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OZET

Amag: IL-22 salgilayan hiicrelerin bir CD4" T lenfosit alt tipi oldugu ve 6zellikle Th22
ve Th17 hiicrelerinin bu sitokini salgiladig1 bilinmektedir. Th22 hiicrelerinin enfeksiyon,
kronik inflamasyon, tiimor gelisimi, otoimmiin hastalik patogenezi ve hiicre gelisiminde
rol oynadigi bildirilmistir. Bununla birlikte, hematopoietik kok hiicre nakli olan
hastalarda IL-22 tasiyan hiicrelerin rolii ve sayisi bilinmemektedir. Bu ¢alismada, 1L-22,
IL-17, TNF-a ve IFN-Y tastyan dolagimdaki hiicrelerin sayisi, hematopoietik kok hiicre

nakli 6ncesi ve engraftman sirasinda arastirilmistir.

Yontem: Hiicrelerin; PMA, iyonomisin ve monensin ile uyarimina takiben hasta ve
kontrol grubunda, CD3 ve CD4 double pozitif T hiicrelerinde; 1L-22, IL-17A, TNF-a ve

IFN-Y tasiyan mutlak lenfosit sayilar1 akan hiicre dlger ile belirlendi.

Bulgular: Hasta grubunda kontrol grubuna gore IL-22, IL-17A, TNF-a ve IFN-Y tagiyan
mutlak lenfosit sayilari istatistiksel olarak diisiik diizeyde saptandi ve engraftman
doneminde de bu diistikliigiin devam ettigi goriildii. Diger taraftan hasta grubunda, kok
hiicre inflizyonu giinii (0.giin) ile engrafiman donemindeki sitokin tasiyan hiicre sayilari

karsilagtirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Sonu¢: Calismamizda, hematopoetik kok hiicre nakli Ooncesi uygulanan hazirlama
rejiminin etkisi ile diizeyleri diismiis olan I1L-22, IL-17A, TNF-a ve IFN-Y gibi
sitokinlerin engraftman doneminde artmadigi, tasiyan hiicre sayilarinin benzer kaldigi

gbzlendi. Bu konuda daha genis 6lgekli prospektif calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Hematopoetik kok hiicre nakli, Sitokinler, Engraftman, Th22

hiicreleri



ABSTRACT

Objective: The IL-22 secreting cells are a subtype of CD4+ T lymphocytes and
especially Th22 and Th17 cells are known to secrete this cytokine. Th22 cells have been
reported to play a role in infection, chronic inflammation, tumor development,
autoimmune disease pathogenesis, and cell development. However, the role and number
of cells carrying IL-22 in patients with hematopoietic stem cell transplantation is
unknown. In this study, the number of circulating cells carrying IL-22, IL-17A, TNF-a
and IFN-Y were investigated before hematopoietic stem cell transplantation and during

engraftment.

Method: The PBMC cells separated from the peripheral blood at the transplantation day
(before stem cell infusion) and at the engraftment period than stimulated with PMA,
ionomycin and monensin. The number of absolute lymphocytes carrying I1L-22, 1L-17A,
TNF-o and IFN-Y¥ among CD3 and CD4 double-positive T cells were determined by

flow cytometry in patient and control groups.

Results: The number of absolute lymphocytes carrying I1L-22, IL-17A, TNF-a and IFN-
¥ was found significantly lower in the patient group compared to the control group.
However, these distribution of Ilymphocytes was not different between the

transplantation day and the engraftment period.

Conclusion: In the peripheral blood of patients, the low number of absolute
lymphocytes carrying 1L-22, IL-17A, TNF-a and IFN-¥ could be associated with the
conditioning regimen performed before hematopoietic stem cell transplantation. Also,
our results are implying that these counts of the cytokine-producing cells were not
elevated during the engraftment period. Further prospective studies are needed to better
understand the role of IL-22 secreting cells on the hematopoietic stem cell

transplantation.

Key words: Hematopoietic stem cell transplantation, Cytokines, Engraftment, Th22 cell
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1. GIRIS

Hemopoetik kok hiicre (HKH) nakillerinde hazirlik rejimini takip eden aplazi sonrasi
lenfohematopoetik hiicrelerinin alicida yerlesmesi ve yeni kan hiicrelerinin olusmasi
“engraftman” (yamanma) olarak isimlendirilir. HKH transplantasyonunda bagarinin
onemli kriterlerinden biri aplazininin kdk hiicrenin engraftmani ile ortadan kalkmasidir.
HKH engraftmani1 kompleks olaylar zinciri sonrasinda olugsmaktadir ve biyolojisi tam
olarak anlagilamamistir. Niste HKH’nin proliferasyon ve diferansiyasyonu hiicreler,
bliylime faktorleri, adhesyon molekiilleri, ekstraselliiler matriks proteinleri gibi diger
birgok molekiil arasindaki kompleks bir etkilesim ile ger¢ceklesmektedir (Nilsson ve ark.,
2006; Jo ve ark., 2000).

Sitokinlerin rolii bu kompleks engraftment patogenezinde ¢esitli ¢aligsmalarda
gosterilmistir. Chen ve ark. deneysel olarak iyonize radyasyon sonrasi gelisen ciddi
kemik 1iligi yetersizliginde IL-12 nin endojen hematopoez ve engraftmanina katki
sagladigmi gostermiglerdir (Chen ve ark.,, 2007). Hu ve ark. ise kemik iligi
mikrogevresindeki stromal-hiicre kaynakli IL-15’in makrofaj, NK, T ve B hiicrelerinin
aktivasyonununda ve proliferasyonunda rol alarak engraftmana katkida bulundugunu
gostermiglerdir (Hu ve ark., 2012). Engraftmanin daha abartili oldugu non-infeksiy6z
ates, ciltte dokiintii, diffiiz pulmoner infiltrasyon, hipoksik nonkardiojenik pulmoner
0dem veya multi organ yetmezliginin goriilebildigi 6liimciil potansiyeli olabilecek
engraftman sendromunda da benzer proinflamatuar sitokinlerin (IL-1, TNF-a. ve IFN-Y..
gibi) benzer mekanizmalar ile rolii oldugu gosterilmistir (Cornell ve ark., 2015).
Khandelwal ve ark. ¢ocuklarda yapilan allojenik HKH nakli sonrasinda gelisen
engraftman sendromunda 6nce proinflamatuar sitokinler olan IL-1b, IL-6, IL-12 nin
arttigin1 sonrasinda da bunlara yanit olarak antiinflamatuar sitokinler olan IL-4 ve IL-13

iin arttigin1 gostermisler ve olay1 baslatan sitokinin IL-1b oldugunu bildirmislerdir

(Khandelwal ve ark., 2016).

Son zamanlarda rolii ve etkisi yeni tanimlanan CD4" T hiicrelerinin bir alttipi olan Th22
hiicreleri 1L-22 ve TNF-a saliverir; STAT-3 fosforilasyonu ile hiicre biiyiimesini

tetikler; infeksiyonda, kronik inflamasyonda, tlimor gelisiminde, otoimmun hastaliklarin



patogenezinde ve hiicre gelisiminde rol aldig1 bildirilmistir. Onemli gdrevlerinden birisi
de mikrogevredeki hemopoetik sistem ile hemopoetik olmayan stromal hiicreler arasi
iliskiye aracilik etmesidir. Bunu da stromal fibroblastlarin proliferasyonu ve monosit
kemoatraktan protein-1 in tiretiminde 6nemli rolii olan ERK1/2 ve p38 MAPK gibi
onemli kinazlar1 aktive etmek yolu ile yapmaktadir. Bu yollar ile Th22 ve Thl7’nin
proinflamatuar sitokinlerle birlikteliginin olmas1 inflamatuar immiin reaksiyonun abartili

ve dramatik sekilde yiiksekligi ile sonuglanir (Shao ve ark., 2012; Di ve ark., 2015).

Literatiirde IL-22nin kok hiicre ile iligskisini gdsteren sadece bir ¢alisma bulunmaktadir.
Buda Lindemans ve ark. yapmis olduklar1 bagirsak kok hiicresi ile ilgili deneysel
caligmadir. Bu ¢alisma; bagirsak kok hiicrelerinin IL-22 vasitasiyla hasarli bagirsaklarda
dogal bagisiklik yolunu aktive etmesini, bdylece epitel rejenerasyonunu ve
proliferasyonunu sagladigin1 gdstermistir. Ayrica yazarlar stromal ve epitelyal
komponentleri olan bagirsak kok hiicresi Nis’inin epitelyum devamlihigi igin gerekli
olduguna, doku hasar1 sonrasi epitelin tekrardan yenilenmesi igin aktive olan IL-22’nin
de bagirsak kok hiicresi Nis’ine immunolojik olarak katkida bulundugunu séylemislerdir

(Lindemans ve ark., 2012).

Bilgilerimize gore Th-22 hiicrelerinden saliverilen IL-22°’nin HKH nakli sonrasi ve
engraftmanda ne sekilde rol aldig1 bu zamana kadar ¢alisiimamis ve bilinmemektedir.
Gec¢mis caligmalarda bakilan IL-1b, IL-4, IL-6, IL-12, I1L-13, IL-15, TNF-a ve IFN-Y...
gibi sitokinler bu soruya tam olarak cevap vermemistir. Bu c¢alismada HKH nakli
yapilan hastalarda nakilin ilk giinii, engraftmanin ilk giiniinde periferal kanda Th22
hiicre populasyonu ile IL-22 ve diger olas1 sitokinler olan IL-17, TNF-a ve INF-Y
tastyan hiicre sayilarmi belirleyip, Th22 hiicrelerinin engraftmana katki saglayip
saglamadigin1 ve/veya engraftman sendromunda rol alip almadigmi Ogrenmeyi

amacliyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Th22 Hiicreleri
T ve B lenfositler edinsel immiinitenin hiicresel komponentlerini olusturur. Kemik

iliginden koken alan T lenfositler, timusta olgunlasir ve kan dolagimina geger.
Dolasimda bulunan lenfositlerin % 60-% 80’1 T hiicrelerden olusur. T hiicrelerin iicte
ikisi CD4, tigte biri CDS8 ylizey antijenlerini tasir. Naif CD4 T hiicreleri, salgiladiklar
sitokinlere gore farkli alt gruplara ayrilirlar. Bunlar Thl, Th2, Th9, Th17 ve Th22
hiicreleridir (Trifari ve ark., 2009). 2009 yilinda IL-22 salgilayan, Th17 hiicrelerinden
farkl tipte bir CD4 T hiicre alt tipi Trifari ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir. Bu
hiicreler, Th22 hiicreleri olarak adlandirilmistir. IL-22’nin kaynagmin bu T hiicre tipi ve
Th17 oldugu belirtilmistir. Th22 hiicrelerinin cilde yerlesen CCR4, CCR6 reseptorleriyle
birlikte CCR10 reseptorlerini yiizeyinde eksprese ettikleri gosterilmistir (Trifari ve ark.,
2009).

Efektor ve hafiza T lenfositleri farkli dokularda mevcut olan patojenlere kars1 koymak
zorundadir ve bu nedenle olduk¢a uzmanlagmislardir. Sitokin iiretimi ve go¢ kapasitesi
bakimindan dogru yerde dogru hiicrelerin bu 6zellikleri bakimindan koordineli olarak
diizenlenmesi esastir. Efektor CD4* T hiicreleri heterojen gruplardir ve sitokin
iiretimleri ve farklilagsmasi i¢in gereken transkripsiyon faktorlerine gore siiflandirilirlar.
Thl farkhilasmasi interlokin 12 (IL-12) ve transkripsiyon faktorii T-bet ile desteklenir.
Th2 farklilagsmas1 ise IL-4 tarafindan desteklenir ve GATA-3 transkripsiyon faktori
ekspresyonuna bagli olarak meydana gelir. Th17 hiicreleri ayr1 bir alt grup olarak
tanimlanmustir. 1L-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 ve tiimor nekroz faktorii (TNF) iiretirler.
Th17 farklilasmasi IL-6 ile desteklenir. Th17 hiicrelerinin farklilagsmasi retinoid-related
orphan C reseptorii (RORs) iizerinden olurken, Th22 hiicrelerinin farklilasmasi aril
hidrokarbon reseptorii iizerinden olmaktadir. STAT3, Thl7 transkripsiyon faktorii
RORyt indiiksiyonunda 6nemlidir. RORyt, IL-17 gen transkripsiyonunu tetikler ve 1L-23
reseptor eskspresyonunu gii¢clendirir. IL-21 ve IL-23 ayrica Th17 farklilagmasimi tesvik
ederken, yiiksek dozlarda TGF-b, IL-12, IL-4 ve IL-2 inhibe edici bir etki gosterir
(Duhen ve ark., 2009).



Th22 hiicreleri, naif T hiicrelerinden IL-6 ve TNF-a varliginda olusmaktadir. Th22
hiicreleri, CCR4 ve CCRI10 reseptorleriyle normal cilde yerlesirler. Ayrica bir¢ok
dermatolojik hastalikta sayilari artar. Th22 hiicrelerinin fenotipi Sekil 2.1.’de verilmistir
(Eyerich ve Eyerich, 2015). IL-22, IL-10 ailesinden bir sitokindir. IL-22 reseptor
kompleksi ozellikle epitelyal hiicrelerde olmak tizere, pankreasta, barsak dokusunda,
karacigerde bulunmaktadir (Sonnenberg ve ark., 2011). IL-22 salgiladig1 bilinen T hiicre
alt tipleri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir (Eyerich ve Eyerich, 2015). Yukarida belirtilen
kemokin reseptorlerinin yaninda Th22 hiicreleri, CD3 ve CD4 gibi T yardimci hiicreleri
icin tiim tipik markerleri ifade eder. Daha karakteristik bigimde trombosit kaynakli
biliylime faktorii (PDGF) reseptorlerini yiiksek ifade eder. Bu durumun islevsel 6nemi
heniiz bilinmemektedir. Fas ve TRAIL gibi apoptozisin indiiklenmesinde yer alan
molekiiller Th22 hiicrelerinde zayif sekilde eksprese edilir ve sonug olarak yakindan
iligkili CD8* T22 hiicreleri (Tc¢22 hiicreleri), IL-22 negatif hiicrelere kiyasla apoptozu
indiikleme konusunda daha diisiik bir kapasiteye sahiptir. Daha O6nce belirtildigi gibi
Th22 hiicreleri Th2, veya Thl7 hiicrelerinin imza sitokinlerini salgilamaz. Bununla
birlikte Th22 hiicreleri az miktarda IL-13 ve TNF-p birlikte salgilarlar. Gen ekspresyon
diizeyinde Th22'nin bir fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ifade ettigi gosterilmistir.
Simdiye kadar FGF'nin islevsel olarak ilgili miktarlarda salgilanip salgilanmadigi

arastirilmamistir (Eyerich ve ark., 2009).
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Sekil 2.1. Th22 hiicrelerinin fenotipi (Eyerich ve Eyerich, 2015).



Tablo 2.1. IL-22 salgiladig1 bilinen T hiicre alt tipleri (Eyerich ve Eyerich, 2015).

cell
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CD122-[62]



Th22 hiicrelerinin genel fenotipi dokuda, 6zellikle de ciltte koruyucu bir role isaret eder.
Bu durum o6zellikle 1L-22 fonksiyonu ile temsil edilir. 1L-22, IL-10RB ve IL-22RA
zincirinden olusan bir heterodimerik reseptore baglanir. 1L-22 reseptorii (IL-22R) epitel
hiicrelerde giiglii ve bol bir sekilde eksprese edilirken, immiin hiicrelerde 1L-22R yoktur
(Wolk ve ark., 2004). Bu nedenle Th22 hiicreleri uyarlanabilir bagisiklik ile bariyer
organlar1 arasinda fonksiyonel 6zelliklerinin “doku sinyal 16kositleri” olmasina yol acan
onemli bir baglant1 olusturur (Eyerich ve ark., 2010). Reseptoriine baglanarak 1L-22
hedef hiicrenin proliferasyonunu ve gocilinii indiikler ve ayn1 anda apoptoza
farklilasmay1 ve reaktiviteyi inhibe eder (Boniface ve ark., 2005). Bu etkilerin bir
kombinasyonu etkili yara iyilesme reaksiyonlar1 i¢in temel olusturur. Gergekten de Th22
hiicrelerinin yara iyilesme reaksiyonlarinda O6nemli aktorler oldugu gosterilmistir
(Eyerich ve ark., 2009). Bu olumlu 6zellik diizenleyici mekanizmalar eksikse patolojik
hale gelebilir. Cok fazla IL-22 etkisi keratinositlerde asir1 aktive metabolizma ile birlikte
psoriatik bir fenotipe yol agabilir, bu da akantoz ve hiperkeratozla sonuglanir ( Zheng ve
rak., 2007). Ek olarak bazi durumlarda ozellikle (pre)-maligniteler ve hiicre ici
enfeksiyonlar durumunda bir epitelyal hiicreyi apoptozdan korumak faydali olmayabilir.
Buna paralel olarak Th22 hiicrelerinin gastrointestinal tiimorler {izerinde olumsuz
etkileri oldugu bildirilmistir (Zhuang ve ark., 2012). Timorlerde, IL-22'nin koruyucu
fonksiyonu ek olarak bilinen bir apoptoz ve tiimdr yaslanmasinin indiikleyicisi olan IFN-
y ile dogrudan bir antagonizm ile gii¢lendirilir (Pennino ve ark., 2013). Bu nedenle IL-
22'nin kesin diizenlenmesi Onemsizdir ve esas olarak ¢Oziliniir bir antagonist 1L-22

baglayici protein (IL-22BP) aracihigiyla gergeklesir (Xu ve ark., 2001).

2.2. Hematopoetik Kok Hiicre Nakli
Kok hiicre nakli birkag farkli teknigi kapsayan genel bir terimdir. Allojenik nakiller i¢in

hematopoetik kok hiicreler bir aile iiyesi ya da akraba dis1 bir goniillii olabilen HLA tipi
icin uygun saglikli bir dondriin kemik iliginden, periferik kandan veya gobek kordon
kanindan alinir. Otolog nakillerde kok hiicreler hastanin kendi kemik iliginden veya
periferik kanindan almir (Lennard ve Jackson, 2001). Hematopoetik kok hiicre nakli
(HSCT) tiptaki en essiz prosediirlerden biridir. Bugiin HSCT hematolojik maligniteler,
hematopoetik sistemin konjenital veya edinilmis bozukluklari i¢in bir standart haline

gelmistir ve ayrica bazi kat1 tiimdrlerde terapotik bir segenek olarak uygulanmaktadir.
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Son yirmi yil boyunca HSCT kullanimi diinya ¢apinda genislemis ve teknolojiside
gelismistir. Gliniimizde HSCT otoimmiin ve kalitsal metabolik bozukluklar gibi yeni

endikasyonlar i¢in kullanilmaktadir (Henig ve Zuckerman, 2014).

IIk insan kemik iligi transfiizyonu 1939'da aplastik anemili bir hastaya verilmistir
(Osgood ve ark., 1939). Bu hasta giinliik kan transflizyonlar1 aldi, 16kosit ve trombosit
sayisini arttrma girisiminde intravendz kemik iligi enjeksiyonu yapildi. II. Diinya
Savasi ve atom bombasmin kullanilmasmdan sonra arastirmacilar radyasyona maruz
kalmanin neden oldugu aplazilerde kemik iligi fonksiyonunu geri kazanmanin yollarini
bulmaya c¢alistilar. 1950'lerde, bir fare modelinde radyasyona sekonder ilik aplazisinin
sinjenik ilik grefti ile iistesinden gelinebilecegi kanitland1 (Rekers ve ark., 1950). Ilk
allojenik HSCT (mevcut durumuna onciilik eden) E. Donnall Thomas tarafindan
onciiliik edildi ve 12 Eyliil 1957'de New England Tip Dergisi'nde rapor edildi. Ancak o
yillarda HLA (insan l6kosit antijenleri) bilinmediginden sonuclar basarili degildi. Ancak
E. Donnall Thomas uzun yillar ¢aligmaya devam edtti. E. Donnall Thomas insan
hastaliginin tedavisinde hiicre nakli alanindaki kesiflerinden dolay1 Nobel Odiilii kazandi
(Thomas ve ark., 1957). 1974 yilinda HSCT alaninda Avrupa igbirligi i¢in Avrupa Kan
ve Ilik Nakli Grubu (EBMT) kuruldu. Akraba dis1 ilk bagis nakil 1986'da National
Marrow Donor Program (NMDP) ve 1988'de Bone Marrow Donors Worldwide
(BMDW) kurulugsuna ilham verdi. Bu kurulus, 73 iilkede kayitli 23 milyondan fazla
bagisciyr ve 32 iilkede kordon kani bankalarindan 600.000 kordon kani iinitesini
birlestirmektedir (Henig ve Zuckerman, 2014).

Allojenik HSCT'de bir kok hiicre dondrii bir eslesmis iliskili kardes veya bir
haploidentical (kismen eslesmis) aileden akrabasi olabilir. K6k hiicre greftleri ilgisiz bir
goniilliiden veya dondurarak korunmus bir kordon kan iinitesinden de elde edilebilir.
Mevcut goniillii bagis¢ilarin ve kordon kani {initelerinin sayis1 siirekli artmaktadir ve
1989'da kayitli 200.000 bagisct simdi 23 milyondan fazla artmistir (Henig ve
Zuckerman, 2014). Allojenik kok hiicre nakli yeterli sartlara sahip bir tesisteki (hasta
cevre izolasyonu, hiicresel islem nakli laboratuari, aferez iinitesi) bir tesiste uzman
saglik personeli tarafindan gergeklestirilir. Hem tibbi hem de psikolojik hasta hazirlhig:

tam ve eksiksiz olmalidir. Transplantasyon sonrasi hasta takibi multidisipliner bir ekip



tarafindan nitelikli bir yonetim gerektirmektedir. Solid organ nakillerinde oldugu gibi
stire¢ kok hiicre toplama islemi icin tibbi bir prosediir gecirmesi gereken saglikli bir
goniillii hazirhigr ve bakimini igerir. Bununla birlikte allojenik HSCT hala belirgin

morbidite ve mortalite ile iligkilidir ve yliksek maliyetler i¢erir (Khera ve ark., 2014).

Otolog HSCT bugiin Avrupa'da yapilan transplantasyonlarin %58'ini olusturmaktadir.
Otolog HSCT'nin % 47'si Multipl Miyelom, Non Hodgkin Lenfoma i¢in %30, Hodgkin
Lenfoma icin %11 ve losemiler i¢in %3 olarak gerceklestirilmektedir. Otolog HSCT ig¢in
diger daha az goriilen endikasyonlar arasinda otoimmiin hastalik (multipl skleroz,
sistemik skleroz ve Crohn hastaligi) ve solid timorler (sarkom, germinal tiimorler ve
noroblastom) bulunur. Akut Miyeloid Losemi ve Akut Lenfoblastik Losemi allojenik
HSCT'in % 50'sini, Miyelodisplastik Sendrom ve miyeloproliferatif neoplazmalarin
%15'1 ve kemik iligi yetmezligi sendromununun % 6'sin1 olusturur. Allojenik HSCT i¢in
diger daha az goriilen endikasyonlar arasinda lenfoma, miyelom ve aplastik anemi ve
talasemi gibi hematolojik bozukluklar bulunur (Pasquini ve Wang, 2013). Tablo 2.2°de
otolog ve allojenik kok hiicre transplantasyonu i¢in giincel endikasyonlar 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Otolog ve allojenik kok hiicre transplantasyonu i¢in giincel endikasyonlar (Henig ve
Zuckerman, 2014).

| | Autologous Transplantation* | Allogeneic Transplantationt |
Malignancies Multiple myeloma Acute myeloid leukemia
Non-Hedgkin lymphoma Acute lymphoblastic leukemia
Hodgkin disease Chronic myeloid leukemia
Acute myeloid leukemia Myelodysplastic syndromes
Neuroblastoma Myeloproliferative neoplasms
Ovarian cancer Non-Hodgkin lymphoma
Germ-cell tumors Hodgkin disease

Multiple myeloma
Juvenile chronic myeloid leukemia

Non-malignant disorders Autoimmune disease Aplastic anemia
Amyloidosis Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

Fanconi’s anemia
Diamond-Blackfan anemia
Thalassemia major
Sickle cell anemia
Severe combined immunodeficiency
Wiskott-Aldrich syndrome
Inborn errors of metabolism
Congenital neutropenia syndromes

*More than 30,000 autologous transplantations are performed annually worldwide, two-thirds for multiple myeloma
or non-Hodgkin lymphoma. TMore than 24,000 allogeneic transplantations are performed annually worldwide, more
than half for acute leukemias.



Kok hiicre transflizyonundan 6nce kemoterapinin veya kombine kemoterapinin ve
radyoterapinin hazirlayict rejimi rezidiiel tiimoriin yok edilmesinde ve greft reddinin
engellenmesinde, hastanin bagisiklik sisteminin baskilanmasinda rol oynar. Klinik
calismalardan elde edilen verilere dayanarak her endikasyon i¢in spesifik rejimler vardir.
Rejimler yogunluk diizeylerine gore tam miyeloablatif, azaltilmis toksisite veya diisiik
yogunluklu ve non-miyeloablatif olanlar olarak kategorize edilir (Sekil 2.2). Ilk allojenik
HSCT'ler, 1,000-1,600 Rad'lik dozlarda toplam viicut 1isinlamasina (TBI) dayaniyordu.
Hem anti-timor aktivitesini hem de immiin supresyonu artirmak i¢in daha sonra
siklofosfamid (Cy) eklenmis ve bu da engraftmani kolaylastirmistir. Ayrica,
siklofosfamid ve busulfanin transplant ile iliskili daha diisiikk bir mortalite ve AML'de
TBI / Cy rejimine kiyasla daha 1yi bir hastaliksiz hayatta kalma sagladigi bulunmustur.
Yiiksek toksisite orani ve diisiik bir mortalite bu rejimlerin kullanimmi 50 yasina kadar

olan geng ve zinde hastalarla sinirlandirmistir (Henig ve Zuckerman, 2014).

— Protocol Based on GVL

—_—

Busulphan/Cyclophosphamide/TBI 1200*
Cyclophosphamide/Etoposide/TBI 1200*
Busulphan/TBI 1200*
Cyclophosphamide/TBI 1200%*
Busulphan/Cyclophosphamide
Busulphan/Melphalan e
Melphalan/Fludarabine
Busulphan 4 days/Fludarabine Reduced
Treosulphan/Fludarabine Intensity/Toxicity
Fludarabine/Busulphan/Thiotepa
Busulphan 2 days/Fludarabine
TBI 200*/Fludarabine
Fludarabine/Cyclophosphamide
TBI 100-200*
Bendamustine/Fludarabine/Rituximabt

Myeloablative

Aj01x0| |02010.4d

Non-
myeloablative

Protocol Based on Intensity

Sekil 2.2. Hazirlik rejimi yogunlugu (Henig ve Zuckerman, 2014).

2.3. Hematopoetik Kok Hiicre Nakillerinde Hiicresel immiinoterapinin Kullanim
Son yillarda aragtrmalar hastaligin niiks oranmi azaltma stratejileri iizerinde

odaklanmigtir. Graft-versus-Host Hastaliginn (GVHD) minimize edilmesiyle greft

immiin aktivitesini Graft-versus-16semiye (GVL) yonlendiren yontemler allojenik
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HSCT'de bir sonraki atilimi tesvik edebilecek yeni ve heyecan verici bir yonii temsil
etmektedir. Graft-versus-16semi esas olarak dondr T lenfositlerin kalinti veya relaps
16semik hiicrelere kars1 immiin tepkisine ve ayrica dogal katil (NK) hiicrelerinin ve B

lenfositlerinin immiin tepkisine atfedilir (Wu 2008).

2.3.1. Diizenleyici T Hiicre Infiizyonu
Insan dogal diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler) timustan tiiretilir. Yiiksek seviyelerde

CD25 (interlokin 2 reseptOr o) ve bir ana anahtar transkripsiyon faktorii olan hiicre igi
Foxp3 ifade eder. Treg'lerin kemik iligi naklinin hayvan modellerinde immiin toleransi
indiikleyebildigi, boylece GVL'yi engellemeden GVHD'yi Onleyebildigi gosterilmistir
(Joffre ve ark., 2004). Bir calismada yiiksek riskli hastalarda allojenik HSCT sonrasi
niiksii Onlemek i¢in immiin baskilanmay1 durdurduktan sonra Onleyici Treg DLI
yapilmistir (Edinger ve Hoffmann, 2011). Bagka bir ¢alismada bir donérden Treg DLI
allojenik HSCT sonras1 aktif kronik GVHD tedavisi olarak verilmistir (Trzonkowski ve
ark., 2009). Haploidentical HSCT ayarinda yapilan diger iki calismada, Tregler,
geleneksel T infiizyonu ile birlestirilmis bir T cell depletion (TCD) kok hiicre greftinin
transflizyonundan birka¢ giin dnce infiize edilmistir. Treg ve Tcon orani 2: 1 idi ve
calismanim amaci Treg'leri tek GVHD profilaksisi stratejisi olarak kullanmak ve hastalik
niiks oranimi arttirmadan immiin sulandirmay1 iyilestirmenin bir yolu olarak kullanmakti
(Di Ianni ve ark., 2011; Martelli ve ark., 2014). Bu ¢alismalarda GVHD ve niiks oranlar1

tarihsel kontrollere gore daha diisiikken, niikssiiz mortalite hala yetersizdir.

2.3.2. Dogal Katil Hiicre Adoptif Iimmiinoterapi
TCD haploidentical HSCT'de, hematopoetik kok hiicrelerin farklilagmasindan tiiretilmis

olgun tamamen isleyen NK hiicrelerinin, alicinin periferik kaninda allografitan sadece
birkac hafta sonra ortaya ¢iktigi, transplant sonrasi erken donem olgunlagsmamis zayif
NK hiicrelerinin baskin oldugu gosterilmistir (Pende ve ark., 2009). Bu nedenle
haploidentical NK alloreaktif bagil dondrlerden allogreft alan hastalar transplant sonrasi
erken donemde NK aracili GVL etkisinden faydalanamazlar. Bu greft yetmezligini
onleme ve GVHD'yi arttirmadan GVL etkisini artirmak amaciyla dondr NK hiicrelerinin
(nakil sonrasi 4. giinde, 30. giinde ve 100. giinde) Onleyici infiizyonunun bir faz II

calismasinda arastirlmigtir. Tarihsel kontrollerle karsilastirildiginda greft yetmezligi
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veya hastalik niiksiiniin 6nlenmesinde bir avantaj yoktu. Bununla birlikte, bu tedavi
giivenli ve uygulanabilir bir yontemdir ve NK hiicresi dozu, zamanlamasi ve
transfeksiyonundan 6nce NK hiicrelerinin aktivasyonu i¢in ihtiya¢ konusunda daha fazla

arastirilmalidir (Pende ve ark., 2009).

2.3.3. Anti-Tiimor Asillama
Spesifik tiimorle iligkili antijenlere veya tiim tiimor hiicresine karsi hedeflenen otolog

prime edilmis T hiicreleri, akut miyeloid 16semide (Wilms tiimor ile iliskili antijen 1,
WT1), kronik miyeloid 16semide (BCR-ABL peptidi epitoplar1)) ve miyelomdda
(dendritik hiicre / miyelom fiizyon hiicreleri) test edilmistir. Allojeneik HSCT ortaminda
immiinojenik hedefler ve immiinizasyon stratejileri bulmak i¢in daha fazla deneme
yapilmasi gerekir. Asil sinirlama as1 prosediirlerinin saglikli bir donorde yapilmasi
gerekliligidir. Verici T hiicrelerinin kullanima hazirlanmasi ve genisletilmesi, hastanin
TAA'sma kars1 ex vivo olarak, hastanin kendisini asilama sorununu ¢dzecektir. Ancak

bu ¢ok yiiksek maliyetler gerektirecektir (Henig ve Zuckerman, 2014).

2.3.4. Kimerik Antijen Ahcilan
Kimerik antijen reseptorleri (CARs), hem antijen baglama hem de T hiicresi aktivasyon

fonksiyonlar1 saglayan rekombinant reseptorlerdir. CAR'larm T hiicrelerine
mithendisligi, T hiicrelerinin gen transdiiksiyonu ve stabil klonal genislemeye izin
vermek i¢in kiiltiirlenmesini gerektirir. Herhangi bir hiicre yiizeyi molekiilii bir CAR ile
hedeflenebilir. Mevcut CAR'ler, sadece hiicre yiizeyi antijenlerini tanimakla sinirhidir (T
hiicre reseptorleri, hem hiicre yiizeyini hem de hiicre i¢i proteinleri tanir). Bununla
birlikte, CARS, HLA tarafindan antijen isleme ve sunumu gerektirmez. Ayrica CAR’ler,
HLA ekspresyonunu asagi regiile eden veya TCR aracili immiiniteden tiimdriin
kagmasina katkida bulunan iki mekanizma olan proteasomal antijen isleme kullanan
tiimor hiicrelerini hedefleyebilir. Bugiine kadar en ¢ok arastirilan hedef, B hiicreli
lenfosit ve ondan kaynaklanan malignitelerde bulunan CD19'dur. Refrakter hastaligi
olan hastalarda umut verici sonuglar veren ¢alismalarla birlikte bazi faz I — II ¢alismalar1
yapilmistir (Kochenderfer ve ark., 2010; Porter ve ark., 2011). Akut miyeloid 16semi
hiicrelerinde bulunan CD123'e karsi umut verici CAR'ler gibi preklinik ortamda yeni

hedefler arastirilmaktadir (Mardiros ve ark., 2013; Tettamanti ve ark., 2013). Kimerik
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antijen reseptoriic T hiicresi adaptif tedavinin biiyilk bir potansiyeli var gibi

goziikmektedir ve en iyi etkisi allojenik HSCT ortaminda olabilir.

2.3.5. Antiviral Sitotoksik Hiicre Hatlan
Viral enfeksiyonlar transplantasyonda, 6zellikle pediatrik hastalarda ve o6zellikle TCD

haploidentik transplantasyonunda ve Umbilical cord blood (UCB) transplantasyonunda
onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Etkili tedaviler refrakter enfeksiyonlarda
smirlidir ve siklikla 6nemli yan etkilerle iligkilidir. Virlis reaktif T hiicrelerinin adoptif
transferi, antiviral immiiniteyi yeniden olusturmak icin bir ara¢ sunar ve bu yaklasim,
sitomegaloviriis, Epstein-Barr viriisii ve adenoviriis enfeksiyonlarin1 6nlemek ve tedavi
etmek i¢in basartyla kullanilmistir. Adoptif antiviral sitotoksik T hiicre hatlar1 on yildan
uzun bir siiredir etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu terapi “iyi liretim

uygulamalar1” tesisi gerektirmektedir (Leen ve Heslop, 2008).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgular
Calisma icin hasta grubu Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Eriskin Kok

Hiicre Nakil Unitesine Hemopoetik Kok Hiicre Nakli igin alinip takip edilen (n: 10;
4erkek -6kadm, ortalama yas 57,5+11,5) hastalardan olusturulmustur. Hasta grubuna ait
heparinize periferik kan oOrnekleri, nakilin ilk giinii ve engraftmanin ilk giiniinde
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Eriskin Kok Hiicre Nakil Unitesi'nden
almmis ve deney asamalar1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez

Laboratuvar1t Akim Sitometri Birimi'nde ger¢eklestirilmistir.

3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar
3.2.1. PBS (Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi)
PBS (Sigma-Aldrich, USA), hiicre canliligini koruyan izotonik bir ¢ozelti (Ph=7,4) olup,

hiicre siispansiyonu hazirlama ve hiicre yikamada kullanilmaktadir.

3.2.2. Histopaque-1077
Lenfositlerin ve diger mononiikleer hiicrelerin saflastirilmasinda bir yogunluk ortami

olusturmak i¢in kullanilir. Histapaque 1077(Cegrogen Biotech), 1.077 +/- 0.001 g / ml
yogunluga ayarlanmis bir polisiikroz ve sodyum diatrizoat ¢ozeltisidir. Bu besiyeri canli
lenfositlerin kiiclik miktarlarda tam kandan hizli bir sekilde geri kazanilmasimi

kolaylastirir.

3.2.3. Fiksasyon, Permeabizasyon Kiti ve Golgi Stop
Fiksasyon & Permeabilizasyon Kiti (BD Biosciences San Diego, USA) hiicre igi

stoplazmik proteinleri boyamak i¢in tasarlanmistir. Hiicre yiizeyini sabitlemek i¢in 1x
konsantrasyon da ki 125 ml’lik fiksasyon ¢6zeltisi kullanilmaktadir. Permeabilizing
¢ozeltisi ise 10X konsantrasyondadir ve kullanilmadan 6nce 1:10 oraninda distile suyla
sulandirilir. Ik asamada proteinlerin ¢apraz baglanmasimi saglayarak fikse etmek icin
fiksasyon tampon kullanilirken, ikinci asamada ise hiicre membran igerisinde porlar

agmak igin permeabilizasyon tampon kullanilir.
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3.3. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Eldesi (PKMH)
Heparinli tiipe alman 7 ml periferik kan 6rnegi 50 ml'lik falcon tiip igerisinde 1:1

oraninda PBS ile sulandirildi. Ayr1 bir 50 ml’lik falkon tiipe 3 ml Histapaque 1077
koyulup, PBS ile sulandirilmis kan pipet yardimiyla yavasca ficoll ile 6rnek birbirine
karismayacak sekilde sizdirilarak falconun yan duvarindan birakildi. Ornekler 1800 rpm
de 20 dakika santrifiij edilip ficoll ile plazma arasindaki beyaz bulutumsu tabaka, pastor
pipeti ile 15 ml'lik konik tabanli falcon tiipe aktarildi. Uzeri 15 ml PBS ile tamamlanip
2500 rpm de santrifiij edildi. Santrifiij sonrast sivinin iist kismi uzaklastirilip 100 ul'de
100.000 PKMH olacak sekilde PBS ile sulandirilarak ayarlanip 200 ul 12x75 mm falcon
icine aktarilir. PMA 10 pg/ml (Sigma-Aldrich), Iyonomisin 5 pg/ml (Sigma-Aldrich) ve
Monensin 7 pg/ml (BD Bioscience) eklenerek %5 CO2 igeren etiive konarak 4 saat

inkiibe edildi.

3.4. Hiicre Yiizey Molekiilii ve Hiicre I¢i Sitokin Belirlenmesi
Hiicreler, %5 CO2 igeren etiivde 4 saat inkiibe edildikten sonra 2 ml PBS eklenerek

500g de 5 dk santrifiij edildi. Hiicre pelleti+PBS 100ul kalacak sekilde siipernatant
aspire edildi. PMKH’lerinde yiizey boyamasi yapilarak CD3" ve CD4" T hiicre
populasyonunda hiicre i¢i 1L-22, IL-17A, TNF-a ve IFN-Y tasiyan hiicre sayilar1 akan

hiicre Olcer cihazi ile tespit edildi. (Facs Cantoll, Becton Dickinson)

3.4.1. Hiicre Yiizey Boyamasi
Anti-CD3 FITC (Becton Dickinson), -CD4 APC-H7 (Becton Dickinson) ve —CD45 V-

450 (Becton Dickinson) isaretli monoklonal antikorlar slispansiyon iizerine eklenerek
15 dk karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben iizerine 2mL PBS
eklenerek 500g de 5 dk santrifiij edilip hiicre i¢i boyama yapildi.

3.4.2. Hiicre ici Boyama
Hiicre igi sitokin diizeyinin belirlenmesinde Fiksasyon & Permeabilizasyon Kit (BD

Biosciences San Diego, USA) kullanildi. Bunun igin ist sivi uzaklastirilip 500 ul 1X
Fiksasyon & Permeabilizasyon soliisyonu eklenerek vortex ile karistirildiktan sonra 20
dk karanlikta oda isisinda inkiibe edildi. Bu islemden sonra tiip igine 1X perm wash
bufferdan 2 ml eklenerek 10 dk karanlikta oda isisinda inkiibe edilip 500g de 5 dk
santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra IL-22 PE (eBioscience), IL-17A V-450
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(Becton Dickinson), TNF-a APC (Becton Dickinson) ve IFN-¥ PE-Cy7 (Becton
Dickinson) monoklonal antikorlar1 ilave edilip vortexlendikten sonra 30 dk karanlikta
oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiiplere 2 ml 1X perm wash buffer
eklenerek 500g de 5 dk santrifij edildi. Ust sivi uzaklastirilip {izerine 500 pl
BDcellwash sivisi eklenerek drnekler akan hiicre dlger cihazinda degerlendirildi. Th22
hiicre profilinin belirlenmesinde; CD45-yandan sagilim (Side scatter, SSC) grafiginde
lenfositler kapilandiktan sonra CD3+ ve CD4+ yardimc1 T hiicreleri kapilanarak 1L-22,
IL-17A TNF- a ve IFN-¥ tasiyan hiicre sayilar1 degerlendirildi.

Periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH) PMA, iyonomisin ve monensin varliginda
in vitro kosulda 4 saat inkiibe edildikten sonra IL-22, IL-17, TNF-a ve INF-¥’nin hiicre

i¢i sayilar1 akan hiicre dlger ile degerlendirildi.

Tiim istatiksel analizler i¢in SPSS 24 programi (Sikago, ABD) kullamildi. Kategorik
degisken karsilastirmasi ve aralarindaki istatiksel farklilik icin Pearson Ki Kare analizi
kullanild1. Her iki grup sayisal verilerin karsilastirmasi i¢cin nonparametrik analizlerden
Mann-Whitney U Testi; hasta grubu 0. giin ve engraftman zamani sayisal verilerin
karsilagtirmasinda ise Wilcoxon testi kullanildi. Her iki yonlii p degerinin < 0.05 olmasi

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri agagidaki (Tablo 4.1.)’de sunulmustur.

PMA, iyonomisin ve monensin uyarimina takiben hasta ve kontrol grubu sitokin tastyan

mutlak lenfosit sayilar1 birbirleri ile karsilastirildiklarinda; CD3 ve CD4 double pozitif T

hiicrelerin; IL-22, IL-17, TNF-a ve INF-¥ tasiyan mutlak lenfosit sayilar1 hasta grubunda

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik sayida saptandi (Tablo 4.2.). Hasta grubu;

IL-22, IL-17, TNF-a ve INF-¥ tasiyan hiicre sayilar1 0. giin ve engraftman yoniinden

incelendiginde ise istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (Tablo 4.3.).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri tablosu

Hasta Kontrol p
Yas, Ortanca (min-maks) 57,5 (34-69) | 38 (26-45) <0.001
Cinsiyet, K/E 6/4 4/6 0.371
Primer Hastalik,
Multiple Myeloma(n/%) 6/60
Non Hodgkin Lenfoma (n/%) 1/10
B-ALL (n/%) 1/10
AML (n/%) 1/10
Gestasyonel Trofoblastik Ttimoér — (n/%) 1/10
Nakil Tipi, Otolog (n/%) 6/60
Allojenik (n/%) 4/40
Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubu mutlak lenfosit sayisi karsilastirma tablosu
HASTA KONTROL p
IL22 (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 1,37 (,08-5,76) 24,31 (7,66-77,22) | <0.001
IL17A (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 2,39 (,08-2754,00) | 27,86 (7,19-59,64) | 0.017
IFN-¥ (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 1,60 (,08-17,46) 26,43 (5,75-72,39) | <0.001
TNF-a (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 2,14 (,08-23,28) 17,11 (3,83-57,91) | <0.001
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Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubu 0. giin ve engraftman yoniinden karsilastirma tablosu

0.GUN ENGRAFTMAN p
IL22 (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 1,37 (,08-5,76) 4,28 (,12-54,94) 0.139
IL17A (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 2,39 (,08- 4,49 (,20-71,83) 0.575
2754,00)
IFN-Y (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 1,60 (,08-17,46) | 7,74 (,18-45,76) 0.047
TNF-a (mutlak) - Ortanca (Min-Max) 2,14 (,08-23,28) | 10,43 (,22- 0.059
12457,00)
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada hematapoetik kok hiicre nakli 6ncesi ve engrafimen doneminde 1L-22, IL-
17A, IFN-Y ve TNF-a tasiyan hiicre sayilar1 birlikte incelenmis olup bildigimiz kadar1
ile literatiirde bu yonde yapilan ilk caligmadir. Caliymanin ana sonucu olarak, hasta
gurubunda bakilan tiim sitokin tastyan hiicre sayilar1 kontrol grubuna gore diisiik

bulunmus olup engraftmen déneminde de bu diisiikliigiin devam ettigi goriilmiistiir.

Literatlirde hematapoetik kok hiicre nakli yapilan hastalarda 1L-1Beta, IL-2, IL-6, IL8,
IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, TGF-Beta, IFN-¥ ve TNF-o gibi bir¢cok sitokinler
calisilmistir. Bu sitokinler genel olarak greft versus host hastaliginda (GVHD) calisilmis
olup IL-22 tasiyan hiicrelerin engraftmen ve GVHD siirecinde nasil rol oynadigi

bilinmemektedir.

IL-17°nin nakil sonrasi tek basma calisildigi bir ¢alisma bulunmaktadir. Cho ve
arkadaslar1 miyeloablatif allojenik kok hiicre naklinin sonrasi erken l6semi niiksii i¢in
bir belirteg olarak peri-transplant doneminde dolasimdaki IL-17 seviyelerini
Olemiislerdir; bu ¢alismada IL-17'nin tiimor biiylimesi veya GVHD ile iligkisini ele
almiglardir. Peri-transplant doneminde serum IL-17 seviyeleri 95 16semili hastada nakil
oncesi ve nakilden sonra 0, +7 ve +14. giinlerde ELISA kullanilarak Ol¢tilmiistiir.
Ortalama 17 aylk takipte 180 giin i¢cinde niiks eden hastalarin daha yiiksek sIL-17
seviyelerine sahip oldugunu, sIL-17 seviyeleri ile akut GVHD dahil diger klinik
sonuglar arasinda herhangi bir iligki olmadigini ortaya gostermislerdir. Cok degiskenli
analizler ve sadece standart hastalik durumu ile alt grup analizleri, transplantasyonda ki
hastalik durumundan bagimsiz olarak sIL-17 diizeylerinin erken niiks ile iliskisini
gostermektedir (Cho ve ark., 2012). Bizim c¢alismamizda IL-17 diizeyi saglikli
kontrollere gore istatiksel olarak diisiik bulunmus olup, bu diisiik bulunan degerler
engraftmen doneminde de diisiik seyretmistir. Hasta grubunun kendi iginde ki farkli olan
IL-17 degerlerinin ileriki asamalarda hangi ac¢idan hastalara etki edecegi ¢alismamizin

ana amaciin digindadir.
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IFN-¥, TNF-a ve IL-6’nin yine GVHD de birlikte ¢aligildigi Imamura ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismasinda; kemik iligi transplantasyonu sonrasi akut GVHD olan
hastalarda, IL-6’nin, akut GVHD'nin klinik baslangicindan > 14 giin 6nce yavas yavas
arttigmi ve akut GVHD kayboldugunda azaldigmi gozlemlemislerdir. interferon-Gama
(IFN- ¥) seviyelerinin ise klinik akut GVHD'den <14 giin 6nce artmis ve akut GVHD'nin
ortadan kalkmasiyla azaldigini tespit etmislerdir. Timor nekroz faktorii-Alfa(TNF-a)
seviyelerinin ise, akut GVHD'nin baslamasiyla hemen hemen ayni anda arttigini ve
kayboldugunda da azaldigini gostermislerdir. Calisma grubu bu sonuglarin, kesin olarak
IL-6, IFN-¥ ve TNF- a kaynakli akut GVHD seviyelerinin arttig1 anlamina gelmedigini;
sadece akut GVHD'nin artmig IL-6, IFN-¥ ve TNF-a seviyelerine sahip hastalarda
normal seviyelere gore daha sik goriildiigliniin kaniti oldugunu savunmaktadir.
Arastirmacilar tarafindan; birlikte ele alindiginda, akut GVHD'nin, bir sitokin kaskadi ile
tutarli olarak IL-6, IFN-Y¥ ve TNF-o'nin sinerjistik etkilesimi ile indiiklendigi
goriilmiistir (Imamura ve ark., 1994). Bu c¢alismada her ii¢ sitokin birlikte artip
azalalirken; bizim ¢alismamizda ise IFN-¥ ve TNF-a tasiyan hiicre sayilar1 hem nakil

oncesi hem de engraftmen doneminde birlikte diisiik olarak bulunmustur.

TNF-a ve IL-17’nin birlikte ¢alisildigr DiCarlo ve arkadaslarimin yaptigi allojenik ve
otolog HSCT alan 51 ¢ocukta yapilan sitokin ¢aligma sonucunda (IL-1, IL-2, IL-4,IL-5,
IL-6, IL-7, IL-13, IL15, IL-17, TNF-q.....sitokinler calisilmistir) HSCT alicilarinda
global sitokin sekresyonunu, eszamanli kontrol hastalarma gore anlamli olarak daha
diistik bulmuslardir (DiCarlo ve ark., 2014). Her ne kadar c¢ocuklarda yapilsada bu
calisma IL-17 ve TNF-a diizeyleri nin kontrol grubuna gore diisiik bulunmasi bizim
calisma sonuglar1 ile ortiismektedir. Min ve arkadaslar1 allojenik hematopoetik kok
hiicre nakli sonrasinda IL-6, TNF-o, IL-8 ve IL-10 dahil olmak iizere dolasimdaki
sitokinlerin Kinetigini degerlendirmislerdir. Arastirmalarinda; allojenik hematopoetik
kok hiicre nakli uygulanan 52 hastanin haftalik 6rneklerinde pro-enflamatuar (IL-6,
TNF-a ve IL-8) ve anti-enflamatuar (IL-10) sitokin diizeylerine bakilmistir. IL-6’nin,
+3. haftada pik noktasindan hemen sonra arttigini, ancak IL-8 diizeylerinin sadece +1.
Haftada yiikseldigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte; IL-8’in +1 haftasinda hafif bir

diististen sonra, TNF-o’nin +2. haftasinda 6nemli dl¢lide arttigin1 ve +3 haftasinda pik
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yaptigini, IL-10 degerlerinin ise +2. haftasinda ylikselmeye basladigini ve +4. haftasinda
pik yaptigint gozlemlemislerdir (Min ve ark.,, 2001). Calismada IL-6 ve TNF-a
seviyeleri, +2. Haftadan +4. haftaya kadar pozitif Kkorelasyon gostermis. Her ne kadar
bu ¢aligmada TNF-a diizeyi 2. haftada da yiliksek bulunmussa da bizim ¢alismamizda bu
yiikseklik goriilmemistir.

Nakil yapilan hastalarda daha ¢cok TNF-a ve beraberinde diger farkli sitokinlerin rolleri
ile ilgili ¢aligmalar ¢cogunlukta goriilmektedir. Berger ve arkadaslari; hematapoetik kok
hiicre naklini takiben TNFR1, IL-2, IL-8 ve I1L-12 nin pediatrik hastalarda Graft-versus-
host hastaligi biyobelirtecleri olarak rollerini arastrmiglardir ve serum sitokin
seviyelerinin GVHD nin prediktorleri olabilecegini belirtmislerdir (Berger ve ark.,
2013). Bir diger ¢alismada, Willems ve arkadaslar1 miyeloablatif olmayan HCT'nin 7.
giiniinden 6nce ve sonraki TNF diizeylerini degerlendirerek, daha sonra akut GVHD
yagsama riski hakkinda yararl bilgiler saglamislardir (Willems ve ark., 2010). Choi ve
arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada; transplantasyondan once ve transplantasyondan
sonraki 7. giinde 438 miyeloablatif HCT alicisinda TNF reseptorii 1'1 6lgmiislerdir.
TNFR1 diizeylerinin artmis olmasmin GVHD derece 2 ile 4'lin nihai gelisimine ve
tedaviye bagli mortalitede artmaya neden olabilecegini belirtmislerdir (Choi ve ark.,
2008). Ancak, bu ¢alismalarda kontrol grubu ile ilgili karsilastirma olmamasi bulunan
sitokin diizeylerinin normale gore diisiik veya yiiksek olup olmadigi konusunda bilgi

vermemektedir.

Yukarida belirtildigi lizere nakil yapilan hastalarda cesitli sitokinler ¢alisilmis olup, bu
sitokinlerin engraftmen yonilinden iligkileri heniiz net degildir, tartismali ve bu
sitokinlerin rolii kapsamli bir sekilde randomize kontrollii calismalar olmadigi icin
belirsizdir. Caligmamiz bu konuda litertiirde tek olmakla beraber en 6nemli kisitliligimiz
hasta sayimizin goreceli olarak az olmasi ve bulunan sitokinlerin ileriki donemlerde

nasil seyrettiginin bilinmemesidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Otolog ve allojenik hemopoetik kok hiicre nakli yapilan hastalarda uygulanan hazirlama
rejimlerinin ve ayrica allojenik nakilde verilen immunsupresif tedavinin yapmis oldugu
immunsupresyonun otolog nakil olanlarda en az 6 ay, allojenik nakil olanlarda ise en az
1 y1l kadar siirdiigii bilinmektedir. Immunsupresyona bagl sitokin diizeylerinin 6zellikle
IL-22, IL-17, TNF-a ve INF-Y tasiyan hiicre sayilarinin ne derecede degistigi
bilinmemektedir. Bizim calismamizda hemopoetik kok hiicre nakli dncesi uygulanan
hazirlama rejiminin etkisi ile sayilar1 diismiis olan 1L-22, IL-17, TNF-a ve INF-¥ gibi
sitokinlerin engraftmen doneminde artmadigi, hiicre sayilarinin stabil kaldigi
gorilmistiir. Bu saymnim daha sonraki donemlerde nasil olacagi ve hiicre sayilarinin ne
zaman normale gelecegi ile ilgili hasta sayismin daha fazla oldugu prospektif

calismalara ihtiyag vardir.
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