Akut Losemilerin Siniflandirilmasi

Akut l6semilerde esas olay, blast olarak tanimla-
nan hematopoetik hiicre prekiirsoérlerinin klonal bir
sekilde cogalmasidir. immatiir blastlardaki morfolojik
benzerliklere ragmen, son 10 yilda, farkh hiicre serile-
rinde ¢ogalma oldugu anlasiimigtir. Blastlardaki farkli-
lasmanin o6zellikleri, monoklonal antikorlar yardimi ile
hiicreye spesifik antijenlerin ortaya konmasi ile gosteri-
lebilir. Akut l16semilerin siniflandinimasinda standart me-
todlar olan morfoloji, sitokimyasal boyama ve membran
belirleyicileri kullaniimaktadir, immiinolojideki biiyiik
ilerlemeler, o6zellikle monoklonal antikorlardaki geligme-
ler, akut lenfoblastik I6seminin (ALL) tanisi icin objektif
kriterler saglamigtir. Akut megakaryoblastik 16semi-M7
gibi, AML'nin siniflandinimasinda bazi monokional anti-
korlann 6nemi, FAB (French-American-British) tarafin-
dan kabul edilmistir. Cok yakin zamanda myeloid sito-
kimyasi ve lenfoid belirleyicileri negatif olup myeloid
antijenlerin belilenmesi ile tani konulan ve minimal di-
feransiasyon gosteren AML-MO tanimlanmisgtir.

Morfoloji

Morfoloji, baslangi¢cta yapilmasi gereken bir
arastirmadir ve sik olarak daha sonraki g¢alismalara 6n-
ciililk eder. Tecriibeli klinisyen, ALL ve AML arasindaki
onemli farklarni ve AML'nin yaygin formlari olan M2,
M3, M4, M5 ve M6'y1 tanimlayabilmektedir. FAB'In
baslangictaki tanimlamalan ve daha sonraki gelismeleri
ozellikle AML siniflandirmasina genis bir boyut getirmis
olup, biitiin diinyada yaygin olarak kabul gormiistiir (1-
3) (Tablo 1).

Sitokimya

Son 30 yil icinde, graniilosit ve monosit farkli-
lagmasini da gosterebilen, birgok sitokimyasal reak-
siyon, ALL'den AML'yi ayirdetmede kullaniimaktadir (4).
Myeloblastlarin (M1, M2) primer graniilleri, myeloperok-
sidaz (MPO) ve ayni boyama ozelligi gosteren Sudan
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Black B reaksiyonu ile gosterilebilmektedir. Monositik
seri hiicreler M4, M5 ise non spesifik esteraz substrat-
lan olan alfa-naftil asetat veya butirat ve bu reaksiyon-
larin sodyum florid ile inhibisyonu yontemi ile tanimla-
nir. Non spesifik esteraz reaksiyonu M6 ve M7 de de
gosterilmektedir (5). immiinolojik siniflandirmadaki iler-
lemeye ragmen, klasik sitokimyasal testler, tanida hala
6nemli rol alirlar.

Hiicre Belirleyicileri

Bunlar farkh hiicre klonlan icin selektiviteye sahip
monoklonal antikorlar (McAb) ile tanimlanirlar (Tablo
2).

Bazi antijenlerin diferansiasyonun erken asama-
sinda ik olarak sitoplazmada goriildiikleri bilinmektedir.
Bu erken antijenler, T seri hiicrelerinde CD3, B seri-
sinde CD22 ve myeloid seride CD13 olup immiinokim-

Tablo 1. AML siniflandinimasi (FAB'e gore)

Myeloblastik 16semi

MO0— minimal diferansiye

Mt— az diferansiye

M2— diferansiye

*M2 Bazo: Bazofilik farklilagma gosteren
Promyelositik 16semi

M3—  hipergraniiler

M3v— hipograniiler varyant
Myelomonositik 16semi

MA—  graniilositik-monositik

M4eo—Ki'de eozinofili ile beraber
Monositik 16semi

M5a— monoblastik

*M5a eritrofagositoz: t (8; 16) ve fibrinolizis ile beraber

M5b— monositik

M6—  eritrolosemi

M7— megakaryoblastik

*Nadir gorilen subtipler
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Tablo 2. immunolojik siniflandirma

Monoklonal antikor* B-ALL T-ALL AML
CcD10 + = -
CcD19 + = —
cbh22" 4o _
c D3" —_— o+ —
CcD5 _ —
cD7 _ L+
CD13 +
CD33 — — +
aMPO" — _ +

* CD: Clusters of differentiation
**  Sitoplazmik

Tablo 3. AML subtiplerinde myeloid belirleyiciler

MO CD13.CD33, Anti-MPO
M1-M2 : CD13.CD33, Anti-MPO
M5 : CD14.CD68

M6 :  anti-glycophorin-A

M7 CD41, CD42, CD61

yasal metodlarla (imminperoksidaz veya alkalen fosfa-
taz-anti alkalen fosfataz) tesbit edilmis hilicrelerde sap-
tanabilir (6,7). Siklikla immatir blast hicreleri kapsayan
siniflandirma problemi nedeni ile dogru yaklasim, tesbit
edilmis preparatlarda bir ya da daha fazla McAb'larin
calisiimasidir.

Tablo 2'de gosterildigi gibi, B, T ve myeloid ana
serilerin herbiri igin spesifik 2 veya 3 belirleyicinin kul-
lanimi akut léseminin siniflandirilmasinda 6nemli bir
yardim saglamaktadir. Morfolojisi ve negatif myeloid be-
lirleyiciler ile tanisi slpheli olan ALL olgularinda lenfoid
belirleyicinin varliginin gdsterilmesi gerekmektedir. Yine
bu durumda bitin ALL (hem B, hem T) ve AML'lerin
kigik bir kisminda (%20) pozitif bulunan terminal
deoksinlkleotidil transferaz (TdT), tanida faydali bir
role sahip olabilmektedir.

Son bir kag¢ yil igerisinde diger bir biyiuk ge-
lismede myeloid seriye spesifik McAb'larin ortaya kon-
masi olmustur. CD13, CD33 ve MPO'nun inaktif proen-
zim formu olan a zincirini belirleyen anti-MPO McAb'un
kombine kullanimi AML olgularinin %99'unun tanimlan-
masini saglamaktadir (8,9). Daha ilerisi i¢cin ise AML'nin
spesifik subtiplerine ait (megakaryoblast ve eritroid seri
hicreleri gibi) belirleyiciler, spektrumu gelistirmek sureti
ile AML olgularinin %100'inde, McAb ile tani konulabil-
mektedir (3), (Tablo 3).

Basta CD13 ve CD33 olmak Uzere myeloid belir-
leyicilerin esas faydasi AML MO'in tanimlanmasindadir
(10). AML'nin bu subtipinin tanisi ic¢in kriterler Tablo
4'de gOsterilmistir.
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Tablo 4. AML MO'In tani kriterleri

L2'ye benzer morfoloji

MPO ve Sudan Black B'nin negatif olmasi
Lenfoid belirleyicilerin negatif olmasi
CD13 velveya CD33'iin pozitif olmasi
(Ayrica CD11 b, CD15 ve anti-MPO+)

AML olgularinin %3'Uni olusturan minimal diferan-
siasyon gosteren MO'In tanisi igin gerekli kriterlerden
olan CD13 ve CD33 negatif olabilmekte fakat elektron
mikroskobi yardimi ile bu hiicrelerde anti-MPO'nun po-
zitif oldugu tesbit edilebilmektedir (9).

Bifenotipik Akut Losemi

Monoklonal antikorlarin kullanimi, akut l|ésemilerin
bazilarinda, hiicre serisine uygun olan belirleyicilere ila-
veten beklenmeyen ve kendine 6zgu olmayan baska
hicre serilerine ait antijenlerin bulundugunu ortaya ¢i-
karmistir (11). Bu I6semi tipine akut "mixed-lineage" 16-
semi denmistir (12-14). Fakat Catovsky ve arkadaslari
bu akut I6semi tipi igin bifenotipik 16semi ismini tercih
etmektedirler. Buna sebep olarak da olgularin ¢cogunda
lenfoblastlarin ve myeloblastlarin beraber bulunmasin-
dan ziyade lenfoid ve myeloid belirleyicilerin ayni za-
manda ve ayni hucrenin Ustinde bulunmasini gdster-
mektedirler (11).

Literatiirde bifenotipik akut I6semi tanisinda olduk-
¢a bluylk karigiklik vardir. Buna sebep olanlarin basin-
da belirleyicilerin her zaman tam bir belirleyici 6zellik
gésterememesi ve McAb'nin Fc reseptdrleri aracilig ile
spesifik olmayan baglanmalarinin bazen olmamasidir.
Bununla beraber o6zellikle yetiskin olgularda ve daha
ziyade AML'de, atipik veya beklenmeyen belirleyiciler,
ALL veya AML olarak siniflandirilan vakalarda tesbit
edilmektedir. Catovsky ve ark. McAb ile membran ve
sitoplazmik antijenleri tesbit ettikleri 180 akut |ésemi
serisinde, beklenmiyen belirleyicileri, olgularin 1/3'lin de
gostermislerdir (11). Daha detayli incelendiginde, blyuk
bir béliminde bazen bir bazen de iki kendine 6zgli ol-
mayan belirleyicileri tespit etmiglerdir. Ayrica olgularin
%10'unu olusturan grupta, beklenmiyen belirleyiciler
daha fazla goriulmektedir. Gergcek bifenotipik 6semiyi
tanimlamak igin bir skorlama sistemi Onerilmektedir
(Tablo 5) Buna gore;

Tablo 5. Akut bifenotipik I16semide skorlama sistemi;

Hucre tipi
Skor puani B T Myeloid
2 CcD22* CD3* MPO
1 CcD10 CD2 CD13
CD19 CD5 CD33
0.5 TdT TdT CD 11 b/c
CcD7 CD14/5

*: Sitoplazmik
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Her bir hiucre tipi i¢cin skor >2 olursa gergek bife-
notipik 16semiden bahsedilebilir. Yine ayni arastiricilar,
kendi serilerinde, dogru bifenotipik l6semilerde skoru
ortalama 2.5 ve 5 arasinda bulmuslardir (11). CD2,
AML'de en sik gorilen T hicre belirleyicisi olup, tek
belirleyici olarak (veya TdT ile) gdsterildiginde, hi¢ bir
zaman TCR genlerinin fonksiyonel rearranjmaniyla bir
baglanti géstermez (15,16). Son zamanlarda AML olgu-
larinda IgH ve TCR gen rearranjmani ile beklenmiyen
belirleyici iliskisi arastirilmaktadir. Elde edilen bilgilere
gore skoru 2'den fazla olan bifenotip 16semi olgularin-
da IgH ve/veya TCR gen rearranjmani daha fazladir.
Ayrica yine ayni arastirmacilar bu olgularda kromozo-
mal translokasyonlarinin daha fazla géraldigunu ifade
etmektedirler (11). Bifenotipik vakalarin tanisi igin kriter-
lerin sinirlandirilmasi, stem celi I6semilerinde birden
fazla (multilineage) gen ekspresyonu ve kendine 6zgi
klinik ve biyolojik 6zelliklere sahip, 6zel akut Iésemili
bir grubun ortaya c¢ikabilmesine yardimci olabilecektir.

Kromozom Translokasyoniari

Akut I6seminin objektif olarak siniflandirilmasi igin
6nemli bir gelisme de akut I6seminin bazi tiplerinde
[6rnedin FAB subgruplarindan L3, M2, M3 ve M5 veya
immunofenotipik olarak erken B (null), preB ve B-ALL]
random olmayan bazi kromozomal translokasyonlarin
gorilmesidir. Bu durum akut I6seminin tanisi i¢cin MIC
kombinasyonunun ortaya c¢ikmasina neden olmustur
(17,18). Burada M: Morfoloji, I: Immiinoloji, C: Sitoge-
netigi ifade etmektedir. Bu 3 parametrenin etkilesme-
sine gelince; gerci hepsi bazi hastalik tanimi igin katki-
da bulunuyorlarsa da, bazen bazilari digerlerine gore
(akut I6seminin hangi tipten olduguna bagli olarak) da-
ha 6nem kazanmaktadir. Bazi AML tiplerinde tanim sa-
dece karyotip ile yapilabilmektedir. Akut I6semilerin ta-
niminda anahtar roli oynayan kromozom translo-
kasyoniari Tablo 6'da gdsterilmistir.

Yukarida verilen 6rneklerde yer alan ALL tipleri
kromozom analizi yapilmadan siniflandirilmazlar. Yine
yukarida bahsedilen iki AML subtipine tani tahminen
konabilir, fakat karyotipik analiz yapilmadan kesin tani
konamaz. Mevcut bilgiler, kromozom translokasyonu
varligi ile tanimlanmis olan bu ALL'lerin kendine 6zgi
klinik ve prognostik 6zellikler oldugunu destek-

Tablo 6.
kasyonlari™

Akut l6semilerde spesifik kromozom translo-
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temektedir. Her ne kadar pre-B ALL'nin teshisi esas
olarak immunolojik yontemle konulabilirse de, t (1;19)'u
olan vakalarin daha ko6tli prognoza sahip olduklari g6-
rilmektedir.

Buna benzer olarak t (4;11) ve t (9;22)'li ALL'II
hastalarda koéti prognoz mevcut olup, bu durum sa-
dece yetiskinler igin degil, gocuk hastalar igin de gecer-
lidir. Bu nedenle bu hastalar kemik iligi trans-
plantasyonu gibi daha radikal tedavi yéntemlerine godre
tedavi edilirler (19,20).

Az siklikla goérilen t(8;16); dusik oranda remis-
yona giren, kisa sireli yasam ile seyreden, eritrofago-
sitoz ve fibrinolizis ile karekterize AML M5 subtipinde
gorulmektedir (21).

Kromozom translokasyonunun énemi; sadece has-
talik siniflandirilmasinda degil, bazi |6semilerin patoge-
nezinde roli olan genin kirilma bdlgesinin belirlenme-
sindeki anahtar roludir. Retinoik asit reseptér (RAR-)
alfa geninin tanimlanmasi ve all-trans retinoik asit alan
hastalarda diferansiasyon ve tedavi edici etkisi ile ilgi-
sinin gosterilmesi ve t(15;17) ile karekterize M3 bu ko-
nuda verilebilecek en iyi 6nrektir (Tablo 7).

SONUG

Klinik arastirmacilar, akut
landirilmasinda objektif bir takim kriterler kullanmalidir-
lar. Bu kriterler hem dUlretken hem de klinik olarak an-
lamli olmalidir. Bazi agilardan siniflandirma daha da
komplike gorilebilir (Tablo 8). Fakat bu durum, I6semi-

I6semi sinif-

Tablo 7. AML M3 ve M3v o6zellikleri

Morfoloji

Kuvvetli SB-B ve MP O (+),

HLA DR (-) blastiar,

Hemorajiksendrom,

Duslk i6kosit, geng yas

t(15;17)(q22,911-12)

RAR-alfa genrearranjmani

All-trans retinoik aside ylksek oranda cevap/tam remisyon

Tablo 8. Akut I6seminin siniflandiriimasi

Translokasyon Lésemi tipi
t(1;19) Pre B-ALL
t(4;11) Null-ALL
t (9;22) Ph+ALL
t (6;9) Bazofilik AML
t (8; 16) Eritrofagositozile seyreden AML-M5

*Burada gosterilen karyotipler, I6semi taniminda esas olanlardir.
Ornegin t (8;14) ile L3, T (8;21) ile M2; t (15;17) ile M3-M3v; t
(9;11) ile M5a diger bilinen translokasyonlar olup, bu I6semi sub-
tipleri diger teknik yontemlerle gok iyi sekilde tanimlanmistir.

a. Morfoloji ve sitokimya (FAB)
—ALL; L1-L3
—AML; Mo-M7

b. Immun fenotip ile
—B-ALL
—T-ALL
—AML
—Bifenotik AL

c. Kromozom translokasyonu
Ph (+) ALL
ALLt(4;11)
Pre B-ALL 1(1; 19)
AMLL(6;9)
AMLt(8;16)
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nin prognozu ve tedavi
alan
tadir. Tanima gore siniflandirma,
aclk olmalidir.

stratejisinin planlanmasinda rol
sitogenetik heterojeniteyi yansitmak-
degisim ve gelismeye
icin Southern blotting ve

imminolojik,

DNA analizi

rilma noktasi

tir.

karilmasinda ¢ok duyarl
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arastirmalarina buyik bir faydasi olacak-

kimerik bcr-abl genlerinin ortaya ¢i-
olan PCR tekniginin yeni B-

Calismalarda,

PCR gibi yeni tekniklerin gen problari ile kromozom ki- ALL'li hastalarda uygulanmasi Onerilmektedir (22).
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