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1. GIRIS VE AMAC

Kronik lenfositik 16semi (KLL), B hiicrelerinden kaynaklanan, bir lenfoproliferatif
neoplazidir. Tani igin ¢evresel kan sayiminda en az 5000/ul B-lenfosit bulunmasi ve B hiicre
klonalitesinin akig sitometrisi ile teyit edilmesi gerekmektedir. Cevresel kandaki 16semik
hiicreler, karakteristik olarak kii¢iik, dar sitoplazmali, nukleoluslari secilemeyen yogun
nukleusu olan, kismi olarak agrege olmus kromatinin igeren olgun goriiniimlii lenfositlerdir.
Akis sitometrisinde KLL hiicreleri hem T-hiicre antijeni olan CD5, hem de B-hiicre ylizey
antijenleri olan CD19, CD20 ve CD23"1i eksprese ederler. CD20 ve CD79b seviyeleri, normal
B lenfositlere oranla diisiiktiir [1]. Tan1 igin gerekli ve yukarida sayilan incelemeler diginda ,
sitogenetik testler (dell7p, delllq gibi anomalileri gdstermek i¢in FISH), l6semik
hiicrelerdeki mutasyon diizeyleri (ZAP-70 veya CD38, IgVh gibi), serum markerlar1 (CD23,
timidin kinaz, B2M gibi), 6zellikle eslik eden sitopeni varliginda kemik iligi incelemesi gibi

testler prognozu 6ngorebilmek ve tedaviyi sekillendirmek tizere istenmektedir [1, 2].

KLL’de otoimmiin olaylar, diger 16semilere gore daha sik goriilmektedir. Hamblin’in
2006 yilinda yayinlanan derlemesinde, genis serilerde otoimmiin hemolitik anemilerin KLL
ile iliskilendirilme oraninin %14 oldugu belirtilmis, bu oranin ikinci en sik iligskilendirilen
hastalik olan SLE’deki sikligin iki kat1 oldugu vurgulanmistir [3]. Hodgson ve arkadaslarinin
2011 yilinda yayinlanan derlemesinde, son donemlerde yayinlanan ¢aligmalarda otoimmiin
sitopenilerin sikligt %4.3 ile %9.7 arasinda degistigi belirtilmektedir. En sik goriilen
komplikasyon otoimmiin hemolitik anemi (OIHA) iken (%7), otoimmiin ndtropeni ve saf
eritroid aplazi (PRCA) daha nadir goriilen komplikasyonlardir. Otoimmiin sitopeniler; ileri
yas, erkek cinsiyet, yliksek beyaz kiire sayimi, kisa lenfosit ikilenme zamani gibi klinik; beta
2 mikroglobulin, yiiksek CD38 (>%30), yiiksek ZaP70, mutasyona ugramamis IGVH genleri
ve az riskli sitogenetik gibi biyolojik prognostik faktorler ile korrelasyon gostermektedir [2, 4,
5].

KIR genlerinin persistan/kronik ve tekrarlayan immiin trombositopeni, latent
otoimmiin diabetes gibi otoimmiin hastaliklar ile iliskisini gosteren ¢alismalar mevcuttur [6,
7]. Altt aktivator (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS5, KIR3DS1), 5
inhibitér (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DLS5, KIR3DL1), 1 hem aktivatér hem
inhibitor (KIR2DL4) ve 2 psdédogen (KIR2DP1, KIR3DP1) olmak iizere 16 KIR geni

tanimlanmastir [8].



KIR gen diizeylerinin immiin sistem, otoimmiin olaylar ve tlimore kars1 immiin cevap
tizerinde etkisi oldugu literatiirde gosterilmistir [7, 9]. KIR genlerinin ve hiicre yiizeyinde
ekspresyonlarinin, tiimoriin progresyonunda etkili immiin mekanizmalarin aydinlatiimasinda
rol oynadig1r distliniilmektedir. Literatiirde, KLL hastalarinda KIR gen diizeylerinin,

otoimmiin olaylar ile iliskisini inceleyen bir calisma mevcut degildir.

Amacimiz, bu calisma ile otoimmiin olay gdzlenen KLL hastalarinda, OIHA ile
iliskisi oldugu bilinen risk faktorlerinin iliskisinin arastirilmasi ve yine otoimmiin olaylarinin,

KIR genotipleri ile iligkisi hakkinda literatiire yeni bir veri sunmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Lenfositik Losemi

Kronik lenfositik 16semi (KLL), B hiicrelerinden kaynaklanan, bir hematopoietik
neoplazidir. Tani i¢in ¢evresel kan sayiminda en az 5000/ul B-lenfosit bulunmasi ve B hiicre
klonalitesinin akig sitometrisi ile teyit edilmesi gerekmektedir. Cevresel kandaki 16semik
hiicreler, karakteristik olarak kiigiik, dar sitoplazmali, nukleoluslar1 segilemeyen yogun
nukleusu olan, kismi olarak agrege olmus kromatinin i¢eren olgun lenfositlerdir. Akis
sitometrisinde KLL hiicreleri hem T-hiicre antijeni olan CDS5, hem de B-hiicre yiizey
antijenleri olan CD19, CD20 ve CD23"ii eksprese ederler. CD20 ve CD79b seviyeleri, normal
B lenfositlere oranla diisiiktiir. Prognozu ongoérebilmek ve tedaviyi sekillendirmek {izere
sitogenetik testler (dell7p, delllq gibi anomalileri gdstermek i¢cin FISH), ldsemik
hiicrelerdeki mutasyon diizeyleri (ZAP-70 veya CD38, IgVh gibi), serum markerlar1 (CD23,
timidin kinaz, B2M, LDH gibi), 6zellikle eslik eden sitopeni varliginda kemik iligi incelemesi

gibi ilave incelemelerden yararlanilir [1, 2].

KLL hastalart hastaligin seyri, tedavi ihtiyact ve prognostik dzellikler a¢isindan oldukca
heterojen oOzellikler gosterir.  KLL hastalarinin  prognozunu belirlemede Rai-Binnet
evrelemesi, laktik asid dehidrogenaz (LDH) diizeyi, Lenfosit ikilenme zamani, Beta-2
mikroglobulin diizeyi, ZAP-70 proteini, serum timidin kinaz, CD38 ekspresyon seviyesi,
sCD23, sitogenetik degisiklikler , IgVH mutasyon durumu kullanilmaktadir. Ozellikle tedavi
ihtiyacin1 belirlemek igin klinik evreleme, Rai evreleme sistemi [10] ve Binet evreleme
sistemine [11] gore yapilmaktadir (Tablo1). Rai evre 0 ve Binet A, erken evre hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Rai evre I ve II orta riskli olarak degerlendirilirken III ve IV yiiksek riskli
olarak kabul edilmektedir. Binet evrelemesinde ise B orta riskli, C ise yiiksek riskli kabul
edilmektedir (Tablo 1).

KLL hastalarinda, otoantikor sikliginda artis ve hipogammaglobulinemi gibi humoral
immiin yanit bozukluklar1 oldugu bilinmektedir. Ayrica hiicresel immiin yanit ile ilgili
fonksiyon, sitokin iiretimi, immiinfenotipik profiller ve anti-tiimor yanita iliskin degisiklikler
de gosterilmistir. Anormal T hiicre fonksiyonunun, hastaligin patogenezinde ve etiyolojisinde

rolii oldugu diigiiniilmektedir [12].



Tablo 1: RAI ve BINET evreleme sistemleri

RAI evreleme sistemi [10] BINET evreleme sistemi [11]

0: Cevresel kan ve kemik iliginde lenfositoz | A: Lenfositoz ve 3’den az lenfatik bolgede

I: Lenfositoz ve eslik eden lenfadenopati tutulum

II: Lenfositoz ve eslik eden splenomegali | B: Lenfositoz ve 3 veya daha fazla lenfatik

veya hepatomegali bolgede tutulum

[11: Lenfositoz ve anemi (Hgb<11gr/dl)

IV: Lenfositoz ve eslik eden trombositopeni | C: Anemi (Hgb<10gr/dl) veya
(p1t<100.000/ ul) trombositopeni (plt<100.000/ul) varlig

2.2. Kronik Lenfositik Losemide otoimmiin olaylar

KLL’de otoimmiin olaylar, diger 16semilere gore daha sik goriilmektedir. Otoimmiin
hemolitik anemi (OIHA) siklig1 daha fazladir. Bu nedenle direkt antiglobulin testi rutin olarak
uygulanmalidir. OIHA igin rutin testler, KLL hastalarinda ¢ok giivenilir sonuglar
vermeyebilir. Kemik iligi siklikla 16semik hiicreler ile infiltre halde oldugu ve anemiye uygun
eritropoietik yanit verilemeyecegi icin retikiilosit artis1 tespit edilemeyebilir veya LDH diizeyi
KLL’ye bagl baska sebepler ile yiikselmis olabilir. Bu nedenle daha ¢ok yapilmasi 6nerilen
test serum haptoglobin seviyesidir. Belirgin hemoliz varliginda da direkt antiglobulin testi
negatif olabilir, bu durumda test, daha hassas versiyonu ile tekrar edilmesi onerilir [3]. Ancak

her antiglobulin testi pozitifliginde de hemoliz olmayabilmektedir.

Hamblin’in 2006 yilinda yaymlanan derlemesinde, genis serilerde otoimmiin
hemolitik anemilerin KLL ile iligskilendirilme oranimnin %14 oldugu belirtilmis, bu oranin
ikinci en sik iligkilendirilen hastalik olan SLE’deki sikligin iki kat1 oldugu vurgulanmustir [3].
Hodgson ve arkadaslarinin 2011 yilinda yayimlanan derlemesinde, son donemlerde yaymlanan
caligmalarda otoimmiin sitopenilerin siklig1 %4.3 ile %9.7 arasinda degistigi belirtilmektedir.
En sik goriilen komplikasyon OIHA anemi iken (%7), otoimmiin nétropeni ve saf eritroid
aplazi daha nadir goriilen komplikasyonlardir. Otoimmiin sitopeniler; ileri yas, erkek cinsiyet,
yiiksek beyaz kiire sayimi, kisa lenfosit ikilenme zamani gibi klinik; beta 2 mikroglobulin,
yiikksek CD38 (>%30), yiiksek ZaP70, mutasyona ugramamis IGVH genleri ve az riskli
sitogenetik gibi biyolojik prognostik faktorler ile korrelasyon gostermektedir [2, 4, 5].




Ol sitopenilerin varliginin evre tanimlarinda ayird edilmedigi vs oldugu ama KLL
spesifik tedavi igin tek basina gerekge olmadigi, Ol sitopeni gibi tedavi edilmeleri gerektigini

yazmadiysak ekleyelim oraya.

Otoimmiin sitopenilerin varliginin evre belirlenmesinde herhangi bir katkisi yoktur.
KLL’ye spesifik tedavi i¢in tek basina gerek¢e olusturmazlar ve otoimmiin sitopeni gibi
tedavi edilmeleri gerekir. Tedavilerinde kortikosteroidler, rituksimab, sitotoksik ajanlar,

splenektomi, IVIG, siklosporin, gibi segenekler mevcuttur [3, 13].

2.3. Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreler, Killer Immunoglobulin Like

Reseptorler ve genleri

NK hiicreler, erken dogal bagisiklik yanitinin kilit hiicreleridir ve degisiklige ugramis,
viriis ile enfekte olmus hiicrelere kars1 yanit olustururlar. NK hiicreler, normal olmayan bir
hiicre (6rnegin timor hiicresi veya viriis ile enfekte hiicre) ile karsilastiklarinda ve aktive
olduklarinda; hedef hiicreye yonelik sitotoksik graniiller salgilayarak veya reseptorleri

aracilig1 ile anormal hiicrede apoptoz siirecini baslatirlar [14].

Killer Immunoglobulin Like Reseptorleri (KIR) (CD158 olarak da bilinirler) NK
hiicrelerin ve bir grup T hiicrelerin ylizeyinde eksprese olan bir transmembran glikoprotein
ailesidir. Genleri ise 19q13.4 kromozomu iizerinde kodlanmistir [8]. KIR’lerin baslica
ligandi, hemen hemen tiim normal hiicrelerde mevcut olan MHC simif I (HLA-A, -B, veya —
C) molekiillerdir. NK hiicrelerin normal hiicrelere toleransi ise KIR, NKG2A/CD9%4 ve
CDS85j’y1 iceren MHC-I baglayict inhibitdr reseptorler ile gelisir. NK hiicreler, tercihen
MHC-I sinift molekiiller baskilanmis, yani kendi viicuduna ait olamayan hiicrelere saldirirlar.
KIR aracilikli NK hiicrelerin regiilasyonu; viral enfeksiyon, kanser, hemotopoietik kok hiicre
transplantasyonu ve gebelik gibi durumlara viicudun yanitinda 6nemli rol iistlenir. Ayrica NK
hiicrelerinin olgunlagmasinda da gorevleri vardir [14]. KIRlerin bilinen ligandlar1 Tablo 2’de

sunulmustur [15].

KIR genleri incelendiginde, alt1 aktivator (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DSS5, KIR3DS1), 5 inhibitér (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DLS, KIR3DL1), 1
hem aktivator hem inhibitér (KIR2DL4) ve 2 psédogen (KIR2DP1, KIR3DP1) olmak {izere
16 KIR geni tanimlanmustir [8]. KIR genlerinin isimlendirmesi, ekstraseliiler bolgedeki C2-tip
immunoglobulin-like bolgelerin sayisina (2 bolge i¢in 2D, 3 bolge i¢in 3D) ve sitoplazmik

boélgenin uzunluguna (long-tailed reseptorler i¢in L; short-tailed reseptorler igin S) gore

5



yapilmistir. Tim inhibitér KIR’lerin, “immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs
(ITIM)” igeren uzun (L) sitoplazmik alanlar1 vardir. Kisa sitoplazmik alani olan KIR’ler ise
antijen reseptor uyarist ile iligkilidir; “immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
(ITAM)”lerin Syk/ZAP-70 tirozin kinazlart DAP12-bagimli aktivasyon ile uyarmasi sonucu
aktive olurlar [14, 16]. Diizenli olarak giincellenen, "The Royal Liverpool and Broadgreen
University Hospitals” ve "University of Liverpool” tarafinca yayinlanan veritabanina gore

yayinlanan ¢aligmalarda bugiine kadar 553 genotip bildirilmistir [17].

Tablo 2: Killer Inmunoglobulin Like Reseptorler ve Ligandlar1 [15]

Gen Alternatif adx Ligand1 Ligandin alleli
KIR2DL1 CD158a, nkatl HLA-C2 C2:Cw2, Cw4, Cw5, Cwb
KIR2DL2 CD158b1, nkat6 | HLA-C1>HLA-C2 C1: Cwi, Cwa, Cw7, Cw8
KIR2DL3 CD158b2, nkat2 | HLA-C1>HLA-C2 C1: Cwi, Cwa, Cw7, Cw8
KIR2DL5A® | CD158f Bilinmiyor
KIR2DL5B* | KIR2DL5.2 Bilinmiyor
KIR3DL1 NKB1, nkat3 HLA-Bw4 ve baz1 HLA-A | B08, B27, B57, A24
KIR3DL2 CD158k, nkat4 Bazi HLA-A allotipleri A3, All
KIR3DL3 CD158z Bilinmiyor
KIR2DLA4 CD158d HLA-G
KIR2DS1 CD158h HLA-C2* C2:Cw2, Cw4, Cw5, Cwb
KIR2DS2 CD158j, nkatb HLA-C1* C1: Cwi, Cwa, Cw7, Cw8
KIR2DS3 Nkat7 HLA-C1* C1: Cwi, Cwa, Cw7, Cw8
KIR2DS4 CD158i, nkat8 Disease peptide?; HLA-C* | Cw3, Cw4"

KIR2DS5 CD158g, nkat9 Bilinmiyor
KIR3DS1 CD158e2, nkatl0 | HLA-Bw4?

*Aktive edici KIR’lar HLA molekiillerine diisiik afinite ile baglaniyorlar
*KIR2DS4’iin baglandig1 ligand HLA-C allelleri ile ilgili ¢eliskili bilgiler vardir
&KIR2DLS5 geni, LRC gen kiimesinde iki ayr1 lokusda kodlanmaktadir




2.4.Killer Immunoglobulin Like Receptor genlerinin Kronik
Lenfostik Losemi ile Tliskisi

KIR genlerinin persistan/kronik ve tekrarlayan immiin trombositopeni, latent
otoimmiin diabetes gibi otoimmiin hastaliklar ile iliskisini gosteren ¢alismalar mevcuttur [6,

7].

Karabon ve arkadaslarmin ¢alismasinda KIR2DS3 ve KIR2DLS5 genlerinin, saglikli
insanlara gore KLL hastalarinda daha az siklikta gozlendigi, inhibitor genlerin daha fazla
oldugu, HLA-Bw4 pozitif hastalarda KIR3DS1 varliginda progresyonsuz sagkalimin daha

uzun oldugu gozlenmistir [18].

HLA-Bw4 allelinin, ayn1 zamanda NK hiicrelerin aktivasyonunda ve dolayisiyla timor
lizisinde rol aldig1 bilinmektedir. Junevik ve arkadaslari da, sitotoksik T hiicrelerde artmis
KIR (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR3DL1) ve CD94 ekspresyonunun, bozulmus anti-timor

immiin cevap ile iligkisini ispat etmistir [12].



3. OLGULAR VE YONTEM

3.1. Olgular

3.1.2. Hasta grubu

Calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dali1 Hematoloji Bilim Dali’nda takip edilen 49 KLL hastas1 dahil edilmistir. Daha 6nce KLL
hastalar1 ile yapilmis tez verileri temin edilmistir. inceleme sonucunda otoimmiin olay
gbzlenmis 49 olgu tespit edilmistir (26 OIHA, 8 ITP, 8 PRCA, 3 RA, 1 SLE, 1 Skleroderma,
1 Grave’s hastaligl). Bu olgulardan 7 OIHA, 2 ITP, 1 PRCA hastamizin vefat ettigi
anlasilmistir. Ayrica 3 OIHA, 2 ITP, 1 PRCA, 1 RA hastamiza iletisim bilgileri dahilinde
ulasilamamistir. 3 OIHA, 1 PRCA olgumuza ulasilmis, ancak poliklinigimize gelip kan drnegi
vermeyi reddetmislerdir. 28 otoimmiin olay goézlenen hastamizin kan Ornekleri temin
edilmistir. Bir OIHA ve 1 RA hastamizin kan &rneginden yapilan DNA izolasyon islemi
sonucunda iirlin elde edilememistir. 1 PRCA hastamizin KIR PCR sonucu teknik problem

nedeniyle degerlendirilemedigi i¢in hasta verileri analizde kullanilmamustir.

Sonug olarak calismamiza otoimmiin olay gozlenen 25 (12 OIHA, 4 ITP, 5 PRCA, 1
RA, 1 SLE, 1 Skleroderma, 1 Grave’s hastaligi) ve bu olgularin 6zelliklerine paralel, yine
poliklinigimizde takip edilen, otoimmiin olay goézlenmemis 24 olgu dahil edilmistir.
Hastalarin tiim verilerine, poliklinik takip dosyalarindan retrospektif olarak erisilmistir.

Alinan kan 6rneklerinde, sadece KIR genotiplemesi yapilmaistir.

Direkt antiglobulin pozitifligi tek basina otoimmiin olay tanisi i¢in yeterli kabul
edilmemis, OIHA tanisi igin serum ve kan hemoliz parametreleri de dikkate alinmustir.
Hastalarin tan1 sirasindaki evreleri tespit edilirken, eger KLL ile es zamanli OIHA veya ITP
tanis1 da mevcut ise bu durum dikkatle degerlendirilmistir. Evreleme diger kriterler ile

yapilmig ve evre bu otoimmiin olaylara bagli olarak bir iist basamaga taginmamustir.
3.1.3. Calismaya alinma Kriterleri:
1. Calismaya alindiginda 18 veya 18 yasindan biiyiik olan hastalar.

2. Kan alinmasina izin veren dolayisiyla calismaya katilmak i¢in onam formunu

imzalayan hastalar.

3. Uluslararas1 KLL tani kriterlerini dolduran hastalar.



3.1.4. Cahismadan dislanma Kkriterleri:

1.18 yasindan kii¢lik hastalar

2. Calismaya katilmak i¢in onam vermeyen hastalar

3. Uluslararas1 KLL tani Kriterlerini doldurmayan hastalar

4. Basta onam verdigi halde caligma siirecinde ¢alismadan ayrilmak isteyen ve/veya

bilgilerinin kullanilmasini istemeyen hastalar
3.2 Yontem

3.2.1 DNA Elde Edilmesi

Hastalardan EDTA’l1 tiiplere almman kan Orneklerinden maniiel DNA izolasyon

yontemi ile DNA elde edilmistir (detay i¢in ekler bolimiine bakiniz).

3.2.2 KIR Genotiplemesi

Inhibitér ve aktivatér KIR allellerinin (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5A/2DL5B,
2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 2DP1 ve 3DP1) genotiplemesi
Olerup SSP KIR Genotipleme kiti (LOT No: 78R) kullanilarak yapilmistir [19].

3.2.3 Genotipleme PCR dongiileri

1 dongii 94°C 2 dak denatiirleme

10 dongii 94°C 10 san denatiirleme

65°C 60 san annealing ve sentez

20 dongli 94°C 10 san denatiirleme

61°C 50 san annealing

72°C 30 san sentez

Herbir kuyu i¢in toplam tepkime hacmi 10 p

PCR tepkimesi sonunda elde edilen iirlinler %2 agaroz jelde UV 1sik altina

degerlendirilecektir.



4. ISTATISTIKI ANALIZ

Istatistiki degerlendirme, STATA/SE 11.1 programi ile yapilmistir. Kategorik

degiskenlerin analizinde chi kare (Fischer’s exact test) kullanilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Demografik veriler ve hastalarin tam anindaki 6zellikleri

2003 ile 2014 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dal1 poliklinigi’nde tanisini almig, 25 otoimmiin
olay gozlenen ve 24 otoimmiin olay gdzlenmemis olan toplam 49 KLL hastas1 ¢aligmaya
dahil edilmistir. Hastalarin tiim verilerine, poliklinik takip dosyalarindan retrospektif olarak
erisilmistir. Hastalarimizin 32’si erkek, 17’si ise kadindir. iki grubun ortanca as, ortanca takip
sliresi, cinsiyet oranlari, tan1 anindaki serum parametreleri gibi kriterleri birbirine benzerdir.
Hastalarin demografik verileri ve iki grup arasindaki istatistiki degerlendirme tablo 3’de

sunulmustur.

Tablo 3: Hastalarin demografik verileri

Otoimmiin olay | Otoimmiin olay | P degeri
gozlenen KLL olmayan KLL
hastalar1 (n=25) hastalari
(n=24)
Yas Ortanca (aralik) 60 (45-73) 64 (39-77) 0.592
Takip siiresi | Ortanca ay (aralik) 59 (7-126) 71 (5-148) 0.428
Cinsiyet Erkek 17 15 0.686
Kadin 8 9
Rai 0 8 5 0.060
I 3 9
] 5 8
i 4 0
1\ 4 2
Binet A 10 11 0.156
B 7 11
C 7 2
Tani aninda | Lenfadenopati 18/7 1717 0.928
Var/Yok
Hepatomegali 10/12 7117 0.306
Var/Yok
Splenomegali 14 /8 8/16 0.071
Var/Yok
LDH Yiiksek/Normal 6/17 6/18 0.932
B2M Yiiksek/Normal 17/4 16/5 0.707
Cevresel kan CD38 5/12 2/12 0.316
>%30 vs <%30
Cevresel kan CD23 5/15 3/14 0.588
<%40 vs >%40
Dell7p Pozitif 2 3 0.117
Negatif 21 7
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5.2. Hastalarin otoimmiin olay gelistirme risklerinin

degerlendirilmesi

Hastalarimizda go6zlenen otoimmiin olaylar tablo 4’de sunulmustur. Hashimato
tiroiditi saptanan hastalarimizda mevcut patoloji sonrast OITHA ve ITP tespit edilmistir. PRCA
tanili bir hastamiza sarkoidoz, RA tanili hastamiza ise paraneoplastik pemphigus eslik

etmistir.

Tablo 4: Hastalarimizda gozlenen otoimmiin olaylar
N
Otoimmiin hemolitik anemi 12
Immiin trombositopeni 4
Saf eritroid aplazi 5
Romatoid artrit 1
Sistemik lupus eritematozus 1
Sarkoidoz 1
Skleroderma 1
Paraneoplastik pemphigus 1
Hashimato tiroiditi 2
Grave’s hastalig1 1

Hastalarimizin otoimmiin olay gelistirme agisindan risk faktorleri Tablo 5’de detayl
sunulmustur. Otoimmiin olay gozlenen hastalarda, tani aninda direkt antiglobulin
pozitifliginin daha sik gézlendigi (p=0.024) tespit edilmistir. Ayrica otoimmdiin olay gozlenen
hastalarimizin %32’si ileri evredeyken tani almistir; buna karsin otoimmiin olay gézlenmeyen
KLL hastalarimizdaki oran %8’dir (p=0.04). Tan1 anindaki yas, erkek cinsiyet, serum B2M
diizeyi, ¢evresel kan CD38 diizeyi gibi parametreler birbiriyle benzerlik gostermektedir.
Kemik iligi Zap70 pozitifligi de iki grup arasinda karsilagtirildiginda, otoimmiinite gdzlenen
grupta oran 5/11 iken otoimmiinite olmayan grupta 2/9’dur. Fark, istatistiki olarak anlamli
degildir. Tiim hastalarda bu parametre verisinin elimizde olmayisi ve saymin az olmasi

nedeniyle Zap70 degerlendirmesine siipheyle yaklasilmalidir.
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Tablo 5: Hastalarin otoimmiin olay gelistirme risk faktorlerinin degerlendirilmesi

Otoimmiin olay | Otoimmiin olay | P degeri
gozlenen KLL | olmayan KLL
hastalar1 (n=25) hastalar1 (n=24)
Fludarabin kullanimi Var 7 (Otoimmiin olay gelisimi 4 0.382
éncesinde)
Yok 18 (Otoimmiin olay gelisimi 19
éncesinde)
Alkilleyici ajan | Var 11 (Otoimmiin olay geligimi 11 0.790
kullanimi Gncesinde)
Yok 14 (Otoimmiin olay gelisimi 12
dncesinde)
Erkek cinsiyet Var 18 17 0.928
Yok 7 7
Yas >65 Var 8 12 0.2
Yok 17 12
Tan1 sirasinda lenfosit | Var 23 20 0.156
>6000/pl Yok 1 4
Tan1 sirasinda yliksek | Var 17 16 0.933
B2M Yok 5
Tan1 sirasinda  direkt | Pozitif 6 0 0.024
antiglobulin Negatif 14 14
Tani sirasinda ileri evre | Var 8 2 0.04
hastalik Yok 17 22
Zap70 Pozitif 5 2 0.279
Negatif 6 7
Cevresel kanda CD38 | >%30 5 2 0.316
pozitif hiicre orani <%30 12 12

Ayrica otoimmiin olaylari, risk faktorleri agisindan kendi i¢inde degerlendirmemizi
tablo 6’de sunmaktayiz. Otoimmiinite risk faktorleri incelendiginde, gruplar arasinda belirgin
fark, sadece ¢evresel kanda CD38 pozitif hiicre oraninda gézlenmistir. Bes PRCA hastamizin
4’iniin CD38 pozitif hiicre oran1 kaydi mevcuttur ve bunlarin ii¢linde ¢evresel kandaki CD38
pozitif hiicre orani, tani aninda %30’un iizerindedir. Diger gruplarda ise bakilan tiim

hastalarda oran, %30 un altinadir (p=0.008).
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Tablo 6: Farkli otoimmiin olaylarda risk faktorlerinin degerlendirilmesi

Otoimmiin Immiin Saf eritroid | P degeri
hemolitik trombositopeni | aplazi (n=5)
anemi (n=12) | (n=4)
Otoimmiin  olay | Var 3 0 3 0.129
gelisimi Oncesinde
Fludarabin Yok 9 4 2
kullanimi
Otoimmiin  olay | Var 5 1 4 0.213
gelisimi Oncesinde
alkilleyici ajan | Yok 7 3 1
kullanimi
KLL ile es zamanl1 | Var 3 2 0 0.214
tan1 almasi Yok 9 2 5
Erkek cinsiyet Var 10 3 2 0.194
Yok 2 1 3
Yas >65 Var 4 1 2 0.894
Yok 8 3 3
Tant anm1 lenfo | Var 0 0 0 1
>6000/ul Yok 12 4 4
Tan1 am yiiksek | Var 7 4 3 0.195
B2M Yok 4 0 0
Tan1  am  direct | Pozitif 4 2 0 0.259
antiglobulin Negatif 6 2 4
Tant an1 ileri evre | Var 2 3 0 0.022
hastalik Yok 10 1 5
Zap70 Pozitif 3 1 1 0.638
Negatif 3 1 0
Cevresel kan | >%30 0 0 3 0.008
CD38 diizeyi <%30 8 2 1
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5.3. KIR genlerinin degerlendirilmesi

KIR genlerinin gruplara gore degerlendirilmesi Tablo 7’°de sunulmustur.

Tablo 7: Hastalarimizda KIR genlerinin degerlendirilmesi

KIR leri Otoimmiin olay gézlenen KLL | Otoimmiin olay olmayan KLL | P

enleri

J hastalar1 (n=25) hastalari (n=24) degeri
Pozitif 23 21

KIR2DL1 _ 0.301
Negatif 1 0
Pozitif 17 16

KIR2DL2 _ 0.373
Negatif 3 1
Pozitif 16 8

KIR2DL3 , 0.484
Negatif 1 0
Pozitif 25 24

KIR2DL4 _ 1
Negatif 0
Pozitif 1

KIR2DL5A _ 0.212
Negatif 4 0
Pozitif 1

KIR2DL5B - 0.255
Negatif 11 1
Pozitif 19 18

KIR2DS1 i 0.336
Negatif 1 0
Pozitif 16 13

KIR2DS2 _ 0.841
Negatif 3 2
Pozitif 14 10

KIR2DS3 _ 0.955
Negatif 4 3
Pozitif 23 21

KIR2DS4 i 1
Negatif 0 0
Pozitif 12

KIR2DS5 _ 1
Negatif 6 4
Pozitif 22 23

KIR3DL1 _ 1
Negatif 0 0
Pozitif 24 21

KIR3DL2 i 1
Negatif 0 0
Pozitif 22 24

KIR3DL3 _ 1
Negatif 0 0
Pozitif 12 11

KIR3DS1 _ 0.133
Negatif 8 2
Pozitif 24 22

KIR2DP1 i 0.302
Negatif 0 1
Pozitif 25 23

KIR3DP1 _ 1
Negatif 0 0
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KIR genlerinin, otoimmiinite gruplarina gore karsilastirilmast Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8: Otoimmiin olay gozlenen hastalarimizda KIR genlerinin degerlendirilmesi

KIR genleri Otoimmiin Immiin Saf  eritroid | P degeri
hemolitik anemi | trombositopeni aplazi
(N=12) (N=4) (N=5)

KIR2DL1 Pozitif 11 4 4 1
Negatif 0 0 0

KIR2DL2 Pozitif 8 3 4 0.546
Negatif 1 1 0

KIR2DL3 Pozitif 8 2 4 0.7
Negatif 1 0 0

KIR2DL4 Pozitif 12 4 5 1
Negatif 0 0 0

KIR2DL5A Pozitif 1 0 0 0.513
Negatif 1 1 1

KIR2DL5B Pozitif 0 1 1 0.206
Negatif 6 2 1

KIR2DS1 Pozitif 8 4 4 0.624
Negatif 1 0 0

KIR2DS2 Pozitif 8 2 4 0.274
Negatif 0 1 1

KIR2DS3 Pozitif 9 2 3 0.433
Negatif 1 1 0

KIR2DS4 Pozitif 12 4 3 1
Negatif 0 0 0

KIR2DS5 Pozitif 4 3 3 0.894
Negatif 1 2

KIR3DL1 Pozitif 11 4 3 1
Negatif 0 0 0

KIR3DL2 Pozitif 12 3 5 1
Negatif 0 0 0

KIR3DL3 Pozitif 11 3 4 1
Negatif 0 0

KIR3DS1 Pozitif 2 3 0.942
Negatif 1 2

KIR2DP1 Pozitif 12 4 5 1
Negatif 0 0 0

KIR3DP1 Pozitif 12 4 5 1
Negatif 0 0 0

PCR yontemi ile c¢alisilan hasta kanlarinin sonuglarinda, teknik problem nedeniyle
degerlendirilememis genler mevcuttur. Genlerin negatif oldugu hasta sayimiz oldukg¢a az
oldugu dikkatimizi ¢ekmis ve bu durumun, bahsettigimiz teknik probleme bagli olabilecegi

diistiniilmiistiir.
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6. TARTISMA

6.1. Kronik lenfositik losemi ve otoimmiinite

KLL’nin otoimmiin olaylar ile iliskisi 1960’11 yillardan itibaren tanimlanmaya
baglamistir. Direkt antiglobulin testi pozitifliginin, OIHA eslik etsin veya etmesin, KLL
hastalarinda goriilme sikligi fazladir. Bunun disinda PRCA ve ITP sikhigi da artmistir.
Literatiirde immiin sitopeni siklif1 %5 ile %38 arasinda degiskenlik gostermektedir. En sik
OIHA goriilmekteyken ITP, otoimmiin nétropeni ve PRCA siklig1 daha azdir.  1990’lardan
tibaren, piirin analoglarinin, 6zellikle fludarabinin, otoimmdiin sitopeniler ile iliskili olabilecegi
endisesi uyanmistir [20-22]. Bu durumun, CD4+ T hiicrelerinin, fludarabin ile uzamis
baskilanmasinin sonucu olabilecegi disiiniilmiistiir. CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T
hiicrelerin (Treg) otoimmiin hastaliklarla iliskili oldugu ve bu hiicrelere fludarabinin etkisinin
yiiksek oldugu gosterilmistir [23]. Mevcut kanitlar ise, otoimmiin sitopeni gelisiminde piirin
analoglarinin riskinin, diger ajanlardan farkli olmadigi gosterilmistir [24, 25]. Literatiirde
KLL hastalarinda otoimmiin sitopeni gelisimi; ileri evre [26-28], ileri yas [25, 28, 29], erkek
cinsiyet [27, 29], yiiksek lenfosit sayis1 [29-31], kisalmis lenfosit ikilenme zamani [28, 30]
gibi klinik faktorler ve artmis B2M [25, 30], yiiksek CD38 ekspresyon diizeyi [30], yiiksek
ZAP70 diizeyi [27, 31], mutasyona ugramamis IGVH genleri [27, 31], kotii riskli sitogenetik
[27] gibi biyolojik faktorler ile iliskisi gosterilmistir. Zent ve arkadaslarinin 2008 yilinda
yayinladiklari 1750 hastalik ¢alismalarinda, kemik iligi yetmezligine bagli sitopeniler kotii
prognoz ile iligkili olmalarina karsin otoimmiin olaylarla iliskili sitopenilerin prognoza bir

etkisi olmadig1 rapor edilmistir [27].

Hastalarimiz1 degerlendirdigimizde, otoimmiinite risk faktorleri olarak literatiirde
bildirilmis kriterler agisindan fludarabin kullanimi, alkilleyici ajan kullanimi, erkek hasta
say1s1, 65 yas lizeri hasta sayisi, tan1 anindaki lenfosit sayisi, ¢evresel kan CD38, kemik iligi
ZAP70, serum B2M seviyelerinde otoimmiin olay gézlenen ve gdzlenmeyen grup arasinda
istatistiki fark saptanmamistir. Otoimmiin olay gézlenen KLL hastalarimiz arasinda da en sik
OIHA godzlenmistir (n=12), onu ITP (n=4) ve PRCA (n=5) takip etmistir. Ancak tan1 aninda
direkt antiglobulin test pozitifligi, otoimmiin olay gozlenen grupta daha fazla olarak tespit

edilmistir (Tablo 5; p=0.024).

Hastalarimiz1 tani sirasindaki hastalik evrelerini inceledigimizde, otoimmiin olay

gbzlenen hastalarimizda ileri evrede tan1 konmus hasta sayis1 daha fazladir (Tablo 5; p=0.04).
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Ayrica otoimmiin hastalik gdzlenmis grupta, tan1 esnasinda splenomegalisi olan hasta orani
daha fazla olsa dahi (%64 vs %33) bu fark istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir (Tablo 3;
p=0.07). Daha yakindan incelendiginde, bu oran OIHA hastalarinda %40 ve PRCA
hastalarinda %50 iken, tiim ITP olgularmin dérdii de tan1 sirasinda splenomegalisi oldugu
gozlenmektedir. KLL hastalarinda otoimmiinitenin, poliklonal antikorlar tarafindan
indiiklendigi diisiiniilmektedir. ileri evre, dalagi 16semik hiicreler ile infiltre KLL hastalarinda
OIHA’nin daha sik oldugu bildirilmistir [29]. KLL hastalarinda 16semik hiicrelerin antijen
sunma Ozelligi bozulmus olsa dahi, Rh antijeni sunma Ozellikleri stirmektedir [32]. KLL
hiicrelerinin hasarlanmis eritrositlere yogun maruziyetinin, artmis OIHA sikliginin nedeni
olabilecegi bildirilmistir [33]. Bu baglamda dalakta da CD40 ligand eksprese eden T
lenfositlerin bulunmas1 KLL hiicrelerinin aktive olmasini ve antijen sunmasini saglamaktadir
[34]. Ayrica immiin ortamda KLL hiicrelerinin T hiicreleri ile etkilesiminin de otoimmiinite
gelismesinde paytr oldugu disiiniilmektedir. KLL’de T hiicrelerin inhibitér sitokinler
salgilamasi, hiicre iskeleti olusumunda kusur ve vezikiil transportasyon kusuru gibi, dogal

bagisikligin bozulmasina neden olacak bozulmalar gézlenmistir [4].

6.2. KIR genlerinin ve ligandlar ile ilgili KLL hastalarinda yapilmis

calismalar

KLL olgularinda KIR genleri veya iliskili ylizey antijenleri ile ilgili az sayidaki
caligmadan birisi, Karabon ve arkadaglar tarafindan yayinlanmistir. Calisma 197 KLL hastasi
ve 200 saglikli kontrol grubu orneginde gergeklestirilmistir. Bes inhibitér (2DL2, 2DL2,
2DL3, 2DL5 ve 3DL1) ve 7 aktivator (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS411, 2DS4del, 2DS5 ve 3DS1)
KIR gen diizeyleri incelenmistir. Ayrica KIR ligandlar1 olarak HLA-C1, HLA-C2 epitoplari,
HLA-Bw4(1so80) ve HLA-Bw4(Thr80) analiz edilmistir. KIR gen ekspresyonunda, KLL
hastalar1 ve saglikli kontrol grubu arasinda anlaml bir fark bulunamamuistir. Istatistiki olarak
anlamli olmamakla beraber, KLL hastalarinda KIR2DS3 ve KIR2DLS gen diizeylerinin,
saglikli kontrol grubuna gore daha az tespit edildigi bildirilmistir (sirast ile %26.9 vs %35.5
p=0.06 ve %46.2 vs %55.5 p=0.06). Kadin KLL hastalarinda KIR2DS3 diizeyinin anlaml
olgiide diisiik oldugu belirtilmistir (%22.4 vs %36.1 p=0.05) [18]. Bizim ¢aligmamizda ise
KIR2DS3 pozitiflik orant %77’°dir (24/31). KIR2DS3 pozitifligini inceledigimizde ise bu
oran, kadin hastalarimizda 9/10 iken erkek hastalarda 15/21°dir. Ancak teknik problem
nedeniyle tiim hastalarda genotip sonuclarini elde edememis olmamiz nedeniyle, bu konuda

kesin bir yorumda bulunmamiz miimkiin degildir.
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Junevik ve arkadaslari, 49 KLL hastasinin c¢evresel kanlarini akis sitometrisine tabi
tutarak CD3+/CD8+ T hiicrelerde CD94/NKG2 ve KIR genleri ile kodlanan CD158a,
CD158b ve CDI158¢/NKB1 molekiillerinin ekpresyonunu analiz etmiglerdir. CD158b ve
CD158e ekspresyonunun Binet C hastalarda, Binet A hastalara (sirastyla p=0.0076 ve 0.0018)
ve saglikli kontrollere (sirasiyla p=0.0061 ve 0.0015) gore daha fazla oldugunu
gostermislerdir. Yine Binet C hastalarda CD8+ hiicreler, Binet A hastalardakine gore daha
yiiksek oranda CD158a eksprese etmektedir (p=0.019). Binet A hastalar ile saglikli kontrol
grubu arasinda ise anlaml1 fark bulunamamistir. inhibitdr KIR genleri tarafinca kodlanan bu
yiizey anijenlerinin Binet C hastalarda daha yiiksek oranda eksprese edilmesi, inhibitor KIR
genlerinin KLL patogenezinde, immiin yanitin bozulmasinda rol oynadigi diisiiniilmiistiir
[12]. Biz hasta grubumuzu inceledigimizde, literatiirle iligkili olabilecegini diisiiniip Binet
evreleme ile inhibitér gen pozitifligi arasindaki iliskiyi inceledik. Ancak evre gruplari

arasinda herhangi bir fark gézlemleyemedik.

6.3. Killer Immunoglobulin like Receptor genlerinin otoimmiinite ile

iliskisi

KIR’lerin otoimmiin hastaliklarla iliskili oldugunu gosteren pek c¢ok calisma
literatiirde mevcuttur. Bu hastaliklara 6rnek olarak psoriatik artrit [35], otoimmiin diabet [7],
tip 2 diabet [36], SLE ve skleroderma [37], primer Sjogren sendromu [38], ankilozan spondilit
[39], multipl skleroz [40], romatoid artrit [9], paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri [41],
paraneoplastik pemphigus [42] verilebilir. Bizim ¢alismamizdaki amacimiz ise, KLL,
otoimmiin olaylarin sik gozlendigi bir hastalik oldugu i¢in, KLL tanis1 olup otoimmiin

hastalik gbzlenmis olgularda bir genetik farklilik olup olmadigini tespit etmekti.

Hastalarimiz1 inceledigimizde, otoimmiin hastalik goriillen ve goriilmeyen KLL

gruplar1 arasinda, genotiplerde anlamli bir fark bulamadik.

Literatiirii inceledigimizde Nourse ve arkadaglar tarafindan 102 persistan, kronik veya
niiks eden eriskin ITP hastasinin kanlar1 incelenmis ve 105 kisiden olusan saglikli kontrol
grubu ile karsilastirlmistir.  ITP  grubunda  KIR2DS2+/KIR2DL2+  genotipin,
KIR2DS2+/KIR2DL2- ve KIR2DS2-/KIR2DL2- genotipe gore daha fala eksprese oldugu
gosterilmistir (OR 2.51, p=0.002). Bu genotipin, T-hiicre aracilikli trombosit toksisitesini
veya NK hiicre toksisitesini tetikleyebilecegi yorumu yapilmistir [6]. Seymour ve

arkadaslarinin 83 hastalik ITP olgu grubunda gergeklestirdikleri galigma sonucunda ise
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KIR2DSS5 genotipinin koruyucu etkisi gosterilmistir (OR: 0.16 p<0.001) [43]. Biz ITP
saptanmis olan kendi KLL hastalarimiza baktigimizda, literatiirdeki veri ile uyumlu olarak 2
hastamizin KIR2DS2+/KIR2DL2+ genotipinde oldugunu, 1 hastamizin KIR2DS2-
/IKIR2DL2- genotipinde oldugunu gordiik. Kalan bir ITP hastamiz ise KIR2DL2+ idi ancak
KIR2DS2 gen durumunu, teknik aksaklik nedeniyle belirleyemedik.
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7. SONUC

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hematoloji Poliklinigi’mizde takip
edilen otoimmiin olay gézlenmis olan 25 ve otoimmiin olay gézlenmemis 24 KLL hastamiz
calisgmamiza dahil edilmistir. Cesitli otoimmiin hastaliklar ile iligkisi gosterilmis KIR

genotipleri incelenmistir.

En sik gdzlenmis otoimmiin olay OIHA iken onu ITP ve PRCA takip etmistir.
Otoimmiin olay gozlenmis hastalarimizin tani aninda direkt antiglobulin pozitiflik orani,
otoimmiin olay gozlenmemis KLL hastalarimiza gore artmis olarak tespit edilmistir
(p=0.024). Ayrica otoimmiin olay gbézlenen hastalarimiz tani aldiklarinda, KLL nin daha ileri
evrede oldugu goriilmiistiir (p=0.04). Otoimmiin olaylar kendi aralarinda degerlendirildiginde
ise, say1 az olmasina karsin, PRCA’da g¢evresel kanda CD38 pozitif hiicre oraninin %30’un

iistiinde olma sikliginin arttig1 gézlenmistir (p=0.008).

Calismamizda KIR genlerinin otoimmiin olaylarla iliskisi incelendiginde, otoimmiinite
gozlenmeyen gruba gore herhangi bir istatistiki fark tespit edilememistir. PCR yontemi ile
calisilan hasta kanlarinin sonuglarinda, teknik problem nedeniyle degerlendirilememis genler
mevcuttur. Genlerin negatif oldugu hasta sayimiz olduk¢a azdir. Bu nedenle tezimizin
sonuclar1 dikkatli degerlendirilmelidir. Ayrica bir diger onemli nokta, takipteki otoimmiin
KLL hastalarimiza ulagabilmis olmamiza bagl olarak hasta sayimizin az olmasidir. Bu durum
da karsilagtirmali sonuglarimizin anlamli ¢ikmamasinda rol oynamis olabilir. Daha iyi teknik

sartlarda yeni calismalar yapilmasinda fayda vardir.
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8. OZET

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hematoloji Poliklinigi’mizde takip
edilen 49 Kronik Lenfositik Lésemi (KLL) hastast c¢alismamiza dahil edilmistir.
Calismamizin amaci, ¢esitli otoimmiin hastaliklar ile iligkisi gosterilmis olan Killer
Immunoglobuline Like Receptor (KIR) gen diizeylerinin, otoimmiin olay gozlenmis ve
gozlenmemis KLL hastalarinda karsilastirilmasidir. Cesitli otoimmiin hastaliklar ile iliskisi
gosterilmis KIR genotipleri incelenmistir. Bu dogrultuda otoimmiin olay gézlenmis olan 25
ve  otoimmiin olay gozlenmemis 24 KLL hastamiz calismamiza dahil edilmistir.
Hastalarimizin 32’si erkek, 17’si kadindir. Otoimmiin hastalik gozlenen grup ile otoimmiin
olay gozlenmeyen KLL grubu arasinda tani anindaki yas (60 vs 64) ve ortanca takip siiresi (59
ay vs 71 ay) istatistiki olarak benzerdir. Benzer sekilde hastalarimizin tani1 aninda evre,
lenfadenopati, organomegali, serum LDH ve Beta-2 mikroglobulin diizeyi, ¢evresel kanda
CD38 diizeyi gibi parametreleri benzerdir.

En sik gdzlenmis otoimmiin olay otoimmiin hemolitik anemi (OIHA) iken onu immiin
trombositopeni (ITP) ve saf eritroid aplazi (PRCA) takip etmistir. Otoimmiin olay gdzlenmis
hastalarimizin tan1 aninda direkt antiglobulin testi pozitiflik orani, otoimmiin olay
gozlenmemis KLL hastalarimiza gore artmis olarak tespit edilmistir (p=0.024). Ayrica
otoimmiin olay gozlenen hastalarimiz tani aldiklarinda, KLL’ nin daha ileri evrede oldugu
gorlilmiistiir (p=0.04). Otoimmiin olaylar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, say1 az
olmasina karsin, PRCA’da ¢evresel kanda CD38 pozitif hiicre oraninin %30 un {istiinde olma

sikliginin artti1 gozlenmistir (p=0.008).

Caligmamizda KIR genlerinin otoimmiin olaylarla iligkisi incelendiginde, otoimmiinite
gbézlenmeyen gruba gore herhangi bir istatistiki fark tespit edilememistir. PCR yontemi ile
calisilan hasta kanlarinin sonuglarinda, teknik problem nedeniyle degerlendirilememis genler
mevcuttur ve muhtemelen bu nedenle Tetkik edilen genlerin negatif oldugu hasta sayimiz
oldukga azdir. Bu nedenle tezimizin sonuglari dikkatli degerlendirilmelidir. Ayrica bir diger
onemli nokta, KLL takipteki otoimmiin KLL hastalarimiza ulasabilmis olmamiza bagl olarak
hasta sayimizin az olmasidir. Bu durum da bazi sonug¢larimizin anlamli ¢ikmamasinda rol

oynamis olabilir. Daha iyi teknik sartlarda yeni ¢aligsmalar yapilmasinda fayda vardir.
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9. SUMMARY

Our study was performed on 49 chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients
followed in the outpatient clinic of Istanbul University Cerrahpasa Medical Faculty
Department of Hematology. We aimed to analyze the relation between autoimmune
phenomena in CLL and Killer Immunoglobuline Like Receptor (KIR) genes, which are
known to be associated with various autoimmune diseases. Twenty-five CLL patients with
autoimmune phenomena and 24 CLL patients without automimmune phenomenon were
included; 32 of them were male and 17 were female. No statistically significant difference in
the median age at diagnosis (60 vs 64) and in the median follow-up time (59 months vs 71
months) was detected. The initial stage of disease, initial presence of lymphadenopathy,
organomegaly, initial levels of serum LDH, beta-2 microglobulin, peripheral blood CD38

positive cells were similar between the two groups.

In our atoimmune phenomenon cohort, the most frequent autoimmune disease was
autoimmune hemolytic anemia (AIHA) followed by immune thrombocytopenia (ITP) and
pure red cell aplasia (PRCA). The direct antiglobulin positivity at the time of diagnosis was
increased in the autoimmune phenomenon group (p=0.024). Additionally, the stage of CLL in
patients of the autoimmune phenomenon group was more advanced than the other group
(p=0.04). Although the number of autoimmune phenomena was not high enough, the CD38
positive cell ratio over 30% in the peripheral blood was more frequent in PRCA group
(p=0.008).

We could not determine a relation between autoimmunity in CLL and KIR genotypes.
We could not define all the genotypes of every patient due to technical difficulties during
PCR process. The number of patients that we defined to be negative for a specific genotype is
very low. Our results should be considered carefully. As we could have drawn blood samples
of cLL patients who are in active follow-up in our institution, the number of autoimmune
phenomena was not high and, we had to perform our study in a small cohort. This issue might
have affected our results. We think that a new study in a larger cohort with better technical
conditions should be planned to find accurate response to our study.
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11. EKLER

MANUEL DNA iZOLASYON PROTOKOLU

1- 2 ml EDTA’l kan, 50 ml’lik falkon tiipe bosaltilir.

2- Uzerine 15ml’ye kadar Lysis Buffer eklenir,vortekslenir.

3- 15dk. (+4°te) buzdolabinda bekletilir. (-20’de 10dk)

4- 6800 rpm’de 10dk santrifiij edilir.

5- Ceper ve istenmeyen organelleri i¢eren iist faz dokiiliir.

6- Pellet iizerine 10m1’ye kadar Lysis buffer eklenir.

7- Kalan lenfositlerin pargalanmasi i¢in vortekslenir.

8- Olusan siispansiyon 6800 rpm’de 10dk santrifiijlenir.

9- Ust faz dokiiliir.

10- Pellet tizerine 400ul otoklavlanmis su koyulur.

11- Uzerine 3ml niikleaz buffer eklenir.

12- 50ul %10 SDS eklenir.

13- 30ul proteinaz K eklenir. Vortekslenir.

14- 37°C’deki etiivde 1 gece bekletilir.

15- Ertesi sabah falkon tiiplere 1.8ml amonyum asetat eklenir. Vortekslenir.

16- 10800 rpm’de 30 dk santrifiij edilir.

17- Ependorf tiiplere 400ul su konulur.

18- Bu defa siipernatant baska bir falkona alinir.

19- Uzerine siipernatantin 2 kat1 kadar etanol eklenir. Hafifce calkalanir. Iplik haline gelen
DNA pipet yardimiyla alinip 400ul otoklavlanmis su iceren ependorf i¢ine alinir.
20- DNA’lar distile su i¢inde ¢oziinmesi i¢in 2-3 giin oda sicakliginda bekletilir.
ETANOL KOYDUKTAN SONRA DNA’LAR GORULMEZ iSE COKTURME
ISLEMI

1- Buzdolabina (-20°C) konur,1 gece bekletilir.

2- 6800 rpm’de 10dk santrifiij edilir.

3- DNA’lar gepere yapisik olarak goriiliirse siipernatant kismi atilir.

4- Alkoliin ugmasi i¢in birkag giin acik havada birakilir.

5- Birkag giiniin sonunda tiiplerin tizerine 200ul distile su eklenir. DNA’lar ependorfa alinir.
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ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
(BGOF)

“Kronik Lenfositik Losemi (KLL) tanili hastalarda Killer Immunoglobulin Like
Reseptor (KIR) gen diizeyleri ve bu diizeylerin KLL hastalarinda goriilen otoimmiin
olaylar ile iliskisi’’ konulu ¢alisma bir arastirma 6zelligindedir.

Arastirmanin amaci, kronik lenfositik 16semi tanili hastalarda hastalarimizda goriilen,
bir nevi bagisiklik sisteminin kendi saglikli dokularina verdigi zarar olarak
degerlendirebilecegimiz otoimmiin olaylar ile iligkisinin saptanmasidir.

Size herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

Sizden, kolunuzdaki toplar damarinizdan, 15 cc lik kan alinacaktir, bu sirada ufak
bir ac1 hissedebilirsiniz.

Sizin hig¢bir sorumlulugunuz yoktur.

Arastirmadan makul Olclide beklenilen yararlarla ilgili olarak sizin ag¢inizdan
hedeflenen herhangi bir klinik yarar olmadigina dair sizlere bilgi verilmistir.

Size herhangi bir alternatif yontem veya tedavi uygulanmayacaktir.

Size verilecek herhangi bir tazminat veya tedavi bulunmamaktadir.

Size ait herhangi bir ulagim, yemek gibi masraf yapilmayacaktir. Size herhangi bir
iicret 6denmeyecektir. Ve sizden herhangi bir licret alinmayacaktir. Bagli oldugunuz
Sosyal Giivenlik Kurumunuzdan (SGK) herhangi bir 6deme alinmayacaktir.
Arastirmaya katiliminiz isteginize bagl olup, istediginiz zaman herhangi bir cezaya
veya yaptirima maruz kalmaksizin higbir hakkini kaybetmeksizin arastirmaya katilimi
rededebilirsiz ve aragtirmadan ¢ekilebilirsiz.

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoriteleri
orijinal tibbi kayitlariniza dogrudan erisebilirler, ancak bu bilgileriniz gizli
tutulacaktir. Yazili bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamakla, s6z konusu
yasal erisime izin vermis bulunmaktasiniz.

Ilgili mevzuat geregince, kimliginizi ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli tutulacak,
kamuoyuna agiklanmayacaktir; arastirma sonuglarinin yayinlanmasi halinde dahi
kimliginiz gizli tutulacaktir.

Arastirma konusuyla 1ilgili ve arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edilebildiginde siz veya yasal temsilciniz zamaninda
bilgilendirilecektir.

Arastirma hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir beklenmeyen etki, olay
hakkinda daha fazla bilgi temin edilebilmeniz i¢in temasa gecebilecegi ilgili kisilerin
aragtirmacilarin 24 saat ulasabilecegi telefon numaralar size verilecektir.

Goniillerin aragtirmaya katilmast i¢in Ongoriillen siire 4.5 aydir ve arastirmaya
katilmas1 beklenen tahmini goniillii sayisi, 100 hasta ve 50 saglikli birey olmak {izere
150 kisidir.

Sizlerden alinacak olan 15 cc lik kolunuzdan toplar damardan alacagimiz kan ilgili
parametrelerin bakilmas: amaciyla Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nca, yine bu arastirmanin yardimer arastiricist olan Prof.
Dr. Nur Buyru (4143000/22656) tarafinca degerlendirilecek ve laboratuar islemler
yapilacaktir.

BGOF goniillii veya yasal temsilcisinin yasal haklarin1 ortadan kaldiracak bir hiikiim
veya ifade icermemektedir. Arastirmaciyr, kurumu destekleyici veya bunlarin
temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliiliikten kurtaracak
hiikiim veya ifade tasimamaktadir.
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“Kronik Lenfositik Losemi (KLL) tanili hastalarda Killer Immunoglobulin Like Reseptor
(KIR) gen diizeyleri ve bu diizeylerin KLL hastalarinda goriilen otoimmiin olaylar ile iligkisi’’
konulu ¢alismada kullanilacak olan kan 6rnegimin;

a)Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

b) Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

¢) Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Yukarida belirtilen ‘Asgari Goniillii Olur Formu’nu okumus bulunmaktayim.

Yukarida, goniillitye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum (veya
bu metin bana okundu). Ayrica, arastirma ve yapilacak islem hakkinda bana sozlii agiklamalar
yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin
tamamen kendi rizamla, katilmay1 kabul ediyorum.

GONULLUNUN; DOKTORUN;

ADI- SOYADI: ADI-SOYADI: Dr. M. Murat
OZBALAK

IMZASTI: IMZA:

TARIH: TARIH:

TELEFON: TELEFON: 0505 718 5960

Varsa goniilliiniin yasal temsilcisinin

Adr:

Adresi:

Tel:

Tarih: imzas::

Olur alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adr:

Gorevi:

Tel:

Tarih: imzas:

Ac¢iklama yapan arastiricinin

Adr:

Tel:

Tarih: Imzasi:

Not: Bu form iki niisha olarak hazirlanmistir. Imzalandiktan sonra bir niishast goniilliiye
verilecektir; diger niisha hasta dosyasinda saklanacaktir.
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