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Girig: Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun B lenfositlerin malign déniisiimiinden kaynaklanan ve eriskinlerde en
sik goriilen 18semi tipidir. KLL, CD5*CD19* hiicrelerin kan ve kemik iliginde birikmesi ile karakterizedir. CD8* T
lenfositler hiicre ici patojen ve tiimére karst immiin yanitta, CD4* T immiin yanitin diizenlenmesinde rol almaktadir. T
folikiiler (Tfol) hiicreler, hem salgiladiklar: sitokinler hem de yiizey molekiilleri araciligy ile B lenfositleri uyararak afinite
olgunlagmasini ve izotip déniisiimiinii saglar. Bu calismada KLL tanisi almis hastalarin periferik kan 6rneklerinde CD4*
ve CD8* T lenfositleri ve CD3*CD4*CXCR5* Tfol hiicre oranlari saglikli bireyler ile kargilagtirilmis, evre ve hastalik
seyri arasindaki iliski aragtirilmistir.

Gereg ve Yontemler: Calismamiza 37 KLL hastas: ve 16 saglikli kontrol déhil edilmistir. Olgulardan elde edilen
periferik kan 6rneklerinde CD4* T, CD8* T ve Tfol lenfosit oranlart akan hiicre dlger ile analiz edilmistir.

Sonuglar: Hastalarda lenfosit kapisi icerisinde CD4*T, CD8*T ve Tfol lenfosit oranlar: diisiik olarak gozlenirken, T
hiicreleri ierisinde CD3*CD4*T (yardimer T hiicre) oraninin azaldigi, CD8*T (sitotoksik T hiicre) ve Tfol lenfosit
oranlarinin ise arttug) gozlenmistir. T hiicre alt gruplarinda gozlenen degisikliklerin hastaligin klinik seyri ile iligkisi
bulunmamistir.

Tartigma: Hastalarda gozlenen yiiksek CD8* T lenfosit ve Tfol hiicre oranlarinin hastaligin klinik seyri i¢cin prognostik
bir belirteg olamayacagi gosterilmek ile birlikte, hastaligin bir sonucu olarak artan Tfol hiicre orani l8semik B
hiicrelerinin yasamasi, proliferasyonu ve bu hiicrelerde kromozomal delesyonlar ile iligkili oldugu diistiniilen enzimler
icin gerekli sitokinlerin kaynag; olabilir.

Anahtar Sézciikler: Kronik Lenfositik Lésemi, T Folikiiler Hiicre, KLL

Introduction: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) that arises by malignant transformation of mature B cell is the
most common leukemia in elderly. CLL is characterized by accumulation of CD5*CD19* cells in the peripheral blood
and lymphoid organs. While CD8* T lymphocytes response intracellular pathogen and tumor, CD4* T lymphocytes
regulate immune response. T follicular (Tfol) cells stimulate affinity maturation and class-switch recombination in
B lymphocytes due to cytokine and surface molecules. In this study, we aimed to investigate CD4*T, CD8*T and
CD3*CD4*CXCR5" follicular T (Tfol) cells in the peripheral blood of the CLL patients compared to healthy controls.

Materials and Methods: Peripheral blood samples were collected from 37 patients with CLL and 16 healthy subjects.
CD4*T, CD8*T and Tfol cells in peripheral blood samples were analyzed by flow cytometry.

Results: CD4* T, CD8* T and Tfol cells were decreased in all lymphocyte population, CD4*T cells are decreased, and
CD8* T and Tfol cells are increased but in T cell population. There was no differences T cell subgroups and clinical
outcome.

Conclusions: Although the high CD8* T lymphocyte and Tfol cell ratios observed in patients may not be a prognostic
marker for the clinical course of the disease, the increased Tfol cell ratio as a result of the disease may be the source of
the cytokines required for the survival and proliferation of leukemic B cells and the induction of enzymes that were
though to be associated with chromosomal deletions in these cells.

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia, Follicular T cells, CLL

Giris

Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun B lenfositlerinin malign hiicrelere déniisiimii ile
ortaya cikan ve erigkinlerde en sik goriilen losemi tipidir.!"? Apoptoz mekanizmasinin
bozulmasi sonucu bu hiicreler kemik iliginde, retikiiloendotelyal sistemde ve kanda
birikir. KLL B hiicrelerinin karakteristik immiinfoenotipik ozelligi CD19*, CD5*,
CD23* kuvvetli pozitif oldugu halde, CD22, FMC7, CD79b, ylizey immiinogobiilin
M (sIgM) ve IgD ifadelerinin diisitk olmasidir.®* KLLli hastalarda gozlenen dell7p,
del13q, delllq ve trizomi 12 gibi kromozom degisikliklerinin yani sira CD38, ZAP70
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diizeyinin ve Ig agir zincir degisken bélge (IgV,,) mutasyon
durumunun hastaligin  prognozu ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Buna kargin KL nin molekiiler patogenezi

hala anlagilamamistir.>-7!

Edinsel immiin sistemin bir tiyesi olan T lenfositleri immiin
yanitta 6nemli rol oynar. Alt gruplarindan biri olan CD8*
sitotoksik T lenfositleri viriis gibi hiicre i¢i patojenlere
ve tiimére kargt immiin yanitta rol alir®® Salgiladiklar
enzimler araciligs ile hedef hiicreyi lizise ugraur. Diger
genis T hiicre altgrubu CD4* yardimer T lenfositleri hem
salgiladiklar: sitokinler hem de ylizey molekiilleri aracilig
ile immiin sistemin diger hiicrelerinin proliferasyonunu,
aktivasyonunu,  farklilasmasini  ve  fonksiyonlarini
uyarict rolleri vardir.” Yardimer T lenfositlerinin bir alt
grubu olan T folikiiler (Tfol) hiicreler fenotipik olarak
CD3*CD4*CXCR5* dir.["” CXCRS5 bir kemokin reseptorii
olup, lenf nodu ve dalakta salgilanan CXCL13 kemokinine
spesifiktir. B lenfositler ve Tfol hiicreler yiizeylerindeki
CXCRS5 araciligt ile lenf nodlarinda folikiiler alana gog
eder. Lenf diigtimlerinde folikiillerde bulunan Tfol hiicreler
salgiladiklar: sitokinler ve yiizeyinde bulunan CD40L gibi
molekiiller araciligi ile B lenfositerde farklilasmayi, izotip
sinif degisimini ve afinite olgunlagmasini uyarmaktadir.
01 Giincel ¢alismalar, B lenfositlerde Ig izotip déniisiimii
ve afinite olgunlasmasindan sorumlu olan, buna karsin
organizmada ilk potansiyel mutasyon yapan enzim olarak
tanimlanan aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz
(AID) ekspresyonun KLLli hastalarda artug: bildirilmis ve
malignite ile ilgili delesyonlardan sorumlu olabilecegi ileri

stiriilmiigtiir.> 127151

Son zamanlarda neoplastik B-hiicrelerinin mikrogevre ve
ozellikle T-hiicreleri ile etkilesimi 6nem kazanmis, KLL
patogenezinde T-hiicrelerinin rolii dikkat ¢ekmistir."®'T |
hiicrelerinin KLL B hiicre farklilasmasini, ekspansiyonunu
ve sagkalimini diizenleyerek hastaligin klinik seyrini
modiile ettigi diisiiniilmektedir."®"® Bu caligmada KLL
tanist almis hastalarin periferik kan 6rneklerinde CD4*
ve CD8* T lenfositleri ve CD3*CD4*CXCR5* Tfol hiicre
oranlari saglikl bireyler ile kargilagtirilmig, evre ve hastalik
seyri arasindaki iligki arastiridmistr.

Gere¢ ve Yontem

Hasta Grubu

Calismamiza Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Hematoloji polikliniginde takip edilen ve

tedavi almayan 11’i kadin olmak tizere toplam 37 KLL
hastas1 dahil edilmistir. KLL tani kriterleri olarak: cevre
kaninda morfolojik olarak olgun goriiniimli ve fenotipik
olarak CD5 ve CD19 ifade eden hiicreler bulunan; lenfosit
sayist 5 x 10°/mm?tin Gzerinde olan olgular secilmistir.
Binet ve Rai evreleme sistemine gore hastalarin evreleri
belirlenmistir. Calismaya katildigi anda enfeksiyonu olan
ya da KLL disinda ikinci bir kronik hastaligi olanlar,
otoimmiinite Oykiisii olan hastalar ¢alismaya dahil
edilmemistir.

Kendisinde ya da birinci derece akrabalarinda kanser ve
otoimmiinite Sykiisii olmayan, caligmaya kauldigi anda
herhangi bir enfeksiyonu olmayan yas ve cinsiyet uyumlu
6’st kadin toplam 16 saglikls eriskin ise kontrol grubunu
olusturmustur. Calismaya kaulan hasta ve saglikli
goniilliilerin bilgilendirilmis ve yazili onamlar1 alinmisur

(I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Erik
Kurulu, 12.12.2014 tarih ve 237 sayili yazi).

T Lenfositleri ve Alt Gruplarinin Akan Hiicre Olger ile
Analizi

Olgulardan alinan periferik kan érneklerinde CD5*CD19*
fenotipli KLL B hiicreleri insan ozgiil fare kaynakli anti-
CD19 APC (klon SJ25C1) ve -CD5 PECY7 (klon
L17F12) monoklonal antikorlart ile; CD4* yardimer T,
CD8 sitotoksik T lenfositleri ve Tfol hiicre oranlari anti-
CD3 PECY7 (klon UCTH1), -CD4 APC (klon RPA-T4)
ve -CXCR5 FITC (klon J252D4) monoklonal antikorlar:
kullanilarak tam kan lizis yéntemi ile saptanmistir./"®
Kullanilan tiim monoklonal antikorlar BD Bioscience
(ABD) firmasindan temin edilmistir. Deney protokoli
kisaca sdyledir: Titrasyonla saptanan uygun miktardaki
monoklonal antikor ile periferik kan 6rnekleri (100 ml
veya 10° hiicre/mL) 20 dakika karanlikta inkiibasyonunu
takiben, Lysing soliisyon (2 ml, x1, BD-Bioscience) ile 20
dakika oda sicakliginda eritrositlerin lizisi saglanmustir.
Hiicreler fosfat tuzlu tampon (FTT) ¢ozeltisi ile 1800
rpmde 5 dakika iki kez yikandiktan sonra, FTT ilave
edilerek  CellQuest (BD-Biosciences, ABD) yazilumi
kullanilarak FACSCalibur (Becton-Dickinson, ABD)
akan hiicre dlcer cihazi ile veriler kaydedilmis ve analizler
CellQuest yazilimi ile yapimisur. Tim 6rneklerde yan
ve 6n sagilim sayimlari (SSC/FSC) grafiginde lenfosit
kapisinda 30.000 hiicre sayilmistir. Hasta ve saglikli
bireylere ait lenfosit hiicre popiilasyonu i¢indeki T hiicresi
(CD3*), yardima T hiicresi (CD3*CD4*), sitotoksik
T hiicresi (CD3*CD4") ve CD3*CD4*CXCRS5 hiicre

oranlari irdelenmistir.



Istatistik

Elde edilen verilere SPSS 21 programi yardimiyla parametrik
(Kruskall-Wallis, Mann-Withney U)
uygulanmistr. p Degeri 0,05’in  alunda oldugunda,

olmayan testler

karsilastirma istatistiksel olan anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 37 KLL hastasinin yas ortalamasi
64 (48 - 86) yil idi. Kadinlarin yas ortalamasi 62 (54 -
68), erkeklerin ise 67 (48 - 86) yil olarak saptand..
Binet evreleme sistemine gore hastalarn 16’1 Evre A,
10’u Evre B ve 11’i Evre C, bir diger evreleme sistemi
Rai siniflandirmasina gore hastalarin 4t Evre 0, 16’1
Evre I, 11’i Evre II, 4’ii Evre III ve 2’si Evre IV olarak
belirlenmistir. Olgulara ait demografik ve klinik 6zellikler
Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. Hastalarin klinik verileri

Demografik yapi

KLL

Yas (yil) 64 (48-86)
Cinsiyet (E/K) 26/11

WBC 78,2 (5,9-226,3 x 10¢/ml)
CD5*CD19* (%) 66,96 (32,7-95,5)

Sitogenetik Bulgular

del 17p13 1

del 1122,3 3

del 13q14 5

tri12 3

Delesyon saptanmayan 16
Belirsiz/bilgi yok 9
Binet Evre

Evre A 16
Evre B 10
Evre C 11
Rai Evre

Rai 0 4
Rai | 16
Raill 11
Rai lll 4
Rai IV 2

Saglikh Kontrol

Yas (y1l) 56 (53-68)
Cinsiyet (E/K) 10/6
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Saglikli kontrol grubunun yas ortalamast 56 olup yas
dagilimlart 52 ile 68 yil arasindadir. Kadinlarin yas
ortalamast 57 (53 - 68), erkeklerin ise 56 (50 - 60) yil

olarak bulunmustur.

T Hiicresi Alt Gruplarinin Dagilimi1

KLL patogenezindeT hiicres altgruplarindaki degisiklikleri
saptamak amaci ile hasta ve saglikli kontrollerin periferik
kan o6rneklerinde T hiicreleri, yardimer T, sitotoksik T
ve CXCR5 molekiillerinin hiicre yiizeyindeki ifadeleri
ile tanimlanan dolasgimdaki folikiiler T hiicresi oranlart
akan hiicre 6l¢er cihazinda saptandi. SSC/FSC grafiginde
lenfositlerin  secildigi kapilama stratejisi  Sekil 1ada
gosterilmekeedir.

KLL hastalarin lenfositleri icinde CD3* T hiicreleri
(p<0.0001), CD3*CD4"* yardima1 T hiicreleri (p<0.0001),
CD3'CD4  sitotoksik T hiicreleri  (p<0.0001),
CD3*CXCRS5" folikiiler T (p=0.0154) ve CD4*CXCR5*
folikiiler yardimei T (p<0.0001) hiicreleri oranlart saglikls
kontrollere gore anlamli derecede diisiik bulunmusgtur

(Sekil 1b, Tablo 2).

CD3* T Hiicreleri iginde Yardimci, Sitotoksik ve
Folikiiler T Hiicre Alt Gruplarinin Dagilimi

Akan  hiicre SSC/ESC
grafiginde segilen lenfositler icinde SSC/CD3 grafiginde
CD3* hiicreler secilerek CD3*CD4*, CD3*CD4ve
CD3*CD4'CXCR5" hiicre oranlari olacak sekilde ayrica
yapildi (Sekil 2A).

olcer ile yapilan analizler

CD3* T hiicresi alt gruplar: agisindan saglikli kontroller
ile karsilasturildiginda KLLli hastalarin  CD3*CD4"
yardimer T hiicrelerinin azaldigi goézlenirken (p=0.03),
CD3*CD4  (CD8* sitotoksik T hiicreleri) hiicrelerinin
artugt  (p=0.03) saptandi. Bununla birlikte KLLli
hastalarda CD3*CD4"*CXCR5* (p=0.024) ve CD3'CD4
CXCR5* (p=0,0004) hiicresi oranlar1 saglikli kontrollere
gore yliksek bulundu ($ekil 2B). Ortanca (minimum —
maksimum) degerler Tablo 2'de gosterilmektedir. Tfol,
yardimcr ve sitotoksik T hiicresi alt gruplari evreleme
sistemleri ve delesyon durumlarina gore analiz edildiginde
hasta gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi.

Tartisma

KLL, monoklonal B hiicrelerinin kemik iligi ve periferik
kanda birikimiyle karakterize, klinik seyri ¢cok degisken
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Sekil 1. SSC/FSC grafiginde lenfosit bolgesinde T hiicresi alt gruplari degerlendirme stratejisi, hasta ve saglikh kontrole ait 6rnek dot-plot
grafikleri (1A). KLL hasta grubuna ait T (CD3*), yardimci T (CD3*CD4"), sitotoksik T (CD3*CD4), folikiiler T (CD3*CXCR5*) ve folikiiler yardimci T
(CD4*CXCR5*) hiicre oranlari saglikh bireylerinkine gore anlamli derecede azaldi (1B).

Tablo 2. KLL hastalar ve saglikli bireylerde lenfosit ve CD3* T hiicre alt grubu icindeki T hiicresi alt gruplarinin ortanca (minimum —

maksimum) degerleri

KLL % Saghkli Kontrol % p

Ort. (min — max) Ort. (min — max)
Lenfosit hiicre grubunda
CD3* 14,7 (3,9-83,9) 70,9 (42,0-82,1) p<0,0001
CD3*CD4* 6,0 (1,2-41,3) 41,2 (27,4-62,1) p<0,0001
CD3*CD4 8,8(0,1-46,3) 28,5(12,0-45,2) p<0,0001
CD3*CXCR5* 3,3(0,4-10,8) 5,6 (2,3-10,8) p<0,0001
CD4*CXCR5* 1,4(0,3-10,7) 4,1(1,9-10,7) p<0,0001
CD3*T hiicre grubunda
CD3*CD4* 51,5(28,3-87,1) 64,8 (43,2-83,0) p=0,03
CD3*CD4 48,4 (12,8-71,6) 35,1(16,9-56,7) p=0,03
CD3*CD4*CXCR5* 10,9 (1,1-29,3) 7,1(2,2-15,7) p=0,024
CD3*CD4 CXCR5* 2,1(0,5-8,5) 0,8(0,3-2,4) p=0,0004
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Sekil 2. SSC/CD3 grafiginde CD3* hiicre kiimesi icinde yer alan T hiicresi alt gruplarinin kapilama stratejisi (2A). T hiicreleri (CD3* T hiicre kapisi)
icindeki oranlar degerlendirildiginde KLLli bireylerde CD3*CD4* hiicre oranlar azalir iken, CD3*CD4’, CD3*CD4*CXCR5* ve CD3*CD4 CXCR5

hicre oranlar artti (2B).

ve onceden tahmin edilmesi zor bir hastaliktir. KLLli
hastalarin ¢ogu semptomsuzdur ve hastalik tanisi, diger
hastaliklarin ~ degerlendirilmesi  veya rutin inceleme
sirasinda periferik kanda mutlak lenfositoz saptanmasi ile

konulmaktadir.!?3!

T lenfositleri fonksiyonlarina ve yiizey belirteclerine
gore CD4* T ve CD8* T lenfositleri olmak tizere iki
ana gruba ayrilmaktadir.?® CD8* T lenfositleri tiimor
hiicrelerine karsi yanitta dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri
ile benzer sekilde islev gdrmektedir. CD4" T lenfositleri ise
salgiladiklari gesitli sitokinler araciligs ile immiin yanitlarin
diizenlenmesinde rol almaktadir.[202

Bu calismada KLL tanist almis hastalarin periferik kan
orneklerinde T lenfositi alt gruplarinin orant incelendi.

KLL immiinofenotipik olarak CD5*CD19" B hiicrelerinin
periferik kanda birikimi ile karakterize olmasindan dolayz,
beklenildigi tizere lenfosit hiicreleri icindeki CD4* ve
CD8* T lenfositi oranlari diisiik olarak saptandi. CD3*
T hiicreler icinde analiz yapildiginda hastalarda CD8*
T lenfositi oranlarinin saglikli kontrollere gére artug:
gozlendi Yapilan caligmalar KLL hastalarinda saglikli
kontrollere gore dolasgimdaki T hiicresi oranlarinda
farklilik oldugunu, o6zellikle, CD8" T lenfositi sayilarinin

artugini gdstermekeedir.?223!

KLL patogenezi ile ilgili yapilan son caligmalar,

hastalarda AID ekspresyonunun artugt ve KLLde
goriilen delesyonlardan bu enzimin sorumlu olabilecegi
yoniindedir.'*'*?%  Grubumuzun  yapmis  oldugu
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caligmalardada AID ekspresyonunun 6zellikle kromozomal
delesyonu olan hastalarda artugini ortaya koymaktadir.
(512151 B |enfositlerinde AID enziminin ifade edilebilmesi
icin B lenfositlerinin Tfol hiicreler tarafindan hem yiizey
molekiilleri, hem de sitokinler araciligi ile uyarilmas:
gerekmektedir. Calismamizda, KLLli hastalarin periferik
CD3*CD4*'CXCR5* Tfol

oranlarinin artigr saptandi. Cha ve ark.’nin ¢alismasinda

kan 6rneklerinde hiicre
dolagimdaki Tfol hiicre oranlarinin bulgularimizi destekler
sekilde KLL hastalarinda artug bulunmustur.**! Benzer
sekilde Ahearne ve ark. dolasgimdaki Tfol hiicre oranlarinin
ve bu hiicreler tarafindan sekrete edilen IL-4 ve IL-21
diizeylerinin arttugini saptamistir.?®! Boylece artan Tfol
hiicresi orani B hiicrelerinde, daha 6nce gosterildigi gibi,
AID ckspresyonunu tetikleyebilir. Hastalarda gozlenen
yiiksek Tfol hiicresi orani ile klinik evreleme sistemleri
ve bazi prognostik belirtegler arasinda anlamli bir iliski
bulunmamaktadir.'*®! Benzer sekilde bizde calismamizda
Tfol hiicresi arusinin klinik evreleme sistemleri yada
hastalardaki delesyon durumu ile arasinda bir iligki
saptamadik. Bu durum Tfol hiicrelerinin hastaligin
klinik seyri icin prognostik bir belirteg¢ olamayacagini
gostermekle birlikte, hastaligin bir sonucu olarak artan
Tfol hiicre orani losemik B hiicrelerinin yasamasi ve
proliferasyonu igin gerekli sitokinlerin kaynag: ve yiiksek
AID ekspresyonunun nedeni olabilir. Calijmamamizin
en onemli sinirlamasi az sayida heterojen hasta grubunda
calistlmis olmasidir. Daha genis ve homojen hasta
grubundan elde edilecek veriler ile bulgularin desteklemesi

faydali olacakeir.

Bulgularimiz, KLLli hastalarda CD8* T lenfosit ve Tfol
hiicresi oranlarinin artugint gdstermistir. Tfol hiicrelerin
hem l6semik hiicreler icin gerekli sitokinlerin kaynag:
olmasi hem de bu hiicrelerde AID ekspresyonu tizerindeki
rolleri g6z ontine alindiginda, Tfol hiicrelerin KLLdeki
onemini ortaya koymaktadir. Bu hiicrelerden kaynaklanan
sitokin veya yiizey molekiillerinin B lenfositlerini
uyarmadaki rolii arastirilmasi hastaligin  biyolojisinin

aydinlaulmasinda 6nemli olacagy izlenimini vermektedir.
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