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OZET

Bu ¢aligmada Kronik Lenfositik Losemi (KLL) tanis1 almis olgularda Murine
double minute-2 (MDM2) genine spesifik prob seti kullanilarak Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigiyle MDM2 gen amplifikasyonun olup olmadiginin,
amplifikasyonun belirlendigi taktirde, bu amplifikasyon ile hastaligin seyri, tedavi
endikasyonu ile iliskisi ve ilaca direnglilik arasindaki iliskinin belirlenmesi
amagclanmustir.

Akdeniz Universitesi Hematoloji Bilim Dali’ inda ¢alismaya dahil edilen KLL
tanist almis 40 olguya ve kontrol grubu olarak da KML tanis1 almis 20 olguya ait rutin
kromozom analizi i¢in gelen kemik iligi aspirasyon orneklerinden harvest edilerek
elde edilen kromozom yaymalarindan FISH yontemi ile 12 numarali kromozomda
lokalize olan MDM2 gen amplifikasyonuna bakilmistir. Ayrica hastalarin rutin FISH
ve konvansiyonel sitogenetik sonuglari incelenmistir.

Calismadaki 40 olguda ve kontrol grubu olarak 20 KML olgusunda MDM2 gen
amplifikasyonu belirlenmezken, 12 hastada (%30) trizomi 12 gdzlenmistir. Ayrica
calisma grubundaki 40 KLL hastasiin rutin FISH analizinde; 16’ sinda (% 40) 17p13
delesyonu, 13 hastada (% 32,5) 13q14 delesyonu, 6 hastada (% 15) 11g22.3 delesyonu
ve 1 hastada (% 2,5) 6g23 delesyonu saptanmustir.

KLL olgularinda FISH yontemi ile MDM2 gen amplifikasyonunun
gozlenmemesi nedeni ile bu olgularda mRNA diizeyinde overekspresyon olup
olmadigina bakilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Ayrica gen amplifikasyonu
olmayan o6zellikle ileri evredeki olgularda MDM2 geninin 309. pozisyonundaki G/G
genotipine sahip olup olmadiklarina da bakilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Hastalarin 27° si (% 67,5) erken evre olup tedavi endikasyonu olmayan
hastalardir. Bu hastalarin takiplerinde tedavi endikasyonu gelismesi durumunda tekrar
MDM2 gen amplifikasyonuna ve ekspresyonuna bakilmast MDM2 - KLL iliskisini
aciklamaya daha yararl olacaktir.

Anahtar Kelimeler:-MDM2, KLL, FISH, P53



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate MDM2 gene copy number alterations in
Chronic Lymphocytic Leukaemia (CLL) patients with Fluorescent In Situ
Hybridization (FISH) technique by using Murine double minute 2 (MDM2) gene-
specific probe sets, and also to evaluate the possible relationship between this
amplification and the disease course, indication for treatment and drug resistance.

Copy number alterations of MDM2 gene which located on chromosome 12
were investigated by FISH technique using metaphase chromosomes obtained from
bone marrow aspiration samples for routine chromosome analysis in 40 CLL and 20
Chronic Myeloid Leukemia (CML) patients those followed-up at Akdeniz University
Department of Haematology. Additionally, routine FISH and conventional
cytogenetics results of the patients were evaluated.

MDM2 gene amplification was not observed in patient cohort (CLL) and in
control patients (CML). Trisomy 12 FISH signal pattern was observed in 12 out of 40
CLL patients (30%). Furthermore, chromosomal alterations detected by routine FISH
analysis in 40 CLL patients were as follows; 17p13 deletion in 16 cases (40%), 13q14
deletion in 13 patients (32.5%), 11g22.3 deletion in 6 patients (15%), and 623
deletion in 1 case (2.5%).

We thought that, evaluation of MDM2 mRNA expression levels in CLL
patients might be conducted due to absence of MDM2 gene copy number alterations.
Additionally, evaluation of SNP309 G/G single nucleotide polymorphism in advanced
stage CLL patients without MDM2 gene amplification might provide important clues
for progression disease.

27 out of the 40 CLL patients (67.5%) were classified as having early stage
disease. We can suggest that in the case of progression to advanced stage CLL during
the follow-up period, re-evaluation of MDM2 gene copy number alterations will be
more useful to explain the relationship between copy number alterations of MDM2
gene and CLL.

Key Words:MDM2, CLL, FISH, P53
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GIRIS VE AMAC

Kronik lenfositer losemi (KLL) apoptoz 06zelligini kaybetmis, olgun
goriiniimlii malign monoklonal lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf nodlar1 ve dalag:
isgal ederek birikmesi ile karakterli bir hastaliktir (1). Olgularin %95' den fazlas1 B
lenfosit, %5” inden az1 T lenfosit tipindedir (2). KLL tanis1 alan hastalar, kemik iligi
infiltrasyonuna bagli sitopenilerden, hiicresel immiin bozukluklara bagli otoimmiin
hastaliklardan ve neoplazilerden veya hipogammaglobulinemi nedeniyle olusan
enfeksiyon komplikasyonlarindan etkilenirler (3,4). KLL’ nin klinik seyri son derece
degiskendir (5).Baz1 hastalarda yavas seyirli hastalik goriiliir ve tedavi gerekmez.
Kimi olgularda tanidan kisa bir siire sonra tedavi gereksinimi olur (6). Toplam
sagkalim siiresi aylar ile sinirli olabilecegi gibi dekadlar ile ifade edilebilecek kadar
uzun olabilir. KLL’ nin degisken klinik seyrinden dolay1, prognozu koétii olabilecek
hastalar1 dnceden belirlemek ¢ok onemlidir (5).

Eriskin yasta goriilen en sik 16semi tipi olan KLL (7), bat1 iilkelerinde tiim
kanserlerin %0.8” ini ve 16semilerin %30’ unu teskil ederken, Asya iilkelerinde ise
olduk¢a az oranda goriilmektedir (8). KLL genellikle orta yas ve yaslilik donemi
hastalig1 olup, 20 yasin altinda goriilmesi olduk¢a nadirdir (9). KLL tanisi, periferik
kanda 3 aydan fazla siiredir devam eden lenfositoz (ki bu deger ulusal kanser
enstitiitiisii  calisma grubu tarafindan 5000 /mikrol olarak belirtilmistir),
immunfenotip pozitifligi (CD5, CD19, CD20 ve CD 23) ve kemik iliginde % 30’ un
tizerinde lenfoid hiicre hakimiyeti esaslarina dayanir (2).

Rai ve Binet tarafindan gelistirilen klinik evreleme sistemleri, erken evrede
tan1 konmus hastalardan hangilerinin hizli seyredecegini saptamada yetersizdir (5).
Bu nedenle KLL’ de prognozu belirlemeye yardimci bazi belirtegler tanimlanmastir.
Bu belirtegler arasinda kromozomal anomaliler (del 13q, del 11q, trizomil2, del 17p,
del 69 ve IgVH mutasyonu), bir tirozin kinaz olan ZAP70, CD38 diizeyi, beta 2
mikroglobiilin (B2M) diizeyi, laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyi, kemik iliginde
infiltrasyon paterni, vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF),ve klinik evre
sayilabilir (5,10).

MDM2 (Murine double minute-2) geninin yiiksek diizeydeki ekspresyonu
KLL" Ii olgularin %47" sinde saptanmistir. KLL’ li hastalarda bu genin p53 i bloke
ettigi gosterilmis ve bu yolla programlanmis hiicre 6liimiinii engelleyip, ila¢ direnci
olusturdugu savunulmustur (11). Ancak hastaligin evresi, agresif davranisi ve ilag
direnci ile iliskisi bulunamamistir (12).



Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), niikleik asit problar1 araciligi ile
preparat iizerinde bulunan hiicresel ya da kromozomal DNA veya RNA’nin
incelenmesi temeline dayanan bir tekniktir. 1969 yilinda ilk kez molekiiler
tekniklerin sitolojik preperatlara uygulanabilirligi saptanmis; ancak ilk donemlerde
radyoaktif maddelerin kullanilmasi, uygulama siiresinin uzun olmasi1 ve molekiiler
klonlama tekniklerinin gelistirilememis olmas1 bu teknigin ¢ok yavas ilerlemesine
yol agmistir. Molekiiler klonlama teknikleri ile diger rekombinant DNA
yontemlerinin biiyiik bir hizla gelismesi, FISH tekniginin ilerlemesini saglamistir.
Ozellikle prob isaretlenmesinde radyoaktif olmayan maddelerin kullanilmasi ve
sinyallerin  gii¢lendirilmesinde ~ immiinokimyasal ajanlardan  yararlanilmasi
saptandiktan sonra, bu teknikte belirgin bir ilerleme gozlenmis, ¢ok genis uygulama
alan1 bulmustur. FISH tekniginin avantajlar1 kolay uygulanabilir olmasi, duyarlilig
ve giivenilirliginin yiiksek olmasi, diger molekiiler DNA hibridizasyon yontemlerine
gore rezollisyon giicliniin yiiksek olmasidir (13).

FISH teknigi o6zellikle 16semilerde genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu
yontem sayesinde hastaliga 6zgli kromozom anomalisini belirleyerek tani koymak,
prognoz takibi yapabilmek, en kisa siirede sonu¢ vermek, mozaisizm tanisi
koyabilmek, cok sayida metafaz ve/veya interfaz hiicresinde analiz yapabilmek
miimkiin olmaktadir. KLL’ de, malign B hiicrelerini in vitro proliferasyona
indiiklemek zor oldugundan klasik sitogenetik ¢cogunlukla sonugsuz kalmaktadir. Bu
nedenle bu olgularda interfaz FISH analizi ¢ok degerlidir. FISH ile yapilan
caligmalar sonucunda KLL hastalarmin % 80’inde genomik aberasyonlar
saptanabilmektedir (14).

Bu caligmada KLL tanis1 almis olgularda FISH yontemi kullanilarak
oncelikle MDM2 gen amplifikasyonunun varligimi  gosterebilmek, gen
amplifikasyonu belirlendigi taktirdebunun sikligin1 saptayabilmek ve ayrica MDM2
gen amplifikasyonun hastaligin evresi, hastaligin seyri ve ilaca direnglilikle
iligkisinin olup olmadigin1 gosterebilmek amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

2.1. Kronik Lenfositik Losemi

KLL ilk defa 1903 yilinda Turk tarafindan tanimlanmis ve 1924 yilinda
Minot ve Isaacs; KLL’ nin ayrintili klinik tanimini yapmistir (15). KLL, B veya T
lenfositlerinin nispeten olgun hiicre doneminden kdken alan, olgun goriiniimlii kiigiik
lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf bezi ve dalaga infiltre olmasi ve lenfositlerin
fonksiyon bozuklugu gostermesi ile karakterize kemik iliginin malign bir hastaligidir

(16).

Yetiskinlerde en sik gozlenen 16semi tipi %25 oranla KLL ’dir (17). Bati
toplumlarinda yillik goriilme siklig1 4/100.000 ° dir. Asya iilkelerinde ise bu oran
oldukea diigiiktiir. KLL ileri yas hastaligi olup erkeklerde kadinlara gore iki kat daha
siklikta goriilmektedir. Tan1 anindaki ortalama yas 65 olmakla birlikte, siklig1 yasla
artmakta ve 70 yas iistii niifus grubunda 50/100.000 ‘e ulagsmaktadir (18).

Diger hematolojik malignensilerden farkli olarak KLL, iyonize radyasyon,
ilag, kimyasal maddeler, otoimmiin hastaliklar ve viriisler ile iligkilendirilememistir
(19). Ancak giftcilerde KLL insidansinin diger mesleklere gore fazla olmasi bitki ve
bocek odldiiriiclilerinin olasi etyolojik roliiniin sorgulanmasina yol agmistir. Yapilan
bazi ¢aligmalarda KLL’ li hastalarda normal populasyonla karsilastirildiginda artmis
HCV prevelanst saptanmis ve patogenezde rolii olabilecegi diisiinlilmiis, bazi
calismalarda da EBV’ nin patogenezde rol oynadigi ileri siiriilmistiir (20). Cogu
KLL vakasi sporadik olmakla beraber bir¢ok ailesel KLL vakalar1 da bildirilmistir
(21). KLL’ deki ailevi 6ykii diger 16semilerden daha siktir. Her on KLL olgusundan
birinin ailesinde KLL ya da diger lenfoproliferatif hastaliklardan birisinin oldugu
belirtilmektedir. Buna paralel olarak, KLL hastalarinin birinci derecedeki
yakinlarinda daha geng yaslarda KLL ve diger lenfoproliferatif hastalik gelisme riski
normal populasyondan ii¢ kat daha yiiksektir. Bunlarin 1s1¢inda familyal KLL’ i
vakalarda bazi genetik faktorlerin erken 16komogenezde rol alabilecegi
diistintilmektedir (22,23).

Oldukc¢a degisken klinik seyir gosteren KLL’ de tani sonrasi hastalarin bir
kismi1 asemptomatik olup, uzun yillar ilerleme olmaksizin yasarken, bir kismi da tani
aninda ya da erken evrede olmasina karsin hizla ilerleme egilimi gdsterebilmektedir.
En sik goriilen semptomlar halsizlik, kilo kaybi, ates, gece terlemesi gibi nonspesifik
belirtilerdir. Yasl hastalarda sagkalim, cogunlukla KLL dis1 nedenlere baglidir. Oysa
ileri evre ya da hizla ilerleme bulgular1 var olan geng¢ hastalarda beklenen sagkalim
stiresi kiiratif tedavi yaklagimi olmamasi nedeniyle olduk¢a kisadir. Tani aninda
ortalama yasam siiresi 1 yil ile 10 yi1ldan uzun siire arasinda degiskenlik gostermekle



birlikte, olgularin biiyiik ¢ogunlugunda bu siire 7.5 ile 10 yil arasinda degismektedir
(24).

Tami igin periferal kandaki monoklonal B-lenfosit sayistnin mm®te 5000’in
tizerinde olmasit ve bu lenfositlerin akim sitometrik olarak KLL icjn &zgiil
immiinfenotipik 6zellik tasimasi gerekmektedir. Karakteristik immiinfenotip, Cluster
Differantiation(CD), CD5 pozitif (CD5+), CD19+, CD20 (+), CD23+, slg (yiizey
immunoglobulin) (diisiik +), CD79b (diisiik +) ve FMC7negatifligidir (25,26).

Evrelemede Binet ya da modifiye Rai sistemleri kullanilmaktadir (Tablo 1)
(27,28).Her iki evreleme sisteminde de hastaligin evresi, lenfadenopati ve kemik iligi
(KI) tutulumunun varligia gore belirlenir. iki sistemde de hastaligin evresi sagkalim
stiresi ile korelasyon gosterir; ileri evre hastalarda sag kalim siiresi daha kisadir. Tan1
sirasinda diisiikk evreli olan hastalarin bir bolimi hizli progresyon gosterir ve
sagkalim siiresi bu grupta daha kisadir, ancak evreleme sistemlerinden ikisi de bu
hasta grubunu belirlemede yetersiz kalir. Hastaligin tani anindaki evresi hastaligin
seyri acisindan tam bir fikir vermemektedir. Bu sebeple hastaligin prognozunu
hastanin yasi, cinsiyeti, tiimoriin biyolojisi ve kinetigi gibi durumlar da
etkilemektedir (28-30). Ayrica 16kosit sayis1, Ki tutulum sekli ve kemik iligindeki
lenfosit orani, lenfosit katlanma siiresi (LKS), serumdaki LDH, B2M, ve timidin
kinaz yiiksekligi, sitogenetik degisiklikler, p53 ve immiinglobulin agir zincir gen
(IgVH) mutasyonu, CD 38 pozitiflik orani, zeta-associated protein 70 (ZAP-70)
pozitifligi, VEGF, CD 20, CD79d, trombopoietin, telomer uzunlugu, telomeraz
aktivitesi, Mantle hiicreli lenfoma (MHL) belirteg varligi, lipoprotein lipaz A,
ADAM?29 (a disintegrin and metalloprotease domain) artist, HS1 (hematopoietic
lineage cell-specific protein 1) protein artis1 ve CLLU1 (CLL upregulated gene 1)
gen ekspresyonundaki artis da hastaligin prognozunu etkileyen faktorler arasinda yer
alabilmektedir (31-34).



Tablo1l. KLL’ de Klinik Evreleme Sistemleri

Rai Evrelemesi Binet Evrelemesi
Diisiik 0 Direngli (uzun siireli) A Hb>10 gr/dl < 3 lenf
lenfositoz Trombosit > 100.000/mm®  diigim
bolgesi
Orta 1 Evre0+ B Hb>10 gr/dl >3 lenf
Lenfadenomegali Trombosit >100.000/mm®  diigiim
2 Evre 0+1+ bolgesi
splenomegali
velveya
hepatomegali
Yiiksek 3 Evre 0+2+ C Hb<10 gr/d Alan sayis1
anemi (Hb<11 gr/dl) Trombosit <100.000/mm®  6nemlidegil
4 Evre 0+3+
trombositopeni
(<100.000/mm3)
2.2. Kiiciik Lenfositik Lenfoma (SLL; Small Lymphocytic Lymphoma):

KLL WHO smiflamasina gére SLL ile ayn1 hastalik olarak kabul edilir.
Hastalik sadece lenf nodunu tuttugunda SLL; kemik iligi ve periferik kanda bulgu
verdiginde ise KLL adimi alir. SLL, KLL ile bircok ortak histopatolojik ve
immunfenotipik ozellikler tagir ama periferik kanda mutlak monoklonal lenfositoz
olmamasi ile KLL’ den ayrilir (24,35).

2.3. Kronik Lenfositik Losemi’ de Prognozu Etkileyen Faktorler
2.3.1. Serolojik Belirtecler

2.3.1.1. B2 mikroglobulin (p2M) :

B2M, KLL hastalarinda, hastalik evresi ve tiimdr yiikiiyle iliskili bir
serum belirtecidir. B2M diizeylerinin kemoterapi yanit1 ve toplam sag kalim siiresi ile
ters iligkili oldugu gosterilmistir (2). Tedavi almamig 302 hastada f2M’in ¢ok
degiskenli analizinde, 5 yillik sag kalim siiresi ilizerine gii¢lii belirleyici etkisi
saptanmistir. B2M diizeyi yliksek olan Rai evre I-II hastalarda bes yillik sag kalim
stiresi 54 ay, 2M diizeyi normal olanlarda ise 116 ay olarak bulunmustur (10). Buna
karsin herhangi bir tedavi almamis 106 hastayla yapilan bir diger calismada
ise,f2M’in ¢ok degiskenli analizde tek basina sag kalim siiresi lizerine onemli bir
belirleyici etkisinin olmadigi1 gosterilmistir (36). Degisik caligmalar f2M’nin
prognostik giicliniin kendisinde veya soluble CD23 (sCD23) gibi diger prognostik
faktorlerle kombinasyonunda oldugunu kanitlamistir (37). Ayrica f2M diizeylerinin
sCD38 (38-40)ve ZAP70 ekspresyonu (39) ile de iliskili oldugunu belirten ¢aligmalar
vardir. f2M’in, KLL’de prognostik 6nemi olsada bu belirtecin hastaligin evresi ve
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LKS’ inden bagimsiz oldugunu gosterecek ve erken evre KLL hastalarindaki roliinii
tanimlayacak ek calismalara ihtiyag vardir(10).

2.3.1.2. Serum timidin kinaz (TK) aktivitesi:

TK, DNA sentezinde rol alan hiicresel bir enzimdir (10). Predominant
izoformu bdliinebilen hiicrelerde varken, istirahat evresindeki hiicrelerde yoktur. Bu
nedenle muhtemelen neoplastik hiicrelerin boliinme sayist ile iliskilidir ve serum TK
(sTK) hiicre proliferasyon belirteci olarak kullanilabilir (41). Timor kitlesinin
bliylimesini ve tiimor hiicrelerinin ¢ogalma derecesini yansittig1 diisiiniilmektedir
(32). sTK diizeyinin yiikselmesi, ilerlemis Rai evre ve progresif hastalikla iliskili
oldugu i¢in erken evre KLL hastalarinda, prognozun degerlendirilmesinde sTK
diizeyinin yararli oldugu belirlenmistir (41). sTK aktivitesi sag kalim siiresi ile ters
iligkili ~ olup, rutin laboratuvarlarda ¢alisilmamasi, klinikte kullanimin

sinirlamaktadir.

2.3.1.3.  Serum LDH diizeyi:

LDH, farkli genlerden kodlanan, 5 tetramerik izoenzimden olusmaktadir
(42). Serum LDH diizeyinin, hematopoietik malignite veya diger neoplastik
bozuklugu olan hastalarda yiikseldigi goriilmiistiir. Bu nedenle tiimor agresifliginde
veya yiiksek tlimor yiikiiniin tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir (43). LDH
yiiksekliginin hiicre gogalmasini yansittigr diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada,
KLL hiicrelerindeki LDH aktivitesinin, normal B hiicrelerine gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (42). 190 KLL’ 1i hastada yapilan ¢alisgmada yiiksek LDH ile
toplam sag kalim siiresi ve tedavisiz izlem siiresi arasinda ters bir iliski saptanmistir
(44). Dolayisiyla, KLL hastalarinda yiiksek LDH diizeylerinin CD38 ve ZAP70
ekspresyonundaki artigslarda da oldugu gibi, kisa yasam siiresiyle iliskili oldugu
gosterilmistir (37).

2.3.1.4.  Serum sCD23 diizeyi:

Degisik membran proteinleri plazmaya salinabilmekte ve bu soluble CD
molekiillerinin diizeyleri KLL' de tiimor belirteci olarak kullanilabilmektedir. CD23,
KLL hiicrelerinde ylizey molekiilii olup, serum sCD23 diizeyi KLL hastalarinda
prognoz belirleyicisidir. sCD23’lin serumda yiiksek seviyede bulunmasi, koti
prognozun gostergesi olarak degerlendirilebilir. Buna gére sCD23 diizeyi, toplam sag
kalim siiresi ve Binet evre A hastalarinda hastalik ilerlemesiyle ters iliskilidir (45).
Ancak yiiksek sCD23 diizeyleri, diffuz kemik iligi infiltrasyon paterni, kisa LKS,
sTK diizeylerinin ve CD38 ekspresyonunun ylikselmesi ve kemik iliginde yiiksek
ZAPT0 ekspresyonu ile iligkilidir (46). Bununla birlikte bagimsiz prognostik 6nemi
kanitlanmamustir (32).



2.3.1.5. CD38 Ekspresyonu:

CD38, 45 kDa agirliginda hem enzim hem de reseptor gorevi goren bir
transmembran glikoproteini olup, CD38’ i kodlayan gen 4 numarali kromozomun
pl5 bolgesinde bulunmaktadir (47). 1980 yilinda T hiicre farklilasma antijeni olarak
tanimlanmistir. Takip eden yillarda birka¢ ¢alismada CD38 ekspresyonunun, T
hiicreleri ile sinirlt olmadigr ve farkli hematopoietik ve nonhematopoietik dokularda
da biiyiik oranda eksprese edildigi gosterilmistir (48,49). Damle ve arkadaslarinin
yaptig1 arastirmada CD38 pozitifliginin daha fazla kemoterapi ihtiyaci ve daha kisa
yasam stresi ile iligkili oldugu gosterilmistir (47). CD38 ekspresyonu ile LKS, serum
sCD23 (40) ve LDH diizeyleri (38), kemik iligi histolojisi (50), kotii prognozu
gosteren genetik degisiklikler, bulky lenfadenopati (40) ve p2-Mikroglobulin
diizeyleri (38,40) gibi diger prognostik faktorler arasinda anlamli iligkiler
tanimlanmustir.

Hematopoietik hiicrelerde CD38 ekspresyonu, bu hiicrelerin olgunlasma
ve aktivasyon evreleriyle iliskilidir. CD38, normal germinal merkez lenfositlerinin
yiizeyinde eksprese edilir. CD38’ in ligasyonu normal B hiicre lenfosit olusumunu
aktive etmektedir. Yani CD38 sinyali araciligiyla germinal merkez B hiicrelerinin
apoptoza gitmesi 0nlenmektedir. Bu bulgu, CD 38 ekspresyon diizeyinin B hiicre
klonunun toplam sag kalimimi dogrudan etkiledigini gostermektedir (51).

CD 38’in, CD 34 pozitif hiicrelerde, uyarilmamis pregerminal merkez B
hiicrelerde, germinal merkez B hiicrelerde, aktive olgun lenfositlerde, myeloid
prekiirsorlerde, periferik kan dogal oldiirticti (Naturel Killer (NK)) hiicrelerde, aktive
olmus T ve B lenfositlerde ve de plazma hiicrelerinde eksprese oldugu
belirtilmektedir (51).

CD 38 antijeninin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte, erken
differansiyasyon asamalarinda apoptozu engellenmis l6semik hiicrelerde pozitif
olarak saptanirken, daha gec differansiyasyon asamalarindaki 16semik hiicrelerde ise
ekspresyonu saptanamamuistir (51).

KLL’ 1i olgularda CD38 ekspresyonu farklidir ve prognostik degeri vardir
(47,51). CD 38 ekspresyonuna gore KLL hastalari iki gruba ayrilmaktadir. CD38
ekspresyonunun yiiksek olmasi (CD 38"), ileri evre hastalik ve kemoterapiye kotii
yamtla iligkilidir (49). CD38" hastalarda, neoplastik hiicrelerinde atipik morfoloji,
yaygin kemik iligi infiltrasyonu ve periferik lenfosit sayisinda yiikseklik goriiliir.
Schroers ve arkadaslarmin ¢alismasinda, CD38" hastalarda tedaviye baslama oranini
%67, CD38 hastalarda ise %35 olarak bulmustur (39). Ancak, Crespo ve
arkadaglarinin ¢alismalarinda, CD38 pozitifliginin sag kalim ve progresyonu
belirlemede tek basina yetersiz oldugu ileri stirtilmiistiir (52).

CD 38 ekspresyonu KLL olgularinda kotii prognozun gostergesi olmakla
birlikte, CD 38 ekspresyonunun esik degeri tartisma konusudur (51,2). Bazi
caligmalarda CD 38 ekspresyonu pozitif ve negatif hastalar1 siniflamak i¢in %30 cut-
off degeri sec¢ilmistir (53). Sonraki ¢alismalarda % 7 (47), % 5 (54) gibi esik
degerlerinin de prognozda 6nemli oldugunun bildirilmesiyle optimal cut-off degeri
tartismal1 hale gelmistir.



CD 38’ in hastaligin erken evresinde, ileriye doniik olarak hastalik seyri
tizerinde faydali bir prognostik marker olarak fikir vermesiyle birlikte, hastalik
progresyonu ya da eklenen bir enfeksiyon tablosunun CD 38 ekspresyon diizeyini
arttirabilmesi, CD 38 pozitiflik oraninin dezavantajlarini olusturmaktadir (51-55).

2.3.1.6.  ZAP-70 Ekspresyonu

ZAP-70, T hiicre aktivasyonunun erken asamalarinda Onem tasiyan
sitoplazmik, 70 kDa agirliginda Syk-ZAP-70 tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir
(56,57). ZAP-70° i kodlayan gen 2 numarali kromozomda ql1.2 bdlgesinde
bulunmaktadir. T hiicre reseptoriinden sinyal iletimiyle iliskilidir (58). 619 aminoasit
uzunlugundaki 3 zincirden olusur. Tirozin kinaz aktivitesi gosteren kisim, SH (Src
Homology) adinda 3 ana domain igerir. SH1 bolgesi enzimatik aktivite igerir, SH2
domaini 06zellikle protein-protein etkilesimini ve 0Ozgiin olarak fosfotirozinleri
tantyarak fosforilasyonu kontrol eder ve SH3 domaini ise, protein etkilesimleri i¢in
daha 6zgiin taninmalarin1 saglar. ZAP-70" in N terminalinin sonunda iki SH2
bolgesi, karboksi terminalindeyse katalitik bolgeler bulunur. ZAP-70’in SH2 bolgesi,
Syk immiin reseptorler iizerinde bulunan ITAM olarak adlandirilan immiinreseptor
tirozin tabanli aktivasyon motiflerini 6zgiin olarak tanir (27).

T hiicre reseptor (THR); { zincirinin sitoplazmik kuyrugundaki fosforillenmis
tirozinlere baglanmakta ve boylece sinyal kaskadinin diger komponentlerinde rol
alan adaptor proteinleri fosforile etmektedir. THR 'nin antijen ile birlesmesi sonucu
sinyal ileti sistemi aktive olur. T hiicre aktivasyonunun ilk asamasinda, Src ailesine
ait bir protein tirozin kinaz olan, Lck aktiflenir. Aktiflenen Lck, THR kompleksinin
alt tiniteleri CD3 ve ( igerisinde yer alan ITAM’ 1 fosforiller. Src ile fosforillenmis
ITAM motifleri, ZAP-70 ve Syk ile iligskiye girerek bunlari aktifler. Aktive olan
ZAP-70 ve Syk kinazlar sinyal iletisini saglayacak olan Vav, Lat, SLP76 gibi
proteinleri fosforilleyerek T hiicre cogalmasi, T hiicre reseptdr stimulasyonuna yanit
olarak sinyal kaskadini baslatma, sitokin salinimi1 ve T hiicre olgunlagsmasinda rol
oynarlar (56-60).

T hiicre aktivasyonu ve aktivasyonda ZAP-70’in rolii sematik olarak asagidaki
gibidir (Sekil 1) (46):



L Antijen Sunan Hiicre

Integrin

T Hiicre Cevabi, T Hiicre Gelisimi, Apoptozis, Sitokin Uretimi

Sekil 1. T Hiicre Aktivasyonunda ZAP-70’ in rolii

Periferal kanda, NK ve T hiicrelerinde ZAP-70 yiiksek oranda eksprese
edilirken, B hiicrelerinde ekspresyonu yoktur (58,61,62). Yapilan ¢alismalarda aktive
tonsil ve dalak B hiicreleri ve kemik iligi pro-B hiicreleri gibi B hiicre alt
gruplarinda, ZAP-70 ekspresyonunun oldugu gosterilmistir (60,63).

NK hiicrelerdeki ZAP-70, CD16 kompleksinde bulunan C alt {initesi ile
reaksiyona girerek NK aktivasyonunda rol oynar (64).

ZAP70 ve Syk proteinleri ayn1 protein tirozin kinaz ailesindendir ve membran
antijen-reseptor sinyal yoluna benzer rol oynarlar. Saglikli B hiicrelerinde ZAP-70
ekspresyonu yoktur. Bu hiicrelerde Syk protein ekspresyonu bulunmaktadir. Bazi
arastiricilar Syk eksikligi olan KLL hiicrelerinde bu gorevi ZAP-70’in iistlendigini
isaret etmislerdir (65,66).

Chen ve arkadaglari, ZAP-70 ekspresyonunun, KLL hiicrelerinde B hiicre
reseptor kompleksi (BCR) aracili sinyal iletimini artirdigini ileri stirmiislerdir (65).



Intraseliiler BCR sinyalinin artmas1 KLL hiicrelerinde sagkalimi ve g¢ogalmayi
etkileyebilir (67).

KLL hiicrelerinde saptanan ZAP70 diizeyi ile son donemde yapilan
arastirmalar [gVH mutasyonu ile iliskili oldugunu gostermektedir (59). Mutasyonsuz
IgVH gen ekspresyonu olan KLL hiicreleri ZAP-70 RNA eksprese ederler. Carreras
ve arkadaglarinin 52 KLL olgusunda yaptiklar1 incelemede 1’1 hari¢ tiim ZAP-70
pozitif KLL olgularinda IgVH geninde mutasyon olmadigi ve buna karsin yine 1’1
hari¢ tim ZAP-70 negatif olgularda IgVH geninde mutasyon oldugu saptanmistir
(59). IgVH ve ZAP70 arasindaki iliskiyi gosteren 167 olguluk bir baska ¢aligmada
mutasyon saptanan 108 olguda ZAP70 (-) iken mutasyonsuz 46 olguda ZAP70 (+)
bulunmustur. 13 olguda geliski bulunmustur. Ortalama yasam siiresi ZAP70 (-)
olgularda 24.4 yil iken, (+) olgularda 9.3 yi1l bulunmustur.(68).

KLL olgularinda prognostik bir faktor olan IgVH mutasyon durumu ile ZAP-
70 iliskisinin gosterilmesinden sonra, ZAP-70’ in sagkalim siiresini ve progresyonu
belirlemekte de dnemli olacag1 dne siiriilmiistiir (52). Ozellikle erken evre KLL’ de
ZAP70 pozitifligi olan hastalarda, hastalifin agresif bir seyir izledigi ve bu
hastalarda tedavisiz siirecin kisa, tedavi ihtiyacinin yiiksek, sag kalimin diisiik oldugu
bildirilmektedir. Tan1 sirasinda ZAP-70 diizeyinin belirlenmesinin erken donemde
hastalik progresyonunun degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre oldugu ileri
stirilmiistiir (52,69).

2.3.2. immunfenotipik Analiz

KLL’ 1i olgularin periferik yaymasinda, ¢cok az sitoplazmasi olan, oval
niikleuslu homojen, klonal olarak ¢ogalan olgun goriiniimlii kiiciik lenfositler izlenir.
Niikleus yogun kromatinli olup ¢ogunlukla niikleolusu yoktur. Hiicre membranlari
oldukca frajildir ve siklikla preparatin hazirlanma asamasinda l6semik hiicreler
yirtilirlar (70).

Olgularin %95’inden fazlasi B lenfosit karakteri tasirlar. B lenfositlerinin
yiizeylerinde ise, CD5, CD19, CD20, CD23, CD22/CD79 eksprese olur. CD22
ekspresyonu daha zayiftir. Tipik olarak diisliik derecede ylizey immiinglobulini
tasirlar (siklikla IgM ve/veya IgD ve diisiik oranda IgG ya da IgA). Losemik hiicreler
monoklonal oldugu i¢in kappa ya da lambda hafif zincirlerinden sadece birini
eksprese ederler (2). KLL lenfosit immiinfenotiplemesi Tablo2’ de gosterilmistir
(71).
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Tablo 2. KLL Immiinfenotiplemesi

Cogunlukla Pozitif Nadiren Pozitif Cogunlukla Negatif
CD5 Clic CD10
CD19 CD25 Cyclin D1
CD20 CD27,CD38 CD79b
CD23 CD40, CD54, CD58 CD22
sigM CD69 CD32
CD79a CD71, CD62 slgD

Serum belirteglerinin bir kism1 LDH, p2-Mikroglobulin, soluble CD23, CD27,
ve CD44 (sCD23,sCD27, sCD44), plazmada dolasan CD20 (cCD20), interlokinler
ve trombopoietin hastalik yiikiinii ve hiicresel aktiviteyi yansitabilir. Genelde CD19
ve CD20 pozitifligi, lenfositlerin B hiicresi oldugunu gostermektedir. Eger lenfositler
CDS5 eksprese ediyorsa; KLL veya Mantle Hiicreli Lenfoma (MHL) olma olasilig
cok yiikselmektedir. KLL hiicrelerinde genelde CD23 pozitiftir ve MHL'da CD23
negatif oldugu i¢in dogru taniya varmak miimkiindiir. Fakat bazi istisna KLL
olgularinda (%10) CD23 negatif veya tersine MHL da CD23 pozitif oldugu
goriilmiistiir (72). Bu olgularda FMC7’ nin negatif olmasi durumunda KLL tanisi
desteklenmektedir. Fakat MHL tanisinm1  tamamiyla ekarte etmek igin
immiinhistokimyasal olarak cyclin-D1 boyama sonucu onem kazanmaktadir (73).
Ayrica sitogenetik veya FISH teknigi ile t(11;14) translokasyonunun belirlenmesi
ayirici tanida ¢ok onemlidir. Eger lenfositlerde t(11;14) translokasyonu gozlenirse,
tant MHL olarak yorumlanir (74).

WHO smiflandirmasina gore eger histolojik olarak plazmositik goriiniisii olan
l6semik hiicreler CDS ve CD20 agisindan pozitif ise, otomatik olarak KLL-
lenfoplazmositik diye isimlendirilmesi 6nerilmistir (75).

2.3.3. Sitokinler

KLL hiicresi, hiicre siklusunun Gy fazinda kalmis, boliinmeyen monoklonal
neoplastik CD5+ B hiicre kokenlidir. Malign hiicreler kemik iligi, lenf nodlari, dalak
ve periferik kanda yavas fakat ilerleyici tarzda birikir. Losemik hiicrelerin
birikiminde, hiicre proliferasyonundan ¢ok, programli hiicre Oliimiiniin yerine
getirilememesi rol oynamaktadir. Hastaligin ileri asamalarina
hipogammaglobiilinemi nedeniyle olusan enfeksiyonlar, hiicresel immiin defektlere
bagli otoimmiin hastaliklar veya ikincil neoplaziler eslik eder (3,4).
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KLL' de ya hiicreye disardan sitokinlerin etkisiyle ya da intrinsik olarak 16semi
hiicresinde antiapoptotik mekanizmalarin aktivitesi ile apoptozun engellendigi
diistiniilmektedir (76).

KLL hiicreleri gesitli sitokinlerini salgilayabilecek yetenektedir. Baz1 sitokinler
l6semik hiicrelerin yasamasina destek olmaktadir. Bu hiicrelerin interlokin (IL)-1a,
IL-1pB, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, interferon (IFN)-y, timér nekrozis faktor
(TNF)-a, granulosit-makrofaj koloni stimule edici faktor (GMCSF) ve transforme
edici biiylime faktorii (TGF)-p salgiladiklar saptanmistir (77).

TNF-a, CD40, 1IL2, IL7, ve IL15’in KLL hiicrelerinin ¢ogalmasini destekledigi
ve IL4, IL6, IL8, IL10, IL13, TGF-B, INF-B ve FGF' in ise apoptozisi engelledigi
gosterilmistir (78). Bunun yani sira bazi faktorlerin de hem proliferatif hem de
antiapoptotik etkileri belirlenmistir. Bazi arastirmacilar, INF-o' nin in vitro olarak
bazi KLL hastalarindan alinmis hiicrelerde proliferasyonu durdurdugu, diger bir
grupta ise INF-a’ nin KLL' deki apoptozu durdurdugu belirtilmektedir (79,80). KLL
hiicresinde salgilanan sitokinler ve T hiicresinin sitokin stogu, KLL hiicresinin
gelisimi ve yasam siiresini etkilemektedir (77).

Sitokinlerin hiicre i¢ine gonderdigi sinyal, dogal olarak intrinsik sinyal
sistemini aktive etmektedir. Bu sinyal sistemi degisik protein kinazlari, 6zelliklede,
fosfotidilinozitol-3 (IP-3) kinaz ve protein kinaz C' i aktive etmektedirler (81,82). Bu
sinyallerin aktive olmasiyla KLL hiicrelerinin yasamasini destekleyen transkripsiyon
faktorleri aktive olur. Bu transkripsiyon faktorleri arasinda NFkB diye bilinen
proteinin, KLL hiicrelerinin yasamasi i¢in ¢ok gerekli oldugu bir¢cok yayinda
gosterilmistir (82,83).

KLL' nin ileri asamalarinda immiin sistem hiicre fonksiyonlarindaki yetersizlik,
hiicrenin sitokin agin1 degistirerek ikincil neoplazi, otoimmiin hastaliklar veya
enfeksiyon nedeni olabilmektedir. KLL hiicreleri ve T hiicreleri arasindaki bilgi ag1
degisince 16semik B hiicreleri kontrolsiiz cogalabilmektedir. Yeni olusan sitokin agi,
KLL hastalarinda hiicre proliferasyonunu arttirirken, apoptozu inhibe edebilmektedir.
KLL hiicrelerinin in vitro kosullarda hizla 6lmesi ancak, in vivo kosullarda uzun
yasam siiresi bunu kanitlar niteliktedir. Yapilan ¢aligmalar, in vitro kosullarda IL-2
ve TNF-o’nin 16semik hiicrelerin proliferasyonunu; IL- 4’iin hiicre canliligimi
arttirdigin1 gostermis, IL-5’ in hiicreleri apoptoza gétiirdiigiinii belirlemistir. (77).

KLL hastalarinda T ve B hiicreleri tarafindan sentezlenen IFN-ydiizeyindeki

artis TNF-a Uretimini arttirmakla beraber, KLL hiicresinin sayica ¢ogalmasi ve uzun
stire hayatta kalmasina neden olmaktadir (77).
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2.3.4. Kemik iligi Infiltrasyon Tipi- Lenfosit Katlanma Siiresi

KLL’ de interstisyel, nodiiler, kombinasyonel (interstisyel ve nodiiler) ve
diffiiz olmak tizere 4 farkli kemik iligi infiltrasyon tipi tanimlanmistir (84-86).
Nodiiler tip; bazi alanlarda normal hematopoetik hiicrelerin yerini nodiiler lenfosit
infiltratlar almasina karsin kemik iliginin normal yapis1 korunmustur. Interstisyel tip;
lenfositik infiltratlar, hematopoetik hiicreler ve yag alanlarinin arasinda dagilmistir.
Kemik iligi yapist korunmustur. Karisik tip; nodiiler ve interstisyel tipin
birlikteligidir. Diffliz tip; yaygin lenfosit infiltrasyonu normal kemik iligi yapisini
bozmustur (87). Diffiiz tutulum kotii prognozu gostermekle birlikte, bazi arastiricilar
bunun ek bir tstiinligii olmadigini ileri siirmektedir (2,86).

LKS, mutlak lenfosit sayisinmin ikiye katlanma zamanmin ay olarak
belirlenmesiyle hesaplanir (10). Cogalma hizini, basit metotla Olgen yararli bir
prognostik belirtegtir (88). Bir ¢alismada LKS, 12 ay ya da daha kisa olan hastalarin
sag kalim siireleri 61 ayken, LKS 12 aydan daha uzun olan hastalarin ortalama takip
stireleri 118 ay olarak belirlenebilmistir. Bu ¢aligma, LKS* nin bagimsiz prognostik
Onemini gostermistir (89). Ancak LKS geriye doniik olarak hesaplanir ve zamanla
ilgili degisikliklerden tiimiiyle etkilenebilir (10). Enfeksiyonlar ya da kortikosteroid
tedavisiyle lenfosit sayisinin degismesi, LKS’ nin kullaniminda gii¢liikk yaratmaktadir
(54). Tedavi kararinda LKS’ nin temel alinmas1 hizli seyirli kimi hastalarda tedavinin
gecikmesine yol agabilmektedir (41).

2.3.5. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF, timor anjiogenezisinde 6nemli bir aracidir (10). VEGF; vaskiiler
endotel hiicreleri i¢in etkili bir mitojendir, ancak diger hiicre tipleri i¢in mitojenik
aktivitesi yoktur (90). VEGF yeni damar olusumu sirasinda kemik iligi kokenli
endotel hiicre 6nciillerinin mobilizasyonunda da 6nemli rol oynar (91). Arteriyel ve
vendz sistemde yeni damar olusumu sirasinda, VEGF, endotel hiicrelerinin
apoptozunun inhibisyonu ile yasam siirelerinin artmasina, proliferasyonuna ve
migrasyonununa neden olarak direkt olarak anjiogenezde etkilidir (91).

Bir¢ok ¢alismada KLL’ de goriildiigii gibi, akut myeloid 16semi (AML), akut
lenfoid 16semi (ALL), non hodgkin lenfoma (NHL), multilpl myelom (MM),
myelodisplastik sendrom (MDS) ve kronik myeloid l6semi (KML) gibi diger
hematolojik kanserlerde de artmis anjiogenez ve bununla iligkili olarak artmis VEGF
diizeyleri tespit edilmistir (92). Aguayo ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada KLL,
AML, KML ve MDS' de plazma VEGF diizeyleri kontrol grubuna goére anlamh
olarak yiiksek bulunmustur (93).

Baz1 c¢aligmalarda KLL patogenezinde anjiogenezin rol oynadig
gosterilmistir (94,95). Molica ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada yeni tan1 almis
Binet A evresindeki 45 KLL’ 1i hastanin kemik iliginde damar alan1 genisligi kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Ayni calismada damar alam
genisligi daha yiiksek olan hastalarda hastalik progresyonu daha kisa siirede
gerceklesmistir (96).

KLL’ de 16semik hiicrelerde Western blot ve Real Time Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR) yontemleri hiicre i¢ci VEGF- mRNA ve kemik iliginde de
VEGF antikorlar1 kullanilarak yapilan boyama yontemiyle VEGF diizeyleri tespit
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edilebilmektedir (96,97). 2000 yilinda yayinlanan bir ¢alismada 11 KLL hastasinda;
akim sitometrisi ile VEGF’ nin 165 kDa ve 121 kDa izoformuna yonelik monoklonal
antikorlar kullanilarak inceleme yapilmistir. Tiim hastalarin 16semik hiicrelerinde
VEGEF’ ye kars1 pozitif reaksiyon saptanmistir (98).

Ancak VEGF diizeylerinin bu sekilde tayini ileri laboratuvar teknikleri
gerektirdiginden giinliik pratikte kullanigh bir yontem olarak gériinmemektedir. Buna
karsin serum VEGF diizeyleri ELISA yontemiyle kolaylikla tayin edilmektedir. 2005
yilinda yayimlanan bir ¢calismada daha 6nce tedavi almamis farkli Rai evrelerindeki
83 KLL hastasinin serum VEGF diizeyi saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. Aymi c¢alismada ileri evredeki KLL hastalarinin serum VEGF
diizeylerinin erken evre hastalara gére daha yiliksek oldugu bildirilmistir (p:<0,0001)
(99). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda erken evre KLL’ de yiiksek serum VEGF
diizeylerine sahip olgularda hastalik progresyonunun daha kisa siirede gerceklestigi

bildirilmistir (96,100).

2.3.6. Genetik Abnormaliteler

KLL’ de konvansiyonel sitogenetik yontemlerle kromozom elde edilmesi,
neoplastik hiicrelerde diisiik mitotik indeksin olmasi ve metafaz kalitesinin de kot
olmasi nedeniyle olduk¢a zordur (32,101). FISH, metafaz ve interfaz hiicrelerinin her
ikisinde de 0Ozglin kromozomal anormallikleri saptamaya olanak saglar (14).
Gilintimiizde Comparative Genomic Hybridization (CGH) ile analiz sonucu y1gilim
gosteren cogunlugu delesyon bolgelerine iliskin panel problar gelistirilmistir.
Konvansiyonel sitogenetik ¢aligmalar ile KLL hastalarinin % 30-40’ inda sitogenetik
anormallikler gosterilirken, kromozomlara 6zgii farkli problar kullanilarak yapilan
FISH analizleri ile bu oran %80’ lere ¢ikmistir (14). Bu problar kromozom 13’ {in
uzun kol delesyonlarini, kromozom 11’ in uzun kol delesyonlarini, kromozom 17’
nin kisa kol delesyonlarini ve trizomi 12’ yi belirlemeye olanak saglar, bunun disinda
IGH (14932), BCL6 (3q27) ve kromozom 6 yeniden diizenlenmelerini belirlemede de
FISH yontemi kullanilabilmektedir (54,142,143). Konvansiyonel sitogenetik
yontemlerle en sik trizomi 12, 13914 ve 14932 kromozomal anormallikleri
saptanirken, FISH yontemi ile en sik 13q14 delesyonu (%40-60), trizomi 12 (%15-
30), 11g22.3 delesyonu (%15-20), 17p13 delesyonu (~%10) ve 6923 delesyonu
(~%7,5) saptanabilmektedir. Bu sitogenetik belirteglerin 6zellikleri Tablo 3’ de

Ozetlenmistir (101,102).
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Tablo 3.

KLL' de en sik gozlenen sitogenetik belirtecler

Kromozomal | Frekans | Ortalama | Tedavisiz Gen icerigi Ozellik
Aberasyon (%) yasamsiir | ortalama
esi (ay) yasam
siiresi(ay)
17p13 10 32 9 p53 Kemoterapiye
direng
11g22.3 15-20 79 13 ATM Yaygin LAP
trizomi 12 15-30 114 33 MDM?2 pS3’ iin
negatif
regiilatorii
13914 40-60 133 92 miR15a ve Iyi prognoz
miR16-1

Bu kromozomal abnormaliteler ve klinik bulgular arasindaki iligkiler
degerlendirildiginde 17p ve 11q delesyonunda sag kalim siiresinin kisa oldugu, tek
basina 13q delesyonunun varliginda ise sag kalim siiresinin uzadigi belirlenmistir

(101).

2.3.6.1. P53 tiimor baskilayic1 gen ve MDM2

17p13 lokusunun delesyonu, KLL olgularinda % 7-12 oraninda goriiliir
(101,103). 17p13 bolgesinde bulunan p53 tiimor baskilayici gen programli hiicre
Olimiiniin  diizenlenmesinde anahtar molekiildiir (103,104). p53 apoptozun
indiiklenmesinde veya DNA hasarindan sonra hiicre siklusunun durdurulmasinda
onemli bir rol almaktadir. KLL’ de, 17p13 kromozom bdlgesinin delesyonu kotii
prognoz ile iliskilidir. 17p13 bolgesinde delesyon olan veya p53 gen mutasyonu
saptanmig KLL hastalar1 p53 bagimli apoptoz temelinde uygulanan piirin nukleozid
analoglar1 (6rnegin Fludarabin) ve alkilleyici ajanlar (6rnegin Klorambusil) ile
yapilan kemoterapiye direnglidir (47,101,105). Ayn1 zamanda 17p delesyonu kisa
tedavisiz izlem siiresiyle de iligkili oldugundan 17p delesyonu Dbelirlenen bu
hastalarda ortalama sag kalim siiresi 32 aydir (14,101).

Bir tiimor supresdr gen olan p53 geni 17 numarali kromozomun kisa
kolunda lokalize olup (17p13.1), 11 ekzon ve 10 introna sahiptir. Bu genin iiriinii
393 aminoasitten olusan 53 kDa ‘luk bir niiklear proteindir. P53 proteini (TP53) bir
transkripsiyon faktorii olarak DNA’ya baglanma, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi,
DNA tamiri, farklilagma, genomik plastisite ve apoptoz gibi bir¢ok farkli fonksiyona
sahiptir. Bu ¢ok kapsamli fonksiyonlarindan dolayr p53 geni kanser biyolojisi
alaninda en fazla calisilan tiimor silipresor genlerinden birisi olmustur. Normal
sartlarda p53 proteini hiicre i¢inde inaktif halde, diisiik yogunlukta ve kisa yari
Omiirlii olarak bulunmaktadir. DNA hasari, hipoksi, niikleotid havuzunda azalma,
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viral enfeksiyonlar ve onkogen aktivasyonu gibi ¢esitli genomik stres durumlarinda
pS3’ iin hiicre i¢i yogunlugu artmakta ve iic boyutlu yapist degiserek aktive
olmaktadir (18,23,106).

p53’ {in stabilizasyonunun diizenlenmesinde MDM2 (MIM 164785, MDM2
veya HDM2) adli bir protein rol oynamaktadir. MDM2, p53’ iin amino ucuna
baglanarak hem onun transkripsiyonel etkinligini baskilamakta, hem de proteozomal
komplekslere yonlendirerek burada degradasyonunu saglayan ubiquitin ligaz
aktivitesi gostermektedir (107). Ilging olarak; p53, MDM2 geninin de
transkripsiyonunu aktive etmektedir (108). Hipoksi, ultraviyole, radyasyon gibi
hiicrenin strese maruz kaldigi durumlarda MDM2' nin p53’ e baglanma yerinde
asetilasyon ve fosforilasyon nedeniyle yapisal degisiklikler olusur. Bu yiizden
MDM2 proteini p53' ii baglayamaz ve serbest kalan p53 transkripsiyonel aktivitesini
gostererek Gy ve G, kontrol noktalarinda hiicre siklusunun durdurulmasina ve BAX
geni aktivasyonu ile apoptoza neden olur (109). Ancak 6zellikle onkojenik stimulus
varhiginda MDM2 etkisini, p5S3” e bagimli olmayan yolla gosterir. MDM2, hiicre
dongiisiiniin  G/S gegisinden sorumlu olan E2F (Hiicre dongiisiinde S evresi
genlerinin transkripsiyonunu saglar) aktivasyonunu, pl4ARF’ nin (MDM2’ ya
baglanarak p53° {in aktivasyonuna katki saglayan timor supresdr gen)
inaktivasyonunu yapar. Inaktive olan pl4ARF hiicre cekirdeginde MDM2' vyi
baglayamaz ve sitoplazmaya ¢ikmasina engel olamaz. Sitoplazmaya ¢ikan MDM2
p53° ¢ baglanarak onun aktivitesini inhibe eder (110).

MDM2 geni ilk olarak kendiliginden transforme olmus fare hiicre
hatlarindaki “double minute” (sentromeri olmayan kiigiik kromatin parcaciklari)
kromozomlarindan elde edilmistir. 1-2 megabaz (Mb) biiytikliigiindeki bu yapilar ii¢
adet gen igermektedir. Bu genlerden ikincisine MDM2 ad1 verilmistir (111). MDM2
geni, fare hiicrelerine aktarildiginda tiimor olusumuna neden oldugundan 1991
yilinda bir onkogen olarak tanimlanmistir. Daha sonra yiiriitiilen ¢aligmalarda, p53
timor supressor proteini  ile kompleks olusturabilen 90 kilodalton (kD)
biiyiikliigiinde bir protein gozlenmistir. Bu proteinin dizisi ¢ikarildiginda, MDM2
geninin trini oldugu anlagilmistir (112).

MDM2 proteini ortalama 491 amino asitten olusmaktadir. MDM?2
proteininin  19-102 amino asitleri arasinda yer alan bolge p53 baglanma bolgesidir.
Bu bolge, MDM2’ nin, p53 proteininin transkripsiyonunu aktive etme gorevini
etkisiz hale getirmesi i¢in gereklidir (113). 181-185 amino asitleri arasinda yer alan
“cekirdege yerlesme dizisi” ni iceren ( NLS: Niiklear LokalizasyonSinyali) bolgesi,
MDM2’nin ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda aracilik etmesi icin gereklidir. 221-272
amino asitleri arasinda yerlesmis olan bolge ise, glutamik asit ve aspartik asit
rezidiileri iceren “asidik” bolgedir. Bu bolge MDM2’ nin ribozomal protein L5 ve 5S
ribozomal RNA (rRNA) ile etkilesimde bulunmasina aracilik eder (114). Bu asidik
bolgeyi 305-322 amino asitleri arasinda yer alan “zinc finger” bolgesi takip eder.
MDMZ2 proteininin son korunmus bolgesi, karboksil ucunda 438-478 amino asitleri
arasinda yer alan “ring finger” bolgesidir. Bu bolge ise iki adet “zinc finger” yapisi
icermekte ve spesifik RNA dizilerine baglanmasini saglamaktadir (Sekil 2) (115).
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P53 NLS Asidikb Zinc finger Ring finger
baglanmabdlgesi bolgesi olge bolgesi bolgesi

I r 1] I
S I I o I — —

18-102 181-185 223-2T4 305-322 438 {é ATE
E2F baglama L5 baglama BRI bl et
bolgesi bolgesi RNA"bagl.ama
(1-222) (159-383) bolgesi

Sekil 2.  MDM2 protein yapisi

Insan MDM2 geni kromozom 12q13-14’de lokalize olup, genomik boyutu
34 kb’dir. Bu genin iki promotoru bulunmaktadir. Birinci promotor 5’ ucundan
birinci ekzona kadardir ve stres durumunda olmayan hiicrelerde, hiicre iginde
bulunmas: gereken minimum MDM2 diizeyini saglar. ikinci promotor bdlgesi birinci
intronun i¢indedir ve bu bdlge p53° iin baglandigi 6zgiil DNA dizisi icerir. Her iki
promotor da guanin (G) ve sitozin (C) niikleotitleri sayis1 bakimindan zengindir ve G
ve C’den zengin promotor’ larda gozlenen ¢oklu baslama bdlgeleri her iki promotor’
da da bulunmaktadir (116).

Insanda MDM2 geninin birinci intronu 524 niikleotitten olusmaktadir. Tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) bu sekans icinde iki pozisyonda bulunmustur.
Birincisi 309. niikleotid olan T (timin)’ in yerine G (guanin) geg¢mesi, ikincisi ise
344. niikleotid olan T (Timin)’ in A (Adenin)’ne doniislimii bigimindedir. 309.
pozisyonundaki SNP’ nin bulundugu bolge MDM2 ekspresyonunu arttiran
transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi olarak tanimlanmakta ve bu pozisyonundaki
T (timin)’ in G (guanin)’ e degisimi transkripsiyon faktdriine olan afiniteyi
arttirmaktadir. Transkripsiyon faktérii SNP309’ a (G/G) daha giiglii bir sekilde
baglandig1 i¢in MDM2 ekspresyonu artar ve buna bagli olarak da p53 aktivitesi
inhibe olur. Bu nedenle, bazi KLL hiicrelerinde de gozlenebilen, SNP 309 G/G
genotipine sahip ve dolayisiyla yiiksek diizeyde MDM2 igeren hiicreler apoptoza
direngli ve ayrica DNA hasarinda p53 tarafindan transkripsiyonu diizenlenen
genlerin mRNA diizeyleri oldukca diisiiktiir. Bu duruma bagl olarak, stres altindaki
hiicrelerden SNP309 G/G genotipinde olanlarin yiiksek bir yilizdesinin, hem
apoptozdan kacacagt hem de hastaligin ileri evre hastalik 6zelligi kazanmasini
saglayacagi belirtilmektedir (117-119).

MDM2 geninin KLL' Ii olgularin %47’ sinde overekspresyonu saptanmigtir
(122). KLL’ li hastalarda bu genin p53’ i bloke ettigi gosterilmis ve bu yolla
programlanmis hiicre 6limiinii engelleyip, ila¢ direnci olusturdugu savunulmustur
(11). MDM2-p53 iliskisinden yola ¢ikarak KLL tedavisine yonelik yapilan son
caligmalarda, P53-MDM2 baglantisin1 engelleyerek p53’ e aktivasyon kazandiran
‘nutlins’ igeren ilaglar gelistirilmeye baslanmistir (120,121). Ancak hastaligin evresi,
agresif davranisi ile ilag direnci arasinda tam bir iligki bulunamamigtir (122,123).
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2.3.6.2. 1122.3 delesyonu

Kromozom 11’in uzun kolunda bulunan g22-23 bdlgesinin delesyonu, tim
KLL hastalarinin % 12-21" inde rapor edilmistir (103). 11q delesyonlu hastalar genel
olarak daha genctirler ve Rai evrelendirilmesine gore daha ileri evrededirler.
Prognozu kotii olan bu delesyon bolgesi, Ataxi Telenjiektazi Mutasyon (ATM)
genini icermektedir. Bu genin, ndrolojik hastaliklar ve tiimor olusum riskinin artmasi
ile karakterize kalitsal bir sendrom olan ataksi telanjektaziden sorumlu oldugu
bilinmektedir (103).

11922.3 bolgesinde yer alan ATM’ nin DNA hasarina yanitta p53 ile iliskili
apoptotik yolun aktivasyonunda baskin rol alarak lenfosit apopitozunda goérev aldigi
saptanmistir. Kaybinda da p53 eksikligine benzer sonuglar goriiliir (103,104). ATM’
nin apoptozis yolundaki bu sinerjistik etkisi nedeniyle bu gen delesyona ugradiginda
KLL dist lenfoproliferatif hastaliklari da igeren bazi T hiicre malignitelerinin
sikliginin arttigr goriilmiistiir (103,104,124). KLL’ 1i olgularin tigte birinde ATM
geninin mutasyonlar1 veya delesyonlar1 saptanirken, bu olgularda immiinoglobulin
degisken bolgesinin mutasyonunun olmadigi da bildirilmisgtir (125). Ayrica bu
delesyonun biiyiik lenf bezleri ile iliskili oldugu gosterilmistir. 11q delesyonunun
oldugu hastalarda ortalama sag kalim siiresi ise 79 aydir (101).

2.3.6.3. Trizomi 12

Uluslararas1 Sitogenetik Calisma Grubu KLL olgularinda konvansiyonel
sitogenetik yontemler ile klonal kromozom abnormalitesi olarak en ¢ok trizomi 12,
13q14 ve 14q32 bolgelerinde yeni diizenlemeler saptamislardir. FISH ¢aligsmalarinda
ise yaklasik % 15-30 oraninda trizomi 12 rapor edilmistir (126). Trizomi 12 orta
derece riskli KLL 1ile iliskilidir. Prognoz acisindan diger kromozom
abnormaliteleriyle birlikte giden trizomi 12, tek basina bulunan trizomi 12’ den daha
fazla risk tagimaktadir (101).

2.3.6.4. 13914 delesyonu

KLL’ de 13ql4 delesyonu olgularin % 40-65’inde rapor edilmistir. 13q
delesyonu siklikla q14 lokusu ile sinirlidir. Ayrica q14 lokusunu da igine alan biiytiik
ara delesyonlar da gozlenmektedir. Trizomi 12’ de oldugu gibi 13q delesyonu da
konvansiyonel tekniklerle karsilastirildiginda molekiiler tekniklerle daha yiiksek
oranda tespit edilirler. Olgularin yaklasik olarak {igte birinde her iki allel delesyonu
birden goriiliir. Sadece 13q delesyonuna sahip olgular daha iyi prognoza sahipken,
baska bir sitogenetik anomalinin eslik etmesi durumunda G6rnegin trizomi 12 ile
birlikte bulunmas1 halinde ise kotii bir klinik seyir beklenmektedir (31,103).

13q14 delesyonu (del(13g14)) retinoblastom gen inaktivasyonu ile
iligkilidir. Retinoblastom geninin iriinii olan retinoblastoma proteini (pRb), G;
fazindan S fazina geg¢is sirasinda hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglayan bir timor
supressor proteinidir (127). pRb, G; fazindan S fazina gecis sirasinda hiicre
dongiistiniin kontroliinii, E2F1 transkripsiyon faktoriine baglanip, onu inaktif hale
getirerek gergeklestirmektedir (128). G; faz1 boyunca E2F1 pRb’ ye bagli oldugu igin
E2F1 molekiilii inaktiftir. Boylece E2F1, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi icin gerekli
olan DNA sentezini baglatacak olan genlerin transkripsiyonunu arttiramaz ve hiicre
dongiisii G1/S kontrol noktasinda durur (129).
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Tedavisiz yasam siireleri ve sag kalim siireleri normal karyotipli hastalarla
benzer bulunmustur (130 ay). 13ql4 lokusu MIRN15A ve MIRN16-1 olarak
adlandirilan iki mikroRNA’ y1 igerir. Bu mikroRNA’lar da ’RNA engelleme’’
yoluyla bcl-2"yi posttranskripsiyonel asamada negatif olarak etkiler. Sonu¢ olarak
13q14 delesyonunun varliginda, bu mikroRNA’ lar da olmayacagindan, anti-
apoptotik protein olan bcl-2 " nin tizerindeki negatif baski ortadan kalkacagindan bcl-
2 proteini asir1 miktarda eksprese olur ve KLL hiicreleri apoptozdan kagabilen
konuma gelirler (101).

2.3.6.5. Daha az siklikla goriilen kromozomal abnormaliteler

KLL olgularmin % 2-6’ sinda goriilen 6q delesyonu diger lenfatik
malignitelerde de goriilebilir (103,135). 6q delesyonu olan hastalar ortalama yasam
stireleri bakimindan orta derecede risk grubundadir (135). 6q25-26’ da bulunan genin
KLL patogenezi ile iligskisi heniiz bilinmemektedir. Bu bdlgenin delesyonunun
bilinmeyen timor supresor genleri inaktive ettigi diisiiniilmektedir (136).

8q24° teki degisiklikler KLL hastalarinin % 5’ inde bulunmaktadir. Bu da Myc
geninin asir1 ekspresyonu ile iligkilidir. Myc ekspresyonu KLL’ li hastalarda DNA
hasari ile olusan apoptoza diregten sorumludur ve kotii prognozla iliskilidir (136).

Trizomi 8, 14q32 translokasyonu ve trizomi 3 anormallikleri de tanimlanmistir.
Bu anormalliklerde sag kalim daha iyidir (101).

Sonug olarak KLL hastalarinda hastaligin ilerlemesi sirasinda klonal evrime
onciilik eden ilave genetik degisiklikler olusabilmektedir. Yapilan g¢aligmalarda,
karyotipik evrim sikliklar1 1 ay ile 12 yillik zaman dilimi arasinda % 11 ile % 62
arasinda dagilmaktadir. Bir¢ok bilim adami klonal evrim varlig: ile prognoz arasinda
anlamli bir iligki oldugunu tanimlamislardir (126).

2.3.6.6. Sitogenetik abnormalite saptanamayan KLL’ ler

KLL olgularinm % 20-40° 1nda, tiim yeni teknolojik gelismelerin
uygulanmasma ragmen sitogenetik ve molekiiler sitogenetik ydntemlerle
saptanabilen genetik abnormaliteler gosterilemez (101). Dohner ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada, KLL olgularinin % 18’ inde FISH yontemi uygulanarak
bakildiginda herhangi bir sitogenetik abnormalite belirlenememistir. Sitogenetik
abnormalitelerin olmamas1 iyi klinik prognozla iliskilendirilmektedir (101,103).
Karyotipi normal olan KLL olgularinda sag kalim siiresi 111 ay olarak saptanmistir
(101).

2.3.6.7. 1gVH mutasyonu

B lenfositleri, gelisimleri sirasinda c¢ok cesitli antijenleri taniyabilme ve
onlara kars1t antikor yapabilme kapasitesine sahiptirler. Hiicrelerin erken gelisim
doneminde IgVH zincirinin V ve D gen bdliimleri, J boliimiiyle kendine 6zgii
rekombinasyon yapar ve lenfositler yeni bir VDJ genetik yap1 kazanir. VDJ
secildikten sonra, antijene maruz kalan lenfositler germinal merkezde somatik
mutasyona ugrarlar (130). B hiicre olgunlagsmasi (immiinoglobilin sentezi yapma
kapasitesi kazanmasi), germinal merkez igerisinde antijenle karsilagtiktan sonra
olusan agir zincir genlerinin somatik mutasyonunu igermektedir (131).
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KLL hastalarinda yapilan arastirmalarda, KLL hiicreleri pregerminal
merkezde Ig mutasyonu olmayan B hiicreleri ve germinal merkezden gecerken Ig
mutasyonu olusan B hiicreleri olarak iki farkli formdan olusur (Tablo4) (10,132).
Losemik hiicrelerin immiinglobulin agir zincirinin degisken gen bdlgesinin somatik
mutasyonu, KLL hastalarin % 50 ila % 70’ inde gosterilmistir (10). Erken evredeki
hastalarda, klinik evreden ve sitogenetik anormalliklerden bagimsiz olmasi, IgVH
mutasyon durumunun prognostik 6nemini gostermektedir (133).

KLL hastalarinda sag kalimin, IgVH mutasyonu ile iligkili oldugu rapor
edilmistir. IgVH mutasyonu olan KLL hastalarinda sag kalim siiresinin daha uzun
oldugu belirtilmektedir. IgVH mutasyonu olmayan KLL’ de ortalama sagkalim
stiresi 79-119 ay, IgVH mutasyonu olan KLL’ de ise 293 aydir. IgVH mutasyonu
olmayan hastalarda IgVH mutasyonu olan hastalara gore ilerleyici hastalik, atipik
lenfosit morfolojisi, kotii prognostik sitogenetik bulgular ve tedaviye diren¢ daha
fazladir (10,47,131).

IgVH mutasyonu goriilen KLL hastalari, 1yi bir klinik gidis gostermeleri,
mutasyonu olmayanlara gore daha az tedaviye ihtiyag duymalari, tedavisiz gecen
stire daha uzun olmas1 ve yasam siireleri de, mutasyonu olmayanlara gore dikkate
deger derece uzun olmasi nedeniyle KLL hastalarinda IgVH gen mutasyonunun
varligi, iyi bir prognostik faktor olarak ortaya konmustur (47,134).

Tablo4. IgVH Bolgesinde Somatik Mutasyonu Olan ve Olmayan KLL Hastalarmm Klinik ve

Biyolojik Ozellikler

Germinal Merkez Oncesi Germinal Merkez sonrasi
(hafiza hiicre)

ZAP70(+) ZAP70(-)

Trizomil2, del(11)(g22.3)  del(13)(ql14)
veya del(17)(p13)

Kotii(7-9 sene) Iyi(24-25 sene)

Proliferasyon  merkezleri Proliferasyon merkezleri
yok genellikle var

Bununla beraber IgVH mutasyonunun analizi, karmasik, pahali ve ¢aligma
suresi uzundur. Bu nedenle rutin tanisal laboratuvar testi olarak kullanilmamaktadir

(10,131).

Diger taraftan, germinal merkezdeki lenfositler CD38 yiizey antijenlerini
bulundurduklarinda, apoptozdan kendilerini korurlar. CD38 genelde germinal
merkezdeki lenfositlerde sentezlendigi i¢in, germinal merkezden gegip somatik
mutasyona ugrayan lenfositlerin ve buna esdeger olan olgunlagmis lenfoma ve

20



16semi hiicrelerinin de CD38 sentezleyebilecegi diistiniilmektedir (10). Pregerminal
merkezli 16semik hiicrelerde CD38 ekspresyonunun yiiksek, ancak mutasyona
ugramis hiicrelerde diisiik olmasi nedeni ile IgVH mutasyonunu gostermede CD38
ekspresyonunun kullanilabilecegi one siiriilmiistiir. Ancak son yillarda yapilan
calismalarda, IgVH mutasyonu ve CD38 c¢kspresyonu birbirinden bagimsiz
prognostik faktorler olarak degerlendirilmektedir (51,69).

2.4, KLL ve Apoptoz

KLL programlanmis hiicre 6liimii i¢in klasik bir ornektir ve hiicreler
cogunlukla hiicre siklusunun Gg fazindadir. Bu durumda KLL hastaligi, B-
hiicrelerinin ~ asir1  ¢ogalmasindan  ziyade,  apoptoza  ugramamasindan
kaynaklanmaktadir. Genelde apoptozu yaratan mekanizma zincirleme proteinleri
aktive eden bir sistemdir. Bu proteinler arasinda en onemli molekiiller; kaspaz
sistemi, mitokondrideki proteinler (bax, bcl2, bclXL, mcl-1) ve sitoplazmadaki
apoptozu engelleyen proteinlerdir (IAP-1, IAP2 gibi). Bu sistemler arasinda KLL ile
ilgili bilgilerimiz ¢ogunlukla mitokondrideki proteinlerde odaklanmigtir. KLL' de ana
apoptotik  yolak  mitokondri  sitokrom-c  yolagidir. Kaspaz aktivasyonu,
programlanmis hiicre O6liimii olugsmasinda en Onemli faktorlerden biridir.
Mitokondriye oliim sinyali geldiginde, i¢ duvarindaki sitokrom c¢ mitokondrial
membran permeabilitesinin bozulmasiyla sitoplazmaya gecer. Sitoplazmaya gecen
sitokrom-c, Apaf-1 (apoptoz aktive edici faktor) ve kaspaz-9 ile birleserek bir
kompleks olusturur ve kaspaz kaskadinin baslamasina yol acar. KLL’ de Kaspaz 3, 6
ve 7' de azalma apoptotik yolagin 6nemli basamagini olusturur (137).

Tiimor nekroz faktdr (TNF) oliim reseptorleri (DRs) de programlanmig
hiicre 6liimiinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu reseptorler TNF- related apoptozis
inducing ligand (TRAIL) olarak adlandirilmakta ve sitozolde reseptorlerin
bulundugu bolge 6liim bolgesi olarak adlandirilmaktadir (138).

Bcl-2 protein ailesinin iyeleri, programlanmis hiicre 6liimiiniin anahtar
diizenleyicisi olarak caligirlar. Bcl-2 protein ailesinden bazilar1 (Bax, Bcl-xs, Bak,
Bad) programlanmis hiicre oliimiini indiiklerken, bazilart (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1)
inhibe etmektedir (139). KLL’ li hastalarin %90' inda hiicreler yiiksek Bcl-2
seviyesine sahiptir ve bu nedenle KLL' de lenfositler uzun siire yasamaktadirlar
(139).

Bazi ¢alismalarda KLL hiicrelerinde Bcl2, BclXL, ve Mcl-1 proteinlerinin
fazla oldugu ve KLL hiicrelerinin bu yiizden apoptoza ugramadigr savunulmustur
(140). Ancak bazi yayinlarda Bcl-2’ nin, sitokinlerin veya hormonlarin direkt etkisi
ile de fazla sentez ediliyor olabilecegi savunulmustur. Nasil bir mekanizmayla aktive
oldugu bilinmese de bazi klinik ¢aligmalarda Bcl-2’ nin yapimimi bloke ederek
kemoterapinin daha basarili olacagi diistiniilmiistiir (137,140). Ayrica yeni yapilan
bir ¢aligmada; bazi1 KLL hastalarinin Mcl-1 promotorundaki mutasyonunun hastaligi
kemoterapiye direngli bir duruma donistiirdiigii gosterilmistir (140).

KLL' de hiicre boliinmesinde de anormallikler goézlenmektedir. Siklin
bagimli kinazlarda (CDK) degisiklikler gozlenmektedir. KLL hiicrelerinin Go/G1
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fazinda oldugunu belirleyen siklin D2 ve D4’ te artis saptanmistir (50). Ayrica
olgularin %25’ inde Gi/ S evresinden geciste etkili olansiklin D1 varligi da rapor
edilmistir (141).

2.5. Tedavi

2.5.1.Tedavi dncesi degerlendirme (24)
* Oykii ve fizik inceleme

» Tam kan sayim1 ve ¢evresel kan yaymasi

» Kan biyokimyas1 : Glukoz, kan iire azotu (BUN), kreatinin, laktat dehidrogenaz
(LDH), trik asit, alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), alkalen
fosfataz (ALP), aloumin, bilirubin diizeylerinin belirlenmesi

* Serum protein elektroforezi ve immiinfiksasyon analizi
* Kantitatif immunglobulin diizeyleri
* Retikiilosit sayist ve direkt Coombs testi

* Viral seroloji: HBV (Hepatit B viriisit), HCV (Hepatit C viriisit), HIV (Kazanilmig
immiin yetersizlik viriisii), Ozellikle immiinokemoterapi sonrasi Hepatit B
reaktivasyon riski nedeniyle risk faktorii olmayan hastalarda HbsAg (Hepatit B
yiizey antijeni) ve anti-HBC (Hepatitis B kor antikoru), risk faktorii olan ya da
onceden hepatit B Oykiisii olanlarda HbEAg pozitiflik saptandiginda viral yiik
degerlendirilmesi yapilmaktadir.

* Dogurganlik ¢agindaki kadinlarda gebelik testi

* Kardiyak islevlerin degerlendirilmesi

* Evreleme icin Modifiye Rai ve Binet sistemi

* Tedavi endikasyonu konuldugunda FISH ile 17p delesyonu tayini

2.5.2. Tedavi Endikasyonlar:

Erken evre SLL ve KLL tedavilerinde bazi degisiklikler olsa da ileri evre
hastalikta tedavi protokolii aymidir. KLL seyri degisken bir hastaliktir. Erken
evredeki olgularin 6nemli bir kisminda tedaviden bagimsiz olarak uzun bir yasam
s0z konusu olabilir. Rai I veya II ve Binet A evresinde bulunan 2048 hastay1 igeren 6
prospektif randomize ¢alismada erken evrede klorombusil baslanan hastalarda tedavi
almayan gruba gore yasam siiresinde anlamli uzama goriilmemistir. Yeni ajanlarla
KLL’ deki tam remisyon oranlarinda belirgin artma saptanmistir. KLL> de erken
evrede tedavi i¢in acele edilmezken; SLL’ de erken evrede radyoterapi bir tedavi
secenegi olabilmektedir. Ancak bazi hastalar tanidan 1-2 yil sonra hayatimi
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kaybedilebildigi i¢cin hangi hastanin ne zaman tedavi edilecegi 6nemli bir sorundur
(24).

2008 yilinda bildirilen Uluslararasi Kronik Lenfositik Losemi Calistay’inda
onerilen kilavuz bilgilere dayali olarak tedaviye baglama 6lgiitleri hastanin bir klinik
calisma ya da genel tedavi yaklasimi i¢inde olup olmadigina gore degiskenlikler
gosterebilmektedir. Genel yaklagimda yeni tani almis asemptomatik erken evre
hastalikta (Rai 0, Binet A) herhangi bir ilerleme bulgusu olmadik¢a 3-6 aylik zaman
dilimlerinde tedavisiz izlem 6nerilmektedir (24).

Modifiye Rai siniflamasina gore orta (Evre I ve II) ve yiiksek risk (Evre III ve
IV) ya da Binet siniflamasina gore B ve C evresindeki hastalar genellikle tedavi
uygulanmasindan yarar gérmektedir. Bu hastalardan bir kismi1 (Rai orta risk ve Binet
evre B) herhangi bir semptom ya da ilerleme bulgusu olusmadik¢a tedavisiz de
izlenebilmektedir (16,28).

Aktif ya da ilerleyici hastalik tanimi i¢in asagidaki Olgiitlerden en az bir
tanesinin varlig1 gerekmektedir;

1. Tlerleyici kemik iligi yetersizligi bulgulari. Yeni ortaya ¢ikan ya da var olan
hafif diizeydeki anemi, ve/veya trombositopeninin derinlesmesi

2. Masif (sol kosta kenarini en az 6 cm asan) ya da ilerleyici veya
semptomatik splenomegali

3. Masif (uzun ¢apr 10 cm’yi asan) ya da ilerleyici veya semptomatik
lenfadenopati

4. Tlerleyici lenfositoz. Lenfosit sayisinin 2 ay iginde %50’den fazla artmasi
ya da LKS’ nin 6 aydan kisa olmasi. Tami aninda lenfosit sayisi
30.000/uL’den az olan hastalarda tek parametre olarak lenfosit ikilenme
zamani, tedaviye baslamak icin bir 6l¢iit olarak alinmamalidir.

5. Kortikosteroidlere ya da standart tedavi yaklasimlarina yanit alinamayan
otoimmiin hemolitik anemi ve/veya trombositopeni.

6. Sistemik semptom varligi

a. Son 6 ay icinde viicut agirhiginin %10’undan fazla kilo
kaybi,belirgin halsizlik ve yorgunluk

b. Herhangi bir infeksiyon bulgusu olmaksizin 2 hafta ya da daha uzun
stireli 38 dereceden daha yiiksek ates varligi

c. Herhangi bir infeksiyon bulgusu olmaksizin 1 ay ya da daha uzun
stireli gece terlemesi

Diger olgiitler olmaksizin hipogamaglobulinemi ya da monoklonal veya
oligoklonal protein varligi ve yine ayni sekilde mutlak lenfosit sayis1 tedaviye
baslama agisindan tek basina bir 6lgiit olarak goriilmemelidir.
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Aktif ya da ilerleyici hastalik bulgusu olan ve tedavi endikasyonu belirlenen

hastalarda ilk olarak 17p delesyonu arastirilmasi 6nerilmektedir (143,144).

17p delesyonu olmayan ve 70 yas alt1 olup tedaviye uygun olan hastalarda
onerilen tedavi yaklagimi Rituximab (R) —fludarabin (F) - siklofosfamid
(C)’dir. Bu hasta grubuna ayrica R+F, pentostatin (P)+C+R, bendamustin (B)
+R ve FC de uygulanabilir.

17p delesyonu olmayan ancak 70 yas iizerindeki hastalara tek ilag
klorambusil, rituksimabli ya da rituksimabsiz alkilleyici ila¢ kombinasyonlari
(R+CVP(R = siklofosfamid, vinkristin, ve prednizon gibi)), fludarabin (R+F)
veya bendamustin (R+B), doz azaltilmig R-FC ya da FC uygulanabilir.

17p delesyonu olmayan ancak eslik eden hastalik ya da piirin analogu
kullanamayacak hastalara klorambusil+R, tek ajan rituksimab ya da yiiksek
doz steroid uygulanabilir.

17p delesyonu olan hastalarda alemtuzumab (>5 cm kitlelerdeetkinligi az),
yiksek doz metilprednizolontrituksimab, bendamustin ya da CFAR
(siklofosfamid, fludarabin, alemtuzumab ve rituksimab) uygulanabilir. Yanit
elde edilse dahi yanit devamlilik siiresi olduk¢a kisa olacagindan tam ya da
kismi yanit elde edilmis uygun vericisi ve tibbi olarak uygun olan hastalara
mutlaka allojenik hematopoietik kok hiicre transplantasyonu onerilmektedir.
Uygun vericisi olmayan ya da tibbi uygunluk gdstermeyen hastalar ile ilk
yanit sonrasi niiks olan hastalarda beklenti oldukg¢a kottidiir. Bu hasta grubuna
R-CHOP  (Rituximab, siklofosfamid, doksorubisin  (hidroksirubisin),
vinkristin ~ ve  prednizon), hiperCVAD, (siklofosfamid, vinkristin,
doksorubisin ve deksametazon), ofatumumab ya daGA-101 (obinutuzumab)
denenebilir.

17p delesyonu olmayan ve sonradan niiks olan olgular ileprimer fludarabin
direnci  gosteren  hastalar i¢cin  genel kani; immunokemoterapi
uygulamalarindan sonraki 24 ayya da kemoterapi uygulamalarindan sonraki
12 ay iginde olan niiksler, erken niiks olarak degerlendirilmektedir.

* Geg niikslerde yeniden ilk sira tedavi uygulanabilir.

= 70 yas alt1 erken nikslerde R-FC, R-PC, B+R, FluCAM
(Alemtuzumab ve fludarabine kombinasyonu), CHOP+R (klorambusil
+prednizolon, oral siklofosfamid +R), hiperCVAD, EPOCH=+R,
CFAR, OFAR, ofatumomab, GA-101, alemtuzumab+R, yiiksek
dozmetilprednizolon+R ya da kladribintR denenebilir.

= 70 yas istii hastalara doz azaltilmis R-FC, doz azaltilmis R-PC, B£R,
yiksek doz metilprednizolon+R, klorambusil+R, ofatumomab,
klorambusil+ofatumomab, GA-101 ya da doz yogun tek ajan
rituksimab uygulanabilir.

o Primer fludarabin direnci olan olgular;

* Uygun dondrii olan ve tibben uygun olanhastalara allojeneik kdok
hiicre nakli uygulanabilir.

» Uygun dondrii olmayan ya da tibben uygun olmayan hastalara doz
azaltilmig R-FC, dozazaltilmis R-PC, B=£R, yiksek doz
metilprednizolon+R, klorambusil+R, ofatumomab, klorambusil +
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ofatumomab, GA-101 ya da doz yogun tek ajan rituksimab
uygulanabilir.

o Histolojik transformasyon gdsteren hastalar agresif lenfoma olarak tedavi

2.5.3.

edilir.

Yanit degerlendirme
Yanit degerlendirmede hastanin, fiziksel durumu ve kan parametreleri

(hemogram) kullanilir. Baslangicta herhangi bir nedenle goriintiileme teknikleri
kullanilmis ise tekrar edilebilir (Ultrasonografi, akciger grafisi ve bilgisayarli
tomografi gibi). Tam yanit i¢in (tedavi bitiminden en az 2 ay sonra) asagidaki
ol¢iitlerin tiimii karsilanmalidir (146).

AP

Cevresel kandaki lenfosit sayis1 <4000/mm3 olmali

Palpe edilen lenfadenomegli olmamali (1.5 cm ve altinda olmali)
Splenomegali ya da hepatomegali olmamali

Konstitlisyonel bulgular olmamali (kilo kaybi, ates, gece terlemesi, anlamli
halsizlik)

Biiyiime faktorii destegi olmaksizin kan tablosu normale donmeli (Notrofil
>1500/mm3, trombosit >100.000/mm3, Hb>11 g/dL)

Kismi yanit i¢in asagidakilerin en az 2 tanesi olmali ve en az 2 ay devam etmeli

1.

2.

3.

4.

Cevresel kan lenfosit sayisinin baglangic degere gore %50 ve iizerinde
azalmasi

Etkilenen lenfadenomegalilerin boyutunun toplamimnin %350 ve iizerinde
gerilemesi

Etkilenen hepatomegali ve/veya splenomegali boyutunun %350 ve iizerinde
gerilemesi

Kan sayimlarindan en az bir tanesinin normale donmesi veya baslangi¢c gore
%50 ve lizerinde artmast

llerleyici hastalik asagidakilerden herhangi birisinin varligini gerektirir:

Lenfosit sayisinin baslangic degere gore %50 ve lizerinde artmasi

Lenf diiglimii boyutlarinin baslangi¢ degere gore %50 velizerinde artmast
Hepatomegali ve veya splenomegali (boyutlarinin %50 ve lizerinde artmasi)
Yeni lezyon varligt

KLL hastalarinda destek tedavisi (16)

Yillik influenza ve 5 yilda bir de pndmokok asis1 onerilmektedir.

Sik tekrarlayan ve parenteral antibiyotik tedavi gerektiren hastalar uygun
antibiyotiklerle tedavi edilmelidir. Serum IgG diizeyi <500 mg/dL olan
olgulara ayrica aylik intravendz immunoglobulin tedavisi uygulanmalidir
(doz, 0.3-0.5 mg/kQ).

Piirin analogu ve/veya alemtuzumab uygulanan hastalara herpes viriis
profilaksisi i¢in asiklovir ya da esdegeri, Pneumocysitis carinii iginse
trimetoprim-siilfametaksazol 6nerilmektedir. Ayrica alemtuzumab uygulanan
hastalarda ya 1-2 haftada bir sitomegloviriis antijenemisi arastirilmasi ya da
tim tedavi siiresini ve tedaviden sonraki 2 ay1 da igerecek sekilde
valgansiklovir profilaksisi 6nerilmektedir.
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o Rituksimab uygulanacak tiim hastalarda Hepatit B i¢cin HBsAg ve HBCAb
testi bakilmalidir. Tarama testlerinden birinde pozitiflik var ise PCR ile
hepatit B viral yiik degerlendirilmelidir. HBsAg ya da HBcAb pozitifligi
olan her hastaya kemoterapi ile birlikte ampirik antiviral tedavi
uygulanmalidir. Tedavi siiresince her ay, sonrasinda 3 ayda bir PCR ile
hepatit B viral yiik izlemi yapilmalidir.

2.5.5. Tedavi ve Sitogenetik

Yukaridaki KLL hastalariin tedavisine yonelik protokol
degerlendirildiginde, tedaviyi belirlemede rol oynayan genetik degisiklik goze
carpmaktadir. Buda KLL’ de genetik degisikliklerin klinik Onemini One
¢ikardigindan, bu ¢alismada KLL tanisi alan olgularda 17p13 lokusundaki delesyon
gibi bir diger biyolojik marker olabilecek MDM2 gen amplifikasyonu olup
olmadigini belirlemek, var ise hastaligin evresi, prognozu ve ilaca direnclilik ile
iligkisinin olup olmadiginin gosterilmesi amaglanmistir.
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MATERYAL METOT

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi eriskin Hematoloji Bilim Dal1’ nda 2012-
2013 yilinda 20’ si yeni tani, 20’ si ise retrospektif olmak iizere Kronik Lenfositik
Losemi tanist almis toplam 40 olguya ait 6rnek ¢alisma grubunu olusturmaktadir.
KLL tanisinda NCI tanmi kriterleri (1996) esas alinmustir. Kontrol grubunu ise,
Philadelphia kromozomu pozitif (Ph+) oldugu belirlenmis 20 Kronik Myeloid
Losemi olgusuna ait 6rnek olusturmustur. Tim olgularin materyalleri; Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’ ne rutin konsultasyonel
sitogenetik analiz amaciyla gelen ve rutin kullanim sonrasi artan kemik iliginden
olusturulan pelletlerden elde edilmistir. Calismaya alinan hastalar bilgilendirilerek
yazili onamlar1 alinmistir. Hastalarin c¢alismaya alindigi andaki yasi, cinsiyeti,
konvensiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik sonuclar1 kaydedilmistir. 40 KLL
ve kontrol grubu olarak da 20 KML olgusuna ait kemik iligi 6rneginden yapilan
harvest sonrasi elde edilen preparatlara, MDM2 genine 6zgii isaretli prob kullanilarak
FISH yontemi uygulanmistir.

3.1. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

3.1.1 Kullamlan Soliisyonlar
20X SSC (Sodyum Salin Citrat)Hazir Soliisyon

2X SSC SSC
Hazir 20X SSC (AppliChem) soliisyonundan 10 ml alinip, tizerine 90 ml distile
su ilave edilerek, hacim 100 ml” ye tamamlanda.

0.4X SSC / 90.3 NP40 ((Nonident P40 Substitute) Yikama soliisyonu
Hazir 20X SSC soliisyonundan 2 ml alinip, iizerine 98 ml distile su ve 300ul
NP40 (Biochemika) ilave edilerek hazirlandi.

2X SSC / %0.1 NP40 ((Nonident P40 substitute) Yikama soliisyonu
Hazir 20X SSC soliisyonundan 10 ml alinip, {lizerine 90 ml distile su ve 100ul
NP40 ilave edilerek hazirlandi.

1M HCL (Hidrojen Kloriir)
Hazir HC1 (Emprove) soliisyonundan 8.3 ml alinip, iizerine 100 ml distile su
ilave edilerek stok soliisyon elde edildi.

Pepsin

100 mg pepsin (Ambresco) tartilarak 10 ml distile suda ¢oziildii. Hazirlanan stok
pepsin karistmindan 1 ml alinip tizerine 9 ml distile su eklendi. Elde edilen bu
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karisim daha sonra kullanilmak iizere 1° er ml’ lik enjektorlere ¢ekilerek -20 °c
saklandi.

0.01N HCL (Hidrojen Kloriir)

Stok olarak hazirlanan 1M HCL soliisyonundan 1 ml alinip, iizerine 99 ml
distile su ilave edildi. Kullanimdan hemen once, 1 ml‘lik pepsin soliisyonu oda
sicakligina ¢ikarildi. Eridikten sonra karisimin i¢ine ilave edildi.

1X PBS (Fosfat Buffer Salin) Yikama Soliisyonu
1 tablet hazir PBS’ in (MP Biomedicals) 100 ml distile suda ¢6ziilmesi ile elde
edildi.

Post Fiksasyon Soliisyonu

0.36 gr MgCl,.6H,0 (Ambresco) tartildi. 2 ml paraformaldehit (Merck)
sollisyonunun {izerine tartilan MgCl,.6H,0 ve 78 ml hazir 10X PBS eklenerek post
fiksasyon soliisyonu elde edildi.

Etanol Serileri

Preparat1 dehidrate etmek amaciyla; %70, %85 ve %100’ liik etanol (Merck)
serileri hazirlandi. %70 ve %85’ lik etanol serileri absolii etanole sirasiyla 30 ml ve
15 ml distile su katilarak hazirlandi.

3.1.2. Kullanilan FISH Probunun i(;erigi (Vysis)
e MDM2 FISH Probu (Vysis LSIMDM2 kirmizi florokrom isaretli DNA probu,
20pl)

e MDM2 Hibridizasyon Soliisyonu (Vysis, 150ul)
Formamid, sodyum klorit ve sodyum sitrat icerir.

e CEP DNA FISH probu (Vysis CEP12 yesil florokrom isaretli DNA probu,
20pl)

e CEP Hibridizasyon Soliisyonu (Vysis, 150ul)
Formamid, sodyum klorit ve sodyum sitrat icerir.

e DAPI IT Counterstain Soliisyonu (Vysis, 4',6-diamidino-2-phenylindole, p-
phenylendiamine, 1000pul1)

3.1.3. FISH Tekniginin Uygulanmasi
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3.1.3.1.Preparatin Hazirlanmasi

Olgulardan rutin kromozom eldesi yontemi uygulanarak, son asamada ii¢c kez
fiksatifle yikanan kemik iligi kiiltiir materyalleri +4 °C’ den ¢ikartilip 2000
rpm’ de 4 dakika santrifiij edildi.

Temizlenmis lamlar, %100’ liikk metanol (Emsure) icinde 2 dakika bekletildi.
Siire sonunda yumusak bir bez ile iyice kurulanda.

Santrifiij sonras1 materyalden {stte kalan dokelti, dipteki ¢okeltinin
yogunluguna uygun olarak bir miktar birakildi. Yavas¢a pipetaj yapilarak
cokelti homojen hale getirildi. Metanolden ¢ikarilip kurulanan temiz lamlara bu
ornekten 1damla damlatilarak preparatlar hazirlandi.

Uzerinde interfaz hiicreleri bulunan yayilmis preparatlar 1 gece oda 1sisinda
yaslandirildi.

Su banyosu 37 °C’ ye ayarlandi. 2X SSC ve 0.01 N HCI soliisyonlar1 su
banyosuna konarak 37 °C’ ye gelmesi saglandi.

Preparatlar 37 °C ‘lik su banyosunda 2XSSC igerisinde 30 dakika bekletildi.
2X SSC soliisyonundan gikartilan preparatlar 37 °C* lik su banyosunda 0.01 N
HCI / %21 Pepsin soliisyonu igerisinde 15 dakika bekletildi. (Pepsin

kullanimdan hemen 6nce eritilerek soliisyona eklendi.)

0.01 N HCI / %1 Pepsin soliisyonundan ¢ikarilan preparatlar daha sonra oda
1sisindaki 1X PBS icerisinde 1 dakika bekletildi.

Daha sonra oda 1sisindaki Post Fiksasyon soliisyonu igerisinde preparatlar 10
dakika bekletildi.

Post Fiksasyon soliisyonundan ¢ikarilan preparatlar tekrar oda 1sisindaki
1 XPBS igerisinde 3 dakika bekletildi.

Preparatlar havada kurutuldu.

3.1.3.2.Preparatin Dehidratasyon Asamasi

Preparatlar, %70, % 85 ve %100 alkol serisinde 2’ser dakika bekletildi.
Preparatlar havada iyice kurutuldu.

1 ul probun tizerine 2 pl steril distile su, 7u tampon (LSI buffer) ilave edilerek
prob kullanima hazir hale getirildi.

Elde edilen karisim ¢ok kisa siire vortekslendi.
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e Hazirlanan 10 pl’ lik prob karisimi lamele damlatildi ve lizerine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde lam kapatildi.

e Lamelin etrafi rebber semen ile ¢evrildi.

e 37°C’ ye ayarh etiivde 10 dakika kurumast icin bekletildi.

3.1.3.3 DenatiirasyonAsamasi\ Hibridizasyon Asamasi

Hem hedef hem de prob DNA’ sinin denatiirasyonu i¢in preparatlar karsilikli
ve dengeli bir sekilde hibridizasyon cihazina (HyChrome) yerlestirildi ve cihaz
denatiirasyon i¢in 75 °C’ de 5 dakika, hibridizasyon igin 37 °C’ de 20 saate
ayarlanmis olan programda ¢alistirildi.

3.1.3.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikama
Ertesi glin preparatlar hibridizasyon cihazindan ¢ikartildiktan sonra lameller,
etrafindaki rebber semen ile birlikte kaldirildi.

73 °C ‘ye ayarlanan su banyosuna 0.4XSSC / %0.3 NP40 soliisyonu konuldu.
Soliisyonun 1s1s1 kontrol edilerek 73 °C’ ye geldiginde lamlar bu soliisyon igerisinde
2 dakika bekletildi.

Daha sonra lamlar oda 1sisindaki 2XSSC / %0.1 NP40 soliisyonu igerisinde 1
dakika bekletildi.

Lamlar 2XSSC / %0.1 NP40 soliisyonundan dikey bir sekilde, lam tizerindeki
fazla soliisyonun uzaklastirilmas1 saglanarak c¢ikarildi. Ancak lamin tamamen
kurumamasina dikkat edildi.

24X 24 mm boyutlarindaki lamellere 10” ar ul DAPI II soliisyonu damlatildi.
Lamlar bu lameller ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi.

Daha 1yi sinyal alinabilmesi i¢in preparatlar hibridizasyon kutusuna konularak
+4 °C ¢ de 10 dakika bekletildi.

Preparatlar floresan mikroskop (Zeiss Imager M;) altinda ve Metafer 4 V3.9.0
programinda incelendi. Her olguya ait preparattan 400 interfaz hiicresi DAPI filtresi
kullanilarak tespit edildi. Uygun biiyiikliikteki hiicrelerden kirmizi (MDM2’ ye
spesifik) ve yesil spektrumlu (12. kromozomun sentromerine spesifik) filtreler
kullanilarak sinyaller sayildi. Her olguya ait goriintiiler bilgisayar ortaminda
kaydedildi ve sonuclar degerlendirilerek yorumlandi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Poliklinigi’ ne bagvurmus ve
NCI-WG olgiitlerine gore tan1 almis 40 Kronik Lenfositik Losemi’ li olgu ve kontrol
grubunu olusturan 20 Kronik Myeloid Losemi’ 1i olgularin kemik iliginden aspire
edilen Ornekler, calismanin materyalini olusturmustur. Calisma grubunu olusturan
KLL olgularmin ilk 20’si 2012 6ncesi, diger 20°si ise 2012-2013 yillar1 arasinda yeni
tan1 almastir.

KLL’ li olgularin 10’ nu kadin (%25), 30’ u erkek (%75) olup, Kadin / Erkek
orani : 1/3 olarak bulunmustur. Caligmaya alinan hastalarin yas ortalamalar1 62.7,
kontrol grubunu olusturan 20 KML hastasinin yas ortalamasi ise 44.5 olarak
belirlenmistir.

Tan1 aninda KLL hastalarindan 13 hasta (% 32.5) Binet A, 17 hasta (% 42.5)
Binet B ve 10 hasta Binet C (% 25) evresinde; Rai evrelendirme sistemine gore de 13
hasta (% 32.5) Rai 0, 9 hasta (% 22.5) Rai I, 8 hasta (% 20) Rai I, 5 hasta (% 12.5)
Rai Il ve 5 hasta (% 12.5) Rai IV evresinde bulunmustur.

Hastalarin yas, cinsiyet, konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
sonuglari ile uygulanan tedavi ve tedaviye yanit sonuglari Tablo 5° de goriilmektedir.

FISH yontemi uygulanan 40 KLL’ 1i olgunun 28’ inde (%70) 2 kirmizi 2
yesil sinyal paterni gézlenmistir (Sekil 3a). MDM2 gen amplifikasyonunu gosteren
sinyal paterni higbir olguda gézlenmezken (2 yesil, ¢oklu kirmiz1 sinyal), 12 olguda
(%30) ise 12. kromozom trizomisini gosteren 3 kirmizi 3 yesil sinyal paterni
gbzlenmistir ( Sekil 3b).
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Sekil 3a.  MDM2 Genine Spesifik Prob ile Yapilan FISH Uygulamalarinda
Normal Sinyal Paterninin Gosterilmesi
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Sekil 3b. MDM2 Genine Spesifik Prob ile Yapilan FISH Uygulamalarinda
Trizomi 12’ ye ait Sinyal Paterninin Gosterilmesi

Hem kontrol grubunda hem de KLL hastalarnda MDM2 gen
amplifikasyonunu gosteren sentromer sayisinin sabit (n=2); MDM2 gen lokusuna ait
sinyalin 3 ve daha fazla sayida (n>3) oldugu bir olguya rastlanilmamastir.

MDM2 genine spesifik prob kullanilarak uygulanan FISH metoduyla MDM2
amplifikasyonu negatif saptanan tez ¢alismamizdaki 40 olguya uygulanan rutin FISH
analizinde bu olgularin 16’ sinda (%40) 17p13 delesyonu, 13’ {inde (%32.5) 13q14
delesyonu, 12’ sinde (%30) trizomi 12, 6° sinda (%15)’ inde 11922.3 delesyonu ve 1
‘inde (%2.5) 60923 delesyonu gozlenmistir. (Grafik 1)

Grafik 1. 40 KLL olgusuna ait rutin FISH analizi ile saptanan kromozomal abnormaliteler

mdel{17pl13)
mdelil3ql4)
W trizomil2
mdel{11g22-23})

o del(6q23)
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MDM2 gen amplifikasyonunu belirlemek tizere yapilan FISH ¢aligmasinda 12
olguda trizomi 12 saptanmistir. Bu olgularin 6’ s1 izole trizomi 12 olup erken evre
hastalardi. 17p13 delesyonuyla birliktelik gdsteren 4 trizomi 12 ‘li hasta ve 1 13q14
delesyonlu hasta tedavi endikasyonu olan hastalardi. (Tablo 6)

Tablo 6.  FISH analizi ile saptanan trizomi 12 li olgular ve Klinik durum

Olgu | izole Trizomil2+d | Trizomil2+ | Trizomil2+del Klinik Durum
trizomi 12 el(13q14) del(17p13) | (13ql4)+del(1
7p13)
2 pozitif Takip
9 pozitif Takip Dist
10 pozitif Takip
11 pozitif Takip Dist
13 pozitif Tedavi Devam
14 pozitif Takip
22 pozitif Tedavi /Remisyon
24 pozitif Tedavi /Remisyon
25 pozitif Takip Dist
27 pozitif Takip Dist
32 pozitif Tedavi /Remisyon
40 pozitif Tedavi /Remisyon
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TARTISMA

KLL, eriskinlerde %25 oranla en sik gozlenen 16semi tipi olup bati
toplumlarinda yillik gériilme sikligr 4/100.000” dir (17). Tan1 anindaki ortalama yas
65 olmakla birlikte, siklig1 yasla artmakta ve 70 yas tstii niifus grubunda 50/100.000°
e ulagsmaktadir. Erkeklerde kadinlara gore iki kat daha siklikta goriilmektedir. (18).
Tan1 aninda hastalarin %75’ 1 erken evre olup %25’ 1 ileri evredir. Ortalama yasam
siresi evre arttikca azalir. Erken evrede ortalama yasam stiresi 12 yil iken, ileri
evrede ortalama yasam siiresi 1,5 yildir. Erken evre bazi hastalar tedavi edilmeksizin
yillarca yasayabilirler (147). Calisma grubumuzu olusturan 40 KLL olgusunun tani
anindaki yas ortalamasi 62.7 olarak belirlenmis olup, bu deger literatiirle uyumlu
bulunmustur. 40 olgumuzda kadin:erkek oranmi 1:3 olarak bulunmus olup, bu bulgu
KLL’ nin erkeklerde daha fazla siklikta gézlendigini desteklemektedir. Tan1 anindaki
evrelerine baktigimizda da, daha dnceki ¢alismalara paralel olarak; 40 olgunun %75’
i erken evre olarak belirlenmistir. Ileri evre olarak belirlenen 10 olgudan 4’{iniin
(%40°’nin) yagamini yitirmis olmasi ileri evrede tam1 konulan olgularda ortalama
yasam stiresinin 1,5-2 y1l oldugunu dogrulamaktadir.

Kontrollii olarak yapilan etiyolojik caligmalarda KLL’ nin gelisiminde
kimyasallarin, radyasyonun, kotii beslenmenin, virus infeksiyonlarin ve otoimmiin
hastaliklarin 6nemli bir risk olusturmalart bulunmasina ragmen bugiine kadar
bunlarin KLL ile kesin olarak iligkisi gosterilememistir (19). Diger taraftan KLL* ye
yakalanan kisilerin birinci ve ikinci derecede akrabalarinda da bu 16seminin gelisme
thtimalinin yliksek oldugunun bilinmesi genetik bir faktoriinde etkin oldugunu
diistindiirmektedir (22,23). Literatirde KLL’ ye yakalanan ailelere ait detaylh
calismalar olmasina ragmen bu kisilerde KLL’ ye spesifik kromozomal diizeyde bir
bozukluk bulunamamistir ve genetik gecis mekanizmasinin molekiiler patogenezi
tam olarak bilinmemektedir (22). Bunun en biiyiik nedeni hem KLL hiicrelerinin
metafaz evresinde saptanabilmesindeki zorluklar, hem de KLL’ ye 6zgili genetik bir
bozuklugun goriilmemesidir (14,32,101). Bununla birlikte, KLL hastalarinin %30-
%50’ sinde degisik sitogenetik abnormaliteler belirlenmistir (14). FISH yontemiyle
KLL’ de en sik gozlenen abnormaliteler 13q14 delesyonu (%51), 11g22.3 delesyonu
(%17-20), trizomi 12 (%15), 17p13 delesyonu (%7), 6923 delesyonu (%7) ve
t(14;19) translokasyonudur (%1-2) (101,102). Bizim ¢alisma grubumuzda ve 20
KML tanili kontrol grubunda 12 numarali kromozomda lokalize MDMZ2 gen
amplifikasyonuna bu gene spesifik prob kullanilarak FISH yontemi ile bakildiginda
MDM2 geninde amplifikasyon gozlenmezken, KLL tanili 40 olgunun 12’ sinde %30
oraninda trizomi 12 belirlenmistir. Bu oranin daha 6nceki ¢alismalardan daha yiiksek
olmast; kullanilan probun gene spesifik olmasi nedeni ile yanlis negatifligi ortadan
kaldirdig1 diisiincesindeyiz. Diger taraftan caligma grubumuzu olusturan olgular,
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daha Once rutin olarak konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemleri ile
raporlandirilmig olgular olup, bu olgularda rutin FISH testlerinin uygulanmasi
sonucunda, en sik 17p13 delesyonu (%40) goriilmiis olup sonra sirasiyla 13ql4
delesyonu (%32.5), trizomi 12 (%30), 11922.3 delesyonu (%15) ve 6923 delesyonu
(%2.5) goriilmiistiir. Daha 6nceki ¢aligmalarda ortalama %7° lik bir oranla gozlenen
17p13 delesyonunun bizim hasta grubumuzda en sik gozlenen anomali olmasinin
sebebi kullanilan problarin farkliligina, laboratuarlar arasi cut-off degerlerinin
degiskenligine ve populasyonlarin heterojenitesine bagli olabilir. Ddhner H. ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, bu kromozomal abnormalitelerle direkt olarak
prognozun iligkili oldugu gosterilmistir. Ornegin 17p ve 11q delesyonlu hastalarin
prognozunun, karyotipi normal olan hastalardan daha kétii, tek basina 13q delesyonu
olan hastalarin ise prognozunun daha yavas seyirli ve daha uzun sagkalim siiresi ile
iligkili oldugu belirlenmistir (101). Bizim ¢aligmamizda da benzer sekilde izole 13q
delesyonu olan hastalarin prognozunun daha yavas ilerleyen erken evre hastalar
oldugu ve bu hastalarin tedavi endikasyonlarinin olmadig1 gézlenmistir. Yine benzer
sekilde 17p13.1 ve 11g22.3 delesyonu olan hastalarin prognozunun koétii oldugu
belirlenmis ve bu hastalar i¢in tedavi endikasyonu gozlenmistir.

KLL  hiicrelerinin  biliyik bir ¢ogunlugu proliferasyon kapasiteleri
olmadigindan hiicre siklusunun GO /G1 evresinde tutuklu kalirlar. Sonug olarak KLL
hastaligi B hiicrelerinin fazla ¢ogalmasindan degil apoptozun az olmasindan
kaynaklanmaktadir (137). Apoptozun mekanizmasinda bir tiimor siipresor gen olan
p53 geni rol oynamaktadir (103,104). P53 proteini bir transkripsiyon faktorii olarak
DNA’ ya baglanma, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi, DNA tamiri, farklilasma,
genomik plastisite ve apoptoz gibi bir¢ok farkli fonksiyona sahiptir (18,23,106).

M. Solenthaler ve arkadaglarinin MDM2 geninin overekspresyonu ile trizomi
12 arasindaki iliskiyi QRT-PCR yontemi ile gosterdikleri bir ¢aligmada, 16semik
fazdaki MCL’ 11 21 hastanin sadece 2’ sinde trizomi / tetrazomi 12 saptanirken, 7
hastanin 6’ sinda 12. kromozomun sayisal artist olmaksizin MDM2 geninin
overekspresyonu gozlenmistir. Bu 7 hastanin sadece 1 tanesinde trizomi 12
saptanmigtir (148). Yine benzer sekilde Manal O. ve arkadaslarimin 82 Multipl
Myelom hastasi tizerinde FISH yontemi kullanarak yaptiklart bir ¢alismada, 82
olgunun 48’ inde trizomi 12 goézlenmis olup, hem trizomi 12 gbzlenen hem de
karyotipi normal olan olgularda % 8 oraninda MDM2 gen amplifikasyonunun
belirlenmesi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (149). Bizim ¢alismamizda
da %30 oraninda trizomil2 saptanmisken MDM2 geninin amplifikasyonu
saptanmamistir. Buda bize MDM2 gen amplifikasyonu ile 12. kromozomun sayisal
artigt arasinda iliski olmadigini gostermektedir.

p53’ {in stabilizasyonunun diizenlenmesinde MDM2 (MIM 164785, MDM2
veya HDM2) adli bir protein rol oynamaktadir. MDM2, p53° iin amino ucuna
baglanarak hem onun transkripsiyonel etkinligini baskilamakta, hem de proteozomal
komplekslere yoOnlendirerek burada degradasyonunu saglayan ubiquitin ligaz
aktivitesi gostermektedir (107). Ilging olarak; p53,  MDM2 geninin de
transkripsiyonunu aktive etmektedir (108). Hem ekzojenik hem endojenik etkenlerle
hiicrenin strese maruz kaldigit durumlarda MDM2' nin p53'e baglanma yerinde
asetilasyon ve fosforilasyon nedeniyle yapisal degisiklik olusur. Bu ylizden MDM?2
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proteini p53’ i baglayamaz ve serbest kalan p53 transkripsiyonel aktivitesini
gostererek Gl ve G2 kontrol noktalarinda hiicre siklusunun durdurulmasina ve BAX
geni aktivasyonu ile apoptoza neden olur (109). Ancak 6zellikle onkojenik stimulus
varliginda MDM2 etkisini, p53’ e bagimli olmayan yolla da gosterir. Hiicre
dongiisiiniin  GI/S gecisinden sorumlu olan E2F (Hiicre dongilisiinde S evresi
genlerinin transkripsiyonunu saglar) aktivasyonunu, pl4ARF’ nin (MDM2’ ya
baglanarak p53° {in aktivasyonuna katki saglayan timor supresor gen)
inaktivasyonunu yapar. Inaktive olan pl4ARF hiicre g¢ekirdeginde MDMZ2' yi
baglayamaz ve sitoplazmaya ¢ikmasina engel olamaz. Sitoplazmaya ¢ikan MDM2
p53’ e baglanarak aktivitesini inhibe eder (110).

MDM?2 ile ilgili Watanabe T. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
MDM2 geninin KLL' li olgularin %47’ sinde overekspresyonu saptanmis olup bu
ekspresyonun KLL’ de prognozu koétii yonde etkiledigi gosterilmistir. Bu calismada
17 KLL olgusunun periferik kan lenfositleri Nouthern Blot teknigi ile analiz edilmis
olup, erken evre 8 hastanin 1’ inde (%12.5) ve ileri evre 9 hastanin 7’ sinde (%77.7)
MDM2 geninin overekspresyonu gozlenmistir (122). KLL ile ilgili M James B.
Johnston ve arkadaglarinin yaptigi bir baska ¢alismada ise KLL’ li hastalarda bu
genin p53’ i bloke ettigi gosterilmis ve bu yolla programlanmis hiicre 6limiinii
engelleyip, ilag direnci olusturdugu savunulmustur (11). KLL tedavisine yonelik
yapilan Kensuke Kojima ve arkadagslarinin yaptig1 bir baska ¢aligmada ise, KLL’ de
P53-MDM2 baglantisin1 engelleyerek p53° e aktivasyon kazandiran ‘nutlins’ iceren
ilaglar gelistirilmeye baslandigi gosterilmistir (120). KLL’ de MDM2 geninde
ekspresyon artisinin  gosterilmesine karsin  bugiine kadar MDM2 geninin
amplifikasyonunun olup-olmadigimni gosteren bir ¢alismaya rastlanilmadigindan, ilk
kez bu calismada KLL tanili1 40 olguda MDM2 genine spesifik prob kullanilanilarak
FISH yontemiyle calisilmis ve her olguda 400 hiicre degerlendirilmistir. Bu
olgularda MDM2 gen amplifikasyonu belirlenmemistir. Calismamizdaki 40 olgudan
30’unun ( % 75) tan1 aninda erken evre olup, tedavi endikasyonu olmayan KLL
olgularinin olmasi; MDM2 gen amplifikasyonunun negatif oldugu durumda iyi
progresif faktor oldugunu gostermektedir. Bu % 75 oranindaki erken tam ve tedavi
endikasyonu olmayan hastalarin takiplerinde tedavi endikasyonu gelismesi
durumunda MDM2 gen ekspresyonunun tekrar bakilmast MDM2-KLL iligkisini
gostermede daha faydali olacaktir. {leri evre olan 10 (%25) hastada MDM2 gen
amplifikasyonunun goriilmemesi, 10 olgunun 7’ sinde ( % 70) 17p13 lokusunda
delesyonun belirlenmis olmasindan dolayi, MDM2 geni overekspresyonu olsa bile
17p13 delesyonu olan KLL olgularinda p53 ve MDM2 proteini arasindaki
regiilasyonunun MDM2 gen amplifikasyonu olmadan gergeklesebilecegini
diistindiirmiistiir. Kullanilan prob ile MDM2 gen amplifikasyonunun saptanmamasina
ragmen 12 olguda (%30 oraninda) trizomi 12’ nin belirlenmesine olanak saglamistir.
Bu durum uygulamalarinda bu probun kullanilarak hem amplifikasyonu hem de 12.
kromozomdaki sayisal artislar1 da gdsterebilmesi acisindan tercih edilmesi gereken
bir prob oldugunu gostermektedir. Daha onceki yapilan calismalarda SNP 309 G/G
genotipine sahip ve dolayisiyla yiiksek diizeyde MDM2 ekspresyonunu igeren KLL
hiicrelerinin apoptoza direngli ve ileri evre hastalik 6zelligi gosteren hiicreler oldugu
gosterilmigtir (117-119). Ayrica MDM2 genin promotor bdlgesindeki SNP’ lerin
daha onceki ¢alismalarda gosterilmis olmasi nedeniyle, bir sonraki basamak olarak
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bu calismada gen amplifikasyonu olmayan KLL olgularinda MDM2 gen
ekspresyonuna ve Ozellikle ileri evredeki olgularda MDM2 geninin  3009.
pozisyonundaki G/G genotipine sahip olup olmadiklarina da bakilmasi gerektigi
diisiincesindeyiz. Daha yiiksek sayida hasta grubunda bu calismanin yapilmasi ve
baslangicta tedavi endikasyonu olmayan hastalarin takiplerinde tedavi endikasyonu
gelistiginde bu amplifikasyona tekrar bakilmast ile MDMZ2 KLL iligkisinin
gosterilebilecedi ve ayrica prognoz ve tedavi direnci lizerine olan etkisi hakkinda
daha fazla bilgi edinilebilecegi inancindayiz.
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SONUCLAR

KLL’ de MDM2 geninin amplifikasyonunu gosterebilmek amaciyla yapilan
bu ¢alismada MDM2 genine spesifik prob kullanilarak FISH yontemi uygulanan 40
KLL ve kontrol amagli 20 KML olgusunun higbirinde MDM2 gen amplifikasyonu
gbozlenmezken; 40 KLL olgusunun 12’ sinde (%30 oraninda) bu genin lokalize
oldugu 12. kromozomun trizomisi belirlenmistir. KLL’ de en sik goriilen bir
kromozomal abnormalite olan 12. kromozomun trizomisinin gdsterilmesi ancak
MDM2 gen amplifikasyonunun belirlenmemesi; hasta grubunun hastaligin erken evre
doneminde olmasz ile iliskilendirilmistir.

KLL olgularinda FISH yontemi ile MDM2 gen amplifikasyonunun
gozlenmemesi nedeni ile bu olgularda mRNA diizeyinde overekspresyon olup
olmadigina bakilmasina ve olgularin takip edilerek evresi ilerleyen olgularin MDM2
gen amplifikasyonu i¢in yeniden degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Ayrica gen amplifikasyonu olmayan oOzellikle ileri evredeki bu olgularda

MDM2 geninin 309. pozisyonundaki G/G genotipine sahip olup olmadiklarina da
bakilmas1 gerektigi diistincesindeyiz.
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