Aralık 2017

Miyeloid malignitelerde Donor Lenfosit İnfüzyonu
Yazan: Doç Dr Selami K Toprak
Giriş
               Hematolojik malignitelerin tedavisinin en önemli ve temel kısmını, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) ve nihayetinde elde edilen graft-versus-tumor (GVT) etkisi oluşturmaktadır. allo-HSCT'nin belirgin başarısına karşın, özellikle yüksek riskli hastalarda daha çok görülen relaps ise halihazırda posttransplant tedavi başarısızlığı ve mortalitenin en önemli nedeni olarak karşımızda durmaktadır. Posttransplant relapsın önlenmesi ve tedavisi için, gerek farmasötikal ve gerekse hücresel pek çok yöntem, uzun zamandır denenmekte ve geliştirilmektedir (1). Ancak bunların bazıları yüksek toksisiteleri nedeniyle uygulanamazken, örneğin ikinci nakil gibi bazıları ise hastanın yaşı, eşlik eden hastalıkları ve performans durumu vb gibi nedenlerle klinik pratikte uygulanabilir olmaktan uzak kalmaktadır. 

               allo-HSCT sonrası relapsı açıklamada iki temel mekanizma vardır: Tümör hücreleri, ya pretransplant hazırlık kemoterapisinin etkisinden ya da  posttransplant oluşan immünolojik kontrolden kurtulmaktadır (2). Malign hücrelerin, soluble inhibitör faktör üreterek immünsüpressif hücreleri baskıladığı ve kendilerine ait bir "tumor microenvironment" oluşturup immune-mediated killing'den kurtuldukları düşünülmektedir (3). Dolayısıyla; dendritic cell dysfunction, checkpoint pathway activation, defective tumor antigen presentation ve tümör hücrelerinin başka hücresel mekanizmalara direnci vb gibi yolaklarla kanser hücrelerine karşı beklenen effective immune responses oluşamamaktadır. 
               Nüks riski, prensip olarak nakil için uygun hasta, uygun verici ve uygun hastalık seçimi sayesinde azaltılmaya çalışılsa da; vericiden nakledilen immün sistemi baskın ve çalışır hale getirme fikri, riski azaltma ya da nüksü tedavi etme yolunda akla yatkın gelmektedir (3). Tarihsel gelişim sürecinde, allojeneik naklin önündeki en büyük engellerden birisi olan graft-versus host disease (GVHD)'nin azaltılabilmesi adına araştırmacılar grafttaki T hücre miktarını azaltma yoluna gitmişlerdir. Ancak kısa süre içerisinde, T hücre azaltılması ile, bakteriyel, viral, fungal ve fırsatçı enfeksiyonlara zemin hazırlandığı, ayrıca graft failure ve hastalık nüksünün tetiklenebildiği anlaşılmıştır (4). Bilinmektedir ki, verici T hücreleri, hastanın lösemik hücre yüzeyindeki antijenik yapıları tanıyarak bu hücreleri yok etme kapasitesine sahiptir. Buradan hareketle, verici kaynaklı T hücrelerini, transplantasyon sonrası adoptive immunoterapi gelişimine katkıda bulunmak amacıyla kullanma fikri doğmuştur. Donor lymphocyte infusion (DLI), mantığı ve elde edilmesi basit ve fakat bir o kadar da etkili bir hücresel tedavi örneğini oluşturmaktadır.

               Hücresel tedaviler; malign hücrelerin tedaviye dirençlerinin üstesinde gelme ve nihayetinde effective tumor kontrolüne olanak sağlayacak şekilde tumor microenvironment'ini baskılama ya da tamamen yok etme kapasiteleri sayesinde umut vaadetmektedirler. Tabii ki ideal bir hücresel tedavi, güçlü bir antitümör etkinliğinin yanında düşük bir yanetki profiline sahip olmalıdır (5). Akıbeti optimize edebilmek ve etkinliği arttırabilmek adına, hücresel tedavileri birbirleriyle ya da başka tedavi modaliteleriyle kombine etmek yararlı olabilmektedir.

Patofizyoloji
               80'li yıllarda akut ya da kronik GVHD gelişenlerde daha belirgin bir "nükssüz sağkalım"ın sağlandığının saptanması ile, allo-HSCT'nin başarısında sadece rezidü tümör yükünü azaltan yüksek doz hazırlık tedavisinin değil GVT etkisini yaratan immünolojik etkinin de önemli rol oynadığı anlaşılmıştır (6). Nakil sonrası immünosüpresyonun daha hızlı bir şekilde azaltılması ve kesilmesinin nüksü azalttığı ve T cell depleted graft kullanımının unmanipulated graft kullanımına kıyasla daha fazla nüksle seyrettiği gerçeği, GVT etkisinin verici kaynaklı effektif T hücreleri aracılığıyla oluştuğuna ait kanıtlardan sadece birkaçını oluşturmaktadır (4).
               Tarihsel süreçte, günümüzdeki şekliyle olmasa da aynı mantıkla ilk DLI kullanımı, yani herhangi bir sitoredüktif kemoterapi ya da radyoterapi kullanmadan uygulanan adoptive immunoterapi örneğini Kolb ve ark. yayımlamıştır (7). allo-HSCT sonrası aşikar hematolojik nüks görülen üç chronic myeloid leukemia (CML) hastasına interferon alfa ve verici kemik iliğinden elde edilen viable buffy coat nakli ile hematolojik ve sitogenetik tam remisyon elde edilebilmiştir. Araştırmacılar interferon (IFN) alfa'nın DLI tedavisine eklenmesinin, nakledilen hücrelerin sitotoksik etkinliğini arttırmak amacıyla olduğunu belirtmişlerdir. 
               HLA tam uyuşumlu bir allo-HSCT sonrası, T hücreler tarafından yönetilen bir alloreactivity'nin başlatılabilmesinin yegane olasılığı ancak ve ancak kendi HLA'sında olmayan peptid"lerin tanınması (recognition) aracılığıyla mümkündür. Pek çok genin polimorfik olması ve single nucleotide polimorfizmi içerme olasılığının yüksek olmasından dolayı vücudumuzdaki bir çok protein sınırlı da olsa birbirinden farklı amino asit yapısına sahiptir. Bu noktadan hareketle, HLA'ları hemen hemen aynı olduğu kabul edilen ikizlerde bile küçük amino asit varyasyonlarından kaynaklanan farklılıklar nedeniyle HLA moleküllerinin tıpa tıp aynı olduğunu söylemek bilimsel olmaz (8). Nihayetinde, HLA moleküllerinden elde edilen peptidome üzerindeki analizler sonucunda, genetik polimorfizme bağlı olmak kaydıyla, HLA'daki peptid yapısında bireyler arasında yaklaşık %10 civarında bir farklılık olduğu bildirilmiştir (9). İşte, HLA tam uyuşumlu olduğu bilinen bireyler arasında bile immün yanıtın oluşabilmesini tetikleyen bu polimorfik peptid yapısına minor histocompatibility antigens (MiHAs) denmektedir. Sözü edilen bu genetik farklılıktan dolayı, HLA identical vericiden bile gelse T hücre repertuarı alıcının dokularında exprese edilen pek çok farklı peptid yapısına sahip HLA moleküllerini "yabancı" olarak tanıma kapasitesine sahiptir. Dolayısıyla, eğer polimorfik peptidler alıcının hematopoietic hücrelerinde presente ediliyorsa, malign hücreler de dahil olmak üzere alıcının yani hastanın hematopoietic sistemi donor T hücreleri tarafından elimine edilecektir. Normal koşullarda, verici hücreleri hakim şekilde çalışan bir hematopoezis varlığında, aktif T hücrelerinin pleomorfik antijen eksprese eden alıcı kökenli hematopoietik hücrelere -malign klonal hücrelere- karşı iş görmesi ile beklenen ve istenen GVT etkisi oluşacaktır. Ancak, eğer T hücreleri, doğal olarak verici kaynaklı olmayan ve polimorfik peptid içeren non-hematopoietic hücreleri de hedefler ve saldırırsa, bunun sonucunda da allo-HSCT'nin en istenmeyen ve can sıkıcı sonucu olan GVHD ortaya çıkacaktır. Alıcı ve verici arasında HLA uyuşumsuzluğu belirgin ise potansiyel alloreactive donor T hücre repertuarının alıcı kaynaklı dokuları "yabancı" görme kapasitesi çok daha yüksek şiddette tezahür edecektir. GVHD'nin başlıca hedef organları olan gut, skin ve liver'da çok fazla çeşitlilikte MiHAs ekspresyonunun varlığının yanı sıra; uygulanan hazırlık rejimi (conditioning regimen), çeşitli patojenler ve diğer sinyal yolakları aracılığıyla aktive olan alıcı kökenli antigen presenting cells (APC)'lerin de çok miktarda bulunmasıyla T hücre alloreactivitesi belirgin şekilde tetiklenmektedir. Aslında, işlerin düzgün seyrettiği bir allo-HSCT sonrasında bile T hücrelerin hedefindeki alıcı kökenli (ya da kaynaklı) MiHAs eksprese eden hematopoiesis bir süre daha devam eder. Dolayısıyla transplantation ile planlı bir DLI arasındaki süre ne kadar açılırsa nüks riskinin artacağı açıktır. Dahası, bu süre çok çok uzarsa alıcı kaynaklı APC'lerin yerini donor kaynaklı APC'ler almış olacağı için T hücrelerin aktivasyonu yani alloreactivitesi mümkün olamayabilecektir. Tabii bu naklin HLA kısmi uyuşumlu olduğu durumlarda, T hücrelerin APC'lere gereksinim duymadan aktive olacağı gerçeğinden hareketle, gerek GVT ve gerekse GVHD etkisinin daha şiddetli olacağı bilinmelidir.
               Kolb ve ark.nın 1990 yılında yayımladıkları çalışmalarından sonraki 2 dekad boyunca DLI pek çok hastalıkta denenmiş ve en yüksek etkinliğinin CML'de olduğu saptanmıştır (3). Uzun yıllar boyunca DLI'ın etki mekanizması ve başarısı üzerine etki eden faktörler anlaşılmaya çalışılmıştır. DLI'nin hem hücresel hem de hümoral bağışıklık üzerindeki sistemik etkileri arasında T hücre neogenezisinde ve T-cell receptor (TCR) repertuar çeşitliliğinde artış, B hücresi lenfositozunun indüksiyonu ve tümöre spesifik antikorların gelişimi bulunur (11). Başta solid maligniteler olmak üzere pek çok çalışmadan elde edilen sonuçlara göre tumor-infiltrating T cells are critical to tumor control (12). In CML, the main tumor site is the bone marrow, a microenvironment that also serves as a major immunologic priming area and storage for memory T cells (13). Hastalığı kontrol altında tutabilecek T hücrelerin kemik iliğinde biriktirilmesi fikrinden yola çıkarak; myeloid malignitelerde periferden ziyade kemik iliği ortamında daha fazla hastalığa yönelik T hücre saptanması şaşırtıcı olmayacaktır. Marrow infiltrating immune populasyonun DLI etkisine katkıda bulunduğunun bir kanıtı olarak Bachireddy ve ark.nın 29 nüks CML olgusuna uyguladıkları CD4(+) DLI'ların sonucuna bakmak gerekecektir (13). Pre tyrosine kinase inhibitor (TKI) era'da DLI uygulanan hastalardan yanıt verenler vermeyenlerle karşılaştırıldıklarında, yanıt veren hastaların kemik iliklerinde daha fazla miktarda CD8(+) T lenfosit infiltrasyonuna (>%4) rastlandığı bildirilmiştir. Bachireddy ve Wu'nun analizlerinden biliyoruz ki; yanıt veren hastaların kemik iliklerindeki hastalık yükü daha azdır ve daha da ilginci CD4(+) hücrelerde herhangi bir fark görülmezken, CD3(+) ve CD8(+) hücrelerin kemik iliğindeki miktarları hem daha fazla ve hem de perifere göre anlamlı olarak daha yüksek saptanmıştır (11, 13). DLI yanıtsız olgu ve hastalıklarda ise donor hücre seleksiyonu, DLI hücre dozu, DLI'ın zamanlaması ve belki de en önemlisi hastalığın kendisinin DLI için uygun olup olmadığı sorgulanmalıdır.
DLI uygulamaları
a) Chronic Myeloid Leukemia
               Tyrosin kinase inhibitörlerinin tedavide yeni bir çığır açmasından daha evvel CML hastaları IFN alpha and/or allo-HSCT ile tedavi edilmektelerdi. allo-HSCT'den sonra nüks olan hastalara ise yeniden IFN alpha ya da mümkünse ikinci nakil uygulanmaktaydı. Kolb ve ark.nın başarılı denemelerinden sonra allo-HSCT sonrası nüks CML olgularında DLI da önemli bir seçenek olarak klinik kullanıma girmiştir.

               European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) Chronic Leukemia Working Party'nin 1995 yılında yayımladıkları çalışmalarında; allo-HSCT sonrası nüks eden 135 myeloid maligniteli hastaya (CML n=84) uyguladıkları DLI sonrası CML hastalarının %73'de complete remission elde edilirken %68'inde de GVHD geliştiği bildirilmiştir (14). İlgi çekici olarak, allo-HSCT sonrası nüksü takiben kemoterapi ile remisyona sokulan blastik transformasyonlu CML olgularında DLI ile uzun soluklu bir remisyon süresi sağlanamazken, kronik evredeki nüks CML olgularında ise uygulanan DLI ile %87 oranında 3 yıllık bir remisyon elde edilebilmiştir. Araştırmacılar, GVT etkisi ilk 4 haftada ortaya çıkarken, cytogenetic and molecular yanıtın görülmesinin ise aylar alabildiğini bildirmişlerdir. Yazarlar; DLI'nin en önemli komplikasyonlarından birisi olarak görülen myelosüpresyonu, transfusion associated-GVHD'nin bir tezahürü olarak, yani nakledilen lenfositlerin hasta hematopoietik hücrelerine karşı direkt toksisitesi şeklinde açıklamışlardır. Nihayetinde, allo-HSCT sonrası nüks CML olgularında DLI ile elde edilen 2 yıllık sağkalımın ise %67 olduğu bildirilmiştir.
               1997 yılında Texas Oncology tarafından yayımlanan bir diğer çalışmada ise allo-HSCT sonrası nüks saptanan 140 hastanın sonuçları restrospektif incelenmiştir (15). 56 CML hastasında complete response %60 iken, bu yanıtın alt grup analizleri ise şu şekilde bildirilmiştir: Sitogenetik nüksde %100, hematolojik nüksde %73,5 ve akselere faz ile blastik fazda ise sırasıyla %33,3 ve %16,7. 2 yıllık complete remissionda kalma olasılığı %89,6 olarak belirtilen çalışmada, CML olgularının DLI sonrası yanıtını etkileyen en önemli pre-DLI karakteristikler olarak şunlar saptanmıştır: Post-HSCT chronic GVHD, chronic phaseda nüks and time interval between allo-HSCT to DLI less than 2 years. Sitopeni ve GVHD'nin common bir komplikasyon olarak saptandığı analizde, post-DLI yanıt ile acute ve chronic GVHD varlığının istatistiki olarak anlamlı olacak şekilde korele olduğu dikkati çekmiştir.
               2000 yılında ise öncekilerden çok daha farklı bir hasta grubunda, unrelated vericilerden yapılan allo-HSCT sonrası uygulanan DLI'nın etkinlik ve komplikasyonları analiz edilmiştir. University of Pennsylvania'dan yayımlanan bu çalışmada, 25'i CML olmak üzere toplam 58 olguya uygulanan DLI sonuçları değerlendirilmiştir (16). CML hastalarının %46'sında complete remission elde edilirken bu oran kronik fazdaki hastalar için %58 olarak bulunmuştur. 1 yıllık disease free survival (DFS) %65 iken, 2 yıllık toplam sağkalım oranları ise kronik evrede nüks hastalarda ve akselere/blastik evrede nüks hastalarda sırasıyla %53 ve %12 olarak bildirilmiştir. Nakledilen hücre miktarı ile yanıt, sağkalım ve toksisite arasında anlamlı bir korelasyon saptanamazken, basamaklı doz arttırımının da yanıt ile bir ilişkisi bulunamamıştır. Toplam sağkalım ve hastalıksız sağkalım analizine bakılacak olursa; improved survival was associated with an interval from allo-HSCT to relapse of more than 1 year and improved DFS was associated with an interval from allo-HSCT to DLI of more than 1 year. Bu çalışma sonuçları, CML hastaları için related ve unrelated verici kaynaklı DLI uygulamalarının sonuçlarının benzer olduğunun gösterilmesi açısından tarihsel önem arz etmektedir.
               2000 yılında İngiltere'den yayımlanan bir çalışmada ise allo-HSCT sonrası nüks olup 1990 ile 1998 yılları arasında DLI tedavisi uygulanan 66 CML hastasının sonuçları analiz edilmiştir (17). Thirty-five patients had received bone marrow cells from their respective HLA-identical siblings, and thirty-one patients had received bone marrow cells from volunteer unrelated donors. 57 patients were transplanted in chronic phase, eight in accelerated phase, and one in second chronic phase. The median interval from allo-HSCT to relapse and from relapse to initiation of DLI were 12 and 9.4 months, respectively. 44 hastada (%67) moleküler remisyon elde edilirken; akselere/blastik evrede nüks olan ve nakilden nükse kadar geçen süre daha kısa olan hastalarda moleküler remisyon şansının daha düşük olduğu saptanmıştır. Beklendiği üzere, DLI ile moleküler remisyon elde edilen hastalardaki sağkalım diğer gruba göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (2 yıllık sağkalım sırasıyla %91 vs %48). allo-HSCTnin related ya da unrelated vericiden yapılıyor olmasının DLI akıbeti üzerine herhangi bir istatistiki etkisinin saptanmamış olması da bu çalışmanın dikkat çeken sonuçlarından birisidir. 
               allo-HSCT sonrası nüks olup DLI uygulanan 100 lösemi (CML n=23) hastasının sonuçlarının analiz edildiği çalışmada; complete remission oranları kronik ve akselere/blastik evredeki hastalarda sırasıyla %91 ve %27 olarak bildirilmiştir (18). Buna paralel olacak şekilde; kronik evredeki CML hastalarında 3 yıllık sağkalım %82 iken bu oran akut fazda nüks olan hastalarda ne yazık ki %0 olarak saptanmıştır. Chronic fazdaki CML hastaları için; GVHD, sitopeni ya da her ikisi birden geliştiğinde ortaya çıkan GVT etkisi diğer gruba göre belirgin yüksek bulunmuştur. The results showed that numbers ranging from 1x107 leukocytes per kg of body weight to 5x107/kg can be safely administered -and with a predicted GVT effect- as an initial dose of DLI for patients with CML in chronic-phase relapse.
               Tüm bu çalışmaların analizinde; CML'de DLI ile en iyi yanıtın post allo-HSCT molecular and/or cytogenetic relapse olanlarda görüldüğü açıktır. Hematolojik relaps olanlar arasında ise, kronik fazda olanların sonuçlarının akselere/blastik evredekilere göre çok daha iyi olduğu rahatlıkla söylenebilir. Bir önemli analiz olarak; sadece molecular ya da cytogenetic relaps olanlar DLI uygulaması ile hemen daima (>%80 oranlarında) remisyona girerlerken, kronik fazda hematolojik relaps olanların ise ancak %75'inin remisyona girebildiği, akselere/blastik fazda olanların yanıt oranlarının ise %12,5 ile %33 arasında seyrettiği görülmüştür (4). Most remissions are longstanding, and the first patients treated with DLI for CML relapse in 1988 are still in remission about 20 years after the procedure (19). Unfortunately, in accelerated and/or blastic stages of relapse, the rate of complete cytogenetic remission is lower and responses are not as durable. 
               GVT etkisinin ortaya çıkması kimi çalışmalarda ilk 4 haftada olduysa da genellikle 2-3 ayı bulduğu belirtilmelidir (4, 19). Moleküler remisyon eldesi ise genellikle 4-6. aylarda beklenirse de 1 yılı geçen vakaların olduğu da bildirilmiştir (19). 

               2001 yılında Hollanda'dan yayımlanan prospektif bir çalışmada ise, aralarında CML olgularının da olduğu bir grup T cell-depleted graft ile transplantasyon yapılan hastada, özellikle aşikar acute and/or chronic GVHD gelişmeyenlere DLI uygulanırken, GVHD gelişen kontrol grubuna ise DLI uygulanmamıştır (20). 3 yıllık DFS, DLI verilen ve verilmeyen grupta sırasıyla %77 ve %45 olarak saptanmıştır (p=0,024). Ek olarak; 36. aydaki relapse oranı DLI grubunda %18 iken, bu oran kontrol grubunda %44'e kadar çıkmıştır (p=0,026). Yazarlar, yüksek riskli CML hastalarında uygulanan pre-emptive DLI'nin feasible ve nüksü önleyici olduğunu belirtmişlerdir.
               DLI'nin etkisinin akselere and/or blastic evredeki hastalardan ziyade kronik evredeki and/or molecular nüksle seyreden olgularda daha belirgin olması, DLI'nin yavaş relapse olan ve tümör yükü fazla olmayan lösemilerde daha etkili olabileceğini düşündürmüştür (4).

               Günümüzde CML tedavisinin ana iskeleti her ne kadar TKI'den oluşsa da; T315I mutasyonu bulunduranlardan TKI yan etkisi nedeniyle ilacı kullanamayanlara ve üç sıra tedaviye karşın hala yanıt elde edilemeyenlere kadar, bazı hastalar için küratif tedavi seçeneği olarak allo-HSCT başvurulan en önemli çözüm yolu olarak durmaktadır. Dolayısıyla şu sorulara yanıt bulunmasında fayda vardır: 1) Profilaktik ya da tedavi amacıyla olsun ne kadar T hücre verilmelidir? 2) Kaç kür uygulama yapılmalıdır? 3) Hangi sıklıkla verilmelidir? 4) Ne zaman bitirilmelidir? 5) Sitopeni hangi sıklıkta gelişir? (4).  Bu sorulara kesin yanıt olmamakla birlikte; 1) Recommended initial doses are 106/kg CD3(+) T cells in patients with an HLA-identical sibling donor and 0.5 × 106/kg CD3(+) T cells in patients with an HLA-matched unrelated donor (19). 2) DLI uygulaması için yaygın kabul gören method, verici lenfositlerinin escalating dozlarda transfüze edilmesidir. 3-4) DLI yanıtlarının geç görüldüğü gerçeğinden yola çıkılarak; hızlı progres olmayan olgularda sonraki DLI uygulamaları geciktirilebilir. Ancak özellikle progressif hastalıkta, eğer görülecekse GVHD birinci ayın sonunda ortaya çıkacağı için, DLI uygulaması da bu durum gözetilerek 1 aydan daha öteye ertelenmemelidir. 5) Myelosüpresyon sıklıkla hematolojik nüks olan hastalarda olmakla birlikte genel olarak yaklaşık %10 oranında görülmektedir. Mekanizması; donor tipi bir hematopoesis desteği daha tam oluşamadan host tipi hematopoesisin kaybolması ile açıklanabilir (19). Bu durumda herhangi bir conditioning tedavi vermeksizin donorden yapılacak hematopoetic stem cell transfüzyonu işe yarayabilir.
               TKI ile DLI kombine edilebilir mi? 2000'li yılların başında bazı çalışmalarda post allo-HSCT nüksde DLI yerine TKI kullanılmıştır. 1 yıllık sağkalımın %74 olduğu bir çalışmada en önemli komplikasyon olarak GVHD ve miyelosüpresyon görülmüştür (21). 2002 yılında Goldman ve ark.nın yayımladıkları bir olgu sunumunda ise; kronik fazda relapse olup DLI'ya yanıt vermeyen bir hastanın TKI kullanımı ile çabucak toparlandığı ve hematolojik yanıt elde edildiği bildirilmiştir (22). allo-HSCT sonrası nüks olan 37 CML olgusunun analiz edildiği çalışmada 10'unun molcular relapse, 14'ünün hematolojik relaps ve 13'ünün de advanced phase relapse olduğu saptanmıştır (23). 13 hasta sadece DLI, 9 hasta TKI ve 11 hasta da DLI+TKI kullanmıştır. İçerisinde avanced phase relapslar da olmak üzere kombine tedavi alan 11 hastanın 10'unda 3 ayda moleküler remisyon elde edilmiş ve bu yanıt uzun soluklu idame ettirilebilmiştir. Buna karşın diğer grubu oluşturan 22 hastanın sadece 2'sinde molekuler remisyon elde edilebilmiştir. Buna karşın TKI'nin T hücre ve APC üzerine immünüpressif etki göstererek etkinliklerini azalttığını destekleyen çalışmalar da bulunmaktadır (19). 
               Nihayetinde, CML hastaları için DLI uygulamalarından en çok yararlanan hasta grubunun a) hematolojik relapse olan grupta kronik evredekilerin ve b) tüm olgular gözönünde tutulduğunda ise moleküler/cytogenetic relapse olanların olduğu gerçeği unutulmamalıdır.
b) Acute myeloid leukemia / myelodysplastic syndrome
               Hematolojik maligniteler için, treatment failure ve mortalitenin halihazırdaki en önemli nedeni allo-HSCT sonrası nüksdür. Center for International Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) 2002–2007 verilerine göre, HLA identical siblingsden nakil yapılanların yaklaşık %40-45'i ve unrelated vericiden nakil yapılanların ise yaklaşık %35'i nüks olmaktadır (24). Her iki grup için, allo-HSCT sonrası ölüm oranları da sırasıyla %42 ve %33 olarak bildirilmiştir. Acute myeloid leukemia (AML) ve myelodysplastic syndrome (MDS)'de nükslerin hemen çoğu nakil sonrası ilk bir yıl içinde görülürken neredeyse %50'si ise ilk 6 ay içerisinde saptanmaktadır. AML'de tablo çok daha hızlı bir şekilde gelişip, periferik dolaşımda blastların saptanması ve trombositlerin düşmesi gibi aşikar olmaktaysa da, MDS'de ise nüksün gelişimi daha yavaş olup donor hematopoesizine ait hücrelerin varlığı kemik iliği fonksiyon kaybından kaynaklanabilecek ağır klinik tabloyu kısmen de olsa hafifletebilmektedir.
               CML'den belirgin olarak farklı olacak şekilde; AML ve MDS'de allo-HSCT sonrası nükslerde DLI uygulamalarının hastayı remisyona sokmadaki başarısı ne yazık ki düşüktür (4). Oldukça heterojen çalışma verilerinin neticesinde, DLI yanıt oranlarının %15-66 ve iki yıllık toplam sağkalım oranlarının da yaklaşık %12-56 olduğu bildirilmiştir (3, 4).
               EBMT Acute Leukemia Working Party, allo-HSCT sonrası ilk hematolojik nüksündeki 399 AML (n=171 DLI +) hastasının verilerini retrospektif analiz ettiği çalışmasında, DLI uygulanan ve uygulanmayan gruptaki 2 yıllık toplam sağkalımı sırasıyla %21±3 ve %9±2 olarak bildirmiştir (25). En iyi akıbete sahip olanların, 37 yaş altında, nakilden 5 aydan daha sonra nüks olanlar ve DLI uygulananlar olduğu saptanmıştır. DLI alan hasta grubu analiz edildiğinde ise; a lower tumor burden at relapse (<%35 of bone marrow blasts), female sex, favorable cytogenetics and remission at time of DLI olması daha iyi yanıt oranları ile birliktelik göstermiştir. Aynı çalışmada dikkat çekici olarak; 2 yıllık toplam sağkalım, DLI aktif hastalık ya da aplazide uygulandığında %15±3 iken, if DLI was performed in remission or with favorable karyotype %56±10 olarak saptanmıştır.
               EBMT Acute Leukemia Working Party, 1999 ile 2008 yılları arasında reduced intensity conditioning regimen ile allo-HSCT yapılan 2815 AML hastasının verilerini analiz ettiği çalışmada, toplam nüks insidansını %32±1 olarak bildirmiştir (26). Nüks olanların içinde verilerine ulaşılabilen toplam 263 hastaya uygulanan tedavi modalitelerine bakıldığında ise; %18,3'ünün kemoterapi + DLI, %15,2'sinin DLI without prior kemoterapi -but with or without second allo-HSCT- alırken %51,4'üne sadece kemoterapi ve %15,2'sine ise ikinci allo-HSCT -with or without prior chemotherapy- uygulandığı görülmektedir. İki yıllık toplam sağkalımın %14,1±2 olduğu çalışmada, mutlivariate analizde toplam sağkalımı pozitif etkileyen faktörler absence of acute GVHD, düşük tumor burden -BM infiltration at relapse below the median of 27% blasts- and an interval between HSCT and relapse more than 5 months olarak saptanmıştır. Bu üç faktörün varlık durumuna göre alt grup analizi yapıldığında, iki yıllık toplam sağkalım olasılığının %4,2'den, her üç faktörü de barındıran en iyi prognostik alt grupta %32'ye kadar çıkabildiği görülmüştür. Post allo-HSCT'de nüksde ilk seçenek tedavi olarak siteredüktif kemoterapi alan 127 hastanın 89'unun yanıt vermediği ve fakat 38'inin ise tam remisyona girdiği saptanmıştır. Verilen kemoterapinin intensity'sine bakmaksızın, daha uzun sağkalımın ancak tedavi sonucunda elde edilen tam remisyon oranı ile pozitif korelasyon gösterdiği; bununla birlikte kemoterapi sonucunda tam remisyon elde edilen 38 hastada konsolidatif DLI±allo-HSCT uygulamasının ise toplam sağkalımı hücresel tedavi uygulanmayan gruba göre belirgin şekilde arttırdığı bildirilmiştir (%55±11 vs %20±10). Ne yazık ki ilk sıra kemoterapi ile yanıt elde edilemeyen 89 hastada, gerek DLI ve gerekse allo-HSCT'nin sağkalıma belirgin olumlu etkisi saptanamamıştır (%6,3±4).       
               Adult Acute Myeloid Leukemia Working Group of the Japan Society for Hematopoietic Cell Transplantation'un allo-HSCT sonrası nüks olup DLI uygulanan 143 AML hastasının verilerini analiz ettikleri çalışmalarında, the overall survival rates at 1 year, 2 years, and 5 years were 32% ± 4%, 17% ± 3%, and 7% ± 3%, respectively (27).  Multivariate analizda sağkalımı olumlu yönde etkileyen iki etken öne çıkmıştır: Nakilden nükse kadar geçen sürenin ≥5 ay olması ve DLI uygulanma zamanında hastalığın complete remissionda olması. Araştırıcılar bu faktörleri de gözönünde tutarak 3 farklı prognostik grup tanımlamışlardır. Birinci gruba başka hiç bir kriter gözetmeksizin sadece complete remissionda olanları (n=11), ikinci gruba ise remisyonda olup olmadığına bakmaksızın allo-HSCT ile nüks arasındaki sürenin ≥5 ay olan hastaları (n=51) ve üçüncü gruba da geri kalan hastaları (n=81) dahil etmişlerdir. 2 yıllık toplam sağkalım birinci gruptaki hastalarda %100 olarak saptanırken ikinci ve üçüncü gruptaki hastalarda ise sırasıyla %12 ve %4 olarak bildirilmiştir. Bu sonuç itibariyle, DLI'nin, ne yazık ki allo-HSCT sonrası çok az bir hastada elde edilme şansı olan complete remissionda uygulanması halinde ancak etkili olabildiği gerçeği ortaya çıkmıştır.
               CIBMTR'ın, 1990 ile 2010 yılları arasında allo-HSCT olup nüks olan 1788 AML hastasının verilerini analiz ettikleri çalışmalarında, nakilden nükse kadar geçen ortanca süre 7 ay olarak saptanmıştır (28). Nüksde uygulanan tedavilere bakıldığında, hastaların %21'nin ikinci allo-HSCT ± kemoterapi ± DLI, %11'nin kemoterapi ± DLI, %37'nin sadece kemoterapi ve %20'nin de en iyi destek tedavisi almış olduğu bildirilmiştir. Toplamda 267 hasta (%15) DLI tedavisi alırken, bunların %81'nin DLI + kemoterapi aldığı, tüm DLI hastalarının %24'üne de ikinci bir allo-HSCT uygulandığı görülmüştür. Nüksten DLI uygulanmasına kadar geçen ortanca sürenin 2 ay olduğu ve DLI uygulamalarının büyük çoğunluğunun (%85) da nüksün ilk 6 ayı içerisinde yapıldığı saptanmıştır. Sadece 87 DLI hastasının (%32,6) 1 yıldan daha uzun sağkalıma ulaştığı görülmüştür. Gerek DLI ve gerekse ikinci allo-HSCT, nakil sonrası nüksün 6 aydan daha geç olması durumunda, sağkalımı belirgin olarak daha iyi yönde etkilemektedirler. Multivariate analizde; use of a reduced intensity conditioning/nonmyeloablative conditioning regimen ve beklendiği üzere longer time from allo-HSCT to relapse, sağkalım üzerine pozitif yönde etki eden iki faktör olarak saptanmıştır. Bunun tersi olarak da; yaş > 41, unfavorable cytogenetics, mismatched unrelated donor ve presence of active GVHD at relapse da kötü prognostik etkenler olarak öne çıkmaktadır. Çalışmanın nihayetinde, ikinci allo-HSCT ya da kemoterapi + DLI uygulamalarının en uzun sağkalım avantajı ile birlikte olduğu vurgulanmaktadır.
               Shiobara ve ark.nın Japonya'daki 46 merkezden 100 hematolojik maligniteli hastanın verilerini analiz ettikleri çalışmalarında, DLI ile tedavi verilen AML hastalarında %38 oranında tam remisyon elde edilirken, the probability of remaining in complete remission at 3 years was 7% in those patients (18).
               French Society of Bone Marrow Transplantation and Cell Therapies'nin 2016 yılında yayımlanan çalışmalarında, 1999 ile 2011 yılları arasında allo-HSCT yapılan toplam 461 MDS hastasından nüks olan 147'sinin verileri analiz edilmiştir (29). 46 hasta destek tedavisi alırken, 39'una sitoredüktif tedavi ve 62'sine de allo-HSCT ya da DLI'dan oluşan hücresel tedavi uygulanmıştır. Tüm hastalara bakıldığında %16 olarak saptanan iki yıllık toplam sağkalım oranları destek tedavi, kemoterapi ve hücresel tedavi gruplarında ise sırasıyla %2, %6 ve %32 olarak saptanmıştır. Multivariate analizde dört etkenin toplam sağkalım üzerine negatif bir etki oluşturduğu görülmüştür: Acute GVHD hikayesi, ilk 6 ay içinde nüks olma, AML transformasyonu ve nüks sırasında trombosit sayısının < 50 X109/L olması. Bu risk etkenlerinin olup olmamasına göre ayrıştırılan hastalardaki iki yıllık toplam sağkalım oranları da birbirinden oldukça farklı bulunmuştur: %2,4 vs %13,2. Cox istatistiki analizinde ise toplam sağkalımı olumlu etkileyen tek tedavi modalitesi ise allo-HSCT ve DLI'dan oluşan hücresel tedavi yöntemi olarak saptanmıştır.
               Son yıllarda azacitidine ve decitabine gibi hipometile edici ajanların etkili, güvenli ve yaygın biçimde AML ve MDS'de kullanılmakta olduğu ve çoğunlukla yaşlı ve unfit AML olgularında standart başlangıç tedavisi olarak tercih edildiği görülmektedir (30, 31). Tarihsel süreçte post allo-HSCT nüks olgularında da hipometile edici ajanların tek başlarına uygulandıkları ve en azından başlangıçta iyi sonuçlara yol açtıkları bir gerçektir. M.D. Anderson Cancer Center'dan yapılan bir çalışmada, 17 akut lösemi (AML n=16) hastası düşük doz azacitidine (doses ranging from 16 to 40 mg/sqm for 5 days in 28 to 30 days cycles)  ile tedavi edilmişlerdir (32). Nine patients with AML received azacitidine as a salvage tretment, 7 with AML received it as maintenance of remission. Azacitidine tedavisini idame olarak alan 7 hastanın tümünde ortanca 17 ay süren bir tam remisyon yanıtı elde edilirken, salvage tedavisi alan 9 hastanın 5'inde yanıt elde edilebilmişti (tam yanıtlı olan 3 hasta). Tüm hastalara bakıldığında; 10 hastada azacitidine öncesi başlayan grade 1/2 acute GVHD'nin tedaviden sonra sadece 4 olguda devam ettiği ve fakat yeni bir atak görülmediği saptanmıştır. Bu umut verici sonuçlardan sonra aynı grup, düşük doz azacitidine ile yüksek riskli 45 hematolojik maligniteli (AML n=37, MD n=8) hastada allo-HSCT sonrası nüksü azaltmayı denemişlerdir (33). allo-HSCT sırasında %66,7'si remisyonda olmayan çalışma grubunun sadece %2,2'sinin favorable cytogeneticse sahip olduğu bildirilmiştir. Hastalara, post allo-HSCT +30. günde remisyonda oldukları teyid edildikten sonra, toplamda 4 siklus olacak şekilde, her bir siklusda 5 günlük subcutaneously düşük doz azacitidine tedavisi uygulanmıştır. %42 hasta, ortanca 30,8 ayda hayatını kaybederken, nonrecurrence mortality rate was 9%. %53 hastada nüks gelişirken, bir yıllık event free ve overall survival were 58% ve 77%. 2012'de yayımlanan RELAZA çalışmasında ise, CD34 donor kimerizminin %80'in altına indiği durumlarda başlanan azacitidine uygulaması ile, AML ve MDS hastalarında, post allo-HSCT hematolojik relpasın "prevent"i ya da "delay"ı hedeflenmiştir (34). Hematolojik remisyonda olup kimerizm kaybı saptanan 20 hastaya toplamda 4 siklus olacak şekilde azacitidine tedavisi (75 mg/sqm/day for 7 days) verilmiştir. 16 hastanın nüks görülmeksizin, kimerizmde artış ya da en azından stabil kalarak yanıt verdiği saptanmıştır. Nihayetinde 13 hastada nüks gelişmekle birlikte, dikkat çekici olarak bu nüksün kimerizm kaybını takip eden ortanca 231. günden sonra geliştiği bildirilmiştir. Hematolojik toksisite ve enfeksiyöz komplikasyonların tolere edilebilir sınırlarda kaldığı çalışmada, azacitidine tedavisinin indüklediği GVHD tablosunun görülmemiş olması da olumlu bir sonuç olarak durmaktadır. 
               Decitabine'nin etkinliği de 2000'li yılların ortalarından itibaren yapılan çalışmalarda kanıtlanmıştır. 170 MDS hastasının decitabine ya da best supportive care kollarına randomize edildiği çalışmada overall response rate decitabine kolunda belirgin üstün çıkarken, intermediate2/high risk hasta grubu analiz edildiğinde AML transformasyonu ya da exitus oranlarının decitabine kolunda belirgin düşük saptandığı görülmüştür (35). 
               Genel anlamda yüz güldürür bir tedavi seçeneğinin olmadığı nakil sonrası nükslerde; tek başına hipometile edici ilaçlar erken dönemde başarılı görünse de, önünde sonunda gelişecek nüksü engelleme kapasitelerinin düşük olması nedeniyle, başka tedavi modaliteleri ile kombinasyonları da denenmeye çalışılmıştır. Belki de ilk hipometile edici ajan + DLI uygulaması 2007'ye dayanmaktadır. 64 yaşındaki MDS hastası kadın, HLA tam uyumlu erkek kardeşinden yapılan allo-HSCT sonrası +2. ayda nüks olduktan sonra, yaşı ve bozuk Karnofsky performans statusu nedeniyle salvage kemoterapi ya da ikinci bir allo-HSCT'ye uygun bulunmadığı için toplamda iki siklus azacitidine tedavisi (100 mg/sqm/day, for 5 consecutive days) almıştır (36). İkinci kürden sonra yapılan değerlendirmede remisyona giren hastaya konsolidatif olarak bir kür de DLI (2,5 X106 CD3 cells/kg) uygulanmıştır. %100 donor kimerizmi elde edilen hastanın 7 ay sonraki kontrolünde complete remisyonda devam ettiği saptanmıştır. University of Freiburg'dan yapılan çalışmada, %42'si yüksek riskli olmak üzere, allo-HSCT sonrası nüks olan 26 lösemi hastasına (AML n=24) 100 mg/day dozundan 3 gün azacitidine tedavisinin ardından 10. günde DLI uygulanmıştır (37). %73 hastanın bu tedavi kombinasyonundan en az bir kür kullandığı çalışmada sadece 2 hastada "de novo" acute GVHD geliştiği bildirilmiştir. 4 hastada uzun süreli complete remission elde edilirken, ortanca sağkalım 136 gün ve 2 yıllık sağkalım olasılığı da %16 olarak saptanmıştır. Johns Hopkins Medicine'den yayımlanan çalışmada ise, 2007-2009 yılları arasında allo-HSCT sonrası nüks olup azacitidine tedavisi uygulanan 10 myeloid maligniteli hastanın (MDS n=6, MDS/AML n=3, AML/chronic myelomonositer lösemi n=1) verileri analiz edilmiştir (38). Azacitidine tedavi şekli klinisyen kararına göre olmakla birlikte most patients received 75 mg/sqm/day for either 5 or 7 days. Three patients received DLI after treatment; 2 remain in complete remission, 1 of whom developed chronic GVHD, and 1 died of disease progression. Ortanca sağkalım süresinin 422,5 gün olduğu çalışmada, complete remission elde edilen 6 hastanın 5'inde uzun süreli yanıt (ortanca takip süresi 624 gün) gözlenirken, azacitidine ile remisyona girip konsolidatif DLI uygulanan iki hastada ortanca sağkalım süresi ise 697,5 gün olarak bildirilmiştir. German Cooperative Group for hematopoietic SCT tarafından yapılan çok merkezli bir çalışmada ise, 2005-2008 yılları arasında allo-HSCT sonrası nüks olup azacitidine ± DLI alan 22 myeloid maligniteli hastanın (AML n=13, MDS n=8) sonuçları analiz edilmiştir (39). All patients received s.c. injections of 100 mg/sqm azacitidine for 5 days in median 4 weeks intervals. The median number of azacitidine courses given was 2. Eighteen patients received a median number of 2 DLI. 16 hastada (%72) yanıt saptanırken bunların 5'inde complete remission, 4'ünde kısmi yanıt, 6'sınde stabil hastalık ve bir hastada da hematological and cytogenetic improvement gözlenmiştir. Median survival rate 144 gün olan çalışmada 6 hastada (%33) DLI sonrası acute GVHD görülürken there were no azacitidine treatment-related deaths and toxicities. 
               Az sayıdaki heterojen hasta gruplarından elde edilen bu umut verici sonuçlar, built the rationale for the first prospective multicenter trial (AZARELA), where azacitidine was given as first option for relapse and DLI were scheduled after every second azacitidine cycle (40). Bu prospektif çok merkezli çalışmada, azacitidine ve DLI kombinasyonu allo-HSCT sonrası nüks olan 30 myeloid maligniteli hastada (AML n=28, MDS n=2) ilk kurtarma tedavisi olarak uygulanmıştır. Tedavi şeması 8 siklusa (ortanca 3 kür) kadar verilen azacitidine (100 mg/sqm/day, days 1-5, every 28 days,) ve her ikinci azacitidine siklusunu takiben uygulanan DLI'dan (from 1-5 × 106 to 1-5 × 108 CD3 (+) cells/kg, n=22) oluşmaktadır. 7 hastada tam ve 2 hastada kısmi remisyon olmak üzere toplam yanıt oranının %30 olduğu çalışmada, 5 hastada ortanca 777 günlük bir remisyon süresi elde edilebilmiştir. acute ve chronic GVHD insidansının sırasıyla %37 ve %17 olduğu bu analizde, grade III/IV nötropeni ve trombositopeni ise %65 ve %63 oranlarında saptanmıştır. Ortanca 55 yaş ve %90 civarında unfavorable sitogenetik özelliklere sahip bu yüksek riskli hasta grubunda iki yıllık toplam sağkalım oranı %17 olarak bildirilmiştir. İlginç olarak önceki çalışmalardan daha farklı olacak şekilde, allo-HSCT ile nüks arasındaki sürenin yanıt oranlarına herhangi bir etkisinin olmadığı bu çalışmada yanıtı pozitif yönde etkileyen iki faktör olarak a) nüksdeki düşük blast yüzdesi ve b) hastaların yüksek riskli sitogenetik özelliklere sahip olmaları ön plana çıkmıştır.
               German Cooperative Transplant Study Group'un çok merkezli retrospektif çalışmasında ise allo-HSCT sonrası nüks olan 154 myeloid maligniteli (AML n=124, MDS n=28) hastanın verileri analiz edilmiştir (41). Tüm hastalar ortanca 4 siklus azacitidine alırken, DLI were administered to 105 patients (68%; median number of DLI, 2). Tam ve kısmi remisyon oranlarının sırasıyla %27 ve %6 olarak saptandığı çalışmada, 2 yıllık toplam sağkalım ise %29±4 olarak bildirilmiştir. Multivariate analizde sağkalım üzerine pozitif etki gösteren faktörler molecular-only relapse, diagnosis of MDS and low tumor burden at relaps (bone marrow blasts <13%) olarak saptanmıştır. MDS hastalarında %66 olarak bulunan 2 yıllık toplam sağ kalım oranı AML grubunda %26'ya düşerken, özellikle overt hematological relapse vakalarında bu oran belirgin olarak azalmıştır.
               allo-HSCT sonrası relapse durumunda uygulanacak genel yaklaşım; öncelikle mümkünse hastalık yükünü sistemik bir kemoterapi ile azaltmak ve ardından allo-immune reaksiyonu indükleyebilmek adına elde edilen bu sitoreduktif tabloyu hücresel tedavilerle pekiştirmektir (42). Schmid ve ark.nın geniş hasta sayılı, retrospketif EBMT çalışmalarında gösterdikleri gibi, hücresel tedavilerle konsolide edilmeyen sitoredüktif tedavilerin başarısı kalıcı olamamaktadır (26). Shroeder ve ark, nakil sonrası nükslerde öncelikle azacitidine + DLI kombinasyonu denenmesini ve başarılı olunması durumunda bunun ikinci bir allo-HSCT ile konsolide edilmesinin uygun olmadığını, ikinci allo-HSCT'nin ancak DLI verilemeyen hasta grubunda ya da azacitidine + DLI kombinasyonunda yanıt elde edilemeyen hastalara uygulanmasını önermektedirler (42).  
               Tüm bu çalışmaların nihayetinde allo-HSCT sonrası nüks olgularında, a) Tumor yükü düşükse b) Nüks, aşikar hematological değil de moleküler düzeyde ise c) Hasta favorable cytogeneticse sahipse d) Nakil ile nüks arasında geçen süre nispeten uzunsa (>5 ay) e) Kurtarma tedavisi ile yanıt elde edilebiliyorsa; DLI, conventional chemotherapy ya da hipometile edici ajanlarla birlikte kullanıldığında uygun bir tedavi seçeneği olarak durmaktadır.
c) Preemptive / prophylactic DLI
               İmmünoterapi/hücresel tedavi yani DLI, aşikar nüksden ziyade tümor burden'ın düşük olduğu durumlarda ve nispeten "hadise"nin başlangıç evrelerinde daha etkili olduğu için; belki de tersden söylemek gerekirse, DLI'ın kimerizmin kayolduğu, blast sayısının belirgin arttığı ve hatta kemik iliği dışında periferde de saptandığı, açık ve net, gürültülü bir nüksün dört dörtlük oturduğu hastalık durumlarında çalışmadığı bilindiği için, belki de profilaktik DLI uygulamalarının daha iyi ve uygun bir yöntem olduğu hakkında spekülasyon yapılabilir. Tarihsel süreçte ilk profilaktik DLI uygulamasının 1995 yılına dayandığı söylenebilir (43). 146 akut lösemili hastaya (AML n=81) rejeksiyonu azaltmak ve GVHD profilaksisi için antiCD52 ile invivo T hücre depletionu yapılırken, nakil sonrası GVT etkisini indükleyebilmek adına da donor kaynaklı "peripheral blood lymphocytes" verildiği bildirilmiştir. Araştırmacılar DLI'ın belirgin şekilde GVHD'yi tetiklediğini ve bununla birlikte relapse rate'i de aşikar olarak azalttığını saptamışlardır. 

               Profilaktik DLI'ın nüks riski yüksek hastalarda düşünüldüğü ve planlandığı bir gerçektir. Buna uygun olarak, 2001 yılında, daha evveden pek çok sıra tedaviler almış, hiç birisi remisyonda olmayan ve hayat beklentisi < 6 ay olan toplam 12 hastanın (AML n=4, MDS n=1, CML n=3) post-alloHSCT profilaktik DLI verileri analiz edilmiştir (44). Reduced intensity conditioning regimen olarak fludarabine (30 mg/sqm/day x 4 day) ve melphalan (70 mg/sqm/day x 2 day) uygulanan ve GVHD profilaksisi için 60. günde erkenden azaltılmaya başlanan günlük 2 mg/kg dozunda cyclosporin A tedavisi alan hastalara, profilaktik olarak nakil sonrası 30, 60 ve 90. günlerde 1x107/kg CD3 (+) DLI verilmiştir. Response rate'in %75 olduğu analizde, ortanca 450. günde 3 hastanın hala hayatta olduğu, acute GVHD insidansının ise ne yazık ki %70 olduğu bildirilmiştir. Bunu takiben 2003 yılında Boston ABD'den yayımlanan bir başka çalışmada ise; daha evvelden çok sıra tedaviler alıp pek çoğu kemoterapi dirençli olan hamatolojik maligniteli 42 hastaya (AML n=4, MDS n=1, çoğunluğu lymphoma olan bir hasta popülasyonu) nonmyeloablative conditioning regimen ile HLA tam uyuşumlu akraba vericilerinden allo-HSCT yapıldığı bildirilmiştir (45). Nakil sonrası +5. haftada GVHD görülmeksizin mixed chimerism saptanan 16 hastaya profilaktif DLI (1x107/kg CD3+) uygulanırken, 26 hastaya ise GVHD ya da erken nüks saptanması nedeniyle verilememiştir. Profilaktik DLI uygulanan 12 hastanın, o süreçteki T hücre kimerizmi ≥%40 iken, geri kalan 4 hastanın ise ≤ %20 olarak saptanmıştır. Dikkat çekici olarak, kimerizmi yüksek olan ilk gruptaki hastaların 10'unda, DLI uygulaması sonrası post-HSCT +100. günde full donor kimerizmi gelişirken, sadece ikisinde kimerizm artmış ya da stabil kalmıştır. Oysa düşük kimerizm grubundaki 4 hastanın tümünde graft kaybı görülmüştür. Dahası, profilaktik DLI uygulanamayan 26 hastalık diğer grupta ise +100. günde sadece 5 hastada full donor kimerizmi saptanabilmiştir. DLI grubundaki 11 (%69) hastada 1 yıllık progression free survival %50 olurken, 3 yıllık toplam sağkalım ise %44 olarak bildirilmiştir. Araştırıcılar çalışmanın nihayetinde şu yorumları yapmışlardır: 1) Profilaktik DLI'ın mixed kimerizmi full donor kimerizmine çevirme kapasitesi vardır, 2) Ciddi acute GVHD riskiyle birlikte olmak üzere profilaktik DLI alan grupta sürdürülebilir bir remisyon elde edilebilir, 3) DLI uygulanma zamanındaki T hücre kimerizminin durumu DLI yanıtını belirlemede etkili olmaktadır.
               Munich Germany'den Schmid ve ark.nın 2005 yılında yayımlanan prospektif çalışmalarında ise, yüksek riskli 75 hastaya (AML n=50, MDS/secondary AML n=25), allo-HSCT'nin etkinliğini arttırabilmek adına sequential use of intensive chemotherapy, reduced-intensity conditioning, and prophylactic donor lymphocyte infusions uygulanmıştır (46). FLAMSA-RIC olarak bilinen bu uygulamanın +120. gününde (ya da immünsüpressif kesildikten 30 gün sonra) hasta tam remisyonda ise ve GVHD yoksa, basamaklı arttırılan dozlarda profilaktik DLI verilmektedir. Başlangıç dozunun 1x106/kg ile 5x106/kg CD3+ hücre arasında değiştiği prosedürde, GVHD gelişmediği takdirde uygulanan doz beş ile on kat arttırılarak, 4 ile 6 haftalık aralar ile, toplamda üç defa olarak verilmektedir. Complete remission %88 hastada elde edilirken, iki yıllık toplam ve leukemia free survival sırasıyla %42 ve %40 olarak saptanmıştır. Alt grup analizine bakıldığında ise, refrakter hastalığa ve complex cytogenetic aberrasyona sahip olan kötü prognostik grup ile nispeten daha düşük riskli hastalar arasında tedavi akıbeti birbirine benzer bulunmuştur. %61 hastada acute GVHD gelişirken, profilaktif DLI uygulanan 12 hastanın 11'i complete remissionda hayatını idame ettirmektedir. Bu hastalardaki 3 yıllık leukemia free survival %92 olarak bildirilmiştir. Yazarlar, diğer çalışmaların tersine profilaktik DLI'ın +120. gün gibi nispeten daha geç bir sürede yapılmasının, başka çalışmalarda sıkça görülen GVHD'nin bu çalışmada görece daha az gelişmesinin bir nedeni olabileceğini belirtmişlerdir. Gerek kemorefrakter ve gerekse yüksek riskli kötü proognostik özelliklere sahip hastalarda FLAMSA-RIC + profilaktik DLI tedavi modalitesinin sonuçları itibariyle yüz güldürcü olup, başarı şansı düşük bu hasta grubunda önemli bir tedavi seçeneği olduğu anlaşılmıştır.
               Montero ve ark. da, 2006'da yayımladıkları makalelerinde, chronic GVHD'i azaltmak adına T cell depletionu yapılıp post allo-HSCT T hücre add-back yani profilaktik DLI verilen hastalarının (AML n=38, MDS n=18, CML n=53) verilerini analiz etmişlerdir (47). Relapsı önlemek ve immune reconstitution'u kolaylaştırmak adına, acute GVHD grade < 2 olan hastalara +45 ile 100. günler arasında bir ya da iki defa profilaktik DLI (1-5x107/kg CD3+ hücre) uygulanmıştır. Hastalar relaps riskine göre standart ve yüksek riskli olarak sınıflandırılmışlardır, sırasıyla: n=77 ve n=61. Tüm hastalar için; overall survival, relapse-free survival, relapse, and transplant-related mortality were 58%, 46%, 40%, and 20%, respectively, after a median follow-up of 4 years. 39% and 15% patients developed grade 2-4 and 3-4 acute GVHD, respectively. Çalışmada nispeten erken sürede verilen profilaktik DLI uygulaması ile indüklenen GVHD insidansının, T cell repleted allo-HSCT sonuçları ile benzer olması dikkat çeken bir  sonuçtur. Dahası bu chronic GVHD'nin mortalitesi düşük bulunurken, en azından standard riskteki hastalarda relapsa karşı koruyucu bir GVT etkisi oluşturmayı başarabilmiştir.
              Greece'den Liga M ve ark ise; GVHD'yi azaltmak amacıyla low dose alemtuzumab eklenmiş conditioning regimen ile allo-HSCT yaptıkları yüksek riskli hematolojik maligniteli hastalarına (AML n=8, ALL n=7), GVT etkisini tetiklemek üzere profilaktik DLI vermişlerdir (48). Of the 8 patients who received profilaktik DLI while in mixed chimerism, 6 (75%) converted to complete chimerism. All of them remained in stable complete chimerism after a median follow-up of 717 days after the first DLI. At a median follow-up of 575 days after allo-HSCT and 367 days after the first DLI, 73% profilaktik DLI recipients were alive, and 4 recipients died of the post DLI GVHD. No recurrence was observed in any of the patients who underwent prophylactic DLI.

               Preemptive yaklaşımda ise, minimal residual hastalık (MRD) ya da mixed chimeric durumun gerek moleküler ve gerekse immunfenotipik yöntemlerle saptanmasıyla hastada bir nüks başlangıcının olduğuna kanaat getirilmesiyle DLI uygulanmaktadır. İtalya'dan Dominietto ve ark, MRD'nin nüksü öngörmedeki değerini ve DLI'ın lösemik relapse karşı koruyuculuğunu irdeledikleri çalışmalarına 80 akut lösemi hastasını (AML, n=36, ALL n=44) dahil etmişlerdir (49). Relapse was significantly higher in MRD positive patients (36%) compared with MRD negative patients. Hastalar, MRD negative, MRD positive olup DLI alanlar ve MRD positive olup çeşitli nedenlerle DLI alamayanlar olarak alt gruplara ayrılmışlardır. Hematologic relapse was 16% in MRD negative patients, 6% in MRD positive/DLI positive patients, and 63% in MRD positive/DLI negative patients; moreover the 3-year survival in these 3 groups was 78%, 80%, and 26%, respectively. Çalışmanın nihayetinde, MRD positive olan hastalarda preemptive DLI'ın relapsı engellediği belirtilirken, önemli bir husus olarak da, DLI sonrası gelişen GVHD'ye bağlı mortalitenin de %12 civarında olduğu bildirilmiştir. USA'dan Solomon SR ve ark. da, alemtuzumab ile T cell deplesyonu yaptıkları 36 yüksek riskli yaşlı (median age:59) hastanın (myeloid neoplasm, n=23), 25'ine (<50% donor T-cell chimerism ) +60. günde, daha immünsüpressif tedavileri kesilmeden preemptive DLI uygulamışlardır (50). Estimated overall survival at day 100, and 2 years is 97%, and 57%, respectively. Estimated probability of two years disease free survival is 38%. In multivariate analysis, occurrence of chronic GVHD had a protective effect, associated with decreased relapse and improved disease free survival. Çalışma nihayetinde, yazarların yorumu; that early mixed T cell chimerism may be effectively converted to full donor T cell chimerism by using preemptive DLI, even in the absence of relapse. Dahası, DLI uygulaması sırasında immünsüpressif tedavinin kesilmemiş olmasının, DLI ile gelişebilecek bir acute GVHD insidansının nispeten daha düşük olmasını sağladığı bildirilmiştir. 
               Bazı merkezler, ister flow cytometry ve isterse polymerase chain reaction ile olsun, persistent increasing MRD tespit edildiğinde profilaktif DLI ve morfolojik relapse varlığında ise therapeutic DLI uygulamasını rutine sokmuşlardır. China'dan Tan Y ve ark da, 2005-2010 yılları arasında allo-HSCT yaptıkları 312 hastadan 27'ne DLI (profilaktik 16, therapeutic 11) uygulamışlarıdır (51). Profilaktik DLI grubunun tümünde MRD kaybolmuş ve kemik iliğindeki blast sayısı belirgin gerilemiş, hiç bir hasta relaps olmamış ve son kontrolde %93,8 olguda hastalıksız sağkalım elde edilebilmiştir. 11 hastalık therapeutic DLI grubunda ise; DLI±chemotherapy'e 7 hasta yanıt verirken, 5 hastada (%45,5) tam remission sağlanmış ve son kontrolde bunlardan sadece birinde (%27,3) hastalıksız sağkalım elde edilebilmiştir. Her iki grup arasında, grade I-II ya da III-IV acute GVHD insidansı istatistiki olarak anlamlı bulunamamıştır.
               Nihayetinde, hengi yöntemle olursa olsun MRD ya da artmakta olan mixed chimerism varlığında, aşikar nüksü beklemeden profilaktik DLI uygulamasının gerek full donor chimerizmini indüklemekte, gerekse MRD'nin üstesinde gelme ve nihayetinde aşikar relapsı önlemede etkili olduğu anlaşılmıştır. 
d) Complications of DLI
               DLI uygulaması sonrası en sık gelişen komplikasyon GVHD olup bunu marrow aplasia izlemektedir (3, 4). Yakın zamanda İngiltere'den yayımlanan çok merkezli retrospektif bir analizde; DLI sonrası acute ve chronic GVHD gelişme oranları sırasıyla %32 ve %38 olarak bildirilmiştir (52). Beklendiği üzere GVHD, profilaktik DLI grubunda, therapeutic gruba göre anlamlı olarak düşük çıkmıştır (sırasıyla %56 vs %80). Bu çalışmayla birlikte genel kanaat, DLI'da uygulanan doz ile GVHD gelişimi arasında bir korelasyon olduğudur. DLI'da verilen T hücre miktarı > 1x108 hücre/kg olduğunda GVHD gelişme riski %50 civarında olurken, T hücre miktarının < 107 hücre/kg olması durumunda ise sadece %10 dolaylarında bir GVHD gelişme riski olduğu bilinmektedir (4). 
               İngiliz çalışmasında DLI sonrası GVHD insidansı beklenenden kısmen fazla olsa da (%71), ilginç olarak GVHD'ye atfedilen ölüm oranları oldukça düşüktür: %6 (52). Frey ve Porter'in derlemesinde de acute ve chronic GVHD insidansı sırasıyla %40-60 ve %33-61 olarak verilirken, GVHD'den kaynaklanan ölüm oranı ise %6-11 olarak bildirilmektedir (53). Çok merkezli retrospektif İngiliz çalışmasında, acute GVHD'nin DLI uygulamasını takiben tipik olarak 1. ayda geliştiği bildirilirken, en sık tutulan organlar ise sırasıyla cilt (%82), liver (%41) ve gut (%41) olarak sıralanmıştır. Tüm gruptaki grade III-IV acute GVHD oranı %15 olurken, hemen tüm hastalarda ilk sıra tedaviyi kortikosteroidler oluşturmaktadır. %55 hasta bu tedaviye yanıt verirken, %36 hasta ise yanıtsız kalıp, daha ileri sıra tedavilere gereksinim göstermiştir. Bu çalışmada acute GVHD gelişenlerin 1/3'ünde relaps gelişip, 1/4'ü de relaps nedeniyle ölürken, tüm bu oranların GVHD gelişmeyenlerle benzer olması, DLI sonrası gelişen acute GVHD'nin hastaları nükse ve dahası ölüme karşı koruyamadığının bir göstergesi olarak yorumlanmıştır. Aynı çalışmadaki chronic GVHD features, klasik allo-HSCT sonrası gelişen chronic GVHD ile benzeşirken, post DLI 2. yılda bile chronic GVHD görülmesi ise farklılığı oluşturan bir özellik olarak öne çıkmaktadır. The most frequent organs involved were skin 73%, followed by oral mucosa (%58). İlk sıra tedavinin hemen tüm hastalarda kortikosteroid olarak seçildiği chronic GVHD'de, %62 hasta bu tedaviye yanıt verirken, geri kalanı ise daha ileri tedavilere gereksinim göstermiştir. 
               DLI sonrası GVHD gelişimi için en önemli risk etkeni olarak DLI dozu öne sürülürken, USA'dan yapılan retrospektif bir analizde non-white race ve allo-HSCT sonrası chronic GVHD varlığı bağımsız birer risk etkeni olarak öne çıkmışlardır (15). İlginç olarak allo-HSCT sonrası acute GVHD varlığı, DLI sonrası gelişebilecek GVHD için bir risk oluşturmazken, donor-recipient sex mismatched, receipt DLI more or less than one year from allo-HSCT, and use of T cell depleted grafts for HSCT'nin de etkisi bulunamamıştır. Oysa bir EBMT analizinde ise, T cell depleted graft ile allo-HSCT yapılmasının, DLI sonrası GVHD gelişimi için bir risk oluşturduğu bildirilmiştir (14). Bu çalışmada da sex of donor, diagnosis, proximity of DLI to alloHSCT, mononuclear cell dose ve DLI öncesi chemoterapy verilip verilmemesi gibi etkenlerin birer risk oluşturmadığı saptanmıştır. 
               Uzun yıllar boyunca ve hala da, istenen GVT etkisinin istenmeyen GVHD komplikasyonundan nasıl ayrılabileceğine dair çalışmalar yapılmıştır ve yapılmaktadır. Bazıları, gerekli minimal bir DLI dozunun gereken etkiyi gösterirken, GVHD'ye yol açmayabileceğini öne sürmektedirler (53). Aslında bu görüş, DLI'ın gerek GVT ve gerekse GVHD etkilerini sadece T hücre miktarına indirgemektedir. Yine de dose escalation of DLI ile GVHD gelişimi en aza indirilirken, GVT etkisinin de devam etmekte olduğu gösterilmiştir. T cell depleted allo-HSCT sonrası nüks olan 22 CML olgusu, escalating dose DLI ile yanıt alınıncaya ya da GVHD gelişinceye kadar tedavi edilmişlerdir (54). Toplamda, 1x105 T cells/kg'dan 5x108 T cells/kg'a kadar eight dose levels verilmiştir. Verilen T hücre miktarı 1x107/kg ile 5x108/kg doz aralığında olan 9 hastada resmission elde edilirken, toplamda %52 olguda GVHD gelişmeksizin complete remission elde edildiği bildirilmiştir. Bazı çalışmalarda CD8 depleted bone marrow graft kullanımının allo-HSCT sonrası GVHD gelişimini azalttığı yönündeki bulgular, CD8 depleted DLI kullanılmasının da aynı etkiyle sonuçlanabileceği fikrini doğurmuştur (53). Profilaktik unmanipulated DLI ile CD8 depleted DLI kullanımını karşılaştıran prospektif bir çalışmada, 9 hastalık konvansiyonel DLI grubunda %67 oranında GVHD gelişirken, CD8 depleted grupta ise hiçbir hastada GVHD gelişmemesi ilginç bir sonuç olarak karşımızda durmaktadır (55).
               DLI sonrası marrow aplasia oranları yaklaşık %20-40 civarında olup, ölüm riski ise %5'dir (4). En sık mortalite nedenleri enfeksiyon ve kanama olup, DLI sonrası aplasia gelişimini tetikleyen en önemli etken ise residual host hematopoezisinin varlığı ve oranı olarak bildirilmiştir (3, 56). Aslında aplasia gelişiminin mekanizması çok açık değildir. CML ile AML kıyaslandığında, daha çok hematological relapse of chronic phase CML hastalarında görülmektedir (4).

Conclusions
               TKI'nin büyük bir başarı ile klinik uygulamada yer bulması neticesinde CML için daha arka sıralara düşen allo-HSCT uygulaması, AML için Avrupa ve USA'da ise sırasıyla %32 ve %37 gibi oranlarla yaygın olarak kullanılan bir tedavi modalitesidir (52). Bununla birlikte chronic evrede nüks olan CML hastalarında uygulanan DLI'ın büyük başarısı yıllar içerisinde hemen hiç bir hastalık alt tipindeki uygulamalarda elde edilememiştir.
               Bilinmektedir ki DLI, aşikar nüks durumlarından ziyade, tumor burdenin düşük olduğu, "nüks başlangıcı" ya da kimerizm kaybı ya da MRD durumlarında daha etkilidir. Dolayısıyla allo-HSCT sırasında hastanın nüks riski hesaplanmalı, profilaktik DLI uygulaması, aşikar nüks görülmeden yapılmalıdır. Unutulmaması gereken bir konu da, çelişkili de olsa DLI ile allo-HSCT arasındaki sürenin kısa olmasının GVHD gelişimi için bir risk oluşturabileceğidir. 

               Therapeutic DLI uygulaması, klinik kullanımda kendisine daha fazla yer bulmasına karşın, başarı şansı profilaktik uygulamaya göre belirgin düşüktür. Bazıları, öncesinde verilen klasik chemotherapy ile tümör yükünün azaltılmasının yararlı olacağı görüşünü taşımaktayken, bazı yazarlar ise tümör burden nispeten düşük hastalarda hipometile edici tedavilerle birlikte kullanılmasının daha yararlı olduğunu bildirmişlerdir (3, 40). 
               Escalating dose regimen'in gerek daha az GVHD geliştirme riski ve gerekse başabaş GVT etkinliği gibi avantajlarıyla klinik kullanımda tercih edildiği bir gerçektir (3, 57). 

               Günümüzde, DLI'ın GVT etkinliğini arttırıp GVHD başta olmak üzere komplikasyonlarını azaltmaya yönelik pek çok çalışma yürütülmektedir. Klinik pratikteki pekçok sınırlamalara karşın; DLI, hematolojik malignitelere karşın uygulanagelen adoptive immunotherapynin en güçlü örneğidir. Dahası, GVT etkisiyle alakalı olacak şekilde, effector hücrelerin ve malign hücrelerdeki hedef antijenlerin daha net tanımlanması, daha etkili ve güvenli DLI yöntemlerinin geliştirilmesini sağlayacaktır.
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