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OZET

Satirer O, Hematopoietik kok hiicre nakli yapilmis hastalarda anjiyogenetik faktor
diizeylerinin aGvHH ile iliskisi. Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Tezi, Ankara, 2019
Allojeneik hematopoietik kok hiicre nakli (HKHN) 6zellikle hematolojik kanserlerde, hastalik
eradikasyonu ic¢in ¢ok oOnemli bir tedavi seklidir. Ancak akut gelisen bir alloreaktif
immiinolojik  reaksiyon olan graft versus 16semi etkisi hematopoetik sistem disina
yayildiginda en 6nemli transplant komplikasyonlarindan biri olan akut graft versus host
hastaligi (GvHH) gelismesine neden olmaktadir. Devam eden laboratuvar ve klinik caligmalar
ile aGvHH etyopatogenezi daha iyi anlagilmaya baglanmistir. Ancak belirlenen farkli
biyobelirtec  panellerinden  (sistemik  inflamasyon, immiin  aktivasyon,  endotel
hasari/aktivasyonu ile iliskili) higbirinin aGvHH gelisme riskinin veya steroid tedavi yanitinin
erken tespiti saglayacak etkinligi/giivenilirligi kanitlanamamistir. Son yillarda elde edilen
bilimsel veriler aGvHH gelisiminde vaskiiler endotel hiicre hasari, disfonksiyonu ve/veya
aktivasyonunun da immiin aktivasyon kadar kritik 6nem tasidigini gostermistir.
Transplantasyon oncesi verilen kemoterapi ve radyoterapi igeren yogun hazirlama rejimleri,
proflaktik immiinsupresif tedaviler, engraftmanm desteklemek igin kullanilan biiyiime
faktorleri ve gelisen enfeksiyonlar endotel hasarina neden olabilmektedir. Endotel hasari
endotel hiicre aktivasyonuna ve anjiyogenezin uyarilmasina yol acar. Anjiyogenezin aGvHH
gelisimindeki Oonemli rolii farkli aragtirma sonuglari ile gosterilmis olmasina ragmen
anjiyogenez ile inflamasyon arasindaki iligkinin aGvHH patogenezindeki rolii (neden veya
sonug iliskisi) hala arastirilmaktadir.

Calismamiza Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Kemik iligi Transplantasyonu Unitesi’nde, Haziran 2008 ile Ekim 2018 tarihleri
arasindaki allojeneik HKHN yapilmig 37 tane hasta dahil edilmistir. Hasta grubu, malign ya
da malignite dis1 nedenler ile HKHN yapilmis olan tiim hastalar1 kapsamaktadir [18 kiz, 19
erkek; ortalama yas: 8,5 (1-22 ) ]. Ayrica 10 saglikli kok hiicre vericisi kontrol grubu olarak
calismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu ortalama yaslar1 22,4 (2-39) olan 7 kadin ve 3
erkekten olusmaktadir.

Hastalarin hazirlik rejimi oncesinde (-9.glinde) ve hazirlik rejimi tamamlandiktan hemen
sonra, transplantasyon oOncesi (0.giinde) toplanan plazma Orneklerinden endotel hiicre
kaynakl1 anjiogenik faktorlerlerden (Epidermal biiyiime faktorii (EGF), Anjiopoetin-2 (Ang2),
Endoglin, Follistatin (FS), Heparin baglayici epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF), Plasental
biiylime faktorii (PLGF) ve Vaskiiler endotelial biiyiime faktor A (VEGF-A) diizeyleri
multiplex immunoassay yontemi ile caligmistir. Doku rejenerasyonu ile iliskili trofik faktorler
olan VEGF-A, HB-EGF, EGF ve inflamasyon/doku hasari ile iligkili olan Ang2, Folistatin ve
Endoglin diizeylerine bakilarak aGvHH gelisme riskini belirlemede kullanilabilecek
anjiyogenik bir profil elde edilmesi hedeflenmistir. Ayrica sistemik inflamasyon belirtegleri
olarak serum {irik asit ve alblimin degerleri, mutlak lenfosit ve monosit sayilari da rejim oncesi
(-9.giinde) ve sonrasi (0.glinde) olmak tizere iki kez bakilarak kaydedilmistir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarda ,Ang2, Endoglin, EGF, HB-EGF, VEGF-A plazma
diizeyleri incelendiginde hazirlama rejimi oncesi (-9.glin) bakilan degerlerin rejim aldiktan
sonra (0.giin) ciddi bir diigme gosterdigi ancak sadece Ang2 ve Endoglin icin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda bu degisimin istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Rejim sonrasi bakilan bu angiogenik faktor diizeyleri ile kontrol grubundan elde edilen
degerler karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadigi bulunmustur (p>0.05).

Plazma Folistatin diizeyleri incelendiginde ise ise; hem rejim dncesinde (-9.giin) hemde rejim
sonrasinda (0.giin) plazma degerinin kontrol grubu ile hem karsilastirildiginda anlamli olarak
yiiksek kaldigi gorulmustur.

Ayni zamanda hastalardan hazirlama rejimi dncesinde ve sonrasinda bakilmis olan sistemik
inflamasyon belirtecleri olan iirik asit, albiimin, absolii lenfosit, absolii monosit degerleri de
karsilastirilmistir. Eksi dokuzuncu giin ve sifirinci giin absolii lenfosit ve monosit



degerlerindeki degisim hem sayisal hem de istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. Diger
parametrelerde ise sayisal agidan fark olmakla birlikte istatistiksel acidan fark tespit
edilememistir.

aGvHH gelisen grup ile gelismeyen hasta gruplari arasinda rejim 6ncesi ve sonrasi plazma
Ang2, VEGF-A, Endoglin, Follistatin, HB-EGF diizeyleri ve diger parametreler (iirik asit,
albiimin, absolil lenfosit, absolii monosit sayilari) ) acisindan farklilik olup olmadigi
arastirildiginda gruplar arasinda hic bir farklilik olmadigi tespit edilmistir.

Daha sonra pre-transplant angiyogenik profil belirleme acisindan daha anlamli olabilecegi
diisiiniilerek rejim dncesi ve sonrasi degerlerin oranlanmasi ile indeks degerleri hesaplanmis
ve aGVHH olan ve olmayan hastalar arasinda indeks degerleri acisindan farklilik olup olmadigi
irdelenmistir. aGvHH gelisen grupta Ang2 indeks ortalama degeri 3,59+2,98 bulunurken;
GvHH gelistirmeyen grupta bu deger 1,99 +1,11’dir (p=0.043). Endoglin, VEGF-A, Folistatin,
HB-EGF, {irik asit, albiimin, lenfosit, monosit parametrelerine ait indeks degerlerinde ise; iki
grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamustir.

Akut GvHH olan ve olmayan hasta grubunda ortalama sag kalim siiresi kiyaslandig1 zaman
aGvHH gelistirmeyen hastalarin gelistiren hastalara gore daha uzun siire yasadigi tespit
edilmekle birlikte bu fark istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Lojistik Regresyon Analizi sonucuna gore aGVHH geligme riski acisindan yapilan analizlerde
primer hastalik siniflamasi (malign vs. nonmalign), Ang2 ve albiimin indeks degiskenleri
onemli bulunmustur (p<0.05). Malign hastaliklar nedenle nakil yapilmis olan hastalarin
malign olmayan nedenle nakil yapilmis olan hastalara oranla akut GvHH goriilme riski 9,72
kat fazladir. Ang2 indeks degerindeki bir birim artisin aGvHH hastalig1 goriilme riski 2,25 kat
arttirdig1 ve tedavi sonrasi alblimin degerindeki diisme yani indeks degerindeki bir birimlik
artisin ise aGvHH riskini 62 (1/0,016) kat arttirdig1 bulunmustur.

Sonug olarak allogeneik HKHN yapilan hastalarda nakil 6ncesi endotel iliskili angiyogenik
faktor diizeyleri prognostik bilgi edinebilmek amaciyla incelendiginde sadece vaskuler
endotel hasari ve inflamasyon ile iligkili olan Ang2 indeksi acisindan farklilik saptanmistir.
Ang2 degeri yiiksek olup,hazirlik rejimi sonrasi yeterli diizeyde diisiis elde edilemeyen
dolay1si ile Ang2 indeksi yiiksek olan hastalarin aGvHH gelisimi acisindan riskli olduklari
tespit edilmistir.. Diger angioyogenik faktorler ile aGvHH gelisimi arasinda iliski tespit
edilememistir. Bu durum calismadaki hasta sayimizin sinirli olmasindan kaynakli olabilir.
Ancak hem aGvHH olan hemde olmayan hastalarda rejim sonrasi benzer degisim paternlerinin
izlenmis olmasi, aGVHH heniiz gelismedigi erken donemdeki inflamasyon baslangicindaki
endotel hiicre degisim mekanizmalarinin, aGvHH gelistikten sonra goriilen endotel hiicre
activasyon/hasar mekanizmalarindan farkli olabilecegini diisiindiirtmektedir. Dolayisi ile
transplant Oncesi aGvHH gelisme riskini tespit edebilmek i¢in bu mekanizmalarin
aydinlatilmasi ve daha genis kapsamli klinik arastirmalar ile bu sonuclarin dogrulanmasi
gerekmektedir. Bu calisma sonunda elde edilen ve aGvHH gelisme riski acisndan anlamli
bulunan Ang2 ve Albumin indeksleri ayni zamanda immun regulatuvar rolleride olan
angiogenik faktorler ile inflamasyon baslangici arasindaki bu iliskinin daha detayli
arastirilmasi gerekliligini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler:Hematopoietik Kok Hiicre Transplantasyonu, Graft versus Host
Hastalig1, Anjiyogenetik Faktorler
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ABSTRACT

Satirer O, The relationship between aGvHH and angiogenetic factor levels in
hematopoietic stem cell transport. Child Health and Diseases Thesis, Ankara, 2019.
Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a very important treatment
for disease eradication, especially in hematological cancers. However, when the effect of
graft versus leukemia spreading out of the hematopoietic system, an acute alloreactive
immunological reaction, causes acute graft versus host disease (GvHD) which is one of
the most important transplant complications. The ongoing laboratory and clinical studies
have begun to better understand the etiopathogenesis of aGvHH. However, the efficacy /
safety of none of the different biomarker panels (systemic inflammation, immune
activation, associated with endothelial injury / activation) to provide early detection of
aGvHH development or steroid treatment response could not be established. Recent
scientific data have shown that vascular endothelial cell damage, dysfunction and / or
activation are as critical as immune activation in the development of aGvHH.

Intensive preparation regimens including chemotherapy and radiotherapy given before
transplantation, prophylactic immunosuppressive therapies, growth factors used to support
engraftment and developing infections may cause endothelial damage. Endothelial
damage leads to endothelial cell activation and stimulation of angiogenesis. Although the
role of angiogenesis in aGvHH development has been demonstrated by different research
results, the role of the relationship between angiogenesis and inflammation in the
pathogenesis of aGvHH is still being investigated.

In our study, 37 patients with allogeneic HSCT between June 2008 and October 2018 were
included in the study of the Bone Marrow Transplantation Unit, Department of Pediatrics,
Hacettepe University, Faculty of Medicine. The patient group consisted of all patients who
underwent HSCT for malignant or non-malignant reasons [18 girls, 19 men; Mean age:
8.5 (1-22)]. In addition, 10 healthy stem cell donors were included in the study as a control
group. The control group consisted of 7 women and 3 men with a mean age of 22.4 (2-
39).

Before the preparation regimen of the patients (day -9) and immediately after completion
of the preparation regimen, plasma samples collected before transplantation (day 0) from
endothelial cell-derived angiogenic factors (Epidermal Growth Factor (EGF),
Angiopoietin-2 (Ang2), Endoglin, Follistatin (FS), Heparin-binding epidermal growth
factor (HB-EGF), Placental growth factor (PLGF) and Vascular endothelial growth factor
A (VEGF-A) levels were studied by multiplex immunoassay method VEGF-A, the trophic
factors associated with tissue regeneration. The aim of this study is to obtain an angiogenic
profile which can be used to determine the risk of aGvHH development by looking at the
levels of HBV-EGF, EGF and inflammation / tissue damage in terms of Ang2, Folistatin
and Endoglin levels. pre-regime (-9th day) and later (on day 0) were recorded twice.

In all patients included in the study, Ang2, Endoglin, EGF, HB-EGF, VEGF-A plasma
levels were examined when the pre-treatment regimen (-9th day) values after the regime
(day 0) showed a significant decrease but only Ang2 and Endoglin It was determined that
this change was statistically significant when compared with the control group (p <0.05).
There was no significant difference between these angiogenic factor levels and the control
group (p> 0.05).

Plasma Folistatin levels are examined; It was observed that the plasma values were
significantly higher when compared with the control group both before the regimen (-9th
day) and after the regime (day 0).
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At the same time, uric acid, albumin, abscess lymphocyte and absolute monocyte values,
which are the markers of systemic inflammation, were compared before and after the
preparation period. The change in abscess lymphocyte and monocyte values on day minus
ninth day and zero day were found to be both statistically significant and statistically
significant. In other parameters, although there is a difference in terms of numerical
difference, no statistically significant difference was found.

The groups that did not develop with aGvHH group were evaluated before and after the
administration of the groups. There was no difference between them.

Afterwards, it was thought that pre-transplant angiogenic profile could be more
meaningful and the index values were calculated with the ratio of the values before and
after the regime and whether there was any difference between the patients with and
without aGvHD. The mean value of Ang2 index was 3.59 &+ 2.98 in the developing group.
In the group who did not develop GvHH, this value was 1.99 + 1.11 (p = 0.043). In the
index values of Endoglin, VEGF-A, Folistatin, HB-EGF, uric acid, albumin, lymphocyte
and monocyte parameters; There was no statistically significant difference between the
two groups.

Although the mean survival time of the patients with and without acute GvHH was
compared with the patients who did not develop aGvHH compared to the patients who
developed it, this difference was not found statistically significant (p> 0.05).

According to the results of logistic regression analysis, primary disease classification
(malignant vs. nonmalign), Ang2 and albumin index variables were found to be significant
in the analyzes made for the risk of developing aGVHD (p <0.05). The risk of acute GvHH
is 9.72 times higher than the patients who underwent transplantation because of malignant
diseases. It was found that a unit increase in Ang2 index increased the risk of aGvHH
disease by 2.24 times and a decrease in albumin value after treatment, ie a one-unit
increase in the index value increased the risk of aGvHH by 62 (1/0.016).

In conclusion, endothelium-related angiogenic factor levels before transplantation in
patients undergoing allogeneic HSCT were statistically different from Ang2 index, which
was associated with vascular endothelial injury and inflammation. Ang2 value is high and
it is determined that patients with high Ang2 index are at risk of developing aGvHH after
the preparation regimen. Therefore, there was no relationship between the other
angioyogenic factors and aGvHH development. This may be due to the limited number of
patients in our study. However, the similar patterns of change in patients with and without
aGvHH have been shown to be different from the endothelial cell activation / damage
mechanisms seen in the onset of inflammation at the beginning of inflammation in the
early period when aGvHH has not been developed. Therefore, in order to determine the
risk of aGVHH before transplantation, these mechanisms should be illuminated and these
results should be verified with a wider clinical research. The Ang2 and Albumin indices
obtained at the end of this study and which are significant in terms of the risk of developing
aGVvHH also indicate the necessity to investigate this relationship between the onset of
angiogenic factors in the immune regulated roles and the onset of inflammation.

Keywords: Hematopoietic Stem Cell Transplantation, Graft versus Host Disease,
Angiogenetic Factors
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1. GIRIS ve AMAC

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonunun hematolojik kanserlerde ve
kanser dis1 pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanim1 giderek yayginlagsmakta ve tedavi
basaris1 artmaktadir. Donor seciminde kullanilan molekiiler tekniklerin gelisimi,
hazirlama rejimlerinin ve destek tedavilerinin modifikasyonu bu basariya énemli katki
saglamistir. Allojenik hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (HKHT) ozellikle
hematolojik kanserlerde, hastalik eradikasyonu i¢in ¢ok onemli bir tedavi seklidir.
Ancak akut gelisen bir alloreaktif immiinolojik reaksiyon olan graft versus losemi
etkisi hematopoetik  sistem disina  yayildiginda en Onemli transplant
komplikasyonlarindan biri olan akut graft versus host hastalii (GvHH) gelismesine
neden olmaktadir [1]. GVHH genellikle standart tedavi yaklasimi olarak yiiksek doz
steroid basta olmak {iizere ¢oklu immiinosupresif tedavilerin kullanimim
gerektirmektedir. Ancak hastalarin 6nemli bir grubunda steroid tedavisine direng ya
da bagimlilik gelismekte ve uzun siireli ¢oklu immiinsupresif tedavilerin kullanimina
bagl ¢ok ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir [4].Devam eden laboratuvar ve
klinik caligmalar ile aGvHH etyopatogenezi daha iyi anlasilmaya baslanmistir. Ancak
belirlenen farkli biyobelirte¢ panellerinden (sistemik inflamasyon, immiin aktivasyon,
endotel hasari/aktivasyonu ile iliskili) hi¢gbirinin aGvHH gelisme riskinin ve steroid
tedavi yanitinin erken tespiti saglayacak etkinligi giivenilirligi kanitlanamamistir [5].
Bu nedenle aGvHH gelisimi acisindan standart risk grubunda degerlendirilen
hastalarin bir kisminda ciddi tedavi direnci ortaya ¢ikarken, ytiksek riskli kabul edilen
hastalarin bir kismi1 da gereksiz yere yogun immiinosupresif tedavi almaktadir.

Akut gelisen ve dokularda 6zellikle cilt, karaciger ve gastrointestinal sistemde
yogun inflamatuvar hasara yol acan bir klinik tabloya neden olan aGvHH’nin
temelinde allojenik dondr hiicrelerinin alic1 dokular1 tarafindan sunulan polimorfik
doku antijenlerine gosterdikleri giiclii immiinolojik yanit yatmaktadir. Son yillarda
elde edilen bilimsel veriler aGvHH gelisiminde vaskiiler endotel hiicre hasari,
disfonksiyonu ve/veya aktivasyonunun da immiin aktivasyon kadar kritik dnem
tasidigint gostermistir [2].

Transplantasyon oncesi verilen kemoterapi ve radyoterapi igeren yogun

hazirlama rejimleri, proflaktik immiinsupresif tedaviler, engraftmani desteklemek i¢in



kullanilan biiyiime faktorleri ve gelisen enfeksiyonlar endotel hasarina neden
olabilmektedir. Endotel hasar1 endotel hiicre aktivasyonuna ve anjiyogenezin
uyarilmasia yol acar. Anjiyogenezin aGvHH gelisimindeki onemli rolii farkli
arastirma sonuglar1 ile gosterilmis olmasma ragmen anjiyogenez ile inflamasyon
arasindaki iligkinin aGvHH patogenezindeki rolii (neden veya sonug iliskisi) hala
arastirilmaktadir. Bu iligkinin aydinlatilmasi aGvHH disinda endotel hasart ile iligkili
diger erken transplantasyon komplikasyonlarininda (venooklusif hastalik, kapiler
kagak sendromu, engraftman sendromu, diffiiz alveolar hemoraji, idiopatik pnomoni
sendromu ve transplant-iliskili mikroanjiopati) erken tanisini ve tedavisinede katkida
bulunacaktir [3]. Endotel hasarinin ve aktivasyonunun belirlenmesi i¢in koagiilasyon,
hiicresel adezyon veya anjiyogenez ile iligkili farkli biyobelirteclere bakilabilir.
Endotel-iligkili bu belirteglerden olan anjiyojenik faktor diizeylerine, ilk
hasarin gelistigi erken donemde (hazirlama rejimi sonrasi) bakilmasi, endotel
hiicresinin hasara duyarliligi hakkinda bilgi veren anjiyojenik profilin ¢ikarilmasini
saglayabilir. Doku onarimi1 ve rejenerasyon ile iligkili anjiyojenik faktorler (VEGF,
EGF, HB-EGF, vb.) ile endotel hasar1 ve inflamasyonla iligkili anjiyojenik faktorler
(Ang2, endoglin, PIGF, follistatin, vb.) arasindaki denge hakkinda bilgi verici olan
boyle bir profilleme ile aGvHH gelisme riskinin erken donemde tespiti ve tedavi
planlamasi yapilabilir. Bu ¢alismada transplant dncesi bakilacak endotel ile iliskili
plazma anjiyojenik faktor diizeyleri ile aGvHH gelisim riski arasindaki iligkinin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hematopoietik Kok Hiicre ve Hematopoietik Kok Transplantasyonu

Kok hiicreler kendi kendini yenilenebilme ve kokliiliikk derecesine gore degisik
hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyeline sahip olan hiicrelerdir. Biitiin
hematopoietik hiicre serilerinin kaynagi olan “Hematopoietik Kok Hiicreler (HKH)*,
doku onarimi ve rejenerasyonu i¢in gerekli olan ve doku/organlarin neredeyse
tamaminda varlig1 gosterilmis olan somatik kok hiicreler icerisinde en fazla calisilan
kok hiicre modelini olusturmaktadir. HKH davranislarinin dogru anlasilabilmesi i¢in
HKH nis organizasyonunun, nisi olusturan hematopietik veya non-hematopoietik

hiicreler birbirleri ve ndrovaskuler ag ile etkilesimlerinin bilinmesi dnemlidir [6] [7].

Mezenkimal Stromal Hucre

Endotel Hacre
f Konak
\]F-I;CKERG

Kemik iligi Nigi

Kék Hicre
Anjiyopoetin
Osteopontin

Yenilenehilen/
Godalan Hicre
Farklasma

osteoklast osteoblast

Sekil 1. Hematopoietik Kok Hiicre Ozellikleri ve Kemik iligi Nis Bilesenleri [7]

Deneysel hematoloji alanindaki arastirmalar sayesinde HKH’ler ile farkli
hematopoietik hiicre serilerindeki fonksiyon yetersizligi ve/veya bozuklugunun
giderilmesi basta HKHT olmak {izere etkili hiicresel replasman tedavilerinin

gelistirilmesinin yolu agilmistir. Bu tedaviler igerisinde en yaygin olarak kullanilan



ve en basarili olan hematopoietik kok hiicre transplantasyonunda hedef, kemik iliginin
benign veya malign hastaliklarinda hastanin kendisinden ya da saglikli ve doku grubu
uyumlu baska kisilerden aliman hematopoetik kok hiicrelerin hazirlama rejimini
takiben hastaya verilmesi ile normal hematopoezin yeniden baslatilmasi1 ve kalici
olarak idame ettirilmesidir [8].

Hematopoietik kok hiicre kaynagi; kemik iligi, periferik kan veya kordon kan
olabilmektedir. Eger kok hiicre kaynagi, hastanin kendisi ise ‘‘otolog’’, doku grubu
tam veya kismi uyumlu baska bir kisi ise ‘‘allojenik’> HKHT olarak isimlendirilir.
Allojenik HKHT da donoriin akraba-dis1 (akraba olmayan) veya akraba (akraba olan)
olmasina gore de siniflandirilir. Akraba dondrler ise hastanin kardesi, sinjenik ikizi
veya kardes dis1 akrabasi olarak kendi i¢inde ayrilir.

Gilinimiizde malign (I6semiler, lenfomalar, solid tiimdrler vb.) ve benign
(hemoglobinopatiler, aplastik anemi, kalitsal immiin yetmezlikler vb.) bir¢ok
hastaligin tedavisinde HKHT uygulanabilmektedir [9]. ideal allojenik HKH donérii,
hastanin insan lokosit antijeni (HLA) ile tam uyumlu olan kardesidir. Boylelikle
transplantasyon sonrast alloreaktif immiinolojik komplikasyonlarin goriilme olasilig
en aza indirgenmis olur. Akraba disi dondrlerden yapilan HKHT’nunda,
transplantasyon iligkili erken donem mortalite ve morbidite olasiginda artis bulunmus
olmakla birlikte gelisen donor tarama methodlari, graft isleme teknikleri ve destek
tedavileri sayesinde giintimiizde akraba dis1 dondr kullanilmasi pek ¢ok hastalik i¢in

kiiratif olabilmektedir [10].
2.2. Hematopoietik Kok Hiicre Kaynaklar:

2.2.1. Kemik iligi Kaynaklh Hematopoietik Kok Hiicreler

Kan yapici kok hiicrelerin ana kaynagi olan kemik iliginin vericiden alinmasi
cerrahi bir siiregtir. Vericiye ameliyathanede genel ya da spinal anestezi
uygulanmaktadir. Ozel kemik iligi igneleri ile iliak kemigin arka {ist kenarindan kemik
iligi enjektorle cekilir. Toplama sirasinda bir seferde g¢ekilen kemik iligi miktari
arttikca tirtindeki periferik T hiicre miktar1 da artar. Bu nedenle tek seferde 2-3 ml’den
daha fazla kemik iligi ¢ekilmemeye dikkat edilir. Allojenik nakillerde alicinin kilosu

basma 2-6x10%, otolog nakillerde ise 1-2x10% ¢ekirdekli hiicre toplanmasi



beklenmektedir. CD34" hiicreler kan yapici dnciil hiicrelerin bir gostergesidir. Normal
kemik iligi hiicrelerinin %0.5-5 ‘ini olusturur [11].

Toplanan kemik iligi iirlinii, pihtilardan ve kemik partikiillerinden temizlenmek
igin filtreden gegirilmelidir. Kan gurubu uygunsuzlugu yoksa ve alinan hiicrelere in
vitro ayiklama islemi yapilmayacaksa toplanan hiicreler genellikle ilk birkac¢ saat
icinde ve hastalarin ¢ogunda ilk 24 saat i¢inde damar yolu ile alicilara verilir. Otolog
nakillerde ise toplanan iirin dondurularak saklanir ve yliksek doz radyoterapi ve/veya

kemotrapi sonrasi eritilerek damar yolu ile hastaya verilir [12].

2.2.2. Periferik Kan Kaynakh Hematopoietik Kok Hiicreler

1998°den once cogu allojenik kok hiicre naklinde baslica kaynak kemik iligi
iken bu tarihten sonra 6zellikle alicilarin 20 yas ve tlizerinde oldugu durumlarda kok
hiicre kaynagi olarak dolasan kan kaynakli (periferik) kok hiicrelerin kullanimi
artmistir. Aferez yontemi ile periferik kandan hematopoietik kok hiicrelerin toplandigi
bu islem sirasinda genel ya da spinal anestezi uygulamasi gerekmez. Ayrica nakil

sonrasi kan yapim siireci de daha hizli diizelme gostermektedir [13].

2.2.3.Kordon Kani Kaynaklh Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Kordon kani kolay toplanabilen, verici i¢in herhangi bir risk tasimayan yeni bir
kok hiicre kaynagidir. Yalnizca dogumdan sonra plasental yiizdeki kan alinarak elde
edilir. Fakat kemik iligi ve periferik kana gore daha diisiik sayida hiicre igerir bu durum
ilk etapta bir dezvantaj gibi goriinse de; aym1 zamanda icerdigi kok hiicre sayisi
periferik kana gore yaklasik bes kat fazladir. Veriler incelendigi zaman bugiine kadar
yapilmis olan nakillerde, hiicre sayisinin yetersizligi gibi bir problem ile sik olarak
karsilasilmadigi gézlenmistir. Ayni zamanda nakil yapilan bu hastalarda GvHH daha
nadir gozlendigi ve daha hafif seyrettigi de raporlanmistir [14-16].

2.3. Kok Hiicre Nakli Tipleri

2.3.1.Sinjeneik Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Sinjeneik nakil; alict ve vericinin tek yumurta ikizi oldugu durumlarda yapilan

nakile verilen isimdir. Bu durumda alic1 ve vericinin ikisi de ayni genetik yap1 ve ayni



doku tipine sahiptir. Bu tip nakillerde verici hiicrelerinin reddedilmesi ihtimali teorik
olarak miimkiin degildir ve alict dokular1 vericinin immiin hiicrelerinin saldirisina

ugramaz [17].

2.3.2.0tolog Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Verici kisinin kendisidir. Genellikle lenfoma ya da solid kanseri olan ¢ocuk ve
eriskin hastalarin tedavisinin belli bir agamasinda kok hiicreler kisinin kemik iliginden
ya da aferez yoluyla alinmis olan periferik kanindan toplanir ve yogun bir radyoterapi
ve/veya kemoterapi sonrasinda kan yapiminin diizeltilmesi amaglanarak hastaya geri
verilir.. Amac primer hastalik eradikasyonu i¢in uygulanan yiiksek doz sitoreduktif

tedavi sonrasi gelisen kemik iligi aplazisinin diizeltilmesidir.[17].

2.3.3. Allojenik Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Allojenik nakil farkli iki kisi arasinda yapilan hematopoetik kok hiicre nakline
verilen isimdir. Bu nakilden once alic1 ve verici arasindaki major doku antijenlerinin
uyum oranimi belirlemek son derece Onemlidir. Uyum, alici ve vericinin doku
tiplerinin molekiiler metodlar ile tayini yapilarak degerlendirilir.

Hematopoetik kok hiicre nakli yapilacak hastalarda en iyi verici tam uyumlu
kardes vericilerdir. Ancak kardeslerin doku tipleri her zaman tam olarak uymaz.
Allojenik nakil yapilacak hastalarin sadece %25-30’unun tam uyumlu kardes vericisi
vardir. Akrabalik evliliklerinin fazla oldugu iilkelerde bu oran daha yiiksektir ve
anne,baba veya akrabalar da tam uyumlu verici olabilir.

Doku grubu uyumlu olan hematopoetik kok hiicreler, akraba digi goniillii
vericilerden de elde edilebilir. Fakat uyum olasilig1 aile i¢i vericilere oranla oldukca
diisiiktiir. Akraba i¢i ve akraba dis1 allojenik nakiller, verilen hiicrelerin alic1 tarafindan
immiin reddi ve verici hiicrelerinin alict hiicrelerine karst gelistirdigi alloimmun

reaksiyon nedeni ile otolog nakillerden farklidir [17].

2.4. Donor Se¢imi
Alict ve verici (donor) arasindaki uyum doku tipi tayini ile degerlendirilir.
Doku tipi ile ilgili antijenler (Major Histocompatibility Complex, MHC) hiicre

yiizeyinde bulunan 6zgiil bir grup molekiil olup, kisinin bagisiklik sisteminin kendi



hiicreleri ile yabanci hiicreleri birbirinden ayirt etmesini saglayarak; kendi hiicrelerine
kars1 bir reaksiyon vermezken, yabanci hiicrelerin bir tehdit olarak algilamasinda ve
eredike edilmesinde rol alirlar.

Major doku grubu (MHC) antijenleri insanda 6. Kromozomun kisa kolu
tizerinde 6 milyon baz uzunlugunda bir parcada yerlesmis genler tarafindan kodlanir.
Bu genler Simif I-1I-1II olarak adlandirilir. Sinif I-II genler ilk olarak 16kositler
iizerinde belirlenmeleri nedeni ile “Insan Lokosit Antijenleri” (Human Leucocyte
Antigens-HLA) olarak adlandirilmiglardir. Sinif I antijenler; A,B,C gruplarini, sinif 1T
antijenler ise D olarak bilinen ve bes alt tipi olan (DR,DQ,DP,DO ve DN) grubu
kapsamaktadir.

Smif I antijenler insan viicudundaki tiim ¢ekirdekli hiicrelerde bulunur.
Sitotoksik T hiicrelerin (CD8" T lenfositler) antijenleri tanimasinda ve aktivasyonunda
rol alirlar. Stmif IT antijenler ise sadece monositler, aktive B ve dentritik hiicrelerin
gibi antijen sunucu hiicrelerin yilizeyinde bulunurlar.. Yardimci T hiicrelere (CD4™ T
lenfositler) antijen sunumunda rol oynarlar. Doku uygunluk antijenlerinin
tiplendirilmesinde serolojik ya da molekiiler yontemler son derece 6nemlidir. Fakat
alici ile vericinin Sinif I ve II antijenlerinin tamamen uyumlu oldugu nakillerde bile
verici hiicrelerin alici hiicrelerine karsi gelistirdigi bir alloreaktif immiinolojik yanit
olan GvHH  gelisebilmesi MHC antijenleri disinda kodlanan baska genetik
farkliliklarin da 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu farkli genler tarafindan kodlanan
molekiillere mindr doku grubu antijenleri adi1 verilmektedir, ancak rutinde doku

tipleme analizlerinde bakilan molekiiller degillerdir [18].

2.5. Hazirlama Rejimleri [19]

2.5.1. Myeloablatif Hazirlama Rejimleri

Miyeloablatif rejimlerle hastaya verilen yiiksek doz sitotoksik kemoterapi
ve/veya radyoterapi ile yetersiz ve/veya fonksiyonu bozuk olan mevcut kemik iliginin
yok edilerek (myelodeplesyon) yeni verilecek kok hiicrelere nis saglanmasi, ardindan
engraftman elde edilmesi, graft rejeksiyonu ve GvHH’nin onlenmesi igin yeterli
olgiide immiinosupresyon saglanmis olan alictya HLA tam uyumlu olan vericiden

alinan hematopoetik kok hiicrelerin verilmesi amaglanir. Hazirlama rejimi olarak total



viicut 1ginlamasi1 (TBI)/ Siklofosfamid (CY) , Busulfan (BU)/ CY gibi alkilleyici
kemoterapotik ajan kombinasyonlart klasik protokollerde en sik kullanilan
myeloablatif hazirlama rejimleridir. Bu rejimlerin birbirine {istiinliigli heniiz net olarak

gosterilememistir [20].

2.5.2. indirgenmis Yogunlukta Hazirlama Rejimleri

Indirgenmis yogunlukta hazirlama rejimleri (TYHR), yeterli immiinosupresyon
ile engraftmanin olusmasini ve myeloablasyon yapmadan daha az toksisite ile naklin
gerceklesmesini amaclayan genellikle fludarabin (FLU) ve doz ayarlamasi yapilmis,
myeloablatif ajanlari iceren rejimler olup; 6zellikle malign olmayan hastaliklarda,
kemik iligi yetmezligi sendromlarinda ve eslik eden hastaligi bulunan hastalarda
tedavi iligkili mortaliteyi azaltmak i¢in tercih edilen rejimlerdir. Genellikle HKHT
sonrasi gelisen sitopenin suresi ve kok hiicre replasmani gereksinimine gore
smiflandirilmaktadirlar [21],[22].

2.5.3. Radyasyon Temelli Rejimler

Hematopoetik kok hiicre nakli uygulamalarinin ilk basladigi dénemden beri
kullanilmakta olan total viicut iginlama (TBI) temelli rejimlerin tercih edilme nedenleri
arasinda; etkin immiinosupresif 0zellik, kemoterapotik ilaglara gére merkezi sinir
sistemi ve testisler gibi bolgelere daha iyi penetre olmasi nedeniyle bu bolgelerden
gelisebilecek niikslere kars1 daha etkili olmasi sayilabilir. Etkisi hizli ortaya ¢ikar, yar
omrii kisadir. TBI tek bir doz halinde veya fraksiyonel olarak verilebilir. Yapilan
caligmalar ile fraksiyonel giinliik dozlarda uygulanan TBI rejimlerinde erken ve geg
donemde ortaya ¢ikan komplikasyonlar ile daha nadir olarak karsilagilabildigi ortaya

konulmustur [21],[23].

2.6. Hematopoietik Kok Hiicrenin Verilisi ve Engraftman

Hazirlama rejiminden sonra toplanan kan yapici kok hiicreler bir santral venoz
kateter yoluyla alicinin kan dolagimina verilir. Kok hiicre verilmesi esnasinda agri,
dokiintii, ates, gogiis agris1 gibi transfiizyon iliskili komplikasyonlar gelisebilir. Verici
kaynakli kok hiicreler hiicreler arasi sinyalizasyon yolaklarinin aktivasyonu sayesinde

kendi yollarimi bularak kemik iligine ulagirlar. Saglikli hematopoietik hiicrelerin kan



hiicrelerine farklilagmalari ile kalici donor tipi hematopoezin rekonstriiksiyonu
gerceklesir. Nakil oncesi giinler eksi (-), nakil sonrasi giinler arti(+) olarak belirtilir
ve nakil gunu 0. Gun olarak ifade edilir. Boylece hasta ve ailesinin tedavinin neresinde
olduklarini, tranplant iliskili risklerin gelisim zamanlarini ve taburculuk zamanini daha

Iyi anlamasi ve hastalarin nakil surecinde daha iyi izlenmesi saglanmis olur [1].

2.6.1. Nakledilen Kok Hiicrenin Viicuda Yerlesmesi (Engraftman)

Engraftman, verilen kok hiicrelerin alic1 kemik iligine ulasip yerlesmesi ve tiim
serilere ait yeni kan yapici hiicrelerin yapilmasi ile gergeklesir. Naklin tipi, kok hiicre
kaynagi ve  altta yatan hastalik gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik
gosterebilmesine ragmen genel olarak engraftmanin +15 ile +30. gilinler arasinda
gerceklestigi bilinmektedir. Enfeksiyon, tibbi girisimler, verilen kok hiicre sayisinin
azlig1 ya da yetersizligi durumunda engraftman zamani gecikebilir ya da engraftman
hi¢ olmayabilir. Ik 30 giinde yeni kemik iligi hiicreleri yapimi baslamis olsa bile

immiinolojik rekonstriiksiyon daha uzun siirmektedir [24].

2.7. Hematopoetik Kok Hiicre Nakli Komplikasyonlari

Hematopoetik kok hiicre nakli hematolojik, immiinolojik, onkolojik ve
metabolik bir ¢cok hastalik i¢in 6nemli bir tedavi secenegidir. Fakat hazirlik rejiminde
kullanilan ilaclar ve viicut 1sinlamasina bagl olarak gelisen doku/organ hasarlari,
uzamis veya tekrarlayan pansitopeni ve immun yetmezlik tablosu, bunlara bagli
gelisen tekrarlayan agir enfeksiyonlar, immun supresif tedaviler ve primer hastaliga
ait 0zellikler gibi hasta/donor ve transplant iliskili birgok faktor erken ve ge¢ donemde
gelisen nakil komplikasyonlarina neden olmaktadir. Son yillarda doku gurubu en
uygun vericinin secilmesine yonelik molekiiler tekniklerin gelismesi, hazirlama
rejimlerinin ve destek tedavilerinin modifikasyonlari ile transplant iligkili mortalite
oranlari diismiis ve nakil sonrasi hastalarin yasam siireleri belirgin olarak uzamistir
buna ragmen yine de mortalite ve morbiditeyi Onemli Olgiide etkileyen

komplikasyonlar karsimiza ¢ikmaktadir [25].
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2.7.1. Erken Donem Nakil Komplikasyonlar [4, 26]

Erken komplikasyonlar genellikle HKHT dan sonraki ilk 100 giin i¢inde

gozlenirken ge¢ komplikasyonlar daha sonraki donemde gelisen komplikasyonlardir.

2.7.1.1. Erken Donem Komplikasyonlari

e Graft Rejeksiyonu

e Enfeksiyonlar

e Immunolojik Komplikasyonlar

e Akut Graft Versus Host Hastaligi
e Organ Spesifik Komplikasyonlar

2.7.1.2. Ge¢ Donem Nakil Komplikasyonlar: [25]

e Kronik GvHH

e Ikincil Malignensiler

e Infertilite

e Endokrin Bozukluklar

e Kronik Akciger Hastaliklar

e Adrenal Fonksiyon Bozukluklar
e Biiylime Geligsme Geriligi

e Goz ve Isitme ile Tlgili Sorunlar
e Norolojik ve Pskiyatrik Sorunlar

e Kronik Enfeksiyonlar (Hepatit B-C)

2.7.2. Endotel Kaynaklh Komplikasyonlar [26, 27]

Endotel kan ve dokular arasindaki aktif biyolojik ara yiizdiir.Cesitli olaylar
lokal ve sistemik olmak {izere endotel aktivasyonunu tetikler ve vaskiiler yatakta bir
takim degisikliklere yol agar. Nakil Oncesi verilen hazirlik rejimleri, gegirilmis
enfeksiyonlar, hastaya verilen GC-SF tedavileri, nakilin kendisi endoteli aktive eder,
yikilmis mukoza bariyerinden gegen endojen faktorler ile sitokin salinimi tetiklenir.
Immun sistem aktive olur dogal immun sistem elemanlarmin ve T hiicrelerin endotel

tabakadan transmigrasyonu ile endotel ve T hiicrelerinin aktivasyonu kolaylasir,ikinci
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olarak da yeni olusan T lenfositlerin kan dolasimina katilmasi ile endotel ile T
lenfositlerin bifazik etkilesimi saglanir. Tiim bu mekanizmalarin heniiz tam olarak
aydinlatilmis olmasa da nakil sonrasi endotel kaynakli komplikasyonlar olarak
adlandirmis oldugumuz asagida yer alan komplikasyonlarin etyopatogenezinde rol
aldig1 diisiiniilmektedir.

e Kapiller S1zint1 Sendromu

e Engraftman Sendromu

e Diffuz Alveolar Hemoraji

e Trombotik Mikroanjiopati

e Venookluzif Hastalik

2.7.2.1. Kapiller Ka¢is Sendromu

Vaskiiler endotel hasara bagli olarak, intravaskiiler sivinin ekstravaskiiler alana
kagmasina verilen isimdir. Insidans1 %20 civarindadir. Genel olarak nakilden sonraki
ilk 10 giin i¢erisinde ortaya ¢ikmaktadir. HKHT 6ncesinde yiiksek doz kemoterapi alan
hastalar ve akraba dis1 vericiden HKHT yapilan hastalarin daha biiyiik risk altinda
olduguna dair yayinlar bulunmaktadir. Klinik olarak 24 saat icinde %3’den fazla kilo
artisinin olmasi ve hastanin diiiretige yanit vermeyen yaygin 6deminin bulunmasi ile
karakterizedir. Tedavisinde metil prednizolon ve C1 esteraz inhibit6rii kullanilabilir

[26, 27].
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L Coklu Organ Fonksiyon Bozuklugu Sendromu
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Endotel Aktivasyon Konaga ait endotel fenotipi (kilcal akig tkanmasi,fibrinle iligkili
Bozuklugu agregatlar,trombosit ve I6kosit adezyonu,endotel apoptozisi)
(Patolojik)
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Endotel , , - .
Aktivasyonu Pro-koagiilan Inflamatuar Yanit | | Artmig Gegirgenlik Vazokonstriksiyon
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Sekil.2. HKHT Sonrasinda Erken Gelisen Vaskiiler Endotel Sendromlarinin Ortak
Patogenezi.

CLS ( Kapiller Leak Sendromu) CNI ( Kalsinérin Inhibitérleri) DAH (Diffuz Alveolar Hemoraji) ES( Engraftment sendromu)
IPS( idiyopatik pnomoni sendromu) LPS (lipopolisakarit) TMA (Trombolitik Mikroanjiyopati) VOD (veno-okluzif hastalik)

2.7.2.2. Engrafman Sendromu

HKHT sonrasinda nétrofil engraftman siirecinde geligebilen ;T hiicre, monosit
ve diger efektor hiicrelerin, kompleman aktivasyonunun, endojen ve egzojen etkileri
ile salinan proinflamatuar sitokinler ile olusan epitel ve endotel hasar engrafman
sendromunun patogenezinde rol almaktadir. Yeni olusan nétrofillerin gogunlukla
akcigerde sekestre olmasi nedeni ile pulmoner 6dem belirgindir.

Engraftmanin oldugu giinlerde (+15-30.giin) meydana gelen >38.3C" ates,
viicut ylizeyinin %25’ini ve daha biiyiikk bir alani igeren cilt dokiintiisii, kardiyak
olmayan akciger 6demi, hipoksi ve ani yilikselen CRP (>20mg/dL) major kriterlerini
olustururken, viicut agirhigmin %2.5 veya daha fazla artisi, kreatin degerinin

normalden en az iki kat yiiksek olmasi, billirubin degerinin > 2mg/dL ,ALT ve AST
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degerlerinin normalin iki kati ve/veya daha fazla kat yiiksek olmasi ise mindr
kriterleridir [26][27] [28].

2.7.2.3. Diffiiz Alveolar Hemoraji

Gogiis radyografisinde diffiiz infiltrasyon, ates, arteryal hipoksemi, oksiirtik,
ates ve progresif dispne ile karakterizedir. Insidans1 %10-21 arasindadir. Nakilden
sonraki 30 giin igerisinde 6zellikle 11 ve 19. giinler arasinda karsimiza ¢ikmaktadir.

Hastanin transplant 6ncesinde yogun kemoterapi almis olmasi, hazirlik rejimi
toksisitesi, total viicut 1is1nlamasi, torakal radyoterapi ve hasta yasinin biiyiik olmasinin
diffiiz alveolar hemaroji etyolojisinde 6nemli oldugu bildirilmistir.

Iki teori vardir ; bir teoride, kemoterapi ve radyoterapi farkli pulmoner yapilari
etkilemekte ve proteaz-serbest radikallerin toksik etkisiyle pulmoner vaskiiler endotel
hasar gormektedir. Diger teori, inflamatuar hiicrelerin uyardig1 sitokinlerin, peri

engraftman doneminde pulmoner vaskiiler endoteli zedelemesidir [29].

2.7.2.4. Trombotik Mikroanjiyopati TA-TMA

Transplantasyon ile ilgili trombotik mikroanjiyopati ¢ok sik gormiis
oldugumuz bir komplikasyon olmasa da klinigi ciddi seyreden bir komplikasyondur.
Bir veya daha fazla risk faktoriiniin ac¢iga ¢ikardigi IL-1, TNF-a,interferon gama gibi
sitokinlerin mikrovaskiiler endotel hiicrelerde olusturdugu hasar ile apoptozis,
16kosit adezyonu, trombosit ve koagiilasyon faktorlerinin aktivasyonu ile trombiis
olusmaktadir. Ve tiiketimdeki artis sonucunda direngli trombositopeni meydana
gelmektedir. Klinik tablo olarak anemi, ates, mikrovaskiiler tikanma renal fonksiyon
bozuklugu ile klinik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle nakil sonras1 +32 -40.giin
civarinda ortaya ¢ikar ve tedavisinde ekiilizumab, rituximab, defibrotid ve plazma

exchange yararli olabilir. [30].

2.7.2.5. Hepatik Venooklusif Hastalik (VOD)

Sinuzoidal obstruktif sendrom olarak da adlandirilan VOD’1n karacigerde yer
alan sitokrom P450 enzimatik sistemi ile detoksifiye edilen bazi ilag metabolitlerinin
karaciger hasar1 sonucu glutatyon peroksidaz enzim sisteminin de yetersiz kalmasiyla

karacigerde birikmeye baglamasi ve toksik metabolitlerin 6zellikle zon 3’de hepatosit
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siniizoidal endotele zarar vermesi ile sinuzoidal ve venuller duvarindaki Faktor 8 ve
fibrinojenin aktiflesmesini takiben antikoagiilan bir faktdr olan ATIII, protein C
miktar1 azalmasi, buna bagl olarak trombiis olusmasi ve sinuzoidal kollajen birikimi
ile veniiller duvarda sklerozis ve fibrozis gelismesi ile karakterize oldugu
distiniilmektedir.

Von Willebrand faktéor multimerlerindeki diizensiz artig ve direngli
trombositopeni, koagiilasyon kaskadinin venooklusif hastalifin etyopatogenezinde
cok etkin oldugunun bir diger gostergesidir. Sonug¢ olarak hepatoseliiler nekroz ve
vaskiiler ttkanma sonucunda karacigere gelen sivi akiminda geriye kagis baslamakta,
damar i¢i sividaki sodyum ve alblimin ekstravaskiiler alana kagmaktadir. Azalan
voliim renal kan akimini azaltarak renin-anjiotensin sistemini aktif hale getirir. S1v1 ve
sodyum retansiyonu, asit, 6dem ve kilo artis1 meydana gelir.

Tan1 kriteri olarak; agiklanamayan trombositopeni, ii¢ giin i¢inde diiiretik
tedavisine ragmen %5 veya daha faza kilo artisi, hepatosplenomegali, asit,ii¢ giin
stireyle billirubinin 2mg/dL veya daha fazla degerde olmasi gibi parametreler
kullanilmaktadir [31].

Yiiksek doz kemoterapi ve radyoterapi alan hastalarda daha siklikla
gozlenmektedir. HKHT oOncesinde ALT oOzellikle de AST yiiksekligi, HLA
uygunsuzlugu, antimikrobial tedavi almis olmasi bu riski arttirmaktadir. [32]

Tedavisinde defibrotid ve steroid tedavisi kullanilmaktadir.[31]

2.8. Graft versus Host Hastahgi

GVHH, vericiden alinarak hastaya kok hiicrelerle birlikte nakledilen saglikli T
lenfositlerin neden oldugu siddetli immiinolojik reaksiyon sonucu olusan organ
fonksiyon bozuklugu ile giden kompleks bir klinik tablodur. Ozellikle alloHKHN
yapilan hastalar bu durumla daha fazla karsilasma riski altindadir. HLA tam uyumlu
nakillerde bile, immiinsupresif profilaksiye ragmen, oldukg¢a sik gdzlenebilen bir
tablodur. Kapsamli laboratuvar ve klinik ¢alismalara, profilaktik ve tedavi edici
ajanlara ragmen GvHH halen alloHKHN sonrast en 6nemli mortalite ve morbidite
sebebi olarak kabul edilir.

Altta yatan risk faktorlerine bagh olarak (HLA uyumsuzlugu, yas, kék hiicre

kaynagi, donor-alict cinsiyet farki ve hazirlama rejimi) hala alicilarda gelisme sikligi
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%40’a kadar ¢ikabilmektedir. HKHN’den sonra ortaya ¢ikis zamanina gore akut ve
kronik GvHH diye ikiye ayrilir. Genellikle ilk 100 giin i¢erisinde gelisen durum akut
GvHH olarak adlandirilir. [33]

Hastaligin etyopatogenezinin temelinde DAMP’lar (hasar iligkili molekiiller)
ve PAMP’ler (patojen iligkili molekiiller) tarafindan aktive edilmis olan konak antijen
sunan hiicrelerinin (APC) aktivasyonu ile, T hiicrelerine antijen sunumu sonrasinda
aciga c¢ikan inflamatuvar sitokinler ve immun efektor diger hiicrelerin tetikledigi

mekanizma yer almaktadir. (Sekil 2.a.) [34]

2.8.1. Akut Graft versus Host Hastali@1 Gelisim Mekanizlamalari

Alicinin cilt, mukozalar, karaciger, barsak gibi bazi doku hiicrelerindeki MHC
smif II molekiillerine kars1 verici CD4+ T hiicre aktivasyonu ve bu aktivasyonu
takiben IL-2, IL-4 ve IL-10 gibi molekiillerin salinmasi patogenezde baslica rol oynar.

Kok hiicrelerin hastaya inflizyonundan Once hastaya uygulanan yiiksek-doz
kemoterapi rejimleri, hastanin gecirdigi infeksiyonlar ve primer hastaliginin etkisi ile
hastanin dokularinda gesitli derecelerde hasar olusur. Ozellikle yiiksek-doz kemoterapi
hastanin (alicinin) Antijen-Prezente-Edici Hiicrelerini (APC) aktive ederek infiize
edilen suspansiyon i¢indeki dondr T-lenfositlerinin bolgeye gelmelerini kolaylastirir,
Alicida bulunan APC’ler dondr T-hiicrelerinin uyarimi igin gereklidir. MHC’deki
Siif-1 antijenleri CD8+ T-Hiicrelerini ve MHC Smf-11 antijenlerindeki antijen
farkliliklar1 ise CD4+ T-Hiicrelerini uyarir. En kuvvetli APC gorevi yapan dendritik
hiicreler (DC), nakil 6ncesi ve sonrasinda aktive olurlar, immiin cevabi uyarirlar ve T
hiicrelerine ¢oklu aktivasyon sinyalleri iletirler. Naif T-hiicreleri sonugta Th1 (IL2,
IFN-gama) ve Th2 sitokinleri (IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13) salgilarlar, ve optimal
aktivasyon durumuna gegerler; cilt, gastrointestinal epitel ve endotel gibi dokularin
hasarina neden olurlar (Sekil 1) [35] .

Tiim nakillerde HLA tam uyumlu vericiler bulunamamaktadir. AGvHH i¢in
yiiksek risk teskil eden HLA uyumsuzlugu acisindan 2000’li yillardan sonra yeni
caligmalar isiginda yeni teoriler ortaya konmustur. Son zamanlarda HLA class 1
molekiiliiniin peptit baglayic1 kismindaki aminoasitlerin ve HLA B ve C nin belirli

lokuslarindaki uyumsuzluklarin aGvHH hastalig1 ile baglantisinin olabilecegi



16

tartistlmaktadir. Bu lokuslardaki uyumsuzluktan kagcinmak unrelated nakillerde GYHH
riskini azaltabilir.

Diger tizerinde durulan faktor ise;Mindr Histocompability Antijen (miHASs)
‘in disi-erkek cinsiyet arasindaki nakillerde Y kromozomuna kars1 vermis oldugu
immun yanittir. Cinsiyet se¢imine dikkat edilmesinin de aGvHH’de onleyici
etmenlerden olabilecegi konusu giindemdedir. Ayn1 zamanda killer immun globiilin-
like reseptor de (KIR-KIR Ligand) bu konuda {izerinde ¢alisilan bagka bir markerdir.

Bunlarin disinda aGvHH immun reaksiyonunda rol alan genetik olmayan
tetikleyici ajanlar bulunmaktadir DAMP (Yikim iligkili molekiiler patern) ve PAMP
(patojen iligkili molekiiler patern) adini vermis oldugumuz bu molekiillerden
DAMP’lar extraseliiler matrix komponentlerini,adenozin trifosfat ve tirik asit gibi
molekiiler yapilari igerir. Ornegin ekstraseliiler matriksin bir komponenti olan heparan
stilfat ve endojen toll-like reseptér 4 (TLR4) alloreaktif T hiicre cevabini uyarir.
Dolays1 ile aGvHH patogenezinde &nemli rol oynar.Urik asit de NLRP3 uyarimini
gerceklestirerek GVHH i¢in anahtar rol oynayan IL-1 adli sitokinin salinimin1 uyarir
[36].

Son zamanlarda {izerinde durulan bir diger konu ise PAMP’lardir. Bakteri
flagelinin komponentlerinin TLRS etkilesimi ile ilging sekilde aGvHH gelisimini
azalttig1 yonde de bir takim yayinlar bulunmaktadir.

Antijen sunan hiicrelerin ise (APC) ge¢misten beri aGvHH de en 6nemli tetik
nokta oldugu diisiiniilmektedir. Son zamalarda langerhans hiicrelerin,B hiicrelerin
azaltilmasi ile aGvHH’ 1n azalmadigini hatta konak makrofajlari,nétrofil ve dentritik
hiicreleri baskilanan hayvan modellerinde daha da fazla GvHH izlenmis oldugunu
gosteren yayilar olsa da; APC’nin 100-1000 kat oraninda GvHH’yi tetikledigini
gosteren caligmalar da mevcuttur. Heniiz mekanizmalar tam aydinlatilamamistir
bununla birlikte bu derece mortalite ve morbiditeyi arttiran bu durum ile ilgili heniiz
proflaksi agisindan yeterli strateji bulunmamaktadir [37].

GvHH efektor fazinda donor T hiicreleri, NK hiicreler, B hiicreler,
mononiikleer fagositik hiicreler ve bunlarin tetikledigi sitokin cevaplari temel rol
oynar. Donor T hiicreleri lizerinde en iyi ¢alisilmis olan efektorlerdir .Birgok proflaksi
ve tedavi stratejilerinin temelinde bu hiicreler vardir. Bu hiicrelerin aktive olabilmesi

icin antijen sunan hiicreler tarafindan uyarilmasi gerekmektedir. Bu uyarim i¢in pek
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cok kostimulatoér gorev alir. B7/CD28/CTLA4 , CD30/CD30L, CD40/CD40L gibi
[38].

Aktive olan bu T hiicreleri ¢ogalabilir,hedef dokulara taginabilir.Kemokin
reseptorlerinin CCR2,CCRS5,CCR6,CCR7 aktivasyonu ile periferik kandaki bu hiicre
alt gruplar degisebilir.

Naif T hiicreler aGvHH kliniginin temelini olusturuken, hafiza T hiicreleri ve
NK hiicreler, mononiikleer fagositik hiicreler, notrofiller de etyopatogenez de rol
almasina ragmen heniiz bireysel olarak katkilar1 tam netlesmis degildir.

Notrofil engraftmani da GvHH i¢in ikincil bir efektordiir, transplant sonrast
GC-SF kullaniminin artmig GvHH ile iliskisi oldugunu gosteren yayinlar araciligi ile
rolii indirekt olarak belirtilmistir.

B hiicre deplesyonu yapilan hastalarda, rituximab gibi B hiicreleri baskilayan
ajanlar kullanan hastalarda daha az GvHH gelistiginin gosterilmesi de B hiicrenin de
aGVvHH etyopatogenezindeki 6nemini ortaya koymaktadir.

Efektor fazin final birlesenleri olan sitokinler proinflamatuar ve
antiinflamatuar dengede rol alir. Bu sitokinlerin bazilar1 TNF-alfa, IL-13, 1L-6, IL-7,
IL-23,Th2’dir.

Inflamatuar kaskad ve devam eden doku yikimi efektdr fazda dolasima bir
takim biyomarkerlarin salinimina neden olur. T hiicre tarafindan aktive olan CD30,deri
spesifik elafin, barsak spesifik REG-,IL-1 ailesinde ST2, mikro-RNA bunlardan
bazilaridir [34].

GvHH’de tedavi amagh steroid basta olmak iizere immunsupresif tedaviler
kullanilirken hastalarin yaklasik yaris1 steroide direnglidir yani birinci basamak
tedavilere tam yanit vermez. Kontrol edilemeyen bu inflamasyon ve refrakter hastalik
durumunda epitel hiicrelerde yikim devam eder marofajlar epitele ve endotele infiltre
olur ve uzun vadede bu durumun getirmis oldugu komplikasyonlar nedeni ile survival
onemli Olclide azalir. Son ¢alismalara bakildigi zaman steroid diren¢li aGvHH

vakalarinda survival %15 olarak hesaplanmistir [39].

2.8.2. Klinik Bulgular [4, 33]

Akut GvHH nin en sik rastlanan ve klinikte en sik karsimiza ¢ikan bulgulari

sunlardir: deride eritematéz dokiintl,kizariklik, sarilikla karakterize hepatit ve
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gastroenterit (karin agris1 ve ishal). Bu semptomlar tek basina ortaya ¢ikabilecegi gibi

ticti birlikte ve ayn1 anda da karsimiza gelebilir.

2.8.2.1. Deri ve Mukoza Bulgular:

Akut GvHH’da siklikla noétrofillerin engrafmanini takiben ilk ortaya ¢ikan
klinik bulgu makiilo papiiler dokiintiidiir. Erken evrede beliren kasintili ve kirmizi
renkli deri lezyonlari, boyun, omuzlar, avug igleri ve ayak tabanlarinda goriiliir.
Hastalik ilerledikce eritemli dokiintiiler giderek gogiise, sirta ve karin bolgesine, bazen
ileri evrelerde tiim viicut bolgesine yayilabilir. Agir seyirli akut GvHH hastalarinda
ticiincli derece yaniklarda izlenen deri lezyonlarina benzer biilloz lezyonlarla
karakterize epidermal nekroliz goriilebilir. Deri bulgularinin yani sira bazen burunda
tikaniklik ve hapsirma da, mukozal semptomlarin ilk belirtisi olabilir. Ayrica, akut
GvHH’1i hastalarda konjuktivite de sik rastlanir. Kok hiicre transplantasyonu yapilan
hastalarda deride eritematoz dokiintii gézlenmesi halinde antibiyotikler basta olmak
tizere ilag toksisitesi ve hazirlik rejiminin yan etkileri gibi olasiliklarin da ayirici tanida

diisiiniilmesi gerekir.

1.ALICIYI ETKILEYEN FAKTOR
DOKU HASARI

© ) &=
~X -;;','g-'n/ HEDEF HUCRE
‘) Ny ~ 3.ENFLAMATUAR VE
' -2 Z HUCRESEL ETKENLER
2.DONOR T HUCRE
AKTIVASYONU

Sekil 3. GvHH Gelisim Basamaklar1 [40]
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2.8.2.2. Karaciger Bulgular

Akut GvHH’da deriden sonra ikinci siklikta tutulan organ karacigerdir.
Karaciger tutulumunun ilk ve en sik goriilen belirtisi serumda direkt bilirubin, alkalen
fosfataz diizeylerinde ve daha az miktarlarda transaminazlarda artistir. Akut
GvHH’nin karaciger’i tutmasi sonucu ortaya ¢ikan hiperbilirubineminin ayirici
tanisinda karacigerin venookluzif hastaligi (VOD), hiperalimentasyonun yan etkisi,
nodiiler rejeneratif hiperplazi, enfeksiyonlar (sitomegaloviriis, herpes ve simplex

Hepatitis-B) ve ilag toksisitesi de akilda tutulmalidir.

2.8.2.3. Gastro Intestinal Sistem Bulgular

Akut GvHH’nin deri-mukoza ve karaciger’den sonra etkiledigi {i¢lincii sistem
gastrointestinal organlar ve ozellikle bagirsaklardir. ilk dénemde hastada kramp
fleklinde karin agrisi ve ishal ortaya ¢ikar. Diyare miktarlar1 giderek artabilir, glinde
6-8 litreye varabildigi gibi bazen kanli bir goriiniim de alabilir [41].

2.8.3. GvHH Klinik Simiflandirilmasi [33]

GvHH Kklinik bulgulari ve siddeti ile iligkili ilk siniflandirmayr Glucksberg ve
arkadaglar1 1974 yilinda ortaya koymustur.Her organ i¢in sifir ile dort arasinda degisen
evrelendirme sistemini igeren bu siniflama daha sonra dereceleme sistemi ile kombine
edilmistir [41].1995 yilinda Przepiorka ve arkadaglar tarafindan iist intestinal sistem

bulgulari da eklenerek genisletilmistir [42]. (Tablo 1-2)

Tablo 1. Akut GvHH Evrelemesi

Evre Deri(makiilopapuler ras) KC(billirubin) GIS (diyare)

+ <%25 34-50umol/L 500-1000mL

++ %25-50 51-102 pmol/L 1001-1500mL

+++ Jeneralize eritrodermi 103-255 pmol/L >1500 mL

+++ Jenerolize eritrodermi biilléz | >255 pmol/L Ileus/abdominal
Ve squamoz agri
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Tablo 2. Akut GvHH Derecelendirmesi

Derece

I Deri +/++

I Deri +/+++,GIS+ ve/veya Karaciger +

11 Deri ++/+++,GIS+ ve/veya Karaciger ++/+++
v Deri ++/++++ ,GIS+ ve/veya Karaciger ++/++++

2.8.4. Akut GvHH Profilaksisi ve Tedavisi

Hematopoetik kok hiicre nakli sonrasinda allograft’in yerlesimini saglamak,
alict (hasta) tarafindan kabiiliinii kolaylagtirmak ve GvHH’in gelisimini 6nlemek
amactyla gegici bir slire immiinosupresyon uygulamak gerekmektedir. GvHH’ 1nin
gelisimini 6nlemek amaciyla planlanan profilaksiye allojenik kok hiicrelerin aliciya
infiizyonundan Once baslanmali ve nakil sonrasi donemde de yaklasik 6 ay kadar
devam edilmelidir.  Profilakside temel olarak kortikosteroid (CSA), kalsindrin
inhibitorleri (CNI), metotreksat (MTX), ATG (Antitimositgloblin), MMF
(mikofenolat mofetil), Takrolimus (TAC), Sirolimus gibi ajanlar kullanilmaktadir. Son
zamanlardaki calismalarda CNI-MTX kombinasyonlarinin tek basmma MTX
proflaksisine istiinliigii gosterilmistir. TAC ve CSA kombinasyonlarinin ise; grade
grade 2-4 a GvHH hastaligi1 %32 oraninda oOnledigi faz 3 c¢alismalarinda
bildirilmistir.[33]

2.8.5. Akut GvHH’de Tedavi Prensipleri

Akut GvHH’in tedavisi kok hiicre transplant merkezlerinin en Onemli
sorunlarindan bir tanesidir. Tedavide aynen profilakside oldugu gibi kortikosteroidler,
siklosporin ve ATG kullanilabilmektedir. Akut GvHH’nin tedavisinde
kortikosteroidler oncelikle tercih edilen ila¢ grubudur. Bazi transplant merkezleri
Ozellikle deri bulgular1 6nde olan grade 1 aGvHH hastalarina sadece lokal diisiik
dozda steroid baslamay1 tercih etmektedirler. Sistemik steroidlerin uzun donemde
avantaji gosterilememistir. Daha ileri derecelerde ise sistemik steroid tedavisi
gerekmektedir.Yiiksek dozda metilprednizolon veya esdegeri 2mg/kg/giin dozunda
baslanir 7-14 giin civarinda kullanilir ve doz azaltilarak kesilir.[33, 43] Standart doz

steroid tedavisi basarisiz olursa; ATG,T cell CD52 markerinin monoklonal antikoru
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alemtuzumab, T hiicre aktivatorii IL-2 reseptoriiniin alfa subunitine baglanarak etki
eden inolimumab ve TNF-alfa inhibitorii infliximab ve etanerseb kullanilabilir.[33]
Tim koruyucu Onlemlere ragmen bu hastalarda ciddi immiinsupresyon

nedeniyle viral, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar siktir ve mortalitede biiyiik rol

oynarlar.
TETIKLEYICiLER
Doku Uyumsuzlugu (HLA,miHA,KIR)
PAMP-DAMP
* TNF-a
*|L-1b

“iL6 SiTOKIN KONAGIN APC
B CEVABI AKTIVASYONU

APC'NINT
LENFOSITE
ANTIJEN SUNUMU Konak APC Hiicreleri

Konak Dentritik Hiicre,Langerhans Hiicresi

- i B Hiicreler
Donor APC Hiicreleri

Sekil 4.a. Akut GYHH nin Baslangi¢ Faz1 [34]
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Treg
NK-NKT hiicreler
B hiicreler

Naif T Hiicre
Hafiza T Hiicresi
NK-NKT Hiicreler
B Hiicreler

Aktive Makrofajlar
Th1-Th2-Th17

Sekil 4.b.GvHH nin Trafigi,Genislemesi ve Efektor Fazi [34]
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Sekil 4.c.GvHH nin Tedavi Faz1 [34]



23

2.9. Akut Graft versus Host Hastaligi Patogenezini Aciklamaya Yonelik Yeni
Yaklasimlar: Anjiyojenez ve Inflamasyon

Elde edilen yeni bilimsel veriler akut baslangi¢ch sistemik bir alloimmiin
reaksiyon olan Oncelikle cilt, karaciger ve gastrointestinal sistem olmak tizere farkl
organlar1 etkileyebilen aGvHH’nin gelisiminde vaskiiler endotel hasarinin ve
aktivasyonunun belirleyici bir rol oynadigini gostermektedir [44]. Hatta aGvHH da
karakteristik bulgusu olan epitel hiicre hasarinin alloreaktif T hiicrelerin neden oldugu
vaskuler endotel hasarina sekonder gelistigi diistiniilmektedir[45]. aGVHH erken tanisi
ve/veya riskli hastalarin tespit edilmesi ve tedavi planini risk grubuna gore yapilmasi
allojenik nakillerde tedavi iliskili morbidite ve mortalitenin azaltilmasi igin kritik
Oonem tagimaktadir. Ancak bu amagla kullanilabilecek biyobelirte¢ veya biyobelirteg
kombinasyonlari hala arastirilmaktadir.

Hazirlama rejimine ve HKHN’ne bagli gelisen inflamasyon, doku hasari,
oksijen veya besin alimindaki yetersizlik endotel hiicre hasarini/aktivasyonunu
baslatmakta, uyarilan angiyogenez bir yandan devam eden inflamasyona katki
saglayarak diger yandan rejenerasyonu uyararak aGvHH klinik tablosunun ortaya
cikmasia yardimer olmaktadir. Inflamasyon ve anjiogenez arasindaki bu etkilesim
aGvHH basta olmak tizere diger tranplantasyon iliskili komplikasyonlarin da (vaskiiler
endotelyal sendromlar) gelisimine neden olmaktadir. Bu nedenle vaskiiler endotelin
HKHN komplikasyonlarinin 6nlenmesinde erken tani ve tedavisinde bir hedef
olabilecegi glindeme gelmistir [46].

Vaskular endotel dolasim sistemindeki temel islevi disinda, koagiilasyon
hemostaz, inflamasyon doku rejenerasyonu ve regiilasyonunda da onemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle endotel iliskili anjiyojenik faktorler arasindaki denge
aGvHH’da klinik tabloyu belirleyici olabilir (doku onarimi/rerejenerasyon veya
devam eden endotel hasari/disfonksiyonu ve inflamasyon yéniinde) [44]. Literatiirde
steroide direngli GVHH olan hastalarda bakilan doku tamiri ile iligkili anjiyojenik
faktorlerden EGF ve VEGF-A diizeylerinin steroide cevapli gruba kiyasla belirgin
derecede diisiik oldugu, endotel hasari/inflamasyon ile iligkili faktérlerden PIGF ve FS
diizeylerinin ise steroide diren¢li GvHH olan hastalarda belirgin derecede yiiksek

oldugu gosterilmistir.
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PIGF diizeyinin 6zellikle doku uyumu tam olmayan dondrlerden yapilmis olan
nakillerde artmis oldugu raporlanmistir [47]. Holtan ve ark. tarafindan aGvHH tanis1
almis olan hastalarda ve kontrol grubu olarak aGvHH olmayan hasta ve saglikli
bireylerden bakilan on ii¢ tane anjiyojenik faktorden, serum diizeyleri kontrol ve
aGVvHH olan hastalar arasinda anlamli farklilik gosteren alti tane faktor (EGF, VEGF-
A, FS, endoglin, PIGF, Ang2) se¢ilmis ve validasyon calismasi yapilmistir.. Doku
onarimi/rejenerasyon ile iligkili faktorler olan EGF ve VEGF-A diizeylerinin aGvHH
olanlarda diisiik oldugu ve tedaviye yanit alinan hastalarda yiikseldigi gosterilmistir.
Endotel hasari/inflamasyon iligkili faktorler olan FS ve PIGF diizeylerinin ise
aGvHH’da yiikseldigini ve tani sonras1 yiiksek kalan 28.gilin FS diizeyinin 6nemli bir
prognostik belirte¢ oldugunu gostermislerdir [44].Transplantasyon oncesi bakilan
Ang2, IL-8, trombomodulin serum diizeyleriyle transplantasyon sonrasi olusabilecek
komplikasyonlarin iligkisi irdelendiginde, transplant Oncesi yiiksek serum Ang2
diizeyine sahip olan hastalarin steroide direncli derece II-II1 aGvHH gelisen hastalar
olduklart bulunmustur. Ayrica bu hastalarda transplant iliskili mortalite oranlarida
daha yiiksek bulunmustur [2]. Refrakter aGvHH olan hastalarda serum trombomodulin
diizeyinin ve Ang2/VEGF oranmin yiiksek oldugunu ve bu hastalarda transplant
iliskili mortalitenin de arttigini tespit edilmistir [45]. Ayrica inflamatuvar barsak
hastaligi ve aGvHH gibi hastalik modellerinde anjiyogenez inhibisyonu ile I6kositlerin
doku infiltrasyonunun azaltildigi da gosterilmistir [48]. Ancak anjiyogenez ve
inflamasyon arasindaki bu dinamik iliskinin aGvHH gelisimindeki rolii, yani
inflamasyonun anjiyogenenez ile mi basladigi yoksa zaten gelismis olan inflamasyon
tablosuna sekonder mi anjiogenezin basladigi net olarak bilinmemektedir.

Biitiin bu ¢aligmalarin sonuglari vaskuler endotel ile aGvHH arasindaki iligkiyi
kanitlar niteliktedir. Ancak farkli ¢aligmalarda farkli anjiyojenik faktor diizeylerine
farkli zamanlarda (transplant oncesi, transplant sonrasi, aGvHH tanisi sonrasi veya
tedavi sonrast) bakildigi i¢in bu faktér diizeylerinde izlenen degisimlerin aGvHH
gelisimi ve ilerlemesi, tedavi yanit1 ve/veya prognoz lizerindeki net etkileri halen tam

olarak bilinmemektedir.
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2.10. Anjiyojenik Faktorler

Dolagimdaki anjiogenik faktor diizeyleri genel olarak doku iyilesme
potansiyelini gosterirler ancak vaskiilar endotel disfonksiyonunun bir gostergesi olan
inflamasyon gelisiminde de rol oynadiklar1 bilinmektedir. Son yillarda vaskiilar
endotel kaynakli trofik faktdrlerin immiinolojik yanit modifikasyonunda da gorev
aldigi ile ilgili veriler elde edilmistir [49]. Bu veriler aGvHH patogenezinin
aydinlatilmas1 ve ozellikler steroid tedavisine direngli hastalarda alternatif tedavi
yaklagimlarinin arastirtlmasi i¢in Onemlidir. Vaskiiler proliferatif yanmitin akut
GvHH’na eslik ettigi 1960’lardan beri bilinmektedir. [50]. Ama anjiyogenik yanitin
aGvHH gelisen hastalarin prognozu iizerine etkisinin iyilesmeye katki saglamasi
nedeniyle olumlu yonde mi yoksa inflamasyon gelisimi agisindan risk olusturmasi
nedeniyle olumsuz yonde mi oldugu hala net degildir. Dolayisi ile aGvHH’da endotel
hasar1 ve anjiogenezin arasindaki bu iliskiyi agiklamayabilmek icin farkli anjiyogenik
faktorlerin doku rejenerasyonu ve inflamasyon {izerindeki etkileri ile ilgili
arastirmalarin sayis1 giderek artmaktadir.

Bu aragtirmalarin sonuglari bazi anjiogenik faktorlerin (EGF, VEFG, HB-EGF,
FGF, vb.) doku rejenerasyonunda daha etkin rolleri oldugunu, bazilarinin (Ang-2, s-
Endoglin, folistatin, leptin, PIGF, vb.) ise doku hasar ve inflamasyon gelisiminde daha
etkili oldugunun gostermektedir [51].Akut GvHH tanisi alan hastalarda bu iki gruptaki
anjiyogenik faktorlerin diizeylerine bakilarak elde edilecek anjiyogenik profil ile

prognoz ve tedavi yanit1 hakkinda 6ngoriide bulunulabilir.
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I Anjiyojenik Faktorier
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Sekil 5. Anjiyojenik Faktorlerin Siniflandirilmasi [52]

2.10.1. EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii)

Epidermal Biiyiime Faktorii ilk olarak 1965 yilinda Cohen tarafindan
tanimlanmuis bir trofik faktordiir [66].

Submandibular bezler, ekzokrin pankreas, paneth hiicreler ve brunner bezleri
basta olmak iizere gastrointestinal sistemden salinan mitojenik bir peptittir [66].

Epitelin gelisimi ,onarim1 ,yara iyilesmesinin hizlandirilmasi, endotelin
biiylime farklilagmasinin uyarimi temel gorevleridir [66].

Literatiirde inflamatuar barsak hastalar1 iizerinde yapilmis olan ¢aligmalarda
kontrol gruplari ile kiyaslandigi zaman diisiik EGF seviyelerinin, artmis inflamasyon
ve tedaviye direngli hastalik ile iligkisi oldugu One siirtilmiis.Ve tedavi sonrasi
kontrolde EGF diizeylerinin arttigini dolayisi ile doku tamiri ile EGF diizeyinin pozitif
korelasyon i¢inde oldugu bildirilmistir. Yenidoganda NEK etyopatogenezinde ve
tedavisinde rolii oldugunu gosteren ¢aligmalar da literatiirde mevcuttur[66].

EGF son zamanlarda allojenik hematopoietik kemik iligi nakillerinin bir
komplikasyonu olarak karsimiza c¢ikan GvHH’nmin da etyopatogenezi ile ilgili

calismalarin da giindemindedir. Diisiik EGF diizeylerinin artmig GvHH ve steroide
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direngli GvHH ile iliskili oldugunu gdsteren yayinlar olsa da etyopatogenezine yonelik
caligmalar halen devam etmektedir. Fakat mevcut ¢aligsmalar 1s18inda EGF’iin endotel

onarimindan sorumlu bir endotel faktori oldugu séylenebilir [44].

2.10.2. VEGF-A (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii-A)

VEGF-A tipk:t epidermal biiylime faktorii gibi bir anjiyojenez faktoriidiir ve
ozellikle endotel hiicreleri icin 6zgiil etkilere sahiptir. Endotelin proliferasyonu
,migrasyonu ve farklasmasina neden olur ve Ozellikle embriyogenez,
neovaskiilarizasyon , tiimor biiylimesi , yara iyilesmesi konularinda gorevlidir. 2004
yilindan beri VEGF inhibitorleri malignensi durumunda tiimére olan kan akimi
destegini kesmek amaci ile kullanilmaktadir [53]. VEGF-A’nin siirekli inflizyonu ve
120-160 pg/mL serum seviyesi dentritik hiicre maturasyonunun inhibisyonuna neden
olmaktadir [54][67]. Bu durumdan da yola ¢ikarak VEGF-A’nin ayni1 zamanda da
alloimmun reaksiyonlarda atak riskini azaltabilecegi konusu giindeme gelmistir.
Dolayistyla hasar ve yikim durumunda periferal dokuda VEGF-A iiretilmesi olduk¢a
mantiklidir. VEGF tek niikleotid polimorfizmi olan kisilerde diisiik VEGF iiretiminin
artmis GvHH ile baglantisinin oldugunu gosteren ¢aligmalar da hipotezi desteklemeye
yonelik olarak bulunmaktadir. Yine benzer sekilde VEGF blokaj1 kullanan insanlarda
GVHH’ nin daha siddetli seyrettigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur [55].

Vaskiiler endotel molekiillerinin GvHH ile baglantisini inceleyen ¢aligmalarin
da son zamanlarda giindemindedir ve diisiik VEGF diizeylerinin artmis GvHH nin
yani sira steroide direngli GvHH vakalari ile iliskisini gosteren birgok yayin literatiirde

yer almaktadir [66].

2.10.3. Heparin Baglayici1 Epidermal Biiyiime Hormonu (HB-EGF)

Heparin Baglayic1 Epidermal Biiyliime Faktorii (HB-EGF), farklilasmay1 ve
biiyiimeyi uyaran EGF ailesinin biiylime faktorii iiyesidir. HB-EGF baslangigta insan
makrofaj benzeri hiicrelerden salgilanan bir molekiil olarak tanimlanmisken, sonradan
bir transmembran proteini olarak kabul edilmistir. sHB-EGF, anjiyogenez,
ateroskleroz, tiimor olusumu, inflamatuar yanit gibi pek c¢ok hiicresel olayda rol alir

dolayist ile tedavi hedeflerinde iizerinde ¢aligilan bir molekiildiir [56].
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2.10.4. Endoglin

Endoglin yirmi yil 6nce tanimlanmis ve endotel hiicrelerinde ifade edildigi
gosterilmistir.  Ekspresyonu aktif olarak proliferatif endotelyal hiicrelerde
diizenlenmektedir. Bu nedenle endoglin, tiimorle iliskili anjiyogenez ve
neovaskiilarizasyon i¢in uygun bir belirte¢ olarak gosterilmektedir. Neoplazmlarin
prognoz, tan1 ve tedavisindeki yeri tartistimaktadir. inflamasyondaki rolii de gesitli
yayinlarca gosterilmis olan endoglinin, dolayisi ile de aGvHH’ de tetigini ¢ektigi
konusundaki arastirmalar1 son donemde hizlanmistir. Bu nedenle de aGvHH tedavisi

i¢in bir hedef tedavi olabilmesi konusundaki ¢alismalar devam etmektedir[57].

2.10.5. Plasental Growth Faktor

PIGF de anjiyogenik faktorlerin VEGF ailesine ait bir iiyedir. PIGF sinyali de
VEGF-1 reseptor iizerinden etki eder ve plasental bir faktor oldugu i¢in her ne kadar
tolerojenik oldugu diisiiniilse de PIGF VEGF ‘e oranla ¢ok daha fazla inflamatuar rol
igerir. TNF-a ve IL-1, IL-8, makrofaj inflamatuar protein-1, monosit kemoatraktan
protein-1 yapimini indiikleyerek inflamasyonu arttirir. Son zamanlarda yapilmis olan
calismalarda allojenik nakil yapilan hastalarda saglikli donor ile kiyaslandigi zaman
10 kat daha fazla PIGF tespit edilmistir. Tam olarak mekanizmasi bilinmese de
aGvHH’de deride artmis, kolonda ise azalmis PIGF oldugunu gosteren ¢aligsmalar da

bulunmaktadir [44].
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Sekil.6. Endotel Hasar1 Sonrasinda Endotelden Salinan Markerlar [58].

2.10.6. Follistatin

Follistatin de aGvHH ile klinik olarak iligkili anjiyojenik faktorlerden bir
tanesidir. Follistatin ilk olarak overde FSH inhibisyonu yapan bir inhibitdr olarak
tanimlanmistir. Hormon regiilasyonunun yani sira ayni zamanda anjiyojenik rolii de
vardir. FS ayn1 zamanda inflamasyondan sorumlu bir protein olan aktivin-A’nin da bir
spesifik baglayicisidir.

Artmis follistatin diizeyi artmis doku yikimini gosterirken, steroid direngli
GvHH hastalarinda yiiksek FS diizeylerinin oldugunu gdsteren ¢alismalar da soz
konusudur. Bu nedenle diger faktorlerde de oldugu gibi follistatin de aGvHH agisindan
hedef bir molekiil olarak nitelendirilebilir[44].

2.10.7. Anjiopoetin-2

Kan damar1 olusumunun ana diizenleyicileri  anjiyopoetinlerdir.

Anjiyopoietinler damar olusumu ve yeniden sekillenmesinde rol oynayan biiylime
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faktorleri ailesinde yer alir. Anjiyojenezde rol almalar1 yaninda inflamatuar yanit1 da
diizenlemektedirler.Onceki c¢alismalarda endotelin  Weibel-Palade cisimlerinden
situmulasyon sonucu hizla salindigr ve inflamatuar yanitta onemli rol aldigi da
bildirilmistir [59].

Endotel yanitinin kontroliinde Ang-2’nin rolii vardir. Angiopoietin-2
inflamatuar yanit1 tetikler, endotel dengesini bozar ve endotelin dis etkilere duyarlt
hale gelmesine neden olur. Endotel dengesinin bozulmasi endoteli 6zellikle sitokinlere
kars1 duyarl hale getirir. Vaskiilar endotelial biiyiime faktorii gibi anjiyojenik, TNF-a
ve IL-1p gibi inflamatuar sitokinlerin aktivitelerini kolaylastirir.

Son zamanlarda vaskiiler endotel iligkili hematopoietik kok hiicre nakli
komplikasyonlarinin giindem maddelerinden birisi haline gelmis olan Ang 2 ile ilgili
bir ¢cok yayin bulunmaktadir. Literatiirde tranplantasyon oOncesi yiiksek Ang-2
diizeyine sahip olan kisilerde daha yiiksek oranda , inflamasyon iligkili kompliksyon
ve GVHH gelistigini ve gelisen GVHH ve komplikasyonlarin siddetinin Ang 2 diizeyi
arttik¢a daha da arttigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur [60][66-67].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Hasta Orneklerinin Belirlenmesi ve Hasta Bilgilerinin Toplanmasi

Calismamiza Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Kemik iligi Transplantasyonu Unitesi’nde, Haziran 2008
ile Ekim 2018 tarihleri arasindaki malign ya da malignite dis1 hastaliklar nedeni ile
allojenik hematopoietik kok hiicre nakli yapilmis 37 hasta dahil edilmistir. Ayrica
calismamiza 10 saglikli hematopoeitik kok hiicre vericisi kontrol grubu olarak dahil
edilmistir.

Calisma kapsaminda secilmis olan hastalarin elektronik ve arsiv dosyalari
geriye yonelik taranarak hastalarin demografik 6zellikleri, nakil 6ncesi ve nakil sonrasi
onemli klinik ve laboratuvar bulgulari, nakil ile ilgili bilgiler ve transplantasyon
sonrast olusan komplikasyonlar olusturulan veri toplama formuna (EK-1)
kaydedilmistir.

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Etik kurul izin No 27.01.2016
tarihli 2016/03 toplanti ve 01 karar numarali ‘‘K6k Hiicre ve Hiicre Bankasi “’izni (EK
-2) Biyobanka onam formu ve Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Etik kurul
izin No 20.02.2018 tarihli 2018/06 toplant1 ve GO 18/235-29 karar numarali (EK -3)
etik kurul izni ile hazirlik rejimi 6ncesi -9. giinde ve hazirlik rejimi tamamlandiktan
sonra nakil 6ncesi 0. giinde alinmis olan periferik kan 6rneklerinden 2300 rpm’de 10

dakika santrifiij edilerek toplanmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Plazma Orneklerinin Hazirlanmasi ve immiinoassay Yontemi ile

Anjiyogenik Faktorlerin Plazma Diizeylerinin Belirlenmesi

Dondurularak -80°C’de saklanmig olan hasta ve saglikli kontrol bireylerin
plazma orneklerinde anjiyogenik faktorlerden EGF, Ang-2, G-CSF, endoglin,
follistatin, HB-EGF, PLGF ve VEGF-A diizeylerine, yilizeylerinde floresan bulunan
manyetik boncuklarla isaretlemeye dayali olan multiplex immiinoassay yontemi ile
“Human Premixed Multi-Analyte Kiti“ kullamlarak Luminex™ 200 cihazinda

bakilmis ve “’Luminex®analyzer with X-Y platform’” programu ile analiz edilmistir.
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3.2.1. Hasta ve Donérlere Ait Plazma Orneklerinin Seyreltilmesi

¢ Polipropilen tiipleri i¢erisinde -80°C’de muhafaza edilmis olan donor ve -9 ve
0.giinlerdeki hastalara ait plazma ornekleri igin uygun seyreltmeyi belirlemek
amaciyla http://www.RnDSystems.com/Products/LXSAHM adresinde yer alan
tablodan yararlanilmistir.

e Dondurulmus plazma 6rnekleri oda 1sisina getirildikten sonra seyreltmeden
hemen 6nce 16.000 x g'de 4 dakika santrifiij edilmistir.

e Onerildigi sekilde her bir plazma &rnegi i¢in 2 kat seyreltme yapilmustir (75 pL
ornek + 75 uL kit igerisinde bulunan kalibrator seyreltici RD6-52).

3.2.2. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

Kit i¢erisinde bulunan konsantre haldeki 20 mL yikama tamponu iizerine 480
mL distile su eklenmis ve kristallerin olusumunu engellemek icin oda sicakliginda

sitilarak iyice karistirilmistir.

3.2.3. Standartlarin Hazirlanmasi

Standart kokteyllerinin her birinden 100’er pL alinip bir tiipte toplanmis ve
Tablo 3’e gore son hacim 1000 ul olacak sekilde uygun miktarda Kalibratdr Diluent

N

E® f2 2 2 D
| andart

tandart tandart dart standart pt L
LBl Bl sl e e
kangim1  kangim2 kansim3 kangim4 kangims

EB FBR B B D '

tandart tandart tandart standart

RD6-52 eklenerek Standart 1 olusturulmustur.

BB

karngimé kangim7 kangim8 kansim9 kangim10

Sekil 6. Standart 1’in Hazirlanmasi



Tablo 3. Standart 1 Hazirlanmasi I¢in Gerekli Hacim Oranlari
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Standart Tek Tiipte Seyreltmek I¢in Standart 1 Total
Birlestirilecek Gereken Kalibrator Hacmi
Hacim Hacmi
1 100 pl 900 pl 1000 pl
2 100 pl 800 pl 1000 pl
3 100 pl 700 pl 1000 pl
4 100 pl 600 pl 1000 pl
5 100 p 500 p 1000 p
6 100 p 400 p 1000 p
7 100 p 300 p 1000 p
8 100 p 200 p 1000 p
9 100 p 100 p 1000 p
10 100 p 0u 1000

3.2.4. Reaktif Hazirlama

Ozetle, 2-6 arasindaki tiiplerin her birine kalibrator seyreltici RD 6-52’den

200’er pl eklendikten sonra daha 6nce hazirlanan Standart 1°den Sekil 6°daki gibi seri

diliisyonlar hazirlanmis ve

olusturulmustur.

Y

3’er kat diliie edilmis

100pL 100§k 100pL
YN Y Y 7Y

standart

standart2

standart1

standartd

Sekil 7. Reaktiflerin Hazirlanmasi

standartd standarts

standarté

seyreltikleri



3.2.5. Mikropartikiiler Karisim Hazirlama
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e Mikropartikiiler karisimin oldugu vialin kapagini agcilmadan 6nce 1000 x g'de

30 saniye santrifiij edilmistir.

e Mikropartikiilleri

tekrar slispansiyon haline getirmek icin, vial ters

cevrilmeden yavasca vortekslenmistir.

e Tablo 4’deki oranlar dikkate alinarak uygun miktarda diluent RD2-1 ve

mikropartikiil karisimi eklenerek seyreltilmistir.

Tablo 4. Mikropartikiil Karisim Seyreltiginin Ornek Sayisina Gére Hazirlanmasi

Kullanilan Kuyu Sayis1 Mikropartikiiler Karisim | Seyreltik RD2-1
96 500 ul -+ 5.00 pl
72 375 + 375 ul
48 250 1l + 2.50 pl
24 125u  + 1.25 pl

Not: Kullanim sirasinda mikropartikiilleri 1siktan korunmus ve 30 saniye i¢cinde hazirlanmis olmasina

Ozen gosterilmistir.

3.2.6. Seyreltilmis Biyotin Antikor Karisiminin ve Streptavidinin

Hazirlanmasi

Kapagi agilmadan 6nce Biyotin-Antikor Karisim viali 1000 x g'de 30 saniye

santrifiij edildikten sonra vial ters ¢evrilmeden dikkatli bir sekilde vorteks edilmistir.

Seyreltici RD2-1 ile Tablo 5’e gore Biyotin-Antikor karigimi seyreltilmistir.

Tablo 5. Biyotin-Antikor Karigiminin Seyreltilme Oranlari

Kuua;l;l;g lKuyu Biyotin Antikor Kokteyli Seyreltici RD2-1
% 500 p 5.00
2 3751 3,751
48 250 2,751
24 125 1 1,251




35

Polipropilen amber sisesi veya aliminyum folyo ile sarilmis polipropilen test
tiipli kullanilarak Streptavidin-PE tasima ve saklama esnasinda 1siktan korunmustur.
Kapag1 agilmadan 6nce Streptavidin-PE viali 1000 x g'de 30 saniye santrifiij edilmis
ve sonrasinda sise ters ¢evrilmeden yavasga vortekslenmis, yikama tamponu ile Tablo

6’e gore seyreltilmistir.

Tablo 6. Streptavidin-PE Seyreltiginin Hazirlanmasi

Kullanilan Kuyu Sayisi Streptavidin- PE Konsantrasyonu Yikama Tamponu
96 220 pl + 535l
72 165 ul + 4.00 pl
48 110 pl + 2.65 ul
24 55 ul + 1.35ul

3.2.7. immiinoassay Yontemi ile Anjiyogenik Faktérlerin Plazma

Diizeylerinin Belirlenmesi

Mikroplate’in her bir kuyucuguna diliie edilen mikropartikiil kokteyli 50ul /
kuyucuk olacak sekilde eklenip uygun kuyucuklara (50ul / kuyucuk) standart ve
plazma o6rnekleri eklenmis, mikroplate tizeri kaplanarak ve oda 1sisinda, 800 rpm’deki
sallayicida 2 saat inkiibe edildikten sonra 100ul / kuyucuk olacak sekilde yikama
soliisyonu ile 3 kere yikama yapilmistir. Seyreltilmis Biotin antikor karigimlarindan
50ul / kuyucuk olacak sekilde eklenip mikroplate kaplanmis ve oda 1sisinda, 800
rpm’deki sallayicida 1 saat inkiibe edilerek yikama soliisyonu (100ul / kuyucuk) ile 3
kere yikama yapilmistir. Her bir kuyucuga 50 ul / kuyucuk Streptavidin-PE eklenmis,
mikroplate tizeri kapatilmis ve oda 1sisinda, 800 rpm’deki sallayicida 1 saat inkiibe
edilip yikama soliisyonu ile yikama yapilmistir. 100ul / kuyucuk yikama soliisyonu
eklenerek mikropartikiiller resiispanse edilip 800 rpm’deki sallayicida 2 dakika inkiibe

edildikten sonra Luminex™ 200 cihazinda okutulmustur.
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3.3. Sonugclarin Hesaplanmasi ve Istatistiksel Yontem

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 22.0 programi kullanilarak yapilmistir.
Sayisal degiskenlerin normal dagilip dagilmadigini test etmek i¢in Kolmogorov
Smirnov testi kullanilmistir. Normal dagilim gosteren degiskenleri iki grupta
karsilastirmak icin “Iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik test (Bagimsiz gruplarda
t testi)” kullanilmistir ve tanimlayici istatistikler ortalama + standart sapma olarak
belirtilmistir. Normal dagilmayan sayisal degiskenler i¢cin Parametrik olmayan test
olarak Mann Whitney-U testi ile iki bagimsiz grup karsilastirilmis olup tanimlayici
istatistik olarak ortanca ve (en kiiclik-en biiyiik deger) verilmistir. Bagimli iki grup
karsilagtirmalarinda Wilcoxon Testi ile yapilmigtir.

Tliim hastalarin i¢in sagkalim analizi yapilmistir. Ortalama sagkalim
zamanlarin1 ve olasiliklarim1 kestirmek i¢in Kaplan-Meier yontemi kullanilmis ve
sagkalim egrisi ¢izilmistir. aGVHH gruplarina gore sagkalim egrileri Log-rank testi
ile karsilagtirllmistir. aGVHH nin ortaya ¢ikma nedenleri Lojistik Regresyon Analizi
ile incelenmistir. Tek degiskenli analizlerin sonucunda aGVHH ile diger degiskenlerin
iligkisi gdz Oniine alinarak, bagimli degisken olarak aGVHH degiskeni, bagimsiz
degisken olarak albiimin indesk, absolulenfindeks, angindeks alinmistir. Regresyon
analizi sonucunda 6nemli degiskenler belirlenmis, Odds oranlar1 ve giiven araliklar

elde edilmistir. P<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
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4. BULGULAR

Calismamiza 18’1 kadin 19’u erkek olmak iizere toplam 37 hasta 10 kontrol
grubu dahil edilmistir. Hastalarin yas araligi 1-22 yas olup ortalama 8,5 olarak
hesaplanmistir. 37 hastanin 10 tanesine malignite disi hematolojik nedenler ile,12
tanesinde malign nedenler ile,12 tanesine immun yetmezlik sebebi ile ii¢ tanesine ise
nérometabolik nedenler ile allojenik kemik iligi nakli uygulanmistir. Kemik iligi
vericilerinin olast komplikasyonlara karsi tam uyumlu akraba i¢i dondr olmasina
dikkat edilmis olup 37 hastanin sadece bir tanesi akraba fakat tam uyumlu olmayan
vericiden nakil yapilmistir. Kok hiicre kaynagi olarak ise 33 hastada kemik iligi
kullanilirken {i¢ hastada periferik kan kaynakli kok hiicre kaynagi tercih edilmistir.
Nakil Oncesi hastaya verilen hazirlik rejimlerinde hastanin tanisi, cinsiyeti, ek
hastaliklari, yas1 gibi faktorler de g6z onilinde bulundurularak 33 hastaya myeloablatif
hazirlik rejimi uygulanirken, kalan 4 hastaya ise nonmyeloablatif hazirlik rejimi

uygulanmigtir.
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Tablo 7. Hastalarin Demografik Ozellikleri

N(%0)
Primer Hastahk

e Malign 12(32)

e Nonmalign 10(27)

o Immun Yetmezlik 12(32)

e Norometabolik 3(8)
Cinsiyet

o Erkek 19(51)

o Kiz 18(48)
Donér Tipi

e  Tam uyumluakraba 36(97)

e  Tam uyumlu olmayan akraba 1(3)
Kok Hiicre Kaynag:

e  Periferik 3(8)

e  Kemik Iligi 34(91)
Hazirhik Rejimi

e  Myeloablatif 33(89)

o Nonmyeloablatif 4(11)

e Radyoterapi 5(13)
Akut GvHH 16(43)
Kronik GvHH 1(27)
VOD 9(24)
Hasta Yagr* 8,51+5,97(1-22)
GvHH

o Gradel -2 15(93)

e Grade >2 1(7)
GvHH Proflaksisi

o Metotreksat +Siklosporin 37(100)

*Ortalama +Standart Sapma (En Biiyiik-En Kiiciik Deger)

Verici hiicrelerinin alicinin kemik iligine yerlestigi ve tretime basladigi,
iretilen hiicrelerin periferde izlendigi giine engraftman giinii ad1 verilir. Calismamizda
ortalama noétrofil engraftmani 15+4. giinde gergeklesirken trombosit engraftmani ise
ortalama 21+6.giinde gerceklesmistir.16 hastada akut GvHH ile uyumlu klinik
bulgular kaydedilirken, sadece bir hasta kronik GvHH olarak kabul edilmistir.aGvHH
hastalarinin 15 tanesi grade 1-2,bir tanesi >grade 2 olarak degerlendirilmistir.
Hastalarin 15 tanesinde cilt bulgulari, bes tanesinde karaciger bulgulari, {i¢ tanesinde
ise gastrointestinal sistem bulgulari raporlanmistir. Venookluzif hastalik kabul edilmis
olan ise dokuz hasta mevcuttur (Tablo 7).

Endotel-iligkili belirteclerden olan anjiyogenik faktor (Anjiopoietin-2,
Endoglin, EGF, Folistatin, HB-EGF, VEGF-A, PIGF ve G-CSF) diizeylerine, heniiz
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hasar gelismeden (hazirlama rejimi Oncesi) ve hasarin gelistigi erken donemde
(hazirlama rejimi sonrasi) bakarak endotel hiicresinin hasara duyarliligi hakkinda bilgi
saglayabilecek, anjiyojenik bir profil ¢ikarmak amaciyla ylriitmiis oldugumuz
calismamizda; ilk olarak tum hastalarin (N=37) hazirlama rejimi 6ncesi (-9. gun) ve
hazirlama rejiminden hemen sonra transplantasyon 6ncesi (0. gun) bakilan anjiyogenik
faktor plazma diizeyleri kontrol grubunun faktor plazma diizeyleri ile karsilastirilmis,
faktor diizeylerindeki tespit edilen degisimin kontrol grubu ile istatistiksel agidan da
bir fark teskil edip etmedigi analiz edilmistir. Hem hastalarda hem de kontrol grubunda
plazma PIGF ve G-CSF diizeyleri 6lgiilebilir degerlerin altinda bulundugu i¢in bu iki
faktor degerlendirme kapsamina alinmamistir. Ardindan yine tiim hasta grubunda
plazma faktor diizeylerinin hazirlik protokolii 6ncesinde (-9.gun) ve sonrasindaki (0.
gun) degisimleri ve bu degisimlerin anlaml1 bir istatistiksel degere sahip olup olmadig
degerlenlendirilmistir.

Bu analizlerin sonucunda, hazirlama rejimi sonrasinda Anjiopoietin-2,
Endoglin, EGF ve VEGF-A plazma duzeylerinde diisme saptanmasina ragmen, sadece
Anjiopoietin-2, Endoglin diizeylerindeki degisim istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (p< 0.001). VEGF-A diizeylerinde belirgin diisme trendi olmasina
ragmen istatiksel anlamlilik saptanmamistir (p=0.058) HB-EGF ve Folistatin
duzeylerinde ise hazirlama rejimi 6ncesi ve sonrasi diizeyler arasinda istatiksel olarak
anlamli bir degisim saptanmamistir (p>0.05). Yine Anjioiopoetin-2, Endoglin, EGF,
HB-EGF, Folistatin ve VEGF-A’nin hazirlama rejimi oncesi (-9.gilin) bakilmig olan
diizeyleri ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir dusme saptamis ancak
bu faktorlerin diizeylerine hazirlama rejimi sonrasi (0. gun) bakildiginda kontrol

grubu ile saptanan anlamli farkliligin ortadan kalktigi tespit edilmistir (p>0.05).
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Folistatin diizeyleri incelendiginde ise hem hazirlama rejimi oncesinde (-9.giin)
hem de sonrasinda (0.giin) bakilan plazma duzeylerinin kontrol grubudan daha yiiksek
oldugu ve bu farkin istatistiksel agidan anlamli bir fark teskil ettigi gorulmustur
(p<0.001) (Tablo 8).

Ayn1 zamanda hastalardan hazirlama rejimi 6ncesi ve sonrasi bakilan sistemik
inflamasyon belirtegleri olarak serum firik asit ve serum alblimin diizeyleri ,mutlak
lenfosit ve mutlak monosit sayilari da karsilastirilmistir. Hazirlama rejimi sonrasi
mutlak lenfosit ve monosit sayilarinda istatiksel olarak anlamli bir diigme saptanmistir.
Diger parametrelerde (urik asit ve albumin) ise anlamli bir degisim gorulmemistir
(Tablo 8).

Daha sonra hastalar aGvHH olan ve olmayan hastalar olarak gruplandirmis ve
bu gruplar arasinda anjiyogenik faktor diizeyleri ve diger inflamasyon belirteclerinin
acisindan farkliliklar olup olmadigi incelenmistir. 37 hastanin 16 tanesinde izlemde
akut GvHH gelismisken sadece bir hastaya kronik GvHH tanis1 konulmustur . Akut
GvHH olan ve olmayan grup arasinda yapilmis olan bu kiyaslamada endotel iliskili
parametrelerden Anjiyopoetin-2, VEGF-A, Endoglin, Follistatin, EGF , HB-EGF’in
ve inflamasyon belirteglerinden,; iirik asit, albiimin, mutlak lenfosit ve mutlak monosit
sayimlarinin -9. giin (hazirlik rejimi 6ncesi) ve 0. giin (hazirlik rejimi sonrasi) degerleri
akut GvHH olup olmama durumuna gore karsilastirilmistir. Bu inceleme sonrasinda
akut GvHH olan grup ile olmayan grup arasinda parametrelerin higbirisi agisindan

anlaml bir fark bulunamamaistir (p>0.05) (Tablo 9).
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Tablo 9. Akut GvHH ile Faktorlerin Hazirlik Protokolii Oncesi ve Sonrasi Plazma

Diizeyleri Arasindaki liski

Parametreler aGvHH Var Yok P degeri
('ng/mL) Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)

Ang 2(-9. gun) 2583,2(659,7-12871,3) 2262 (454,3-6662,5) 0,195
Ang2(0.gun) 857,2(139,69-6231,37) 1037,8(152,8-4710) 0,498
Endoglin(-9.gun) 1970,1(623,2-4468,7) 1600(311,5-5257,4) 0,202
Endoglin (0.gun) 1491,6(572,7-4007,4) 1280,6(290,5-4053,1) 0,339
VEGF-A (-9.gun) 43,3(17-85,8) 36,8(13,6-91,6) 0,905
VEGF-A(0.gun) 20,8(9,9-55,8) 26,6(12,8-145,5) 0,604
Folistatin(-9.gun) 9394,3(5145-26517) 12265(2031-28021) 0,765
Folistatin (0.gun) 10666,4(5155-17703) 11525(2581-23266) 0,820
HBEGF(-9.gun) 31,9(10,3-196,8) 50,04(1,3-191,1) 0,331
HBEGF(0.gun) 28,3(9,4-111,7) 41,6(3,7-139) 0,330
Urik asit (-9.gun) 3,4(1,6-4,8) 3(1,1-7,4) 0,797
Urik asit (0.gun) 3,3(1,9-7,3) 3,4(1,5-9,8) 0,844
Albumin (-9.gun) 4(2,37-4,3) 3,6(2,8-4,4) 0,404
Albumin(0.gun) 3,8(2,91-4,9) 3,5(2,1-4,5) 0,457
ALS* (-9.gun) 1,2(0-4) 1,6(0-8,2) 0,940
ALS* (0.gun) 0,7(0-4,2) 0,6(0-2,9) 0,554
AMS** (-9) 0,1(0-5,9) 0,1(0-1,3) 0,639
AMS** (0) 0,2(0-2,9) 0(0-0,4) 0,267

Analizlerde man-whitney-u testi kullanilmstir.

* ALS : Absolii Lenfosit Sayisi
** AMS: Absolii Monosit Sayisi
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Tablo 10. Akut Gvhh Olan ve Olmayan Hastalarin Plazma Anjiyogenik Faktor ve

Inflamasyon Belirte¢ indekslerinin Karsilastirilmasi

Akut GVHD

P degeri
indeks *** Evet Hayir
Ang 2* 3,59+2.98 1,99+1,11 0,033
Endoglin* 1,63+0,81 1,50+0,62 0,63
VEGF-A** 1,93 0,69 0,72
Folistatin* 1,19+0,87 1,05+0,42 0,533
HBEGF** 1,20 2,29 1,00
Urik Asit* 0,93+0,25 0,97+0,42 0,75
Albumin * 1,02+0,16 1,05+0,14 0,55
Lenfosit** 12,63 15,10 0,42
Monosit** 11,10 9,90 0,68

P degeri <0,05 altinda olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
*Bagimsiz gruplarda T testi yapilmis olup; meant SD degerleri belirtilmistir.
**Man Whitney U ile hesaplanmis,median deger verilmistir

**%[ndex deger: (-9.giin plazma degeri)/(0.giin plazma degeri)

Hastalarin indeks degerleri, eksi dokuzuncu giinde alinmis olan parametre
degerleri, sifirinct giinde alinmis olan parametre degerlerine oranlanarak elde
edilmistir. Bakilmis olan dokuz parametreden sadece Anjiyopoetin-2 indeksi aGvHH
gelismis olan hastalarda aGvHH gelismemis olan hastalar ile kiyaslandiginda gruplar
arasinda hem sayisal hem de istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur (p=0.033).

aGvHH gelisen grupta Anjiyopoetin-2 indeks ortalama degeri 3,59+2,98
bulunmusken; GvHH gelismeyen grupta bu deger 1,99 £1,11°dir. Bu sonuglara gore
Anjiyopoetin-2 indeksi yiiksek olan grupta aGvHH gelisme ihtimalinin daha yiiksek
oldugu soylenebilir.Endoglin, VEGF-A, Folistatin, HB-EGF, iirik asit, albumin,
mutlak lenfosit monosit parametrelerine ait indeks degerlerinde ise; iki grup arasinda

istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunamamaigtir (p>0.05)(Tablo 10).
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Allojeneik hematopoietik kok hiicre nakli yapilan tum hastalarin sag kalim
suresi 37.9 £ 3 ay olarak bulunmustur (Sekil 8). Akut GvHH olan ve olmayan
hastalarin ortalama sag kalim siireleri kiyaslandigi zaman aGvHH olan hastalarin,
olmayan hastalara gore daha uzun siire yasadigi tespit edilmekle birlikte yasam sureleri
arasindaki bu farklilik (aGvHH, 32.7 + 5.3 ay vs. aGvHH olmayan, 42.9 + 3.3 ay)
istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p=0,137) (sekil 9).
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GVHH i¢in 6nemli risk faktorleri iki durumlu Lojistik Regresyon Analizi ile
incelenmistir. Tek degiskenli analizlerde aGVHH ile iligkili olabilecegimiz
degiskenlerden bir model elde edilmistir. Modele bagimsiz degisken olarak siniflama,
Ang2, alblimin indeks, Absolii lenfosit Indeks degiskenleri alinmistir. Degiskenlere
iligkin Odds oranlar1 buna iligkin giiven araligi ve p degerlerinin sonuglar1 Tablo 11°de
sunulmustur. Lojistik Regresyon Analizi sonucuna géore aGVHH i¢in siniflama, Ang2,
alblimin indeks degiskenleri 6nemli bulunmustur (p<0.05). Malign nedenle nakil
yapilmis olan hastalarin malign olmayan nedenle nakil yapilmis olan hastalara oranla
akut GvHH goriilme riski 9,72 kat fazladir. Ang2 Indeks degeri bir birim arttig1 zaman
aGvHH hastaligi goriilme riski 2,25 kat arttirdigi ve tedavi sonrasi alblimin
degerindeki diisme yani indeks degerindeki bir birimlik artigin ise aGvHH riskini 62
(1/0,016) kat arttirdigi bulunmustur.
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5. TARTISMA

HKHT sonrasi1 ortaya ¢ikan, hastanin sag kalimini en ciddi sekilde etkileyen
erken komplikasyonlardan biri aGvHH’dir ve steroid basta olmak iizere c¢oklu
immiinsuppresif tedavilerin kullanimina ragmen hastalarin 6nemli bir grubunda
steroid tedavisine diren¢ ya da bagimlilik gelistirmektedir veya uzun siireli ¢oklu
immiinsupresif tedavilerin kullanimina bagli ¢ok ciddi komplikasyonlar ortaya
¢ikmaktadir.

Transplantasyon oncesi verilen kemoterapi ve/veya radyoterapi igeren yogun
hazirlik rejimleri, proflaktik immiinsupresif tedaviler, engraftmani desteklemek i¢in
kullanilan biiyiime faktorleri ve gelisen enfeksiyonlar endotel hasarina neden
olabilmektedir. Endotel hasari, endotel hiicre aktivasyonuna ve anjiyogenezin
uyarilmasina yol agar. GvHH erken fazinda uyarilmis anjiyogenez ve belirgin dlciide
artmig yeniden damar yapimi (neovaskiilarizasyon); inflamatuar hiicrelerin hedef
hiicre ve organlara tasinmasinda kolaylastirici bir rol oynamaktadir [52].

GvHH’nm ilerleyen evrelerinde ise; damar vaskiiler endotelinin kendisi de
alloreaktif T hiicrelerinin hedefi olmakla birlikte; artan hasar dolayis1 ile anjiyogenez
ve bunlari takiben artan inflamasyon kendi iginde bir kisir dongiliye girmektedir[52].

Anjiyogenezin aGvHH gelisimindeki 6nemli rolii farkli calismalarin sonuglari
ile gosterilmis olmasina ragmen bu iligki hala net olarak aydinlatilabilmis degildir ve
aGVvHH patogenezindeki rolii halen arastirilmaktadir. Bu calismalarda genel olarak
aGvHH gelisimi sonrasi farkli zaman araliklarinda farkli angiogenik faktdrlerin
diizeylerine bakilmis ve steroid tedavisine direncli aGvHH’da etyopatogenezi
aydinlatma amaciyla bu iliskili irdelenmistir.

aGvHH ile iligkisi en sik arastirilmis olan faktorlerden VEGF-A tipki
epidermal biiytime faktorii (EGF) gibi bir trofik bir anjiyogenetik faktordiir. HB-EGF
ve endoglin ile birlikte doku rejenerasyondan sorumlu olan endotel iligkili faktorler
arasinda smiflandirilmaktadir [26]. Literatiirde yer alan bir ¢ok ¢alismada HKHN
sonrasinda diisiik serum VEGF-A ve EGF diizeylerinin ilerleyen donemde tedaviye
yanit alinan aGvHH’da arttigi ancak tedaviye yanitsiz aGvHH ve daha da onemlisi
steroide direngli aGvHH’da dusuk kaldigi ve yasam oranlarini olumsuz etkiledigi

gosterilmistir[26,28,42,43]. Bizim ¢alismamizda literatiirdeki bir¢ok ¢caligmadan farkli
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olarak bu endotel iliskili faktorlerin nakil dncesinde, hazirlik rejimi verilmeden ve
verildikten sonra bu degerlere bakilmis, bu degerlerin kendi i¢indeki degisimleri ve
kontrol grubu ile karsilastirilarak incelenmistir. Bu sekilde inflamasyonun erken
doneminde endotel hiicrelerde gelisen degisim hakkinda bilgi verebilecek bir
angiogenik profil cikarilmasi ve bu profilleme ile prognostik degeri olabilecek
indekslerin hesaplanmasi amaclanmistir. Hasta ve saglikli vericilerde bakilan ve genis
bir dagilim gosteren bu faktor diizeylerindeki tedavi sonrasi degisimlerini ve bu
degisimleri daha objektif olarak degerlendirmek i¢in hesaplanan indeks degerlerinin (-
9/0.giin) aGvHH gelisimi agisindan uyarici olup olamayacagini aragtirmis oldugumuz
calismamizda; yiiksek olan plazma VEGF-A ve EGF diizeylerinde hazirlik protokolii
sonrasinda belirgin bir diisme kaydedilmistir. Allogeneik HKHN hastalarinin buyuk
bir kisminda nakil Oncesi verilen kemoterapiler, immunsuppresif ajanlar veya
gecirilen enfeksiyonlar nedeni ile zaten degisen oranlarda devam eden bir doku hasari-
inflamasyon/angiogenez-doku rejenerayonu siklusu mevcuttur. Buna baglanabilecek
nakil oncesi kontrollere gore daha yiiksek olan doku regenerasyonu ile iliskili faktor
diizeylerindeki artis, verilen hazirlama rejimi sonrasinda uyarilan vaskular yanit ve
yeniden baglayan doku hasari onariminda bu trofik faktorlerin kullanimi neticesinde
gelismis olabilir [70].

Min ve arkadaglarinin 2006 senesinde yapmis olduklar1 ¢alismada bizim
calismamizi dogrular nitelilkte hazirlik rejimi sonrasinda +7. giine kadar VEGF serum
diizeylerinde belirgin. bir diisiiklik arkasindan artis tespit edilmistir. Bizim
calismamizda da hazirlik protokolii sonrasinda VEGF plazma diizeylerinde diisiis
izlenmis ancak aGvHH gelisen ve gelismeyen hastalarda arasinda VEGF
diizeylerindeki degisim acisindan anlamli bir fark tespitpit edilememistir. Bu durum
aGvHH gelistiren hasta sayimizin sinirli olmasindan kaynaklanmig olabilir [55].
Ancak hem aGvHH olan hemde olmayan hastalarda rejim sonrasi benzer degisim
paternlerinin izlenmis olmasi, aGvHH heniiz gelismedigi erken donemde, inflamasyon
baslangicindaki endotel hiicre degisim mekanizmalarinin, aGvHH gelistikten sonra
goriilen endotel hiicre activasyon/hasar mekanizmalarindan farkli olabilecegini
distindiirtmektedir.

Literatiire baktigimiz zaman Folistatin ve PIGF gibi endotel hasar1 ve

inflamasyon ile iligkili bulunan faktorlerin nakil 6ncesi veya nakil sonrasi diizeyleri ne
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kadar yiiksek ise bu hasta gruplarinda aGvHH goriilme ihtimalinin de o kadar yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu grup hastalarda faktorlerin plazma diizeyi
ne kadar yiiksek ise aGvHH nin da o denli siddetli oldugu yapilmis olan ¢aligsmalar ile
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda baktigimiz Folistatin rejim oncesi diizeyleri hem
sayisal hem de istatistiksel olarak kontrol grubundan daha yiiksek bulunmus ve rejim
sonrasida da yiiksek kalmistir. Holtan ve arkadaslarin aGvHH gelisen hastalarda
Folistatin diizeylerinin daha yliksek oldugunu ve tedavi sonrasi yiiksek kalan Folistatin
diizeylerinin negatif prognostik bir faktor oldugunu gostermislerdir [70]

Ayn1 zamanda hastalardan hazirlama rejimi 6ncesinde ve sonrasinda bakilan
sistemik iflmasyon ile iliskili parametrelerden iirik asit, albiimin, mutlak lenfosit ve
mutlak monosit degerleri de karsilastirilmistir. Eksi dokuzuncu giin ve sifirinct giin
absolii lenfosit ve monosit degerlerindeki azalma yoniindeki degisim hem sayisal hem
de istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. Diger parametrelerde ise sayisal acidan
fark olmakla birlikte istatistiksel agidan fark tespit edilememistir. Ancak aGvHH
gelisen ve gelismeyen hastalarda bu parametreler arasinda anlamli fark gériilmemistir.
Bu durum hasta sayimizin sinirli olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Bir diger endotel iliskili faktér de anjiyopoetin ailesine ait Anjiyopoetin-1’dir

ve damar endotelinin korunmasinda gorev alir. Ayn1 zamanda l6kosit adezyonunu
azalttigt ve endotel gegirgenligini de inhibe ettigi bilinmektedir. Anjiyopoetin-2
(Ang2) ise endotel apoptozisinde Angl’i inhibe ederek rol almaktadir. Diger bir
deyisle Ang2 damar yapisini stabil olmayan hale getirir ve endotelin hasara gelisimine
olan hassasiyetini gosterir . Nakil sonras1 aktive olan endotel hiicresinden hizlica
salindigim1 bildiren yayinlar bulunmaktadir ve  Angl inhibisyonu ile aGvHH
gelisiminden sorumlu tutulan mekanizmalar arasinda raporlanmustir [61].

Shosaku Nomura ve arkadaslar1 2008 yilinda Japonya’da yapmis olduklart
calismada Ang 2 diizeyinin nakil sonrasi ilk dort hafta i¢inde artis gosterdigi ve bu
artisin aGvHH siddeti ve mortalitesi ile yakindan iliskili oldugu gostermislerdir. Ayni
zamanda aGvHH patogenezinde rol oynadigini bildirilen Ang2 diizeyindeki nakil
sonrasi artigin allojenik nakillerde beklendigi gibi daha belirgin oldugunu ancak otolog
nakil yapilmis olan hasta grubunda bu artisin anlamli olmadigim tespit

edilmislerdir[61].
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Luft ve arkadaslarinin 2011 senesine yapmis olduklar1 bir baska calismada ise
inflamasyon ve doku hasarindan sorumlu oldugu diisiiniilen Ang2 diizeylerinin onarim
ve rejenerasyondan sorumlu oldugu bilinen VEGF’in nakil Oncesi diizeylerine
oranlanmas: ile bir indeks deger elde edilmis olup bu indeks deger ile
komplikasyonlarin iliskisine bakildig1 zaman nakil 6ncesi hastanin Ang2/VEGF orani
ne kadar yiiksek olursa aGvHH geligme ihtimalinin o kadar arttig1 sonucuna varilmistir
[45].

2013’de Dietrich ve arkadaslarinin ¢alismasinda da yine onceki yayinlara
benzer seklide nakilden 6nce bakilmis olan Ang2 diizeyleri yiiksek olan hastalarin
daha yiiksek oranla steroide direncli grade2-3 aGvHH tanisi aldiklari ve mortalitenin
Ang 2 diizeyi diisiik olan hastalara oranla belirgin dl¢iide yiiksek oldugu bildirilmistir
[2].

Bizim ¢alismamizda da hematopoetik kok hiicre nakli olan hastalarin hazirlik
rejimi oncesi ve sonrasi,bakilmis olan plazma Ang 2 degerleri hem kendi icinde hem
de kontrol grubu ile kiyaslanarak analiz edilmistir.

Rejim oncesi bakilan Ang2 plazma diizeyinin tum hastalarda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu bulunurken, rejim sonrasi bakilmis olan plazma
degerlerinin diisme egiliminde oldugu ve istatistiksel olarak kontrol grubu ile anlamhi
farkinin kalmadigi goézlenmistir. Hazirlama rejimi sonrast Ang2 diizeyindeki bu
anlaml diisiis uygulanan kemoterapinin anti-inflamatuar etkisinden kaynaklanmis
olabilir. Ancak hasta sayilarimiz sinirli oldugundan diger calismalarda aGvHH gelisen
hastalarda bildirilen diizeyleri ile ilgili yorum yapilmasi mumkun degildir. aGvHH
gelisen ve gelismeyen hastalarda bu degisimi daha objektif olarak degerlendirebilmek
icin hesaplanan indeks (Ang -9.gun /Ang2 0.gun) degeri acisindan aGvHH olan ve
olmayan grupta yer alan hastalar arasinda sayisal ve istatistiksel bir farkinin olup
olmadig1 degerlendirilmistir. Ve literatiirdeki sonuglara benzer sekilde Ang2 indeks
degeri bir birim arttig1 zaman aGvHH hastalig1 goriilme olasiliginin 2.24 kat arttig1,
Ang? indeks degerinin aGvHH gelistiren grupta aGvHH gelistirmeyen gruba kiyasla
yiiksek oldugu ve bu yliksekligin istatistiksel olarak da anlamli oldugu sonucuna
varilmigtir. Literatiirde de benzer sekilde Nowicki ve arkadaslari tarafindan yapilmis
olan ¢alismada HKHN sonrasi plazma VEGF, Angl, Ang2, MMP-9 diizeyleri hazirlik
protokolii dncesinde, (0), (+7), (+14), (+21) giinlerde degerlendirilmis olup hazirlik
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protokolii sonrasinda Ang2 diizeyinin bizim calismamizla benzer sekilde belirgin
olarak diisiise gectigi ve nakil sonrasi (+7) giinde ylikselmeye bagladig: bildirilmistir
[62]

Palomo ve arkadaslarinin hazirlama rejimi ve nakil tipinin erken donemde
gelisen endotel disfonksiyonu ile iligkisini proinflamatuvar ve protrrombotik faktor
diizeylerine bakarak inceledikleri calismalarinda; hazirlik rejim Oncesi ve sonrasi +21.
giine kadar hastalarida endotel hasari ile iligkili faktor diizeylerine (VCAM-1, SICMA-
1, STNFRI, vVWF, ADAMTS-13) bakilmistir. Allogeneik HKHT surecinde tespit
edilen endotel iliskili belirteclere ait tespit edilen degisimin muhtemelen hastalarin
almis oldugu yogun radyoterapi ve kemoterapi iceren hazirlik rejimleri ile immun
sistemlerini ve inflamatuar yanitlarin baskilanmis olmasindan kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir[63].

Katarina ve arkadaslarinin aGvHH gelisimi ile ve anjiyojenez iliskisini IBH ve
GvHH fare modellerinde arastirdiklari calismalarinda; anjiogenezin aGvHH hedef
organlarinda 16kosit infiltrasyonundan once basladigini (+2. gunde), hazirlama rejimi
sonrasi anjiyogenik yanit bulgulari gelismedigini gostermislerdir. Ayrica anjiogenezin
baslangic doneminde klasik endotel aktivasyon belirteclerinde (VEGF, VEGFRI,
adezyon molekulleri) degisim olmadigi, hedef organ endotel hiicrelerinde metabolik
ve sitoskeletal degisimlerin gelistigi , CD4 ve CDS8 T lenfosit hiicrelerin ise hedef
organlarda +7. giinden Once ortaya ¢cikmadig1 gosterilmistir. Bu durumda eger aGvHH
gelisimi ile ve anjiyojenez iliskisini nakil oncesi anjigenik profilleme ile incelemek
icin bilinen endotel aktivasyon/hasar belirteglerinin kullanilmasi dogru olmayabilir.
[64].

Bizim ¢alismamizda (-9.) ve (0.) glinlerde bakilmis olan plazma endotel iliskili
anyiogenik faktor duzeylerinde aGvHH acisindan anlamli bir farklilik bulunamamis
olmas1 bu faktorlere heniiz endotel aktivasyon baslamadan ¢ok erken donemde
bakilmis olmasindan ya da daha once belirtildigi lizere aGVHH olan hasta sayisinin
sinirli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica anjigenik faktor diizeylerindeki
degisimlerin aGvHH siddetiyle orantili oldugu da bilinmektedir. aGvHH gelisen 16
hastanin 15’inde grade I-1I hastalik mevcut olmasi da bu nedenle sonuglara etki etmis
olabilir. Buna ragmen Ang 2 diizeyi yiiksek olup, hazirlik rejimi ile yeterli diizeyde

diisiis elde edilemeyen dolayis1 ile Ang 2 indeksi yiiksek olan hastalarin ilerleyen
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donemde aGvHH gelisimi agisindan riskli olduklari tespit edilmistir. Albumin indeksi
icinde benzer bir sonug elde edildigi i¢in, ©6n goriilmesi son derece zor olan ancak
mortalite ve morbidite agisindan biiylik risk tasiyan aGvHH gelisim riskinin
degerlendirilmesinde bu indeks degerleri anlamli olabilir.

Ancak hem aGvHH olan hemde olmayan hastalarda rejim sonrasi benzer
degisim paternlerinin izlenmis olmasi, aGvHH heniiz gelismedigi erken donemdeki
inflamasyon baslangicindaki endotel hiicre degisim mekanizmalarinin, aGvHH
gelistikten sonra goriilen endotel hiicre activasyon/hasar mekanizmalarindan farkli
olabilecegini diislindiirtmektedir. Dolayisi ile transplant 6ncesi aGvHH gelisme riskini
tespit edebilmek i¢in bu mekanizmalarin aydinlatilmasi ve daha genis kapsamli klinik
arastirmalar ile bu sonuclarin dogrulanmasi gerekmektedir. Bu calisma sonunda elde
edilen ve aGvHH gelisme riski acisndan anlamli bulunan Ang2 ve Albumin indeksleri
ayni zamanda immun regulatuvar rolleride olan angiogenik faktdrler ile inflamasyon
baslangici arasindaki bu iliskinin daha detayli arastirilmasi gerekliligini

gostermektedir.
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6. SONUCLAR

1.Tiim hastalarda bakilmis olan ang2, endoglin degerlerindeki protokol dncesi
ve sonrasi degisim hem sayisal hem de istatistiksel agidan anlamlidir. (p*<0,05)

2. Angiopoetin 2, endoglin, EGF, HBEGF, VEGFA degerleri hazirlik rejimi
aldiktan sonra (0.glinde) ciddi diislis gOstermistir. Protokol Oncesindeki degerler
kontrol grubu ile hem sayisal hem de istatistiksel agidan ciddi fark teskil etmektedir
ancak protokol sonrasinda degerlerin kontrol grubu ile istatistiksel bir farki
bulunmamaktadir.

3. Folistatin-like faktor plazma degeri ise protokol oncesinde de (-9.giinde)
protokol sonrasinda da (0.glinde) kontrol grubu ile hem sayisal hem de istatistiksel
acidan anlamh fark teskil etmektedir.

4. Eksi dokuzuncu giin ve sifirmcr giin mutlak lenfosit ve monosit
degerlerindeki degisim hem sayisal hem de istatistiksel agidan anlamlidur.

5. aGvHH gelisen grup ile gelismeyen grup arasinda endotel iligkili
parametrelerden  anjiyopoetin 2, VEGF-A, endoglin, follistatin, HB-EGF ve
biyokimyasal parametrelerden lrik asit, albiimin, absolii lenfosit, absolii monosit
plazma diizeylerinde protokol oncesi ve sonrasi anlamli fark bulunmamaktadir.

6. aGvHH gelisen grupta anjiyopoetin 2 indeks ortalama degeri
3,59+2,98,GvHH gelistirmeyen grupta bu deger 1,99 £1,11°dir. Anjiyopoetin indeksi
yiksek olan grupta aGvHH gelisme ihtimali daha yiiksek olarak
bulunmustur.Endoglin, VEGFA, folistatin, HBEGF, {irikasit, albumin, lenfosit,
monosit parametrelerine ait indeks degerlerinde ise; iki grup arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunamamustir.

7. Malign nedenle nakil yapilmis olan hastalarin malign olmayan nedenle nakil
yapilmis olan hastalara oranla akut GvHH goriilme riski 9,72 kat fazladir.

8. Ang2 Indeks degeri bir birim arttig1 zaman aGvHH hastalig1 goriilme riski
2,25 kat artmaktadir ve Albiimin indeks degerindeki bir birimlik artis ise aGvHH
riskini 0,016 kat arttirmaktadr.

9. Allojeneik hematopoietik kok hiicre nakli yapilan tum hastalarin sag kalim

suresi 37.9 + 3 ay’dir
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10. Akut GvHH olan ve olmayan hastalarin ortalama sag kalim stireleri
kiyaslandig1 zaman aGvHH olan hastalarin, olmayan hastalara gére daha uzun siire
yasadigi tespit edilmekle birlikte yasam sureleri arasindaki bu farklilik (aGvHH, 32.7
+ 5.3 ay vs. aGvHH olmayan, 42.9 + 3.3 ay) istatistiksel agidan anlaml1 bulunmamustir
(p=0,137)
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HASTA KODU:
DOSYA NUMARASI:
CINSIYET:

DOGUM TARIHI:

YASI:

TANISI:
TANI YASI:

TANI ILE KiT ARASINDA GECEN SURE:

KIiT YASI:

KIT TARIHI:

KACINCI KiT OLDUGU:
DONOR TiPI:

KOK HUCRE KAYNAGI:

HAZIRLIK REJIMI ICIN ALDIGI ILACLAR:

GvHH PROFLAKSISI ICIN ALDIGI ILACLAR:

AKUT GVHH:

KRONIK GvHH:

NOTROFIL ENGRAFTMAN:
TROMBOSIT ENGRAFTMAN:
VOD:

ENGRAFTMAN SENDROMU:




KCFT BOZUKLUGU:
HEMORAJIK SISTIT:
EK HASTALIKLARI:
ENFEKSI{YON:

KATETER ENFEKSIYONU:

-9./0.GUN PLAZMA FAKTORLERI:

EGF
Ang?2
G-CSF
Endoglin
Follistatin
HB-EGF
PIGF
VEGF-A

-9 ve 0. GUN

Absolii Lenfosit Sayist
Absolii Monosit Sayisi
Urik Asit

Albumin




EK 2. Biyobanka Onam Formu

'KOK HUCREARAS  UYGULAMA MERKEZI

] ~ BIVOBANKA ONAW FORMU,

Biyobankalar: Hicre/ doku/ DNA/ serum/ plazma/ idrar gibi biyolojik érnek tantmina giren
tim drneklerin saklandigi ve bu orneklerle ilgili bilgilerin veri tabanlarinda arsivienerek
gelecekteki caligmalarda kullaniimak Gzere uzun sitreli korundugu alt yapilardir.

H.U. Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi K&k Hiicre ve Hiicre Bankasi: Kan,
kemik 1ligi veya diger dokulardan elde edilen ve farkli dokulara farklilagabilen, kendi kendini
yenileme ozelligine sahip olan hucrelere kok hiicre denitmektedir. Kok Hucre ve Hucre
Bankasi; s6z konusu biyolojik érneklerden gelitirilen kok hiicrelerin ve bu drneklerle iligkili
pilgilerin 6zellikle gocukluk gagt hastaliklarinda hastalik mekanizmalarinin aydinlatiimasi ve
yeni tedavi yéntemlerinin bulunmasi igin uzun stire depolandidi birimdir.

Kigisel Bilgilerin Korunmast

e Size/gocugunuza ait kisisel ve tibbi bilgiler sifrell bir bilgisayarda korunacaktir ve bu
bilgisayara erisim sadece yetkilendirilmis  biyobanka calisanlan tarafindan
mimkindar.

» Biyolojik érnekler kodlanarak saklanacaktir, bireyi tamimlayicl kisisel bilgiler (isim,
soyad), gibi kimlik bilgileri) laboratuvar sonuglarinda ve arastirma sonuglannin
giktitarinda kullaniimayacaktir

» Kisisel ve tibbi bilgileriniz Ig yeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi U¢lincli sahislara
aktariimayacaktir. Omekler gonillik esasina dayal olarak toplanmaktadir. Ticari bir
karsihdi yoktur.

e Sizden alinan érnekler en az 10 yil stre ile saklanacaldtir.

Orneklere erisim

»  Ornek bankalama su anda size/gocugunuza bir tani hizmeti vermeyebilir ancak uzun
vadede sizin/cocugunuzun hastaligi ile ilgili elde edilebilecek bilgiler size ve bu
hastaliktan etkilenmis diger kisilere/ ailelere/ topluma tani ve tedavi agisindan yarar
saglayabilecektir

« Ormekler arastrma amaglh. kullanildig durumda kisise! ve . tibbi bilgileriniz gizli
tutulacaktir.

« Biyolojk ornek bankalama sistemi génilllilik esasina dayalidir. Orneklerin
bankalanma s(resi igerisinde onaminizi ve sizin biyolojik drneginizi gekme hakkina
sahipsiniz. Bu durumda talebinize bagl olarak oémeginiz ve verileriniz  imha
edilecektir.Cocugunuz 16 yasina geldiginde meklerin saklanmast ya da imhasl igin
tekrar onayina bagvurulacakiir.

Sonug Bildirimi

Olas! arastirma sonuglarnin geri dontistimii hakkinda asagidakilerden hangisini kabul
edlyorsunuz

rIBildirilimesini istemiyorum.
Tani ve tedaviye yol agmasa bile bildiriimesini istiyorum.

CSonuglann énleyicl veya tedaviye y&nelik oldugu durumlarda bildirilmesini istiyorum.
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Sonuglarin  veri bankalarina eklenmesi Tibbi bilgileriniz  kimlik bilgileriniz ile
liskilendirilmeden veri bankalarina eklenebilir ve ulusal/ulustararasi arastirma ¢alismalarinda
kullanilabilir. Veri bankalarina eklenme konusunda asagidakilerden hangisini kabul
ediyorsunuz

0 Tibbi bilgilerimin veri bankalarina eklenmesini, bagka arastirmalarda kullaniimak Gzere veri
degisimi yaptimasini ONAYLAMIYORUM

ZTibbi bigileriminveri bankalarina eklenmesini, bagka arastirmalarda kullaniimak zere veri
degisimi yapiimasini ONAYLIYORUM

Katifmayi kabul ettiginiz takdirde sizden/gocugunuzdan tani ya da tibbi izlem amac ile
alinan kan, kemik ilii, biyopsi materyallerinin bir kismi ile kok htcre/hiicreler gelistirilerek
saklanilacaktr. Bunun igin size/gocugunuza 6mek alma amagh olarak ek bir girigim
yapiimayacaktir.

Sizden alinan biyolojik 8rnek halen devam eden bir arastirmada kullanilabilecedi gibi henliz
tanimlanmamis ileride yapilacak aragtirmalarda da kullanlabilecekdtir. Ancak bu arastirmalar
su anda tanimlanmamis olsa bile sizin ya da cocugunuzun hastaliginin tan ve tedavisine
yonelik olacaktir. '

Katilmay kabul etti§iniz takdirde lttfen bu formu imzalayiniz.

o Qocugunuz 16 yagina geldiginde; Orneklerin saklanmasl, aragtirmalarda
kufianiimasi, imhast ve sonug bildirimi konulannda onun iznine de
basvurujacaktir.

Yukaridaki bilgileri okudum Kok Hicre/Hlicre Bankasi amag ve icerigi hakkinda agiklamalar
yapildi. Ornek vermeyi kabul ediyorum:

Isim Soyadi, Imza (Katyimci/Ebeveyn) o Tarih
- /7
S 0¥

isim Soyadi, Imza (Tank)  |{(on es Sran Tarih

Katilimci/ebeveyne yukaridaki bilgiler sdzel olargsk verilmis KékHucre/Hiicre bankasi amag
ve igerigi agiklanmigtir. i [(QQ/\/\ S 2 Lol ©
¢ ]

isim Soyadi, Imza (Klinik Sorumlusu/Aragtirma Sorumlusu) Tarih
Sorulariniz igin 0 312-305-2821 no'lu telefondan bilgi alabilirsiniz. § ﬁ*@aﬁ'\
Miidiir: Prof. Dr. Duygu Ugkan Cetinkaya e 1 Q‘wt(f‘ P

Sorumlular:Klinik Arastirma Hemsiresi:Hacer Clizdanci , v

Hacettepe Universitesi K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Sihhiye Kampis(,
06100, Ankara.
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HACETTEPE UNIVERSITES]

KEK RUCRE ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZI

EK'T BIYOBANKA ONAM FORMU

Biyobankalar: Htcre/ dokw/ DNA/ serum/ plazma/ idrar gibi biyolojik érnek tanimina giren
tim &rneklerin saklandigt ve bu 8rneklerle figili bilgilerin veri tabanlarinda argivlenerek
gelecekteki caligmalarda kullaniimak Gzere uzun siirell korundugu alt yapilardr,

H.U. Kok Hiicre Aragtirma ve Uygulama Merkezi Kok Hilcre ve Hiicre Bankasi: Kan,
kemik lligi veya diger dokulardan elde edilen ve farkll dokulara farklilagabilen, kendi kendini
yenileme &zellijine sahip olan hiicrelere kok hiicre denilmektedir. Kok Hiicre ve Hicre
Bankasi; s6z konusu biyolojik &rneklerden gelistirilen kék hilcrelerin ve bu dmeklerle iligkili
bilgilerin 6zellikle gocukluk ¢adi hastaliklarinda hastalk mekanizmalarinin aydinlatiimasi ve
yeni tedavi yontemlerinin bulunmast igin uzun stre depolandigi birimdir.

Kisisel Bilgilerin Korunmasi

e Size/gocudunuza ait kisisel ve tibbi bilgiler sifreli bir bilgisayarda korunacakti ve bu
bilgisayara erigim sadece yetkilendiriimis biyobanka galiganlart tarafindan
mimkanddr.

* Biyolojik drnekler kodlanarak saklanacaktir, bireyi tanimlaytel kigisel bilgiler (isim,
soyadl, gibi kiniik bilgileri) laboratuvar sonuglarinda ve arasfirma sonuglarinin
giktilarinda kullantimayacaktir

» Kigisel ve tibbi bilgileriniz is yeri, editim kurumu ve sigerta girketi gibi igbincl gahislara
aktariimayacaktir. Ornekler gonullik esasina dayall olarak toplanmaktadir. Ticari bir
karsiigi yoktur,

= Sizden alinan drnekler en az 10 yil stre ile saklanacaktir.

Orneklere erigim

»  Omek bankalama su anda size/gocugunuza bir tani hizmeti vermeyebilir ancak uzun
vadede sizin/gocugunuzun hastaligr ile ilgili elde edilebilecek bilgiler size ve bu
hastaliktan etkilenmis diger kigilers/ ailelere/ topluma tani ve tedavi agisindan yarar
saglayabilecektir

o Omekler arastirma amaglt kullaridigr durumda kisisel ve bbi bilgileriniz gizli

tutulacaktir.

* Biyolojik omek bankalama sistemi géndlltlik esasina dayalidir.  Orneklerin
bankalanma stresi igerisinde onaminizi ve sizin biyolojik ornedinizi gekme hakkina
sahipsiniz. Bu durumda talebinize bagli olarak ormeginiz ve verileriniz imha
edifecektir.Cocugunuz 16 yasina geldiginde drnekierin saklanmasi ya da imhast igin
tekrar onayina bagvurulacaktr.

Sonug Bildirimi

Olasi aragtirma . sonuglarinin geri déniisiimii hakkinda asagidakilerden hangisini kabul
ediyorsunuz

OBildirilmesini istemiyorum.

CTant ve tedaviye yol agmasa bile bildiriimesini istiyorum.

OSonuglarin énleyici veya tedaviye yonelik oldugu durumiarda bildiriimesini istiyorum.
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Sonugiarin  veri bankalarina eklenmesi Tibbi bilgileriniz  kimlik  bilgileriniz  ile
fligkilendiriimeden veri bankalarina eklenebilir ve ulusal/uluslararasi arastirma calismalannda
kuillanilabilir. Veri bankalarina eklenme konusunda asagidakilerden hangisini kabul
ediyorsunuz

U Tibbi bilgilerimin veri bankalarina eklenmesini, bagka arastirmalarda kullaniimak tizere ver
cegisimi yapiimasini ONAYLAMIYORUM

01 Tibbi bigileriminveri bankalarina eklenmesini, bagka aragtirmalarda kuilaniimak tzers veri
degisimi yapiimasini ONAYLIYORUM

Katiimayi kabul ettiginiz iakdirde sizden/gocugunuzdan tani ya da tibbi izlem amaci ile
alinan kan, kemik iligi, biyopsi materyallerinin bir kismi ile kok hucre/hlcreler gelistirilerek
saklanilacaktir. Bunun igin size/cocugunuza oémek alma amagh olarak ek bir girigim
vapllmayacaktir,

Sizden alinan biyolojik rnek halen devam eden bir arastirmada kullanilabilecegi gibi hentiz
tanimlanmamus ileride yapilacak arastirmalarda da kullanilabitecektir. Ancek bu aragtirmalar
su anda tammlanmamig olsa bile sizin ya da gocugunuzun hastaliginin tani ve tedavisine
yonelik olacaktir,

Katiimay1 kabul eltiginiz takdirde utfen bu formu imzalayiniz.

e Cocugunuz 16 yasina geldiginde; Srneklerin saklanmasi, arastirmalarda
kullaniimasi, imhasi ve sonuc biidirimi konularmda onun iznine de
bagvurulacaktr.

Yukaridaki bilgileri okudum Kok Hticre/Huicre Bankasi amag ve igerigi hakkinda agiklamalar
yag : Yorum:

9 I 2F A2 L2013

étlllmchbeveyn) Tarih

ls?m Soyadl, Imza (K

Isim Soyadi, Imza-(Tanik) v Tarih
Katilimei/ebeveyne yukaridaki bilgiler sézel olarak verilmis KékHiicre/Hicre bankasi amag

ve icerigi agiklanmistir,

— . |sim Soyadh, Imza (Klinik SorumluswArastirma Sorumlusu) Tarih
Sorulariniz igin 0 312-305-2821 no'lu telefondan bilgi alabilirsini;.

Midiir: Prof. Dr. Duygu Ugkan Cetinkaya .

Sorumlular:Klinik Aragtirma Hemsgiresi:Hacer Ctizdanci

. i

Hacettepe Universitesi Kok Hicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Sihhiye Kamptis,
06100, Ankara.
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EK 3. Etik Kurul Onam Form

T.C.

Sayi : 16969557 38O

HACETTEPE UNiVERSITESI
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Konu: ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU
Toplant: Tarihi 120 SUBAT 2018 SALI

Toplanti No :2018/06

Proje No : GO 18/235 (Degerlendirme Tarihi: 20.02.2018)
Karar No : GO 18/235-29

Universitemiz Kok Hiicre Arasirma ve Uygulama Merkezi dgretim iiyelerinden Dog. Dr.
Fatma Visal OKI'R" un sorumlu aragtirmaci oldugu. Prof. Dr. Duygu Ugkan CETINKAYA,
inci CEVHER ile birlikte cahsacaklan ve Ars. Gor. Dr. Ozlem SATIRER™ in uzmanlik tezi
olan. GO 18235 kayit numarah. “Hematopoetik Kok Hiicre Nakli Yapilan Hastalarda
Anjiogenik Faktir Diizeylerinin GvHH Riski ile Hliskisi” bashkli proje dnerisi arastirmanin
gerekge., amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup. etik agidan uygun

bulunmustur.

1.Prof. Dr. Nurten AKARSU w

Bagkan)
>
g
2. Prof. Dr. Sevda i M["F'rUOGLL’? > (Uye)

3. Prof. Dr. M. Yildinm S: (U)‘c)
4. Prof. Dr. Needel S w (Uye)
\

5. Prof. Dr. Hatice Dogan (U)‘c)
6. Prof. Dr. R. Kdksal OZGUL {(v (Uye)
7. Prof. Dr. Ayse Lale D()GAA\M (Uye)
IZINLI

8. Prof. Dr. Elmas Ebru YALCIN (Uye)

9. Prof. Dr. Mintaze Kerem GUNE

10 Prof. Dr. Oya Nuran EMIROGLU Uye

11 Yrd. Dog. Dr. Ozay GOKOZ 0)'5 (Uye)

' )
12. Dog. Dr*Gézde GIRGIN @Lf (Uye)

KATILMADI “

13. Dog. Dr. Fatma Visal OKUR (Uye)
IZINLI

14. Dog. Dr. Can Ebru KURT (Uye)

15. Dog. Dr. H. Hiisrev Tl ‘RN.»\(% Uye)
16. Yrd. Dog. Dr. Miige DEMIR /“%:)

17. Ogr.Gor.Dr. Meltem SENGEUW

18. Av. Meltem ONURLU tye)

Hacettepe Universitesi Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu

06100 Sihhiye-Ankara

Ayrintih Bilgi igin

Telefon: 0 (312) 305 1082 « Faks: 0 (312) 310 0580 * E-posta: goetik@hacettepe.edu.tr



