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TESEKKUR

Bu calismamin ger¢eklesmesine katkilarindan dolayr Hematoloji Boliimii Ana
Bilim Dali Bagkani ayn1 zamanda Doku Tipleme laboratuvari sorumlusu ve tez hocam;
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OZET

Akut Myeloid Losemi Tanis1 Alan Hastalarin Myeloid Markirlarin
Pozitiflik Oranlar:

Amag: Bu ¢alismanin amaci, power analizi ile ulasilan 6rneklem sayisina uygun,
Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi Arastirma Hastanesi Hematoloji bdliimiinde AML
tanist alan ve histopatolojik olarak da tanisi kesinlesmis hastalarinin, flow sitometri ile
calisilmak istenen Orneklerinde (rutin perifer kanlar1 ve kemik iligi 6rnekleri) AML
markirlar1 pozitifligi agisindan incelemektir.

Materyal ve metot: Bu ¢aligma Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi Arastirma
Hastanesi’nin Hematoloji Boliimiiniin poliklinik ve servisine gelen, Akut Myeloid
Losemi tanist alan ve Doku Tipleme Laboratuvar: biinyesindeki, Flow Laboratuvarina
rutin olarak gelen hastalarin perifer kan ve kemik iligi Orneklerinin on renkli
multiparametreli Flow cytometry cihazi tarafindan taranmis ve ortaya cikan veri
histogramlar1 degerlendirme i¢in kaydedilmistir.

Bulgular: Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki
dagilimina ve kiyaslamalar1 incelenmistir. Ornek frekanslara gore 45 drnegin %48.9°u
myeloblast, %51.1’inin de myeloid oldugu tespit edilmis ve ylizey antijenlerinin
myeloblast ve myeloid alt gruplarindaki yiizey antijenlerinin myeloid ve myeloblast alt
gruplarindaki kiyaslamalari incelenmistir.

Sonug¢: Calisma sonucunda 45 6rnegin %71.1°i, kemik iligi olurken, %28.9’u
periferik kan oldugu tespit edilmistir. Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan
alt gruplarindaki dagilima gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CDI1B,
CDI11C, CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenleri kemik iligi ve periferik kan
alt grup dagilimlari ile normal dagilim arasinda fark bulunmus, kiyaslamalarina gore ise
CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117,
HLADR ve MPO antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarinda, istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermedigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut Myeloid Losemi, Flow Sitometri, CD (Cluster of

Differentiation), AML Hastalari, Immiinfenotipleme
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ABSTRACT

Myeloid Marker’s Positivity Rates of Patients Diagnosed as Acute
Myeloid Leukemia

Aim: The aim of this study was to determine the positivity of AML markers in
the samples (routine peripheral blood and bone marrow samples) of the patients who
were diagnosed with AML in the Hematology Department of Malatya Turgut Ozal
Medical Center Research Hospital and whose diagnosis was confirmed
histopathologically, suitable for the number of samples reached by power analysis.
perspective to examine.

Material and method: This study was carried out by ten-color multiparameter
Flow cytometry of peripheral blood and bone marrow samples of patients diagnosed
with Acute Myeloid Leukemia and routinely admitted to the Flow Laboratory within the
Tissue Typing Laboratory, who came to the outpatient clinic and service of the
Hematology Department of Malatya Turgut Ozal Medical Center Research Hospital.
scanned by the device and the resulting data histograms were recorded for evaluation.

Results: The distribution and comparisons of surface antigens in bone marrow
and peripheral blood subgroups were investigated. According to sample frequencies,
48.9% of 45 samples were myeloblasts and 51.1% were myeloids, and the comparisons
of surface antigens in myeloblast and myeloid subgroups of surface antigens in myeloid
and myeloblast subgroups were examined.

Conclusion: As a result of the study, 71.1% of 45 samples were found to be
bone marrow, while 28.9% were peripheral blood. According to the distribution of
surface antigens in bone marrow and peripheral blood subgroups, CD13, CD14, CD15,
CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117, HLADR and MPO
antigens are between bone marrow and peripheral blood subgroup distributions and
normal distribution. A difference was found, and when compared, it was determined
that CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117,
HLADR and MPO antigens did not show a statistically significant difference in bone
marrow and peripheral blood subgroups.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, Flow Cytometry, CD (Cluster of
Differentiation), AML Patients, Immunophenotyping
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1. GIRIS

Akut miyeloid 16semi (AML), kemik iligi, periferik kan ve/veya diger dokularda
miyeloid blastlarin klonal genislemesi ile karakterize heterojen bir hematolojik
malignite seklidir (1). Eriskinler arasinda en sik goriilen akut 16semi seklidir. AML
smiflandirmasinda  altm  standart yéntem Diinya Saghk Orgiiti  (WHO)
smiflandirmasidir (2). AML'de prognozu degerlendirmede en dogru sonucu elde etmek
icin farkli parametreleri birlestirmek zordur. Klinik, morfolojik ve immiinofenotipleme
degerlendirmesine ek olarak, molekiiler sitogenetik yontemler AML siniflandirmasinda
ve prognozu tahmin etmede kullanilan baslica yontemlerdir (2,3). Akut olmayan
promiyelositik 16semi (APL olmayan) AML'nin risk smiflandirmasi 3 gruplu bir
siiflandirma sisteminden olusur ve bu sekilde tedaviye rehberlik ederken prognozu
tahmin eder: Olumlu, orta, kotii/olumsuz (3).

Kanser ve Losemi B Grubu protokolleri ile tedavi edilen AML'li yetiskin
hastalarin gézden gegirilmesinde, olumlu, orta ve kotii risk alt gruplarina sahip hastalar
icin 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %55, %24 ve %5 dir (4). AML 11 denemesi,
strastyla %34, %13 ve %?2'lik olumlu, orta ve diisiik riskli alt gruplarin 5 yillik benzer
sagkalim oranlarina sahipti (5).

Monoklonal antikorlar kullanilarak hiicrelerin eksprese ettikleri antijenlere karsi
idantifiye edilmesi ve bu yontemle karisik bir popiilasyonda belli bir hiicrenin
belirlenmesi ve ayrilmasina immiinfenotipleme denir (4). Son yillarda hibridoma
teknolojisi ve faj gosterim teknolojisi sayesinde farkli tipteki lenfosit populasyonlariyla
hem spesifik hem de selektif olarak reaksiyona giren birgok tiire 6zgii monoklonal
antikorlarin tiretimi yapilmaktadir. Antijen; monoklonal antikorlar tarafindan taninan
hiicre ylizey molekiilleri olarak tanimlanir ve bu molekiiller tarafindan farkli tiirdeki
hiicre popiilasyonlarinin ayrimlart yapilabilmektedir. Bu hiicre yiizey molekiilleri farkli
kategorilerde siniflandirilabilmektedir.

Giiniimiizde hiicre ylizeyindeki bu antijenik olusumlar CD (Cluster of
differentiation) farklilagsma kiimeleri olarak adlandirilir. AML hastaliginin teshisinde;
Flow Sitometri de belirleyici CD molekiilleri ile ¢alisilir. Temel antikorlarin kullanildig:
bir panel ile akut myeloid 16semilerin %95’ i tanimlanabilir. Bu panel ile hiicre serisinin
tamimlanamadigi durumlarda, AML M6- M7 den morfolojik verilere gore siiphe

edildiginde, prognostik verilere ulagilmak istendiginde, takibinde kullanilmasi igin



minimal rezidiiel hastaliga bir parametre arandiginda, literatiir 1s1¢1nda kullanilan diger
antikorlar yardimei olabilir (3).

Multiparametre akis sitometrisi, morfolojik degerlendirme ile birlikte genellikle
kesin tan1 veya dar ayiric1 oneren akut 16semilerde antijen ekspresyon profillerinin hizli
ve ayritili olarak belirlenmesini saglar. Multiparametre akis sitometrisi; AML
hastalarmin tani, siniflandirma ve izlenmesinde paha bigilmez bir aragtir (6).
Calismanizda Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi Arastirma Hastanesinde, AML tanisi
alan hastalarin, AML markirlarin pozitiflik oranlar1 yiizdelik olarak hesaplanacaktir.
Ulusal ve uluslararasi ¢alismalarda bu konuda veri analizlerini sunan c¢esitli ¢calismalar
bulunmaktadir. Giincel caligmalarda hastalarin ilk tanilarinda ve hastaligin niiksi
sirasindaki verilerin analizi de karsilastirilmaktadir. Akis sitometrisi (AS) cesitli
hiicrelerin bir siispansiyon halinde bir akis kanali boyunca tek tek gegmesi ve bu esnada
hiicre biiyiiklik ve igerigine gore smiflandirilmasi esasina dayanan florokromojenik-
lazer tabanli bir tan1 yontemidir (7). Hematolojik malignitelerin tanisinda AS cihazi en
fazla kullanilir. AS; hematolojik malignitelerin tan1 ve tedaviye yanitlarina, HIV
analizine, B ve T lenfosit fonksiyon ve sayilarina, hiicre canliliginin
degerlendirilmesine, DNA analizine, retikiilosit/eritrosit analizine, trombosit
fonksiyonlarinin degerlendirilmesini ve hiicre i¢i glutatyon tayinini saglayan bir
immunohematolojik laboratuvar uygulamasidir. AS cihazinin giinimiizde en fazla
kullanim alanlarindan birisi hematolojik malignitelerin tanisidir (8).

Fransiz-Amerikan-ingiliz Kooperatif Grubu, morfolojik kriterlere (hiicre boyutu,
sitoplazma, niikleol, bazofili, vakuolasyon) dayali olarak tic ALL grubunu (L1-L3) ayirt
eder (7). L1 ve L2 arasindaki morfolojik ayrim prognostik Onemini yitirmistir. L3
morfolojisi, olgun B-hiicresi ALL ile iliskilidir ve kemik iligi biyopsi &rneklerinde
"yildizl1 gokyiizii" modeli ile sonuglanan yiiksek hiicre dongiisii oranmi ile karakterize
edilir. ALL'deki patlamalar miyeloperoksidaz i¢in negatiftir, ancak aksi takdirde akis
sitometrisi ile miyeloid belirteclerin ekspresyonu olmayan nadir durumlarda diisiik
seviyeli miyeloperoksidaz pozitifligi (%3-5) ortaya ¢ikabilir (6).

Akut losemi tanisinda, morfolojik kriterler sitokimyasal ve immiinophenotipik
bilgilerle desteklendiginde, deneyimli gozlemciler arasindaki uyum %70'ten %99'a
yiikselir. Morfolojik yorumlamanin zor oldugu durumlarda immiinofenotiyoloji énemli
bir rol oynar. immiinofenotiplemenin en biiyiik avantaji, sadece morfolojik kriterlerle
tanimlanamayan 6zellikle 16semi alt tipinin belirlenmesidir. Losemide periferik kan ve

kemik iligi immiinofenotiplemesi belirli bir terapotik rejim igin karar verme kararini
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belirler ve pratik bir prognostik indikatordiir. Akut 16semi tan1 ve tedavisi Oncelikle
16semi hiicrelerinin saptanmasi, tanimlanmasi ve karakterizasyonuna baglidir.

Bu caligmanin amaci, power analizi ile ulasilan 6rneklem sayisina uygun,
Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi Arastirma Hastanesi Hematoloji bdliimiinde Akut
Myeloid Losemi (AML) tanis1i alan ve histopatolojik olarak da tanisi kesinlesmis
hastalarinin, flow sitometri ile ¢alisilmak istenen 6rneklerinde (rutin perifer kanlar1 ve
kemik iligi ornekleri) AML markirlar1 pozitifligi agisindan incelemektir. Sonug olarak
amacimiz; hastalariin myeloid markirlarinin pozitiflik oranlarinin yilizdelerini inceleyip
literatiire bu markirlarinin pozitif yiizdelik oranlarin1 saptayarak katki saglamaktir.

Multiparametre akis sitometrisi, morfolojik degerlendirme ile birlikte genellikle
kesin tan1 veya dar ayiric1 oneren akut lsemilerde antijen ekspresyon profillerinin hizl
ve ayrintilt olarak belirlenmesini saglar. Multiparametre akis sitometrisi; AML
hastalarinin tani, siniflandirma ve izlenmesinde paha bigilmez bir aragtir (1).

Immiinfenotipik degerlendirme akut 16seminin dogru tan1 ve smiflandirilmasi
icin gereklidir. Multiparametre Akis Sitometrisi bu bilgileri toplamak i¢in hizli ve etkili
bir yontemdir. Ulusal ve uluslararas: ¢aligmalarda bu konuda veri analizlerini sunan
cesitli caligmalar bulunmaktadir. Bu caligmanin amaci, power analizi ile ulasilan
orneklem sayisina uygun olarak belirlenen sayida, Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi
Arastirma Hastanesinde, AML tanis1 alan hastalarin, AML markirlarinin pozitiflik
oranlarint ylizdelik olarak saptamaktir. Bu veriler ile Akut Myeloid Loseminin tani
yonteminde, Akis Sitometrik Immiinfenotip uygulamasin sonuglari, etkinlik ve faydalari
acisindan kendi hasta serimizde de degerlendirilecektir. Ayn1 zamanda AML hastalarin
yas ve cinsiyet dagilimlarinin ortaya konmasi, bolgesel verilerin analizleri agisindan da

Onem arzetmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Losemi

Losemi, bazi farkli kan kanseri tiirlerinin genel adidir. Dort ana 16semi tiirii
vardir (9). Bunlar;

1. Akut Lenfoblastik (Ienfositik) Losemi (ALL)

2. Akut Miyeloid Losemi (AML)

3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

4. Kronik Miyeloid Losemi (KML).

Miyeloid 16semi bu hiicrelerde baslayabilir. Ikinci is ise, bagisiklik sisteminin bir
pargasi olan lenfositleri olusturmaktir (10). Lenfositik 16semi bu hiicrelerde ortaya
cikabilir. Kanserli degisiklik, lenfositleri olusturan bir tir kemik iligi hiicresinde
meydana gelirse, 16semiye lenfositik veya lenfoblastik denir (9).

Losemi, kan ve kemik iligi kanseridir. Kemik iligi, cogu kemigin merkezinde
bulunan ve kan hiicrelerinin olustugu siingerimsi dokudur. Losemi, kemik iligindeki
olgunlagsmamis hiicrelerden birinde baslar. Hiicrenin DNA'sinda bir veya daha fazla
degisiklik (mutasyon) meydana gelir ve "losemi hiicresi" adi verilen bir kanser hiicresi
tirii haline gelir. Losemi hiicreleri, saglikli, isleyen kan hiicrelerine olgunlagmazlar.
Normal kan hiicrelerinden daha hizli biiyiirler ve daha uzun yasarlar. Daha fazla 16semi
hiicresi yapmak i¢in boliiniirler ve kendilerini kopyalarlar. Zamanla, 16semi hiicreleri ya
kalabaliklagir ya da kemik iligindeki normal, saglikli kan hiicrelerinin gelisimini
baskilar. Bu hiicreler kemik iliginden kan dolagimina dokiiliir ve daha sonra karaciger
ve dalak gibi organlara yayilabilir (11).

Losemi hastaliklar1 ve bunlar arasinda en O6limciil 16semi cesidi olan Akut
Lenfoblastik Losemi ¢ok hizli ilerleyen ve kisa siirede kisiyi 6liime siiriikleyebilen bir
tiptir. Arastirmamizda da incelemis olugumuz Akut Myeloid Losemi asagida genis bir

sekilde incelenmistir.
2.2. Akut Myeloid Losemi (AML)

2.2.1. Tanim

AML, kemik iligi ve periferik kandaki miyeloid progenitorlerinin (blastlarin)

klonal genislemesi ile karakterize heterojen bir hastaliktir (12). Onceden tedavi



edilemeyen AML, simdi 60 yasin altindaki hastalarin yaklasik %35-40'inda tedavi
edilmektedir (12). 60 yasin iizerindekiler ig¢in prognoz iyilesmekte, ancak gaddar
olmaya devam etmektedir. Son g¢aligmalar, bozuklugun yasla birlikte biriken bir dizi
tekrarlayan hematopoietik kok hiicre genetik degisikliginden kaynaklandigini ortaya
koymustur. Birincil ve niikseden tlimorler iizerinde derin dizileme teknikleri
kullanilarak, klonal evrim ad1 verilen bir fenomen, hem kurucu klonlar hem de yeni alt

klonlar ile karakterize edilmis ve terapotik yaklasimi etkilemistir (13).

2.2.2. Etyoloji

Etiyolojisinde 6n planda kromozomal degisiklikler yer almakta olup, kimyasal
maddeler (benzen), iyonize radyasyon, retroviriisler ve ilaglar (kemoterapdtikler) da rol
oynamaktadir (Tablo 2.1) (14).

AML'nin gelisimi, birkag risk faktori ile iliskilendirilmistir. Genel olarak,
bilinen risk faktorleri, gézlemlenen vakalarin yalnizca kiiciik bir kismindan sorumludur
(15). Bunlar arasinda yas, onciil hematolojik hastalik ve genetik bozukluklar yer alir;
virlislere maruz kalmanin yani sira radyasyon, kimyasal veya diger mesleki tehlikeler ve
onceki kemoterapi bulunur (16). Losemogenez, hematopoietik progenitor hiicrenin
bircok asamada indiiktif ajanlara duyarliligini gerektiren ¢ok asamali bir stiregtir.
AML'nin farkl alt tipleri, belirli molekiiler anormallik veya mutasyon ile nedensel ajan
arasinda iglevsel bir baglanti oldugunu diisiindiiren farkli nedensel mekanizmalara sahip
olabilir (17). Cogu AML vakasi, nesnellestirilebilir 16semojenik maruziyet olmaksizin

de novo ortaya ¢ikar.



Tablo 2.1. Akut Myeloid Losemiye Egilim Yaratan Durumlar (14)

Cevresel Faktorler  Hastahklar Kahtim

-Radyasyon -Kronik myeloid lésemi -AML’li kardes

-Benzen -Idiopatik myelofibroz -Konjenital amegakaryositik

-Alkile edici ajanlar -Primer Trombositopeni trombositopeni

-Sigara dumam -Polystemia vera -Bloom sendromu
-Klonal sitopeniler -Ataksi-pansitopeni
-Paroksismal nokturnal -Konjenital agraniilositozis
hemoglobiniiri (Kostmann sendromu)
-Aplastik anemi -Down sendromu
-Eozinofilik fascitis -Dubowitz sendromu
-Myeloma -Diskeratozis konjenita

-Nonsendromik ailesel AML
-Ailesel trombosit hastalif
-Fankomi anemisi

-Naksoz sendromu
-Nérotibromatiz

-Noonan sendromu

-Poland senromu
-Rothmund-Thomson sendromu
-Seckel sendromu
-Shwachman sendromu
-Werner sendromu

-Wolf Hirschhorn sendromu

-WT sendromu

2.2.3. Epidemiyoloji

Cocukluk ¢agt AML insidans1 Amerika Birlesik Devletleri'nde, bazi
gostergelerle birlikte zaman i¢inde insidansta bir artiga dair, 2015-2020 yillar1 arasinda

0-14 yas aras1 milyon ¢ocuk bagina 7.7 vaka olarak tahmin edilmistir (18). 1 yasindan
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kiigtik bebeklerde milyonda 18.4" liik bir oranla insidans zirve yapar, 5-9 yaslari
arasinda milyonda 4.3'e diiser ve 10-14 yas aras1 ¢ocuklarda milyonda 7.7'ye yiikselir
(18).

ABD'deki 1rksal/etnik gruplar tarafindan, Hawaililerde olas1 bir artis orani (6) ve
Hispanik/Latin g¢ocuklarda AML'nin spesifik bir alt tipi olan akut promyelositik
16seminin (APL) potansiyel olarak daha yliksek insidansi disinda ¢ok az cesitlilik
goriilmektedir (19). Gozetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar (SEER) Programindan
elde edilen verileri kullanan bir raporda, Asya ve Pasifik Adalilar1 en yiiksek ¢ocukluk
AML oranma sahipti (milyonda 8.4), ardindan Hispanikler (milyonda 8.1),
Kafkasyalilar (7.5), ve Afrikali Amerikalilar (6.6) olarak agiklanmustir (20).

AML temel olarak ileri yas eriskin hastaligi olarak bilinmesiyle birlikte her
yasta goriilebilir. Insidans yasla birlikte yiikselir Ve 65 yas iizerinde 100.000’de 12.6’ya
ulasir. Cocuklardaki akut 16semilerin tiimii %15-20’sini olustururken, erigkinlerde ise

bu oran %80’e yiikselir (19).

2.2.4. Smmiflama

AML’nin standart siniflamasi seri farklilasmasina ve olgunlasma derecesine
bagli olarak tanimlanmig FAB smiflamasi 8 alttipten olusur (Tablo 2.2). Biiyiik 6l¢iide
FAB smiflamasi basit sitokimyasal boya yontemlerine ve standart morfolojiye dayanir
fakat AML i¢in prognostik sayilabilecek displastik degisikliklerin varligi veya daha
onceden kemoterapi gormiis olmak, sitogenetik anomaliler gibi faktorleri gbz Oniine
almaz. Kemik iligindeki hiicrelerin en az %30’unun myeloblastlardan olusmasi FAB
smiflamasi i¢in temel Kriterdir. Baz1 tekrarlayan kromozomal translokasyonlar ile belli
FAB alttipleri arasinda da iligki gosterilmistir fakat FAB smiflamasinin prognostik
degeri sinirlidir (14).



Tablo 2.2. AML’de FAB smiflamasi (14)

Ozellikler

Yorum

Alttip

Mo:  Minimum  farkhlasma
gosteren AML

Ml:  Olgunlasma  gdstermeyen

AML
M2: Olgunlagma gosteren AML

M3: Akut promyelositer lésemi

(APL)

»  Hipergraniiler varyant

»  Mikrograniiler varyant (M3v)

M4: Akut Myelomonositik ldsemi

Mlikte

anormal

o Alt  tip:
eozinofillerin ~ varhin  ile
karakterize (M4Eo)

M3: Akut monositik lsemi

o M3A

+ M3B

M6: Akut entrolgsemi

M7: Akut megakaryositik ldsemi

Blastlanm <%3"inde MPO veya SB pozitiftir,
ancak akim sitometnisinde myeloid antijen
ekspresyonu vardur.

Myeloid hiicrelenn =%90" blastik hilerelerden
olugur; blastlann >%3"i MPO ve 8B ile boyanr.
Myeloid hiicrelerin >%10" promyelosit diizeyi
veya daha

gee  evrelere  olgunlasmushr;

myeloblastlann oram >%30"dur.

» Baskin olan hiicre grubu biiyiik stoplazmik
graniiller veya Auer cisimeikleri igeren

promyelositlerdir.

Kiigik granilleni ve katlanms cekirdekler
olan promyelositler
Peniferik  kanda kemik

monositoz; il

hiicrelerinin©~ >%20°s1 monositik hiicrelerden
olugur
* Kemik iliginde biyik bazofilik granilli

anormal eozinofiller bulunur.

o Kemik iligindeki hiicrelenn >%80'i
monoblastlardan olusmustur.

*  Promonositler on plandadur.

Kemik iligi cekirdekli hiicrelerinin >%50'si
ertroid oncilllerden ve noneritroid hiicrelerin
=%30"u myeloblastlardan olusur.

*%50'si akim

Myeloblastlarin sitometri

incelemesinde  megakaryositik  antijenlen

eksprese eder.

AML"lerin %3-10"unu olugturur; morfolojik
olarak ALL'ye benzer; Auer cisimeikleri ve
lenfoid antijen ekspresyonu olmamahdir.

AMLlerin %10-20"smi olusturur.

AML'lerin %30-45'm1 olusturur; t(8:21)

olgularn %25"inde goriilir.

AMLlerin %5-10"unu olusturur;
17kromozom  iizerindeki RAR a ile
iliskilendirilmistir. ~ Yaymn  damarigi

pihtilasmas siktir; her iki varyant da all-
trans-retinoik aside (ATRA) yamthdir.
AMLlerin %15-25"in1 olusturur; dis etleri

ve MSS'de dahil olmak izere doku

invazyonuna egilim vardir.

+  M4Eo varyant mv(16) veya t(16;16) ile
iligkilendirilmistir; AML-M4lerin

yaklagik %15-30"unu olugturur.

*  AML’lerin %3-8'ini olusturur; geng
eriskinlerde daha sik griiliir,

+  AML’lerin %3-6’sim olusturur; daha
cok ileri yaglarda goriiliir.

AML’lerin %35"ini olusturur; ileri yaslarda

daha sikir.

AML’lerin %810"unu olusturur; tam igin
akim sitometrik inceleme gerekir; siklikla

ilik fibrozu ile beraberdir.




Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) smiflamasi (Tablo 2.3) prognostik ve tedaviye
yonelik anlami olan translokasyonlarin varligina gére AML’leri ayirir. Ayni sekildeki
siniflamada myelodisplastik bulgularin varligi ve daha 6nce kemoterapi gérmiis olmak
(tedaviye baglt AML) ve gibi faktorlerde dikkate alinmaktadir. WHO simiflamasinda,
FAB’da %30 olan kemik iligindeki blastik infiltrasyon oraninin %20’ye indirilmis
olmasi da WHO smiflamasinin FAB’dan 6nemli bir farkidir. FAB simiflamasinda,
kemik iligindeki myeloblast sayist %20-30 arasinda olan olgular myelodisplastik
sendrom (RAEB-T) olarak adlandirilir. WHO siniflamasinda bu olgular AML tanisi
almaktadir (21).

Tablo 2.3. AML’lerde WHO siniflamasi (21).
Tekrarlayan sitogenetik translokasyonlu AML ler

t(8;21); AMLI (CBFa)/ETO iligkili AML. Iyi prognozlu
APL (t(15;17) (q22;q11-12) iliskili AML ve varyantlar; PML/RARa). Ivi prognoziu

ilikte anormal eozinofillerle karakterize AML (inv(16)(p13;q22) veya
t(16;16)(p13:q11);CBFA/MYHI1X). lyi prognozlu

11923 (MLL) anomalileniyle iligkili AML: Kétii prognoziu

Coklu dizi displazisi ghsteren AML: Genellikle kiti prognoziudur.
Oncesinde MDS olan AML

Oncesinde MDS olmayan AML

ilaca bagh AML ve myelodisplastik sendromlar: Genellikle kiti prognozludur.
Alkilleyici ajanlarla iligkili

Topoizomeraz 11 inhibitér ile 1liskili

Tammlanan gruplara girmeyen AML

Minimal farklilasma gosteren AML

Olgunlasma gdstermeyen AML

Akut myelomonositik 13semi

Akut monoblastik ve monositer 16semi

Akut erttroid ldsemi

Akut megakaryoblastik 13semi

Akut bazofilik 16semi

Myelofibrozla giden akut panmiyeloz

Myeloid sarkom




2.2.5. Klinik Ozellikler

AML hastalar1 enfeksiyon, ates, halsizlik, yorgunluk ve petesi, menoraji ve
burun kanamas: gibi hemorajik bulgular1 igeren pansitopeni ile ilgili belirti ve
semptomlarla bagvurabilir. Bunun nedeni, koétii huylu hiicrelerin ¢ogalmasinin yavas
yavas kemik iliginde normal kan hiicresini devralmasidir. Nadiren, alt ekstremitelerde
sternal rahatsizlik veya hassasiyet ve agr1 vardir. Losemi hiicreleri tarafindan kutanoz
veya diseti infiltrasyonu olabilir. Fizik muayenede solukluk, lenf nodu biiyiimesi,
hepatomegali ve splenomegali saptanabilir (22).

WHO simniflamasinda genetik mutasyonlar, karyotipleme anormallikleri, farkli
olgunlasma evreleri ve blast hiicre alt tipleri dikkate alinmaktadir. Boylece, AML'nin
gelisiminde altta yatan gesitli mekanizmalara isaret eder. Bu nedenle, AML'nin klinikte
stk goriilen ve nadir goriilen sunumlarin1 bildirmek i¢in hizli tan1 ve zamaninda
yonetime yardimci olacagi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag¢ vardir. Arastirmalar, tedavi
ve prognoz farkli olabileceginden AML alt tipinin belirlenmesi énemlidir (23). lyi bir
ornek, diger AML alt tiplerinden ¢ok farkli yonetimi olan akut promiyelositik 16semidir
(APL). APL'de, kemoterapi sonrast tam remisyon (CR) orant %90'mm iizerindedir ve
prognoz, daha diisiik bir niiks oran1 ve daha uzun hastaliksiz sagkalim (DFS) ve genel
sagkalim (OS) oranlari ile kendini gosterdigi gibi biyiik olgiide iyilesmistir (24).
Bununla birlikte, farkli cagdas calismalar cinsiyet, yas, sikayetlerin sunulmasi, inceleme
profili ve tan1 gibi gesitli 6zellikler agisindan farkliliklar bildirmistir (25.26).

Minér kesi ve yaralanmalar sonrasi ortaya ¢ikan mindr piyojenik infeksiyonlar
ve pistiiller oldukg¢a siktir. Baslangig¢ bulgulari olarak Siniizit, pnémoni, menenjit ve
pyelonefrit gibi major infeksiyonlar daha az goriilmekte ve kemoterapi sonrasi siklikla
mutlak nétrofil sayis1 <500/l oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Major bakteriyel, viral ve
fungal infeksiyonlar kemoterapi sonrasi nétropeninin uzamasina bagli olarak daha sik
izlenir. Sik goriilen bulgular; istahsizlik ve kilo kaybidir. Ates, tan1 sirasinda genellikle
bulunmakta, yaklasik olarak olgularin 1/3’tinde splenomegali ve hepatomegali
goriilmektedir. Lenfadenopati AML nin monositik tipleri disinda oldukg¢a nadir goriiliir
(27).

2.2.6. Laboratuar Bulgular:

Periferik kan bulgular:: En belirgin laboratuar 6zelligi; tiretim azlig1 ve eritrositlerin
yasam Omriiniin azalmasina bagl olarak ortaya g¢ikan anemidir. Eritrosit morfolojisi

genel olarak anormaldir. Periferik yaymada; degisik sekilde ve biiyiikliikte eritrositlerin
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yam sira g¢ekirdekli eritrositler de gortilebilir. Trombositopeni tani sirasinda bulunur.
Fonksiyon bozukluklari; trombositlerdeki sekil, say1 ve granulasyon bozukluklarina ek
olabilir (28,29).

Blastlar kanin periferik yaymasinda kolayca saptanabilirler. Nadiren periferik
kana ge¢meyebilirler. Dolasimdaki blastlarin goriilebilmesi i¢in yaymanin dikkatle
incelenmesi gerekir. AML’yi kesinlikle diisiindiiren tek morfolojik 6zellik olan Auer
cisimleri; blast stoplazmasinda izlenen azurofilik grantillerin olusturdugu, genellikle 0.5
um uzunlugunda ve 1.5 pm genislikte saptanir (30).

Kemik iligi bulgulari: Kemik iligindeki blast oranmin AML olarak
degerlendirilebilmesi i¢in %20’den fazla olmasi gerekir. Sudan Black B, Peroksidaz ve
naftil ASD-kloroastetat esteraz ile pozitif histokimyasal reaksiyon verirler. Kemik iligi
biyopsisinde; kii¢ilk veya tek loblu megakaryositler veya hipograniile, c¢ekirdek
fragmantasyonlar1 gosteren bilobule notrofiller, eritroblastlar gibi hematopoietik
hiicrelerde dismorfik degisiklikler izlenebilir (30).

Sitogenetik bulgular: Olgularin %75’inde anormal say1 ve/veya yapida kromozomal
anomaliler bulunur. En sik izlenen anomaliler; X veya Y kromozomu yoklugu,
monozomi 7, trizomi 8, monozomi 21 ve trizomi 21°dir (29). Tablo 2.4°’de AML FAB
alttiplerine gore en sik goriilen translokasyonlar ve anomaliler ile bunlara karsilik gelen
molekiiler degisiklikler gortilmektedir.

Biyokimyasal bulgular: Tedavi 6ncesi laktat dehidrogenaz (LDH) ve serum iirik asid
diizeylerinde hafif veya orta siddette artis olduk¢a sik goriiliir. Ozellikle
myelomonositik ve monositik 16semilerde her iki diizeydeki artis daha belirgindir.

Elektrolit dengesizlikleri daha az goriiliir ve genel olarak daha hafiftir (31).
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Tablo 2.4. AML’de morfolojik alttipler ve genetik degisimler arasindaki iligkiler (31)

FAB alt tipi Sitogenetik de@igim Molekiiler degisim
M0, M1 b 10;11) CALM-AF10
MI Trizomi 21 MLL duplikasyonu
M2 t(8;21) AML I-ETO
M3 t15;17), (1 1;07), (517 PML-RARA, PLZF-RARA, NFM-RARA
M4Eo inv(16) CBFB-MYHI1
M4 ve entrofagositoz ti8:;16) MOZ-CBP
M5 [1g23 translokasyonlar MLL diger partner genleri ile karsihkh fiizyon geni
olusturur.
Mé t(3;5) NPM-MLPI
MI, M2, M4 1(6;9) DEK-CAN
M2, M4 t7;11) NUP95-HOXA9

2.2.7. Prognostik Faktorler

Yiksek verimli dizileme teknolojileri, yeni genetik mutasyonlarin
tanimlanmasinda hizl bir artiga yol acti. Bugiine kadar, biiyiik 6l¢iide derin dizileme ile
yaklasik 30 tekrarlayan gen mutasyonu tanimlanmistir (32). Bunlarin ¢ogu igin
prognostik etki belirsizdir veya yalnizca CN-AML'li hastalarda degerlendirilmistir. Ek
olarak, tekrarlayan genetik lezyonlarin cogunun prognostik etkisi, yalnizca yogun tedavi
alan geng AML hastalarinda incelenmistir.

DNMT3A. DNA metiltransferaz 3A geninin (DNMT3A) mutasyonlari, ¢ogu
calisma grubu tarafindan negatif bir prognostik faktor olarak kabul edilir (33.34).
Bununla birlikte, en biiylik calisma prognostik bir etki bulmamistir. Renneville ve
digerleri (35) CN-AML hastalarinda, olumsuz molekiiler riski olan hastalarda olumsuz
prognostik etki bulmustur (CEBPAwt ve NPM1wt ve /veya FLT3-ITD), Renneville ve
digerleri olumlu molekiiler riski olan hastalarda (CEBPA mutasyonlu veya NPM1
mutasyonlu art1 FLT3 yok ITD) olumsuz bir prognostik etki bulmuslardir. Bu tutarsizlik
icin olas1 bir aciklama, DNMT3A mutasyonlarinin prognostik etkisinin indiiksiyon
tedavisi sirasinda uygulanan antrasiklin dozuna bagli oldugu gozlemidir.

Ozellikle 16kositoz kétii prognostik faktdr 100.000/mm3 iistii olarak bilinmekle
birlikte bu deger bazi ¢alismalarda 30.000/mm3 diizeyine kadar ¢ekilmistir (36).

Ozellikle 16kosit sayismin 100.000/mm3 iistiinde olmasi mikrodolasimda tikanmalara
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neden olarak nérolojik ve pulmoner komplikasyonlara ve erken hasta kaybina yol ac¢tigi
gosterilmistir (37).

LDH diizeyi yaslilarda >400 IU/L iizerinde ise hastaliksiz yasam siiresi ve tiim
yasam stiresinin kisa oldugu gdosterilmis, l6kosit sayisiyla, 16semi hiicre yiikii ile paralel
oldugu gosterilmistir. Normal diizeyin iistii ve alt1 olarak incelendiginde fark olmamakla
birlikte smir 700 IU/L’ye ¢ekildiginde ozellikle gen¢ hastalarda tiim yasam ve

hastaliksiz yagam siiresinin diistiigii saptanmistir (38).

2.2.8. Akut Myeloid Losemide Standart Tedavi

AML’de 16semik Onciil hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmalari, olgunlasmalari
ve farklilasma Ozelliklerini kaybetmeleri s6z konusudur. Habis karakterli bu hiicreler
cogunlukla blastlar ya da ona yakin diizeyde (promyelosit, promonosit gibi) hiicrelerdir
(36). Bu hiicreler hematopoiezisin yetersizligine kemik iligini tamamen infiltre ederek
yol agarlar. Diger taraftan ¢ogalan 16semi hiicreleri kanda da artma gdosterirler, seyrek de
olsa ekstramediiller dokular1 ve merkezi sinir sistemini infiltre edebilirler. Viicuttaki
toplam sayi1s1 artan bu I6semi hiicre kitlesi ayrica metabolik yonden olumsuz etkilere de
sebep olabilir (36). Akut 16semili hastalarda kemik iligindeki monoklonal 16semik hiicre
kitlesinin yani sira azalmis sayida normal hematopoietik kok hiicre kitlesi de vardir.
Losemik hiicre kitlesini kemik iligi biyopsi ve aspirasyonunun goriilemeyecek derecede
siddetle baskilamak ve normal hematopoiezisin yenilenmesini saglamak Sitotoksik ilag
tedavisinin ana ilkesidir. Sifaya kavusmanin ya da hastaliksiz sagkalimin ilk ve en
onemli basamagi bu tedavidir (5).

Hastanin tedaviye uyumunu kolaylastirmak igin; hastanin ve yakinlarinin
hastalik, hastaligin tedavisi, yan etkileri, ortaya cikabilecek komplikasyonlar1 hakkinda
bilgilendirilmesi mutlaka gereklidir. Ayrica hem hukuksal yonden hem de etik yonden
imzalanmig onayinin alinarak saklanmasinin 6nemli oldugu unutulmamalidir. Standart
sitotoksik ila¢ tedavisi c¢ok ileri yasta ve diger baz1 hastaliklar1 olan hastalar ve kan
almayr reddeden AML tanis1 konmus hastalarda yapilmasi olas1 goriilmeyebilir.
Destekleyici tedavi bu hastalarda uygulanabilir. Tedavi kararmi sadece ileri yas

olumsuz olarak etkilemez (5).
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Tablo 2.5. AML’li hastalarda risk degerlendirilmesi (39)

Yas (=60 olumsuz etki)

Kitil performans durumu (tedaviden énce)

Baslangic l6kosit sayis: (>20.000/mm" ise olumsuz etki) veya artrug LDH degeri
AML alt tipi

Karyotip verileri (1y1 prognozlu, kétii prognozlu ve standart risk tasiyan gruplann
belirlenmesi)

Diger tibbi dzellikler

Mantar infeksiyonu kuskusunda: toraks ve kann BT incelemeleni

Hematolojik ve biyokimyasal testler yam sira prthtilasma testleri de yapilmah (santral
kateter takmadan nce yapilmalidir)

Kalp hastalifn dykiisii varsa ekokardiyografi

Asagida belirtilen basamaklarin AML’nin tedavisine karar verilmeden oOnce
bilinmesi gereklidir:

1. Cevre kam1 ve kemik iliginin mikroskopik degerlendirilmesi ile AML tanisi
konulmalidir. Daha sonra molekiiler biyoloji, immunofenotipleme veya sitogenetik
incelemeleri i¢in Ornek alinmalidir. Taniy1 ve prognozu belirlemeye bu ikinci
incelemeler de yardimct incelemelerdir. En basta hastalarin; performans durumu ve risk
degerlendirmeleri yapilmali ve tedavi buna gore diizenlenmelidir. Tablo 2.5°de risk
degerlendirilmesi 6zetlenmistir.

2. AML tedavisi klinik ¢aligmalar kapsaminda ve multidisipliner yaklasima sahip
merkezlerde yapilmalidir. Bu merkezlerde yeterli alt yapi bulunmali, enfeksiyon
hastaliklar1 boliimleri ve kemik iligi transplantasyon iinitesi ile siki isbirligi
yapabilmelidir. Tedavi plan1 tablo 2.6’da 6zetlenmistir.

3. AML’nin de sekonder ya da novo olup olmadig: arastirilmalidir. Genellikle
yash hastalarda sekonder AML daha yaygin goriiliir, novo AML’den farkliliklar
gostermesi prognozunun daha kotii olmasi ve tedaviye kotii yanit vermesidir (39).

AML’de uygulanmasi gereken tedavi plan1 Tablo 2.6'da gosterilmistir.
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Tablo 2.6. AML’de tedavi plani (5).

Tedavi kiiratif amagla yapilmah

Induksiyon ve konsolidasyon olmah
Allojenik aday olan hastalar induksiyonun erken déneminde saptanmal
Kiiratif tedaviye uygun olmayan hastalara destek tedavisi uygulamah
-kétii performans
-ek morbiditesi olan hastahik varhig

-ileri yas

AML’1i hastalarin tedavisi ¢ok yonlil olup bashica dort grupta siralanabilir:
-Genel dnlemler ve hazirhklar

-Komplikasyonlar ve sorunlann tedavisi

-Kan hiicresi destegi tedavisi

-Sitotoksik ilag tedavisi

2.3. Akut Myeloid Losemide Genetik Degisiklikler

Hematopoetik oncii hiicrelerin mutasyona ugrayarak, klonal olarak ¢ogalmasi
sonucunda AML olusur (40). Hematopoezde rol oynayan transkripsiyon faktorlerini
siklikla AML’deki genetik degisikliklerden etkilemektedir. AML’de bozulan
transkripsiyon faktorleri 3 gruba ayrilabilir (41):

Losemi ile ilgili kromozomal translokasyonlar genellikle CBF, retinoik asid
reseptor alfa (RARA) ve ETS ailesine ait transkripsiyon faktorlerini veya Homeobox
gen (HOX) ailesini etkiler (Tablo 2.7) (42).
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Tablo 2.7. Losemide Transkripsiyon Faktorlerinin Kromozomal Translokasyonlari (42)

Transkripsiyon faktirii Translokasyon Olusan fiizyon gen

CBF t(8:21)(g22:q22) AMLI-ETO
t(3:21)(q26:922) AMLI-EVI1
inv(16)(p11:q22) CBFp-MYHI11
t(12:21)(p13:q22) TEL-AMLI

RARA t(15:17)(g22:ql1) PML-RARA
t(5:17)(g31:q11) NPM-RARA
t(11:17)(p13:ql1) PLZF-RARA

HOX t(7:11)(pl5:pl5) NUP98-HOXAY
t(2:11)(g31:p15) NUP98-HOXDI13
t(12:13)(pl13:ql2) TEL-CDX?2

ETS t(12:22)(pl13:ql1) MNI1-TEL
t(16:21)(pl1:g22) TLS-ERG

2.3.1. CBF

CBF, CBFa (RUNXI1) ve CBFb alt finitelerinden olusur. CBFb, CBFo’nin
DNA’ya ilgisini arttirir ve proteolitik parcalanmaya karst korur (43). AML’lerin
%25’nini  CBEF ile iligkili 16semiler olusturur. Lenfoid ve myeloid farklilagsma ile ilgili
bazi transkripsiyon faktorlerinin anlatimin1i CBF diizenler. CBF’nin regiile ettigi
genlerden bazilari interlokin 3 (IL-3), M-CSF, GM-CSF, immunoglobulin agir zincir
enhanser’1, T-hiicre reseptor beta (TCR-B) enhanser’idir (Ep) (44). AML’de CBF’nin
degisik mutasyonlar1 goriiliir (Tablo 2.7). Ayrica CBFb-MYHI11 “knock-in” kimerik
hayvanlarda hemetopoetik faklilasmada bozukluk goriiliir. Bu farelerde AML kimyasal

veya retroviral ajanlarla ek mutasyonlar olusturuldugunda gelisir (45).
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2.3.2. Retinoik Asid Reseptor alfa (RARa)

17. kromozomda bulunan RARa geninin ¢esitli genlerle translokasyonu APL’de
goriiliir (Tablo 2.7). APL’nin %95’inde t(15;17) sonucu olusan PML-RARa flizyon
geni goriillir. RARa, geni geriye kalan APL olgularinda NUMA, STATS5, NPM ve
PLZF gibi genlerle flizyon olusturur (46).

2.3.3. HOX Genleri

61 aa’lik korunmus DNA baglanma bdlgesi iceren proteinler Homeobox
genleridir. Hematopoetik hiicrelerde HOX genlerinin anlatimi gosterilmistir. AML
gelisimine bazi HOX genlerinin asir1 anlatimi veya mutasyonla aktivasyonu sebep
olmaktadir. HOXA9’u AML’de goriilen t(7;11) translokasyonu etkilemektedir. Ayrica
HOXA9 asir1 anlatimi1 da AML’de gosterilmistir. Losemi gelisimine, kromatin yeniden
modellenmesinde (“chromatin remodelling ) rol oynayan HOX genlerinin diizenleyicisi

olan MLL genindeki mutasyonlarda neden olmaktadir (41).

2.4. Flow Sitometri

Flow sitometri (FCM), kii¢iik bir tiinelden tek tek gecen, 151k kaynagi ile
uyanlmis ve floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin DNA igeriklerini 6l¢gme metodudur.
Bu 6l¢iim metodu ile saniyede 5-10 bin hiicre incelenebilir.

FCM DNA analizi ile hiicre sikluslan G0/G1, S-faz1 ve Gy+M faz1 gibi
boliimlere aynlir ve DNA histogramlart seklinde istatistiksel olarak verilir. DNA
dagilimmin kaliteli olmast i¢in debris miktannin minimal olmast ve hiicre
poptilasyonlanndaki simetrik G1 piklerinin ve piklerin coeffiecient varyasyonunun (CV)
diisiik olmasi ile gerekir (47.48).

FCM analiziyle tiimorler DNA igeriklerine gore diploid veya andploid olarak
ayrilirlar. Buradaki andploidi terimi karyotip ile belirlenen andploididen farkli olup
normal diploid DNA degerinin disindaki tiim hiicreleri igermektedir. Anoploidi tanisi
i¢in histogramlarda en az iki GO/G1 pik dagilimi gerekir. DNA indeksi (DI), andploid
piki DNA igeriginin, diploid pik DNA igerigine orami olarak hesaplanir. DI = 1 ise
diploidi, DI - 1.5 ise triploidi (3N), DI = 2 ise tetraploidi (4N) olarak tanimlanir (49).

Giinlimiizde flow sitometrik DNA analizi ile solid timorler i¢in su
degerlendirmeler yapilabilmektedir;

e Morfolojik degisiklikler siipheli bulundugunda malignite tanisinin

desteklenmesi,
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e  Borderline malignitelerde lezyonlann siniflandirilmasi,
e  Grade ve evreden bagimsiz prognoz hakkinda bilgi edinilmesi,
e Tedaviye cevabin izlenmesi,

e  Timor rekiirrenslerinin belirlenmesi (50).

2.4.1. Kondiloma Akuminata ve DNA Ploidi Analizi

Human papilloma viriisii, aktif viral hastalik sirasinda erken bolgeden salgilanan
mitojenik proteinlerle devamli DNA sentezine yol agar. Bu yiizden epiteliyal hiicrelerin
niikleuslannda 8N, 16N, 32N gibi poliploidizasyon ortaya ¢ikar. Siddetli servikal
displazilerde ise viriis genomunun bir kismi1 hiicre kromozomlanyla birlesir ve bozulan
viral genom nedeniyle onkoproteinler aktive olur. Viriis hiicre etkilesimi ile hiicresel

immortalizasyon ve niiklear andploidi ortaya ¢ikar (51).

2.4.2. Flow Sitometrik iImmunofenotiplendirme

Immiinofenotipleme, flow sitometride en g¢ok kullanilan uygulamadir. Cok
sayida parametre i¢in karigik hiicre popiilasyonlarini ayni1 anda analiz etmek icin flow
sitometrinin imkanlarin1 kullanir. En basit haliyle; bir immiinofenotipleme deneyi, hiicre
ylizeyinde antijenlere karsi hedeflenmis florokromla konjiige edilmis antikorlarla
boyanmus hiicrelerden olusur. Bu antijenlerin ¢oguna Insan Ldkosit Diferansiyasyon
Workshop tarafindan “diferansiyasyon kiimesi” sayilar1 veya CD numaralart verilir.
Boylece spesifik hiicresel antijenlere yonelik monoklonal antikorlar1 tanimlamak i¢in
ortak bir adlandirma kullanilir. Ornegin, CD3 “diferansiyasyon sayist 3 kiimesidir” ve

tim T hiicrelerinde bulunan T hiicresi koreseptoriinii tanimlamak i¢in kullanilir (49).

2.5. Cluster of Differentiation (CD)

CD, bir transmembran glikoproteini ve ayrica hiicre dis1 mikro-ortama hiicre
tepkilerine aracilik eden major hyaluronan reseptoridiir. 1980'lerde ilk olarak
lenfositler, timositler ve graniilositler gibi birka¢ bagisiklik hiicresiyle sinirli bir yiizey
molekiilii olarak tanimlandi (52), ancak daha sonra yeni bir insan eritrosit hiicre yiizey
antijeni, lenfosit hedef alic1 reseptorii ve lokosit yiizey glikoproteini (53). Bugiin CD,
hem epitel hiicrelerini (keratinositlerde bile) hem de bag dokusu hiicrelerini (endotel
hiicreleri, fibroblastlar ve 16kositler) igeren c¢esitli hiicre tiplerinde ifade edilen bir

yapisma molekiilii olarak tanimlanmaktadir. Proliferasyon, migrasyon, hematopoez,

18



lenfosit aktivasyonu ve lenf nodlarinin hedeflenmesine aracilik eden bir dizi sinyal

yolunda yer alir (54).

2.5.1 Gen Yapisi ve Transkripsiyonu

CD'nin kodlayict geni, 20 eksona sahip olan ve kapsamli alternatif birlestirme
yoluyla bir dizi izoform {ireten 11pl13 lokusunda bulunur. Bunlar arasinda en bol
bulunan form, hiicre dis1 alan, transmembran alani ve hiicre i¢i/sitoplazmik alan gibi
cesitli bolge ve alanlardan olusan standart CD44'tiir (CD'ler). Hiicre dis1 alan ayrica
sabit bolge (ekson 1-5 tarafindan kodlanir), degisken bolge (ekson 6-15 tarafindan
kodlanir) ve proksimal bolge (ekson 16 ve 17 tarafindan kodlanir) gibi {ic bolgeye
ayrilmistir. Transmembran alan1 (268-289 aa) ekson 18 tarafindan kodlanir. Ek olarak,
ekson 18 ayrica sitoplazmik kuyrugun ilk {i¢ amino asidini kodlarken, sonraki 67 amino
asit ekson 20 tarafindan kodlanir. Neredeyse her zaman ekson 19 ek yeri CD
cDNA'lardan dir (55,56).

Bununla birlikte, CD44'lin izoformlarinin olusumu, alternatif ekleme islemi
yoluyla farkli kodlama ekzon kombinasyonlarinin degisken eklenmesi yoluyla
gergeklesir. Bununla birlikte, son hiicre hatti1 calismalari, ekson 20 yerine sonlandirma
ekson olarak ekson 19'u kullanarak, CD'nin alternatif olarak eklenmis baska bir "kisa
kuyruk" izoformunun ekspresyonunu bulmustur. iic amino asitten olusan bir sitoplazmik
kuyruk alanidir ve bu nedenle sitoplazmik alan aracili hiicresel tepkilerden/sito-iskelet

bilesenleri ile etkilesim gibi islevlerden yoksundur (56) (Sekil 1).
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Sekil 2.1. Uc alanl1 CD'nin yapisal detaylar1 ve kodlama ekzonlar1 (56)
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Yukarida Sekil 2.1'de sabit bolge/bag modiilii ekson 1-5 (kirmizi kutular),
degisken bolge ekson 6-15 (yesil kutular) ve proksimal/kok bolge ekson 16-17 (mavi
kutular) tarafindan kodlanir. Ekson 18 (turuncu ve mor dolgulu kutu), transmembran
alaninin ve sitoplazmik alanin ilk ti¢ amino asidinin kodlanmasina katkida bulunur.
Ekson 19 (kara kutu) normal olarak eklenir, oysa ekson 20 kalan sitoplazmik alani

kodlardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arastirmanin Modeli

Bu caligma tarama modeli kullanilarak Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi
Aragtirma Hastanesinde, AML tanis1 alan hastalarin, AML markirlarinin pozitiflik
oranlarii yiizdelik olarak saptanip bu veriler ile AML'nin tan1 yonteminde, Akis
Sitometrik Immiinfenotip uygulamasin sonuglari, etkinlik ve faydalar1 agisindan kendi

hasta serimizde de degerlendirilmistir.

3.2. Cahisma Gurubu

Calismanin evrenini Malatya Turgut Ozal Tip Merkezi Arastirma Hastanesi’nin
Hematoloji Boliimiiniin  poliklinik ve servisine gelen hastalar olusturmustur,
orneklemini ise, Akut Myeloid Lésemi tanisi alan bu hastalar igerisinden 46 hasta esas

alinarak yapilmistir.

3.3. Verilerin Toplanmasi

Veriler, calismalar sirasinda Turgut Ozal Tip Merkezi Arastirma Hastanesi Doku
Tipleme Laboratuvar1 biinyesindeki, Flow Laboratuvarina rutin olarak gelen perifer kan
ve kemik iligi 6rneklerinin on renkli multiparametreli Flow cytometry cihazi tarafindan
taranmis ve ortaya ¢ikan veri histogramlar1 degerlendirme i¢in kaydedilmistir.
Calismamizda AML (Akut Myeloid Losemi) tanisinda kullanilan gesitli markirlarin
(CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117,
HLADR ve MPO) sonuglari incelenerek, olgularda tespit edilen pozitif yiizdelik

verilerin oranlar1 saptanmaya ¢alisilmistir.

3.4. Verilerin Analizi

Verilerin analizi i¢gin SPSS 22.0 paket programi kullanilmigtir. Normal dagilim
ile degisken dagilimlari arasinda anlaml fark olup olmadigi kolmogorov-smirnov ve
shapiro-wilk testleriyle incelenmistir.  Siirekli ~ degiskenlerin  bagimsiz  grup

kiyaslamasinda Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. p<.05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismanin bu boliimiinde AML tanisinda kullanilan ¢esitli markirlarin (CD13,
CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117, HLADR ve

MPO) sonuglar1 analiz edilerek, olgularda tespit edilen pozitif yiizdelik verilerin

oranlar1 arastirmanin bulgulari olarak asagida verilmistir.

Tablo 4.1. Orneklem frekanslari

Frekans Oran Kimiilatif oran
Kemik iligi 32 71.1 71.1
Gegerli Periferik Kan 13 28.9 100.0
Total 45 100.0

Tablo 4.1°de ornek frekanlar1 gosterilmistir. Buna gore 45 ornegin %71.1°,

kemik iligi olurken, %28.9’u periferik kandir.

Tablo 4.2. Degiskenlerin normallik analizi

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Istatistik SD p Istatistik  SD p

Ki 0.168 32 0.022 0.862 32 0.001
CD13

PK 0.283 13 0.005 0.725 13  0.001

Ki 0.240 32 0.000 0.675 32 0.000
CD14

PK 0.257 13 0.019 0.670 13 0.000

KI 0.226 32 0.000 0.768 32 0.000
CD15

PK 0.215 13 0.101 0.862 13 0.041

KI 0.196 32 0.003 0.867 32 0.001
CD33

PK 0.265 13 0.013 0.817 13 0.011

Ki 0.250 32 0.000 0.783 32 0.000
CD34

PK 0.280 13 0.006 0.750 13 0.002

Ki 0.121 32 200" 0920 32 0.021
CD38 .

PK 0.173 13 200 0.893 13 0.106

Ki 0.212 32 0.001 0.791 32 0.000

CD11B
PK 0.228 13 0.063 0.826 13 0.014
Ki 0.118 32 200 0.934 32 0.050
CD11C
PK 0.228 13 0.064 0.877 13 0.066
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Ki 0.159 32 0.038 0.867 32 0.001

CD64
PK 0.231 13 0056 0756 13  0.002
Ki 0.191 31 0005 0918 31 0.020
CD68 )
PK 0.126 13 200° 0961 13 0.763
Ki 0.231 32 0,000 0.839 32 0.000
CD117 )
PK 0.186 13 200° 0896 13 0.119
Ki 0.223 32 0000 0.830 32 0.000
HLADR
PK 0.291 13 0004 0790 13 0.005
PO Ki 0.234 32 0000 0821 32 0.000
PK 0.427 13 0000 0407 13 0.000

Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki dagilimi
gosterilmistir. Buna gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CDI11C,
CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenleri kemik iligi ve periferik kan alt grup
dagilimlar1 ile normal dagilim arasinda fark bulunmustur, p<.05. Hipotez

kiyaslamalarinda parametrik olmayan yontemler tercih edilmistir.

Tablo 4.3. Hiicre yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan Orneklerinde

kiyaslanmasi
N Ortalama  Sira ZA P
Sira Toplami1
Ki 32 20.83  666.50
CD13 PK 13 28.35 368.50 -1.741 0.082
Total 45
Ki 32 23.81 762.00
CD14 PK 13 21.00 273.00 -0.651 0.051
Total 45
Ki 32 23.98 767.50
CD15 PK 13 20.58 267.50 -0.789 0.430
Total 45
Ki 32 21.78 697.00
CD33 PK 13 26.00 338.00 -0.977 0.329
Total 45
Ki 32 21.48 687.50
CD34 PK 13 26.73 347.50 -1.215 0.225
Total 45
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Ki 32 22.72 727.00

CD38 PK 13 23.69 308.00 -0.225 0.822
Total 45
Ki 32 23.52 752.50

CD11B PK 13 21.73 282.50 -0.413 0.679
Total 45
Ki 32 21.19 678.00

CD11C PK 13 27.46 357.00 -1.452 0.146
Total 45
Ki 32 22.38 716.00

CD64 PK 13 24.54 319.00 -0.501 0.616
Total 45
Ki 31 23.87 740.00

CD68 PK 13 19.23 250.00 -1.093 0.274
Total 44
Ki 32 21,84 699.00

CD117 PK 13 25.85 336.00 -0.927 0.354
Total 45
Ki 32 21.28 681.00

HLADR PK 13 27.23 354.00 -1.377 0.168
Total 45
Ki 32 20.72 663.00

MPO PK 13 28.62 37200 -1.828 0.067
Total 45

Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki kiyaslamalar1
gosterilmistir. Buna gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CDI1C,
CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenlerinnin kemik iligi ve periferik kan alt

gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedigi bulunmustur, p>.05.
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Tablo 4.4. Myeloblast ve myeloid 6rnek frekanslarinin kiyaslanmasi

Frekans Oran Kiimiilatif oran
Myeloblast 48.9 48.9
Myeloid 51.1 100.0
Total 100.0

Tablo 4.4’de 6rnek frekanlarr gésterilmistir. Buna gore 45 6rnegin %48.9’u myeloblast
iken, %51.1°i myeloid’dir.

Tablo 4.5. Yiizey antijenlerinin myeloblast ve myeloid drneklerinde normallik analizi

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
KAPI . .
Istatistik SD P Istatistik  SD P
D13 Myeloblast 0.208 22 0.014 0.800 22 0.000
Myeloid 0.176 23 0.063 0.849 23 0.003
o, Myeloblast 0.205 22 0.017 0.820 22 0.001
Myeloid 0.208 23 0.011 0.800 23 0.000
—— Myeloblast 0.173 22 0.085 0.866 22 0.007
Myeloid 0.251 23 0.001 0.644 23 0.000
D33 Myeloblast 0.232 22 0.003 0.795 22 0.000
Myeloid 0.223 23 0.004 0.880 23 0.010
- Myeloblast 0.262 22 0.000 0.800 22 0.001
Myeloid 0.269 23 0000 0.793 23 0.000
D38 Myeloblast 0.157 22 0166 0.902 22 0.032
Myeloid 0.125 23 200" 0.913 23 0.046
Myeloblast 0.303 22 0000 0.767 22 0.000
CD11B
Myeloid 0.261 23 0000 0.650 23 0.000
Myeloblast 0.173 22 0087 0.901 22 0.031
CD11C

Myeloid 0.172 23 0077 0.913 23 0,048
D64 Myeloblast 0.155 22 0181 0.903 22 0.035
Myeloid 0.278 23 0000 0.780 23 0.000
. Myeloblast 0.096 21 200" 0.951 21 0.353
Myeloid 0.163 23 0.116 0.931 23 0.116
Myeloblast 0.233 22 0.003 0.860 22 0.005

CD117 )
Myeloid 0.231 23 0.003 0.757 23 0.000
Myeloblast 0.302 22 0.000 0.750 22 0.000

HLADR )
Myeloid 0.289 23 0.000 0.795 23 0.000
MPO Myeloblast 0.219 22 0.008 0.845 22 0.003
Myeloid 0.304 23 0.000 0.575 23 0.000
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Yiizey antijenlerinin myeloblast ve myeloid alt gruplarindaki

dagilimi

gosterilmistir. Buna gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CDI1C,
CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenleri kemik iligi ve periferik kan alt grup

dagilimlar

ile normal

dagilim arasinda fark bulunmustur,

kiyaslamalarinda parametrik olmayan yontemler tercih edilmistir.

p<.05.

Hipotez

Tablo 4.6. Hiicre yiizey antijenlerinin myeloblast ve myeloid drneklerinde kiyaslamasi

N Ortalama  Sira Z p
sira toplami1
Myeloblast 22 23.64 520.00
CD13 Myeloid 23 22.39  515.00 -0.318 0.751
Total 45
Myeloblast 22 14.11 310.50
CD14 Myeloid 23 31.50 724.50 -4.441 0.000
Total 45
Myeloblast 22 13.18 290.00
CD15 Myeloid 23 32.39 745.00  -4.905 0.000
Total 45
Myeloblast 22 21.82  480.00
CD33 Myeloid 23 24.13  555.00 -0.590 0.555
Total 45
Myeloblast 22 32.36 712.00
CD34 Myeloid 23 14.04  323.00 -4.678 0.000
Total 45
Myeloblast 22 25.27 556.00
CD38 Myeloid 23 20.83  479.00 -1.135 0.256
Total 45
Myeloblast 22 13.45 296.00
CD11B Myeloid 23 32.13 739.00 -4.769 0000
Total 45
Myeloblast 22 17.45  384.00
CD1i1C Myeloid 23 28.30 651.00 -2.770 0.006
Total 45
Myeloblast 22 1414  311.00
CD64 Myeloid 23 31.48 72400 -4.428 0.000
Total 45
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Myeloblast 21 18.69  392.50

CD68 Myeloid 23 2598 59750 -1.880 0.060
Total 44
Myeloblast 22 33.23 731.00

CD117 Myeloid 23 1322 304.00 -5.109 0.000
Total 45
Myeloblast 22 30.41 669.00

HLADR Myeloid 23 1591  366.00 -3.701 0.000
Total 45
Myeloblast 22 17.27  380.00

MPO Myeloid 23 28.48 655.00 -2.862 0.004
Total 45

Yiizey antijenlerinin myeloid ve myeloblast alt gruplarindaki kiyaslamalari
gosterilmistir. Buna gore, CD14, CD15, CD34, CD11B, CD11C, CD64, CD117,
HLADR ve MPO antijenlerinnin myeloid ve myeloblast orneklerinde anlamli bir
bicimde farklilik gosterirken, p<.05, CD13, CD33, CD38 ve CD68 myeloblast ve

myeloid gruplar1 arasinda anlamli farklilik géstermemistir, p>.05.
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5. TARTISMA

Yapilan arastirmada 45 6rnegin %71.1°, kemik iligi olurken, %28.9’u periferik
kan oldugu tespit edilmistir.

Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki dagilimi
gosterilmistir. Buna gore; CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C,
CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenleri kemik iligi ve periferik kan alt grup
dagilimlar1 ile normal dagilim arasinda fark bulunmustur. Hipotez kiyaslamalarinda
parametrik olmayan yontemler tercih edilmistir (Tablo 4.2). Baer ve digerleri (57)
calismalarinda 40 hastanin 34'i (%85) en az bir belirtegte (n=10) degisiklik (antijen
kazanimi ve/veya kaybi) gostermis, diger hastalarda 2 (n=7), 3 (n=6), 4 (n=6), 5 (n=4)
veya 6 (n=1) antijende antijen degisiklikleri gozlenmis, toplam 18 antijenin 16'sinda
(%88.9) antijen degisikligi saptanmis, AML'de niikste CD34, CD33, CD2 ve CD7
ekspresyonunda artis ve CD13, CD14 ve CD15 ekspresyonunda azalma gdzlenmistir.
Bununla birlikte, Langebrake ve digerlerinin (58) calismasinda 48 AML hastasi
arasinda CD7, CD10, CD13, CD15, CD19, CD33, CD34, CD56, CD117 ve HLADR
gibi tek antijen ekspresyonunun sikliginda, tan1 aninda ve niiks sirasinda anlamli bir
farklilik saptanmistir. Bu ¢alismalar bizim arastirmamizi destekler niteliktedir.

Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki kiyaslamalari
gosterilmistir. Buna gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CDI11C,
CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt
gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi bulunmustur (Tablo 4.3).
Loken ve digerlerinin (59) caligmasindan da bizim ¢alismamiza benzer bulgular elde
edilmigtir. Bu caligmaya goére, AML hastalarn arasinda CD7, CD10, CD13, CD14,
CD15, CD19, CD33, CD34, CD56, CD117 ve HLADR ve MPO antijenlerinin
ekspresyonunun sikliginda, tami aninda ve niiks sirasinda anlamli bir farklilik
saptanmamistir.

Ormek frekanslara gore 45 drnegin %48.9°u myeloblast iken, %51.1°i myeloid
oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.4). Yiizey antijenlerinin myeloblast ve myeloid alt
gruplarindaki dagilimi gosterilmistir. Buna gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34,
CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenleri kemik iligi
ve periferik kan alt grup dagilimlari ile normal dagilim arasinda fark bulunmustur

(Tablo 4.5). Campana (60) arastirmasinda Myeloid farklilasmanin daha matiir
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donemlerine ait antijenleri (CD15, CD11b ve CD16) eksprese etmediklerini, blastlarin
en az %3 tiniin MPO eksprese ettigini agiklamistir.

Yiizey antijenlerinin myeloid ve myeloblast alt gruplarindaki kiyaslamalari
gosterilmistir. Buna gore, CD14, CD15, CD34, CDI11B, CDI11C, CD64, CDI117,
HLADR ve MPO antijenlerinnin myeloid ve myeloblast 6rneklerinde anlamli bir
bigimde farklilik gosterirken, p<05, CD13, CD33, CD38 ve CD68 myeloblast ve
myeloid gruplart arasinda anlamli farklilik gostermemistir (Tablo 4.6). Bu bilgiler
1s181inda calisma dizayni geregi yapilan AML alt gruplan literatiirdeki epidemiyolojik
verilerle karsilastirma yapmay1 miimkiin kilmamaktadir. Igerdigi ¢ok sayida morfolojik
ve sitogenetik alt tipler geregi AML olmayan losemilerde, diger gruplara nazaran
belirgin ol¢iide fazla sayida hasta bulunmaktadir. Calisma kisithiliklarindan biri olarak
bu durum istatistiksel olarak anlamli olabilecek degerlendirmelerin ortaya
konamamasina ve farkli AML alt tiplerinin 6zelliklerini karsilastirmay1 zorlagtirmaya

neden olabilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug¢

Yapilan arastirma sonucunda 45 6rnegin %71.1°, kemik iligi olurken, %28.9’u
periferik kan oldugu tespit edilmistir.

Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki dagilima gore,
CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CD68, CD117,
HLADR ve MPO antijenleri kemik 1ligi ve periferik kan alt grup dagilimlar: ile normal
dagilim arasinda fark bulunmustur.

Yiizey antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarindaki kiyaslamalara
gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CD11B, CD11C, CD64, CDG68,
CD117, HLADR ve MPO antijenlerinin kemik iligi ve periferik kan alt gruplarinda,
istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemistir.

Ornek frekanslara gore 45 drnegin %48.9’u myeloblast iken, %51.1°i myeloid
oldugu tespit edilmistir. Buna gore, CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD38, CDI11B,
CD11C, CD64, CD68, CD117, HLADR ve MPO antijenleri kemikiligi ve periferik kan
alt grup dagilimlar ile normal dagilim arasinda fark bulunmustur.

Yiizey antijenlerinin myeloid ve myeloblast alt gruplarindaki kiyaslamalarina
gore, CD14, CDI15, CD34, CDI11B, CDI11C, CD64, CD117, HLADR ve MPO
antijenlerinnin myeloid ve myeloblast orneklerinde anlamli bir bigimde farklilik
gosterirken, CD13, CD33, CD38 ve CD68 myeloblast ve myeloid gruplar1 arasinda

anlamh farklilik bulunmamastir.

6.2. Oneriler

e Tedavi baginda AML vakalarinin risk grubu molekiiler ve sitogenetik
tetkiklerle iyi belirlemeli, bu dogrultuda hastalara uygun yogun
konsolidasyon, indiiksiyon tedavileri verilmelidir.

e Tiim bu bilgiler 15181nda tedaviye yon verirken hastalarin yasi ve performans
durumlar dikkate alinmal1 tiim kararlarimiz hasta odakli olmalidir.

e Bu calismanin bulgularmi dogrulamak i¢in prospektif randomize

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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