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AKUT MYELOID LOSEMILERIN AKIM SITOMETRI ILE
TANIMLANMASINDA MPO EKSPRESYONUNUN ETKISININ
ARASTIRILMASI
Rana ERBAY SIR
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi-HAZIRAN 2022
Damisman: Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER

OZET

Akut 16semiler, hemotopoetik kok hiicrelerin neoplastik gelisimi sonucu olusan
kemik iliginin malign bir hastalifidir. Akut myeloid l6semi (AML) ise kemik
iligindeki myeloid progenitor hiicrelerin etkilenmesi sonucu olusur. Myeloperoksidaz
(MPQO) enzimi ise myeloid seride nétrofilde yer alan ve fagozom igerisinde NADPH
oksidaz enzimi ile etkilesen ve oldiiriicii reaktif oksijen iriinleri {iretimine katki
saglayan lizozomal bir enzimdir.

Akim sitometri ile AML tanisinda MPO ekspresyonunun gosterilmesi taniya
yardimer 6nemli bir islemdir. Akim sitometri ile AML immiinfenotiplendirmesinde
MPO pozitif ve negatif AML subtiplerinin ayrimi yapilabilir.

Calismamiz, akim sitometri ile AML tanis1 dogrulanan 13’1 kadin hasta (31-83 yas),
27’si erkek (29-86 yas) olmak iizere toplamda 40 erigkin yeni tant AML hastasi ile
yiiriitiildii. Akim sitometride %20 ve {lizerinde blast varligt AML olarak kabul edildi.
AML karakterizasyonunda kullanilan CD117, CD13, CD33 ve HLADR gibi blastik
yiizey markerlarinin MPO pozitif (+) ve MPO negatif (-) hastalardaki durumu
karsilastirildi.

MPO’nun pozitif ve negatif hastalar arasinda CD117, CD13, CD34, CD33 ve HLA-
DR ekpresyonlari yoniinden anlamli bir istatistik farklilik oldugu gozlendi. (p<0.001)
MPO pozitif hasta grubunda ortalama CD117" ve CD13+ blast yiizdesinin MPO
negatif hastalardan siras1 ile 1.96 ve 1.54 kat daha yiiksek oldugu g6zlendi.

Calismamiz MPO ekspresyonunun AML karakterizasyonu ve subtiplendirmesinde
belirleyici 6nemli bir faktor oldugunu gostermistir. MPO ekpresyon durumunun
hastalarm klinik izlemi ile birlikte degerlendirilmesi hasta takibinde yardimci bir
parametre olabilir.

Anahtar Kelimeler: Akut Myeloid Losemi; Blast; Myeloperoksidaz; Akim
sitometri.



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MPO EXPRESSION ON THE
DEFINITION OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA WITH FLOW
CYTOMETRIC

Rana ERBAY SIR

Erciyes University, Graduate School of HealthSciences
Department of Immunology
Master of ScienceThesis--M.Sc. Thesis, June 2022
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER

ABSTRACT

Acute leukemias are a malignant disease of the bone marrow resulting from the
neoplastic development of hematopoietic stem cells. Acute myeloid leukemia (AML)
occurs as a result of the myeloid progenitor cells in the bone marrow being affected.
On the other hand, Myeloperoxidase (MPO) enzyme is a lysosomal enzyme that
takes place in the neutrophil in the myeloid series and interacts with the NADPH
oxidase enzyme in the phagosome and contributes to the production of lethal reactive
oxygen products.

Demonstrating MPO expression by flow cytometry in the diagnosis of AML is an
important procedure that helps the diagnosis. MPO positive and negative AML
subtypes can be differentiated in AML immunophenotyping by flow cytometry.

Our study was worked out with a total of 40 adult newly diagnosed AML patients, 13
of whom were female (31-83 years old) and 27 were male (29-86 years old), whose
AML diagnosis was confirmed by flow cytometry. The presence of 20% or more
blasts in flow cytometry was accepted as AML. The status of blastic surface markers
such as CD117, CD13, CD33 and HLADR used in AML characterization in MPO
positive (+) and MPO negative (-) patients were compared.

It was observed that there was a statistically significant difference in CD117, CD13,
CD34, CD33 and HLA-DR expressions between MPO positive and negative
patients. (p<0.001) It was observed that the mean percentage of CD117+ and CD13+
blasts in the MPO positive patient group was 1.96 and 1.54 times higher than the
MPO negative patients, respectively.

Our study showed that MPO expression is an important determining factor in AML
characterization and subtyping. Evaluation of MPO expression status together with
the clinical follow-up of the patients may be a helpful parameter in patient follow-up.

Key words: Acute Myeloid Leukemia; Blast; Myeloperoxidase; Flow cytometry.
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1.GIRIS VE AMAC

Akut 16semiler, hemotopoetik kok hiicrelerin normal gelisimsel siirecinin bozulmasi
sonucu olusan kemik iliginin malign bir hastaligidir. Akut miyeloid 16semi (AML)
ise kemik iliginde miyeloid progenitér hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla
karakterize bir hastaliktir. Enfeksiyonlara karsi koruyuculuk gorevi olan saglikli
notrofil ve monositler eksikligi agir enfeksiyon tablolarina neden olabilir. Blastlarin
fenotiplendirilmesi ile hiicre kokenlerini (miyeloid, B lenfoid, T-lenfoid veya
belirsiz) ve farklilagma/olgunluk asamalarini gosterebiliriz. Akim  sitometri

immiinfenotiplemede ilk tercih edilen laboratuvar yontemlerinden birisidir.

Myelo-monositik seride yer alan hiicre popiilasyonlarimin (nétrofil, monosit,
eozinofil, vb) Kkantitatif olarak gosterilebilmesi, maturasyon diizeylerinin
belirlenmesi, blastik hiicrelerin normal hiicrelerden ayri olarak kapilanarak
tanimlanmast akim sitometri uygulamalar1 ile miimkiin olabilmektedir. Akim
sitometri ile hiicrelerin biyiikliik (gap), sitoplazmik graniiler yap1 ve ylizey
antijenlerinin ekspresyon miktart konusunda bilgi edinilebilmektedir. Akut
l6semilerin tanisinda kemik iligi ve kandan yapilan akim sitometri ile immiin-

fenotiplendirme 6nemli yer tutmaktadir.

Akut miyeloid 16semi tanisinda blastlarda miyeloid spesifik antijenler ve
miyeloperoksidaz (MPQO) ekspresyonun olgiimii yapilir. Akim sitometri yanisira
immiinohistokimya (IHC) veya sitokimya ile boyama yapilabilir. AML tanisi,
subtiplendirmesi ve blast yiizdesinin belirlenmesinde akim sitometri ile
immiinfenotiplendirme siklikla bagvurulan altin standart bir yontemdir. MPO ise
AML'nin diger 16semilerden (akut lenfoblastik 16semi) ayirt edilmesinde kullanilan

onemli bir belirtegtir.



Calismamizda, %20 tizerinde blastik hiicreye rastlanan 40 erigkin yeni tant AML
hastasinda akim sitometri ile immiin-fenotiplendirme calismasi yiiriitiildii. Bu
calismada, hasta grubunda MPO (pozitif/negatif) ile myeloid spesifik hiicre yiizey
markirlart CD117, CD13, CD33 ve HLADR arasindaki etkilesimi karsilastirmak

amaglanmstir.

Calisma AML subtiplendirmesi ile MPO pozitif ve MPO negatif ekpresyon
durumunun klinik tani, fenotip, subtip iliskisi ile hastalik izleminde prognostik bir

belirtec olarak kullanilabilmesine 1s1k tutulacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kok Hiicre

Bilim tarihinde en ¢ok yanki uyandiran arastirma sonuglarindandir k6k hiicrelerin
tamimlanmasi ve izole edilmesi. Kok hiicreler essiz Gzelliklere sahiptirler ve bu
sayede hem temel biyolojik hem de klinik arastirmalar i¢cin oldukca degerlidirler.
Kok hiicreler boliinebilme 6zelliginde, yenilenebilen ve 6zellesmis fonksiyonel
hiicrelere baskalasma (diferansiyasyon) yetenegine sahip farklilagmamis hiicrelerdir
(Weissman, 2000). Kok hiicreler, genis bir rejeneratif potansiyele ve gesitli hiicre
soylarina fonksiyonel olarak farklilagma yetenegine sahiptir, bu da onlar1 doku
miihendisligi, hiicre tedavisi ve ilag taramasi gibi birgok uygulama i¢in ¢ok cekici
hale getirir(Lemischka, 2001). Kok hiicreler, kdkenlerine bakilmaksizin ii¢ temel
kritere gore tanimlanir. Bunlardan ilki; kok hiicre havuzunun devamini saglamak i¢in
gerekli olan farkli hiicre boliinmelerinin, uzun siireler boyunca bolinme ve kendini
yenileme yetenegidir. Ikincisi; tek hiicre diizeyinde, tipik olarak c¢oklu soylara
farklilasan hiicreler iiretme yetenegidir. Uciincii kriter, belirli bir dokuyu in vivo
olarak islevsel olarak yeniden olusturma yetenegidir(Eaves ve ark., 1997). Kok
hiicreler viicudumuzu meydana getiren tiim doku ve organlarin yapisini olusturan ve
herhangi bir hiicreye doniisebilme yetenekleri oldugu icin kanser, diyabet, ¢ok ¢esitli
otoimmiin hastaliklar ile o6zellikle Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklarin dahil oldugu bir¢cok hastaliklarin tedavisi i¢in umut vermektedir. Bu
sebeple kok hiicre ¢alismalari, viicudun fizyoloji ve patolojisinin anlasilabilmesi ve

hastaliklarin tedavisi i¢in son derece 6nem arz etmektedir(Akashi ark., 2000).



2.1.1. Kaynaklarina Gore Kok Hiicre Cesitleri

Embriyonik kok hiicrelere ek olarak blastosist, embriyonik yaprak ve fetal doku, kok
hiicreler, kemik iligi, kas dokusu, stingerimsi kemik, noral krest, dermis, yag dokusu,
periosteum, perisitler, sinovyum, kan, amniyotik sivi, Wharton jel, gobek kordonu
kan, gobek kordonu stromasi ve dis 0zii gibi bir¢ok farkli yetiskin dokusundan da
izole edilebilir. Smiflandirma konusunda ¢ok farkli goriisler olsa da kok hiicreler
temel olarak kendini yenileme ve farklilasma yeteneklerine gore iki kategoriye

ayrilmaktadir(Zhang & Wang, 2008).
2.1.1.1. Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), bir¢ok yetiskin dokunun stromal fraksiyonunda
bulunan cesitli pluripotent dncii hiicrelerin alt kiimesidir. In vitro proliferasyondan
sonra osteoblastlara, adipositlere ve kondrositlere farklilagma yetenekleri ile
fonksiyonel olarak tanimlanirlar. (Nombela-Arrieta ve ark., 2011) MKH'ler, kemik
iligi (Ki) mikro ortaminda énemli bir hiicre popiilasyonudur ve bu hiicrelerin Ki
stromasina farklilagsmasi nedeniyle hematopoezi tesvik etmede Onemli bir rol

oynadigi diisiiniilmektedir(Wexler ve ark., 2003).
2.1.1.2. Hematopoetik Kok Hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler boliinerek  kendi  kendini  yenileyebilen  (self-
renewal),farklilagarak olgun kan hiicrelerine doniisebilen (differansiasyon) ve
farklilasarak fonksiyonel hiicreye doniisebilen hiicrelerdir. Dolayisiyla hematopoez
kan hiicrelerinin kontrollii bir sekilde iiretilmesini iceren bir siiregtir. Hematopoetik
kok hiicreler(HKH) sessiz(uykuda) durumdadirlar, 2-3 ayda bir bdliinmek igin
uyanirlar boylelikle mutasyondan da korunurlar. Ancak anemi veya enfeksiyon gibi
acil durumlarda bu siire kisalacak ve normal sartlarda bir HKH ve bir farklilasacak
sekilde progenitor hiicre olusturacak sekilde asimetrik boliinecek olan hiicre, daha
¢ok progenitor hiicre olusturmak igin simetrik boliinme gosterir(Rieger & Schroeder,
n.d.).(Sekil 2.1.)
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Sekil 2.1. Hematopoetik kok hiicrenin boliinme siireci

Nislerinde, hematopoietik kok hiicreler (HKH'ler), Ki mikrogevresinde kendi
kendilerini yeniledikleri 6zel bolgelerdir. Kok hiicre sessizligini, ¢ogalma,
farklilasma ve gogiinii diizene koyar. Kok hiicreler, yapisma mekanizmalar1 dahil
olmak tiizere ¢esitli molekiiler sinyalleri degistirerek nislerle etkilesime girer. Ki’de
iki farklt mikro-¢evresel nis, osteoblast (endosteal) ve vaskiiler niglerin uyum i¢inde

calistig1 gosterilmistir(Perry & Li, 2007).
2.2. Kemik 1ligi Yapis1 ve Hiicreleri

Fonksiyonel agidan kemik iligini hematopoetik, parankimal, stromal veya
mezenkimal olarak siniflandirilabiliriz. Hematopoez, stromal hiicreler,hiicre dist
alan ve hematopoietik hiicrelerden ibaret bir  mikrogevrede ortaya ¢ikar.
Hematopoietik progenitér proliferasyonu ve farklilasmasi, progenitorler yada
sitokinler ile bu mikrogevredeki ekstra seliiler matriks (ECM) bilesenleri yada
stromal hiicreler arasindaki kargilikli etki dolayisiyla baslatilan reseptor sinyali ile

diizenlenir.

Hematopoetik hiicrelerin ¢ogalmas1 farklilagsmasi icin kemik iligindeki kan
hiicrelerinin beraberinde stromal hiicreler ve aralarinda yag hiicrelerini barindiran
vaskiiler kanallar bulunan mikro ¢evre elzemdir. HKH ve progenitdr hiicreler ile
onlara destek saglayan bir hiicre ag1 tarafindan desteklenir(Tabe & Konopleva,
2014).



Stromal hiicrelerin gorevi:
1.Gelisen hiicreler i¢in hiicre dis1 bir zemin, matriks olusturmak
2.Hematopoetik biiyiime faktdrlerini sentezlemek

Kemik iligi stromasi, hematopoezde dogrudan rolii olmayan bir bag dokusudur.
Stromada bulunan mezenkimal hiicreler, hematopoez igin yapict bir mikrogevre
olusturmaktadir. Biiylime faktorleri, sitokinler ve ECM proteinleri mezenkimal
hiicreler tarafindan tretilirler. Kok hiicre sessizligini ve kok hiicrenin kendi kendine
yenilenmesini saglayarak hematopoez kabiliyetini olusturan mezenkimal hiicrelerdir.
Beraberinde olgun hematopoetik hiicrelerin ¢ogalmasi, olgunlasmasi ve apoptosisine
neden olan sinyalleri meydana getirmektedirler. Kemik iligi stromasini olusturan
mezenkimal hiicreler, adventif retikiiler hiicreler, adipositler, fibroblastlar,
osteoblastlar, osteoklastlar, mezenkimal kok hiicreler (MKH),endotel Oncii ve
endotel hiicreleridir. En 6nemli lenfoid hiicreler dogal dldiiriicii (NK) hiicreleri, T
hiicrelerini ve B hiicreleriyken onemli miyeloid hiicreler arasinda graniilositler,
monositler, makrofajlar, mikroglial hiicreler ve dendritik hiicreler bulunur. HSC'ler,
ardisik bir dizi ara progenitor araciligiyla ¢oklu hematopoietik soylar iiretir. Bunlar,
yalnizca B, T ve NK hiicreleri iiretebilen ortak lenfoid progenitorleri (CLP'ler) ve
yalnizca kirmizi hiicreler, trombositler, graniilositler ve monositler iiretebilen ortak

miyeloidprogenitorleri (CMP'ler) igerir.

Hematopoez olarak adlandirilan bu siire¢ karmasik, birbiriyle iligkili ve ¢ok adimhi
bir siirectir. Hematopoez, olgunlasmamis oncii hiicrelerden fonksiyonel olgun kan
hiicrelerine kadar spesifik kemik iligi hiicrelerinin gelisimini ve iiretimini kontrol
eder. Oncii hiicrelerin ¢ogalmasi, bunlarm olgunlagsmas: olgun hiicreler ve
hematopoietik hiicrelerin hayatta kalmasi, spesifik bilyiime faktorlerinin varligini

gerektirir(Caligiuri ve ark., 1997).
2.2.1. Miyelopoez

Eritrosit, granulosit, trombositler gibi miyeloid seri hiicrelerin gelisimi, myeloid
progenitdr asamasinda biiylime faktorlerince kontrol edilir. (Sekil 2.2.) Farklilagma
baslayinca kendilerini yenileme kapasiteleri azalirken hiicre boliinme kapasiteleri

artar ve bazi hematopoetik biiyiime faktorleri i¢in reseptorler sergilemeye baslarlar.



Stem Cell Factor(SCF, c-KIT ligandi) ve Interlokin(IL-3) gibi bazi bilyiime faktorleri
gesitli Oncii hiicrelerde etkili olurken eritropoetin(EPO), trombopoietin(TPO),
granulosit koloni stimiile edici faktér(G-CSF) ise sadece belli seri hiicrelerinde etkili
olur. EPO’in erken eritroid Onciilerin gelisiminde ©nemli rolii vardir; oksijen
diizeyine duyarhidir. TPO, megakaryositer seri i¢in onemlidir. G-CSF, makrofaj,
endotelyal hiicre ve fibroblastlardan salinabilir. IL-1, TNF gibi enflamatuarsitokinler
G-CSF artisina ve notrofilsayisinda artisa sebep olur. Her ti¢ sitokin de JAK-STAT,
Ras ve AKT yolaklar1 ile hiicreleri uyarir ve yaklasik 10 giin i¢inde Oncliler
farklilasmaya yonelerek hiicre sayilarinda artis saglar. 20'den fazla hematopoetik
bliyiime faktorii tanimlanmigtir. Bu biiyiime faktorlerinin kimyasal 6zellikleri
karakterize edilmis ve faktorii kodlayan gen tanimlanip klonlanmistir. Birkag
hematopoetik biiylime faktorii, ticari olarak rekombinant insan formlar1 olarak temin
edilebilir ve Klinik uygulamada kullanimlart vardir. Bu faktorler arasinda; iki
miyeloid hematopoetik biiylime faktoriiniin rekombinant formlari, graniilosit koloni
uyarict faktér (G-CSF) ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF);
eritropoietin (EPO), kirmiz1 hiicre faktorii; erken etkili bir hematopoetik biiyiime
faktorii olan kok hiicre faktorii (SCF); ve trombosit faktorleri, trombopoietin (TPO)
ve interlokin-11 (IL-1) bulunmaktadir(Demircan ve ark., 1994).

T lenfositler, monositler/makrofajlar, fibroblastlar ve endotel hiicreleri, EPO ve TPO
hari¢, ¢cogu hematopoietik biiyiime faktdriiniin 6nemli hiicresel kaynaklaridir. EPO
esas olarak yetiskin bobrek tarafindan tiretilir ve TPO karaciger ve bobrekte tiretilir.
Graniilosit koloni uyarict faktdr (rekombinant triinler: filgrastim, lenograstim,
pegfilgrastim) nétrofili korur(Yanada et al.,, 2005). Rekombinant insan G-CSF
(rHuGCSF) nétrofili artirir 5 glinden 1 giline olgunlagma siiresi, hizli salinmasina yol
acar olgun nétrofiller kemik iligini kana doniistiiriir. rHuG-CSF ayrica nétrofillerin

dolagimdaki yar1 dmriinii arttirir ve kemotaksi ve siliperoksit tiretimini arttirir.

Graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktér (rekombinant iirinler: molgramostim,
sargramostim) lokal olarak aktiftir ve nétrofilleri lokalize etmek ve aktive etmek i¢in
enfeksiyon bolgesinde kalir. G-CSF gibi, GM-CSF de olgun noétrofillerin
proliferasyonunu, farklilasmasini ve aktivasyonunu uyarir ve siiperoksit tiretimini
artirir. Fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirmede gorevlidir. GM-CSF, G-CSF'den farkli

olarak, olgun monositlerin/makrofajlarin proliferasyonunu, farklilagmasini ve
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aktivasyonunu uyarir. Eritropoietik faktorler ile eritroid progenitér hiicrelerin
cogalmasma ve eritropoietik soyda ¢ekirdekli Oncili hiicrelere (normoblastlara)

farklilasmasina neden olarak kirmizi kan hiicresi sayilarini arttirir.

Lokositler, dogustan gelen ve adaptif bagisiklikta yer alan bir¢ok 6zel hiicre tipini
temsil eder. Eitrositler, oksijen ve karbondioksit tagirken, megakaryositler, kanin
pihtilagmasi ve yara iyilesmesi i¢in trombositler iiretir. Proliferatif veya mitotik
havuz, miyeloblastlar, promiyelositler ve miyeloid hiicreler dahil olmak {izere kemik
iliginde bulunan ve nétrofil sayisini yenilemek i¢in ¢ogalma yeteneklerini koruyan

erken notrofil 6nciilerinden olusur(Grimwade et al., 2017).
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Sekil 2.2. Miyelopoez ve sentezlenen hiicreler

2.3. Notrofil Nedir?

Notrofiller, dolasimdaki en bol beyaz kan hiicreleridir ve bagisiklik sisteminin
dogustan gelen kolunda ilk savunma hatt1 olarak kabul edilmistir. Fagositoz ve hiicre
i¢ci bozunma, partikiil salinimi ve patojenlerin saptanmasi lizerine notrofil hiicre disi

tuzaklarinin olusumu yoluyla istilact mikroorganizmalar1 yakalar ve yok ederler,
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inflamatuar ve immiin yanitlarin 6nemli diizenleyicileri olarak yerlestirdigini
gostermektedir Notrofiller ayrica inflamasyon aracilar1 olarak da yer alir. Notrofiller
ve bunlarin Onciileri kemik iliginin en Onemli bilesenlerinden biridir. No&trofil
morfolojik karakterleri olgunlastikca degiskenlik gosterebilir. Notrofillerin en
taninan Onciileri myeloblasttir. Bu hiicreler oldukga biiyiik hiicrelerdir, olgunlastikca
voliim olarak kiigiilir ve graniiler Kkarakterleri artar. Polimorfoniikleer (PMN)
Iokositler olarak da bilinen nétrofiller, insan kaninda en bol bulunan hiicre
tipidir. Kemik iliginde ¢ok sayida tiretilirler Homeostatik kosullar altinda nétrofiller
dolasima girerler, dokulara go¢ ederler, burada islevlerini tamamlarlar ve en sonunda

makrofajlar tarafindan bir giin i¢inde elimine edilirler.

Notrofiller, bagisiklik sisteminin dogustan gelen kolundaki Onemli efektor
hiicrelerdir(Mayadas ve ark., 2014). Mikrobiyal enfeksiyon belirtileri igin
organizmada siirekli devriye gezerler ve bu hiicreler mevcut oldugunda istilact
patojenleri yakalamak ve oldiirmek icin hizla tepki verirler. Notrofillerin li¢ ana

antimikrobiyal islevi vardir:
1. Fagositoz
2.Degrantilasyon

3.Niikleer materyalin notrofil hiicre dis1 tuzaklart (NET'ler) seklinde

salinmasi

Yakin zamana kadar, bu islevlerin notrofillerin tek amaci oldugu diisiiniilityordu.
Bununla birlikte, nétrofil biyolojisinin ¢esitli alanlarindaki arastirmacilar tarafindan
yapilan mevcut arastirmalar, notrofillerin basitce mikroorganizmalar1 6ldiirmenin
oOtesine gecen cesitli fonksiyonel tepkilere sahip oldugunu gostermektedir. Notrofiller
cesitli sinyallere yamit verir ve cesitli sitokinler ve diger inflamatuar faktorler
tireterek inflamasyonu ve ayrica bagisiklik sistemini etkiler ve diizenler(Nauseef &
Borregaard, 2014). Su anda nétrofillerin, sitokinler iireten transkripsiyonel olarak
aktif kompleks hiicreler oldugu kabul edilmektedir(Porwit & Béné, 2015). ilaveten
komsu hiicrelerin aktivitelerini modiile eder ve iltihabin ¢oziilmesine katkida bulunur
(Greenlee-Wacker, 2016), uzun vadeli bagisiklik tepkileri i¢in makrofajlar1 diizenler,
kanser dahil ¢esitli hastaliklara aktif olarak katilir(Uribe-Querol & Rosales, 2015)


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2018.00113/full#B132

(Mishalian ve ark., 2014) ve hatta dogustan gelen bagisiklik hafizasinda gorevi

mevcuttur.

Notrofil fonksiyonel tepkilerinin ¢oklugu, transkripsiyonel aktivasyon ve yiizey
molekiillerinin  veya aktivitenin ekspresyonundaki degisiklikler tarafindan
indiiklenir. Bu fenotipik degisiklikler genellikle nétrofillerin yalnizca bir alt
kiimesinde saptanir, bu da biiyiik nétrofil heterojenliginin var oldugunu diistindiiriir
(Kim ve ark., 2012).Nétrofil kemik iligini terk edip dolasima girdiginden dolasimdan
elimine oldugu zamana kadar farkli yiizeysel fenotipler gosterebilirler. Bu degisim,
tek bir giin icinde gerceklestigi ve farkli ozelliklere sahip c¢esitli nétrofillerle
sonuglandig1 i¢in yaslanma olarak bilinir(Adrover ve ark., 2016). Farkli doku mikro
cevreleri notrofillerin 6zel islevler kazanmasini saglayabilir. Bu nedenle, nétrofillerin

bir¢ok fonksiyonel fenotip gdsterebilmesi miimkiindiir.
2.3.1. Notrofil Yasam Dongiisii

Notrofiller tim I6kositlerin yaklasik %70'ini temsil eder(Dancey ve ark., 1976)
Oradan nétrofiller, dokulara ayrilana kadar dolagtiklar1 kana girerler. Notrofiller
dokulardaki yasam siirelerinin sonuna geldiklerinde, fagositoz siireci boyunca

cogunlukla makrofajlar tarafindan temizlenirler(Korns et al., 2011).
2.3.2. Graniilopoez

Ki’de HKH’lerden ¢ok sayida nétrofil iiretilir(Gérgens ve ark.,2013). HKK ler
multipotent progenitor (MPP) hiicrelere farklilagir daha sonra, graniilosit-monosit
progenitorlerine (GMP) farklilasan lenfoid ile hazirlanmis multipotent progenitorlere
(LMPP) dontisiir. Graniilosit-koloni uyaric1 faktoriin (G-CSF) kontrolii altinda
myeloblastlara  doniisiirler ve noétrofil  olusumunu  baglatirlar.  Fizyolojik
granillopoezin ana diizenleyicisi, progenitdr hiicrelerin myeloid soyuna
baglanmasini, graniilositik bélmeden geg¢is siiresinin azalmasini ve olgun hiicrelerin
kemik iliginden salinmasini igeren graniilosit koloni uyarici faktordiir (G-CSF) (Lord
ve ark., 1989). Notrofilde sirasiyla promyelosit, myelosit, metamyelosit, bant hiicre
ve olgun noétrofil asamalarimi igeren bir olgunlasma siireci meydana gelir.
Farklilasma asamasinda nétrofil gelisimiyle beraber ¢ekirdegi yuvarlak halden banth

sonrasinda lobiile bir morfolojiye ve ¢esitli reseptorlerin ekspresyonuna degistirir.
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Kemik iligindeki nétrofil popiilasyonu ii¢ havuza ayrilabilir:
kok hiicre havuzu, mitotik havuz ve mitotik sonrasi havuz.(Sekil 2.3.)

Kok hiicre havuzu, farklilasmamis hematopoietik kok hiicrelerden (HSC'ler) olusur,
mitotik havuz, proliferasyon ve farklilasma gegiren kararli graniilositleri progenitor
hiicrelere gonderir. Son olarak, tamamen farklilagsmis olgun nétrofiller, kemik iligi
rezervini olusturan ve salinmaya hazir olan post-mitotik havuzu olusturur. Tek bir
sinirlt havuzun boyutu, organ boyunca ortalama intravaskiiler gecis siiresinin (yani,
notrofillerin kilcal yataktan gegmesi igin gegen ortalama siire) ve kan akisinin
tiriiniidiir. Calismalar insanlarda post-mitotik havuzdan gegis siiresinin 4-6 giin

oldugunu gostermistir(Lemischka, 2001).

Marjinal nétrofil havuzu
-\ . (50-60% of TBNP)

Hematopoetik \
kok hiicre
Myeloblast Metamye

- Promyelosit losit Bant Dolasimdaki nétrofil havuz
Myelosit <u) 10-) form (40-50% of TBNP)

/ ,mum' CDI10+ & CDI0-

Toplam kan
| Mitotik __y, Mitotik sonrast — 4L pstrofil havuu ————
havuz depolama
havuzu (TBNP)
Hiicre(olgunlasmay !

yas1

Sekil 2.3. Notrofil Gelisimsel Siireci Ve Olgunlasma Asamalari

Olgun nétrofiller gorevleriyle ilgili kendilerine 6zgii proteinleri depolayan graniiller
ve salgt kesecikleri igerir(Hager ve ark., 2010). (Sekil 2.4.) Bu graniiller belirli
farklilasma asamalarinda olusur. Primer (azurofil) graniiller myeloblasttan
promyelosit evresine kadar bulunur. Sekonder (spesifik) graniiller miyelosit ve
metamiyelosit asamalarinda tespit edilir. Ugiinciil (jelatinaz) graniiller bant hiicre
asamasinda bulunur. Son olarak, salgi kesecikleri yalnizca olgun nétrofillerde
saptanir. Bu salgi keseciklerinde istilaci patojenleri yok etmek igin kullanilan

antimikrobiyal enzimler depolanir.
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Sekil 2.4. Graniil Olusumunun Zamanlamasi. seg¢ilen graniil protein ekspresyonunun
zamanlamasini ve transkripsiyon faktorii ekspresyonunun zamanlamasini gosteren ndtropoez
semast (Yin & Heit, 2018)

Miyeloblastlar, nétropoezin ilk kararli farklilasma asamasidir ve graniilopoezin
basladig1 notrofil gelisimi asamasidir. Miyeloblastlar, promiyelositlere ve daha sonra
miyelositlere farklilagir, bu noktada hiicre boliinmesi durur ve terminal farklilagsma
metamiyelosit, bant hiicre ve farklilasmanin segmentli hiicre asamalar1 boyunca
devam eder. Segmentli hiicre evresini takiben, olgun nétrofiller (PMN) kemik
iliginden dolagima salinir.

Granulosit-monosit kolonileri olusturabilen birimden(CFU-GM), GM-CSF etkisi ile
notrofil ve makrofajlara farklilagsma saglanirken; G-CSF nétrofillerin; M-CSF,
monositlerin farklilasmalarin1 saglar. Eozinofil gelisimi i¢in GM-CSF, 1I-5, IL-3
gerekli iken bazofile farklilasma i¢in IL-3 ve kit ligandin gerekli oldugu
bilinmektedir. Granulopoez olarak adlandirilan siirecin belirlenebilen ilk hiicresi,
ince yaygin olarak dagilmis kromatin pargaciklari iceren soluk bir ¢ekirdege sahip
miyeloblastlardir. Hidrolitik ve sindirimsel enzimler igeren azurofilik graniillerin
artmasi ve sitoplazmanin bazofilik rengi bu hiicrelerin promiyelosit evresine
gectiklerinin isaretleridir. Promiyelositlerin  neutrofilik, eozinofilik, bazofilik
miyelositler olarak mi1 yola devam edecekleri ¢evresel etkiler ile kontrol altindadir
Miyelositlerin en 6nemli 6zelligi alt tiplerine gore azurofilik graniillerin yani sira

icerdikleri 6zgiin graniillerin varligidir(Yin & Heit, 2018).

metamiyelositlerin ¢ap1 kiiciiliir. Olgunlasmaya devam eden her alt grubun ¢ekirdegi

de kendine oOzgii bir sekil almaya baslar. Notrofillerde 2-3 loblu segmentli;
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eozinofillerde genellikle bobrege benzer tek loblu; bazofillerde 2 loblu g¢ekirdekler

olusacaktir.
2.4. Akut Losemi

Akut 16semiler, hemotopoetik kok hiicrelerin normal gelisimsel siirecinin bozulmasi
sonucu olusan kemik iliginin malign bir hastaligidir Akut 16semili hastalar uygun
sekilde tedavi edilmezlerse, 16semik hiicrelerin ¢ogaldig1 yerlerde neden olduklari
infiltrasyon, yetersizlik ve bunlarin sonucunda eklenen komplikasyonlar nedeniyle
kaybedilir. Hastalardan elde edilen veriler ve tedavi uygulamalarindan kazanilan
deneyimlerden anlasilabilecegi gibi akut losemiler, birbirlerinden oldukga farkli
ozellikleri olan heterojen alt gruplardan olusurlar. Bu nedenle, gerekli olan tedavinin
uygulanabilmesi i¢in hastanin hastaliginin 6zelliklerinin miimkiin oldugunca ayirt

edilmesi gerekir.
2.4.1. Akut Loseminin Tarihgesi

Hipokrat'in 16seminin belirti ve semptomlarindan bahsettigi raporlarindan sonra,
16seminin klinik belirtileri ilk kez 1827'de Velpau tarafindan tanimlandi. 1839 ve
1845 yillar1 arasinda tanisal gelismeler yasanmaya basladi. Malpighi'nin 17. yiizyilda
mikroskopinin 6nemini kabul etmesi, hematoloji tarihinde 6nemli bir doniim noktasi
olusturdu. Carigie ve Bennett ilk olarak 1845'te yasayan hastalarda 16semiyi
tanimladi. 1847'de Virchow, hastaligi adlandirmak i¢in "losemi" terimini kullandi.
[k akut 16semi tanmmimi ilk kez 1889'da Ebstein kullanmistir. Ehrlich boyama
tekniklerini tanimladiktan ve graniillerine gore 10kositleri farklilastirdiktan sonra,
Naegli ilk olarak 1879'da miyeloblastlart ve miyeloid hiicreleri tanimladi. 1913
yilinda Schilling-Torgau, Tiirk hematolog Hasan Resad Sigindi ile monositik
16semiyi ilk kez tanimladi(Scapini ve ark., 2016).

2.4.2. Akut Losemide Siniflandirma

Akut 16seminin orijinal FAB simiflandirmas1 1976'da Fransa, Amerika Birlesik
Devletleri ve Birlesik Krallik'ta bir grup hematolog tarafindan olusturuldu. Bu
smiflandirmada akut 16semiler morfolojik ve sitokimyasal boyama ve akim sitometri
ekspresyon ozelliklerine gore gruplandirilir. Elimizde bulunan yontemlerin

ayristirma giiciine gore diizenlenmekte olan simiflamalarin yeni yontemlerin
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bulunmasiyla zaman icinde giincellenmesi yada degismesi gerekebilir. Bu
degisikliklerin kimi zaman yontemin tanisal degeri ile kimi zaman da siniflamanin
prognostik degeriyle baglantis1 olmaktadir. Bu baglamda uzun zaman giincel kalmis
olan ve esas olarak rutin ve sitokimyasal morfoloji temellerinde bina edilmis olan
FAB simiflamasi yerini 2001 yilindan itibaren morfoloji yaninda immiinolojik ve
genetik verileri daha ¢ok kullanan World Health Organisation (WHO) siniflamasina
birakmistir(Bennett ve ark., 1976).

FAB siniflandirmasinda blastik hiicre sayisi %20 olarak kabul edilmis ve nadiren

goriilen 16semi tipleri de dahil edilmistir.
2.4.2.1. Smiflandirmada Sayisal Degerlendirme

Tim l6semi tiplerinde blastik hiicre proliferasyonu, kemik iliginde yeni olusan
saglikli hiicre sayisinda azalmaya yol acar. Bu nedenle kirmizi kan hiicrelerinin
azalmasma "anemi", trombositlerin azalmasina "trombositopeni", beyaz kan
hiicrelerinin azalmasina "noétropeni" denir. Akut 16semi, kronik 16semiden daha
belirgin bulgulara sahip olabilir. Tam kan sayiminda anormal beyaz kiire sayisi

degisebilir, anemi ve trombositopeni tespit edilebilir.
2.4.2.2. Smiflandirmada Morfolojik Degerlendirme

Anemi ve trombositopenti ile iligkili periferik kandaki blast hiicreleri, akut 16semiyi
kuvvetle diisiindiirtir. Beyaz kan hiicrelerini olusturan hiicrelerden tiiretilen
graniilositler ve monositler, zamanla kemik iliginde blast adi verilen geng
hiicrelerden olusur. Bu olgun hiicreler, mikroplarla savagsmak i¢in bagisiklik
sisteminde rol oynar. Akut miyeloid 16semide normal olgunlagsma siireci bozulur,

blast ad1 verilen geng hiicreler olgunlagsamaz ve kemik iliginde ve kanda birikir.
Blast Nedir?

Anemi ve trombositopeni ile iligkili periferik kandaki blast hiicreleri, akut 16semiyi
kuvvetle diisiindiirtir. Beyaz kan hiicrelerini olusturan hiicrelerden tiiretilen
graniilositler ve monositler, zamanla kemik iliginde blast adi verilen immatiir

hiicreleri olusturur.
Blastik Hiicrelerinin Bazi Ozellikleri

e Blastik hiicreler olgun hiicrelere gére daha biiytiktiir.
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e Bazi durumlarda; promiyelositler miyeloblastlardan daha biiyiiktiir,
megakaryositler megakaryoblastlardan ¢ok daha biiyiiktiir.

e Immatiir hiicrelerde hiicrenin biilyiik bir boliimii cekirdekten olusur ve
sitoplazma ¢ok dardir. Bu nedenle blastik hiicrelerde cekirdek sitoplazma
orani ¢ekirdek lehinedir.

e Blastik hiicrelerde ¢ekirdek kromatini ince agsi bir goriinlimde ve kromatin
kabalagmamustir.

e Niikleoller tek olabilir.

e Sitoplazma rengi farkl bir koyuluktadir ve bazofilik olarak boyanabilir.

e Boliinerek olgunlasan blastik hiicrelerde sitoplazmanin kapladig: alan artar ve
cekirdek kiigiiliir, niikleol yapilari kaybolur, bazi hiicre dizilerinde g¢ekirdek
topaklasir ve kromatin yapisi kaba bir hal alir. Blast hiicrelerin bu durumuna

ornek olarak AML blastlar1 gosterebiliriz(Leong ve ark., 1979). (Sekil 2.5.)

PERIFERIK YAYMA

Platelet Platelet
Red Cell
White Cell
- > =

g
.0
o BT

Sekil 2.5. Normal ve Blastik Hiicre Goriintisii(Arginine.umdnj.edu Sources from
beyond2000.com).

Notrofiller ve monositler gibi olgun hiicreler olusamadig: igin viicut mikroplara karsi
savunmasiz kalir. Kemik iliginde kirmizi kan hiicresi ve trombosit {retimi,
miyeloblastlarin anormal proliferasyonu nedeniyle bozulur. Bunun sonucunda

kansizlik ve trombosit sayisinda azalma meydana gelir(Lakshman & Finn, 2001).
2.4.2.3. Smiflandirmada Immiinoloji ile Degerlendirme

Bir hiicrede spesifik bir yapmin (=antijen) varligi, boyalarin/enzimlerin
immiinohistokimyas1 veya lrettigi proteine karsi yonlendirilen, floresan materyale

eklenen antikor ile immiinofloresan mikroskopi/akis sitometrisi yontemleriyle
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gosterilebilir. Bu yontemlerin diger yontemlere gore avantajlari, akig sitometrisinin
bazi dezavantajlar1 ve sakincalari olmakla birlikte akut 16semi alaninda 6nemli bir

yeri vardir.
2.5. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Beyaz kiirelerin bir kismi lenfositler tarafindan olusturulur lenfositlerin kemik
iligindeki Oncii hiicreleri lenfoblastlardir. Kemik iliginde B lenfoid onciillerinin
l6semik transformasyonu sonucu hem c¢ocuklarda hem de yetiskinlerde olusur. Akut
lenfoblastik 16semi, lenfoblastlarin olgunlagma siirecinin bozulur anormal hiicrelerin
kontrolsiiz olarak asir1 c¢ogalmalast ile gerceklesir. Losemik hiicre olarakta
tanimlanan bu anormal hiicreler asli gorevlerini yapamaz ve islevsizdirler. Hizla
cogalmalar1 nedeniyle normal hiicrelerin yerini alir ve fonksiyon kaybina yol agarlar.
Akut lenfoblastik 16semi ¢ocukluk doneminin en sik goriilen kanser tiiriidiir. Erkek
¢ocuklarda daha sik oldugu bildirilmistir. ALL ¢ocukluk ¢agi 16semilerinin % 80'i

iken, tiim erigkin 16semilerinde bu oran %20 ‘yi olusturur.

ALL patogenezinden genetik bozukluklar, kimyasal ajanlara maruziyet ve bazi
kromozom anomalileri sorumludur. Hastalik genellikle halsizlik, solukluk, kanama
ve ates gibi belirtilerle ortaya ¢ikar. Fizik muayenede lenfadenopati, hepato-
splenomegali, solukluk ve cilt dokiintileri goriiliir. Tanida fizik muayene, periferik
kan bulgulart ve kemik iligi incelemesi gereklidir. Blast hiicrelerinin morfolojik
incelemesi ve sitokimyasal boyamasi ile genellikle ALL akut miyeloid l6semiden
ayirt edilir. Bu yontemler hiicrenin immiinolojik alt tipini belirlemez, bu kapsamli
tanida gerekli bir husustur. Cogu 16semik hiicre, normal hematopoetik progenitorlerle
ayn1 6zellikleri paylasir. Gelisimsel olarak ilgili gen ekspresyon kaliplarini taniyarak,

16semik hiicreler normal olgunlasma dizilerine gore siniflandirilir(Greaves, 2006).
2.6. Akut Myeloblastik Losemi
2.6.1. Tamim

Akut miyeloid 16semi (AML) hematopoetik sistemin, kemik iligi kan olusumunun
bozulmast ve immatiir lokositlerin asir1 ¢ogalmasi ile seyreden malign bir
hastaligidir. Normal sartlarda, tim kan hiicreleri bir denge icerisinde kendilerini

yeniler ve kemik iliginde olgunlagma siireci gegirirler. AML blastlar1 bu siirecte
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beyaz kan hiicreleri olarak hizli ve kontrolsiiz ¢ogalmaya baslayarak kemik iligini,

periferik kan1 ve diger dokular1 kaplar(Burness, M.L, Sipkins, D.A. 2010).
AML blastlar1 WHOya gore

a. Sitogenetik anomalilerle seyreden AML,

b. Displazisi ile seyreden AML,

c.Sekonder AML ve MDS,

d. Tanim dis1 AML olmak tizere dort gruba ayrilarak degerlendirilmistir.

2.6.2. AML Sikhg, Insidansi, Risk Faktorleri

AML, en fazla goriilen 16semi tipidir, 40 yasindan itibaren AML orani yagla artis
gosterir. AML insidans1 orani, gelismis ve endiistriyel iilkelerde daha yogundur.
AML insidansi, cinsiyet ve irka gore degisim gosterir. AML bir¢ok iilkede
erkeklerde daha yaygindir. Ozellikle ABD’de erkek insidansi diger iilkelerden
yiiksektir. Kotii yondeki sitogenetik insidans yas ilerledikge daha olumsuz sonuglara

yol agar ve her bir sitogenetik risk grubunda tedaviye yanit yasla birlikte azalir.

AML ile baglantili genetik hastaliklar yiiksek risk faktorlerinin bagindadir. Genetik
bozukluklar ve konjenital defektler nedeniyle akut 16semi ortaya ¢ikma olasiligi
diger nedenlere gore 10 ila 20 kat fazladir. AML’li hastalarda ¢ok biiyiik oranda

kromozomal anomaliler saptanabir.

AML, hematopoietik multipotansiyel kok hiicre ya da yonlendirilmis hiicrelerin bir
seri somatik mutasyonuna bagl olarak ortaya ¢ikar. Kromozomal translokasyonlar
sonucu somatik mutasyonlar meydana gelir. Translokasyonlara bagli olarak
protoonkogenler aktif hale gelir. RAR, homeobox ailesi (HOX9, MLL (11923
lokiisiinde) vb. mutant genlere Ornek verilebilir. Bu birincil mutasyonlar AML
gelismesi i¢in yetmez. Hiicre proliferasyonunda artisa neden olan ikincil mutasyonlar
gerekir. Ozellikle ikincil 16semi gelismis veya ileri yas AML’li hastalarin %50-
80’inde sonradan gelismis klonal kromozom bozukluklar mevcuttur. AML
gelisiminde cevresel faktérlerde onemli oranda yer tutmaktadir. Iyonize radyasyona
direkt maruziyetinde tedavi amagli uygulanan radyasyonun AML riskini arttirdigi

tespit edilmistir. Cocukluk veya 20-30 yas doneminde tiimor nedeniyle tedavi olup
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lyilesenlerde, tedaviyle iliskili olarak myeloid 16semi gelisme insidansinda artis
gozlenmektedir. Yine tiimor tedavisi yada hematolojik malignite sonucunda yapilan
sitotoksik tedavide myeloid 16semiye sebebiyet verebilmektedir. Kronik olarak bazi
kimyasallara maruz kalmakta AML’ye yakalanma riskini artirmaktadir. Benzen
bunlardan en bilinenidir. Bununla birlikte sigara kullanmida 60-75 yas aras1t AML
gelisme oraninda artisa sebebiyet vermektedir(McLeod ve ark., 1993).

2.6.3. AML Subtipleri
2.6.3.1. AML MO (Minimal Farkhilasma Gosteren Akut Myeloid Losemi)

AML-MO blastlar1, olgunlasmamis ve agraniiler olarak tanimlanir ve siklikla belirli
bir hiicre soyunun morfolojik 6zelliklerinden yoksundur. AML olgularnin %3
kadarin1 olusturur. Sitokimyasal ve fenotipik kriterlere gore kategorize edilir.
Farklilasmamis blastlarda MPO negatiftir. Her ne kadar blastlar miyeloperoksidaz
(MPO) veya Sudan Black Boya (SBB) reaksiyonlar1 i¢in negatif olsa da, miyeloid
soy miyeloid ile iligkili isaretleyicilerin varligi ile tamimlanir. MO vakalarinin
birgogunda, erken hematopoez antijenleri CD34, CD38, HLA-DR ve miyeloid
antijenleri CD13, CD117, CD33 eksprese ederler. CD64, CD11b, CD14, CD15 gibi
daha olgun miyeloid farklilasma antijenlerini eksprese etmez ve T hiicre belirteci
CDT'yi eksprese edebilirler(Lee ve ark., 1987) Degisik hematopoetik dizelerin
farklilagsmalarinin CD45-SS grafiklerindeki izdiistimleri ile bu kokenlerden AML MO
blast popiilasyonu yerlesim bolgesi Sekil 2.6. de gosterilmektedir.
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Sekil 2.6. AML MO da blastlarin CD45 kapisinda yerlesimi

2.6.3.2. AML M1 (Olgunlasma Gostermeyen Akut Myeloblastik Losemi)

Graniil yapilar1 ve biiyiikliikleri AML MO ile benzerlik gosterir. AML vakalarinda
goriilme sikhigt %10-18 civarindadir. Miyeloblastlar az miktarda graniilositik
farklilagsma gosterirken kismen miyeloperoksidaz aktivitesi gosterirler. Blastlar biraz
graniillii olabilirler. HLA-DR, CD13 ve CD33 pozitif olmasina karsin CD34 ve
CD117 pozitifligi MO'dan daha azdir CD15’in ise kismi pozitifligi olabilmektedir
(Knapp ve ark.,1994). Degisik hematopoetik dizelerin farklilasmalarinin CD45-SS
grafiklerindeki izdiisiimleri ile bu kokenlerden AML M1 blast popiilasyonu yerlesim
bolgesi Sekil 2.7. de gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. AML M1°de blastlarin CD45 kapisinda yerlesimi
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2.6.3.3. AML M2 (Graniilositik Olgunlasma Gosteren Akut Myeloblastik

Losemi)

AML M2’de maturasyona bagli olarak blast graniilii belirgindir. AML M1°den farkl
blast yiizdesindedir. Blastlar CD45/SS myeloblast bolgesinde bulunurlar.M2 blastlar,
M1 blastlardan daha disiik CD34 pozitifligi, daha fazla CD15 pozitifligi ile
karakterizedir. Blastlarda MPO>%3 olmalidir. HLA DR, CD13, CD33 pozitifdir.
Lenfoid isaretleyicilerden CD19 pozitifligide gézlenmektedir(Kheiri ve ark., 1998).
Degisik hematopoetik  dizelerin  farklilasmalarimin  CD45-SS  grafiklerindeki
izdiisiimleri ile bu kdkenlerden AML M2 blast popiilasyonu yerlesim bolgesi Sekil
2.8. da gosterilmektedir.

CD45 KO / S5 INT
1000 :

A

300+

B0+

55 INT

400

2004

10° 10

CD45 KO

Sekil 2.8. AML M2°de blastlarin CD45 kapisinda yerlegimi

2.6.3.4. AML M3 (Akut Promyelositer Losemi, APL)

Morfolojik agidan degerlendirildiginde Hipergraniiler ve hipograniiler olmak iizere
olarak iki farkli blast tiirti mevcuttur. Akut promyelositik 16semi (APL), yetiskinlerde
AML'nin %5-8'ini temsil eder. Ortalama yas yaklasik 40'tir ve bu, AML'nin diger alt
tiplerinden (70 yas) olduk¢a genctir. HLA-DR negatiftir, CD13, CD33 ve CD15
pozitiftir. CD45ISS grafigindeki lokalizasyon bu iki M3 tipi blastlar1 birbirinden
ayiran en onemli farktir. (Sekil 2.9.A ve Sekil 2.9.B) Baz1 mikrograniiler tipteki M3
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blastlarda CD2 antijen pozitifligi mevcut olabilir. CD2 pozitifliginin beraberinde
HLA-DR negatifliginin oldugu M3 vakalarinda t(15;17) sitogenetik anomalisi
distiniilmelidir(Fitzgibbon & Ph, 1995).

A CD45 KO / SS INT B CD45 KO / S INT

SSINT

0 10 10° 10°
CD45 KO

Sekil 2.9. AML M3 Akim Sitometri CD45 Kapilamasi ve Mikroskop Goriintiisii

(A. Hipergraniiler AML M3 blast yerlesimi B. Hipograniiler AML M3 blast yerlesimi C.
Hipergraniiler AML M3 mikroskop goriinimii D. Hipogranil AML M3 mikroskop
goriinimil)

2.6.3.5. AML M4 (Myelomonositik losemi)

Myeloblastlar ve Monositik hiicrelerle birlikte bulunur. Non eritroid seri elemanlari
saylldiginda, %?20-80 oraninda monositik yapilandirmayla birlikte %20’yi asan
miyeloblast vardir. SB boyasi ve peroksidaz ile boyanabilirler. Miyelositik hiicreler

AML M2’ye benzerler. Periferik kanda monositoz olabilir. Akim sitometrik
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incelemesinde miyeloid antijen olan CD15 ile monositik antijen olan CD14 ve CD68
pozitiftir. Bunlara ilaveten CD11, CD13, CD33 ve 6nemli oranda HLA-DR dede
pozitiflik gdozlenmektedir. Degisik hematopoetik dizelerin farklilagmalarinin CD45-
SS grafiklerindeki izdiisiimleri ile bu kokenlerden AML M4 blast popiilasyonu
yerlesim bolgesi Sekil 2.10. da gosterilmektedir.
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Sekil 2.10. AML M4’de blastlarin CD45 kapisinda yerlesimi

AML M4Eo

Monoblastlar, orta ila yogun bazofilik olan bol sitoplazmali biyiik
hiicrelerdir. Daginik azurofilik graniiller ve vakuoller vardir. Monoblastlar dantelli
niikleer kromatine ve bir veya daha fazla baskin niikleollere sahiptirler. AML-M4'{in
bir varyant1 eozinofillerde artigsa sahiptir ve AML-M4Eo olarak siniflandirilir. CD2
pozitifligi M4 {in bir alt grubu olan M4 Eo i¢in ¢ok o6nemli bir bulgudur. M4Eo
varyant: inv (16) kromozomal anomalisi ile birlikte olup iyi prognostik 6zellik tasir.

Bu grup %16-25 oraninda goriiliir(Renato Bassan,ve ark.,2004).
2.6.3.6. AML M5 (Akut Monoblastik/Monositik 16semi)
Mb5a: (Farklilasmamis) Piir monoblastik Losemi

Mb5b: (Farklilasmis)

Akut monositik (monoblastik) 16semi (AML-MS5), l6semik hiicrelerin %80 veya daha
fazlasinin monositik soydan (monoblastlar, promonositler ve monositler) oldugu

miyeloid 16semi olarak tanimlanir. Losemik hiicreler siklikla bigimsiz olup
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sitoplazmalarinda ¢ok az ince graniiller igerir ve psddopod ve sitoplazmik
vakuollerle diizensiz smnirlar gosterebilen bol sitoplazmaya sahiptirler. Cekirdek
¢ogunlukla kivrimli olup 1-4 adet biiyiik niikleolus igerirler. Sitokimyasal boyanma
olarak NSE ve PAS boyanirlar. AML M4 ile karisabilirler. Akim sitometride CD14
ve CD68 ekspresyonu vardir. 11g23 MLL gen yeniden diizenlenmesi ve t(9;11) ile
birlikte olabilir. Goriilme siklig1 %12-23 arasinda degisir ve kotii prognoza sahiptir.

Sekil 2.11°de M olarak belirtilen iki popiilasyon monoblasttir.

CD45 KO 7/ 55 INT

1000 A

800

600

55 1M1

400

10° 10 10° 10°
CD45 KO

Sekil 2.11. AML M5’de blastlarin CD45 kapisinda yerlesimi

2.6.3.7. AML M6( Akut Eritro Lésemi)

Eritro 16semi ya da "akut Di Guglielmo sendromu olarak da isimlendirilir. Miyelo
proliferasyonun eritrosit Onciillerinden oldugu az goriilen akut miyeloid losemi
(AML) seklidir. KI ve periferik kanda bol miktarda atipik, megaloblastik goriiniimde
eritroblastlar hakim durumdayken, sonrasinda miyeloblastlar ortaya ¢ikar ve artarak
hakim duruma gelir. M6 veya eritrolosemi teshis edilmesi gii¢ bir 16semi
tipidir. Cekirdekli kemik iligi hiicrelerinin %30-50'sinden fazlas1 anormal ¢ekirdekli
kirmiz1 kan hiicreleridir. Nadiren goriilen ve iy1 karakterize edilememis l6semi
tipidir. Siklikla infantil donemde goriiliip %1-3 oraninda izlenirler. CD45/SS
grafiginde eritroid hiicrelerle karismis ya da az {izerinde konumlanirlar.(Sekil 2.12.)
CD235a (glikoforin A) pozitifligi vardir. Fakat normal eritroid hiicrelerde de
CD235a pozitifligi ¢ok parlak oldugundan, metod iizerinde dikkatli olunmalidir
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neticede CD34 pozitif hiicreler tizerinde CD235a pozitif olup olmadigi kontrol
edilmelidir.
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Sekil 2.12. AML M6’da blastlarin CD45 kapisinda yerlesimi

2.6.3.8. AML M7 (Megakaryo-blastik Losemi)

Non eritroid seriden kaynaklanan hiicrelerin %20°den fazlasi megakaryoblastlari
olusturur. Megakaryoblastlar miyeloperoksidaz enzimi yoniinden fakir ve PAS
pozitif ozelliktedir. Morfolojik olarak ALL-L2 ile benzesebilir. Akim sitometride
yiizey belirtegleri ile izlenir. Periferik kanda blastik hiicre sayisi az ve organ
infiltrasyonu nadirdir. Miyelofibrozis tablosu bu hastalarda izlenebilir. Bu nedenle
KI aliminda giigliik yasanir. Down sendromlularda artmis olup, bir yasin altinda sik
gortliir. Sikligr %4-8 oraninda degismektedir. Megakaryoblastlar tipik olarak CD61
ve CDA4l'in parlak ifadesini gosterir. Asir1 yorumlamayr onlemek icin dikkatli
olunmalidir(Parker, 1988).

2.7. Akut Losemilerde Tam

Kan hiicrelerinin iiretim siireci bir diizen igerisinde kemik iliginde ve timiis ta belirli
mikro g¢evrelerde gergeklesir ve bu hiicreler, islevsel bir bicimde doku ve organlara
gonderilir. Siire¢ esnasinda bir hiicreden kaynaklanan malign hiicrelerin ¢ogalmasi
sonucu tretilen hiicreler morfolojik ve fonksiyonel olarak normal dig1 baz1 6zellikler
gosterirler. Bu gibi ipuglar1 degerlendirilerek, klinik siipheler dogrulanmaya ve
hastalardaki malignitenin tipi/alt tipi tanimlanmaya c¢alisilir(Kamu Hastaneler
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Kurumu Demirci Devlet Hastanesi ve ark., 2015). Akut 16semi kendisini agirlikli
olarak kemik iligi yetersizliginin belirli bariz bulgulartyla gosterir. Bunun i¢in kan
saymminin degerlendirilmesi ve kemik iliginin morfolojik olarak incelenmesi en
oncelikli asamalardir. Buradan elde edilen bilgilere dayanarak histokimyasal
boyama, konvansiyonel sitogenetik ile FISH vb.genetik, PZR (polimeraz zincir
reaksiyonu) vb. molekiiler yontemler kullanilarak tani konulmaya ¢aligilir. Rutin
boyama ve sitokimyasal incelemeler akut 16semi tanisinda kimi olgularda yardimci
olabilecegi gibi kimisinde de siiphe giderilememekte ve malignitenin alt tipinin tanisi
konmasinda yardimci olamamaktadir. iste bu noktalarda, immiinolojik tekniklerin

kullanildig1 yontemler 6n plana ¢ikmaktadir.

Yeni tan1 alan akut 16semilerin koken iligkisinin belirlenmesinde multiparametreli
akim sitometri kullanilir. Bircok belirte¢ icin genellikle kullanilan 6lgiit, 16semik
hiicrelerin sundugu belirtecin % 20 veya daha fazla olmasidir. Secilmis belirtecler
CD3, MPO, TdT, CD34, CDI117 i¢in alt sinir %10 olarak kabul gérmektedir.
Minimal farklilasma gosteren AML, kokeni belirlenemeyen akut 16semi veya akut
megakaryoblastik ldsemi tanisini koymada immiinofenotipleme sarttir. Vakalarin
cogunda erken hematopoez ile iliskili antijenler CD34, CD38 ve HLA-DR
saptanirken erken myeloid ve monositik matiirasyon belirteglerin olmayabilir. MPO
sitokimya tarafindan negatif saptandiginda, blastlarin en azindan bir béliimiinde akim

sitometri pozitif olabilir(Reyes M, 2002).

AML tanisi i¢in, immiinofenotipik ¢alismalar yapilirken 6zellikle CD3, CD7, CD13,
CD14, CD33, CD34, CD64, CD117, sitoplazmik MPO ve HLA-DR belirteglerine
bakilir. Lenfoid hiicrelere ¢ok 6zel cCD3 ve cCD79a gibi yiizey belirteglerinin olup
olmadig1 gosterilmelidir. Immiinofenotipik calismalarda blast oranmi belirlemek
amaci ile CD45, CD34 veya CD117 kullanilir(Li Z, Li L. 2006). Tekrarlayan genetik
anormallikleri olan bazi AML’ler, karakteristik immiinofenotipik 6zelliklere sahiptir.
Ornegin t(8,21) ile birlikte olan AML’ler, lenfoid marker olan CD19’u siklikla
eksprese ederken CD7 ve CD 56’1 belirteclerini daha az eksprese ederler. inv(16) ile
birlikte olan AML’ler T-koken iliskili CD2 eksprese ederler. NPM1 mutasyonu ile
birlikte olan AML’ler CD33 siklikla sunarken, CD34 ya hi¢ sunmazlar ya da daha az
siklikta sunarlar(Gurman, G,ve ark.1995).
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CD45 disiik blastlar1 diger 16kositlerden ayirt etmek zor ve karmasiktir (Sekil
2.13.°de sol uist siradaki grafikler). Graniilositler blastlarla karisir ve ayrica lenfositler
ve blastlar arasinda bir siireklilik vardir. CD34, miyeloid blast popiilasyonunun ayirt
edilmesini saglar (Sekil 2.13°de {ist sira, sag grafikler, CD34: koyu mavi noktalar,
arka kap1) CD34" hiicreleri CD19™dir ve alisilmadik bir heterojen CD10 modeli (alt
sira, soldaki grafikler) ifade eder. Miyeloperoksidaz ekspresyonu zayiftir ancak kesin
olarak pozitiftir ve sitoplazmik CD79, normal B hiicreleriyle benzer bir diizeyde
pozitiftir (Sekil 2.13’de alt sira, sag grafikler). SSC, yan dagilim. Nétrofiller; kirmizi;

monositler yesil; lenfositler pembe; blastlar agik mavi(Porwit & Béné, 2015).
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Sekil 2.13. AML subtiplendirilmesinde akim sitometrik kapilama ile blast tayini(Porwit &
Béné, 2015).

2.8. Myeloperoksidaz (MPO) Enzimi

MPO, insan notrofillerinin ve monositlerinin birincil azurofilik graniillerinde
bulunan, demir igeren, inflamatuar yanitlarinda yer alan miyeloid hiicrelerin en
yaygin fonksiyonel bir enzimidir. MPO enzimi 17. kromozomun uzun kolunda
yerlesik MPO geninde kodlanir. Miyeloperoksidaz (MPO), iki adet 60 kD agir iinite
ve iki adet 12 kD hafif liniteden olusan heterotetramerik bir proteindir. Hem benzeri
demir igeren bir protez grubu, her agir alt birime kovalent olarak 4 veya 5 yliksek

mannoz oligosakarit yan zincirileri vardir.

Bir lizozomal enzim olan MPO, nétrofil solunum patlamasi sirasinda hidrojen

peroksit ve kloriir anyonundan gii¢lii bir mikrobisidal ajan olan hipoklordz asit
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tiretimini katalize edebilir. MPO'nun, hiicrenin kuru agirliginin %5'ini olusturur ve
graniilomonositik farklilagmaya bagli hiicrelerde segici olarak eksprese edilir.
Miyeloperoksidaz enzimi akut miyeloid ve lenfoblastik 16semiler arasindaki ayirt
edici unsurdur (Klebanoff, 2005) (Bennett ve ark., 1976). FAB MO tipi akut
miyeloblastik 16semilerde 151k mikroskopisi ile negatif miyeloperoksidaz reaksiyonu
ve miyeloid antijenleri eksprese eden erken bir miyeloblast goriiliir. Geleneksel 151k

mikroskobu yontemleriyle blast hiicrelerinde MPO aktivitesini géstermek zordur.

MPO, diger reaktif enzimlerde dahil olmak {izere noétrofilin graniil igeridi,
fagolizozom veya hiicre digi bosluga salinarak mikroplar ve tiimor hiicreleri igin
sitotoksik bir ortam yaratir. Monositler notrofillerin yalnizca tigte biri kadar MPO
aktivitesine sahiptir. Notrofillerin oksijene bagimli konak savunma sistemindeki
merkezi roliine ek olarak, MPO'mun ayrica kemoatraktan formil metionil 16sil
fenilalanin ve ayni1 zamanda kemoatraktani inaktive eden oto oksidanlar iireterek

inflamatuar yanitin ¢esitli yonlerini degistirip diizenledigi disiiniilmektedir.

Monoklonal antikorlarla akim sitometrik analizi ile MPO 0oncii proteininin tespiti,
akut losemilerin %S5'inden daha azini olusturan akut siniflandirilamayan 16seminin
soyunun belirlenmesi ve kesin teshisi i¢in esastir. Sitokimyasal tahlil ile MPO negatif
blastlar, AML-MO0 vakalarinin %20-40"'nda MPO monoklonal antikorlari i¢in pozitif
olabilir, bu da anti-MPO antikorlarinin MPO'nun enzimatik olarak aktif olmayan
oncii formlarimi taniyabilecegini diisiindiiriir. MPO, enfeksiyona karsit savunmadaki
biyolojik dnemine ek olarak, yiiksek doku 6zgiilliigii nedeniyle 6zel ilgi gormektedir;
normal ve Idsemik grantilositlerde deg§isken fakat genellikle biiyiik miktarlarda

bulunur ancak lenfositte yoktur.(Sekil 2.14.)
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Sekil 2.14. Myeloperoksidaz protein sentezinde yeralan ardigik adimlar(Khan ve ark.,2018).

Miyeloperoksidaz, akut miyeloid soyunun ayirt edici bir enzimidir. .Sitokimyaya
dayali Amerikan-Ingiliz grup kilavuzlari, kemik iligi yaymalarinda MPO pozitif
blastlarin % 3 varligmm1 16semi MPO pozitif olarak adlandirmak igin yeterli
bulmustur(Fuda & Chen, 2014). EGIL grubu tarafindan ise %10 esik kabul
edilmistir(Bennett ve ark., 1976).

2.9. Myeloid Sistemin Degerlendirilmesinde izlenecek Yéontemler
Myeloid sistemin degerlendirilmesi ii¢ temel mekanizma ile yapilir:

1. Sayisal Degerlendirme

2. Morfolojik Degerlendirme

3.Akim Sitometri ve immunolojik degerlendirme

2.9.1. Sayisal Degerlendirme

Myeloid seri 6geleri olan noétrofiller ve monositlerin CBC (Cell blood counter)
otoanalizdr cihazlan ile &lgiilerek degerlendirilmesi yapilir. Once mutlak nétrofil
sayist degerlendirilirek ndtrofil fazlaligi ya da azligir kontrol edilip nétropeni ve
noétrofili ekarte edilir. Notropeni, noétrofil sayisinin diismesidir. Notropeni hafif, orta

ve agir notropeni olarak 3 ayr sekilde tanimlanmaktadir.
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Agir nétropeni: Mutlak nétrofil sayis1 <500/mm3
Orta notropeni: Mutlak nétrofil sayis1 500-1000/mm3
Hafif nétropeni: Mutlak nétrofil sayis1 1000-1500/mm3 olarak tanimlanir

Notropeni, ailesel ya da edinsel ndtropeni olabilir. Notrofilin yiiksekligi ile seyreden
durumlarda konjenital olarak; Ciddi konjenital nétropeni (Kostmann Sendromu),
kronik benign nétropeni, Schwachman Sendromu, Barth sendromu gibi hastaliklarda
olur. Edinsel nétropeni Felty Sendromu, Aplastik anemi, T-ylenfositoz, Sagli hiicreli
l6semi, Miyelodisplastik sendrom, Akut losemiler vb. hastaliklarda ortaya cikar
(Manuaba, 2007). Notrofili ise notrofil sayisindaki artis olmasidir. Lokosit sayisi
<11000 h/uL iken nétrofil sayist >7700h/puL dir. Noétrofiliye sebep olan durumlar,
enfeksiyonlar, Inflamatuar bozukluklar, akut stres, agir fiziksel egzersiz, inme, doku
hasari, nekroz,: cerrahi, yanik, travma, miyokard enfarktiisii, hipertermi,
Hodgkinlenfoma ve diger maligniteler, Metabolik bozukluklar: Diyabetik ketoasidoz
vb.olabilir.

2.9.2. Morfolojik Degerlendirme

Periferik yaymanin boyanmasi mikroskop ile incelenerek yapisal bozukluk var mi1
arastirtlmas1 ve ihtiya¢ duyulmasi durumunda da fonksiyonel bozukluklar varsa
fonksiyonel analiz yontemlerine yonlendirilmesi, Ozellikle karakterizasyonunun
belirlenmesi i¢in myeloid hiicrelerin blastik karakter olup olmadiginin arastirilmasi
yoniinden akim sitometrik tayin yapilmast AML gibi 16semilerin tanimlanmasini

saglar. Bu gibi blastik bozukluklar ve diger patolojiler ekarte edilir.
2.9.3. Akim Sitometri ve immunolojik degerlendirme

Akim sitometri, hiicre siispansiyonu halindeki sivilarin bir akis kanali boyunca tek
hiicre seviyesinde lazer 6niinden gegerken yansiyan foton enerjisinin 6l¢iimiine bagl
olarak hiicrelerin biiyiikliik, granularite ve floresans Ozelliklerine gore hiicre
popiilasyonlarini, organelleri veya benzer Ol¢lide partikiilleri kantitatif olarak
aragtirma imkani sunan bir cihazdir. Akim sitometri, siispansiyon halindeki
hiicrelerde yiizey antijenlerinin belirlenmesi, B ve T hiicre alt gruplarinin tayini,

l6semi ve lenfoma tiplemesi, DNA analizi, ndétrofil fonksiyonlari, hiicrelerin
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fonksiyon ozelliklerinin belirlenmesi, hiicre i¢i sitokin tayini ve kromozom analizi

gibi ¢ok genis bir alanda kullanilmaktadir.

Akim sitometride temel kisimlar; akiskan sistemi, hidrodinamik odaklama ile
ornegin tek tek lazer demetinin Oniinden sabit bir akis hiziyla diizenli gegmesinden
sorumludur. Laserler, farkli dalga boyunda 1s1k verirler. Optik sistem, ileri ve yana
sacilma i¢in blazer 1511 ayarlar, farkli detektorlere farkli isinlarin ulagmasina izin
verirler(Baumgarth&Bigos, 2004). Dedektorler, optik sistem tarafindan ayrilmis olan
farkli 1sinlarin elektronik olarak algilanmasi ve degerlendirilmesini yapar. Elektronik
ve bilgisayar sistemi, detektorlere gelen elektronik bilginin degerlendirilmesi ve
bilgisayar tarafindan analiz edilerek kullaniciya sunulmasi yapilir. Analiz sonunda
elde edilen verilerin ileri yontemlerle degerlendirilmesi miimkiindiir(Wilkins ve ark.,
2001).

Viicut sivilart dogal olarak siispansiyon halinde oldugundan kullanima hazirdirlar
ancak taze ve fikse edilmis solid dokularla ¢alismak i¢in bunlarin g¢esitli yontemlerle
slispansiyon haline getirilmesi gerekir. Siispansiyon halinde hazirlanan hiicreler
analiz i¢in floresan isaretli Monoklonal antikorlar ile dogrudan ya da dolayli olarak
isaretlenir. Sistem floresan yogunlugu 6l¢iimii prensibine dayali oldugundan isaretli
hiicrelerden floresan1 agiga cikaracak giic kaynagi olarak lazer kullanilir. Bu kaynak
argon, kripton, helium-kadmium, helium-neon veya daha yiiksek yogunluktaki 1gik

kaynaklar1 kullanilir.

Akan hiicre dlger siispansiyon halindeki hiicrelerin biiytikliik ,floresan yogunluguna
bagli olarak granularitesine gore tek hiicre seviyesinde kantitatif 6l¢lim yapan bir
sistemdir.Siispansiyon  halindeki  hiicreler hava basinct ile sivi iginden
gecirilir.Stvinin ¢ok hizli akis1 yiiksek bir hidrostatik basing olusturur ve bu basingla
hiicreler cam veya quartzdan yapilmis (flowcell) akis kabinine gelirler.Bu kabinin
geometrik sekli ve sivinin laminar akisi hiicrelerin tek bir sira halinde lazer kaynagi
oniinden geg¢isini saglar. Tek hiicre olarak lazer kaynaginin oniinden gegen floresan
isaretli hiicrelerin analizi i¢in sistemde; forward scatter(FS), sidescatter(SS) ve
floresan (FL-1,FL-2,FL-3,FL-4 vb.) dedektorleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.15. Akim Sitometri Cihazinin Calisma Prensibi(Olson ve ark. 2005).

2.9.3.1 Akim Sitometrinin Avantajlari

Akim sitometri teknigi hizhidir, saniyede binlerce partikiil sayimi yapabilir.
Yiiksek duyarlilikla analiz yapma imkan1 saglar. Her bir dalga boyunu yada her
bir partikiil boyunun ayr1 ayr1 sayilabilir.

Tek tip mikro kiireciklerin 151k sac¢ilimi1 ve floresan Ol¢limleri ig¢in varyasyon
sabiti (CV=standart sapma/ortalama); %1 kiigiiktiir. Yani dogruluk {ist
diizeydedir.

Akim sitometrinin en 6zgln avantaji, herhangi bir optik karakteristige veya
bunlarin kombinasyonlaria bagli olarak hiicreleri fiziksel olarak birbirlerinden
ayirabilir. Boylece daha ileri analizler yapabilmek i¢in, spesifik hiicrelerin saf
orneklerini elde etmek miimkiin olur(Olson ve ark. 2005).

Akis hizina bagl olarak yiiksek hizli analizler (100.000 olay / seg) yapilabilir.
Coklu parametrelerle eszamanli analizler yapilabilir ve kiiciik popiilasyonlar
tanimlanabilir.

Tasinabilir ekipmanlar olduklari i¢in kullanim kolaylig1 vardir(Stauber ve ark.,
2002).

2.9.3.2 Akim Sitometrinin Dezavantajlari

Hiicrelerin gevreleriyle olan iligkilerini gézlemek miimkiin olmayabilir.

T hiicreden zengin lenfomalarda az bir monoklonal B hiicre klonunun

tanimlanmas1 miimkiin olmayabilir.
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* T hiicreli lenfomalarin aberan bir antijen (6rnegin bir pan T hiicre belirleyicinin

kaybi/azalmasi) bulundurmadiklar siirece taninmast miimkiin olmaz.

» Aberan bir T hiicre immunfenotipi, her zaman bir malignite gdstergesi olmayip;
enfeksiyozmononiikleoz, reaktif dermatoz, enflamatuvar hastaliklarda da
goriilebilir.

» Akis sitometrisi teknigi hiicrelerin sivi akisindan gegirilmesini gerektirdiginden

dolay1 analizi sadece hiicre slispansiyon ¢ozeltileriyle sinirlidir.

* Hodgkin hastaliginda neoplastik hiicre sayisinin az olmasi nedeniyle de tanida

ASM kullaniminin bir faydasi olmaz.

* Dezavantajlar1 nedeni ile ASM sonuglarinin daima 11k mikroskobu verileri ile
birlikte degerlendirilmesi gerekir. Klinik veriler, molekiiler/sitogenetik
caligmalar da verilerin degerlendirilmesinde yardimer olan unsurlardir. ASM,
morfolojik olarak siiphelenilen ¢esitli hastaliklar1 dogrulamakta, hastalik alt
tiplerinin belirlenmesinde, ayirict tanida segenekleri azaltmada kullanilabilir.
Bazi durumlarda morfoloji bilinmese de tamisal degerlendirmelerin

yapilabilecegi savunulmaktadir.

Sekil 2.16. Akim Sitometri Cihaz goriintiisii,

Immiinoloji laboratuvari, Erciyes Universitesi Tip fakiiltesi, (Cihaz; Beckman Coulter,
Navios, 2022)
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2.9.4. Losemilerde Akim Sitometri ile Immiinfenotipleme

Akut 16semide hiicre yiizey antijenleri ve sitogenetigin 6neminin anlasilmasi ve FAB
smiflandirmasmin  yetersiz ~ oldugunun  gdzlemlenmesiyle akut Idseminin
immiinolojik smiflandirmalart (MIC ve EGIL) giindeme gelmistir. "EGIL
siniflandirmasinda” (Avrupa Losemi immiinolojik Siniflandirma Grubu), AML’ler
iki veya daha fazla miyeloid belirteg (MPO, CD13, CD33, CDw65, Cdl117)
ekspresyonu ile tanimlanir, akut lenfoblastik l6semiler de B-l1 pro-B hiicreli, B-1l

common-B hiicreli ve B-111 pre-B hiicreli olarak 3 alt gruba ayrilmistir.

Blastlarin morfolojik incelemesi, ilgili soya yalnizca kismi bir yaklagim
sagladigindan, soy atamasi immiinofenotiplemenin ilk hedefidir. Akut miyeloid
16semi (AML) ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) en sik goriilenler olmasina ragmen,

tiim hematopoetik soylarin tayinide miimkiin olabilmektedir.

Immiinofenotipleme, taze hiicreler gerektirir ve sonuclar kemik iligi
orneklemesinden sonraki saatler i¢inde alinabilir. Taze kemik iligi antikoagiilan ile
dikkatlice karistirilmali ve oda sicakliginda hizli bir sekilde akim sitometri
laboratuvarina nakledilmelidir. Burada, 16kosit farklilasma antijenlerine kars1 birkag
monoklonal antikor, tek veya cok renkli boyama yontemleriyle tiim kemik iligi
numunelerine uygulanir. Incelenen farklilasma antijeninin ekspresyonu dort farkls

amacla yapilir;

1-Soy tayini i¢in

2-Bifenotipik akut 16semiyi saptamak

3-Mevcut immiinofenotipik siniflandirmalart uygulamak

4-Hastanin takibi i¢in faydali anormal belirtecler veya paternler tasarlamak igin.

Notrofilik olgunlasma basamaklarinda hiicreler blast, promiyelosit, miyelositler,
metamyelositler, bantlar ve olgun noétrofil asamalarimi  gegirir. Olgunlagsma
basamaklarinda farkli yilizey belirteclerinin ekspresyonu gerceklesir. Promiyelositik
asamada CD34 ve HLADR ekspresyonunun kaybi; miyelosit asamasinda CD117
ekspresyon kaybi, miyelosit asamasinda CDI11b ve CDIllIc ekspresyonunun
edinilmesi ve olgun nétrofillerde CD10 ekspresyonu olur(Wood, 2004). Hiicreler geg
miyelositlere ve metamiyelositlere olgunlagtikca CDI11b yogunlugu artar (aym
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zamanda CD4 ekspresyonu kaybolur). CD64, metamiyelositler yoluyla
promiyelositler tarafindan eksprese edilir. CD13 ve CD33, olgunlagsmanin tiim
asamalarinda eksprese edilir; CD13 blastlar ve nétrofiller tarafindan parlak sekilde;
metamiyelositler tarafindan zayif bir sekilde eksprese edilir. Hiicreler daha
olgunlastikga CD33 ekspresyonunun yogunlugunda azalma olur. Metamiyelositler,
hiicreler olgun nétrofillere dogru gelistikge CD10 ve CDI16'y1 eksprese etmeye
baslar. Olgun myeloid hiicreler CD11b,CD10, CD16 ve CD15 belirteglerini parlak

sekilde ekprese ederler.

Akim Sitometride Kullanilan Monoklonal Antikorlarin Ozellikleri

CDA45:Lokosit ortak antijeni olarak bilinir ve 180-240 Kd’lik bir glikoproteindir.
Olgun eritrositler ve trombositler hari¢ tiim hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen
CD45 trans-membran glikoprotein yapisinda olan bir tirozin fosfatazdir ve hiicrenin
aktivasyon diizeyine gore 5 izoformu bulunur. Biitiin hematopoetik hiicrelerde anti-
CD45 antikoru ile degisik diizeylerde ekspresyon izlenir. CD45 hiicrelerin
hematopoetik kokeni ayirmada kullanilan en yararli belirteglerden biri olarak kabul
edilir(Avcilar et al., 2014).

CD13: 150-170 kD tip Il bir transmembran glikoproteinidir. Bu ¢inko
metalopeptidaz, graniilositler, miyeloid progenitérler, endotelyal hiicreler, epitelyal
hiicreler ve graniiler lenfoid hiicrelerin alt kiimesi tizerinde bir homodimer olarak

ifade edilir. Trombositlerde veya eritrositlerde ifade edilmez.

CD33: 67 kD tip | bir transmembran glikoproteinidir. Miyeloid progenitorler,
monositler, graniilositler, dendritik hiicreler ve mast hiicreleri ilizerinde eksprese
edilen bir sialoadhesion immiinoglobulin siiper ailesi iiyesidir. Normal trombositler,
lenfositler, eritrositler ve hematopoietik kok hiicrelerde CD33 yoktur. CD33,
karbonhidrat/lektin baglama aktivitesine sahip sialik aside bagimli hiicre yapisma
molekiilii olarak islev gortir.
CD34: Yaklasik molekiiler agirligi 105-120 kD olan bir tip I monomerik sialomusin
benzeri glikofosfoproteindir. Hematopoietik kok/progenitdr hiicrelerin, kemik iligi
stromal hiicrelerinin, kilcal endotel hiicrelerinin, embriyonik fibroblastlarin ve bazi
sinir dokularinin ¢ogunda segici olarak eksprese edildiginden, CD34 insan
hematopoietik kok/progenitor hiicrelerini tanimlamak icin yaygin olarak kullanilan
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bir belirtegtir. Enzimatik boliinmeye karsi farkli duyarliliga gore, dort grup CD34
epitopu tarif edilmistir. CD34, L-selektin ve E-selektin ligandlarina baglanma
yoluyla hiicre yapismasina ve lenfositlerin hedeflenmesine aracilik eder. Akut
miyeloid 16semilerin yaklasik %40't ve B oncesi akut lenfoblastik 16semilerin %65'i
CD34 eksprese ederken, akut T-lenfoid 16semilerin yalnizca %1-5'i CD34 pozitiftir.
CD117: c-kit ve kok hiicre faktor reseptorii (SCFR) olarak da bilinen 145 kD'lik bir
immiinoglobulin st aile tiyesidir. C-kit ligandini (gelik faktorii, kok hiicre faktorii ve
mast hiicre biiyiime faktorii olarak da bilinir) baglayan bir transmembran tirozin-
kinaz reseptoriidir. CD117, hematopoietik kok hiicreler (multipotent hematopoietik
kok hiicreler, miyeloid ve/veya eritroid soylarina bagl progenitorler ve T ve B hiicre
onciileri dahil), mast hiicreleri ve akut miyeloid 16semi (AML) hiicrelerinde eksprese
edilir. CD117'nin ligandi ile etkilesimi, hematopoietik kok hiicrelerin gelisimi igin
kritik 6neme sahiptir.

HLADR: 36 kD a (agir) zincir ve 27 kD B (hafif) zincirden olusan bir heterodimerik
hiicre  ylizeyi glikoproteinidir. B hiicreleri, aktive edilmis T hiicreleri,
monositler/makrofajlar, dendritik hiicreler ve diger profesyonel olmayan APC'lerde
eksprese edilir. CD3/TCR kompleksi ve CD4 molekiilleri ile birlikte HLA-DR, CD4
T hiicrelerine etkili peptit sunumu igin Kritiktir(Hla-dr, 2020).

MPO (Myeloperoksidaz): iki 60 kD agir zincir ve iki 12 kD hafif zincirden olusan
heterotetramerik bir proteindir. Bir lizozomal enzim olan MPO, nétrofil solunum
patlamasi sirasinda hidrojen peroksit ve kloriir anyonundan giiglii bir mikrobisidal
ajan olan hipoklor6z asit iretimini Katalize eder. MPO, nétrofillerin inflamatuar
yanitlarinda yer alan 6énemli bir enzimdir. MPO, olgun nétrofil ve monositlerin
azurofilik graniillerinde lokalizedir ve ayrica bazi akut miyeloid 16semi altiplerinde

blastik hiicrelerinde eksprese edilir.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. GERECLER
3.1.1. Alet ve Cihazlar

Akim Sitometri Cihaz1 (Beckman coulter NAVIOS, 3 LAZER / 10 RENK, USA),
Niive NF 800R Model Santrifiij Cihazi, Vorteks Cihaz1 (Scilogex MX-S),+2-8 °C
Buzdolabi(Profilo,07.073603.13315.007), ISOLAB 10-100ul otomatik pipet, DLAB
100-1000 pl otomatik pipet, ISOLAB pipet uglari(10-100 pl, 100-1000 pl), 12x75
mm test tiipii(Falcon TMpolistiren test tiipleri), Hiicre Siizgeci 40 ul Nylon, ISOLAB

mekanik siire 6l¢er

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Hiicre yikama islemlerinde kullanilan Isoflow (BC,8546859), Akim sitometre cihazi
yikama soliisyonu Clenz (BC,8448222), Optilyse C Lysing Solution (BC,A11895),
Intraprep Permeabilization Reagent

3.1.3. Calismada Kullanilan Monoklonal Antikorlar

Anti-human CD45-PC7 (IM3548), Anti-human CD45-KrO (B36294), Anti human
CD13-APC (A87783), Anti-human CD33-PC5 (IM2647), Anti-human CD34-PC7
(A21691), Anti-human CD117-APCA750 (B92450), Anti-human HLADR-PB
(B36291), Anti-human MPO-PE (B36288) (Beckman coulter, USA).

3.2. Deneysel yontem
3.2.1. Hasta Orneklerinin Eldesi

Calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji laboratuvar1 biinyesinde

bulunan Akim Sitometri Laboratuvar’inda yiriitilmistiir.



3.3. Akim Sitometrik Analiz Uygulamalari
3.3.1. Akim Sitometrinin Hazirlanma Asamasi

Akim Sitometri Cihazi (Beckman coulter Navios EX) cihazinin 6nce kompresorii
daha sonra bilgisayar1 agilir. Sonra Cytometer on tiklanarak cihazi aktive edilir.
Cihaza yikama tiipleri verilir ve agilis yikamasi yapilir daha sonra lazer ayarlarim
kontrol etmek amaciyla flow check boncuklari cihazdan gegirilir bunun neticesinde
cthazimiz hiicre gecirme islemine hazir hale gelir. Cihazda 6nceden hazirlanmis olan
ve her kullanimda optimize edilen hiicre okuma protokolii / paneli kullanilarak
hiicresel verilerin analizi yapilir. Hiicresel verilerin elde edilmesinden sonra hiicresel
verilerin  kaluza programi kullanilarak analiz edilmesi ile Olglim islemi

sonuclandirilir.

3.3.2. Akim Sitometri Ornek Hazirlama Islem Basamaklar

Her bir hastadan alinan 100 uL kan 6rnegi ayr1 akim sitometri test tiiplerine eklendi.

Her bir 6rnek igin 2 test tiipti kullanildi.

1.Tipe CD14-PE, CD16-ECD, CD33-PC5.5, CD34-PC7, CD13-APC, CD117-
APCAT750, HLADR-PB, CD45-CO markerlar1 5 ‘er pL eklendi.

2.Tipe MPO-PE, CD45-PC7 markerleri 5 ‘er pL eklendi

Her bir 6rnek sayis1 kadar akim sitometri tilipii hazirlandi. 1. tiipte yiizeyel boyama 2.
tiipte ise hiicre i¢ci boyama yapildi yani belirtegler permabilizasyon (hiicrenin briit
morfolojisini etkilemeden zarda delikler agma) isleminden sonra eklendi. 1.tiipe
belirtecler eklendikten sonra 100 pL kan ornegi eklendi, 2.tiipe ise 100 uL kan
ornegi eklendikten sonra hiicre zarin sabitleyen soliisyon 1 eklendi ve vortex yapildi.
Daha sonra 20 dk. inkiibasyon islemi uygulandi. Her bir 6rnekten alinan 100 pL kan
Oornegi Tlzerine 1.tlipte lysing solisyonundan 0,5 mL, 2.tiipte ise antikor
eklenmesinden sonra permabilizasyon soliisyonundan 100 uL eklendi ve her iki tiipte
de elde edilen karigim karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 1. tiipteki
ornege 2 mL hiicre yikama soliisyonu eklenerek, 2.tiip ise ekleme yapmadan
dogrudan oda sicakliginda 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Her iki tiipte de {ist
faz uzaklastirildi. 1.tlipte aymi islem {i¢ kez tekrarlandi. 2. tiipe ise eritrositleri
pargalayan soliisyon 2 eklendi ve 10 dk karanlikta inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon

37



sonunda 2 ml hiicre yikama soliisyonu ekleyerek birinci tiipte oldugu gibi 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapildi ve iist faz uzaklastirildi. Gergeklestirdigimiz
islem basamaklarindan sonra her iki tiipiimiizede 1 ml isoflow ekleyerek Beckman
Coulter marka, Navios model akim sitometri cihazimizda 50 bin hiicre sayildi.Hiicre

sayimi sonucunda, Kaluza yazilim programi kullanilarak analiz yapildi.

3.4. Hiicre Karakterizasyonunda Kullanilan Kapilama islemleri

Hiicreler CD45 kapisinda goriintiilenerek CD45 dim kapisinda yerlesik olan
hiicrelerde CD117*, CD13" ,CD33" ,CD34" ve HLADR" ekspresyonlari ve yiizdeleri
Olgiildii. Testlerin optimizasyonu i¢in Erciyes {niversitesi akim sitometri
laboratuvarinda klinik tani i¢in kullanilan standart prosediire uyuldu. Sekil 3.1.’de
MPO pozitif, Sekil 3.2.’de ise MPO negatif AML o6rneklerinin akim sitometri analiz
sonuglari gosterildi.
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{Ungated) [B] MPO PE / SS INT
CD45 PC7 / SSINT 1000

(x 10")

SSINT
SSINT

_—
w0 0 10" 0 TO' '—‘-‘0' ”1'27‘ w
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MPO+
MPO+ MPO+
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(Ungated] [ . 34PC [E] HLA DR P8 / CD33 BC5
CD45 KO / S5 INT COSA BT /. CONT AP0 736+ TJoee: 85,87 1 fer iee: 25,75%

2,69%
»
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CD13 APC
% %
viia

€033 PCS
g &

S SRR P

SSINT
g
CD117 A750

0 w = w °
HLADR PE

Sekil 3.1. CD45 dim de yerlesik MPO pozitif blastlardaki AML marker analizi
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z : 2
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Sekil 3.2. CD45 dim de yerlesik MPO negatif blastlardaki AML marker analizi

3.5. istatistiksel Analiz

Tiim verilerin normal dagilima uygunlugu histogram ve Q-Q grafikleri ve Shapiro-
wilk Testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda nicel degiskenleri i¢in
Mann-Whitney U Testi uygulandi. Nicel veriler arasindaki iliski Spearman
korelasyon analizi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada AML tanisi alan hasta 6rneklerinde akim sitometri yontemi ile blastik
hiicrelerin karakterizasyonu yapilarak MPO ekspresyonunun bu karakterizasyonda
etkisi arastirildi. Akim sitometrik analizde CD45 dim (zayif) kapisinda elli bin

(5x10% hiicrenin yer almasi saglandi.

4.1. Cahsmaya Dahil Olan Hastalar ve Ozellikleri

Calismamiz AML tanis1 alan ve akim sitometri ile tanis1 dogrulanan hastalarin ilk
tan1 Ornekleri ile yiiritiildi. Akim sitometri ile immiinfenotiplendirmede hastalar
blast oran1 %20 ve iizeri 6rneklerden segildi. Calisma grubumuzda medyan yas1 60
olan 40 eriskin yeni tan1 AML hastas1 yer aldi. Hastalarin 13’1 31-83 yas araliginda
olan kadin ve 27’si 29-86 yas araliginda olan erkekti. Hastalarin yas, cinsiyet ve blast
yiizdeleri Tablo (4.1.) gosterildi.



Tablo 4.1. Calisma grubundaki hastalarin yas, cinsiyet ve blast %’si

Hasta Adi Yas Cinsiyet Blast % MPO
Hasta 1 56 E 52 Pozitif
Hasta 2 55 E 50 Pozitif
Hasta 3 29 E 85 Pozitif
Hasta 4 46 E 25 Pozitif
Hasta 5 83 K 95 Pozitif
Hasta 6 44 K 45 Pozitif
Hasta 7 71 K 95 Pozitif
Hasta 8 66 K 35 Pozitif
Hasta 9 45 E 70 Pozitif

Hasta 10 68 E 40 Pozitif
Hasta 11 61 E 72 Pozitif
Hasta 12 71 E 97 Pozitif
Hasta 13 41 E 60 Pozitif
Hasta 14 65 E 40 Pozitif
Hasta 15 67 K 30 Pozitif
Hasta 16 53 K 80 Pozitif
Hasta 17 52 E 45 Pozitif
Hasta 18 72 E 60 Pozitif
Hasta 19 82 K 45 Pozitif
Hasta 20 31 K 80 Pozitif
Hasta 21 86 E 25 Negatif
Hasta 22 71 E 18 Negatif
Hasta 23 59 E 20 Negatif
Hasta 24 68 E 15 Negatif
Hasta 25 82 E 25 Negatif
Hasta 26 75 E 40 Negatif
Hasta 27 78 E 33 Negatif
Hasta 28 80 E 46 Negatif
Hasta 29 62 E 54 Negatif
Hasta 30 68 K 47 Negatif
Hasta 31 42 E 40 Negatif
Hasta 32 66 E 27 Negatif
Hasta 33 42 K 15 Negatif
Hasta 34 63 E 32 Negatif
Hasta 35 44 E 55 Negatif
Hasta 36 43 E 20 Negatif
Hasta 37 48 K 85 Negatif
Hasta 38 66 K 53 Negatif
Hasta 39 38 K 90 Negatif
Hasta 40 68 E 15 Negatif
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4.2. Cahsmada Yer Hastalarin Immiino-fenotiplendirilmesi

Calisma protokoliimiize gore AML tanisi alan ve blast oran1 %20 ve {izerinde olan
40 hastada AML iliskili yilizey antijenlerinin karakterizasyonu yapilarak yiizde
degerleri hesaplandi ve Tablo 4.2. ve Tablo 4.3. de verildi.

4.2.1. MPO (-) Hastalarda Blast Karakterizasyonu

Calisma protokoliimiize gore MPO negatif AML tanis1 alan 20 hastada AML iliskili
yiizey antijenlerinin karakterizasyonu yapilarak yiizde degerleri hesaplandi ve Tablo
4.2.‘de gosterildi. Ortalama CD117" blast yiizdesi %28.55+16, ortalama CD13" blast
yiizdesi %37.25£22, ortalama CD33" blast yiizdesi %36.50+22, ortalama CD34"
blast yiizdesi %32.55+20 ve ortalama HLADR" blast yiizdesi %26.00 +16 olarak
bulundu. MPO negatif hasta grubunda genel blast CD45 Dim yiizde ortalamasi ise
%38.6 olarak bulundu.

Tablo 4.2. MPO negatif hastalarda AML blast yiizdeleri ve karakterizasyonu

0 D % CD 13% D 33% CD 34% A DR% | Dim Blast%

Hasta 1 25 25 10 25 25 25
Hasta 2 18 18 18 9 18 20
Hasta 3 20 20 20 20 20 20
Hasta 4 15 15 15 15 15 20
Hasta 5 25 25 25 25 25 25
Hasta 6 40 40 40 40 1 40
Hasta 7 33 33 33 33 33 33
Hasta 8 46 46 46 46 46 46
Hasta 9 54 54 54 54 10 54
Hasta 10 47 47 47 47 47 47
Hasta 11 25 30 30 40 30 40
Hasta 12 27 27 27 27 23 27
Hasta 13 15 15 15 15 15 20
Hasta 14 32 32 32 32 32 32
Hasta 15 55 55 55 55 55 55
Hasta 16 20 20 20 20 20 20
Hasta 17 5 85 85 85 1 85
Hasta 18 53 53 53 53 53 53
Hasta 19 1 90 90 1 50 90
Hasta 20 15 15 15 9 15 20
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4.2.2. MPO (+) Hastalarda Blast Karakterizasyonu

Calisma protokoliimiize gére MPO pozitif AML tanisi alan 20 hastada AML iliskili
yiizey antijenlerinin karakterizasyonu yapilarak yiizde degerleri hesaplandi ve Tablo
4.3’de gosterildi.Bu tabloya gore ortalama CDI117" blast yiizdesi %56.15+23,
ortalama CD13" blast yiizdesi %57.45+22, ortalama CD33" blast yiizdesi
%57.30+22, ortalama CD34" blast yiizdesi %34.85+30, ortalama HLADR™ blast
yizdesi %35.95 £24 ve dim kapisi blast yilizde ortalamasi ise %60.05 olarak

hesaplandi.

Tablo 4.3. MPO pozitif hastalarda AML blast karakterizasyonu

HastaNo CD 117% |CD 13% CD33% CD 34% HLADR% | Dim Blast%

Hasta 1 52 52 52 35 52 52
Hasta 2 50 50 50 50 50 50
Hasta 3 85 85 85 10 5 85
Hasta 4 25 25 25 1 25 25
Hasta 5 80 95 95 1 15 95
Hasta 6 45 45 45 35 45 45
Hasta 7 95 95 40 95 95 95
Hasta 8 35 35 35 30 35 35
Hasta 9 50 70 70 1 1 70
Hasta 10 40 40 40 15 40 40
Hasta 11 50 72 72 55 40 72
Hasta 12 97 75 97 97 65 97
Hasta 13 60 60 60 60 60 60
Hasta 14 40 40 40 1 10 40
Hasta 15 30 30 30 30 30 30
Hasta 16 80 80 80 55 25 80
Hasta 17 24 45 45 20 20 45
Hasta 18 60 30 60 60 60 60
Hasta 19 45 45 45 45 45 45
Hasta 20 80 80 80 1 1 80
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4.3. MPO pozitif/negatiflik Durumu ve Blastik Marker liskisi

4.3.1. Hastalarda CD117 ve MPO Ekspresyon iliskisi

AML tanis1 alan 40 hasta Orneginden elde edilen verilerde CD117 ve MPO
ekpresyon ylizde degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel analize gore CD117
ekpresyonu ve MPO’nun pozitif/negatif degerleri arasinda anlamli bir istatistik
farklilik oldugu ve MPO pozitif 6rneklerde CD117" blast yiizdesinin daha yiiksek
oldugu gozlendi.(p<0.001)(Sekil 4.3.) MPO pozitif hasta grubunda ortalama CD117"
blast ylizdesinin 1.96 oraninda yiiksek oldugu gozlendi. (Tablo 4.5)
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Sekil 4.3. CD117" blast yiizdesi ve MPO iliskisinin karsilastirmasi

4.3.2. Hastalarda CD13 ve MPO Ekspresyon iliskisi

AML tanis1 alan 40 hasta 6rneginden elde edilen verilerde CD13 ve MPO ekpresyon
yiizde degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel analize gore CDI13 ekpresyonu ve
MPO’nun pozitif/negatif degerleri arasinda anlamli bir istatistik farklilik oldugu ve
MPO pozitif o6rneklerde CD13" blast yiizdesinin daha yiiksek oldugu
gozlendi.(p<0.001) (Sekil 4.4.) MPO pozitif hasta grubunda ortalama CD13" blast
yiizdesinin 1.54 oraninda yiiksek oldugu gozlendi. (Tablo 4.5)

44



100%

90%

80%

70%
60%

50% - m MPO+ CD13

40% - m MPO-CD13
30% -
20% -

10% -

0% -

123 456 7 8 91011121314151617 1819 20

Sekil 4.4. CD13" blast yiizdesi ve MPO iliskisinin karsilastirmasi

4.3.3. Hastalarda CD33 ve MPO Ekspresyon iliskisi

AML tanis1 alan 40 hasta 6rneginden elde edilen verilerde CD33 ve MPO ekpresyon
yiizde degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel analize gére CD33 ekpresyonu ve
MPO’nun pozitif/negatif degerleri arasinda anlamli bir istatistik farklilik oldugu ve
MPO pozitif &rneklerde CD33" blast yiizdesinin daha yiiksek oldugu
g6zlendi.(p<0.001) (Sekil 4.5.) MPO pozitif hasta grubunda ortalama CD33" blast
yiizdesinin 1.56 oraninda yiiksek oldugu gozlendi. (Tablo 4.5.)
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Sekil 4.5. CD33" blast yiizdesi ve MPO iliskisinin karsilastirmasi

4.3.4. Hastalarda CD34 ve MPO Ekspresyon lliskisi

AML tanis1 alan 40 hasta 6rneginden elde edilen verilerde CD34 ve MPO ekpresyon

yiizde degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel analize gore CD34 ekpresyonu ve

MPO’nun pozitif/negatif degerleri arasinda anlamli bir istatistik farklilik oldugu ve

MPO pozitif 6rneklerde CD34" blast yiizdesinin daha

yiikksek oldugu

gozlendi.(p<0.001) (Sekil 4.6.) MPO pozitif hasta grubunda ortalama CD34" blast

yiizdesinin 1.07 oraninda yiiksek oldugu gozlendi. (Tablo 4.5)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1234567 8 951011121314151617181920

m MPO+ CD34
m MPO- CD34

Sekil 4.6. CD34" blast yiizdesi ve MPO iliskisinin karsilastirmasi
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4.3.5. Hastalarda HLADR ve MPO Ekspresyon Iliskisi

AML tanis1 alan 40 hasta orneginden elde edilen verilerde HLADR ve MPO
ekpresyon yiizde degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel analize gére HLADR
ekpresyonu ve MPO’nun pozitif/negatif degerleri arasinda anlamli bir istatistik
farklilik oldugu ve MPO pozitif 6rneklerde HLADR" blast yiizdesinin daha yiiksek
oldugu go6zlendi.(p<0.001)(Sekil 4.7.) MPO pozitif hasta grubunda ortalama
HLADR" blast yiizdesinin 1.38 oraninda yiiksek oldugu gozlendi. (Tablo 4.5)
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Sekil 4.7. HLADR" blast yiizdesi ve MPO iliskisinin karsilastirmasi

4.3.6. CD45 Dim Kapisi Blast yiizdesi ve MPO Ekspresyon Iliskisinin

Gosterilmesi

AML tanis1 alan 40 hasta 6rneginden elde edilen verilerde blast ve MPO ekpresyon
yiizde degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel analize gore blast ekpresyonu ve
MPO’nun pozitif/negatif degerleri arasinda anlamli bir istatistik farklilik oldugu ve
MPO pozitif orneklerde blast yiizdesinin daha yiiksek oldugu goézlendi.(p<0.001)
(Sekil 4.8.) MPO pozitif hasta grubunda ortalama blast yiizdesinin 1.48 oraninda
yiiksek oldugu goézlendi (Tablo 4.5).
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Sekil 4.8. CD45dim kapisi blast ylizdesi ve MPO iliskisinin karsilastirmasi

4.4, Ortalama Blast Yiizdesine Gore AML Markerlarinin Karsilastirilmasi

Caligmaya katilan MPO pozitif/negatif 40 AML hastasindaki yilizey antijenlerinin
karakterizasyonu yapilarak ortalama degerler Tablo 4.4. de verildi. MPO pozitif
/IMPO negatif hasta grubunda bu ortalama degerlerin oran1 ise Tablo 4.5. de verildi.
Orneklerde ortalama blast yiizdesine gére AML markerlarmin karsilastirilmasi ise
Sekil 4.9.’da gosterildi MPO pozitif /negatif hasta grubunda ortalama CD117" blast
oran 1.96, CD13" blast oran1 1.54, CD33" blast orani 1.56, CD34" blast oran1 1.07,
HLADR" blast oram 1.38 ve dim kapisi blast oran1 ise 1.55 olarak hesaplanmustir.
(Tablo 4.5.) Ayrica MPO+/MPO- hastalarda ortalama AML markerlar ve blast orani
ise Sekil 4.10.’da gosterildi.

Tablo 4.4. MPO pozitif ve MPO negatif Hastalarda ortalama AML Markerlar ve Blast

Yiizdeleri

Ortalama% | cp117 | cD13 | CD33 | CD34 | HLADR | Blast
MPO pozitif | 56.15+23 | 57.45+22 | 57.30+22 | 34.85+30 | 35.95+24 | 60.05
MPO negatif | 28.55£16 | 37.25422 | 36.50+22 | 32.55420 | 26.00+16 | 38.6
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Sekil 4.9. Orneklerde ortalama blast yiizdesine gére AML markerlarinin karsilastirilmasi

Tablo 4.5. Markerlara Gore Ortalama Blastin MPO+/MPO- Hastalarda orani

Ortalama
Ortalama % CD117 CD13 | CD33 | CD34 | HLADR | Blast%
MPO pozitif/MPO 1.96 1.54 1.56 1.07 1.38 1.55

negatif
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Sekil 4.10. MPO+/MPO- Hastalarda ortalama AML Markerlar ve Blast orani
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5. TARTISMA ve SONUC
Akut 16seminin ayiric1 tanisinda immiin-fenotiplemenin 6nemi iyi bilinmektedir.
Akim sitometre ile immiin fenotiplendirme AML tanisinda, subtiplendirmesinde ve
blast yilizdesinin belirlenmesinde altin standart bir yontemdir. Genetik ¢aligmalar igin
on bilgi sunmakla birlikte AML MRD c¢alismalarinda da onemli bir aragtir.
AML'deki immiin belirte¢ markirlar modern tedavi protokollerinin kullanilmasinda
yol gosterici bir aragtir. Hiicre yiizey markirlari gen tedavisi gibi yeni jenerasyon
tedavilerin uygulamasinda da 6nemli bir aragtir ve hematopoietik kok hiicrenin

tanimlanmasi ve izolasyonunda katki sunar(Wang ve ark., 1995).

Akim sitometri ile immiin fenotiplemenin gelismesi ile beraber normal blastik
hiicreler ayn1 anda bircok markir ile isaretlenerek boyanabilmektedir. Bu durum
hiicre karekterizasyonu ve kantitasyonunu miimkiin kilmigtir. Bu sekilde, myeloid
hiicrelerin indiferansiye (erken) evreleri kolaylikla ve daha net olarak ayirt
edilebilmektedir. Ozellikle, indiferansiye AML tanisinda hiicre i¢i myeloperoksidoz
(MPO) ve onunla iligkili inaktif onciillerinin gosterilmesinde kolaylik saglar. Son
yillarda sitoplazmada lokalize, olduk¢a erken farklilasma evrelerinde eksprese
edilen, pek ¢ok tanimlayict yiizey belirleyicisi kullanima sunulmustur. Bu amagcla
graniilo-monositer seri icin MPO 1iyi bir gostergedir. Ayrica AML hastalarinda MPO
ekspresyonu hastaligin prognozunun takibinde kullanilan 6nemli parametrelerden
birisidir.

Calismamiz, akim sitometrik isaretleme ile yeni AML tanisi alan hasta verileri ile
gerceklestirildi. Akim sitometri ile immiin-fenotiplendirme de %20 iizerinde blastik
hiicreye rastlanan eriskin AML hastalarinda MPO pozitif ve negatif ’liginin AML
hiicre karakteri gosteren yiizey reseptorlerine (CD117, CD13, CD33 ve HLADR)

etkisini arastirdik.



Literatiirde Anne E. Bras ve arkadaslar1 16semik hiicre grubunda >%20 den fazla
hiicrede MPO varligin1 pozitiflik olarak tanimlamistir(Bras et al., 2021). Bizde bu
kriterleri lenfoid hiicreleri negatiflik noktas1 kabul ederek degerlendirmeye aldik.
Calismaya katilan AML hastalarimizda MPO negatif blast yiizdesi ile MPO pozitif
blast yiizdesi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goézlendi (Tablo 4.4.1). MPO
pozitifligi olan vakalarda AML spesifik markerlarin ekspresyon yiizdelerinde artis

gozlendi.

Literatiirde Yundeok Kim ve ark.’larinin AML tanis1 konan 81°i erkek, 59’u kadin
olmak iizere toplam 140 hastada yaptig1 calismasinda MPO pozitif 86 hasta (%62) ve
MPO negatif 54 hasta (%38) bularak MPO ekspresyonunun prognostik 6nemini
geriye doniik olarak analiz etmislerdir. MPO pozitif ve MPO negatif AML
hastalarinin hastaliksiz yasam donemlerine bakildigi zaman anlamli bir istatistik
olmasada MPO pozitif hastalarin daha iyi seyirli oldugu MPO pozitifliginin iyi bir
prognoz yoniinden anlamli bir belirteg oldugu vurgulanmistir(Kim et al., 2012).
Bizim caligmamizdaki verilerin klinik korelasyonu heniiz yapilmamigstir. Klinik
korelasyon caligmasi ile benzer anlamli sonuglara ulagsmak miimkiin olabilir. MPO
negatifligi indeferansiasyon (immatiir) gostergesi olup daha immatiir karakterli ve

aguraniiler blast tipini isaret etmektedir.

MPO pozitifligi  6zellikle AML M3 Kkarakterizasyonunda onemli bir pozitif
markirdir. Literatiirde Jamal Eivazi-Ziaei ve ark’'nin 72  yetiskin kemoterapi
almamis AML hastasinm1 dahil ettigi calismasinda, hastalarin tibbi kayitlarim
inceleyerek elde ettikleri verilerinde M3 vakalarinda %75 MPO pozitifligi oldugunu
bildirmistir.Ote yandan AML MO durumunda MPO negatifligi oldugu
anlasilmaktadir(Eivazi-Ziaei, 2009). Bazi hiicre sayim cihazlar1 Technicon H1
(Bayer) MPO parametresine gore c¢alismaktadir. Ozellikle blastlarda MPO
negatifliginde veya MPO defekti olan normal kisilerde durum tespiti
yapabilmektedir.

Immiinofenotip olgunlasmaya bagli miyeloid antijenler CD13, CD33, sitoplazmik
MPO, soy iligkili olmayan CD34 ve HLA-DR antijenleri, immiinofenotipik
caligmalarda blast oranini1 belirlemek amaci ile CD45, CD34 veya CDI117
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kullanilmaktadir. MPO ekpresyon durumu AML suptiplendirilmesinde standardize

edilmesi gereken dnemli bir parametredir.

Sonug olarak;

» MPO pozitif AML’lerde blast yiizdeleri MPO negatiflere gore daha fazla
oldugu gosterildi.

» MPO pozitif AML’lerde MPO negatif AML’lere gore marker ekspresyonlarinin
daha yiiksek diizeyde oldugu gozlendi.

» MPO o6l¢timii AML subtiplendirilmesinde, AML tanisinda ve AML hastalariin
takibinde kullanilabilecek 6nemli bir parametredir.

» Daha genis hasta kitlesiyle MPO-AML-marker iliskisinin arastirilmasi bize
AML’nin daha iyi tanimlanmasi ve MPO-prognoz iligkisinin hasta takibinde

kullanilmasina firsat verecektir.
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