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ÖZ  
Amaç: Kronik lenfositik lösemi (KLL), bir T hücre belirteci olan CD5 
proteinini aberan olarak ifade eden CD19+ malign B hücrelerin lenf nodu, 
kan ve kemik iliğinde biriktiği lösemi tipidir. KLL hastalarında CD8+ T, NK ve 
foliküler sitotoksik T (TFC) hücre oranları ve fonksiyonlarını inceleyen farklı 
çalışmalar bulunmakla birlikte, bu hücrelerin perforin ve granzim 
içeriklerini karşılaştıran bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmada KLL 
hastalarında CD8+ T, NK ve TFC hücrelerin perforin ve granzim seviyeleri 
incelenmiştir. 
Yöntem: Tedavi almayan KLL tanılı 14 hasta ve 9 sağlıklı birey çalışmaya 
dahil edilmiştir. CD8+ T, NK ve TFC hücre oranları ve bu hücrelerde perforin 
ve granzim seviyeleri akan hücre ölçer sistemi ile saptanmıştır. 
Bulgular: KLL hastalarında NK hücrelerinin azaldığı, buna karşılık CD8+ T ve 
TFC hücrelerinin arttığı tespit edilmiştir. Sağlıklı bireyler ile 
karşılaştırıldığında, KLL hastalarının NK hücrelerinde granzim B seviyesinin 
düşük, TFC hücrelerinde ise yüksek olduğu gözlenirken, perforin seviyesinin 
her üç hücre grubunda da arttığı belirlenmiştir. KLL hastalarının CD8+ T, NK 
ve TFC hücrelerindeki perforin ve granzim içerikleri kendi aralarında 
değerlendirildiğinde, NK ve TFC hücrelerinde CD8+ T hücrelerine göre daha 
yüksek perforin seviyelerine sahip olduğu gözlenmiştir. 
Sonuç: KLL hastalarında NK hücrelerinin sayıca azalması ve düşük perforin 
içerikleri, NK hücrelerinin KLL patogenezindeki rolünün diğer sitotoksik 
hücrelere göre daha sınırlı olabileceğini düşündürmektedir. Bulgularımız 
TFC hücrelerin KLL patogenezinde malign B hücrelerine karşı daha etkili 
olabileceğini ve immünoterapilerde hedeflenebilecek potansiyel bir hücre 
grubu olarak değerlendirilebileceğini göstermektedir. 
Anahtar Kelimeler: Kronik lenfositik lösemi, CD8+ T, NK, Foliküler sitotoksik 
T hücreler, TFC 

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 (TFC) 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 TFC 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 
TFC cells, as well as their perforin and granzyme levels, were determined 
using flow cytometry. 
Results: Decreased NK cells and increased TFC and CD8+ T cells were 
observed in CLL patients. Compared to healthy individuals, granzyme B 
levels were lower in NK cells but higher in TFC 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 TFC cells in CLL 
patients, NK and TFC cells exhibited higher perforin levels than CD8+ 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 TFC 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 TFC 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, TFC 
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Giriş 

Bağışıklık sistemi hem enfekte hem de tümör hücrelerini 
tanıyıp yok ederek enfeksiyonlara ve kansere karşı 
organizmayı korur.1 Doğal öldürücü (NK) hücreler ve CD8+ 
sitotoksik T lenfositler tümöre karşı yanıtta rol alan en 
önemli hücrelerdir. MHC sınıf I molekülleri tarafından 
sunulan antijenleri tanıyarak hücre içi patojenle enfekte 
hücreleri veya tümör hücrelerini hedef alan CD8+ T 
lenfositlere karşın, NK hücreleri ise MHC-I ifade etmeyen 
hücreleri tanıyarak bu hücrelerin lizisini gerçekleştirir.2 
Güncel çalışmalar, sitotoksik CD8+ T lenfosit popülasyonu 
içinde CXCR5 ifade eden ayrı bir hücre grubunun olduğunu 
ve bu hücrelerin özellikle malign ya da enfekte B ve 
foliküler yardımcı T (TFH) hücrelerin lizisinde rol aldıklarını 
göstermektedir.3 Uzun süreli antijenik maruziyet, CD8+ T 
lenfositlerde LAG-3, TIM-3, PD-1 gibi tükenme (exhausted) 
belirteçlerinin ekspresyonunu arttırarak bu hücrelerin 
immün yanıtsızlık durumuna geçmesine neden olmaktadır. 
Buna karşın foliküler sitotoksik T (TFC) hücreleri olarak 
adlandırılan CXCR5 eksprese eden CD8+ T hücrelerinin 
tükenme belirteçlerini daha düşük düzeyde ifade ettikleri 
ve kronik enfeksiyonlar ya da kanser hücrelerine karşı 
immün yanıtta daha aktif rol aldıkları bildirilmektedir.3,4 
Kronik lenfositik lösemi (KLL), T hücrelerde eksprese edilen 
CD5 proteinini aberan olarak ifade eden CD19+ malign B 
hücrelerin lenf nodları, kan ve kemik iliğinde biriktiği bir 
lösemi alt tipidir ve genellikle ileri yaş yetişkinlerde 
gözlenir.5 Malign B hücreleri CD5, CD19 ve CD23 ifade 
ederken, CD79b ve FMC7 ifade etmezler.6 KLL’nin klinik 
seyri genel olarak yavaştır ve hastaların büyük bir kısmı 
tedavi almadan klinik olarak takip edilmektedir.7  
KLL hastalarında CD8+ T, NK ve TFC hücre oranları ve 
fonksiyonlarını inceleyen farklı çalışmalar bulunmaktadır.8-

10 Ancak, KLL hastalarında bu hücrelerin perforin ve 
granzim seviyelerini karşılaştıran herhangi bir çalışma 
henüz yapılmamıştır.  Bu çalışmada, KLL tanılı hastalarda 
CD8+ T, NK ve TFC hücrelerin perforin ve granzim seviyeleri 
değerlendirilmiştir.  

Yöntem 

Hasta Grubu 
Bu çalışmaya, İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi, 
Hematoloji polikliniğinde takip edilen ve herhangi bir ilaç 
tedavisi almayan, periferik kan lenfosit değeri 5 x 103/mm3 
üzerinde, kan örneği alındığında aktif enfeksiyon öyküsü 
bulunmayan toplam 14 KLL hastası dahil edilmiştir. 
Hastaların yaş ortalaması kadınlar için 66 yıl (58-71 yıl, n: 
7) ve erkekler için 69 yıl (65-74 yıl, n: 7) olarak saptanmıştır.
Binet evreleme sistemine göre sınıflandırıldığında 5 hasta
evre A ve 9 hasta evre B iken, Rai sınıflamasına göre 4 hasta
evre 0, 3 hasta evre I, 3 hasta evre II ve 4 hasta evre III
olarak belirlenmiştir. Kontrol grubu ise ailesinde veya
kendisinde kanser ya da otoimmün hastalık öyküsü
olmayan, yaş ve cinsiyet uyumlu 10 sağlıklı bireyden (2
kadın/8 erkek) oluşmuştur. Çalışmaya katılan tüm
gönüllülerden bilgilendirilmiş onam formları alınmıştır
(İ.Ü. İTF Etik Kurulu, no:1302, tarih:06.11.2017).

CD8+ T, NK ve TFC Hücrelerde Perforin ve Granzim 
Seviyeleri 
Gönüllülerden alınan periferik kan örnekleri, Ficoll-
Hypaque üzerine yayılarak 2100 rpm’de 20 dakika santrifüj 
edilerek periferik kan mononükleer hücreler izole edildi. 
İzole edilen hücreler fosfat tampon solüsyonu (PBS) ile 
1700 rpm’de 5 dakika yıkandı. Anti-CXCXR5 BV711, -CD4 
APC, -CD3 Pac. Blue, -CD8 APC.CY7, -CD16 FITC 
monoklonal antikorları 2x106 hücre/ml üzerine eklendi. 
Karanlıkta 20 dakika inkübasyonun ardından örnekler 1700 
rpm’de 5 dakika yıkanarak fazla antikor uzaklaştırıldı. 
Hücreler, Fix-Perm Medium A (ThermoFisher, ABD) 
solüsyonu ile fikse edilip yıkandıktan sonra Fix-Perm 
Medium B (ThermoFisher, ABD) solüsyonu eklendi. 
Permeabilize hücrelere anti-perforin BV510 ve -granzim B 
AlxF700 monoklonal antikorları eklendi. Çalışmada 
kullanılan tüm antikorlar BioLegend (ABD) firmasından 
temin edildi. Hazırlanan hücre süspansiyonları, NovoCyte 
(Agilent, ABD) akan hücre ölçer cihazında analiz edildi ve 
NovoExpress programında değerlendirildi. Her analizde 
SSC/FSC grafiğinde kapılanan lenfosit populasyonu içinde 
en az 100.000 hücre sayıldı. NK, CD8+ T ve TFC hücre 
oranları ve bu hücrelerin perforin ve granzim seviyeleri 
değerlendirildi. 

İstatistiksel Analizler 
İstatistiksel analizler GraphPad Prism 9.1 programı 
kullanılarak yapıldı. Normal dağılım göstermeyen grupların 
karşılaştırılması için Mann-Whitney U testi kullanıldı ve 
istatistiksel anlamlılık sınırı P ≤ 0.05 olarak belirlendi. 

Bulgular 

SSC/FSC grafiğinde kapılanan lenfositler, CD3 
ekspresyonuna göre önce CD3+ T hücre ve CD3- hücreler 
olarak ayrıldı. CD3+ T hücreleri içinde CD8+ hücreler 
sitotoksik T hücreler olarak tanımlandı. Bu hücreler içinde 
CXCR5 ifade eden hücreler TFC hücreler olarak seçildi. CD3- 
hücreler içinde CD16 ifade eden hücreler total NK hücreler 
olarak belirlendi. CD8+ T, TFC ve NK hücrelerinde perforin 
ve granzim B seviyeleri değerlendirildi (Şekil 1). 
Öncelikle, KLL hastalarında tümör hücrelerine karşı 
sitotoksik özellik gösteren NK, CD8+ T ve TFC hücre oranları 
analiz edildi. Sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında, KLL 
hastalarında NK hücre oranının azaldığı (p=0.0005), buna 
karşın TFC ve CD8+ T hücrelerin arttığı gözlendi (sırasıyla; 
p=0.03 ve p<0.0001) (Şekil 2A).  
Sitotoksik enzimler perforin ve granzim seviyeleri hasta ve 
sağlıklı bireyler arasında incelendiğinde, CD8+ T hücre 
granzim B seviyeleri arasında anlamlı bir fark 
gözlenmezken, KLL hastalarında granzim B seviyesinin NK 
hücrelerde azaldığı, TFC hücrelerde yükseldiği bulundu 
(sırasıyla; p=0.02 ve p=0.0009) (Şekil 2B). Bununla birlikte, 
perforin seviyesinin KLL hastaların NK, CD8+ T ve TFC 
hücrelerinde arttığı saptandı (sırasıyla; p= 0.04, p=0.001 ve 
p=0.001) (Şekil 2C). 
NK, CD8+ T ve TFC hücreler hedef hücre lizisinde perforin ve 
granzim enzimlerini kullanmakla birlikte KLL hastalarında 
bu üç hücrenin perforin ve granzim seviyesinin birbirinden 
farklı olup olmadığı ayrıca analiz edildi. Granzim B 
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seviyesinin CD8+ T hücrelerde NK hücrelerine göre arttığı 
bulundu (p=0.01) (Şekil 3A). Bununla birlikte NK ve TFC 

hücre perforin seviyesinin CD8+ T hücrelerine göre arttığı 
tespit edildi (sırasıyla, p=0.05 ve p=0.05) (Şekil 3B). NK ve 

TFC hücre perforin seviyeleri arasında istatistiksel farklılık 
gözlenmedi. 
 
 

 
Tablo 1. Hastalara ait demografik ve klinik veriler 
 

  KLL Sağlıklı Kontrol 

n  14 10 

Cinsiyet 
Erkek (n) 7 8 

Kadın (n) 7 2 

Yaş Ortalaması (Yıl) 
(En düşük - En yüksek) 

Erkek  
Kadın  

66 (58 - 71) 
69 (65 – 74) 

60 (51 - 65) 
58 (54 – 60) 

WBC (103/mm3) (ortalama) 
(En düşük - En yüksek) 

 
42000 
(9000 - 162000) 

- 

LYM (103/mm3) (ortalama) 
(En düşük - En yüksek) 

 
33000 
(7000 - 145000) 

- 

 
 
Kromozomal Anomali  
 

del11q (n) 0 - 

del13q (n) 0 - 
del17p (n) - - 
tri12 (n) - - 

CD38 
Pozitif (n) 4 - 

Negatif (n) 10 - 

BINET Evre 
A (n) 5 - 

B (n) 9 - 
C (n) 0 - 

 
 
Rai Evre 

0 (n) 4 - 

I (n) 3 - 
II (n) 3 - 
III (n) 4 - 
IV (n) - - 

Tedavi 
Yok (n) 14 - 

Var (n) 0 - 

 

 
Şekil 1. Kapılama Stratejisi. SSC/FSC grafiğinde lenfosit kapısında CD3+ T hücreler içinde CD8+ hücreler sitotoksik T hücreler (mavi renk) olarak belirlendi. 
CD3+CD8+ T hücre kapısında, CXCR5 ifade eden hücreler, TFC hücreler (mor renk) olarak seçildi. CD3- hücreler içinde CD16 ifade eden hücreler total NK 
hücreler (kırmızı renk) olarak belirlendi. Bu hücrelerin perforin ve granzim içerikleri, dot-plot analiz grafikleri ile gösterilmiştir.
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Şekil 2. CD8+ T, TFC ve NK hücre oranlarının KLL (yeşil renk) ve sağlıklı kontroller (SK) (kırmızı renk) arasındaki fark. (A) CD8+ T, TFC ve NK hücrelerinde granzim 
B (B) ve perforin (C) seviyelerinin KLL (yeşil renk) ve sağlıklı kontrollerdeki (SK) dağılımı * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,. ****p<0.0001.

 
 

 
Şekil 3. KLL hastalarındaki CD8+ T (mavi renk), TFC (kırmızı renk) ve NK hücrelerinde (yeşil renk)  granzim B (A) ve perforin (B) seviyeleri. * p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001.  

 
 
 
 

 
 
 
 

311



Gelmez ve ark., KLL hastalarında CD8+ T, NK ve TFC Hücreleri 

 

 

Tartışma 
 
CD5+CD19+ fenotipindeki malign B hücrelerinin kan, lenf 
nodları ve dalakta birikimi ile karakterize olan KLL, 
çoğunlukla ileri yaşta gözlenen ve yavaş seyirli bir 
hastalıktır. Hastaların büyük bir kısmı, ilaç tedavisi 
almadan yalnızca klinik olarak takip edilmektedir.7 KLL 
immünopatogenezinde NK, CD8+ T hücre gibi hücreler 
önemli rol oynamaktadır.2,11 Güncel çalışmalar, CXCL13 
kemokinine yanıt olarak B hücre foliküllerinde lokalize 
olan CD3+CD8+CXCR5+ TFC hücrelerinin, fenotipik ve 
transkripsiyonel olarak CD8+ T hücrelerinden farklı 
olduğunu ve KLL, diffüz büyük B hücreli lenfoma gibi birçok 
hematolojik hastalığın patogenezinde rol oynadığını 
göstermektedir.4,10,12   
Önceki ve mevcut çalışmamızda, literatürle uyumlu olarak 
sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında CD8+ T ve TFC hücre 
oranlarının KLL hastalarında arttığı gözlenmiştir.10,13,14 
Kanser hücrelerini özgül olarak tanıyan CD8+ T ve TFC 
hücrelerinin, farklı kanser türlerinde sayılarının arttığı ve 
bu artışın hastalığın klinik seyri ile ilişkili olduğu 
bilinmektedir.15  Bu nedenle KLL hastalarında gözlenen 
CD8+ T ve TFC hücre artışının, hastalığın patogenezinde 
koruyucu bir rol oynayabileceği düşünülmektedir. Bununla 
birlikte, güncel veriler KLL patogenezinde CD8+ T 
hücrelerinin PD-1, TIM-3 ve TIGIT gibi tükenme 
belirteçlerini eksprese ederek exhausted fenotipe 
yöneldiğini ve bu durumun T hücre disfonksiyonuna neden 
olduğunu göstermektedir.16  Buna karşın TFC hücrelerinin 
tükenme belirteçlerini daha düşük seviyede ifade ettiği ve 
CD8+ T hücrelerine kıyasla tümör hücrelerine karşı daha 
etkin bir yanıt oluşturduğu bildirilmiştir.3,16  
Çalışmamızda, KLL hastalarında TFC hücrelerinin perforin 
ve granzim seviyelerinin CD8+ T ve NK hücrelerine kıyasla 
daha yüksek olduğu bulgusu, TFC hücrelerinin hastalığın 
immunopatogenezinde CD8+ T ve NK hücrelerine göre 
daha etkin rol oynayabileceğini düşündürmektedir. 
Literatürde, KLL hastalarında NK hücre oranları ile ilgili 
farklı sonuçlar bulunmaktadır. Bazı çalışmalar, KLL 
hastalarında NK hücre oranlarının azaldığını, bazıları ise 
arttığını bildirilmektedir.17-19 Bununla birlikte, hastalarda 
gözlenen NK hücre sayılarındaki artışa rağmen, bu 
hücrelerin sitotoksik fonksiyonlarının azaldığı 
gösterilmiştir.18 Çalışmamızda, KLL hastalarında NK hücre 
oranlarının azalması ve bu hücrelerde perforin ve granzim 
B seviyesinin düşük bulunması, NK hücrelerinin sitotoksik 
aktivitesinin azaldığını ve malign B hücrelerine karşı yeterli 
bir immün yanıt oluşturamadıklarını düşündürmektedir. 
Kanser tedavisinde, özellikle kimerik antijen reseptör 
(CAR) immünoterapisi ile yapılan adaptif hücre tedavisi 
çalışmaları başta olmak üzere, hücresel immünoterapilere 
odaklanan araştırmalar gün geçtikçe artmaktadır.2,20 Son 
çalışmalar, CAR-T ve CAR-NK uygulamalarının birbirine 
kıyasla farklı avantajlara sahip olduğunu ortaya 
koymaktadır.20 Bununla birlikte, KLL patogenezinde 
gözlenen T hücre disfonksiyonu, yeterli miktarda 
fonksiyonel T hücresi elde edilememesi gibi faktörler, KLL 
hastalarında CAR-T hücre tedavisinin, diğer malign 
tümörlere kıyasla daha düşük başarı göstermesine neden 
olmaktadır.21 Ayrıca, NK hücrelerinin düşük proliferasyon 

kapasitesi, viral transfeksiyon zorlukları ve T lenfositlere 
göre daha az yaşam süresine sahip olması, CAR-NK 
stratejilerinin önündeki engeller olarak 
değerlendirilmektedir.22 TFC hücrelerinin, PD-1 ve TIGIT 
gibi tükenme belirteçlerini daha az ifade etmelerinin yanı 
sıra, grubumuzun önceki çalışmasında TFC hücrelerinin 
ICOS ve OX-40 gibi aktivatör belirteçleri daha fazla 
eksprese ettikleri ve daha aktif hücreler oldukları 
gösterilmiştir10  Bu bulgularla paralel olarak, çalışmamızda 
TFC hücrelerinin yüksek perforin ve granzim içeriğine sahip 
olduğu belirlenmiştir. Bu veriler ışığında, TFC hücrelerinin, 
KLL gibi malign B hücre birikimiyle karakterize hematolojik 
hastalıklarda, yeni bir immün terapötik hücre grubu olarak 
değerlendirilebileceği öngörülmektedir. 
Çalışmanın önemli kısıtlılıkları arasında, çalışma 
popülasyonunun sınırlı olması ve yalnızca erken evre ve 
tedavi endikasyonu bulunmayan hastalardan veri elde 
edilmesi yer almaktadır. Daha geniş hasta 
popülasyonlarında gerçekleştirilecek ve tedavi yanıtlarının 
hücrelerin sitotoksik kapasitesi üzerindeki olası etkilerini 
inceleyen yeni çalışmalar, CD8+ T, NK ve TFC hücrelerin KLL 
immünpatogenezindeki rollerinin daha iyi anlaşılmasını 
sağlayacaktır. Sonuç olarak, bulgularımız TFC hücrelerin KLL 
patogenezinde malign B hücrelerine karşı daha etkin 
olabileceğini ve immünoterapilerde kullanılabilecek 
potansiyel bir hücre grubu olarak değerlendirilebileceğini 
düşündürmektedir.   
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