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ÖZET 

Tahralı İ. Pediatrik B Hücreli Akut Lenfoblastik Lösemi Olgularında Kemik İliği 

Hümoral Bileşenlerinin Doğal Öldürücü Hücreler Üzerine Etkisi. İstanbul Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü, İmmünoloji A.D. Doktora Tezi. İstanbul. 2022. 

 

Akut lenfoblastik lösemi (ALL), kemik iliğindeki lenfoid öncül hücrelerin anormal ve 

kontrolsüz çoğalmasıyla meydana gelen bir hematolojik malign hastalıktır. Çoğunlukla 

çocuklarda meydana gelen ALL, çocukluk çağı kanserleri arasında en sık görülenidir. B 

lenfoid öncül hücrelerden gelişen B-ALL hastalığın en yaygın formudur. Klasik 

kemoterapi ajanlarıyla tedavi sonucu hastalarda sağkalım oranı yüksek olmakla birlikte, 

tedavinin ciddi yan etkilerinin olması ve tedaviye direnç gösteren hastaların varlığı 

nedeniyle tedavide immünoterapi önem kazanmaktadır. Son yıllarda, kansere karşı 

immün yanıtlarda önemli rol oynayan doğal öldürücü (natural killer - NK) hücrelerin 

immünoterapide kullanımı üzerine çalışmalar yoğunluk kazanmıştır; ancak tedaviden 

alınan sonuçlar beklenenin altında olup, bu durumun ardında B-ALL hastalarının kemik 

iliği ve kan dolaşımlarındaki immün-baskılayıcı ortamın olması mümkündür. Bu 

düşünceyle gerçekleştirdiğimiz çalışmada, B-ALL hastalarının kemik iliği plazma 

örneklerinin sağlıklı NK hücreleri ile birlikte 24 ve 72 saat kültürü sonrası NK 

hücrelerinin alt grup oranları, PD-1 betimlemeleri, proliferatif yanıtları ve hücre içi 

IFN-g, IL-10 ve TNF-a seviyeleri ölçülmüştür. Değerlendirmeler akut lösemi açısından 

patoloji saptanmayan hastaların kemik iliği plazmaları ve fetal sığır serumu eklenen 

koşullar ile karşılaştırmalı olarak yapılmıştır. Elde edilen sonuçlarla kemik iliği plazma 

örneklerindeki hümoral bileşenlerden olan sitokinler arasındaki ilişkinin incelenmesi 

amacıyla plazma IL-1b, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-a2, IFN-b, IFN-g, TNF-a ve GM-CSF 

seviyeleri ölçülmüştür. B-ALL plazması eklenen koşullarda NK hücre alt grup oranları 

ve proliferasyonu kontrol gruplarına göre düşerken, PD-1 ile hücre içi IL-10 ve TNF-a 

seviyelerinin yükseldiği görülmüştür. B-ALL plazma örneklerinde yüksek IL-10 

düzeylerine karşılık IL-18 ve IFN-g seviyelerinde düşüş saptanmıştır. Bu bulgular, B-

ALL hastalarının kemik iliğindeki hümoral bileşenlerin, NK hücreleri üzerinde 

baskılayıcı etki gösterdiğine işaret etmektedir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Hematoloji, İmmünoterapi, Lösemi, Doğal Öldürücü Hücreler, 

Sitokinler 
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ABSTRACT 

Tahralı İ. The Effect of Bone Marrow Humoral Components in Pediatric B-Cell Acute 

Lymphoblastic Leukemia Cases on Natural Killer Cells. İstanbul University, Institute of 

Health Science, Department of Immunology. Doctoral Thesis. İstanbul. 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 IL-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. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Akut lenfoblastik lösemi (ALL); kemik iliği, kan ve ekstramedullar bölgelerdeki 

lenfoid öncül hücrelerin olgunlaşmaksızın kontrolsüz proliferasyonu sonucu meydana 

gelen hematolojik bir malignitedir1. ALL hastalarının % 80’i çocuk hastalardan 

oluşmaktadır ve ağırlıklı olarak 2-5 yaş arası çocuklarda görülmektedir2. Çocukluk 

çağında en sık görülen kanser tipi olan ALL3, 15 yaş altı çocuklarda meydana gelen 

kanserlerin % 25’ini oluşturmaktadır4. ALL genellikle B veya T lenfosit öncül 

hücrelerinin malign transformasyonuyla meydana gelmekte olup, Dünya Sağlık Örgütü 

(DSÖ) sınıflandırmasına göre B- ve T-ALL olmak üzere iki temel gruba ayrılmaktadır5. 

ALL’nin en sık görülen tipi olan B-ALL, tüm ALL olgularının % 80’inden fazlasını 

oluşturmaktadır6. 

ALL etiyolojisindeki etkenler net olarak bilinmemekle birlikte, genetik 

yatkınlık, bazı viral enfeksiyonlar ile radyasyon ve çeşitli kimyasal maddelere 

mâruziyetin, hastalığın ortaya çıkmasında etkili olduğu düşünülmektedir7. Diğer 

çocukluk çağı kanserleriyle kıyaslandığında ALL tedavisi uzun süren bir kemoterapi 

uygulaması ile, gerekli durumlarda radyasyon tedavisi ve kemik iliği naklini 

kapsamaktadır8, 9. Uygun tedavi sonucunda özellikle pediatrik vakaların 5 yıllık 

sağkalım oranı % 90 civarında seyretmekle birlikte, tedaviye olumlu yanıt veren 

hastaların dahi bir kısmında hastalık nüks etmekte ve enfeksiyöz hastalıklarda artış söz 

konusu olabilmektedir9-11. Diğer taraftan, önemli yan etkileri ile kemoterapi uygulaması 

hastaların yaşam kalitesini büyük oranda düşürmekte12, 13, ALL geçirmiş çocukların 

ilerleyen yıllarda dahi diğer çocuklara kıyasla yüksek oranda morbidite ve mortaliteye 

sahip oldukları bilinmektedir14.  

Yukarıda belirtilen riskleri ve kemoterapi uygulamasının yan etkilerini azaltmak 

amacıyla farklı tedavi metotları üzerinde çalışmalar yapılmaktadır. Bunlar arasında 

monoklonal antikorlar, antikor-ilaç konjugatları ve kimerik antijen reseptörü (chimeric 

antigen receptor - CAR) - T hücre uygulaması gibi immünoterapi uygulamaları vardır15. 

Ancak, bu yöntemlerin normal hücreler üzerinde yan etkilerinin olması nedeniyle, farklı 

tedavi seçenekleri üzerine arayışlar devam etmektedir. Bu seçeneklerden biri adoptif 

doğal öldürücü (natural killer - NK) hücre terapisidir. NK hücreleri, temel olarak kemik 

iliğindeki hematopoetik öncül hücrelerden gelişen, büyük granüllü hücrelerdir16. NK 
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hücreleri, granüllerindeki sitotoksik moleküller sayesinde virüsle enfekte veya malign 

yapıdaki hücreler üzerinde öldürücü etkiye sahiptir17. Bununla birlikte, farklı lösemi 

tiplerindeki hastaların NK hücre fonksiyonlarında bozukluk olduğu ve bu durumun 

hastalık şiddeti ve ilerlemesinde rol oynadığı bilinmektedir18, 19. Ayrıca, pediatrik ALL 

hastalarının kemik iliği NK hücre oranlarının, kemoterapiye olumlu yanıt verilmesinde 

ve iyi prognozla ilişkili olduğu görülmüştür20.  

NK hücre aracılı immünoterapiye yönelik yaklaşımlardan biri, NK hücrelerinin 

allojenik lenfoid kök hücrelerden in vitro koşullarda farklılaştırılıp çoğaltılarak hastalara 

transfer edilmesidir21. Hedef dışı hücrelere zarar vermeksizin kullanılabilme 

potansiyelinden ötürü NK hücre terapisi umut vaat eden bir tedavi metodudur. Ancak, 

allojenik NK hücre tedavisi akut miyeloid lösemi (AML) hastaları üzerinde 

denendiğinde herhangi bir yan etki oluşturmamakla birlikte, tedavi etkinliğinin düşük 

olduğu görülmüş ve bu durumun immün-baskılayıcı mikroçevre ile ilişkili olabileceği 

düşünülmüştür22, 23. Benzer bir patolojinin, ALL hastaları için de geçerli olması kuvvetli 

bir ihtimal olarak görünmektedir. 

ALL hastalarında NK hücre fonksiyonlarındaki bozulmaya karşılık prognoz ve 

tedavi için olumlu etkileri düşünüldüğünde, NK hücre terapi başarısını etkileyen 

faktörleri tanımlamak önem kazanmaktadır. Literatürde yer alan bilgiler doğrultusunda 

planlanan bu tez çalışmasında, pediatrik B-ALL hastalarının kemik iliği hümoral 

bileşenlerinin sağlıklı NK hücre fonksiyonları üzerine etkisi incelenerek, söz konusu 

bileşenlerin NK hücreleri üzerine muhtemel immün-baskılayıcı etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Lenfositlerin Gelişimi 

Edinsel immünitenin başrol oyuncuları olan B ve T lenfositleri, yaşam boyunca 

hematopoetik kök hücrelerden (hematopoietic stem cell – HSC) “hematopoez” adı 

verilen bir süreç sonucunda gelişmekte ve kemik iliği veya timusta kademeli olarak 

olgunlaşmaktadır24. Kandaki hücresel bileşenlerin oluşum sürecini ifade eden 

hematopoez, esas olarak embriyonik gelişim sırasında meydana gelmekte ve yetişkinlik 

süresince de devam etmektedir25. Bu süreç ile fetal ve neonatal dönemde büyük 

miktarlarda lenfosit üretilmekte, ergenlikten sonra ise bu üretim önemli ölçüde 

azalmaktadır26.  

Yolk kesesinde başlayan hematopoez, kemik iliğinin henüz gelişmediği fetal 

dönemde karaciğerde devam ederek, sonunda B hücreleri için kemik iliği ve T hücreleri 

için timusta karar kılmaktadır25. Yetişkin dönemde, timusta yeni T hücrelerinin gelişimi 

yavaşlarken, olgun T hücrelerinin merkezi lenfoid organların dışında bölünmesiyle T 

hücre sayıları dengede tutulmaktadır. Yeni B hücrelerinin üretimi ise yetişkin dönemde 

de kemik iliğinde sürekli olarak devam etmektedir27. 

Fetal dönemde gerçekleşen hematopoezin ilk aşamasında embriyal dokuların 

oksijenlenmesini kolaylaştırmak amacıyla kırmızı kan hücreleri üretilmekte28, ardından 

multipotent nitelikte olan ve tüm kan soy hücrelerinin kökenlendiği HSC'ler 

gelişmektedir29. HSC’ler temel olarak; lenfoid öncül (common lymphoid progenitor - 

CLP) ve miyeloid öncül (common myeloid progenitor - CMP) olmak üzere iki soy 

hücre grubuna farklılaşmaktadır. Lenfoid soydan B ve T lenfositleri ve doğal öldürücü 

(NK) hücreler meydana gelirken, miyeloid soydan eritrositler, megakaryositler, 

granülositler ve monosit/makrofajlar gelişmektedir.  

Farklılaşma sinyalleri alan kök hücreler ilk olarak kendini yenileme yeteneğini 

kademeli olarak kaybetmekte ve bir sonraki öncül hücreleri oluşturmaktadır30. Lenfoid 

öncül hücrelere farklılaşmada transkripsiyon faktörlerinin yanı sıra sitokinler, 

kemokinler ve büyüme faktörleri gibi moleküller kritik öneme sahiptir. Kök hücrelerin 

lenfoid öncül hücrelere farklılaşmasında görev alan temel sitokinler arasında interlökin 

(IL)-1, IL-2, IL-3, IL-6 ve IL-7 bulunur. Farklılaşma sonucu oluşan ortak lenfoid öncül 

hücreler aldıkları uyarıma bağlı olarak tüm lenfosit tiplerine farklılaşabilmektedir31.  
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Lenfoid öncül hücrelerden T ve B lenfositlerinin gelişim aşamaları, bu tez 

çalışmasının odağında bulunan B hücreleri ağırlıklı olmak üzere aşağıda ele alınmıştır.  

2.1.1. T Lenfositlerinin Gelişimi 

T lenfositlerinin gelişimi, lenfoid öncül hücrelerin aldığı uyarıma bağlı olarak 

kemik iliğinde başlamaktadır. Kemik iliğindeki stromal hücreler ve timustaki epitel 

hücreleri tarafından üretilen IL-7, lenfoid öncül hücrelerin sağkalımını sağlamanın 

yanında T hücre gelişiminde ve proliferasyonunda da rol oynar32. T hücrelerinin antijen 

reseptör repertuarının üretilmesini sağlamak üzere gen yeniden düzenlenmesinin 

gerçekleşmesi, T lenfosit gelişimi sürecindeki kritik bir basamaktır. Gen yeniden 

düzenlenmesi ve rekombinasyon mekanizması ile her biri eşsiz bir T hücre reseptörü 

taşıyan yaklaşık 107 farklı T lenfosit klonu ortaya çıkmakta, ancak bunların bir kısmı 

timustaki seçilim sırasında ortadan kalkmaktadır33.  

B lenfositlerinden farklı olarak, T lenfosit öncül hücreleri gelişimini 

tamamlamadan kemik iliğinden ayrılarak timusa göç etmektedir. Timosit olarak da 

adlandırılan timustaki T lenfosit öncül hücreleri, olgunlaşmalarını timusta 

tamamlamakta ve pozitif/negatif seçilim süreçlerinden geçerek dolaşıma katılmaktadır. 

Timustaki T hücre olgunlaşma süreci kritik öneme sahip olup, kemik iliğinde oluşan 

lenfosit reseptör repertuvarının büyük kısmı bu aşamada ortadan kalkmakta ve 

pozitif/negatif seçilim sürecinde timositlerin sadece % 1-3'ü elemeden geçerek dolaşıma 

geçmektedir34. 

2.1.2. B Lenfositlerinin Gelişimi 

Kemik iliğindeki öncül hücrelerden B lenfositlerinin gelişimi, spesifik 

sitokinlerle uyarım ve uygun mikroçevre ile temas sonucunda meydana gelmektedir35. B 

hücrelerinin lenfoid öncül hücreden farklılaşmasında E2A, Ebf1, Ikaros, Pax5, FOXO1 

ve C-X-C motif kemokin (C-X-C motif chemokine – CXCL)12 gibi çeşitli faktörler rol 

oynamaktadır. Bu faktörler, IL-7’nin B hücreleri üzerinde bulunan IL-7 reseptörü alfa 

(IL-7R ile etkileşimi sonucu ortaya çıkmakta ve stromal hücrelerin de desteğiyle 

hepsi birlikte B hücrelerine farklılaşma sürecini başlatmaktadır36.  

Lenfoid öncül hücrelerden B hücrelerine farklılaşmanın ilk fazı “pro-B hücre” 

aşamasıdır. Bu fazdaki hücreler, yüzeylerinde “farklılaşma kümesi” (cluster of 

differentiation - CD)22, CD34, yüksek CD38, düşük CD45 ve hücre içi terminal 
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deoksinükleotidil transferaz (TdT) betimlemeleriyle karakterize edilmektedir37. Pax5 

transkripsiyon faktörünün etkisiyle, hücre yüzeyinde en erken faz B lenfosit 

antijenlerinden biri olan CD19 molekülü betimlenmektedir. Bir sonraki aşamada yüksek 

CD10 ile birlikte CD34, CD38, CD79a ve hücre içi TdT betimleyen hücreler “pre-B-I” 

hücreleri olarak adlandırılmaktadır. Bu fazda rekombinasyonu aktive edici gen 

(recombination-activating gene - RAG)1 ve RAG2 proteinlerinin katılımıyla 

immünoglobulin (Ig) ağır zincir lokusunda gen rekombinasyonu gerçekleşir.  

Gen yeniden düzenlenmesi devam ederken IgM molekülünü oluşturacak olan  

zincirinin hücre içinde ortaya çıkmasıyla “pre-B-II” fazına geçilmiş olur. Bu aşamada, 

hücre yüzeyinde CD20 molekülü betimlenirken CD34 ve hücre içi TdT ortadan 

kalkar38. Pre-B-II fazındaki hücre, membran yüzeyinde CD79a ve CD79b molekülleri 

ile Igμ tarafından oluşturulan pre-B hücre reseptör (pre-BHR) kompleksini ifade eder39. 

B hücre olgunlaşma aşamaları Şekil 2.1’de görülmektedir. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2-1: Kemik iliğinde B hücrelerinin olgunlaşma aşamaları 

 

Pre-BHR’nin kemik iliği mikroçevresinde bulunan öz antijenleri bağlaması 

durumunda, aldığı sinyaller sonucunda pre-B fazındaki hücre apoptozdan kurtularak 

pozitif seçilime uğrar. Pozitif seçilim ile hücrenin taşıdığı Igμ zincirinin işlevsel olduğu 

doğrulanırken, işlevsel olmaması durumunda ise hücre ortadan kaldırılır38. Pre-

BHR’den alınan pozitif sinyallerle hücre aynı zamanda bir sonraki faza geçiş için 

farklılaşıp çoğalırken, diğer taraftan ağır zincir rekombinasyonu durarak hafif zincir 

rekombinasyonu uyarılır40. Sonuçta, oluşumu tamamlanan IgM molekülü membran 

yüzeyinde betimlenir. Hücre yüzeyinde IgM betimleyen bu hücre “olgunlaşmamış B 
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hücresi” olarak tanımlanmaktadır.  Membran yüzeyinde CD5, CD20, düşük CD10 ve 

CD21, yüksek CD38 ve yüksek CD81 ile CD45 molekülü betimleyen olgunlaşmamış B 

hücre fazındaki hücreler pozitif/negatif seçilimden geçmektedir41.  

Pozitif seçilimde, gen yeniden düzenlenme işleminin başarılı olduğu hücreler 

seçilirken, aldıkları sağkalım sinyalleri ile olgunlaşma sürecine devam ederler42. B 

lenfositinin öz antijenleri tanıması durumunda, BHR kompleksinde tekrar bir “yeniden 

düzenleme” meydana gelerek B hücresinin kendi kendine reaktif olmayan bir BHR 

geliştirmesi sağlanır43. Bu yeniden düzenlenmenin başarısız olması negatif seçilimle 

sonuçlanarak hücrenin apoptozuna yol açmaktadır. Pozitif olarak seçilen hücrelerse 

kemik iliğinden ayrılarak, olgunlaşmalarını tamamlamak üzere sekonder lenfoid 

organlara geçmektedir. Olgun B lenfositleri, membran yüzeylerinde IgD ve IgM 

taşırken, olgunlaşma sürecinde CD10 ve CD38 betimlemelerini kaybederler.  

Kemik iliğinde B hücre olgunlaşma aşamaları akan hücre ölçer ile 

immünfenotipleme yöntemiyle analiz edilebilmektedir (Şekil 2.2.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2-2: B hücre olgunlaşma aşamalarının akan hücre ölçer ile gösterimi38 

 

2.1.3. Kemik İliği Mikroçevresi 

Kemik iliğindeki hematopoetik hücreler, çeşitli stromal hücrelerden ve 

kollajenler, fibronektin ve proteoglikanlar açısından zengin bir hücre dışı matristen 

oluşan, organize ve benzersiz bir mikroçevrede bulunur. Bu ortam, kök hücrelerin ve 

multipotent öncül hücrelerin kendilerini yenilemelerini teşvik etmek ve her soyun 
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farklılaşmasını düzenlemek gibi işlevlerin yanı sıra, dokuya yapısal destek ve mekânsal 

organizasyon da sağlamaktadır. Kemik iliğinin farklı bölgelerindeki özelleşmiş 

mikroçevreler, hematopoezi organize etmekte ve öncül hücreleri, hücre tiplerini ve 

hücre soylarını düzenlemektedir44. 

Hematopoez, hematopoetik kök hücrelerin kopyalandığı ve aynı zamanda belirli 

soyları verecek öncül hücrelere farklılaştığı karmaşık bir süreçtir. Bu belirlenmiş soy 

hücrelerin çoğalıp olgun kan elemanlarına farklılaşmaları süreci kemik iliği 

mikroçevresi ile yakın ilişki içerisinde gerçekleşir. Kemik iliği stromal hücreleri 

tarafından üretilen hümoral bileşenler, hematopoetik hücrelerin farklılaşmasını 

uyarmakta ve soy öncül hücrelerin korunmasına katkı sağlamaktadır45. Stromal 

hücrelerin betimlediği E-selektin, P-selektin ve vasküler hücre adezyon molekülü 

(vascular cell adhesion molecule - VCAM)-1 gibi adezyon molekülleri, üzerindeki 

reseptörleri aracılığıyla HSC’lerin sürekliliğini ve işlevlerini kontrol etmektedir46.  

Bu nedenle, hematopoetik kök hücrelerle yapılan in vitro çalışmalarda destek 

hücre tabakası olarak stromal hücreler kullanılmaktadır. Kültür ortamında hematopoetik 

öncül hücrelerin farklılaşma ve çoğalmasını destekleyen sitokinlerin üretiminin 

sağlanması açısından stromal hücre kullanımının önemli bir işlevi vardır47. Stromal 

tabakanın yokluğunda ise tanımlanmış sitokinler tekrarlı olarak eklenmek suretiyle 

hematopoetik öncül hücrelerin uzun vadeli kültürleri oluşturulabilmektedir48. Bu 

sitokinler arasında granülosit koloni stimüle edici faktör (granulocyte colony-

stimulating factor - G-CSF), IL-1, IL-3, IL-6, lösemi-inhibitör faktör (leukemia 

inhibitory factor - LIF), kök hücre faktörü (stem cell factor - SCF) ve temel fibroblast 

büyüme faktörü (basic fibroblast growth factor - bFGF) bulunmaktadır49. 

Kemik iliğinde gerçekleşen hematopoezde sitokinler ve büyüme faktörlerinin 

yanı sıra kemokinler ve kemokin reseptörleri de rol oynar. Bu kemokinler ve 

reseptörleri proliferasyonu düzenlerken, hematopoetik öncül hücrelerin sağkalımını ve 

muhafaza edilmesini de sağlar. Özellikle CXCL12 ile C-X-C motif kemokin reseptörü 

(C-X-C motif chemokine receptor - CXCR)4’ün etkileşimi HSC’lerin homeostazı için 

temel teşkil etmektedir50.  

Ağırlıklı olarak fetal ve neonatal dönemde gerçekleşen bu işlemlerle HSC'lerin 

kısa sürede immün sistemi donanımlı hâle getirmek için çok sayıda lenfosit üretmesi, 

kemik iliğindeki lenfosit öncüllerinin anormal proliferasyonu ile karakterize bir hastalık 
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olan akut lenfoblastik löseminin çocukluk çağında daha sık görülmesinin altında yatan 

nedenlerden biri olarak kabul edilmektedir51.  

2.2. Akut Lenfoblastik Lösemi 

2.2.1. Tanım ve Sınıflandırma 

Akut Lenfoblastik Lösemi (ALL), kemik iliğindeki olgunlaşmamış lenfositlerin 

ve lenfosit öncül hücrelerin kontrolsüz proliferasyonu ile karakterize olan hematolojik 

bir malign hastalıktır1. Kemik iliğinde anormal olarak gelişen hematopoetik hücreler, 

normal olgunlaşma yolağının lenfoblast aşamasında takılı kalarak olgunlaşmasını 

tamamlayamamakta ve periferik kandaki olgun lenfosit, eritrosit ve trombosit sayısının 

azalmasına neden olmaktadır. ALL’de görülen klinik semptomlar da anemi, 

trombositopeni, nötropeni veya lösemi hücrelerinin dokulara infiltrasyonu ile ilişkili 

olarak ortaya çıkmaktadır7.  

Hastalık pek çok organı etkilemekle birlikte, ekstramedüller bölgelerin 

tutulumuna sık rastlanmakta olup, lösemi hücreleri periferik kana geçtikten sonra 

başlıca lenf düğümleri, dalak, karaciğer ve cilt dokusuna infiltre olmaktadır. Tanı 

anında hastaların % 5-8'inde merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu tespit edilmektedir52.  

ALL’nin klinik semptomları arasında ateş, kilo kaybı, gece terlemeleri, 

yorgunluk, nefes darlığı, kolay kanama veya morarma ve enfeksiyonlar yaygın olarak 

görülmektedir53. Klinik tabloda benzerlikler olmakla birlikte ALL, farklı biyolojik ve 

prognostik gruplamalara sahip heterojen bir hastalıktır. ALL'nin sınıflandırılmasında 

önceleri hücrelerin morfolojik değerlendirilmesi dikkate alınırken, DSÖ’nün yaptığı ve 

son olarak 2016 yılında güncellenen immünolojik sınıflandırmaya göre ALL’ler 

kökenlendiği lenfosit öncül hücre tipine bağlı olarak T- veya B-ALL olmak üzere iki 

temel grupta incelenmektedir5.  

Bu tez çalışmasında ALL’nin görülme sıklığı, etiyolojisi, belirtileri ve tanı 

yöntemlerinden sonra, çalışmanın odak noktası olan B-ALL’nin patofizyolojisi, akan 

hücre ölçer ile değerlendirilmesi ve hastalığın uygulamadaki veya araştırma altındaki 

tedavi seçenekleri detaylı olarak ele alınmıştır. 

2.2.2. Epidemiyoloji 

Lösemi, tüm dünyada görülen yaygın malign hastalıklardan biri olmakla birlikte, 

gelişmiş ülkelerde daha sık ortaya çıkmaktadır. İçlerinde ülkemizin de bulunduğu 185 
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ülkenin katılımıyla gerçekleştirilen küresel kanser istatistikleri çalışmasına göre, 2018 

yılında dünya üzerinde 437.033 lösemi vakası ve 309.006 lösemiye bağlı ölüm tespit 

edilmiştir54. DSÖ’nün 2020 yılında yayınlamış olduğu verilere göre Türkiye’deki 

lösemi insidansı, dünya ortalamasının üzerindedir55 (Şekil 2.3). 

 

 

Şekil 2-3: Türkiye'de en sık görülen ilk 10 kanser türü insidansının uluslararası 

karşılaştırması (100.000 nüfusta, dünya standart nüfusu), 2020
56

 

 

Tüm lösemi vakaları ve tüm çocukluk çağı maligniteleri arasında en sık görüleni 

ALL olup3, 15 yaş altı çocuklarda meydana gelen kanserlerin % 25’ini oluşturmaktadır4. 

ALL yetişkinlerde de görülmekle birlikte, yaklaşık % 80 oranında çocuklarda ve 

özellikle 2-5 yaş arasında ortaya çıkmaktadır2. 

2.2.3. Etiyoloji 

ALL’nin oluşumuna neden olan etkenler net olarak bilinmemekle birlikte, 

hastalığın çok faktörlü olduğu düşünülmektedir. Genetik ve çevresel etmenlerin 

hastalığın ortaya çıkmasında etkili olduğuna dair bulgular mevcuttur. Çevresel etmenler 

arasında bulunan ışınlanmış radyasyon, pestisitler ve bazı kimyasal çözücülere ilâveten, 

viral enfeksiyonların da hastalığın gelişiminde etkisi olduğuna dair bulgular mevcuttur7, 

57-59. Genetik etmenler ise tek bir mutasyondan ziyade birbirini takip eden birden çok 

mutasyonu içermekte olup, bu mutasyonlara çevresel faktörlerin de katkıda bulunması 

neticesinde hastalığın ortaya çıktığı görüşü hâkimdir. Bu görüşü ilk olarak 1971 yılında 

ifade eden Knudson’un “iki vuruş teorisi” üzerinde sıklıkla durulmaktadır60. 
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İki vuruş teorisi, fetal dönemde gelişen bir mutasyonun ardından doğum 

sonrasında maruz kalınan çevresel faktörlerin etkisiyle diğer bir mutasyonun geliştiği 

fikrine dayanmaktadır61. Bu mutasyonlar, tümör baskılayıcı genlerin fonksiyonlarında 

bozukluk ve proto-onkogenlerin işlev kazanmasıyla sonuçlanmaktadır. Neticede lenfosit 

öncül hücreler farklılaşma niteliklerini kaybederken apoptoza direnç kazanmakta ve 

kontrolsüz şekilde çoğalan lösemi hücreleri gelişmektedir7.  

Tek başına ALL oluşumuna neden olmamakla birlikte, hastalığın gelişimine 

yatkınlık oluşturan genetik faktörler arasında ALL için ayırt edici olan bazı kromozomal 

anomaliler de mevcuttur62. Ayrıca bazı genetik sendromların ALL’ye duyarlılık ile 

ilişkili olduğu bilinmektedir. Bu sendromlar DNA onarımı, hematopoetik transkripsiyon 

faktörleri, tümör baskılayıcılar ve diğer kritik hücresel süreçlerde patojenik varyantların 

oluşumu sonucunda ortaya çıkmaktadır. ALL ile ilişkili sendromlara örnekler ve ilişkili 

oldukları genler Tablo 2.1’de gösterilmiştir63.  

 
Tablo 2-1: Lösemi duyarlılık bozuklukları 

Altta yatan 

biyolojik neden 

Hastalık / 

sendrom 
Gen(ler) 

Lösemi alt 

tipi 
Diğer klinik görünümler 

DNA onarımı 
Nijmegen kırık 

sendromu 
NBN ALL 

Mikrosefali, mikrogeni, kuş-

benzeri yüzler 

 Ataksi telenjiektazi ATM ALL 

Serebellar ataksi, konjonktival 

telenjiektaziler koreoatetoz, 

okülomotor apraksi 

 Bloom sendromu BLM (RECQL3) 
ALL veya 

AML 

Büyüme geriliği, güneş 

hassasiyeti, reflü, insülin direnci 

 
CMMRDS  

(Turcot sendromu) 

MSH1, MSH2, 

MSH6, PMS2, EP

CAM 

ALL veya 

AML 

Lynch sendromu (heterozigot 

formunda) 

Hematopoetik 

transkripsiyon 

faktörleri 

Trombositopeni,  

tip 5 
ETV6 

ALL, 

nadiren 

AML 

 

 ALL-3’e duyarlılık PAX5 ALL  

Tümör 

baskılayıcılar 

Li-Fraumeni 

sendromu 
TP53 

AML veya 

ALL 

Diğer kanserler (beyin tümörleri, 

sarkomlar, meme ve 

adrenokortikal karsinomlar 

Diğer hücresel 

süreçler 

Germline SH2B3 
mutasyonlu ailesel 

ALL 

SH2B3 ALL  

Kromozomal 

anöploidiler 
Down sendromu Trizomi 21 

ALL veya 

AMKL 

Konjenital kalp kusurları, 

zihinsel engellilik, karakteristik 

yüzler, gastrointestinal sistem 

malformasyonları, işitme kaybı 
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2.2.4. Belirtiler 

Hastalığın klinik belirtileri değişken olup akut ve şiddetli semptomlarla ortaya 

çıkabileceği gibi, sessiz ve hastalığa spesifik olmayan semptomlarla baş 

gösterebilmekte ve rastlantısal olarak da saptanabilmektedir. Bu durum, kemik iliği 

tutulumu ve ekstramedüller bölgelere yayılma derecesiyle ilişkilidir. Sık rastlanan 

belirtiler arasında ise başta ateş olmak üzere, halsizlik, soluk renk, iştah kaybı, kemik ve 

eklem ağrıları bulunmaktadır. Bu belirtilerle kliniğe başvuran hastaların, periferik 

yayma preparatlarında blast hücrelerinin görülmesinin yanı sıra kan sayım sonuçları 

değerlendirildiğinde vakaların çoğunda trombositopeni tespit edilmekte ve lökopeni 

veya lökositoz görülebilmektedir64.  

2.2.5. Tanı 

Klinik semptomları destekleyici kan sayımı ve periferik yaymadan elde edilen 

laboratuvar bulguları ile ALL ön tanısı koyulan hastalarda, kesin tanı için kemik iliği 

morfolojik değerlendirmesi, sitogenetik tanı, ters transkriptaz-polimeraz zincir 

reaksiyonu (reverse transcriptase-polymerase chain reaction - RT-PCR) testi, akan 

hücre ölçer ile immünfenotipleme gibi metotlar kullanılmaktadır. 

2.2.5.1. Morfolojik Değerlendirme 

ALL şüphesi ile yapılan periferik yaymada blast görülmesi önemli bir bulgu 

olmakla birlikte, ALL esas olarak kemik iliği tutulumu ile baş gösteren bir hastalık 

olduğundan kesin tanı için ilk basamak kemik iliği morfolojik değerlendirmesidir ve 

ALL’yi AML’den ayırt etmede yol göstericidir. Bununla birlikte, morfolojik 

değerlendirme ALL’nin alt tiplerini belirlemek için yetersizdir65. Bu noktada B veya T 

lenfoid öncülleri olmak üzere hücre soyunun tiplendirilerek ALL alt sınıfının 

tanımlanması için günümüzde akan hücre ölçer analizi tanısal altın standart olarak 

kullanılmaktadır. 

2.2.5.2.  Sitogenetik Değerlendirme 

Pediatrik ALL’de kemik iliği blastlarının sitogenetik analizi, önemli sayısal ve 

yapısal kromozomal anormalliklerin tanımlanması için 1970'lerden günümüze standart 

teknik olarak kullanılmakta olup, ALL tanısı ve sınıflandırmasının ayrılmaz bir 

parçasını oluşturmaktadır66. Prognoz için öneme sahip olan sitogenetik profilin, bazı 

ilaç tedavilerine yanıt ile ilişkili olduğu görülmüştür67. 
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Klasik karyotipleme sayesinde tekrarlayan translokasyonların belirlenmesi 

mümkün olabilmektedir68. Sitogenetiğin klinik uygulamada yerleşmiş olması ve tüm 

genomun etraflıca görüntülenebilmesi avantaj sağlarken, çözünürlüğünün düşük olması 

ve bazı vakalarda lösemik hücrelerin metafaza girememesi nedeniyle bu aşamada 

görülebilecek anormalliklerin görüntülenmesinde oluşan sınırlılıklar bu yöntem için 

dezavantaj oluşturmaktadır66. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yöntemi ise 

yaklaşık % 99 duyarlılığa sahip bir yöntem olup, ALL'de araştırılan hemen hemen tüm 

kromozomal anormalliklerin saptanmasını sağlamaktadır. ALL'de saptanan sayısal ve 

yapısal karyotipik değişiklikler prognostik açıdan büyük öneme sahiptir69. 

2.2.5.3. RT-PCR testi 

Genetik testlerin temelinde sitogenetik çalışmalar olmakla birlikte, hastalığı 

tanımlayan genetik lezyonların tespit edilmesinde moleküler teknolojilerin bazı 

avantajları bulunmaktadır. Moleküler seviyede değerlendirildiğinde, RT-PCR tekniğinin 

birçok lösemi translokasyonunu tespit etmede hızlı ve güvenilir bir yöntem olmasının 

yanı sıra, hücrelerin bölünmesine gerek olmaması ve klasik sitogenetik çalışmalarda 

gözden kaçabilecek translokasyonları hassas bir şekilde tespit edebilmesi, bu yöntemin 

avantajlarındandır. Ayrıca, RT-PCR testi minimal kalıntı hastalık (minimal residual 

disease - MRD)’nin tespiti için de hassas bir yöntem olarak kullanılmaktadır70. 

2.2.5.4. Akan Hücre Ölçer ile İmmünfenotipleme 

Akan hücre ölçer ile immünfenotipleme, günümüzde ALL tanısı ve alt 

sınıflandırması için kullanılan temel metottur. Klinik değerlendirme ve laboratuvar 

bulguları neticesinde ALL ön tanısı ile hastadan alınan kemik iliği örneğinde akan hücre 

ölçer ile immünfenotipleme yapılmakta ve ALL/AML ayrımı net olarak belirlenerek 

kesin tanı koyulabilmektedir. İmmünfenotipleme ile hastalık alt tipinin B- veya T-ALL 

olduğu belirlenebildiği gibi, blast popülasyonunun immünfenotipik özelliklerine bağlı 

olarak alt sınıflandırma da yapılabilmektedir. Ayrıca bu yöntem ile hızlı ve güvenilir 

şekilde MRD’nin tespit edilmesi ve takibinin yapılması da mümkün olmaktadır71. 

Lösemi immünfenotiplemesinde veri analizinin hedefi, anormal hücre gruplarını 

normal hücrelerden ayırt ederek bu anormal hücrelerin antijen betimleme profillerini 

karakterize etmektir. Lösemi hücreleri normal hücrelerde bulunmayan belirteçleri ifade 

edebileceği gibi, normalde betimlenen belirteçlerden yoksun olabilmekte ve/veya 

normal hücresel belirteçleri düşük veya yüksek şekilde de ifade edebilmektedir72. Bu 
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prensibe göre akan hücre ölçer ile ilk olarak lösemi blast hücreleri tespit edilerek bu 

hücrelerin fenotipik özelliklerine göre ALL tanı ve tiplendirmesi yapılmaktadır. 

İmmünfenotipin lösemi tanısı açısından değerlendirilmesi için, DSÖ’ye göre kemik iliği 

örneğindeki blast oranının en az % 20 olması gereklidir. CD3, CD79a, 

miyeloperoksidaz (MPO) ve TdT betimlemelerinin değerlendirilmesinde ise % 10’luk 

blast popülasyonunun varlığı yeterli olmaktadır73, 74.  

Lenfoid öncül hücrelerin CD45 betimlemesi genellikle olgun lenfositlere göre 

daha düşük seviyelerdedir. Bu nedenle, akan hücre ölçer ile kemik iliği örneğindeki 

blast popülasyonunun belirlenmesinde, olgun eritrositler hariç tüm olgun hematopoetik 

hücrelerin yüzeyinde betimlenen CD45 molekülü ana belirteç olarak kullanılmakta ve 

CD45 molekülü betimlemeyen veya CD45 betimlemesi düşük olan hücreler blast 

hücreleri olarak kabul edilmektedir75, 76. Bu şekilde tespit edilen lenfoblastların 

görünümü tipik olarak küçük ve agranülerdir. Akan hücre ölçerde kemik iliği 

hücrelerinin CD45 betimlemesine bağlı olarak blast popülasyonunun kapılanma 

stratejisi Şekil 2.4’te gösterilmiştir. ALL’de hücresel olgunlaşma gerçekleşemediği için, 

lenfosit ve granülosit popülasyonlarının küçük olduğu göze çarpmaktadır. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Şekil 2-4: Akan hücre ölçer ile kemik iliği örneğinde blast popülasyonu kapılama 

stratejisi.  

Olgun lenfositler CD45parlak iken, lösemi blastlarının CD45soluk/- olduğu görülmektedir (Örnek, yeni tanı B-
ALL olgusuna aittir).  

 

CD45soluk/- hücre grubunun kapılanmasıyla seçilen blast popülasyonu içinde, B- 

ve T-ALL’ye özgü ve ayırt edici belirteçlerin seviyeleri değerlendirilmek suretiyle ALL 

açısından kesin tanı koyulmaktadır. T-ALL’de genellikle CD45 ifadesi B-
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ALL’dekinden daha parlaktır ve olgun lenfositlere yakın olabilmektedir. Diğer taraftan, 

CD45 ile ek olarak CD34 ve TdT’nin varlığı blast tanımlamasında kullanışlı belirteçler 

olmakla birlikte, T veya B lenfoid soya özgü moleküller değildir77. B veya T hücre 

soyunu mutlak özgüllükle tanımlayan tek bir antijen bulunmadığından, T ve B lenfoid 

soyun ifade ettiği belirteçleri içeren bir monoklonal antikor paneli oluşturulmalıdır. Tanı 

aşamasında AML, B-ALL ve T-ALL blast fenotiplemesinde kullanılabilecek belirteçler 

Tablo 2.2’de gösterilmiştir. 

  
Tablo 2-2: Akut lösemi sınıflandırmasında kullanılan belirteçler 

 AML B-ALL T-ALL 

Hücre içi Myeloperoksidaz (MPO) IgM CD3 

Hücre yüzey 
CD13, CD11b, CD15, 

CD33, CD117 
CD10, CD19, CD20, 

CD22, CD79a 
CD1a, CD2, CD3, CD4, 

CD5, CD7, CD8 

 

T-ALL paneli için kullanılabilecek belirteçler arasında, başta CD2, hücre yüzey 

ve hücre içi CD3 ile CD7 molekülleri olmak üzere CD1a, CD4, CD5 ve CD8 

molekülleri bulunmaktadır. Bazı vakalarda B-ALL’de sıklıkla betimlenen CD10 ile 

diğer bazı vakalarda kök hücre belirteci CD34 ve miyeloid antijenleri olan CD13 

ve/veya CD33 de saptanabilmektedir. Kesin T-ALL tanısında yüzey/sitoplazmik CD3 

ifade seviyelerinin değerlendirilmesi önemlidir77, 78. 

B-ALL'de tanı, ayırıcı tanı ve alt sınıflandırma için en önemli belirteçler CD10, 

CD19, CD20, CD22, CD24, CD38 ve CD79a'dır. CD34 ve TdT betimlemeleri de B-

ALL’nin farklı evrelerinde yüksek seviyede tespit edilebilmektedir. B hücre soyuna 

özgü sayılabilecek sitoplazmik CD22 molekülü, tanıyı desteklemek için kullanılabilen 

belirteçlerdendir. Kesin B-ALL tanısı için CD19, CD79a veya hücre içi CD22 molekül 

betimlemelerinden en az ikisinin mevcut olmasına karşılık, T veya miyeloid hücre 

antijenlerinin bulunmaması gerekmektedir79, 80.  

2.3. B Hücreli Akut Lenfoblastik Lösemi 

Tüm ALL vakalarının % 80-85 ile en sık rastlanan tipi olan B-ALL, kemik 

iliğinde malign B öncül hücrelerinin anormal çoğalması ile meydana gelmektedir3. B-

ALL, çocukluk çağı malign hastalıkları arasında en sık görüleni olup, çocuklarda ve 
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genç erişkinlerde kansere bağlı ölümlerin başlıca nedenidir81. Mevcut tedavi 

protokolleri ile çocuk hastaların 5 yıllık sağkalım oranı % 90 civarında seyretmekle 

birlikte, hastaların % 15-20’sinde nüks meydana gelmesi söz konusu olup, nüks 

gelişiminden itibaren 5 yıllık sağkalım oranı % 50’lere kadar düşmektedir. Diğer 

taraftan, hastalığı atlatan çocuklarda dahi uygulanan tedavinin yıkıcı yan etkileri 

görülmektedir82, 83. 

B-ALL patogenezinde hücre döngüsünde düzensizliğe neden olan bazı gen 

mutasyonları, anormal protein etkileşimleri, durdurulamayan hücre döngüsü ve 

otofajide artış gibi moleküler düzeydeki anormalliklerin rol oynadığı bilinmektedir. 

Hastalık oluşumuna zemin hazırlayan risk faktörleri arasında ise viral enfeksiyonlar, 

yüksek ağırlıklı doğum, radyasyon ve çeşitli kimyasalları içeren çevresel toksinlere 

mâruziyet gibi etkenlerin bulunduğu bilinmektedir6, 84. Çevresel toksinlerden biri olan 

ve sigara dumanı veya boyalarda bulunan benzen kanserojen bir madde olup, hamilelik 

sırasında benzene mâruziyetin, kemik iliğinde sitotoksisite ve DNA hasarına yol açarak 

ALL riskini arttırdığı bilinmektedir58.  

Hastalık gelişimi için diğer bir risk faktörü hızlı fetal büyüme olup, fetal 

büyümenin ana düzenleyicileri olan insülin büyüme faktörü (insulin growth factor -

IGF)1 ve IGF2 ile reseptörleri olan IGF1R ve IGF2R gen betimlemeleri de doğal olarak 

hastalık gelişimiyle yakından ilgilidir85. IGF genindeki anormal betimleme fetal 

dönemde veya doğum sonrası lenfoid kök hücreler henüz olgunlaşmadan önce meydana 

gelebilmekte ve lösemi için risk oluşturabilmektedir86.  

2.3.1. B-ALL Patofizyolojisi 

B hücrelerinin lenfoid öncül hücrelerden farklılaşarak olgunlaşması sürecinde 

sinyal iletimi, transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu ve pozitif/negatif seçim 

mekanizmalarının kusursuz şekilde işlemesiyle pro-B ve pre-B fazlarından geçen hücre 

olgun lenfositlere dönüşerek işlev kazanmaktadır. B öncül hücre malignitesi söz konusu 

olduğunda ise lenfoid hücre farklılaşması engellenerek, anormal hücre çoğalması ve 

sağkalımı meydana gelmektedir87. 

B-ALL’de hücre döngülerinde düzensizlik söz konusu olup, HSC’lerin 

kontrolsüz proliferasyonu ve olgunlaşmamış lenfoblastik hücreler lösemi gelişimine 

neden olmaktadır88. B‑ALL oluşumunun bir dizi gen mutasyonu ile ilişkili olduğu 

bilinmekte olup, genellikle multipotent kök hücre aşamasında başlamakta ve klonal 
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genişleme, farklılaşma, hücre proliferasyonu ve düzensiz hücre apoptozu sonucunda 

normal lenfoid hücrelerin yerini malign hücreler almaktadır89. B-ALL patofizyolojisiyle 

ilişkili olduğu bilinen bazı genler ve moleküler mekanizmalar aşağıda özetlenmiştir: 

ETV6-RUNX1: Pediatrik B-ALL'de görülen en yaygın kromozomal anormallik 

bulgusudur90. Bu genetik değişiklik yalnız B-ALL’ye özgü olduğundan önemlidir. Tek 

başına lösemi gelişimine neden olmamakla birlikte, ETV6-RUNX1 taşıyıcısı olanlarda 

ek mutasyonların meydana gelmesinin, hastalık tablosunun ortaya çıkmasına neden 

olduğu bilinmektedir91. 

TEL-AML1: Klinik semptomlar ortaya çıkmadan yıllar önce dahi mevcut olabilen ve 

genellikle intrauterin dönemin erken aşamalarındaki mutasyon sonucu oluşan bir füzyon 

genidir92. HSC’ler üzerinde etkili olması ve özellikle ek mutasyonlar ve çevresel 

etkenlerin de eklenmesiyle ALL oluşumuna sebep olan yolak aktive olabilmektedir. 

Sonuçta hücreler olgunlaşmanın pro-B fazında kalarak hastalık tablosu ortaya 

çıkmaktadır93. Bu nedenle TEL-AML1 varlığı, ALL için risk oluşturmaktadır. 

BCR-ABL1: Bir füzyon geni olan BCR-ABL1, 9. kromozom üzerindeki ABL geninin, 

22. kromozomdaki BCR geni ile yer değiştirmesi sonucu meydana gelmektedir. ABL 

füzyon geninin eklenmesiyle değişen 22. kromozoma “Philadelphia (Ph) kromozomu” 

adı verilmektedir94. Hastalığın en kötü prognozunun Ph pozitifliği ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Bu mutasyonun görülme sıklığı pediatrik B-ALL vakaları arasında yaşla 

beraber artmaktadır95. 

PAX-5: B hücre aktivatör proteini olan Pax-5, nükleer transkripsiyon faktörlerini 

kodlayarak B hücrelerinin pro-B’den olgun faza kadarki gelişim, farklılaşma, migrasyon 

ve çoğalma gibi fonksiyonlarını düzenlemektedir. Pax-5 betimlemesinin azaldığı 

durumda pro-B hücrelerinin gelişimi durmaktadır. Pediatrik B-ALL hastalarının 

yaklaşık % 90’ının Pax-5’i aşırı betimlediği bilinmektedir96. Bu durum, Pax-5 

ifadesindeki anormalliklerin erken evrede B hücrelerinin lösemiye dönüşümüne neden 

olabildiğini ortaya koymaktadır.  

RAS: Çoğunlukla kemoterapi sırasında RAS geninde meydana gelen mutasyon nüks ile 

ilişkilidir. RAS geninde mutasyon bulunan HSC’ler kontrolsüz büyüme 

göstermektedir97. Prognozu kötü olan veya nüks gelişen ALL'li hastalarda sıklıkla RAS 

yolaklarında mutasyonlar mevcuttur. Aynı zamanda RAS yolağındaki aktivasyonun, 

medikal tedavi etkinliğini bozduğu görülmüştür98. 
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PI3K: Hücre proliferasyonunda işlevleri bulunan mTOR, Bcl‑2, NFκB gibi proteinlerin 

seviyelerini düzenlemekle görevli bir gen olan PI3K’nın aşırı aktifleştirilmiş yolağı B-

ALL’de sıklıkla mevcuttur. PI3K/Akt sinyal yolu, hücre proliferasyonu ve hücre 

sağkalımı ile ilgili olup, B-ALL gibi çeşitli hematolojik malignitelerde aktive 

olmaktadır99.  

Yukarıda örnekleri verilen genlerdeki mutasyonlar ve fonksiyon bozukluklarının 

yanında, B-ALL’de kemokinler ve sitokinler de dâhil olmak üzere hümoral immün 

bileşenlerin konsantrasyonlarında da dengesizlik olup, bu durumun hücreler üzerinde 

baskılayıcı bir ortam oluştururken lösemi hücrelerinin hayatta kalmasını ve çoğalmasını 

desteklediği düşünülmektedir100, 101. 

2.3.2. B-ALL Sınıflandırması 

B öncül hücre farklılaşmasının hangi aşamasında geliştiğine bağlı olarak B-

ALL’ler; pro-B-ALL, ortak (common - c)-(B)-ALL, pre-B-ALL ve olgun-B-ALL 

olmak üzere 4 grupta incelenmektedir102. B-ALL’nin farklı alt tiplerinde lösemi 

blastlarının immünfenotipleri de farklılık göstermektedir. Akan hücre ölçer ile yapılan 

immünfenotipleme, B-ALL tanısı koymanın yanı sıra B-ALL’nin bu alt tipler 

içerisinden hangi gruba dâhil olduğunu da ortaya koyabilmektedir.  

Pro-B-ALL: B hücre soyunun en erken faz belirteçleri CD19, CD22 (membran ve 

sitoplazmada) ve CD79a'dır. Bu üç belirteçten herhangi ikisinin pozitif olması, pro-B-

ALL’yi tanımlar103. 

c-(B)-ALL: Pro-B aşamasından sonra erken dönemdeki B hücreleri, hücre yüzeyinde 

CD10, CD19, CD34, insan lökosit antijeni (human leukocyte antigen - HLA)-DR ve 

TdT moleküllerini betimler. CD10 pozitifliğinin olduğu bu evre c-(B)-ALL evresidir71. 

Pre-B-ALL: Kemik iliğinde B öncül hücreleri olgunlaşmaya devam ettikçe kademeli 

olarak CD20 betimlerken, CD10 ifadelerini de kademeli şekilde kaybederler. CD10 

pozitifliği olsa dahi, ek olarak sitoplazmik  ağır zincirinin bulunması pre-B-ALL 

grubunu tanımlar71.  

Olgun-B-ALL: Hücre yüzeyinde IgM molekülünün belirmesiyle birlikte CD34 ve 

TdT'nin kaybolması, olgun bir B hücresini tanımlamaktadır. Bu evrede CD10 ifadesi 

görülmez104. B-ALL alt tiplerinin immünfenotipik özellikleri Şekil 2.5’te görülmektedir.  
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Şekil 2-5: B-ALL alt tiplerinin immünfenotipik özellikleri 

 

Akan hücre ölçer ile ALL şüphesi bulunan hastanın kemik iliği örneğinde 

yapılan immünfenotipleme, B- ve T-ALL tanısı ve alt tiplerini tespit etmenin yanı sıra, 

tedavinin belirli dönemlerinde yapılacak olan MRD değerlendirmesi için yol göstermesi 

açısından da büyük önem taşımaktadır. MRD’nin hastalık prognozunu belirlemedeki 

önemi göz önünde bulundurulduğunda, akan hücre ölçer çalışmasının ALL tanı ve 

takibindeki işlevselliği de daha iyi anlaşılacaktır.  

2.4. Minimal Kalıntı Hastalık 

MRD, tedavi sırasında veya tedavi sonrası ALL hastalarının kemik iliğinde ve 

daha nadir olarak periferik kan dolaşımında lösemi hücrelerinin var olması durumudur. 

MRD hücreleri, ALL’yi başlatan hücrelerin kalıntıları olabileceği gibi, ikincil olarak 

gelişmiş ALL’yi de ifade edebilmektedir105. 

MRD takibinin birincil amacı, lösemi blast hücrelerinin temizlenme seviyesine 

göre nüks açısından riski belirlemek ve tedaviye yanıtı değerlendirmektir. Ayrıca MRD 

seviyelerine göre, uygulanan kemoterapinin yoğunluğu ve süresi değiştirilebilmekte ve 

kök hücre nakli gibi ilave tedavi seçenekleri değerlendirilebilmektedir105.  

ALL’de uzun süreli sağkalımın bir ön koşulu olan morfolojik remisyondan söz 

edebilmek için kemik iliği blast oranı % 5’ten düşük olmalıdır. Uygulanan tedavi 

protokolleri ile hastaların büyük çoğunluğunda morfolojik remisyon görülmekle 

birlikte, bu hastaların bir kısmında nüks meydana gelebilmekte ve bu tablo ölümle 

sonuçlanabilmektedir106. Morfolojik değerlendirme, sayıları 1010 kadar olabilen toplam 

blast sayısının kalan miktarını ve nüks riskini belirlemede yeterli olmamaktadır107. Bu 

Pro-B-ALL c-B-ALL Pre-B-ALL Olgun-B-ALL 

CD19+ 

HLA/DR+ 

CD34+ 


CD10+/- 

CD19+ 

HLA/DR+ 

CD79a
+ 

CD20+ 

HLA/DR+ 

CD19+ 

IgM+ 

CD20+ 

CD10++ 

CD19+ 

HLA/DR+ 

CD34+ 

CD22+ 

CD79a
+ 
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noktada ALL tedavisi süresince belirli zamanlarda yapılan MRD tespiti ve takibi, 

hastalığın prognozunun belirlenmesinde büyük öneme sahiptir108.  

MRD tayininde kullanılan yöntemler DNA, RNA veya hücre yüzey belirteçleri 

gibi blast popülasyonuna spesifik bir hedefi tespit etmeye yönelik metotlardır. Bu 

metotlar arasında akan hücre ölçer ile immünfenotipleme ve kantitatif (quantitative - q)-

PCR en sık kullanılan yöntemlerdir. Morfolojik değerlendirmeye göre daha hassas ve 

kantitatif olan bu ölçümlerle, 1 milyon hücrelik bir popülasyonun içerisindeki bir blastı 

algılama hassasiyetine sahip MRD değerlendirmesi yapılarak mevcut tümör yükünün 

seviyesi ayırt edilebilmektedir109.  

Çok renkli akan hücre ölçerde genellikle 4-12 renkli boyamayla yapılan 

immünfenotipleme, tedavi sırasında arta kalan lösemi hücrelerini tanımlamak suretiyle 

MRD seviyelerini değerlendirme olanağı tanımaktadır. Belirli dönemlerde yapılan 

immünfenotipik MRD değerlendirmesi ile, lösemi blast fenotipine uygun hücre 

oranlarına bağlı olarak hastalığın nüks etme riski hesaplanabilmektedir110. Risk 

değerlendirmesi sonucu riski yüksek bulunan hastalarda tedavinin güçlendirilmesiyle 

sağkalım oranının arttığı bilinmektedir111.  

MRD’nin eşik düzeyi, bir numunedeki tüm kemik iliği mononükleer 

hücrelerinin % 0,01’i (10−4), yani 10.000 hücrede 1 MRD hücresidir ve bu sınır 

prognostik değer taşımaktadır. Associazone Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica 

(AIEOP)-Berlin-Frankfurt-Münster (BFM) 2009 protokolüne göre, kemoterapinin 15. 

ve 33. gün gibi kritik zaman noktalarında alınan kemik iliği örneğindeki MRD 

seviyelerinin % 0,01’den yüksek olması, düşük olduğu duruma göre nüks riskinin 

önemli derecede daha yüksek olacağını ifade etmektedir112. Ayrıca, MRD değeri 

kemoterapinin indüksiyon fazının bitiminde ne kadar yüksek ise nüks riski de o kadar 

yükselmekte ve sağkalım oranı düşmektedir113. 

MRD değerlendirmesine göre risk sınıflaması yapılmakta olup, bu 

sınıflandırmanın amacı, remisyon sonrası hastalar için en uygun tedavi şeklini 

belirlemektir. Çocuk hastalarda belirli zamanlarda yapılan MRD değerlendirmesi, 

hastalık seyrini tahmin etmede olumlu sonuçlar vermekte ve ilk remisyon döneminde 

kemoterapi dozunun ayarlanması veya allojenik kök hücre nakli yapılması gibi 

remisyon sonrası tedavilerin belirlenmesi için kılavuz olarak kullanılmaktadır114. 
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2.4.1. MRD’ye Dayalı Risk Hesaplaması 

MRD tayininde en sık kullanılan metotlar, Ph-negatif B-ALL veya T-ALL’de 

lösemi immünfenotipini belirlemek için multiparametreli akan hücre ölçer ve Ig veya T 

hücre reseptör genlerinin q-PCR ile ölçümüdür. Ph-pozitif olan B-ALL hastaları içinse 

MRD değerlendirmesinde BCR-ABL1 geninin PCR ile izlenmesi tercih edilmektedir109. 

Akan hücre ölçer ile MRD tayini, PCR tabanlı yönteme göre önemli derecede daha 

ucuz, kolay ve hızlı bir yöntemdir.  

MRD değerlendirmesinin optimal duyarlılıkta olabilmesi için, hastaların 

periferik kan yerine kemik iliği örnekleri üzerinde yapılması gerekmektedir. Bunun 

nedeni, özellikle B-ALL’de kandaki MRD düzeylerinin kemik iliğine göre daha düşük 

olmasıdır. Kemik iliği örneğinde akan hücre ölçer ile yapılan değerlendirmede, blast 

fenotipinin hastanın tedaviye başlanmadan önce tanı anındaki immünfenotipi ile 

örtüşmesi MRD değerlendirmesi açısından yol göstericidir115.  

AIEOP-BFM çalışma grubunun yaptığı geniş kapsamlı ve çok merkezli çalışma 

sonucunda, MRD değerlendirmesine göre ALL hastalarının prognostik açıdan 3 risk 

grubuna ayrılması kabul edilmiştir116. Bu gruplar düşük risk (flow low risk – FLR), orta 

risk (flow medium risk) ve yüksek risk (flow high risk) olup, MRD oranlarına göre 

sınıflandırma kriterleri Tablo 2.3’te gösterilmiştir: 

 
Tablo 2-3: AIEOP-BFM ALL 2009 protokolünün akan hücre ölçer tabanlı MRD 

hesaplamasına göre ALL risk sınıflandırması 

Risk Grupları 
Düşük Risk  

(FLR) 

Orta Risk  

(FMR) 

Yüksek Risk  

(FHR) 

15. gün % MRD < % 0,1 % 0,1 - 10 > % 10 

33. gün % MRD Negatif Negatif/Pozitif Pozitif 

 

Risk hesaplamasına göre yapılan bu gruplama, uygulanacak tedavinin de dozunu 

belirlemekte ve düşük riskten yüksek riske doğru, tedavinin dozu az veya daha çok 

arttırılmaktadır117. Bu nedenle MRD değerlendirmesi, nüks açısından tek veya en 

önemli risk belirteci olduğundan, prognozla çok yüksek ilişkiye sahiptir118. MRD 

hastalığın kendisini temsil etmekte olup, hastalığın kemoterapiye erken duyarlılığını 

yansıtmaktadır. Her ne kadar bazı MRD negatif vakalarda nüks meydana gelebilse de, 
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allojenik kök hücre nakli veya diğer hedefe yönelik tedavi seçenekleri konusunda karar 

vermek için MRD değerlendirmesi prognostik bilgi sunmaktadır119. 

2.5. B-ALL’de Tedavi Yaklaşımları 

2.5.1. Klasik Tedavi 

ALL için temel tedavi yöntemi kemoterapi olup, bu uygulamayla kemik iliği ve 

periferik dolaşımdaki lösemi hücrelerini yok etmek hedeflenmektedir. Tanı sırasında 

MSS tutulumu olduğu tespit edilen vakalarda, kemoterapiye ek olarak radyoterapi de 

uygulanmaktadır. ALL'de ilk etapta uygulanan kemoterapi yaklaşık 2-3 yıl sürmekte 

olup; remisyon indüksiyonu, konsolidasyon, intensifikasyon/reindüksiyon ve idame 

tedavisi olmak üzere 4 aşamadan oluşmaktadır120.  

Tedavinin ilk aşamasını oluşturan ve 4-6 hafta süren remisyon indüksiyonunun 

amacı, kemik iliğinde bulunan blast oranının % 5’in altına düşürülerek hastalığın hızla 

tam remisyon fazına girmesinin sağlanmasıdır. Bu amaçla kullanılan ilaçlar; 

prednizolon veya deksametazon gibi steroidler, L-asparaginaz, vinkristin ve 

antrasiklinlerdir121. Steroidler sitokin üretiminin inhibisyonu, onkogen ekspresyonunun 

değişmesi, hücre döngüsünün inhibisyonu ve hücrenin apoptozunun sağlanması gibi 

etkilere sahiptir122.  

Remisyon sağlandıktan sonra uygulanan tedaviler, hücre büyümesini 

durdurmaya yönelik sitostatik uygulamalardır. Sitostatik ajanların ana prensibi, hücre 

döngüsünü bozarak hücre ölümüne neden olmak veya hücrenin büyüme ve bölünmesini 

engellemektir. Bu ilaçlar arasındaki metotreksat, vinkristin, siklofosfamid, sitarabin ve 

6-merkaptopurin en sık kullanılanlardandır123. 

İndüksiyon tedavisinden sonraki konsolidasyon tedavisi, ilk tedaviden sonra 

hâlen varlığını sürdüren lösemi hücrelerini ortadan kaldırmayı hedeflemektedir. Bu 

fazda sitostatik ajanlar metotreksat ile kombine şekilde kullanılmaktadır. Metotreksatın 

artan dozlarda kullanımı, MSS tutulumunu da içeren nüksleri engellemede ve böylece 

kraniyal ışın tedavisi gerekliliğini sınırlama veya önlemede kritik öneme sahiptir124. 

Bir sonraki aşama olan intensifikasyon/reindüksiyon fazında, ilk aşamada 

uygulanan indüksiyon ajanları ile steroidler, siklofosfamid, 6-merkaptopurin ve 

sitarabin kombine tedavisi hastalara uygulanmaktadır125. İndüksiyon ve reindüksiyon 

fazlarında uygulanan L-asparaginaz, ALL tedavisine alınan olumlu yanıtta kritik öneme 
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sahip olmakla birlikte, alerjik reaksiyon, hiperglisemi, pankreatit ve pıhtılaşma 

bozukluğu gibi şiddetli yan etkilere neden olarak hayati tehlikeye neden olabilmektedir. 

İlaveten, L-asparaginaza karşı gelişen nötralizan antikorlar ilacın aktivitesini azaltırken, 

nüks riskini de arttırabilmektedir126. 

İlk tam remisyonda yüksek riskli olan, ilaca dirençli veya hastalığın nüks ettiği 

hastalar için hematopoetik kök hücre nakli oldukça etkili bir tedavi seçeneğidir127. 

Transplantasyonda gerçekleşen son gelişmeler sayesinde morbidite ve mortalite 

azalmıştır. Bununla birlikte, nakilden önce çoğunlukla tüm vücuda uygulanan ışın 

tedavisi neticesinde infertilite, büyüme geriliği, metabolik hastalıklar ve sekonder 

maligniteler gibi hastaların erişkin dönemini etkileyen çok büyük komplikasyonların 

meydana gelmesi, tedavinin olumsuz sonuçlarıdır128. 

Tedavinin son aşaması idame tedavisi olup, protokole bağlı olarak ortalama 2 yıl 

sürmektedir. Bu aşamada metotreksat ve 6-merkaptopurine ilâveten bazı vakalarda 

vinkristin ve steroid tedavisi uygulanmaktadır129. İdame tedavisinin meydana getirdiği 

bazı problemler bulunmaktadır. Enfeksiyondan kaynaklanan ölümlerin % 20'sinin 

idame tedavisi sırasında meydana geldiğine ve daha uzun süreli uygulanan idame 

tedavisinin sekonder malignite riskini artırdığına dair bulgular mevcuttur130. 

Günümüzde, uygulanan bu tedavi metotlarıyla özellikle gelişmiş ülkelerdeki 

pediatrik ALL hastalarının sağkalım oranı % 90’ların üzerine çıkmıştır11; ancak hâlen 

tedaviye rağmen hastalığın nüks ettiği ve/veya ölümle sonuçlandığı durumlar 

azımsanmayacak düzeydedir. İlâveten, hem kemoterapötik ajanların hem de ışın 

tedavisinin genotoksik potansiyele sahip olduğu ve ikincil olarak gelişen malignitelere 

neden olabildiği görülmektedir131. Tedaviyle ALL açısından tam iyileşme görülen 

hastalarda dahi, kronik sağlık sorunları ve nöro-davranışsal bozukluklar gibi uzun vadeli 

problemler görülmektedir132. Sağkalım oranını yükseltmek amacıyla tedavinin dozunun 

arttırılması bu nedenle mümkün olmadığı gibi, hastaların yaşam kalitesini yükseltmek 

ve tedaviye bağlı yaşadıkları ek sağlık sorunlarını ortadan kaldırmak için farklı tedavi 

stratejileri üzerinde çalışılmaktadır.  

Bir sonraki bölümde, klasik tedavi protokollerine alternatif olarak uygulanan 

veya üzerinde çalışılmakta olan tedavi metotları B-ALL tedavisi özelinde ele alınmıştır. 
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2.5.2. B-ALL Tedavisinde İmmünoterapi Uygulamaları 

B-ALL tedavisinde uygulanan klasik tedavi yaklaşımıyla olumlu sonuç 

alınamayan ve kemoterapi ilaçlarına karşı direnç gösteren yüksek riskli olgular ve/veya 

nüks olgularında sağkalım oranını arttırmak ve tedavinin toksik yan etkilerinin 

doğurduğu, kimi zaman geri dönüşümsüz olabilen yan etkilerin ortadan kaldırılması 

amacıyla farklı tedavi yaklaşımlarına ihtiyaç bulunmaktadır. Bu yaklaşımlar arasında 

immünoterapi, özellikle uygun hedef antijenlere sahip olan pediatrik B-ALL vakaları 

için büyük ilgi görmektedir. B-ALL tedavisine yönelik immünoterapötik yaklaşımlar 

monoklonal antikorlar ve kimerik antijen reseptör (chimeric antigen receptor - CAR)-

hücre uygulamaları olup, bu amaçla geliştirilmiş immünoterapi ilaçlarından bazıları 

aşağıda verilmiştir. 

2.5.2.1. Monoklonal Antikorlar 

B-ALL tedavisi için üzerinde çalışılan immünoterapi metotlarının başında belirli 

antijenlere yönelik monoklonal antikorlarla tedavi gelmektedir. Tedavi amacıyla 

geliştirilen bu antikorların çoğu, B-ALL blastlarında yüksek düzeyde betimlenen CD19, 

CD20 ve CD22 moleküllerini hedef almaktadır. B-ALL vakalarının % 30-50’sinde 

CD20 antijeni betimlenirken, % 90’ından fazlasında CD19 ve CD22 betimlenmesi 

mevcuttur133. Günümüzde kullanılan veya üzerinde çalışılan CD19, CD20 ve CD22 

moleküllerine yönelik geliştirilmiş monoklonal antikorlar Tablo 2.4’te gösterilmiştir. 

Bu ilaçlar arasında ilk geliştirileni bir anti-CD20 monoklonal antikoru olan 

Rituximab’dır133. CD20+ B-ALL hastalarında klasik tedavi protokolüne ek olarak 

Rituximab uygulanmaktadır. İkinci nesil bir anti-CD20 antikoru olan Ofatumumab, 

Rituximab’dan daha güçlü hücresel sitotoksisite yanıtları sağlamaktadır134. Bununla 

birlikte, uzun vadede daha iyi sonuçlar sağlayıp sağlamayacağı netlik kazanmamıştır.  

Epratuzumab ise CD22 molekülünü hedef alan bir ilaç olup, pediatrik hastalarda 

etkinliği henüz netleşmemiştir133. B-ALL tedavisi için en umut verici immünoterapi 

ilaçları ise CD22'ye yönelik bir antikor-ilaç konjugatı olan Inotuzumab Ozogamicin ve 

CD19'u hedefleyen bispesifik bir ilaç olan Blinatumomab’dır. Inotuzumab Ozogamicin 

CD22’ye bağlanarak, DNA için sitotoksik etkiye sahip kalikeamisinin hücre içine 

girmesini sağlamaktadır135.  
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Tablo 2-4: B-ALL tedavisi için CD19, CD20 ve CD22'yi hedef alan, kullanımdaki veya 
üzerinde çalışılmakta olan monoklonal antikorlar136. 

Monoklonal 

antikor tipi 

Hedef molekül 

CD20 CD19 CD22 

Yalın 
Rituximab 

Ofatumumab  
Epratuzumab 

Konjuge 
 

ADCT-402  

(loncastuximab tesirine) 

SGN-CD19A 

(denintuzumab 

mafodotin) 

SAR3419  

(coltuximab ravtansine) 

Inotuzumab ozogamicin 

Moxetumomab pasudotox 

ADCT-602 (hLL2-Cys-

PBD) 

90Y-DOTA-Epratuzumab 

Bispesifik 
 

Blinatumomab  

(anti-CD3+CD19) 

 

 

CD19 molekülünü hedefleyen bir konjuge ilaç olan Loncastuximab Tesirine, 

deneysel çalışmalarda CD19+ B hücre malignitelerine karşı güçlü bir etki ortaya 

koymuştur, ancak ilacın etkinliği için ileri değerlendirmelere ihtiyaç duyulmaktadır137. 

Bispesifik bir antikor bazlı ilaç olarak tasarlanmış Blinatumomab ise, hem T hücreleri 

üzerindeki CD3’ü hem de B hücreleri üzerindeki CD19'u bağlayan değişken bölgeler 

içermektedir. Bağlanma sonucu CD8+ sitotoksik T hücre proliferasyonunu sağlayan 

Blinutumomab’ın çalışma prensibi, hastanın CD19 betimleyen tümör hücreleri ile T 

hücrelerinin ilişkisini arttırarak B hücre malignitelerini tedavi etmeye dayanmaktadır138.  

2.5.2.2. CAR-T Hücre Tedavisi 

CAR-T hücreleri bir adoptif immünoterapi şeklidir ve lösemiye karşı immün 

yanıt oluşturmak için genetik olarak modifiye edilmiş efektör hücrelerin hastaya 

nakledilmesine dayanmaktadır. CAR-T hücreleri, hastadan alınan T hücrelerinin, 

hedeflenen hücre üzerindeki antijene spesifik bir monoklonal antikor tanıma bölgesi 

içerecek şekilde yeniden yapılandırılmasıyla elde edilmektedir. Kültür ortamında 

yeniden yapılanma ve ex vivo çoğaltım sonrası, hücreler yeniden infüzyona hazır hâle 

getirilmekte ve uygulanmadan önce hastalara kemoterapi uygulanarak lenfodeplesyon 

oluşturulmaktadır139.  
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Uygulanan CAR-T hücreler, MSS de dâhil olmak üzere tüm vücuda 

dağılmaktadır140. Vücuda alınan CAR-T hücreleri hedef hücreye antijen-antikor ilişkisi 

ile bağlanarak, aldığı sinyallerle hedef hücreyi öldürmek için sitotoksik işlevini devreye 

sokmaktadır141. CAR-T hücreleri nakilden sonra kalıcı olma potansiyeline sahip olup, 

hastalığı uzun süreli kontrol altında tutma imkânı ortaya koymaktadır142.  

CAR-T hücrelerinin B hücreli lenfomalar ve ALL gibi bazı hematolojik kanser 

hastalarında klinik fayda sağladığı gösterilmiştir. CD19 molekülünü hedefleyen bir 

CAR-T hücre ürünü olan Tisagenlecleucel, B-ALL için FDA tarafından 2017 yılında 

onaylanan ilk CAR-T hücre tedavisi ilacıdır. Çocuklarda ve genç erişkinlerdeki yüksek 

etkinliği sayesinde bu yaş grubundaki dirençli/nüks B-ALL tedavisi için onay 

almıştır143. CAR-T hücre tedavisinde hedeflenen başlıca antijen CD19 olmakla birlikte, 

CD22’ye yönelik CAR-T hücreleri de geliştirilmiştir144.  

 Tüm avantajlarına rağmen, CAR-T hücre tedavisinin bazı yan etkileri 

bulunmaktadır. Her ne kadar aktivitesini kendi kendine sınırlasa da, CAR-T’lerden 

kaynaklanan ciddi ve yaşamı tehdit eden toksisiteler bildirilmiştir. Bunlar arasında en 

yaygın ve en şiddetli olanı, sitokin salınım sendromudur. Bu komplikasyonun 

görülmediği hastaların tedaviye yanıtı da düşük olduğundan, sendrom gelişiminin 

hastalık yanıtı ile ilişkili olduğu düşünülmektedir145.  

En yaygın ikinci toksisite, immün efektör hücre ilişkili nörotoksisite 

sendromudur ve en sık olarak ensefalopati ile karakterize olup, başka nörolojik 

komplikasyonlar da ortaya çıkabilmektedir. Bununla birlikte, steroidler ve destekleyici 

bakım ile çoğunlukla nörolojik sekel kalmadan hastalar iyileşmektedir146. Son olarak, 

CAR-T hücre tedavisi uygulanan B-ALL hastalarında meydana gelen kronik B hücre 

aplazisi, bir problem olarak varlığını sürdürmektedir140. 

CAR-T ürünlerinin çoğunda hastaların kendi T hücreleri kullanılmakla birlikte, 

otolog CAR-T tedavisi iki büyük zorluğu beraberinde getirmektedir. Bunlardan biri, 

CAR-T hücrelerinin terapötik dozunu oluşturmak için önemli bir süre gerekmesi ve 

hastalığın hızlı ilerlediği vakalarda bu durumun sınırlayıcı bir etken olmasıdır. Diğer bir 

problem ise, yoğun bir ilaç tedavisi görmüş ve bu nedenle çoğunlukla lenfopenik olan 

hastalardan CAR-T hücre üretimi için yeterli miktarda otolog T hücresinin elde 

edilmesinin zorluğudur147. İlâveten, CAR-T hücre tedavisinin neden olduğu 

ensefalopati, nörotoksisite, koagülopati ve hipoksi gibi ciddi yan etkilerin de varlığı 
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nedeniyle alternatif tedavi yöntemleri üzerindeki arayış devam etmektedir148. Bunlar 

arasında tedavide doğal öldürücü (natural killer – NK) hücrelerin adoptif nakli ile CAR-

NK hücre terapisi de bulunmaktadır. 

2.6. NK Hücrelerinin ALL ile İlişkisi 

NK hücreleri, enfeksiyon ve kansere karşı ilk savunma hattını oluşturan doğal 

immün hücreler olup, hızlı bölünen ve anormal gelişen hücre popülasyonlarını tanıyarak 

yok etmede kritik rol oynamaktadır. NK hücrelerinin doğal anti-tümöral özelliklerinin 

yanında, hastalar üzerinde daha az toksik bir potansiyele sahip görünmelerinden ötürü, 

son yıllarda NK hücrelerinin tedavide kullanımı üzerinde çalışmalar artmıştır. 

NK hücreleri, kemik iliğinde HSC'lerden kökenlenmekte ve periferik kan 

dolaşımındaki lenfositlerin ortalama % 10'unu oluşturmaktadır. Virüsle enfekte olmuş 

hücreler veya kanser hücrelerinin tanınarak yok edilmesinde kritik fonksiyona sahip 

olan NK hücrelerinin CD3 betimlemesi olmayıp, CD56 betimleme düzeylerine bağlı 

olarak CD3−CD56solukCD16+ ve CD3−CD56parlakCD16− hücreler olmak üzere iki alt 

grupta incelenebilmektedir. CD3−CD56parlakCD16− NK hücreleri farklı uyaranlara 

cevaben güçlü sitokin üretiminden sorumluyken, CD3−CD56solukCD16+ NK hücreleri 

aktivasyonu takiben hedef hücre üzerine saldıkları perforin ve granzim molekülleri 

aracılığıyla sitolitik etki göstermektedir17. 

NK hücre aktivasyonu, hücre yüzeylerinde bulunan aktivatör ve inhibitör 

reseptörlerden aldıkları net sinyale bağlı olarak gerçekleşmektedir149. Normal koşullarda 

NK hücresinin sağlıklı bir öz doku veya immün hücre ile karşılaşması durumunda, sahip 

olduğu inhibitör reseptörlerin ligandları ile etkileşimi neticesinde aktivitesi 

baskılanmaktadır. Virüsle enfekte bir hücre veya kanser hücresi ile karşılaşma 

durumunda ise aktivatör reseptörlerine bağlanan ligandlar aracılığıyla NK hücreleri 

aktive olmakta ve sitolitik aktivite ve/veya sitokin salımı gerçekleşmektedir150. NK 

hücrelerinin majör doku uyumluluk kompleksi (major histocompability complex - 

MHC)-I molekülü betimlemeyen hücreleri (eritrositler hariç) inhibitör reseptörleriyle 

tanıması, NK hücrelerinin sitolitik fonksiyonunun önemli bir tetikleyicisidir151. 

Tümör hücreleri ile karşılaşan NK hücreleri, içerdiği perforin ve granzim 

moleküllerinin degranülasyonu ile hedef hücreyi öldürürken, diğer taraftan da kandaki 

diğer immün hücreleri uyarmak amacıyla interferon-gama (IFN-) ve tümör nekroz 
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faktörü-alfa (TNF-) gibi sitokinlerin salımını gerçekleştirerek immün yanıtları 

düzenlemektedir152. Tümör gözetimi ile ilişkili olan NK hücre reseptörleri arasında 

doğal öldürücü grup 2D (natural killer group 2D - NKG2D), DNAX aksesuar molekülü 

(DNAM)-1, programlanmış hücre ölümü proteini (programmed cell death protein - PD)-

1, aktivatör ve inhibitör öldürücü hücre immünoglobulin benzeri reseptörler (killer-cell 

immunoglobulin-like receptor - KIR) ile NKp44, NKp30 ve NKp46 gibi doğal 

sitotoksisite reseptörleri bulunmakta olup, bu reseptörler NK hücrelerinin lösemi 

tedavisinde kullanımı için araştırmalara konu olmaktadır9. 

NK hücrelerinin kanser hücrelerini öldürme kabiliyeti olmasına rağmen, lösemi 

hastalarının NK hücre fonksiyonlarında bozukluk olduğu da bilinmektedir. NK hücre 

fonksiyonlarındaki bu yetersizliğin, hastalığın hem şiddetiyle ilişkili olduğu hem de 

ilerlemesinde rol oynadığı gösterilmiştir19. Ayrıca, ALL hastalarının kemik iliğinde NK 

hücre varlığının, sağkalımı önemli ölçüde arttırdığı bilinmektedir20 Bu nedenle, lösemi 

hastalarında NK hücre işlevlerindeki eksikliğin giderilmesi amacıyla adoptif NK 

hücrelerinin ve immün kontrol noktası inhibitörlerinin uygulanmasına dayanan NK 

hücre immünoterapileri, lösemi tedavisi için umut vaat etmektedir153. 

NK hücrelerinin ALL hastalarının periferik kanlarında bulunan anormal 

olgunlaşmamış lökositleri doğrudan öldürebildiği bilgisinden yola çıkılarak20, sağlıklı 

bireylerden hastalara yapılacak olan NK hücre naklinin, hastalığın prognozu açısından 

fayda sağlayacağı düşünülmekte olup, NK hücrelerinin adoptif nakli ve CAR-NK hücre 

terapisi üzerine çalışmalar yapılmaktadır. 

2.6.1. Adoptif NK Hücre Terapisi 

Adoptif NK hücre terapisi, sağlıklı bir vericiden allojenik olarak veya hastanın 

kendisinden otolog olarak alınan periferik kan, kemik iliği veya kordon kanından izole 

edilen NK hücrelerinin, belirli işlemlerden geçirilerek hastaya verilmesi işlemidir154. 

İzole edilen NK hücreleri genetik olarak modifiye edilebilmekte ve/veya IL-2, IL-15, 

IL-21 gibi sitokinlerle çoğaltılarak hastalara uygulanmaktadır155. Otolog uygulama daha 

kullanışlı iken, allojenik uygulamada HLA uyumsuzluğu meydana gelebilmektedir156.  

Hematolojik malignitelerin tedavisinde adoptif NK hücre tedavisinin etkinliğini 

ve güvenliğini değerlendiren birçok çalışma bulunmaktadır. Klinik deneyler sonucunda 

NK hücrelerinin adoptif transferinin, bazı solid tümörlerin yanı sıra hematolojik 

kanserlerin tedavisi için de etkili olduğu gösterilmiştir157. T hücre nakilleri hedef dışı 
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dokularda önemli hasarlara yol açan “graft versus host hastalığı”na (graft versus host 

disease - GvHD) neden olabilirken, NK hücrelerinin IL-10 salımı yapmak suretiyle ve 

konağın antijen sunan hücrelerini parçalayarak bu etkileşimi baskılayabildiği 

görülmüştür158.  

Allojenik NK hücre nakli özellikle AML tedavisi için etkinlik göstermiş olmakla 

birlikte, hastalığın yaygın şekilde nüks etmesi nedeniyle nakil sonrası farmakolojik 

tedavi gerekliliği sürmektedir159. Bununla birlikte, hedef hücre dışındaki hücreler 

üzerine ciddi bir zararı olmadan tedavi imkânı vaat etmesi nedeniyle NK hücrelerinin 

immünoterapide kullanımı, üzerinde hâlen çalışılan bir konudur. Diğer taraftan, bir 

vericiden toplanan periferik kandan elde edilen NK hücreleri, sınırlı çoğalma kapasitesi 

ve fonksiyonel yeterliliğe sahiptir. Bu sınırlılıkları ortadan kaldırmak üzere ortaya 

çıkarılan yaklaşımlardan biri CAR-NK hücre terapisidir. 

2.6.2. CAR-NK Hücre Terapisi 

CAR-T ve adoptif NK hücre uygulamalarındaki sınırlılıklar nedeniyle alternatif 

bir tedavi seçeneği olarak CAR-NK hücreleri ortaya çıkmıştır. CAR-NK hücrelerinin 

lösemi tedavisinde kullanımı üzerine deneysel çalışmalar hâlen devam etmekle birlikte, 

şimdiye kadar düşük yan etkiler ile olumlu sonuçlar elde edilmiştir160.  

CAR-T hücrelerine kıyasla CAR-NK hücre tedavisi; üretim süresinin daha kısa 

olması, GvDH riski olmadan allojenik NK’ların sınırsız miktarda uygulanabilmesi, NK 

hücre serileri ile kullanıma hazır ürün üretilebilmesi ve NK hücre doğal reseptörlerinin 

CAR’dan bağımsız şekilde tümör hücrelerini tanıyarak öldürmesi gibi bazı avantajlara 

sahiptir161. CAR-NK hücreleri de CAR-T hücreleri gibi, hedef hücrelerde spesifik 

olarak veya yüksek miktarda bulunan bir antijeni tanıyan CAR'ları betimlemeleri için 

NK hücrelerinin genetik olarak değiştirilmeleriyle üretilmektedir.  

B-ALL için CAR-NK hücrelerinin ana hedef antijeni CD19’dur. PD-1, TIM-3 

ve TIGIT gibi immün kontrol noktası molekülleri ile NKG2D, DNAM-1 ve 2B4 gibi 

uyarıcı moleküller de betimleyen NK hücreleri CAR-T hücrelerine benzer efektör 

fonksiyonlara sahip, fakat düşük toksisiteli ve kullanıma hazır bir alternatif hücresel 

kaynak oluşturmaktadır162, 163.  

CAR-NK hücrelerinin geliştirilmesinde periferik kan, kordon kanı, uyarılmış 

pluripotent kök hücre (induced pluripotent stem cell - iPSC)-kökenli NK hücreleri ve 
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NK92 hücre serisi dâhil olmak üzere pek çok farklı hücresel kaynak kullanılmıştır164. 

Herhangi bir vericiden izole edilen NK hücrelerinin çoğalma ve fonksiyonlarındaki 

yetersizlikten ötürü, önceleri kolayca çoğaltılıp büyük miktarlarda kullanılabilen CAR-

NK92 hücreleri üretilmiştir. Bununla birlikte, NK92 hücrelerinin kanser kökenli olması 

ve sitogenetik anormalliklerinin bulunması nedeniyle klinik uygulama öncesi ışınlanma 

gerektirmesi, CAR-NK92’lerin fonksiyonlarında kayba ve kısa ömürlü olmalarına 

neden olmaktadır161. Periferik kandan NK hücrelerinin elde edilmesi kolaydır, ancak 

transfekte edilmeleri diğerlerine göre daha zordur ve uzun süre dondurularak 

saklandıklarında fonksiyonel kayıplara uğramaktadır165. Periferik kan kökenli NK 

hücrelerine kıyasla kordon kanı ve iPSC kökenli NK hücrelerinin fonksiyonel açıdan 

daha kullanışlı görünmektedir166.  

Optimal fonksiyon sergileyebilmeleri için CAR-NK hücrelerinin uygulama 

öncesinde IL-2 veya IL-15 gibi sitokinlerle çoğaltılıp aktive edilmesi gerekmektedir. 

Aksi takdirde, dinlenme durumundaki NK hücrelerinin öldürme fonksiyonlarının düşük 

olduğu gösterilmiştir167. NK hücrelerinin aktive edilmiş veya çoğaltılmış olması, 

kullanılan uyarıcı sitokinlerin seçimi ve destekleyici hücrelerin tipi gibi faktörler, NK 

hücrelerinin fenotipik ve fonksiyonel olarak farklılık göstermelerine neden 

olmaktadır168. Ayrıca, donma-çözülme aşamasında canlılığını ve/veya aktivitesini 

kaybetme ve in vivo ortamda kalıcılığının olmaması gibi NK hücrelerine özgü bazı 

zorluklar bulunmaktadır. 

ALL tedavisi için CAR-NK hücre uygulaması monoklonal antikor tedavisi ile 

kıyaslandığında, CAR-NK hücre terapisinin daha yüksek bir sitolitik etki ortaya 

koyarak tümör hücrelerini daha etkin şekilde ortadan kaldırdığı görülmüştür169. Diğer 

taraftan, NK hücrelerinin klinik uygulama yapılabilecek miktarda çoğaltılması ve hangi 

kaynaktan elde edileceği konusundaki çelişkiler, fonksiyonel özellikleri korunmuş NK 

hücre terapisinin geliştirilmesinde aşılması gereken problemlerdir.  

NK hücre terapisinde hücrelerin in vivo ortamdaki kalıcılığı ve fonksiyonel 

kabiliyetlerinin düşük olmasında, NK hücrelerinin elde ediliş, üretim ve saklanma 

yöntemlerinin yanı sıra hastaların periferik kan dolaşımı ve tümör mikroçevresindeki 

immün-baskılayıcı ortamın da etkisinin olduğu şüphesizdir. Mikroçevrenin NK 

hücreleri üzerindeki etkisi ile ilgili bilgiler aşağıda sunulmuştur.  
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2.6.3. Mikroçevrenin NK Hücreleri ile İlişkisi 

Normal koşullar altında vücuttaki öz hücreler tarafından ifade edilen MHC-I 

molekülleri, NK hücreleri için inhibitör ligand işlevi görerek NK hücre aktivasyonunu 

baskılamaktadır151. Tümör hücrelerinin NK hücreleri tarafından hedeflenerek yok 

edilmesi ise, tümör hücre membranında betimlenen ligandların NK hücre aktivatör 

reseptörlerine bağlanması veya sitotoksik T hücrelerinin hedefinden kaçmak için MHC-

I betimlemesini durdurması sonucu NK hücrelerinin aktivasyon sinyali alarak harekete 

geçmesi ile gerçekleşmektedir170.  

Tümör hücre membranlarında betimlenen ligandlara ek olarak, tümör-kökenli 

çözünür ligandların da NKG2D ve NKp44 aracılığıyla NK hücrelerini aktive ettiği 

gösterilmiştir171. Bununla birlikte NK hücrelerinin MHC-I taşımayan veya NKG2D 

betimlemesi yüksek olan tümör hücrelerini öldürmede başarısız olması172, tümör 

mikroçevresindeki immün-baskılayıcı faktörlerin varlığını düşündürmektedir. 

Normal şartlarda NK hücreleri, esas olarak kemik iliğindeki lenfoid öncül 

hücrelerden gelişip olgunlaşarak periferik kan ve diğer dokulara geçmektedir173. Ancak 

bu sürecin tümör oluşumu durumunda bozulmasıyla kemik iliğinde NK hücre 

olgunlaşmasının baskılandığına dair bulgular mevcuttur174, 175. Bu baskılanmaya neden 

olan faktörler arasında, kemik iliği mikroçevresindeki hümoral bileşenlerin olduğuna 

dair bulgular mevcuttur. NK hücrelerinin çoğalma ve sitotoksik fonksiyonlarını 

baskılayan ve NKG2D ifadelerini kısıtlayan TGF-, tümör mikroçevresinde üretilen 

hümoral bileşenlere örnektir176. Ayrıca, kemik iliği mikroçevresinde NK hücre 

olgunlaşması için gerekli olan tip I IFN sinyallerinin de baskılandığı görülmüştür177. 

Solid tümörlerin yanı sıra, lösemi mikroçevresinin de NK hücre aktivasyon ve 

fonksiyonlarını etkilediğine dair bulgular mevcut olup, mikroçevrenin lösemi 

prognozunda önemli etkileri olduğu bilinmektedir178. Lösemi mikroçevresi; stromal 

hücreler ile lenfositler ve NK hücreleri gibi immün hücreler, hücre dışı matris ve 

sitokinler gibi hümoral bileşenlerden meydana gelmektedir179. AML’de mikroçevre 

içeriği tanımlanmış olup, hümoral bileşenler arasında IL-1, TNF- ve IL-6 gibi pro-

enflamatuvar sitokinler ile IL-10, TGF- ve IL-35 gibi inhibitör sitokinler 

bulunmaktadır. Bu sitokinlerin yüksek miktarda bulunmaları, regülatör T hücrelerinde 

artışa neden olarak T hücrelerinin lösemi blastlarına karşı toleransını arttırmakta ve 

sitotoksik T hücreleri ile NK hücrelerinin işlevlerini baskılamaktadır180.  
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Diğer kanser hücreleri gibi lösemi hücreleri de immün hücrelerin fenotip ve 

fonksiyonlarını değiştirmek suretiyle immün-gözetimden kaçmaktadır. ALL'nin immün 

gözetiminde NK hücrelerinin rol oynadığına bulgular mevcut olmakla birlikte181, 

özellikle tedaviye dirençli veya nüks gelişen lösemi olgularında, immün bileşenlerin 

anti-lösemi fonksiyonları bozulmakta, lösemi hücrelerinin kemik iliği mikroçevresinde 

değişikliğe neden olması kendilerinin hayatta kalmasını ve ilaca karşı korunmalarını 

sağlamaktadır182. 

NK hücrelerinin in vitro koşullarda ALL blast hücrelerini öldürmede yetersiz 

olduğu gösterilmiş olup, ilerlemekte olan löseminin, NK hücre olgunlaşması üzerinde 

olumsuz etkileri olduğu düşünülmektedir. ALL'de NK hücrelerinin sayısal, fenotipik ve 

fonksiyonel farklılıklara sahip olduğu bilinmektedir183. B-ALL hastalarında yapılan bir 

çalışmada, NK hücre fonksiyonlarının bozulmasında blast hücrelerinden salınan TGF-

’nın rolü olduğu gösterilmiştir184. 

Literatürdeki çalışmalardan elde edilen tüm bulgular neticesinde, lösemi 

olgularında kemik iliği mikroçevresindeki değişimlerin NK hücre olgunlaşması, fenotipi 

ve fonksiyonlarında baskılayıcı etkiler gösterdiği ve bu durumun, NK hücrelerinin anti-

lösemi fonksiyonlarını negatif yönde etkilediği sonucuna varılmaktadır. Bununla 

birlikte, özellikle B-ALL hastalarında lösemi mikroçevresinin NK hücre fenotipi ve 

işlevsel özellikleri üzerine etkileri net olarak bilinmemektedir. Bu tez çalışmasında, 

pediatrik B-ALL hastalarının kemik iliği mikroçevresinin, hümoral bileşenler ekseninde 

NK hücre fenotip ve fonksiyonları üzerine etkileri ve bu etkilerin hümoral bileşenlerden 

olan sitokinlerle ilişkisi incelenmiştir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Çalışma Tasarımı ve Katılımcılar 

Çalışmada, pediatrik B-ALL hastalığında kemik iliğindeki hümoral bileşenlerin 

sağlıklı NK hücreleri üzerine etkilerinin incelenmesi amacıyla, hastalardan alınan kemik 

iliği plazma örnekleri ile immünolojik açıdan sağlıklı çocukların periferik kanlarından 

elde edilen mononükleer hücreler birlikte kültüre edilerek, kültür sonrası immün 

yanıtlar değerlendirilmiştir. Bu amaçla, yeni tanı almış ve tedavisine henüz 

başlanmamış pediatrik B-ALL hastaları (n=22, 13 erkek - 9 kız) ile herhangi bir sağlık 

problemi ve ilaç kullanımı olmayan, puberte öncesi çocuklar (n=10, 6 erkek - 4 kız) ele 

alınmıştır. ALL şüphesi ile laboratuvarımıza gönderilen ve ALL veya AML yönünden 

patoloji saptanmayan pediatrik hastalar (n=19, 11 erkek - 8 kız), hasta kontrol grubu 

olarak çalışmaya dâhil edilmiştir. Çalışmanın deneysel tasarımı özet olarak Şekil 3.1’de 

gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3-1: Çalışmanın deneysel tasarımı 

       

Her iki hasta grubuna ait kemik iliği örnekleri İstanbul Prof. Dr. Cemil 

Taşçıoğlu Şehir Hastanesi, Başakşehir Çam ve Sakura Şehir Hastanesi ve İstanbul 

Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Hastanesi Çocuk Hematoloji ve Onkoloji 

polikliniklerine başvuran hastalardan, hücre kültürü çalışmalarında kullanılan sağlıklı 

Sağlıklı Grup 

Periferik Kan 

Mononükleer Hücreler 

Kemik İliği 

B-ALL Hastaları Hasta Kontrol Grubu 

Plazma 

Sitokin ölçümü 

IL-1, IL-6, IL-10, 

IL-18, IFN-2, 

IFN-, IFN-, 

TNF-, GM-CSF 

Hücre Kültürü 

 CD16+CD56soluk ve CD16-CD56+/parlak NK 

hücre alt grupları 

 NKG2D ve PD-1 ifadeleri 

 Hücre içi IFN-, IL-10 ve TNF- 

seviyeleri 

 Proliferatif yanıtlar 
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periferik kan örnekleri ise İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve 

Hastalıkları Anabilim Dalı’nda kontrol amaçlı muayene edilen çocuklardan temin 

edilmiştir. Tüm katılımcıların velileri tarafından Bilgilendirilmiş Gönüllü Onam Formu 

imzalanmış olup, çalışmanın etik kurul onayı İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp 

Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan alınmıştır. 

3.2. Kemik İliği İmmünfenotiplemesi 

Hasta gruplarına ait kemik iliği örneklerinin, EDTA’lı tüp içerisinde ve oda 

sıcaklığında İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü 

İmmünoloji Anabilim Dalı laboratuvarına ulaştırılmasının ardından akan hücre ölçer ile 

immünfenotipleme gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, laboratuvarımızda rutin olarak 

uygulanmakta olan ALL tanı ve B-ALL tiplendirmesine yönelik paneller kullanılmıştır. 

Panellerde kullanılan floresan boya ile işaretli monoklonal antikorlar Tablo 3.1’de 

gösterilmiştir. 

 
Tablo 3-1: Akan hücre ölçer ile kemik iliği immünfenotiplemesinde kullanılan monoklonal 

antikorlar 

 
Monoklonal antikor 

(anti-human) 
Klon Floresan Boya Marka 

Tanı Paneli 

CD7 M-T701 PE BD Pharmingen 

CD10 HI10a PE/Cy7 BD  

CD19 SJ25C1 APC  BD  

CD33 WM53 BV421 BD Horizon 

CD34 8G12 FITC BD 

CD45 HI30 BV510 BD Horizon 

B-ALL Paneli 

CD10 HI10a PE/Cy7 BD 

CD11a HI111 BV650 BD Horizon 

CD19 SJ25C1 APC  BD  

CD20 L27 APC/Cy7 BD 

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 önce kemik iliği örneklerinde otomatik kan sayım cihazı (Rayto, 

RT-7600) ile kan sayımı gerçekleştirilmiştir. Tanı ve tiplendirme panelleri için iki ayrı 

tüp içerisine monoklonal antikorlar pipetlendikten sonra, üzerine en az 2x106 beyaz kan 

hücresi (white blood cell - WBC) içeren hacimde kemik iliği örneği eklenmiştir. 

Vorteksle karıştırılan örneklerin karanlıkta ve oda sıcaklığında 20 dakika 

inkübasyonunun ardından eritrositleri patlatmak için tüplere FACS Lysing solüsyonu 

(BD Biosciences, San Jose, ABD) eklenerek karıştırılmış, 15 dakika karanlıkta ve oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. Yıkama için Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buffered 

Saline - PBS) eklenen tüpler 1600 rpm’de 10 dakika 2 kez santrifüj edilmiş, üst sıvılar 

uzaklaştırıldıktan sonra boyalı hücreler 300 l PBS ile resüspanse edilmiştir. Hücrelerin 

akan hücre ölçer ile değerlendirilmesinden hemen önce, B-ALL tiplendirmesi için 

hazırlanan tüp içerisine, çekirdekli hücreleri işaretlemek amacıyla floresan bir boya olan 

Syto 41 (ThermoFisher Scientific, ABD) eklenmiş ve örnekler NovoCyte (ACEA 

Biosciences, ABD) akan hücre ölçer cihazında NovoExpress yazılımı ile 

değerlendirilmiştir.  

3.3. Kemik İliği Plazma Örneklerinin Ayrıştırılması 

B-ALL ve hasta kontrol gruplarına ait kemik iliği plazmalarının elde edilmesi 

için ilk olarak kemik iliği örnekleri 3000 rpm devirde 5 dakika santrifüj edilerek 

hücreler çöktürülmüştür. Pellet üzerinde bulunan plazma örnekleri ayrı tüpler içerisine 

toplanarak 3500 rpm devirde 10 dakika 2 kez santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 

toplanan plazma örnekleri Eppendorf tüpler içerisinde kullanılıncaya kadar -200C’de 

dondurularak saklanmıştır. Plazma örneklerinin ayrıştırılma aşamasında tüm işlemler 

steril koşullarda gerçekleştirilmiştir. 

3.4. Sağlıklı Periferik Kan İmmünfenotiplemesi 

Hücre kültürü deneylerinde kullanılan sağlıklı mononükleer hücrelerin elde 

edilmesi için, puberte öncesi sağlıklı çocuklardan periferik kan örnekleri alınmıştır. 

Mononükleer hücre izolasyonundan önce, oda sıcaklığında ve heparinli tüp içerisinde 

laboratuvarımıza ulaştırılan periferik kan örneklerinde (9 ml) hücre sayımı yapılarak, 

akan hücre ölçer immünfenotiplemesi ile tam kandaki T, B, NK ve NKT hücre 

seviyeleri tespit edilmiştir. İmmünfenotipleme için BD Multitest (BD Biosciences, San 

Jose, ABD) 4 renkli monoklonal antikor kokteylleri kullanılmış olup, içerikteki her bir 

antikorun klonu ve işaretli olduğu floresan boyalar Tablo 3.2’de gösterilmiştir. 
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Tablo 3-2: Periferik kan immünfenotiplemesinde kullanılan monoklonal antikorlar 

 Monoklonal antikor  

(anti-human) 
Klon Floresan Boya Marka 

T Hücre Kokteyli 

CD3 SK7 FITC 

BD Multitest / 

BD Biosciences 

CD4 SK3 APC 

CD8 SK1 PE 

CD45 2D1 PerCP 

B / NK Hücre 

Kokteyli 

CD3 SK7 FITC 

BD Multitest / 

BD Biosciences 

CD16/CD56 B73.1/NCAM 16.1 PE 

CD19 SJ25C1 APC 

CD45 2D1 PerCP 

 

Tam kan örneklerinde immünfenotipleme için, iki ayrı tüp içerisine 4 renkli 

monoklonal antikor karışımları ve üzerine en az 1x106 hücre içeren hacimde periferik 

kan örneği eklenerek karıştırılmış ve 20 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 

eritrositleri patlatmak için tüplere FACS Lysing solüsyonu eklenmiş ve vorteks ile 

karıştırılarak 15 dakika inkübe edilmiştir. Tüm inkübasyonlar karanlıkta ve oda 

sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. Son aşamada, tüplerin üzeri PBS ile tamamlanmış ve 

1800 rpm devirde 2 kez santrifüj edilerek yıkama yapılmıştır. Santrifüj sonrası üst 

sıvılar uzaklaştırılarak pellet üzerine 300 l FACSFlow Sheat sıvısı (BD Biosciences, 

San Jose, ABD) eklenmiştir. Örnekler FACSCalibur (BD, San Jose, ABD) akan hücre 

ölçer cihazında okutularak CellQuest yazılımı ile analiz edilmiştir.   

3.5. Sağlıklı Periferik Kan Mononükleer Hücre İzolasyonu 

Sağlıklı periferik kan örneklerinden periferik kan mononükleer hücreler 

(peripheral blood mononuclear cell - PBMC) gradyan santrifüj yöntemi ile izole 

edilmiştir. Bu doğrultuda, heparinli tüp içerisindeki periferik kan örnekleri (9 ml) 1:1 

oranında PBS ile sulandırılarak, kan ile eşit hacimdeki Lenfosit Seperasyon Medyumu 

(yoğunluk: 1,077 gr/ml) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) üzerine iki 

ayrı faz oluşturacak şekilde yayılmıştır. Falcon tüp içerisindeki örnekler 2000 rpm 

devirde 20 dakika santrifüj edildikten sonra interfaz tabakası toplanarak 15 ml’lik 

Falcon tüpe aktarılmış ve üzeri PBS ile tamamlanarak 2000 rpm devirde 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası üst sıvılar uzaklaştırılarak PBS ile 1250 rpm 

devirde 10 dakika ikinci kez yıkama yapılmıştır. Üst sıvılar uzaklaştırıldıktan sonra 



 36 

hücreler fetal sığır serumu (fetal bovine serum - FBS) içermeyen, 1 ml zenginleştirilmiş 

RPMI-1640 medyumunda (Gibco, Paisley, İngiltere) resüspanse edilmiş ve hücre 

sayımı yapılmıştır. RPMI-1640 zenginleştirilmesinde % 1 antibiyotik karışımı 

(penisilin-streptomisin), % 1 L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum 

pirüvat ve minimum esansiyel medyum (MEM) vitaminleri kullanılmıştır. Tüm 

aşamalar steril ortam ve ekipman kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

3.5.1. RPMI-1640 Kültür Medyumunun Hazırlanması 

Kültür deneylerinde hücreler için besi yeri olarak kullanılan RPMI-1640 

medyumunun hazırlanmasında aşağıdaki malzemeler belirtilen oranlarda kullanılmıştır: 

500 ml RPMI-1640 içerisine; 

 % 1 Penisilin / Streptomisin 

 % 1 Kanamisin 

 % 1 MEM vitaminler 

 % 1 L Glutamin 

Standart in vitro deneylerde kullanılan RPMI-1640 medyumu içerisine % 10 (50 

ml) FBS eklenmekle birlikte, bu tez çalışmasına özel olarak FBS eklenmemiş olup, 

gereken durumlarda dışarıdan %10 oranında kültür ortamına ilâve edilmiştir. 

3.6. Kemik İliği Plazma Örneklerinin Sağlıklı PBMC’ler ile Kültürü  

B-ALL ve hasta kontrol grubuna ait kemik iliği plazma içeriğinin sağlıklı NK 

hücreleri üzerine etkilerini saptamak amacıyla, hastalardan alınıp dondurulan plazma 

örnekleri ile sağlıklı periferik kan örneklerinden elde edilen mononükleer hücreler 

birlikte kültüre edilmiştir. Bu amaçla plazma örnekleri +40C’de çözdürülmüş ve 

herhangi bir hücresel kalıntı içermemeleri için 0,22 m steril enjektör filtresi 

kullanılarak filtre edilmiştir. Sağlıklı PBMC’ler FBS içermeyen RPMI-1640 medyumu 

içerisinde 1x106 hücre/ml konsantrasyonda olacak şekilde kültür plaklarına ekilmiş ve 

üzerine toplam hacmin % 10’u olacak hacimde B-ALL ve hasta kontrol grubu plazma 

örnekleri eklenmiştir. Ayrıca, standart hücre kültürü ortamı ile karşılaştırmak amacıyla 

diğer bir koşul olarak plazma ilavesi olmaksızın hücrelerin üzerine % 10 FBS eklenmek 

suretiyle toplam 3 kuyucuk oluşturularak hücre kültürü yapılmıştır.  
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Tüm kültür deneyleri steril koşullar altında gerçekleştirilmiş olup, plazma 

örneklerinin sağlıklı NK hücre alt grupları, immünfenotipleri ve fonksiyonları üzerine 

etkisini incelemek için 24 ve 72 saat süreyle iki farklı kültür düzeneği oluşturulmuştur. 

Kültür deneylerinde uygulanan plak tasarımı Şekil 3.2’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3-2: Hücre kültürü deneylerinde plak tasarımı 

 

3.6.1. NK Hücre Alt Gruplarında Hücre İçi Sitokin Tayini 

RPMI-1640 medyumu içerisinde resüspanse edilmiş sağlıklı PBMC’ler (1x106 

hücre) 24 kuyucuklu kültür plaklarında ekildikten sonra, üzerine toplam hacmin % 10’u 

hacimde (100 l), B-ALL ve hasta kontrol grubuna ait filtrelenmiş kemik iliği 

plazmaları ve kontrol olarak % 10 FBS (100 l) eklenmiştir. Kuyucukların üzerine 

toplam hacim 1 ml olacak şekilde FBS içermeyen RPMI-1640 medyumu eklenerek 

toplam 3 koşul oluşturulmuştur. Her bir kuyucuğa, hücre içi sitokin üretimini uyarmak 

amacıyla rekombinant IL-12(p70) sitokini (15 ng/ml) (Biolegend, San Diego, ABD) 

eklendikten sonra pipetaj yapılarak homojen bir şekilde karışması sağlanmış ve 370C’de 

% 5 CO2 içeren etüvde 24 saat kültüre edilmiştir. Hücre kültürünün 20. saatinde kültür 

plaklarına Brefeldin A (2,5 mg/ml) (Biolegend, San Diego, ABD) ilâve edilerek 

sitokinlerin hücre içinde tutulması sağlanmıştır. 

Kültür sonrası toplanan hücreler PBS ile 1800 rpm devirde 10 dakika 

yıkandıktan sonra üst sıvılar uzaklaştırılmış ve NK hücrelerini tespit etmek için ilk 

olarak hücre yüzey boyaması gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, üzerine CD3, CD16, 

CD56 ve PD-1 moleküllerine özgü floresan boya ile işaretli monoklonal antikorlar 

+ 
 

B-ALL hasta grubu 

% 10 plazma 

+ 
 

Hasta kontrol 

grubu % 10 plazma 

+ 
 

% 10 FBS 

PBMC 

(1x106 h/ml) 
PBMC 

(1x106 h/ml) 
PBMC 

(1x106 h/ml) 
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eklenen hücreler 20 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyonu takiben PBS ile 1800 rpm’de 

10 dakika yıkama yapılmış ve üst sıvılar uzaklaştırıldıktan sonra, hücre içi boyama 

aşamasına geçilmiştir. Hücre yüzey ve hücre içi boyamada kullanılan monoklonal 

antikorlar Tablo 3.3’te listelenmiştir. 

 
Tablo 3-3: Kültür sonrası hücre yüzey ve hücre içi boyamada kullanılan monoklonal 

antikorlar 

Kullanım Yeri 
Monoklonal antikor 

(anti-human) 
Klon Floresan Boya Marka 

Hücre Yüzey 

CD3 OKT3 BV785 Biolegend 

CD16 3G8 PE Biolegend 

CD56 B159 PE/CF594 BD Biosciences 

PD-1 EH12.2H7 Alexa Fluor 700 Biolegend 

Hücre İçi 

IFN- B27 PE/Cy7 Biolegend 

IL-10 JES3-9D7 BV421 Biolegend 

TNF- MAb11 APC/Cy7 Biolegend 

 

Hücre içi sitokin seviyelerini tespit etmek amacıyla Fiksasyon/Permeabilizasyon 

kiti (Abcam, Cambridge, İngiltere) üretici firmanın protokolüne uygun olarak 

kullanılmıştır. Bu protokole göre hücrelerin üzerine öncelikle fiksasyon solüsyonu 

eklenerek 15 dakika inkübasyon gerçekleştirilmiş ve PBS ile 1800 rpm devirde yapılan 

santrifüj sonrası üst sıvılar uzaklaştırılmıştır. Ardından hücre yüzeyinde porlar açılması 

amacıyla permeabilizasyon solüsyonu eklenen hücrelerin üzerine, eş zamanlı olarak 

hücre içinde tespit edilmek istenen IFN-, IL-10 ve TNF- sitokinlerine yönelik 

monoklonal antikorlar (Tablo 3.3) ilave edilmiş ve 15 dakika inkübe edilmiştir. Hücre 

yüzey ve hücre içi boyamanın tüm aşamaları karanlıkta ve oda sıcaklığında 

gerçekleştirilmiştir. PBS ile 1800 rpm devirde yapılan yıkamanın ardından üst sıvılar 

uzaklaştırılmış ve pelletin üzerine 300 l PBS eklenmiştir. Örnekler Cytek Aurora 

(Cytek Biosciences, Kaliforniya, ABD) spektral akan hücre ölçer cihazında SpectroFlo 

programı ile değerlendirilmiştir.  

3.6.2. NK Hücre Proliferatif Yanıtlarının Ölçülmesi 

Kemik iliği hümoral bileşenlerinin sağlıklı NK hücre proliferasyon kapasitesi 

üzerine etkilerini belirlemek için, floresan bir boya olan Karboksifloresein Süksinimidil 
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Ester (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester - CFSE) ile boyamaya dayalı hücresel 

proliferasyon deneyi gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla FBS içermeyen RPMI-1640 

medyumu içerisindeki PBMC süspansiyonu üzerine CellTrace CFSE Proliferasyon Kit 

(ThermoFisher Scientific, ABD) ile hazırlanmış 1 l CFSE (5 mM) eklenerek +40C’de 

6 dk inkübe edilmiştir. PBS ile 1800 rpm’de yapılan yıkamanın ardından üst sıvıları 

uzaklaştırılan hücreler FBS içermeyen RPMI-1640 medyumu (1 ml) ile resüspanse 

edilmiş ve hücre sayımı yapılmıştır.  

CFSE ile boyalı PBMC’ler (5x105) 48’lik kültür plaklarına ekildikten sonra, 

toplamın % 10’u hacimde (50 l) filtrelenmiş B-ALL ve hasta kontrol grubu plazma 

örnekleri ile kontrol olarak FBS (50 l) ilavesi yapılmıştır. Her bir kuyucuğun üzeri 

toplam 500 l olacak şekilde FBS içermeyen RPMI-1640 medyumu ile tamamlanarak 

toplam 3 ayrı koşulda hücre kültürü gerçekleştirilmiştir. Her kuyucuğa proliferasyonu 

uyarmak için 5 l/ml konsantrasyonda fitohemaglutinin (phytohaemagglutinin - PHA) 

(ThermoFisher Scientific, ABD) eklendikten sonra pipetaj yapılarak karıştırılmış ve % 5 

CO2 içeren 370C etüvde 72 saat süreyle kültüre edilmiştir. Tüm aşamalar steril 

koşullarda gerçekleştirilmiştir.  

Kültür sonrası her bir kuyucuktan alınan 300 l hücre süspansiyonu 3 ayrı tüpe 

toplanmış ve üzerlerine NK hücrelerini işaretlemek amacıyla CD3, CD16 ve CD56 ile 

bir NK hücre aktivatör reseptörü olan NKG2D moleküllerine yönelik floresan boya ile 

işaretli monoklonal antikorlar eklenmiştir. Kullanılan monoklonal antikorlara ait bilgiler 

Tablo 3.4’te verilmiştir. 

 
Tablo 3-4: NK hücre proliferatif yanıtlarının ölçümünde kullanılan monoklonal antikorlar 

Monoklonal antikor 

(anti-human) 
Klon Floresan Boya Marka 

CD3 UCHT1 PE/Cy5 BD Biosciences 

CD16 MAb11 PE/Cy7 Biolegend 

CD56 B159 PE/CF594 BD Biosciences 

NKG2D 1D11 PE Bio-Rad 

 

Monoklonal antikorlarla 20 dakika karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe edilen 

hücrelerin proliferatif yanıtları Cytek Aurora (Cytek Biosciences, Kaliforniya, ABD) 

akan hücre ölçer cihazında SpectroFlo yazılımı ile ölçülerek değerlendirilmiştir.  
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3.7. Kemik İliği Plazmalarında Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi  

B-ALL hastalarının kemik iliği plazma içeriğinin sağlıklı NK hücreleri üzerine 

etkilerinin incelenmesini takiben, tespit edilen etkilerin kemik iliğindeki sitokin 

seviyeleriyle ilişkisi araştırılmıştır. Bu amaçla, çözünür molekül düzeylerini boncuk-

bazlı immünolojik bir metot ile saptayan multipleks yöntemi ile kemik iliği plazma 

örneklerindeki IL-1, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-2, IFN-, IFN-, GM-CSF ve TNF-

seviyeleri ölçülmüştür. Ölçüm için LEGENDplex kit (Biolegend, San Diego, ABD) 

kullanılmış olup, örneklerin boyama aşamaları kit içerisindeki protokole uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir. Özetle, çalışma öncesinde çözdürülen plazma örnekleri ve 

çalışmada kullanılacak kit içerisindeki solüsyonlar oda sıcaklığına getirilmiştir. 96 

kuyucuklu konik tabanlı mikroplak içerisine, azalan konsantrasyonlardaki standartlar 

(25 l) ve plazma örnekleri (25 l) tekrarlı olarak pipetlenmiştir. Ölçümü yapılacak 

sitokinlere yönelik olarak kit içerisinde bulunan mikro-boncuklardan bir karışım 

hazırlanarak her bir kuyucuğa 25 l boncuk karışımı eklenmiştir. Mikroplaklar 2 saat 

süreyle karanlıkta ve oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun ardından plaklar 1050 rpm devirde 5 dakika 2 kez santrifüj edilerek 

yıkama yapılmış, üst sıvılar uzaklaştırıldıktan sonra her kuyucuğa tespit edici antikor 

(25 l) eklenmiştir. Mikroplaklar 1 saat karanlıkta ve oda sıcaklığında çalkalanarak 

inkübe edildikten sonra floresan boya ile konjuge bir madde olan SA-PE (25 l) sıvısı 

eklenerek, karanlıkta ve oda sıcaklığında 30 dakika çalkalanarak inkübe edilmiştir. Süre 

bitiminde 1050 rpm devirde 5 dakika 2 kez yıkanan plaklara üst sıvıların 

uzaklaştırılmasının ardından 150 l yıkama solüsyonu eklenmiştir. Mikroplaklardaki 

örnekler tüplere aktarıldıktan sonra NovoCyte akan hücre ölçer cihazında okutulmuş ve 

LEGENDplex Veri Analizi Yazılımı ile sitokin seviyeleri değerlendirilmiştir.  

3.8. İstatistiksel Değerlendirme 

Verilerin istatistiksel hesaplamaları IBM SPSS 17.0 istatistik programı ile 

yapılmıştır. Grupların normal dağılıma uygunluklarının belirlenmesinde Kolmogorov-

Smirnov testi kullanılmıştır. Normal dağılıma uyan (parametrik) üçlü gruplar arası 

karşılaştırmalar için ANOVA ve post-hoc analiz için Tukey testi uygulanmıştır. 

Parametrik olmayan değerler için ANOVA testi ve post-hoc Dunnett testi kullanılmıştır. 

Parametrik dağılıma sahip ikili grupların karşılaştırılması ise Bağımsız Örneklem T testi 
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ile yapılmıştır. İstatistiksel anlamlılık sınırı (p<0,05) kabul edilmiştir. Verilerin grafiksel 

çizimleri için GraphPad 7.0 programı kullanılmıştır. 

3.9. Deneylerde Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

Çalışmalarda kullanılan kimyasal malzemeler, Tablo 3.5’te listelenmiştir. 

 
Tablo 3-5: Deneylerde kullanılan kimyasal malzemeler 

Kimyasal Adı Kullanım Amacı Marka 

FACS Lysing  

Akan hücre ölçer çalışmalarında tam kan 

boyama sonrası eritrositlerin patlatılması 

amacıyla kullanılır. 

BD Biosciences / 

San Jose, ABD 

PBS  
Kan ile izotonik bir çözelti (pH=7,4) olup, 
hücre süspansiyonu hazırlama ve santrifüj ile 

hücrelerin yıkanmasında kullanılır.   

Sigma-Aldrich / 

Missouri, ABD 

RPMI-1640 

Hücre kültüründe besi yeri olarak kullanılır. 

Kullanılmadan önce antibiyotikler ve 
zenginleştirme maddeleri eklenerek hazır hâle 

getirilir. 

Gibco / Paisley, 
İngiltere 

Penisilin/Streptomisin, 
Kanamisin 

Hücre kültür medyumu zenginleştirmede 
antibiyotik olarak kullanılır. 

Gibco / Paisley, 
İngiltere 

L-Glutamin 
Hücre kültürü besi yerini zenginleştirmek için 
kullanılır. 

Gibco / Paisley, 
İngiltere 

MEM Vitamin 

solüsyonu 

Hücre kültürü besi yerini zenginleştirmede 

kullanılır. 

Gibco / Paisley, 

İngiltere 

FBS  
(ısı ile inaktive edilmiş 

fetal sığır serumu) 

Hücre kültüründe RPMI-1640 kültür 
medyumunu zenginleştirmede (%10 oranında) 

kullanılan protein çözeltisidir.  

Gibco / Paisley, 

İngiltere 

Fiksasyon / 

Permeabilizasyon kiti 

Akan hücre ölçer ile hücre yüzey boyamasını 

takiben hücre içi moleküllerin tespit edilmesi 

için kullanılır. Fiksasyon solüsyonu hücrelerin 
membran bütünlüğünü korumada kullanılır. 

Ardından uygulanan permeabilizasyon 

solüsyonu ile hücre membranında porlar 

açılması sağlanır. 

Abcam / 
Cambridge, 

İngiltere 

Lenfosit Seperasyon 

Medyumu (1,077 gr/ml) 

Kan örneklerinden gradyan santrifüj yöntemi 

ile mononükleer hücrelerin ayrıştırılmasında 
kullanılır. 

Capricorn 
Scientific / 

Ebsdorfergrund, 

Almanya 

FACSFlow Sheat 
Akan hücre ölçer cihazında kullanılan, hücre 

süspansiyonları ile izotonik özellikte bir sıvıdır. 

BD Biosciences / 

San Jose, ABD 
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3.10. Çalışmalarda Kullanılan Makine / Teçhizat 

Deneylerde kullanılan makine ve teçhizata dair bilgiler Tablo 3.6’da 

listelenmiştir. 

Tablo 3-6: Deneylerde kullanılan makine ve teçhizat 

Makine / Teçhizat Kullanım Amacı Marka/Model 

Otomatik kan sayım 

cihazı 

Kemik iliği, periferik kan ve diğer 

süspansiyon formundaki hücrelerin sayımı 
Rayto / RT-7600 

Otomatik pipetler (10 

l, 100 l, 1000 l) 
Küçük hacimli sıvıların aktarımı Axypet, Pipetmen 

Laminar akım kabini 
Kültür için hücrelerin hazırlık aşamalarında 

steril ortam oluşturulması 
Nüve LN 120 

Etüv  
370C ve % 5 CO2 içeren, nemlendirilmiş, 

steril ortamda hücrelerin kültüre edilmesi 
ThermoScientific 

Vorteks 
Tüp içerisindeki hücre süspansiyonlarının 

karıştırılması 
DigitMex 

Santrifüj Hücrelerin yıkanması ve çöktürülmesi Nüve NF 800R 

FACSCalibur  Akan hücre ölçer cihazı (4 renk) BD Biosciences 

NovoCyte Akan hücre ölçer cihazı (13 renk) 
ACEA 

Biosciences 

Cytek Aurora Spektral akan hücre ölçer cihazı (25 renk) Cytek Biosciences 
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4. BULGULAR 

4.1. Kemik İliği Örneklerinin İmmünfenotipik Olarak Değerlendirilmesi 

ALL şüphesi bulunan ve kesin tanı istemi ile laboratuvarımıza gönderilen kemik 

iliği örnekleri, akan hücre ölçer ile immünfenotipik olarak değerlendirilmiş ve ALL 

veya AML açısından patoloji saptanmayan örnekler hasta kontrol grubuna dâhil 

edilirken, B-ALL tanısı koyulan örneklerde blast fenotipini belirlemek amacıyla B-ALL 

paneli çalışılmıştır. Ayrıca, çalışmaya dâhil olan sağlık kurumları tarafından yeni tanı 

koyulan, tedavi öncesi (0. gün) B-ALL hastalarına ait örnekler de çalışma kapsamında 

değerlendirilmiştir. Hastalara ait demografik veriler Tablo 4.1’de sunulmuştur. 

 
Tablo 4-1: Hasta gruplarına ait demografik veriler 

 B-ALL (n=22) Hasta Kontrol Grubu (n=19) 

Cinsiyet 13 erkek - 9 kız 11 erkek - 8 kız 

Yaş Ort.  

(minimum-maksimum) 

4,3  

(1-13) 

7,7  

(1-17) 

Tanı 
B-ALL  

(Blast fenotipi CD10+CD19+) 

Otoimmün hepatit, Evans sendromu 

Viral enfeksiyon 

Otoimmün hemolitik anemi 

İmmün trombositopenik purpura 

Trombositopeni 

Bisitopeni 

MSS tutulumu Yok - 

Ölüm Yok 1/19 

 

İmmünfenotipleme öncesinde kemik iliği örneklerinde kan sayımı yapılmış ve 

kullanılacak örnek miktarı WBC sayısı dikkate alınarak belirlenmiştir. Çalışmaya dâhil 

edilen B-ALL ve kontrol grubu hastalara ait kan sayım değerleri Tablo 4.2’de 

verilmiştir. Hastaların kan sayım değerleri istatistiksel olarak karşılaştırıldığında; B-

ALL hastalarına ait kemik iliği örneklerindeki lenfosit ve monosit sayılarının  kontrol 

grubuna göre anlamlı derecede yüksek (p=0,0001, p=0,045, sırasıyla), granülosit 

sayılarının ise düşük olduğu tespit edilmiştir (p=0,001) (Şekil 4.1). Benzer şekilde, B-

ALL hastalarının lenfosit ve monosit oranları kontrol grubu hastalarla kıyaslandığında 

anlamlı derecede yüksek (p=0,0001, p=0,014, sırasıyla), granülosit oranlarının ise düşük 

olduğu görülmüştür (p=0,0001) (Şekil 4.1). 
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Tablo 4-2: Yeni tanı (0. gün) kemik iliği örneklerinde kan sayım değerleri 

 B-ALL  Hasta Kontrol 

 
Ortalama değer (x103/l) 

(minimum-maksimum) 

Ortalama değer (x103/l) 

(minimum-maksimum) 

# WBC 
54,91  

(10,67-124,66) 

42,67  

(7,63-84,52) 

# Lenfosit 
38,57  
(6,96-77,71) 

10,27 
(2,18-28,98) 

# Monosit 
5,86  

(1,41-19,16) 

3,45 

(0,59-9,08) 

# Granülosit 
10,46  

(1,87-27,81) 

28,95 

(1,51-57,69) 

% Lenfosit 
69,77  

(21,01-86,1) 

27,57 

(13,2-69,6) 

% Monosit 
10,56  

(5,9-17,2) 

8,16 

(5,4-10,7) 

% Granülosit 
19,68  

(6,5-61,8) 

64,27 

(19,7-80,01) 

 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-1: Yeni tanı (0. gün) kemik iliği örneklerinde kan sayım değerlerinin 

istatistiksel karşılaştırması 

*p<0,05, ***p<0,001 
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Kan sayımının ardından akan hücre ölçer ile yapılan tanı paneli 

değerlendirmesinde, ilk olarak önden saçılım (forward scatter – FSC) ve yandan saçılım 

(side scatter – SSC) grafiği oluşturulmuş ve hücre debrisi dışlanmak suretiyle tüm 

hücreler kapılanarak (P1) en az 2x105 hücre okutulmuştur. Kapı içinde SSC/CD45 

grafiği oluşturularak CD45 betimlemesine göre blast popülasyonu incelenmiştir. CD45 

ifadesi yüksek olan hücreler olgun lenfositleri tanımlarken, CD45 ifadesi soluk olan 

hücreler blast hücreleri olarak kapılanmıştır. Blast kapısı içinde CD7, CD10, CD19, 

CD33 ve CD34 betimleme seviyeleri incelenerek ALL ve AML patolojisi açısından 

değerlendirme yapılmıştır. Blast hücrelerinin kapılanma stratejisi, B-ALL ve kontrol 

grubu hasta örneğinde karşılaştırmalı olarak Şekil 4.2’de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-2: Kemik iliği örneklerinde blast popülasyonlarının kapılanma stratejisi 

 

Blast oranı % 20’nin altında olan ve B-/T-ALL veya AML’ye yönelik 

belirteçlerin (CD19, CD7 ve CD33) düşük seviyede olduğu örnekler hasta kontrol grubu 

olarak değerlendirilmiştir. Blast oranı % 20’nin üstünde olan örneklerde T-ALL veya 

B-ALL 
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AML’ye yönelik belirteçler negatif iken, yüksek CD10 ve CD19 pozitifliği olan 

örnekler B-ALL hasta grubu olarak çalışmaya dâhil edilmiştir. Şekil 4.3’te bir B-ALL 

hastasına ait kemik iliği tanı analizi görülmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-3: Yeni tanı (0. gün) B-ALL hastasına ait kemik iliği örneğinde akan hücre 

ölçer ile tanı paneli analizi 

 

107 
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Tanı paneli analizini takiben B-ALL tanısı koyulan hastalarda blast fenotipini 

belirlemeye yönelik olarak B-ALL paneli çalışılmış ve CD10, CD11a, CD19, CD20, 

CD34, CD38, CD45 ve CD58 betimleme özelliklerine göre blast popülasyonunun tanı 

anındaki (0. gün) immünfenotipi belirlenmiştir (Şekil 4.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-4: Yeni tanı (0. gün) B-ALL immünfenotiplemesi 

P1 

CYTO-A 
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FSC-A 
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Tanı panelinden farklı olarak akan hücre ölçer ile B-ALL immünfenotipleme 

paneli değerlendirmesinden hemen önce örnekler Syto 41 ile boyanmıştır. Floresan bir 

boya olan Syto 41 hücre içine kolayca girerek nükleik asitleri boyama özelliğine sahip 

olup, Syto 41+ hücreler kapılanmak suretiyle çekirdekli hücrelerin eritrositlerden ve 

hücre debrisinden ayırt edilmesi mümkün olmaktadır. Bu özelliğinden faydalanılarak 

Syto 41 ile boyanan örneklerde hücre debrisi dışlanarak kapılama yapılmış ve Syto 41+ 

olan hücreler seçilmiştir. Syto 41+ hücre (en az 2x105 hücre) kapısı içinde SSC/CD19 

grafiği oluşturulmuş ve diğer tüm belirteçler CD19+ hücre popülasyonu içerisinde 

değerlendirilmiştir. CD19+ hücrelerin CD10, CD11a, CD34, CD38 ve CD58 

moleküllerini betimlemelerine bağlı olarak blast fenotipi belirlenmiştir. 

4.2. Sağlıklı Periferik Kan İmmünfenotipleri 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanmak için PBMC izolasyonu yapılmadan 

önce, sağlıklı periferik kan örneklerinde tam kan boyaması gerçekleştirilerek akan hücre 

ölçer ile CD3+, CD4+ ve CD8+ T hücre alt grupları ile CD19+ B, CD3-CD16+CD56+ NK 

ve CD3+CD16+CD56+ NKT hücre seviyeleri belirlenmiştir. Yapılan değerlendirme 

sonucunda, NK hücreleri başta olmak üzere immün hücre seviyelerinde yetersizlik 

olmadığı tespit edilen tüm sağlıklı çocuk vericiler çalışmaya dâhil edilmiştir. Sağlıklı 

çocuk katılımcılara ait immün parametre değerleri Tablo 4.3’te gösterilmiştir. 

 
Tablo 4-3: Sağlıklı periferik kan immünfenotip değerleri 

Lenfosit kapısı içinde Ortalama Değer (%) Standart Sapma 

CD3 78,84 6,44 

CD4 38,02 7,13 

CD8 28,71 5,22 

CD19 13,64 3,91 

CD3-CD16+CD56+ 11,05 7,74 

CD3+CD16+CD56+ 7,25 5,19 

 

4.3. Kültür Sonrası NK Hücre Alt Grupları ve PD-1 Betimleme Seviyeleri 

Hasta gruplarına ait kemik iliği plazma örnekleri, sağlıklı PBMC’ler üzerine % 

10 hacimde eklendikten sonra hücreler rekombinant IL-12 sitokini ile uyarılmış ve 24 

saat hücre kültürü gerçekleştirilmiştir. Kültür sonrası CD3, CD16 ve CD56 monoklonal 

antikorlarıyla hücre yüzey boyaması yapılarak NK hücre alt grupları işaretlenmiş ve bu 
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alt grupların PD-1 ifade seviyeleri ölçülmüştür. Şekil 4.5’te NK hücre alt gruplarının 

kapılanma stratejisi FBS ile kültüre edilen kontrol örneği üzerinde gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-5: NK hücre alt gruplarının akan hücre ölçerde kapılanma stratejisi 

 

Yukarıda görüldüğü gibi, FSC/SSC grafiğinde çizilen lenfosit kapısı (P1) içinde 

CD3+ ve CD3- hücreler ayrı ayrı kapılanmış ve NK hücrelerini tespit etmek için CD3- 

hücre popülasyonu içerisinde CD16/CD56 grafiği oluşturulmuştur. NK hücreleri CD3-

CD16+CD56soluk ve CD3-CD16-CD56parlak hücreler olmak üzere iki ayrı alt grup olarak 

tespit edilmiş ve her iki NK hücre alt grubu içerisinde PD-1 seviyeleri ölçülmüştür.  

 

C D 1 6
+

C D 5 6
so luk

C D 1 6
-
C D 5 6

p a r la k
0

2

4

6
4 0

6 0

8 0

1 0 0

%

F B S

B -A L L

H a s ta  K o n tro l

 

Şekil 4-6: 24 saat hücre kültürü sonrası CD16
+
CD56

soluk
 ve CD16

-
CD56

parlak
 NK 

hücre oranlarındaki değişim 

CD3-CD16-CD56parlak 

CD3-CD16+CD56soluk 

CD56 PE/CF594 

C
D

1
6

 P
E

 

CD3+ CD3- 

CD3 BV785 

P1 

FSC-A 



 50 

İstatistiksel olarak analiz edildiğinde, B-ALL ve hasta kontrol grubu plazmaları 

varlığında 24 saat kültüre edilen sağlıklı hücrelerin CD3-CD16+CD56soluk NK hücre alt 

grup oranları ile FBS içeren koşuldakiler arasında anlamlı fark olmadığı görülmüştür. 

CD3-CD16-CD56parlak NK hücre alt grubu seviyelerinin ise B-ALL plazması eklendiği 

durumda FBS ve hasta kontrol grubuna göre düştüğü gözlemlenmekle birlikte, 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05). FBS, B-ALL ve kontrol 

grubu hasta plazmaları eklenen kültür koşulları altında sağlıklı CD3-CD16+CD56soluk ve 

CD3-CD16-CD56parlak NK hücre alt grup oranlarındaki değişimler Şekil 4.6’da 

gösterilmiştir. 

Diğer taraftan, B-ALL plazması eklenen koşuldaki CD3-CD16+CD56soluk NK 

hücre PD-1 ifade düzeyinin kontrol grubu hasta plazması eklenen koşula kıyasla anlamlı 

derecede yüksek olduğu tespit edilmiştir (p=0,003) (Şekil 4.7). Benzer şekilde, CD3-

CD16-CD56parlak NK hücrelerinin PD-1 seviyeleri de B-ALL plazması varlığında artış 

göstermiş olup, FBS ve hasta kontrol grubu plazması varlığındaki koşullara göre 

anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p=0,0001, p=0,0001, sırasıyla). Hasta kontrol 

grubu ile FBS eklenen koşullar birbiri ile kıyaslandığında ise, her iki NK hücre alt 

grubu oranlarının ve PD-1 ifade seviyelerinin benzer olduğu görülmüştür (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-7: Farklı koşullarda 24 saat kültür sonrası NK hücre alt gruplarının PD-1 

betimleme seviyeleri 

**p<0,01, ***p<0,001 
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hücre IFN- seviyeleri FBS uyarımlı koşula göre düşük olmakla birlikte istatistiksel 

olarak anlamlı fark görülmemiştir (p>0,05) (Şekil 4.8). Kontrol grubu hasta plazması 

eklenen koşulda IFN-+CD3-CD16+CD56soluk NK hücre oranlarının FBS ilâve edilen 

koşuldakilere kıyasla anlamlı derecede düşük olduğu tespit edilmiştir (p=0,001). CD3-

CD16-CD56parlak NK hücre IFN- düzeylerinin ise, hem B-ALL hem de kontrol grubu 

hasta plazmaları eklenen şartlarda FBS içeren koşula göre anlamlı derecede düşük 

olduğu görülmüştür (p=0,009, p=0,003, sırasıyla) (Şekil 4.8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-8: Farklı kültür koşullarında IL-12 uyarımına yanıt olarak sağlıklı NK 

hücre alt gruplarının hücre içi sitokin seviyeleri 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
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FBS eklenen koşullardaki IL-10 seviyeleri ise benzer bulunmuştur. CD3-

CD16+CD56soluk hücreler gibi CD3-CD16-CD56parlak NK hücrelerinin IL-10 

düzeylerinin de, B-ALL plazması eklenen durumda hem FBS hem de kontrol grubu 

hasta plazmaları eklenen koşullara göre anlamlı derecede yüksek olduğu tespit 

edilmiştir (p=0,0001, p=0,0001, sırasıyla). 

Her iki NK hücre alt grubundaki TNF- seviyeleri incelendiğinde, B-ALL 

plazma ilâvesinin farklı sonuçlara yol açtığı gözlemlenmiştir. CD3-CD16+CD56soluk NK 

hücre TNF- düzeylerinin B-ALL plazması bulunan koşulda FBS veya hasta kontrol 

grubu plazması eklenen şartlarla kıyaslandığında düşme eğiliminde olmakla birlikte 

gruplar arasında anlamlı fark görülmemiştir (p>0,05). CD3-CD16-CD56parlak NK 

hücrelerinin TNF- seviyeleri ise B-ALL plazması eklenen şartlarda FBS veya kontrol 

grubu hasta plazması eklenen koşullara göre anlamlı derecede artış göstermiştir 

(p=0,047, p=0,010, sırasıyla) (Şekil 4.8). 

4.5. Kültür Şartlarının NK Hücre Proliferatif Yanıtları Üzerine Etkileri 

FBS ve hasta gruplarına ait plazma örnekleri varlığında, PHA uyarımı ile 

gerçekleştirilen 72 saat hücre kültürü sonrası CD3-CD16+CD56soluk ve CD3-CD16-

CD56parlak NK hücre alt grup oranları ve NKG2D betimleme seviyeleri ölçülmüştür. B-

ALL hastalarının kemik iliği plazma örneklerinin eklendiği koşuldaki CD3-

CD16+CD56soluk NK hücre düzeylerinin, FBS ve kontrol grubu hasta plazması eklenen 

koşullarla kıyaslandığında anlamlı derecede düşük olduğu belirlenmiştir (p=0,017, 

p=0,024, sırasıyla) (Şekil 4.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-9: PHA uyarımı varlığında farklı koşullarda 72 saat kültür sonrası NK 

hücre alt grup oranları 

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

C D 1 6
+

C D 5 6
so luk

C D 1 6
-
C D 5 6

p a r la k
0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

%

F B S

B -A L L

H a s ta  K o n tro l

* * * * *

*
*

C D 1 6
+

C D 5 6
so luk

C D 1 6
-
C D 5 6

p a r la k
0

2

4

6

8

1 0

%
 C

F
S

E

F B S

B -A L L

H a s ta  K o n tro l

* * *

* * * *

* *



 53 

Benzer şekilde, B-ALL plazması varlığında CD3-CD16-CD56parlak NK hücre 

oranlarının da FBS ve kontrol grubu hasta plazması bulunan şartlara göre anlamlı olarak 

düştüğü tespit edilmiştir (p=0,000, p=0,001, sırasıyla) (Şekil 4.9). 

Her iki NK hücre alt grubunun NKG2D betimleme seviyeleri analiz edildiğinde, 

B-ALL plazma ilâvesinin NKG2D seviyelerini arttırma eğiliminde olduğu görülmüş, 

ancak gruplar arasında anlamlı fark saptanmamıştır (Şekil 4.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4-10: 72 saat kültür sonrası NK hücre alt gruplarında NKG2D seviyeleri 

 

NK hücre alt gruplarının farklı kültür koşullarında PHA uyarımına verdiği 

proliferatif yanıtlar akan hücre ölçerde CFSE boyama yöntemi ile tespit edilmiştir. CD3-

CD16+CD56soluk NK hücre alt grubunun proliferatif kapasitesinin B-ALL ve hasta 

kontrol grubu plazması varlığında, FBS eklenen koşula göre anlamlı derecede düşük 

olduğu tespit edilmiştir (p=0.0001, p=0,016, sırasıyla) (Şekil 4.11).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-11: 72 saat kültür sonrası NK hücre proliferatif kapasitelerindeki değişim 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
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Benzer bir sonuç CD3-CD16-CD56parlak NK hücrelerinde görülmüş olup, FBS 

ilâve edilen koşula göre B-ALL ve hasta kontrol grubu plazması eklenen koşullarda 

PHA uyarımına cevaben CD3-CD16-CD56parlak NK proliferasyonunun anlamlı derecede 

düştüğü belirlenmiştir (p=0,000, p=0,02) (Şekil 4.11). 

4.6. Kemik İliği Plazma Örneklerinde Sitokin Seviyeleri 

B-ALL ve kontrol grubu hastaların kemik iliği plazmalarıyla gerçekleştirilen in 

vitro deneyleri takiben, multipleks yöntemi ile plazma örneklerindeki IL-1, IL-6, IL-

10, IL-18, IFN-2, IFN-, IFN-, GM-CSF ve TNF- seviyeleri ölçülmüştür. Yapılan 

istatistiksel değerlendirme sonucunda, B-ALL hastalarının kemik iliği plazmalarındaki 

IL-10 seviyelerinin hasta kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede yüksek, IL-18 ve 

IFN- düzeylerinin ise düşük olduğu tespit edilmiştir (p=0,045, p=0,015, p=0,023, 

sırasıyla) (Şekil 4.12). IFN- seviyeleri B-ALL hastalarının % 50’sinde (11/22), kontrol 

grubu hastaların ise % 68’inde (13/19) tespit edilebilir düzeyin altında bulunmuştur. 

Ölçülebilir IFN- düzeyi olan hastalar ise istatistiksel olarak karşılaştırıldığında, B-ALL 

ve kontrol grubu hastalar arasında anlamlı fark bulunmamıştır (p>0,05). Kontrol grubu 

hastalarının % 26’sına (5/19) karşılık B-ALL hastaları arasında yalnızca 1 olguda TNF-

 düzeyleri saptanabilir düzeyin altında olup, diğer hastalar B-ALL hasta grubu ile 

karşılaştırıldığında anlamlı fark görülmemiştir. Diğer bir dikkat çekici sonuç, B-ALL 

hastalarının % 36’sının (8/22), kontrol grubu hastaların ise % 47’sinin (9/19) GM-CSF 

düzeylerinin tespit edilebilir seviyenin altında olmasıdır. GM-CSF seviyeleri tespit 

edilebilen hastalar karşılaştırıldığında ise anlamlı bir fark tespit edilmemiştir (p>0,05). 
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Şekil 4-12: Hasta gruplarının kemik iliği plazma örneklerinde sitokin seviyelerinin 

karşılaştırılması 

*p<0,05 
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızda B-ALL hastalarının kemik iliği mikroçevresinde bulunan hümoral 

bileşenlerin NK hücre fenotip ve fonksiyonları üzerine etkilerinin incelenmesi 

amaçlanmıştır. Bu amaçla, yeni tanı almış ve herhangi bir tedaviye başlanmamış B-ALL 

hastalarının kemik iliği numunelerinden plazmalar ayrıştırılarak, sağlıklı çocukların 

periferik kan örneklerinden izole edilmiş PBMC’ler ile birlikte kültür deneyleri 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçların B-ALL hastalarına özgü olup olmadığının 

belirlenebilmesi için hasta kontrol grubu olarak ALL ve AML açısından patolojisi 

bulunmayan hastalar da çalışmaya dâhil edilmiş ve her iki gruba ait kemik iliği 

numuneleriyle uygulanan deneylerden elde edilen sonuçlar karşılaştırmalı olarak analiz 

edilmiştir. Ayrıca in vitro deneylerden alınan sonuçların kemik iliği hümoral bileşenleri 

arasındaki sitokinlerle ilişkisi hakkında fikir edinebilmek amacıyla, hasta gruplarına ait 

plazma örneklerinde sitokin seviyeleri ölçülmüştür. 

Çalışmanın deneysel aşamalarına geçmeden önce, ALL şüphesi bulunan ve 

kesin tanı amacı ile laboratuvarımıza gönderilen kemik iliği örneklerinde kan sayımı ve 

ardından akan hücre ölçer ile immünfenotipik tanı ve tiplendirme gerçekleştirilmiştir. 

Ayrıca çalışmaya dâhil olan diğer kurumlar tarafından gönderilen ve tedavisine 

başlanmamış 0. gün B-ALL hastalarının kemik iliği örnekleri de kan sayımı yapıldıktan 

sonra çalışmalarda kullanılmıştır. B-ALL örneklerinde yapılan kan sayımlarının 

sonuçları kontrol grubu hastaların kemik iliği örnekleri ile kıyaslandığında, B-ALL 

hastalarının lenfosit ve monosit sayı ve oranlarının anlamlı derecede yüksek olduğu 

tespit edilmiştir. Tersi şekilde granülosit sayı ve oranları ise B-ALL hastalarında daha 

düşük seviyelerde bulunmuştur. B-ALL’nin olgunlaşmamış lenfoid blastların lösemik 

gelişimi ile ortaya çıkan bir malignite olduğu düşünüldüğünde, kemik iliği immün hücre 

oranlarının lenfositler yönüne ağırlık kazanması beklenen bir sonuçtur.   

Diğer taraftan, kemik iliğinde baskın hücre grubu lenfoid blastlar iken, B-ALL 

hastalarının kemik iliğinde monositlerin yüksek miktarda bulunması çelişkili bir sonuç 

gibi görünmektedir. Bununla birlikte, bazı kanser türlerinde tümör mikroçevresinde 

bulunan CD14+HLA/DRdüşük/- fenotipteki monosit popülasyonunun IL-10 salımı yapmak 

veya regülatör T hücrelerini uyarmak suretiyle immün-baskılayıcı rol oynadıkları 

gösterilmiştir185. Çalışmamızın odağında bulunmaması nedeniyle kemik iliği 
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örneklerinde yüksek miktar ve oranda saptanan monositlerin fenotipik özellikleri 

incelenmemiş olmakla birlikte, bu hücrelerin immün-baskılayıcı fonksiyonlara sahip 

olmaları mümkün görünmektedir. Bu nedenle sonraki çalışmalarda bu hücre grubunun 

immünfenotipik ve işlevsel özelliklerinin incelenmesi faydalı olacaktır. Ayrıca, B-ALL 

hastaları ile akut lösemiler açısından patolojisi olmayan hastaların immün hücre 

değerlerindeki farklılıklar, ALL tanısı koyulması açısından öngörülebilir sonuçlara 

işaret etmektedir. 

Çalışmanın deneysel aşamalarında, her iki hasta grubuna ait kemik iliği 

örneklerinden ayrıştırılan plazma örnekleri kullanılmıştır. Sağlıklı çocuk vericilerin 

periferik kan örneklerinden izole edilen PBMC’ler üzerine B-ALL ve kontrol grubu 

hasta plazmaları ile kontrol amaçlı FBS eklenmek suretiyle 3 ayrı koşulda kültür 

gerçekleştirilmiştir. Bu aşamada, herhangi bir allo-reaksiyon meydana gelmemesi için, 

hücresel kalıntıların tamamen uzaklaştırılması amacıyla plazma örnekleri 0,22 m 

şırınga filtresinden geçirildikten sonra sağlıklı hücrelerin üzerine eklenmiştir. FBS ve 

hasta plazmaları eklenen ve IL-12 ile uyarılan hücrelerde 24 saat kültürün sonunda ilk 

olarak CD3-CD16+CD56soluk ve CD3-CD16-CD56parlak NK hücre alt grupları 

tanımlanmış, FBS bulunan koşul referans alındığında hem B-ALL hem de kontrol grubu 

hasta plazmalarının NK hücre alt grup oranları üzerinde anlamlı değişime neden 

olmadığı görülmüştür.  

NK hücre alt grup oranlarından sonra, her iki grubun işlevsel özelliklerini 

incelemek amacıyla hücre yüzey PD-1 betimlemeleri ile hücre içi IFN-, IL-10 ve TNF-

 seviyeleri ölçülmüştür. Bir immün-kontrol noktası molekülü olan PD-1’in işlevleri ilk 

olarak T lenfositlerinde karakterize edilmiş olup, aşırı immün yanıtların sınırlanması ve 

immün-aracılı hasarın önlenmesinden sorumlu bir immün regülatör molekül olarak 

tanımlanmıştır. T hücrelerindeki PD-1 betimlemesi, T hücre reseptörlerinin aktivasyonu 

ile indüklenmekte ve bazı sitokinler aracılığıyla PD-1 seviyeleri yükselmektedir186. Öte 

yandan kronik olarak T hücre reseptörlerinin aktive olması ve PD-1’in uyarılması T 

hücre fonksiyonlarının bozulmasına neden olmaktadır. Tümöre infiltre olan T 

hücrelerinin tümör antijenlerine ve immün baskılayıcı mikroçevreye uzun süre maruz 

kalması sonucunda PD-1 seviyelerindeki yükselmenin, hücresel fonksiyonlarda tükenişe 

neden olduğu bilinmektedir187. PD-1’in ligandları hematopoetik olan veya olmayan 

birçok hücre tipi tarafından betimlenmekte ve ligandlarının bağlanmasını takiben PD-1 
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taşıyan hücrelerde proliferatif ve sitolitik aktiviteler baskılanmaktadır. PD-1 

ligandlarının pek çok kanser hücresi ve tümör mikroçevresi tarafından betimlendiği ve 

mikroçevrede bulunan çeşitli enflamatuvar uyaranlar tarafından seviyelerinin arttırıldığı 

bilinmektedir188. Bu ilişkiyi göz önünde bulundurarak, tümör immünoterapisinde PD-

1’in ligandları ile etkileşimini engelleyen ilaçların kullanılabileceği düşünülmüştür189. 

Her ne kadar NK hücrelerinin PD-1 betimlemesi çok düşük olsa da, sağlıklı bireylerde 

CD16+CD56soluk fenotipteki olgun NK hücrelerinin PD-1 betimlediği tespit edilmiş 

olup, bazı kanser türlerinde PD-1+ NK hücre oranlarının arttığı gösterilmiştir188.  

Bu bilgilere paralel olarak, çalışmamızda farklı kültür koşulları altında NK hücre 

alt gruplarındaki PD-1 betimleme seviyeleri ölçülmüştür. CD3-CD16-CD56parlak NK 

hücrelerinin PD-1 seviyeleri FBS içeren koşulda oldukça düşük seviyelerde bulunurken, 

B-ALL plazması eklenen koşulda hem FBS hem de hasta kontrol grubu plazması ilâve 

edilen koşullara kıyasla anlamlı derecede yükseldiği tespit edilmiştir. CD3-

CD16+CD56soluk NK hücrelerinin PD-1 seviyeleri de benzer şekilde B-ALL plazması 

eklenmesini takiben artış göstermiş ve hasta kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur. Bu sonuçlar B-ALL plazmasının NK hücrelerinde PD-1 

betimlemesini tetikleyecek hümoral bileşenleri içerdiğini göstermekte olup, bu suretle 

NK hücre fonksiyonlarını baskılayabileceğine dair ilk bulguları ortaya koymaktadır. 

NK hücre fenotiplerini belirlemenin ardından, IL-12 uyarımına yanıt olarak 

hücre içi IFN-, IL-10 ve TNF- seviyeleri ölçülmüştür. IFN- çok yönlü etkileri olan 

bir pro-inflamatuvar sitokindir ve anti-viral, anti-tümöral ve immünmodülatör işlevleri 

ile doğal ve edinsel immünitede önemli rolleri bulunmaktadır190. Ana üretim kaynağı 

NK hücreleri olan IFN-’nın, granzim B ve perforin molekülleriyle birlikte sitotoksik 

fonksiyon sergileyerek tümör hücrelerinde apoptozu tetiklediği bilinmektedir191. NK 

hücrelerinin IFN- üretimini uyaran başlıca sitokinler IL-12 ve IL-18 olup, salındığı 

hücre üzerindeki otokrin etkilerinin yanı sıra tümör mikroçevresindeki makrofajlar, 

baskılayıcı özellikteki miyeloid hücreler ve B hücreleri gibi stromal hücreler üzerine de 

etkilerinin bulunduğu bilinmektedir192.  

Tümör immünitesindeki önemli işlevlerinden yola çıkılarak, çalışmamızda NK 

hücre alt gruplarının IFN- üretimleri üzerine B-ALL hastalarının kemik iliği plazma 

örneklerinin etkileri incelenmiştir. B-ALL plazması eklenen koşuldaki CD3-

CD16+CD56soluk NK hücre IFN- seviyelerinin FBS ilâve edilen gruba göre düşme 
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eğiliminde olduğu görülmekle birlikte, istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır. 

CD3-CD16-CD56parlak NK hücre IFN- düzeylerinin ise FBS eklenen koşula kıyasla 

anlamlı derecede düşük olduğu görülmüştür. Bununla birlikte, kontrol grubu hasta 

plazmalarının eklendiği koşullarda da her iki NK hücre alt grubundaki IFN- 

düzeylerinin FBS içeren gruptan anlamlı derecede düşük ve B-ALL plazması içeren 

gruba benzer düzeylerde olması, kemik iliği plazma içeriğinin IFN- seviyelerini 

baskılayıcı özelliğinin B-ALL hastalarına özgü olmadığını göstermektedir. 

Diğer taraftan, B-ALL plazması eklenen koşulda her iki NK hücre alt 

grubundaki IL-10 seviyelerinin hem FBS hem de kontrol grubu hasta plazması ilâve 

edilen koşullarla kıyaslandığında anlamlı derecede arttığı dikkat çekmektedir. Anti-

inflamatuvar bir sitokin olan IL-10, ilk olarak tip 2 CD4+ T hücreleri tarafından üretilen 

ve başta IFN- olmak üzere tip 1 CD4+ T hücrelerinin (pro-inflamatuvar) sitokin 

üretimini ve proliferasyonunu baskılayan bir sitokin olarak tanımlanmıştır. Takip eden 

çalışmalar sonucu çok çeşitli hücre gruplarından salındığı gösterilen IL-10’un çift yönlü 

etkilere sahip olmakla birlikte regülatör T hücre homeostazını sağlamada ve pro-

inflamatuvar IL-17 sitokini salan Th17 hücrelerini baskılamada önemli rol oynadığı 

bilinmektedir193. IL-10’un kanser gelişimi ve kanser hücrelerinin immün sistemden 

kaçınmasında rol oynadığı gösterilmiş olup, çeşitli kanserlerde tespit edilen yüksek 

seviyelerinden ötürü prognostik bir belirteç olarak kullanılabileceği de düşünülmüştür. 

Solid tümörlerin yanı sıra, hematolojik kanserlerde de dolaşımdaki IL-10 seviyeleri 

sağlıklı bireylere göre yüksek bulunmuştur194. 

Literatürde yer alan bu bulgulara paralel olarak çalışmamızda saptanan her iki 

NK hücre alt grubundaki artmış IL-10 düzeyleri sadece B-ALL plazmalarının eklendiği 

koşula mahsus olup, FBS eklenen koşulla karşılaştırıldığında hasta kontrol grubu 

plazmalarının IL-10 seviyelerinde böyle bir yükselmeye neden olmadığı görülmüştür. 

Bu durum, B-ALL kemik iliği plazmalarında IL-10 salımını teşvik eden çözünür 

bileşenlerin varlığına işaret etmektedir. IFN- düşüklüğü ile birlikte düşünüldüğünde 

IL-10 seviyelerini yükseltici etkisi, B-ALL kemik iliği mikroçevresinin anti-

inflamatuvar sitokinlerin üretimini teşvik ettiğini akla getirmektedir. Diğer taraftan, PD-

1 aktivasyonunun IL-10 salımına neden olduğu bilgisi195, çalışmamızda B-ALL 

plazmasının eklendiği koşullarda hem PD-1 ifadesi hem de hücre içi IL-10 seviyelerinin 

artmasının birbiri ile ilişkili iki sonuç olabileceğini düşündürmektedir.  
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Kanserde oynadığı bilinen kritik rollerden ötürü çalışmamızda üçüncü bir sitokin 

olarak NK hücre alt gruplarındaki TNF- seviyeleri ölçülmüştür. TNF- multi-

fonksiyonel özelliklere sahip bir pro-inflamatuvar sitokindir ve hücre sağkalımı, 

proliferasyonu, farklılaşması veya apoptozu uyarmak gibi farklı hücresel işlevleri 

bulunmaktadır. Kanserde çift yönlü etkileri olmakla birlikte TNF-’nın tümör hücre 

büyüme ve çoğalması, invazyonu, metastazı ve tümör anjiyogenezini uyarma gibi 

etkilerinin de olduğu bilinmektedir196. Farklı kanserlerde yapılan çalışmalarda, 

hastaların serum TNF- düzeylerinin yüksek olduğu gösterilmiş olup, TNF-’nın 

kanser riski, tedaviye yanıt ve prognozun bir belirleyicisi olarak kullanılabileceği 

düşünülmüştür197.   

Çalışmamızda B-ALL hastalarının kemik iliği plazma örnekleri ile kültür sonrası 

yapılan ölçümde, CD3-CD16+CD56soluk NK hücrelerindeki TNF- seviyelerinin FBS ve 

kontrol grubu hasta plazmaları eklenen koşullardaki düzeylere benzer olduğu 

görülmüştür. CD3-CD16-CD56parlak NK hücrelerindeki TNF- seviyelerinin ise hem 

FBS hem de hasta kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğu 

saptanmıştır. Kanser hücrelerinin büyüme ve proliferasyonu yönündeki uyarıcı etkileri 

göz önüne alındığında, B-ALL plazması eklenen koşula özgü olarak NK hücre TNF- 

düzeylerinin yüksek oluşu, TNF-’nın kemik iliği mikroçevresinde blast büyüme ve 

çoğalmasını uyarıcı ortama katkısı olabileceğini düşündürmektedir. 

Hücre içi sitokinlerin yanı sıra çalışmamızda B-ALL kemik iliği hümoral 

bileşenlerinin NK hücre proliferatif kapasiteleri üzerine etkileri de incelenmiştir. PHA 

uyarımına cevaben 72 saatlik kültür sonrası B-ALL plazması eklenen koşulda her iki 

NK hücre alt grubunun da kontrol gruplarına göre anlamlı derecede düşük oranlarda 

seyrettiği görülmüştür. Bir NK hücre aktivatör reseptörü olan NKG2D’nin NK hücre alt 

gruplarındaki seviyelerinin ise her üç koşulda da benzer olduğu görülmüştür. Diğer 

taraftan, NK hücre alt grup oranlarındaki düşüşe paralel olarak B-ALL plazması ile 

kültüre edilen koşulda hem CD3-CD16+CD56soluk hem de CD3-CD16-CD56parlak NK 

hücre proliferatif yanıtlarının FBS ve kontrol grubu hasta plazmaları eklenen koşullara 

kıyasla anlamlı derecede düşük olduğu tespit edilmiştir. B-ALL plazmaları ile 72 saat 

kültür sonrası NK hücre alt grup seviyeleri anlamlı derecede düşerken 24 saatlik kültür 

sonucu değişim gözlenmemesinin, 24 saatlik deneyde NK hücre proliferasyonunu 

tetikleyecek uyaranın ve yeterli sürenin olmayışından kaynaklanması mümkündür.  
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Tüm in vitro deney sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, B-ALL kemik iliği 

plazmalarının NK hücre alt grup düzeyleri ve proliferasyonu üzerinde baskılayıcı etki 

gösterdiği bulgusu göze çarpmaktadır. NK hücre PD-1 betimleme seviyelerindeki artış, 

bu bulguyu kuvvetlendirmektedir. Ek olarak, her iki NK hücre alt grubunda yüksek 

seviyede hücre içi IL-10 saptanması ve CD3-CD16-CD56parlak NK hücre TNF- 

seviyelerinin de yüksek bulunması, B-ALL hastalarının kemik iliği mikroçevresinde 

anti-lösemi immünitesini baskılayıcı ortamı teşvik eden hümoral bileşenlerin varlığına 

işaret etmektedir. 

Çalışmamızda son olarak, in vitro deneylerde kullanılan B-ALL ve hasta kontrol 

grubu plazma örneklerindeki IL-1, IL-6, IL-10, IL-18, IFN-2, IFN-, IFN-, TNF- 

ve GM-CSF sitokinlerinin seviyeleri ölçülerek karşılaştırılmıştır. Hücre içi boyama ile 

NK hücre alt gruplarından alınan sonuçlara paralel olarak, B-ALL hastalarının plazma 

örneklerinde doğrudan ölçülen IL-10 düzeyleri kontrol grubu hastalara kıyasla anlamlı 

derecede yüksek, IFN- seviyeleri ise düşük bulunmuştur. Bu durum, B-ALL kemik 

iliği mikroçevresinin yalnız NK hücrelerindeki IL-10 ve IFN- seviyelerini etkilemekle 

kalmayıp, muhtemelen kemik iliğindeki diğer hücrelerin de üretimlerini benzer şekilde 

etkilediğini ve kemik iliği mikroçevresinde immün-baskılayıcı bir ortam gelişmesine 

neden olduğunu akla getirmektedir.  

İlâveten, B-ALL kemik iliği plazmalarında IL-18 seviyeleri de hasta kontrol 

grubuna nispetle anlamlı derecede düşük bulunmuştur. IL-18, T ve NK hücrelerinin 

farklılaşmasında ve aktivasyonunda rol oynayan pro-inflamatuvar bir sitokindir. IL-12 

ile birlikte IL-18, T ve NK hücrelerinin IFN- üretimlerini uyarma özelliğine sahiptir. 

Ayrıca IL-18’in NK ve CD8+ T hücrelerindeki perforin ve Fas-ligand bağımlı 

sitotoksisiteyi arttırdığı da bilinmektedir198. B-ALL hasta plazmaları eklenen koşullarda 

IL-12 uyarımına rağmen NK hücre IFN- seviyelerinin düşük bulunmasına ilâveten B-

ALL hasta plazmalarındaki IFN- düzeylerinin de hasta kontrol grubuna kıyasla düşük 

olması, bu tablo üzerinde IL-18 düşüklüğünün de bir etkisinin olabileceği yönünde 

paralel bir sonuç ortaya çıkarmaktadır. 

Kemik iliği plazma örneklerinde ölçümü yapılan diğer sitokinler açısından hasta 

grupları arasında anlamlı fark bulunmamıştır. Bununla birlikte, kontrol grubu hastaların 

farklı patolojilere sahip olmasının da muhtemel bir sonucu olarak sitokin düzeyleri 

oldukça heterojen bulunmuş olup, bu durumun gruplar arasında istatistiksel anlamlılık 
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saptanmamasına neden olabileceği göz önünde bulundurulmalıdır. Kontrol grubu hasta 

sayısının arttırılarak, altta yatan patolojiye göre alt sınıflara ayrıldıktan sonra 

karşılaştırma yapılması ile daha net sonuçlar alınabilmesi mümkün görünmektedir. 

Tüm bulgular birlikte değerlendirildiğinde, B-ALL plazma örnekleri varlığında 

NK hücrelerinin PD-1 betimlemeleri ve benzer doğrultuda IL-10 seviyelerindeki artışa 

karşılık IFN- düzeylerinde ve proliferatif kapasitelerindeki düşüşün, B-ALL 

hastalarının kemik iliğindeki immün-baskılayıcı ortama işaret ettiği düşünülmektedir. 

Kemik iliği plazma örneklerinde saptanan yüksek IL-10 düzeyleri ile düşük IL-18 ve 

IFN- seviyeleri, NK hücreleri üzerinde oluşan baskılanmanın nedenleri arasında 

sayılabilir. Diğer taraftan, bu immün-baskılayıcı ortamın yalnız NK hücreleri üzerinde 

de değil, kemik iliği mikroçevresinde gelişmekte olan veya gelişimini tamamlayan diğer 

hücreler üzerinde de etkisinin olacağı açıktır. Bununla birlikte NK hücrelerinin anti-

lösemi immünitesindeki önemi göz önünde bulundurularak tasarlanan bu çalışmada, 

öngörüldüğü gibi B-ALL patolojisi bulunan hastalarda NK hücrelerinin baskılandığı ve 

bu baskılanmanın arkasında hümoral etkenlerin rol oynadığı gösterilmiştir. 

Çalışmamızda sitokinler kemik iliği hümoral bileşenlerinin bir grubunu 

oluşturmaları açısından ele alınmış ve ağırlıklı olarak pro-inflamatuvar özellikte olan 

sitokinler değerlendirilmiştir. İlerleyen çalışmalarda anti-inflamatuvar sitokinler ile 

kemokinler ve kompleman proteinleri gibi diğer hümoral bileşenlerin de incelenerek 

kemik iliğindeki anti-lösemi immünitesini baskılayan ortamın net olarak tanımlanması 

mümkün olacaktır. Bu çalışmalardan elde edilecek sonuçlar, B-ALL hastalarına 

uygulanan veya gelecekte uygulanacak olan immünoterapötik ajanların tedavide başarı 

şansının yükseltilmesi için önemlidir. İmmünoterapiye dayalı tedavi uygulamalarında 

başarının arttırılması sonucu tedaviden olumsuz etkilenen hastaların yaşam kalitelerinde 

iyileşme ve tedaviye dirençli hastaların sağkalımında artış sağlanması, gelecek 

çalışmaların temelini oluşturacaktır.      
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