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Amag: Kronik lenfositik I6semi (KLL), bir T hicre belirteci olan CD5
proteinini aberan olarak ifade eden CD19* malign B hiicrelerin lenf nodu,
kan ve kemik iliginde biriktigi I6semi tipidir. KLL hastalarinda CD8* T, NK ve
folikuler sitotoksik T (Tec) hiicre oranlari ve fonksiyonlarini inceleyen farkli
¢alismalar bulunmakla birlikte, bu hicrelerin perforin ve granzim
iceriklerini karsilastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada KLL
hastalarinda CD8* T, NK ve Trc hiicrelerin perforin ve granzim seviyeleri
incelenmistir.

Yoéntem: Tedavi almayan KLL tanili 14 hasta ve 9 saglikli birey calismaya
dahil edilmistir. CD8* T, NK ve Trc hiicre oranlari ve bu hiicrelerde perforin
ve granzim seviyeleri akan hiicre dlger sistemi ile saptanmistir.

Bulgular: KLL hastalarinda NK hicrelerinin azaldigi, buna karsilik CD8* T ve
Tec  hicrelerinin = arttigr  tespit  edilmistir.  Saghkh  bireyler ile
karsilastinildiginda, KLL hastalarinin NK hiicrelerinde granzim B seviyesinin
dusuk, Tec huicrelerinde ise yiiksek oldugu gozlenirken, perforin seviyesinin
her Gg hilicre grubunda da arttigi belirlenmistir. KLL hastalarinin CD8* T, NK
ve Tec hiicrelerindeki perforin ve granzim igerikleri kendi aralarinda
degerlendirildiginde, NK ve Trc hiicrelerinde CD8* T hiicrelerine gére daha
yuksek perforin seviyelerine sahip oldugu gézlenmistir.

Sonug: KLL hastalarinda NK hiicrelerinin sayica azalmasi ve distk perforin
icerikleri, NK hucrelerinin KLL patogenezindeki roliiniin diger sitotoksik
hiicrelere gore daha sinirli olabilecegini dustindiirmektedir. Bulgularimiz
Trc hiicrelerin KLL patogenezinde malign B hicrelerine karsi daha etkili
olabilecegini ve immiinoterapilerde hedeflenebilecek potansiyel bir hiicre
grubu olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik lenfositik Idsemi, CD8* T, NK, Folikiler sitotoksik
T hucreler, Tec

ABSTRACT

Objective: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a type of leukemia
characterized by the accumulation of CD19* malignant B cells in lymph
nodes, blood, and bone marrow, which aberrantly express the T-cell
marker CD5. Although several studies have investigated the frequencies
and functions of CD8* T, NK, and follicular cytotoxic T (Tec) cells in CLL
patients, no study has specifically compared the perforin and granzyme
contents of these cells. This study aimed to analyse the levels of perforin
and granzyme in CD8* T, NK, and Tec cells in CLL patients.

Methods: A total of 14 untreated CLL patients and 9 age-matched healthy
individuals were enrolled in this study. The proportions of CD8* T, NK, and
Trc cells, as well as their perforin and granzyme levels, were determined
using flow cytometry.

Results: Decreased NK cells and increased Tec and CD8* T cells were
observed in CLL patients. Compared to healthy individuals, granzyme B
levels were lower in NK cells but higher in Tec cells of CLL patients, while
perforin levels were elevated in all three cell groups. When comparing
perforin and granzyme content among CD8* T, NK, and Tec cells in CLL
patients, NK and Tec cells exhibited higher perforin levels than CD¥ T cells.
Conclusion: The reduced number and low perforin content of NK cells in
CLL patients suggest that their role in CLL pathogenesis may be more
limited compared to other cytotoxic cells.

Our findings indicate that Tec cells may be more effective in targeting
malignant B cells in CLL pathogenesis and could be considered as a
potential target for immunotherapy.

with high perforin and granzyme levels, along with their higher perforin
content compared to CD8* T cells, suggests that Trc cells might be more
effective in the lysis of malign B-CLL cells in CLL and could represent a
potential new cell population for use in immunotherapies.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia, CD8"* T, NK, Follicular cytotoxic
T cells, Tec
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Girig

Bagisikhk sistemi hem enfekte hem de timor hiicrelerini
taniyip yok ederek enfeksiyonlara ve kansere karsi
organizmayi korur.! Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler ve CD8*
sitotoksik T lenfositler timoére karsi yanitta rol alan en
onemli hicrelerdir. MHC sinif 1 molekilleri tarafindan
sunulan antijenleri taniyarak hiicre i¢i patojenle enfekte
hlcreleri veya timor hicrelerini hedef alan CD8" T
lenfositlere karsin, NK hiicreleri ise MHC-I ifade etmeyen
hiicreleri taniyarak bu hiicrelerin lizisini gerceklestirir.2
Glncel galismalar, sitotoksik CD8* T lenfosit popilasyonu
icinde CXCRS5 ifade eden ayri bir hiicre grubunun oldugunu
ve bu hicrelerin ozellikle malign ya da enfekte B ve
folikuler yardimci T (Ten) hicrelerin lizisinde rol aldiklarini
gbstermektedir.® Uzun sireli antijenik maruziyet, CD8* T
lenfositlerde LAG-3, TIM-3, PD-1 gibi tiikenme (exhausted)
belirteglerinin ekspresyonunu arttirarak bu hicrelerin
immin yanitsizlik durumuna gegmesine neden olmaktadir.
Buna karsin folikiiler sitotoksik T (Tec) hiicreleri olarak
adlandirilan CXCR5 eksprese eden CD8* T hucrelerinin
tikenme belirteglerini daha diisik dizeyde ifade ettikleri
ve kronik enfeksiyonlar ya da kanser hicrelerine karsi
immiin yanitta daha aktif rol aldiklari bildirilmektedir.3*
Kronik lenfositik l6semi (KLL), T hiicrelerde eksprese edilen
CD5 proteinini aberan olarak ifade eden CD19* malign B
hicrelerin lenf nodlari, kan ve kemik iliginde biriktigi bir
I6semi alt tipidir ve genellikle ileri yas yetiskinlerde
gézlenir.> Malign B hiicreleri CD5, CD19 ve CD23 ifade
ederken, CD79b ve FMC7 ifade etmezler.® KLUnin klinik
seyri genel olarak yavastir ve hastalarin buyik bir kismi
tedavi almadan klinik olarak takip edilmektedir.”

KLL hastalarinda CD8* T, NK ve Tec hilicre oranlarn ve
fonksiyonlarini inceleyen farkli ¢alismalar bulunmaktadir.®
10 Ancak, KLL hastalarinda bu hiicrelerin perforin ve
granzim seviyelerini karsilastiran herhangi bir c¢alisma
henliz yapilmamistir. Bu g¢alismada, KLL tanili hastalarda
CD8* T, NK ve Trc hiicrelerin perforin ve granzim seviyeleri
degerlendirilmistir.

Yontem

Hasta Grubu

Bu c¢alismaya, istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi,
Hematoloji polikliniginde takip edilen ve herhangi bir ilag
tedavisi almayan, periferik kan lenfosit degeri 5 x 103/mm?
Uzerinde, kan 6rnegi alindiginda aktif enfeksiyon oykisu
bulunmayan toplam 14 KLL hastasi dahil edilmistir.
Hastalarin yas ortalamasi kadinlar igin 66 yil (58-71 yil, n:
7) ve erkekler igin 69 yil (65-74 yil, n: 7) olarak saptanmistir.
Binet evreleme sistemine gore siniflandirildiginda 5 hasta
evre A ve 9 hasta evre B iken, Rai siniflamasina gore 4 hasta
evre 0, 3 hasta evre |, 3 hasta evre Il ve 4 hasta evre Il
olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ise ailesinde veya
kendisinde kanser ya da otoimmin hastalik oykisi
olmayan, yas ve cinsiyet uyumlu 10 saglikh bireyden (2
kadin/8 erkek) olusmustur. Calismaya katilan tiim
gondllilerden bilgilendirilmis onam formlari alinmistir
(1.0. ITF Etik Kurulu, no:1302, tarih:06.11.2017).
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CD8* T, NK ve Trc Hiicrelerde Perforin ve Granzim
Seviyeleri

Gondllilerden alinan periferik kan o6rnekleri, Ficoll-
Hypaque lizerine yayilarak 2100 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilerek periferik kan monontkleer hiicreler izole edildi.
izole edilen hiicreler fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile
1700 rpm’de 5 dakika yikandi. Anti-CXCXR5 BV711, -CD4
APC, -CD3 Pac. Blue, -CD8 APC.CY7, -CD16 FITC
monoklonal antikorlari 2x10° hiicre/ml Uzerine eklendi.
Karanlikta 20 dakika inkiibasyonun ardindan 6rnekler 1700
rom’de 5 dakika yikanarak fazla antikor uzaklagtirildi.
Hicreler, Fix-Perm Medium A (ThermoFisher, ABD)
soltisyonu ile fikse edilip yikandiktan sonra Fix-Perm
Medium B (ThermoFisher, ABD) solisyonu eklendi.
Permeabilize hiicrelere anti-perforin BV510 ve -granzim B
AIXF700 monoklonal antikorlari eklendi. Calismada
kullanilan tim antikorlar BioLegend (ABD) firmasindan
temin edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonlari, NovoCyte
(Agilent, ABD) akan hiicre dlger cihazinda analiz edildi ve
NovoExpress programinda degerlendirildi. Her analizde
SSC/FSC grafiginde kapilanan lenfosit populasyonu iginde
en az 100.000 hicre sayildi. NK, CD8* T ve Trc hiicre
oranlari ve bu hucrelerin perforin ve granzim seviyeleri
degerlendirildi.

Istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler GraphPad Prism 9.1 programi
kullanilarak yapildi. Normal dagilim géstermeyen gruplarin
karsilastiriimasi icin Mann-Whitney U testi kullanildi ve
istatistiksel anlamhlik siniri P < 0.05 olarak belirlendi.

Bulgular

SSC/FSC  grafiginde  kapilanan  lenfositler,  CD3
ekspresyonuna gore énce CD3* T hiicre ve CD3 hiicreler
olarak ayrildi. CD3* T hicreleri icinde CD8* hicreler
sitotoksik T hiicreler olarak tanimlandi. Bu hiicreler iginde
CXCRS ifade eden hiicreler Tec hiicreler olarak segildi. CD3"
hiicreleriginde CD16 ifade eden hiicreler total NK hiicreler
olarak belirlendi. CD8* T, Trc ve NK hiicrelerinde perforin
ve granzim B seviyeleri degerlendirildi (Sekil 1).

Oncelikle, KLL hastalarinda tiimor hiicrelerine karsi
sitotoksik 6zellik gosteren NK, CD8* T ve Trc hiicre oranlari
analiz edildi. Saghkli bireylerle karsilastirildiginda, KLL
hastalarinda NK hiicre oraninin azaldig1 (p=0.0005), buna
karsin Trc ve CD8* T hiicrelerin arttigl gézlendi (sirasiyla;
p=0.03 ve p<0.0001) (Sekil 2A).

Sitotoksik enzimler perforin ve granzim seviyeleri hasta ve
saghkl bireyler arasinda incelendiginde, CD8" T hiicre
granzim B seviyeleri arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken, KLL hastalarinda granzim B seviyesinin NK
hicrelerde azaldigi, Tec hiicrelerde yiikseldigi bulundu
(sirasiyla; p=0.02 ve p=0.0009) (Sekil 2B). Bununla birlikte,
perforin seviyesinin KLL hastalarin NK, CD8" T ve T
hicrelerinde arttigi saptandi (sirasiyla; p= 0.04, p=0.001 ve
p=0.001) (Sekil 2C).

NK, CD8* T ve Trc hiicreler hedef hiicre lizisinde perforin ve
granzim enzimlerini kullanmakla birlikte KLL hastalarinda
bu Ug¢ hiicrenin perforin ve granzim seviyesinin birbirinden
farkli olup olmadigl ayrica analiz edildi. Granzim B
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seviyesinin CD8" T hiicrelerde NK hiicrelerine gore arttig Tec hiicre perforin seviyeleri arasinda istatistiksel farklilik
bulundu (p=0.01) (Sekil 3A). Bununla birlikte NK ve Trc gozlenmedi.

hiicre perforin seviyesinin CD8* T hiicrelerine gore arttig

tespit edildi (sirasiyla, p=0.05 ve p=0.05) (Sekil 3B). NK ve

Tablo 1. Hastalara ait demografik ve klinik veriler

KLL Saghkh Kontrol

n 14 10
Cinsiyet Erkek (n) 7 8

Kadin (n) 7 2
Yas Ortalamasi (Yil) Erkek 66 (58 - 71) 60 (51 - 65)
(En dusiik - En yiiksek) Kadin 69 (65— 74) 58 (54 - 60)
WBC (103/mm3) (ortalama) 42000 .
(En dsiik - En yiiksek) (9000 - 162000)
LYM (103/mm3) (ortalama) 33000 )
(En diisiik - En yiiksek) (7000 - 145000)

delllq (n) 0 -

del13q (n) 0 -
Kromozomal Anomali del17p (n) - -

tril2 (n) - -
D38 Pozitif (n) 4 -

Negatif (n) 10 -

A (n) 5 -
BINET Evre B (n) 9 -

C(n) 0 -

0(n) 4 _

1(n) 3 -

11'(n) 3 -
Rai Evre 1 (n) 4 -

IV (n) - -
Tedavi Yok n) 14 .

Var (n) 0 -

CD3" Hiicre Iginde CDS8* Hiicre iginde CD3- Hiicre iginde
o 9 Tic of| W Nk
@ I a
CD8* T o =
CD8 CD8

Perforin

SsC

Granzim B

Sekil 1. Kapilama Stratejisi. SSC/FSC grafiginde lenfosit kapisinda CD3* T hiicreler icinde CD8* hiicreler sitotoksik T hiicreler (mavi renk) olarak belirlendi.
CD3*CD8* T hiicre kapisinda, CXCRS5 ifade eden hiicreler, Trc hlcreler (mor renk) olarak segildi. CD3 hiicreler iginde CD16 ifade eden hiicreler total NK
hicreler (kirmizi renk) olarak belirlendi. Bu hticrelerin perforin ve granzim igerikleri, dot-plot analiz grafikleri ile gosterilmistir.
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Sekil 2. CD8*T, Trc ve NK hiicre oranlarinin KLL (yesil renk) ve saglikli kontroller (SK) (kirmizi renk) arasindaki fark. (A) CD8*T, Trc ve NK hiicrelerinde granzim
B (B) ve perforin (C) seviyelerinin KLL (yesil renk) ve saglikli kontrollerdeki (SK) dagilimi * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,. ****p<0.0001.
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Sekil 3. KLL hastalarindaki CD8* T (mavi renk), Trc (kirmizi renk) ve NK hiicrelerinde (yesil renk) granzim B (A) ve perforin (B) seviyeleri. * p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.
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Tartisma

CD5*CD19* fenotipindeki malign B hiicrelerinin kan, lenf
nodlari ve dalakta birikimi ile karakterize olan KLL,
cogunlukla ileri yasta gobzlenen ve yavas seyirli bir
hastaliktir. Hastalarin biyik bir kismi, ilag tedavisi
almadan yalnizca klinik olarak takip edilmektedir.” KLL
imminopatogenezinde NK, CD8" T hiicre gibi hiicreler
dnemli rol oynamaktadir.>!! Giincel calismalar, CXCL13
kemokinine yanit olarak B hicre folikillerinde lokalize
olan CD3*CD8'CXCR5* Trc hicrelerinin, fenotipik ve
transkripsiyonel olarak CD8* T hucrelerinden farkli
oldugunu ve KLL, diffiiz buylik B hiicreli lenfoma gibi birgok
hematolojik hastaligin patogenezinde rol oynadigini
gbstermektedir. #1012

Onceki ve mevcut ¢alismamizda, literatiirle uyumlu olarak
saglikh bireylerle karsilastirildiginda CD8* T ve Trc hiicre
oranlarinin KLL hastalarinda arttigi gézlenmigtir, 101314
Kanser hicrelerini 6zgilil olarak taniyan CD8* T ve Tk
hicrelerinin, farkli kanser tirlerinde sayilarinin arttigi ve
bu artisin hastaligin klinik seyri ile iliskili oldugu
bilinmektedir.> Bu nedenle KLL hastalarinda gozlenen
CD8* T ve Tec hilicre artisinin, hastaligin patogenezinde
koruyucu bir rol oynayabilecegi distiinilmektedir. Bununla

birlikte, glincel veriler KLL patogenezinde CD8* T
hicrelerinin - PD-1, TIM-3 ve TIGIT gibi tikenme
belirteglerini eksprese ederek exhausted fenotipe

yoneldigini ve bu durumun T hiicre disfonksiyonuna neden
oldugunu géstermektedir.® Buna karsin Tec hiicrelerinin
tikenme belirteclerini daha dislik seviyede ifade ettigi ve
CD8* T hiicrelerine kiyasla timor hiicrelerine karsi daha
etkin bir yanit olusturdugu bildirilmistir.36

Calismamizda, KLL hastalarinda Trc hiicrelerinin perforin
ve granzim seviyelerinin CD8* T ve NK hcrelerine kiyasla
daha yiksek oldugu bulgusu, Trc hiicrelerinin hastaligin
immunopatogenezinde CD8* T ve NK hiicrelerine gore
daha etkin rol oynayabilecegini distndirmektedir.
Literatirde, KLL hastalarinda NK hiicre oranlari ile ilgili
farkli sonuglar bulunmaktadir. Bazi ¢alismalar, KLL
hastalarinda NK hiicre oranlarinin azaldigini, bazilari ise
arttigini bildirilmektedir.X”'° Bununla birlikte, hastalarda
gozlenen NK hiicre sayilarindaki artisa ragmen, bu
hiicrelerin sitotoksik fonksiyonlarinin azaldigi
gosterilmistir.'® Calismamizda, KLL hastalarinda NK hiicre
oranlarinin azalmasi ve bu hiicrelerde perforin ve granzim
B seviyesinin dilisiik bulunmasi, NK hiicrelerinin sitotoksik
aktivitesinin azaldigini ve malign B hiicrelerine karsi yeterli
bir immin yanit olusturamadiklarini disindirmektedir.
Kanser tedavisinde, o6zellikle kimerik antijen reseptor
(CAR) imminoterapisi ile yapilan adaptif hicre tedavisi
calismalari basta olmak lizere, hiicresel immiinoterapilere
odaklanan arastirmalar giin gectikce artmaktadir.%2° Son
calismalar, CAR-T ve CAR-NK uygulamalarinin birbirine

kiyasla farkli avantajlara sahip oldugunu ortaya
koymaktadir.?® Bununla birlikte, KLL patogenezinde
gozlenen T hicre disfonksiyonu, vyeterli miktarda

fonksiyonel T hiicresi elde edilememesi gibi faktorler, KLL
hastalarinda CAR-T hiicre tedavisinin, diger malign
timorlere kiyasla daha distik basari gostermesine neden
olmaktadir.?* Ayrica, NK hiicrelerinin diisiik proliferasyon
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kapasitesi, viral transfeksiyon zorluklari ve T lenfositlere
gore daha az yasam siresine sahip olmasi, CAR-NK
stratejilerinin onundeki engeller olarak
degerlendirilmektedir.?? Tec hiicrelerinin, PD-1 ve TIGIT
gibi tikenme belirteglerini daha az ifade etmelerinin yani
sira, grubumuzun o6nceki calismasinda Trc hiicrelerinin
ICOS ve OX-40 gibi aktivator belirtegleri daha fazla
eksprese ettikleri ve daha aktif hicreler olduklari
gosterilmistir!® Bu bulgularla paralel olarak, ¢alismamizda
Tec hiicrelerinin yuksek perforin ve granzim igerigine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu veriler 1518inda, Trc hiicrelerinin,
KLL gibi malign B hiicre birikimiyle karakterize hematolojik
hastaliklarda, yeni bir immin terapétik hiicre grubu olarak
degerlendirilebilecegi 6ngorilmektedir.

Calismanin  6nemli  kisithliklari  arasinda, c¢alisma
popilasyonunun sinirli olmasi ve yalnizca erken evre ve
tedavi endikasyonu bulunmayan hastalardan veri elde
edilmesi  yer almaktadir. Daha genis hasta
popilasyonlarinda gergeklestirilecek ve tedavi yanitlarinin
hicrelerin sitotoksik kapasitesi tizerindeki olasi etkilerini
inceleyen yeni calismalar, CD8* T, NK ve Trc hiicrelerin KLL
imminpatogenezindeki rollerinin daha iyi anlasiimasini
saglayacaktir. Sonug olarak, bulgularimiz Trc hiicrelerin KLL
patogenezinde malign B hiicrelerine karsi daha etkin
olabilecegini ve immiinoterapilerde kullanilabilecek
potansiyel bir hiicre grubu olarak degerlendirilebilecegini
disindirmektedir.
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