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COCUKLUK CAGI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILi HASTALARIN
GAMMA DELTA T HUCRE DUZEYLERI VE KLINIK OZELLIiKLER
ARASINDAKI ILISKININ DEGERLENDIRILMESI
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OZET

Akut lenfoblastik l16semi 6zellikle gengler ve cocuklarda yaygin olarak goriilen bir
16semi tiirtidiir. Kan hiicresi olan lenfoblastlarin olgunlagsma siirecinde meydana gelen
anormal hiicrelerin kontrol dis1 biiyiime ve ¢ogalmasi ile ger¢eklesmektedir. Bu anormal
hiicreler ¢abuk yayilarak hastalik belirtileri gostermektedir. Bu tez ¢alismasiyla DLI
(saglikli bireyler), Tan1 anm1 (1.giin) ve kemoterapi tedavisinin 33.giinii hastalardan elde
edilmis Gamma Delta T (yd T) hiicrelerinin B-ALL (CCRF-SB) kanser hiicre hattina
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Biyolojik mekanizmalar1 degerlendirmek igin
deney gruplarindan alinmis y6 T hiicreleri CCRF-SB hiicre hattiyla birlikte kiiltiire
edilmistir. Kiiltiir sonrasinda her grup i¢in apoptoz, senesens, proliferasyon testleri
yapilmustir. Kiiltlir islemi sonrasinda apoptoz sonuglart DLI (Dénor lenfosit infiizyonu)
ve 33.giin y0 T hiicrelerinde anlamli bir farklilik goriilmemistir. 33.glin ve 1.giin
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlemlenmistir. Proliferasyon testi sonucunda;
CCRF-SB kontrol grubu yd T uygulanmis deney gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Deney gruplari arasinda 1.giin grubuna gore DLI ve 33.giin
grubunda daha az prolifere hiicre oldugu gézlemlenmistir. Senesens testi i¢in deney
gruplarina dahil edilen CCRF-SB kontol grubu diger deney gruplarina gore yiiksek
floresan aktivite gostermistir. Beta galaktozidaz ifadesinin floresan aktivite igin DLI ve

33.giin gruplar 1.giine gore istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: B Hiicreli akut lenfoblastik losemi, Gamma Delta (y3) T,

Apoptoz, Proliferasyon, Senesens.
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EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN GAMMA DELTAT
CELL LEVELS AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH
ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA IN CHILDHOOD

Yeter Tugce TOKBAY
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Master Thesis, January 2020
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukaemia is a common type of blood cancer, especially in young
people and children. It occurs due to uncontrolled growth and proliferation of abnormal
cells caused by a disruption in the maturation process of lymphoblastic cells. These
abnormal cells are dysfunctioned and their rapid spreading is considered as signs of
disease. The aim of this study was to investigate the effects on B-ALL (CCRF-SB)
cancer cell line of Gamma Delta T (y8 T) cells obtained from healthy individuals, 1%
day and 33" day patients. To evaluate the biological mechanisms, the experimental
groups yo6 T cells were cultured together with the CCRF-SB cell line. Apoptosis,
senescence and proliferation tests were performed for each group after culture.
Apoptosis results did not show a significant difference in DLI (donor lymphocyte
infusion) and 33" day v& T cells. Statistical significance was observed between 33" day
and 1% day. As a result of the proliferation assay, DLI and 33" day vd T cells groups
showed statistical significance compared to the 1% day group. Moreover, we did not
apply to CCRF-SB for control groups. This group has shown a significant difference
from treatment groups. The CCRF-SB group without y6 T cells included in the
experimental groups for senescence testing showed higher fluorescence activity than the
other experimental groups. Fluorescence activity of Beta-galactosidase expression

found DLI and 33" day groups statistically significant than 1% day group.

Key Words: B Cell acute lymphoblastic leukemia, Gamma Delta (yd) T, Apoptosis,

Proliferation, Senesence.
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DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
EDTA Etilendiamin Tetra Asetik Asit

FAB French, American, British

FBS Fetal Bovine Serum

) Gamma Delta
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Hb Hemoglobin

HLA Human Leucocyte Antigen

HRG High Risk Group

HSC Hematopoietic Stem Cell

Htc Hematokrit

IFN Interferon
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MICM Morfolojik-immiinolojik-Sitogenetik-Molekiiler genetik
MPP Multipotent Progenitor

MRD Minimal Residual Disease

MRG Medium Risk Group

MTX Methotrexate

MSS Merkezi Sinir Sistemi

NK Cell Natural Killer Cell

NKG2D The Natural Killer Group 2D
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RBC Red Blood Cell
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1. GIRIS ve AMAC

Akut Lenfoblastik Losemi, kemik iligi oncii hiicrelerinin kontrolsiiz bolinmesi ve
cogalmasi ile meydana gelmektedir. Cocukluk ¢aginin 1-5 yas aralifinda sik¢a goriilen
ve oOzellikle erkek cocuklarinda daha ¢ok rastlanan malign (koti huylu) bir kanser
turtidiir. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), Amerika Birlesik Devletlerin de 18 yas alt1
cocuklarda siklikla goriilmekte ve dliimlere sebep olmaktadir. Ulkemizde ise goriilme
sikliginin 1.4/100000 oldugu diistiniilmektedir. Kimyasal maddeler, beslenme, ilag,
enfeksiyonlar ve genetik yatkinliklar gibi etkenler ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik

16semi nedenlerindendir (Uzunhan ve Karakas, 2012).

Immiin sistem, viicut sivilar1 ve yiizeyini kontrol etmektedir. Mikroorganizmalar ve
zararli maddelerin girisini diizenler ve engeller. Immiin sistem; dogustan ve adaptif
olmak tizere ikiye ayrilir. Dogustan gelen immiin sistem genel, adaptif immiin sistem
ise belli patojenlere 6zgilidiir. Viicudumuz giin icerisinden ¢ok fazla etken faktor nedeni
ile hiicreler kanserlesmekte ve immiin sistem hiicreleri bu kanserlesen hiicreleri
tanimakta ve inhibe etmektedir (Songu ve Katilmig, 2012). Adaptif immiin sistem hiicre
eleman1 T hiicreler kanser hiicrelerine karsi immiinoterapi de kullanilmaktadir. T
hiicrelerinin bir alt grubu olan yd (Gamma Delta) T hiicreleri ¢esitli kanser tiirleri

tizerinde etkili olabilmektedir (Wu ve ark., 2015).

Bu tez calismasinda; ¢ocukluk ¢aginin en sik rastlanan kanser tiirii olan ALL’de yo T
hiicrelerini incelenmesi, tedavi Oncesi ve sonrasinda hastalarn yd T hiicrelerinin
sayilarak, immiinoterapi ve hiicresel tedaviler sonrast bu hiicrelerin hastaligin

prognozuna etkisinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Tez ¢alismasinin 6nemi; yukarida bahsedildigi gibi ¢cocukluk ¢aginda en sik rastlanan
olim nedenlerinden biridir. Son yillarda kanser ile ilgili ¢alismalar; immiin sistem

faktorleriyle beraber arastirilmaya baglanmistir. Bizim calismamiz yeni tani almis



cocukluk cagi ALL hastalarn lizerinde yapilacak bir calisma olup, y6 T hiicrelerinin
hasta prognozuyla olan iliskisinin gézlemlenmesi ag¢isindan literatiir de 6nemli bir yere

sahip olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez, embriyonik veya yetiskin tiirde kok hiicreden farkli kan hiicrelerinin
olugsmasi siirecini tanimlamaktadir. Hematopoetik kok hiicreler kendini yenileme,
cogalma ve farklilagabilme Ozelligine sahiptir. Hematopoez siirecinin temel
elemanlarimi1 hematopoetik kok hiicre, kemik iligi mikrogevresi ve hematopoetik

biiylime faktorleri olusturur (Ates, 2016).

Hematopoez, embriyonik gelisimin 3.haftasinda, vitelliis kesesinin duvarindaki
mezoderm  hiicrelerinin  hemanjiyoblast  hiicrelerine  farklilagsmasiyla  bagslar.
Hemanjiyoblast hiicreler kan hiicrelerinin ve endotel hiicrelerinin 6nciilleridir.
Embriyonik gelisimin 4.haftasindan itibaren embriyonik mezodermin AGM (Aorta-
Gonad-Mezonefroz) olarak anilan bolgesinde kiiciik hiicre gruplart meydana gelir. Bu
bolgeden koken aldiktan sonra kan yoluyla gocerek bir siire sonra karaciger ve dalak
gecici siireligine hematopoetik doku olarak gorev yapmaya baglarlar (Cao ve ark.,
2013). Gebeligin 6.haftasinda hematopoetik kok hiicreler kordon ve plasentada ortaya
¢ikarak doguma kadar burada kalirlar. Lenfoid onciil hiicreleri gebeligin 7.haftasindan
itibaren timusa gd¢ ederek T lenfosit gelisimini baslatirlar (Patiroglu ve Ozcan, 2016).
Kemik iligi gebeligin 5.ayinda devreye girmeye baglar ve son 3 ayda hematopoezin ana
merkezi olarak goérev alir. Tiim eriskin hayat1 boyunca da bu gorevi istlenir (Orkin ve

Zon, 2008; Ozdemir, 2015).

Hematopoezin gelisim hiyerarsisinde hematopoetik kok hiicreden sonra MPP
(Multipotent progenitor) hiicreler yer alir. MPP hiicreleri tiim serilere farklilagabilirler
ancak kendilerini yenileme yetenekleri sinirlidir. Hematopoetik kok hiicreler (Common
Myeloid Progenitors; Ortak Miyeloid Progenitér), CLP (Common Lymphoid
Progenitors; Ortak Lenfoid Progenitor) gibi farklilasma yetenegi sinirli olan oligopotent



progenitdrlere kaynak olustururlar. CMP ve CLP hiicreleri hematopoez gelisim
hiyerarsisinde dallanma noktasinda bulunurlar. Bu oligopotent hiicreler biitiin kan
hiicrelerini olusturacak onciil hiicrelerin olusumunu saglarlar. Lenfoid 6nciilii olan ortak
lenfoid progenitdrler; T cell, B cell, NK cell i¢ceren olgun lenfoid efektdr hiicreleri
olustururlar. Ancak bu hiicrelerin miyeloeritroid hiicre olusturma yetenegi
gelismemistir. Miyeloid Onciilii olan ortak miyeloid progenitorler ise miyeloid ve
eritroid seri ile dendritik hiicre yapma yetenegi gelistirmislerdir (Durand ve Dzierzak,
2005; Kaushansky, 2006). CMP hiicreleri hematopoez gelisim hiyerarsisinin devaminda
GMP (Graniilosit Monosit Onciilleri) ve MEP (Megakaryosit Eritrosit Onciilleri) olmak
tizere iki farkli hiicre grubuna farklilagirlar. GMP hiicreleri nétrofil, eozinofil, bazofil

gibi kan hiicrelerine ve makrofajlara, MEP hiicreleri ise platelet ve eritrositlere

farklilasirlar (Kaushansky, 2006).
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Sekil 1.  Hematopoetik hiyerarsi modeli. RBC: kirmizi kan hiicresi; MPP: c¢ok
degiskenli progenitor; CMP: ortak miyeloid progenitor; MEP: megakaryosit-
eritrosit progenitdr; GMP: graniilosit-monosit progenitor; CLP: Ortak lenfoid
progenitdr (Zhang ve ark., 2018).

2.2. Cocukluk Cagi Losemileri

Ldsemi, hematopoetik kok hiicrede meydana gelen genetik ya da epigenetik olgunlagsma
ve farklilagsma hatas1 gostermesi ile belirli bir basamakta durmasi ve bu immatiir
hiicrelerde anormal klonal proliferasyon gelismesi sonucu olusan kemik iliginin malign

bir grup hastaligidir (Couto ve ark., 2005).

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), ¢ocukluk c¢aginda en ¢ok goriilen ve lenfoidlerden

koken alan bir 16semi tiirtidiir. Tiim ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin %25’ ini, cocukluk ¢agi



l6semilerinin ise %97 sini akut lenfoblastik l6semiler olusturmaktadir (Howell ve ark.,

2015; Lanzkowsky, 2005).
2.2.1. Cocukluk Cag1 Losemilerinde Siniflama

Losemi smiflandirmast immiinfenotipik, morfolojik, molekiiler, sitogenetik ve
biyokimyasal olarak yapilmaktadir. Cocukluk ¢aginda goriilen 16semiler akut ve kronik

olarak siiflandirilmaktadir (Mutlu, 2005).

Tablo 1.Cocukluk ¢agi 16semilerinde siniflama (Mutlu, 2005).

A) AKUT LOSEMILER (%97)

1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

2. Akut Myeloid Losemi (AML)

3. Akut Undiferansiye Losemi (<%0,5)
4. Akut karisik 16semi

B) KRONIK LOSEMILER (%3)

1. Philedelphia kromozomu pozitif KML
2. Juvenil kronik myeloid 16semi (JKML)

2.2.1.1. Morfolojik Siniflandirma

Fransiz, Amerikan ve Ingiliz (FAB) hematologlar: tarafindan 1976 yilinda periferik
yayma ve kemik iliginden aspire edilen preparatlarin morfoloji agisindan
incelenmesiyle, c¢ekirdek sekli, hiicrelerin biiytikliigii, sitoplazmanin bazofili derecesi,
cekirdekcik sayisi belirlenerek lenfoblastlar ii¢ gruba ayrilmistir. Bu siniflandirmaya
gore ALL 3 (FAB L1, FAB L2, FAB L3) gruba ayrilir (Mentese ve ark., 2017; Zhang
ve ark., 2015).

FAB L1: Bu grupta blastlar kiiciik olur ve birbirlerine benzerler ayni zamanda
sitoplazmalari1 dar olarak go6zlenir. Genellikle ¢ocukluk ¢aginda goriilen ALL’lerin
%85’ini olusturmaktadirlar. Cogunun hiicresinde niikleus ya bulunmaz ya da cok az
sayida bulunur. Vakuolleri bulunmaz (Bassan ve ark., 2004). Bu grup lenfoblastlarda
remisyon-indiiksiyon oraninin yiiksek oldugu, uzamis remisyon ve sagkalim

gosterdikleri izlenmistir (Mentese ve ark., 2017)



FAB L2: Genellikle yetiskinlerde goriilmesinin yani sira ¢ocukluk ¢aginda goriilen
ALL’lerin de %14’linili olustururlar. Blastlar1 daha genis ve biiyiik sitoplazmalidir.
Nukleoluslar1 daha belirgindir ve birden fazla sayidadir. Vakuolleri vardir (Bassan ve
ark., 2004). Bu morfolojiye sahip hastalar genellikle kotii prognoz gosterirler ve relaps

oranlari da yliksektir (Mentese ve ark., 2017).

FAB L3: Cocukluk ¢agi ALL’lerinin %1’1 FAB L3 grubundandir. Bu grupta bulunan
blastlar homojen 06zellik gosterirler ve biiyiik olarak bulunurlar. Vakuolleri ve
nukleuslar1 bol miktarda bulunur. Sik sik mitoz gegirirler. L3 alt tipi, Burkitt lenfoma

16semi olarak kabul edilir (Mentese ve ark., 2017).
2.2.1.2. immunolojik Simflandirma

Losemi hiicrelerinin ylizey antijenlerinin incelenmesi sonucu yapilan siniflandirma
cesididir. Gelisim asamasinda lenfosit yiizeylerinde farkli antijenler belirir ve kaybolur.
Bu yiizey antijenlerine CD (Cluster of Differentiation) denir (Jaffe, 2001). Bu antijenler

etiket gorevi gorerek hiicrenin hangi gelisim asamasinda oldugunu gosterir.

ALL hastaliginda immunofenotipleme, yiizeyde ve sitoplazmada bulunan antijenlere
gore olgun T hiicreli, B hiicreli ve B-prekiirsor ALL olarak 3 gruba ayrilir. Bunlara ek
olarak ALL altgruplari; Pro-B ALL, Erken pre-B ALL, Pre-B ALL, Transizyonel (geg)
pre-B ALL, Olgun B hiicreli ALL ve T hiicreli ALL’dir (Gutierrrez ve Silverman,
2015).

2.2.1.3. Genetik Siniflandirma

Losemi gruplarim1 belirlemede FAB kriterlerini desteklemek icin bazi sitogenetik
yontemler kullanilmaktadir. Bu sebeple akut lenfoblastik 16semi hastalarinda MICM
(Morfoloji, Immiinoloji,  Sitogenetik, Molekiiler  genetik) siiflamas1  da
uygulanmaktadir. MICM siiflandirmasinda hiperdiploidi goriilen hastalarda prognozun
daha iyi oldugu gozlenirken; psododiploidi, hipodiploidi ve tetraploidide kotii,
haploidde ise daha kotii prognoz gostermektedir (Wetzler ve ark., 1999).



2.2.2. Cocukluk Cagi1 Akut Lenfoblastik Losemi Epidemiyolojisi

Kanser bir¢ok iilkede ¢ocuklarda goriilen en ¢ok ikinci 6liim nedeni olarak yer alir.
Uluslararasi1 siiflandirmalara gére (ICCC,1996) ise en ¢ok goézlenen g¢ocukluk ¢agi
malignitesi 16semilerden olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde 15 yas alti
16semi goriilme orant 100.000°de 4 olarak bilinir ancak 16semi goriilme siklig1 cografi

bolgelere gore farklilik gosterebilir (Boyle ve ark., 2008).

Tirk Pediatrik Hematoloji Dernegi (TPHD) ve Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)’
nun 2009- 2012 yillan1 arasindaki kayitlar incelendiginde %29,34 ile Tiirkiye’de de

16semi ¢ocukluk cagi kanserleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (Yesilipek, 2012).

Losemi hastaliginin %75-80’ini ALL (Akut Lenfoblastik Ldsemi) olusturmaktadir.
Saglik Bakanligindan elde edilen verilere gore yillik 16semi goriilme sikligi 1.5/100.000
olarak belirtilmistir. En ¢ok 1-4 yas arasinda goriildiigli saptanmistir. Kiz/ erkek orani

ise 1/1.2-1.3’tiir (Arceci ve ark., 2006).
2.2.3. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemi Etiyolojisi

Akut lenfoblastik 16semi, hematopoetik kok hiicrelerin herhangi bir olgunlagma
gostermeden mutasyon sonucu devamli ¢ogalmasi ile olusur (Arceci ve ark.,2006).
Hastaligin gelismesinde genetik faktorlerin etkili olmasimin yaninda radyasyon, hava
kirliligi, enfeksiyon, ilaglar ve yiyecekler gibi dis etkenlerin de hastaligin goriilmesinde

etkili oldugu diistiniilmektedir (Wiemels, 2012).
2.2.4. Cocukluk Cag Akut Lenfoblastik Losemide Klinik Belirti ve Bulgular

Akut lenfoblastik 16semide baslangicin genellikle sinsi oldugu goézlenmistir. Bu
hastalikta en ¢ok goriilen bulgular; bitkinlik (%50), ates (%60) ve solukluktur (%40)
(Lanzkowsky ve ark., 2016). Bu bulgularin yani sira trombositopeni, kemik ve eklem

agris1 da en ¢cok gozlenen semptomlardandir.

ALL’li hastalarda karaciger, dalak, lenf nodlari ve meninks gibi bélgeler en ¢ok
gozlenen ekstrameduller tutulum bolgeleri olarak bilinmektedir. ALL’li hastalarda ayni

zamanda testis, tonsil, orbital doku gibi bolgelerde infiltre gozlenebilmektedir.



Lokositoz yiiksekligi de hastalarin yaklasik olarak %10- 15’inde goriilmektedir (Conter
ve ark., 2004).

Tablo 2.ALL klinik ve laboratuvar bulgular1 (Conter ve ark., 2004).

Klinik bulgular Laboratuvar bulgular:
Ates, Lokosit sayist (mm?)
Halsizlik *< 10,000
Kanama, *10,000-50,000
Solukluk > 50,000
Kemik agrisi Hemaoglobin (g/dl)
Lenfadenomegali *<7.0

Dalak biiyiiklagii (1-4 cm,>5 cm) «7.0-11.0
Karaciger biiytikligi (1-4 cm,>5cm) > 11.0

Mediastinal kitle Trombosit sayisi (mm?)
SSS tutulumu +<20,000
Testis tutulumu + 20,000-100,000

*>100,00

2.2.5. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemide Prognoza Etki Eden Faktorler

ALL hastalarinda risk gruplar1 birlikte prognostik oOlgiitlerin de belirlenmesi hastaya

uygun nitelikte ve yogunluktaki tedaviyi baglamak agisindan 6nem tagimaktadir.

Tan1 aninda hastanin yasi, 10kosit seviyesi, remisyona girip girmemesi ve sag kalim

sliresi evrensel prognostik faktorlerdendir (Margolin, 1997).

Calismalarda ¢ocukluk c¢agi B-ALL hastalarinda kotii prognoz goriilmesi ile 16kosit
yiiksekligi arasinda bir iliski oldugu saptanmisken, aym sekilde bir iliski oldugu T-
ALL’li hastalarda saptanamamistir (Hastings ve ark., 2015). Hastalarda en kot
prognozun ise 1 yas altindaki g¢ocuklarda oldugu goézlenmektedir. 1 yas altindaki
cocuklarda genellikle SSS tutulumu, yiiksek blast oran1 ve tedaviye gec¢ yanit gibi bazi
ozellikler goriilmektedir (Margolin, 1997). 1 yas altindaki hastalarda kendi arasinda
degerlendirildiginde en k&tii prognoza sahip hastalar 3 ay altinda goriiliirken, en iyi

prognoza sahip olanlar 6-12 ay araliginda goriilmektedir. Tim yas gruplari



incelendiginde ise en 1iyi prognoza sahip olanlar 2-6 yas arasindaki hastalarda
goriilmektedir (Pieters ve ark., 2007).

Cinsiyet bakimindan incelendiginde, kizlarda erkeklere oranla daha iyi prognoz oldugu
gozlenmistir. Bu durumun kiz ve erkek hastalardaki endokrin, biyolojik ve metabolik

farkliliklardan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

Ancak giincel tedavi yontemleri ile erkeklerdeki kotii prognozunda ortadan kalkmasi
saglanmistir. Onemli prognostik faktorlerden biri tedaviye hizli yanittir. Verilen
indiiksiyon tedavisi sonucu remisyona giremeyen hastalarda indiiksiyonun basarisiz
oldugu sekilde degerlendirme yapilir ve bu hastalarda kisa yasam ve niiks goriilme
sikligimin da arttigr belirlenmistir (Margolin, 1997). Yapilan calismalar indiiksiyon
tedavisi sirasinda yetersiz nutrisyonel destegin de sonucunda kotii prognoz goériilmesine

sebep oldugunu gostermektedir (Co-reyes ve ark., 2012).
2.2.6. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemide Risk Siniflandirma Sistemi

ALL’de bazi1 test sonuglar1 (I6kosit sayisi, yas, 16seminin immiinofenotip ve sitogenetik
ozellikleri, merkezi sinir sistemi tutulumu veya ekstramediiler tutulumun olup
olmamasi, tedaviye yanit siiresi) hastanin risk siniflandirmasinda 6nemlidir. Yapilan
risk smiflandirmasina gore tedavi protokolleri olusturulmustur. Tiirkiye’de ALL IC

2009 protokolii kullanim igin segilmistir (ALL IC-BFM, 2009)

ALL’ de risk gruplandirma kriterleri; 8. giin periferik kandaki blast sayisi, 33. giin
kemik iligi yanit1, tan1 anindaki yas, tan1 anindaki 16kosit sayisi, t(4;11) 1(9;22)

kromozom varligidir.

Standart risk grubu (SR): 7 giinliik prednizolon tedavisinden sonra 8.giinde bakilan
periferik kanda blastik hiicre sayisinin <1000/ mm3 olmasi (Prednizolona iyi yanit), tani
anindaki 16kosit sayisinin <20000/mm3, 1 yas ya da lizerinde olmasi, 6 yas altinda
olmasi, hastanin 33.giinde tam remisyona girememis olmasi, T hiicre immiinolojisinde
olmamasi, t(4;11) t(9;22) olmamasi gibi kriterlerin bulunmasi durumunda hasta SR

grubu olarak belirlenir.

Orta risk grubu (MR): Hastanin MR grubu olarak belirlenebilmesi i¢in 16kosit sayis1 >
20.000 /mm3 olmasi, 1 yas altinda olmasi ya da 6 yas lizerinde olmasi, T hiicre

immiinolojisinde olmas1 gibi kriterlerden en az birinin olmast ayrica 7 giinliik
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prednizolon tedavisinden sonra 8.giinde bakilan periferik kanda blastik hiicre sayisinin
1000 /mm3 den az olmasi (prednizolona iyi yanit), 33. giinde tam remisyon, t(4;11)

t(9;22) olmamasi kriterlerinin hepsini karsilamasi gerekmektedir.

Yiiksek risk grubu (HR): HR grubu diyebilmek icin hastanin 7 giinliik prednizolon
tedavisinden sonra 8.glinde bakilan periferik kanda blastik hiicre sayisinin 1000/mm3
fazla olmasi, 33. giinde tam remisyon elde edilememis olmasi, t(4;11) t(9;22) varlig1 yas

ve lokositten bagimsiz olarak tek bir kriter varligi yeterlidir.
2.2.7. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemide Tedavi, Relaps ve Remisyon

ALL tedavisi, yaklasik olarak 2-2,5 yili bulan ve remisyon-indiiksiyon, konsolidasyon
(pekistirme) ve idame fazi olarak 3 fazdan olusan bir tedavidir (Pu1 ve ark., 2008).
Remisyon-indiiksiyon fazinda kullanilan tedavi, kortikosteroid (Prednisone veya
Deksametazon), Asparaginaz ve Vinkristine gibi kemoterapétiklerden olusur.
Antrasiklinler ise 4. secenek kemoterapotik ajan olarak kullanilir. Bu protokol standart
risk grubundaki hastalarda konsolidasyon tedavisiyle birlikte verildiginde genellikle
yeterli olur. Yiiksek riskli hastalarda ise remisyon-indiiksiyon fazinda 4 veya daha fazla
kemoterapotik ajan vermek gerekebilir (Inaba ve ark., 2013). Konsolidasyon tedavisinde
hastanin o6ncelikle remisyon-indiiksiyon tedavisini tamamlamasi istenir. Bu fazda
cogunlukla yiiksek doz Methotrexate ve Merkaptopiirin uygulanir. Vinkristin-
kortikosteroid tedavileri, 20-30. haftalarda uygulanan asparaginaz tedavisi ve remisyon-
indliksiyon fazinda kullanilan 4-6 haftalik tedavinin tekrar1 (reindiiksiyon)
konsolidasyon tedavisinde uygulanan diger uygulamalardir (Pu1 ve ark., 2008).
Hastaligin idame tedavisi ile toplam tedavi siiresi 2 yil veya daha fazla devam
etmektedir. idame tedavisi olarak giinliik Merkaptopiirin ve haftalik Methotrexate

tedavisi verilir (Inaba ve ark., 2013).
2.3. Immiin Sistem

Immiin sistem, enfeksiyonlara yol agan viriis, mantar, bakteri, parazit gibi
organizmalara kars1 gelisen bir savunma sistemidir. Immiin sistem hiicreler, organlar ve
dokulardan olugur. Bu hiicreler monosit, notrofil, lenfosit, dendritik hiicrelerdir. Organ
ve dokular ise timus bezi, kemik iligi, lenf sistemi, dalak, barsak, solunum sistemi ve

derideki lenfoid yapilar olusturur. Immiin sistemin ¢alismasi, dogal immiin yanit (dogal
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direng) ve edinsel immiin yanit (kazanilmis direng) olmak {izere iki ana kolda

incelenmektedir (Santori, 2015).

Dogal immiin yanit, baslica dogal 6ldiirticii hiicreler, eozinofiller, nétrofiller, bazofiller,
makrofajlar, mast hiicreleri ve dentritik hiicreler tarafindan gergeklestirilir. Belli bir
antijenden bagimsiz ortaya c¢ikan ancak immiinolojik hafiza olusturmayan sadece
viicuda karsi olani tanimaya yonelik immiin yanittir. Edinsel immiin yanitin temel
yapitaglarint B ve T lenfositler olusturur. Edinsel immiin yanit kendinden olmayan
patojenlere Ozgili immun yanit olusturur ve daha sonraki karsilasmalarda hizli yanit

vermek adina etkene 6zgili immiinolojik hafiza olusturur (Salimi1 ve ark., 2010).

B lenfositlerinin olgunlasmalar1 erken evrede kemik iliginde gerceklesmektedir ve
antikor tiretiminden sorumludurlar. Lenfoid dokudaki organizasyonlarina gore folikiiler
B hiicreleri, marjinal zon B hiicreleri ve B1 hiicreleri gibi alt gruplar1 bulunmaktadir. T
lenfositleri ise kemik iliginden koken alarak timiiste olgunlasir, dolasima girer,

sekonder organ ve dokulara giderler (Patiroglu ve Ozcan, 2016).

Hiicre yiizey reseptorlerine gore iki alt gruba ayrilirlar. Bunlar, alfa-beta TCR (T cell
receptor) heterodimeri eksprese eden off (Alfa Beta) T hiicreler ve gamma-delta TCR
heterodimeri eksprese eden yd T hiicrelerdir. af T hiicreler major histocompability
complex (MHC) sinif I veya II molekiiller tarafindan sunulan antijenik peptidleri tanir
(Davis ve ark., 1998). Kanser immiinoterapisi ¢ogunlukla, bu MHC siirli (MHC
restricted) af T’lerin aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Son zamanlara kadar sayica
kiiciik T hiicre alt grubu olan yd T hiicreler ¢cok az dikkat ¢ekmistir. Bu hiicreler sitokin
tiretimi, giiclii sitotoksik etki gibi afy T’lerin bilinen belirli fonksiyonlarini paylagmakla
birlikte; degisik antijenleri MHC sinirli olmayan (nonMHC restricted) bir sekilde tanir
(Altingigek ve ark., 2001). vy T hiicrelerinin bazi alt gruplari ise stresle indiiklenebilen
MHC sinif T iligkili biiyiik ¢ogunlugu epitelyal tiimoér hiicrelerinden eksprese edilen
molekiilleri veya tiimor hiicresi tarafindan tiretilebilen fosforile metabolitleri tanir ve bu
tanimada NKG2D gibi hiicre yiizey reseptorleri 6nemli rol oynar (Cerwenka ve ark.,
2000; Cosman ve ark., 2001). Bundan dolay1 birgok tiimor hiicresi yo T hiicre aracili
lizise oldukga dayaniksizdir (Kabelitz ve ark., 2004). Artmis apoptozun gozlendigi bazi
durumlarda ise yd T hiicre fonksiyonlarinda yetersizlikler ortaya ¢ikmaktadir (Hedges
ve ark., 2003).
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2.4. Gamma Delta (yd) T Hiicrelerinin Temel Ozellikleri

Gamma delta (yd) T hiicreleri, 'gelencksel olmayan' T hiicrelerinin protipidir ve
periferik kandaki nispeten kiigiik T hiicrelerinin alt kiimesini temsil eder. y ve &
zincirlerinden olusan heterodimerik T hiicre reseptorlerinin (TCR'ler) ekspresyonu ile
tanimlanirlar. Bu onlar1 off TCR'leri eksprese eden klasik ve ¢ok daha iyi bilinen CD4"
yardimer T hiicreleri ve CD8" sitotoksik T hiicrelerinden ayirir. y& T hiicreleri,
sitokinlerin (IL-17, TNF-a, IFN-y) ve kemokinlerin (IP-10, lenfotaktin, RANTES)
enfekte olmus veya dondstiiriilmiis hedef hiicrelerinin sitolizi sonrasinda, transfer
edilmis hiicrelerin taninmasinda genis fonksiyonel plastisite gosterirler. Yapilan
caligmalar yo T hiicrelerin, potansiyel antitimor etkili efektér hiicrelerin immiin
sistemde etkili oldugunu gdstermistir. y& T hiicreler CD3" periferik kan T hiicrelerinin
%1-10"u gibi kiigiik bir boliimiinii olustururken, deri ve intestinal epitel gibi viicudun
dis bolgelerindeki T hiicrelerinin ise biiylik bolimiinii olusturur. y6 T hiicreler, aff T
hiicrelerde gozlenen bazi gorevleri (or: sitotoksisite, sitokin iiretimi) yapmasi diginda
baz1 yonleriyle aff T hiicrelerinden farklidir. ilk olarak bazi y8 T hiicreler CD8" antijeni
ifade ederken gogu CD4" veya CD8" antijene sahip degildir. Periferik kandaki y5 T
hiicrelerinin biiyiikk kisminda gozlenen bu durum, antijen tamimasindaki MHC
sinirlandirmast ile sonuglanir (Hayday, 2000). ikinci olarak, y& T hiicrelerin germ-line
kodlanan TCR dagarcigi, off T’lerin genis TCR dagarcig ile karsilastirildiginda daha
kiiciiktiir (Kabelitz ve ark., 2004).

Tablo 3.ap T ve yd T hiicrelerinin genel 6zellikleri (Kabelitz ve ark., 2004).

Ozellik of T 7o T
CD3" hiicrelerdeki orani (%) 90-99 1-10
TCR V gen germ-line dagarcigi Biiytik Kiictik
CD4/CD8 Fenotip
CD4" ~ %60 <%1
CD8" ~ %30 ~ %30
CD4" CD8" <%1 <0%1
CD4 CD§8 <%1 <%1
MHC simirlamasi CD4": MHC smf II Yok
Ligand CD8": MHC sinif I Fosfolipid antijen

Peptid + MHC
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vd T hiicreler sahip oldugu TCR molekiiliindeki V geni kullanilarak insanlarda 2 alt tipe
ayrilmistir (Pietschmann ve ark., 2009).

1.Vy9Vo2 T hiicreler: Vy9Va2 hiicreler, insanlarda perifer kandaki yo T hiicrelerinin
%80-90’1m1 olusturur. Mikroorganizma veya tiimor kaynakli fosfo antijenleri tanimakla
gorevli hiicrelerdir. Dogumda ¢ok nadir goriilmesine ragmen, erken ¢ocukluk siiresince

sayilar1 artmaktadir (Casetti ve Martino, 2008).

2.Vol T hiicreler: Bu hiicreler mukozalardaki yd T hiicrelerinin %10-40’1m
olustururlar. Stresle indiiklenen MHC ile iliskili molekiilleri tanirlar. Cevresel
mikroorganizmalar ile temasa bagli olarak yd T hiicre toplulugu genislemektedir. y& T
lenfositlerin antijeni tanimasi af3 T lenfositlerden farkli olarak, MHC molekiillerine
bagimli degildirler. Enfeksiyonun belirleyicileri olarak korunan kiigiik organik

molekiilleri (monoetilfosfat, izopentenilpirofosfat) ve stres varligini isaret eden

molekiilleri (MICA, MICB) tanirlar (Ozbek, 2014).
2.5. Immiinoterapi

Immiinoterapi spesifik tedaviler arasinda yer almaktadir. Kelime anlami olarak bireyin
immiin sisteminin belirli kisimlarin1 kullanarak, kanser gibi c¢esitli hastaliklarla
miicadele etmemizi saglayan terapidir. Biyolojik terapi ve biyoterapi olarak da
adlandirildigi durumlar mevcuttur (Barbaros ve Dikmen, 2015). Kanser gelisimi yapisal
farkliliklar gosteren birtakim hiicrelerin anormal bir sekilde artis1 ve bunlarin viicuda
yayilmasi ile meydana gelmektedir. Kanser hiicrelerinin olusumu genellikle intrinsik
veya eksojen faktorlerden kaynaklanan gen mutasyonlarinin bir sonucudur. Giderek
diinya ¢apinda ciddi bir sorun haline gelen kanserin gelecekte de artarak bu konumunu
stirdirmesi beklenmektedir (Zhou, 2014). Bu durum kanserin tedavisi igin etkili
yontemler kullanimini1 zorunlu hale getiren bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Cerrahi yontemler ve radyoterapi ile her ne kadar tiimorlerin yok edilmesinde basari
saglansa da, baz1 kanserli hiicre kalintilar1 ve metastaza bagl hastalik tekrarlart 6nemli
bir sorun olarak varligini siirdiirmektedir. Bu yiizden bu yontemlerle kombine olarak
kemoterapi de tedavi siirecinde kendine yer bulmaktadir. Fakat kemoterapinin kanserli
hiicrelerin yaninda viicudun saglikli hiicrelerine verdigi zarar da g6z Oniline alinarak
bireysel 6zellige sahip, tiimore 6zgii tedavilere olan ilgi artmaktadir (Wayteck ve ark.,

2014). Immiinoterapi ile disaridan verilen maddelerle tiimérlere karst immiin cevap
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gelistirilebilecegi gibi, viicudun kendi hiicreleri ile de bu yanit olusturulabilir. Ornegin
makrofajlar, NK (natural killer) hiicreler, dendritik hiicreler, T lenfositler ve B
lenfositler cesitli yolaklar araciligiyla tiimorlerin yok edilmesine yardimci olabilir ya da
dogrudan ortadan kaldirabilirler. Timorlere karst efektéor mekanizmalar olarak
kullanilan bu hiicreler kemoterapétiklerin aksine dogrudan kanserli hiicrelere

yonlendirilebilirler (Aslan, 2010).

rop
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Sekil 2.Dogal- Edinsel Bagisiklik Sistemi (Abbas ve ark., 1999).
2.5.1. Kanser ve Immiin Sistem Tliskisi

Immiin sistemin degisiklige ugramus hiicrelerin biiyiimesini engelleyerek ¢ogalip zararl
hal almadan da yok etmesi olayina kanser immiin gozetimi denir. Kanser immiin
gozetimi diizenli hiicre homeostazinin siirdiiriilmesi ve karsinojenezisin inhibisyonu ile
olur (Kim ve ark., 2007). Timor hiicreleri ile immiin hiicreler karsi karsiya geldiginde
immiin hiicrelerin 6liimii gerceklesir. Fakat tiimor hiicrelerinin konak immiin
hiicrelerinden kacarak immiin sistem elemanlari etkisiz kilma yetenekleri vardir
(Barbaros ve Dikmen, 2015). Kanser immiin diizenlemesi; equilibrium (denge),
elimination (bertaraf etme) ve escape (kagis) olarak 3 fazdan olusur. Eliminasyon fazi,
immiin gozetim kavraminin O6zelliklerini gdsterir. Denge fazi eliminasyon fazinda

immiin sistemin ortadan kaldiramadig1 tiimorlerin latent periyot evresi olarak
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adlandirilir. Kagis fazi ise tiimor hiicrelerinin denge fazini gegirmis olmasina ragmen

yinede tlimorlerin biiylime ve ¢ogalma gosterdigi evredir (Dunn ve ark., 2004).

Kanser ve immiin sistemle ilgili kullanilan teadivi yOntemlerden biri monoklonal
antikorlar kullanarak gergeklestirilen ve en fazla klinik alanda g¢aligilan yontemdir. Bu
yontemde smirsiz ¢ogalma 0Ozelligi olan tiimor hiicreleri ve antikor iireten memeli
hiicreleri birlestirilerek antikor {iretimi yapabilen hibridoma hiicreleri olusturulur. Bu
hiicrelere bir tek tipte hibrid hiicreden olusmasindan dolayr monoklonal hiicre adi
verilir. Monoklonal antikorlar genellikle biyolojik materyallerin saflastirmasinda,
teshisinde ve analizlerinde kullanilmaktadir. Bunlara ek kanser ve bazi otoimmiin
hastaliklarin teshis ve tedavisinde, organ nakillerinde doku reddinin 6nlenmesi amaciyla

da kullanilir (Waldmann, 2003).

Diger immiinoterapi yontemleri, immiinolojik a¢idan aktif olan hiicrelerin hastaligin
olusumunun 6nlemesi ve tedavisi amaciyla hastaya verilmesidir. Bu yaklagimda immiin
sistem eleman1 olan T hiicreleri kullanilir. Bunlar; kanser spesifik TCR (T hiicresi
reseptorill) ekspresyonu i¢in diizenlenmis T hiicreleri, TIL (tiimor infiltratif lenfositler)
ve antikorun ekstraseliiler kismi ile T hiicresi reseptoriiniin sinyal mekanizmasini bir
araya getiren kimerik antijen reseptorii (CAR) ekspresyonu igin diizenlenmis T

hiicrelerdir (Ozet ve ark., 1996).

Bu yaklasimlardan en kolay hazirlanan1 TIL’lerdir ancak transfer sonrast TIL’lerin
desteklenmesi i¢in yliksek dozda IL-2 (interlokin-2) vermek gerekir. Bu da yiiksek
oranda toksisiteye sebep olabilir. Bu yontemle lenfosit deplesyonu olan hastalarda ve
metastatik melanomal1 hastalarda basarili sonuclar elde edilmistir. TCR yerine CAR
ekspresyonu yapan T hiicrelerine yonelik ¢aligmalar da mevcuttur. Bunlar T hiicresine
MHC (Major histokompatibilite kompleksi) ile sinirli antijenin aksine, tiim antijeni
tanima firsatt saglar. Bu yontemde sonuglarin basarili oldugu goézlenmistir ancak
olabilecek toksisite sebebiyle heniiz kullanim alani kisithdir. Baska bir yontemde
endojen tiimor spesifik T hiicrelerinin kullanimi ile ilgilidir. Bu yontem en fazla islem

gerektiren yontem olarak bilinmektedir (Harris ve Drake, 2013).
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2.6. Kanser Immiinoterapisinde Y T Hiicre Bazhi Yeni Yaklasimlar

v0 T hiicrelerin potansiyel antitimdr aktivitesinin klinige uyarlanmasinda 2 strateji
vardir: Bunlardan biri yd T-stimiile edici ligandlarin (fosfoantijenler) in vivo olarak
uygulanmasi ve yo T hiicrelerinin aktivasyonunu indiiklemek, digeri ise yd T hiicrelerin
ex VIvo izolasyonu sonrasi in vitro olarak genisletilmesi ve hastaya yo T hiicrelerin
adoptiv transferidir. Onceden y& T hiicreler ile ilgili 2 strateji oldugu diisiiniiliiyordu.
Bunlar halihazirdaki endikasyonlarin klinik kullanimda lisansli ilaglarin uygulamasi ve
onceden belirlenmis oldukca potent fosfoantijenlerin uygulanmasi islemleriydi. Sentetik
fosfoantijenler (bromohidrin pirofosfat) pico-nano-molar konsantrasyonlarda, in vitro
olarak Vy9V&2 T hiicreleri stimiile ederek dizayn edildiler ve bdylece in vivo potansiyel
uygulamalar i¢in baslica aday oldular (Cicek, 2015). Baz1 fosfoantijenler sadece yo T
hiicrelerini aktive etmekle kalmaz, ayni zamanda tiimor hiicrelerine karsi onlarin
sitotoksik etkilerini arttirir (Sicard ve ark., 2001; Sirec1 ve ark., 2001). Bununla beraber
bu gozlemden c¢ikan, ilging bir sonu¢ da “osteoporoz tedavisinde kullanilan
aminobifosfonatlarinda, in vitro ve in vivo olarak insan Vy9Vé2 T hiicreleri iizerinde
potent stimiilatér etki sagladigi”dir (Kunzmann ve ark., 2000). insan Vy9V$2 T
hiicreleri  tarafindan aminobifosfonatlarin  taninmasi, mikrobiyal ve sentetik
fosfoantijenler gibi, TCR-bagimlidir. Bununla birlikte degisik aminobifosfonatlarin
degisik yd-stimiile edici etkileri bulundugu gibi; fosfoantijenler ve aminofosfonatlar
arasinda antijen prezentasyonu gereksinimleri arasinda fark vardir (Das ve ark., 2001).
Fosfoantijenlerin sunumu ligandin devamli varligin1 gerektirir, bundan dolay1
fosfoantijenler ile antijen sunan hiicreleri (Antigen-Presenting Cell, APC) uyarmak
yetersiz kalir. Bu aminobifosfonatlarin tersi bir durumdur. Aminobifosfonatlarla
APC’lerin preinkiibasyonu y6 T hiicre aktivasyonunu tetiklemek ig¢in yeterlidir
(Miyagawa ve ark., 2001).

APC ylizeyinde bulunan aminobifosfonatlarin yd T hiicreler tarafindan direkt taninma
imkanina ilaveten, bu maddeler yo T hiicrelerin dolayli aktivasyonunda da sorumlu
olabilir. Aminobifosfonatlar, olan farnesil difosfat sentazin (IPP adli ara iirlinii
olusturan, mevalonat metabolizmasi yolaginin, ilerletici (promoting) bir enzimi) potent
inhibitoridiir (Dunford ve ark., 2001). Farnesil difosfat sentazin aminobifosfonat aracili

inhibisyonu nedeniyle, Vy9Vo2 T hiicrelerinin potent aktivatorii olan IPP’nin hiicre igi
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birikimi, yo T hiicrelerin selektif aktivasyonuna katkida bulunabilmektedir (Schnurr ve
ark., 2002).

Yapilan caligmalar sonucunda IL-2 ler ile aminobifosfonatlarin kombine edilmesi
kanser immiinoterapisi igin gelecek vaad etmektedir. Bazi caligmalarda IL-2 ile
fosfoantijenler veya aminobifosfonatlarin birlikte kullanilmasinin, klinik cevap olarak,
tiimor reaktif y0 T hiicrelerinin yeteri kadar mobile ve aktive olup olamayacag: ile
elgilenmiserdir. Aminofosfanat veya fosfoantijenlerle IL-2 tarafindan in vivo olarak yo
T hiicre aktivasyonu, yd T hiicrelerinin ex vivo izolasyonu ile in vitro ortamda biiyiik
Olciilerde genislemesini saglayan adoptiv immiin terapilere bir alternatif olabilecegi

diistiniilmektedir (Wilhelm ve ark., 2003).
2.7. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirt, in vitro kosullarda bir organizmadan alinan dokunun fiziksel ve kimyasal

yontemlerle parcalanarak bagimsiz hiicrelerinin canliliginin devam ettirilmesi iglemidir

(Rando, 2006).

In vitro kosullarda kiiltiire edilen hiicreler, in vivo kosullar saglandig1 takdirde ayni
ozelliklerini gdstermeye devam ederler. Bu durum bizlere bir canliya ait hiicrelerin
farkli kosullar, farkli kimyasallar veya ilaclara kars1 nasil tepki verecegini canli disinda
yapilan deney ve gozlemlerle arastirmak icin olanak saglar. Ayni1 zamanda kiiltiire
edilmis hiicreler kontrol edilebilir ve homojen olduklarindan tam organizmalara kiyasla

tizerinde ¢alismak birgok avantaj igerir (Pittenger, 2008).
2.7.1. Hiicre Kiiltiirii icin Gerekli Ekipmanlar

Hiicre kiiltiirii, diger biyolojik deneylerin yapildigi ortamlarla ayni1 yerde
gerceklestirilemez. Hiicre kiiltiirii yapilabilmesi i¢in ortamin steril ve hazirlik alaninin

bulunmasi gerekir.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinin temel ekipmanlari steril kabin, hiicrelerin yasamasi i¢in
gerekli %5 CO2 ve 37 °C’lik ortami saglayan karbondioksit inkiibatorii, kiiltiire edilen
hiicreleri gézlemleyebilmek icin invert mikroskop, hiicre yikama i¢in kullanilan satrifiij

cihazi, uzun vadede hiicre saklamaya yarayan azot tanki, kiiltlir malzemelerinin
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bozulmadan saklanmasinda kullanilan +4 °C sogutucu, -20 °C ve -80 °C derece

dondurucu temel olarak hiicre kiiltiirii laboratuvar ekipmanlarini olusturur.
2.7.2. Hiicre Kiiltiirii Kimyasallari
2.7.2.1. Mediumlar

Mediumlar, hiicrelerin yasayabilmesi i¢in gerekli olan besiyerleridir. Hiicreler bu
besiyerleri sayesinde ylizerek, askida kalarak ya da kiiltiir kabinin tabaninda
beslenmelerini saglamis olurlar. Hiicre kiiltiirii besiyerinin optimum kosul olan pH
degerini tasimas1 gerekir. Hiicreler cogunlukla pH:7.4 olan ortamda yasarlar. pH
indikatorii olarak fenol kirmizisi kullanilir. Medium pH’nin arttirilip azaltilmasina bagh
olarak fenol kirmizisinin rengi degisir. Ortam asidik olduk¢a medium rengi sariya

yaklasirken, bazik ortamda medium koyu kirmizi, pembe renk alir.

Mediumlardaki diger 6nemli birlesenler ise COp, NaHCO?® ve HEPES tir. Karbondioksit
medium igerisinde gaz halde iken ¢oziinlir. Medium igerisinde laktik asit birikmesi
sonucu ortam pH’1 diiser. Ortamin pH dengesini korumak adina medium igerisine bu
birlesenler eklenir. HEPES ise bu birlesenler arasinda en ¢ok kullanilan tampon
birlesenlerden biridir. Hiicre kiiltiiri mediumlarinin sicakliklari, hiicreleri etkileyen
onemli bir unsurdur. Memeli hiicreleri genellikle -196°C’de donmus olarak
saklanabilirler. +4°C’de birkag giin canliliklarin1 koruyabilirler. Memeli hiicreleri igin
en uygun kiiltir sicakligit 37°C’dir. Hiicre Kkiiltiirinde kullanilan mediumlar
sogutucularda saklandigindan, hiicrelerin lizerine koyulmadan 6nce sicakliklarinin bu

sicakliga yaklastirilmas: kiltiirdeki hiicrelerin canliligi agisindan ¢ok Onemlidir
(Freshney, 2010).

2.7.2.1.1. Medium I¢erigindeki Maddeler
2.7.2.1.1.1. Tuzlar

Tuzlar, medium osmolaratisine katkida bulunan bilesenlerdir. Medium i¢inde bulunan
tuzlardan bazilar;; Na*, K*, Ca?*, CI, Mg?, SO,?, PO4? seklindedir. Ozellikle Ca?*
hiicre tutunmasi ve hiicre-hiicre etkilesimi agisindan 6nemli bir role sahiptir (Freshney,
2010).



19

2.7.2.1.1.2. Vitaminler

Vitaminler, hiicre metabolizmasi i¢in besiyeri i¢indeki konsantrasyonlar1 oldukca
onemlidir. A, D, E, K vitaminleri, B grubu vitaminler, biotin, inositol, folik asit,
nikotinamit vitaminleri hiicre kiiltiir ve ¢ogalmasi i¢in hiicre kiiltir mediumlarinda

bulunmasi gerekli vitaminlerdir (Freshney, 2010).
2.7.2.1.1.3. Karbonhidratlar

Besiyerlerinde karbonhidratlar seker formunda bulunurlar ve hiicreler igin temel enerji
kaynagi gorevi goriirler. Mediumlar igerisinde farkli konsantrasyonlarda bulunurlar.

Kullanilacak medium hiicre tipine gore segilir (Freshney, 2010).
2.7.2.2. Medium Icerigine Dahil Edilen Diger Maddeler
2.7.2.2.1. Serum

Serumlar, bilylime faktorii barindirdigindan hiicrelerin biiyiime ve gelismesinde 6nemli
role sahiptir. Hiicre tipi ve fizyolojik duruma gore farkli oranlarda mediuma
eklenebilirler. Besiyeri icine genelde %10 oraninda eklenen serumlar, biiylikbas

hayvanlardan, atlardan veya insanlardan elde edilebilirler (Freshney, 2010).
2.7.2.2.2. Aminoasitler

Aminoasitler hiicrelerin yasamasi ve biiylimesinde onemli role sahiptirler. Bazal
mediumlarin i¢ginde bulunabilecegi gibi sonradan da eklenebilirler. En ¢ok kullanilan
aminoasit ise glutamindir. Glutamin yar1 6mrii kisa olan bir aminoasit oldugundan uzun

stire kullanilmayan mediumlara eklemek gerekebilir (Freshney, 2010).
2.7.2.2.3. Antibiyotikler

Hiicre kiiltiiriiniin galisildigr in vitro ortamda hiicreler dogal ortamindan uzakta ve dogal
immiin sistemleri olmadig1 i¢in bakteri ve fungus kontaminasyonundan korumak
amaciyla medium icerisine genelde %1 oraninda antibiyotik eklenir. Bu
antibiyotiklerden bazilari; penisilin, gentamisin, amfoterisin ve streptomisin’dir
(Freshney, 2010).
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2.7.2.2.4. Hormonlar ve Biiyiime Faktorleri

Hormonlar ve biiylime faktorleri genelde hiicre kiiltiiriinde kullanilmazlar. Ancak bazi
hiicrelerin daha iyi gelisebilmesi ve biiylimesi i¢in ortama eklenebilirler. Besiyeri
icerigine genellikle insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF-1 ve IGF-1I), epidermal
bliylime faktorleri (EGF) ve fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) ilave olarak
eklenmektedir (Freshney, 2010).

2.7.2.2.5. PBS (Fosfatla Tamponlanms Tuz Cozeltisi)

PBS, hiicre kiiltiirli islemlerinde genellikle hiicre kabina tutunan hiicreleri tripsin ile
kaldirdiktan sonra hiicre ylizeyinin yikanmasi islemi i¢in kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiirtinde kullanilan iki ¢esidi vardir. Kalsiyum ve magnezyum igeren PBS, hiicre
izolasyonu sirasinda kollajenaz enzimi ile birlikte kullanilir. Kalsiyum ve magnezyum
icermeyen PBS ise genellikle yikama islemleri sirasinda kullanilir. Tripsin enzimi
kalsiyum ve magnezyum varliginda c¢aligmadigindan dolayr yikama islemlerinde +2
degerlikli iyon iceren kalsiyum ve magnezyum igeren PBS kullanilmaz (Freshney,
2010).

2.7.2.2.6. Tripsin

Tripsin, plastik ylizeye tutunan hiicreleri kaldirmak i¢in kullanilan bir enzimdir. Ancak
hiicrelerin tripsin ile temas ettigi siire ¢ok onemlidir. Uzun siire temas ederse hiicre
membran ylizeyinde bulunan protein yapilar parcalanmaya baslar. Dolayisiyla hiicrenin
plastik ylizeye tutunmasini ve canliligini etkiler. Tripsin enzimini durdurmak i¢in de
tripsin inhibitérii ya da bol miktarda protein iceren bir serum (FBS vb.) kullanilir

(Freshney, 2010).
2.8. Testler
2.8.1. Apoptoz Testi

Bu ¢alismada apoptoz oraninin ne dlgiide degistigini bulmak igin Muse Cell Analyzer
cihazina ait Annexin V/Dead Cell kiti kullanilmistir. Annexin V, hiicre ylizeyinde
bulunan ve apoptoz veya hiicre Olimii gibi durumlarda kanit olarak gosterilen

fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin (PE) molekiillerini belirlemeye yarayan bir
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isaretgidir (Koopman ve ark., 1994). Ayrica bu kitin i¢inde 6li hiicreleri boyamaya
yarayan 7-AAD boyasi vardir. 7-AAD, hasarli fosfolipid zardan gecip DNA’ya
baglanan bir molekiildiir. Mikro santrifiij tiipiinde bulunan hiicrelere Annexin V ile
muamele edilip sonrasinda akim sitometri temelli bir cihaz olan Muse Cell Analyzer’da

incelenerek apoptoz yiizdesi belirlenebilmektedir.
2.8.2. Senesens Testi

Senesens, hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugu ancak béliinmelerinin kalici olarak
durdugu bir siiregtir. Senesens siirecinin ¢esitli belirtecleri vardir. Bu belirteclerden biri
lizozom artisina bagl olarak lizozomal enzimlerin artmasidir. Senesens hiicrelerdeki
lizozomal artigin sonucu olan lizozomal enzim seviyesindeki artis hiicrelerde pH:6’da [3-
galaktosidaz aktivitesinin tespit edilmesinede olanak saglar (Kurz ve ark., 2000).
pH:6.0'da saptanabilen senesense bagli beta-galaktosidaz (SA-Bgal) aktivitesi,
kiiltiirdeki senesent hiicrelerin tespitini saglar. Lizozomal B-galaktosidaz aktivitesi,
birgok memeli hiicresinde, pH:4'te normalde X-Gal kullanilarak gergeklestirilen
sitokimyasal boyama ile yerinde tespit edilir. Fakat spesifik olarak senesent insan
fibroblast kiiltiirlerinde bulunan ancak farklilasmis hiicrelerde bulunmayan bir pH:6-
galaktosidaz aktivitesi senesent hiicrelerin ayrimina olanak verir (Debacg-chainiaux ve
ark., 2009; Dimr1 ve ark., 1995). Bu tez ¢alismasinda senesens belirlemek amaciyla 4-

Mug testi uygulanmustir.
2.8.3. Proliferasyon Testi

Bu c¢alismada hiicrelerin proliferasyonunu 6lgmek amaciyla Ki-67 immun boyama
islemi uygulanmistir. Bu proliferasyon belirteci olan protein, kendisine 6zel bir antibadi
ile boyanabilir ayrica metabolik olarak aktif ve ozellikle hizli bir sekilde boliinen
hiicrelerde bolca ifade edilir. Temel olarak oncelikle test yapilacak olan hiicre fikse
edilir. Fiksasyondan sonra internal bir boyama yapilacagindan hiicre membrani
deterjanlar ile gegirgen hale getirilir. Bu islemlerden sonra Ki-67’yi taniyan bir primer
antibadi ve ona bagli florokrom igeren bir sekonder antibadi ile hiicreler muamele edilir.
Flouresan mikroskop veya uygun lazer ve filtre iceren akim sitometri cihazi ile prolifere

hicreler belirlenebilmektedir.



3. YONTEM VE MATERYAL

3.1. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi

Calismamiz Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin 26.01.2018 tarih ve
2018/46 nolu karari ile etik kurul onayi alindiktan sonra basladi. Caligmamiz i¢in hasta
ve kontrol grubu olmak iizere iki ayr1 grup olusturuldu. Hasta grubu igin Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hematoloji-Onkoloji Servisinde yatan
yeni ALL tanis1 almis, yaslar1 2 ile 18 arasinda degisen, cinsiyet ayrimi olmayan ve
goniilli olan toplam 10 kisiden olusan hasta birey ¢alisma kapsamina alindi. Kontrol
grubu olarak herhangi bir nedenle steroid veya kemoterapi almayan saglikli donérden

DLI (Donér Lenfosit infiizyonu) elde edilmistir.
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3.1.1. Numunelerin Toplanmasi

Cocuk Hematoloji-Onkoloji Servisine Akut Lenfoblastik Losemi tanisiyla yatan
hastalardan herhangi bir tedavi uygulanmadan, tan1 aninda periferik kan 6rnekleri 6n kol
vendz damarlarindan EDTA’l1 kan tiiplerine 2 mL olacak sekilde alinmistir. Erciyes
Universitesi BETUL-ZIYA EREN Genom ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK)
Laboratuvarina gonderilmistir. Numune toplama islemi hasta grubundan tani aninda

(1.gtin) ve hastanin tedavisinin 33. giiniinde olmak iizere periferik kanlar1 toplanmustir.
3.2. Mononiikleer Hiicre izolasyonu

ERU Genkdk Merkezine gelen kan oOrnekleri zaman kaybetmeden 1:1 oraninda
seyreltilmistir. Sepmate’ e 20-25 mL LSM (Lymphocyte Separation Medium) besiyeri
eklenerek seyreltilen kan sepmate’e aktarilmistir. 800 xg de 25 dakika satrifiij edilip,
stipernatant kismi atilmistir. Kalan kismin {izeri tamamlanarak 400 xg de tekrar 10
dakika santrifiij edilerek mononiikleer hiicre izolasyonu elde edilmistir. izolasyon islemi

hastanin tani ani, tedavi aldiktan sonra 33.giinde olmak {izere 2 gruba uygulanmstir.
3.2.1. Hiicrelerin Dondurulmasi, Coziilmesi

DLI ve Hasta grubundan elde edilen hiicreler iizerine dondurma islemi icin, %70 FBS
(Fetal Bovine Serum), %10 DMSO (Dimetil Siilfoksit) ve %20 RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute) dondurma (freezing) soliisyonu eklendi. Krayoviallerde +4°’de
1 saat, 20°°de 4 saat, — 80°’de 24 saat ve daha sonra -196° s1v1 azot tanklarina alinmistir.
Hiicrelere islem uygulanacagi zaman krayovialler azot tankindan alindiktan sonra oda

1s1sinda hizlica ¢ozdiirtilmiistiir.
3.3. B-ALL Hiicre Kiiltiirii ve Cogaltilmasi

Ticari olarak temin edilen B-ALL hiicre hattt (CCRF-SB) kiiltiirii i¢in, %10 FBS, %]l
Penicilin, %1 Glutamin ve RPMI 1640 ile besiyeri hazirlanmistir. CCRF-SB hazirlanan
besiyerinde 300 xg de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi stipernatant kismi1
atildiktan sonra DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) ile yikanarak tekrar 300
Xg de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kism1 atilmistir. Elde edilen hiicre pelleti

lizerine kiiltiir soliisyonu eklenerek kiiltiir kabina biiyiime besiyeri ile aktarilip, 37 °C,
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%5 CO’li inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Ayn1 islem istenilen hiicre sayisina ulagincaya

kadar tekrarlanmustir.
3.4. In vitro Hiicre Kiiltiiriinde DLI(Donér Lenfosit Infiizyonu) Cogaltilmas

Saglikli dondrden elde edilen DLI igin TeXMACS besiyeri hazirlanmistir. Ek olarak
besi yerine %10 FBS, %1 Glutamin ve %1 Penisilin-Streptomisin eklendi. Mononiikleer
hiicreleri alinan DLI grubu i¢in kiiltiir kaplarina ekimi yapilmadan 6nce bekletildikleri
azot tankindan alind1 ve hiicreler ¢ozdiiriildii. Ardindan 350 xg de 5 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant kisim atildi. Elde edilen hiicre pelleti {izerine DPBS (Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline) eklenerek tekrar 350 xg de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant1 atildiktan sonra T-75 flasklara hiicreler ekildi ve 37 °C, %5 CO, ‘lik

inkiibasyona birakildi.
3.5. Gamma/Delta T Hiicre izolasyonu

Hasta bireylerden aliman 1.giin ve 33.giin periferik kan ornekleri farkli zaman
dilimlerinde oldugu icin periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicreler azot
tankinda saklanmistir. Deney asamalar1 i¢in azot tankindan alinarak her gruba ait
hastalardan elde edilmis mononiikleer hiicreler havuz olusturularak toplanmis ve
calistlmigtir. Bu durum bireysel farkliligi 6nlemek amaciyla yapilmigtir. Gamma Delta
T hiicre izolasyonu i¢in TCRy/6+ T cell isolation kit basamaklarina gére yapilmis ve
manyetik hiicre ayirma yontemi kullanilmistir. Kit basamaklarii takiben; hiicreler
¢ozdiiriildiikten sonra 300 xg de 10 dakika santrifiij edildi. Izolasyon islemi igin
oncelikle mononiikleer hiicreler sayilmistir. Hiicreler sayildiktan sonra 300 xg de 10
dakika santrifiij edilmistir. Elde ettigimiz hiicre pelletine 10" hiicre basina 80 pl buffer

eklenmistir.

Sonrasinda 10" hiicre bagina 20 pl Biotin-Antibody kokteyli eklenip iyice karistirilarak
+4 °C de 15-20 dakika inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon isleminden sonra 10’
hiicre basmna 1-2 mL buffer eklenerek 300 xg de 10 dakika santrifiij edilmis ve
siipernatant kisim atilmistir. Elde edilen hiicre pelleti iizerine 10 hiicre basmna 80 ul
buffer eklenmistir. Sonrasinda 107 hiicre basma 20 ul Anti-Biotin MicroBeads eklenip
iyice karistirilarak +4 °C de 15-20 dakika inkiibasyona birakilmistir. 10 hiicre bagina 1-
2 mL buffer ilave edilerek hiicreler tekrar yikanmis ve 10 dakika 300 xg'de santrifiij
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edilmistir. Stipernatant1 tamamen aspire edilmistir. Elde edilen hiicre pelletine 10 hiicre
basina 500 pl buffer ile ¢ozdiiriilerek manyetik ayirma islemine devam edilmistir.
Toplam hiicre sayisina ve y/6 T hiicrelerinin sayisina gore uygun bir MACS Kolonu
(MS Kolon) ve MACS Auyiricr secilerek manyetik ayirma iglemi yapilmistir. Hiicreler
uygulandiktan sonra tutunmayanlar (negatif segilim) alinarak y/6 T hiicre izolasyonu

gergeklestirilmistir.
3.6. Gamma/Delta T Hiicreler ile B-ALL Hiicre Hattinin Kokiiltiirii

Izole edilen y/3 T hiicreleri ile ¢ogaltilan CCRF-SB hiicre hatti, TexMACS (FBS,
glutamin ve antibiyotik (penisilin-streptomisin)) besiyerinde 24 saat birlikte kiiltiire
edilmistir. Bu islem tan1 an1 (1.giin), 33.giin ve kontrol grubu olmak {izere

uygulanmustir.
3.7. CCRF-SB Hiicre Hattinin Secilmesi

v/& T hiicreleri ile inkiibatorde 24 saat kiiltiire edilen CCRF-SB hiicre hattin1 ayirmak
icin CD19 MicroBeadslerden yararlanilmistir. Bu islem manyetik hiicre ayrimi ile
gerceklestirilmistir. Islem icin 6ncelikle deney gruplari (tan1 ani, 33.giin, kontrol grubu)
bulunduklar1 flasklardan 15mL’lik falconlara alinmistir. DPBS ile flasklar bir kez
yikanip falcon tiipe her bir grup aktarilmistir. 350 xg de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra slipernatant kisim atilmistir. Elde edilen hiicre pelleti iizerine 1.5 mL DPBS
eklenerek ¢ozdiirtildii ve tekrar 350 xg de santrifiij edilerek siipernatant kisim atilmigtir.
Pellet tizerine ImL MACS buffer eklenerek hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Hiicre
sayimi sonrast 300 xg de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim
atilmistir. Hiicre pelleti lizerine 10" hiicre basma 80 ul buffer eklendikten sonra 10
hiicre basma 20 pL CD19 MicroBeads eklenmistir. lyice karistirildiktan sonra 4 °C de
30 dakika inkiibasyona birakilmustir.

10" hiicre basma 1-2 mL buffer eklenerek yikandiktan sonra 300 xg de 10 dakika
santrifiij islemi tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atildiktan sonra 10® hiicre
basina 500 pL buffer eklenerek uygun bir MACS Kolonu (MS Kolonu) ve MACS
Ayirict secilerek manyetik ayirma islemi yapilmistir. Hiicrelere uygulandiktan sonra

manyetik kolona tutunanlar (Pozitif segilim) alinarak CCRF-SB hiicre izolasyonu
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gerceklestirilmis ve CCRF-SB hiicrelerine etkilerini gozlemleyebilmek i¢in 48 saat
inkiibasyonda bekletilmistir.

3.8. Apoptoz Testi

Bu ¢aligmada hiicreleri apoptoz acisindan gézlemlemek amaciyla Annexin V/Dead Cell
kiti kullanilarak MUSE Cell Analyzer™ cihazinda apoptoz testi gerceklestirildi.
Calisma iki biyolojik tekrarli olacak sekilde planlanmistir. Bu testte hiicre ylizeyinde
bulunan ve apoptoz veya hiicre 6liimii gibi durumlarda hiicre zarinin dis yiizeyine ¢ikan
fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin (PE) molekiilleri Annexin V ile isaretlenir.
Ayrica kit hasarli fosfolipid zardan gecip DNA’ya baglanarak 6lii hiicreleri boyayan 7-
AAD boyasi da igerir. Hiicreler kit protokolii dogrultusunda Annexin V ile muamele
edilip akim sitometri temelli bir cihaz olan MUSE Cell Analyzer™"da incelenerek

apoptotik hiicre yiizdesi belirlenir.

Inkiibasyon sonras: hiicre gruplar1 15 mL’lik falkon tiiplere alnarak 350 xg de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant kisim atildi ve kit basamaklari
dogrultusunda unstainable grup seg¢ilerek deney gruplarinda bulunan hiicreler besiyerini
uzaklastirmak i¢in DPBS ile yikandi ve biyomateryallerin tamamen uzaklastig
gozlemlenince tripsin ile kaldirildi. Deney gruplarindan elde edilen hiicrelere 100uL
DPBS ve 100 pL Annexin V/Dead Cell Reagent eklendi. Vortekslendikten sonra 20
dakika oda sicakliginda inkiibe edidi. MUSE Cell Analyzer™ cihazinda Annexin
V/Dead Cell programui ile 3 tekrarli okuma yapilarak apoptoz testi tamamlandi.

3.9. Hiicre Proliferasyon Testi

Proliferasyon, hiicre boliinmesi {iizerinden gergeklesmekte ve hiicrelerin iki yavru
hiicreyi olusturmasi islemidir. Proliferasyon Olgiim testleri; DNA sentez hizinin
Olciilmesine, metabolik aktivitenin dl¢limiine, proliferasyon belirteclerinin dl¢limiine ve
hiicrelerdeki ATP miktarinin 6l¢limiine dayali testler olarak siniflandirilmaktadir. Bu
tez calismasinda hiicrelerin proliferasyon oranlarimi saptamak amaciyla MUSE Cell
Ki67 Proliferasyon (MUSE Cell) kitinden faydalanilmistir. Bu kit Ki67 ekspresyonuna
dayali olarak c¢ogalan ve ¢ogalmayan hiicrelerin yiizdelerinin nicelendirilmesine izin
verir. Iki biyolojik tekrarli olacak sekilde hiicre gruplari belirlenmistir. Bu tahlilde Ki67

hiicreleri (cogalmayan hiicreler ve izotip kontrolii) ve Ki67+ hiicreleri (¢ogalan
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hiicreler) olmak iizere iki hiicre populasyonu ayirt edilebilir. Hiicrelere kit protokolleri
dogrultusunda muamele edilerek MUSE Cell Analyzer ™’ da okunan yazilim, hem Ki67

+ hem de Ki67 hiicrelerinin ylizdesini saglar.

Inkiibasyon sonrasi hiicre gruplar1 15 mL’lik falkon tiiplere alnarak 350 xg de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras siipernatant kisim atild1 ve kit basamaklari
dogrultusunda unstainable grup secilerek deney gruplarinda bulunan hiicrelere
besiyerini uzaklastirmak i¢in DPBS ile yikama yapildi. 300 xg de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra tekrar siipernatant kisim atildi. Her bir 6rnek tizerine 50 pL fix
soliisyonu eklendi (solisyon fix: 80 pL Sfix +320 puL DPBS). 15 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra fiksasyon soliisyonu ve hiicrelerin tizerine 150 pL
assay buffer eklendi (buffer assay: 800 puL 5x assay+3200 puL DPBS). 300 xg de 5
dakika santrifiij edilerek siipernatant kisim atildiktan sonra hazir permeabilizasyon
sollisyonundan her tiip i¢in 100 pL eklendi. 15 dakika oda sicakliginda bekledildikten
sonra lizerine her bir 6rnek i¢in 100 pL assay buffer eklendi. 300 xg de 10 dakika
santriflij edilerek siipernatant1 atildi. Ardindan her tiipe 50 uL assay buffer eklenerek
tekrar 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan tiiplere 10 pL
Ki67 antibody eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildi. Tiiplerin
iizerine 150 pL assay buffer eklendi ve MUSE Cell Analyzer™da 3 tekrarli okuma

yapilarak proliferasyon testi tamamlandi.
3.10. Senesens Testi

Inkiibasyon sonrasi hiicre gruplar1 15 mL falkon tiiplere alinarak 350 xg de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi1 siipernatant kisim atildi. Hiicre pelleti alind1 ve 10
mL DPBS’de ¢oziilerek hiicrelerin sayimi yapildi. Her bir 6rnegin lizis islemi i¢in 200
uL RIPA Buffer eklendi ve insiilin siringasi ile pipetaj yapildi. 5 dakika ultrasonikasyon
ve 5 dakika buz uygulama islemi 3 tekrarli sekilde yapildiktan sonra 20000 xg de 15
dakika +4 °C de sogutmali santrifiijde santrifiij islemi yapildi. Santrifiij islemi
sonrasinda siipernatant kistm dort ayr tiipe SOpL olarak aktarildi. Aktarildiktan sonra
her tiipe 150uL Reaksiyon buffer (40 mM sitrik asit, 40 mM sodyum fosfat, 300 mM,
10 mM Beta-merkaptoetanol, 4 mM MgCL; ve 1,7 mM MUG (-Methylumbelliferyl-p-
galactopyranoside)) ve RIPA Buffer dan 50uL eklenerek 2-3 saat 37 °C %5 CO, de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda her tiipten 50pL almip baska bir tiipe
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aktarildi. Ependorf tiipler igeribde 5S0uL bulunan lzatlarin tizerine 40 mM Sodyum
fosfattan 500uL eklendi. Floresan aktivite 6lgmek i¢in kullanilan 96 kuyucuklu siyah
platelerin herbir kuyucuguna total 550uL den 100uL eklenerek 360nm/465nm dalga

boyunda GloMax Platereader (Waisman Center-Madison) cihazinda 6l¢iimleri yapildi.
3.11. istatiksel Analiz

Bu tez ¢alismasinda tibbi laboratuvar sonuglart ve in vitro deneylerden elde edilen veri
analizler, grafikler ve anlamlilik degerleri i¢in GraphPad Prisim 8.0 (GraphPad Prisim,

San Diego, CA) yazilimi kullanilmigtir.



4. BULGULAR

4.1. B-ALL Tanis1 Almus Bireylerin ve Kemoterapi Almis Bireylerin Bulgulari;

Losemi i¢in hastalarda rastlanan belirtiler diger kanser cesitleri ile ortak ozellik
gosterebilmektedir. Lokosit hiicrelerinin asirt biiylime ve ¢ogalmasi ile normal 16kosit
hiicrelerinin azlig1 enfeksiyon ve ates belirtileri gosterebilir. Buna ek olarak giicsiizliik
anemi ve nefes darli1 sikayetleri eritrosit eksikligine bagl olarak gelisebilmektedir.
Akut 16semi hastas1 c¢ocuklarda gozlemlenen morluklar ve kanama kan testlerinde
trombosit eksikligi ile anlasilabilir. Bu sikayetler dogrultusunda istenilen tam kan
sayimi, kemik iligi aspirasyonu ve flow sitometri sonuglari ile l6semi tanis1 konulur.
Losemi tanist almig bireylere kemoterapi, kok hiicre nakli ve doénor lenfosit inflizyonu
tedavileri verilmektedir. Bu baglamda belirlenen deney diizenegimizde saglikli bireyler,
tan1 an1 ilk giin ve kemoterapi almis hasta bireylerin B hiicreli kanser hiicre hattiyla
beraber kiiltiire edildi. Kiiltiir islemlerinden once hastalardan alinan kan orneklerinden
elde edilen test sonuglari tablo 4 ve 5 de gosterilmistir. Tablodan elde edilen degerler
hasta yas ve degerlendirilen labaratuvarlarda farklilik gosterebilmektedir. LDH (Laktat
Dehidrogenaz) 120-300/birimi p/L, WBC (Beyaz Kiire) 4,8-10,7/ birimi 10° uL, RBC
(Eritrosit) 4,2-5,4 10° uL ve PLT (Trombosit) 130-400/ birimi 10° uL olarak kabul

edilmektedir
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Tablo 4.  Tani an1 B-ALL teshisi konulmus bireylere ait tibbi labaratuvar tetkik sonug
raporundan almman Laktat Dehidrogenaz (LDH), B-lenfosit antijeni CD19,
Beyaz Kiire (WBC), Eritrosit (RBC) ve Trombosit (PLATELET/PLT)
degerleri tabloda verilmistir.

Tam A (1.gim) Cmsiyet Yas CDI19 LDH WBC
1. Hasta Birey
2.Hasta Birey
3.Hasta Birey
4.Hasta Birey

PLR 2130 24,81
94 .4 1284 178,67
99.9 690 82,06
82 1592 940,94
85,9 459 8,28
99.9 4466 388,26

99 620 25.8

92 698 3.04
99.6 1946  378.48
99.5 1006

5.Hasta Birey
6.Hasta Birey
7.Hasta Biey
8. Hasta Birey
9.Hasta Birey
10.Hasta Buey

HAROARDOA A A MDHE

Tablo5. B-ALL teshisi sonrasi uygulanan kemoterapinin 33.giinii hasta bireylerden
almmis orneklerin tibbi labaratuvar tetkik sonug¢ raporundan alinan laktat
dehidrogenaz (LDH), Beyaz Kiire (WBC), Eritrosit (RBC) ve Trombosit
(PLT) degerleri tabloda verilmistir.

g

Kemoterapi Somrasi( 33.gim) Cmsiyet  Yag LDH WBC
1.Hasta Birey 318 1,38
2 Hasta Birey 193 0,52
501 9,86
129.13
11,36
14,11
10,19
1,11
1,23
2.98
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3.Hasta Birey
4 Hasta Birey
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5.Hasta Birey
6.Hasta Birey
7.Hasta Birey
8.Hasta Birey
9.Hasta Birey
10.Hasta Birey
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Kemoterapi sonras1 diislis gosteren degerlerden biri LDH (laktat dehidrogenaz)
enzimidir. Viicudun doku, hiicre ve organlarinda bulunan LDH enzimi kandaki sekeri
enerjiye doniismesi icin hiicreler tarafindan kullanilmaktadir. Hasta bireylerin
kemoterapiye karsi verdigi tepkiyi anlamak i¢in LDH seviyelerine bakilmaktadir.
Kemoterapi sonras1 beyaz kiire hiicrelerinde azalma, eritrositlerde artis goriilmektedir.
Trombositlerin yiiksekligi ise enfeksiyona karsi savunmada tani anina gore daha

direngli olduklarin1 gostermektedir (Tablo 4 ve Tablo 5).
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Tan1 an1 ve kemoterapi sonrast periferik kan O6rnegi ile yapilan testler sonucunda
trombosit seviyeleri her hasta i¢in karsilastirilmis 15.yas (2.HB) hasta bireyde tani ani
ve kemoterapi sonrasi trombosit degerleri birbirine yakin oldugu gézlemlenmistir. Tam
an1 ve kemoterapi sonrasi hastalarin periferik kanlarinda enfeksiyonla savasmada etkili

olan PLT degerleri kemoterapi sonrasi yiikseldigi gézlemlenmektedir.
4.2. Gamma Delta T (yo T) Hiicrelerin Elde Edilmesi;

Deney gruplarmi olusturacak yé T hiicreleri; DLI, B-ALL tanisinin konuldugu ilk giin
ve kemoterapi tedavisinin 33. giinii olarak belirlenmistir. Muayene sonrasinda B hiicre
yiizdesi yiiksek olan hasta bireylerin periferden alinan kanlar kullanilmistir. Periferik
kandan izole edilen mononiikleer hiicreler yeterli hasta birey sayisina ulasana kadar azot
tankinda bekletildi. DLI ve yeterli hasta birey sayist olustugun da periferik kandan elde
edilen mononiikleer hiicreler deneylerde kullanmak icin bir havuzda toplandi.
Olusturulan mononiikleer hiicrelerin bulundugu havuzdan yd T hiicrelerinin izolasyonu
gerceklestirildi. DLI  (Donor lenfosit Infiizyonu) mononiikleer hiicrelerinin
izolasyonundan 6x10° y& T hiicresi elde edilmistir. B-ALL tanis1 almis kanser hastas
cocuklardan alinan ve izole edilen 1. giin mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan
1,5x10° y& T hiicresi izole edilmistir. Kemoterapi tedavisine baglanmis tani giinii
ornekleri alinan hastalardan 33. giin periferik kanlarindan elde edilen mononiikleer

hiicrelerinden 1x10° Gamma Delta T hiicresi izole edilmistir (Sekil 4).

90+
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Sekil 4. DLI (%15,5), l.glin (%12,5) ve 33.giin (%15) gruplarindan
elde edilen gamma delta T hiicre ylizde gosterimine ait
grafiktir.
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Bu deney gruplart i¢in elde edilen hiicreler CCRF-SB kanser hiicre hatti ile
kiiltirlenmeden Once kiiltiir ortaminda bekletilmistir (Sekil 5).

Koawd (CCRF L COT

1 O /OCRS £5: 5 Onn 100RS 58

Sekil 5. Periferik kandan izolasyonu yapilmis yd T hiicrelerinin kiiltiir ortami
gorselleridir.

4.3. Gamma Delta T (yo T) Hiicrelerinin CCRF-SB Kanser Hiicre Hatti ile

Kiiltiire Edilmesi;

DLL 1. giin ve 33. giin y6 T hiicreleri kiiltiir isleminin ardindan %70 konfluensiye
ulastiginda CCRF-SB kanser hiicre hatti iic gruba ayrilarak 1:2 oraninda (5x105 CCRF-
SB hiicresi igin 1x10° vd T hiicresi) her grup i¢in y6 T hiicre uygulamasi yapilmistir.
Uygulama 24 saat olarak belirlenip 37 °C de %5 CO; inkiibe edilmistir.

.'r-_' et * e
DLI(CCRF.$B)

Sekil 6.  Bu gorsel yo T uygulamasi sonrast CCRF-SB ((y6 T uygulanmamis/kontrol),
DLI, 1.gilin ve 33.giin) kiiltiir ortam1 gorselidir.

4.4. Senesens testi bulgulari;

CCRF-SB hiicrelerine DLI, 1. Giin ve 33. Giin yd T hiicreleri 24 saat uygulanmistir.
Uygulama sonrast CCRF-SB kanser hiicre hattinin davranigini net gérebilmek i¢in 48
saat sonra hiicrelere senesens testi yapilmistir. CCRF-SB kanser hatti siispansiyon

kiiltir ortaminda cogalan ve biiyliyen bir hiicre grubu oldugu igin kalsik beta-
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galaktozidaz boyama yapmak miimkiin degildir. Floresan Beta-Galaktozidaz deneyi
yapildi. Deney gruplarinin hiicre lizatlarindan beta- galaktozidaz aktivitesi floresan bu

deneyle ol¢iildii.

ALL hastalig1 nedeniyle immiin sistemi baskilanmis hastalardan elde edilen yd T hiicre
uygulanmis CCRF-SB kanser hiicre hattt ve immiin sistem yd T hiicre uygulanmamis
CCRF-SB kanser hiicre hattina ait floresan aktivite (4-MUG floresan beta-galaktozidaz)
degerleri karsilastirildiginda onemli olgiide istatistiksel olarak anlamhilik goriilmistiir
(Sekil 7). Fakat normal (Kanser olmayan hiicre hatt1) bir hiicre hatti i¢in bu degerler
olduk¢a diisiiktiir ve normal bir hiicre hatti daha yiikksek floresan aktivite
gosterebilmektedir. Tablo 6 da deney gruplarinin ve kontrol gruplarimin ii¢ kez
okutularak elde edilen degerler gosterilmektedir.

Tablo 6. ¥d T hiicre uygulanmis gruplarin ve uygulanmamis CCRF-SB (Kontrol) hiicre

hattinda 4-MUG floresan beta-galaktozidaz deneyi ile Olgiilen senesens
degerlerine ait tablodur.

Kontrol DLI 1.Giin 33.Giin
672,16 211,75 196,5 209,11
688,34 219,24 200,18 215,48
680,25 215,49 198,34 212,30

800-

*kkk

Fluorescence intensity

CCRF-SB DLI 1.giin 33.giin

Sekil 7. Grafik, floresan aktivite (4-MUG Floresan beta-
galaktozidaz) sonucu DLI, 1.giin ve 33.giin gruplar ile
CCRF-SB gruplarinin senesensini gostermektedir.

(0.01<=P<0.05: Istatistiksel anlamlilik (*). 0.001<=p<0.01: Yiiksek diizey istatistiksel anlamhlik (**).
P<0.001: Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (***, ***¥) P>(0.10: Istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamustir.
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1.glin gamma delta T hiicreleri uygulanmis gruba gore, DLI ve 33.glin gamma delta T

hiicreleri uygulanan gruplar istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (Sekil 8).
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Sekil 8. DLI, 1.giin ve 33.glin gruplarmin floresan aktivite (4-MUG Floresan beta-
galaktozidaz) sonucunun karsilastirlmali olarak senesensini géstermektedir.

4.5 Apoptoz testi bulgulari;

Apoptoz testi icin kiiltiire edilen yo T hiicre gruplarindan CD19+ CCRF-SB ler segilip
48 saatlik inkiibasyon sonras1 Apoptoz testi uygulamalari i¢in hazirlanmistir. Annexin V
ile boyanan hiicreler MUSE Cell AnalzyerTM cthazinda ol¢timleri gergeklestirilmistir.
Total appototik oranint Geg¢ ve Erken apoptozda bulunan hiicreler olusturmaktadir.
Kemoterapi sonras1 33. giinde elde edilen yo T hiicreleri kontrol ve DLI gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir. 33. giin grubu, tan1 aninda alinan periferik
kandan izole edilen yd T hiicre grubu CCRF-SB hiicrelerinin apoptoza yonelimi
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 9 ve Sekil 10). Tablo 7 ve Tablo 8 de gosterilen
yiizde degerleri deney gruplar1 ve kontrol grubunun MUSE Cell Analzyer™ cihazinda

ti¢c kez okutularak elde edilmistir.
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Tablo 7. Apoptoz testi ile boyanan yd T uygulanmis ve uygulanmamigs CCRF-SB
hiicrelerinin Annexin-V boyama sonras1 (Ug tekrarli olarak okutulmus) Total
apoptoz yiizde degerlerini gostermektedir.

Kontrol DLI 1.Giin 33.Giin
9022,69 %17,79 %16,55 %24,01
9026,39 022,14 %021,87 %27,44
9024,54 %19,97 %19,21 %25,73
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Sekil 9.  Bu gorsel y6 T uygulamasi sonrasi CCRF-SB (yo T uygulanmamis/kontrol),
DLI, 1.giin ve 33.glin total apoptotik hiicre yiizdelerini gostermektedir.

(0.01<=P<0.05: Istatistiksel anlamhlik (*). 0.001<=p<0.01: Yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (**).
P<0.001: Cok vyiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (***, *¥¥*¥) P>0.10: Istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmamustir).

Tablo 8. Annexin V ile boyanan (yd T uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) CCRF-
SB hiicrelerinin, Late/Early apoptotic ve Dead hiicreler disinda kalan canl
hiicrelerin yiizde degerlerini gostermektedir.

Kontrol DLI 1.Giin 33.Giin
%67,66 %73,44 %73,47 %67,58
%73,38 %76,94 %80,25 %70,44
%70,52 %75,19 %76,86 %69,01




41

Ber ammamy Kaonsol (CCRE-SE

Sekil 10. MUSE Cell Analyzer cihazindan alinmig Annexin-v boyama sonrasi (yd T
uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) CCRF-SB, DLI,1.giin ve 33.giin
total apoptotic ve canli hiicre yiizdelerini gosteren Dot Plot/Scatter Plot
gorselleridir.
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Sekil 11. Total apoptotik ve oOlii hiicreler c¢ikarildiktan sonra elde edilmis (yo T
uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) CCRF-SB, DLI, 1.giin ve 33.giin
hiicrelerine ait canli hiicrelerin yiizdelerini gosteren grafiktir.

(0.01<=P<0.05: Istatistiksel anlamlilik (¥). 0.001<=p<0.01: Yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (**).
P<0.001: Cok vyiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (***, *¥*¥) P>(.10: Istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamustir.)

4.6. Hiicre Proliferasyon Testi Bulgulari;

Deney grubu ve kontrol grubunu apoptoz testi canliligi disinda Ki-67 antikoru ile G1, S
ve G2 fazlarinda boyanan tiimér hiicrelerinin popiilasyon icerisinde genel prolifere
olusumu test edilmistir. DLI, 1. giin ve 33. giin Gamma Delta T hiicreleri uygulanmis

CCRF-SB kanser hiicre hattinda istatiksel anlamli olarak proliferasyonu etkiledigi
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goriilmistiir. DLI ve 33.gilin gruplarinda 1.giin grubuna gore daha az prolifere olmus ve
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 12 ve Sekil 13). Tablo 9 deney gruplart ve kontrol
gruplarima ait MUSE Cell Analzyer™ cihazinda ii¢ kez okutularak elde edilen degerleri

gostermektedir.
Tablo9. Ki-67 boyama ile hiicre proliferasyonu degerlerini gésteren DLI, 1. giin ve

33. giin uygulamas1 yapilmis CCRF-SB ve Kontrol grubunun degerlerine ait
tablodur.

Kontrol DLI 1.Giin 33.Giin

%095,4 %87,86 %88,31 %87,37

%696,7 %89,25 %89,47 %88,52

2096,05 %88,55 %88,89 %87,95
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Sekil 12.  Hiicre proliferasyonu igin Ki67 antikoru ile boyanmis (yd T uygulanmis ve
uygulanmamis (kontrol) CCRF-SB, DLI, 1.glin ve 33.glin gruplarina ait
pozitif proliferasyon gdsteren hiicrelerin yiizdesini gostermektedir.

(0.01<=P<0.05: Istatistiksel anlamlilik (*). 0.001<=p<0.01: Yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (*¥).
P<0.001: Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (***, ***¥) P>0.10: Istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamustir.)
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Sekil 13.  Muse cell analiz cihazindan hiicre proliferasyonu testi ile elde edilmis (yo T
uygulanmig ve uygulanmamis (kontrol) CCRF-SB, DLI, 1.glin ve 33.giin
gruplarina ait yiizde olarak gdsterilmis Volcano Plot grafigidir.



5. TARTISMA ve SONUC

Kanser, hiicrelerin anormal olarak biiylimesi ve ¢ogalmasi ile olusur. Kanserlesme
siirecinde normal hiicrelerin hiicre dongiisiinde bulunan kontrol noktalarinin ortadan
kalkmas ile hiicre kusurlu ve devamli olarak ¢ogalmayi siirdiirmektedir. Organizma
igerisinde her dakika viicut hiicreleri kanserlesme ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu
durum boliinme sirasinda hiicrenin  genetik materyali olan DNA’nin  kendini
eslemesinde olusabilecek hatalari, DNA tamir mekanizmalari ile hiicre dongiisi
esnasinda denetlenmektedir. Hasarli hiicrenin bdlinmeye devam etmesini engelleyen
kontrol noktolarinda olusabilecek bir mutasyon neoblastik bir siireci meydana
getirmektedir (Konyalioglu ve Karamenderes, 2005). Birden fazla sebebin etkiledigi
neoblastik siire¢ kan hiicrelerini etkilediginde kanserin baska bir tiirii olan 16semi ortaya
cikabilmektedir. Bilim insanlar1 gegmisten bugiine kadar kanser hiicrelerinin yayilimini
ve baska bir doku hiicresinde kanserlesmeye devam ettigini gostermistir. Viicut
icerisinde slirekli dolasimda bulunan kan ve kan hiicreleri bu yayilimi kolayca

ozetlemektedir.

Cocukluk caginda karsilasilan akut lenfoblastik 16semi (ALL) kanser c¢esitleri arasinda
sik rastlanilan ve viicudun immiin sistemi ile iligkili bir kanserdir. ALL 0-5 yas
araligindaki ¢ocuklari adaptif immiin sistem eleman1 B lenfositler iizerinden
etkilemektedir. Kanser hiicreleri genetik ve ¢evresel faktorlere baglh olarak
gelisebilmekte ve insan viicudu giin icerisinde ¢ok fazla kanserlesmis hiicreye sahip
olmaktadir. Kanserlesmis hiicrelerin karsilastigi immiin sistemde ilk olarak dogal
immiin ve ardindan adaptif immiin sistem elemanlar1 kanserlesmis hiicrelere miidahele

etmektedir (Uzunhan ve Karakas, 2012; Gaynon ve ark., 1997).

Cocukluk doneminde immiin sistem daha zayif olmasindan kaynakli olarak ¢ocuklarin
immiin sistemi baskilanabilmekte ve daha kolay hasta olabilmektedirler (Wei ve ark.,

2017). Bu durum lésemiler igin rahat bir zemin hazirlayabilir. Losemiler, farkli kan
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hiicrelerine dontigebilen oncii hiicrelerde iken kontrolden ¢ikmaktadir. Kemik iliginde
iken baslayan 16semi kanmi hizli bir sekilde istila eder ve diger dokulara (karaciger,
dalak, beyin, omurilik ve testis) yayilir. Bu durum tedavi edilmez ise 6liimciil sonuglar
ortaya cikabilmektedir. Tedavi seceneklerinden bir kism1 kemoterapi ve immiinoterapiyi
icermektedir. Sonuglarimizda 33.giin grubundan elde ettigimiz Gamma Delta T
hiicreleri 1.giin grubuna gore total apoptotik hiicreler acisindan anlamli goriilmiistiir.
Calismamizdaki apoptoz sonucu goz Oniine alindiginda gamma delta T hiicre
tedavilerinin hasta i¢in kemoterapi tedavisine ek olarak yardimci olabilecegini gosteren
bir ¢alismada gamma delta T hiicre alt grubu Vg9Vd2 T hiicreleri spesifik olarak
akcigerlere, dalaga ve karacigere bazi hastalarda farkli metastatik tiimor alanlarina
yonlendirilmistir. Yonlendirme sonucunda doz sinirlayici toksisite gozlenmemis, ancak
¢ogu hasta bu calisgmanin uygulandig1 terapilerde prognozda iyi yonde ilerleme
kaydetmistir. Buna ek olarak, yan etkisi goriilmeyen tedavide farkli olarak Vgovd2 T
hiicrelerini uygulamasinda ii¢ hastada, farkli ve ilave yan etki oldugu gézlemlenmistir

(Nicol ve ark., 2011).

Bu tez ¢alismasinda deney tasariminda bulunan gruplar arasinda saglikli (DLI) bireyler
ve losemi hastasi bireyler bulunmaktadir. B hiicreli akut lenfoblastik 16semi hiicre hatt1
CCRF-SB ile birlikte kiiltiire edilmesi i¢in immiin sistemin dogal ve adaptif sistem
hiicrelerinden gamma delta T hiicreleri secilmistir. Gamma delta T hiicreleri Dénor
lenfosit inflizyonu igeriginde bulunan hiicre gruplarindandir. DLI, kok hiicre
transplantasyonu yapilan hastalarda kullanilir ve farklarindan biri lenfositlerin
kullanilmasidir. DLI, kemik iligi vericilerinden alinan kan orneklerinden elde
edilmektedir. Buna ek olarak DLI verilen hasta bireylerde immiin sistemin

reaksiyonunun indiiklenmesi s6z konusudur (Gékmen, 2018).

Hasta ilk bulgularla hastaneye basvuru yaptiktan sonra kan sayimi, flow sitometri ve
kemik iligi Orneginden periferik yayma bakilarak 16semi tanisi ve c¢esidi
belirlenmektedir. Belirleme isleminin ardindan hastaya kemoterapi ilaglari ile tedavi
uygulanarak gilinliik gozlemleri yapilmaktadir. Kemoterapiye yanit vermeyen hastalar
ve ayni zaman immiin sistemi kemoterapi ile baskilanan hastalar i¢in genetik olarak
uyan kisilerden kok hiicre ve kemik iligi nakli gerceklestirilmektedir (Gale ve
Champlin, 1984). Kemoterapi tedavisi bitiminden itibaren yaklasik 6 ay sonra immiin

sistem hiicreleri hastanin immiin sisteminde tekrardan fonksiyonel olarak gorev
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yaparlar. Fonksiyonel olarak gorevleri basladiktan sonra hastalar i¢in as1 uygulamasi

baslayabilir (Alanko ve ark., 1995).

Tanmi an1 alinan periferik kan ornekleri tibbi sonu¢ raporlart dogrultusunda CD19
antijeni yiiksekligi, beyaz kan hiicreleri yiiksek, eritrositleri anlamli goriilmemis ve
trombosit degerleri ise tani aninda diisiik oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak kanser
hiicrelerinde degerleri onemli olan laktat dehidrogenaz seviyeleri ise hasta grubu goz
ontine alindiginda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kemoterapide uygulanan protokole ait
ilaglarin  bazilar1 vincristin, daunorubicin, prednol ve methotrax gibi ilaglar
kullanilmaktadir. Kemoterapi sonrasi hasta bireylerin diisiik olan degerlerinde yilikselme
ve referans araligina yakin seviyeler goriilmektedir. Buna ek olarak diisiik degerlerin ise
referans araligina yakin seviyelere geldigi goriilmiistir. Bu durumlar goz Oniine
alindigin da 2.hasta bireyde gozlemlenen trombosit seviyesi kemoterapi sonrasi
degerleri ile yakin olarak goriilmiistiir. Genel olarak {i¢ ana neden bulunmaktadir; kemik
iliginde trombosit yeterince iiretilememesi, kan dolasimi sirasinda trombositlerin
seviyesinin diismesi, karaciger ve dalakta trombositlerin yok ediliyor olmasi olarak

gosterilebilir.

In vitro deneylerin sonuglari; apoptoz testi, birlikte kiiltiire edilen Gamma delta T
hiicreleri ve CCRF-SB hiicreleri ayrilip CCRF-SB hiicrelerine Annexin-V boyama
yapilmistir. Annexin-V ile hiicrelerin membraninda olan degisiklikler apoptotik
cisimciklerin olusumu MUSE Cell analiz cihazinda boya yardimiyla ol¢iilmiistiir. 33.
giin periferik kan1 alinmis hasta bireylerden elde edilen gamma delta T hiicreleri CCRF-
SB ve DLI gruplarina goére anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir. 1.glin tan1 aninda
periferik kani alinmig hastalardan alinan gamma delta T hiicrelerine gore (33. giine
kadar kemoterapi ilaglarin1 kullanmigtir) 33.glin grubu total apoptoz acisindan %5
farklilik  gozlemlendi ve 33. Giin grubu apoptoza yatkinhk gosterdigini
diisiindiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada genel popiilasyon gamma delta T hiicrelerinin
Zoledronik Asit ile uyartlmasinin giiglii anti-tiimor aktivitesini gostermektedir.
Osteosarkom hiicre hattina gamma delta T hiicrelerine kars1 artan immiino duyarliligini
gostermektedir (Muraro ve ark., 2007). Bu c¢alismadan farkli olarak bizim
sonuglarimizda kemoterapi Oncesi ve sonrasi gamma delta T hiicre popiilasyonu
ozellikle kemoterapi almig bireylerden alinan hiicrelerin anti-timor aktivitesinin diger

gruplara gore biraz daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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Gamma delta T hiicresi uygulanmamis kontrol grubunun hiicre proliferasyonu DLI,
1.glin ve 33.giin gruplarina gore daha yiiksektir. Bu durum gamma delta T hiicrelerinin
kanser hiicresi tizerinde sitotoksik etkisi oldugunu gostermektedir. Gamma delta T
hiicre uygulanmig gruplar igerisinde DLI ve 33.gilin gruplar1 1.giin grubuna gore daha
fazla sitotoksiktir. Gamma delta T hiicreleri kanser hiicrelerine kars1 giiglii sitotoksik
etki gosterdigi bilinmektedir. Kolon kanserinde yapilan bir ¢alismada periferik kandan
izole edilmis Vd1 gamma delta T (Vd1 T) hiicrelerinin Vg9Vd2 gamma delta T (Vd2 T)
hiicrelerine gore daha giiglii sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Wu ve ark.,
2015). Proliferasyon testi sonuglart bu ¢aligmada ki sitotoksik etkiye benzer sitotoksik

bir etki gostermektedir.

Senesens testi sonuglarinda tani ami grubuna gore DLI ve 33.glin gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Yaslanma stabil bir hiicre dongiisii
durdurma mekanizmasi olarak diisiiniilebilir (Prieto ve Baker, 2019). Bu kanser hiicre
hattinin immiin sistem hiicrelerinden gamma delta T hiicre uygulamasindan sonra
normal bir hiicre (Kanser olmayan hiicre hatt1) i¢cin daha diisiik floresan beta-
galaktozidaz aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. Buna bagli olarak istatistiksel olarak
anlamli goriilen DLI ve 33.giin grubunun senesense hiicreleri yoOnlendirdigi

distiniilmektedir.

Sonug olarak; kemoterapi almis bireylerden alinan gamma delta T hiicreleri DLI gibi
kullanilarak kemoterapi tedavisi ile birlikte ek uygulanabilirligi in vitro olarak biyolojik
mekanizmalari igeren testlerle gosterilmistir. Buna ek olarak yé T hiicre immiinoterapisi
birlikte Zoledronik asit tedavisinin, HCC (hepatocellular carcinoma cell (HepG2, HLE,
HLF, HuH-1, JHH5, JHH7, and Li-7)) tedavisi i¢in uygulanabilir ve etkili bir yaklasim
saglayabilecegi Onerisini desteklemektedir. Bizim sonuc¢larimizi destekleyen bu ¢alisma
kemoterapi sonrasi hastanin gamma delta T hiicrelerinin alinip tedaviye ek olarak
hastaya tekrar verilerek hastanin prognozunu destekleyebilecegi ve yardimc olabilecegi

diistiniilmektedir. (Suga1 ve ark., 2016).
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