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1. TURKCE OZET

Amac: Akut miyeloid 16semi (AML), kemik iliginde olgunlasmamis miyeloid
hiicrelerin bozulmus farklilagsma ve hizli proliferasyonu ile karakterize klonal bir hastaliktir.
Immiin kontrol noktas1 belirteclerinin yiiksek diizeyde ekspresyonu, 16semik hiicrelerin immiin
sistemden kagisina aracilik ederek daha kotii hastalik prognozuyla iliskili olabilir. Calismamiz
AML hastalarinda PD-1/PD-L1 ekspresyon diizeylerinin prognozla iliskisini inceleyerek, bu
belirteglerin tedavi yanitlarina olan etkisini ve hastaligin immiin sistemle olan etkilesimini

aydinlatmay1 amaglamaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dali’nda Nisan 2023-Kasim 2023 tarihleri arasinda de novo AML tanisi alan hastalar dahil
edildi. Hastalarin tan1 anindaki kemik iligi aspirasyon Orneklerinde PD-1 ve PD-L1
ekspresyonlar1 akim sitometri yontemiyle belirlendi. Remisyon indiiksiyon tedavisi sonrasi
hastalar da PD-1 ekspresyon diizeyleri tekrar degerlendirildi. Tan1 aninda hastalarin periferik
kan oOrneklerinde de PD-1 ekspresyon diizeyleri belirlendi ve hastalarin kemik iligi
orneklerindeki PD-1 ekspresyon diizeyleriyle karsilastirildi. Hastalarin periferik  kan
orneklerindeki PD-1 ekspresyon diizeyleri yas ve cinsiyete gore eslestirilmis saglikli

goniillillerden alinan periferik kan 6rnekleriyle karsilastirildi.

Bulgular: Caligmaya 21 hasta ve 18 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalar indiiksiyon
tedavisi sonrasi yanit acisindan ELN 2022 kriterlerine gore degerlendirildi. 4 hasta indiiksiyon
tedavisini alirken hayatim kaybetti§inden yanit degerlendirmesi yapilamadi. Indiiksiyon
tedavisine yanit durumuna gore yanitli ve yanitsiz olarak hastalar iki gruba ayrildi. 13 hasta

indiiksiyon tedavisine yanitl, 4 hasta ise yanitsiz olarak saptandi.

Indiiksiyon tedavisine yanitli hastalarin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 34.55, MFI
degeri ortanca 1.07 olarak saptandi. Indiiksiyon tedavisine yanitsiz hastalarin PD-L1
ekspresyon yiizdesi ortanca 30.18, MFI degeri ortanca 1.09 olarak saptandi. Iki grup arasinda
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.
(sirastyla p=0.70 ve p=0.87) Indiiksiyon tedavisine yamitli ve yanitsiz hastalar arasinda tani
aninda kemik iligindeki CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (sirastyla p=0.78, p=0.47 ve p=0.95)

MRD pozitif hastalarda MRD negatif hastalara gore PD-L1 ekspresyon diizeyleri daha

yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (p=0.18) MRD negatif hastalarda
1



CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon yiizdesi, MRD pozitif ve yanitsiz
hastalara gore daha diisiik saptandi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. (sirastyla p=0.26,

p=0.15 ve p=0.20)

HLA-DR negatif hastalarda, HLA-DR pozitif hastalara gére PD-L1 ekspresyon yiizdesi
ve siddeti (MFI) istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiiktii. (sirasiyla p=0.05 ve p<0.01)
Aberran CD7 pozitif olan hastalarda CD3+ ve CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi
daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamliydi. (sirasiyla p=0.03 ve p=0.03)

Tanm1 aninda kemik iligindeki CD3+ ve CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon
yiizdesi, periferik kandakilere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek saptandi.
(sirastyla p<0.01 ve p<0.01)

Hastalarin tan1 aninda alinan periferik kan Orneklerindeki CD3+ve CD8+ T
lenfositlerdeki PD-1 ekspresyonu, yas ve cinsiyete gore eslestirilmis saglikli goniilliilere gore

istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti. (sirasiyla p=0.03 ve p=0.03)

Sonu¢: Calismamizda akut miyeloid losemi tanili hastalarda PD-1 ve PD-L1
ekspresyon diizeylerinin prognozla iliskisi aydinlatilmaya calisilmistir. Elde edilen bulgular,
AML hastalarinda immiin kontrol noktasi belirteclerinin potansiyel prognostik Snemini
desteklemekte ve bu belirteclerin gelecekteki tedavi stratejilerinde degerlendirilebilecegine
isaret etmektedir. Ancak bu alanda daha kapsamli ve genis Ol¢ekli galismalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: akut miyeloid 16semi, PD-1, PD-L1, akim sitometri, immiin
kontrol noktas1 belirtegleri



2. ABSTRACT

Aim: Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal disease characterized by impaired
differentiation and rapid proliferation of immature myeloid cells in the bone marrow. High
expression of immune checkpoint markers may be associated with poorer disease prognosis by
mediating the escape of leukemic cells from the immune system. Our study aims to investigate
the relationship between PD-1/PD-L1 expression levels and prognosis in AML patients and to
elucidate the effect of these markers on treatment responses and the interaction of the disease

with the immune system.

Materials and Methods: Patients diagnosed with de novo AML between April 2023
and November 2023 in the Department of Hematology, Ankara University Faculty of Medicine
were included in the study. PD-1 and PD-L1 expressions were determined by flow cytometry
in bone marrow aspiration samples at the time of diagnosis. PD-1 expression levels were re-
evaluated after remission induction therapy. PD-1 expression levels were also determined in
the peripheral blood samples of the patients at the time of diagnosis and compared with PD-1
expression levels in the bone marrow samples of the patients. PD-1 expression levels in the
peripheral blood samples of the patients were compared with peripheral blood samples obtained

from age- and sex-matched healthy controls.

Results: The study included 21 patients and 18 healthy volunteers. Patients were
evaluated according to ELN 2022 criteria for response after induction therapy. As 4 patients
died while receiving induction treatment, response evaluation could not be performed. Patients
were divided into two groups as responders and non-responders according to response to
induction therapy. 13 patients were found to be responders to induction therapy and 4 patients

were found to be non-responders.

In patients who responded to induction therapy, the median PD-L1 expression
percentage was 34.55 and the median MFI value was 1.07. In patients who did not respond to
induction therapy, the median PD-L1 expression percentage was 30.18 and the median MFI
value was 1.09. There was no statistically significant difference in the percentage and intensity
of PD-L1 expression between the two groups (p=0.70 and p=0.87, respectively). There was no
statistically significant difference between PD-1 expression levels in CD3+, CD4+ and CD8+
T lymphocytes in the bone marrow at the time of diagnosis between patients with and without

response to induction therapy. (p=0.78, p=0.47 and p=0.95, respectively)



Although PD-L1 expression levels were higher in the MRD positive group, no
statistically significant difference was found. (p=0.18 and p=0.18, respectively) The percentage
of PD-1 expression in CD3+, CD4+ and CD8+ T lymphocytes was lower in MRD negative
patients than in MRD positive and non-responders, but not statistically significant (p=0.26,

p=0.15 and p=0.20, respectively).

The percentage and intensity (MFI) of PD-L1 expression were statistically significantly
lower in HLA-DR negative patients than in HLA-DR positive patients (p=0.05 and p<0.01,
respectively) The percentage of PD-1 expression in CD3+ and CD8+ T lymphocytes was higher
and statistically significant in patients with aberrant CD7 positive. (p=0.03 ve p=0.03,

respectively)

At the time of diagnosis, the percentage of PD-1 expression in CD3+ and CD8+ T
lymphocytes in bone marrow was significantly higher than in peripheral blood (p<0.01 and

p<0.01, respectively).

PD-1 expression in CD3+ and CD8+ T lymphocytes in peripheral blood samples
obtained at the time of diagnosis was statistically significantly higher than in age- and gender-

matched healthy volunteers (p=0.03 and p=0.03, respectively).

Conclusion: In our study, we tried to elucidate the relationship between PD-1 and PD-
L1 expression levels and prognosis in patients with acute myeloid leukemia. The results support
the potential prognostic significance of immune checkpoint markers in AML patients and
suggest that these markers may be included in future treatment strategies. However, more
comprehensive and large-scale studies are needed in this field.

Key Words: acute myeloid leukemia, PD-1, PD-L1, flow cytometry, immune

checkpoint markers



3. GIRIS VE AMAC

Akut miyeloid 16semi (AML), kemik iliginde olgunlasmamis miyeloid hiicrelerin
bozulmus farklilasma ve hizli proliferasyonu ile karakterize klonal bir hastaliktir. Oldukga
heterojen bir dogaya sahip bu hastalikta geleneksel kemoterapi yontemleri ve hedefe yonelik
tedaviler ile hastalar tedavi ediliyor olsa da hala mortalite oranlar1 yiiksek seyretmektedir.
Hastalik iligkili prognostik belirteglerin saptanmasi, tan1 aninda ve tedavi siireglerinde hastalar
ile ilgili kararlarin alinmasina katkida bulunacaktir. AML ile iliskili bir¢ok prognostik faktor
daha Once tanimlanmis olsa da hastalikla iligkili olabilecek yeni belirtegler tanimlanmaya
devam etmektedir. Immiin kontrol noktas: belirtegleri de olduk¢a umut vaat eden ve hedefe
yonelik tedavilerde kullanilabilecek belirtegler olarak solid tiimorlerde ve hematolojik

malignitelerde ¢alisilmaya devam etmektedir.

Immiin kontrol noktas1 belirteglerinin yiiksek diizeyde ekspresyonu, 16semik hiicrelerin
immiin sistemden kagisina aracilik ederek daha kotii hastalik prognozuyla iliskili olabilir. Tan1
ve tedavi slirecinde bu belirteglerin tespiti, prognostik bir gosterge olarak hastalarin yonetimine
katki saglayabilir, kotii prognoz gosterebilecek hastalarin tahmin edilmesi ile tedavi
yaklagimlarinin buna gore belirlenmesine Oncii olabilir. Ayrica gelecek ¢alismalar 1s181nda
yiiksek ekspresyon diizeyleri varliginda immiinoterapi alabilecek ve bu tedavilerden fayda

gorebilecek hasta popiilasyonu da tespit edilebilecektir.

Calismamiz AML hastalarinda PD-1/PD-L1 ekspresyon diizeylerinin prognozla
iligkisini inceleyerek, bu belirteglerin tedavi yanitlarina olan etkisini ve hastaligin immiin
sistemle olan etkilesimini aydinlatmay1 amaglamaktadir. Hastalarin tan1 aninda PD-1 ve PD-L1
diizeyleri saptanmis olup, PD-1 ve PD-L1 diizeylerinin indiiksiyon tedavisine yanit, dlgiilebilir
kalint1 hastalik (MRD), sitogenetik veya molekiiler anormallikler, blast yiizdesi, hematolojik
parametreler ve akim sitometrik yiizey belirteglerinin ekspresyonlari ile olan iligkisi
aragtirtlmast hedeflenmistir. Remisyon indiiksiyon tedavisi sonrasi hastalarin kemik iligi
aspirasyon Orneklerinde PD-1 diizeyleri tekrar degerlendirilerek PD-1 diizeylerinin tedavi
sonrasit degisimi de saptanacaktir. Ayni zamanda tani aninda hastalarin periferik kan
orneklerindeki PD-1 ekspresyon diizeylerinin kemik iligi orneklerindeki PD-1 ekspresyon
diizeyleri ile karsilastirilmasi hedeflenmistir. Hastalardan tani aninda alinan periferik kan
orneklerinde T hiicrelerinde eksprese edilen PD-1 diizeyi ile saglikli goniilliilerden alinan
periferik kan Orneklerindeki PD-1 diizeyi karsilagtirilarak, AML tanisi alan hastalardaki
ekspresyon diizeyi ile saglikli kontroller arasindaki farkin belirlenmesi amaglanmistir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. Akut Miyeloid Losemi

Akut miyeloid 16semi (AML), hematopoetik sistemin anormal sekilde farklilagmis
klonal hiicreleri tarafindan kemik iligi, kan ve diger dokularin istilasi ile karakterize bir kanser
tirtidir. (1) AML’nin klinik, sitogenetik ve molekiiler diizeylerdeki heterojenitesi
anlasildiginda, daha i1yi prognostik belirtecler elde edilmis ve AML alt gruplar1 i¢in secilmis
tedavilerin gelistirilmesine yol agmistir. (2) Ozellikle blastik hiicrelerin asir1 cogalmasina bagl
timor lizis sendromu veya yaygin intravaskiiler koagiilasyon gibi 6liimciil durumlar ile hastalar
basvurabileceginden, AML tanisinin hizli bir sekilde konulmasi ve tedavinin miimkiin olan en

kisa siirede baslanmasi gerekmektedir. (3)

4.1.1. Epidemiyoloji

AML, yetiskinlerde en sik goriilen akut 16semi tipidir ve ortalama tani yas1 68°dir. (4)
AML oncelikle yash yetiskinlerin bir hastaligidir ve 65 yas iizeri kisiler icin yasa gore
diizeltilmis insidans 100.000 kisi yil1 bagina 20,1 iken, 65 yas alt1 kisiler i¢in 100.000 kisi y1l1
basina 2,0°dir. (5) SEER (Surveillance Epidemiology and End Results) kanser istatistikleri
verilerine gore erkeklerde AML tanisi alma olasilig1 kadinlara gore 1,6 kat daha fazladir. Yasa
gore diizeltilmis insidans erkeklerde 100.000 kisi yil1 basina 5,42 iken kadinlarda 100.000 kisi
yil1 bagina 3,47 olarak belirtilmistir. (5)

4.1.2. Risk Faktorleri

Iyonize radyasyon, mesleki olarak benzen veya tarim ilaglart maruziyeti, AML ile
iliskili ¢evresel faktorler olarak tamimlanmstir. (6) Tedavi iliskili AML, hematolojik
maligniteler veya solid tiimdrler nedeniyle kemoterapi ya da radyoterapi ile tedavi gérmiis
hastalarda saptanan bir tedavi komplikasyonudur. (7) Tedavi iligskili AML gelisimi ile en g¢ok
iliskilendirilen iki sitotoksik ila¢ kategorisi alkilleyici ilaglar ve topoizomeraz inhibitdrleridir.
(7) Tedavi iliskili AML hastalarinda prognoz de novo AML hastalarina gore daha kotiidiir. (8)
Miyeloablatif kemoradyoterapinin ardindan otolog periferik kok hiicre nakli uygulanan
hastalarda, sekonder hematolojik malignite riskinin arttig1 gosterilmistir. (9)

Kronik miyeloid 16semi, polisitemi vera, esansiyel trombositoz, primer miyelofibrozis
gibi  klonal miyeloid hastaliklarin progresyonu sonucunda akut miyeloid 16semi
goriilebilmektedir. Down sendromu, Fankoni anemisi gibi birgok kalitsal hastaligin seyrinde de

akut miyeloid 16semi ortaya ¢ikabilmektedir. (10, 11)



4.1.3. Patogenez

Son yillardaki gelismeler ve genis kapsamli genomik analizler ile degerlendirme
sonucunda akut miyeloid l6seminin patogenezinde rol oynayan mekanizmalar daha iyi
anlagilmaya baglanmistir. Loseminin ortaya ¢ikis mekanizmasinin, hematopoetik bir kok
hiicrenin ya da kendi kendine klonal ¢ogalma 6zelligi kazanmis progenitor hiicrelerin onkojenik
doniistimiinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. (12) Kendi kendini yenileyen bu 16semik kok
hiicre malign klonu koruma potansiyeline sahiptir. Losemik kok hiicreler sayica az bulunur,
kemoterapiye kars1 direng ve hastalik niiksiinde rol oynarlar. (13) Yine de farkli 16semi alt
tiplerinde farkli molekiiler mekanizmalarin olabilecegi ve tek bir mekanizma ile 16semi

olusumunu agiklamanin miimkiin olmadig: akilda tutulmalidir. (14)

4.1.4. Tam

Kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi tani i¢in standart yontemdir. Tanida kemik iligi
%10 ile %100 oraninda miyeloblastlar ile infiltre durumdadir. (6) Kemik iligi aspirasyon
orneginden ¢ok parametreli akim sitometri ile immiin fenotipleme, hiicre yiizey belirteglerini
tanimlayarak AML'yi dogru bir sekilde teshis etmek icin gereklidir. Akim sitometrik inceleme
ile AML tanis1 koymak i¢in kullanilan belirtegler Tablo 1’°de gosterilmistir. (15) Konvansiyonel
sitogenetik analizi ve floresan in situ hibridizasyon (FISH), tan1 sonrasi degerlendirme amaciyla
mutlaka uygulanmasi gereken yontemlerdir. Molekiiler genetik testler, hastalik ve risk
kategorilerini tanimlayan veya hedeflenen tedavi yontemleri i¢in gerekli olan tiim genetik
anormallikleri taramalidir. (15) Hastalarin demografik 6zellikleri, medikal gegmisleri, ayrintili

aile Oykiisii, kanama Oykiisii ve komorbid durumlarin varligi da tan1 aninda kaydedilmelidir.

Tablo 1: AML Tanist Igin Hiicre Yiizeyi Ve Sitoplazmik Belirteglerin Ekspresyonu (15)

AML Tanis1
Prekiirsor belirtegler CD34, CD117, HLA-DR
Miyeloid belirtecler Sitoplazmik MPO, CD33, CD13
Miyeloid maturasyon belirtegleri CD11h, CD15, CD64, CD65
Monositik belirtegler CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c
Megakaryositik belirtecler CD41, CD61, CD36
Eritroid belirtegler CD235a (glikoforin A), CD71, CD36




4.1.5. Klinik Ozellikler

Akut miyeloid ldsemi, anormal tam kan sayimi olan asemptomatik bir hastadan yogun
bakim destegi gerektiren kritik hastalig1 olan bir hastaya kadar degisen bir spektrumda ortaya
¢ikabilir. Tan1 aninda ¢ogu hastada anemi ve notropeni saptanmaktadir. Cogu hastada kemik
iligi yetmezligine ikincil semptomlar goriiliir, ndtropeni iliskili ates veya enfeksiyonlar, anemi
iliskili halsizlik, yorgunluk gibi semptomlar veya trombositopeni iligkili kanama semptomlar1
ile hastalar bagvurabilmektedir. (16) Lokositoz hastalarin yarisindan fazlasinda goriilmektedir.
Yorgunluk, istahsizlik, kilo kayb1 yaygin belirtilerdir. Nadir olarak hastalar kemik iligi disinda
herhangi bir anatomik bolgede ortaya ¢ikabilen, miyeloid blastlardan olugan bir tiimor kitlesiyle
yani miyeloid sarkom ile bagvurabilir. Miyeloid sarkom en sik olarak deri, lenf nodlari,

gastrointestinal sistem ve testiste goriilmektedir. (17)

Akut promiyelositer 10semi tanili hastalarda farkli olarak gelisebilecek dissemine
intravaskiiler koagiilasyon (DIK) tablosuna bagli kanama veya tromboz klinigi ile bagvurabilir.
Mukokiitan6z kanamalar gibi hafif bir tablodan intrakraniyal kanama gibi ciddi bir tabloya
kadar hastalarda kanama klinigi goriilebilir. Hastalarin bir kisminda da DIK tablosuna bagl
tromboz gelisebilir. Akut promiyelositer 16semi hastalarinda koagiilopatinin patofizyolojisi i¢in

birgok faktor tanimlanmustir. (18)

Fizik muayenede anemiye sekonder solukluk goriilebilir. Trombositopenik hastalarda
deride petesi, purpura veya ekimozlar gozlenebilir. Derinin 16semik tutulumunu diisiindiiren
infiltratif lezyonlar hastalarin yaklasik %13’linde ve daha ¢cok monositik veya miyelomonositik
AML hastalarinda goriiliir. (19) Hastalarda nadir olarak lenfadenopati, hepatomegali veya

splenomegali de saptanabilmektedir.

4.1.6. Smiflandirma

AML siniflamasi son yillardaki gelismeler 1s18inda Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO)
2022 yilinda giincelledigi 5. baskisinda yeniden gézden gegirilmistir. DSO siniflamasina gére
AML iki ana gruba ayrilmistir: tanimlayic1 genetik anomalilere sahip AML ve farklilasma ile

tanimlanan AML. DSO 5.baskisina gére AML siniflamasi Tablo 2’de gosterilmistir. (20)



Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii 5. baskisina gére AML smiflamasi (20)

Tammlayic1 Genetik Anomalilere Sahip Akut Miyeloid Losemi

e  Akut promiyelositik 16semi, PML::RARA fiizyonu ile

e  Akut miyeloid 16semi, RUNX1::RUNXIT]I fiizyonu ile
e Akut miyeloid 16semi, CBFB::MYHI11 fiizyonu ile

e Akut miyeloid 16semi, DEK::NUP214 fiizyonu ile

e  Akut miyeloid 16semi, RBM15::MRTFA fiizyonu ile

e  Akut miyeloid 16semi, BCR::ABL1 fiizyonu ile

e  Akut miyeloid 16semi, KMT2A yeniden diizenlenmesi ile
e  Akut miyeloid 16semi, MECOM yeniden diizenlenmesi ile
e  Akut miyeloid 16semi, NUP98 yeniden diizenlenmesi ile
e  Akut miyeloid 16semi, NPM1 mutasyonu ile

e  Akut miyeloid 16semi, CEPBA mutasyonu ile

e  Akut miyeloid 16semi, miyelodisplazi-iligkili

e  Akut miyeloid 16semi, diger tanimlanmis genetik degisiklikler ile

Farkhilasma ile Tanimlanan Akut Miyeloid Losemi

e  Akut miyeloid 16semi, minimal farklilagma ile
e  Akut miyeloid 16semi, maturasyon olmadan

e  Akut miyeloid 16semi, maturasyon ile

o  Akut bazofilik 16semi

e  Akut miyelomonositik 16semi

e  Akut monositik 16semi

e  Akut eritroid 16semi

e  Akut megakaryoblastik 16semi

European Leukemia Network (ELN) 2022 6nerilerinde ise AML siiflamasi Tablo 3’te
belirtildigi sekilde giincellenmistir. (15)




Tablo 3: ELN 2022 Onerilerine Gére AML ve Iliskili Neoplazilerin Smiflandirilmasi (15)

AML ve iliskili neoplaziler

AML, tekrarlayan genetik anomaliler ile (kemik iligi ya da periferik kanda >%10 blast varliginda)

APL, t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA

AML, 1(8;21)(g22;0922.1)/RUNX1::RUNX1T1

AML, inv(16)(p13.1922) ya da t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11

AML, 1(9;11)(p21.3;g23.3)/MLLT3::KMT2A

AML, 1(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214

AML, inv(3)(q21.3926.2) ya da t(3;3)(q21.3;926.2)/ GATA2, MECOM(EVI1)
AML, diger nadir tekrarlayan translokasyonlar

AML, NPM1 mutasyonu ile

AML, bZIP igeren CEPBA mutasyonu ile

AML, (9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1

AML (kemik iligi ya da periferik kanda >%20 blast varliginda) ya da MDS/AML (kemik iligi ya da periferik
kanda %10-19 blast varliginda) olarak siniflananlar

AML, TP53 mutasyonu ile

AML, miyelodisplazi-iliskili mutasyonlar ile (ASXL1, BCOR, EZH2, RUNXI1, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U2AF1 ve/veya ZRSR2 mutasyonlart)

AML, miyelodisplazi-iligkili sitogenetik anomaliler ile

AML, bagka tiirlii siniflanmamis

Miyeloid Sarkom

Belirsiz Kokenli Akut Miyeloid Losemi

Akut undiferansiye 16semi

MPAL", t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1
MPAL, t(v;11923.3)/KMT2A-rearranged
MPAL, B/miyeloid, bagka tiirlii siniflanmamig
MPAL, T/miyeloid, baska tiirlii sinifflanmamis

Down Sendromu iligkili Miyeloid Proliferasyonlar

Down Sendromu iliskili gegici anormal miyelopoez

Down Sendromu iligkili miyeloid 16semi

Blastik Plazmositoid Dentdritik Hiicreli Neoplazi

Tani1 Niteleyicileri

Tedavi iligkili (6nceki kemoterapi, radyoterapi, immiinolojik girisimler)

MDS* den progrese olan (AML tanisindan en az 3 ay énce MDS tanis1 olmalidir)
MDS/MPN#&’den progrese olan (AML tanisindan en az 3 ay &nce MDS/MPN tanist olmalidir)
Genetik Yatkinlik

*: miks-fenotip akut l6semi, +: miyelodisplastik sendrom, &: miyeloproliferatif neoplazi
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AML hastalik smiflandirmasinda hastalik fenotipi ve sonuglar iizerindeki yiiksek
etkileri nedeniyle genetik anomalilere Oncelik verilir. Hastalik i¢in zemin hazirlayan ek
ozellikler (tedavi iliskili, MDS ya da MDS/MPN’ye sekonder veya genetik yatkinlik) birincil
taninin niteleyicileri olarak eklenir. Hiyerarsik siniflandirmanin 6zeti Sekil 1°de gosterilmistir.

(15)

Kemik iligi ya da dolagimda 2 %10 blast varlig:

Kompleks karyotip ve/veya

AT e ASXL1, BCOR, EZH2, del(5q)/t(5q)/add(5q),
T T Yok TPS53 mutasyonu Yok RUNX1, SF3B1, SRSF2, Yok —7/del(7q), +8, del(12p)/ Yok AML, baska tiirli
ano\r‘naliler VAF z %10 STAG2, U2AF1 ve/veya t(12p)/add(12p), i(17q), siniflandiriimamis
ZRSR2 mutasyonu —17/add(17p)/del(17p),
del(20q) ya da idic(X){q13)
%10-19 | = %20 %10-19 | 2 %20 %10-19 | 2 %20 %10-19| = %20
blast blast blast blast blast blast blast blast
MDS/AML, MDS/AML, MDS/AML, MDS/AML,
TP53 miyelodisplazi iligkili miyelodisplazi iliskili baska tiirlii
mutasyonu ile gen mutasyonu ile sitogenetik anomali ile siniflanmamis
v v v v v
AML, tekrarlayan AML, ) 'WL‘ . AL,
genetik AML, TPS3 miyelodisplazi iligkili miyelodisplazi iliskili baska tiirl

mutasyonu ile sitogenetik anomali ile siniflanmamig

anomaliler ile gen mutasyonu ile

Yukaridaki tanilara eklenen tanimlayici nitelikler

MDS ya da .
Tedavi iligkili MDS/MPN Genetik
yatkinhk

sekonder

Sekil 1: ELN 2022 Onerilerine Gére Hiyerarsik Siniflama (15)

Akut 16semiler i¢in Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) siiflandirmasi 1976 yilinda gesitli
caligmalar arasinda karsilastirmalar yapilabilmesi ve standart saglanmasi amaciyla
tanimlanmistir. Siniflamada morfolojik ve histokimyasal 6zellikler kullanilmis ve AML MO-
M7 olarak gruplara ayrilmistir. FAB siniflandirmas1 Tablo 4’te gosterilmistir. (21) FAB
siiflandirmasi zaman i¢inde hastalik ile ilgili birgok faktoriin tanimlanmasiyla birlikte yerini

yeni siniflandirmalara biraksa da tarihsel olarak dnemi devam etmektedir.
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Tablo 4: Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB) Smiflandirmasi (21)

MO Minimal farklilagma gdsteren akut miyeloblastik 16semi

M1 Olgunlagma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi

M2 Grandiilositik olgunlasma gdsteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositer 16semi

M4 Akut miyelomonositer 16semi

M5 Akut monositer 10semi

M6 Akut eritrolosemi

M7 Akut megakaryoblastik 16semi

4.1.7. Prognoz

Akut miyeloid 16semide prognoz hastaya baglh cesitli faktorlere bagli olsa da prognozun
belirlenmesinde en 6nemli faktor genetiktir. ELN 2022 6nerilerine gore prognostik siniflama
Tablo 5’te gosterilmistir. (15) Hastalar bu prognostik siniflamaya gore iyi, orta ve kot risk

olarak ayrilir. Bu prognostik siniflama hastalarin yonetim siireclerine katki saglamaktadir.

Tablo 5: ELN 2022 Onerilerince Tani Anindaki Genetik Ozelliklere Gore Risk
Siniflandirmasi (15)

Risk Kategorisi Genetik Anomali

Iyi o 1(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1

e inv(16)(pl3.1922) ya da t(16;16)(p13.1;922)/CBFB::MYH11
e  FLT3-ITD mutasyonu olmadan NPM1 mutasyonu

e  bZIP igceren CEBPA mutasyonu

Orta e  FLT3-ITD mutasyonuyla birlikte NPM1 mutasyonu

e  NPM1 mutasyonu olmadan FLT3-ITD mutasyonu

o 1(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A

e lyi ya da kétii risk grubunda bulunmayan sitogenetik ve/veya molekiiler anomaliler
Kotii o 1(6;9)(p23.3;q34.1)/DEK::NUP214

e t(v;11g23.3)/KMT2A rearranjmant

o 1(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1

e  1(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

e inv(3)(q21.3926.2) ya da t(3;3)(g21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVI1)
e  1(3926.2;v)/MECOM(EVI1)-rearranjmani

e -5yadadel(5q); -7; -17/anormal(17p)

e  Kompleks karyotip
e ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 ve/veya ZRSR2

mutasyonu

e  TP53 mutasyonu
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4.1.8. Tedavi

AML tanis1 almis hastalarda tedaviye baslamadan 6nce yogun kemoterapi almaya
uygun olup olmadig1 degerlendirilmelidir. Yogun kemoterapiye uygun olmayan hastalari
tanmimlamak i¢in Ferrara ve ark. tarafindan bazi dlgiitler belirlenmistir. (Tablo 6) (22) Ferrara
kriterleri, yogun kemoterapi sonrasi kisa vadeli mortaliteyi dngdérmek icin genis bir hasta

kohortunda dogrulanmastir. (23)

Tablo 6: Yogun Kemoterapiye Uygun Olmayan Hastalar1 Tanimlamak i¢in Kullanilan
Ferrara Kriterleri (22)

Ileri yas (>75 yas)
Siddetli kardiyak komorbidite

Siddetli pulmoner komorbidite

Siddetli renal komorbidite
Siddetli hepatik komorbidite

Anti enfektif tedavilere direngli aktif enfeksiyon
Kognitif bozukluk

Diisiik performans skoru

Tedaviye yonelik genel yaklasim, 16semi yiikiinii azaltmak ve tam yanit elde etmek,
ardindan kemoterapi ve/veya allojeneik kok hiicre nakli ile remisyon sonrasi tedaviyi
uygulamaktir. Uygun remisyon indiiksiyon tedavisinin se¢imi i¢in hastanin yasi, eslik eden
hastaliklari, medikal gegmisi, molekiiler ve sitogenetik risk smifi gibi birgok parametre

degerlendirilmelidir. (24)

AML hastalarinda indiiksiyon tedavisinin temelini antrasiklin ve sitarabin bazli tedavi
olusturmaktadir. En yaygin olarak 3 giin boyunca 60-90 mg/m? dozunda daunorubisin ve 7 giin

boyunca 100-200 mg/m? dozunda sitarabin igeren 7+3 rejimi kullamlmaktadir. (25, 26)

Son yillarda FLT3 mutasyonu olan hastalar i¢in midostaurin ve quizartinib, orta risk
kategorisinde olan hastalar i¢in gemtuzumab ozogamisin ve sekonder AML hastalarinda CPX-
351 gibi segeneklerin de devreye girmesiyle 7+3 tedavisine yeni ajanlar eklenmeye baslamstir.
(16, 27, 28)

13



IDH1, IDH2 inhibitorleri, menin inhibitorleri, BCL2 inhibitérleri ve yeni monoklonal
antikorlar gibi yeni grup ilaclarin da dahil olmasiyla AML’nin ilk basamak tedavisinde

gelecekte degisimler olmaya devam edecektir. (29)

AML tanist alan hastalarin biiylik bir ¢ogunlugu yaslt oldugundan yogun indiiksiyon
tedavisini alamamaktadir. Yapilan ¢ok merkezli randomize kontrollii bir ¢alismada bu hastalar
i¢in azasitidin ve venetoklaks kombinasyonunun azasitidin ve plasebo kombinasyonuna iistiin
oldugu gosterilmistir. (30) Boylece yash ve yogun kemoterapiye uygun olmayan hastalarda

standart tedavinin temelini azasitidin ve venetoklaks kombinasyonu olusturmustur.

AML’de indiiksiyon tedavisinin birincil amaci tam yanit ve remisyonu saglamaktir.
Remisyon sonrasinda yiiksek doz sitarabin ile konsolidasyon tedavisi uygulanmaktadir. (31)
Orta ve kotl risk grubuna dahil hastalarda ilk tam remisyonda allojeneik kok hiicre nakli

onerilmektedir ve genel sagkalim avantaji bir¢cok ¢alismada gosterilmistir. (32)
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4.2. immiin Kontrol Noktasi Belirtecleri

T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in iki adet sinyale ihtiya¢ vardir. Spesifik olarak immiin
yanit1 saglayan ilk sinyal, antijenik peptit-MHC kompleksi ile T hiicre reseptorii (TCR)
etkilesimi yoluyla olusur. Antijenden bagimsiz olarak ikinci sirada ortaya ¢ikan kostimiilator
sinyal, T hiicrelerinin Kklonal olarak genislemesini, sitokin salgilanmasii ve efektor
fonksiyonunu tesvik etmek icin antijen sunan hiicreler tarafindan T hiicrelerine iletilir. ikinci
sinyalin yoklugunda, antijene 6zgii lenfositler etkili bir sekilde yanit veremez ve islevsel olarak
inaktive veya anerjik olurlar ve antijen tarafindan sonraki aktivasyona direng gosterirler. (33)
Bu modelin kesfinden sonra ikincil sinyalin immiin sistemde oynadigi rol daha fazla
arastirilmistir. B7-CD28 ailesinin daha fazla liyesinin kesfi, antijen deneyimine sahip efektor T
hiicrelerine pozitif ve negatif ikinci sinyaller saglayabilen ek kostimiilatdr yollar1 ortaya
¢ikarmistir. Bu yeni yollarin islevleri, kostimiilasyon kavramini genisletmistir. (34) Pozitif ve
negatif olarak tiim bu sinyallerin dengesi sayesinde immiinolojik tolerans korunur ve

otoimmiinite Onlenir.

Aktive edilmis T hiicreleri lizerindeki inhibitor ylizey reseptorii programlanmis hiicre
oliimii reseptorii 1 (PD-1), kromozom 2q37.3 iizerindeki PDCD1 geni tarafindan kodlanir. (34)
CD279 olarak da adlandirilan PD-1, immiinoglobulin siiper ailesine ait inhibitor bir reseptordiir.
(35) PD-1 reseptorii, 1992 yilinda programlanmis hiicre o6liimiine neden olan genleri
tanimlamak amaciyla yapilan bir ¢alismada T hiicre hibridoma dizileri {izerinde ekspresyon
artistyla fark edilmistir. Programlanmis hiicre 6liimii i¢in gerekli olan geni tanimlamak i¢in
hibridizasyon yontemi uygulanmis ve PD-1 reseptoriine ait cDNA tanimlanmistir. (36)
Cikarilan amino asit dizisi ile PD-1’in hiicre dis1 bdlgede immiinoglobulin agir zincir alanina

sahip tip I transmembran proteini oldugu ongorilmiistiir. (37)

2000 ve 2001 yillarinda PD-L1 (B7-H1, CD274) ve PD-L2 (B7-DC, CD273) PD-1'in
ligandlart olarak tanimlanmig ve PD-1 reseptorii ile olan etkilesimlerinin immiin sistemdeki
etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 ortaya c¢ikarilmistir. (38, 39) PD-L1 (B7-H1), 290
aminoasitten olusan B7-CD28 immiinoglobulin siiper ailesine ait tip 1 transmembran

glikoproteindir. (40)

PD-1, T hiicreleri, B hiicreleri ve miyeloid hiicreler iizerinde eksprese edilen ortak
inhibitér bir molekildir. PD-1 ve PD-L1 etkilesimi immiin hemostazi korumak ve

otoimmiiniteyi engellemek amaciyla regiilator T hiicreleri lizerinden fonksiyon gosterir. (41)
15



PD-1 geni ¢ikarilmis fare modellerinde lupus benzeri otoimmiin hastalik gelistigi gozlenmistir.
(42) CD274 ve CD273 olarak da bilinen PD-L1 ve PD-L2 ligandlartyla birlikte, PD-1 self
toleransin korunmasinda onemli bir rol oynar ve dogrudan CD8-pozitif T hiicrelerinin kanser
hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesini inhibe ederek kanser hiicrelerinin immdiin sistemden
kagisinda rol oynar. (43) Bu etkilesim T hiicrelerinin apoptozunu indiikler ve T hiicre reseptor
sinyal aktivitesini zayiflatarak T hiicrelerinin tiimore karsi olan etkilerini zayiflatir. (44) Timor
hiicreleri tarafindan PD-L1 ekspresyonu immiin yanita karsi olusturulmus bir ¢esit adaptif

diren¢ mekanizmasidir.

T hiicre reseptoriiniin uyarilmasindan sonra PD-1, sitoplazmik kuyruktaki immiin
reseptor tirozin bazli inhibisyon motifi (ITIM) ile immiin reseptor tirozin bazli anahtar motifi
(ITSM) arasindaki tirozin kalintilarinda fosforile olur ve bu da T hiicre reseptorii ve CD28'in
asag1 yonli proksimal sinyal molekiillerini defosforile eden SHP-1 (Src homology region 2
domain-containing phosphatase-1) ve SHP-2 (Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-2) fosfatazlarinin devreye girmesiyle sonuglanir. PD-1, SHP-2 tarafindan
proksimal fosfoinozitid 3-kinazin (PI3K) aktivasyonu yoluyla Akt aktivasyonunu inhibe eder.
Boylece T hiicre aktivasyonu engellenmis olur. (45) Bu etkilesimler sekil 3’te gosterilmistir.

(35)

\ @
A Tﬁl?ér Hiicresi =\ > <
K

Timor Hiicreleri

= inhibisyon

ety Ak tivasyon

s |
CD28  CD80/86

T hiicresi | -~ @ Fosforilasyon

Sekil 2: PD-1 Sinyal Yolagi Mekanizmasi (35)

APC: antijen sunucu hiicre, Tregs: T regiilatuar hiicreler, ITIM: immiinoreseptor tirozin bazli inhibisyon motifi, ITSM:

immiinoreseptor tirozin bazli anahtar motifi, PI3K: fosfoinozitid 3-kinaz
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PD-1/PD-L1 etkilesimi, tiikkenme, anerji ve apoptoz gibi farkli mekanizmalarla efektor
hiicrelerin islevini engeller. (46) PD-L1 ekspresyonunun yiiksek oldugu timor hiicrelerinin
varliginda PD-1 eksprese eden hiicreler proliferasyon, sitotoksik aktivite ve fonksiyonel

kapasitelerinin azaldig1 bir tiikkenme siirecine girer. (47)

PD-1 ekspresyonunun normal dokulardaki ve periferik kandaki T hiicrelerinin aksine,
timor infiltre eden T lenfositlerde daha yiiksek diizeylerde oldugu saptanmistir. Bu durum
tiimor mikro ¢evresinin timar reaktif T hiicrelerinde PD-1 ekspresyon artisina neden oldugunu

ve tiimore karsi olusan yanitlari azaltabilecegini diisiindiirmiistiir. (48)
4.3. Akut Miyeloid Losemi ve immiin Kontrol Noktasi Belirtecleri

Timor immiinolojisi ve immiin kontrol noktasi belirtecleri solid tiimorler ve

hematolojik malignitelerde ¢okga arastirilan ve arastirilmaya da devam eden bir konudur.

PD-1 ve PD-L1 etkilesiminin daha iyi anlasilmasiyla, bu mekanizmanin inhibisyonunun
kanser tedavisinde kullanimi i¢in ¢alismalar baslamistir. Immiin kontrol noktas1 inhibitérleri,
ortak inhibitdr sinyal yolaklarini kesintiye ugratarak tiimore karsi verilen immiin yanit1 yeniden
olusturan ve tlimor hiicrelerinin immiin sistem hiicreleri tarafindan yok edilmesini tesvik eden
molekiillerdir. (49) PD-1 reseptorii ve PD-L1 ligandina karsi gelistirilmis monoklonal
antikorlar bu amagla yaygin olarak kullanima girmis, birgok solid tiimoér ve hematolojik
malignitede oldukga iyi sonuglar elde edilmistir. 2014 yilinda FDA tarafindan onaylanan PD-1
inhibitorleri nivolumab ve pembrolizumabin kanser immiinoterapisi ic¢in klinik kullanima
girmesiyle, bu alandaki calismalar oldukg¢a hizli bir gelisim kaydetmistir. (50) Immiin kontrol

noktasi inhibitorlerinin kesfi 2018 yilinda Nobel Tip Odiiliine layik goriilmiistiir. (51)

Solid tiimorlerde PD-1 yolaginin hedeflenmesi ve blokaj1 sonrasinda elde edilen umut
verici sonuglar goz Oniinde bulundurularak, hematolojik malignitelerde de bu alanda yeni
caligmalar yiiriitiilmeye devam etmektedir. (52) AML i¢in yapilan preklinik ¢alismalarda, PD-
1/PD-L1 etkilesiminin 16semik hiicrelerin immiin kagisi kolaylagtirmak igin kullandigi bir
yolak oldugu gosterilmistir. (53) PD-1 yolunun blokaji, T hiicrelerinin anti 16semik etkilerini
geri kazanmasin aracilik ederek tedavi i¢in bir avantaj saglayabilir. PD-1 yolaginin inhibe edici
antikorlarla bloke edilmesi ile malign hiicrelerin neden oldugu immiin baskilama ortadan
kaldirtlarak immiin sistem hiicrelerinin tiimoére karsi olan etkileri geri kazandirilabilir.

Immiinoterapi ile iki gesit etki elde edilebilir; timér hiicrelerinden gelen negatif PD-L1
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sinyalleri bloke edilebilir ve T hiicrelerdeki inhibe edici PD-1 sinyalleri bloke edilerek anti

timor immiin yanit elde edilebilir. (54)

Tiimore karsi olusturulan immiin yanit, APC (antijen sunan hiicreler) tarafindan ifade
edilen MHC molekiilleri ile tiimor antijeni sunumundan sonra T hiicrelerinin hazirlanmasi ve
aktivasyonu ile baglatilir. Aktivasyondan sonra, efektor hiicreler timor bolgesine go¢ eder ve
aralarinda interferon gammanin (IFN-y) da bulundugu c¢esitli sitokinler salgilamaya baslar,
boylece tiimor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu artar. Tiimor hiicrelerinin immiin sistemden
kagisi, tiimor hiicrelerinde eksprese edilen PD-L1 ligandinin aktive T hiicrelerinde eksprese
edilen inhibitor reseptor PD-1 ile etkilesimi yoluyla saglanmaktadir. PD-1/PD-L1 baglanmast,
T hiicrelerinin islevselligini, proliferasyonunu ve sitotoksik aktivitesini bozarak T hiicrelerinin
tilkenmesine (exhaustion) neden olur. PD-1 veya PD-Ll'e karsi yonlendirilmis antikorlar
kullanilarak PD-1/PD-L1 etkilesiminin bozulmasi ve T hiicresi aktivasyonunun yeniden
saglanmasi miimkiindiir. PD-1/PD-L1 etkilesiminin engellenmesi, tiimori infiltre eden efektor
hiicrelerin hem sitokin salgilama hem de neoplastik hiicrelere yonelik sitolitik islevler
uygulama kapasitesini geri kazandirir. Tiimor hiicrelerine karsi T hiicre immiin yanitinda PD-

1/PD-L1 yolunun mekanizmasi Sekil 4’te gosterilmistir. (52)
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Sekil 3: Tiimor Hiicrelerine Karsi T Hiicre Immiin Yanitinda PD-1/PD-L1 Yolunun
Mekanizmasi (52)

(Cizim Francesco B. Tocci tarafindan yapilmistir, G. Bruno Fen Lisesi, Roma (ltalya)

(O. Annibali ve ark. makalesinden Tiirk¢ce uyarlanarak alinmustir)

Immiinoterapi icin bir diger 6nemli nokta da hedef hiicrelerdeki PD-1 ve/veya PD-L1
ekspresyon diizeylerinin antikor baglama ve etkilesim kapasitesi ile olan iligkisidir. Ekspresyon
diizeyi ne kadar yiiksek olursa antikor ile baglanma saglayabilecek hedef kapasitesi o kadar
yiiksek olmaktadir. Bu nedenle tedavi dncesinde PD-1 ve PD-L1 ekspresyon diizeyleri tespit
edilerek, antikor baglanma kapasitesi daha yiiksek olan ve tedaviden fayda gorme olasiligi daha
fazla hasta grubu belirlenmelidir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Cahismanin Tasarimi

Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’nda Nisan 2023-
Kasim 2023 tarihleri arasinda de novo AML tanis1 alan hastalar dahil edildi. Hastalarin tani
anindaki kemik iligi aspirasyon 6rneklerinde T hiicrelerinde PD-1 ve 16semik blastlarda PD-L1
ekspresyonlar1 akim sitometri yontemi ile belirlendi. Remisyon indiiksiyon tedavisi sonrasi
hastalarin kemik iligi aspirasyon 6rneklerinde PD-1 diizeyleri tekrar degerlendirildi. Remisyon
indiiksiyon tedavisi sonrasi yanit alinamayan hastalarda kurtarma tedavisi sonrasi/yanit alinan
hastalarda konsolidasyon tedavisi sonrasi alinan kemik iligi aspirasyon orneklerinde tekrar bu
belirtegler ¢aligilarak ve bu diizeylerin tedaviye yanit ve hastalik prognozu ile olan iliskisi

arastirildi.

Tan1 aninda hastalarin periferik kan Orneklerinde de PD-1 ekspresyon diizeyleri
belirlendi ve hastalarin kemik iligi 6rneklerindeki PD-1 diizeyleri ile karsilastirildi. Tani aninda
hastalarin periferik kan orneklerindeki PD-1 ekspresyon diizeyleri, yas ve cinsiyete gore
eslestirilmis saglikli goniillillerden alinacak periferik kan 6rneklerinden yapilan ¢aligma ile
karsilastirildi. Boylece AML tanist alan hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda T
hiicrelerinde PD-1 ekspresyon diizeyinin farki degerlendirildi. Ayrica saglikli goniillii grubunda
PD-L1 ekspresyonunun olmadigi da gosterilmis oldu. Saglikli goniilliiler bilinen herhangi bir
hastalik tanis1 olmayan, ¢alismaya katilmaya olur vermis saglikli bireylerden, hasta grubuna

benzer ozellikler olacak sekilde se¢ildi.

AML hastalarinda tan1 anindan itibaren mevcut kilavuzlara gore belirlenmis ve takip
eden hekimin uygun gordiigli standart tedavi semalar1 uygulanan hastalarda, tedavi yanitlar
prognoz ile iligkilendirilerek, PD-1 ve PD-L1 diizeyi farkliliklarinin, prognozu nasil etkiledigi

analiz edildi.

Hastalarin kemik iligi ve periferik kan Ornekleri 16semi tedavisi baslamadan once
toplandi. Tiim hastalar ve saglikli goniilliiler 6rneklerin alinmasi ve g¢alisilmasindan 6nce
calisma hakkinda bilgilendirilmis, bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak c¢alismaya

katilmalar1 i¢in onamlar1 alindi.

Calismanin dahil edilme ve dislama kriterleri Tablo 7°de belirtilmistir.
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Tablo 7: Calismanin Dahil Edilme ve Dislama Kriterleri

Dahil Edilme Kriterleri
e 18 yasindan biiyiik

e De novo AML tanis1 alan hastalar

Dislama Kriterleri
e 18 yasindan kiigiik hastalar
e (Calismaya dahil edilmeden 6nce kemoterapi almis hastalar
e Sckonder AML tanili hastalar
e  Otoimmiin hastalik hikayesi olanlar

e Bagka bir solid tiimdr tanisi olan hastalar

5.2. Yanit Degerlendirmesi

De novo AML tanisi alan hastalar, tan1 aninda PD-1 ve PD-L1 ekspresyon durumu
degerlendirildikten sonra, takip eden hekimin belirledigi protokollere uygun sekilde remisyon
indiiksiyon kemoterapisi aldi. Tedavi baslangicindan sonraki 28 giin icinde hastalar yanit
acisindan degerlendirildi. Yanit degerlendirilmesi kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi ile
yapildi. Yanit degerlendirilmesi igin kriterler ELN 2022 kilavuzunda belirtildigi sekilde
kullanildi ve hastalar gruplandirildi. (15) Yanit kategorileri ve Kriterleri Tablo 8’de

belirtilmistir.
Tablo 8: ELN 2022 onerilerine gore yanit kriterleri (15)
CR Kemik iligi blast oran1 <%5, dolasimda blast yok, ekstramediiller hastalik yok,
mutlak nétrofil sayis1 > 1.0x10%/L (1.000/ul), trombosit sayis1 > 100x10%/L
(Tam Yamt)
(100.000/p1)
CRi
. Diger tiim CR kriterleri karsilanirken kalic ndtropeni <1.0x10%L (1.000/ul) ya da
(Inkomplet Tam ) ]
trombositopeni <100x10%L (100.000/ul)
Yanit)
MLFS
- Kemik iligi blast oran1 <%5, dolasimda blast yok, ekstramediiller hastalik yok ancak
(Morfolojik

hematolojik iyilesme saglanamamis
Losemisiz Durum)

PR Tiim hematolojik kriterler CR karsilarken, kemik iligi blast yiizdesi %5 ile %25
(Kismi Yamt) araliginda ve baslangic kemik iligi blast yilizdesi en az %50 azalmis
v CR, CRh, CRi, MLEFS ya da PR ile belirtilen kriterlerin higbirinin karsilanmamasi.
anitsiz
Yanit elde edilemeyen hastalar refrakter hastalik olarak tanimlanir.
Kemik iligi yanit degerlendirilmesi igin yeterli 6rnegin olmamasi halidir. Bu
Yanit i¢in ) o ]
kategori erken 6liim, yanit degerlendirilmesinden dnce hastanin ayrilmasi ya da
degerlendirilemez

teknik olarak suboptimal kemik iligi 6rnegi elde edilmesini igerir.
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Hastalar istatistiksel analiz yapilabilmesi amaciyla yanith ve yanitsiz olarak iki
kategoriye ayrildi. ELN 2022 6nerilerine gére CR, CRh, CRi, MLFS kategorilerine dahil olan
hastalar “yanith”, PR ve Yanitsiz kategorilerine dahil olan hastalar “yanitsiz” olarak
nitelendirildi ve istatistiksel analiz buna gore yapildi. Yanit i¢in degerlendirilemez kategorisine

dahil olan hastalar, yanit agisindan istatistiksel analize dahil edilememistir.

5.3. Orneklem Hesabi

Calismada AML tanili hastalarda PD-1 ve PD-L1 ekspresyon diizeylerinin hastalik
prognozuna olan etkisi arastirilacaktir. Orneklem hesabi, tedavi sonrasi yanit alman ve
alinmayan AML hastalarinda PD-1 yiizdelerinin ortalama ve standart sapma degerleri
kullanilarak hesaplanmistir. Hasta grubunda PD-1 diizeyi 15+6; kontrol grubunda 10+3
degerleri kullanmistir. Etki biiyiikligii 1,05 olarak hesaplanip; Tip-1 hata orani a=0,05,
istatistiksel gii¢ 0,80 alinarak, iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi uygulandiginda,
orneklem biiytkligii 32 (Grup 1: 16 kisi; Grup 2: 16 kisi) olarak hesaplanmistir. Gii¢ analizi
G*Power ver.3.1.9.2 programinda gerceklestirilmistir. Calismadaki 6rneklem biiytikliigii ana
hipoteze gore belirlenmis olup, ayni sayida saglikli goniillii arastirmaya dahil edilmesi

planlanmustir.

5.4. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Calismada tanmimlayic1 istatistikler dagilimi normal olan nicel degiskenlerde
ortalamatstandart sapma (min-maks), dagilimi normal olmayan degiskenlerde ortanca,
ceyrekler arast dagilim genisligi (min-maks) ile nitel degiskenlerde frekans (yiizde) ile
sunulmustur. Bagimsiz 2 gruba iligkin ortalamalarin karsilastirilmasinda ‘“Mann-Whitney U
testi”, bagimli 2 gruba iliskin ortalamalarin karsilastirilmasinda “Wilcoxon Eslestirilmis Iki
Omnek Testi” kullanilmustir. Ikiden fazla bagimsiz grubun ortalamalari “Kruskal-Wallis
Varyans Analizi” ile incelenmistir. ki sayisal degisken arasindaki iliski Spearman Korelasyon

Katsayisi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS 11.5 programi kullanilmistir.
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5.5. Akan Hiicre Olcerde (Flow Cytometry, FCM) Yapilan Cahsmalar

Deney grubundaki her bir hastadan g¢alismaya dahil edildikten sonra tani aninda
EDTA’l1 tiipe alinan periferik kan 6rnegi ve kemik iligi aspirasyon (KiA) 6rnegi; indiiksiyon
tedavisi sonlandiginda ve tedaviye yeterli yanit vermeyen hastalarda kurtarma rejimini takiben
alman KiA &rnekleri uygun kosullarda (oda 1sisinda yatay durumda muhafaza edilen tiipler,
ornek alindiktan sonra maksimum 4 saat igerisinde laboratuvara iletildi) hematoloji
laboratuvarina transfer edildi. Kontrol grubundaki her goniilliiden ¢alismaya dahil edildikten
sonra EDTA’l1 tiipe alinan periferik kan 6rnegi uygun kosullarda hematoloji laboratuvarina
transfer edildi. Akan hiicre olger incelemeleri ile CD3, CD4, CD8, CD45, CD38, CD34,
CD117, HLA-DR, CD279(PD-1), CD274(PD-L1) yiizey isaretlerine yonelik monoklonal
antikorlar kullanilarak T hiicrelerde PD-1, 16semik blastlardaki PD-L1 ifadesi yiizde olarak
belirlendi. Hiicrelerdeki PD-1 ve PD-L1 ifadesinin siddeti de Ortalama Floresan Yogunluklari
(Mean Fluorescent Intensity, MFI) kaydedilerek degerlendirmeye alindi. Kullanilan antikorlar

ve fluorokromlar Tablo 9°da 6zetlenmistir.

Tablo 9: Verilerin Analizi I¢in Kullanilacak Antikorlar ve Fluorokrom Eslestirmesi

Antikor Fluorokrom
CD45 KO
CD3 FITC
CD4 ECD
CD8 A700
CD38 A750
CD34 PE
CD117 PC7
HLA-DR PB
CD274(PD-L1) APC
CD279(PD-1) PC5.5
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Uygulanan islemler asagida belirtildigi sekilde 6zetlenebilir;

Laboratuvara ulasan kan/KIA 6rneklerinden almacak 200 mikrolitre 6rnek iizerine her
bir antikordan 10 ar mikrolitre eklenerek oda 1sisinda karanlikta 15 dakika bekletilerek
floresanla isaretli antikorlarin, varsa, hiicre yiizeyindeki antijenlere baglanmasi saglandi.
Calisma tiiplerine olgun eritrositlerin par¢alanmasini saglamak amaciyla 500 pl “opti lyse”
soliisyonu ilave edildi ve tiipler karanlikta oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Yikama i¢in
calisma tiiplerine 500 pl fosfatla tamponlanmis serum fizyolojik (PBS) ilave edildi ve oda
1isisinda karanlikta 5 dakika bekletildikten sonra ¢aligma tiipleri 250g de 5 dk santrifiij edildi.
Tiipler tek hamlede ters dondiiriilerek (hiicre kaybi olmadan) siipernatant atildi. Calisma
tiiplerine 1500 ul tamponlanmis PBS ilave edilip, tekrar 250g de 5 dk santrifiij edildi. Tiipler
tek hamlede ters dondiiriilerek (hiicre kayb1 olmadan) stipernatant atildi. Calisma tiiplerine 500
ul tamponlanmis PBS ilave edilerek veri toplama asamasia gecildi. Giinliik kontrolleri
yapilmis olan akim sitometri cihazina ait karosere (dairesel tiip tagima tablasina) Ornekler
dizilerek en geg 4 saat icinde veri toplama islemi tamamlandi. Tiim veriler laboratuvarda 3 lazer
10 renk okuma kapasitesi olan NaviOS 2 cihazi kullanilarak toplandi. Her tiipten tercihen 1
milyon 16kosit (minimum 100.000 lokosit) e ait veriler topland1 ve Kaluza analiz yazilimi

kullanilarak veri analizi yapildi.

Veri analizi igin CD45+ olan 16kositlerin se¢ilmesini takiben;

) Isik sagilim Ozellikleri ve CD3 ifade etmeleriyle ayrilan T hiicrelerde
PD-1,

i) T hiicrelerinin CD4 ve CDS ifade eden alt gruplarinda ayr1 ayr1 PD-1,

iii) Isik sagilim 6zellikleri ve CD34 ve/veya CD117, HLA-DR ifade eden,
CD45 i zayif ifade eden miyeloid progenitdrlerde PD-L1 ifadelerinin
orani ve siddeti (MFI) degerlendirildi.
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6. BULGULAR
Nisan 2023-Kasim 2023 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Bilim Dalinda de novo akut miyeloid 16semi tanisi alan 21 hasta ve 18 saglikli goniillii

calismaya dahil edildi.

AML tanis1 alan hasta grubunda 7 (%33,3) erkek, 14 (%66,7) kadin hasta vardi.
Hastalarin ortanca yas1 45 (20-77) olarak saptandi.

Tan1 aninda hastalarin 16kosit sayis1 41.24 + 83.17 (2.12-337.67) (x103/mm?), trombosit
sayis1 63.76 + 44.31 (2-172) (x103/mm?), hemoglobin degeri 9.30 + 1.30 (8.30-13.80) (g/dL),
laktat dehidrogenaz (LDH) degeri 556.09 + 477.03 (173-1746) (U/L), kemik iligi blast yiizdesi
%78 + 29.18 (10-100) olarak saptandi. Hastaligin heterojen karakteriyle tutarli bir sekilde

parametreler arasinda genis bir ¢esitlilik ve aralik vardi.

Hastalarin FAB alt tipleri degerlendirildiginde 1 hasta MO, 8 hasta M2, 2 hasta M3, 6
hasta M4, 3 hasta M5 ve 1 hasta M6 olarak smiflandirildi.

Hastalarda molekiiler ve sitogenetik degisiklikler incelendi. 2 hasta t(15;17), 4 hasta
NPM1-A, 2 hasta FLT3-TKD, 3 hasta NPM1-A + FLT3-ITD, 4 hasta inv(16), 1 hasta t(8;21)

degisikligine sahip olarak saptandi. 5 hastada herhangi bir mutasyon tanimlanamadi.

Hastalar ELN 2022 kriterlerine gore risk gruplarina ayrildi. 10 hasta iyi, 9 hasta orta, 2

hasta kotii risk grubuna dahil oldu.

Hastalarin demografik ve laboratuvar 6zellikleri Tablo 10°da gdsterilmistir.
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Tablo 10: Hastalari Demografik ve Laboratuvar Ozellikleri

Degisken Toplam (n=21)

Yas

Ortanca 45

Minimum-Maksimum 20-77
Cinsiyet

Kadin 14 (%66,7)

Erkek 7 (%33,3)
Lokosit Sayist (x103/mm3)

Ortalama + Standart Sapma 4124 +83.17

Minimum-Maksimum 2.12-337.67
Trombosit Sayis1 (x103/mm?)

Ortalama + Standart Sapma 63.76 + 44.31

Minimum-Maksimum 2-172
Hemoglobin (g/dL)

Ortalama + Standart Sapma 9.30 £ 1.30

Minimum-Maksimum 8.30-13.80
LDH (U/L)

Ortalama + Standart Sapma 556.09 +477.03

Minimum-Maksimum 173-1746
Tam Aninda Kemik iligi Blast Yiizdesi (%)

Ortalama + Standart Sapma 78 +28.47

Minimum-Maksimum 10-100
FAB Alt Tipi

MO 1

M1 0

M2 8

M3 2

M4 6

M5 3

M6 1

M7 0
Genetik

t(15;17) 2

NPM1-A 4

FLT3-TKD 2

NPM1-A + FLT3-ITD 3

inv(16) 4

1(8;21) 1

Ozellik yok 5
ELN 2022 Risk Grubu

iyi 10

Orta 9

Kaotii 2




Hastalarin cinsiyet, yas, FAB alt tipi, genetik, ELN risk grubu, indiiksiyon tedavileri,

indiiksiyon tedavilerine yanitlar1 ve MRD durumlart Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11: Hasta Ozellikleri ve Tedaviye Yanit Durumlar

Hasta Cinsiyet Yas FAB Genetik ELN indiiksiyon indiiksiyon Akim
No Alt Risk Tedavisi Tedavisine Yamt  Sitometrik
Tipi Grubu MRD
1 E 45 3 t(15:17) Iyi ATRA+ATO CR Negatif
Yanit i¢in
2 E 20 2 NPM1-A Kotii 7+3 degerlendirilemez
3 K 22 2 NPM1-A Iyi 7+3 CR Pozitif
4 K 51 5 FLT3-TKD Orta 7+3+midostaurin Yanitsiz
5 E 41 4 NPM1-A, FLT3-ITD Orta 7+3+midostaurin PR
Yanit i¢in
6 K 62 0 NPM1-A fyi Tedavi alamad: degerlendirilemez
7 K 24 2 Ozellik yok Orta 7+3 CR Negatif
8 K 58 4 inv(16) fyi 7+3 MLFS Pozitif
9 K 42 2 t(8:21) Iyi 7+3 MLFS Pozitif
Yanit i¢in
10 K 77 2 NPM1-A Tyi AZA+VEN degerlendirilemez
11 K 21 4 inv(16) Tyi 7+3 CR Pozitif
12 K 20 2 Ozellik yok Orta 7+3 Yanitsiz
13 K 62 4 inv(16) Iyi 7+3 CR Pozitif
Yanit i¢in
14 K 73 4 Ozellik yok Kotii AZA+VEN degerlendirilemez
15 K 44 2 NPM1-A, FLT3-ITD Orta 7+3+midostaurin CRi Negatif
16 E 33 3 t(15:17) Iyi ATRA+ATO CR Pozitif
17 E 77 6 Ozellik yok Orta AZA+VEN MLFS Negatif
18 E 60 5 FLT3-TKD Orta 7+3+midostaurin Yanitsiz
19 K 62 2 NPM1-A, FLT3-TKD Orta 7+3+midostaurin CR Negatif
20 K 43 5 Ozellik yok Orta 7+3 CR Negatif
21 E 53 4 inv(16) fyi 743 CR Pozitif

Hastalar indiiksiyon tedavisi sonrasit yanit agisindan ELN 2022 kriterlerine gore
degerlendirildi. 4 hasta indiiksiyon tedavisini alirken hayatini kaybetti. 2 hastanin 6liim nedeni
sepsis, 2 hastanin 6lim nedeni intrakraniyal kanama olarak kaydedildi. ELN 2022 kriterlerine
gore 9 hasta CR, 1 hasta CRIi, 3 hasta MLFS, 1 hasta PR, 3 hasta Yanitsiz olarak degerlendirildi.
Istatistiksel analiz icin CR, CRi, MLFS grubuna dahil olan hastalar yanitli, PR ve Yanitsiz
grubuna dahil olan hastalar yanitsiz olarak degerlendirildi. Boylece 13 hasta indiiksiyon

tedavisine yanitli, 4 hasta ise yanitsiz olarak saptandi.

Hastalarin tam1 aninda alinan kemik 1iligi Orneklerinde blastik hiicreleri segilerek,
blastlardaki PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFI) degerleri akim sitometri yontemiyle
belirlendi. Indiiksiyon tedavisine yanit durumuna gore yamitli ve yanitsiz olarak hastalar iki
gruba ayrildi. indiiksiyon tedavisine yanitl hastalarin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 34.55,
MFI degeri ortanca 1.07 olarak saptandi. Indiiksiyon tedavisine yamtsiz hastalarm PD-L1
ekspresyon yiizdesi ortanca 30.18, MFI degeri ortanca 1.09 olarak saptand. ki grup arasinda
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
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(p=0.70 ve p=0.87) Hastalarin tan1 aninda saptanan PD-L1 ekspresyon durumu Tablo 12°de

gosterilmistir.

Tablo 12: Tan1 Aninda Kemik Iligindeki Blastik Hiicrelerde PD-L1 Ekspresyon Durumu

Indiiksiyon Indiiksiyon
Tedavisine Tedavisine p
Yanith Yanmitsiz
(n=13) (n=4)
PD-L1 Ekspresyon Yiizdesi- Tam
Ortanca 34.55 30.18 0.70
Minimum-Maksimum 5.98-68.60 20.05-69.89
PD-L1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca 1.07 1.09 0.87
Minimum-Maksimum 0.94-1.57 0.97-1.27

*Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Hastalarin tan1 anindaki PD-L1 ekspresyon durumlari yas, cinsiyet, genetik mutasyon
cesidi, FAB simifi, kemik iligi blast yiizdesi ve laboratuvar parametrelerine gore degerlendirildi.
Erkek hastalarda PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 27.07, siddeti (MFI) ortanca 1.03; kadin
hastalarda PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 33.44, siddeti (MFI) ortanca 1.12 olarak saptandi.
Iki cinsiyet arasinda PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu. (p=0.23 ve p=0.07) Hastalarin yas1 ile tan1 anindaki PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve
siddeti (MFI) arasinda istatistiksel anlamli bir korelasyon izlenmedi. (r=-0.29, p=0.20 ve r=-
0.13, p=0.56)

Genetik mutasyon ¢esidi ile tan1 anindaki PD-L1 ekspresyon yiizdesi arasindaki iliski
incelendiginde; t(15;17) degisikligine sahip iki hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca
36.32, siddeti (MFI) ortanca 1.03; NPM1-A degisikligine sahip 4 hastanin PD-L1 ekspresyon
yiizdesi ortanca 8.37, siddeti (MFI) ortanca 0.98; FLT3-TKD degisikligine sahip 2 hastanin
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 48.48, siddeti (MFI) ortanca 1.19; NPM1-A ile birlikte
FLT3 degisikligine sahip 3 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 20.05, siddeti (MFI)
ortanca 0.97; inv(16) degisikligine sahip 4 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 39.13,
siddeti (MFI) ortanca 1.07; t(8;21) degisikligine sahip 1 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi
55.75, siddeti (MFI) ortanca 1.16 olarak saptandi. NPM1 mutasyonuna sahip alt grupta PD-L1
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ekspresyon yiizdesi diisiik olma egiliminde gozlenirken, genetik mutasyon ¢esidi ile PD-L1
ekspresyon yiizdesi ve siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamadi. (p=0.70
ve p=0.50)

ELN risk grubu ile tani anindaki PD-L1 ekspresyon yiizdesi arasindaki iligki
incelendiginde; iyi risk grubuna dahil olan 10 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca
35.15, siddeti (MFI) ortanca 1.07; orta risk grubuna dahil olan 9 hastanin PD-L1 ekspresyon
ylizdesi ortanca 27.83, siddeti (MFI) ortanca 1.11 ve kotii risk grubuna dahil olan 2 hastanin
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 16.15, siddeti (MFI) ortanca 0.93 olarak saptandi. ELN risk
grubu ile PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFI) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamadi. (p=0.30 ve p=0.09)

FAB simifi ile tan1 anindaki PD-L1 ekspresyon ylizdesi arasindaki iliski incelendiginde;
MO simifindaki 1 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 8.61, siddeti (MFI) ortanca 0.90;
M2 smifindaki 8 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 29.77, siddeti (MFI) ortanca 1.11,
M3 smifindaki 2 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 36.32, siddeti (MFI) ortanca 1.03;
M4 sinifindaki 6 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 35.14, siddeti (MFI) ortanca 1.04;
M35 sinifindaki 3 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 68.60, siddeti (MFI) ortanca 1.27;
M6 sinifindaki 1 hastanin PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 10.15, siddeti (MFI) ortanca 1.05
olarak saptandi. M5 sinifina dahil olan hastalarda PD-L1 ekspresyon yiizdesi yiiksek olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi. (p=0.16)

Hastalarin tan1 anindaki kemik iligi blast yiizdesi ile PD-L1 ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon izlenmedi. (r=-0,25, p=0.27) Tan1 anindaki 16kosit
say1s1, trombosit sayisi, hemoglobin degeri, nétrofil degeri, LDH degeri ile PD-L1 ekspresyonu
arasindaki iliski incelendi, belirtilen laboratuvar parametreleri ile PD-L1 ekspresyon ylizdesi

ve siddeti (MFI) arasinda istatistiksel olarak anlaml bir korelasyon izlenmedi.

Hastalarin tan1 aninda kemik iliginde akim sitometri ile saptanan atipik miyeloid
progenitdr hiicre orani ile tan1 aninda kemik iliginde saptanan PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve
siddeti (MFI) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon izlenmedi. (r=-0.07, p=0.76 ve
r=-0.13, p=0.56) Tani aninda kemik iliginde akim sitometri ile saptanan atipik miyeloid
progenitor hiicre orani ile tan1 aninda kemik iligi patolojisindeki blast yiizdesi arasinda

istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde korelasyon saptandi. (r=0.47 ve p=0.03)
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Hastalarin tan1 anindaki PD-L1 ekspresyon diizeyinin cinsiyet, genetik, ELN 2022 risk
grubu, FAB alt tipi ve MRD durumuna gore dagilimlar1 Tablo 13’te gosterilmistir.

Tablo 13: PD-L1 ekspresyon diizeyinin cinsiyet, genetik, ELN 2022 risk grubu, FAB alt tipi

ve MRD durumuna gore dagilimlar

Hasta PD-L1 Ekspresyon p PD-L1 Ekspresyonu p
Sayisi Yiizdesi (MFI)
(ortanca) (ortanca)
Cinsiyet* 0.23 0.07
Kadin 14 33.44 1.07
Erkek 7 27.07 1.02
Genetik& 0.70 0.51
1(15;17) 2 36.32 1.03
NPM1-A 4 8.37 0.98
FLT3-TKD 2 48.48 1.19
NPM1-A + FLT3-ITD 3 20.05 0.97
inv(16) 4 39.13 1.07
t(8;21) 1 55.75 1.16
ELN 2022 Risk Grubu® 0.33 0.13
iyi 10 35.14 1.08
Orta 9 3292 1.08
Kotii 2 16.15 0.93
FAB Alt Tipi& 0.16 0.10
MO 1 8.61 0.90
M2 8 29.77 111
M3 2 36.32 1.03
M4 6 35.14 1.04
M5 3 68.60 127
M6 1 10.15 1.05

*Mann-Whitney U testi kullamlmigtir. &Kruskal-Wallis testi kullamlnustir.

Indiiksiyon tedavisine yamit veren 13 hasta MRD durumuna gére akim sitometri ile
yeniden degerlendirildi. 6 hasta MRD pozitif, 7 hasta MRD negatif olarak saptandi. MRD
pozitif grupta PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 36.70 saptanirken, MRD negatif grupta PD-
L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 31.13 olarak saptandi. MRD pozitif grupta median PD-L1
ekspresyon yiizdesi daha yiiksek olsa da fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. (p=0.18)
MRD ile tan1 aninda kemik iliginde saptanan PD-L1 ekspresyon ytizdesi ile iliski Tablo 14’te
gosterilmistir.
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Tablo 14: MRD Negatif ve MRD Pozitif Hastalarda PD-L1 Ekspresyon Yiizdesi

MRD Negatif MRD Pozitif p
(n=6) (n=7)
PD-L1 Ekspresyon Yiizdesi
Ortanca 31.13 36.70 0.18
Minimum-Maksimum 5.98-68.60 31.71-61.3

Hastalar MRD negatif ve MRD pozitif/Yanitsiz olarak iki gruba ayrilarak, MRD
negatifliginin PD-L1 ekspresyon ylizdesi ile olan iligkisi degerlendirildi. MRD negatif grupta
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 31.19, MRD pozitif/Yanitsiz grubunda PD-L1 ekspresyon
yiizdesi ortanca 33.59 olarak saptandi. MRD negatif grupta PD-L1 ekspresyon yiizdesi daha
diisiik olsa da iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark izlenmedi. (p=0.23) MRD
negatifligi ile PD-L1 ekspresyon ylizdesi arasindaki iligski Tablo 15°te gdsterilmistir.

Tablo 15: MRD Negatif Hastalar ile MRD Pozitif veya Yanitsiz Hastalardaki PD-L1

Ekspresyon Yiizdesi
MRD Negatif MRD Pozitif/Yamtsiz p
(n=6) (n=11)
PD-L1 Ekspresyon Yiizdesi
Ortanca 31.19 33.59 0.23
Minimum-Maksimum 5.98-68.60 20.05-69.89

Hastalarin PD-L1 ekspresyonlarina ait akim sitometrik analiz 6rnekleri Sekil 4’te
gosterilmistir. Sol taraftaki analiz sonucunda PD-L1 ekspresyon yiizdesi 10.51 olarak diisiik
diizeyde goriilmektedir. Sag taraftaki analiz sonucunda PD-L1 ekspresyon yiizdesi 70.12 olarak
yiiksek diizeyde goriilmektedir.
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Sekil 4: Farkli Hastalarin PD-L1 Ekspresyonlarina ait Akim Sitometrik Analiz Ornekleri

Hastalarin tani aninda kemik 1iligi aspirasyon Ornegindeki miyeloid progenitor
hiicrelerin akim sitometrik yiizey belirteglerinin ekspresyonu ile PD-L1 ekspresyon diizeyleri
arasindaki iliski degerlendirildi. HLA-DR negatif olan 9 hastada PD-L1 ekspresyon yiizdesi
ortanca 24.18, siddeti (MFI) ortanca 1.00; HLA-DR pozitif olan 12 hastada PD-L1 ekspresyon
yiizdesi ortanca 33.44, siddeti (MFI) ortanca 1.13 olarak saptandi. HLA-DR negatif hastalarda,
HLA-DR pozitif hastalara gére PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFTI) istatistiksel olarak
anlamli derecede daha diisiiktii. (p=0.05 ve p<0.01) Aberran CD56 pozitifligi goriilen 6 hastada
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 36.50, siddeti (MFI) ortanca 1.12 ; CD56 negatif 15 hastada
PD-L1 ekspresyon yiizdesi ortanca 31.71, siddeti (MFI) ortanca 1.05 olarak goriildii. CD56
pozitif grupta PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFI) daha yiiksek olsa da aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli saptanmadi. (p=0.17 ve p=0.13)

Hastalarda akim sitometri ile tan1 aninda kemik iligindeki T lenfositlerde CD3+ grupta,

CD4+ ve CD8+ alt gruplarinda ayr1 ayr1 olarak PD-1 ekspresyonlar1 ylizde ve siddet (MFI)

olarak degerlendirildi. Indiiksiyon tedavisine yanitli hasta grubunda, tan1 aninda CD3+, CD4+

ve CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon yiizdesi sirasiyla ortanca 53.49, 45.90 ve 59.31
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olarak saptandi. Indiiksiyon tedavisine yanitsiz hasta grubunda ise tan1 aninda CD3+, CD4+ ve
CDB8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon yiizdesi sirasiyla ortanca 54.59, 53.75 ve 59.21 olarak
saptand1. iki grup arasinda CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon yiizdesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi. (sirastyla p=0.78, p=0.47 ve p=0.95)

Indiiksiyon tedavisine yanitli hasta grubunda, tam1 aninda CD3+, CD4+ ve CD8+ T
lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) sirasiyla ortanca 2.71, 2.16 ve 3.62 olarak
saptand1. Indiiksiyon tedavisine yanitsiz hasta grubunda ise, tan1 aninda CD3+, CD4+ ve CD8+
T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) sirasiyla ortanca 3.32, 2.77 ve 4.85 olarak
saptand1. Iki grup arasinda CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti
(MFI]) agisindan sadece CD3+ grup icin istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlendi
(p=0.01), CD4+ ve CD8+ gruplar i¢in anlamli bir fark saptanamadi. (sirastyla p=0.20 ve
p=0.10) Hastalarin tan1 aninda kemik iligindeki T lenfositlerde saptanan PD-1 ekspresyon
durumu Tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 16: Tan1 Aninda Kemik Iligindeki T Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Durumu

indiiksiyon indiiksiyon
Tedavisine Yamith Tedavisine Yamtsiz p
(n=13) (n=4)
CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tam
Ortanca
Minimum-Maksimum 53.49 54.59 0.78
36.56-93.01 48.59-58.29
CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tam
Ortanca
Minimum-Maksimum 45.90 53.75 0.47
27.53-91.24 42.67-70.03
CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tam
Ortanca
Minimum-Maksimum 59.31 59.21 0.95
45.26-97.85 49.57-67.96
CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca
Minimum-Maksimum 271 3.32 0.01
2.19-4.62 3.18-3.39
CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca
Minimum-Maksimum 2.16 2.77 0.20
1.35-3.25 2.19-3.13
CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca
Minimum-Maksimum 3.62 4.85 0.10
2.58-6.14 3.66-8.33

*Mann-Whitney U testi kullanilmustir.
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Hastalarin tan1 aninda kemik iligindeki T lenfosit gruplarinda PD-1 ekspresyon
durumlan yas, cinsiyet, genetik mutasyon ¢esidi, FAB sinifi, kemik iligi blast yiizdesi ve

laboratuvar parametrelerine gore degerlendirildi.

Tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde erkek hastalarda PD-1 ekspresyon
ylizdesi ortanca 55.89, siddeti (MFI) 3.31; kadin hastalarda PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca
53.54, siddeti (MFT) 2.85 olarak saptandi, fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. (sirasiyla
p=0.44 ve p=0.60) Tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon ylizdesi
ve siddeti (MFI) ile yas arasindaki korelasyon incelendiginde, yas arttikga PD-1 ekspresyon
ylizdesi artiyor olsa da, istatistiksel olarak anlaml1 bir korelasyon izlenmedi. (sirasiyla r=0.36,
p=0.10 ve r=0.13, p=0.55) Genetik mutasyon g¢esidine gére hastalar gruplandirildiginda tani
aninda kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFI) ile
genetik mutasyon ¢esidi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi. (p=0.57 ve
p=0.15) FAB alt tipi ile tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon
yiizdesi ve siddeti (MFI) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanmadi. (p=0.64)
ELN kétii risk grubundaki hastalarda CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon siddeti (MFI), iyi
ve orta risk grubuna gore daha yiiksek saptansa da istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.06)
Lokosit sayisi, trombosit sayisi, hemoglobin degeri, notrofil sayisi ve kemik iligi blast yiizdesi
ile tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFI)
arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi. LDH degeri ile CD3+ T lenfositlerdeki PD-1
ekspresyon siddeti (MFI) arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde korelasyon saptandi.

(r=0.45, p=0.03)

Tan1 aninda kemik iligindeki CD4+ T lenfositlerde erkek hastalarda PD-1 ekspresyon
yiizdesi ortanca 56.55, siddeti (MFI) 2.81; kadin hastalarda PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca
49.68, siddeti (MFT) 2.54 olarak saptandi, fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. (p=0.28
ve p=0.76) Tan1 aninda kemik iligindeki CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ve
siddeti (MFI) ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon izlenmedi. (r=0.22,
p=0.31 ve r=0.21, p=0.34)

Tan1 aninda kemik iligindeki CD8+ T lenfositlerde erkek hastalarda PD-1 ekspresyon
ylizdesi ortanca 59.31, siddeti (MFI) 4.44; kadin hastalarda PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca
59.92, siddeti (MFT) 3.70 olarak saptand, fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. (p=0.68
ve 0.48) Tani aninda kemik iligindeki CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ile yas
arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde iliski saptandi. (r=0.50, p=0.02) Yas arttikca
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CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi de artma egiliminde izlendi. Ancak PD-1
ekspresyon siddeti (MFI) ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

saptanamadi. (r=0.05, p=0.80)

Indiiksiyon tedavisine yanitli hastalar MRD pozitif ve negatif olarak ayrildiginda, MRD
pozitif grupta tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi
ortanca 53.49, siddeti (MFI) 2.71; MRD negatif grupta tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ T
lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 49.52, siddeti (MFI) 2.56 olarak saptandi. MRD
pozitif grupta ekspresyon yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. (p=0.31
ve p=0.36)

MRD pozitif grupta tan1 aninda kemik iligindeki CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon
yiizdesi ortanca 45.90, siddeti (MFI) 2.16; MRD negatif grupta tan1 aninda kemik iligindeki
CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 46.97, siddeti (MFI) 2.21 olarak
saptand1. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark izlenmedi. (sirastyla p=0.77 ve

p=0.52)

MRD pozitif grupta tan1 aninda kemik iligindeki CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon
yiizdesi ortanca 59.91, siddeti (MFI) 3.62; MRD negatif grupta PD-1 ekspresyon yiizdesi
ortanca 55.36, siddeti (MFI) 3.61 olarak saptandi. MRD pozitif grupta ekspresyon yiizdesi daha
yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. (p=0.18) PD-1 ekspresyon siddeti
(MFI) ile MRD arasinda da istatistiksel anlamli bir iliski saptanamadi. (p=0.41) MRD yanitina

gore PD-1 ekspresyon durumu Tablo 17°de gosterilmistir.
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Tablo 17: MRD Yanitina Gére PD-1 Ekspresyon Durumu

MRD Negatif MRD Pozitif p
(n=6) (n=7)

CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tam
Ortanca 49.52 53.49 0.31
Minimum-Maksimum 36.56-75.14 44.74-93.01

CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tan
Ortanca 45.90 46.97 0.77
Minimum-Maksimum 27.53-66.56 41.85-91.24

CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tani
Ortanca 55.36 59.91 0.18
Minimum-Maksimum 45.26-83.36 47.57-97.85

CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tani
Ortanca 2.56 2.71 0.36
Minimum-Maksimum 2.19-2.99 2.25-3.10

CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tani
Ortanca 221 2.16 0.52
Minimum-Maksimum 1.69-3.16 1.35-3.25

CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca 3.61 3.62 0.41
Minimum-Maksimum 2.58-3.85 3.21-5.46

*Mann-Whitney U testi kullanilmustir.

Hastalar MRD negatif ve MRD pozitif/Yanitsiz olarak iki gruba ayrildi. MRD negatif
grupta CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi 49.52, siddeti (MFI) 2.56; MRD
pozitif/Yanitsiz grupta CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon ylizdesi 53.49, siddeti (MFI)
3.09 olarak saptandi. MRD negatif grupta PD-1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti daha diisiik olsa
da istatistiksel olarak anlamli degildi. (sirasiyla 0.26 ve p
=0.15) MRD negatif grupta CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi 46.97, siddeti
(MFI1) 2.21; MRD pozitif/Yanitsiz grupta CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi
51.37, siddeti (MFI) 2.50 olarak saptandi. MRD negatif grupta PD-1 ekspresyon yiizdesi ve
siddeti daha diisiikk olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi. (sirasiyla p=0.15 ve p
=0.26) MRD negatif grupta CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi 55.36, siddeti
(MFI1) 3.61; MRD pozitif/Yanitsiz grupta CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi
59.91, siddeti (MFI) 3.80 olarak saptandi. MRD negatif grupta PD-1 ekspresyon yiizdesi ve
siddeti (MFI) daha diisiik olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi. (sirasiyla p=0.20 ve
p=0.20) MRD Negatif ve MRD Pozitif/Yanitsiz hastalardaki PD-1 ekspresyon durumu Tablo

18°de gdsterilmistir.
36



Tablo 18: MRD Negatif ve MRD Pozitif/Yanitsiz Hastalardaki PD-1 Ekspresyon Durumu

MRD Negatif MRD Porzitif ve Yamtsiz p
(n=6) (n=11)

CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tani
Ortanca 49.52 53.49 0.26
Minimum-Maksimum 36.56-75.14 44.74-93.01

CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tam
Ortanca 46.97 51.37 0.15
Minimum-Maksimum 27.53-66.56 41.85-91.24

CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon Yiizdesi- Tan
Ortanca 55.36 59.91 0.20
Minimum-Maksimum 45.26-83.36 47.57-97.85

CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tani
Ortanca 2.56 3.09 0.15
Minimum-Maksimum 2.19-4.62 2.25-3.39

CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca 221 2.50 0.26
Minimum-Maksimum 1.69-3.16 1.35-3.25

CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyonu (MFI)- Tam
Ortanca 3.61 3.80 0.20
Minimum-Maksimum 2.58-6.14 3.21-8.33

*Mann-Whitney U testi kullanilmugtir.

Tan1 aninda kemik iligindeki CD4+ ve CD8+ T lenfosit alt gruplarinda PD-1 ekspresyon
yiizdesi ve siddeti (MFI) ile kemik iligi blast yiizdesi, 10kosit sayisi, trombosit sayist,
hemoglobin degeri, notrofil sayisi, LDH degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korelasyon izlenmedi.

Hastalarin tan1 aninda hem PD-L1 hem de PD-1 ekspresyonlari degerlendirilmis olup,
PD-L1 ekspresyonu ile PD-1 ekspresyonu arasindaki iliski incelendi. PD-L1 ekspresyon
yiizdesi ile kemik iligindeki CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfosit gruplarindaki PD-1 ekspresyonu
arasinda ters korelasyon izlendi ancak istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi. (sirasiyla

p=0.16, p=0.40 ve p=0.39)

Indiiksiyon tedavisi olarak 7+3 tedavisi alan hastalarda almayan hastalara gore tedavi
sonras1 bakilan PD-1 ekspresyon diizeyleri artis gosterdi. CD8+ T lenfositlerde indiiksiyon

tedavisi sonrasinda bakilan PD-1 ekspresyon diizeyleri tedavi olarak 7+3 almayan 3 hastada
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azalirken, 7+3 tedavisi alan 13 hastada artig gosterdi ve aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
saptandi. (p=0.02)

Hastalarin tam1 aninda kemik iligi aspirasyon oOrnegindeki miyeloid progenitor
hiicrelerin akim sitometrik yiizey belirteglerinin ekspresyonu ile PD-1 ekspresyon diizeyleri
arasindaki iligki degerlendirildi. Blastlardaki aberran CD7 pozitifligi degerlendirildiginde,
CD3+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) CD7 pozitif olan hastalarda ortanca
3.18, CD7 negatif hastalarda ortanca 2.70 olarak saptandi ve aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi. (p=0.03) CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) CD7 pozitif olan
hastalarda ortanca 4.53, CD7 negatif olan hastalarda ortanca 3.52 olarak saptandi ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi. (p=0.03) Blastlardaki aberran CD56 pozitifligi
degerlendirildiginde, CD3+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) CD56 pozitif olan
hastalarda ortanca 2.79, CD56 negatif hastalarda ortanca 3.09 olarak saptandi. CD8+ T
lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) CD56 pozitif olan hastalarda ortanca 3.70, CD56
negatif hastalarda ortanca 4.44 olarak saptandi. CD56 pozitif hastalarda daha diisiik PD-1
ekspresyon siddeti (MFI) goriilse de aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (sirasiyla
p=0.13 ve p=0.15)

Hastalardan tedaviye baglamadan 6nce hem kemik iligi hem de periferik kan 6rnekleri
toplandi. Tan1 aninda kemik iligindeki T lenfositlerde PD-1 ekspresyonlari ile periferik kandaki
T lenfositlerde PD-1 ekspresyonlari karsilastirildi. Kemik iligindeki CD3+ T lenfositlerde PD-
1 ekspresyon yiizdesi ortanca 53.80, siddeti (MFI) ortanca 2.99; periferik kandaki CD3+ T
lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 48.44, siddeti (MFI) ortanca 3.13 olarak
saptandi. Kemik iliginde PD-1 ekspresyon yiizdesi periferik kana gore daha yiiksekti ve
istatistiksel olarak anlamli olarak saptandi. (p<0.01) PD-1 ekspresyon siddeti (MFI) ise
periferik kanda daha ytiksek goriiliirken istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.94)

Kemik iligindeki CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 51.37, siddeti
(MFI) ortanca 2.58; periferik kandaki CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca
48.47, siddeti (MFI) ortanca 2.61 olarak saptandi. Kemik iliginde PD-1 ekspresyon yiizdesi ve
siddeti periferik kana gore daha yiiksek olsa da bu alt grupta istatistiksel olarak anlaml1 degildi.
(sirastyla p=0.07 ve 0.08)

Kemik iligindeki CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 59.91, siddeti

(MFI) ortanca 3.80; periferik kandaki CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon ylizdesi ortanca

52.45, siddeti (MFI) ortanca 3.60 olarak saptandi. Kemik iliginde PD-1 ekspresyon yiizdesi ve
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siddeti (MFI) periferik kana gore daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli olarak saptandi.
(sirastyla p<0.01 ve p=0.05) Hastalarin tan1 aninda kemik iligi ve periferik kandaki T

lenfositlerinde PD-1 ekspresyon durumu Tablo 19’da gosterilmistir.

Tablo 19: Hastalarin Tan1 Aninda Kemik iligi ve Periferik Kandaki T Lenfositlerinde PD-1
Ekspresyon Durumu

Kemik Iligi Periferik Kan p

CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon

Yiizdesi
Ortanca 53.80 48.44 <0.01
Minimum-Maksimum 36.56-93.01 32.56-91.11

CD3+ Lenfositlerde PD-1

Ekspresyonu (MFI)
Ortanca 2.99 3.13 0.94
Minimum-Maksimum 2.19-5.02 2.23-4.89

CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon

Yiizdesi
Ortanca 51.37 48.47 0.07
Minimum-Maksimum 27.53-91.24 30.16-96.33

CD4+ Lenfositlerde PD-1

Ekspresyonu (MFI)
Ortanca 2.58 2.61 0.08
Minimum-Maksimum 1.35-4.65 1.90-4.38

CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon

Yiizdesi
Ortanca 59.91 52.45 <0.01
Minimum-Maksimum 45.26-97.85 34.40-77.19

CD8+ Lenfositlerde PD-1

Ekspresyonu (MFI)
Ortanca 3.80 3.60 0.05
Minimum-Maksimum 2.58-8.33 2.37-5.66

*Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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Hastalardan tan1 aninda alinan periferik kan orneklerindeki T lenfositlerde PD-1
ekspresyonu ile yas ve cinsiyete gore eslestirilmis saglikli goniilliillerden alinan periferik kan
orneklerindeki T lenfositlerde PD-1 ekspresyonu karsilastirildi. Hastalarin tani anindaki
periferik kan Orneklerinde CD3+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 48.44,
siddeti (MFI) ortanca 2.99; saglikli goniillii grubunda periferik kan orneklerinde CD3+ T
lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 41.35, siddeti (MFI) ortanca 2.69 olarak
goriildii. Bagimsiz degiskenler arasindaki fark test edildiginde, istatistiksel olarak anlamli
diizeyde hastalarda CD3+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon yiizdesi, saglikli goniilliilere gore
daha yiiksek saptandi. (sirasiyla p=0.03 ve 0.02)

Hastalarin tan1 anindaki periferik kan orneklerinde CD4+ T lenfositlerde PD-1
ekspresyon ylizdesi ortanca 51.37, siddeti (MFI) ortanca 2.58; saglikli goniillii grubunda
periferik kan Orneklerinde CD4+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon ylizdesi ortanca 48.46,
siddeti (MFI) ortanca 2.13 olarak goriildii. Bagimsiz degiskenler arasindaki fark test
edildiginde, CD4+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon yiizdesi, saglikli goniilliilere gore yiiksek
olsa da fark istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.60) Ancak PD-1 ekspresyon siddeti (MFI)
hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazlaydi. (p=0.01)

Hastalarin tan1 anindaki periferik kan oOrneklerinde CD8+ T lenfositlerde PD-1
ekspresyon ylizdesi ortanca 59.91, siddeti (MFI) ortanca 3.80; saglikli goniillii grubunda
periferik kan orneklerinde CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ortanca 38.35,
siddeti (MFI) ortanca 2.76 olarak goriildii. Bagimsiz degiskenler arasindaki fark test
edildiginde, istatistiksel olarak anlamli diizeyde hastalarda CD8+ T lenfositlerdeki PD-1
ekspresyon yiizdesi, saglikli goniilliilere gore daha yiiksek saptandi. (sirasiyla p=0.03 ve 0.02)

Hastalar ve saglikli goniilliilerin periferik kan 6rneklerindeki T lenfositlerde PD-1

ekspresyon durumu Tablo 20°de gosterilmistir.
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Tablo 20: Hastalar ve Saglikli Goniilliilerin Periferin Kan Orneklerindeki T Lenfositlerde
PD-1 Ekspresyon Durumu

Hasta Saghkh Goniillii p

CD3+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon

Yiizdesi
Ortanca 48.45 41.35 0.03
Minimum-Maksimum 32.56-91.11 10.60-60.53

CD3+ Lenfositlerde PD-1

Ekspresyonu (MFI)
Ortanca 3.13 2.69 0.02
Minimum-Maksimum 2.23-4.89 1.10-3.87

CD4+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon

Yiizdesi
Ortanca 48.48 48.46 0.60
Minimum-Maksimum 30.16-96.33 35.44-59.13

CD4+ Lenfositlerde PD-1

Ekspresyonu (MFI)
Ortanca 2.61 2.13 0.01
Minimum-Maksimum 1.90-4.38 0.57-3.28

CD8+ Lenfositlerde PD-1 Ekspresyon

Yiizdesi
Ortanca 52.45 38.35 <0.01
Minimum-Maksimum 34.40-77.19 15.95-66.17

CD8+ Lenfositlerde PD-1

Ekspresyonu (MFI)
Ortanca 3.61 2.76 0.05
Minimum-Maksimum 2.37-5.66 0.90-4.90

*Mann-Whitney U testi kullanilmustir.

Saglikli goniillilerden alinan periferik kan oOrneklerindeki hiicrelerde PD-L1

ekspresyonu saptanmamustir.
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7. TARTISMA

Immiin kontrol noktas1 belirtecleri T hiicrelerinde PD-1, 16semik hiicrelerde PD-L1
olarak adlandirilan hiicre yiizey belirtegleridir. PD-1 ve PD-L1 reseptor ligand etkilesimi, CDS8
pozitif T hiicrelerinin kanser hiicrelerini tanimasini engelleyerek, kanser hiicrelerinin sitotoksik
yanittan kagigini saglar. PD-1'in tiimor hiicreleri iizerinde bulunan PD-L1 gibi B7 ligand
ailesine baglanmasinin, hayvan akut miyeloid l6semi modellerinde T hiicrelerinin
proliferasyonunun ve immiin sistem reaksiyonunun baskilanmasi ile sonug¢landigi
gosterilmistir. (55) Bu belirteglerin AML tanili hastalarda diizeylerinin belirlenmesi ile, tani

aninda ve tedavi siirecinde hastalarin prognozu 6ngoriilebilir.

Immiin kontrol noktas: belirteclerinin yiiksek diizeylerde ekspresyonu, ldsemik
hiicrelere immiin sistem hiicrelerinden kacis firsat1 saglayarak tedavi yanitini azaltabilir ve kotii
prognostik olarak rol oynayabilir. Yeni tan1 almis 53 AML hastasinin degerlendirildigi bir
calismada indiiksiyon tedavisine yanitsiz hasta grubunda, PD-L1 ekspresyon diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu saptanmistir. (56) 40 yetiskin AML
hastasinda akim sitometri yontemiyle PD-L1 ekspresyon diizeylerinin belirlendigi baska bir
calismada, PD-L1 ekspresyon diizeyinin remisyon indiiksiyon tedavisine yanit ile olan iliskisi
arastirilmistir. Indiiksiyon tedavisine refrakter olan grupta PD-L1 ekspresyon diizeyleri daha
yiiksek saptansa da istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir. (57) 197 AML 6rneginin
epigenetik analizinin yapildig1 bir ¢aligmada ise, 16semik hiicrelerde PD-L1 geninin promotor
metilasyonundaki azalmanin bagimsiz bir negatif prognostik faktér oldugu gosterilmistir. (58)
Bu calismada da dolayli yoldan PD-L1 aktivitesindeki artisin daha kotii prognoz ile iligkili
oldugu saptanmistir. Baska bir calismada ise l6semik blast hiicrelerinde diisiik PD-L1
ekspresyonu saptandigi ve diisitk PD-L1 ekspresyonunun pozitif bir prognostik etkiye sahip
olabilecegi, daha yiiksek genel sagkalim ile iliskili olabilecegi ifade edilmistir. (59) Bu
caligmalarda hastalarin PD-L1 ekspresyon diizeylerine tani aninda bakilmis ve remisyon
indiiksiyon tedavisi sonrasi yanitlar degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda da hastalarin tani
anindaki PD-L1 ekspresyon durumu ile indiiksiyon tedavisine yanit arasindaki iliski
degerlendirildi. Indiiksiyon tedavisine yanit durumu ile PD-L1 ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi. Bu durum hasta sayisinin az olmasi ile 6n
planda iliskilendirildi. Hastalarin tan1 anindaki PD-L1 ekspresyon diizeyleri olduk¢a farklilik
gostermekteydi. Hasta sayisinin artmasi ile iki grup arasindaki farkin daha da belirgin olarak

saptanabilmesi miimkiin olacaktir. Ayrica hastalarin izlemine devam edilerek, konsolidasyon
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tedavisi sonrast yanit durumlar1 ve genel sagkalimlari ile PD-L1 ekspresyonu arasindaki iliski

degerlendirilebilecektir.

Chen ve ark.; 60 akut I6semi hastasinda immiinhistokimya ve real-time PCR yontemleri
ile B7-H1(PD-L1) ekspresyon diizeylerini saptamis. AML M35 alt tipindeki hastalarda, diger alt
tiplere gore daha yiiksek PD-L1 ekspresyonu oldugu belirlenmis. Hastalarin total sagkalim
oranlar1 degerlendirildiginde, PD-L1 ekspresyonu yiiksek olan hastalarin daha kotii prognoza
sahip oldugu gosterilmis. (60) Bu ¢alismada 16semi alt tiplerinde PD-L1 ekspresyon diizeyleri
ayr1 ayri degerlendirilmis ve AML-MS5 alt tipinde ekspresyon diizeylerinin daha fazla oldugu
saptanmig. Calismamizda hastalarin 16semi alt tipiyle hem PD-1 hem de PD-L1 ekspresyon
diizeylerini kaydederek I6semik alt tip ile immiinolojik belirtecler ve prognoz arasindaki iligki
degerlendirildi. FAB alt tipiyle PD-L1 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki saptanamadi. Belirtilen caligmalarda AML-MD5 alt tipinde PD-L1 ekspresyon diizeyleri
daha yiiksek saptanmis olup, bizim ¢alismamizda da bu durumla uyumlu olarak AML-M5 alt
tipindeki hastalarda PD-L1 ekspresyonu daha yiiksek olarak gozlendi. Hasta sayisinin

artmasiyla alt gruplar arasindaki ekspresyon farki daha da belirgin olarak saptanabilecektir.

Hastalardaki PD-1 ve PD-L1 ekspresyonlarinin hastalarin sahip oldugu mutasyonlarla
ve sitogenetik degisikliklerle olan iliskisi de arastirilmasi gereken bir konudur. Losemik
blastlarda yiiksek PD-L1 ekspresyon diizeylerinin 6zellikle FLT3 ve NPM1 mutasyonuna sahip
hastalarda daha diisiik genel sagkalim siiresi ile iligkili oldugu gosterilmistir. (61) Baska bir
calismada ise sitogenetik risk grubu kotii olan hastalarda daha yiiksek PD-L1 ekspresyon
diizeyleri saptanmistir. (62) Sallman ve ark. calismasinda TP53 mutasyonu olan AML ve MDS
hastalarinda PD-L1 ekspresyonunun daha fazla oldugu, bu durumun bu hasta fenotipinin
immiin sistemden kagisinda etkili olabilecegi ve kotii prognoz gostermesiyle iligkili olabilecegi
belirtilmistir. (63) Bizim ¢alismamizda da hastalarin sitogenetik risk gruplar1 ve sahip olduklari
mutasyonlar ile PD-1 ve PD-L1 diizeyleri arasindaki iligski degerlendirildi. Farkli mutasyon alt
tiplerine gore PD-1 ve PD-L1 ekspresyonu degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir
iligki saptanamadi. NPM1-A mutasyonuna sahip hastalarda goreceli olarak PD-L1
ekspresyonlar1 diisiik saptandi. NPM1 ve FLT3 mutasyonu birlikteliginde ise PD-L1
ekspresyonu daha yiiksek izlendi. Tek basina FLT3 mutasyonuna sahip hastalarda PD-L1
ekspresyonu diger mutasyonlara sahip hastalara gore daha fazlaydi. Daha 6nceki bir ¢aligmada
NPM1 ve FLT3 mutasyonuna sahip hastalarda PD-L1 ekspresyon diizeylerinin yiiksek oldugu
belirtilmisti. Brodska ve ark. ¢alismasinda buna sebep olarak, FLT3 mutasyonuyla birlikte
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aktive olan yolaklarin PD-L1 ekspresyonunu da dolayli yoldan artirabilecegini ifade
etmiglerdir. (61) FLT3 mutasyonuyla birlikte PD-L1 ekspresyon diizeyinin artisi, tedavi hedefi
olarak FLT3 inhibitorleri ile immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin birlikte kullanimini
saglayabilir. Bu iliskinin genis hasta gruplarinda incelenmesi ve biyolojik mekanizmasinin

aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Calismamizda miyeloid progenitérlerde HLA-DR pozitif hastalarda tan1 aninda PD-L1
ekspresyon yiizdesi HLA-DR negatif hastalara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksekti. HLA-DR’nin immiin kagistaki rolii disiiniildiigiinde, yiiksek PD-L1 ekspresyonu ile
iligkisinin biyolojik mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in hiicresel diizeyde ¢aligmalara ihtiyac

vardir.

Bassiouny ve ark. uyguladigi bir ¢alismada, 59 yeni tani AML hastasinda tan1 aninda
PD-1 diizeyleri akim sitometri yontemiyle belirlenmis. Remisyon indiiksiyon tedavisi sonrasi
28. giin yanit oranlar karsilastirildiginda, diisiik PD-1 ekspresyonuna sahip hasta grubunun
remisyon indiiksiyon tedavisine daha yiiksek oranda yanit verdigi saptanmustir. (64) Jia ve ark.
calismasinda 22 yeni tan1t AML hastas1 degerlendirilmis. PD-1 ekspresyonu agisindan ortalama
deger sinir olarak kullanilarak hastalar yiiksek ve diisiik PD-1 eksprese eden gruplar olarak iki
gruba ayrilmus. ki grup arasinda indiiksiyon tedavisine yamit ve genel sagkalim agisindan
anlamli bir fark izlenmemis. Bu durum c¢aligmadaki kiig¢iik oOrneklem biiyiikligi ile
iliskilendirilmis. (65) Bizim ¢alismamizda indiiksiyon tedavisine yanit ile PD-1 ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamustir. Indiiksiyon tedavisine yanitsiz
olan hastalarda PD-1 ekspresyon yiizdesi daha yiiksek olma egiliminde izlenmistir.
Calismamizin 6rneklem boyutunun kiigiik olmasi sebebiyle tedavi yaniti ile PD-1 ekspresyonu

arasinda anlaml bir iligki saptanamamais olabilir.

AML, kemik iliginde miyeloid hematopoetik progenitdr hiicrelerin bozulmus
farklilagsmasi ve yiiksek proliferasyon kapasitesiyle olusan bir hastaliktir. AML’nin olugmasi
ve progresyonu oncelikle kemik iliginde baslar ve kemik iligi mikrogevresine bagimlidir. (66)
Bu nedenle kemik iliginde yer alan hem 16semik hiicrelerin hem de immiin yanita aracilik eden
T hiicrelerinin yapisal 0Ozelliklerinin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Jia ve
arkadaglariin yaptig1 bir ¢alismada yeni tant AML hastalarinda kemik iligi ve periferik kandan
elde edilen T hiicrelerindeki PD-1 ekspresyonlar1 degerlendirildiginde, kemik iligindeki CD8+
T lenfosit alt grubunda PD-1 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu saptanmis. (65) PD-1
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reseptoriiniin persistan antijen uyarimina yanitin azaldigi T hiicre islev bozuklugu durumu olan
“T hiicre tiikkenmesi” igin anahtar bir aract oldugu gosterilmistir. Jia ve ark. bu bulguya
dayanarak, AML hastalarinda kemik iligindeki CD8+ T hiicrelerinde daha yiiksek PD-1
ekspresyon diizeyi saptanmasinin, bu hastalarda kemik iliginde baskilayici bir ortam oldugunu
ve T hiicre tiikkenmesinin daha fazla oldugunu gosterdigini ifade etmislerdir. Ek olarak sitokin
tiretimi, proliferasyon yetenegi ve oldiirme kapasitesini degerlendirmek igin fonksiyonel
caligmalar uyguladiklarinda kemik iligindeki T lenfositlerin periferik kandaki T lenfositlere
gore daha az fonksiyonel oldugunu gostermislerdir. Bu verilerle, kemik iligindeki 16semi reaktif
CD8+ T lenfositlerin daha yiiksek siklikla PD-1 pozitif hiicrelerden olustugunu ve periferik
kandaki lenfositlere gore daha islevsiz oldugunu gostermislerdir. Bu bulgu AML hastalarinda
anti 16semi yanitin1 artirmak i¢in PD-1 inhibisyonunu hedefleyen tedavi stratejileri i¢in de giiclii
bir gerekce saglamaktadir. Calismamizda hastalardan tan1 aninda alinmis hem kemik iligi hem
de periferik kan 6rnekleri degerlendirilmis olup, kemik iliginde tiimor mikrogevresi ile iligkide
olan T lenfositler ile, periferik kanda dolasan T lenfositler arasindaki PD-1 ekspresyon
farkliligin1 degerlendirdik. Hastalarin tan1 aninda kemik iligi 6rneklerinde CD3+ ve CD8+ T
lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi periferik kandaki T lenfositlere gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha yiiksekti. Bu bulgu 6nceki ¢alismalarla uyumlu olarak kemik iliginde
timor mikrogevresi ile iliskide olan T lenfositlerde PD-1 ekspresyonlarinin arttigini

desteklemektedir.

Daha onceki calismalarda AML hastalarinda T hiicrelerinin fonksiyonu ve “T hiicre
tilkkenmesi” kavrami {iizerinde durulmustur. PD-1 ve iligkili kostimiilatér molekiillerin
ekspresyonlarinin T hiicrelerinin kanser hiicrelerine kars1 verdigi immun yanit1 azalttig1 ve
allojeneik kok hiicre nakli sonrasi relaps ile iligkili oldugu gosterilmistir. (67) Tan ve ark.
yiiksek PD-1 ekspresyon diizeylerinin “T hiicre tiikenmesi” ile iligkili oldugunu saptamistir.
PD-1 diizeyi yiiksek olan hastalarda es zamanli olarak CD244 ve CDS57 ylizey belirteclerinin
de daha yiiksek oranda eksprese edildigi ve bu durumun sitotoksik T hiicrelerinde yanit defekti
ile sonuglandigini gostermistir. (68) PD-1 ekspresyon diizeylerinin yiiksek olmasi, T

hiicrelerinin 16semik hiicrelere kars1 verdigi sitotoksik yanit1 da azaltmis olacaktir.

Bassiouny ve ark. calismasinda PD-1 diizeyi yiiksek CD3+ T lenfositlerde PD-1 diizeyi
yiiksek hastalarin blastlarinda aberran CD7 ekspresyonu saptamistir. Aberran CD56
ekspresyonu degerlendirildiginde ise PD-1 yiiksek ve diisiik gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmadigint belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda da aberran CD7 pozitifligi saptanan
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hastalarda CD3+ ve CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyonlar istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha yiiksek bulunmustur. Aberran CD56 ekspresyonu olan hastalarda PD-1 diizeyleri
daha yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli degildir. Akim sitometrik olarak beklenmedik
sekilde farkli ekspresyon profili gosteren hastalarin PD-1 ekspresyonlari ile iliskisinin daha ileri

calismalar ile molekiiler mekanizmalar lizerinden aydinlatilmasi miimkiin olacaktir.

Schnorfeil ve arkadaslari, AML hastalarinda tan1 aninda, indiiksiyon tedavisi sonrasi
relaps aninda ve kok hiicre nakli sonrasi relaps aninda periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinde
T hiicrelerinde PD-1 ekspresyon diizeylerini belirlemis. AML hastalarinda tan1 aninda bakilan
ekspresyon diizeyleri ile saglikli kontrollerde bakilan PD-1 ekspresyon diizeyleri benzer olarak
saptanmis. Ancak kok hiicre nakli sonrasinda tekrar bakilan PD-1 ekspresyon diizeyleri, tani
anina gore anlamli olarak yiiksek saptanmis. (69) Chen ve arkadaglarinin ¢aligmasinda; yeni
tan1 veya nilkks AML hastalarinda PD-1 ekspresyon diizeyleri saglikli kontroller ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek saptanmig ve bu durumun 16semik hiicrelerin immiin sistemden
kagisina aracilik edebilecegi belirtilmistir. (60) Tan ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise CD4 ve
CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon diizeyleri, saglikli goniillillere goére daha yiiksek
saptanmistir. (68) Calismamizda hastalardan tan1 aninda alinan periferik kan 6rneklerindeki
CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti (MFI) yasa ve
cinsiyete gore eslestirilmis saglikli goniilliilere gore tiim gruplarda istatistiksel anlamli olarak
daha yiiksek saptanmistir. Bu durum hastalarda 16semiye karsi verilmis bir yanit olarak
degerlendirilebilir. Calismamizda bir kontrol grubu olmasi ve hastalardaki ekspresyon
diizeylerinin kontrol grubuna goére daha yiliksek saptanmasi anlamli bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. AML tanili hastalarda saglikli kontrollere gore PD-1 ekspresyon
diizeylerinin daha yiiksek saptanmasi, PD-1’e kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlar ile

uygulanacak tedavilere de hasta bazinda aday olabilecegini diisiindiirmektedir.

Lenfositlerde PD-1 ekspresyonu ya da CD34+ 16semik hiicrelerde PD-L1 ekspresyon
diizeylerinin yiiksek olmasinin hipometile edici ilaglarla immiin kontrol noktas1 inhibitérlerinin
birlikte uygulandigi bir ¢alismada tedavi direncine sebep oldugu gosterilmistir. (70) Andreas
ve arkadaslarmin Danimarka'da yaptigi bir ¢alisma, azasitidin tedavisinin hastalarda anti
16semik T hiicrelerinin tiikkenmesini kolaylastirarak tedaviye direng gelisimine yol agabilecegini
one siirmektedir. Bu calisma, hipometile edici ila¢ kullanimina hastalarin %44'iinde PD-1
promotor geninde DNA metilasyon kaybinin eslik ettigini ve metilasyon seviyelerinin T

hiicrelerindeki PD-1 ekspresyonuyla ters orantili oldugunu gostererek azasitidin ile in vivo
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tedavinin PD-1 ekspresyonu iizerinde dogrudan bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica,
PD-1 promotor geninin demetilasyonunun 6nemli 6l¢tide daha kotii bir genel yanit oran1 (ORR)
ve daha kisa genel sagkalim ile iligkili oldugunu gostermektedir. (71) Yapilan c¢alismalar,
hipometile edici ilag tedavilerinin neden oldugu PD-1 amplifikasyonunun tedaviye yanit ve
direngte bozulmaya neden olabilecegini ve bu nedenle, bir hipometile edici ilag ve bir PD-1
kontrol noktasi inhibitdrii ile kombinasyon tedavisinin bu mekanizmanmn stesinden

gelebilecegini, MDS ve AML'de klinik sonuglari iyilestirebilecegini gostermektedir.

AML ve MDS hastalarinda hipometile edici ilaglara maruziyet sonrasinda PD-1, PD-
L1, CTLA-4 ekspresyonlarinin arttigi ve bu durumun hipometile edici ilaglara kars1 tedavi
direnci gelistirdigi saptanmistir. (72) Bu durumdan yola ¢ikarak, immiin kontrol noktasi
belirteglerinin ekspresyonlarini artiran hipometile ilaglarla birlikte PD-1/PD-L1 inhibitorlerinin
kombinasyon halinde kullanimi denenmistir. (73, 74) Bir calismada ise sitozin arabinosid
tedavisi sonrasinda kostimiilator sinyaller artarken, PD-L1 ekspresyonlarinin azaldigi ve
16semik hiicreleri sitotoksik T lenfosit aracili Oldiirmeye daha duyarli hale getirdigi
gosterilmistir. (75) Boylece potansiyel sinerjik anti 16semik etki hedeflenerek sitotoksik
kemoterapoétik ilaglarla immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin birlikte kullanildigi ¢aligmalar
tasarlanmigtir. (76, 77) Bizim ¢alismamizda hastalardan hem tani aninda hem de remisyon
indiiksiyon tedavisi sonrasinda PD-1 ekspresyon diizeyleri ¢alisildi. Boylece sitozin arabinosid
veya hipometile ilaglara maruz kalan hastalarda bu belirteclerin ekspresyon diizeylerinin
degisimi incelendi. Hipometile edici ilag (azasitidin) tedavisi alan ve kontrol kemik iligi 6rnegi
olan 1 hastada literatiiriin aksine =~ PD-1  ekspresyon diizeylerinin  azaldigr izlendi.
Indiiksiyon tedavisi sirasinda sitozin arabinosid kullanilan 13 hastanin ¢ogunda PD-1
ekspresyon yiizdesi tedavi sonrasinda artmis olarak izlendi. Akut promiyelositer 16semi tanisi
olan ve ATRA+ATO tedavisi alan 2 hastada kontrol kemik iligi 6rneklerinde PD-1 ekspresyon
diizeyleri azalmis olarak saptandi. Onceki calismalarda hipometile edici ilaglarin PD-L1
ekspresyon diizeylerini arttirdig: belirtilmigse de bizim ¢alismamizda yeterli veri olmadigindan
bu cikarimi yapmak miimkiin olmamaktadir. Indiiksiyon tedavisi olarak 7+3 tedavisi alan,
sitozin arabinosid kullanmis olan hastalarda PD-1 ekspresyon diizeyleri artmisti. Daha 6nce bir
calismada sitozin arabinosid maruziyetinin kostimiilator sinyalleri arttirdigi ve T hiicre aracili
Oldiirmeye daha duyarli hale geldigi belirtilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda sitozin arabinosid
alan hastalarda tedavi sonras1 PD-1 ekspresyon diizeyleri arttigindan, bu durum PD-1 yolagi

lizerinden immiin kagis gerceklesme olasiliginin artmis olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

47



Immiin kontrol noktasi belirteclerinin yiiksek diizeylerde ekspresyonu kétii prognostik
bir faktér olmasinin yani sira, mevcut tedavilere yaniti da azaltabilecegi bu calismada
gosterilmistir. Bu belirteclerin eksprese edilmesi, gelecek calismalar 1s181inda konvansiyonel
kemoterapiler yaninda immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin de akut miyeloblastik 16semi

hastalarinin tedavi protokollerine eklenmesine olanak saglayacaktir.

Daha once degerlendirilen c¢alismalarda MRD durumu ile immiin kontrol noktasi
belirteglerinin diizeyleri arasindaki iliski belirtilmemistir. MRD ile PD-1/PD-L1 ekspresyon
durumu arasindaki iliskiyi inceleyen giincel literatiirde bildigimiz kadartyla ilk ¢aligma
olmustur. Calismamizda akim sitometri ile hastalarin MRD durumu da degerlendirilmistir.
MRD pozitif hasta grubunda, MRD negatif hasta grubuna gére hem PD-L1 hem de PD-1
ekspresyonu daha yiiksektir. Ozellikle PD-L1 ekspresyonu ve CD8+ T lenfositlerde PD-1
ekspresyonu agisindan sinirda istatistiki anlamlilik elde edilmis olup, hasta sayis1 arttiginda bu
anlamlilik diizeyinin artacagi tahmin edilmektedir. MRD negatif hastalarda, MRD negatif
olmayan hastalara gére PD-1 ve PD-L1 ekspresyon diizeyleri diisiik saptanmistir. Immiin
kontrol noktas1 belirteglerinin yiiksek diizeylerde ekspresyonu sonucunda immiin sistemden
kacis saglanarak hastalarin tedavi yanitlari yeterince derin olmayabilir ve bu durum prognozu
etkileyebilir. Bu belirteglerin ekspresyon diizeylerinin artmast MRD pozitifligine neden olmus
ve derin yanitlarin olugmasina engel olmus olabilir. Diisiik diizeylerde ekspresyon goriilen
hastalarin MRD negatif yanitlar vermis olmasi, kemoterapinin yaninda T hiicre aracili immiin
yanitin da daha kuvvetli olabilecegi yoniinde yorumlanabilir. Immiin kontrol noktas:
belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin diisiik olmast MRD negatifligini tahmin etmenin bir

gostergesi olabilir. Bu konuda daha kapsamli ve genis 6l¢ekli caligmalara ihtiyag vardir.

Calismanin en 6nemli kisithlig1 6rneklem biiytikliigiiniin yeterli olmamasidir. Daha ¢ok
hasta verisi ile istatistiksel olarak anlamli olabilecek sonuglar olacaktir. Bazi degerler istatistik
olarak sinirda anlamli gelmis olup, yeterli 6rneklem biiyiikliigiinde istatistiki olarak anlamli
diizeye erigebilir. Hastalarin konsolidasyon sonrasi immiin kontrol noktasi belirteglerinin
diizeyleri de kaydedilmis olup istatistiki degerlendirme yapilabilecek sayiya ulasilamamustir.
Takip zamani1 uzadiginda hastalarin verileri tamamlanabilecektir. Hastalarin genel sagkalimlari
ile immiin kontrol noktasi belirteglerinin ekspresyonu arasindaki iliski de takip zamani
uzadiginda degerlendirilebilecektir. Allojeneik kok hiicre nakli yapilan hastalarda nakil sonrasi
sonuclar ile PD-1 ve PD-L1 ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski takip zamani uzadiginda

degerlendirilebilecektir. PD-1 ve PD-L1’e ek olarak Tim-3/Gal-9, Lag-3, TIGIT gibi diger
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immiin kontrol noktasi belirteglerinin de birlikte ekspresyon diizeylerinin saptanmasi, immiin
sistem ile hastalik iliskisini ortaya ¢ikarabilir. CD4 ve CD8 T Lenfositlere ek olarak regiilator
T hiicrelerinde de bu belirtecglerin ekspresyonlar1 tespit edilerek immiin kagista lenfositlerin rolii

daha iyi anlagilabilir.
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8. SONUC VE ONERILER
Calismamizda akut miyeloid 16semi tanili hastalarda PD-1 ve PD-L1 ekspresyon

diizeylerinin prognoz ile olan iliskisi aydinlatilmaya c¢aligilmistir.

1.

Indiiksiyon tedavisine yanit durumuna gore yanitl ve yanitsiz olarak hastalar iki gruba
ayrildi. ki grup arasinda PD-L1 ekspresyon yiizdesi ve siddeti agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Indiiksiyon tedavisine yanitli ve yanitsiz gruplar arasinda tan1 aninda kemik iligindeki
CD3+, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi. Ancak yanitsiz hasta grubunda ekspresyon diizeyleri
daha yiiksekti, hasta sayisinin artmasiyla aradaki fark istatistiksel olarak anlamli diizeye
erisebilir.

Tan1 aninda kemik iligindeki CD3+ ve CD8+ T lenfositlerdeki PD-1 ekspresyon
yiizdesi, periferik kandakilere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek
saptandi.

Hastalarin tani aninda alinan periferik kan Orneklerindeki CD3+ ve CD8+ T
lenfositlerdeki PD-1 ekspresyonu, yas ve cinsiyete gore eslestirilmis saglikli goniilliilere
gore istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti.

Calismamiz bildigimiz kadariyla literatiirde oOlgiilebilir kalinti hastalik (MRD) ile
PD-1/PD-L1 ekspresyon diizeyleri arasindaki iliskiyi vurgulayan ilk ¢alismadir. MRD
pozitif hasta grubunda, MRD negatif gruba gére hem PD-1 hem de PD-L1 diizeyleri
daha yiiksek saptanmistir ancak hasta sayisinin azli§i nedeniyle istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir. Daha genis ¢alismalarda immiin kontrol noktasi belirteglerinin
yiiksek diizeylerde ekspresyonunun MRD pozitifligi ile olan iligkisi ortaya konulabilir.
Akim sitometrik olarak miyeloid progenitorleri HLA-DR pozitif hastalarda tan1 aninda
kemik iligindeki blastlarda PD-L1 ekspresyon diizeyleri istatistiksel olarak anlaml
sekilde daha yliksek saptanmigtir.

Akim sitometrik olarak miyeloid progenitorleri CD7 pozitif hastalarda tan1 aninda
kemik iligindeki CD3+ ve CD8+ T lenfositlerde PD-1 ekspresyon diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha ytiksek saptanmaistir.

CD8+ T lenfositlerde indiiksiyon tedavisi sonrasinda bakilan PD-1 ekspresyon
diizeyleri tedavi olarak 7+3 almayan 3 hastada azalirken, 7+3 tedavisi alan 13 hastada

artmistir ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. (p=0.02)
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9. Elde edilen bulgular, AML hastalarinda immiin kontrol noktasi belirteclerinin
potansiyel prognostik onemini desteklemektedir. Bu belirtegler gelecekteki tedavi
stratejilerinde hedef olarak degerlendirilebilecektir. Ancak bu alanda daha kapsamli ve

genis Olgekli galismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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