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Akut Lenfoblastik Losemili Cocuklarda Kemoterapinin Dogal
Oldiiriicii (NK) Hiicreler Uzerine Etkileri

Amacg: Kemoterapi almakta olan ve tedavisi kesilmis akut lenfob-
lastik losemili cocuklarda immiinitenin onemli elemant NK hiicre-
lerinde kemoterapi ile degisiklikler olusabilir.

Yontemler: Yaslar: 2 ile 19 arasinda degisen otuz ti¢c ALL’li cocuk
hasta immiinfenotipleri, risk gruplart ve klinik ozellikleri kaydedi-
lerek grup 1 (ALL TRALL 2000 protokoliine gore protokol M’i
bitirmis), grup 2 (idame kemoterapisi alan) ve grup 3 (tedavisi
kesilmis) olarak suniflandirildi. Kontrol grubu (grup 4) ise 2 ile 13
yagslart arasindaki on bir saglikli cocuktan olusturuldu. Hasta ve
kontrol grubundan bilgilendirilmis onam ile alinan kan drnekle-
rinde NK sitotoksisite deneyi, NK alt gruplarumn flow sitometri ile
tayini, sitokin olgiimii yapildi, litik iinite hesaplandi ve sonuglar
hastalarin klinik ozellikleri ile birlikte degerlendirildi. SPSS 14.0
ile “oneway ANOVA” testi kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: Grup 2’nin 1: 1 E: H oraminda NK sitotoksisitesi diger
gruplardan anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Reseptor ekspres-
yonlart degerlendirildiginde grup 2’de CD16+CD56+, CDI16+
NKG2D+, CD94+NKp46+ alt gruplarimin grup 4’ten anlamli
derecede diisiik oldugu gozlendi (p<0.05). NK hiicre populasyonu
(CD16+CD56+ligi) standart risk grubunda daha yiiksekti, ancak
fark anlamli degildi. Tedavi kesilme siireleri acisindan anlamlt
fark yoktu. Tedavisiz grupta B ve T hiicre immiinfenotipleri arasin-
da CDI16+CD56+’ligi agisindan anlamli farklilik saptandi
(p<0.05). IFNy ve IL-15 acisindan yalmzca tiimor hiicreleri ile
uyartlmamis Orneklerde grup 2 ve grup 3 kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05).

Sonug: Risk gruplarina gore kemoterapinin yogunlugu NK hiicre-
lerini sayisal olarak etkilemektedir. Tedavi kesilme siiresi ise NK
hiicrelerinin fonksiyonlarint yeniden kazanmasinda onemlidir.
Kemoterapi ile fonksiyonlarinda degisiklikler meydana gelen NK
hiicrelerini daha iyi anlamak ve bu sayede fonksiyonlarint arttiran
tedavi yontemleri gelistirmek, ALL’li cocuklarin hayat kalitelerine
katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Akut lenfoblastik losemi, kemoterapi, NK sito-
toksisitesi, NK reseptorleri, sitokinler
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The Impact of Chemotherapy on Natural Killer Cells in Children
with Acute Lymphoblastic Leukemia

Objective: Chemotherapy may induce changes in NK cells which
are important componnets of the immune system in children with
acute lymphoblastic leukemia who are are on chemotherapy or
have completed therapy.

Methods: Thirty three children aged between 2 and 19 were
included in the study. Their immunophenotypes, related risk
groups, and clinical characteristics were recorded. According
to ALL TRALL 2000 protocol patients were classified into
three groups: Group 1 (patients who fulfilled requirements of
protocol M), Group 2 (patients still on maintenance chemot-
herapy) and Group 3 (patients who completed therapy).
Control group (group 4) consisted of eleven healthy children
aged between 2 and 13. NK cytotoxicity test, flow cytometric
analysis of NK subgroups, cytokine analysis were performed
in blood samples taken with informed consent from parents of
the patients and the controls. Clinical characteristics of the
patients were evaluated based on these results. Analysis was
performed with “one way ANOVA” statistical test using SPSS
14.0.

Results: In 1: 1 E: T ratio, Group 2’s NK cytotoxicity was sig-
nificantly higher than any other group (p<0.05). As the recep-
tor expressions evaluated, in Group 2 expressions of
CDI16+CD56+, CD16+NKG2D+, CD94+NKp46+ subgroups
were at a significantly lower level than group 4 (p<0.05). NK
cells (CD16+CD56+ cell positivity) were more populated in the
standard risk group without any significant difference between
Groups 2, and 4 (p>0.05). When the effect of time after treat-
ment discontinuation is evaluated, there was no significant
difference between groups. In Group 3, there was a significant
difference between B and T cell leukemia patients in terms of
CD16 and CD56 positivities (p<0.05). Only in samples which
weren't stimulated by tumor cells, IFNy and IL-15 was found
significantly lower in Groups 2 and 3 compared with the cont-
rol group (p<0.05).

Conclusion: Intensity of chemotherapy determined by the risk
groups may affect NK cells quantitatively. Time passed since the
completion of the therapy is important for NK cells to regain
their functions. Improved comprehension of the changes occur-
ring in NK cells by chemotherapy and by this way developing
treatment modalities that reinforce functions of NK cells will
contribute to the quality of life of children with acute lymphob-
lastic leukemia.

Key words: Acute lymphoblastic leukemia, chemotherapy, NK
cytotoxicity, NK receptors, cytokines
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GIRIS

Immatiir lenfohematopoetik hiicrelerin malign proli-
ferasyonu olan 16semi, en sik goriilen cocukluk ¢agi
kanseridir. En sik goriilen alt tipi olan akut lenfoblas-
tik 16semi vakalarin % 75-80’ini olusturur. Cocukluk
cagi ALL’de 5 yillik olaysiz sag kalim gii¢lendirilmig
kemoterapiler ile % 80’inin iizerinde bildirilmekte-
dir V. Kemoterapinin yalnizca l3semik blastlari degil
immiin sistemin diger normal elemanlarin: da etkile-
digi uzun siiredir bilinen bir gergektir ®. Akut lenfob-
lastik 16semili ¢ocuklarda uygulanan yogun kemote-
rapiler infeksiyon, kanser kontrolii ve fetal implan-
tasyonda gorevli, sitokinlerin yapiminda kritik role
sahip, direkt sitotoksik etkili hiicreler @ olan NK
hiicrelerini de immiin sistemin diger elemanlar1 gibi
hem kantitatif hem de kalitatif olarak olumsuz etkile-
mektedir @. Pek ¢ok immiin olayda kilit rolii olan NK
hiicrelerinin etkilenmesi, akut lenfoblastik ¢ocuklar-
da hem infeksiyonla hem de kanserle savasi gii¢lesti-
recektir.

Amacimiz, kemoterapi almakta olan ve tedavisi
kesilmig akut lenfoblastik 16semili cocuklarda immii-
nitenin 6nemli eleman1 NK hiicrelerinde, kemoterapi
ile olusan degisiklikleri hem aktivite bazinda hem de
reseptor tayini ile cesitli alt gruplarinin sayilarimi
saptayarak incelemektir. Bu sayede 16semilerin teda-
visinde immiinoterapi alternatifleri sunabilecek gele-
cek caligmalara da yol gosterebilmektir.

GEREC ve YONTEM
Hasta secimi

Calismaya Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklart Anabilim
Dali Hematoloji ve Onkoloji Bilim Dali tarafindan
takipli otuz ti¢ ALL tanili hasta alindi. Hastalarin;
cinsiyetleri, dogum tarihleri, yaslari, tan1 konma yas-
lar1, risk gruplari, idameye baglama tarihleri, idame
kemoterapi siireleri, tedavi kesim tarihleri, tedavisiz
gecen siireleri, ALL immiinfenotipleri ve mevcut
kromozom anomalileri kaydedildi. Kontrol grubu ise
Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklart
Anabilim Dal1 kan alma iinitesine bagvuran medikal
sorunu olmayan elektif cerrahi planlanan on bir sag-
likl1 cocuktan olusturuldu. Hasta ve kontrol grubun-
dan 6 cc periferik kan heparinli tiipe alindi.

Vakalar asagida goriildiigii gibi diizenlendi.

Grup 1: protokol M’i tamamlayan;
Grup 2: idame kemoterapisi alan;
Grup 3: kemoterapisi kesilmis
Grup 4: saglikli kontrol grubu

SRG Protokol I Protokol M Protokol IT idame
MRG Protokol I Protokol M Protokol IT % idame
SRG I, HR1 HR2 HR3 HR1 HR2 HR3§ idame

% Profilaktik kranyal 1sinlama

Sekil 1. BFM TRALL 2000 risk gruplarma gore tedavi proto-
kolii.

Grup 1 ve grup 2’nin vakalar1 BFM TRALL 2000
protokolii ile tedavi edilmekteydi.

Hastalar risk gruplara uygun kemoterapi protokol-
leri ile tedavi edildiler (Sekil 1). Protokol 1 faz 1’de
prednisolon, vinkristin, daunorubisin, L-asparaginaz,
intratekal (IT) metotreksat (MTX) uygulanmusti.
Protokol 1 faz 2’de ise siklofosfamid, ARA-C (sito-
zin arabinozid), oral 6-MP ve IT MTX kullanilmisti.
Protokol M ise dort 5 g/m?* MTX infiizyonu, oral
6-merkaptopiirin (MP) ve IT MTX tedavilerinden
meydana gelmisti.

HR bloklar yiiksek risk grubu hastalara uygulandi,
alt1 HR bloktan meydana gelmisti. Birinci HR blokta
yiiksek doz ARA-C, yiiksek doz MTX, deksameta-
zon, siklofosfamid, L-asparaginaz, IT MTX, ARA-C,
Prednisolon vardi. Protokol II ise deksametazon,
vinkristin, doksorubisin, L-asparaginaz, siklofosfa-
mid, ARA-C, oral thioguanin ve IT MTX’dan olug-
mustu. Koruyucu kranyal 1sinlama protokol II'den
sonra, idame kemoterapisinden hemen 6nce uygulan-
d1. Idame kemoterapisinde oral 6-MP 50 mg/m?/giin
ve MTX 20 mg/m?/hafta olarak verildi. Tedavinin
toplam siiresi tedavinin baglangicindan itibaren SRG
grubundaki erkeklerde 36 ay, digerlerinde 24 ay ola-
rak belirlenmisgti.

Grup 3 tedavisi kesilmis hastalardan olustu. Bu has-
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talar CCG-1891 ile tedavi edildi. On yas altindaki
cocuklar 16kosit sayilart <50,000/mm?® ise standart
risk grubu kabul edildi. Yiiksek risk grubu ise 16kosit
say1s1>50,000/mm? veya yas1 >10 veya t(4,11)/t(9,22)
pozitifligi olan hastalardan meydana gelmisti.

Etik Kurul Onay1 ve Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi Destegi

Calismaya katilan goniilliilerin aileleri ¢caligma hak-
kinda bilgilendirildi, her hastadan aydinlatilmis yazi-
11 onam alindi. Arastirma Istanbul Universitesi Istan-
bul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 12 Nisan
2006°da onayland: (Etik Kurul dosya no: 2006/519)
ve Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan desteklendi (Proje no T-889/02062006).

NK sitotoksisitesinin olciilmesi

Calismamiza katilan goniilli kisilerin NK aktivitesi-
ne 1U Istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda bakildi. Hedef olarak eritrolosemi
hiicreleri (K562) kullanildi. K562; blast krizinde kro-
nik miyeloid 16semili bir hastadan elde edilen multi-
potansiyelli hematopoetik standardize edilmis hiicre
dizisidir. K562; MHC sinif I negatif olan bir hiicre
dizisi oldugu i¢in, NK hiicreleri bu hiicre dizisine
kars1 dogal sitotoksik aktivite gosterebilmektedir.

NK sitotoksisite testlerinde, NK hiicreleri (effektor
= E) ve NK’ya duyarlt olan eritrolosemi hiicreleri
(K562, target (hedef) = H) farkli oranlarda karsilasti-
rilarak, NK’nin bu oranlarda K562’yi oldiirebilme
potansiyeline bakildi. E:H oranlar1 olarak 1:1, 10:1,
20:1, 30:1, 50:1 kullanildi.

Calismamizda NK aktivitesine mononiikleer hiicreler
arasinda bakildi. Direkt olarak hiicre sayisi, effektor
hiicre sayis1 olarak hesaplandi. K562 sayisi tiim oran-
larda sabit tutuldu. Oranlarin yapilabilmesi icin
effektor hiicrenin sayisi her oranda degistirildi. Bu
nedenle her E:T oraninda farkli efektor kontrolii kul-
lanildi.

Ornekler ELISA spektrofotometresinde, 655 nm refe-
rans dalga boyuna gére 570 nm’de okundu. Hesap-
lama yapilirken NK/K562’nin birlikte bulundugu 3
kuyunun ortalamasi alinip, NK kontrollerinin ortalama
degerinden ¢ikartilarak K562 nin absorbansi bulundu.
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Bulunan deger, K562 kontrollerinin ortalamasina bolii-
nerek bu hiicrelerin ne kadarinin canli kaldigina bakil-
di ve 1’den ¢ikartilarak 100 ile ¢arpildi.

% NK sitotoksitesi = (1-[ (NK+K562 )-(NK) ]/
(K562,))x100)

Litik iinite (LU) hesaplanmasi

NK sitotoksisitesi sonuglar1 litik iiniteye (LU) de
cevrilerek tek bir degerle belirtildi. Bir litik iinite
hedef (H) hiicrelerin % 50°sini lizise ugratmak icin
gereken effektor (E) hiicrelerin sayisi olarak tanim-
land1. Elde edilen bu sayilar yine % 100 NK olarak
kullanilan hiicre sayisina (10-5) boliindi ©.

Flow sitometri 6l¢iimii

ALL hastalarinda ve saglikli kisilerde; NK aktivitesi
deneyinden once NK hiicrelerinin yiizey isaretleyici-
leri ve NK aktivator reseptorlerin ekspresyonu flow
sitometri ile DETAE laboratuvarlart kullanilarak
tayin edildi. Deneylerin incelemesi FACS Calibur,
Becton Dickinson ile yapildi. Florosanizotiosiyanat
(FITC, 518 nm) ile konjuge CD56, CD2; allofikosi-
yanin (APC, 660 nm) ile konjuge NKG2D, NKp46;
fikoeritrin (PE, 575 nm) ile konjuge CD16, CD94 ve
allofikosiyanin-siyanin-7 (APC-Cy7, 785 nm) ile
konjuge CD3 antikorlariyla isaretlendi. Negatif kont-
rol olarak antikorla igaretlenmemis hiicreler kullanil-
di. Yirmi dk. karanlikta bekletildi. 2 ml Phosphate
buffered saline (% 1 bovine serum albumin, % 0.1
sodium azide) (PBS) eklendi. 1000 g 5 dk. +4°C’ de
santrifiij edildi. Bu islem 2 kez yapildi. Lenfosit
populasyonunun tanimlanabilmesi i¢in ileri sacilim
kanal dedektorii ve yana sacilim kanal dedektorii
kullanildi. Her data set icin 10000 hiicre sayildi.
Floresan yogunluguna gore sonuclar incelendi. CD56,
CD3, NKp46, CD2, CD9%4, NKG2D ve CD16 resep-
torlerinin ve bunlarin ikili kombinasyonlarinin eks-
presyonu tayin edildi.

Sitokin Ol¢iimii

ALL’li hastalarda ve saglikli kisilerden; deney oncesi
plazma ve mononiikleer hiicreler arasindaki NK akti-
vitesi deneyinin sonunda sitokin Ol¢iimii yapildi.
INF-y ve IL-15 diizeyleri ELISA kitleri araciliiyla
pg/ml olarak ol¢iildii.
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Istatistiksel Inceleme

Calismaya katilan ALL’li hastalar ile kontrollerin
izole olarak NK aktivitesinin karsilagtirilmasi, kont-
rollerle hastalar arasindaki reseptor ekspresyonu ve
sitokin diizeyi farki SPSS 14.0 ile “oneway ANOVA”
testi kullanilarak yapildi. Anlamlilik degeri p<0,05
olan sonuglar anlamli kabul edildi.

SONUCLAR
Gruplarin ozellikleri
Protokol M’i tamamlamig vakalardan olusan grup 1

(n=6)"in % 33’1 kiz, % 66’s1 erkek olup, yas ortala-
mas1 7.31+4.45 idi. idame kemoterapisi almakta

olan vakalardan olusan grup 2 (n=12)’nin % 17’si
kiz, % 83’1 erkekti ve yag ortalamasi 10.14+4.08 idi.
Kemoterapisi kesilmis vakalardan olusan grup 3’iin
(n=15) % 40’1 kizlardan, % 60’1 erkeklerden olusu-
yordu ve yasg ortalamalar1 13.09+4.32 idi. Saglhikh
kontrollerden olusan grup 4’iin (n=11) % 36’s1 kiz,
% 64’1 erkek olup, yas ortalamasi 8.56+3.92 idi.
Gruplarm sirastyla ortalama tani yaslart 7.07+4.45,
8.33+4.39, 6.56+3.92 idi. Vakalarin immiinfenotiple-
ri, risk gruplari, kromozom anomalileri, idame kemo-
terapisi aldiklar siireler, tedavisiz gegen siireleri ve
gruplar arasi farklar Tablo 1’de belirtilmistir.

Vakalarin NK sitotoksisitesinin degerlendirilmesi

Gruplar NK sitotoksisitesi yoniinden 1:1, 10:1, 20:1,

Tablo 1. Gruplarm genel 6zellikleri.

Grup 1 . Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Protokol M bitmis) (Idame KT) (Ted. kesilmis)  (Kontrol grubu)
n:6 n:12 n:15 n:11
Cinsiyet
¢ Kiz, n (%) 2 (% 33) 2 (% 17) 6 (% 40) 4 (% 36) Grup 1, 4:>0.05
Grup 2, 4:>0.05
Grup 3,4:>0.05
¢ Erkek, n (%) 4 (% 67) 10 (% 83) 9 (% 60) 7 (% 63.7) Grup 1, 4:>0.05
Grup 2, 4:>0.05
Grup 3,4:>0.05
Yas (y1l)
¢ Ort+SD 7.31+4 45 10.14+4.08 13.09+4.32 8.56+3.92 Grup 1, 4:>0.05
¢ Minimum 2.67 2.83 642 2 Grup 2, 4:>0,05
e Maksimum 12.25 16.58 19.17 13.75 Grup 3, 4:0.044
Tamn yas1 (yil) 7.07+4 .45 8.33+4.39 6.56+3.92 - >0.05

(Gruplar arasi)

Immiinfenotip

¢ B hiicreli 5 (% 83) 5 (% 42) 12 (% 80) -

o T hiicreli 1(% 17) 7 (% 58) 3 (% 20) -
Risk grubu

e Standart 3 (% 50) 2 (% 17) 7 (% 47) -

¢ Orta 3 (% 50) 4 (% 33) - -

* Yiiksek - 6 (% 50) 8 (% 53) -
Kromozom anomalisi

o t(4,11) - 1(% 8) - -
idame kemoterapisi siiresi (yil)

¢ Ort+SD - 1.2+0.9 - -

* Minimum - 0.08 - -

¢ Maksimum - 2.75 - -
Profilaktik Kranyal Ismlama - 10 (% 83) 8 (% 53) -
Tedavisiz siire (yil)

¢ Ort+SD - - 3.5+3.6 -

¢ Minimum - - 0.08 -

* Maksimum - - 9.58 -

163



Cocuk Dergisi 11(4):160-169, 2011

Tablo 2. Gruplara gore NK sitotoksisite deneyinin farkh effektor, hedef hiicre oranlarinda ortalama ve standart sapma degerleri.

E:H oranlari Grup 1 . Grup 2 Grup 3 Grup 4 P
(Prot. M bitmis) (Idame KT) (Ted. Kkesilmis) (Kontrol grubu)
n:6 n:12 n:15 n:11

1:1 20.35+£3.61 48.22+10.78 24.34+16.49 20.61+£10.98 Grup 1, 2:<0.01

(%) Grup 1, 4:>0.05
Grup 2, 3:<0.01
Grup 2, 4:<0.001
Grup 3, 4:>0.05

10:1 37.13+14 .41 63.43+20.01 51.62+20.55 40.61+14.85 Grup 1, 4:>0.05

(%) Grup 2, 4:>0.05
Grup 3, 4:>0.05

20:1 42.04+15.73 61.54+18.37 62.67+£25.03 50.57+15.86 Grup 1, 4:>0,05

(%) Grup 2, 4:>0,05
Grup 3,4:>0,05

30:1 56.05+16.12 76.81+£17.54 63.98+29.38 69.61+£13.33 Grup 1, 4:>0.05

(%) Grup 2, 4:>0.05
Grup 3, 4:>0.05

50:1 69.51+£20.48 81.73+20.81 71.49+33.81 77.66x£10.73 Grup 1, 4:>0.05

(%) Grup 2, 4:>0.05
Grup 3, 4:>0.05

LU50/105 1.38+0.41 1.77+0.64 1.64+0.30 1.55+0.22 Grup 1, 4:>0.05
Grup 2,4:>0.05
Grup 3, 4:>0.05

30:1, 50:1 E:H oranlan ile degerlendirildi. 1:1 E:H
oraninda grup 2’nin degeri grup 1 ile grup 3’ten
anlamli derecede yiiksekti (p<0,01). Grup 2’nin
degeri grup 4’ten anlamli derecede yiiksekti
(p<0.001). Gruplar arasinda 10:1, 20:1, 30:1, 50:1
E:H oranlarinda anlamh fark yoktu. NK aktivitesi
litik tinite (LU) olarak belirlendiginde aralarinda
anlaml fark yoktu. Gruplara goére NK sitotoksisite

deneyinin farkli effektor, hedef hiicre oranlarinda ve
LU olarak ortalama ve standart sapma degerleri
Tablo 2’de sunulmugtur.

NK Reseptorleri

Gruplar hiicrelerin reseptor ekspresyonu yoniinden
degerlendirildi (Tablo 3 ve Sekil 2). NK hiicre popii-

25,00
+5,6
20,00 +68 ’
+29
15,00 *8,7
+6,0
+2.7
10,00
+54
5,00 +6,7 59
0,00
CD3-CD16+ CD3-CD56+ CD16+CD56+
B Grupl © Grup?2 Grup 3 Grup 4

Sekil 2. Gruplara gore NK hiicre popiilasyonlarinin karsilastirilmasi.
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60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

12,1 *150

CD3-CD16+ CD16+NKG2D+ CD2+NKG2D+ CD2+CD16+

B Grupl M Grup2 Grup 3 Grup 4

Sekil 3. Reseptor ekspresyonlarmin gruplara gore karsilastirilmasi-1.

16,00
+8,7
14,00

12,00 +6,0
10,00

£123

8,00 *4,5

6,00

4,00 +4,1 414 +2,0 +1,8

P B

CDY94-NKp46+ CD56-NKp4d6+

2,00

0,00

CD3-CD56+

CD56-CD9%4+
B Grupl M Grup?2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4. Reseptor ekspresyonlarinin gruplara gore karsilastirilmasi-2.

lasyonunu yansitan CD16+CD56+ hiicreler idame
kemoterapisi alan grupta (grup 2) kontrol (grup 4)
grubuna gore anlamli olarak diisiiktii (p<0.05).
Protokol M’i tamamlamis olan grup 1 ile kontrol
grubu olan grup 4 arasinda ise anlamlilik acgisindan
sinirda bir deger elde edildi (p=0.06).

Idame kemoterapisi alan grupta (grup 2) CDI16+
NKG2D+ hiicrelerin oranit kontrol grubuna gore
(grup 4)’e gore anlaml derecede diisiiktii (p<0.05)
(Sekil 3).

Idame kemoterapisi alan grupta (grup 2) CD94+
NKp46+ hiicrelerin orani kontrol grubuna (grup 4)

gore anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).

Protokol M’i tamamlamis hastalardan olusan grupta
(grup 1) CD56+CD94+ hiicrelerin orani kontrol gru-
buna (grup 4) gore anlamli derecede diisiiktii (p<0.05)
(Sekil 4). Grup 2 ile grup 4 arasindaki fark ise anlam-
lilik sinirindaydi (p=0,05).

Gruplarin risk gruplarmma gore karsilastirilmasi

Risk gruplarma gore gruplar kendi iglerinde NK
hiicre popiilasyonu ve NK hiicre aktivitesi yoniinden
degerlendirildi (Tablo 4). Grup 1 vakalarinin % 50°si

standart, geri kalani ise orta risk grubundandi. Grup 2
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Tablo 4. NK hiicre yiizdesinin ve NK sitotoksisitesinin (LU) risk gruplarina gore karsilastirilmasi*.

Grup 1 . Grup 2 Grup 3
(Protokol M bitmis) (Idame KT) (Tedavi kesilmis)
Standart Orta Standart Orta Yiiksek Standart Yiiksek
n 3 3 2 4 6 7 8
LU, /10° 1.51£049  1.20+0.25 1.81 1.47£047  2.00+0.78 1.75£0.31 1.49+0.24
CD16+ 448+331 3.60+2.42 50014  3.75£096 3.83+2.79 8.05+401 5.81+£3.98
CD56+
(%)
#*p>0,05

Tablo 5. Tedavi kesilme siirelerine gore NK popiilasyonu ve
NK aktivitesi**.

*TK=1 yil TK>1 yil Kontrol grubu

n 7 8 9

E:H % 22361587 % 26.32+18.35 % 20.61+10.98>0.05
1:1

LU, /10° 1.57+0.3 1.71x0.32 1.55+0.22>0.05
CD16+ % 5.05+3.58 % 8.06+4.02 % 9.75+6.80>0.05
CD56+

*TK: Tedavi kesimi
#p>0.05

vakalarinin % 17’si standart, % 34’i orta, % 50’si
yiiksek risk grubundandi. NK hiicre populasyonunu
belirten CD16+CD56+’1igi agisindan standart risk
grubu degerleri yiiksek risk grubundan daha yiiksekti
,ancak fark anlamli degildi. Grup 3 vakalarinin %
47’si standart risk grubu, % 53’1 yliksek risk grubun-
dand1.

Tedavi kesilme siirelerine gore vakalarmn deger-
lendirilmesi

Tedavisinin kesilmesinin {izerinden bir yildan az siire
gecen vakalarla, ayn1 gruptaki diger vakalar ve kont-
rol grubu NK popiilasyonu ve NK aktivitesi yoniin-
den kiyaslandi (Tablo 5). E:T oran1 1:1 i¢in degerlen-
dirildiginde TK<I y1l olan vakalarin degeri % 22.36+
15.87, bir yildan uzun siire olan vakalarin degeri ise
% 26.32+18.35 bulundu. CD16+CD56+’ligi TK<1
yil igin % 5.05+3.58, TK>1 yil igin % 8.06+4.02
saptandi. Gruplar arasinda anlamli farklilik saptan-
madi.

Gruplarin immiinfenotiplerine gore karsilastiril-
masl

Gruplar immiinfenotip durumlarma goére NK sitotok-
sisitesi ve NK hiicrelerini yansitan CD16+CD56+
hiicre orani yoniinden kargilagtirildi (Tablo 6).

Tablo 6. Gruplarm immiinfenotip dagihmlarma gore NK hiicre oranlarinin ve NK aktivitelerinin karsilastirilmasi.

Grup 1 . Grup 2 Grup 3 p*

(Protokol M bitmis) (Idame KT) (Tedavi kesilmis)

B hiicre T hiicre B hiicre T hiicre B hiicre T hiicre
n 5 1 5 7 12 3
1:1 19.67+3.79 23.04 41.36+11.58  50.18+10.60 24.11+£17.95 24.80+15.64 >0.05
E:H
(%)
LU, /10° 1.49+0.38 0.95 2.31+0.71 1.54+0.49 1.64+0.26 1.65+0.41 >0.05
CD16+ 4.56+2.58 143 4.00£1.58 4.00+2.45 5.03+3.85 9.90+1.88 0.38%*
CD56+
(%)

*p:Her grup kendi icinde **Grup 3 ve p <0.05

166



T. Aksu Uzunhan ve ark., Akut Lenfoblastik Losemili Cocuklarda Kemoterapinin Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicre Uzerine Etkileri

Tablo 7. Gruplar arasida deney 6ncesi ve sonrasi IL-15, INF-vy diizeylerinin karsilastirilmasi.

pg/ml Grup 1 . Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(Prot. M bitmis) (Idame KT) (Tedavi kesilmis) (Kontrol grubu)

IL-15 9.94+5.82 8.01+£9.27 11.31+8.60 10.61+5.01 Grup 1,4:>0.05

(Uyarilmamis) Grup 2,4:>0.05
Grup 3,4:>0.05

INF-vy 238.53+115.17 173.94+338.94 106.73+178.05 637.59+336.04 Grup 1, 4: 070

(Uyarilmamis) Grup 2, 4: .007
Grup 3, 4: .001

IL-15 48.21+86.28 43.63+121.39 9.72+16.86 24.92+38.32 Grup 1,4: >0.05

(Uyarilmis) Grup 2, 4:>0.05
Grup 3,4:>0.05

INF-vy 11.31£3.51 18.29+23.89 12.33+3.03 10.88+2.47 Grup 1,4:>0.05

(Uyarilmis) Grup 2, 4:>0.05

Grup 3,4:>0.05

Tedavisi kesilmis grupta (grup 3) B hiicreli ALL
vakalarinin NK hiicre popiilasyonunu yansitan
CD16+CD56+ hiicre orant T hiicreli ALL vakalarina
gore anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).

Sitokin diizeylerinin gruplara gore dagilim

Vakalarin deney Oncesi (uyarilmamis- serum diizeyi)
ve deney sonrast (uyarilmig-tiimor hiicreleri ile) alman
ornekleriyle olciilen IL-15 ve INF-y diizeyleri gruplara
gore degerlendirildi. Deney Oncesi aliman Orneklerde
INF-y diizeylerinde grup 2 ve grup 3 degerleri grup
4’ten anlamli derecede diisiiktii (p<0.05) (Tablo 7).
Diger farkliliklar anlamli degildi.

TARTISMA

Yogun sitotoksik tedaviler, I6semi bagta olmak lizere
neoplastik hastaliklarin iyilesme oranlarinda ¢ok
ciddi artiglar saglarken, beraberinde tedaviden kay-
naklanan cesitli komplikasyonlar1 da getirmistir.
Sitostatiklerin yan etkilerinden biri de immiin sistemi
baskilamasidir. Immiin sistem disfonksiyonlar1 hem
kalitatif hem de kantitatifdir ©. Kombine kemoterapi-
nin oOnciileri bu immiin disfonksiyonun farkinda
olmuglar ve tedavi altindaki ¢ocuklarda immiin fonk-
siyonlar giiclendirmek i¢in araliklit BCG uygulama-
lart gibi cesitli girisimlerde bulunmuglardir . Tiim
bu girisimlere ragmen, immiin fonksiyonlarin diizel-
mesi ancak idame kemoterapisi kesildikten sonra
olmaktadir ®. Yine de giiniimiize kadar bu konuda
caligmalar yogun olarak siiregelmistir.

NK hiicreleri immiin sistemin dogal immiin yanitlari
icin kritik 6neme sahip hiicrelerdir. Akut lenfoblastik
losemili ¢ocuklarda NK aktivitesi hem hastaligin
kokenini anlamak hem de kemoterapi siirecince geli-
sebilecek infeksiyonlardan korunmak icin cok 6nem-
lidir. Calismamizda ALL’li cocuklarin kemoterapinin
cesitli asamalarinda NK aktivitelerini, sayisal ve
fonksiyonel olarak degerlendirmeyi ve bu 6zellikleri
klinik ile iligkilendirmeyi hedefledik.

NK hiicre aktivitesini ALL’li ¢ocuklarda degerlen-
diren Sgrskaar ve ark.’nin @ ¢alismasinda tant anin-
da ALL’li ¢ocuklarin periferik kanda ve kemik ili-
ginde NK aktivitesi normal saglikli kontrollere gore
anlamli olarak diisiik saptanmigtir. Remisyondaki
hastalarin ise NK aktivitesi kontrol grubundan fark-
It bulunmamuistir. Ancak, hasta sayisinin az olmasi
ve kontrol grubunun cocuklar yerine saglikli eris-
kinlerden olugsmast bu calismanin sonuclarini
yorumlamay1 zorlastirmaktadir. Daha genis vaka
serisi olan bir ¢alismada idame kemoterapisi alan
ALL’li ¢ocuklarin NK aktivitesinin (LU/107 % 20
oldiirme oranindan hesaplanarak) erigkin ve cocuk
kontrollere gore anlamli olarak diisiik oldugu, teda-
visi kesilmis grupla kontrol arasinda litik {inite agi-
sindan anlamli fark olmadigi belirlenmistir ©.
Benzeri sonuclar elde eden bir bagka caligmada
idame kemoterapisi alan yirmi iki ALL’li ¢ocuk
saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, NK hiicre
say1s1 normal olsa bile NK aktivitesinin diisiik oldu-
gu, ancak NK aktivitesinin tedavinin kesimi ile bir-
kag ay icinde normale dondiigii saptanmigtir .
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Calismamizda NK aktivitesi hem farkli E:H oranla-
rinda % sitotoksisite olarak hem de LU_/10° olarak
degerlendirildi. LU /10° olarak bakildiginda grup
2’nin ortalama degeri en yiiksekti, ancak fark anlam-
I1 degildi. idame kemoterapisi alan grubun (grup 2)
1:1 E:H oranlarinda NK aktivitesi gruplar arasinda en
yiiksekti. Grup 1 ile grup 2, grup 2 ile grup 3, grup 2
ile grup 4 arasinda anlamli farkliliklar vardi. Bu
bulgu s6z konusu ¢aligmalardan farkliydi. Cocukluk-
tan erigkinlige uzanan yasamda NK hiicrelerinin hem
sayisinda hem de aktivitesinde artis oldugu bilinmek-
tedir V. Yas dagiliminda diger gruplardan farkli
olmayan idame kemoterapisi alan grubun (grup 2)
NK aktivitesindeki yiikseklik bu durumla agiklana-
mamaktadir.

Aktivite reseptor iligkisini degerlendirmek icin; grup-
lara gore reseptor ekspresyonlari incelendiginde, NK
hiicrelerini yansitan CD16+CD56+ popiilasyonu
grup 1 (protokol M bitmig) ve grup 2’de (idame
kemoterapisi alan), grup 4’e (kontrol grubu) gore
anlamli olarak azalmisti. Mazur ve ark.’nin © yaptigi
bir ¢aligmada ALL’li cocuklar protokol II'nin sonun-
davetedavileri kesildikten bir y1l sonra CD16+CD56+
popiilasyonu agisindan kontrol grubu ile kargilagtiril-
di ve yogun kemoterapi alan grupta bu popiilasyon
diger gruplara gore diistik saptandi.

Eyrich ve ark.’na ait prospektif bir caligmada standart
ve orta risk, radyoterapi almamis yirmi ALL’li ¢cocu-
gun kemoterapinin cesitli asamalarinda hiicresel ve
hiimoral immiinitesi degerlendirildi. NK hiicrelerinin
tanida normal sinirlar i¢inde oldugu, ancak yogun
kemoterapi ile diger lenfositler gibi sayilarinin azal-
dig1, indiiksiyon faz II'nin sonunda kisa bir toparlan-
ma siirecinden sonra reindiiksiyon ve idame kemote-
rapi stiresince normal siirlarin altinda devam ettigi
belirtilmektedir. Tedavinin kesilmesinden 3-6 ay
sonra yine yiikseldikleri goriildii *?. Benzeri bulgular
NK hiicre popiilasyonu agisindan ¢aligmamizda da
elde edilmistir. Bu prospektif ¢alismada sitokinler de
aragtirldr. 1L-4, IL-7, IL-13, IL-15, IFNy ve TGFf
diizeyleri degerlendirildi, bu sitokinlerin diizeylerin-
de tedavinin seyri sirasinda minor degisiklikler gortil-
dii. Calismamizda cesitli tedavi gruplarinda IFNy ve
IL-15 diizeyleri mononiikleer hiicreler tiimdr hiicre-
leri ile uyarilmadan ve uyarildiktan sonra degerlendi-
rildi ve yalnizca tiimor hiicreleri ile uyarilmamig
orneklerde grup 2 ve grup 3 kontrol grubuna goére
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anlamli olarak diisiik bulundu.

Calismamizda CD16+NKG2D+ hiicre popiilasyonu
idame kemoterapisi alan grup 2’de kontrol grubu
(grup 4)’na gore diisiik saptandi (p<0.05). NKG2D
ligandlart MICA, MICB ve ULBP olan aktivator bir
reseptordiir. Tek bagina NKG2D sinyallerinin NK
hiicre fonksiyonlarini baglatmakta yeterli oldugu
belirtilmektedir ¥,

Kemoterapinin yogunlugu, siiresi immiin fonksiyon-
lart onemli olgiide etkilemektedir. Kemoterapinin
yogunlugunu belirleyense risk gruplaridir. Ek ve
ark.’ni "yaptig1 calismada ¢ocukluk cagi1 ALL’sinde
standart, orta ve yiiksek risk gruplar karsilastiriimig
ve tedaviden alt1 ay sonra bile yiiksek risk grubunda
T, B ve NK hiicrelerinin alt gruplarinda kalict anor-
malliklerin oldugu belirlenmigtir. Calismamizda
vakalarin risk gruplarina gore degerlendirilmesinde
grup 1 (protokol M bitmis) i¢indeki standart risk gru-
bunun LU ve NK hiicre populasyonu ortalamalari
orta risk grubundan fazlaydi. Grup 2 (idame kemote-
rapisi alan)’de NK aktivitesini yansitan LU degeri
yiiksek risk grubunda standart ve orta risk grubundan
fazlaydi. CD16+CD56+’1igi acisindan ise standart
grup degeri diger risk gruplarindan fazlaydi. Grup 3
(tedavisi kesilmis)’de ise hem NK aktivitesi, hem NK
hiicre sayis1 acisindan standart risk grubu daha iistiin-
dii. Grup 2’de yiiksek risk grubunda gozlenen NK
aktivitesindeki artigin nedeni bu grubun hepsine pro-
filaktik kranyal 1s1nlama uygulanmasi olabilir. Onun
disindaki diger gruplarda Ek’in calismasina benzer
sekilde standart risk grubunda yani daha az yogun
kemoterapi alan vakalarda NK fonksiyonlar1 kalitatif
ve kantitatif daha fazlaydi. Gruplarin immiinfenotip-
lerine gore degerlendirilmesi risk gruplari degerlen-
dirmesi ile benzerdi. T hiicreli grup yliksek risk gru-
bunu ifade ederken, B hiicreli grup ya standart ya da
orta risk grubunu yansitmaktaydi.

Vakalarin tedavi kesilme siirelerine gore degerlendi-
rilmesinde grup 3 vakalari kullanildi. Bu grup vaka
sayisinin az olmasit nedeniyle tedavi kesiminin iize-
rinden 1 ay ve 6 ay gecmis cocuklar olarak ayrilama-
di. E:H 1:1, LU ve CD16+CD56+acisindan tedavi
kesimi < 1 y1l olan vakalar, tedavi kesimi TK > 1 yil
olanlara gore anlamlilik saglanamasa da daha diisiik
degerlere sahipti. CD16+CD56+degerleri ise kontrol
grubuna gore daha diigiiktii. Kovacs ve ark.’nin 4
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yaptig1 caligmada, 16semili ¢ocuklarin % 41.9’unda
kemoterapi kesilmesinden 15+4.4 ay sonra selliiler
immiiniteye ait parametrelerden en az biri normal
smirlarin altindaydi. NK aktivitesi 16semili ¢ocukla-
i % 16.3’tinde, ADCC % 18.6’sinda azalmigti.

Calismamizda literatiirden farkli olarak hem NK
aktivitesini hem de NK hiicreleri reseptorlerini risk
gruplarini da dikkate alarak degerlendirdik. Gruplara
diisen vaka sayisinin az olmasi ve homojen dagilma-
masi istatiksel olarak degerlendirmeyi zorlastirmistir.
NK aktivitesinin ve sayisinin saglikli bireylerde yasla
birlikte degismesi daha genis vaka serilerinde her
grup icinde yas gruplarini ayirmayi gerekli kilmakta-
dir. Ayrica her vakay1 digerinden ayiran kisisel ozel-
likler nedeniyle (hastanin tanisindan tedavi kesilince-
ye kadar gecen siirede cesitli araliklarla takibi) ve
kemoterapinin degisik asamalarimi igeren prospektif
bir ¢aligma gereklidir. ALL’li ¢ocuklarda immiin sis-
temi hem hiimoral hem de hiicresel olarak degerlen-
dirmek, bu sisteme tiim yonlerden bakmay1 saglaya-
caktir.
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