.

CD49d>%30 olan ve tedavi alan hastalar incelendiginde, 2 ve 3 basamak tedavisi alan
hastalarin, sadece 1 basamak tedavisi alan hastalara gére, hem ekspresyon oranlarinin

daha ytiksek oldugu (%58 vs %46), hem de toplam sag kalimlarin daha kisa oldugu (52
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ay vs 64 ay) gozlenmistir. Buna ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir
(»=0,075, p=0,089). Yine de, CD49d nin yiiksek ekspresyonun, tedaviye kotii yanit ve
progresif hastalik ile iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Onemli bir prognositik belirteg olan ZAP-70 proteini, 40 hastada bakilmis olup,
26’sinda pozitif bulunmustur. ZAP—70(+) olan hastalarin, risk gruplarina gore dagilimi
homojendir ve yapilan c¢aligmalar ile uyumludur. Calismamizda dikkati ¢eken nokta
hastalardaki yiiksek ZAP—70 oranmidir ( bakilan hastalarin %65’ pozitif). Bu oran, ¢esitli
yabanci yayinlarda en fazla %30 olarak bildirilmistir.

ZAP-70 ekspresyonun, yasa, cinsiyete ve lenfosit sayisina gore degismedigi
saptanmistir. Toplam sag kalim tlizerinde de etkisi bulunamamistir, ancak bunun sebebi,
giivenilir sag kalim analizinin yapilamamis olmasidir.

Teadviye kadar gegen zaman agisindan bakildiginda, sasirtict olarak ZAP-70(+)
hastalarda bu siirenin belirgin olarak daha uzun oldugu goriilmiistiir (mediyan 10 ay vs 1
ay). Bu bulgu, literatiir ile tamamen c¢elismektedir. ZAP—70(+) hastalarda, tedaviye
kadar gecen siirenin anlamli olarak daha kisa oldugu, bir¢ok ¢alismada gosterilmistir.
Arastirmamizdaki bu fark, ZAP-70(+) hastalarinin karsilastirildigi, tedavi alan ZAP-
70(-) hasta grubunun 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.

ZAP-70 bakilan 40 hastadan 19’u tedavi almistir (%32). Bunlardan 13’1 (%68) ZAP-
70(+), 6’s1 (%32) da ZAP-70(-) tir. ZAP-70(-) gruptaki hastalarin tamami orta ve
yiiksek risk grubunda yer alirken ( 4 hasta Rai evre 4), ZAP-70(+) gruptaki hastalarin
%67’s1 orta ve yiiksek risk grubunda yer almaktadir. Dikkati ¢eken diger bir bulgu da,
ZAP-70(-) olan ve tedavi alan hastalardaki yliksek lenfosit degerleridir. 6 hastanin
yarisinda degerler 150000/mm®’nin tizerindedir. Ayni zamanda tedavi alan 6 hastadan
5’1 nin ilk kemoterapiye kotii yamit verdigi ve ikinci basamak kemoterapi aldigi
goriilmiistiir. ZAP-70(+) ve tedavi alan 13 hastadan sadece 2’si ikinci basamak tedavi
almistir.

Buradan ¢ikan sonug, ZAP-70(-) olan ve tedavi alan hastalarin, aslinda, timér yiiki
fazla olan, ileri evre ve acil tedavi gereksinimi duyan hastalar oldugudur. Bu nedenle,
bu gruptaki hastalarin tedaviye kadar gegen zamani kisa olarak saptanmaistir.

Yukaridaki bilgiler 1s18inda, ZAP-70 ekspresyonun, tedaviye gecen zamani uzattigi
sOylemek yanlis olur. Daha dogru saptama yapmak i¢in, ZAP-70(+) ve ZAP-70(-)
hastalari, uygun sekilde randomize ettikten sonra, istatistiksel analizin yapilmasi

gerekmektedir.
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Cikan sonuglar icinde, ZAP-70 ekspresyonun, tedavi gereksinimini arttirabilecegi
diisiindiiren bulgular da vardir. ZAP-70 ac¢isindan degerlendirilen hastalardan 19°u
tedavi almistir. Tedavi alan 19 hastanin 13’ ZAP-70(+)’tir (%68), diger yandan da
tedavi almayan 21 hastadan 10’u ZAP-70(+)’tir (%47). Bu bulgular, ZAP-70
ekspresyonun, hastaligin progresyonu ile iligkili olabilecegi gostermektedir. Bu
korelasyonu gostermek i¢in, daha ¢ok hasta ve daha uzun takip siiresi ile yapilan
prospektif ¢aligmalara ihtiyag vardir.

CD49d ve ZAP-70 ekspresyonun, tedaviye kadar gegen zaman iizerindeki etkileri, tek
degiskenli analizler ile gosterilmistir. Cok degiskenli analiz modellerine alindiklarinda
ise, ikisinin de tek baslarina tedaviye kadar gecen zamanin bagimsiz bir dngdriiciisii
olmadiklart goriildi (ZAP-70 hazard ratio: 0.333 %95 CI (0.088-1.263), p=0.106,
CD49d hazard ratio:1.175, CI (0.213-6.467), p=0.853) ).

Daha once de bahsedildigi gibi, calismamizda giivenilir sag kalim analizi yapmak
miimkiin olmamistir. Bu nedenle, tedaviye kadar gegen siire lizerinde yogunlastilmistir.
CD49d ve ZAP-70 disinda, tedaviye kadar gecen siire lizerinde etkisi olan bir
prognostik parametre bulunamamustir. Yas, cinsiyet, lenfosit sayis1 ve CD38 ile yapilan
tek degiskenli analizler sonucunda bdyle bir korelasyon saptanamamustir.

CD38, iyi bilinen bir prognostik belirtegtir. Calismamizda, 42 hastada bakilmistir ve
bunlardan 23’iinde pozitif saptanmistir (%54). Bu oran, daha 6nce yapilan ¢alismalara
gore daha yliksektir. Buna ragmen, CD38 ekspresyonun, sag kalim, tedaviye kadar
gecen zaman ve tedaviye yanit iizerinde bir etkisi bulunamamistir. Bakilan 42 hastadan
22’si tedavi almistir. Tedavi alan hastalarin 13’4 CD38(+) (%59), 9’u CD38(-)’tir
(%41). Her iki grupta da ikinci basamak tedavisi alan hasta sayis1 benzerdir ( 5 vs 6).
Yapilan caligmalarda CD38(+) hastalarin sag kalimi1 daha kisa oldugu gosterilmistir
(191). Ancak bu etki, tanidan sonraki 4050 aylarda ortaya ¢ikmaktadir. Benzer etkinin
calismamizda goriinmemesinin sebebi, kisa takip siiresi olabilir.

KLL’de hastalik evresi, en onemli prognostik belirtectir. Calismamizda, hastalik evresi
ve risk gruplarina gore, sag kalim ve tedaviye kadar gecen zaman degerlendirildiginde,
genel bilgiler ile uyumlu olarak, evrenin ilerlemesi ile tedaviye kadar gegen zamanin
kisaldig1 ve sag kalim oranlarinin diistiigii gosterilmistir.

Kanitlanmis immiinolofenotipik prognostik belirteclerin disinda, tanida kullanilan hiicre
ylizey belirteclerinin de dagilim 6zellikleri ve prognostik degerleri arastirilmistir.
Evrelere gore dagilimina baktigimizda, CD23+43, kappa ve lambda yiizey hafif zincir,

dagilimlarin evreler arasinda homojen oldugu goriilmiisiitiir. Istatistiksel olarak anlamli
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olmasa da, lambda hafif zincir ekspresyonu evre 1 hastalarda daha yogun oldugu
goriilmektedir. Arastirmamiza katilan hastalarin kii¢iik bir boliimii (%12) lambda
eksprese etmesi ve hasta sayisinin az olmasi nedeniyle bu bulgunun rastlantisal
olduguna inanmaktay1z.

Evreler arasindaki CD5+19 ekspresyonun dagilimma baktigimizda, evre ile birlikte
ekspresyon oranlarmin da arttiim1 gozlemledik ( evre 0: %54, evre 1: %59, evre 2:
%67, evre 3: %30, evre 4: %75). Hastaligin ilerlemesi ile tiimor yiikiiniin artmasi
dolayist ile CD5+19 ekspresyonun da artmis olmasi sasirtict degildir. Bu noktada ilging
olarak evre 3 hastalarda CD5+19 ekspresyonu evre 2 ve evre 4 gore anlamli olarak daha
diisiik bulunmustur. Evre 3 hastalarin ortalama ekspresyon oranin yiiksek standart
sapmasi olmasina ragmen bu istatistiksel anlamliligin saptanmasi sasirticidir. Daha
once de bahsedildigi gibi, ileri evre, 6zellikle de evre 3 hastalarin tanimlanmasinda
giicliikler yasanmaktadir. Calismamizdaki evre 3 hastalarin CD5+19 ekspresyonlari
beklenenden diisiik olmasi, gercekte, bu hastalarin bir kismi, daha diisiik evrede
olabilecegi sorusunu akla getirmektedir.

Tanisal immiinofenotipik belirtecglerin, tedaviye kadar gecen zaman iizerindeki etkileri
aragtirildiginda, herhahgi bir korelasyon kurulamamistir. CD5+19 ekspresyonun ileri
evre hastalarda daha yiiksek olmasi ve bu evrelerdeki hastalarin tedaviye daha erken
baslamalari, CD5+19 ile TKGZ arasinda kurulabilecek tek iliskidir.

Tanisal belirteclerin, toplam sag kalim analizlerinde, lambda hafif zincir ekspresyonu,
sag kalim ile pozitif yonde iligkili bulunmustur (p=0,023). Tanimlanan bu korelasyon
%30 ekspresyon diizeyinden itibaren anlamlilik kazanmaktadir. Bildigimiz kadart ile su
ana dek lambda hafif zincir ekspresyonun, bu sekilde, toplam sag kalim iizerinde olumlu
etkisi tanimlanmamistir. Caligsmada yer alan lambda(+) hastalarin az olmasi (6 hasta) ve
bu hastalarin ¢ogu diisiik risk grubunda yer almas1 ( 4 hasta) bu etkiyi a¢iklamaktadir.
Diger tanisal belirteclerin toplam sag kalim tizerinde etkileri bulunmamustir.

Sadece 1 basamak tedavisi alan hastalar ile 2 ve 3 basamak tedavileri alan hastalardaki,
tanisal belirteglerin dagilimima baktigimizda anlamli korelasyon saptanmamistir. Bu
noktada CD23+43 ekspresyon oranlarinda anlamli, olmasa da, bir fark bulunmustur.
Sadece 1 basamak tevdisi alan hastalarda CD23+43 koekspresyonun ortalamasi %45
iken, 2 ve 3 basamak tedavisi alan hastalarda %36 olarak bulunmustur (p=0,292). CD23
eksprese etmeyen KLL hastalarin prognozu daha kotii oldugu bilinmektedir.
Arastirmamizda yer alan tedaviye direngli vakalardaki CD23 ekspresyonun daha diisiik
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olmasi, bu gercegin yansimast olabilir. Ancak bu etkinin gosterilebilmesi i¢in genis
popiilasyonlu ve uzun takip siireli ¢calismanin yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizin 6nemli eksiklerinden biri, tedavi ve tedaviye yanit ile ilgili istatistiksel
analizlerin yapilamamasidir. Tedavi protokolleri ile ilgili verilerin genel olarak tam
olmasina karsin, tedaviye yanit ve tedavi sonrasi remisyon siireleri ile ilgili verilerin
dagilimi bozuktur.

Diger 6nemli eksik de, sitogenetik verilerin azligidir. Calismamizda degerlendirilen
hastalarin sadece 16’da sitogenetik aragtirma yapilmistir. Bu hastalardan sadece 6’s1
FISH yontemi ile arastirilmistir. Konvansiyonel sitogenetik ile arastirilan 10 hastadan
3’de tek basina del 13q saptanmustir, 1 hastada trizomi 5, digerlerinde ise normal
sitogenetik yap1 gosterilmistir. FISH yontemi ile incelenen 6 hastadan, 1’inde del 17p,
I’inde del 13q, 2’sinde tek basina del 13q, 2’sinde de normal bulunmustur.

Sitogenetik inceleme yapilan hastalarin sayist ¢ok az olmasi ve heterojen dagilmig
olmas1 nedeniyle, bu hastalar iizerinde istatistiksel analiz yapilamamistir. Sitogenetik
parametrelerin boyle bir caligmaya eklenmesi, prognostik 6ngorii gliclinii arttiracaktir.
Ileride yapilacak olan KLL calismalarinda &zellikle FISH yontemi ile sitogenetik
ozelliklerin arastirilmasi, hastaligin patofizyolojisi ve seyri iizerinde aydinlatict bilgiler
sunacagina inanmaktayiz.

Calismamizin  bir¢cok eksik tarafi olmasina karsin, bildigimiz kadar1 ile, heniiz
tilkemizde KLL ile ilgili, multiparametrik prognostik aragtirma yapilmamustir.

Uzerinde calisigimiz hastaliklar1 daha iyi anlamak ve hastalari risk gruplarma goére
ayirip tedavi ve takip plani olusturmak icin, hastaliklar ile ilgili prognostik belirteglerin
net olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bu iilkede calistigimiza gore, iilkemizdeki hastalardan elde edilmis olan klinik veriler
dogrultusunda ilerlememiz gerektigi inancinday1z.

Bu nedenle, yerel klinik birimlerin, gerek tek, gerekse ¢ok merkezli prospektif
calismalar ile hastalarin ve hastaliklarin 6zelliklerini tanimlanmasi i¢in ¢aba harcamalari
gerekmektedir.

Sitogenetik ¢alismalar, 6zel egitim ve yliksek maliyet gerektiren ¢aligmalardir. Ancak,
giinimiizde sitogenetik arastirmalar, bilimin her alaninda vazgecilmez araglardir. Bu
gercegi kabul edip, genetik arastirmalarin yaygin olarak uygulanmasi i¢in farkindalik

olusturulmas1 bir gerekliliktir.
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