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ONSOZ

Bu tez konusu, 7.0cak. 1995 tarihinde GATA Tibbi Onkoloji Klinigi emekli bilim dah
bagkan1 Prof. Dr. A. Onder Berk tarafindan sozlii olarak verilmis ve ¢calismaya baglanilmigtir.

Periferik kan kok hiicre transplantasyonu, kandan elde edilen pluripotent ve progenitor
hiicrelerin infiizyonunu kapsayan giincel bir uygulamadir. Bu uygulama, hematolojik ve solid
timorlii olgularda yiiksek doz kemoterapiden sonra, dzellikle son yillarda hematolojik destek igin
uygun kaynak olarak kabul edilmekte ve Onerilmektedir. Periferik kan kO&k hiicre
transplantasyonunda komplikasyonlar, otolog ve allojeneik kemik iligi transplantasyonlarinda
goriilenlerden daha az olup, hematopoetik engraftman (yenilenme) da daha kisa siirede
gelismektedir. Transplantasyonlarda basariyr artiran en 6nemli faktOrlerden birisinin engraftman
stiresinin kisalii olmasi nedeniyle, bu siireyi artirma yada azaltma yOniinde etkide bulunabilecek
faktorlerin arastirilmasi 6zellikle 6nemlidir.

i¢ hastaliklari ve Tibbi Onkoloji ihtisaslarim siiresince kiymetli bilgi ve deneyimleri ile
egitimime biiyik emegi gegen ve tez damgmamm olarak caligmalarimi yoneten ve yonlendiren,
degerli hocam saym Prof. Dr. Atilla Yalcin® a saygi ve siikranlarimi sunarim. Kemik iligi
transplantasyonu ve onkoloji sahasindaki bilgi ve deneyimlerinden yararlanma sansina sahip
oldugum saygideger hocam Prof. Dr. A. Onder Berk’ e hiirmet ve minnetlerimi iletirim. Uzmanlik
egitimim siiresince ve tez ¢alismalarimda her tirli yardim ve destegi esirgemeyen sayin hocam
Dog. Dr. Ahmet Ozet’ ¢; 6gretim iiyesi, agabey ve arkadas olarak ihtisasim siiresince yakin ilgi ve
dostlugunu gordiigiim saymn Yrd. Dog. Dr. Fikret Arpact’ ya tegekkiirlerimi sunarim. Tezimin
istatistiki analizleriﬂin yapilmasinda, tartigma ve katkilar: ile gosterdigi yakinlik ve ayirdigi zaman
icin Halk Saglhigi ABD Ogretim dyesi sayin Yrd. Dog. Dr. Onur Hamzaoglu’ na tesekkiir ederim.
Ayrica beraber ¢alismaktan bilyiik zevk duydugum Dr. Bekir Oztiirk, Dr. Alper Ozkan, Dr. Rasih
Altay’ a, klinigimiz hemgire ve personellerine 6zverili ¢alismalar1 ve olgu\larlmlza gosterdikleri
yakin ilgileri i¢in tesekkiirlerimi sunarim. Calismamda kendi olgularmm verilerini de kullanmama
miisade edip destek olan, bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim AUTF Hematoloji Bilim Dali
Qgg;lim tiyeleri saym Prof. Dr. Meral Beksag, Dog. Dr. Haluk Kog ve Uzm. Dr. Onder Arslan® a
tesekkiirli bir bor¢ bilirim. Bana her zaman en biiyiik sevgi ve deste§i veren esim ve ofluma da

tesekkiir ederim.

Dr. Seref KOMURCU
ANKARA - 1996
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GiRiS

Hematolojik malignitelerde ve solid tiimorlerde otolog periferik kan kok hiicre
transplantasyonu (PKKHT) uygulanmasinda son 5 yilda onemli gelismeler kaydedilmistir
(6,13,59). Bu uygulamada transplantasyona bagh komplikasyonlar, otolog ve allogeneik
kemik iligi transplantasyonunda goriilenlerden daha az olup PKKHT ’nda graft versus
host hastahgimn (GVHD) goriilmemesi 6zellikle 6nemlidir. Yiiksek doz kemoterapi ve
PKKHT’ nin . en 6nemli dezavantaji yiiksek relaps oranlaridir. Otolog PKKHT nun
allogeneik ve otolog kemik iligi transplantasyonuna (OKIiT) gore genel anestezi ve kemik
iligi aspirasyonu gerektirmemesi, hematolojik yenilenmenin daha kisa siirede olmasi
(13,59), destek tedavisine gereksinimin daha az olmasi (6,59), hastanede kal;; ;ﬁreSini
daha cok kisaltmasi, maliyetinin daha diigiik olmast (13), daha 6nce pelvik bolgeye

radyoterapi . uygulanan ve kemik iligi biyopsisi yapilamayan hastalarda da

transplantasyonun miimkiin olmasi (59) gibi avantajlar1 vardir.

Heniiz yeni bir transplantasyon yontemi olup yaklagtk 12 yildir yapilmakta olan
miyeloablatif kemoterapiden sonra otolog PKKHT uygulamasinin Tiirkiye’ de 4 yillik bir
gecmisi olup, bu uygulamanin onciiligiinii Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi (AUTF)
ibn-i Sina Hastanesi ve Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA) Kemik Iligi
Transplantasyon (KiT) merkezleri yapmigtir (60). Ocak 1992 - Mayis-1996 yillari
arasinda Tirkiye’ de yapilmis olan 65 yiiksek doz kemoterapi ve PKKHT uygulamasinin

50’ si bu iki merkezde gergeklestirilmigtir.



Kemik iligi transplantasyonlu olgularin tutuldugu kayit merkezi olan IBMTR
(International Bone Marrow Transplant Registry)’ a Tiirkiye’ den iiye olan merkezler

sadece AUTF ve GATA KIT merkezleridir.
1. Cahsmanin Katkisi:

PKKHT sonrasi, olgularda erken hematopoetik yenilenmenin (engraftman) ortaya
¢ikmasi, morbidite ve mortalite insidanslarinin  azalmasinda ve transplantasyonun
basarisim belirlemede ¢ok onemli bir faktordiir. Lokosit ve trombosit engraftman gelisme
siiresi bircok etkene bagli olarak degisebilmektedir. Bu c¢alisma PKKHT sonrast
engraftman hizi ile ilgili bazi belirsizliklerin  aydinlatilmasina katkida bulunacag

diisiincesiyle planlanmigtir:

1- Tirkiye’ de yapilan biitin PKKHT olgularinin yaklagik %80’ ini kapsayan bu
hasta grubu ile yapilan galisma, Tiirkiye popiilasyonunun ve bazi demografik ozelliklerin

hematopoetik engraftman gelisme hizi ile iligkileri konusunda bilgi verecektir.

2- Aferez ve kriyoprezervasyonda kullanilan alet ve yontemin engraftman hizi ile
iliskisinin cahigilmas1  optimum aferez  yontemi ile zamanlamasimin  ve optimum

kriyoprezervasyon yonteminin belirlenmesine katkida bulunacaktir.

3- Toplanan iiriindeki mononiikleer hiicre sayist ve hacmi ile CDs4+hiicrelerin
saytlarinin engraftman hizina olan etkilerinin degerlendirilmesi, {iriiniin optimuin +yeterli

say1 ve hacminin belirlenmesine katkida bulunacaktir.



2. Calismanin Amaci:

GATA ve AUTF KIT merkezlerinde 4 yil icinde yapilan yiiksek doz kemoterapi

ve PKKHT uygulamalarini kapsayan bu arastirmanin amaglari:

1- Bu iki merkezin PKKHT sonrasi olgularda lokosit ve trombosit engraftman

gelisme hizlarini karsilastirmak,

2- Asagida belirtilen parametrelerin hematopoetik engraftmana olan etkilerini

caligmaktir.

a- Olgularin yag1 ve cinsiyeti

b- Transplantasyon oncesi donemde kemoterapi ve radyoterapi

uygulamalari
c- Reinfiizyon sonrasi kullanilan biiytime faktor tipi

d- Transplantasyon déneminde engraftman olusuncaya kadar gecen

atesli giin sayist
e- Aferez ile toplanan {iriiniin hacmi

f- Toplam mononiikleer ve CD34+ hiicrelerin sayilari



GENEL BILGILER

Modern anlamda kemik iligi transplantasyonu farelerde yapilan g¢alismalarla
baglamistir. Letal dozda radyasyonla kargilagan farelerin kemik iligi infiizyonu ile
korunabileceklerinin gosterilmesi ile galigmalar dnemli dlciide mzlanmigtir. Bunu kopekler
iizerinde yapilan deneyler izlemistir. Ozellikle kopek doku grup antijenlerinin belirlenmesi
ve antijenleri uygun kopekler arasinda yapilan nakillerin olumlu sonuglar vermesi ile
insanlar iizerinde calismalar baglatdimuigtir (16). insanlarda ilk uygulama Thomas ve ark.
tarafindan 1957 yilinda gergeklestirilmigtir (3). Daha sonra Belgrad’daki radyasyon kazas:
nedeniyle kemik iligi aplazisi gelisen 5 olguya Mathe ve ark. akraba olmayan donorlerden
allojenik kemik iligi transplantasyonu yapmuglardir. Bu girisimleri 1959-1962 yillar

arasinda 154 transplantasyon olgusu izlemigtir (3).

A - PERIFERIK KAN KOK HUCRE TRANSPLANTASYONU

PKKHT, kandan elde edilen gercek pluripotent kok hiicreleri ve/veya klonojenik
progenitor hiicrelerin ve/veya post-progenitor hiicrelerin transplantasyonunu anlatan genel
bir terimdir. Haziran 1994’te Hollanda’da diizenlenen Uluslararasi Konsensiis
Toplantisinda PKKHT yerine “kemik iligi transplantasyonu” ile analog olarak “kan hiicre

transplantasyonu” teriminin kullanimi dnerilmistir (33).

PKKHT ile daha az morbidite ve hematolojik islevde daha hizli sifa s6z konusu

oldugu icin, PKKHT OKIT’e gore daha cok tercih edilmeye baglanmigtir. Simdi PKKHT



bir ¢ok kosulda yiiksek doz kemoterapiden sonra hematolojik destek igin uygun kaynak
olarak kabul edilmektedir (33; 35). Yiiksek doz kemoterapiden sonra veya hematopoetik
biiyiime faktorii varliginda perifer kanda progenitor hiicrelerin orant 6nemli 6lgiide artar

(20). Perifer kan progenitor ve kok hiicreleri aferez yontemi ile 6-8 x10° gekirdekli

ey

hiicre/kg oluncaya kadar toplanip kriyopreserve edilir. PKKHT o6zellikle transplantasyon
icin kemik iligi aspirasyonu uygun olmayan (tiimér tutulumu, daha 6nceden uygulanan
pelvis 1sinlamasi, medikal nedenler gibi) hastalarda uygulanmistir (33, 35, 43).
Transplantasyona bagh morbidite ve mortalitenin daha diisiik oranda goriildiigic PKKHT
uygulanmasini sinirlayan en 6nemli faktor, tiiméral hiicre klonlarinin hastaya tekrar infiize
edilme riskidir. Son 7-8 yildir farkli in-vitro ayiklama (purging) metodlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Bir ¢ok merkezde ayiklama  4-hydroxycyclophosphamide,
maphosphamide veya monoklonal antikorlarla yapllmaktadlr. Goriilmiistiir ki, aytklama
engraftmam siddetle geciktirmekte, hastanede kalig siiresini ve transplantasyona bagl
komplikasyonlar: artirarak 6liimlere yol agmaktadir. Bu nedenle ayiklama igleminin yarari
heniiz tartigmahidir (3,26,62). Tiimor hiicre isleminin inflizyonunu azaltma girigimlerinden
birisi de invitro kemik iligi kiltiriidir . Diger taraftan hayvan modelleriyle yapilan
calismalarda malign hiicrelerin klon olugturma yeteneklerinin diisik oldugu ve
kriyoprezervasyona dayanikli olmadiklart gosterilmigtir. Ayrica transplantasyon oOncesi
hastalara verilen hazirlama rejimlerinin kemik iligi mikrogevresini degistirdigi ve ancak
normal progenitor hiicrelerin yasamasina uygun olup, tiimor hiicrelerinin bu ortamda gok

fazla yasayamadiklar1 da tesbit edilmistir (3,26).

1. Progenitor ve kok hiicrelerin mobilizasyon teknikleri: Gegctigimiz birkag

yilda progenitor ve kok hiicre mobilizasyonu icin kemoterapi, sitokinler ve ikisinin



kombinasyonundan olusan gesitli teknikler gelistirilmigtir. Optimal mobilizasyon zamani,
engraftman hizimi gosteren degisik belirleyiciler ve malign hiicre kontaminasyonunun
mobilizasyondaki rolii heniiz tam olarak tammianmg degildir. Yine de hizli hematopoetik
sifa ve mobilizasyon tekniklerindeki belirgin geligmeler yogun kemo/radyoterapiden sonra
PKKHT nun onemli kok hiicre kayna§i ve progenitor hiicre destegi olarak kabul

edilmesini saglamistir (8,33;34).

Bir cok calisgma kemoterapi ve sitokin kombinasyonu ile progenitor hiicre
mobilizasyonun, tek bagina kemoterapi veya sitokinlere gore daha etkili olabilecegini

gostermektedir (33).

a - Kemoterapi ile mobilizasyon: Kemoterapi ile mobilizasyonun amaci anti-
timor etkiye ilave olarak yiiksek sayida progenitor hiicrenin perifer kana gegmesini
saglamaktir. 1970’lerde kemoterapilerden sonra kemik iliginin yenilenmesi safhasinda

perifer kanda progenitor hiicrelerin 20 kat kadar arttifi gosterilmistir (15). Yiksek

=y

dozlarda verildiginde cyclophosphamide ve etoposid, kok hiicre toksisitesine neden
olmadan etkili mobilizasyon yapan ajanlardandir. Optimal progenitor hiicre mobilizasyonu
icin uygun kemoterapi rejim plant heniiz tam olarak belirlenmemistir. Kemoterapi ile hem
primitif (CD34+, CD38-) hem de yonlenmis (committed) (CD34+, CD33+) hiicreler

mobilize olabilirler.

b - Hematopoetik biiyiime faktorleri ile mobilizasyon: Perifer kanda progenitor
hiicrelerin ve notrofillerin sayisim arttirdig tesbit edilen ilk hematopoetik bilyiime faktorii
graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktordiir (GM-CSF). Socinsky ve ark. kemoterapiden

sonra myelopoetik iyilesme doneminde olgulara GM-CSF verildiginde CFU-GM, BFU-E



sayisinda 18-60 kat artig bulmuslardir (15). Graniilosit koloni uyarict faktor (G-CSF) tek
bir klona spesifik klinik aktiviteye sahip bir hematopoetik bilylime faktdrii olmasina
ragmen perifer kanda bir ka¢ hematolojik klonda progenitor hiicre artigina neden olmustur
(18). Duke Universitesinde yapilan bir calismada G-CSF veya GM-CSF ile hiicrelerin
mobilize edilmeleri arasinda fark bulunmamstir (47). Bunlarin etki mekanizmalar: ile
ilgili goriisler; hematopoetik biiyiime faktorlerinin progenitor hiicrelerin periferden gikig
hizlarim yavaglatarak kanda birikimlerini ya da bu hiicrelerin periferde proliferag;(:nlarmx
artirarak etkilerini sagladiklar1 seklindedir(15). Hiicre mobilizasyonu ile ilgili olarak
calisilan bir bagka sitokin de interlokin 3 (IL-3)’tiir. Vase ve ark. IL-3’#i ii¢ farkh dozda

calismiglar, mobilizasyonun daha zayif ve engraftmanin daha yavas oldugunu

gostermislerdir (15).

2. PKKHT Uygulamalari: Kok hiicreleri otolog nakilde son 3-4 yilda oldukga
yaygin olarak kullamilmaktadir. PKKHT’ u yapilan hgmatolojik malignansiler, kotii
prognozlu lenfomalar, metastatik meme kanserleri ve germ hiicreli tiimorleri olan
hastalardan elde edilen bilgiler umut vericidir (33). Otolog PKKHT ile OKIT arasinda
ozellikle lenfomali olgularda hastaliksiz sag kalim agisindan birgok cahismada fark

bulunmamuistir.

Gianni ve ark. mobilize edilmis progenitor hiicre verilerek yapilan PKKHT’h
grupta, hem graniilosit hem de trombosit engraftmamm kemik iligi infiize edilen gruba
gore daha hizli bulmuglardir (15,47). Bir ¢ok c¢aligmada OKiT’e gore PKKHT’da
trombosit ve eritrosit transfiizyonuna olan gereksinim daha az, hastanede kalis ve

antibiyotik kullamim siireleri daha kisa bulunmustur (15;33). Toplanan progenitor hiicre



tipinde veya sayisindaki yetersizlik hizli ve kalict engraftman cevabin ortaya ¢tkmamasimn
sebeplerindendir. Engraftmanin saglanabilmesi icin hiicre aferezinde 5x10° cekirdekli
hiicre/kg, 2x106 CDs,+ hiicre/kg veya 5x10* CFU-GM/kg hiicre sayllaplggfl hedef
alinmasi yaygin kabul gormistiir (28).Yiiksek doz kemoterapiden sonra PKKHT

desteginin avantajlar1 ve dezavantajlari agagida 6zetlenmistir(15). Avantajlari:

)

Hiicre aferezi ayaktan yapilabilir -

e Hizli engraftman saglanabilir.
e Tiimor hiicresi kontaminasyon riski daha diigiiktiir.
¢ Yeterli sayida progenitor hiicre toplanabilir.
Dezavantajlari:
e Aferez ve kriyoprezervasyon iglemleri i¢in ek maliyet gerektirir.
e Sitokinlere bagh maliyet ve toksisite riski s6z konusudur.
¢ Geg donemde kemik iligi yetmezligi riski (6zellikle trombositopeni) fazladir.

3. Allojeneik PKKHT: Allojeneik kemik iligi yerine periferik kok hiicre
transplantasyonunun kullanilmasindaki amag, hematopoetik engraftmam hizlandirmak ve
progenitor hiicre toplamada vericileri genel anestezinin ve kemik iligi aspirasyonunun
komplikasyonlarindan korumaktir. Boylece genel popiilasyonda, akraba olmayanlar igin
transplant vermeye istekli olanlarin sayis1 arttirilabilir. Lokoferezle hiicre toplanmasmda T
lenfositler gibi aksesuar hiicrelere, ex vivo manipulasyon igin progenitdr hiicrelere kemik

iligi toplanmasina gore daha kolay erigilebilir (17, 51).



Progenitor hiicreler igin baska bir kaynak da umblikal kord kamdir (25). Kord
kaninda kok hiicrelerin oram erigkin donér kanindaki oranlardan daha yiiksektir. Kord
kaninda T lenfosit sayisi ve fonksiyonlari baskilanmig oldugu icin allojenik

transplantasyonda kord kaninin daha uygun bir kaynak oldugu diistiniilmektedir.

B - HEMATOPOETIK BUYUME FAKTORLERI:

Hematopoetik bilyiime faktorleri, hiicre diferansiyonunun degisik evrelerinde
hematopoetik hiicrelere etkili olabilen glikoprotein yapisinda hormonlardir. (Tablo-I) Bu
faktorler progenitdr hiicrelerin hem proliferasyon ve farklilagmasinda etkili olurlar, hem

de immatiir ve matiir progenitor hiicrelerin yagam faktorleri olarak gorev yaparlar.



Tablo - I : Hematopoetik biiytime faktorleri ve hedef hiicre serileri ;

Stokin ‘ Kok Graniilopoez ~ Trombopoez  Eritropoez =~ Monositopoez
hiicreler
SCF + + + + +
IL-3 + + + + +
GM-CSF +? + +? +7? +
G-CSF - + - - -
M- CSF - - - - +
Eritropoetin - - - + -
Meg-CSF - -~ + - -

SCF : Stem cell faktor.

Rekombinan biiylime faktorleri, Echerichia coli’den dretilen nonglikozile
proteinler olarak veya maya hiicrelerinden {iretilen glikozile proteinler olarak tanimlanr.
Biiyiime faktorlerinin doz aragtirma galigmalar1, optimal doz aralifinin giinde 3-10 pg/kg

olmasi gerektigini vurgulamigtir (47)

G- CSF aktive monosit ve makrofajlar, nétrofiller, fibroblastlar, endotel hiicreleri
ve cesitli tiimor hiicreleri tarafindan salinir. Sekresyon TNF-o, IL-1, GM-CSF ve
endotoksinlerle uyarilir; prostaglandin ile inhibe edilir.Biyolojik aktivitesi hematopoetik
progenitor hiicreleri uyararak notrofillerin olusumunu artirmaktir. Ayrica perifer kanda

biitin myeloid seri hiicrelerinin saytlarimi artirir. G-CSF notrofillerin fagositoz ve

10



sitotoksisite fonksiyonlarim da uyarir. G-CSF tedavisinin kesilmesiyle bir kag giinde
normal diizeylere iner (24). Kemik agrisi, ALP ve LDH ‘da artig, trombositopeni,

vaskiilit ve dermatit yan etkileri goriilebilir.

GM-CSF aktive T lenfositler makroflajlar ve fibroblastlardan salinir. Sékresyon
TNF- o, IL-1, IL-2, interferon ve endotoksinler tarafindan uyarilir. GM-CSF’iin
biyolojik etkisi notrofil, monosit, eozinofil, erken eritroid ve kismen megakaryosit hiicre
serilerinin p‘roliferasyon ve diferansiyasyonlarinin  uyarilmasidir.  Ayrica  biitiin
graniilositlerin ve monositlerin fonksiyonlarint artirir. Kemik ve kas agrisi, letarji, ates,
cilt dokintileri, trombofilebit, albimin ve kolesterol diizeylerinde azalma,

trombositopeni, perikardit, kapiller sizinti sendromu gibi yan etkiler nadir olarak

goriilebilir. (24).

Sitokinler bazen yerine koyma tedavisinde, genellikle de daha yiiksek dozlardaki

etkisinden yararlaniimak {izere cesitli hastaliklarda kullanilmaktadir (Tablo I1'). (24)

11



Tablo II : Hematopoetik buyiime faktorlerinin klinik kullanim alanlari

1. Kemoterapi veya radyoterapiye bagli sitopeni
--Konvansiyonel doz tedavi
--Yiiksek doz tedavi
~Kemik iligi transplantasyon sonrast
2. Kemik iligi yetmezliginde hematopoezin uyariimasi
~Aplastik anemi
--Kronik nétropeni
--Agraniilositoz
--Miyelodisplastik sendromlar
3.Hematopoetik progenitdr hiicre toplanmasi
--Periferik kan koék hiicre mobilizasyonu

--Kemik ili§i progenitdr hiicrelerin ¢n stimiilasyonu

l
4. Yetersiz endojen sitokin diizeylerinde '

--Timore bagh anemi ‘.

--Kemoterapiye bagl anemi
5.Efektor hiicre fonksiyon stimiilasyonu

--Enfeksiyonlar

--Yaniklar

--Lokositler fonksiyon bozukluklar

--AIDS

6. Antitimor aktivasyonun stimiilasyonu
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Ik OKIT uygulamalarinda nétrofil ve trombosit engraftmani transplantasyonun
ancak 3. haftasinda baglarken, hematopoetik biiyiime faktorlerin kullanilmaya baslanmast
ile Ozellikle notrofil engraftman siiresi ¢ok kisalmigtir (ortalama 13-18 giin). G-CSF ve
GM-CSF ile trombosit engraftman siiresi ¢ok fazla degigmemistir (8). Aferez Oncesi
hematopoetik bilyiime faktorii verilmesi OKIT icin toplanan hiicrelerin kalitesini yiikseltir,
graft yetmezligi riskini azaltir ve engraftman zamanmimi kisaltir (32). Boylece

transplantasyona bagli morbidite ve mortalitede belirgin azalma goriiliir (4).

C - HEMATOPOETIK ENGRAFTMAN (YENILENME) :

Kemik iligi inflizyonundan sonra hematopoetik yenilenmenin yapisi ve hizi, donér
hiicre kaynagina, alicinin hematopoetik organlarimin durumuna, transplantasyon sonrasi
ilag tedavisine ve hastanin klinik durumuna gore farkliliklar gosterir. Fazla miktarda
kemik iligi inflizyonu daha hizli yenilenmeye neden olabilir (3). Kriyoprezervasyon ve
ayiklama, otolog iligin reinfiizyonundan Once yapilirsa bazen engraftmanda gecikmelere
neden olabilirler (6zellikle trombosit engraftmaninda) (62). Transplantasyon dncesi 6nemli
derecede miyelofibrozis veya splenomegali,methotrexate ile GVHD profilaksisi ve viral

enfeksiyonlar (6zellikle Herpes grubu) kemik iligi engraftmanini geciktirebilir (3,48).

g Eksperimental calismalarda, hematopoetik yenilenmenin sirlt sayida klon ile
oli1§abildigi gosterilmistir. Lemischka ve ark. kok hiicrelerini isaretlemede retroviriis
vektorii kullanilarak gerceklestirilen gen transferini kullanarak, letal dozda radyasyon
verilmig farelere 1-2 kok hﬁcre klonu infiize edildiginde ¢ogu hematopoetik hiicrelerin

olusabildigini gostermiglerdir (3). Insanlarda uygulanan transplantasyonlarda poliklonal
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modeller tarif edilmisse de, bazi olgularda monoklonal koék hiicre yenilenmesi
gosterilmistir (44). Bu nedenle ne kadar donor kok hiicrenin insanlarda tam hematopoetik

ve immiinolojik yenilenme icin yeterli olabilecegi konusu heniiz belirlenmemistir.

Hematopoez, hiicrelerin progresif ekspansiyon, maturasyon ve differansiasyonunu
yansitir. En ilkel pluripotent kok hiicreler bitlin matiir kan hiicrelerinin temel kaynagidir.
Bunlar kendini yenileme (self-renewal) kapasitesi ile farklidirlar ve yasam boyu
hematopoezi temin etme yetenegindedirler. Eger bir transplantasyon sadece kok hiicre
popiilasyonu ile yapilirsa hematopoetik yenilenme yavag olur; ciinki kok hiicrelerin tam
farklilasmig kan hiicrelerine donlismesi icin bir kag¢ haftaya ihtiyaglari vardir. Ekspansiyon
ve farklilasmanin baglamasi ile progenitor hiicreler ortaya cikarlar. Hematopoetik
progenitorler boliinir ve sayilari artar, fakat kendilerini yenileyemezler. Bu nedenle bu
hiicreleri de iceren transplantasyonda engraftman daha hizli olacaktur. Hizi erken/gec
progenitor hiicre orami belirleyecektir. Erken progenitor hiicrelerin farklilagsmasi ve
ekspansiyonu daha uzun zaman alacag: igin engraftman gecikmis olacaktir. Halbuki geg
progenitor hiicrelerin olgun hiicrelere farklilasmas: icin sadece birka¢ boliinme yeterli
olacaktir. Diger bir taraftan, sadece yonlendirilmis hiicrelerden ibaret olan bir
transplantasyonda kendini yenileyen hiicrelerin olmamasi nedeniyle ge¢ dénemde kemik
iligi yetmezligi goriilecektir. Yeterli sayida kok hiicre ve geg progenitor hiicreleri
uyarmak icin hematopoetik biylime faktorlerinin kullanim: ile hematopoetik yenilenme
daha hizli olacaktir. Kemik iligi infiizyonundan sonra hematopoetik biylime faktorlerinin
kullamtmu nétrofillerin ilk ortaya c¢ikis siirelerini kisaltmaz, fakat bunlar goriinmeye
basladiktan sonra sayilarindaki artisi hizlandirir (3). Eger biiyiime faktorleri kesilirse

notrofil artigi yavaslar. Hematopoetik biiylime faktorleri kullanarak ya da kemoterapi
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sonras! yenilenme sirasinda 16koferez yaparak perifer kan progenitor hicrelerinin sayisinin
arttirilmast ile yonlendirilmis hiicrelerin sayist da artirilmig olur. Bu teknik notrofil

engraftmaninin kisa bir siirede olmasim saglayacakur (20,35).

1. Graniilosit ve Monosit Engraftmam : Transplantasyon Oncesi dalak ve kemik
iligi morfolojik olarak normal olan bir hastaya donér hiicreleri infiize edildiginde, 7-10
giin icinde kanda ilk gekirdekli eritroid seri hiicreleri ve erken miyeloid yapilar gériilmeye
baglaur. Bu hicreler ilkel kok hiicrelerden ziyade olgun progenitor hiicrelerden
farklilagirlar. Ilk 2 hafta icinde kemik iligi hiposelliilerdir, fakat dalakta hematopoetik
aktivite tesbit edilebilir. Rodent modellerde koloni-forming-iinit-dalak (CFU-S)
gosterilmistir (35). Transplantasyondan 14-28 giin sonra kanda mononiikleer hiicreler
(bazilar atipik lenfosit morfolojisinde) ve graniilositler gériiliir. 10 ile 21. giinler arasinda
genellikle graniilosit sayisi 500/mm’’e ulasir. 1k ortaya c¢ikan graniilositlerin normal
fagositik ve sitolitik kapasiteleri vardir. Benzer sekilde monositlerin normal sayiya
ulagmas1 3-4 haftada olur. Bu erken monositler de normal fagositik fonksiyon gdsterirler
ve genellikle normal antijenik yapilarimi ™ kazanmislardir. Aksine, hazirlama rejimi ile
fonksiyonlart bozulan alveolar makrofajlar ve derinin langerhans hiicreleri gibi doku

aksesuar hiicre gruplarinin fonksiyonlar1 ancak aylar sonra diizelir (3,46).

2. Eritrosit Engraftman : Lenfosit ve monosit engraftmaninin baglamasindan 1-2
hafta sonra retikiilositler saptanmaya baslanir ve transplantasyondan 4-6 hafta sonr;a pik
yapar. Erken yenilenme doneminde donér kaynakli eritrositler siklikla fetal eritrosit
benzeri degisiklikler gosterirler (makrositoz, artmis i antijen ekspresyonu, artmis fetal

globulin ve fetal hemoglobin seviyeleri) (3). Kirmuzi seri progenitor hiicreleri hafif
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displastik olup, bu degisiklikler 1 yila kadar devam edebilir. Eritropoetin seviyeleri
deprese olmustur ve rekombinan insan eritropoetinin kullanimi eritrosit engraftmanint

hizlandirabilir (42,52).

3. Trombosit Engraftmam : Trombosit yenilenmesi, diger kan elemanlarinin
normal seviyelere donmesinden sonra (lenfositler hari¢) gerceklesir. 3-4 hafta i¢inde
trombosit  seviyeleri 20000/mm’  iizerine cikmasina ragmen aylarca trombosit
transflizyonlarina gereksinim devam edebilir. Hastalarin ii¢te birinde miyelopoez ve
eritropoez normaie geldikten sonra izole trombositopeni devam edebilir. ik ayda
trombosit sayist 100.000 iizerinde olsa bile lgilincli ayda tekrar 45.000 altina inebilir. Bu
durum genellikle ilaca, viral enfeksiyonlara veya otoimmiiniteye bagl olabilir (3). Kronik
persistan trombositopeni siklikla ciddi akut veya kronik GVHD'ye baghdir ve kotl
prognoz gosterir. Bunlardan baska bazi OKIT hazirlama rejimleri, splenomegali veya

ciddi kemik iligi fibrozisi transplantasyondan sonra kalici trombositopeniye neden olabilir.
D - CD 34 ANTIJENI:

Olgun kan hiicrelerinin 6mrii kisadir ve yasam siiresince devamli olarak yeni
hiicrelerin ortaya ¢ikmasi gerekmektedir. Bunlar genellikle kemik iliginde yerlesmis olan
pluripotent kok hiicreler ve hematopoetik progenitor hiicreler ile yapilir. Progenitor
hiicreler tek bir soyagacina yonelmelerine (lineage committed) ragmen, pluripotent kok
hiicreler hem kendini yenileme ticm de biitiin hematopoetik hiicre serilerine farklilasma
Ozelligini gosterirler. Hematopoetik progenitor hiicrelerin izole edilmesi zor bir islemdir
ve son zamanlarda biitlin progenitor serilerinde ortak olan bir transmembran

glikoproteinine karsi gelistirilmis monoklonal antikorlar aracilii ile miimkiin olabilmigtir
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(56). Civin ve ark. 1984’te ilk olarak hematopoetik progenitor hiicrelere kars: bir antikor
(My 10) gelistirmiglerdir. Bundan bir ka¢ ay sonra Tindle ve ark. bir diger antikor (BI.
3C5 Ab) tarif etmiglerdir. 1986’da 3. uluslararasi “Workshop in Leukocyte
Differantiation” toplantisinda bu iki antikorun spesifik oldugu epitop CD34 antijeni olarak

adlandiriimistir (56).

1. Molekiiler Yapisi: Bu antijen yaklasik olarak 100-115 kD molekiiler agirligi
olan bir ytizey glikoproteinidir (1). CD 34 molekiiliinde en az i¢, muhtemelen dort epitop

vardir (Tablo III).

Tablo II: Anti CD4, Antikorlar1 (56)

Klon Izotop Epitop Gruplar1  Firma ismi - Katalog No
My 10 IgG 1 A HPCA-1 Becton Dickinson
BI.3C5 IgG 1 A MAS 113 Sera-lab

12.8 IgM B -

ICH 3 IgG 2a C CD 34 Mascia Brunelli
QBEND 10 IgG1 C 10 M 34 Immunotech
pll15.2 IeG 1 D -

TuK 3 IgG 3 D M 824 Dako

8612 IgG 1 D HPCA-2 Becton Dickinson
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CD 34 + hiicreler perifer kanda yuvarlak niikleuslu, ince homojen kromatin

dagilimh ve sitoplazmasi zayif bazofilik olup biiyiik, uyarilmis lenfositlere benzerler (61).

2. Fonksiyonu: CD 34 antijeninin bir biiyiime faktOr reseptOrii gibi gérev yaparak
veya stromal hiicrelerle etkileserek erken hematopoezde diizenleyici rol aldig1
distniilmektedir (23). Fakat ilk bulgular bunlarin G-CSF ve GM-CSF’lerin reseptorii
olmadigimi gostermistir. CD 34’iin aktive protein kinaz-C (PKC) ile direkt olarak
fosforilize oldugu bulunmustur. Progenitor hiicrelerde PKC, proliferasyon /
diferansiyasyon iizerine diizenleyici rol oynadig1 icin CD 34’{in erken lenfopoezde sinyal
iletiminde gorev aldig1 disiniilmektedir (30). Sonug olarak CD 34 proteininin fonksiyonu

heniiz tam olarak bilinmemektedir.

3. CD34 Ekspresyonu Goriilen Hiicreler: Baslangicta perifer kanda CD 34
ekspresyonu hi¢ bulunamazken, son zamanlarda perifer mononiikleer hiicrelerde CD 34
antijeninin % 0.01-0.9 oraninda pozitif oldugu gosterilmistir (1). Bu da geng hiicrelerin az
oranda dolasima gectifi goriislerini desteklemektedir. Eriskin kemik iligi cekirdekli
hicrelerin % 1-4’tinde CD 34 ekspresyonu gosterilirken, bunun ancak bir kag hiicre
serisindeki pozitiflige bagli oldugu tesbit edilmistir (7,30,56). Kemik iliginde CD 34
pozitifligi 6zellikle bitiin multipotent ve yonlendirilmis miyeloid progenitor hiicrelerde, B
ve T lenfoid prekiirsdrierde, osteoklast (CFU-osteoklast) ve muhtemelen stromal (CFU-F)
progenitor hiicrelerde bulunmugtur ;(14,58). Ayrica endotel ve bazi deri hiicrelerinde de
eksprese olur.Heniiz tam kesinlesmemekle birlikte malignitelerde CD 34 molekiiliiniin

akut losemilerde, kronik myelositer loseminin blast hiicrelerinde, vaskiiler kaynakli
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tiimorlerde sikhikla pozitif oldugu; kronik lenfoproliferatif hastaliklarda ve lenfomalarda

negatif oldugu belirtilmistir (56). (Tablo IV).

Tablo IV: Malignitelerde CD 34 Antijen Ekspresyonu

CD 34 (+) Maligniteler CD 34 (-) Maligniteler

-ALL (%38-81) ” -KLL

-AML (%28-61) -Hodgkin Hastalig1

-KML (hastalik progresyonu ile pozitiflik artar) -NHL

-Vaskiiler kaynakli maligniteler: -Multiple myeloma
*Anjioma-anjiosarkoma -Meme kanseri
*Hemanjioendotelyoma -Noroblastoma
*Kaposi sarkomu

-Akcigerin epidermoid hiicreli karsinomu

4. Klinik Kullanmmi: CD 34 + hiicrelerin belirlenmesi OKIT sirasinda tedavide

ve PKKHT uygulanimt dncesi mobilizasyonu;ﬁ planlanmasinda 6nemlidir.

a) Tedavide: Kemik iligi otogreftinde bazi timor hiicrelerinin bulunma riski
OKIT’nun onemli problemlerinden biridir. Kemik iligini saflastirmak immiinolojik

hedeflendirme ile veya kimyasal tedaviyle miimkiindiir, ama etkinligi tartismalidir. CD 34
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negatif malignitelerde, CD 34’e karsi gelistirilen monoklonal antikorlarin kullanimi ile
engraftmandan sorumlu normal hematopoetik progenitor hiicrelerin pozitif seleksiyonu

OKIT’ nda alternatif bir yaklasimdir (56).

b) Mobilizasyonda: Akim sitometri ile CD 34 + hiicrelerin oraninin saptanmasi
ile invitro olarak lokoferez Oncesi perifer kanin o andaki koloni yapma kapasitesi
degerlendirilebilmektedir. CD 34 + hiicrelerinin belirlenmesi pratik olarak progenitor
hiicre oranini goésterir. Hematopoetik bilyiime faktérii verilmesiyle 4-5. giinlerde CD 34
+ hiicre sayis1 dolasimda 5 kat artar (55,59). Bu sekilde CD 34 ekspresyonu dolasimda en
yiiksek diizeyde olunca aferez iglemi yapilir. Ayrica aferez ile toplanan hiicrelerin yeterli
progenitor hiicre miktarina ulagmasi da CD 34 antijen diizeyinin takibi ile anlagilir.
PKKHT’de engraftmanin gerceklesebilmesi icin en az kilo bagina 5 X 10° CD 34+ hiicreye

gereksinim vardir (28).



GEREC VE YONTEM

A - Caligmanmn Ozellikleri:

Bu calisma GATA Kemik {ligi Merkezinde (KIT) Mart 1993 - Mayis 1996 tarihleri
arasinda, AUTF KIT merkezinde Ocak 1992- Mayis 1996 tarihleri arasinda yiiksek doz
kemoterapi ve PKKH’lj uygulanan olgularda planlanmigtir. PKKHT uygulamasinin
asamalar1 tablo-V’ de Ozetlenmistir. Calisma iki yontemle yirdtilmiistiir: GATA’ da
Ekim 1994- Mayis 1996 tarihleri arasinda yapilan PKKHT uygulamalari prospektif olarak,
Mart 1993 - Eyliil 1994 tarihleri arasinda GATA’ da yapilan ve AUTF’ de yapilan biitiin

PKKHT uygulamalar ise retrospektif olarak calisiimistir.

Tablo- V: Yiiksek doz kemoterapi ve PKKHT protokoliiniin agamalari.

Hastaligin evrelendirilmesi

Progenitér hiicre mobilizasyonu

(Bliylime faktdrii veya kemoterapi ile)

PKKH’ lerin aferezi

Toplanan {iriiniin kriyoprezervasyonu
Hazirlama rejiminin uygt:lanmasx
Reinfiizyon ‘

Ozel takip ve destekleyici tedavi

Transplantasyona cevabin degerlendirilmesi
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B - Hasta Grubu:

Aragtirma kapsamindaki hasta grubunu GATA KIT merkezinde PKKHT yapilan
21, AUTF KIT merkezinde PKKHT yapilan 29 olmak iizere toplam 50 olgu
olugturmaktadir. Erken donemde kaybedilen olgular ¢alisma disinda tutuldugunda Iokosit
engraftmani gerceklesen 43 olgu (GATA:20, AUTF:23), trombosit engraftmani
gergeklesen 41 olgu (GATA: 20, AUTF: 21) degerlendirilmeye alinmistir. 317 ini erkek
(% 72.1) ve 12’ sini kadinlarin (% 27.9) olusturdugu olgularin yas dagilimi 13 ile 62

arasinda (median 24 y1l) idi.

Ilk kemoterapi sonras: relaps olmug veya kétﬁ prognostik kriterli 13 NHL’l1 olgu,
relaps yapmis 15 Hodgkin hastaliklt (HH) olgu, birinci veya ikinci remisyonda olan 9
AML’ 1i olgu, 3 multiple myelomali olgu ve 10’dan fazla aksiller nod tutulumu olan III
veya V. evrede 1 meme kanserli olgu, relaps yapmis C evresinde testis kanserli 1 olgu ve
ekstra gonadal germ hiicre tiimorld | olgu caligmaya dahil edildi. Kardiyak (EF > %60),
hepatik (SGOT ve SGPT < 50 i) ve renal (kreatinin < 1.5 mg/dl) fonksiyonlar1 normal
olmayan olgular PKKHT programina alinmadilar. Hastalara progenitor ve kok hiicre
mobilizasyonu ve transplantasyon sonrasi nétrofil engraftman siiresini kisaltmak igin 5-10
ug/kg dozunda G-CSF 33 olguda (% 76.7) ve GM-CSF 10 olguda (% 23.3) kullanldt.

Hasta grubunun 6zellikleri tablo-VI’da goriilmektedir.
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C . PKKH ve Kemik 1ligi Hiicrelerini Toplama :

Olgulara 5-9 giin boyunca hematopoetik bilyiime faktori cilt altn verildi. (5-10
ug/kg dozunda G-CSF veya GM-CSF) Lokosit sayisi 25.000/mm’ iizerine cikarsa biiylime
faktorii dozu azaltildi, 5. 000/mm’ altinda kalirsa dozu artirildi. G-CSF veya GM-CSF
veriliminin 5. giiniinden itibaren yada I0kosit sayisi 10x10° /L olunca yeterli sayida
mononiikleer hiicreye ulasincaya kadar, giin asir1 olarak Cobe Spectra (Cobe Laboratories
Inc. Lakewood, USA) veya Baxter Fenwal CS 3000 hiicre ayiricilari ile 16koferez islemi
yapildi. Hedef hiicre sayis1 minimum 2 X 10% / kg toplam cekirdekli hiicre veya 5 X 10° kg
CD34 + hiicre olarak alindi. Aferez isleminde damar yolu saglamak icin hastalara daha

onceden subklavian vene Hickman kateteri takildi.

D . Kriyoprezervasyon ve Reinfiizyon :

Lokoferez ile toplanan iiriin esit miktarda otolog plazma ve toplam %10’u olacak
sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) ile karistirthp (+4 derecede) 100cc’lik porsiyonlar
halinde “gambrohemofreez” torbalara konuldu. Bu iriinler bilgisayarli hiz kontroilii
dondurucu (planer R 203 ) ile 60 dk. ‘da -100°C’ye kadar sogutulup reinfiizyon giiniine
kadar sivi azot gazi iceren tanklar iginde (-196°C) saklandi. Reinfiizyon giini
; dondurulmus torbalar +37°C’de su banyosunda hizli bir sekilde eritilerek 15 dakikadan

daha kisa bir siire igerisinde filtre edilmeksizin santral vendz kateterden verildi.
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E . CD34+ Hiicre Oranmin Belirlenmesi:

25 olguda arastirlan CD 34 tesbitindke CBL 496 Anti-CD 34-FITC fare
monoklonal antikoru (Cymbus Bioscience Limited) kullanildi. Lokoferez ile toplanan
iiriinden alinan Ornek kan 24 saat icinde anti-CD 34 antikorla boyanip FAC scan (Becton
Dickinson) model akim  sitometri ile CD 34+ olan hiicrelerin oranlari tesbit
edildi.Boyamada 10 mikrolitre antikor ile MNC sispansiyonu (1.000.000 hiicre /ml )
+4C’de inhibe edildi. Sonra lysing soliisyonu ile (FACS Lysing Solution, Becton -
Dickinson)karisiminda eritrositler lizis edildi. 3 kez PBS ile yikanip akim sitometrisinde
degerlendirildi. Mononiikleer hiicre popiilasyonunda bulunan CD34+ hiicre oram ile
toplam hiicre sayist ¢arpilarak toplam CD 34+ hiicre sayisi bulundu. Mononiikleer hiicre

sayim1 Coulter Microdiff 18 (Coulter Electronics Limited ) islemcisi ile yapildi

F . Uygulanan Hazirlama Rejimleri :

PKKHT olgularinda hedef toplam mononiikleer hiicre ve toplam CD 34 + hiicre
sayllarina ulasildiginda aferez islemine son verilerek olgulara cesitli hazirlama rejimi
kemoterapi protokolleri uygulanmaya baglandi.(Tablo-VII). Ayrica 7 olguda hastalikh
alana radyoterapi, 1 olguda total lenfoid 1sinlama (TLI) ve 1 olguda total viicut 1s1nlamasi

(TBI) yapildi.
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Tablo VII: Uygulanan hazirlama rejim protokolleri:

Olgu Tani Protokol
sayisi
7 HH BEAM  BCNU 300 mg/m*/gin 1. giin
NHL VP-16 200 mg/m’/gin  2.,3.,4.,5. giinler
Ara-C 400 mg/m*/giin ~ 2.,3..4..5. giinler
L-PAM 140 mg/mzlgﬁn 6. giin
9 HH CyEAM Cy 1.5g1/ m?/giin 1.giin
NHL VP-16 200 mg/m%/giin  2.,3.,4.,5. giinler
Ara-C 400 mg/m%/giin  2.,3.,4..5. giinler
L-PAM 140 mg/mz/gﬁn 6. giin
3 Germ hiicreli tm.  ICE IFO 1500mg/m*/giin  1.,2.,3.,4.,5.glinler
Meme Kanseri CBP ZOOmg/mz/gﬁn 1.,2.,3.,4..5.glinler
VP-16 250mg/m*/gin  1.,2.,3.,4..5.ginler
1 AML Cy Cy 60 mg/kg/giin 1. ve 2. giinler
+TBL 1p1 1200 rad
12 HH CVB Cy  1500mg/m*/gin 1.,2.,3.,4. giinler
NHL VP-16 200mg/m’/giin  1.,2.,3. giinler
BCNU 300mg/m’/gin 1. giin
8 AML BuCy Bu 4mg/kg/giin t,,2.,3.,4. giinler
Cy 60 mg/kg/gilin “1.,2. glinler
3 Multiple myeloma  Melp L-PAM 140 mg/mzlgﬁn
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G . Klinik Takip:

OKIT ve PKKHT uygulanan biitin olgular benzer protokolle takip edildiler.
Hematokrit %27, trombosit 20000/mm’ iizerinde kalacak sekilde transfiizyonla
desteklendiler. Trimetoprim siilfametoksazol +Gentamisin + Mikostatin ile intestinal
dekontaminasyon yapildi. Febril nétropeni durumunda genig spektrumlu antibiyoterapi
baslandt. Alinan kiiltlir ve antibiyogram sonucglarina gére gerekli degisiklikler yapild:.
Giinlik kan sayimi, giin agir1 karaciger ve bobrek fonksiyon testleri takip edildi-Olgular
reinfiizyon giiniinden itibaren “reverse® izolasyonun uygulandig: steril galos, elbise ve
maske ile, hastanin kullandig1 malzeme ve yiyecekleri sterilize etmek icin bir mikrodalga
firin ve ultraviyole lambanin oldugu steril odalarda tutuldular. Oral beslenemeyen
olgularda parenteral hiperalimantasyon uygulandi. Reinflizyondan sonra ,posttransplant
+1. giinden baslamak iizere, dzellikle graniilosit engraftmanini hizlandirmak amaciyla, 33

olguda G-CSF (Neupogen, Roche), 10 olguda GM-CSF (Leucomax, Sandoz) 5-10 ug/kg

dozunda, 16kosit sayisi1 ardisik 3 giin 21000 /mm oluncaya kadar verildi.

H . Engraftman Gelisme Siiresine Etkileri Aragtirlan Parametreler:

PKKHT uygulanan olgularda l6kosit sayisimn 21000 /mm’ ve trombosit
say1sinin=50000 /mm’ degerleri hematopoetik engraftman olarak kabul edildi. Tablo-VIII’
de belirtilen parametrelerin trombosit ve l0kosit engraftman siresini etkileyip
etkilemedikleri arastirildi. Ayrica biitlin parametrelerin birlikte engraftman gelisme
stirelerine olan etkileri iki ayrt gruplandirma ile ¢alisildi. . modelde olgularin yaslari,

transplantasyon dncesi donemde radyoterapi ve kemoterapi uygulammi, kullanilan biiylime
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faktor tipi, toplam aferez hacmi, transplantasyon doneminde atesli giin sayist ve toplam
MNC sayis1 parametrelerinin etkileri toplam 43 olguda degerlendirildi. 2. modelde bu 7
parametre ile “toplam CD34 hiicre sayis1” parametresinin birlikte engraftman siiresine

olan etkileri 25 olguda caligtldi (CD34 tespiti sadece 25 olguda bakilabildiginden).

Tablo : VIII: Engraftman gelisme siiresine etkileri arastirilan parametreler :

Olgularin yagslar1

Transplantasyon hazirlik dncesi radyoterapi uygulanip uygulanmadi:
Transplantasyon hazirlik 6ncesi alinan kemoterapi kiir saysi
Mononiikleer hiicre reinfiizyon sonrasi kullanilan bitylime faktor tipi
Lokoferez ile toplanan toplam ¢ekirdekli hiicre sayist

Lokoferez ile toplanan toplam CD 34+ hiicre sayisi

Aferez voliimii

Engraftman oluncaya kadar atesli (=38.5°C) giin sayisi

I . Analiz Yontemleri:

GATA ve AUTF KIT merkezlerinde otolog PKKHT uygulanan olgularda tespit
edilen engraftman i¢in gecen siirelerin kargilastiriimast Mann Whitney-U testi ile yapildi.
Ayrica bu KIT merkezlerindeki olgularin engraftman gelisme sireleri analizi risk
fonksiyonu (Hazard fonksiyon) ile gosterildi. Biitiin olgularda tablo-VIII’ de belirtilen

parametrelerin engraftman icin gecen siireye olan etkileri lineer regresyon analizi ile
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degerlendirildi. Engraftman i¢in gecen siirenin belirlenen degigkenlerle birlikte degisim
gosterip gostermedigini saptamak i¢in korelasyon analizi ve saptanan gesitli degiskenlerin
alt gruplara gore engraftman siiresinde bir farklilik olup olmadigi da Mann Whitney-U

testi ile kargilastirildi. Adi gegen analizler SPSS istatistik programinda c¢alisiidi.
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BULGULAR

A - Kateter, hazirlama rejimi ve biiyiime faktoriine bagh olarak gelisen yan

etkiler:

Yiiksek doz kemoterapi ve PKKHT protokolii uygulanan olgularda aferez islemleri
Hickman subklavian ven kateteri ile yapilmis olup, katetere bagli ciddi bir komplikasyon
gorilmedi. Katetere bagh tromboembolik olay gézlenmeyen olgulardan 4’ {inde gecici
kateter tikaniklig1 gelisti. Bunlardan 3’ {indeki tikaniklik heparin ile, 1’ indeki tikaruklik
ise streptokinaz ile agildi. Olgularda 7 farkli haélrlama rejimi kullamldi (Tablo - VII).
Yiiksek doz kemoterapi veya radyoterapiye bagh olarak bulanti, kusma, karin agrisi, sac
dokiilmesi diginda ciddi bir yan etki goriilmedi. Olgulara transplantasyon Oncesi (PKKH
mobilizasyonu i¢in) ve sonrasi donemde verilen G-CSF veya GM-CSF iyi tolere edilmis
olup sadece hafif-orta derecede toksik etkiler gelisti. Bu bilyiime faktorlerine bagli olarak
5 olguda (%11.6) ates, 3 olguda (%6.9) yaygin kas ve kemik agrilar1 ile 1 olguda
(%2.3) cilt dokiintiileri gdzlendi. Hic bir hastada biiylime fakt6riiniin yan etkilerine bagl
olarak doz ayarlamasi1 yapilmadi. Olgularda transplantasyon sonrasi dénemde trombosit

engraftmani gelisinceye kadar median 7 giin (2-24) ates 38.5 %C’ nin iizerinde bulundu.
B -Toplanan progenitér hiicrelerin verileri:

42 olgunun PKKH’ leri, | olgunun periferik kam toplandi. 2 olgunun ise PKKH’
lerine ilave olarak kemik iligi hiicreleri de alindi. Kilo bagina median 4.7x10% (1.1-
10.8x108) mononiikleer hiicre (MNC) ortalama 4 (2-8) seansta toplanip muhafaza edildi.

Periferik kandan lokoferez islemi ile toplanan irline ait veriler tablo - IX’ da
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Ozetlenmistir. Aferezle toplanan progenitdr hiicrelerin kriyoprezervasyon oncesi “trypan
blue” boyasi ile tespit edilen viabilite oranlar1 %90-100, eritme (thawing) sonrasi

dénemde ise %75-97 arasinda bulundu.

Tablo - IX: Aferez ile toplanan {irline ait veriler:

Median Alt - Gst siur
MNC sayisl 4.7x10% kg 1.1-10.8x10%kg
CD;,+ hiicre sayis! 8.6x10%/kg 0.3-74x10%kg
Toplam voliim 450 cc 100-1500 cc
Aferez islemi 4 defa 2-8 defa

C - iki merkezin olgularimin engraftman siirelerinin karsilastiriimasi:

GATA KIT merkezinden degerlendirilmeye alinan PKKH transplantasyoniu 20
olguda lokosit ve trombosit engraftmani sirasiyla median 14 giin (8-27) ve 26 giin (16-34)
bulundu. AUTF KIT merkezinden degerlendirmeye alinan 16kosit engraftmani icin 23,
trombosit engraftmani i¢in 21 olguya ait engraftman sireleri sirasi ile median 16 giin (10-
50) ve 21 giin (12-75) tespit edildi. Bu iki merkezin hem l6kosit, hem de trombosit
engraftman siirelerinin kargilagtirmasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0.056. Bu KIT merkezlerindeki olgularin engraftman gelisme siirelerinin analizinin
risk fonksiyonu (Hazard fonksiyon) Sekil - 1 ve Sekil - 2° de gosterildi. Risk fonksiyonu
belirli bir zamana kadar engraftman gelismemis bir kisinin bir sonraki zaman araliginda
engraftman gelisme olasiligina verilen addir. Hazard sozciigliniin ilk harfi olan “H” ile

gosterilen risk fonksiyonu ya da risk hizi asagidaki formiille hesaplanir. Bu formiilde “d”

toplam engraftman gelisen olgu sayisini, “Zf “ engraftman gelisinceye kadar gecen toplam



siireyi ve “XZc” ise engraftman gelismeyen olgularin izlenme siiresinin toplamini temsil

etmektedir: H=d/2f + Zc
Her iki merkezde PKKHT uygulanan toplam 43 olguda l0kosit ve trombosit

engraftman siireleri sira ile median 14 giin (8-50) ve 26 giin (12-75) bulundu.

Olgularda lokosit engraftmani olugma siiresi ile trombosit engrattmani olusma
siirelerinin kendi aralarindaki korelasyonun'ga11§11masmda oldukca anlamli olarak %80.8’

lik bir pozitif korelasyon saptandi.
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Sekil - 1: GATA ve AUTF KIT merkezleri PKKHT olgularinin 16kosit engraftman

gelisme siirelerinin toplam hazard fonksiyon grafigi.
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Sekil - 2: GATA ve AUTF KIT merkezleri PKKHT olgularinin trombosit

engraftman gelisme siirelerinin toplam hazard fonksiyon grafigi.

D - Hematopoetik engraftman gelisme siirelerini etkiledigi diisiiniilen risk

faktorleri:

PKKHT uygulanan olgularda 16kosit ve trombosit engraftman gelisme siirelerine
etkileri calisilan risk faktorleri tablo-VIII’ de belirtilmistir. Hazirlama rejimi donemine
kadar uygulanmis olan kemoterapi kiir sayilar1 (p=0.011) ve reinfiizyon giiniinden
engraftman gelisinceye kadar olan zaman diliminde gozlenen atesli (238.5°C) gﬁn
sayisinin (p==0.0002) I6kosit engraftmam gelisme siiresi ile iliskisi anlamli bulundu. Yas,
cinsiyet, transplantasyondan sonra kullanilan biiylime faktor tipi, hazirlama rejimi Oncesi

herhangibir alana radyoterapi uygulanimi, toplam aferez hacmi, aferez ile toplanan
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{iriindeki kilo basina toplam MNC sayist ve CD;4+ hiicre sayisi gibi risk faktorlerinin ise
16kosit engraftmam gelisme siiresini anlamh olarak etkilemedigi saptanmigtir (Tablo - X

ve XI).

Bu parametrelerin ayr1 ayri trombosit engraftman gelisme siireleri ile olan
iliskilerinin arastiriimasinda sadece transplantasyon déneminde gegen atesli giin sayisinin
istatiki olarak anlamli diizeyde trombosit engraftman siiresini etkiledigi gosterilmistir
(p=0.0013). Diger rislf faktorleri anlamli olarak trombosit engraftman gelisme siiresi ile

iliskili bulunmamistir (Tablo - X ve XI).

Hastalarin patolojik tanilar1 ve kullamilan hazirlama rejim protokollerinin
hematopoetik engraftman gelisme siiresine olan etkileri grup basina diisen olgu sayisinin

azlig1 nedeniyle calisilmadi.
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Tablo X: Calistlan parametrelerin 16kosit ve trombosit engraftman gelisme siiresine

etkileri (I)

Risk faktorii Olgu %o Lokesit engraftmani Trombosit
(giin) engraftmamn (giin)
sayisi Ort. £SD p = Ort. £SD P-
degeri degeri
Yas: <24 20 46.5 15.80+6.03 p>0.05 2530+7.29 p>0.05
224 23 535 16.2249.48 26.13%13.42
Cinsiyet :
-Erkek 31 72.1 15.8448.69 p>0.05 25.45+12.24 p>0.05
-Kadin 12 27.9  16.5016.02 26.4248.40
Radyoterapi* :
- Evet 13 302 14.0043.87 p>0.05 25.31+6.43 p>0.05
- Hayir 30 69.8  16.909.13 25.93+12.88
Kemoterapi kiir sayis1*
<6 21 48.8 18.9019.81 p<0.05 27.80+13.98 p>0.05
> 6 22 512 13.27+4.39 23.767.41
Biiylime faktorii
- G-CSF 33 76.7 16.8248.81 p>0.05 25.77+12.69 p>0.05
- GM-CSF 10 233 13.4043.31 25.60+4.06

* : Hazirlama rejimi donémine kadar uygulanan tedavi.

Ort £8SD: OrtalamatStandart deviasyon



Tablo - XI: Cahsilan parametrelerin 16kosit ve trombosit engraftman gelisme siiresine

etkileri (II)
Parametre Median Lokosit Trombosit
engraftmani engraftmani
r’ p r? p
Atesli giin sayis1* | 7 giin 0.271 < 0.0005 0.319 <0.005
MNC sayist 4.7x10% kg -0.144  >0.05 -0.121 >0.05
CDs4+hiicre sayist 8.6x10° /kg -0.482 >0.03 -0.131 >0.05
Aferez hacmi 450cc -0.239 >0.05 -0.092 >0.05

* . Reinfiizyon giiniinden trombosit engraftmanina kadar olan donemde atesin 238.5°C olarak devam ettigi

glin say1si MNC : Mononiikleer hiicre

E - Calisilan risk faktorlerinin hepsinin birden etkilerinin arastirilmasi:

Hematopoetik engraftmani etkiledigi diisiiniilen 7 risk faktoriiniin (model-1) ve
tablo-VIII” de belirtilen 8 risk faktorinin (model- 2) hepsinin birlikte engraftman gelisme
stiresine  etkileri aragtirildi.  CDj4+  hiicre  sayist  sadece 25  hastada
calisilabilmistir. Degerlendirmeye 43 olgu alabilmek icin model-1" e “CD34-+ hiicre
sayis1” parametresi dahil edilmedi. Model- 1’ cfeki parametrelerin etkilerinin hepsinin
birden lineer regresyonla degerlendirilmesinde (sekil -3) 6kosit engraftmaninin gelismesi

muhtemel siireyi belirlemede asagidaki formiil gelistirildi (p= 0.00001):
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Beklenen lokosit engraftman gelisme siiresi = 16.69 + (0.77 x atesli giin saysi) -

(1.01 x kemoterapi kiir sayisi)

25 olguda degerlendirilen model- 2’ nin l6kosit engraftmani gelisme siiresine

etkisinin calisilmasinda da CD44 sayisimin anlamli olarak yukaridaki iligkiyi degistirmedigi

gozlendi[20.54 +(0.81xAtesli giin sayis1)-(1.52xKemoterapi kiir sayisi)].

Model - 1 kapsamindaki risk faktorlerinin hepsinin birden trombosit engraftman
gelisme siiresine olan etkilerinin degerlendirilmesinde, bu siireyi en anlamli olarak

degistiren parametrenin “ atesli giin sayis1” oldugu tesbit edildi (p=0.0012) (Sekil - 4).
Beklenen trombosit engraftman gelisme siiresi=15.86+ ( 1.22xAt'e:§li giin sayis1)

Model - 2’ nin trombosit engraftmani ile iliskisinin arastirilmasinda da yukaridaki baginu

pek degismedi. [14.98+(1.57xAtesli giin sayist)].
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Sekil-3: Model -1 igin l0kosit engraftman gelisme olasiliginin lineer regresyon egrisi.
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TARTISMA VE SONUC

PKKHT  Tirkiye’ de 4 yildir hematolojik ve solid tiimorlerde basariyla
uygulanmakta olup, bu uygulamanin % 77" sini gerceklestiren GATA ve AUTF KIT
merkezlerinin otolog PKKHT olgular1 calisma kapsamina alinmistir. Bu olgularda erken
hematopoetik yenilenmenin (engraftman) ortaya c¢ikmasinin transplantasyona bagh
morbidite ve mortalite insidansini azaitan en onemli faktdr oldugu genel kabul géren bir
gercektir. Lokosit ve trombosit engraftman gelisme siiresi bircok etkene bagli olarak
degisebilmektedir. Bu calisma PKKHT sonrasi engraftman gelisme hizi ile ilgili baz
belirsizliklerin aydinlatiimasina katkida bulunacagi diisiincesiyle planlanmustir. Literatiir
taramalarinda Tirkiye’ de yapilan otolog PKKHT olgularinda, kemik iligi engraftman:
gelisme siiresine etkili olabilecek risk faktorlerini kapsayan bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Yabanct literatiir taramalarinda ise bu konuyla ilgili ¢ok az sayida calisma bulunmu’§ olup,
bunlarda da aragtirilan parametrelerin engraftman gelisme siiresine olan etkileri ayrt ayri
degerlendirilmistir (7,38,43). HematopoetikNyenilenmenin siiresine katkida bulunacak
taktorler birbirinden bagimsiz olarak diisiiniilemez. Ciinkili bunlarin hem tek baslarina
engraftmana etkileri vardir, hem de bu faktdrler birbirlerinin etkilerini degistirebilirler.
Ornegin transplantasyon o6ncesi dénemde hastaya uygulanan kemoterapi kiir sayisi veya
radyoterapi, transplantasyondan sonra uygulanacak biiylime faktdriinin engraftmfxm
hizlandirict etkisini veya toplanan MNC sayisindan bagimsiz olarak diferansiyasyon
evrelerini degistirebilirler. Bu nedenle PKKHT sonrasi engraftman gelisme hizin

etkileyebilecek risk faktorlerinin hep birlikte degerlendirmeye alinmasi daha dogru sonug
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verecektir. Caligmamizin farkliligi da ¢ok parametreli (8 parametre) olmast ve

engraftmana olan etkileri arastirilirken degerlendirmeye hepsinin birden alinmasidir.

Birgok calismada lokosit engraftmani gelisimi olarak nétrofil sayisinin 2 500 /

mm’ veya granilosit sayisimn  >1000 / mm’ olmasi kabul edilmistir (2,7,8,50). Bizim
calismamizda da 3 giin Gstiste 1000 / mm’ iizerinde graniilosit sayist tespit edildiginde
bunun itk giini 16kosit engraftman gelisme giinii olarak alinmistir. Trombosit éngraftman
gelisme sinir1 olarak mm’’ de 20000, 25000, 50000, 100000 sayilari kabul eden
arastiricilar vardir (2,43,45,48,50). Biz 20000 - 25000 / mm’ trombosit sayilarin
trombosit transfiizyonlarindan bagimsiz olarak tespit etme giicligd olabilecegi igin ve
100000 / mm’ sayisina ulasilmadan olgular hastaneden genellikle taburcu edildigi igin

trombosit engraftmani olarak 50000 / mm’ sayisini kabul ettik.

GATA KIT merkezinde yapilip degerlendirmeye alinan 20 olguda l6kosit ve
trombosit engraftmam gelisme siireleri sirasiyla median 14 giin ve 26 giin, AUTF KiT
merkezinin 23 olgusunda bu siireler median 16 giin ve 21 giin olarak bulunmustur. Bu iki
merkezde hasta populasyonunun demografik 6zelliklerinde , aferez ve kriyoprezervasyon
yontemlerinde, hazirlama rejimi protokollerinde, kullanilan biiylime faktor tipi ve klinik
takip protokollerinde olast farkliliklar nedeniyle tespit edilen engraftman gelisme siireleri
de farkli olabilir diisiincesi ile her iki merkezde bulunan lokosit ve trombosit engraftman
sﬁrele}i karsilastiriimig, fakat istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistr. Bu
karsilastirmada 6nemli bir fark tespit edilmis olsa, ¢alismamiz bu farka neden olan

etkenleri ortaya ¢tkarmaya yonelik olarak planlanacaku. Iki KIT merkezinin engraftman



gelisme siirelerinde anlamli bir fark olmadigi igin verileri ortak degerlendirmeye alip,

olgu sayisini artirmada bir sakinca goriilmemistir.

Hematopoetik biiylime faktorii ile mobilize edilerek yapilan PKKHT’ nda cofu
arastirmaci lokosit engraftman (= 1000 / mm®) gelisme siiresini median 10 - 17 giin,
trombosit engraftman (= 50000 / mm’) gelisme siiresini median 21 - 29 giin arasinda
rapor etmiglerdir (5,8.16,19,22,28,31,38). Calismamizda toplam 43 PKKHT’ lu
olgumuzu degerlendirdigimizde, belirtilen 16kosit ve trombosit diizeylerine sirasiyla
median 14 ve 26 giinde ulasildig1 gortilmistiir. Sonu¢ olarak Tirkiye popiilasyonunda
yapilan PKKHT’ nda, GATA ve AUTF KIT merkezlerinin uyguladig: transplantasyon
protokoileri ile bircok merkezin sonuglarina yakin kemik iligi engraftmani gelisme siireleri

bulunmustur.

Engraftman stiresini etkileyen faktorleri caligmaya, l6kosit engraftman gelisme
siiresi ile trombosit engraftman gelisme siiresinin kendi aralarinda bir paralellik gosterip
gostermedigini arastirmakla bagladik. Sonugta % 80.8 gibi ¢ok anlamli bir pozitif
korelasyc;n tespit ettik. Bu bulgu, I6kosit engraftmani erken goriiliirse trombosit
engraftmaninin  da erken goriilmesinin biyiik bir olasilik olacagi ¢ikarimini
desteklemektedir. Yani, l6kosit ve trombosit engraftmani gelisim siirelerini genellikle ayni

etkenler belirlemektedir.

Hematopoetik yenilenmenin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine karsin, kemik
iligi engraftmanimin cesitli fazlarinin oldugu goriisii yaygindir. Jones ve arkadaslar
engraftmanin ilk fazim yOnlenmis (committed) progenitér hiicrelerin, engraftmanin

devamini saglayan ikinci fazi ise pluripotent kék hiicrelerin olusturdugunu gostermislerdir.
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Hematopoetik biiyiime faktorleri ozellikle yonlenmis progenitdr hiicrelerin periferdeki
sayisimt  artirdiklar1  igin, bu faktorlerle mobilize edilerek yapilan PKKHT’ da
engraftmanin ilk faz1 hizhidir (8,43). Yakin bir donemde Chao ve arkadaslar1 bilyiime
faktorii ile mobilize edilmis ve biiyiime fakt6rii verilmeden periferik progenitdr hiicre
toplanarak yapilan transplantasyonlarin  10kosit ve trombosit  engraftman hizim
calismislardir. Bazi ¢alismalarla da uyumlu olarak birinct grupta daha hizl: bir engraftman
bulduklarimi rapor etmislerdir (8,40,43,53). Progenitdr hiicre mobilizasyonunda oldugu
gib{ transplantasyon sonrasi lokosit engraftmanimi hizlandirmak icin de kullanilan
hematopoetik biiyiime faktérlerinden en ¢cok G - CSF ve GM - CSF tercih edilmektedir.
Bu ikisinin kemik iligi yenilenmesine olan etkinliklerini karsilastiran ¢ok az calisma
vardir. Calismamizda GM - CSF verilen olgularimizda 10kosit engraftmani gelisim
stiresini (median 13.40 + 3.31 glin) G - CSF verilen gruba (median 16.82 * 8.81 giin)
gore daha kisa bulmamiza ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p >
0.05). G - CSF ve GM - CSF verilen olgularda trombosit engraftman siiresine etkileri de
farklt bulunmadi. Bizim bulgularimizi destekleyen arastiricilar oldugu gibi G - CSF’ in
ozellikle 10kosit engraftmani gelisme stiresini GM - CSF’ e gore daha fazla kisalttigini
rapor eden arastirmacilar da vardir (9,37,48). Bunun sebebi olarak GM - CSF’ in daha
erken progenitér hiicreleri uyarmalari, bu hiicrelerin olgun hiicrelere déniisiinceye kadar

belirgin bir siire gerektirmeleri gosterilmektedir (21).
1

Miyeloablatif tedaviden sonra hematopoetik yenilenmeyi artirmak igin

transplantasyon sonrast kullamilmasi gerekli optimal biiyiime faktér dozu da heniiz

tartismalr bir konudur. Calismamizda G - CSF ve GM - CSF’ nin 5 pg / kg dozlar
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kullanildi ve nétrofil artigi tespit edilmezse dozlart iki katina kadar ctkarildi. Biiyiime
faktor kullanimina bagli yan etki goriiliince de dozlar azaltildi. Bircok aragtirict G - CSF
ve GM - CSF’ in etkili dozunu 5 pg / kg olarak kabul etmekte olup, daha yiiksek
dozlarin kemik iligi engraftmam gelisim siiresini kisaltmadifim1 belirtmektedirler
(16,48,54); hatta trombosit engraftman gelisim siiresine olumsuz etkisi oldugu baz

arastiricilar tarafindan rapor edilmektedir (10).

Bu caligmada 1okosit ve trombosit engraftman gelisme siiresi ile infiize edilen
toplam mononiikleer hiicre ve toplam CD34 + hiicre sayist arasinda anlamli bir ile 6nemli
derecede iliski bulunmamistir. Sonuclarimizi desteklemeyen bazi arastirmalarda fazla
sayida cekirdekli hiicre ve CD34+ hiicre sayxlarlnm‘ kemik iligi engraftman hizini artirdigt
rapor edilmistir (8,12,39,43). Infiize edilen total mononiikleer hiicre, CFU-GM ve
CD34 + hiicre sayilar1 ile nétrofil ve trombosit engraftman gelisme siiresi arasinda anlaml
bir iliski tespit etmeyen arastiricilar da mevcuttur (29,41,49,57). CFU-GM ve
mononiikleer hiicre miktar1 ile hematopoetik yenilenme siiresi arasindaki iliski birgok
calismada daha c¢ok tartismali oldugu igin, aferezde toplanan {riiniin engraftman
gelisimine yeterli miktarinin planlanmasinda CD34+ hiicre sayisimin esas kriter olarak

alinmasi kabul edilmektedir (16).

PKKHT’ da kemik iligi yenilenmesinde minimum 2x 10® / kg mononiikleer hiicre.
3x10°/ kg CD34+ hiicre sayisinin yeterli oldugu konusunda genel bir kabul gérmesine
ragmen bu konu halen tartismalidir (27,43). Gorin ve ark. diisiik hiicre sayimlar ile
transplantasyon yapilan olgularda, engraftmamn olmadigin1 yada ¢ok yavas oldugunu

belirtmiglerdir ve 0.3 x 10° / kg CD34+ hiicre infiize edilen bir hastada, megakaryositer
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serinin hi¢c gelismedigini saptamislardir (27). Bizim ¢aliymamizda hematopoetik
engraftman siiresi ile MNC ve CD34+ hiicre sayis1 arasinda bir iligki tespit edilmemesi,
olgulara infiize ettifimiz MNC ve CD34+ hiicre sayilarinin gereksinimin ¢ok istiinde

olmast ile aciklanabilir (sirasi ile median 4.7 x 108/ kg ve 8.6 x 10°%/ kg).

Gerek mononiikleer hiicreler gerekse CD34+ hiicrelerin viabilitesi de
transplantasyonda onemlidir. Hiicre ayirma isleminde, DMSO ile muamelede , dondurma
ve eritme sirasinda hiicreler sayica kayba ugrayabilirler veya canliliklarini yitirebilirler.
Bizim tiim olgularimizda hematopoetik yenilenme saglandi. Eriterek olgulara infiize
ettifimiz driinde viabilite oldukca yiiksek bulundu (% 75 - 97). Viabilitenin yliksek
olmasi, manipulasyonlar sirasinda progenitdér hiicrelerin fazla zarar goérmedigini

gOstermektedir.

Yasla iliskili olarak kemik iligi rezervinde bazi degisikliklerin olabilecegi
dustincesi ile, olgularin yaglarinin hematopoetik engraftman gelisme siiresine olan etkisi de
degerlendirmeye alindi. Bulgularimizda PKKHT uygulanan olgularimizin yagi ile 16kosit
ve trombosit engraftman gelisme siiresi arasinda istatistiki olarak anlamli bir ili§ki
saptanmadi. Yas faktOriiniin kemik iligi yenilenmesi {izerine etkisini calisan
arasuricilardan, bizim bulgularimizla uyumlu ve uyumsuz sonug rapor edenler mevcuttur

(11,36).

Yiiksek doz kemoterapi ve PKKHT uygulanan olgularda hematopoetik engraftman
gelisme siiresinin transplantasyon Oncesi donemde alinan tedavi (kemoterapi ve / veya
radyoterapi) ile iliskisi konusunda celiskili sonuglar belirten literatiirler mevcuttur. Birgok

calismada fazla kemoterapi almis olgularda hematopoetik yenilenmenin daha ge¢ oldugu
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rapor edilmistir (12,36). Bizim ¢aligmamizda da l0kosit engraftman gelisme siiresi ile
olgularimizin transplantasyon Oncesi aldiklari kemoterapi kiir sayisi arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmad: (p=0.011). Ayn: korelasyon trombosit engraftman gelisme siiresi
ile gosterilemedi ( p > 0.05). Balwell ve ark. galismalarinda olgularin daha once
kemoterapi almalarinin hematopoetik yenilenmeyi etkilemedigini belirtmislerdir (8). Bazi
arastiricilarin sonuclarinda PKKHT’ na hazirlik Oncesi donemde radyoterapi uygulanan ve
Ozellikle pelvik bolgeye radyoterapi verilen olgularda kemik iligi yenilenmesinde gecikme
oldugu rapor edilmistir (12). Bu nedenle daha once 6zellikle pelvik bodlgeye veya daha
genis bir alana radyoterapi uygulanip PKKHT programina alinacak olgularda daha fazla
aferez islemi yapmak gerekebilecegi yorumu getirilmistir (8,43). Bizim calismamizda ise
herhangi bir lokalizasyona ve herhangi bir dozda radyoterapi almig olgularimizda l6kosit
ve trombosit engraftman gelisme siireleri, radyoterapi almayan olgularda tespit edilen
engraftman siirelerinden anlamh olarak farkli degildi. Bizim bulgularimizia uyumlu olan
ve Ozellikle trombosit engraftman gelisme siiresi ile iliskisiz oldugunu vurgulayan

literatiirler de vardir (8,36).

Cahismamizda hematopoetik engraftmani etkileyebilecegi diisliniilen 7 risk
faktoriinlin (model-1) (yas, cinsiyet, kemoterapi kiir sayisi, radyoterapi uygulanmis
olmasi, kullanilan bityiime faktor tipi, atesli giin sayis1 ve toplanan MNC sayis1) hepsinin
birden degerlendirilmeye alinmasinin da uygun olacag: disiiniildii. Bu faktorler tek tek
engraftmami az da olsa direkt olarak etkilemekte, ayrica herbir faktdriin birbirlerine
etkisiyle de kemik ilii engraftmanina etkileri dolayli olarak devam etmektedir. Bu
parametrelerin toplam etkilerini daha dogru degerlendirebilmek i¢in bu agidan da istatistiki

analiz yapilmistir. Model-1 ile 10kosit engraftmani gelisme siirelerinin iligkisi lineer
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regresyonla degerlendirildiginde oOzellikle transplantasyon doneminde gecen atesli
(Z38.5°C)— giin sayist ve transplantasyon oncesi donemde uygulanan kemoterapi kiir sayist
ile Ozellikle belirlenen su iliski tespit edilmistir (p = 0.00001) : Beklenen Iokosit
engraftman gelisme siiresi = 16.69 + (0.77 x atesli giin sayist) - (1.01 x kemoterapi kir
sayis1). Buradan “ategli giin sayisi” ile “kemoterapi kiir sayisi” parametrelerindeki
degisikliklerin direkt olarak lokosit engraftman siiresine yansiyacagiu , diger
parametrelerin ise kismi etkide bulunup sadece formiildeki sabit katsayilari olusturdugu
yorumu yapilabilir. Nitekim, “CD34+ hiicre sayis1” parametresinin de eklenerek 8 risk
faktOriiniin ( model-2 ) 16kosit engraftmanina etkisi calisildiginda da iliskide degisikligin
olmadig1 goriildi. [Beklenen 16kosit engraftman gelisme siiresi = 20.54 + (0.81 x atesli

giin sayis1) - (1.52 x kemoterapi kiir sayisi1)].

Model-1 kapsamindaki risk faktorlerinin hepsinin birden trombosit engraftman
gelisme siiresine olan etkilerinin degerlendirilmesinde, bu siireyi en anlamli olarak
degistiren parametrenin “atesli giin sayisi” oldugu tespit edildi. [Beklenen trombosit
engraftman gelisme siiresi = 15.86 + (1.22 x atesli giin sayis1)] (p=0.0012). Model-2’
nin trombosit engraftmani ile iliskisinin arastiriimasinda da yukaridaki baginti degismedi.
[14.98 + (1.57 x atesli gilin says1)]. Gerek l6kosit gerekse de trombosit engraftman
gelisme siiresini “CD34+ hiicre sayisi” parametresinin ¢ok fazla etkilememesinin
nede;hinin, olgulara gereksinim duyulandan daha ¢ok miktarlarda CD34+ hiicre iceren

aferez iiriinii (median 8.6 x 10° / kg) infiize edilmesi olabilecegi diisiiniildi.
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SONUC

PKKHT sonrasi, olgularda erken hematopoetik engraftmamin ortaya cikmasi
transplantasyona bagh morbidite ve mortalite insidansimn  azalmasinda ve
transplantasyonun basarisini belirlemede ¢ok onemli bir faktordiir. Bu ¢alisma engrattman
gelisme siiresini etkileyen parametrelerle ilgili belirsizlikleri acikliga kavusturmak igin
yapilmas: gereken arastirmalara bir katkidir. Calismamizda ozellikle transplantasyon
oncesi donemde alinan kemoterapi kiir sayisi ile transpla_ntasyon déneminde gecen atesli
giin sayisimn kemik iligi engraftman stiresini 6nemli derecede etkiledigi bulunmustur. Bu
nedenle PKKHT aday1 olan olgulara daha fazla kemoterapi uygulamadan transplantasyon
kararinin verilmesi ve notropenik donemde enfeksiyvonu onlemek igin maksimum
tedbirlerin alinmasi engraftman siiresini kisaltabilecektir. Ayrica kemik ili§i engraftman
siiresinde etkili olabilecek diger bircok faktoriin de ¢ok olgulu galismalarla arastiriimasina

gereksinim vardir.
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OZET

Yiiksek doz kemoterapi ve otolog periferik kan kok hiicre destegi relaps yapmus
lenfoma ve losemilerde uzamig hastaliksiz sag kalim ve bazi solid tiimorlerde daha uzun
siiren tam cevap saglar. Kemik iligi engraftmani saglanincaya kadar siirecek 2-4 haftalik
aplazi donemindeki enfeksiyoz ve kanama komplikasyonlar1 en belirgin morbidite ve
mortalite nedenidir. Bu nedenle nétrofil ve trombosit engraftman zaman: ¢ok dnemlidir.
Miyeloablasyondan sonra periferik kan kok hicrelerin infiizyonunu takiben engraftmanin
gelisimi ile ilgili olabilecek faktorleri belirlemek icin, iki transplantasyon merkezinde
(GATA ve AUTF KIT merkezleri) PKKHT uygulanan 43 olgu calismaya alind: (13-62
yaslarinda). Olgularda histolojik olarak Hodgkin hastaligi(15), non-Hodgkin lenfoma(13),
AML(9), muitiple myeloma(3), germ hiicreli tiimér(2) ve meme kanseri(l) tanilar
mevcuttu. 500/mm’ nétrofil ve 50000/mm’ trombosit sayilarina sirasiyla median 14 ve 26
giinde ulasildi. Kemik iligi engraftmani gelisim siirelerine etkileri arastirilan faktorler:
Olgularin yaslar1, transplantasyon oncesi donemde uygulanan radyoterapi ve kemoterapi,
inflizyondan sonra uygulanan biitylime faktor tipi (G-CSF veya GM-CSF), intiize edilen
toplam mononiikleer ve CD34+ hiicre sayisi, toplanan {iriinin hacmi, trransplantasyondan
sonra engraftman gelisinceye kadar gecen atesli giin sayisi. Bu faktorlerin hepsinin birden
kemik iligi yenilenmesine etkileri lineer regresyonla degerlendirildi. Verilerimize gore,
notrofil engraftmam olgularin daha 6nce kemoterapi gérmeleri ile (p=0.011) ve atesli
giin sayist ile (p=0.0002) negatif korelasyon gosterdi, diger taktorlerle iliskili bulunmadi.
Trombosit engraftmani ile sadece atesli gilin sayisi korela;‘syon gosterdi (p=0.0013).
Kemik iligi yenilenmesini artirmada optimal PKKHT protokoli heniiz belirgin degildir.
Miyeloablatif tedaviden sonra hematopoetik yenilenmeyi hizlandirmak icin, engraftmam

etkileyen diger faktorleri iceren daha fazla caligmaya gereksinim vardir.
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SUMMARY

Factors Affecting Hematopoietic Engraftment After Periferal Blood Stem Cell
Transplantation (PBSCT)

High dose chemotherapy with autologous peripheral blood stem cell support
achieves prolonged relapse-free survival in relapsed lymphomas and leukemias and has
provided durable complete responses in certain solid tumors. The principal morbidity and
mortality result from the infectious and bleeding complications during 2-4 week aplasia
until the bone marrow autograft can recover. So, time to achieve neutrophil and platelet
engraftment is very important. To determine the factors that might be involved in
successful engraftment following administration of autologous peripheral blood stem cells
after myeloablation, we examined 43 patients (13-62 years of age) undergone PBSCT in
two transplantation centers (GATA and AUTF BMT Centers). Patients were histologically
confirmed as Hodgkin’s disease (15), non-Hodgkin’s lymphoma(13), AML(9), multiple
myeloma(3), germ cell tumor(2) and breast cancer(l). The median time to achieve
500/mm’ neutrophils and 50000/mm’ platelets was 14 and 26 days, respectively. Factors
investigated in an attempt to determine their effects on marrow engraftment were: The
ages of cases, radiotherapy and chemotherapy applied in pretransplantation period, the
growth factor used (G-CSF or GM-CSF) after infusion, the total numbers of mononucleer
cells and CD34+ cells infused, total blood volume pheresed and the number of days with
fever in post -transplant period. The overall effect of all of these factors on marrow
recovery was evaluated at the same time by lineer regression. Our data showed that
neutrophil  engraftment negatively correlated with prior exposure to chemotherapy
(p=0.011) as well as days passed with fever (p=0.0002) but not the other factors. And
only the number of days with fever was correlated with platelet recovery (p=0.0013).
The optimal schedule of PBSCT protocol is not known to enhance bone marrow
recovery. More work is required to study other factors affecting engraftment in an effort

to further increase hematopoietic constitution after myeloablative therapy.
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Ek-1:

Tablo I.
Tablo II.
Tablo III.
Tablo-IV.
Tablo-V.
Tablo-VI.
Tablo-VII.
Tablo-VIIL.
Tablo-1X.

Tablo-X.

Tablo-XI:

TABLOLAR DIZiNi

Hematopoetik biiyiime faktorleri ve hedef hiicre serileri.
Hematopoetik bilylime faktérlerinin klinik kullanim alanlari.
Anti-CD34 antikorlar1

Malignitelerde CD34 antijen ekspresyonu.

Yiiksek doz kemoterapi ve PKKHT protokoliiniin asamalari.
Olgularmn Ozellikleri.

Uygulanan hazirlama rejim protokolleri.

Engraftman gelisme siiresine etkileri arastirilan parametreler.
Aferez ile toplanan iriine ait veriler.

Caligilan parametrelerin 16kosit ve trombosit engraftman gelisme

siiresine etkileri. (I)

Calx§1lan parametrelerin 16kosit ve trombosit engraftman gelisme

siiresine etkileri.(Il)
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Ek-2:

SEKILLER DiZiNi
Sekil-1 GATA ve AUTF KIT Merkezleri PKKHT olgularmnin 1okosit engraftman
gelisme olasiliklarinin toplam hazard fonksiyon grafigi. 32
Sekil-2. GATA ve AUTF KIT Merkezleri PKKHT olgularinin trombosit
engraftman gelisme olasiliklarinin toplam hazard fonksiyon grafigi. 33
Sekil-3 Model-1 igin 16kosit engraftman gelisme olasiliginin lineer regresyon
egrisi. 37
Sekil-4. Model-1 icin trombosit engraftman gelisme olasiliginin lineer
regresyon egrisi. 38
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Ek-3 :

KULLANILAN KISALTMALAR:

PKKHT: Periferik kan koék hiicre transplantasyonu
GVHD: Graft-versus-host hastali:

OKIT: Otolog kemik iligi transplantasyonu

GATA: Giilhane Askeri Tip Akademisi

AUTF: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi

KIT: Kemik iligi transplantasyonu

IBMTR: International Bone Marrow Transplant Registry
CD: Cluster Designation

PKKH: Periferik kan kok hiicre

G-CSF: Gram'ilosiht koloni uyarici fakt6r

GM-CSF: Graniilosit-makrofaj koloni uyarict faktor

IL: Interiokin

CFU-GM: Colony forming unit granulocyte-macrophage
BFU-E: Burst forming unit-eritroid

SCF: Stem cell factor

M-CSF: Monosit-koloni uyarici faktor
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Meg-CSF: Megakaryosit-koloni uyarici factor.
TNF: Tiimor nekrosis faktr

ALP: Alkalen fosfataz

LDH: Laktik dehidrogenaz

AIDS: Acquired immune deficiency syndrom
CFU-S: Colony forming unit-spleen

PKC: Protein kinaz-C

EF: Ejeksiyon fraksiyonu

HH: Hodgkin hastalig1

NHL: Non-Hodgkin Lenfoma

AML: Akut myeloblastik l0semi

EGGH Tm: Ekstragonodal germ hiicreli timoér
DMSO: Dimetil siilfoksit

FITC: Floresan izotiyosiyonat

TBI: Total viicut 151nlamasi

TLI: Total lenfoid 1sinlama

MNC: Mononiikleer hiicre

BMT: Bone marrow transplantation

PBSCT: Peripheral blood stem cell transplantation.

63



