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IL-2 ETKISI ILE AKTIF HALE GETIRILEN MODIFIYE MLC
TESTINDE IMMUNOSUPRESAN ILACLARIN ETKISI

Tiillay KILICASLAN AYNA*, Filiz AYDIN*, Sevgi BESISIK**, Mahmut CARIN*

OZET

Standart mixed lymphocyte culture (Standart karigik lenfosit kiiltiirii-sMLC) allogeneik kemik
iligi transplantasyonu (KIT) yapilacak hastalara uygun vericinin se¢ilmesinde, 6zellikle human
leukocyte antigen (HLA)-D grubu antijenlerini saptamak i¢in kullanilan bir yontemdir, Bu-
nunla birlikte sMLC ile HLA-DP ve minér histokompatibilite antijenlerinin uyumsuzlugu ve
bunun sonucunda olugan graft versus host hastaligt (GVHH) belirlenemeyebilir, Alici ve do-
nor arasinda, efer varsa saptanamayan proliferatif cevaplar1 saptamak ve KIT'da basariy1 art-
tirmak amaciyla sMLC modifiye edilebilir.

Bu nedenle KiT'na hazirlanan ve sMLC sonucu negatif olan, 25 bireyin farkli yonlerdeki 26
alici-verici hiicre kombinasyonuna ayni zamanda interlkin-2 (IL-2) ilave ederek modifiye et-
tigimiz MLC (mMLC) ile de bu antijenlere baglh farkiilig1 saptamayr amacladik. 19 mMLC
testinde SI degerlerindeki artisinda bu farkliliktan kaynaklanabilecegini diisiindiik.

Immunsupresifiere karst olusan duyarlilik ve direng bireyden bireye degisiklik gostermektedir.
Bu da graftin kabul veya reddedilmesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle mMLC testine, nakil
sonrast kullanilan ajanlardan ¢yclosporine-A (Cyc-A) ve methylprednisolone (MeP) ekleye-
rek, bu ajanlarin antiproliferatif etkilerini kargilagtirdik. Sonugta 26 testten 12'sinin MeP'e,
13'iiniin Cyc-A'ya daha duyarlt oldugunu gordiik. Bir testte ise MeP ve Cyc-A'ya karg: olan
duyarliligin esit oldugunu saptadik.

Anahtar kelimeler: Kemik iligi transplantasyonu, karigik lenfosit kiiltiirii, interlokin-2, im-
munsupresif

SUMMARY

Effect of Immunsupressive drugs in Wodified WLC with activated IL-2. SMLC is a method
which is used in choosing an adequate donor for allogeneic bone marrow transplantation
(BMT) patients by detecting human leukocyte antigen (HLA)-D antigens. Besides, with this
method HLA-DP and minor histocompatibility and eventually graft versus host disease
(GVHD) may not be detected, Proliferative responses if exist between donor and recipient and
to ameliorate BMT outcomes standart mixed lymphocyte culture (SMLC) can be modified.

1L.-2 was added in 25 donor-recipient combinations undergoing BMT and sMLC and we tried
to detect the difference due to antigens.

In 19 patients, modified MLC (mMLC) test results are found be increased. This increase is
suggested to result from the differences mentioned above.

Susceptibility of individuals to different immunosupressive agent varies. Susceptibility and re-
sistance is important in the acceptance and rejection of the graft for this reason, this agent are
added to mMLC and compare their antiproliferative effect are compared. 12 out of 26 tests
show susceptibility to MeP where is 13 tests to Cyc-A. Only one test show equal resistance to
Mep and Cyc-A.

Key words: Bone marrow transplantation, mixed lymphocyte culture, interleukin-2, immun-

supression
GIRIS 1980'li yillarm bagindan beri KiT, 6zellikle
KIT, hematolojik habis hastaliklar baglica malign ve malign olmayan (iyi huylu) hema-
olmak tizere kalitsal ve edinilmis hastalikla- tolojik hastaliklarda ve immun yetmezlik
rin birgogunda kesin tedavi seklidir (9, hastaliklarinda giin gegtikce artan bir uygu-
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lama alant bulmaktadir 3, Nakledilen doku
veya orgamin kabul yada red edilmesi ise
HLA genleri tarafindan kodlanan proteinle-
rin kontrolii altindadir. Doku tiplendirmesin-
de, ilk asamada HLA-ABC antijenleri sero-
lojik olarak belirlenmektedir (9,

I. Simif antijenleri identik olan, alici-verici
kombinasyonlarinin HLA-D antijenleri ise,
sMLC ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction-PCR)'na dayali
teknikler ile saptanmaktadir.

II. Simif antijenlerdeki uyumsuzlugun akut
GVHH riskini artirdigr bilinmektedir. Bu-
nunda sMLC testi ile saptanamayan HLA-
DP ve mindr histokompatibilite antijenlerin-
den kaynaklandig: diistiniilmektedir (19),

Immiinolojik reaksiyonlarda, immun sistem
hiicreleri sitokin adi verilen soluble madde-
ler salgilarlar. Bunlardan en énemlisi ¢ogun-
lukla T hiicrelerinden salgilanan IL-2'dir. IL-
2, graft reddi veya GVHH'da rol oynayan
hiicrelerin aktif hale gegmesini ve ¢ogalma-
sin1 saglar,

Klinikte sitokinlerin etkilerini bloke etmek
ve T hiicre aktivasyonunu engellemek ama-
ciyla ¢esitli tedaviler uygulanmaktadir, Bu
tedavilerde antijene spesifik ve antijene spe-
sifik olmayan ajanlar kullanilmaktadir. Son
yillarda kortikosteroidler ve Cyc-A klinikte
en yaygin kullanilan spesifik olmayan ajan-
lardir @Y, Bunlardan Cyc-A stoplazmada
kalmodulini inaktif hale getirir veya peptidil
prolil izomeraz siklofilini aktive eder. Bu se-
kilde T hiicresinin aktivasyonu siiresince
kalsiyuma bagli sinyal transdiiksiyonu en-
gellenir (1222, Kortikosteroidler ise 6zellikle

Tablo 1. Kiiltiir plaginda hiicrelerin yerlesim diizeni

makrofajlar tarafindan sentezlenen sitokinle-
rin sentezini inhibe ederek T hiicrelerinin
aktivasyonunu engeller ¢-10),

Bu ¢aligmada IL-2 ilavesiyle hiicreler stimii-
le edilerek SMLC modifiye edilmis, ayrica
aktif hiicreler izerindeki immunsupresiflerin
antiproliferatif etkileri kargilagtirilmugtar,

MATERYAL ve METOD

Cesitli hematolojik hastaliklar sebebiyle, al-
logeneik KIT planlanan 25 hasta ve bu has-
talarin birer saglikli vericisi (kardes veya ak-
raba) olmak iizere toplam 50 kisi caligmaya
dahil edildi.

Hasta ve vericilerin ¢evre kant mononiikleer
hiicreleri (PBMC), Ficol hypaque gradient
santrifiij yontemi ile elde edildi. Alic1 hiicre
sayis1 1.106 h/ml'ye, verici hiicre sayisi
2.108 h/ml'ye ayarlandi.

Stimiilatér (verici) hiicreleri 2000 rad'da
ismlandi. sSMLC igin alici-alici, alici-verici,
alic1 kontroller olmak iizere 12 kuyu agildi.
mMLC igin sMLC testine benzer sekilde,
toplam 8 kuyu agildi. Esit sayidaki alici-ve-
rici hiicrelerin tizerine 10 pl (1000 U/ml) IL-
2 eklendi. mMLC testinde immunsupresifle-
rin (Cyc-A ve MeP) etkilerini gérmek i¢in
hazirlanan serilere (Cyc-A i¢in 8 kuyu, MeP
icin 8 kuyu) 40 pl MeP (5 pg/ml) ve 40ul
Cyc-A (50pg/ml) eklendi ve hiicreler Tablo
1'de goriildiigii gibi diizenlendi.

Kiiltiir plaklart 37°C, nemli, %5 CO, bulu-
nan inkiibatore yerlegtirildi. 96.saatte kiiltiir

ortamina her kuyuya 50 pI*H tymidin eklen-
di. 24 saat sonra cell harvester (hiicre topla-

Alici-Alici (A-A) Alici-Verici (AV¥) Aha-Kontrol (A-K#*) Ahci-Kontrol (A-K*)
sMLC sMLC sMLC sMLC
mMLC mMLC mMLC mMLC
IL-2+Cyc-A IL-24+Cyc-A IL-2+Cyc-A IL-2+Cyc-A
TA-2+Mell IL-2+MeP IL-2+MeP IL-2+MeP




yicy) ile hiicreler filtre kagidi {izerine topla-
narak kurutuldu, Herbir filtre kagidi farkhi
bir sayim sigesine alindi. Siselere sintilasyon
sivisi (toluol / PPO, 2 ml/0.06mg) eklenerek
B counter (f sayac1)'da sayim yapildy

Sonuglar stimiilasyon indeksi (SI) ve relati-
ve response indeksi (RRI) olarak hesaplandi.
SMLC testinde SI degerinin <1 ve RRI sonu-
cunun ise negatif olmast KIT i¢in uygunlugu
ifade etmektedir. Bu ¢aligmada sonuglarimi-
71 SI degerlerini gz Oniine alarak degerlen-
dirdik.

BULGULAR

sMLC test sonucu negatif olan 25 bireye de-
gisik yonlerde 26 mMLC testi uygulandi.

Bu testlerden 17'si alici, 9'u verici yOniin-
deydi (I. Asama alic1 yonii, II. Asama verici
yoniidir). mMLC testlerinden 19'unda SI
degerlerinde yiikselmeler goriildii. 7'sinde
ise SI degerlerinde azalma oldugu saptandu.

Ayni grup iginde, IL-2 ile aktive edilmis al-
logeneik hiicrelere eklenen MeP'e karst 12
bireyin (1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 20,
24 nolu testler) Cyc-A'dan daha duyarl ol-
dugu, 13 bireyin ise (3, 5, 9, 13, 14, 17, 18 1.
agama, 18 II. asama, 19, 21, 22, 23, 25 nolu
testler) Cyc-A'ya daha duyarli oldugu belir-
lendi. Bir birey de ise (7 nolu test) MeP ve
Cyc-A kullanilmasi sonucunda elde edilen
SI degerleri esitti. Toplam 4 bireyde (5, 7,
21, 24) her iki ajana kars1 direng oldugu sap-
tandi (Tablo 2).

Grafik 1'de ise sMLC'ye ilaveten yapilan ca-
ligmalarda SI'lerinin ortalama degerleri go-
rilmektedir.

TARTISMA

Kemik iligi vericilerinin segiminde HLA 1.
ve II. Sinif antijenleri, serolojik ve molekii-
ler tipleme yontemleri ile belirlenmektedir.

Ayna-Kilicaslan T., Aydin F., Besigik S., Carin M.,

Belirlenemeyen IL.Sinif antijenleri ise sSMLC
testi ile saptanmaktadir ®. Bu test, alici veri-
ci uygunlugunun belirlenmesinde kullamlan
rutin bir doku tipleme testi olarak uygulan-
maktadir. Ancak KIT, genotipik olarak uy-
gun bireyler arasinda yapildifinda bile
GVHH ve graft reddi riski hala mevcuttur
(.29, Bu da saptanamayan HLA determinant-
larinm ve mindr histokompatibilite antijenle-
ri gibi heniiz belirlenemeyen transplantasyon
antijenlerinin varligindan kaynaklanir &I,
II. Simif antijenleri arasinda en gii¢lii stimii-
lasyonu, HLA-DR antijenleri meydana getir-
mekle birlikte HLA-DQ ve DP antijenlerinin
de allogeneik T hiicre stimiilasyonunda rol
oynadig: bildirilmektedir &7, sMLC testi ise
mindr histokompatibilite ve HLA-DP anti-
jenlerini saptanamadigindan, bu antijenler-
den kaynaklanabilecek graft reddi ve
GVHH'n1 belirleyemeyebilir 4, Bu nedenle
uygun verici secimi ve tam olarak KiT'e ka-
rar vermek icin sMLC testinin duyarliliginin
artirtlmasi gerektigi vurgulanmaktadir. HLA
identik bireyler arasinda, eger varsa saptana-
mayan proliferatif cevaplari aragtirmak ama-
ciyla sMLC testinin modifiye edilebilecegi
bildirilmektedir O,

Moreau ve arkadaglarinin yaptigi caligmada,
HLA-A, B, DR, DQ identik kardeslerde DP
uyusmazliginin rekombinasyonlara bagl
olarak nadir de olsa goriildiigii bildirilmistir
(15), Pawelec ve arkadaglar1 da HLA-DR ve
DP gen bolgeleri arasinda %1-3 oraninda re-
kombinasyon oldugunu aciklamiglardir ¢'8),
Ancak yinede HLA-DP uyumsuzlugu oldu-
gu durumlarda bile sMLC sonucunun nega-
tif oldugunu bildiren ¢aligmalar vardir (9,

Immun reaksiyonlarin olusumunda sitokin-
ler 8nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle
sMLC testine sitokinlerin eklenmesi, nakil
sonrasinda geligebilecek komplikasyonlari
onceden belirleyebilir, Ozellikle I.-2'nin al-
logeneik stimiilasyonu etkiledigi bu nedenle
transplantasyonda onemli oldugu bildiril-
mektedir @,
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Table 2. sMLC (-) olan bireylerin SI degerleri ite IL-2, ve IL-2 MeP + IL-2+Cyc-A uygulanan bireylerin SI degerleri

SMLC IL-2 IL-2+MeP IL-2+Cyc-A
L ASAMA | IL. ASAMA | I. ASAMA (1L ASAMA | 1. ASAMA |IL ASAMA | 1. ASAMA |II. ASAMA

No| SI SI SI N SI SI ST SI

1 0.32 0.55 0.30 0.40
2 0.50 0.66 0.55 0.72
3 0.35 0.69 0.51 0.30
4 0.77 0.89 0.40 1.66
5] 048 1.73 2.29 2.08

6 0.61 0.62 0.33 0.53
7* 0.39 0.79 1.2 1.2
8 0.50 0.53 0.37 041
91 053 0.60 0.32 0.31

10| 0.48 0.71 0.57 0.63

11 0.40 0.95 0.17 0.40

12| 0.29 0.69 0.24 0.30

131 0.52 0.46 0.36 0.15

141 0.29 0.60 0.20 0.18

15{ 0.68 0.83 047 0.72

16 0.26 0.60 0.23 0.34
17 | 0.29 0.57 0.25 0.04

181 0.72 1.12 0.76 0.28

18 0.33 0.47 0.34 0.17
19| 043 0.42 0.44 0.23

20| 0.85 0.52 0.33 1.25

21| 0.86 0.95 1.09 1.00

22 | 1.10 0.37 0.56 0.12

231 1.03 0.20 0.25 0.16

24| 0.60 0.50 0.57 0.67

25| 0.18 0.17 1.40 0.08

*: Isinlannug

IL-2, T hiicreleri, i¢in en 6nemli biiyiime
faktoriidiir. Bu sitokinin salinimi, immun re-
aksiyonda rol oynayan diger sitokinlerin sa-
Iinimini da etkiler. Bu sitokinlerden IFN-y
HLA I ve II. sinif antijenlerin expresyonunu
artirmaktadir @, In vitro ¢aligmalarda IL-
2'nin kiigiik miktarlarinin sMLC testinde
maksimum IFN-y iiretimi i¢in yeterli oldugu
gosterilmigtir 25,

sMLC testine IL-2 eklenmesi ile HLA-DP
antijenlerinin ve mindr histokompatibilite

antijenlerinin ekspresyonunun artabilecegi,
boylece mMLC sonucunda bu antijenlerden
kaynaklanan farkliligin saptanabilecegi be-
lirtilmektedir O,

Bu amagla ¢alismamizda sMLC sonucu ne-
gatif olan 26 teste mMLC uyguladik. Tablo
2'de goriildiigii gibi bunlardan 19'unun (1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 17,
18-I.agsama, 18-II. agsama, 21) SI degerlerin-
de artig, 7'sinde (13, 19, 20, 22, 23, 24, 25)
ise azalmalar oldugunu belirledik.



Grafik 1. sMLC, mMLC, IL-2+MeP ve IL-2+Cyc-A'nin SI degerleri
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dir (20),

Kemik iligi nakli adaylar
ile yaptigimiz ¢aligmada 25
bireye ait mMLC testinde
kuyulara ilave ettigimiz
MeP ve Cyc-A'nin etkisini,
mMLC ile SI degerlerini
kargilagtirdigimizda 26 bi-
reyden 12'sinin (1, 2, 4, 6,
8, 10, 11, 12, 15, 16, 20, 24
nolu testler) MeP'a 13'liniin

0

Standart MLC Modifiye MLC IL-2+Mep

IL-2+Cyc-A ise (3,5, 9, 13, 14, 17, 18-

sMLC ve mMLC istatistiksel agidan deger-
lendirildiginde SI degerlerinin ortalama
0.4800£0.2000 (sMLC)'den 0.6618+0.323
(mMLC)'e ¢iktigmni belirledik. Wilcoxon
testine gore IL-2 eklenmesiyle SI degerlerin-
deki artig istatistiksel agidan anlamli idi
(p=0.0282).

Immun mekanizmayi kontrol altinda tutmak
igin ¢esitli tedaviler uygulanmaktadir. Bu
konuyla ilgili gesitli invitro ¢alismalar yapil-
mugtir, Zeevi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alig-
mada purin ve pirimidin sentez inhibitorleri-
nin yaninda FK506 ve Cyc-A'nin inhibitor
etkilerini kargilagtirmiglardir (29),

Pollak ve arkadaglari da solid organ alicilari-
nin immunsupresif tedavide kullanilan Cyc-
A ve MeP'e kars1 lenfosit duyarliliinin in
vitro galisma ile tahmin edilebilecegini gos-
termiglerdir. Caligmalarinda kronik bobrek
yetmezligi olan hastalara in vitro Cyc-A ve
MeP uygulayarak, hastalarin bu ilaclara kar-
s1 olan duyarlilik ve diren¢ durumlarini sap-
tamaya ¢aligmuiglardir. Her iki ajana duyarli
olan lenfositlere sahip bireyler, SS (sensitiv-
sensitiv), direncli olan lenfositlere sahip bi-
reyler RR (resistant-resistant) ve bunlardan
birisine duyarli olanlar SR-RS (Cyc-A/MeP-
MeP/Cyc-A) olmak lizere gruplara ayriimis-
tir. Transplantasyon yapilan grupta RR ve
RS hastalarda, akut rejeksiyon riskinin yiik-

asama, 18-1I. agama, 19, 21,
22, 23, 25 nolu testler ) Cyc-A'ya karst du-
yarlt oldugunu saptadik. Bir bireyde ise MeP
ve Cyc-A'ya karg1 duyarlilik esitti. Toplam 4
bireyin (5, 7, 21, 24) her iki ajana kars1 di-
rengli oldugunu tesbit ettik (Tablo 2). So-
nuglarimizt istatiksel acidan degerlendirdigi-
mizde hem MeP, hem de Cyc-A'nin inhibi-
tér etkisi (Mep i¢in ortalama
0.6560+0.315'den - 0.53204+0.461'e diigmiis
ve p= 0.016, Cyc-A, ig¢in ortalama,
0.6560+0.315'den - 0.532010.502'e diismiis-
tiir ve p= 0.024) anlaml: idi.

Calhigmamiza dahil ettigimiz hastalardan 8
tanesine allogeneik KIT yapilmistir. Bunlar-
dan 7 numarali birey her iki ajana, 16 ve 24
numarali bireylerde Cyc-A'ya, 8, 19 ve 25
numarali bireyler de ise MeP'e kars1 direng
geligtigini saptadik. 14 ve 23 numarali birey-
ler her iki ajana kars1 duyarl idi. 7 (235.giin)
ve 24 (55.giin) numarali hastalar aGVHH
sonrasi kaybedildi. 23 numaralt hastada red
goriildii. 25 numarali hastanin halen yogun
immumsupresif tedavi aldig: bildirilmisgtir.

Literatiirlerde MLC'nin HLA-DP ve minér
histokompatibilite antijenlerinden kaynakla-
nan farklilig1 saptamakta yetersiz oldugu be-
lirtilmektedir. sMLC'ye IL-2 eklenmesiyle
bu antijenlerin ekspresyonlarinin artabilece-
gi, boylece mMLC sonucunda bu antijenler-
den kaynaklanan farklihigm saptanabilecegi
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belirtilmektedir®®, Ayn1 zamanda mMLC'ye
immunsupresif ajanlarin eklenmesi ile gorii-
len direng ve duyarlilign KiT'u sonrasimnda
uygulanacak tedaviye yol gosterici olabile-
cegini diigiinliyoruz,

10.

11,
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