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OZET

Tahrahh 1. Pediatrik B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi Olgularinda Kemik iligi
Hiimoral Bilesenlerinin Dogal Oldiiriicii Hiicreler Uzerine Etkisi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisti, immiinoloji A.D. Doktora Tezi. Istanbul. 2022.

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), kemik iligindeki lenfoid 6nciil hucrelerin anormal ve
kontrolsliz ¢ogalmasiyla meydana gelen bir hematolojik malign hastaliktir. Cogunlukla
cocuklarda meydana gelen ALL, ¢ocukluk ¢agi kanserleri arasinda en sik goriilenidir. B
lenfoid Onciil hiicrelerden gelisen B-ALL hastaligin en yaygin formudur. Klasik
kemoterapi ajanlariyla tedavi sonucu hastalarda sagkalim orani yiiksek olmakla birlikte,
tedavinin ciddi yan etkilerinin olmasi ve tedaviye direng gosteren hastalarin varlhigi
nedeniyle tedavide immiinoterapi onem kazanmaktadir. Son yillarda, kansere karsi
immiin yanitlarda 6nemli rol oynayan dogal 6ldiiriicti (natural Killer - NK) hiicrelerin
immiinoterapide kullanimi {izerine ¢alismalar yogunluk kazanmistir; ancak tedaviden
alinan sonuglar beklenenin altinda olup, bu durumun ardinda B-ALL hastalarmin kemik
iligi ve kan dolasimlarindaki immiin-baskilayici ortamimn olmasi miimkiindir. Bu
diisiinceyle gergeklestirdigimiz c¢aligmada, B-ALL hastalarmin kemik iligi plazma
orneklerinin saglikli NK hucreleri ile birlikte 24 ve 72 saat kiltlrii sonrasi NK
hicrelerinin alt grup oranlari, PD-1 betimlemeleri, proliferatif yanitlar1 ve hicre ici
IFN-g, IL-10 ve TNF-a seviyeleri ol¢tilmiistiir. Degerlendirmeler akut 16semi agisindan
patoloji saptanmayan hastalarin kemik iligi plazmalar1 ve fetal sigir serumu eklenen
kosullar ile karsilastirmali olarak yapilmustir. Elde edilen sonuclarla kemik iligi plazma
orneklerindeki hiimoral bilesenlerden olan sitokinler arasindaki iliskinin incelenmesi
amaciyla plazma IL-1b, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-a2, IFN-b, IFN-g, TNF-a ve GM-CSF
seviyeleri Ol¢lilmiistiir. B-ALL plazmasi eklenen kosullarda NK hiicre alt grup oranlar1
ve proliferasyonu kontrol gruplarina gore diiserken, PD-1 ile hiicre i¢i IL-10 ve TNF-a
seviyelerinin yiikseldigi gortlmistiir. B-ALL plazma o6rneklerinde ylksek IL-10
dizeylerine karsilik 1L-18 ve IFN-g seviyelerinde diisiis saptanmustir. Bu bulgular, B-
ALL hastalarinin  kemik iligindeki hiimoral bilesenlerin, NK hiicreleri iizerinde
baskilayici etki gosterdigine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hematoloji, Immiinoterapi, Lésemi, Dogal Oldiiriicii Hiicreler,
Sitokinler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29554
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ABSTRACT

Tahrali I. The Effect of Bone Marrow Humoral Components in Pediatric B-Cell Acute
Lymphoblastic Leukemia Cases on Natural Killer Cells. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Immunology. Doctoral Thesis. istanbul. 2022.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematological malignant disease of abnormal
lymphoid precursor cells with uncontrolled proliferation in bone marrow. Mostly
occurring in children, ALL is the most common childhood cancer. B-ALL, generating
from B lymphoid progenitor cells, is the most common form of the disease. Although
the survival rate is high in patients treated with chemotherapeutic agents, side effects
and resistance may occur. Thus, immunotherapy gains importance as a treatment option.
Due to their importance in anti-cancer immunity, studies on natural killer (NK) cells in
immunotherapy have increased. However, the efficiency of this treatment is lower than
expected, which may be due to the immunosuppressive environment in bone marrow
and circulation of B-ALL patients. Therefore, in our study, bone marrow plasmas of B-
ALL patients were co-cultured for 24-72 hours with healthy cells. The subgroups, PD-1
expression, proliferation and IFN-g, IL-10 and TNF-a levels of NK cells were
investigated. Experiments were compared to conditions with fetal bovine serum and
bone marrow plasmas of patients without leukemia. Plasma IL-1b, IL-6, IL-10, IL-18,
IFN-a2, IFN-b, IFN-g, TNF-a and GM-CSF levels were also measured. In the
conditions with B-ALL plasmas, the ratios and proliferative capacities of NK cell
subgroups were found to be decreased compared to the control groups, while PD-1 and
intracellular 1L-10 and TNF-a levels were increased. High IL-10 versus low IL-18 and
IFN-g levels were detected in B-ALL plasmas. These findings indicate that humoral
components in the bone marrow of B-ALL patients exert a suppressive effect on NK
cells.

Key Words: Hematology, Immunotherapy, Leukemia, Natural Killer Cells, Cytokines

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 29554



1. GIRIS VE AMAC

Akut lenfoblastik 16semi (ALL); kemik iligi, kan ve ekstramedullar bolgelerdeki
lenfoid oncul hicrelerin olgunlasmaksizin kontrolsiiz proliferasyonu sonucu meydana
gelen hematolojik bir malignitedir!. ALL hastalarmmn % 80’i gocuk hastalardan
olusmaktadir ve agirlikli olarak 2-5 yas arasi gocuklarda goriilmektedir?. Cocukluk
caginda en sik goriilen kanser tipi olan ALL3, 15 yas alt1 ¢ocuklarda meydana gelen
kanserlerin % 25’ini olusturmaktadir®. ALL genellikle B veya T lenfosit onciil
hiicrelerinin malign transformasyonuyla meydana gelmekte olup, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) smiflandirmasina gére B- ve T-ALL olmak iizere iki temel gruba ayrilmaktadir®.
ALL’nin en sik goriilen tipi olan B-ALL, tim ALL olgularinin % 80’inden fazlasimni

olusturmaktadr®.

ALL etiyolojisindeki etkenler net olarak bilinmemekle birlikte, genetik
yatkilik, bazi viral enfeksiyonlar ile radyasyon ve c¢esitli kimyasal maddelere
maruziyetin, hastaligm ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir’. Diger
cocukluk ¢agi kanserleriyle kiyaslandiginda ALL tedavisi uzun siren bir kemoterapi
uygulamasi ile, gerekli durumlarda radyasyon tedavisi ve kemik iligi naklini
kapsamaktadr® °. Uygun tedavi sonucunda ozellikle pediatrik vakalarm 5 yillik
sagkalim oram1 % 90 civarinda seyretmekle birlikte, tedaviye olumlu yanit veren
hastalarm dahi bir kisminda hastalik niiks etmekte ve enfeksiyoz hastaliklarda artis 6z
konusu olabilmektedir®!. Diger taraftan, 6nemli yan etkileri ile kemoterapi uygulamasi
hastalarin yasam kalitesini biiyiik oranda diisiirmekte'® 13, ALL gec¢irmis ¢ocuklarin
ilerleyen yillarda dahi diger ¢ocuklara kiyasla yiikksek oranda morbidite ve mortaliteye

sahip olduklar1 bilinmektedir,

Yukarida belirtilen riskleri ve kemoterapi uygulamasmin yan etkilerini azaltmak
amaciyla farkli tedavi metotlar: lzerinde calismalar yapilmaktadir. Bunlar arasinda
monoklonal antikorlar, antikor-ilag konjugatlar1 ve kimerik antijen reseptorii (chimeric
antigen receptor - CAR) - T hiicre uygulamasi gibi immiinoterapi uygulamalar1 vardir™®.
Ancak, bu yontemlerin normal hicreler tzerinde yan etkilerinin olmasi nedeniyle, farkl
tedavi secenekleri Uzerine arayislar devam etmektedir. Bu segeneklerden biri adoptif
dogal oldirtici (natural killer - NK) hticre terapisidir. NK hticreleri, temel olarak kemik

iligindeki hematopoetik onciil hiicrelerden gelisen, blyik granulli hiicrelerdir'®. NK



hicreleri, granullerindeki sitotoksik molekiller sayesinde virlsle enfekte veya malign
yapidaki hiicreler iizerinde oldiiriicii etkiye sahiptirl’. Bununla birlikte, farkli I6semi
tiplerindeki hastalarin NK hiicre fonksiyonlarinda bozukluk oldugu ve bu durumun
hastalik siddeti ve ilerlemesinde rol oynadig: bilinmektedir'® '°. Ayrica, pediatrik ALL
hastalarmin kemik iligi NK hicre oranlarinin, kemoterapiye olumlu yanit verilmesinde

ve iyi prognozla iliskili oldugu gorilmiistiir?.

NK hiicre aracili immiinoterapiye yonelik yaklasimlardan biri, NK hicrelerinin
allojenik lenfoid kok hicrelerden in vitro kosullarda farklilagtirilip ¢ogaltilarak hastalara
transfer edilmesidir?:. Hedef dis1 hiicrelere zarar vermeksizin kullanilabilme
potansiyelinden 6tirli NK hiicre terapisi umut vaat eden bir tedavi metodudur. Ancak,
allojenik NK hicre tedavisi akut miyeloid I6semi (AML) hastalar1 iizerinde
denendiginde herhangi bir yan etki olusturmamakla birlikte, tedavi etkinliginin disiik
oldugu goriilmiis ve bu durumun immin-baskilayict mikrogevre ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmiistiir?® 2. Benzer bir patolojinin, ALL hastalar1 igin de gecerli olmas1 kuvvetli

bir ihtimal olarak gériinmektedir.

ALL hastalarinda NK hiicre fonksiyonlarindaki bozulmaya karsilik prognoz ve
tedavi icin olumlu etkileri distliniildiiglinde, NK hiicre terapi basarisini etkileyen
faktorleri tanimlamak 6nem kazanmaktadir. Literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda
planlanan bu tez ¢alismasinda, pediatrik B-ALL hastalarmin kemik iligi hiimoral
bilesenlerinin saglikli NK hiicre fonksiyonlar1 {izerine etkisi incelenerek, s6z konusu
bilesenlerin NK hiicreleri tizerine muhtemel immiin-baskilayici etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lenfositlerin Gelisimi

Edinsel immunitenin basrol oyunculari olan B ve T lenfositleri, yasam boyunca
hematopoetik kok hiicrelerden (hematopoietic stem cell — HSC) “hematopoez” adi
verilen bir slire¢ sonucunda gelismekte ve kemik iligi veya timusta kademeli olarak
olgunlasmaktadir®*. Kandaki hiicresel bilesenlerin olusum siirecini ifade eden
hematopoez, esas olarak embriyonik gelisim sirasinda meydana gelmekte ve yetiskinlik
siresince de devam etmektedir®®. Bu sire¢ ile fetal ve neonatal dénemde biiyik
miktarlarda lenfosit Uretilmekte, ergenlikten sonra ise bu Uretim Gnemli Olgiide

azalmaktadir®,

Yolk kesesinde baslayan hematopoez, kemik iliginin heniiz gelismedigi fetal
donemde karacigerde devam ederek, sonunda B hucreleri i¢in kemik iligi ve T hucreleri
icin timusta karar kilmaktadir®®. Yetiskin dénemde, timusta yeni T hiicrelerinin gelisimi
yavaslarken, olgun T hicrelerinin merkezi lenfoid organlarin disinda boliinmesiyle T
hiicre sayilar1 dengede tutulmaktadir. Yeni B hicrelerinin Uretimi ise yetiskin donemde

de kemik iliginde siirekli olarak devam etmektedir?’.

Fetal donemde gergeklesen hematopoezin ilk asamasinda embriyal dokularin
oksijenlenmesini kolaylastirmak amaciyla kirmizi kan hiicreleri iiretilmekte®®, ardindan
multipotent nitelikte olan ve tim kan soy hiicrelerinin kokenlendigi HSC'ler
gelismektedir?®. HSC’ler temel olarak; lenfoid 6nciil (common lymphoid progenitor -
CLP) ve miyeloid 6ncul (common myeloid progenitor - CMP) olmak (zere iki soy
hiicre grubuna farklilagsmaktadir. Lenfoid soydan B ve T lenfositleri ve dogal 6ldiiriicii
(NK) hicreler meydana gelirken, miyeloid soydan eritrositler, megakaryositler,

granlositler ve monosit/makrofajlar gelismektedir.

Farklilagma sinyalleri alan kok hiicreler ilk olarak kendini yenileme yetenegini
kademeli olarak kaybetmekte ve bir sonraki oncil hiicreleri olusturmaktadir®. Lenfoid
onciil hiicrelere farklilasmada transkripsiyon faktorlerinin yami smra sitokinler,
kemokinler ve buyume faktorleri gibi molekuller kritik 6neme sahiptir. Kok hiicrelerin
lenfoid Onciil hiicrelere farklilasmasinda gorev alan temel sitokinler arasinda interlokin
(IL)-1, IL-2, IL-3, IL-6 ve IL-7 bulunur. Farklilasma sonucu olusan ortak lenfoid dnciil

hiicreler aldiklar1 uyarima bagli olarak tiim lenfosit tiplerine farklilasabilmektedir3!,



Lenfoid oncll hicrelerden T ve B lenfositlerinin gelisim asamalari, bu tez

calismasimin odaginda bulunan B hiicreleri agirlikli olmak iizere asagida ele alinmistir.

2.1.1. T Lenfositlerinin Gelisimi

T lenfositlerinin gelisimi, lenfoid onciil hiicrelerin aldig1 uyarima bagl olarak
kemik iliginde baslamaktadir. Kemik iligindeki stromal hucreler ve timustaki epitel
hiicreleri tarafindan tretilen IL-7, lenfoid o6ncll hiucrelerin sagkalimini saglamanin
yaninda T hiicre gelisiminde ve proliferasyonunda da rol oynar®2. T hiicrelerinin antijen
reseptdr repertuarmim tretilmesini saglamak tizere gen yeniden dizenlenmesinin
gerceklesmesi, T lenfosit gelisimi siirecindeki kritik bir basamaktir. Gen yeniden
diizenlenmesi ve rekombinasyon mekanizmasi ile her biri egsiz bir T hiicre reseptorii
tastyan yaklasik 107 farkli T lenfosit klonu ortaya ¢ikmakta, ancak bunlarm bir kismi

timustaki secilim sirasinda ortadan kalkmaktadir®3,

B lenfositlerinden farkli olarak, T lenfosit Onciil hiicreleri gelisimini
tamamlamadan kemik iliginden ayrilarak timusa go¢ etmektedir. Timosit olarak da
adlandirilan  timustaki T lenfosit Onciil hiicreleri, olgunlagsmalarin1 timusta
tamamlamakta ve pozitif/negatif segilim siire¢lerinden gegerek dolasima katilmaktadir.
Timustaki T hiicre olgunlasma siireci kritik 6neme sahip olup, kemik iliginde olusan
lenfosit reseptdr repertuvarinin biiyiik kismi bu asamada ortadan kalkmakta ve
pozitif/negatif secilim surecinde timositlerin sadece % 1-3'l elemeden gegerek dolagima

gecmektedir3*,

2.1.2. B Lenfositlerinin Gelisimi

Kemik iligindeki oOnciil hiicrelerden B lenfositlerinin gelisimi, spesifik
sitokinlerle uyarim ve uygun mikrogevre ile temas sonucunda meydana gelmektedir®®. B
hiicrelerinin lenfoid dncul hiicreden farklilasmasinda E2A, Ebfl, Ikaros, Pax5, FOXO1
ve C-X-C motif kemokin (C-X-C motif chemokine — CXCL)12 gibi ¢esitli faktorler rol
oynamaktadir. Bu faktorler, IL-7’nin B hiicreleri Gzerinde bulunan IL-7 reseptori alfa
(IL-7Ra) ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmakta ve stromal hiicrelerin de destegiyle

hepsi birlikte B hiicrelerine farklilasma siirecini baslatmaktadir®.

Lenfoid 6ncil hiicrelerden B hiicrelerine farklilasmanin ilk fazi “pro-B hiicre”

asamasidir. Bu fazdaki hiicreler, yiizeylerinde ‘farklilagma kiimesi” (cluster of
differentiation - CD)22, CD34, yuksek CD38, diisik CD45 ve hicre igi terminal



deoksinikleotidil transferaz (TdT) betimlemeleriyle karakterize edilmektedir®’. Pax5
transkripsiyon faktorunin etkisiyle, hicre yiizeyinde en erken faz B lenfosit
antijenlerinden biri olan CD19 molekilii betimlenmektedir. Bir sonraki asamada yuksek
CD10 ile birlikte CD34, CD38, CD79a ve hiicre i¢i TdT betimleyen hiicreler “pre-B-I”
hiicreleri olarak adlandirilmaktadir. Bu fazda rekombinasyonu aktive edici gen
(recombination-activating gene - RAG)1 ve RAG2 proteinlerinin katilimiyla

immiinoglobulin (Ig) agir zincir lokusunda gen rekombinasyonu gergeklesir.

Gen yeniden diizenlenmesi devam ederken IgM molekiiliinii olusturacak olan p
zincirinin hicre iginde ortaya ¢ikmasiyla “pre-B-I1” fazina gegilmis olur. Bu asamada,
hicre yiizeyinde CD20 molekiilu betimlenirken CD34 ve hicre i¢i TdT ortadan
kalkar®. Pre-B-II fazindaki hiicre, membran yiizeyinde CD79a ve CD79b molekiilleri
ile Ign tarafindan olusturulan pre-B hiicre reseptor (pre-BHR) kompleksini ifade eder®.

B hiicre olgunlagma agamalar1 Sekil 2.1°de goriilmektedir.

Pro-B hiicre Pre-B-lhiicre  Pre-B-1l hiicre ~ Olgunlasmamis 10,0 B hijre
B hucre

CD22* CD34* CD20* CD20* CD20*

CD34* CD22* CD22* CD22* CD22viksek

CD3gyiksek CD38* CD38* CD38* CD19*

CD45disik CD19* CD19* CD19* CD79a*

TdT* CD79a* CD79a* CD79a* CDA45yiksek
CDloyuksek CDlodﬁsﬁk CDlodﬁsﬁk IgM/IgD
CD45dﬁsﬁk CD45yUksek CD45yUksek
TdT* Hdicre ici Igun Hucre igi Igu

IgM

Sekil 2-1: Kemik iliginde B hiicrelerinin olgunlagsma asamalari

Pre-BHR’nin kemik iligi mikrogevresinde bulunan 6z antijenleri baglamasi
durumunda, aldig1 sinyaller sonucunda pre-B fazindaki hiicre apoptozdan kurtularak
pozitif se¢ilime ugrar. Pozitif segilim ile hiicrenin tagidig1 Igp zincirinin iglevsel oldugu
dogrulanirken, islevsel olmamasi durumunda ise hiicre ortadan kaldirilir®®. Pre-
BHR’den alman pozitif sinyallerle hiicre ayni zamanda bir sonraki faza gecis icin
farklilagip cogalirken, diger taraftan agir zincir rekombinasyonu durarak hafif zincir
rekombinasyonu uyarilir®®, Sonugta, olusumu tamamlanan IgM molekili membran

yuzeyinde betimlenir. Hicre yuzeyinde IgM betimleyen bu hiicre “olgunlagsmamis B



hiicresi” olarak tanimlanmaktadir. Membran yuzeyinde CD5, CD20, diisik CD10 ve
CD21, ylksek CD38 ve yiksek CD81 ile CD45 molekili betimleyen olgunlasmamis B

hiicre fazindaki hiicreler pozitif/negatif secilimden gegmektedir®!.

Pozitif segilimde, gen yeniden diizenlenme isleminin basarili oldugu hiicreler
secilirken, aldiklar1 sagkalim sinyalleri ile olgunlasma siirecine devam ederler®?. B
lenfositinin 6z antijenleri tanimas1 durumunda, BHR kompleksinde tekrar bir “yeniden
dizenleme” meydana gelerek B hiicresinin kendi kendine reaktif olmayan bir BHR
gelistirmesi saglanir*®. Bu yeniden diizenlenmenin basarisiz olmasi negatif secilimle
sonuglanarak hiicrenin apoptozuna yol agmaktadir. Pozitif olarak segilen hicrelerse
kemik iliginden ayrilarak, olgunlasmalarini tamamlamak iizere sekonder lenfoid
organlara ge¢gmektedir. Olgun B lenfositleri, membran yizeylerinde IgD ve IgM
tagirken, olgunlasma siirecinde CD10 ve CD38 betimlemelerini kaybederler.

Kemik iliginde B hiicre olgunlasma asamalar1 akan hiicre Olcer ile

imminfenotipleme yontemiyle analiz edilebilmektedir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2-2: B hiicre olgunlagsma asamalarimin akan hiicre 6lger ile giisterimi38

2.1.3. Kemik iligi Mikrocevresi

Kemik iligindeki hematopoetik hiicreler, c¢esitli stromal hiicrelerden ve
kollajenler, fibronektin ve proteoglikanlar agisindan zengin bir hiicre dist matristen
olusan, organize ve benzersiz bir mikrogevrede bulunur. Bu ortam, kok hiicrelerin ve

multipotent 6ncul hucrelerin kendilerini yenilemelerini tesvik etmek ve her soyun



farklilagmasini diizenlemek gibi islevlerin yani sira, dokuya yapisal destek ve mekansal
organizasyon da saglamaktadir. Kemik iliginin farkli bolgelerindeki 0Ozellesmis
mikrogevreler, hematopoezi organize etmekte ve Oncul hucreleri, hucre tiplerini ve

hiicre soylarmi diizenlemektedir*4.

Hematopoez, hematopoetik kok hiicrelerin kopyalandigi ve ayn1 zamanda belirli
soylar1 verecek Onciil hiicrelere farklilastigi karmasik bir siirectir. Bu belirlenmis soy
hicrelerin ¢ogalip olgun kan elemanlarma farklilagmalar1 siireci kemik iligi
mikrogevresi ile yakin iliski igerisinde gergeklesir. Kemik iligi stromal hiicreleri
tarafindan tretilen himoral bilesenler, hematopoetik hiicrelerin farklilagmasini
uyarmakta ve soy onciil hiicrelerin korunmasma katki saglamaktadir®. Stromal
hiicrelerin betimledigi E-selektin, P-selektin ve vaskiiler hicre adezyon molekili
(vascular cell adhesion molecule - VCAM)-1 gibi adezyon molekiilleri, Gzerindeki

reseptorleri aracihigiyla HSC’lerin siirekliligini ve islevlerini kontrol etmektedir*®.

Bu nedenle, hematopoetik kok hiicrelerle yapilan in vitro ¢alismalarda destek
hiicre tabakasi olarak stromal hiicreler kullanilmaktadir. Kiiltiir ortaminda hematopoetik
onciil hiicrelerin farklilasma ve ¢ogalmasini destekleyen sitokinlerin iiretiminin
saglanmasi acgisindan stromal hiicre kullaniminin &nemli bir islevi vardr®’. Stromal
tabakanin yoklugunda ise tanmimlanmis sitokinler tekrarli olarak eklenmek suretiyle
hematopoetik &nciil hiicrelerin uzun vadeli kiiltiirleri olusturulabilmektedir®®. Bu
sitokinler arasinda grantlosit koloni stimile edici faktér (granulocyte colony-
stimulating factor - G-CSF), IL-1, IL-3, IL-6, lésemi-inhibitor faktor (leukemia
inhibitory factor - LIF), kok hiicre faktorl (stem cell factor - SCF) ve temel fibroblast
bilyiime faktori (basic fibroblast growth factor - bFGF) bulunmaktadir®®.

Kemik iliginde gergeklesen hematopoezde sitokinler ve bilyime faktorlerinin
yani sira kemokinler ve kemokin reseptorleri de rol oynar. Bu kemokinler ve
reseptorleri proliferasyonu dizenlerken, hematopoetik dncil hicrelerin sagkalimini ve
muhafaza edilmesini de saglar. Ozellikle CXCL12 ile C-X-C motif kemokin reseptor
(C-X-C motif chemokine receptor - CXCR)4’lin etkilesimi HSC’lerin homeostazi i¢in

temel teskil etmektedir™°.

Agirlikli olarak fetal ve neonatal donemde gerceklesen bu islemlerle HSC'lerin
kisa strede immin sistemi donanimli hale getirmek i¢in ¢ok sayida lenfosit liretmesi,

kemik iligindeki lenfosit dnciillerinin anormal proliferasyonu ile karakterize bir hastalik



olan akut lenfoblastik 16seminin ¢ocukluk ¢aginda daha sik goriilmesinin altinda yatan

nedenlerden biri olarak kabul edilmektedir®?.

2.2. Akut Lenfoblastik Ldsemi

2.2.1. Tanim ve Siniflandirma

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), kemik iligindeki olgunlasmamis lenfositlerin
ve lenfosit dncul hicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu ile karakterize olan hematolojik
bir malign hastaliktir’. Kemik iliginde anormal olarak gelisen hematopoetik hticreler,
normal olgunlasma yolaginin lenfoblast asamasinda takili kalarak olgunlagmasimni
tamamlayamamakta ve periferik kandaki olgun lenfosit, eritrosit ve trombosit sayisinin
azalmasma neden olmaktadir. ALL’de gorilen Klinik semptomlar da anemi,
trombositopeni, ndtropeni veya losemi hicrelerinin dokulara infiltrasyonu ile iliskili

olarak ortaya ¢ikmaktadir’.

Hastalik pek c¢ok orgam etkilemekle birlikte, ekstramediller bdlgelerin
tutulumuna sik rastlanmakta olup, l6semi hicreleri periferik kana gectikten sonra
baslica lenf diigiimleri, dalak, karaciger ve cilt dokusuna infiltre olmaktadir. Tami

aninda hastalarm % 5-8'inde merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu tespit edilmektedir®?.

ALL’nin klinik semptomlar1 arasinda ates, kilo kaybi, gece terlemeleri,
yorgunluk, nefes darhigi, kolay kanama veya morarma ve enfeksiyonlar yaygin olarak
gorilmektedir®®. Klinik tabloda benzerlikler olmakla birlikte ALL, farkli biyolojik ve
prognostik gruplamalara sahip heterojen bir hastaliktir. ALL'nin smiflandirilmasinda
onceleri hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesi dikkate almirken, DSO’niin yaptig1 ve
son olarak 2016 yilinda giincellenen immiinolojik smiflandirmaya goére ALL’ler
kokenlendigi lenfosit 6nciil hiicre tipine bagh olarak T- veya B-ALL olmak (zere iKi

temel grupta incelenmektedir®.

Bu tez ¢aligmasinda ALL’nin goériilme sikligi, etiyolojisi, belirtileri ve tami
yontemlerinden sonra, ¢alismanin odak noktasi olan B-ALL’nin patofizyolojisi, akan
hiicre dlger ile degerlendirilmesi ve hastaligin uygulamadaki veya arastirma altindaki

tedavi secenekleri detayli olarak ele almmustir.

2.2.2. Epidemiyoloji
Losemi, tum diinyada gorulen yaygin malign hastaliklardan biri olmakla birlikte,

gelismis iilkelerde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Iclerinde iilkemizin de bulundugu 185



ulkenin katilimryla gerceklestirilen kiiresel kanser istatistikleri ¢caligmasina gore, 2018

yilinda diinya tizerinde 437.033 l6semi vakasi ve 309.006 16semiye bagli 0lim tespit

edilmistir®*. DSO’niin 2020 yilinda yaymlamis oldugu verilere gore Tiirkiye deki

16semi insidansi, diinya ortalamasinin iizerindedir®® (Sekil 2.3).

90

60 -

43

31
30
30

30 - TN A

00 o o R

Meme Prostat Trakea, Kolorektal Tiroid Mide Mesane Uterus Pankreas Lésemi
Brons, Korpusu
Akciger
EDinya MDSO Avrupa Bdlgesi Ust Gelir Orta Ust Gelir M Turkiye
Grubu Ulkeler Grubu Ulkeler

Sekil 2-3: Tiirkiye'de en sik goriilen ilk 10 kanser tiirii insidansimin uluslararasi
karsilastirmasi (100.000 niifusta, diinya standart niifusu), 2020°°

Tim l6semi vakalar1 ve tiim ¢ocukluk ¢agi maligniteleri arasinda en sik goriileni
ALL olup?, 15 yas alt1 gocuklarda meydana gelen kanserlerin % 25’ini olusturmaktadir®.
ALL yetiskinlerde de gortlmekle birlikte, yaklasik % 80 oraninda cocuklarda ve

ozellikle 2-5 yas arasinda ortaya ¢ikmaktadir?,

2.2.3. Etiyoloji

ALL’nin olusumuna neden olan etkenler net olarak bilinmemekle birlikte,
hastaligin ¢ok faktorlu oldugu disiiniilmektedir. Genetik ve cevresel etmenlerin
hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili olduguna dair bulgular mevcuttur. Cevresel etmenler
arasmda bulunan igmlanmis radyasyon, pestisitler ve bazi1 kimyasal ¢dzliciilere ilaveten,
viral enfeksiyonlarin da hastaligi gelisiminde etkisi olduguna dair bulgular mevcuttur”
5759 Genetik etmenler ise tek bir mutasyondan ziyade birbirini takip eden birden ¢ok
mutasyonu igermekte olup, bu mutasyonlara ¢evresel faktorlerin de katkida bulunmasi
neticesinde hastaligin ortaya ¢iktig1 goriisii hakimdir. Bu gorisii ilk olarak 1971 yilinda

ifade eden Knudson’un “iki vurus teorisi” iizerinde siklikla durulmaktadr®.
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Iki vurus teorisi, fetal dénemde gelisen bir mutasyonun ardindan dogum
sonrasinda maruz kalinan g¢evresel faktorlerin etkisiyle diger bir mutasyonun gelistigi
fikrine dayanmaktadir®t. Bu mutasyonlar, tiimor baskilayici genlerin fonksiyonlarmda
bozukluk ve proto-onkogenlerin islev kazanmasiyla sonug¢lanmaktadir. Neticede lenfosit
onciil hiicreler farklilasma niteliklerini kaybederken apoptoza direng kazanmakta ve

kontrolsiiz sekilde cogalan 16semi hiicreleri gelismektedir’.

Tek basina ALL olusumuna neden olmamakla birlikte, hastaligin gelisimine
yatkinlik olusturan genetik faktorler arasinda ALL igin ayirt edici olan bazi kromozomal
anomaliler de mevcuttur®?. Ayrica bazi genetik sendromlarm ALL’ye duyarlilik ile
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu sendromlar DNA onarmmi, hematopoetik transkripsiyon
faktorleri, tiimor baskilayicilar ve diger kritik hiicresel siireclerde patojenik varyantlarin
olusumu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. ALL ile iliskili sendromlara 6rnekler ve iliskili

olduklar1 genler Tablo 2.1°de gosterilmistir®®.

Tablo 2-1: Losemi duyarhlik bozukluklari

Altta yatan Hastalk / Losemi alt .. oo, N
biyolojik neden sendrom Gen(ler) tipi Diger klinik goriiniimler
DNA onarimi Nijmegen kirik NBN ALL Mikrosefali, mikrogeni, kus-

sendromu benzeri ylzler

Serebellar ataksi, konjonktival
Ataksi telenjiektazi ATM ALL telenjiektaziler koreoatetoz,
okulomotor apraksi

Bloom sendromu  BLM (RECQL3) ALL veya  Biiyiime geriligi, glines

AML hassasiyeti, refli, insilin direnci
CMMRDS MSHI, MSH2, ALL veya Lynch sendromu (heterozigot
MSH6, PMS2, EP
(Turcot sendromu) AML formunda)
CAM
Hematopoetik . . ALL,
transkripsiyon ;Ii'rogn bositopent, ETV6 nadiren
faktorleri P AML
ALL-3’e duyarhilik PAX5 ALL
" . . Diger kanserler (beyin tiimorleri,
IUT(T I ;n';%;muem TP53 QEALL veya sarkomlar, meme ve
askiiayieriar adrenokortikal karsinomlar
Diser hii | Germline SH2B3
Sulrg:rlerucrese mutasyonlu ailesel SH2B3 ALL
¢ ALL
Konjenital kalp kusurlari,
Kromozomal ALL veya zihinsel engellilik, karakteristik

andploidiler Down sendromu Trizomi 21 AMKL ylzler, gastrointestinal sistem

malformasyonlari, isitme kaybi




11

2.2.4. Belirtiler

Hastaligin klinik belirtileri degisken olup akut ve siddetli semptomlarla ortaya
cikabilecegi gibi, sessiz ve hastaliga spesifik olmayan semptomlarla bas
goOsterebilmekte ve rastlantisal olarak da saptanabilmektedir. Bu durum, kemik iligi
tutulumu ve ekstramediiller bolgelere yayilma derecesiyle iligkilidir. Sik rastlanan
belirtiler arasinda ise basta ates olmak tizere, halsizlik, soluk renk, istah kaybi, kemik ve
eklem agrilar1 bulunmaktadir. Bu belirtilerle klinige basvuran hastalarm, periferik
yayma preparatlarinda blast hiicrelerinin goriilmesinin yam sira kan sayim sonuglari
degerlendirildiginde vakalarin ¢ogunda trombositopeni tespit edilmekte ve l6kopeni

veya l6kositoz goriilebilmektedir®,

2.2.5. Tam

Klinik semptomlar1 destekleyici kan sayimi ve periferik yaymadan elde edilen
laboratuvar bulgulari ile ALL 6n tanisi koyulan hastalarda, kesin tani igin kemik iligi
morfolojik degerlendirmesi, sitogenetik tani, ters transkriptaz-polimeraz zincir
reaksiyonu (reverse transcriptase-polymerase chain reaction - RT-PCR) testi, akan

hiicre 6lcer ile immunfenotipleme gibi metotlar kullanilmaktadir.

2.2.5.1. Morfolojik Degerlendirme

ALL siiphesi ile yapilan periferik yaymada blast gorilmesi énemli bir bulgu
olmakla birlikte, ALL esas olarak kemik iligi tutulumu ile bas gosteren bir hastalik
oldugundan kesin tani igin ilk basamak kemik iligi morfolojik degerlendirmesidir ve
ALL’yi AML’den ayirt etmede yol gostericidir. Bununla birlikte, morfolojik
degerlendirme ALL nin alt tiplerini belirlemek icin yetersizdir®®. Bu noktada B veya T
lenfoid oncilleri olmak Uzere hiicre soyunun tiplendirilerek ALL alt smifinin
tamimlanmasi i¢in gunumizde akan hlcre Olcer analizi tanisal altin standart olarak

kullanilmaktadir.

2.2.5.2. Sitogenetik Degerlendirme

Pediatrik ALL’de kemik iligi blastlarmin sitogenetik analizi, 6nemli sayisal ve
yapisal kromozomal anormalliklerin tanimlanmasi i¢in 1970'lerden glinimiize standart
teknik olarak kullanilmakta olup, ALL tanmisi ve smiflandirmasmin ayrilmaz bir
pargasmi olusturmaktadr®. Prognoz igin 6neme sahip olan sitogenetik profilin, bazi

ilag tedavilerine yant ile iliskili oldugu goriilmiistiir®.
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Klasik karyotipleme sayesinde tekrarlayan translokasyonlarin belirlenmesi
mumkin olabilmektedir®®. Sitogenetigin klinik uygulamada yerlesmis olmasi ve tiim
genomun etraflica goriintiilenebilmesi avantaj saglarken, ¢oziiniirliigiiniin diisitk olmasi
ve bazi vakalarda 16semik hiicrelerin metafaza girememesi nedeniyle bu asamada
gorulebilecek anormalliklerin goruntiilenmesinde olusan sinirliliklar bu yontem igin
dezavantaj olusturmaktadr®. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ise
yaklasik % 99 duyarliliga sahip bir yontem olup, ALL'de arastirilan hemen hemen tim
kromozomal anormalliklerin saptanmasini saglamaktadir. ALL'de saptanan sayisal ve

yapisal karyotipik degisiklikler prognostik agidan biiyiik 6neme sahiptir®®.

2.2.5.3. RT-PCR testi

Genetik testlerin temelinde sitogenetik calismalar olmakla birlikte, hastaligi
tanimlayan genetik lezyonlarin tespit edilmesinde molekiiler teknolojilerin bazi
avantajlar1 bulunmaktadir. Molekiler seviyede degerlendirildiginde, RT-PCR tekniginin
bircok l6semi translokasyonunu tespit etmede hizli ve gilivenilir bir yontem olmasimin
yani sira, hiicrelerin boliinmesine gerek olmamasi ve klasik sitogenetik ¢alismalarda
gbzden kagabilecek translokasyonlar1 hassas bir sekilde tespit edebilmesi, bu yontemin
avantajlarindandir. Ayrica, RT-PCR testi minimal kalint1 hastalik (minimal residual

disease - MRD)’nin tespiti i¢in de hassas bir yontem olarak kullanilmaktadir™.

2.2.5.4. Akan Hiicre Olger ile immunfenotipleme

Akan hiicre Olcer ile imminfenotipleme, glinimizde ALL tanis1 ve alt
smiflandirmasi i¢in kullanilan temel metottur. Klinik degerlendirme ve laboratuvar
bulgular1 neticesinde ALL 6n tanisi ile hastadan alinan kemik iligi 6rneginde akan hticre
Olcer ile immunfenotipleme yapilmakta ve ALL/AML ayrimi net olarak belirlenerek
kesin tan1 koyulabilmektedir. immiinfenotipleme ile hastalik alt tipinin B- veya T-ALL
oldugu belirlenebildigi gibi, blast popllasyonunun imminfenotipik 6zelliklerine bagli
olarak alt smiflandirma da yapilabilmektedir. Ayrica bu yontem ile hizli ve giivenilir

sekilde MRD nin tespit edilmesi ve takibinin yapilmasi da miimkiin olmaktadir’.

Losemi imminfenotiplemesinde veri analizinin hedefi, anormal hiicre gruplarini
normal hiicrelerden ayirt ederek bu anormal hicrelerin antijen betimleme profillerini
karakterize etmektir. Losemi hiicreleri normal hiicrelerde bulunmayan belirtegleri ifade
edebilecegi gibi, normalde betimlenen belirteclerden yoksun olabilmekte ve/veya

normal hiicresel belirtegleri diisiik veya yiiksek sekilde de ifade edebilmektedir’?. Bu
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prensibe gdre akan hucre olger ile ilk olarak 16semi blast hicreleri tespit edilerek bu
hicrelerin fenotipik 0Ozelliklerine gore ALL tani ve tiplendirmesi yapilmaktadir.
Immiinfenotipin 16semi tanis1 agisindan degerlendirilmesi icin, DSO’ye gore kemik iligi
ornegindeki blast oranmnin en az % 20 olmasit gereklidir. CD3, CD79a,
miyeloperoksidaz (MPQO) ve TdT betimlemelerinin degerlendirilmesinde ise % 10’luk

blast popiilasyonunun varlig1 yeterli olmaktadir’ 74,

Lenfoid oncil hicrelerin CD45 betimlemesi genellikle olgun lenfositlere gore
daha diisiik seviyelerdedir. Bu nedenle, akan hiicre dlger ile kemik iligi drnegindeki
blast popiilasyonunun belirlenmesinde, olgun eritrositler hari¢ tim olgun hematopoetik
hlcrelerin ylzeyinde betimlenen CD45 molekull ana belirte¢ olarak kullanilmakta ve
CD45 molekiilii betimlemeyen veya CD45 betimlemesi diisiik olan hiicreler blast
hiicreleri olarak kabul edilmektedir’™ 7®. Bu sekilde tespit edilen lenfoblastlarin
goruntmi tipik olarak kuiglk ve agranulerdir. Akan hucre olgerde kemik iligi
hicrelerinin  CD45 betimlemesine bagli olarak blast popiilasyonunun kapilanma
stratejisi Sekil 2.4°te gosterilmistir. ALL’de hiicresel olgunlasma gergeklesemedigi igin,

lenfosit ve graniilosit popiilasyonlarinin kii¢iik oldugu géze carpmaktadir.
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Sekil 2-4: Akan hiicre dlger ile kemik iligi 6rneginde blast popiilasyonu kapilama
stratejisi.

Olgun lenfositler CD45Pa"" jken, 16semi blastlarinm CD45%" oldugu goriilmektedir (Ornek, yeni tam B-
ALL olgusuna aittir).

CD45%"" hijcre grubunun kapilanmastyla segilen blast popiilasyonu iginde, B-
ve T-ALL’ye 6zgii ve ayirt edici belirteclerin seviyeleri degerlendirilmek suretiyle ALL
acisindan kesin tant koyulmaktadwr. T-ALL’de genellikle CDA45 ifadesi B-
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ALL’dekinden daha parlaktir ve olgun lenfositlere yakin olabilmektedir. Diger taraftan,
CD45 ile ek olarak CD34 ve TdT’ nin varligi blast tanimlamasinda kullanigh belirtecler
olmakla birlikte, T veya B lenfoid soya 6zgii molekiiller degildir’”. B veya T hiicre
soyunu mutlak 6zgulliikkle tanimlayan tek bir antijen bulunmadigindan, T ve B lenfoid
soyun ifade ettigi belirtegleri iceren bir monoklonal antikor paneli olusturulmalidir. Tani
asamasinda AML, B-ALL ve T-ALL blast fenotiplemesinde kullanilabilecek belirtecler
Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2-2: Akut l16semi sitmflandirmasinda kullanilan belirtecler

AML B-ALL T-ALL

Hucre ici Myeloperoksidaz (MPO) IgM CD3

CD13, CD11b, CD15, CD10, CD19, CD20, CD1a, CD2, CD3, CD4,

Hucre yuzey CD33, CD117 CD22, CD79% CDs5, CD7, CD8

T-ALL paneli i¢in kullanilabilecek belirtecler arasinda, basta CD2, hiicre yiizey
ve hicre ici CD3 ile CD7 molekulleri olmak tizere CDla, CD4, CD5 ve CDS8
molekiilleri bulunmaktadir. Bazi vakalarda B-ALL’de siklikla betimlenen CD10 ile
diger bazi vakalarda kok hucre belirteci CD34 ve miyeloid antijenleri olan CD13
ve/veya CD33 de saptanabilmektedir. Kesin T-ALL tanisinda ylizey/sitoplazmik CD3

ifade seviyelerinin degerlendirilmesi dnemlidir’” 8.

B-ALL'de tani, ayirict tan1 ve alt siniflandirma i¢in en 6nemli belirtegler CD10,
CD19, CD20, CD22, CD24, CD38 ve CD79a'dir. CD34 ve TdT betimlemeleri de B-
ALL’nin farkli evrelerinde yiiksek seviyede tespit edilebilmektedir. B hiicre soyuna
0zgu sayilabilecek sitoplazmik CD22 molekiilii, taniy1 desteklemek igin kullanilabilen
belirteclerdendir. Kesin B-ALL tanisi i¢in CD19, CD79a veya hiicre i¢ci CD22 molekiil
betimlemelerinden en az ikisinin mevcut olmasia karsilik, T veya miyeloid hiicre

antijenlerinin bulunmamasi gerekmektedir’® .

2.3. B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi
Tim ALL vakalarinmm % 80-85 ile en sik rastlanan tipi olan B-ALL, kemik

iliginde malign B onciil hiicrelerinin anormal ¢cogalmasi ile meydana gelmektedir®. B-

ALL, cocukluk ¢agi malign hastaliklar1 arasinda en sik goriileni olup, gocuklarda ve
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geng eriskinlerde kansere bagli Oliimlerin baslica nedenidir®. Mevcut tedavi
protokolleri ile ¢ocuk hastalarin 5 yillik sagkalim oram1 % 90 civarinda seyretmekle
birlikte, hastalarin % 15-20’sinde niks meydana gelmesi s6z konusu olup, niks
gelisiminden itibaren 5 yillik sagkalim oram1 % 50’lere kadar diismektedir. Diger
taraftan, hastalig1 atlatan cocuklarda dahi uygulanan tedavinin yikici yan etkileri

gorilmektedirs? 83,

B-ALL patogenezinde hiicre dongiisiinde diizensizlige neden olan bazi gen
mutasyonlari, anormal protein etkilesimleri, durdurulamayan hiicre dongiisii ve
otofajide artis gibi molekiiler diizeydeki anormalliklerin rol oynadigi bilinmektedir.
Hastalik olusumuna zemin hazirlayan risk faktorleri arasinda ise viral enfeksiyonlar,
yiiksek agirlikli dogum, radyasyon ve gesitli kimyasallar1 igeren cevresel toksinlere
maruziyet gibi etkenlerin bulundugu bilinmektedir® ®. Cevresel toksinlerden biri olan
ve sigara dumani veya boyalarda bulunan benzen kanserojen bir madde olup, hamilelik
sirasinda benzene maruziyetin, kemik iliginde sitotoksisite ve DNA hasarma yol acarak

ALL riskini arttirdig1 bilinmektedir®®.

Hastalik gelisimi i¢cin diger bir risk faktorii hizhh fetal biiyiime olup, fetal
blylmenin ana dizenleyicileri olan insulin blytme faktorl (insulin growth factor -
IGF)1 ve IGF2 ile reseptorleri olan IGF1R ve IGF2R gen betimlemeleri de dogal olarak
hastalik gelisimiyle yakindan ilgilidir®®. IGF genindeki anormal betimleme fetal
donemde veya dogum sonrasi lenfoid kok hiicreler heniiz olgunlasmadan 6nce meydana

gelebilmekte ve 16semi i¢in risk olusturabilmektedir®.

2.3.1. B-ALL Patofizyolojisi

B hiicrelerinin lenfoid 6nciil hiicrelerden farklilasarak olgunlasmasi siirecinde
sinyal iletimi, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve pozitif/negatif segim
mekanizmalarinin kusursuz sekilde islemesiyle pro-B ve pre-B fazlarindan gegen hiicre
olgun lenfositlere doniiserek islev kazanmaktadir. B 6ncil hiicre malignitesi s6z konusu
oldugunda ise lenfoid hicre farklilasmasi engellenerek, anormal hiicre ¢ogalmasi ve

sagkalim1 meydana gelmektedir®’.

B-ALL’de hiicre dongiilerinde diizensizlik s6z konusu olup, HSC’lerin
kontrolsiiz proliferasyonu ve olgunlagsmamis lenfoblastik hiicreler l6semi gelisimine
neden olmaktadir®® B-ALL olusumunun bir dizi gen mutasyonu ile iliskili oldugu

bilinmekte olup, genellikle multipotent kok hiicre asamasinda baglamakta ve klonal
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genisleme, farklilagsma, hiicre proliferasyonu ve diizensiz hiicre apoptozu sonucunda
normal lenfoid hiicrelerin yerini malign hiicreler almaktadir®. B-ALL patofizyolojisiyle

iligkili oldugu bilinen bazi genler ve molekiiler mekanizmalar asagida 6zetlenmistir:

ETV6-RUNX1: Pediatrik B-ALL'de goriilen en yaygin kromozomal anormallik
bulgusudur®®. Bu genetik degisiklik yalniz B-ALL’ye 6zgii oldugundan 6nemlidir. Tek
basma l0semi gelisimine neden olmamakla birlikte, ETV6-RUNXI1 tastyicist olanlarda
ek mutasyonlarin meydana gelmesinin, hastalik tablosunun ortaya ¢ikmasina neden

oldugu bilinmektedir®?.

TEL-AMLL1: Klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan yillar 6nce dahi mevcut olabilen ve
genellikle intrauterin donemin erken asamalarindaki mutasyon sonucu olusan bir flizyon
genidir®. HSC’ler iizerinde etkili olmasi ve ozellikle ek mutasyonlar ve cevresel
etkenlerin de eklenmesiyle ALL olusumuna sebep olan yolak aktive olabilmektedir.
Sonucgta hiicreler olgunlasmanin pro-B fazinda kalarak hastalik tablosu ortaya

¢ikmaktadir®®, Bu nedenle TEL-AMLI varhgi, ALL igin risk olusturmaktadir.

BCR-ABLL: Bir fuzyon geni olan BCR-ABL1, 9. kromozom Ulzerindeki ABL geninin,
22. kromozomdaki BCR geni ile yer degistirmesi sonucu meydana gelmektedir. ABL
flizyon geninin eklenmesiyle degisen 22. kromozoma “Philadelphia (Ph) kromozomu”
ad1 verilmektedir®. Hastaligm en kétii prognozunun Ph pozitifligi ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Bu mutasyonun goriilme sikligi pediatrik B-ALL vakalar1 arasinda yasla

beraber artmaktadir®.

PAX-5: B hiicre aktivator proteini olan Pax-5, nikleer transkripsiyon faktorlerini
kodlayarak B hiicrelerinin pro-B’den olgun faza kadarki gelisim, farklilasma, migrasyon
ve cogalma gibi fonksiyonlarmmi1 diizenlemektedir. Pax-5 betimlemesinin azaldigi
durumda pro-B hiicrelerinin gelisimi durmaktadir. Pediatrik B-ALL hastalarimimn
yaklasik % 90’min Pax-5’i asir1 betimledigi bilinmektedir®®. Bu durum, Pax-5
ifadesindeki anormalliklerin erken evrede B hiicrelerinin 16semiye doniisiimiine neden

olabildigini ortaya koymaktadir.

RAS: Cogunlukla kemoterapi sirasinda RAS geninde meydana gelen mutasyon niks ile
iligkilidir. RAS geninde mutasyon bulunan HSC’ler kontrolsiiz  biiyiime
gostermektedir®”. Prognozu kéti olan veya nilks gelisen ALL'li hastalarda siklikla RAS
yolaklarmda mutasyonlar mevcuttur. Ayn1 zamanda RAS yolagindaki aktivasyonun,

medikal tedavi etkinligini bozdugu goriilmiistiir®®,
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PI3K: Hucre proliferasyonunda islevleri bulunan mTOR, Bcl-2, NF«B gibi proteinlerin
seviyelerini diizenlemekle gorevli bir gen olan PI3K’nin asir1 aktiflestirilmis yolagi B-
ALL’de siklikla mevcuttur. PI3K/Akt sinyal yolu, hiicre proliferasyonu ve hicre
sagkalimi ile ilgili olup, B-ALL gibi c¢esitli hematolojik malignitelerde aktive

olmaktadir®.

Yukarida 6rnekleri verilen genlerdeki mutasyonlar ve fonksiyon bozukluklariin
yaninda, B-ALL’de kemokinler ve sitokinler de dahil olmak tzere hiimoral immin
bilesenlerin konsantrasyonlarinda da dengesizlik olup, bu durumun hicreler izerinde
baskilayici bir ortam olustururken l6semi hiicrelerinin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini

destekledigi diisiiniilmektedirt0 101,

2.3.2. B-ALL Smmiflandirmasi

B oncil hicre farklilasmasmin hangi asamasinda gelistigine bagl olarak B-
ALL’ler; pro-B-ALL, ortak (common - c)-(B)-ALL, pre-B-ALL ve olgun-B-ALL
olmak iizere 4 grupta incelenmektedir'®?, B-ALL’nin farkl alt tiplerinde l6semi
blastlarinin immiinfenotipleri de farklilik gostermektedir. Akan hiicre Olger ile yapilan
imminfenotipleme, B-ALL tanist koymanm yanmi sira B-ALL’nin bu alt tipler

icerisinden hangi gruba dahil oldugunu da ortaya koyabilmektedir.

Pro-B-ALL: B hicre soyunun en erken faz belirtecleri CD19, CD22 (membran ve
sitoplazmada) ve CD79a'dir. Bu (¢ belirtecten herhangi ikisinin pozitif olmasi, pro-B-
ALL’yi tanimlar®®®,

c-(B)-ALL: Pro-B asamasindan sonra erken doénemdeki B hiicreleri, hiicre ylizeyinde
CD10, CD19, CD34, insan lokosit antijeni (human leukocyte antigen - HLA)-DR ve
TdT molekillerini betimler. CD10 pozitifliginin oldugu bu evre c-(B)-ALL evresidir’.

Pre-B-ALL: Kemik iliginde B oncil hicreleri olgunlasmaya devam ettik¢e kademeli
olarak CD20 betimlerken, CD10 ifadelerini de kademeli sekilde kaybederler. CD10
pozitifligi olsa dahi, ek olarak sitoplazmik p agir zincirinin bulunmasi pre-B-ALL

grubunu tanimlar’?.

Olgun-B-ALL: Hicre yizeyinde IgM molekilinin belirmesiyle birlikte CD34 ve
TdT'nin kaybolmasi, olgun bir B hiicresini tanimlamaktadir. Bu evrede CD10 ifadesi

gorilmez®. B-ALL alt tiplerinin immiinfenotipik 6zellikleri Sekil 2.5°te goriilmektedir.
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co1g* CD19* cp1g* CD19*
HLADR® cb10* HLA/DR*
chbsa HLA/DR* IgM*
-
cD20* cD20*
Pro-B-ALL c-B-ALL Pre-B-ALL Olgun-B-ALL

Sekil 2-5: B-ALL alt tiplerinin immainfenotipik 6zellikleri

Akan hiicre Olcer ile ALL siiphesi bulunan hastanin kemik iligi 6rneginde
yapilan immunfenotipleme, B- ve T-ALL tanis1 ve alt tiplerini tespit etmenin yan sira,
tedavinin belirli donemlerinde yapilacak olan MRD degerlendirmesi igin yol gostermesi
acisindan da biiyilk 6nem tasimaktadir. MRD’nin hastalik prognozunu belirlemedeki
onemi goz Oniinde bulunduruldugunda, akan hiicre Glger ¢alismasinin ALL tani ve

takibindeki islevselligi de daha iyi anlagilacaktir.

2.4. Minimal Kalint1 Hastahk

MRD, tedavi sirasinda veya tedavi sonrast ALL hastalarmin kemik iliginde ve
daha nadir olarak periferik kan dolasiminda 16semi hiicrelerinin var olmasi durumudur.
MRD hcreleri, ALL’yi baslatan hiicrelerin kalintilar1 olabilecegi gibi, ikincil olarak
gelismis ALL’yi de ifade edebilmektedir'®.

MRD takibinin birincil amaci, 16semi blast hiicrelerinin temizlenme seviyesine
gore niiks agisindan riski belirlemek ve tedaviye yanit1 degerlendirmektir. Ayrica MRD
seviyelerine gore, uygulanan kemoterapinin yogunlugu ve siiresi degistirilebilmekte ve

kok hiicre nakli gibi ilave tedavi secenekleri degerlendirilebilmektedir®.

ALL’de uzun siireli sagkalimin bir 6n kosulu olan morfolojik remisyondan s6z
edebilmek i¢in kemik iligi blast oran1 % 5’ten diisiik olmalidir. Uygulanan tedavi
protokolleri ile hastalarin biiylik c¢ogunlugunda morfolojik remisyon goriilmekle
birlikte, bu hastalarin bir kisminda niikks meydana gelebilmekte ve bu tablo 6lumle
sonuclanabilmektedirt®. Morfolojik degerlendirme, sayilar1 10*° kadar olabilen toplam

blast sayisinin kalan miktarmi ve niiks riskini belirlemede yeterli olmamaktadir’®’. Bu



19

noktada ALL tedavisi slresince belirli zamanlarda yapilan MRD tespiti ve takibi,

hastaligm prognozunun belirlenmesinde biyiik 6neme sahiptirt®.

MRD tayininde kullanilan yontemler DNA, RNA veya hiicre ylizey belirtecleri
gibi blast populasyonuna spesifik bir hedefi tespit etmeye yonelik metotlardir. Bu
metotlar arasinda akan hiicre dlger ile immiinfenotipleme ve kantitatif (quantitative - q)-
PCR en sik kullanilan yontemlerdir. Morfolojik degerlendirmeye gore daha hassas ve
kantitatif olan bu 6lgtimlerle, 1 milyon hiicrelik bir popiilasyonun igerisindeki bir blasti
algilama hassasiyetine sahip MRD degerlendirmesi yapilarak mevcut timoér yukinin

seviyesi ayirt edilebilmektedir®®.

Cok renkli akan htcre Olcerde genellikle 4-12 renkli boyamayla yapilan
immunfenotipleme, tedavi sirasinda arta kalan 16semi hiicrelerini tanimlamak suretiyle
MRD seviyelerini degerlendirme olanagi tanimaktadir. Belirli donemlerde yapilan
imminfenotipik MRD degerlendirmesi ile, 16semi blast fenotipine uygun hicre
oranlarina bagll olarak hastahgm niiks etme riski hesaplanabilmektedir!!®. Risk
degerlendirmesi sonucu riski yiiksek bulunan hastalarda tedavinin guclendirilmesiyle

sagkalim oraninin arttig1 bilinmektedir?,

MRD’nin esik diizeyi, bir numunedeki tiim kemik iligi mononiikleer
hiicrelerinin % 0,01’i (107, yani 10.000 hiicrede 1 MRD hiicresidir ve bu smir
prognostik deger tasimaktadir. Associazone Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica
(AIEOP)-Berlin-Frankfurt-Minster (BFM) 2009 protokoliine gére, kemoterapinin 15.
ve 33. giin gibi kritik zaman noktalarinda alinan kemik iligi 6rnegindeki MRD
seviyelerinin % 0,01’den yiiksek olmasi, diisiikk oldugu duruma gore niks riskinin
onemli derecede daha yiiksek olacagmni ifade etmektedir!'?. Ayrica, MRD degeri
kemoterapinin indiiksiyon fazmimn bitiminde ne kadar yuksek ise niks riski de o kadar

yikselmekte ve sagkalim orani diismektedir!*3.

MRD degerlendirmesine gore risk smiflamasi yapilmakta olup, bu
simiflandirmanin amaci, remisyon sonrasi hastalar i¢in en uygun tedavi seklini
belirlemektir. Cocuk hastalarda belirli zamanlarda yapilan MRD degerlendirmesi,
hastalik seyrini tahmin etmede olumlu sonuglar vermekte ve ilk remisyon doneminde
kemoterapi dozunun ayarlanmasi veya allojenik kok hiicre nakli yapilmasi gibi

remisyon sonrasi tedavilerin belirlenmesi i¢in kilavuz olarak kullanilmaktadir®4,
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2.4.1. MRD’ye Dayal Risk Hesaplamasi

MRD tayininde en sik kullanilan metotlar, Ph-negatif B-ALL veya T-ALL’de
I6semi immunfenotipini belirlemek icin multiparametreli akan hticre dlger ve Ig veya T
hiicre reseptor genlerinin g-PCR ile 6lgumudur. Ph-pozitif olan B-ALL hastalar1 iginse
MRD degerlendirmesinde BCR-ABL1 geninin PCR ile izlenmesi tercih edilmektedir'®,
Akan hicre Olger ile MRD tayini, PCR tabanli yonteme gore 6nemli derecede daha

ucuz, kolay ve hizli bir yontemdir.

MRD degerlendirmesinin optimal duyarlilikta olabilmesi i¢in, hastalarin
periferik kan yerine kemik 1iligi 6rnekleri lizerinde yapilmasi gerekmektedir. Bunun
nedeni, Ozellikle B-ALL’de kandaki MRD diizeylerinin kemik iligine gore daha diisiik
Olmasidir. Kemik iligi 6rneginde akan hicre 6lger ile yapilan degerlendirmede, blast
fenotipinin hastanin tedaviye baslanmadan Once tani anindaki immdinfenotipi ile

ortiismesi MRD degerlendirmesi agisindan yol gostericidir'®®.

AIEOP-BFM c¢alisma grubunun yaptigi genis kapsamli ve cok merkezli ¢alisma
sonucunda, MRD degerlendirmesine gore ALL hastalarinin prognostik agidan 3 risk
grubuna ayrilmasi kabul edilmistir**®. Bu gruplar diisiik risk (flow low risk — FLR), orta
risk (flow medium risk) ve yiiksek risk (flow high risk) olup, MRD oranlarina gore

smiflandirma kriterleri Tablo 2.3’te gosterilmistir:

Tablo 2-3: AIEOP-BFM ALL 2009 protokolinin akan hiicre élcer tabanh MRD
hesaplamasina gore ALL risk simiflandirmasi

. Diisiik Risk Orta Risk Y Uksek Risk
Risk Gruplari (FLR) (FMR) (FHR)
15. giin % MRD <%0,1 % 0,1-10 > % 10
33. giin % MRD Negatif Negatif/Pozitif Pozitif

Risk hesaplamasina gore yapilan bu gruplama, uygulanacak tedavinin de dozunu
belirlemekte ve diisiik riskten yiiksek riske dogru, tedavinin dozu az veya daha gok

117 Bu nedenle MRD degerlendirmesi, nilks agisindan tek veya en

arttirilmaktadir
onemli risk belirteci oldugundan, prognozla ¢ok yiiksek iliskiye sahiptir'’®, MRD
hastaligin kendisini temsil etmekte olup, hastaligin kemoterapiye erken duyarliligmi

yansitmaktadir. Her ne kadar bazi MRD negatif vakalarda niiks meydana gelebilse de,
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allojenik kok htcre nakli veya diger hedefe yonelik tedavi segenekleri konusunda karar

vermek icin MRD degerlendirmesi prognostik bilgi sunmaktadir®.

2.5. B-ALL’de Tedavi Yaklasimlar

2.5.1. Klasik Tedavi

ALL icin temel tedavi yontemi kemoterapi olup, bu uygulamayla kemik iligi ve
periferik dolagimdaki 16semi hiicrelerini yok etmek hedeflenmektedir. Tani sirasinda
MSS tutulumu oldugu tespit edilen vakalarda, kemoterapiye ek olarak radyoterapi de
uygulanmaktadir. ALL'de ilk etapta uygulanan kemoterapi yaklasik 2-3 yil surmekte
olup; remisyon indiksiyonu, konsolidasyon, intensifikasyon/reindiiksiyon ve idame

tedavisi olmak {izere 4 asamadan olusmaktadir'?°,

Tedavinin ilk asamasini olusturan ve 4-6 hafta stiren remisyon indiksiyonunun
amaci, kemik iliginde bulunan blast oraninin % 5’in altina diisiiriilerek hastaligin hizla
tam remisyon fazma girmesinin saglanmasidir. Bu amagla kullanilan ilaglar;
prednizolon veya deksametazon gibi steroidler, L-asparaginaz, vinkristin ve
antrasiklinlerdir'??. Steroidler sitokin tiretiminin inhibisyonu, onkogen ekspresyonunun
degismesi, hiuicre dongusinln inhibisyonu ve hiicrenin apoptozunun saglanmasi gibi

etkilere sahiptirt?2.

Remisyon saglandiktan sonra wuygulanan tedaviler, hiicre biiylimesini
durdurmaya yonelik sitostatik uygulamalardir. Sitostatik ajanlarin ana prensibi, hiicre
dongusunl bozarak hiicre élimine neden olmak veya hicrenin biyime ve bélinmesini
engellemektir. Bu ilaglar arasindaki metotreksat, vinkristin, siklofosfamid, sitarabin ve

6-merkaptopurin en sik kullanilanlardandir!?3,

Indiiksiyon tedavisinden sonraki konsolidasyon tedavisi, ilk tedaviden sonra
halen varligini siirdiiren l6semi hiicrelerini ortadan kaldirmayi hedeflemektedir. Bu
fazda sitostatik ajanlar metotreksat ile kombine sekilde kullanilmaktadir. Metotreksatin
artan dozlarda kullanimi, MSS tutulumunu da iceren nuksleri engellemede ve bdylece

kraniyal 131 tedavisi gerekliligini smirlama veya onlemede kritik Gneme sahiptir'?*,

Bir sonraki asama olan intensifikasyon/reindiuksiyon fazinda, ilk asamada
uygulanan indiiksiyon ajanlar1 ile steroidler, siklofosfamid, 6-merkaptopurin ve
sitarabin kombine tedavisi hastalara uygulanmaktadir'?®. Indiiksiyon ve reindiiksiyon

fazlarinda uygulanan L-asparaginaz, ALL tedavisine alinan olumlu yanitta kritik 6neme
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sahip olmakla birlikte, alerjik reaksiyon, hiperglisemi, pankreatit ve pihtilasma
bozuklugu gibi siddetli yan etkilere neden olarak hayati tehlikeye neden olabilmektedir.
Ilaveten, L-asparaginaza kars1 gelisen notralizan antikorlar ilacin aktivitesini azaltirken,

niiks riskini de arttirabilmektedir2,

[Ik tam remisyonda yiiksek riskli olan, ilaca direngli veya hastaligin niks ettigi
hastalar icin hematopoetik kok hiicre nakli oldukca etkili bir tedavi secenegidir'?’.
Transplantasyonda gerceklesen son gelismeler sayesinde morbidite ve mortalite
azalmistir. Bununla birlikte, nakilden once gogunlukla tiim viicuda uygulanan isin
tedavisi neticesinde infertilite, bliylime geriligi, metabolik hastaliklar ve sekonder
maligniteler gibi hastalarin erigkin dénemini etkileyen ¢ok biiyiik komplikasyonlarin

meydana gelmesi, tedavinin olumsuz sonuglaridir!?,

Tedavinin son agamasi idame tedavisi olup, protokole bagli olarak ortalama 2 yil
stirmektedir. Bu asamada metotreksat ve 6-merkaptopurine ilaveten bazi vakalarda
vinkristin ve steroid tedavisi uygulanmaktadir*?®. idame tedavisinin meydana getirdigi
bazi problemler bulunmaktadir. Enfeksiyondan kaynaklanan o6lumlerin % 20'sinin
idame tedavisi sirasinda meydana geldigine ve daha uzun slreli uygulanan idame

tedavisinin sekonder malignite riskini artirdigina dair bulgular mevcuttur®°,

Gundmizde, uygulanan bu tedavi metotlariyla 6zellikle gelismis tlkelerdeki
pediatrik ALL hastalarinin sagkalim oran1 % 90’larm iizerine ¢ikmustir'; ancak halen
tedaviye ragmen hastaligim niiks ettigi ve/veya Oliimle sonug¢landigi durumlar
azimsanmayacak diizeydedir. ilaveten, hem kemoterapétik ajanlarm hem de 1sm
tedavisinin genotoksik potansiyele sahip oldugu ve ikincil olarak gelisen malignitelere
neden olabildigi goriilmektedir'®!. Tedaviyle ALL acisindan tam iyilesme goriilen
hastalarda dahi, kronik saglik sorunlar1 ve ndro-davranigsal bozukluklar gibi uzun vadeli
problemler gorilmektedir'®2, Sagkalim oranm yiikseltmek amaciyla tedavinin dozunun
arttirilmast bu nedenle miimkiin olmadigi gibi, hastalarin yasam kalitesini yiikseltmek
ve tedaviye bagl yasadiklar1 ek saglik sorunlarmi ortadan kaldirmak icin farkl tedavi

stratejileri Gzerinde ¢alisilmaktadir.

Bir sonraki bolimde, klasik tedavi protokollerine alternatif olarak uygulanan

veya lizerinde ¢aligilmakta olan tedavi metotlar1 B-ALL tedavisi 6zelinde ele alinmistur.



23

2.5.2. B-ALL Tedavisinde Immiinoterapi Uygulamalan

B-ALL tedavisinde uygulanan klasik tedavi yaklagimiyla olumlu sonug
alinamayan ve kemoterapi ilaglarina kars1 direng gosteren yiiksek riskli olgular ve/veya
niikks olgularinda sagkalim oranini arttrmak ve tedavinin toksik yan etkilerinin
dogurdugu, kimi zaman geri doniisiimsiiz olabilen yan etkilerin ortadan kaldirilmasi
amaciyla farkli tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu yaklagimlar arasinda
immunoterapi, 6zellikle uygun hedef antijenlere sahip olan pediatrik B-ALL vakalari
icin blyuk ilgi gormektedir. B-ALL tedavisine yonelik immiinoterapotik yaklagimlar
monoklonal antikorlar ve kimerik antijen reseptdr (chimeric antigen receptor - CAR)-
hiicre uygulamalar1 olup, bu amagla gelistirilmis immiinoterapi ilaglarindan bazilari

asagida verilmistir.

2.5.2.1. Monoklonal Antikorlar

B-ALL tedavisi igin Uzerinde galisilan immiinoterapi metotlariin baginda belirli
antijenlere yonelik monoklonal antikorlarla tedavi gelmektedir. Tedavi amaciyla
gelistirilen bu antikorlarin ¢ogu, B-ALL blastlarinda yiiksek diizeyde betimlenen CD19,
CD20 ve CD22 molekiillerini hedef almaktadir. B-ALL vakalarinin % 30-50’sinde
CD20 antijeni betimlenirken, % 90’mndan fazlasinda CD19 ve CD22 betimlenmesi
mevceuttur®, Guniimizde kullanilan veya iizerinde ¢ahisilan CD19, CD20 ve CD22

molekiillerine yonelik gelistirilmis monoklonal antikorlar Tablo 2.4’te gosterilmistir.

Bu ilaglar arasinda ilk gelistirileni bir anti-CD20 monoklonal antikoru olan
Rituximab’dir'®, CD20* B-ALL hastalarinda klasik tedavi protokoliine ek olarak
Rituximab uygulanmaktadir. Ikinci nesil bir anti-CD20 antikoru olan Ofatumumab,
Rituximab’dan daha giiclii hiicresel sitotoksisite yanitlar1 saglamaktadir'3*. Bununla

birlikte, uzun vadede daha iyi sonuglar saglayip saglamayacagi netlik kazanmamistir.

Epratuzumab ise CD22 molekdilint hedef alan bir ila¢ olup, pediatrik hastalarda
etkinligi heniiz netlesmemistir!®®. B-ALL tedavisi icin en umut verici immiinoterapi
ilaglar1 ise CD22'ye yonelik bir antikor-ilag konjugat1 olan Inotuzumab Ozogamicin ve
CD19'u hedefleyen bispesifik bir ilag olan Blinatumomab’dir. Inotuzumab Ozogamicin
CD22’ye baglanarak, DNA icin sitotoksik etkiye sahip kalikeamisinin hiicre igine

girmesini saglamaktadir’3®,
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Tablo 2-4: B-ALL tedavisi icin CD19, CD20 ve CD22'yi hedef alan, kullamimdaki veya

iizerinde cahsilmakta olan monoklonal antikorlar®®.

Hedef molekdil

Monoklonal
ikor tip
antikor tip! CD20 CD19 cD22
Rituximab

Yalin Ofatumumab Epratuzumab
ADCT-402
(loncastuximab tesirine)  Inotuzumab ozogamicin
SGN-CD19A Moxetumomab pasudotox

Konjuge (denintuzumab ADCT-602 (hLL2-Cys-
mafodotin) PBD)
SAR3419 90Y-DOTA-Epratuzumab
(coltuximab ravtansine)

Bispesifik Blinatumomab

(anti-CD3+CD19)

CD19 molekulini hedefleyen bir konjuge ila¢c olan Loncastuximab Tesirine,
deneysel calismalarda CD19" B hiicre malignitelerine kars1 giiclii bir etki ortaya
koymustur, ancak ilacmn etkinligi i¢in ileri degerlendirmelere ihtiya¢ duyulmaktadir®®’.
Bispesifik bir antikor bazl ilag olarak tasarlanmis Blinatumomab ise, hem T hiicreleri
Uzerindeki CD3’U hem de B hicreleri tzerindeki CD19'u baglayan degisken bolgeler
icermektedir. Baglanma sonucu CD8" sitotoksik T hiicre proliferasyonunu saglayan
Blinutumomab’m ¢alisma prensibi, hastanin CD19 betimleyen tumdr hucreleri ile T

hiicrelerinin iliskisini arttirarak B hiicre malignitelerini tedavi etmeye dayanmaktadir®®,

2.5.2.2. CAR-T Hucre Tedavisi

CAR-T htcreleri bir adoptif immunoterapi seklidir ve 16semiye kars1 immiin
yanit Olusturmak icin genetik olarak modifiye edilmis efektor hiicrelerin hastaya
nakledilmesine dayanmaktadir. CAR-T hicreleri, hastadan alinan T hiicrelerinin,
hedeflenen hiicre iizerindeki antijene spesifik bir monoklonal antikor tanima bdlgesi
icerecek sekilde yeniden yapilandirilmasiyla elde edilmektedir. Kiiltiir ortaminda
yeniden yapilanma ve ex Vivo ¢ogaltim sonrasi, hiicreler yeniden infiizyona hazir hale
getirilmekte ve uygulanmadan 6nce hastalara kemoterapi uygulanarak lenfodeplesyon

olusturulmaktadir®®®.



25

Uygulanan CAR-T hucreler, MSS de dahil olmak (zere tim vicuda
dagilmaktadir'®®. Viicuda aliman CAR-T hiicreleri hedef hiicreye antijen-antikor iliskisi
ile baglanarak, aldig: sinyallerle hedef hiicreyi dldirmek igin sitotoksik islevini devreye
sokmaktadir’*!, CAR-T hiicreleri nakilden sonra kalici olma potansiyeline sahip olup,

hastalig1 uzun siireli kontrol altinda tutma imkan1 ortaya koymaktadir'4?,

CAR-T hiicrelerinin B hiicreli lenfomalar ve ALL gibi baz1 hematolojik kanser
hastalarinda klinik fayda sagladigi gosterilmistir. CD19 molekilini hedefleyen bir
CAR-T hucre Grint olan Tisagenlecleucel, B-ALL i¢in FDA tarafindan 2017 yilinda
onaylanan ilk CAR-T hiicre tedavisi ilacidir. Cocuklarda ve geng eriskinlerdeki yiiksek
etkinligi sayesinde bu yas grubundaki direngli/niiks B-ALL tedavisi i¢in onay
almistir'*3, CAR-T hiicre tedavisinde hedeflenen baslica antijen CD19 olmakla birlikte,
CD22’ye yonelik CAR-T hiicreleri de gelistirilmistir'®4.

Tim avantajlarma ragmen, CAR-T hiicre tedavisinin bazi yan etkileri
bulunmaktadir. Her ne kadar aktivitesini kendi kendine smirlasa da, CAR-T’lerden
kaynaklanan ciddi ve yasami tehdit eden toksisiteler bildirilmistir. Bunlar arasinda en
yaygin ve en siddetli olani, sitokin salmim sendromudur. Bu komplikasyonun
goriilmedigi hastalarin tedaviye yaniti da diisiik oldugundan, sendrom gelisiminin

hastalik yanit1 ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir®.

En yaygin ikinci toksisite, immiin efektor hiicre iliskili norotoksisite
sendromudur ve en sik olarak ensefalopati ile karakterize olup, baska noérolojik
komplikasyonlar da ortaya ¢ikabilmektedir. Bununla birlikte, steroidler ve destekleyici
bakim ile ¢ogunlukla nérolojik sekel kalmadan hastalar iyilesmektedir’*®. Son olarak,
CAR-T hiicre tedavisi uygulanan B-ALL hastalarinda meydana gelen kronik B hiicre

aplazisi, bir problem olarak varligmi siirdirmektedir.

CAR-T iriinlerinin ¢ogunda hastalarin kendi T hiicreleri kullanilmakla birlikte,
otolog CAR-T tedavisi iki biyiik zorlugu beraberinde getirmektedir. Bunlardan biri,
CAR-T hiicrelerinin terapotik dozunu olusturmak i¢in 6nemli bir siire gerekmesi ve
hastaligin hizli ilerledigi vakalarda bu durumun sinirlayici bir etken olmasidir. Diger bir
problem ise, yogun bir ilag tedavisi gormiis ve bu nedenle ¢ogunlukla lenfopenik olan
hastalardan CAR-T hicre Gretimi igin yeterli miktarda otolog T hicresinin elde
edilmesinin  zorlugudur'*’. Tlaveten, CAR-T hiicre tedavisinin neden oldugu

ensefalopati, norotoksisite, koagulopati ve hipoksi gibi ciddi yan etkilerin de varlig
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nedeniyle alternatif tedavi yontemleri iizerindeki arayis devam etmektedir'*s. Bunlar
arasinda tedavide dogal 6ldiiriicti (natural killer — NK) hticrelerin adoptif nakli ile CAR-
NK hiicre terapisi de bulunmaktadir.

2.6. NK Hucrelerinin ALL ile fliskisi

NK hiicreleri, enfeksiyon ve kansere karst ilk savunma hattint olusturan dogal
immun hucreler olup, hizli béliinen ve anormal gelisen hiicre popiilasyonlarmi taniyarak
yok etmede kritik rol oynamaktadir. NK hiicrelerinin dogal anti-timoral 6zelliklerinin
yaninda, hastalar Uzerinde daha az toksik bir potansiyele sahip goériinmelerinden 6turd,

son yillarda NK hiicrelerinin tedavide kullanimi iizerinde ¢aligmalar artmustir.

NK hcreleri, kemik iliginde HSC'lerden kokenlenmekte ve periferik kan
dolasimindaki lenfositlerin ortalama % 10'unu olusturmaktadir. Virisle enfekte olmus
hiicreler veya kanser hicrelerinin tanmarak yok edilmesinde kritik fonksiyona sahip
olan NK hicrelerinin CD3 betimlemesi olmayip, CD56 betimleme diizeylerine bagl
olarak CD3 CD56%"CD16" ve CD3 CD56P"®&CD16  hiicreler olmak zere iki alt
grupta incelenebilmektedir. CD3 CD56"CD16~ NK hiicreleri farkli uyaranlara
cevaben giiclii sitokin Gretiminden sorumluyken, CD3 CD56°"*CD16* NK hiicreleri
aktivasyonu takiben hedef hiicre iizerine saldiklar1 perforin ve granzim molekiilleri

aracihigiyla sitolitik etki gostermektedir?’.

NK hicre aktivasyonu, hiicre yizeylerinde bulunan aktivatdr ve inhibitor
reseptorlerden aldiklar1 net sinyale bagli olarak gerceklesmektedir'4°. Normal kosullarda
NK hiicresinin saglikli bir 6z doku veya immin hiicre ile karsilasmasi durumunda, sahip
oldugu inhibitdr reseptorlerin ligandlar1 ile etkilesimi neticesinde aktivitesi
baskilanmaktadwr. Virlisle enfekte bir hiicre veya kanser hiicresi ile karsilasma
durumunda ise aktivator reseptorlerine baglanan ligandlar araciligiyla NK hiicreleri
aktive olmakta ve sitolitik aktivite ve/veya sitokin salimi gerceklesmektedir®®, NK
hicrelerinin major doku uyumluluk kompleksi (major histocompability complex -
MHC)-1 molekili betimlemeyen hiicreleri (eritrositler haric) inhibitér reseptorleriyle

tanimas1, NK hiicrelerinin sitolitik fonksiyonunun dnemli bir tetikleyicisidir®?.,

Tumor hiicreleri ile karsilasan NK hiicreleri, igerdigi perforin ve granzim
molekillerinin degrantlasyonu ile hedef hiicreyi oldiiriirken, diger taraftan da kandaki

diger immiin hiicreleri uyarmak amaciyla interferon-gama (IFN-y) ve tumor nekroz
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faktoru-alfa (TNF-o) gibi sitokinlerin salimmni gergeklestirerek immiin yanitlari
diizenlemektedir®2, Tiimér gozetimi ile iliskili olan NK hiicre reseptdrleri arasinda
dogal oldiirticti grup 2D (natural Killer group 2D - NKG2D), DNAX aksesuar molekili
(DNAM)-1, programlanmig hiicre 6liimii proteini (programmed cell death protein - PD)-
1, aktivator ve inhibitor oldurtct hicre imminoglobulin benzeri reseptorler (Killer-cell
immunoglobulin-like receptor - KIR) ile NKp44, NKp30 ve NKp46 gibi dogal
sitotoksisite reseptOrleri bulunmakta olup, bu reseptorler NK hicrelerinin 16semi

tedavisinde kullanimi igin arastirmalara konu olmaktadir®.

NK hiicrelerinin kanser hiicrelerini 6ldiirme kabiliyeti olmasina ragmen, 16semi
hastalarinin NK hiicre fonksiyonlarinda bozukluk oldugu da bilinmektedir. NK htcre
fonksiyonlarindaki bu yetersizligin, hastaligin hem siddetiyle iliskili oldugu hem de
ilerlemesinde rol oynadig1 gosterilmistir’®. Ayrica, ALL hastalarmm kemik iliginde NK
hiicre varhgmnm, sagkalimi énemli 6lgiide arttirdig1 bilinmektedir?® Bu nedenle, 16semi
hastalarinda NK hiicre islevlerindeki eksikligin giderilmesi amaciyla adoptif NK
hlcrelerinin ve immiin kontrol noktasi inhibitérlerinin uygulanmasma dayanan NK

hiicre immiinoterapileri, l6semi tedavisi icin umut vaat etmektedir*®,

NK hcrelerinin  ALL hastalarinin periferik kanlarinda bulunan anormal
olgunlasmamis lokositleri dogrudan 6ldiirebildigi bilgisinden yola ¢ikilarak?, saglikli
bireylerden hastalara yapilacak olan NK hiicre naklinin, hastaligin prognozu agisindan
fayda saglayacag diistiniilmekte olup, NK hiicrelerinin adoptif nakli ve CAR-NK hiicre

terapisi lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir.

2.6.1. Adoptif NK Hicre Terapisi

Adoptif NK hiicre terapisi, saglikli bir vericiden allojenik olarak veya hastanin
kendisinden otolog olarak alinan periferik kan, kemik iligi veya kordon kanindan izole
edilen NK hiicrelerinin, belirli islemlerden gegirilerek hastaya verilmesi islemidir!>,
Izole edilen NK hiicreleri genetik olarak modifiye edilebilmekte ve/veya IL-2, 1L-15,
IL-21 gibi sitokinlerle cogaltilarak hastalara uygulanmaktadir'®®. Otolog uygulama daha

kullaniglt iken, allojenik uygulamada HLA uyumsuzlugu meydana gelebilmektedir'*®.,

Hematolojik malignitelerin tedavisinde adoptif NK hiicre tedavisinin etkinligini
ve giivenligini degerlendiren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Klinik deneyler sonucunda
NK hcrelerinin adoptif transferinin, bazi solid tiimorlerin yani sira hematolojik

kanserlerin tedavisi igin de etkili oldugu gosterilmistir™’. T hiicre nakilleri hedef dis
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dokularda 6nemli hasarlara yol agan “graft versus host hastaligi”na (graft versus host
disease - GvHD) neden olabilirken, NK hticrelerinin 1L-10 salimi1 yapmak suretiyle ve
konagin antijen sunan hicrelerini pargalayarak bu etkilesimi baskilayabildigi

goriilmiistirt®e,

Allojenik NK hicre nakli 6zellikle AML tedavisi igin etkinlik gostermis olmakla
birlikte, hastaligin yaygin sekilde niks etmesi nedeniyle nakil sonras: farmakolojik
tedavi gerekliligi siirmektedir'®®. Bununla birlikte, hedef hiicre disindaki hiicreler
Uzerine ciddi bir zarar1 olmadan tedavi imkani vaat etmesi nedeniyle NK hucrelerinin
immiinoterapide kullanimi, Uzerinde hélen c¢alisilan bir konudur. Diger taraftan, bir
vericiden toplanan periferik kandan elde edilen NK hicreleri, smirli cogalma kapasitesi
ve fonksiyonel yeterlilige sahiptir. Bu smirhiliklar1 ortadan kaldirmak iizere ortaya

¢ikarilan yaklagimlardan biri CAR-NK hiicre terapisidir.

2.6.2. CAR-NK Hucre Terapisi

CAR-T ve adoptif NK hiicre uygulamalarindaki sinirliliklar nedeniyle alternatif
bir tedavi se¢enegi olarak CAR-NK hiicreleri ortaya ¢ikmistir. CAR-NK hiicrelerinin
I6semi tedavisinde kullanimi iizerine deneysel ¢alismalar halen devam etmekle birlikte,

simdiye kadar diisiik yan etkiler ile olumlu sonuglar elde edilmistir°.

CAR-T hiicrelerine kiyasla CAR-NK hiicre tedavisi; iiretim siiresinin daha kisa
olmasi, GvDH riski olmadan allojenik NK’larm sinirsiz miktarda uygulanabilmesi, NK
hicre serileri ile kullanima hazir iiriin tiretilebilmesi ve NK hiicre dogal reseptorlerinin
CAR’dan bagimsiz sekilde timor hiicrelerini taniyarak 6ldirmesi gibi bazi avantajlara
sahiptir’®t, CAR-NK hiicreleri de CAR-T hiicreleri gibi, hedef hiicrelerde spesifik
olarak veya yiksek miktarda bulunan bir antijeni taniyan CAR'lar1 betimlemeleri icin

NK hiicrelerinin genetik olarak degistirilmeleriyle Uretilmektedir.

B-ALL i¢in CAR-NK hiicrelerinin ana hedef antijeni CD19’dur. PD-1, TIM-3
ve TIGIT gibi immiin kontrol noktas1 molekiilleri ile NKG2D, DNAM-1 ve 2B4 gibi
uyarict molekiiller de betimleyen NK hicreleri CAR-T hucrelerine benzer efektor
fonksiyonlara sahip, fakat diisiik toksisiteli ve kullanima hazir bir alternatif hiicresel

kaynak olusturmaktadir'®? 163,

CAR-NK hiicrelerinin gelistirilmesinde periferik kan, kordon kani, uyarilmis

pluripotent kok hicre (induced pluripotent stem cell - iPSC)-kokenli NK hicreleri ve
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NK92 hiicre serisi dahil olmak (izere pek ¢ok farkl: hiicresel kaynak kullanilmigtir’®4,
Herhangi bir vericiden izole edilen NK hiicrelerinin ¢ogalma ve fonksiyonlarindaki
yetersizlikten otlrd, onceleri kolayca ¢ogaltilip biiyiik miktarlarda kullanilabilen CAR-
NK92 hiicreleri tiretilmistir. Bununla birlikte, NK92 hiicrelerinin kanser kdkenli olmasi
ve sitogenetik anormalliklerinin bulunmasi nedeniyle klinik uygulama dncesi 1sinlanma
gerektirmesi, CAR-NK92’lerin fonksiyonlarinda kayba ve kisa Omiirlii olmalarina
neden olmaktadir’®l, Periferik kandan NK hiicrelerinin elde edilmesi kolaydir, ancak
transfekte edilmeleri digerlerine gore daha zordur ve uzun siire dondurularak
saklandiklarinda fonksiyonel kayiplara ugramaktadir®®. Periferik kan kokenli NK
hiicrelerine kiyasla kordon kani1 ve iIPSC kdkenli NK hicrelerinin fonksiyonel agidan

daha kullanish gériinmektedir®,

Optimal fonksiyon sergileyebilmeleri igin CAR-NK hucrelerinin uygulama
oncesinde IL-2 veya IL-15 gibi sitokinlerle gogaltilip aktive edilmesi gerekmektedir.
Aksi takdirde, dinlenme durumundaki NK hiicrelerinin 61diirme fonksiyonlarmin diisiik

oldugu gosterilmistir'®’

. NK hicrelerinin aktive edilmis veya c¢ogaltilmis olmasi,
kullanilan uyaric1 sitokinlerin se¢imi ve destekleyici hlcrelerin tipi gibi faktorler, NK
hicrelerinin  fenotipik ve fonksiyonel olarak farklilik g6stermelerine neden

olmaktadirt®®

. Ayrica, donma-¢6ziilme asamasinda canlihigini ve/veya aktivitesini
kaybetme ve in vivo ortamda kaliciliginin olmamasi gibi NK hiicrelerine 6zgu bazi

zorluklar bulunmaktadir.

ALL tedavisi i¢cin CAR-NK hiicre uygulamas1 monoklonal antikor tedavisi ile
kiyaslandiginda, CAR-NK hiicre terapisinin daha yiksek bir sitolitik etki ortaya
koyarak tumar hicrelerini daha etkin sekilde ortadan kaldirdigi goriilmiistir'®®. Diger
taraftan, NK hiicrelerinin klinik uygulama yapilabilecek miktarda ¢ogaltilmasi ve hangi
kaynaktan elde edilecegi konusundaki c¢eliskiler, fonksiyonel 6zellikleri korunmus NK

hiicre terapisinin gelistirilmesinde agilmasi gereken problemlerdir.

NK hiicre terapisinde hiicrelerin in vivo ortamdaki kalicihigir ve fonksiyonel
kabiliyetlerinin diisikk olmasmda, NK hiicrelerinin elde edilis, liretim ve saklanma
yontemlerinin yani sira hastalarin periferik kan dolasimi ve tiimdr mikrogevresindeki
immin-baskilayici ortamm da etkisinin oldugu sliphesizdir. Mikrogevrenin NK

hlcreleri Gzerindeki etkisi ile ilgili bilgiler asagida sunulmustur.
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2.6.3. Mikrocevrenin NK Hiicreleri ile Tliskisi

Normal kosullar altinda viicuttaki 6z hicreler tarafindan ifade edilen MHC-I
molekdlleri, NK hiicreleri igin inhibitor ligand islevi gérerek NK hiicre aktivasyonunu
baskilamaktadir’. Tumor hiicrelerinin NK hiicreleri tarafindan hedeflenerek yok
edilmesi ise, timor hiicre membraninda betimlenen ligandlarin NK hiicre aktivator
reseptorlerine baglanmasi veya sitotoksik T hiicrelerinin hedefinden kagmak igin MHC-
I betimlemesini durdurmast sonucu NK hcrelerinin aktivasyon sinyali alarak harekete

gecmesi ile gerceklesmektedirt’®.,

TUmor hiicre membranlarinda betimlenen ligandlara ek olarak, tumor-kokenli
¢ozliniir ligandlarin da NKG2D ve NKp44 araciligiyla NK hiicrelerini aktive ettigi
gosterilmistir'’. Bununla birlikte NK hicrelerinin MHC-I tasimayan veya NKG2D
betimlemesi yiiksek olan tiimdr hiicrelerini 6ldiirmede basarisiz olmasi'’?, timor

mikrogevresindeki immiin-baskilayici faktorlerin varligmi diisiindiirmektedir.

Normal sartlarda NK hiicreleri, esas olarak kemik iligindeki lenfoid oncul
hiicrelerden gelisip olgunlasarak periferik kan ve diger dokulara gegmektedir'’s. Ancak
bu surecin timor olusumu durumunda bozulmasiyla kemik iliginde NK hiicre
olgunlagsmasinin baskilandigina dair bulgular mevcuttur!’ 1®, Bu baskilanmaya neden
olan faktorler arasinda, kemik iligi mikrogevresindeki hiimoral bilesenlerin olduguna
dair bulgular mevcuttur. NK hiicrelerinin ¢ogalma ve sitotoksik fonksiyonlarini
baskilayan ve NKG2D ifadelerini kisitlayan TGF-B, timor mikrocevresinde Uretilen

176

hiimoral bilesenlere 6rnektir-’®. Ayrica, kemik iligi mikrogevresinde NK hiicre

olgunlasmasi i¢in gerekli olan tip I IFN sinyallerinin de baskilandig1 gdriilmiistiir!’’.

Solid timorlerin yani sira, 16semi mikrogevresinin de NK hicre aktivasyon ve
fonksiyonlarimi etkiledigine dair bulgular mevcut olup, mikrogevrenin lésemi
prognozunda énemli etkileri oldugu bilinmektedir!’®. Losemi mikrogevresi; stromal
hicreler ile lenfositler ve NK hcreleri gibi immin hiicreler, hiicre dis1 matris ve
sitokinler gibi hiimoral bilesenlerden meydana gelmektedir'’”®. AML’de mikrogevre
icerigi tanimlanmig olup, hiimoral bilesenler arasinda IL-1p, TNF-o ve IL-6 gibi pro-
enflamatuvar sitokinler ile IL-10, TGF-B ve IL-35 gibi inhibitér sitokinler
bulunmaktadir. Bu sitokinlerin yiiksek miktarda bulunmalari, regiilatér T hiicrelerinde
artisa neden olarak T hiicrelerinin 10semi blastlarina karsi toleransini arttirmakta ve

sitotoksik T hiicreleri ile NK hiicrelerinin islevlerini baskilamaktadir®e°,
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Diger kanser hiicreleri gibi 16semi hucreleri de immun hicrelerin fenotip ve
fonksiyonlarmi degistirmek suretiyle immun-gozetimden kagmaktadir. ALL'nin immin
gozetiminde NK hiicrelerinin rol oynadigma bulgular mevcut olmakla birlikte!®!,
Ozellikle tedaviye direncli veya niks gelisen 16semi olgularinda, immiin bilesenlerin
anti-16semi fonksiyonlar1 bozulmakta, l6semi hiicrelerinin kemik iligi mikrogevresinde
degisiklige neden olmasi kendilerinin hayatta kalmasini ve ilaca karsi korunmalarini

saglamaktadir'®?,

NK hucrelerinin in vitro kosullarda ALL blast hicrelerini 6ldurmede yetersiz
oldugu gosterilmis olup, ilerlemekte olan léseminin, NK hiicre olgunlasmasi tizerinde
olumsuz etkileri oldugu disiiniilmektedir. ALL'de NK hiicrelerinin sayisal, fenotipik ve
fonksiyonel farkliliklara sahip oldugu bilinmektedir'®®. B-ALL hastalarinda yapilan bir
calismada, NK hiicre fonksiyonlarmin bozulmasinda blast hiicrelerinden salinan TGF-

B’nin rolii oldugu gosterilmistir'®,

Literatirdeki calismalardan elde edilen tiim bulgular neticesinde, ldsemi
olgularinda kemik iligi mikrogevresindeki degisimlerin NK hiicre olgunlagsmasi, fenotipi
ve fonksiyonlarinda baskilayici etkiler gosterdigi ve bu durumun, NK hiicrelerinin anti-
l6semi fonksiyonlarin1 negatif yonde etkiledigi sonucuna varilmaktadir. Bununla
birlikte, dzellikle B-ALL hastalarinda 16semi mikrocevresinin NK hiicre fenotipi ve
islevsel Ozellikleri Uzerine etkileri net olarak bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda,
pediatrik B-ALL hastalarinin kemik iligi mikrogevresinin, hiimoral bilesenler ekseninde
NK hiicre fenotip ve fonksiyonlari lizerine etkileri ve bu etkilerin hiimoral bilesenlerden

olan sitokinlerle iliskisi incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsma Tasarim ve Katihmcilar

Caligmada, pediatrik B-ALL hastaliginda kemik iligindeki hiimoral bilesenlerin
sagliklt NK hiicreleri iizerine etkilerinin incelenmesi amaciyla, hastalardan alinan kemik
iligi plazma 6rnekleri ile immiinolojik agidan saglikli ¢ocuklarm periferik kanlarindan
elde edilen mononukleer hucreler birlikte kultiire edilerek, Kultlir sonrasi immiin
yanitlar degerlendirilmistir. Bu amagla, yeni tan1 almis ve tedavisine heniiz
baglanmamig pediatrik B-ALL hastalar1 (n=22, 13 erkek - 9 kiz) ile herhangi bir saglik
problemi ve ila¢ kullanim1 olmayan, puberte dncesi cocuklar (n=10, 6 erkek - 4 kiz) ele
alimmustir. ALL siiphesi ile laboratuvarimiza goénderilen ve ALL veya AML yodninden
patoloji saptanmayan pediatrik hastalar (n=19, 11 erkek - 8 kiz), hasta kontrol grubu

olarak galismaya dahil edilmistir. Calismanin deneysel tasarimi 6zet olarak Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
B-ALL Hastalarn Hasta Kontrol Grubu Saghkh Grup
— Kemik ligi 1 — Periferik Kan
Plazma Mononukleer Hicreler
Sitokin élctimi Hicre Kaltiri
+ luk +/parlak
IL-1p, IL-6, IL-10, e CD16°CD56*"* ve CD16-CD56"P™* NK
IL-18, IFN-2, hiicre alt gruplar1 _ .
IFN-BY IFN-y, e NKG2D ve PD-1 ifadeleri
TNF-a,, GM-CSF e Hicreici IFN-y, IL-10 ve TNF-a.
seviyeleri

e Proliferatif yanitlar

Sekil 3-1: Cahismanin deneysel tasarim

Her iki hasta grubuna ait kemik iligi ornekleri Istanbul Prof. Dr. Cemil
Tascioglu Sehir Hastanesi, Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi ve Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hematoloji ve Onkoloji

polikliniklerine basvuran hastalardan, hlcre kultirt ¢alismalarinda kullanilan saglikli



33

periferik kan drnekleri ise Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda kontrol amag¢li muayene edilen cocuklardan temin
edilmistir. Tiim katilimeilarin velileri tarafindan Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu
imzalanmis olup, calismanin etik kurul onayr Istanbul Universitesi Istanbul Tip

Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir.

3.2. Kemik Iligi immiinfenotiplemesi

Hasta gruplarmna ait kemik iligi 6rneklerinin, EDTA’l tiip igerisinde ve oda
sicakliginda Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dal1 laboratuvarmna ulastirilmasmin ardindan akan hiicre 6lger ile
immunfenotipleme gerceklestirilmistir. Bu amagla, laboratuvarimizda rutin olarak
uygulanmakta olan ALL tani ve B-ALL tiplendirmesine yonelik paneller kullanilmistir.
Panellerde kullanilan floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlar Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3-1: Akan hucre 6lger ile kemik iligi immiinfenotiplemesinde kullanilan monoklonal
antikorlar

Monoklonal antikor kjon

(anti-human)

Floresan Boya

Marka

CD7 M-T701 PE BD Pharmingen
CD10 HIi10a PE/Cy7 BD

CD19 SJ25C1 APC BD

Tam Paneli

CD33 WM53 Bv421 BD Horizon
CD34 8G12 FITC BD

CD45 HI30 BV510 BD Horizon
CD10 HI10a PE/Cy7 BD

CDlla HI111 BV650 BD Horizon
CD19 SJ25C1 APC BD

CD20 L27 APC/Cy7 BD

B-ALL Paneli

CD34 8G12 PE BD

CD38 HIT2 AlexaFluor 700  BD Pharmingen
CD45 HI30 BV510 BD Horizon
CD58 1C3 FITC BD Pharmingen
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Boyamadan Once kemik iligi 6rneklerinde otomatik kan sayim cihazi (Rayto,
RT-7600) ile kan sayimi gerceklestirilmistir. Tan1 ve tiplendirme panelleri i¢in iki ayri
tip icerisine monoklonal antikorlar pipetlendikten sonra, tizerine en az 2x10° beyaz kan
hicresi (white blood cell - WBC) iceren hacimde kemik iligi 6rnegi eklenmistir.
Vorteksle Kkaristirilan  Orneklerin - karanlikta ve oda sicakliginda 20 dakika
inklibasyonunun ardindan eritrositleri patlatmak igin tuplere FACS Lysing soliisyonu
(BD Biosciences, San Jose, ABD) eklenerek karistirilmig, 15 dakika karanlikta ve oda
sicakhiginda inkiibe edilmistir. Yikama i¢in Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buffered
Saline - PBS) eklenen tupler 1600 rpm’de 10 dakika 2 kez santrifiij edilmis, Ust Sivilar
uzaklastirildiktan sonra boyali hiicreler 300 ul PBS ile resiispanse edilmistir. Hiicrelerin
akan hiicre Olger ile degerlendirilmesinden hemen 6nce, B-ALL tiplendirmesi icin
hazirlanan tiip igerisine, ¢ekirdekli hiicreleri isaretlemek amaciyla floresan bir boya olan
Syto 41 (ThermoFisher Scientific, ABD) eklenmis ve 6rnekler NovoCyte (ACEA
Biosciences, ABD) akan hiicre Olcer cihazinda NovoExpress yazilimi ile

degerlendirilmistir.

3.3. Kemik iligi Plazma Orneklerinin Ayrstiriimasi
B-ALL ve hasta kontrol gruplarma ait kemik iligi plazmalarinin elde edilmesi

icin ilk olarak kemik iligi drnekleri 3000 rpm devirde 5 dakika santrifuj edilerek
hiicreler ¢oktiiriilmiistir. Pellet Uzerinde bulunan plazma 6rnekleri ayri tiipler icerisine
toplanarak 3500 rpm devirde 10 dakika 2 kez santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
toplanan plazma 6rnekleri Eppendorf tiipler icerisinde kullanilincaya kadar -20°C’de
dondurularak saklanmustir. Plazma drneklerinin ayristirilma asamasinda tum islemler

steril kosullarda gerceklestirilmistir.

3.4. Saghkh Periferik Kan immiinfenotiplemesi

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan saglikli monontkleer hicrelerin elde
edilmesi icin, puberte oncesi saglikli ¢ocuklardan periferik kan ornekleri alinmustir.
Mononikleer hiicre izolasyonundan 6nce, oda sicakhiginda ve heparinli tiip icerisinde
laboratuvarimiza ulastirilan periferik kan 6rneklerinde (9 ml) hiicre sayimi yapilarak,
akan hucre olcer imminfenotiplemesi ile tam kandaki T, B, NK ve NKT hicre
seviyeleri tespit edilmistir. Immiinfenotipleme icin BD Multitest (BD Biosciences, San
Jose, ABD) 4 renkli monoklonal antikor kokteylleri kullanilmis olup, igerikteki her bir

antikorun klonu ve isaretli oldugu floresan boyalar Tablo 3.2’de gosterilmistir.
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Tablo 3-2: Periferik kan immuinfenotiplemesinde kullanilan monoklonal antikorlar

Monoklonal antikor

(anti-human) Klon Floresan Boya Marka
CD3 SK7 FITC

T Hucre Kokteyli . S ok gg gliglstggztcés
CD8 SK1 PE
CD45 2D1 PerCP
CD3 SK7 FITC

B/NK Hiicre CD16/CD56 B73.1/NCAM 16.1 PE BD Multitest /
Kokteyli CcD19 SJ25C1 APC BD Biosciences

CD45 2D1 PerCP

Tam kan Orneklerinde immdinfenotipleme igin, iki ayr1 tiip icerisine 4 renkli
monoklonal antikor karisimlar: ve Gizerine en az 1x10° hiicre iceren hacimde periferik
kan Ornegi eklenerek karistirilmis ve 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
eritrositleri patlatmak icin tlplere FACS Lysing soliisyonu eklenmis ve vorteks ile
karistirilarak 15 dakika inkiibe edilmistir. Tim inkiibasyonlar karanlikta ve oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Son asamada, tiiplerin {izeri PBS ile tamamlanmis ve
1800 rpm devirde 2 kez santrifiij edilerek yikama yapilmistir. Santrifiij sonrasi lst
swvilar uzaklastirilarak pellet tzerine 300 ul FACSFlow Sheat sivisi (BD Biosciences,
San Jose, ABD) eklenmistir. Ornekler FACSCalibur (BD, San Jose, ABD) akan hiicre

Olcer cihazinda okutularak CellQuest yazilimi ile analiz edilmistir.

3.5. Saghkh Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Saglikli periferik kan Orneklerinden periferik kan mononukleer hicreler
(peripheral blood mononuclear cell - PBMC) gradyan santriftij yontemi ile izole
edilmistir. Bu dogrultuda, heparinli tip icerisindeki periferik kan drnekleri (9 ml) 1:1
oraninda PBS ile sulandirilarak, kan ile esit hacimdeki Lenfosit Seperasyon Medyumu
(yogunluk: 1,077 gr/ml) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) (zerine iki
ayr1 faz olusturacak sekilde yayilmistir. Falcon tlp igerisindeki ¢rnekler 2000 rpm
devirde 20 dakika santrifilj edildikten sonra interfaz tabakasi toplanarak 15 ml’lik
Falcon tiipe aktarilmis ve iizeri PBS ile tamamlanarak 2000 rpm devirde 10 dakika
santrifij edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist sivilar uzaklastirilarak PBS ile 1250 rpm

devirde 10 dakika ikinci kez yikama yapilmustir. Ust sivilar uzaklastirildiktan sonra
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hlcreler fetal sigir serumu (fetal bovine serum - FBS) icermeyen, 1 ml zenginlestirilmis
RPMI-1640 medyumunda (Gibco, Paisley, Ingiltere) resiispanse edilmis ve hiicre
sayimt yapimistir. RPMI-1640 zenginlestirilmesinde % 1 antibiyotik karigimi
(penisilin-streptomisin), % 1 L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum
pirivat ve minimum esansiyel medyum (MEM) vitaminleri kullanilmistir. TUm

asamalar steril ortam ve ekipman kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.5.1. RPMI-1640 Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi
Kiiltiir deneylerinde hiicreler i¢in besi yeri olarak kullanilan RPMI-1640

medyumunun hazirlanmasinda asagidaki malzemeler belirtilen oranlarda kullanilmistir:
500 ml RPMI-1640 icerisine;
» % 1 Penisilin / Streptomisin
> % 1 Kanamisin
> % 1 MEM vitaminler
> % 1L Glutamin

Standart in vitro deneylerde kullanilan RPMI-1640 medyumu igerisine % 10 (50
ml) FBS eklenmekle birlikte, bu tez ¢aligmasma 6zel olarak FBS eklenmemis olup,

gereken durumlarda digaridan %10 oraninda kiiltiir ortamina ilave edilmistir.

3.6. Kemik iligi Plazma Orneklerinin Saghkh PBMC’ler ile Kiilturi

B-ALL ve hasta kontrol grubuna ait kemik iligi plazma igeriginin saglikli NK
hicreleri zerine etkilerini saptamak amaciyla, hastalardan alinip dondurulan plazma
ornekleri ile saghikli periferik kan orneklerinden elde edilen mononukleer hiicreler
birlikte kiltiire edilmistir. Bu amagla plazma oOrnekleri +4°C’de ¢ozdiiriilmiis ve
herhangi bir hiicresel kalnti1 igermemeleri i¢in 0,22 um steril enjektor filtresi
kullanilarak filtre edilmistir. Saglikli PBMC’ler FBS icermeyen RPMI-1640 medyumu
icerisinde 1x10° hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde kiiltiir plaklarmna ekilmis ve
uzerine toplam hacmin % 10’u olacak hacimde B-ALL ve hasta kontrol grubu plazma
ornekleri eklenmistir. Ayrica, standart hiicre kiiltlirii ortamu ile karsilastirmak amaciyla
diger bir kosul olarak plazma ilavesi olmaksizin hiicrelerin Gzerine % 10 FBS eklenmek

suretiyle toplam 3 kuyucuk olusturularak hiicre kilturi yapilmistir.
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Tim kiiltir deneyleri steril kosullar altinda gerceklestirilmis olup, plazma
orneklerinin saglikli NK hiicre alt gruplari, immiinfenotipleri ve fonksiyonlar1 iizerine
etkisini incelemek igin 24 ve 72 saat streyle iki farkl kiiltiir diizenegi olusturulmustur.

Kdltur deneylerinde uygulanan plak tasarimi Sekil 3.2°de gosterilmistir.

PBMC PBMC PBMC

(1x10° h/ml) (1x10° h/ml) (1x10° h/ml)

+ + +
B-ALL hasta grubu Hasta kontrol % 10 FBS
% 10 plazma grubu % 10 plazma

Sekil 3-2: Hiicre Kiiltiirii deneylerinde plak tasarimi

3.6.1. NK Hiicre Alt Gruplarinda Hiicre I¢i Sitokin Tayini
RPMI-1640 medyumu igerisinde resiispanse edilmis saglikli PBMC’ler (1x10°

hiicre) 24 kuyucuklu kiiltiir plaklarinda ekildikten sonra, lizerine toplam hacmin % 10’u
hacimde (100 ul), B-ALL ve hasta kontrol grubuna ait filtrelenmis kemik iligi
plazmalar1 ve kontrol olarak % 10 FBS (100 ul) eklenmistir. Kuyucuklarm Uzerine
toplam hacim 1 ml olacak sekilde FBS icermeyen RPMI-1640 medyumu eklenerek
toplam 3 kosul olusturulmustur. Her bir kuyucuga, hiicre i¢i sitokin Uretimini uyarmak
amaciyla rekombinant IL-12(p70) sitokini (15 ng/ml) (Biolegend, San Diego, ABD)
eklendikten sonra pipetaj yapilarak homojen bir sekilde karismasi saglanmis ve 37°C’de
% 5 CO- igeren etlivde 24 saat kultire edilmistir. Hucre kiltiriinin 20. saatinde kiltur
plaklarma Brefeldin A (2,5 mg/ml) (Biolegend, San Diego, ABD) ilave edilerek

sitokinlerin hicre i¢inde tutulmasi saglanmustir.

Kiiltir sonrast toplanan hiicreler PBS ile 1800 rpm devirde 10 dakika
yikandiktan sonra st sivilar uzaklastirilmis ve NK hucrelerini tespit etmek icin ilk
olarak hiicre ylizey boyamasi1 gerceklestirilmistir. Bu amagla, {lizerine CD3, CD16,

CD56 ve PD-1 molekillerine 6zgl floresan boya ile isaretli monoklonal antikorlar
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eklenen hiicreler 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben PBS ile 1800 rpm’de
10 dakika yikama yapilmis ve Ust sivilar uzaklastirildiktan sonra, hiicre i¢i boyama
asamasina gecilmistir. Hiicre yiizey ve hiicre i¢i boyamada kullanilan monoklonal

antikorlar Tablo 3.3’te listelenmistir.

Tablo 3-3: Kiiltiir sonras1 hiicre yiizey ve hiicre ici boyamada kullamlan monoklonal
antikorlar

Monoklonal antikor Kjon Floresan Boya Marka

Kullanim Yeri (anti-human)

CD3 OKT3 BV785 Biolegend

CD16 3G8 PE Biolegend
Hucre Ylzey

CD56 B159 PE/CF594 BD Biosciences

PD-1 EH12.2H7 Alexa Fluor 700 Biolegend

IFN-y B27 PE/Cy7 Biolegend
Hiicre i¢i IL-10 JES3-9D7 BVv421 Biolegend

TNF-a MAb11 APC/Cy7 Biolegend

Hcre ici sitokin seviyelerini tespit etmek amaciyla Fiksasyon/Permeabilizasyon
kiti (Abcam, Cambridge, Ingiltere) iiretici firmanin protokoliine uygun olarak
kullanilmistir. Bu protokole gore hiicrelerin Uzerine 6ncelikle fiksasyon sollisyonu
eklenerek 15 dakika inklibasyon gerceklestirilmis ve PBS ile 1800 rpm devirde yapilan
santrifuj sonrasi tist sivilar uzaklastirilmistir. Ardindan hiicre ylzeyinde porlar agilmasi
amactyla permeabilizasyon soliisyonu eklenen hiicrelerin iizerine, es zamanli olarak
hiicre iginde tespit edilmek istenen IFN-y, IL-10 ve TNF-a sitokinlerine yonelik
monoklonal antikorlar (Tablo 3.3) ilave edilmis ve 15 dakika inkiibe edilmistir. Hiicre
yiizey ve hiicre i¢ci boyamanmn tiim asamalar1 karanlikta ve oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. PBS ile 1800 rpm devirde yapilan yikamanin ardindan {ist sivilar
uzaklastirilmis ve pelletin iizerine 300 ul PBS eklenmistir. Ornekler Cytek Aurora
(Cytek Biosciences, Kaliforniya, ABD) spektral akan hiicre 6lger cihazinda SpectroFlo

programi ile degerlendirilmistir.

3.6.2. NK Hiicre Proliferatif Yamtlarimn Olgiilmesi
Kemik iligi hiimoral bilesenlerinin saglikli NK hticre proliferasyon kapasitesi

uzerine etkilerini belirlemek icin, floresan bir boya olan Karboksifloresein Stksinimidil
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Ester (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester - CFSE) ile boyamaya dayali hiicresel
proliferasyon deneyi gergeklestirilmisti. Bu amacgla FBS icermeyen RPMI-1640
medyumu icerisindeki PBMC stispansiyonu uzerine CellTrace CFSE Proliferasyon Kit
(ThermoFisher Scientific, ABD) ile hazirlanmis 1 pul CFSE (5 mM) eklenerek +4°C’de
6 dk inklbe edilmistir. PBS ile 1800 rpm’de yapilan yikamanm ardindan tist sivilari
uzaklastirilan hiicreler FBS igermeyen RPMI-1640 medyumu (1 ml) ile reslispanse

edilmis ve hiicre sayim1 yapilmustir.

CFSE ile boyali PBMC’ler (5x10°) 48’lik kiiltiir plaklarma ekildikten sonra,
toplamin % 10’u hacimde (50 pl) filtrelenmis B-ALL ve hasta kontrol grubu plazma
ornekleri ile kontrol olarak FBS (50 pl) ilavesi yapilmistir. Her bir kuyucugun iizeri
toplam 500 pul olacak sekilde FBS igermeyen RPMI-1640 medyumu ile tamamlanarak
toplam 3 ayr1 kosulda hiicre kilturi gerceklestirilmistir. Her kuyucuga proliferasyonu
uyarmak i¢in 5 ul/ml konsantrasyonda fitohemaglutinin (phytohaemagglutinin - PHA)
(ThermoFisher Scientific, ABD) eklendikten sonra pipetaj yapilarak karistirilmis ve % 5
CO; igeren 37°C etiivde 72 saat siireyle kiltiire edilmistir. Tiim asamalar steril

kosullarda gergeklestirilmistir.

Kiiltiir sonrasi her bir kuyucuktan alinan 300 ul hiicre siispansiyonu 3 ayr1 tiipe
toplanmis ve tizerlerine NK hicrelerini isaretlemek amaciyla CD3, CD16 ve CD56 ile
bir NK hiicre aktivator reseptori olan NKG2D molekdillerine yonelik floresan boya ile
isaretli monoklonal antikorlar eklenmistir. Kullanilan monoklonal antikorlara ait bilgiler

Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3-4: NK hiicre proliferatif yamitlarimin 6l¢iimiinde kullamlan monoklonal antikorlar

Monoklonal antikor

(anti-human) Klon Floresan Boya Marka

CD3 UCHT1 PE/Cy5 BD Biosciences
CD16 MADb11 PE/Cy7 Biolegend
CD56 B159 PE/CF594 BD Biosciences
NKG2D 1D11 PE Bio-Rad

Monoklonal antikorlarla 20 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkube edilen
hicrelerin proliferatif yanitlar1 Cytek Aurora (Cytek Biosciences, Kaliforniya, ABD)

akan hiicre 6lger cihazinda SpectroFlo yazilimi ile 6l¢llerek degerlendirilmistir.
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3.7. Kemik iligi Plazmalarinda Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

B-ALL hastalarinin kemik iligi plazma igeriginin saglikli NK hiicreleri (izerine
etkilerinin incelenmesini takiben, tespit edilen etkilerin kemik iligindeki sitokin
seviyeleriyle iligkisi arastrilmistir. Bu amagla, ¢ozunir molekul duzeylerini boncuk-
bazli imminolojik bir metot ile saptayan multipleks yontemi ile kemik iligi plazma
orneklerindeki IL-1f, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-a2, IFN-B, IFN-y, GM-CSF ve TNF-
a seviyeleri dlgiilmiistiir. Olgiim icin LEGENDplex kit (Biolegend, San Diego, ABD)
kullanilmis olup, 6rneklerin boyama asamalar1 kit igerisindeki protokole uygun olarak
gergeklestirilmistir. Ozetle, calisma oncesinde ¢ozdiiriilen plazma oOrnekleri ve
caligmada kullanilacak Kit icerisindeki soliisyonlar oda sicakligina getirilmistir. 96
kuyucuklu konik tabanli mikroplak igerisine, azalan konsantrasyonlardaki standartlar
(25 pl) ve plazma ornekleri (25 ul) tekrarl olarak pipetlenmistir. Olgiimii yapilacak
sitokinlere yonelik olarak Kit icerisinde bulunan mikro-boncuklardan bir karisim
hazirlanarak her bir kuyucuga 25 pl boncuk karisimi eklenmistir. Mikroplaklar 2 saat
stireyle karanlikta ve oda sicakliginda, calkalayici tizerinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan plaklar 1050 rpm devirde 5 dakika 2 kez santrifiij edilerek
yikama yapilmis, lst sivilar uzaklastirildiktan sonra her kuyucuga tespit edici antikor
(25 pl) eklenmistir. Mikroplaklar 1 saat karanlikta ve oda sicakliginda ¢alkalanarak
inkiibe edildikten sonra floresan boya ile konjuge bir madde olan SA-PE (25 pl) sivisi
eklenerek, karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika calkalanarak inklbe edilmistir. Stire
bitiminde 1050 rpm devirde 5 dakika 2 kez yikanan plaklara iist sivilarin
uzaklastirilmasmin ardindan 150 pl yikama soliisyonu eklenmistir. Mikroplaklardaki
ornekler tiiplere aktarildiktan sonra NovoCyte akan hiicre dlger cihazinda okutulmus ve

LEGENDplex Veri Analizi Yazilimu ile sitokin seviyeleri degerlendirilmistir.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel hesaplamalar1 IBM SPSS 17.0 istatistik programu ile
yapilmistir. Gruplarin normal dagilima uygunluklarinin belirlenmesinde Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilmigtir. Normal dagilima uyan (parametrik) Uclii gruplar arasi
Karsilastirmalar icin ANOVA ve post-hoc analiz i¢in Tukey testi uygulanmistir.
Parametrik olmayan degerler icin ANOVA testi ve post-hoc Dunnett testi kullanilmistr.

Parametrik dagilima sahip ikili gruplarmn karsilastirilmasi ise Bagimsiz Orneklem T testi
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ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 (p<0,05) kabul edilmistir. Verilerin grafiksel
¢izimleri igin GraphPad 7.0 programi kullanilmistir.

3.9. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Caligmalarda kullanilan kimyasal malzemeler, Tablo 3.5’te listelenmistir.

Tablo 3-5: Deneylerde kullamlan kimyasal malzemeler

Kimyasal Adi Kullamim Amaci Marka
_ Akan hiicre olger g.ahsn'qala'rmda tam kan BD Biosciences /
FACS Lysing boyama sonrasi eritrositlerin patlatilmasi
San Jose, ABD
amaciyla kullanilir.
K_gn |Ie" |zotop|k bir cozelti (pH=7,4)_ 9_Iu_p, Sigma-Aldrich /
PBS hiicre siispansiyonu hazirlama ve santrifij ile : .
. . Missouri, ABD
hiicrelerin yikanmasinda kullanilir.
Hiicre kiiltiiriinde besi yeri olarak kullanilir.
RPMI-1640 Kullanilmadan ~ 6nce  antibiyotikler ~ ve  Gibco/ Paisley,

Penisilin/Streptomisin,

zenginlestirme maddeleri eklenerek hazir hale
getirilir.

Hicre kiiltir medyumu zenginlestirmede

Ingiltere

Gibco / Paisley,

Kanamisin antibiyotik olarak kullanilir. Ingiltere

L-Glutamin Hiicre kiiltiirii besi yerini zenginlestirmek igin Glb.CO/ Paisley,
kullanilir. Ingiltere

MEM Vitamin Hicre kiiltiirii besi yerini zenginlestirmede Gibco / Paisley,

soltisyonu kullanilir. Ingiltere

FBS Hicre  kdltirinde  RPMI-1640  kaltur

(1s1 ile inaktive edilmis

medyumunu zenginlestirmede (%10 oraninda)

Gibco / Paisley,

fetal sig1r serumu) kullanilan protein ¢ozeltisidir. Ingiltere
Akan hicre olcer ile hiicre yiizey boyamasini
takiben hiicre i¢ci molekdllerin tespit edilmesi
Eiksasvon / icin kullanilir. Fiksasyon soliisyonu hiicrelerin ~ Abcam /
Perme}ollbilizas on kit membran bitinligini korumada kullanilir.  Cambridge,
y Ardindan uygulanan permeabilizasyon  ingiltere
soliisyonu ile hiicre membraninda porlar
acilmasi saglanir.
. . e . Capricorn
Lenfosit Seperasyon !(an ornek!‘erlnden .gradya_n santrifuyj yontemi Scientific /
ile mononiikleer hiicrelerin ayristirilmasinda
Medyumu (1,077 gr/ml) Ebsdorfergrund,
kullanilir.
Almanya

FACSFlow Sheat

Akan hiicre 6lger cihazinda kullanilan, hiicre

siispansiyonlari ile izotonik 6zellikte bir sividir.

BD Biosciences /
San Jose, ABD




3.10. Cahsmalarda Kullanmilan Makine / Techizat

Deneylerde

listelenmistir.

kullanilan makine ve teghizata dair

Tablo 3-6: Deneylerde kullamilan makine ve techizat
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bilgiler Tablo 3.6’da

Makine / Teghizat

Kullanim Amaci

Marka/Model

Otomatik kan sayim
cihazi

Otomatik pipetler (10
upl, 100 pl, 1000 pl)

Laminar akim kabini

Etlv

Vorteks

Santrifij

FACSCalibur

NovoCyte

Cytek Aurora

Kemik iligi, periferik kan ve diger
stspansiyon formundaki hiicrelerin sayimi

Kiigtk hacimli sivilarin aktarimi

Kiiltiir igin hiicrelerin hazirlik agamalarinda
steril ortam olusturulmast

37°C ve % 5 CO; iceren, nemlendirilmis,
steril ortamda hucrelerin kiiltiire edilmesi

Tiip icerisindeki hiicre siispansiyonlarinin
karigtirilmasi

Hiicrelerin yikanmasi ve ¢oktiiriilmesi
Akan hiicre olger cihazi (4 renk)
Akan hiicre Olger cihazi (13 renk)

Spektral akan hiicre 6lger cihazi (25 renk)

Rayto / RT-7600

Axypet, Pipetmen

Nuve LN 120

ThermoScientific

DigitMex

Nive NF 800R

BD Biosciences

ACEA
Biosciences

Cytek Biosciences
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4. BULGULAR

4.1. Kemik Iligi Orneklerinin immiinfenotipik Olarak Degerlendirilmesi

ALL siiphesi bulunan ve Kkesin tani istemi ile laboratuvarimiza gonderilen kemik
iligi ornekleri, akan hiicre 6lger ile imminfenotipik olarak degerlendirilmis ve ALL
veya AML acisindan patoloji saptanmayan ornekler hasta kontrol grubuna dahil
edilirken, B-ALL tanisi koyulan 6rneklerde blast fenotipini belirlemek amaciyla B-ALL
paneli calisilmistir. Ayrica, ¢alismaya dahil olan saglik kurumlar: tarafindan yeni tani
koyulan, tedavi 6ncesi (0. giin) B-ALL hastalarina ait 6rnekler de ¢alisma kapsaminda

degerlendirilmistir. Hastalara ait demografik veriler Tablo 4.1°’de sunulmustur.

Tablo 4-1: Hasta gruplarina ait demografik veriler

B-ALL (n=22) Hasta Kontrol Grubu (n=19)
Cinsiyet 13 erkek - 9 kiz 11 erkek - 8 kiz
Yas Ort. 43 1,7
(minimum-maksimum)  (1-13) (1-17)

Otoimmdin hepatit, Evans sendromu
Viral enfeksiyon
B-ALL Otoimmin hemolitik anemi

Tam (Blast fenotipi CD10*CD19%) Immiin trombositopenik purpura
Trombositopeni
Bisitopeni

MSS tutulumu Yok -

Olim Yok 1/19

Immiinfenotipleme oncesinde kemik iligi drneklerinde kan sayimi yapilmis ve
kullanilacak 6rnek miktar1 WBC sayis1 dikkate alinarak belirlenmistir. Calismaya dahil
edilen B-ALL ve kontrol grubu hastalara ait kan sayim degerleri Tablo 4.2°de
verilmigtir. Hastalarin kan sayim degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; B-
ALL hastalarma ait kemik iligi 6rneklerindeki lenfosit ve monosit sayilarinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p=0,0001, p=0,045, sirasiyla), graniilosit
sayilarmin ise diisiik oldugu tespit edilmistir (p=0,001) (Sekil 4.1). Benzer sekilde, B-
ALL hastalarinin lenfosit ve monosit oranlar1 kontrol grubu hastalarla kiyaslandiginda
anlamli derecede ylksek (p=0,0001, p=0,014, sirasiyla), graniilosit oranlarinin ise diisiik
oldugu goriilmiistiir (p=0,0001) (Sekil 4.1).



Tablo 4-2: Yeni tam (0. giin) kemik iligi 6rneklerinde kan sayim degerleri

B-ALL

Hasta Kontrol

Ortalama deger (x10%/ul)
(minimum-maksimum)

Ortalama deger (x10%/ul)
(minimum-maksimum)

54,91 42,67
#WBC (10,67-124,66) (7,63-84,52)
_ 38,57 10,27
# Lenfosit (6,96-77,71) (2,18-28,98)
_ 5,86 3,45
# Monosit (1,41-19,16) (0,59-9,08)
o 10,46 28,95
# Granulosit (1,87-27,81) (1,51-57,69)
. 69,77 27,57
% Lenfosit (21,01-86,1) (13,2—69,6)
_ 10,56 8,16
% Monosit (5,9-17,2) (5,4-10,7)
- 19,68 64,27
% Granulosit (6,5-61,8) (19,7-80,01)
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Sekil 4-1: Yeni tam (0. guin) kemik iligi 0rneklerinde kan sayim degerlerinin

istatistiksel karsilagtirmasi
*p<0,05, ***p<0,001
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Kan saymmmnin ardindan akan hiicre Olger ile yapilan tant paneli
degerlendirmesinde, ilk olarak 6nden sag¢ilim (forward scatter — FSC) ve yandan sa¢ilim
(side scatter — SSC) grafigi olusturulmus ve hiicre debrisi diglanmak suretiyle tiim
hiicreler kapilanarak (P1) en az 2x10° hiicre okutulmustur. Kapi icinde SSC/CD45
grafigi olusturularak CD45 betimlemesine gore blast popiilasyonu incelenmistir. CD45
ifadesi yiksek olan hicreler olgun lenfositleri tanimlarken, CD45 ifadesi soluk olan
hlcreler blast hiicreleri olarak kapilanmistir. Blast kapisi iginde CD7, CD10, CD19,
CD33 ve CD34 betimleme seviyeleri incelenerek ALL ve AML patolojisi agisindan
degerlendirme yapilmistir. Blast hiicrelerinin kapilanma stratejisi, B-ALL ve kontrol

grubu hasta 6rneginde karsilastirmali olarak Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4-2: Kemik iligi 6rneklerinde blast popiilasyonlarimin kapilanma stratejisi

Blast orant % 20’nin altinda olan ve B-/T-ALL veya AML’ye yonelik
belirteclerin (CD19, CD7 ve CD33) diisiik seviyede oldugu drnekler hasta kontrol grubu

olarak degerlendirilmistir. Blast oran1 % 20’nin iistlinde olan Orneklerde T-ALL veya
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AML’ye yonelik belirtecler negatif iken, yiksek CD10 ve CDI19 pozitifligi olan
ornekler B-ALL hasta grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Sekil 4.3°te bir B-ALL

hastasina ait kemik iligi tan1 analizi gorilmektedir.
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Sekil 4-3: Yeni tam (0. gun) B-ALL hastasina ait kemik iligi 6rneginde akan hiicre
olcer ile tam paneli analizi
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Tani paneli analizini takiben B-ALL tanis1 koyulan hastalarda blast fenotipini
belirlemeye yonelik olarak B-ALL paneli ¢alisgilmis ve CD10, CD11a, CD19, CD20,
CD34, CD38, CD45 ve CD58 betimleme 6zelliklerine gore blast popiilasyonunun tani

anmdaki (0. giin) immiinfenotipi belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4-4: Yeni tam (0. giin) B-ALL immunfenotiplemesi
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Tan1 panelinden farkli olarak akan hiicre Olger ile B-ALL imminfenotipleme
paneli degerlendirmesinden hemen énce drnekler Syto 41 ile boyanmistir. Floresan bir
boya olan Syto 41 hiicre igine kolayca girerek niikleik asitleri boyama 6zelligine sahip
olup, Syto 41" hiicreler kapilanmak suretiyle c¢ekirdekli hiicrelerin eritrositlerden ve
hiicre debrisinden ayirt edilmesi mimkin olmaktadir. Bu 6zelliginden faydalanilarak
Syto 41 ile boyanan orneklerde hiicre debrisi diglanarak kapilama yapilmig ve Syto 417
olan hiicreler secilmistir. Syto 41* hiicre (en az 2x10° hiicre) kapis: i¢inde SSC/CD19
grafigi olusturulmus ve diger tim belirtecler CD19" hiicre popilasyonu icerisinde
degerlendirilmigti. CD19" hiicrelerin CD10, CD1la, CD34, CD38 ve CD58

molekiillerini betimlemelerine bagl olarak blast fenotipi belirlenmistir.

4.2. Saghkh Periferik Kan Immiinfenotipleri

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanmak i¢in PBMC izolasyonu yapilmadan
once, saglikli periferik kan 6rneklerinde tam kan boyamasi gerceklestirilerek akan hiicre
6lcer ile CD3*, CD4* ve CD8" T hiicre alt gruplar1 ile CD19* B, CD3'CD16"CD56" NK
ve CD3*CD16'CD56" NKT hiicre seviyeleri belirlenmistir. Yapilan degerlendirme
sonucunda, NK hiicreleri basta olmak {lizere immiin hiicre seviyelerinde yetersizlik
olmadig tespit edilen tiim saglikli ¢ocuk vericiler galismaya dahil edilmistir. Saghkli

cocuk katilimcilara ait immiin parametre degerleri Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4-3: Saghkh periferik kan immiinfenotip degerleri

Lenfosit kapisi icinde Ortalama Deger (%0) Standart Sapma
CD3 78,84 6,44
CD4 38,02 7,13
CD8 28,71 5,22
CD19 13,64 3,91
CD3CD16"CD56" 11,05 7,74
CD3*CD16*CD56* 7,25 5,19

4.3. Kultur Sonras1 NK Hiicre Alt Gruplar ve PD-1 Betimleme Seviyeleri

Hasta gruplarmna ait kemik iligi plazma Ornekleri, saglikli PBMC’ler iizerine %
10 hacimde eklendikten sonra hucreler rekombinant IL-12 sitokini ile uyarilmis ve 24
saat hucre kilturt gergeklestirilmistir. Kiiltiir sonras1 CD3, CD16 ve CD56 monoklonal

antikorlariyla hiicre ylizey boyamasi yapilarak NK hiicre alt gruplar1 isaretlenmis ve bu
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alt gruplarin PD-1 ifade seviyeleri 6lgiilmiistiir. Sekil 4.5’te NK hiicre alt gruplarinin

kapilanma stratejisi FBS ile kiiltiire edilen kontrol 6rnegi lizerinde gosterilmistir.

4.0M 4

3.0M

CD3- CD3*

SSC-A
S8C-A

2.0M

1.0M—

0 - T

0 10* 10° ' ””1'0‘
CD3BV785
CD3-CD16*CD56: Ik
o
g CD3CD16-CD56Prlk
@)

0 10* 10° 10°

CD56 PE/CF594

Sekil 4-5: NK hiicre alt gruplarimin akan hicre 6élgerde kapilanma stratejisi

Yukarida goriildiigti gibi, FSC/SSC grafiginde cizilen lenfosit kapis1 (P1) icinde
CD3* ve CD3 hiicreler ayr1 ayr1 kapilanmis ve NK hiicrelerini tespit etmek i¢in CD3"
hiicre popiilasyonu igerisinde CD16/CD56 grafigi olusturulmustur. NK hticreleri CD3
CD16*CD56%"" ve CD3:CD16°CD56"% hiicreler olmak (izere iki ayr1 alt grup olarak

tespit edilmis ve her iki NK hiicre alt grubu icerisinde PD-1 seviyeleri 6lgtilmiistiir.

100 FBS
HE B-ALL
Hl Hasta Kontrol

_%ﬁi

6T

soluk parlak

CD16 CD56 CD16 CD56

Sekil 4-6: 24 saat hiicre kiiltiirii sonras1 CD16"CD56™"¥ ve CD16 CD56""# NK
hiicre oranlarindaki degisim
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Istatistiksel olarak analiz edildiginde, B-ALL ve hasta kontrol grubu plazmalar1
varliginda 24 saat kiiltiire edilen saglikli hiicrelerin CD3"CD16*CD56°°"k NK hiicre alt
grup oranlari ile FBS igeren kosuldakiler arasinda anlamli fark olmadigi goriilmiistiir.
CD3CD16CD56""2 NK hiicre alt grubu seviyelerinin ise B-ALL plazmasi eklendigi
durumda FBS ve hasta kontrol grubuna gore diistiigii gézlemlenmekle birlikte,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05). FBS, B-ALL ve kontrol
grubu hasta plazmalar1 eklenen kiiltiir kosullar1 altinda saglikli CD3°CD16*CD56%! ve
CD3'CD16'CD56P" NK hiicre alt grup oranlarindaki degisimler Sekil 4.6’da

gosterilmistir.

Diger taraftan, B-ALL plazmas: eklenen kosuldaki CD3"CD16*CD56% NK
hiicre PD-1 ifade diizeyinin kontrol grubu hasta plazmasi eklenen kosula kiyasla anlaml1
derecede yiksek oldugu tespit edilmistir (p=0,003) (Sekil 4.7). Benzer sekilde, CD3"
CD16°CD56P*'3k NK hiicrelerinin PD-1 seviyeleri de B-ALL plazmas1 varliginda artis
gostermis olup, FBS ve hasta kontrol grubu plazmasi varligindaki kosullara gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,0001, p=0,0001, sirasiyla). Hasta kontrol
grubu ile FBS eklenen kosullar birbiri ile kiyaslandiginda ise, her iki NK hiicre alt

grubu oranlarmin ve PD-1 ifade seviyelerinin benzer oldugu gorilmiistiir (p>0,05).

101 FBS
Il B-ALL
87 e Bl Hasta Kontrol
* * *

—
i
B 6
fa)
o * *
e 4 —

soluk

cD16'CD56 cD16CD56""

Sekil 4-7: Farkh kosullarda 24 saat Kiiltiir sonras1 NK hicre alt gruplarimn PD-1
betimleme seviyeleri

**p<0,01, ***p<0,001

4.4. Kultur Sonras1 NK Hcre Alt Gruplarmmn Sitokin Seviyeleri

Sagliklt NK hiicre alt gruplar1 ve PD-1 seviyelerinin dlgimunu takiben 24 saat
hicre kulttrinde 1L-12 uyarimina cevaben NK hicre alt gruplarindaki sitokin seviyeleri
incelenmistir. B-ALL plazmalarmin eklendigi kosullarda CD3"CD16*CD56%" NK
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hicre IFN-y seviyeleri FBS uyarimli kosula gore diisiik olmakla birlikte istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.8). Kontrol grubu hasta plazmasi
eklenen kosulda IFN-y*CD3'CD16*CD56° NK hiicre oranlarnm FBS ilave edilen
kosuldakilere kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (p=0,001). CD3
CD16°CD56P*2k NK hiicre IFN-y diizeylerinin ise, hem B-ALL hem de kontrol grubu
hasta plazmalar1 eklenen sartlarda FBS iceren kosula gore anlamli derecede diisiik

oldugu goriilmiistiir (p=0,009, p=0,003, sirasiyla) (Sekil 4.8).

CD3 CD16'CD56%\k

6 - FBS
Bl B-ALL
Bl Hasta Kontrol

%

%
EN

Sekil 4-8: Farkh Kkiiltiir kosullarinda IL-12 uyarimina yamt olarak saghkh NK
hiicre alt gruplarimn hiicre ici sitokin seviyeleri

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

B-ALL plazma ilavesinin IFN-y seviyeleri tizerindeki etkisinden farkli olarak,
CD3CD16*CD56%k NK hiicrelerindeki IL-10 seviyelerini hem FBS hem de hasta
kontrol grubu plazmasi eklenen kosullara kiyasla anlamli derecede yiikselttigi tespit

edilmistir (p=0,003, p=0,003, sirasiyla) (Sekil 4.8). Hasta kontrol grubu plazmasi ile
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FBS eklenen kosullardaki 1IL-10 seviyeleri ise benzer bulunmustur. CD3"
CD16*CD56%"" hiicreler gibi CD3CD16CD56*" NK hiicrelerinin  1L-10
diizeylerinin de, B-ALL plazmasi eklenen durumda hem FBS hem de kontrol grubu
hasta plazmalar1 eklenen kosullara gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit

edilmistir (p=0,0001, p=0,0001, sirastyla).

Her iki NK hucre alt grubundaki TNF-a seviyeleri incelendiginde, B-ALL
plazma ilavesinin farklh sonuglara yol agtig1 gézlemlenmistir. CD3 CD16"CD56%°"k NK
hiicre TNF-a. dlzeylerinin B-ALL plazmasi bulunan kosulda FBS veya hasta kontrol
grubu plazmasi eklenen sartlarla kiyaslandiginda diisme egiliminde olmakla birlikte
gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). CD3°CD16°CD56P" NK
hicrelerinin TNF-a seviyeleri ise B-ALL plazmasi eklenen sartlarda FBS veya kontrol
grubu hasta plazmasi eklenen kosullara gére anlamli derecede artis gostermistir

(p=0,047, p=0,010, sirasiyla) (Sekil 4.8).

4.5. Kiiltiir Sartlarmin NK Hiicre Proliferatif Yamitlar1 Uzerine Etkileri

FBS ve hasta gruplarma ait plazma ornekleri varliginda, PHA uyarimi ile
gergeklestirilen 72 saat hiicre kiltiirii sonras1 CD3°CD16*CD56%" ve CD3CD16"
CD56P*% NK hiicre alt grup oranlar1 ve NKG2D betimleme seviyeleri 6l¢iilmiistiir. B-
ALL hastalarinin kemik iligi plazma oOrneklerinin eklendigi kosuldaki CD3"
CD16"CD56%""k NK hiicre diizeylerinin, FBS ve kontrol grubu hasta plazmasi eklenen
kosullarla kiyaslandiginda anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (p=0,017,
p=0,024, sirasiyla) (Sekil 4.9).

504 FBS
*
A = Hl B-ALL
40 —

Hl Hasta Kontrol

soluk

cpb16 CcD56"*"K

CD16'CD56

Sekil 4-9: PHA uyarimu varh@inda farkh kosullarda 72 saat kiiltiir sonras1 NK
hiicre alt grup oranlar

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Benzer sekilde, B-ALL plazmas1 varhgmda CD3°CD16°CD56"" NK hiicre
oranlarinin da FBS ve kontrol grubu hasta plazmasi1 bulunan sartlara gére anlamli olarak

diistiigii tespit edilmistir (p=0,000, p=0,001, sirastyla) (Sekil 4.9).

Her iki NK hiicre alt grubunun NKG2D betimleme seviyeleri analiz edildiginde,
B-ALL plazma ilavesinin NKG2D seviyelerini arttirma egiliminde oldugu goriilmiis,

ancak gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (Sekil 4.10).

FBS
Hl B-ALL

Il Hasta Kontrol

NKG2D

%

so luk

parlak

CD16°CD56 CD16 CD56

Sekil 4-10: 72 saat Kiiltiir sonras1 NK hiicre alt gruplarinda NKG2D seviyeleri

NK hiicre alt gruplarinin farkh kiiltir kosullarnda PHA uyarimina verdigi
proliferatif yanitlar akan hiicre 6l¢cerde CFSE boyama yontemi ile tespit edilmistir. CD3
CD16'CD56%"" NK hiicre alt grubunun proliferatif kapasitesinin B-ALL ve hasta
kontrol grubu plazmasi varliginda, FBS eklenen kosula gore anlamli derecede diisiik

oldugu tespit edilmistir (p=0.0001, p=0,016, sirasiyla) (Sekil 4.11).
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Sekil 4-11: 72 saat Kkiiltiir sonras1 NK hiicre proliferatif kapasitelerindeki degisim
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Benzer bir sonu¢ CD3 CD16°CD56P*"% NK hiicrelerinde gériilmiis olup, FBS
ilave edilen kosula gore B-ALL ve hasta kontrol grubu plazmasi eklenen kosullarda
PHA uyarimma cevaben CD3°CD16 CD56*"% NK proliferasyonunun anlamli derecede
diistiigii belirlenmistir (p=0,000, p=0,02) (Sekil 4.11).

4.6. Kemik Iligi Plazma Orneklerinde Sitokin Seviyeleri

B-ALL ve kontrol grubu hastalarin kemik iligi plazmalariyla gerceklestirilen in
vitro deneyleri takiben, multipleks yontemi ile plazma 6rneklerindeki IL-18, IL-6, IL-
10, IL-18, IFN-a2, IFN-B, IFN-y, GM-CSF ve TNF-a seviyeleri 0l¢iilmiistiir. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda, B-ALL hastalarinin kemik 1iligi plazmalarindaki
IL-10 seviyelerinin hasta kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek, IL-18 ve
IFN-y diizeylerinin ise diisik oldugu tespit edilmistir (p=0,045, p=0,015, p=0,023,
sirasiyla) (Sekil 4.12). IFN- seviyeleri B-ALL hastalarinin % 50’sinde (11/22), kontrol
grubu hastalarin ise % 68’inde (13/19) tespit edilebilir diizeyin altinda bulunmustur.
Olgllebilir IFN-B diizeyi olan hastalar ise istatistiksel olarak karsilastirildiginda, B-ALL
ve kontrol grubu hastalar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Kontrol grubu
hastalarinin % 26’s1na (5/19) karsilik B-ALL hastalar1 arasinda yalnizca 1 olguda TNF-
o dizeyleri saptanabilir diizeyin altinda olup, diger hastalar B-ALL hasta grubu ile
karsilastirildiginda anlamli fark gorilmemistir. Diger bir dikkat ¢ekici sonug, B-ALL
hastalarinin % 36’smin (8/22), kontrol grubu hastalarin ise % 47’sinin (9/19) GM-CSF
dizeylerinin tespit edilebilir seviyenin altinda olmasidir. GM-CSF seviyeleri tespit

edilebilen hastalar karsilastirildiginda ise anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4-12: Hasta gruplarimin kemik iligi plazma 6rneklerinde sitokin seviyelerinin
karsilastirilmasi

*p<0,05
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5. TARTISMA

Calismamizda B-ALL hastalarinin kemik iligi mikrogevresinde bulunan hiimoral
bilesenlerin NK hiicre fenotip ve fonksiyonlar1 {izerine etkilerinin incelenmesi
amaclanmistir. Bu amagla, yeni tan1 almis ve herhangi bir tedaviye baglanmamis B-ALL
hastalarinm kemik iligi numunelerinden plazmalar ayristirilarak, saglhikli ¢ocuklarin
periferik kan Orneklerinden izole edilmis PBMC’ler ile birlikte kiiltiir deneyleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin B-ALL hastalarina 6zgii olup olmadiginin
belirlenebilmesi icin hasta kontrol grubu olarak ALL ve AML agisindan patolojisi
bulunmayan hastalar da ¢alismaya dahil edilmis ve her iki gruba ait kemik iligi
numuneleriyle uygulanan deneylerden elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. Ayrica in vitro deneylerden alinan sonuglarin kemik iligi hiimoral bilesenleri
arasindaki sitokinlerle iliskisi hakkinda fikir edinebilmek amaciyla, hasta gruplarma ait

plazma drneklerinde sitokin seviyeleri 6l¢iilmiistiir.

Calismanin deneysel asamalarina ge¢meden Once, ALL siiphesi bulunan ve
kesin tan1 amaci ile laboratuvarimiza gonderilen kemik iligi 6rneklerinde kan sayimi ve
ardindan akan hiicre Olcer ile immiinfenotipik tani ve tiplendirme gercgeklestirilmistir.
Ayrica caligmaya dahil olan diger kurumlar tarafindan gonderilen ve tedavisine
baslanmamuis 0. giin B-ALL hastalarinin kemik iligi érnekleri de kan sayimi yapildiktan
sonra c¢alismalarda kullanilmistir. B-ALL 06rneklerinde yapilan kan sayimlarinin
sonuglar1 kontrol grubu hastalarin kemik iligi ornekleri ile kiyaslandiginda, B-ALL
hastalarinin lenfosit ve monosit say1 ve oranlarinin anlamli derecede ylksek oldugu
tespit edilmistir. Tersi sekilde graniilosit say1 ve oranlar1 ise B-ALL hastalarinda daha
diisiik seviyelerde bulunmustur. B-ALL’nin olgunlagsmamus lenfoid blastlarin 16semik
gelisimi ile ortaya ¢ikan bir malignite oldugu diisiiniildiigiinde, kemik iligi immiin hiicre

oranlarinin lenfositler yoniine agirlik kazanmasi beklenen bir sonugtur.

Diger taraftan, kemik iliginde baskin hiicre grubu lenfoid blastlar iken, B-ALL
hastalarinin kemik iliginde monositlerin yiliksek miktarda bulunmasi ¢eliskili bir sonug
gibi gorinmektedir. Bununla birlikte, baz1 kanser tiirlerinde tiimér mikrogevresinde
bulunan CD14*HLA/DRYst%- fenotipteki monosit popiilasyonunun IL-10 salim1 yapmak
veya regllator T hicrelerini uyarmak suretiyle immin-baskilayici rol oynadiklari

185

gosterilmistir Calismamizin  odaginda bulunmamasi1 nedeniyle kemik iligi
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orneklerinde yiiksek miktar ve oranda saptanan monositlerin fenotipik ozellikleri
incelenmemis olmakla birlikte, bu hicrelerin immin-baskilayici fonksiyonlara sahip
olmalar1 miimkiin goriinmektedir. Bu nedenle sonraki ¢alismalarda bu hiicre grubunun
immiinfenotipik ve islevsel 6zelliklerinin incelenmesi faydali olacaktir. Ayrica, B-ALL
hastalar1 ile akut losemiler agisindan patolojisi olmayan hastalarin immiin hiicre
degerlerindeki farkliliklar, ALL tanis1 koyulmasi agisindan Ongoriilebilir sonuglara

isaret etmektedir.

Calismanm deneysel asamalarida, her iki hasta grubuna ait kemik iligi
orneklerinden ayristirilan plazma Ornekleri kullanilmustir. Saghikli ¢ocuk vericilerin
periferik kan drneklerinden izole edilen PBMC’ler Uzerine B-ALL ve kontrol grubu
hasta plazmalar1 ile kontrol amagli FBS eklenmek suretiyle 3 ayr1 kosulda kultur
gerceklestirilmistir. Bu asamada, herhangi bir allo-reaksiyon meydana gelmemesi igin,
hiicresel kalintilarin tamamen uzaklastirilmasi amaciyla plazma 6rnekleri 0,22 pm
siringa filtresinden gegirildikten sonra saglikli hiicrelerin lizerine eklenmistir. FBS ve
hasta plazmalar1 eklenen ve IL-12 ile uyarilan hiicrelerde 24 saat kiiltiiriin sonunda ilk
olarak CD3CD16'CD56% ve CD3CD16CD56™" NK hiicre alt gruplar
tanimlanmig, FBS bulunan kosul referans alindiginda hem B-ALL hem de kontrol grubu
hasta plazmalarinin NK hiicre alt grup oranlar1 iizerinde anlamli degisime neden

olmadig1 goriilmiistiir.

NK hiicre alt grup oranlarindan sonra, her iki grubun islevsel Ozelliklerini
incelemek amaciyla hiicre ylizey PD-1 betimlemeleri ile hiicre i¢i IFN-y, 1L-10 ve TNF-
a seviyeleri dl¢lilmiistiir. Bir immin-kontrol noktast molekiilii olan PD-1’in iglevleri ilk
olarak T lenfositlerinde karakterize edilmis olup, asir1 immiin yanitlarin sinirlanmasi ve
immin-aracili hasarm 6nlenmesinden sorumlu bir immin regulatér molekil olarak
tamimlanmustir. T hicrelerindeki PD-1 betimlemesi, T hiicre reseptorlerinin aktivasyonu
ile indiiklenmekte ve baz sitokinler araciligryla PD-1 seviyeleri yiikselmektedir'®®. Ote
yandan kronik olarak T hiicre reseptorlerinin aktive olmasi ve PD-1’in uyarilmas: T
hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina neden olmaktadir. Tiimore infiltre olan T
hiicrelerinin tiimor antijenlerine ve immiin baskilayict mikrogevreye uzun siire maruz
kalmasi1 sonucunda PD-1 seviyelerindeki yiukselmenin, hicresel fonksiyonlarda tiikenise
neden oldugu bilinmektedir!®’. PD-1’in ligandlar1 hematopoetik olan veya olmayan

birgok hicre tipi tarafindan betimlenmekte ve ligandlarinin baglanmasini takiben PD-1
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tagtyan hiicrelerde proliferatif ve sitolitik aktiviteler baskilanmaktadir. PD-1
ligandlarinin pek ¢ok kanser hiicresi ve tiimor mikrogevresi tarafindan betimlendigi ve
mikrogevrede bulunan ¢esitli enflamatuvar uyaranlar tarafindan seviyelerinin arttirildig:
bilinmektedir'®. Bu iliskiyi goz 6niinde bulundurarak, timér immiinoterapisinde PD-
’in ligandlar1 ile etkilesimini engelleyen ilaglarm kullanilabilecegi diisiin(ilmiistiir'®,
Her ne kadar NK hticrelerinin PD-1 betimlemesi ¢ok diisiik olsa da, saglikli bireylerde
CD16*CD56%" fenotipteki olgun NK hiicrelerinin PD-1 betimledigi tespit edilmis

olup, bazi kanser tiirlerinde PD-1* NK hiicre oranlarinin arttig1 gdsterilmistir'®8,

Bu bilgilere paralel olarak, calismamizda farkl kiiltiir kosullar1 altinda NK hiicre
alt gruplarindaki PD-1 betimleme seviyeleri 6lgiilmiistiir. CD3'CD16°CD56P"3 NK
hiicrelerinin PD-1 seviyeleri FBS igeren kosulda oldukga diisiik seviyelerde bulunurken,
B-ALL plazmasi eklenen kosulda hem FBS hem de hasta kontrol grubu plazmasi ilave
edilen kosullara kiyasla anlamli derecede yiikseldigi tespit edilmistir. CD3"
CD16*CD56%"" NK hiicrelerinin PD-1 seviyeleri de benzer sekilde B-ALL plazmasi
eklenmesini takiben artig gdstermis ve hasta kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yilksek bulunmustur. Bu sonuglar B-ALL plazmasmmin NK hiicrelerinde PD-1
betimlemesini tetikleyecek hiimoral bilesenleri i¢erdigini gOstermekte olup, bu suretle

NK hiicre fonksiyonlarini baskilayabilecegine dair ilk bulgular1 ortaya koymaktadir.

NK hicre fenotiplerini belirlemenin ardindan, IL-12 uyarmmina yanit olarak
hicre ici IFN-y, IL-10 ve TNF-a seviyeleri 6l¢iilmiistiir. IFN-y ¢ok yonli etkileri olan
bir pro-inflamatuvar sitokindir ve anti-viral, anti-tuméral ve imminmodulator islevleri

ile dogal ve edinsel immiinitede &nemli rolleri bulunmaktadir®

. Ana tiiretim kaynagi
NK htcreleri olan IFN- y’nin, granzim B ve perforin molekdlleriyle birlikte sitotoksik
fonksiyon sergileyerek tiimdr hiicrelerinde apoptozu tetikledigi bilinmektedir!®t. NK
hicrelerinin 1FN-y {iretimini uyaran baslica sitokinler IL-12 ve IL-18 olup, salindigi
hiicre iizerindeki otokrin etkilerinin yani sira tiimor mikrogevresindeki makrofajlar,
baskilayici 6zellikteki miyeloid hiicreler ve B hicreleri gibi stromal hucreler Uzerine de

etkilerinin bulundugu bilinmektedir'®2,

Tiim6r immiinitesindeki onemli islevlerinden yola ¢ikilarak, calismamizda NK
hiicre alt gruplarmm IFN-y Gretimleri Uzerine B-ALL hastalarinin kemik iligi plazma
orneklerinin etkileri incelenmistir. B-ALL plazmasit eklenen kosuldaki CD3"
CD16"CD56%" NK hiicre IFN-y seviyelerinin FBS ilave edilen gruba gére diisme
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egiliminde oldugu goriilmekle birlikte, istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir.
CD3CD16°CD56"% NK hiicre IFN-y diizeylerinin ise FBS eklenen kosula kiyasla
anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, kontrol grubu hasta
plazmalarmin eklendigi kosullarda da her iki NK hiicre alt grubundaki IFN-y
diizeylerinin FBS iceren gruptan anlamli derecede diisiikk ve B-ALL plazmasi igeren
gruba benzer diizeylerde olmasi, kemik iligi plazma igeriginin IFN-y seviyelerini

baskilayic1 6zelliginin B-ALL hastalarina 6zgii olmadigini géstermektedir.

Diger taraftan, B-ALL plazmast eklenen kosulda her iki NK hiicre alt
grubundaki IL-10 seviyelerinin hem FBS hem de kontrol grubu hasta plazmasi ilave
edilen kosullarla kiyaslandiginda anlamli derecede arttigi dikkat ¢ekmektedir. Anti-
inflamatuvar bir sitokin olan IL-10, ilk olarak tip 2 CD4" T hiicreleri tarafindan tiretilen
ve basta IFN-y olmak Uzere tip 1 CD4" T hiicrelerinin (pro-inflamatuvar) sitokin
Uretimini ve proliferasyonunu baskilayan bir sitokin olarak tanimlanmistir. Takip eden
calismalar sonucu ¢ok ¢esitli hiicre gruplarindan salindigi1 gésterilen IL-10un ¢ift yonli
etkilere sahip olmakla birlikte regulatér T hiicre homeostazimi saglamada ve pro-
inflamatuvar IL-17 sitokini salan Th17 hucrelerini baskilamada 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir'®, IL-10’un kanser gelisimi ve kanser hiicrelerinin immiin sistemden
kacmmasinda rol oynadigi gosterilmis olup, cesitli kanserlerde tespit edilen yiiksek
seviyelerinden oOtiirii prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi de distiniilmiistiir.
Solid tiimorlerin yani sira, hematolojik kanserlerde de dolasimdaki IL-10 seviyeleri

saglikl1 bireylere gore yiiksek bulunmustur®,

Literattrde yer alan bu bulgulara paralel olarak ¢alismamizda saptanan her iKi
NK hiicre alt grubundaki artmus I1L-10 diizeyleri sadece B-ALL plazmalarinin eklendigi
kosula mahsus olup, FBS eklenen kosulla karsilastirildiginda hasta kontrol grubu
plazmalarmm IL-10 seviyelerinde boyle bir ylkselmeye neden olmadigi goriilmiistiir.
Bu durum, B-ALL kemik iligi plazmalarinda IL-10 salimmi tesvik eden ¢oziiniir
bilesenlerin varligma isaret etmektedir. IFN-y diisiikliigli ile birlikte diisiiniildiigiinde
IL-10 seviyelerini yukseltici etkisi, B-ALL kemik iligi mikrogevresinin anti-
inflamatuvar sitokinlerin {iretimini tesvik ettigini akla getirmektedir. Diger taraftan, PD-
1 aktivasyonunun IL-10 salimina neden oldugu bilgisi'®®, c¢ahigmamizda B-ALL
plazmasinin eklendigi kosullarda hem PD-1 ifadesi hem de hiicre igi IL-10 seviyelerinin

artmasinin birbiri ile iligkili iki sonug olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Kanserde oynadigi bilinen kritik rollerden 6tiirli ¢alismamizda tigiincii bir sitokin
olarak NK hiicre alt gruplarindaki TNF-o seviyeleri oOlgtilmistiir. TNF-oo multi-
fonksiyonel 6zelliklere sahip bir pro-inflamatuvar sitokindir ve hiicre sagkalimi,
proliferasyonu, farklilasmasi veya apoptozu uyarmak gibi farkli hiicresel islevleri
bulunmaktadir. Kanserde ¢ift yonlii etkileri olmakla birlikte TNF-a’nin timor hiicre
biiyiime ve ¢ogalmasi, invazyonu, metastazi ve timdr anjiyogenezini uyarma gibi
etkilerinin de oldugu bilinmektedir!®. Farkhi kanserlerde yapilan c¢alismalarda,
hastalarin serum TNF-o diizeylerinin yliksek oldugu gosterilmis olup, TNF-o’nin
kanser riski, tedaviye yanit ve prognozun bir belirleyicisi olarak kullanilabilecegi

diisiiniilmiistiir'®’.

Calismamizda B-ALL hastalarinin kemik iligi plazma 6rnekleri ile kiiltiir sonrasi
yapilan 6lgimde, CD3 CD16"CD56%°"k NK hiicrelerindeki TNF-o. seviyelerinin FBS ve
kontrol grubu hasta plazmalar1 eklenen kosullardaki diizeylere benzer oldugu
gOrilmiistir. CD3'CD16°CD56P*"# NK hiicrelerindeki TNF-a seviyelerinin ise hem
FBS hem de hasta kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
saptanmustir. Kanser hiicrelerinin blyiime ve proliferasyonu yoniindeki uyarici etkileri
g6z Oniine alindiginda, B-ALL plazmasi eklenen kosula 6zgii olarak NK hiicre TNF-a
dizeylerinin yiksek olusu, TNF-o’nin kemik iligi mikrogevresinde blast biiylime ve

cogalmasini uyarici ortama katkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hiicre igi sitokinlerin yani sira ¢alismamizda B-ALL kemik iligi himoral
bilesenlerinin NK hticre proliferatif kapasiteleri tizerine etkileri de incelenmistir. PHA
uyarimina cevaben 72 saatlik kiiltiir sonras1 B-ALL plazmas1 eklenen kosulda her iki
NK hiicre alt grubunun da kontrol gruplarina gére anlamli derecede diisiik oranlarda
seyrettigi goriilmiistiir. Bir NK hiicre aktivator reseptorii olan NKG2D’nin NK hiicre alt
gruplarindaki seviyelerinin ise her ii¢ kosulda da benzer oldugu goriilmiistiir. Diger
taraftan, NK hiicre alt grup oranlarindaki diisiise paralel olarak B-ALL plazmasi ile
kiiltiire edilen kosulda hem CD3CD16"CD56% hem de CD3'CD16°CD56" NK
hiicre proliferatif yanitlarmim FBS ve kontrol grubu hasta plazmalar1 eklenen kosullara
kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. B-ALL plazmalar: ile 72 saat
kaltur sonras1 NK hticre alt grup seviyeleri anlamli derecede diiserken 24 saatlik kiltir
sonucu degisim g0zlenmemesinin, 24 saatlik deneyde NK hicre proliferasyonunu

tetikleyecek uyaranin ve yeterli surenin olmayisindan kaynaklanmasi miimkiindur.
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Tum in vitro deney sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, B-ALL kemik iligi
plazmalarinin NK hiicre alt grup duzeyleri ve proliferasyonu uzerinde baskilayict etki
gosterdigi bulgusu goze carpmaktadir. NK hiicre PD-1 betimleme seviyelerindeki artis,
bu bulguyu kuvvetlendirmektedir. Ek olarak, her iki NK hicre alt grubunda yuksek
seviyede hiicre ici IL-10 saptanmasi ve CD3'CD16°CD56"#% NK hiicre TNF-a
seviyelerinin de yiiksek bulunmasi, B-ALL hastalarimin kemik iligi mikrogevresinde
anti-16semi immiinitesini baskilayici ortami tesvik eden hiimoral bilesenlerin varligina

isaret etmektedir.

Calismamizda son olarak, in vitro deneylerde kullanilan B-ALL ve hasta kontrol
grubu plazma 6rneklerindeki IL-1p, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-a.2, IFN-B, IFN-y, TNF-a
ve GM-CSF sitokinlerinin seviyeleri 6lculerek karsilastirilmistir. Hucre i¢i boyama ile
NK hiicre alt gruplarindan alinan sonuglara paralel olarak, B-ALL hastalarinin plazma
orneklerinde dogrudan 6Slgiilen I1L-10 diizeyleri kontrol grubu hastalara kiyasla anlamli
derecede yuksek, IFN-y seviyeleri ise diisik bulunmustur. Bu durum, B-ALL kemik
iligi mikrogevresinin yalniz NK hiicrelerindeki IL-10 ve IFN-y seviyelerini etkilemekle
kalmayip, muhtemelen kemik iligindeki diger hiicrelerin de tiretimlerini benzer sekilde
etkiledigini ve kemik iligi mikrocevresinde immin-baskilayici bir ortam gelismesine

neden oldugunu akla getirmektedir.

[laveten, B-ALL kemik iligi plazmalarmda 1L-18 seviyeleri de hasta kontrol
grubuna nispetle anlamli derecede diisiik bulunmustur. IL-18, T ve NK hicrelerinin
farklilasmasida ve aktivasyonunda rol oynayan pro-inflamatuvar bir sitokindir. 1L-12
ile birlikte 1L-18, T ve NK hicrelerinin IFN-y {iretimlerini uyarma 6zelligine sahiptir.
Ayrica IL-18’in NK ve CD8" T hicrelerindeki perforin ve Fas-ligand bagimli
sitotoksisiteyi arttirdig1 da bilinmektedir!®®. B-ALL hasta plazmalar1 eklenen kosullarda
IL-12 uyarimina ragmen NK hiicre IFN-y seviyelerinin diisiik bulunmasina ilaveten B-
ALL hasta plazmalarindaki IFN-y duzeylerinin de hasta kontrol grubuna kiyasla diisiik
olmasi, bu tablo Uzerinde IL-18 diisiikliigiiniin de bir etkisinin olabilecegi yoniinde

paralel bir sonug ortaya ¢ikarmaktadir.

Kemik iligi plazma 6rneklerinde 6l¢iimii yapilan diger sitokinler agisindan hasta
gruplar1 arasinda anlaml fark bulunmamistir. Bununla birlikte, kontrol grubu hastalarin
farkli patolojilere sahip olmasmnin da muhtemel bir sonucu olarak sitokin diizeyleri

oldukca heterojen bulunmus olup, bu durumun gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik
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saptanmamasina neden olabilecegi goz oniinde bulundurulmahidir. Kontrol grubu hasta
sayisinin arttirilarak, altta yatan patolojiye gore alt smiflara ayrildiktan sonra

karsilastirma yapilmasi ile daha net sonuglar alinabilmesi miimkiin gérinmektedir.

Tum bulgular birlikte degerlendirildiginde, B-ALL plazma 6rnekleri varliginda
NK hicrelerinin PD-1 betimlemeleri ve benzer dogrultuda IL-10 seviyelerindeki artisa
karsilik IFN-y dlzeylerinde ve proliferatif kapasitelerindeki disiisin, B-ALL
hastalarmin kemik iligindeki immdiin-baskilayici ortama isaret ettigi diisiiniilmektedir.
Kemik iligi plazma 6rneklerinde saptanan yiiksek IL-10 dizeyleri ile disiik 1L-18 ve
IFN-y seviyeleri, NK hiicreleri iizerinde olusan baskilanmanin nedenleri arasinda
sayilabilir. Diger taraftan, bu immiin-baskilayic1 ortamin yalniz NK hiicreleri lizerinde
de degil, kemik iligi mikrocevresinde gelismekte olan veya gelisimini tamamlayan diger
hiicreler tlizerinde de etkisinin olacagi agiktir. Bununla birlikte NK hiicrelerinin anti-
I6semi immunitesindeki énemi g6z Onlnde bulundurularak tasarlanan bu g¢alismada,
Oongoriildiigi gibi B-ALL patolojisi bulunan hastalarda NK hiicrelerinin baskilandigi ve

bu baskilanmanin arkasinda hiimoral etkenlerin rol oynadig1 gosterilmistir.

Calismamizda sitokinler kemik iligi hiimoral bilesenlerinin bir grubunu
olusturmalar1 agisindan ele almmus ve agirlikli olarak pro-inflamatuvar 6zellikte olan
sitokinler degerlendirilmistir. ilerleyen c¢alismalarda anti-inflamatuvar sitokinler ile
kemokinler ve kompleman proteinleri gibi diger hiimoral bilesenlerin de incelenerek
kemik iligindeki anti-l6semi immiinitesini baskilayan ortamimn net olarak tanimlanmasi
miimkiin olacaktir. Bu calismalardan elde edilecek sonucglar, B-ALL hastalarina
uygulanan veya gelecekte uygulanacak olan immdinoterapotik ajanlarin tedavide basari
sansmin yiikseltilmesi igin 6nemlidir. immiinoterapiye dayali tedavi uygulamalarida
basarinin arttirilmasi sonucu tedaviden olumsuz etkilenen hastalari yasam kalitelerinde
iyilesme ve tedaviye direngli hastalarin sagkaliminda artis saglanmasi, gelecek

calismalarin temelini olusturacaktir.
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