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AKUT LOSEMILERDE IMMUNFENOTIPLENDIRME
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Akut losemilerin smiflandirilmasinda lésemik hiicrelerin kdken
aldig1 ana hiicre ve bu hiicreden farkl serilere yonlendirilmis hlcre-
ler temel unsurdur. Bu hiicrelerin morfolojilerinden ve sitokimyasal
dzelliklerinden yararlanilarak siniflandirma yapilabilir. Bu ayirimda
standardizasyonu saglamak amaci ile FAB smiflandirma sistemi ge-
listirilmistir (3). Akut losemilerde simflandirma yapmak o losemi ti-
pinin dogal seyrini, tedavi secimini ve tedaviye yaniti belirlemede
onemli bir faktérdiir. Ancak morfolojik incelemeler ve kullamlan tim
sitokimyasal boyalara ragmen akut loseminin tipini ve alt gruplarini
belirlemek her zaman miumkiin olmayabilir. Gelistirilen monoklonal
antikor teknolojisi ile normal ve lésemik hiicreler Uzerinde yer alan
ve o hiicrelere ézgi antijenler isaretlenmekte ve bu hiicrelerin gerek
floresan mikroskop gerekse flow cytometre ile incelenmesi ile o 16-
seminin, koken aldigi ana hiicreye gére smiflandirilmas: ve altgrop-
jarmnin belirlenebilmesi miimkin olabilmektedir (6,10). Bu yontemle
yapilan immunfenotiplendirme &zellikle Akut lenfoblastik lésemi ve
Akut myeloblastik l6seminin daha 6ézgil altgruplarinn tanimlanma-
sinda hatta her iki seriye ait bifenotipik ve karisik seri lésemilerin
gosterilebilmesine yol a¢gmistir. Bu sonuglar prognoz agisindan onem
tasimaktadir. FAB simiflandirilmas: ile immunfenotiplendirme sonug-
lar1 arasinda iliski bulunmakla birlikte, bu konuda standardizasyonu
saglama calismalar: devam etmektedir (1,7,9,13,15,14).

Bu calismamizda bilim dalimizda Akut Losemi ve Kronik Myelo-
siter Losemi Blastik Kriz olgularinda yapilan immunfenotiplendirme
sonuclarin sunmaktayiz.
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MATERYAL VE METOD

Bilim Dalimizda 1989 - 1990 yillarinda yatmis ve Akut Losemi ta-
nis1 almis olan 35 olgu incelenmistir. Olgularin yaslar: 14 ile 63 ara-
sinda degismektedir. Ilk inceleme Giemsa ile boyanan periferik yayma
ve kemik iligi aspirasyenlarindan yapilmistir. Gereken olgularda PAS,
peroksidaz, Sudan Black, a-naftil asetat esteraz ve a-kloroasetat es-
teraz boyalan, sitokimyasal incelemeler yapilmistir. Immunfenotip-
lendirme amac: ile kullamlan antikorlar Tablo I'de sunulmustur.

Tablo | : Akut Lésemilerin immunfenotiplendirilmesinde Kullanilan Antikorlar

Antikor CcD Antijenin Bulundugu Hiicreler
T1 CD5 Matur ve immatur T hicerleri, B-KLL
T3 CD3 Matur T membraninda, immatur T
sitoplazmasinda
Ti11 CD2 Cok erken pre-T hari¢ tim T hicrelerinde
T4 CD4 Helper/inducer T hiicrelerinde
T8 CDs Sitotoksik/supressor T hiicresi
3A1 CD7 Erken T hicrelerinde, T-ALL
B1 CD20 Geg¢ B hiicrelerinde
B4 CD19 Cok erken B hiicrelerinde
J5 (CALLA) CDio Erken B hiicreleri (Common-ALL)
12 (HLA-DR) Plazma hiicresi harig tim B
' 7 hicreleri, aktif T htlicresi, monosit, stem cell
NKH-1 CDs5s Natural killer hticreler (LGL)
MY4/MOz CDi4 Monosit
MY~ CD13 Erken myeloid hicreler
MYs
MY9 CD33 Erken myeloid hiicreler
MO1 CDi11b Monosit, grantilosit
PLT-1 CD41a Trombosit ve megakaryositler
GP-A Eritroid prekiirsorleri
Leu-M1 CDi5 Grantulositler

Immunfenotiplendirme icin alinan kan orneklerinde periferik
kanda blast orammin % 30 tizerinde olmasina dikkat edilmistir. Peri-
Terik kanda blast orani veya hicre sayis1 diisiik olan olgularda immun-
fenotiplendirme amaci ile kemik iligi mononiikleer hiicreleri dansite
gradienti tizerinde yogunlashirilmistir. Yéntem olarak indirekt im-
munfloresan yontemi uygulanmiglir. Immunfenotiplendirme Zeiss
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floresan mikroskopu ile degerlendirilmis olup floresans vermesi igin
florescein isothiocyanate (FITC) veya Phycoeritrin kullanmilmigtir. Sa-
yilan blastlarm % 2¢’sinden fazlasi belirli bir antikor ile floresans ve-
riyorsa o antijen pozitif kabul edilmistir (11). Elde edilen sonuglara
gore Akut Myelositer Losemiler FAB karsiliklar ile siniflandirilmaya,
Akut Lenfoblastik Losemiler ise Foon ve Tood tarafindan oénerilen si-
niflandirilmaya gére degerlendirilmeye ¢alisilmistir (8) (Tablo II-III).

Tablo Il : Non-T ALL'de Siniflandirma (8)

ANTIJENLER
Grup 12 B4 J5 B1 Sitoplazmik » Membran Ig
I + — — = — —
II + + — - — =
111 + + -+ — = ==
v S + = - e =
\% + -+ + + + —
VI + + =+ — +
Tablo Il : T-ALL'de Siniflandirma (8)
ANTIJENLER
Grup 3A1 T1 T11 T3 T4 T8 T6
I + + + — — — —
II -+ o e i I % +
IIT + + + + +/— +/— -
SONUCLAR

Immunfenotiplendirme yapilan toplam 35 olgunun 13’ ALL (Tab-
lo VD), 17'si ANNL (Tablo V) olarak degerlendirilmis, geri kalan 5 ol-
gu ise her hangi bir gruba sokulamamis ve Akut indiferansiye Loise-
mi (AIL) olarak degerlendirilmistir (Tablo VII).

ALL grubundaki 13 olgunun 7'si Non T-ALL, 4'ii ise T-ALL olarak
degerlendirilmistir. Diger 2 olgunun bir tanesi hem B, hem de T isaret-
leyicilerine sahip olup, morfolojik goértntimi ile prolenfositik 16semi
olarak degerlendirilmistir (Olgu 8). Ayni sekilde hem T hem B isa-
retleyicileri tasiyan diger bir olgu ise ¢ok ylksek oranda NKH-1 po-
zitifligi gostermis ve periferdeki blastlar: Large Graniler Lenfositleri
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Tablo IV : ANLL'de Hiicre isaretleyicileri (5)

FAB
Antikor MO M1 M2/M3  M4/M5 M6 M7
CD34 + + e dfen  ms s
CD13 (MY7) + + + e 2 +
CD33 (MY9) ofas + + + s +
CD14 (MY4) = — + — —
CD11b (MO1) — — + +/— e _
PLT-1 — —_ — _ . i3
GP-A e = o e 4 —
TdT +/—  F/— — — — —

Tablo V - Immunfenotiplendirme ile ANLL Tanisi Alan Olgularimiz

LIR30 T4 Y B2 J5 BL B4 MEH-L MO MOZ MYZ MYB MYQ PLT-L1 BP-A

1M o+ - 1 *

M4 - = = £ + +

M2 - - - e -
4 M4 4 = + + +
8 M7 L= - + = + -
& ME T = *
7y M2 + - - % -
EKEK - + + -
9 AL + oy wm e =
10 AL + - - - - - + + + - + -
11 Ma 5 % + =
12 ma = - o+ - + + + + - -
1T BN+ 4 + - v * =
14 M1 £ - 4+ - + +
19 AL % - + ] + +

231

Md - b+ o+ o+ + + + +

¥OHEX
L7 Ma + - i + - - - -
SOMUG = 2 o 0 0 & 3 L3 2 5 Z 13 3 I3 0

9 1w 7 8 8 1% 1085 (1 8 6 15 17 & 17 e

* MY4 ve MOZ ortak CD (CD14)°ye sahip olmalarina ragmen bu iki olguda
farkli sonuc vermislerdir.

X LeuMl (CDL1%) pozitif

*¥¥ Kemib ili1Qinden calisilmastar

andiran bu olgu Natural Killer Hucreli Losemi olarak degerlendiril-
mistir. Bu olgularin smiflandirilmasi Foon ve Tood smiflandirilma-
sia gore yapildiginda Non-T-ALL'de siniflandirma kolay olurken,
T-ALL’'de daha glg olmustur (8).

Buna gore Non T-ALL olgularinin 1 tanesi grup II, 3 tanesi grup
III ve 2 tanesi grup IV'tiir. 1 olguda ise yalniz J5 (CALLA) pozitifligi
yiiksek oranda izlenmistir, T-ALL'li 4 olgunun 2 tanesi grup I, 2 olgu
ise grup II ve III olarak degerlendirilmistir.
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Tablo VI - immunfenotiplendirme ile ALL Tanisi Alan Olgularimiz

11T 1Ll Ts T8 IZ 45 Bl BA NKH-1L 381

1 + i = = et ¥
: = r " - ” .
- 4 +- +
4 = + + & +
+ + = = = +
- P n + i = ~ +
~ . . T -
s 4 + - + -
.. + " 4
L . ' i + = . i
i1 - - - + -+ + -
1 + - + + * i i
e - - - + + + + - -
S, = & 2 8 & 4 It 1 a
1 $E) 12 1 15 1.5 {5 15 L35 1O Q

Tablo Vil - Immunfenotiplendirme ile Akut Indiferansiye Losemi Tanisi Alan Olgularimiz

S oLLL T4 T8 L2 25 BL D7 MKH-1 MOZ MYZ MYB WYY PLT-1 GF-& 3AL

[ I |
La g1
U O B |

Monoklonal antikoriarm dagiiimi gozden gegirilirse baz1 6zellik-
ler dikkati gekmektedir. 3A1 (CD2) T-ALL'de porzitif iken Non T-ALL
olgularinda negatiftir. 12 (HLA-DR) pozitifligi ise Non T-ALL'de be-
lirgindir. Bir olgumuzda ise NKH-1 (CD56) ytuksek oranda pozitif
cikmigtir. |

Tiplendirme yapilan 17 ANLL olgumuzun 2 tanesi (Olgu 8 ve 13)
KML Blastik kriz (KML - BK) ile gelmislerdir. 2iger, olgulardan 3
tanesine immuntinlendirme éncesi aymm yapilamamigtir (Olgu 9,
10 ve 15). Diger olgulardan 6 tanesi (Olgu 2,4,11,12,16,17) tiplendirme
oncesi ANLL M4/5 tanist almistir. 1 olgu ANLL M3 (Olgu 6), 2 olgu
ANLL M2 ve 3 olgu da. ANLL M1 olarak smiflandinlmistir. Immun-
fenotiplendirme sonunda bu olgularin genel 6zelliklerine dikkat edilir-
se ANLL icin en dnemli isaretleyici'ler MY9 (CD33) ve MY7 (CD13)'tlr.
Erken myeloid hiicreleri isaretleyen bu antikorlar 17 clgunun 13’linde
(+) cikarken, ikisi bir arada kullamildig: zaman 1 olgu disinda (OI-
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gu 17) tum olgularda pozitif sonug¢ vermektedirler. ANNL M3 olgu-
sunda ise MY7 (CD13) negatif bulunmustur. Monositer komponent
distinilen 6 olgunun hepsinde monositer seri isaretleyicisi olan MO2
(MY4) pozitiftir. Ancak dikkati ¢eken bir nokta ANLL M2 tams: al-
mis olan 7 no.lu olguda ayni CD'ye sahip (CD 14) iki antikordan MO2
negatif gikarken MY4 pozitiftir. MO2 FAB'a gére smiflandirilamayan

bir olguda MY7 ve MY9 ile birlikte pozitif bulunmustur. Olgu 8
(KML-BK) ve olgu 186 (ANLL M4)’da ayrica Leu M1 (CD 15) pozitiftir.

ANLL grubunda myelomonositer isaretleyiciler disinda kalan di-
ger isaretleyicilerin dagilimi goézden gecirildiginde en sik rastlanan
antikorun I2 oldugu gorilmektedir. Ozellikle monositer komponenti
olan olgularda 12 (HLA-DR) ekspresyonu belirgindir. T1 (CD5) ve T3
(CD3) en sik rastlanan isaretleyicilerdir (3/9 ve 3/10). B isaretleyici-
leri ise yine T isaretleyicilerine benzer oranlarda goériilmiistiir. Hicbir
olguda megakaryositer seri isaretleyicisi olan PLT-1 ve normoblastik
seri isaretleyicisi olan GP-A pozitifligi goriilmemistir.

Bes olgu ise immunfenotiplendirme jle simiflandirilamamistir. Bu
olgulardan 1 tanesi (Olgu 2) sitokimyasal boyalarla ANLL olarak de-
gerlendirilmis ancak tiplendirmede tiim isaretleyiciler negatif sonug
vermistir. 3 no’lu olgu ise ALL olarak degerlendirilmis ancak immun-
fenotiplendirme sirasinda zayif T11 pozitifligi disinda bulgu saptana-
mamistir. Diger 3 olgu ise gerek morfolojik, gerek sitokimyasal yon-
temlerle hicbir tipe sokulamamis, immunfenotiplendirme ile de sonug
allmamamstir. Bu ¢ olgu Akut indiferansiye Ldsemi olarak deger-
lendirilmistir (15).

TARTISMA

Bu calismada toplam 35 olguda immunfenotiplendirme yapilmis-
tir. Bu olgular 6nce morfolojik ve sitokimyasal olarak tiplendirilmis
ve ardindan toplam 19 antikordar olugan bir panelde degerlendiril-
mislerdir. Bu panelde kullanilan antikorlardan B1 (CD20), B4 (CD19),
J5 (CD10), I2 (HLA-DR) B lenfositleri, T3 (CD3), T11 (CD2), T4 (CD4),
T8 (CD8) ve 3A1 (CD7) T lenfositleri, T1 ise T lenfositleri ve B-KLL
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olgularin isaretlemekte kullanilmistir, Myeloid seri isaretleyicisi ola-
rak MY7 (CD13), MY8, MY9 (CD33), LeuM1 (CD15), monositer seri
icin ise MO2/MY4 (CD14) ve MO1 (CD11b) kullamilmistir. ANLL M8 i¢in
GP-A, ANLL M7 igin ise PLT-1 panele eklenmigtir. Natural Killer Hiic-
reler icin ise NKH-1 (CD56) kullanilmistir. Tiim bu isaretleyiciler goz-
den gegirildiginde ALL'de kullanilan isaretleyiciler iile FAB simiflandi-
rilmas1 arasinda bir baglant: kurulmasinm ¢lanaksiz oldugu izlenmek-
tedir. Ancak T ve B hiicreleri losemileri ayirt etmekte immunfeno-
tiplendirme basarili sonuclar vermektedir (8,9). Yine bu yéntemle kon-
vansiyonel tekniklerle tan1 konmasi gii¢ olan Natural Killer Losemi
(CD 56 +) tams: konabilmistir. Bu olgumuzun ¢nemli bir ézelligi de
cok refrakter bir olgu olup kisa stirede kaybedilmesidir. ALL olgula-
rimizda Foon ve Todd'un onerdigi smmiflandirma oOzellikle B-ALL ol-
gularmmda kolaylikla uygulanabilmistir. Ancak bu smiflandirmann
prognostik degeri hentz belli degildir (8).

ANLL olgularinda ise FAB simnifiandirmasi ile immunfenotiplen-
dirme arasinda iliski ALL'ye gore daha belirgindir, ANLL olgularini
degerlendirirken MY7 (CD13) ve MY9 (CD33) panele mutlaka kon-
malidir (1,6,8,9,15). LeuM1 (CD15) pozitifligi ANLL de gorilmekte ise
de tanida 6zel bir yeri yoktur (9). Bizim olgularimizda ANLL M1 ve
M2'yi ayirt edecek isaretleyici yoktur. Ancak ozellikle ANLL M4 ve
ANLL M5 igin MQO2/MY4 (CD14) ¢ok yararh goriilmektedir. MO1 de
monosit ve granilositer seriyi isaretlemekte yardimc: olabilir (4), Da-
ha énce belirtildigi gibi MY4 ve MO2 aynm1 CD’ye sahip olmakla bera-
ber farkl sonuglar verebilmektedirler. Bu olgu Campos ve ark. tara-
findan da dogrulanmistir (4). Akut lésemi tanis1 konup myeloperok-
sidaz ve nonspesifik esteraz negatif olan ve morfolojik olarak da si-

niflandirilamayan 3 olgu immunfenotiplendirme ile ANLL olarak de-
gerlendirilmistir.

ANLL'de myelo-monositer isaretleyicilerin yani sira lenfosit isaret-
leyicilerinin varligl daha Once ¢esitli yayinlarda bildirilmistir. Bu isa-
retleyicilerin varligi gesitli yollarla aciklanmaya c¢alisilmistir. Bu iki
16seminin de ortak bir progenitérden olustugu ve myeloblastlar tizerin-
de 12, T4, T11 ve diger T isaretleyicilerinin varligimm bu nedenle oldu-
&u 6ne surilmiisse de bunun niye tiim ANLL olgular igin gegerli olma-
dig1 agik degildir. Bu tip olgularda ayni ana hiicreden gelisen 2 ayri
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ana hiicreden gelisen 2 ayrn blastik klon soz konusu olabilir. Klonla-
rin biri lenfosit, digeri ise myelositer isaretleyiciler tagimaktadir (Bi-
lineage lésemi). Diger bir olazsilik ise bir blast Uizerinde hem lenfositer
hem de myelositer igaretlevicilerin bulunmasidir (Bifenotipik 16semi)
(2,8,9,16). Ancak elimizde bu ¢alismaimn yapildig: dénemde dual bo-
yvama olanzklar olmadig: icin bu ayirnm yapmak olanaksiz olmus-
tur. Ayrica periferik kanda o anda var clan normal lenfositler de bu
sonuclara katkida bulunabilir, 12 antikorunun pozitifligi ANLL mono-
siter komponenti olan olgularda dogaldir. I2'nin yalmz B lenfositler
degil, aktif T lenfositler ve monositler tizerinde varlign bildirilmistir
(8,9).

Incelenen olgularin 5’inde higbir isaretleyici pozitif gikmamistir.
Bunlardan ikisine sitokimya ile tani konmus, diger 3 olgunun Mye-
loperoksidaz, Sudan Black ve non-spesifik esterazt da negatif oldugu
iginn bu olgular Akutl Indiferansiye Losemi (MO) olarak tanimlanmig-
lardir (12).

Sonug olarak immunfenotiplendirme ¢alismalarn Akut Losemile-
rin tamsinda cok degerli bir gelisme olmustur. Son yillarda 16semile-
rin smniflandirilmasinda yeni bir gelisme olarak kabul edilebilecek
MIC (morfolojik, immun ve sitokimyasal) ¢alisma grubunun sonug-
larmmn tamamlanmas: ile immuntenotiplendrime de kesin sinirlar ice-
risinde degerlendirilebilecektir.

OZET

Bu ¢alismamizda bilim dalimizda izlenen 35 akut ldsemi olgusun-
da immunfenotiplendirme ile ldsemi siniflandiriimasi  sunulmustur.
Olgularimiz immunfenotiplendirme sonucunda 13’4 ALL, 17'si ANLL
ve 5 smiflandirlamayvan Akut Losemi olarak degerlendiriimistir. ALL
olgularnin 7'si Non-T ALL, 4'0 T-ALL, 1’i prolenfositik losemi ve 1’i
de Natural Killer 16semi olarak degerlendirilmistir. ANLL olgularinda
ise ozellikle monositer komponenti ayirdetmede immunfenotiplendir-
menin belirgin yarari oldugu izlenmistir. Konvansiyonel yontemlerle
smiflandirma yapilamayan Akut Losemi olgularinda immunfenotip-
lendirme ile ayirim yapilabilmistir.
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SUMMARY

Immunophenotyping in Acute Leukemias

35 Acute Leukemia cases followed in our Department were classi-

fied by Immunophenotyping. The cases were classified as 13 ALL, 17
ANLL and 5 undifferentiated Acute Leukemia. Further classification
revealed that ALL cases could be subdivided as 7 Non-T ALL, 4 T-ALL,
1 prolymphocytic leukemia and one Natural Killer leukemia. Immu-
nophenotyping was clearly helpful in determining the monocytic com-
ponent in ANLL. In Acute Leukemia cases where conventional met-
hods failed to reveal any leukemia typing, immunophenotyping has
been found to be successful.
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