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Non-Hodgkin Lenfomalı Hastalarda Kemik İliği ve Periferik Stem Cell 
Ürünlerinin İnterleukin-2’ye Cevaplarının Karşılaştırılması 

İbrahim Halil Özerol, MD1,  Mustafa Şenol, MD2,  Ana Ageitos, MD1,  James E. Talmadge, PhD1 

İnterleukin-2 (IL-2)’ye immün cevap, normal periferal kan lökositleri (PBL) ile karşılaştırılınca otolog 
kemik iliği (BM) ve granülosit-monosit koloni stimülan faktör (GM-CSF) ile mobilize edilmiş periferik stem 
cell (PSC) ürünlerinde farklıdır. Non-Hodgkin lenfomalı 24 hastadan elde edilen stem cell ürünlerinin IL-2 
ile kültürden önce ve 5 gün IL-2 ile birlikte kültür yapılarak hücre proliferasyonu incelendi. Bu 
çalışmalara göre PSC’in IL-2 tarafından stimüle edilen proliferatif cevabı normal PBL’den farklı değilken 
hem PBL ve BM (p=0.0136) hem de PSC ve BM (p=0.0179) arasındaki fark PBL’den istatistiki olarak 
anlamlı derecede farklı idi. Bu sonuçlar, PSC’deki defektif  lenfositlerin transplantasyondan önce in vitro 
IL-2 ile muamele edilmesi ile düzeltilebileceğini göstermektedir. Bu nedenle hematolojik rekonstitüsyon 
için PSC transplantasyonu, BM transplantasyonuna üstündür. [Turgut Özal Tıp Merkezi Dergisi 
1996;3(2):75-79] 
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The comparison of the responses of bone marrow and peripheral stem cell products from 
patients with non-Hodgkin lymphoma to interleukin-2 

The immune response to interleukin-2 (IL-2) differs between autologous bone marrow (BM) and 
granulocyte-monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) mobilized peripheral stem cell (PSC) products 
as well as compared to normal peripheral blood leukocytes (PBL).  Stem cell products from 24 patients 
with non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) were examined both before and following 5 days co-incubation with 
IL-2, and the cell proliferation in response to  IL-2 were examined.  These studies show that the IL-2 
stimulated proliferative response of PSC was not different than observed with normal PBL, but there was 
statistically significant decrease between not only PBL and BM but also PSC and BM (p=0.0136 and 
p=0.0179, respectively). As these results show, ex vivo threat of PSC with IL-2 before PSC transplantation 
is capable of to increase defective-lymphocyte function.  Therefore, the use of PSC transplantation as 
compared to BM transplantation for hematologic reconstitution is superior. [Journal of Turgut Özal 
Medical Center 1996;3(2):75-79]  
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Günümüzde malign hastalıkların tedavisinde 
yüksek doz kemoterapiyi desteklemek için periferik 
kan “stem cell” transplantasyonu (PSCT) ve otolog 
kemik iliği transplantasyonu (ABMT) 
kullanılmaktadır (1-4). Otolog periferik stem 

cell’ler (APSC), kemoterapiden önce veya 
kemoterapi sırasında “growth faktör” (GF)’ler ile 
mobilize edilmekte ve hastalara myeloablatif tedavi 
uygulamadan önce  aferezis ile toplanmaktadır (4-
10). PSC kullanmanın bazı avantajları vardır; 
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lökoferez ile elde edilebildikleri için kemik iliği 
(BM) alımında gereken genel anestezi 
uygulamalarına ihtiyaç kalmamaktadır. Ayrıca 
PSC kullanılması, kemik iliği metastazı olan veya 
pelvik radyasyon uygulanan hastalardan elde edilen 
hücrelerin kullanılmasına da izin verir (4,11,12). 
Üstelik, BM ürünlerine göre PSC’i kontamine eden 
tümör hücrelerinin sayısı da düşük olduğu için 
PSCT daha güvenlidir (4,13). BM hücreleri yerine 
mobilize PSC ürünlerinin kullanılması ile myeloid 
ve lenfoid hücrelerin normale dönüş oranı da 
hızlanmaktadır. Non-Hodgkin lenfoma (NHL) 
tedavisinde PSCT kullanılması halinde ABMT’na 
göre hastalıksız yaşama süresi anlamlı olarak 
artmaktadır (6). 

Son çalışmalar, ABMT ve PSCT’dan sonra 
periferik kan lökositlerinin immün fonksiyonu 
normal PBL’lere göre süprese olduklarını 
göstermiştir. Stem cell transplantasyonu yapılan 
hastalarda T lenfositlerinin antijene verdikleri 
immün yanıtlarda, mitojenle indüklenen T lenfosit 
proliferasyonunda ve IL-2 üretiminde yetersizlik 
oluşmaktadır (14-16). Bu gözlemlerin aksine, 
antijenik stimülasyon olmadan yüksek doz IL-2 
konsantrasyonlarında lenfosit proliferatif cevabı 
transplantasyondan sonra daha hızla 
normalleşmektedir (15).  

IL-2; T lenfositlerini proliferasyona sokar, 
sitokin üretilmesini stimüle eder, naturel killer 
(NK) lenfosit proliferasyonunu destekler, lenfokinle 
aktive edilmiş killer (LAK) hücrelerinin 
aktivitesini atırır, monosit sitotoksisitesini 
güçlendirir ve B lenfositlerinin proliferasyonunu 
stimüle eder (17,18). T, NK ve B lenfositlerinin 
prolifere olabilmesi için IL-2’nin bu hücrelerin 
membranında bulunan bir reseptöre bağlanması 
gerekir (18).  

Günümüzde NHL tedavisinde ABMT ve PSCT 
kullanılmasına rağmen otolog PSCT daha fazla 
tercih edilmektedir. Bu tercihin nedenleri; 1) PSC 
tümör hücreleri ile daha az kontaminedir, 2) BM 
kullanılırsa tümörlü hücrelerin transplante edilme 
ihtimali daha fazladır ve 3) Radyoterapiden sonra 
alınan BM içinde stem cell sayısı azalmaktadır 
(4,19-21). Bu sebeplerden dolayı, otolog 
transplantasyonlarda PSC kullanma oranı 1991’de 
%15 iken 1994’te %72’ye yükselmiştir (22). Tüm 
avantajlarına rağmen PSCT’unda da başarısızlık 
ihtimali vardır. Bu nedenle rezidüel hastalığı tedavi 
etmek için yüksek doz kemoterapi (HDT) ve sitokin 

desteği gerekir (23). IL-2 lenfosit 
proliferasyonunda hayati bir role sahip olduğu için 
BM ve PSC ürünlerini kısa süre (5 gün) IL-2 ile 
kültür yaptıktan sonra oluşan lenfosit 
proliferasyonunu tespit etmek ve normal periferik 
kan lökositlerinin proliferasyonu ile karşılaştırmak 
için bu çalışmayı yaptık.   

MATERYAL VE METOD 

Hastalar.  Bu çalışma, Nebraska Üniversitesi 
Tıp Merkezi (UNMC)’nde HDT ve PSCT (n=14) 
veya ABMT (n=10) tedavisi yapılacak olan orta 
derecedeki NHL’lı hastalarda yapıldı. Her hastaya, 
stem cell toplanacağı ve otolog transplantasyon 
yapılacağı anlatılarak yazılı onayları alındı. PSCT 
yapılacak gruba granulosit monosit koloni stimulan 
faktör (GM-CSF, 250 µg/m2/gün) verildi ve vücut 
ağırlığına göre 6.5x108 mononükleer hücre/kg  
toplanarak donduruldu. En az 3 aferez işlemi 
yapıldı. Tüm örnekler, hem PSC hem de BM, 
UNMC’de hazırlanan bir protokole uygun olarak 
alındı. Ayrıca 20 normal sağlıklı gönüllüden 
PBL’ler elde edildi.  

Hücre izolasyonu. Hank’s dengeli tuz 
solusyonu (HBSS) (Gibco BRL, Grand Island, NY) 
ile, BM veya periferik kan (PB) örnekleri 1:1 
oranında, PSC ise 1:2 oranında dilüe edildi ve 
Ficoll Hypaqua (Organon Teknika, Durham, NC) 
üzerine tabaka yapacak şekilde yayıldı. Daha sonra 
25 dakika 1500 rpm’de santrifüj yapıldı. 
Santrifüjden sonra sulu kısım atılıp mononükleer 
hücre tabakası başka bir tüpe transfer edildi. 
Mononükleer hücreler iki kez HBSS içinde 
santrifüj (1200 rpm’de 10’ar dk) edilerek yıkandı 
ve bu hücreler %10 fetal bovine serum (FBS) 
(Hyclone, Logan UT), 10 mM HEPES (Research 
Organics, Cleveland, OH), 40 g/ml Gentamycin 
(Gibco) ve 2 mM L-Glutamine (Gibco) içeren 
RPMI-1640 (Gibco) içinde 4x106/ml’ye ayarlandı.   

Hücre kültürü. PSC, BM ve normal PBL hücre 
kültürü, %10 FBS, 40 g/ml Gentamycin ve 2 mM 
L-Glutamine içeren RPMI-1640 içinde yapıldı. 
Hücre kültürleri için, T-25 doku kültürü şişesi 
(Costar, Cambridge, MA) kullanıldı ve her ml için 
1x106 hücre eklendi. T-25 şişeleri içine, son 
konsantrasyonu 100 IU/ml olacak şekilde 
rekombinan IL-2 (Chiron Corporation, Emeryville, 
CA) (specific activity 3x106 units/mg) eklendi. Bu 
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kültürler, %5 CO2’li etüvde 37°C’de 5 gün inkübe 
edildi, daha sonra hücreler santrifüj edilerek 
toplandı ve IL-2 ile stimüle olup olmadıkları 
(proliferasyon) incelendi. 

IL-2 ile indüklenmiş proliferasyon. IL-2, 
RPMI-1640 içinde 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1, 
0.3, 0.1, 0.03  and 0 U/ml konsantrasyonlarında 
dilüe edildi. Bu dilüsyonların herbirinden 100 µl 
alınarak mikropleyt kuyucuklarına kondu. Her 
dilüsyon için 3 kuyucuk kullanıldı. Daha sonra tüm 
kuyucuklara ml’de 1x106’ya ayarlanan hücre 
solusyonundan 100’er µl eklendi. Üç gün inkübe 
edildikten sonra kuyucuklara 1 µCi 3H-thymidine 
eklendi ve 24 saat inkübe edildi. Ertesi gün 96 
kuyucuklu Scatron cell harvester cihazı ile 
kuyucuklar yıkanıp hücreler fiberglas striptlere 
emdirildi. Radyoaktivite “Packard beta scintillation 
counter” ile ölçüldü. 

İstatistikler. Multipl deneylerden elde edilen 
verilerin ortalaması ve standart hataları hesaplandı. 
Anlamlılık düzeyleri SPSS for Windows® yazılımı 
kullanılarak Student t testi ile incelendi. 

BULGULAR 

Hastalar ve stem cell ürünleri.  Bu çalışmaya, 
Ağustos 1995 ile Nisan 1996 arasında, Nebraska 
Üniversitesi Tıp Merkezi (UNMC)’nde kemoterapi 
ve stem cell transplantasyonu yapılacak 24 NHL’lı 
hasta alındı. Hastalara yapılacak araştırma anlatılıp 
yazılı onayları alındı. PSCT grubundaki, 8’i erkek 
6’sı kadın 14 hastanın ortalama yaşı 45 (32-68), 
otolog BMT grubunda ise 49 (34-68) yıldı. 

Periferik kan progenitor hücreleri, i.v. 250 µg/M2 
verilen GM-CSF ile mobilize edildi. Hedef hücre 
dozu  6.5x108 mononükleer hücre/kg olacak şekilde 

toplandı ve donduruldu. GM-CSF verilmesinden 
sonra 3.ncü ve daha sonraki günlerde en az 3 
aferez işlemi uygulandı. Stem cell 
transplantasyonundan sonra tüm hastalara mutlak 
nötrofil sayısı  500/mm3 oluncaya kadar iki gün 
aralıklarla GM-CSF verildi. Hastaların diğer 
özellikleri Tablo 1’de gösterilmiştir.  

IL-2 ile PSC proliferasyonu. PSC’in IL-2’ye 
verdikleri proliferatif cevapların normal 
PBL’lerinkine benzer olduğu, her ikisinin de BM 
lökositlerine göre daha yüksek proliferasyon 
gösterdiği ve farkın istatistiki olarak anlamlı 
olduğu tespit edildi (sırasıyla, p<0.01 ve p<0.001). 
Kontrol kültürlerde (IL-2’siz) 3H-thymidine 
inkorporasyonu (baz proliferasyon) daha düşük 
olduğundan PSC stimülasyon indeksi PBL’de 
gözlenenden daha yüksek bulundu. PBL’lerin, 100 
IU/ml IL-2 ile 5 günlük kültürden sonra 10-1,000 
IU/ml IL-2’ye proliferasyon cevabı anlamlı olarak 
daha yüksek olarak tespit edildi. Ayrıca, IL-2 
cevapları taze ürünlere göre çok daha yüksek 
bulundu. Bunun nedeni IL-2 reseptörlerinin 
artması olabilir. Bu durumda, PSC ürünlerinden 
elde edilen lökositlerin stimülasyon indeksi 5.7 
iken IL-2 ile kültürden sonra 67’ye yükseldiği 
görüldü. Bunun nedeni PSC ürünlerindeki 
lökositlerin aktive veya ekspanse olma yetersizliği 
olabilir diye düşünüldü. IL-2 ile kültürden sonra 
hem PSC hem de BM ürünlerinin IL-2’ye 
verdikleri cevaplar PBL’e göre anlamlı olarak daha 
düşüktü (1000 IU/ml IL-2 ile sırasıyla, p<0.01 ve 
p<0.01) ve bunlar bir birinden istatistiki olarak çok 
farklı değildi (p=0.462).   

Tablo 1. NHL’lı hastaların özellikleri 

 PSC BM 

Hasta Sayısı 14 10 

Cins (E/K) 8/6 7/3 

Ortalama Yaş  45 49 

BM Tutulumu (Var/Yok) 5/9 0/10 

CVB (ferez sayısı) 6.25 - 

Ortalama CFU-GM (x104/kg) (alt-üst sınır) 4.85 (3.17-64.49) 3.46 (1.89-7.95) 

Ortalama CD34+(x106/kg)  (alt-üst sınır) 1.23 (1.09-16.17) 1.17 (0.32-2.74) 

BFU-E (x104/kg) 10.63 5.81 

Mutlak hücre sayısı >500 ulaşma zamanı 11.67 11.50 

Trombosit sayısı >20,000 ulaşma zamanı 9.83 14.75 
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TARTIŞMA 

Malign hastalıkların tedavisinde myeloablatif 
tedaviden sonra otolog BMT’una bir alternatif olan 
PSCT daha sık kullanılmaya başlanmıştır. Bu 
yönelimin en önemli dayanak noktası otolog BMT 
ile karşılaştırılınca PSCT’unun daha hızlı myeloid 
(22,24) ve immünolojik rekonstrüksiyon 
göstermesidir (24,25). PSCT’dan sonra çok daha 
hızlı immün rekonstrüksiyon görülmesi ilginç bir 
gözlemdir (25). Hem otolog BMT hem de 
PSCT’dan sonra toplanan stem cell ürünlerindeki 
tümör hücrelerinin tekrar infüze edilmesi 
mümkündür. Cervantes ve ark. (26) otolog BMT 
yapılan NHL’lı hastaları 11 yıl izlemiş ve 34 
hastalık seride %68 oranında kemik iliği tutulumu 
görüldüğünü bildirmişlerdir. Brada ve ark. (27) ise 
histolojik olarak kemik iliği normal görünen 
hastaların %30’unda, dolaşan lenfoma hücreleri 
tespit etmişlerdir. Kemoterapiye bağlı nötropeni 
gelişen hastalardan, iyileşme fazı sırasında elde 
edilen PSC içinde daha az tümör hücreleri olması 
nedeniyle bunlar, alternatif pluripotent 
hematopoietik progenitör hücre olarak kabul 
edilmektedir (28). Son yıllarda, toplanan 
hücrelerdeki tümör hücrelerinin ayrılması ile daha 
uzun ortalama yaşam süresi elde edilmiştir (29). 

Tümör hücrelerinin %100 ayrılamaması nedeniyle 
halen nüks görülen hastalar vardır. Bu nedenle, 
bahsedilen farklı terapötik yaklaşımların terapötik 
etkinliğini artırmak için adjuvan tedavi metodları 
ile desteklenmesi gerekir. Günümüzde bu amaçla, 
IL-2 ile  çoğaltılmış stem cell ürünlerinin 
kullanılması (25) veya transplantasyondan sonra 
IL-2 kullanılması düşünülmektedir (24).   

Bu çalışmada, IL-2 ile stimüle edilen PSC 
proliferasyonu, normal PBL ile gözlenene benzer, 
fakat PBL ve BM arasında (p=0.014), PSC ve BM 
arasında (p=0.0189) anlamlı oranda daha düşük 
bulundu. IL-2 ile kültürden sonra, IL-2 ile stimüle 
olmuş PSC ve Kİ proliferasyonu, PBL’den anlamlı 
olarak daha düşük bulundu. PBL’nin IL-2 ile 
proliferasyonu anlamlı olarak artarken PSC ve BM 
proliferasyonları artmadı. 

Sonuç olarak, bu çalışma ile NHL’lı hastalarda 
lökositlerde IL-2 stimulasyon cevabının defektif 
olduğu ve stem cell ürünlerindeki defektif IL-2 
stimülasyonunun IL-2 ile birlikte kültür yapılarak 
düzeltilebileceği gösterilmiştir. Bu şekilde 
muamele edilen effektör hücreler, tümör 
hücrelerine karşı litik aktivite gösterebileceği için 
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Şekil 1. Normal donörlerden alınan PBL ve NHL’lı hastalardan 

elde edilen PSC ve BM hücrelerinde IL-2’ye bağlı 

proliferasyon. Veriler ortalama count per minute (cpm)  

standart hata (SE) olarak, stimülasyon indeksleri ise 

sütun içinde gösterilmiştir. 

* Normal PBL ile karşılaştırılınca fark anlamlı (p<0.05).  

# PSC ile karşılaştırılınce fark anlamlı (p<0.05). 
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Şekil 2. Normal donörlerden alınan PBL ve NHL’lı hastalardan 

elde edilen PSC ve BM hücrelerinde IL-2 ile (100 IU/ml) 

5 günlük in vitro kültürden sonra IL-2’ye bağlı 

proliferasyon. Veriler ortalama count per minute (cpm)  

standart hata (SE) olarak, stimülasyon indeksleri ise 

sütun içinde gösterilmiştir. 

* Normal PBL ile karşılaştırılınca fark anlamlı (p<0.05).  

# PSC ile karşılaştırılınce fark anlamlı (p<0.05). 
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NHL’lı hastalarda lenfomanın tedavisi için IL-2 
verilmesi veya aktive edilen otolog hücrelerin 
adoptif transferi uygun olacaktır. 
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