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IL-2 ETKİSİ İLE AKTİF H A L E GETİRİLEN MODİFİYE M L C 
TESTİNDE İMMUNOSUPRESAN İLAÇLARIN ETKİSİ 

Tülay KILIÇASLAN AYNA*, Filiz AYDIN*, Sevgi BEŞIŞIK**, Mahmut ÇARİN* 

Standart mixed lymphocyte culture (Standart karışık lenfosit kültürü-sMLC) allogeneik kemik 
iliği transplantasyonu (KİT) yapılacak hastalara uygun vericinin seçilmesinde, özellikle human 
leukocyte antigen (HLA)-D grubu antijenlerini saptamak için kullanılan bir yöntemdir. Bu
nunla birlikte sMLC ile HLA-DP ve minör histokompatibilite antijenlerinin uyumsuzluğu ve 
bunun sonucunda oluşan graft versus host hastalığı (GVHH) belirlenemeyebilir. Alıcı ve do-
nör arasında, eğer varsa saptanamayan proliferatif cevapları saptamak ve KİT'da başarıyı art
tırmak amacıyla sMLC modifiye edilebilir. 

Bu nedenle KİT'na hazırlanan ve sMLC sonucu negatif olan, 25 bireyin farklı yönlerdeki 26 
alıcı-verici hücre kombinasyonuna aynı zamanda interlökin-2 (IL-2) ilave ederek modifiye et
tiğimiz M L C (mMLC) ile de bu antijenlere bağlı farklılığı saptamayı amaçladık. 19 mMLC 
testinde SI değerlerindeki artışında bu farklılıktan kaynaklanabileceğini düşündük. 

Immunsupresiflere karşı oluşan duyarlılık ve direnç bireyden bireye değişiklik göstermektedir. 
Bu da graftın kabul veya reddedilmesinde rol oynamaktadır. Bu nedenle mMLC testine, nakil 
sonrası kullanılan ajanlardan çyclosporine-A (Cyc-A) ve methylprednisolone (MeP) ekleye
rek, bu ajanların antiproliferatif etkilerini karşılaştırdık. Sonuçta 26 testten 12'sinin MeP'e, 
13'ünün Cyc-A'ya daha duyarlı olduğunu gördük. Bir testte ise MeP ve Cyc-A'ya karşı olan 
duyarlılığın eşit olduğunu saptadık. 

Anahtar kelimeler: Kemik iliği transplantasyonu, karışık lenfosit kültürü, interlökin-2, im-
munsupresif 

SUMMARY 

Effect of İmmıııısııpressive drııgs 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 minör histocompatibility and eventually graft versus host disease 
(GVHD) may not be detected. Proliferative responses i f exist between donor and recipient and 
to ameliorate BMT outcomes standart mixed lymphocyte culture (sMLC) can be modified. 

IL-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 

Ö Z E T 

GIRIŞ 
KİT, hematolojik habis hastalıklar başlıca 
olmak üzere kalıtsal ve edinilmiş hastalıkla
rın birçoğunda kesin tedavi şeklidir ( 1 9 ) . 

1980Tİ yılların başından beri KİT, özellikle 
malign ve malign olmayan (iyi huylu) hema
tolojik hastalıklarda ve immun yetmezlik 
hastalıklarında gün geçtikçe artan bir uygu-
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lama alanı bulmaktadır ( 1 3 ) . Nakledilen doku 
veya organın kabul yada red edilmesi ise 
HLA genleri tarafından kodlanan proteinle
rin kontrolü altındadır. Doku tiplendirmesin-
de, ilk aşamada HLA-ABC antijenleri sero-
lojik olarak belirlenmektedir ( 1 9 ) . 

1. Sınıf antijenleri identik olan, alıcı-verici 
kombinasyonlarının HLA-D antijenleri ise, 
sMLC ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(Polymerase Chain Reaction-PCR)'na dayalı 
teknikler ile saptanmaktadır. 

I I . Sınıf antijenlerdeki uyumsuzluğun akut 
GVHH riskini artırdığı bilinmektedir. Bu
nunda sMLC testi ile saptanamayan HLA-
DP ve minör histokompatibilite antijenlerin
den kaynaklandığı düşünülmektedir { 1 6 ). 

İmmünolojik reaksiyonlarda, immun sistem 
hücreleri sitokin adı verilen soluble madde
ler salgılarlar. Bunlardan en önemlisi çoğun
lukla T hücrelerinden salgılanan IL-2'dir. IL -
2, graft reddi veya GVHH'da rol oynayan 
hücrelerin aktif hale geçmesini ve çoğalma
sını sağlar. 

Klinikte sitokinlerin etkilerini bloke etmek 
ve T hücre aktivasyonunu engellemek ama
cıyla çeşitli tedaviler uygulanmaktadır. Bu 
tedavilerde antijene spesifik ve antijene spe
sifik olmayan ajanlar kullanılmaktadır. Son 
yıllarda kortikosteroidler ve Cyc-A klinikte 
en yaygın kullanılan spesifik olmayan ajan
lardır ( 2 1 ) . Bunlardan Cyc-A stöplazmada 
kalmodulini inaktif hale getirir veya peptidil 
prolil izomeraz siklofilini aktive eder. Bu şe
kilde T hücresinin aktivasyonu süresince 
kalsiyuma bağlı sinyal transdüksiyonu en
gellenir ('2,22) Kortikosteroidler ise özellikle 

Tablo 1. Kültür plağında hücrelerin yerleşim düzeni 

makrofajlar tarafından sentezlenen sitokinle
rin sentezini inhibe ederek T hücrelerinin 
aktivasyonunu engeller (5'10>. 

Bu çalışmada IL-2 ilavesiyle hücreler stimü-
le edilerek sMLC modifiye edilmiş, ayrıca 
aktif hücreler üzerindeki immunsupresiflerin 
antiproliferatif etkileri karşılaştırılıra şür. 

MATERYAL ve METOD 
Çeşitli hematolojik hastalıklar sebebiyle, al-
logeneik KİT planlanan 25 hasta ve bu has
taların birer sağlıklı vericisi (kardeş veya ak
raba) olmak üzere toplam 50 kişi çalışmaya 
dahil edildi. 

Hasta ve vericilerin çevre kanı mononükleer 
hücreleri (PBMC), Ficol hypaque gradient 
santrifüj yöntemi ile elde edildi. Alıcı hücre 
sayısı 1.106 h/ml'ye, verici hücre sayısı 
2.106 h/ml'ye ayarlandı. 

Stimülatör (verici) hücreleri 2000 rad'da 
ışınlandı. sMLC için alıcı-alıcı, alıcı-verici, 
alıcı kontroller olmak üzere 12 kuyu açıldı. 
mMLC için sMLC testine benzer şekilde, 
toplam 8 kuyu açıldı. Eşit sayıdaki alıcı-ve
rici hücrelerin üzerine 10 ul (1000 U/ml) IL -
2 eklendi. mMLC testinde immunsupresifle
rin (Cyc-A ve MeP) etkilerini görmek için 
hazırlanan serilere (Cyc-A için 8 kuyu, MeP 
için 8 kuyu) 40 ul MeP (5 pg/ml) ve 40ul 
Cyc-A (50ug/ml) eklendi ve hücreler Tablo 
1 'de görüldüğü gibi düzenlendi. 

Kültür plakları 37°C, nemli, %5 C 0 2 bulu
nan inkübatöre yerleştirildi. 96.saatte kültür 
ortamına her kuyuya 50 pl 3 H tymidin eklen
di. 24 saat sonra celi harvester (hücre topla-

AIıcı-Alıcı (A-A) Alıcı-Verici (AV*) Alıcı-Kontrol (A-K*) Alıcı-Kontrol (A-K*) 

sMLC sMLC sMLC sMLC 

mMLC mMLC mMLC mMLC 

IL-2+Cyc-A IL-2+Cyc-A IL-2+Cyc-A IL-2+Cyc-A 

IA-2+Men IL-2+MeP IL-2+MeP IL-2+MeP 
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yıcı) ile hücreler filtre kağıdı üzerine topla
narak kurutuldu. Herbir filtre kağıdı farklı 
bir sayım şişesine alındı. Şişelere sintilasyon 
sıvısı (toluol / PPO, 2 ml/0.06mg) eklenerek 
(3 counter ((3 sayacı)'da sayım yapıldı. 

Sonuçlar stimülasyon indeksi (SI) ve relati-
ve response indeksi (RRI) olarak hesaplandı. 
sMLC testinde SI değerinin <1 ve RRI sonu
cunun ise negatif olması KİT için uygunluğu 
ifade etmektedir. Bu çalışmada sonuçlarımı
zı SI değerlerini göz önüne alarak değerlen
dirdik. 

BULGULAR 

sMLC test sonucu negatif olan 25 bireye de
ğişik yönlerde 26 mMLC testi uygulandı. 

Bu testlerden 17'si alıcı, 9'u verici yönün
deydi (I . Aşama alıcı yönü, I I . Aşama verici 
yönüdür). mMLC testlerinden 19'unda SI 
değerlerinde yükselmeler görüldü. 7'sinde 
ise SI değerlerinde azalma olduğu saptandı. 

Aynı grup içinde, IL-2 ile aktive edilmiş al-
logeneik hücrelere eklenen MeP'e karşı 12 
bireyin (1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 20, 
24 nolu testler) Cyc-A'dan daha duyarlı ol
duğu, 13 bireyin ise (3, 5, 9, 13, 14, 17, 18 I . 
aşama, 18 I I . aşama, 19, 21, 22, 23, 25 nolu 
testler) Cyc-A'ya daha duyarlı olduğu belir
lendi. Bir birey de ise (7 nolu test) MeP ve 
Cyc-A kullanılması sonucunda elde edilen 
SI değerleri eşitti. Toplam 4 bireyde (5, 7, 
21, 24) her iki ajana karşı direnç olduğu sap
tandı (Tablo 2). 

Grafik l'de ise sMLC'ye ilaveten yapılan ça
lışmalarda Silerinin ortalama değerleri gö
rülmektedir. 

TARTIŞMA 

Kemik iliği vericilerinin seçiminde HLA I . 
ve I I . Sınıf antijenleri, serolojik ve molekü-
ler tipleme yöntemleri ile belirlenmektedir. 

Belirlenemeyen Il.Sınıf antijenleri ise sMLC 
testi ile saptanmaktadır ( 8 ). Bu test, alıcı veri
ci uygunluğunun belirlenmesinde kullanılan 
rutin bir doku tipleme testi olarak uygulan
maktadır. Ancak KİT, genotipik olarak uy
gun bireyler arasında yapıldığında bile 
GVHH ve graft reddi riski hala mevcuttur 
( 7 - 2 4 ) . Bu da saptanamayan HLA determinant
larının ve minör histokompatibilite antijenle
ri gibi henüz belirlenemeyen transplantasyon 
antijenlerinin varlığından kaynaklanır ( 4 , 1 1 ) . 
I I . Sınıf antijenleri arasında en güçlü stimü-
lasyonu, HLA-DR antijenleri meydana getir
mekle birlikte HLA-DQ ve DP antijenlerinin 
de allogeneik T hücre stimülasyonunda rol 
oynadığı bildirilmektedir ( 6 ' 7 ) . sMLC testi ise 
minör histokompatibilite ve HLA-DP anti
jenlerini saptanamadığmdan, bu antijenler
den kaynaklanabilecek graft reddi ve 
GVHH'm belirleyemeyebilir ( 1 4 l Bu nedenle 
uygun verici seçimi ve tam olarak KİT'e ka
rar vermek için sMLC testinin duyarlılığının 
artırılması gerektiği vurgulanmaktadır. HLA 
identik bireyler arasında, eğer varsa saptana
mayan proliferatif cevaplan araştırmak ama
cıyla sMLC testinin modifiye edilebileceği 
bildirilmektedir 

Moreau ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, 
HLA-A, B, DR, DQ identik kardeşlerde DP 
uyuşmazlığının rekombinasyonlara bağlı 
olarak nadir de olsa görüldüğü bildirilmiştir 
( 1 5 ) . Pawelec ve arkadaşları da HLA-DR ve 
DP gen bölgeleri arasında %l-3 oranında re-
kombinasyon olduğunu açıklamışlardır ( 1 8 ) . 
Ancak yinede HLA-DP uyumsuzluğu oldu
ğu durumlarda bile sMLC sonucunun nega
tif olduğunu bildiren çalışmalar vardır <16). 

İmmun reaksiyonların oluşumunda sitokin-
ler önemli bir rol oynamaktadır. Bu nedenle 
sMLC testine sitokinlerin eklenmesi, nakil 
sonrasında gelişebilecek komplikasyonları 
önceden belirleyebilir. Özellikle IL-2'nin al
logeneik stimülasyonu etkilediği bu nedenle 
transplantasyonda önemli olduğu bildiri l
mektedir ( 2 ) . 
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Tablo 2. sMLC (-) olan bireylerin SI değerleri ile IL-2, ve IL-2 MeP + IL-2+Cyc-A uygulanan bireylerin SI değerleri 

SMLC I L -2 IL-2+MeP IL-2+Cyc-A 

I . AŞAMA I I . AŞAMA I . AŞAMA I I . AŞAMA I . AŞAMA I I . AŞAMA I . AŞAMA I I . AŞAMA 

No SI SI SI SI SI SI SI 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 0.48 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 0.41 

9 0.53 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 

13 0.52 0.46 0.36 0.15 

14 0.29 0.60 0.20 0.18 

15 0.68 0.83 0.47 0.72 

16 0.26 0.60 0.23 0.34 

17 0.29 0.57 0.25 0.04 

18 0.72 1.12 0.76 0.28 

18 0.33 0.47 0.34 0.17 

19 0.43 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 

23 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 

*: Işınlanmış 

IL-2, T hücreleri, için en önemli büyüme 
faktörüdür. Bu sitokinin salınımı, immun re
aksiyonda rol oynayan diğer sitokinlerin sa-
lınımını da etkiler. Bu sitokinlerden IFN-y 
HLA I . ve I I . sınıf antijenlerin expresyonunu 
artırmaktadır ( 2 3 ) . İn vitro çalışmalarda I L -
2'nin küçük miktarlarının sMLC testinde 
maksimum IFN-y üretimi için yeterli olduğu 
gösterilmiştir <25>. 

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

antijenlerinin ekspresyonunun artabileceği, 
böylece mMLC sonucunda bu antijenlerden 
kaynaklanan farklılığın saptanabileceği be
lirtilmektedir W. 

Bu amaçla çalışmamızda sMLC sonucu ne
gatif olan 26 teste mMLC uyguladık. Tablo 
2'de görüldüğü gibi bunlardan 19'unun (1,2, 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 
18-1.aşama, 18-11. aşama, 21) SI değerlerin
de artış, 7'sinde (13, 19, 20, 22, 23, 24, 25) 
ise azalmalar olduğunu belirledik. 
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Grafik 1. sMLC, mMLC, IL-2+MeP ve IL-2+Cyc-A'nın SI değerleri 
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sMLC ve mMLC istatistiksel açıdan değer
lendirildiğinde SI değerlerinin ortalama 
0.4800±0.2000 (sMLC)'den 0.6618±0.323 
(mMLC)'e çıktığını belirledik. Wilcoxon 
testine göre IL-2 eklenmesiyle SI değerlerin-
deki artış istatistiksel açıdan anlamlı idi 
(p=0.0282). 

İmmun mekanizmayı kontrol altında tutmak 
için çeşitli tedaviler uygulanmaktadır. Bu 
konuyla ilgili çeşitli invitro çalışmalar yapıl
mıştır. Zeevi ve arkadaşlarının yaptığı çalış
mada purin ve pirimidin sentez inhibitörleri-
nin yanında FK506 ve Cyc-A'nın inhibitör 
etkilerini karşılaştırmışlardır ( 2 6). 

Pollak ve arkadaşları da solid organ alıcıları
nın immunsupresif tedavide kullanılan Cyc-
A ve MeP'e karşı lenfosit duyarlılığının in 
vitro çalışma ile tahmin edilebileceğini gös
termişlerdir. Çalışmalarında kronik böbrek 
yetmezliği olan hastalara in vitro Cyc-A ve 
MeP uygulayarak, hastaların bu ilaçlara kar
şı olan duyarlılık ve direnç durumlarını sap
tamaya çalışmışlardır. Her iki ajana duyarlı 
olan lenfositlere sahip bireyler, SS (sensitiv-
sensitiv), dirençli olan lenfositlere sahip bi
reyler RR (resistant-resistant) ve bunlardan 
birisine duyarlı olanlar SR-RS (Cyc-A/MeP-
MeP/Cyc-A) olmak üzere gruplara ayrılmış
tır. Transplantasyon yapılan grupta RR ve 
RS hastalarda, akut rejeksiyon riskinin yük-

IL-2+Cyc-A 

sek olduğunu açıklamışlar
dır (2°). 

Kemik iliği nakli adayları 
ile yaptığımız çalışmada 25 
bireye ait mMLC testinde 
kuyulara ilave ettiğimiz 
MeP ve Cyc-A'nın etkisini, 
mMLC ile SI değerlerini 
karşılaştırdığımızda 26 bi
reyden 12'sinin (1, 2, 4, 6, 
8, 10, 11, 12, 15, 16, 20,24 
nolu testler) MeP'a 13'ünün 
ise (3, 5, 9, 13, 14, 17, 18-1. 
aşama, 18-11. aşama, 19, 21, 

22, 23, 25 nolu testler ) Cyc-A'ya karşı du
yarlı olduğunu saptadık. Bir bireyde ise MeP 
ve Cyc-A'ya karşı duyarlılık eşitti. Toplam 4 
bireyin (5, 7, 21, 24) her iki ajana karşı di
rençli olduğunu tesbit ettik (Tablo 2). So
nuçlarımızı istatiksel açıdan değerlendirdiği
mizde hem MeP, hem de Cyc-A'nın inhibi
tör e tkis i (Mep iç in ortalama 
0.6560±0.315'den - 0.5320±0.461'e düşmüş 
ve p= 0.016, Cyc-A, için ortalama, 
0.6560±0.315'den - 0.5320+0.502'e düşmüş
tür ve p= 0.024) anlamlı idi. 

Çalışmamıza dahil ettiğimiz hastalardan 8 
tanesine allogeneik KİT yapılmıştır. Bunlar
dan 7 numaralı birey her iki ajana, 16 ve 24 
numaralı bireylerde Cyc-A'ya, 8, 19 ve 25 
numaralı bireyler de ise MeP'e karşı direnç 
geliştiğini saptadık. 14 ve 23 numaralı birey
ler her iki ajana karşı duyarlı idi. 7 (235.gün) 
ve 24 (55.gün) numaralı hastalar aGVHH 
sonrası kaybedildi. 23 numaralı hastada red 
görüldü. 25 numaralı hastanın halen yoğun 
immumsupresif tedavi aldığı bildirilmiştir. 

Literatürlerde MLC'nin HLA-DP ve minör 
histokompatibilite antijenlerinden kaynakla
nan farklılığı saptamakta yetersiz olduğu be
lirtilmektedir. sMLC'ye IL-2 eklenmesiyle 
bu antijenlerin ekspresyonlarının artabilece
ği, böylece mMLC sonucunda bu antijenler
den kaynaklanan farklılığın saptanabileceği 247 
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belirtilmektedir^26). Aynı zamanda mMLC'ye 
immunsupresif ajanların eklenmesi ile görü
len direnç ve duyarlılığın KİT'u sonrasında 
uygulanacak tedaviye yol gösterici olabile
ceğini düşünüyoruz. 
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