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0z
Amac: Kemoimmiinoterapi (Ki) sonrasi dlciilebilir kalinti hastaligin (OKH) negatiflesmesi uzun dénem progresyonsuz sagkalim (PS) ve genel sagkalim
ile iliskilidir. Ancak klinik calismalar disinda tedavi edilen hastalarda OKH negatifliginin sagkalim iizerine etkisi belirsizdir. Kuru antikor tiip metodu
gibi pipet kullaniimayan antikor boyama yontemleri islem iliskili hatalari azaltabilir ve daha iyi standardizasyon saglayabilir. Fakat bu ydntemin
kullanildigr klinik veri bulunmamaktadir. Calismamizda kronik lenfositik 16semi (KLL) olgularinin tedavisinde kuru antikor tiip metodunun etkililiginin
belirlenmesi amaclandi.
Gerec ve Yontem: Ki uygulanan ve te_(_javinin bitiminden sonraki 6 ayda OKH analizi yapilan KLL hastalarinin verileri geriye déniik olarak analiz
edildi. Calismaya 46 hasta dahil edildi. OKH, cogunlukla kuru tiip metodu kullanilarak, hassasiyeti 10 olan akim sitometri ile degerlendirildi.
Bulgular: Otuz (%65,2) hastada OKH negatifligi saglandi. OKH negatiflesenlerde medyan PS siiresi negatiflesmeyenlere kiyasla daha uzundu.
Calisma siirecinde 29 hasta yalnizca kuru tiip metodu ile degerlendirildi. Kuru tiip metodu ile calisilan hastalar ayrica degerlendirildiginde OKH
negatifliginin uzamis PS ile iliskili oldugu gorildd.
Sonug: Calismamiz KLL hastalarinda akim sitometri temelli OKH izleminin klinik calismalardakine benzer sekilde PS agisindan prognostik dnemini
ortaya koydu. Ayrica kuru antikor paneli (DuraClone RE CLB Tube) yontemi klinik pratikte ilk kez kullanild.
Anahtar Kelimeler: Olciilebilir kalinti hastalik, kemoimmiinoterapi, kronik lenfositik I6semi, akim sitometri

ABSTRACT

Aim: Undetectable measurable residual disease (UMRD) after chemoimmunotherapy (Cl) is associated longer progression-free survival (PFS) and
overall survival. However, it remains to be demonstrated whether uMRD translates into survival benefit in patients treated outside of clinical
trials. Pipetting-free antibody staining procedures such as dry antibody tube method can reduce process-related errors and provide a better
standardization. However, there are no clinical data about this method. The aim of the study was to evaluate the impact of dry antibody tube-based
MRD analysis in the management of chronic lymphocytic leukemia (CLL).

Materials and Methods: We retrospectively reviewed the data of CLL patients, who were treated with Cl regimens and had MRD analysis within 6
months after therapy. Forty-six patients were included in the study. MRD was assessed by multi-color flow cytometry panels with a sensitivity level
of 10, mostly with dry tube.

Results: uMRD was achieved in 30 (65.2%) of the patients. The median PFS of patients who achieved uMRD was significantly longer compared
to patients who did not. Twenty-nine patients were analyzed only by dry tube throughout study period. In the patients studied with the dry tube
method, the median PFS of the ones who achieved uMRD was also significantly longer than those who did not.

Conclusion: Our study has indicated that flow cytometry based MRD surveillance of CLL patients in real-life setting provides prognostic information
regarding PFS in accordance with clinical studies. In addition, clinical data of dry antibody panel (DuraClone RE CLB Tube) were presented for the
first time.
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GIRIS
Son vyillarda, kronik lenfositik 16seminin (KLL) tedavisi yeni
biyolojik ajanlarin  kullanima girmesiyle kokten degisti'.
Bununla birlikte, fludarabin, siklofosfamid ve rituksimab (FCR)
ve rituksimab-bendamustin (RB) gibi kemoimmiinoterapi
(Ki) ajanlari, &zellikle mutasyona ugramis immiinglobulin
agir zincir degisken bdlge mutasyonu (IGHV) ile basvuran
hastalarda veya del(11) (q22-23) ve del(17) (p13.1) gibi ylksek
riskli sitogenetik anormallikler olmayanlarda, KLL'nin birinci
basamak tedavisinde halen kullaniimaktadir®

KLL'de olciilebilir kalinti hastahk (OKH), tedaviyi takiben
standart testlerin saptama sinirinin  altindaki 16seminin
kalicihgi olarak tammlanir. KLL'de saptanamayan OKH su
anda 10.000 l6kositte 1'den az KLL hiicresinin (<10#) varlig
olarak tanimlanmaktadir®. Ki ile tedavi edilen KLL hastalarinda,
saptanamayan OKH'ye ulasmanin daha uzun progresyonsuz
sagkalim (PS) ve genel sagkalim (GS) icin bagimsiz bir 6ngoriict
oldugu bulunmustur*®. Sonuc¢ olarak, Avrupa Diizenleme
Ajansi (EMA), OKH negatifliginin elde edilmesini, yeni ajanlarin
onaylanmasi icin faz lll klinik denemelerinin bir ara-son noktasi
olarak kabul etti’.

KLL hastalarinda, sasirtici bir sekilde kalici saptanabilir hastaliga®
sahip olanlarda uzun sireli hastalik kontroll saglayan ibrutinib
gibi yeni biyolojik ajanlarin ortaya ¢ikmasindan sonra, OKH
degerlendirmesi, Ki alan hastalarda ayni prediktif degere sahip
olmayabilir. Ancak venetoklaksin KLL tedavi araclarina dahil
edilmesi ve yeni kemo-icermeyen kombinasyon stratejilerinin
klinik calismalarda degerlendiriimeye baslamasindan sonra,
OKH degerlendirmesi  bilim camiasinin ilgisini yeniden
cekmistir®™®.

OKH durumu, cok renkli akis sitometrisi (FCM), gercek zamanli
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RQ-PCR) ve vyiiksek
verimli siralama (HTS) yoluyla degerlendirilebilir. RQ-PCR ve
HTS daha duyarl yontemler olsa da, en son gerceklestirilen
standardizasyonu ve genel uygulanabilirligi nedeniyle FCM
sliphesiz en vyaygin uygulanan prosedirdiir'. Baslangicta
rezidiiel hastalik 2 veya 3 renkli FCM ile duslk duyarlilikla
degerlendirildi, daha sonra OKH'nin tanimi ve uygulanabilirligi
carpici bicimde degisti. KLL Avrupa Arastirma Girisimi (ERIC),
ABD ve Avustralya merkezleriyle isbirligi icinde, FCM ile OKH
degerlendirmesine iliskin, dlzenleyici kurumlar tarafindan da
taninan birkac standart tahlil nermistir™'.

Pipetleme kaynakli  hatalarin  etkisini azaltan, kuru
antikor kokteylleri gibi pipetleme gerektirmeyen antikor
boyama prosedirlerinin  kullaniimasinin,  teshiste daha
iyi standardizasyon saglayabilecedi iddia edilmistir'®>. Son
zamanlarda, Beckman Coulter tarafindan, KLL numunelerinde
OKH'nin saptanmasi igin spesifik olan, kuru reaktif iceren sekiz
renkli bir tlip gelistirilmistir. Bu yeni teknoloji, tiipiin dibine
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yapistirilmis, kuru antikorla kapli paneli olan tiipler saglar’®.
Bu panel, ERIC grubu tarafindan amaclanan ve sivi reaktifler
kullanan yontemle karsilastirildi ve bu yeni yontemle KLL
orneklerinde OKH analizinin duyarli ve uygulanabilir oldugu
gosterildi's. Ancak simdiye kadar bu yontemle ilgili herhangi
bir klinik veri yayinlanmamistir.

Saptanamayan OKH'nin prognostik 6nemi ileriye doniik
klinik calismalarda gosterilmis olsa da, calisma disi tedavi
edilen hastalarda saptanamayan OKH'nin gercek bir faydaya
donlsup donusmedigi hala bilinmemektedir. Bu dogrultuda;
calismamizin amaci, tedavi sonu OKH'nin gercek yasam
ortaminda KLL hastalarinin yonetimine katkida bulunup
bulunmayacagini arastirmakti. Ayrica kuru tiip yonteminin
gecerliligini, klinik hasta 6rneklerinde gdstermeyi amacladik.

GEREG VE YONTEM

Calisma Tasarimi

Haziran 2013 ile Ocak 2021 arasinda béliimiimiizde Ki
rejimleri [RFC, RB ve R-Clorambusil (R-CLB)] ile tedavi edilen
KLL hastalarinin verilerini geriye donuk olarak inceledik.
Uluslararasi KLL Calistayi'na (iwCLL)"” g6re KLL tanisi koyulan
ve birinci basamak tedavi olarak en az dort dongii Ki almis
ardistk tim KLL hastalarini (>18 yas) dahil ettik. Hastalar,
yalnizca klinik takip verileri mevcutsa ve tedavinin sonunda
iwCLL kriterlerine gore tam yanit (TY), TY eksik iyilesme (CRi)
veya mutlak lenfositoz olmadan kismi yanit varsa ve tedaviden
sonraki 6 ay icinde OKH analizi yapiimissa dahil edildi.

Hastalarin baslangic  &zellikleri, Ki'ye baslama aninda
kaydedildi. Buna yas, cinsiyet, Rai evresi, tedavi endikasyonu,
tani ile Ki baslangici arasindaki siire, tam kan sayimi degerleri,
beta-2 mikroglobulin, alblimin, kreatinin, laktat dehidrogenaz
ve del(13q14), trizomi 12, del(17p), del(11q) gibi genetik
ozellikler dahil edildi. Ayrica; déngiiniin Ki sayisi, tedaviye
yanit, remisyon suresi ve diger zaman parametreleri kaydedildi.

OKH Degerlendirmesi

FCM ile yapilan tiim OKH analizleri icin taze periferik kan
ornekleri kullanildi. Mart 2015'e kadar, bir FACS Calibur (BD
Biyolojik Bilimler, ABD) lizerinde anti-CD19, anti-CD20, anti-
CD5, anti-CD43, anti-CD81, anti-CD79b ve anti-CD3'li iceren
antikor panelli dort renkli iki tipli FCM yontemi kullanildi.
Mart 2015 ile Subat 2017 arasinda; anti-CD19, anti-CD20,
anti-CD5, anti-CD43, anti-CD81, anti-CD79b, anti-CD3 ve
anti-CD45 iceren sekiz renkli tek tiipltii FCM antikor paneli, BC
Navious FCM'de kullanildi (Beckman Coulter, FL, ABD). Her iki
yontem de KLL ERIC &nerileriyle uyumluydu™.

Subat 2017'den sonra, son ERIC 6nerilerine uyumlu olarak,
anti-CD81, anti-ROR1, anti-CD79b, anti-CD19, anti-CD5,
anti-CD43, anti-CD20 ve anti-CD45 dahil olmak Uzere sekiz
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renkli DuraClone RE CLB tiipii kullandik". Calisma prosedrdi,
reticinin talimatlarina gore yapildi. Kisaca, 300 mcL tam kan
dogrudan kurutulmus reaktif tiiptine ilave edildi ve karanlikta
oda sicakhginda 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 6rnekler
Versalysing Soliisyonu (Beckman Coulter) ile 20 dakika
boyunca parcalandi, santrifiijlendi ve bir kez fosfat tamponlu
tuz cozeltisi (PBS) ile yikandi. 500 micL PBS icinde yeniden
stispanse edildiler. Bundan sonra numuneler bir Navios Flow
Sitometrisine (Beckman Coulter, FL, ABD) alindi. Numuneler
icin ayar ve kompanzasyon matrisi, Ureticinin talimatlarina
gore kitte saglanan Kompanzasyon Kiti kullanilarak yapildi.
Veri analizi Kaluza Flow Cytometry Analysis Software
(Beckman Coulter, ABD) Uzerinde vyapildi. Calisma siiresi
boyunca akis sitometrik OKH degerlendirmesine iliskin
kullanilan metodolojiden bagimsiz olarak, ERIC tarafindan
tavsiye edildigi gibi 10*{in altinda bir duyarhlik diizeyine
ulasmak i¢in her olguda en az 500000 hiicreyi analiz ettik.
Tiim katilimellar, klinik/laboratuvar verilerinin arastirma amagl
kullanimi igin yazili bilgilendirilmis onam verdi. Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu'ndan onay alindi (tarih: 29/09/2020 protokol no:
2020.219.09.06) ve Helsinki deklarasyonuna uygun olarak
ylritilda.

istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler, IBM Statistical Package for the Social
Sciences Statistics (Stirtim 25.0; IBM Corp., ABD) kullanilarak
yapildi. Siirekli ve nitel degiskenlerin tanimlayici bir analizi
yapildi. PS, tedavinin baslangicindan hastahgin ilerlemesine
kadar gecen siire olarak tanimlandi. Hayatta kalma edgrileri
Kaplan-Meier yodntemi kullanilarak hesaplandi ve gruplar
arasi karsilastirmalar log-rank testi kullanilarak yapildi. Tedavi
oncesi ozellikler ile PS arasindaki iliki icin tek degiskenli ve ¢ok
degiskenli analizler Cox regresyon analizi kullanilarak yapildi.
OKH durumu (ikili sonug) icin cok degiskenli analiz, lojistik
regresyon analizi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi klinik ve
biyolojik 6zellikler x? testi veya Kruskal-Wallis testi ile analiz
edildi. Tim p-degerleri iki yonliydi ve p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Kirk alti hasta calismaya dahil edildi. FCR, RB ve R-CLB
gruplarindaki hasta sayilari sirasiyla 24, 17 ve 5 idi. Hastalarin
ozellikleri ve sonuclari Tablo 1'de sunulmustur. Beklendigi
gibi, calisma kollari arasinda yas acisindan bir fark vardi. FCR
grubu, RB ve R-CLB kollarina kiyasla normal bébrek fonksiyonu
olan daha genc¢ hastalari icermistir. Ayni egilim, calisma
kohortu arasinda serum kreatinin seviyelerindeki farkhliklarla
aciklanabilecek serum [-2-mikroglobulinde de go6zlendi.
Toplamda, sitogenetik degerlendirme sonuclari sadece 22
hastada (%47,8) mevcuttu. Hastalarin hicbirinde del(17p)

yoktu. IgHV mutasyon durumu ve ZAP 70 ekspresyonu cogu
hastada calisiimadigindan, analize dahil edilmedi.

Yirmi dokuz hasta, calisma siiresi boyunca sadece kuru tiip
ile analiz edildi. On yedi hasta daha dnce baska yontemlerle
analiz edilmis, ancak Subat 2017'den sonra tiim bu olgularda
analizler kuru tiip yontemi ile tekrarlanmistir. Kuru tlip yontemi
kullanilmayan OKH pozitif degerlendirilen tiim hastalar, kuru
tiip yontemi ile tekrar pozitif bulunmustur. Tedavi sonunda,
hastalarin 30'unda (%65,2) saptanamayan OKH elde edildi.
FCR grubundaki on sekiz hasta ve bendamustin/rituksimab
(BR) grubundaki 12 hastada saptanamayan OKH elde edildi;
bununla birlikte, R-CLB grubundaki hastalarin hicbirinde
saptanamayan OKH'ye ulasilamamistir (Tablo 1). Yas, evre,
CD38 ekspresyonu ve (-2 mikroglobulin dahil olmak uzere
tedavi dncesi ozellikler, cok degiskenli analizde tedavi sonu
saptanamayan OKH ile iliskili degildi (veriler gbsterilmemistir).

Tum olgular birlikte degerlendirildiginde, tahmini medyan PS
56 aydi (Sekil 1A). Medyan takip stiresi 34,5 ay (9-100 ay) idi.
Takip slresi icinde 46 hastadan sadece biri 6ldi.
Saptanamayan OKH elde edilen hastalarin medyan PS'si, elde
edilemeyen hastalara (29 ay) kiyasla Gnemli Glglide daha
uzundu (ulasilamadi) (Sekil 1B). Tedavi gruplarinda; yas, -2
mikroglobulin, alblimin ve kreatinin tek degiskenli analizde
PS ile iliskilendirildi (Tablo 2), ancak cok degiskenli analizde
sadece albiimin, PSile iliskilendirildi [P: 0,008, risk orani: 15,54,
giiven araligi: 2.030-119,1). Saptanamayan OKH elde edilen
hastalarin sadece 4'iinde niiks meydana geldi, bunlardan 2'si
RB grubunda ve ikisi RFC grubundaydi. Ayrica, saptanamayan
OKH'ye ulasilamayan 13 hastada niiks goriildii.

Kuru tlip yontemi ile calisilan hastalar da ayrica degerlendirildi.
Bu hastalarda medyan takip stiresi 25 aydi. Bu hastalarin diger
ozellikleri Tablo 3'te verildi. Saptanamayan OKH elde edilen
hastalarin medyan PS'si, elde edilemeyenlerden (22 ay) 6nemli
olctide daha uzundu (ulasilamadi) (Sekil 2).

TARTISMA

Gercek yasam ortaminda tedavi edilen KLL hastalarini iceren
calismamiz, KLL'nin Ki ile birinci basamak tedavisinin sonunda
saptanamayan OKH elde edilmesinin, daha uzun PS ile énemli
oOlclde iliskili oldugunu gostermistir.

ilk olarak, FCR300 ve CLL8 ¢alismalari, KLL icin birinci basamak
tedavi olarak FCR'nin etkinligini g6stermistir'®'. Yukarida
bahsedilen calismalar, mutasyona ugramis IGHV'ye sahip ve
del(17p13.1) ve del(11922.3) gibi yiksek riskli sitogenetik
anormallikleri olmayan bir hasta alt grubunun, FCR ile
uzun siireli kalici remisyon elde ettigini acikca gostermistir.
Gen¢ hastalarda FCR'nin RB'ye kiyasla daha uzun PS ile
sonuclandiginin  bilinmesine ragmen, 65 vyasin lzerindeki
hastalarda fayda gorilmedi ve BR kohortunda ciddi enfeksiyon
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orani daha dusiik gozlendi®. Bu nedenle, 65 yas Ustl standart
riski olan vyash KLL hastalar icin, bendamustin icin bir
kontrendikasyon olmadigi siirece, BR iyi bir risk-fayda oranina
sahip, mantikli bir birinci basamak tedavi secenegidir. Bu
durumda klorambusil arti rituksimab kullanilabilir ve BR'de

tercih edilebilir?®.KLL11 calismasi, obinituzumabin ek hastaliklar
olan yasli hastalardaki etkisini degerlendirdi?'. Obinutuzumab-
CLB ile tedavi, R-CLB ve CLB monoterapisine kiyasla, yanit
oranlarini artirdi ve PS'sini uzatti. Son olarak, venetoklaks
ve BTK inhibitorlerinin KLL tedavisine girmesiyle Ki'nin KLL

Tablo 1. Calisma grubunun 6zellikleri ve sonucu

Degisken® Tiim hastalar, n=46 RFC grubu, n=24 RB grubu, n=17 R-CLB grubu, n=5 | p degeri
Yas (yil) 65 (45-83) 58,5 (45-68) 68 (60-83) 76 (75-77) <0,0001
Cinsiyet, n (%)

Erkek 27 (58,7) 14 (58,3) 10 (58,8) 3 (60) 0.998
Kadin 19 (41,3) 10 (41,7) 7 (41.2) 2 (40) '
RAI asamasi; n, (%)

0-2 24 (52,2) 13 (54,2) 8 (47,1) 3 (60) 0,844
3.4 22 (47,8) 11 (45,8) 9 (52,9) 2 (40)

Tedavi endikasyonu** n, (%)

1 20 (43,5) 10 (41,7) 7(41,2) 3 (60)

2 8(17,4) 5(20,8) 3(17.6) 0(0)

3 8 (17,4 5 (20,8) 3(17,6) 0(0) 0602
4 2 (4,3) 0 (0) 1(5,9) 1(20)

5 8(17,4) 4(16,7) 3(17,6) 1 (20)
Z‘;:‘ﬁggyge:a[‘;mtfdar GECENSUTE: 1 49 (1-156) 7 (1-48) 23 (1-81) 18 (8-156) 0,108
Dongii sayisi, n (%)

4 3 (6,5) 2(8,3) 1(5,9) 0(0)

5 6(13) 4(16,7) 2 (1,8) 0(0) 0,79
6 37 (80,4) 18 (75) 14 (82,4) 5 (100)

Hemoglobin, (gr/dL) 11,8 (8,2-16,26) 11,72 (8,3-14,4) 11,84 (8,2-14,4) 11,66 (10-16,26) 0,974
Lenfosit sayisi, (10°/L) 50,35 (5,2-138,8) 47,3 (9,6-138,8) 59,3 (5,83-126,2) 43,97 (12,9-61,5) 0,262
Trombosit sayisi, (10%/L) 149,5 (23,0-505,0) 180,5 (84,0-505,0) 139,0 (23,0-261,0) | 120,5 (91,0-257,0) | 0,291
B2M, (mg/L) 4,4 (2,1-8,0) 3,15 (2,1-6,4) 4,7 (2,6-8,0) 6,6 (3,5-7,1) 0,002
Kreatinin, (mg/dL) 0,91 (0,5-1,6) 0,77 (0,5-1,31) 1,08 (0,63-1,6) 1,08 (0,55-1,49) 0,016
Albiimin, (gr/dL) 4,47 (2,30-5,23) 4,35 (3,0-4,9) 4.6 (4,0-5,23) 4,7 (4,4-5,1) 0,232
LDH (U/L) 249 (120-568) 235 (127-475) 248 (178-568) 251 (232-407) 0,423
CD38 pozitif (>%30), n (%) 5(11,4) 4(16,6) 0 (0) 1(20) 0,197
FISH (meveut: 22); n (%)

Del (17p) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0)

Del (11q) 1 (4,54) 0 (0) 1(8,33) 0(0)

Del (13q) 7 (31,8) 2 (25) 5 (41,6) 0(0) )
Trizomi 12 2 (9,0) 0 (0) 2 (16,6) 0(0)

Sapma yok 11 (50) 6 (75) 4(33,3) 1 (100)

Yanitlar, n (%)

TY 31 (67,4) 16 (66,7) 12 (70,6) 3 (60) 022
CRi 10 (21,7) 6 (25) 4(23,5) 0(0) '

PY 5(10,9) 2(8,3) 1(5,9) 2 (40)

Saptanamayan OKH hastalari, n (%) | 30 (65,2) 18 (75) 12 (70,6) 0(0) 0,005
Niiksetmis hastalar, n (%) 17 (37,0) 7 (29,2) 7 (41,2) 3 (60) 0,388
*Parametrik degiskenler ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir.

**1: ilerleyici kemik iligi yetmezligi kaniti 2: Masif/semptomatik veya ilerleyici splenomegali/lenfadenomegali 3: iki aylik bir periyotta >0050'lik bir artisla ilerleyici lenfositoz veya <6
aylik lenfosit ikiye katlanma siiresi. 4: Kortikosteroidlere zayif yanit veren otoimmiin anemi ve/veya trombositopeni 5: Konstitiisyonel semptomlar.

B2M: B-2 mikroglobulin, LDH: Laktat dehidrogenaz, FISH: Floresan in situ hibridizasyon, TY: Tam yanit, PY: Parsiyel yanit, CRi: Eksik kemik iligi iyilesmesi olan CR: Saptanamayan, OKH:
Saptanamayan &lctlebilir rezidiiel hastalik, RFC: Rituximab, fludarabine, cyclophosphamide, RB: rituximab, bendamustine, R-CLB: rituximab, clorambucil
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tedavisindeki rolii daralmis olsa da, Ki 6zellikle iyi prognostik
ozelliklere sahip KLL hastalarinda halen kullaniimaktadir?.
Yakin zamana kadar, agirlikhi olarak KLL hastalarini Ki ile tedavi
ettigimiz icin, 2013-2020 yillari arasinda Ki ile takip ve tedavi
edilen KLL hastalari ¢calismamiza dahil edildi.

Al —
g —"1Sumvival Function
1 | Censored

Cum Survival
f
1
!

0 20 40 60 a0 100

Time (months)
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- + - -

P<0,0001
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—11,00 MRD positive
{~ 00-censored

—}—1 00-censored

0 20 40 60 80 100

Time (months)

Sekil 1. Tim hastalarin (A) ve OKH durumuna (B) gore
progresyonsuz sagkalimi

OKH: Olciilebilir kalinti hastalik

OKH'yi 6lcmek icin en sik kullanilan yéntemler FCM ve PCR.
HTS ve daha spesifik testler arastiriliyor olsa da, FCM OKH'yi
degerlendirmek icin altin standart olmaya devam etmektedir™.
KLL'de FCM ile OKH analizi, klasik belirtegler olan CD19 ve
CD5'in birlikte pozitifliginin veya dengesiz kappa/lambda hafif
zincir oraninin degerlendirildigi 2 renkli boyama temelinde
baslatildi, ancak bu ydntem, immiinohistokimya ile elde
edilebilecek olanin 6tesine gecemedi**?*. ERIC grubunun
ve diger uluslararasi katilimcilarin girisimleriyle; 4, 6 ve son
olarak 8 renkli akis sitometrisi protokolu gelistirilmistir ve bu
su anda ileriye donik klinik calismalarda altin standart olarak
kalmaktadir™ 3. Calismamizda; her ikisi de ERIC 6nerilerine
uygun olan, 2015 yilina kadar dort renkli iki tiiplii FCM
yontemi, 2015 yilindan sonra ise sekiz renkli tek ttpli FCM
yontemi kullanilmistir.

Son vyillarda; OKH analizi icin, hiicre kaybina neden olan
ve standardizasyonu zorlastiran pipetleme ve yikama gibi
asamalariortadan kaldiran kuru tiip yontemleri gelistirilmistir'.

MRD negative
+ —

P:0,004
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Cum Survival

100
—1.00
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—+—100-censored
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Sekil 2. OKH durumuna gore kuru tiip yontemi ile
degerlendirilen hastalarin progresyonsuz sagkalimlari

OKH: Olciilebilir kalinti hastalik

Tablo 2. Progresyonsuz sagkalim ile ilgili degisken iizerinde tek degiskenli analiz

Degisken RO (%95 GA) p degeri
Yas 1,055 (1,003-1,109) 0,039
Kreatinin 5,823 (1,068-31,73) 0,042
Albiimin 5,339 (1,332-21,40) 0,018
-2 mikroglobulin 1,590 (1,119-2,259) 0,01
Tedavi grubu

RFC 9,52 0,009
RB 4,297 (1,331-13,87) 0,015
R-CLB 9,855 (2,072-46,86) 0,004
Analizler tek degiskenli Cox modelleri kullanilarak yapildi.

RO: Risk orani, GA: Giiven araligi, RFC: Rituksimab, fludarabin, siklofosfamid; RB: rituksimab, bendamustin, R-CLB: Rituksimab, klorambusil
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Son zamanlarda, Beckman Coulter, KLL numunelerinde FCM ile
OKH'nin saptanmasina 6zel, kurutulmus reaktifler iceren sekiz
renkli bir tip gelistirmistir. Bu tupler, tiipiin dibine yapistiriimis

Tablo 3. Kuru tiip yontemi ile analiz edilen hastalarin

ozellikleri ve sonuclar

Degisken* Hastalar, n=29
Yas (yil) 66 (45-77)
Cinsiyet, n (%)

Erkek 17 (58,6)
Kadin 12 (41,4)
RAI asamasi; n, (%)

0-2 15 (51,7)
3.4 14 (48,3)
Tedavi endikasyonu™ n, %

1 12 (41,4)
2 4(13,8)

3 6 (20,7)

4 2 (6,9)

5 5(17,2)
Tanidan tedaviye kadar gegen siire 13 (1-156)
(ay)

Tedavi, n (%)

RFC 9 (31)

RB 15 (51,7)
RCLB 5(17,2)
Dongii sayisi, n (%)

5 2 (6,9)

6 27 (93,1)

Hemoglobin, (gr/dL)

12,15 (8,2-16,26)

Lenfosit sayisi, (10%/L)

53,20 (5,4-126,2)

Trombosit sayimi, (10°/L)

150,0 (23,0-505,0)

B2M, (mg/L)

5,7 (2,33-8,0)

Kreatinin, (mg/dL)

1,01 (0,55-1,6)

Albiimin, (gr/dL)

4,60 (3,0-5,23)

LDH (U/L)

254 (167-568)

CD38 pozitif (>%30), n (%)

1(34)

Yanitlar, n (%)

Y 20 (69)
CRi 5(17,2)
PY 4(13,8)
Saptanamayan OKH hastalari, n (%) | 19 (65,5)
Niiksetmis hastalar, n (%) 11 (37,9)

*Parametrik degiskenler ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir.

*1: llerleyici kemik iligi yetmezligi kaniti 2: Masif/semptomatik veya

ilerleyici splenomegaliflenfadenomegali 3: iki aylik bir periyotta >950'lik

bir artisla ilerleyici lenfositoz veya <6 aylik lenfosit ikiye katlanma siiresi. 4:
Kortikosteroidlere zayif yanit veren otoimmiin anemi ve/veya trombositopeni 5:
Konstitlisyonel semptomlar.

RFC: Rituximab, fludarabine, cyclophosphamide, RB: Rituximab, bendamustine,
R-CLB: Rituximab, clorambucil, B2M: $-2 mikroglobulin, LDH: Laktat
dehidrogenaz, TY: Tam yanit, PY: Parsiyel yanit, CRi: Eksik kemik iligi iyilesmesi
olan, CR: Saptanamayan, OKH: Saptanamayan 6lciilebilir rezidiiel hastalik

152

kuru bir antikor paneli kaplamasi icerir. Bu tiip, ERIC grubu
tarafindan onerilen cekirdek belirteclere ek olarak ROR-o
icerir. Calismamizda Mart 2017 sonrasi OKH analizinde bu
kuru tiip yontemi kullanilmistir. OKH tiim olgularin takibinde
bu yontemle yeniden calisilmistir. KLL 6rneklerinde kuru tiip
yonteminin gecerliligi, klinik bir veri olarak degil, ECIL grubu
tarafindan onerilen yontemle karsilastirmada gosterilmistir's.
Calismamizda, sadece kuru tlip yontemi ile cahsilan hastalari
ayri ayri inceledigimizde, toplam calisma popiilasyonuna
benzer sonuclar gézlemledik. ilk basamak tedavinin sonunda
saptanamayan OKH elde edilmesi, kuru tiip yéntemiyle
degerlendirilen hastalarda daha uzun PS ile de anlamli sekilde
iliskiliydi. Calismamiz ile bu kuru tiip yonteminin klinik verileri
ilk kez sunulmustur.

Son zamanlarda gelistirilen 8 renkli tek tlp yontemi 107
duyarlihda ulasmis olsa da, Avrupa ila¢ Ajansi'nin (AiA) da
onerdigi diizey olan 10 duyarhlik, prospektif klinik calismalarin
cogunda kullanilmistir*6253°. 10 duyarliliga ulasmak icin
en az 1 milyon hicre calisiimalidir. Calismamizda ortalama
500.000 hiicreyi geri cektik. Bu nedenle, 8 renk tek tiip yontemi
kullanmamiza ragmen duyarhlik seviyemiz 10 idi.

KLL hastalarinda yapilan birka¢ biytik randomize kontrollii
calisma (RKC), indiiksiyon tedavisinden sonraki OKH
durumunun PS ve GS'nin bagimsiz bir 6ngoriicisii oldugunu
gostermistir*®. 2016 yilinda, bu denemelerin yayinlanmasindan
sonra, AA, ila¢ onayi icin kullanilan RKC'lerde bir ara-son nokta
olarak saptanamayan OKH'nin kullaniimasina izin verdi?, ancak
rutin OKH testinin de klinik uygulamanin bir parcasi olmasi
gerekip gerekmedigi hala devam eden bir tartismadir. Alman
CLL8 galismasinda, FC veya FCR tedavisi alan hastalarda OKH
analiz edildi, FC ile tedavi edilen hastalarin %35'inde PB'de ve
%63'linde FCR Ki'sinden sonra saptanamayan OKH'ye (<10-
%) ulasildi. Tedavinin bitiminden sonraki saptanamayan OKH,
orta (210 ila <102 veya yiiksek OKH'ye (210)* gore onemli
6lctide daha uzun PS ile iliskilendirilmistir. Ayni calismada, FC
kemoterapisi ile diisiik seviyeli OKH'ye ulasilan hastalarda, FCR
ile dustik KLL hiicre seviyelerine ulasilan hastalarinkine benzer
PS vardi. Bu nedenle yazarlar, kalici remisyonlar icin tedavinin
tiirli degil, saptanamayan OKH basarisinin anahtar faktor
oldugu sonucuna varmiglardir. Benzer sekilde, calismamizda
tedavi rejimine (RB veya RFC) bakilmaksizin saptanamayan
OKH'ye ulasilan hastalarda diisiik niiks oranlari gézlendi.

Cahismamizda FCR uygulanan 24 hastanin 18inde (%75)
saptanamayan OKH elde edilmistir. Hastalarimiz arasinda
17pdel'li hastalarin olmamasi ve sadece 11q delesyonu
olan 1 hastanin olmasi, calismamizda elde edilen yuksek
saptanamayan OKH oraninin aciklayabilir. GCLLSG (Alman KLL
Calisma Grubu) CLL10 calismasinda, RB Ki'ye kiyasla FCR'nin
saptanamayan OKH'ye ulasmadaki Ustiinliigii gosterilmistir™.
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Calismamizda BR ile tedavi edilen 17 hastanin 12'sinde (%70,6)
saptanamayan OKH vardi. Retrospektif calismamizda RB alan
hastalar yaslari ve komorbiditeleri nedeniyle FCR icin uygun
degildi. Bu nedenle, calismamizda RB ile yiiksek saptanamayan
OKH yiizdesi dikkat cekici olmasina ragmen, iki grubu
karsilastirmak uygun degildi. R-CLB alan hastalarin hicbirinde
saptanamayan OKH yoktu ve PS'leri beklendigi gibi diisiikti,
bu da bu rejimin yeterince giiclii olmadigi fikrini destekliyor.

Calismaya dahil edilen hasta sayisinin az olmasi nedeniyle
genetik degisiklikler ile saptanamayan OKH elde edilmesi
arasindaki iliski degerlendirilememistir. Hastalarin c¢ogunda
IGHV mutasyonu ve ZAP 70 ekspresyonu calisiimamistir.
Calismalarda bir diger énemli prognostik faktor olan CD38,
calismamizda saptanamayan OKH ile iliskili bulunmamistir.
Ayrica, hastalarin diger temel hastalik o6zellikleri ile
saptanamayan OKH elde etme arasinda bir korelasyon yoktu.

Calisma Kisithhklar

Calismanin en dnemli kisithihklari, retrospektif tek merkezli
olmasive hastasayisininsinirliolmasidir.IGHV mutasyon durumu
ve ZAP 70 ekspresyonu gibi dnemli prognostik parametreleri de
calisma kohortumuzun ¢ogunda degerlendiremedik.

SONUG

Sonuc olarak, calismamizda klinik arastirma disinda KLL
hastalarinin  takibinde OKH analizi kullanilmis ve klinik
calismalar dogrultusunda PS hakkinda bilgi verebilecegi ortaya
konmustur. Ayrica, kuru antikor yénteminin (DuraClone RE CLB
Tuipt) klinik verileri ilk kez sunuldu.

Tesekkiir

MRD analizine katkilarindan dolayr Ozniir Giingér ve Sinem
Ulkiimen'e tesekkiir ederiz.
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