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OZET

Amac: B lenfositlerinin Klonalitesinin akim sitometri analizi ile dogrulanmasi Kronik Lenfositik Losemi
(KLL) tanisinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu retrospektif calismada KLL hiicrelerinin monoklonalitesinin
gostergesi olarak hangi ytlizey hafif zincir paterni gosterdikleri arastirildi.

Gerec ve Yontem: 33 KLL hastasinin (12 kadin/ 21 erkek) periferik vendz kanina ait akim sitometri
sonuclart geriye doniik incelenmistir. KLL immunfenotipleme panelinde yer alan antikorlarin
uygulanmasi ve lysing prosediiriinden sonra elde edilen Orneklerin okuma sonuclar1 degerlendirildi.
CD19 ve CD5’i birlikte eksprese eden hiicreler KLL hiicreleri, olarak kabul edildi ve bu hiicrelerin
monoklonalitesini dederlendirmek i¢in kappa ve lambda hafif zincir ekspresyonlar dederlendirildi.

Bulgular: Tim vakalar degerlendirildidinde kappa monoklonalitesi gosteren vaka ytizdesi %30.3 iken
lambda monoklonalitesi gOsteren vaka yilizdesi %51.5 oldugu goriildii. %18.2 vakada da her iki hafif
zincir ekspresyonunun da olmadigi gorildii.

Sonuc: Calismaya alinan hastalarimizda KLL hiicrelerinde en sik lambda hafif zincir restriksiyonu
gozlenmistir.
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ABSTRACT

Objective: Confirmation of the clonality of B lymphocytes by flow cytometry analysis has an important
role in the diagnosis of Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). In this retrospective study, we
investigated which surface light chain pattern they showed as indicative of the monoclonity of CLL cells.

Material and Methods: Flow cytometry results of 33 CLL patients (12 women / 21 men) were
examined retrospectively. The reading results of the samples obtained after the application of the
antibodies in the CLL immunophenotyping panel and the lysing procedure were evaluated. Cells that
co-express CD19 and CD5 were considered CLL cells, and kappa and lambda light chain expressions
were evaluated to the monoclonity of these cells.

Results: When all cases were evaluated, the percentage of cases showing kappa monoclonity was
30.3%, while the percentage of cases showing lambda monoclonity was 51.5%. It was observed that
both light chain expressions were absent in 18.2% of cases.

Conclusion: In our patients, lambda light chain restriction was observed most frequently in CLL cells.

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia; Flow Cytometry; kappa/lambda

GIRIS

Kronik Lenfositik Losemi (KLL) kemik iliginde
bulunan tek bir hiicrenin DNA’sinda sonradan
meydana dgelen degisiklik nedeniyle,
morfolojik olarak olgun goérinimli Kiicik
monoklonal B lenfositlerinin ilerleyici birikimi
ile karakterize lenfoproliferatif bir hastaliktir.

KLL tanisi igin, National Comprehensive
Cancer Network (NCCN), International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
(IWCLL) ve European Society of Medical
Oncology (ESMO) ortak yayinladiklari rehber-
de periferik kanda B lenfosit sayisinin
>5%10° /L olmasi ve dolagimdaki B
lenfositlerinin Klonalitesinin akim sitometri
analizi ile dogrulanmasi gerektigi konusunda
hemfikirdir (1, 2, 3). NCCN, akim sitometri
analizi ile immiinofenotipleme icin, kappa
/lambda, CD19, CD20, CD5, CD23 ve CD10
hiicre ylizeyi markirlarimin  Kkullaniimasini
onermektedir. Neoplastik B hiicrelerinin
CD19, CD5, CD23 eksprese ederken CD20 ve
monoklonal yilizey immiunoglobulinin (slg)
zayif eksprese etmesi immunfenotiplemede
tani Olgutii olarak gosterilmektedir. KLL tani-
sinda molekiiler anormallikler gdsterilmekle
beraber, hicbiri KLL icin spesifik olmadigin-
dan immiinofenotipleme KLL tanisinda
onemli bir rol oynamaktadir.
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Neoplastik B hiicrelerinde hafif zincir eks-
presyonlarinin akim sitometri analizi ile
gosterilmesi Kklonaliteyi dogrulamanin bir
yoludur (4). immiinoglobulinlerin kappa ve
lambda olmak tizere iki tip hafif zinciri vardir.
Normal bir B hiicresi ya kappa ya da lambda
hafif zincirinden sadece birini eksprese eder.
Saglikli Kisilerde B lenfosit popiilasyonlari
yaklasik olarak 2:1 oraninda kappa:lambda
hafif zincirleri ekspresyonunu goésterirken (5),
3: 1 ve 0.3: 1 araiginin disinda bir oran
genellikle monoklonal (3.0 ila 0.3) olarak
kabul edilir (6). Arastirmalar malign hiicre-
lerin, genetik bir transformasyon ve tek bir
hiicrenin proliferasyonundan kaynaklandidi
hipotezini uzun zamandir desteklemektedir.
Bu nedenle, tek bir hiicre hattindan prolifere
olan malign B hicreleri bir Klon olarak
tanimlanir. Bu Klonal artis da “monoklonal
hafif zincir restriksiyonu” olarak adlandirilir.
Monoklonal hafif zincir restriksiyonu neo-
plastik B hiicrelerinin bir gostergesi olarak
kabul edilmekle birlikte her iki hafif zinciri
ayr ayr eksprese eden B hiicre populasyonu
iceren KLL vakalari (biklonal) (7,8) ile her iki
hafif zinciri birlikte eksprese eden B hiicre
populasyonu iceren KLL vakalan (dual) da
gosterilmistir (9).

Bu calismada KLL tanisi alan vakalarimizin
lenfositlerinde hangi yuzey hafif zincir paterni
gosterdikleri arastirildi.
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GEREC VE YONTEM

Bu calismada Afyonkarahisar Saglk Bilimleri
Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hematoloji Kliniginde, Kklinik, morfolojik ve
immunfenotipik bulgular ile tan1 almis yas
ortalamasi 64 (en kiciik 44, en biliyuk 78)
olan 33 KLL hastasinin (12 kadin/ 21 erkek)
periferik vendz kanina ait akim sitometri
sonuclar1 geriye doniik incelenmistir (2011-
KAEK-2 kodlu etik kurulun 2020/292 sayili
Karari ile onay alinmustir).

Akim Sitometri Analizi

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren
tiplere alinan periferik ven6z kan ornekleri
24 saat icerisinde isleme alinan hastalarin
sonuglar calismaya alinmistir. KLL immunfe-
notipleme panelinde yer alan (CD19, CD20,
CD5, CD23, CD38, CD10, CD2, CD200, CD7,
CD79a, CD34, CD117, CD43, FMC7, CD14,
CD33, MPO, kappa ve lambda hafif zincir)
antikorlarin uygulanmasi ve lysing prosedii-
rinden sonra elde edilen 6rneklerin okuma
sonuglar1 degerlendirildi. Okumalar Beckman
Coulter, (Miami, USA) firmasina ait Navios Ex
model cihazinda, yine ayni firmaya ait anti-
korlar kullanilarak gerceklestirildi. ilk olarak
CD45-Side Scatter (SSC) grafigi uzerinde
lenfositler isaretlendi. Bu popiilasyonda
CD19 ve CD5'i birlikte eksprese eden
hucreler KLL hiicreleri, olarak degerlendirildi.

B hiicrelerinin monoklonalitesini degerlen-
dirmek icin kappa ve lambda hafifzincir
ekspresyonlari dederlendirildi. Kappa:
lambda orani 3:1 ve 0.3:1 araliginin disinda
olanlar monoklonal olarak kabul edildi (6).

Istatistik

Hicre yuizeyinde kappa ve lambda hafif zincir
eksprese eden KLL hicrelerinin ylizdeleri
akim sitometri cihazinin verilerinden elde
edilmistir.

BULGULAR

Akim sitometri ile belirlenen ylizey hafif zincir
ekspresyonlari ug farkh patern ortaya koydu-
lar. ilk patern sadece kappa hafif zincir
eksprese ederken (n:10) (Sekil 1A), ikinci
patern sadece lambda hafif zinciri (n:17)
(Sekil-1B), ucumcii patern de hafif zincir
eksprese etmedigi goruldi (n:6) (sekil-1C).
Tim vakalar dederlendirildiginde kappa
monoklonalitesi gdsteren vaka yuzdesi
%30.3 iken lambda monoklonalitesi gos-
teren vaka ytizdesi %51.5 oldugu goritldu.
%18.2 vakada da her iki hafif zincir ekspres-
yonunun da olmadidi goriildii (Tablo 1). Sekil
2’de Hafif zincir eksprese eden KLL hiicre-
lerinin yuzdeleri verilmistir. KLL hicrelerinin
lambda Kklonite gosteren vakalarda kappa
Klonite gdsteren vakalardan daha fazla hafif
zincir eksprese ettigi gorulmustir.

Tablo 1. KLL hastalarinin hafif zincir ekspresyon paternleri
Table 1. Light chain expression patterns of CLL patients

Hasta Sayisi 10
(Kadin/Erkek) (4/6)
Hasta % %30,3

% (Kadin/Erkek) (12.1/18.2)

17 6
(6/11) (2/4)
%51.5 %18.2

(18.2/33.3) (6.1/12.1)
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Sekil 1: KLL hucrelerinde hafif zincir ekspresyon paternleri;
Figure 1: Light chain expression patterns in CLL cells;
(A) Kappa klonite gbsteren patern / (A) Pattern showing Kappa clone
(B) Lambda Klonite gbsteren patern / (B) Pattern showing lambda clonite
(C) Hafif zincir eksprese etmeyen patern. / (C) Pattern not expressing light chains.
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Sekil 2. Kappa ve Lambda Klonite gosteren KLL hiicrelerinin hafif zincir ekspre etme ytizdeleri.
Figure 2. Light chain expression percentages of CLL cells showing Kappa and Lambda clonites.

TARTISMA

Olgun B hiicreleri, adaptif immun sistem
geregince kappa ve lambda hafif zincirden
birini i¢eren immunglobulin eksprese ederek
Klonal cesitlilik gosterirler. Normal veya
reaktif B hiicrelerinin aksine, KLL hiicreleri
Klonaldir, sadece tek bir immunglobulin
tirunt eksprese eder ve bu nedenle kappa

veya lambda hafif zinciri icin monotipiktir.
KLL hiicreleri nadir de olsa biklonal ya da
dual hafif zincir ekspresyonu gosterebilirler.
Bu bulgular KLL tanisinda énemli bir yere
sahiptir.

Bu retrospektif calismada KLL vakalarinda
lambda restriksiyonuna (%51.5) kappa
restriksiyonundan (%30.3) daha sik oranda
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rastlanmistir. Alves ve arkadaslar1 Brezilya'da
80 KLL hastada yaptiklari immunfenotipleme
calismasinda kappa hafif zincir restriksiyonun
lambdadan daha sik rastlandidini (%57.9)
gostermislerdir (10). Pavia ve arkadaslar ise
43 KLL hastasinin tiimiinde kappa/lambda
oranint 10:1'den daha yiiksek bulmuslar ve
%386'sinin kappa hafif zincir, % 14'Uniin de
lambda hafif zincire sahip bir monoklonal B
huicresi proliferasyonu oldugunu gostermis-
lerdir (11). Kappa hafif zincir restriksiyonu-
nun daha fazla gorildugua diger bir calis-
mada da tiim hastalarin %54.5 nin kappa,
%45.5 inin de lambda monoklonaliteye sahip
oldugu gosterilmistir (12). Literatiirdeki bu
verilerden farkli olarak hastalarimizda
lambda hafif zincir restriksiyonunun daha
fazla goOrulmesinin pek c¢ok sebebi
olabilecedi gibi en 6nemli nedeni farkl {ilke
insanlarinda yapilmis olmasidir.

Calismamizda her iki hafif zinciri de eksprese
etmeyen 6 vaka (%18.2) goriilmustur. Genel-
likle yuzey immiunoglobulinlerini eksprese
etmeyen plazma hiicre timorleri ve pre-
Kuirsor B hiticresi akut lenfoblastik 16seminin
(ALL) aksine, B hiicre malignitelerinde yuzey
hafif zincirlerinin ekspresyonu eksikligi sik
rastlanmayan bir durum oldugunu gosteren
calismalar yaninda (11-12) farklh olarak
bizimle benzer sonuclar gosteren calismalara
da rastlanmaktadir. Bhola ve arkadaslari 42
KLL vakasinda yaptiklart calismalarinda 5
vakanin (%11.9) KLL hicrelerinde her iki
hafif zincirin de eksprese etmedigini
gostermislerdir (13). Martini ve arkadaslar
da 271 B hucreli non-Hodgkin lenfoma
vakasi uzerinde yaptiklari calismada yuzey

KAYNAKLAR

1. Wierda WG, Byrd JC, Abramson JS, Bilgrami SF,
Bociek G, Brander D. Et al. Chronic Lymphocytic
Leukemia/Small Lymphocytic Lymphoma, Version
4.2020, NCCN Clinical Practice Guidelines in
Oncology. JNCCN 2020;18(2):185-217.

2. Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, Caligaris-Cappio
F, Dighiero G, Dohner H et al. Guidelines for the
diagnosis and treatment of chronic lymphocytic
leukemia: a report from the International Workshop
on Chronic Lymphocytic Leukemia updating the
National Cancer Institute-Working Group 1996
guidelines. Blood 2008;111(12):5446-56.

Turk Klinik Biyokimya Derg 2020; 18(3)

KLL vakalarinda /A hafif zincir ekspresyonu

hafif zincir eksprese etmeyen 33 hasta
oldugunu ortaya koymuslardir (14).
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