Non-Hodgkin Lenfomah Hastalarda Kemik iligi ve Periferik Stem Cell
Uriinlerinin Interleukin-2’ye Cevaplarimn Karsilastiriimasi
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Interleukin-2 (IL-2)’ye immiin cevap, normal periferal kan I6kositleri (PBL) ile karsilastirihnca otolog
kemik iligi (BM) ve graniilosit-monosit koloni stimiilan faktor (GM-CSF) ile mobilize edilmis periferik stem
cell (PSC) iiriinlerinde farklidir. Non-Hodgkin lenfomali 24 hastadan elde edilen stem cell iiriinlerinin IL-2
ile kiiltiirden once ve 5 giin IL-2 ile birlikte kiiltiir yapilarak hiicre proliferasyonu incelendi. Bu
calismalara gére PSC’in IL-2 tarafindan stimiile edilen proliferatif cevabr normal PBL den farkl: degilken
hem PBL ve BM (p=0.0136) hem de PSC ve BM (p=0.0179) arasindaki fark PBL den istatistiki olarak
anlamli derecede farkl idi. Bu sonuglar, PSC deki defektif lenfositlerin transplantasyondan énce in vitro
IL-2 ile muamele edilmesi ile diizeltilebilecegini gostermektedir. Bu nedenle hematolojik rekonstitiisyon
icin PSC transplantasyonu, BM transplantasyonuna iistiindiir. [Turgut Ozal Tip 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 Ozal
Medical Center 1996,3(2):75-79]
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Gilinlimiizde malign hastaliklarin tedavisinde  cell’ler (APSC), kemoterapiden oOnce veya
yiiksek doz kemoterapiyi desteklemek i¢in periferik ~ kemoterapi sirasinda “growth faktor” (GF)’ler ile
kan “stem cell” transplantasyonu (PSCT) ve otolog ~ mobilize edilmekte ve hastalara myeloablatif tedavi
kemik iligi transplantasyonu (ABMT)  uygulamadan once aferezis ile toplanmaktadir (4-
kullanilmaktadir (1-4). Otolog periferik stem 10). PSC kullanmanin bazi avantajlar1 vardir;
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lokoferez ile elde edilebildikleri i¢in kemik iligi
(BM) aliminda  gereken genel anestezi
uygulamalarina ihtiyag kalmamaktadir. Ayrica
PSC kullanilmasi, kemik iligi metastazi olan veya
pelvik radyasyon uygulanan hastalardan elde edilen
hiicrelerin kullanilmasina da izin verir (4,11,12).
Ustelik, BM fiiriinlerine gére PSC’i kontamine eden
timor hiicrelerinin sayist da diisiik oldugu igin
PSCT daha giivenlidir (4,13). BM hiicreleri yerine
mobilize PSC firiinlerinin kullanilmasi ile myeloid
ve lenfoid hiicrelerin normale doéniis orani da
hizlanmaktadir. Non-Hodgkin lenfoma (NHL)
tedavisinde PSCT kullanilmasi halinde ABMT’na
gore hastaliksiz yasama siiresi anlamli olarak
artmaktadir (6).

Son c¢alismalar, ABMT ve PSCT’dan sonra
periferik kan lokositlerinin immiin fonksiyonu
normal PBL’lere goére siiprese olduklarini
gostermistir. Stem cell transplantasyonu yapilan
hastalarda T lenfositlerinin antijene verdikleri
immiin yanitlarda, mitojenle indiiklenen T lenfosit
proliferasyonunda ve IL-2 iiretiminde yetersizlik
olusmaktadir (14-16). Bu gozlemlerin aksine,
antijenik stimiilasyon olmadan yiiksek doz IL-2
konsantrasyonlarinda lenfosit proliferatif cevabi
transplantasyondan sonra daha hizla
normallesmektedir (15).

IL-2; T lenfositlerini proliferasyona sokar,
sitokin tretilmesini stimiile eder, naturel killer
(NK) lenfosit proliferasyonunu destekler, lenfokinle
aktive edilmis killer (LAK) hiicrelerinin
aktivitesini  atirir,  monosit  sitotoksisitesini
giiclendirir ve B lenfositlerinin proliferasyonunu
stimiile eder (17,18). T, NK ve B lenfositlerinin
prolifere olabilmesi i¢in IL-2’nin bu hiicrelerin
membraninda bulunan bir reseptére baglanmasi
gerekir (18).

Giiniimiizde NHL tedavisinde ABMT ve PSCT
kullanilmasma ragmen otolog PSCT daha fazla
tercih edilmektedir. Bu tercihin nedenleri; 1) PSC
tiimor hiicreleri ile daha az kontaminedir, 2) BM
kullanilirsa tiimorlii hiicrelerin transplante edilme
ihtimali daha fazladir ve 3) Radyoterapiden sonra
alinan BM i¢inde stem cell sayisi azalmaktadir
(4,19-21). Bu  sebeplerden  dolayi, otolog
transplantasyonlarda PSC kullanma oran1 1991°de
%15 iken 1994’te %72’ye yiikselmistir (22). Tim
avantajlarma ragmen PSCT’unda da basarisizlik
ihtimali vardir. Bu nedenle rezidiiel hastalig1 tedavi
etmek i¢in yliksek doz kemoterapi (HDT) ve sitokin
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destegi gerekir (23). IL-2 lenfosit
proliferasyonunda hayati bir role sahip oldugu i¢in
BM ve PSC iiriinlerini kisa siire (5 giin) IL-2 ile
kiiltir ~ yaptiktan sonra  olusan lenfosit
proliferasyonunu tespit etmek ve normal periferik
kan l6kositlerinin proliferasyonu ile karsilastirmak
icin bu g¢aligmay1 yaptik.

MATERYAL VE METOD

Hastalar. Bu calisma, Nebraska Universitesi
Tip Merkezi (UNMC)’nde HDT ve PSCT (n=14)
veya ABMT (n=10) tedavisi yapilacak olan orta
derecedeki NHL’l1 hastalarda yapildi. Her hastaya,
stem cell toplanacagi ve otolog transplantasyon
yapilacagr anlatilarak yazili onaylar1 alindi. PSCT
yapilacak gruba granulosit monosit koloni stimulan
faktor (GM-CSF, 250 pg/m*/giin) verildi ve viicut
agirhgma gore 6.5x10° mononiikleer hiicre/kg
toplanarak donduruldu. En az 3 aferez islemi
yapildi. Tiim Ornekler, hem PSC hem de BM,
UNMC’de hazirlanan bir protokole uygun olarak
almdi. Ayrica 20 normal saglikli goniilliden
PBL’ler elde edildi.

Hiicre izolasyonu. Hank’s dengeli tuz
solusyonu (HBSS) (Gibco BRL, Grand Island, NY)
ile, BM veya periferik kan (PB) oOrnekleri 1:1
oraninda, PSC ise 1:2 oraninda diliie edildi ve
Ficoll Hypaqua (Organon Teknika, Durham, NC)
iizerine tabaka yapacak sekilde yayildi. Daha sonra
25 dakika 1500 rpm’de santrifiij yapildi.
Santrifiijden sonra sulu kisim atilip mononiikleer
hiicre tabakasi baska bir tiipe transfer edildi.
Mononiikleer hiicreler iki kez HBSS iginde
santrifiij (1200 rpm’de 10’ar dk) edilerek yikandi
ve bu hiicreler %10 fetal bovine serum (FBS)
(Hyclone, Logan UT), 10 mM HEPES (Research
Organics, Cleveland, OH), 40 pg/ml Gentamycin
(Gibco) ve 2 mM L-Glutamine (Gibco) igeren
RPMI-1640 (Gibco) iginde 4x10%/ml’ye ayarlandi.

Hiicre kiiltiirii. PSC, BM ve normal PBL hiicre
kdiltiirii, %10 FBS, 40 ng/ml Gentamycin ve 2 mM
L-Glutamine igeren RPMI-1640 i¢inde yapildi.
Hiicre kiltirleri i¢in, T-25 doku kiiltiirii sisesi
(Costar, Cambridge, MA) kullanild1 ve her ml i¢in
1x10° hiicre eklendi. T-25 siseleri icine, son
konsantrasyonu 100 IU/ml olacak sekilde
rekombinan IL-2 (Chiron Corporation, Emeryville,
CA) (specific activity 3x10° units/mg) eklendi. Bu
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kiltiirler, %5 CO;’li etiivde 37°C’de 5 giin inkiibe
edildi, daha sonra hiicreler santrifiij edilerek
toplandi ve IL-2 ile stimiile olup olmadiklari
(proliferasyon) incelendi.

IL-2 ile indiiklenmis proliferasyon. 1L-2,
RPMI-1640 iginde 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1,
0.3, 0.1, 0.03 and 0 U/ml konsantrasyonlarinda
dilte edildi. Bu diliisyonlarin herbirinden 100 pl
alinarak mikropleyt kuyucuklarina kondu. Her
diliisyon i¢in 3 kuyucuk kullanildi. Daha sonra tiim
kuyucuklara ml’de 1x10%ya ayarlanan hiicre
solusyonundan 100’er pl eklendi. Ug giin inkiibe
edildikten sonra kuyucuklara 1 uCi *H-thymidine
eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Ertesi giin 96
kuyucuklu Scatron cell harvester cihazi ile
kuyucuklar yikanip hiicreler fiberglas striptlere
emdirildi. Radyoaktivite “Packard beta scintillation
counter” ile ol¢iildii.

Istatistikler. Multipl deneylerden elde edilen
verilerin ortalamasi ve standart hatalar1 hesaplandi.
Anlamlilik diizeyleri SPSS for Windows" yazilimi
kullanilarak Student t testi ile incelendi.

BULGULAR

Hastalar ve stem cell iiriinleri. Bu caligmaya,
Agustos 1995 ile Nisan 1996 arasinda, Nebraska
Universitesi Tip Merkezi (UNMC)’nde kemoterapi
ve stem cell transplantasyonu yapilacak 24 NHL’l1
hasta alindi. Hastalara yapilacak arastirma anlatilip
yazili onaylar1 alindi. PSCT grubundaki, 8’1 erkek
6’st kadin 14 hastanin ortalama yas1 45 (32-68),
otolog BMT grubunda ise 49 (34-68) yildi.

Tablo 1. NHL’l1 hastalarin 6zellikleri

toplandi ve donduruldu. GM-CSF verilmesinden
sonra 3.ncii ve daha sonraki gilinlerde en az 3
aferez islemi uygulandu. Stem cell
transplantasyonundan sonra tiim hastalara mutlak
notrofil sayist > 500/mm’ oluncaya kadar iki giin
araliklarla GM-CSF verildi. Hastalarin diger
ozellikleri Tablo 1’de gosterilmistir.

IL-2 ile PSC proliferasyonu. PSC’in IL-2’ye
verdikleri proliferatif ~ cevaplarin normal
PBL’lerinkine benzer oldugu, her ikisinin de BM
lokositlerine gore daha yiiksek proliferasyon
gosterdigi ve farkin istatistiki olarak anlamli
oldugu tespit edildi (sirastyla, p<0.01 ve p<0.001).
Kontrol  kiiltiirlerde ~ (IL-2’siz) *H-thymidine
inkorporasyonu (baz proliferasyon) daha diisiik
oldugundan PSC stimiilasyon indeksi PBL’de
gozlenenden daha yiiksek bulundu. PBL’lerin, 100
IU/ml IL-2 ile 5 glinliik kiiltirden sonra 10-1,000
IU/ml IL-2’ye proliferasyon cevabi anlamli olarak
daha yiiksek olarak tespit edildi. Ayrica, IL-2
cevaplar1 taze Triinlere gore c¢ok daha yiiksek
bulundu. Bunun nedeni IL-2 reseptorlerinin
artmasi olabilir. Bu durumda, PSC iiriinlerinden
elde edilen lo6kositlerin stimiilasyon indeksi 5.7
iken IL-2 ile kiiltirden sonra 67’ye yikseldigi
goriildi. Bunun nedeni PSC irilinlerindeki
l6kositlerin aktive veya ekspanse olma yetersizligi
olabilir diye diigiiniildi. IL-2 ile kiiltiirden sonra
hem PSC hem de BM iriinlerinin IL-2’ye
verdikleri cevaplar PBL’e gore anlamli olarak daha
distiktii (1000 IU/ml IL-2 ile sirasiyla, p<0.01 ve
p<0.01) ve bunlar bir birinden istatistiki olarak ¢ok
farkli degildi (p=0.462).

PSC BM
Hasta Say1si 14 10
Cins (E/K) 8/6 7/3
Ortalama Yas 45 49
BM Tutulumu (Var/Yok) 5/9 0/10
CVB (ferez sayist) 6.25 -

Ortalama CFU-GM (x10*/kg) (alt-iist sinr)
Ortalama CD34+(x10%kg) (alt-iist sir)

4.85 (3.17-64.49)
1.23 (1.09-16.17)

BFU-E (x10%/kg) 10.63
Mutlak hiicre say1s1 >500 ulagma zamani 11.67
Trombosit sayist >20,000 ulasma zamani 9.83

3.46 (1.89-7.95)
1.17 (0.32-2.74)
5.81

11.50

14.75

Periferik kan progenitor hiicreleri, i.v. 250 pg/M*
verilen GM-CSF ile mobilize edildi. Hedef hiicre
dozu 6.5x10° mononiikleer hiicre/kg olacak sekilde

Journal of Turgut Ozal Medical Center 3(2):1996

77



BM ve PSC iiriinlerinin IL-2’ye cevaplari ...

TH. Ozerol ve ark.

TARTISMA

Malign hastaliklarin tedavisinde myeloablatif
tedaviden sonra otolog BMT una bir alternatif olan
PSCT daha sik kullanilmaya baslanmistir. Bu
yonelimin en 6nemli dayanak noktasi otolog BMT
ile karsilastirilinca PSCT unun daha hizli myeloid
(22,24) ve immiinolojik  rekonstriiksiyon
gostermesidir (24,25). PSCT’dan sonra ¢ok daha
hizli immiin rekonstriiksiyon goriilmesi ilging bir
gozlemdir (25). Hem otolog BMT hem de
PSCT’dan sonra toplanan stem cell iirtinlerindeki
timo6r  hiicrelerinin  tekrar  infiize edilmesi
miimkiindiir. Cervantes ve ark. (26) otolog BMT
yapilan NHL’l1 hastalar1 11 yil izlemis ve 34
hastalik seride %68 oraninda kemik iligi tutulumu
goriildiglini bildirmislerdir. Brada ve ark. (27) ise
histolojik olarak kemik iligi normal gdriinen
hastalarin %30’unda, dolagsan lenfoma hiicreleri
tespit etmislerdir. Kemoterapiye bagli nétropeni
gelisen hastalardan, iyilesme fazi sirasinda elde
edilen PSC i¢inde daha az tiimér hiicreleri olmasi

nedeniyle bunlar, alternatif pluripotent
hematopoietik progenitér hiicre olarak kabul
edilmektedir  (28). Son yillarda, toplanan

hiicrelerdeki tiimor hiicrelerinin ayrilmasi ile daha
uzun ortalama yasam siiresi elde edilmistir (29).
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Sekil 1. Normal donérlerden alinan PBL ve NHL’I1 hastalardan
elde edilen PSC ve BM hiicrelerinde IL-2’ye bagh
proliferasyon. Veriler ortalama count per minute (cpm) *
standart hata (SE) olarak, stimiilasyon indeksleri ise

stitun i¢inde gosterilmistir.
* Normal PBL ile karsilastirilinca fark anlamli (p<0.05).

# PSC ile karsilastirilince fark anlamli (p<0.05).

78

Timor hiicrelerinin %100 ayrilamamas1 nedeniyle
halen niiks goriilen hastalar vardir. Bu nedenle,
bahsedilen farkli terapdtik yaklasimlarin terapotik
etkinligini artirmak icin adjuvan tedavi metodlari
ile desteklenmesi gerekir. Giliniimiizde bu amagla,
IL-2 ile ¢ogaltilmis stem cell {riinlerinin
kullanilmast (25) veya transplantasyondan sonra
IL-2 kullanilmasi diisiiniilmektedir (24).

Bu c¢alismada, IL-2 ile stimiile edilen PSC
proliferasyonu, normal PBL ile gozlenene benzer,
fakat PBL ve BM arasinda (p=0.014), PSC ve BM
arasinda (p=0.0189) anlamli oranda daha diisiik
bulundu. IL-2 ile kiiltiirden sonra, IL-2 ile stimiile
olmus PSC ve KI proliferasyonu, PBL’den anlaml1
olarak daha diisik bulundu. PBL’nin IL-2 ile
proliferasyonu anlamli olarak artarken PSC ve BM
proliferasyonlar1 artmadi.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile NHL’I1 hastalarda
lIokositlerde IL-2 stimulasyon cevabinin defektif
oldugu ve stem cell iirtinlerindeki defektif IL-2
stimiilasyonunun IL-2 ile birlikte kiiltiir yapilarak
diizeltilebilecegi  gosterilmistir.  Bu  sekilde
muamele edilen effektor hiicreler, timor
hiicrelerine kars litik aktivite gosterebilecegi icin
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Sekil 2. Normal donérlerden alinan PBL ve NHL’l1 hastalardan
elde edilen PSC ve BM hiicrelerinde IL-2 ile (100 IU/ml)
5 glinlik in vitro kiiltirden sonra IL-2’ye bagh
proliferasyon. Veriler ortalama count per minute (cpm) +
standart hata (SE) olarak, stimiilasyon indeksleri ise

stitun i¢inde gosterilmistir.
* Normal PBL ile karsilastirilinca fark anlamh (p<0.05).

# PSC ile karsilastirilince fark anlaml (p<0.05).
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NHL’l1 hastalarda lenfomanin tedavisi i¢in IL-2
verilmesi veya aktive edilen otolog hiicrelerin
adoptif transferi uygun olacaktir.
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