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OZET

Hematopoietik kdk hicre nakli, hematolojik malignitelerde ve diger bir ¢cok
hastalikta terapotik bir segenektir. Otolog hematopoietik kok hucre nakli,
hastadan toplanan kok hucrelerin hazirlik rejimi sonrasinda hastaya
verilmesidir. Kok hucrelerin toplanmasi igin periferik kana mobilizasyonu
gereklidir. Mobilizasyon i¢in en yaygin kullanilan yaklagim, granulosit koloni
stimile edici faktorun (G-CSF) tek basina veya yuksek doz kemoterapi ile
birlikte verilmesidir. Farkhlasma kumesi (Cluster of Differantiation=CD)
belirtecleri, hucreleri ayirt etmede anahtardir ve akim sitometri ile
immunfenotipleme yapilarak tespit edilebilirler. Bu sekilde [6semi, lenfoma,
miyeloma, immun yetmezlikler, otoimmin ve trombosit hastaliklarinin tanisi
saglanabilmektedir. Monoklonal gamopati, bir monoklonal immunoglobulin veya
fragmaninin, B lenfositlerin klonal proliferasyonu ile uretildigi bir durumdur.
Multiple miyelom bunlardan birisidir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu g¢alismada multiple
miyelom olan ve otolog hematopoietik kok hiicre nakli planlanan hastalarda
siklofosfamid ve G-CSF’nin CD45, CD34, CD38, CD45RA, CD71, CD90,
CD117 gibi belirtegler Uzerine olan etkilerini saptamak amaglandi.

Calismaya Mersin Universitesi Hastanesinde takip edilen 13 hasta dahil
edildi. 0. glinde siklofosfamid verildikten sonra, 5. ginde G-CSF, 6 gln sureyle
sabah, aksam uygulandi. 11. gunde sadece sabah dozu verildi. 0. gunde
siklofosfamid uygulanmadan 6nce ve 11. gunde G-CSF uygulandiktan 1 saat
sonra igerisinde etilen diamin tetra asetik asit bulunan hemogram tuplerine 2 ml
kan ornegi alindi. Akim sitometrik yontemle, secilen belirtecglerin yuzde sayilari
ve meydana gelen farkliliklar tespit edildi. Lenfosit kapisinda CD38" ve
CD45RA" hiicre sayisinda azalma, CD34",CD90*/CD34" hiicre sayisinda artma
ve CD90/CD34", CD117°/CD34" hiicrelerde 0. giin ile 11. gun degerleri
arasinda pozitif yonde yuksek seviyede dogrusal bir iligki varligi saptandi.
Monosit kapisinda total monosit sayisinda artma, CD45RA™ hiicre sayisinda
azalma tespit edildi.

Elde ettigimiz bulgularin, multiple miyelomun otolog hematopoietik kok
hacre nakli ile tedavisinde yardimci olacagini duginmekteyiz.

Anahtar kelime: Akim sitometri, CD, Granulosit koloni stimule edici faktor,

Multiple miyelom, Otolog hematopoietik kdk hiicre nakli



ABSTRACT

Hematopoietic stem cell transplantation is a therapeutic option in
hematological malignancies and other many diseases. Autologous
hematopoietic stem cell transplantation is the return of stem cells collected from
the patient after the preparatory regimen. The mobilization of stem cells into the
peripheral blood is necessary. The most commonly used approach for
mobilization is granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) alone or in
combination with high-dose chemotherapy. Cluster of Differentiation (CD)
markers are key in distinguishing cells and can be detected by
immunophenotyping by flow cytometry. In this way, the diagnosis of leukemia,
lymphoma, myeloma, immune deficiencies, autoimmune and platelet diseases
can be provided. Monoclonal gammopathy is a condition in which a monoclonal
immunoglobulin  or fragment is produced by clonal proliferation of B
lymphocytes. Multiple myeloma is one of them. In the light of this information, it
was aimed to determine the effects of cyclophosphamide and G-CSF on CDA45,
CD34, CD38, CD45RA, CD71, CD90, CD117 in patients diagnosed multiple
myeloma and planned for autologous hematopoietic stem cell transplantation.

Thirteen patients followed in Mersin University Hospital were included.
After cyclophosphamide was given on day 0, G-CSF was administered on the
5th day in the morning and evening for 6 days. On day 11, only the morning
dose was given. Before cyclophosphamide administration on day 0 and 1 hour
after G-CSF administration on day 11, 2 ml blood sample was taken into
hemogram tubes with ethylene diamine tetra acetic acid. Percentages, and
differences of selected markers were determined by flow cytometric method. In
the lymphocyte gate there was a decrease in CD38" and CD45RA" cells, an
increase in CD34" and CD90/CD34" cells and a high level of positive linear
correlation between CD90*/CD34", CD1177/CD34" cells. In the monocyte gate
there was an increase in total monocytes and a decrease in CD45RA" cells.

We think that our findings will be helpful in the treatment of multiple
myeloma by autologous hematopoietic stem cell transplantation.

Keywords: Flow cytometry, CD, Granulocyte colony stimulating factor, Multiple

myeloma, Autologous hematopoietic stem cell transplantation



1. GIRIS VE AMAC

Kok hacreler (KH), insan vicudunun Ozellesmemis hucreleridir. Bir
organizmanin herhangi bir hicresine farklilasabilirler ve kendini yenileme
yetenegine sahiptirler. Hem embriyo hem de yetiskin hiicrelerinde bulunurlar.*

Hematopoietik sistem, insan sagligi ve hastaliklarinda ¢ok sayida énemli
rol oynar. Homeostazda bozukluk, anemi, hemofili, immun yetmezIik, aller;ji,
I6semi ve lenfoma gibi bir dizi hastaliga neden olabilir. Homeostaz, karmasik bir
kemik iligi (Ki) mikro ortami veya nisi icinde bulunan hematopoietik kdk hiicre
(HKH) ve progenitor hiicreler tarafindan surdirGlir. Igsel programlarin ve digsal
sinyallerin  oldukga dinamik ve siki  bir sekilde dizenlenmis bir
organizasyonudur. HKH'ler ¢ok yonluluk ve kendini yenileme kapasiteleri
nedeniyle bir aliciya transplantasyonun ardindan tim kan sistemini yeniden
olusturabilirler ve hematopoiezi uzun sire devam ettirebilirler. Homeostaz ve
stres sirasinda kan ve bagisikhk hucresi Uretimi talebini kargilamak icin
cogalirlar ve farkhlagirlar. 3

Hematopoietik progenitér hiicreler Ki mikrocevresine cesitli adeziv
interaksiyonlarla baglanirlar. Cok sayida yuzey reseptorlu eksprese ederler. Bu
reseptor-ligand interaksiyonlarinin inhibisyonu progenitor hucrelerin artmis
mobilizasyonu ile sonuglanir.”

Mobilizasyon; periferik kan KH toplanmasindan 6nce verilen tedavi ile
hastanin veya dondriin Ki'den periferik kana KH’lerin salinmasidir.”

Granulosit koloni stimule edici faktor (G-CSF) mobilizasyona neden
olmak igin en sik kullanilan farmakolojik ajandir. Noétrofil elastaz aktivitesi,
katepsin G salinimi ve stroma kaynakli faktér 1 (stroma derive faktor 1
(SDF1)=CXC kemokin ligand 12 (CXCL12)) seviyelerindeki disus yoluyla
miyeloid kompartmanin geniglemesine neden olur. CXC kemokin reseptor 4
(CXCR4) inhibitord olan plerixafor diger bir ajandir. CXCL12-CXCR4
baglanmasini tersinir sekilde bloke eder. Siklofosfamid, KH mobilizasyonu
amaciyla G-CSF ile birlikte siklikla kullaniimaktadir. Kemoterapi veya
radyasyona maruz kalma, Ki hipoksisini artirir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-
1a'nin stabilizasyonu, artan vaskuler endoteliyal bliyume faktdru seviyelerine
bagli olarak siniizoidlerin vazodilatasyonu yoluyla mobilizasyonu arttirir.®

Hematopoietik KH nakli hematolojik malignitelerde, konjenital veya

edinsel hematopoietik sistem bozukluklarinda, bazi solid timdrlerde, otoimmin
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ve kalitsal metabolik bozukluklarda terapotik bir secenek olarak
kullaniimaktadr.”

Verici tiplerine gore; Allojenik, otolog, singeneik HKH nakli olarak U¢
gruba ayrilmaktadir.®

Hematopoietik KH kaynaklari; Ki, mobilize periferik kan ve kordon
kanidir.® Otolog ve allojenik HKH nakillerinde mobilize edilmis periferik HKH'leri,
Ki kaynakli KH’lerin yerini almistir.®

Kan hucreleri, koloni stimile edici faktorler gibi sitokinlerin kontrolU
altinda, miyeloid ve lenfoid soylara farklilasan ve ¢ogalan KH’lerden olusurlar.
Farkli soylardan gelen oncl hucreler degisik yluzey molekulleri eksprese
ederler. Bunlar farklilasma kimesi (Cluster of Differantiation=CD) belirtecleri
(CD antijenleri) olarak tanimlanmaktadir. Lokositlerin plazma zarlariyla iligkili
CD antijenleri, cesitli iglevlerde yer alan molekuller olabilir (hlcre-hicre
etkilesimleri, sitokin reseptorleri, hicre sinyalleri, iyon kanallari, tastyicilar,
enzimler, immunoglobulinler veya yapisma molekilleri). Hicreler belirli soylar
boyunca farklilastikca, CD antijenlerinin ifadesi degisir. Lokositler Gzerinde CD
antijenlerinin ekspresyonu akim sitometri (AS) ile belirlenmektedir.*°

Akim sitometri, tekli veya c¢oklu lazerlerden gegerken, tamponlu bir
solusyonda asil olan hucreleri veya partikulleri hizla analiz eden bir teknolojidir.
Her parcacik, gorinur 1sik sacgilimi ve bir veya daha fazla floresan ile analiz
edilir. Gorundr 1sik dagihmi; hucrenin goreceli boyutunu gosterebilen One
sacgllan (Forward Scatter veya FSC) ve hucrenin granularite duzeyini gosteren
90°'de yana sagcilan 1sik (Side Scatter veya SSC) olarak iki farkl sekildedir. Isik
sacilimi floresandan bagimsizdir. Ayrica floresan dedektorler ile de antijen
varlhiginda reaksiyon olusturan floresan bir madde ile isaretlenmis antikorun
floresansi élgilir. ™

Farklilasma kimesi (Cluster of Differantiation=CD) belirtegleri, hlcreleri
ayirt etmede anahtardir ve ylizey CD belirtegleri hicre tipine bagh olarak belirli
fonksiyonlara sahiptir. Cevresel kosullara ve hicre igi genetik degisikliklere
yanit olarak farkli sekilde ifade edilebilirler.*?

Multipl miyelom (MM) kanin sistemik malign bir hastaligidir. Ki'de
monoklonal plazma hucrelerinin kontrolstiz proliferasyonu ile karakterizedir.
islevsiz imminoglobulinlerin veya immiinoglobulin zincirlerinin Uretimine yo

acar.’®



Otolog KH transplantasyonu, MM’da daha yuksek tam remisyon oranlari
ile sonuglandigindan ve geleneksel kemoterapiden daha uzun sagkalim
sagladigindan geng hastalarin birinci basamak tedavisinde altin standart olarak
kabul edilir.**

Calismada Mersin Universitesi Hastanesinde takip edilen 13 MM
hastasinin kan ornekleri kullanildi. Hastalara hematoloji bolimunde 0. ginde
2,5 g/m? siklofosfamid verildikten sonra, 5. giinde G-CSF (filgrastim), 60 kg alti
hastalara 5 pug/kg, 60 kg Ustl hastalara 48 milyon U subcutan 6 giin sireyle
sabah, aksam 12 saat arayla uygulandi. 11. ginde sadece sabah dozu verildi.
0. gunde siklofosfamid uygulanmadan once ve 11. ginde G-CSF’nin sabah
dozu uygulandiktan 1 saat sonra igerisinde etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) bulunan hemogram tuplerine 2 ml kan 6rnegdi alindi. Akim sitometrik
yontemle, 0. gunde ve 11. ginde alinan o6rneklerde CD45, CD34, CD38,
CD45RA, CD71, CD90, CD117 hucre yuzey belirtecleri calisildi. 0. gun
siklofosfamid uygulanmadan 6nceki ve 11. gliin toplam G-CSF dozlari bittikten
sonraki azalis ve artiglar degerlendirildi.

Calisma sonucunda elde edilen verilerle, MM hastalarinda otolog KH
transplantasyonu tedavisinde siklofosfamid+G-CSF protokolunun kok hucre
mobilizasyonuna olan etkilerini belirlemeyi amacladik. Bu ¢alisma sonuglarinin

MM hastalarinin tedavisinde onemli katkilar saglayacagini dusunmekteyiz.



2.GENEL BILGILER

2.1. Hiicre

Robert Hooke tarafindan 1665’te, kiiglk oda anlamina gelen hcre; cell
(ing), cellula (Lat), “yasayan en kiigik biyolojik yapi” olarak tanimlanmistir.
1839 yilinda Matthias Jakob Schleiden ve Theodor Schwann “Hucre Teorisi” ni
tanimlamiglardir:
1-Hucre, yasamin en kiguk fonksiyonel yapi tasidir ve tim canlilar bir veya
daha fazla hicreden meydana gelmisgtir.
2-Yeni hucreler kendilerinden dnce var olan hicrelerin bélinmesiyle meydana
gelir.
3-Bir organizmanin tim yasamsal fonksiyonlari onu olusturan hicrelerin iginde
gerceklesir.
4-Tum hucreler, hucre fonksiyonlarini duzenleyen herediter bilgiyi sonraki

kusaktaki hiicrelere aktarirlar.'®

2.2. Kok Hiicre

Kok hicre (KH) ler; kendilerini yenileyebilme (self-renewal), bagka
hicrelere donusebilme (potency), sinirsiz ¢ogalabilme, hasarli dokuyu
onarabilme ve klon olusturabilme (clonality) ézellikleri ile tanimlanirlar. Kolay
elde edilmeleri, bol miktarda bulunmalari, birgok hicre tipine farkhlasarak
¢ogalabilmeleri, otolog veya allojenik alicilara glvenli ve etkin bir sekilde
nakledilebilmeleri  nedeniyle rejeneratif tip  uygulamalarinda tercih
edilmektedirler.*®

Farklilasma kapasitelerine gore KH’ler; totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve unipotent olarak ayrilir. Totipotent KH’ler, bir
organizmay!i olusturma kapasitesine sahiptirler. Zigot, organizmayi olusturacak
tim hcre tiplerine farkhlasma potansiyeline sahip ilk totipotent hucredir.
Totipotent KH’ler, ekstra embriyonik yapi olan gobek kordonu, amniyon kesesi,
Wharton jeli ve plasentayl olusturarak pluripotent, multipotent ve unipotent
Ozellik gosterebilirler. Pluripotent KH’lerin tim germ yapraklarina (endoderm,
ektoderm, mezoderm) ait dokulari olusturabilme kapasiteleri vardir. Fetal veya
yetigkin hucre tiplerini olusturabilirler fakat bir organizmayi olusturacak yetenege
sahip degildirler. Multipotent KH’ler, insan vicudunda sadece birka¢ hicre

turane, laboratuvar ortaminda gerekli kosullar ve sinyaller saglandiginda daha
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fazla hicre turine donusebilen hucrelerdir. Unipotent KH’ler, tek bir hicre
grubuna farklilagsma yetene@i olan hucrelerdir. Doku yenilenmesinde de rol
oynarlar fakat genis doku hasarlarinin tamiri igin pluripotent KH’lere ihtiyag
vardir. KH’ler, temelde elde edildikleri kaynada gore ikiye ayrilirlar;

Embriyonik KH’ler ve embriyonik olmayan KH’ler.*"" 18

Embriyonik Kok Hucreler:
Embriyonun erken gelisim surecinde blastokistin i¢ hicre kitlesinden elde

edilirler. Pluripotenttirler ve her 3 germ tabakasinin tiimiine de farklilasabilirler.*®

Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler (Yetigskin Kok Hucreler):

Erigkin bireylerden elde edilen, bulunduklari dokularin farkli birgok
hdcresini olusturabilen (multipotent), embriyonik KH’lere gobre daha sinirh
sayida hdcre tipini olusturma yetenegine sahip hucrelerdir. Hematopoietik (H)
ve mezenkimal (M) KH’ler, GUzerinde en cok calisilanlardir. Kalp ve damar
sistemi, kas ve iskelet sistemi, sindirim sistemi, sinir sistemi, epitel doku, testis

ve ovaryum KH’leri unipotent 6zellikteki diger yetiskin KH’leridir.*®

Hematopoietik Kok Hiicreler

Periferik kan hucrelerini olusturan KH’lerdir, kirmizi hicreler, beyaz
hucreler veya trombositler gibi U¢ tip kan hicresinden herhangi birine
dénusebilirler. iki tip HKH tanimlanmugtir;
1) The long-term repopulating cells (LTRC): Hayat boyunca kendini yenileme ve
cok soylu farkhlasma potansiyelini surdurebilen hiicrelerdir.
2) The short-term repopulating cells (STRC): LTRC’den tiremis, daha sinirh
kendini yenileme potansiyeli sergileyen hicrelerdir. Yaklasik 6 hafta gibi kisa bir
siire icin miyeloid ve/veya lenfoid bélmeleri yeniden olustururlar.?°

Hematopoietik KH kaynaklari; kemik iligi (Ki), periferik kan ve kordon
kanidir.?

Hematopoietik KH nisi, iginde bulundugu anatomik konum ve fizyolojik

mikro ortamdir. HKH'ler nig iginde ikamet eder ve kendini yeniler.20
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2.3. Hematopoietik Kok Huicre Nisi

Hematopetik KH'ler Ki mikrocevresinde, 6zellesmis alan olan nislerinde
bulunmaktadirlar. KH’ler, adezyon mekanizmalari da dahil olmak Uzere cesitli
molekuler sinyalleri degistirerek nis ile etkilesirler. HKH’lerin kendilerini
yenilemesi, hicre siklusunun Gq evresinde sessiz olarak kalmalari, adezyonlari,
proliferasyonlari, olgunlagmalari, farklilasmaya yoénelmeleri, Ki'den ayrilip
dolagima girmeleri (mobilizasyon), dolasimdan Ki’ne geri désnmeleri (homing) ve
yerlesimleri (engraftman) gibi suregler bu niglerde saglanmaktadir. HKH’ler
osteoblastik (endosteal) nis ve vaskiler nis olmak Uzere iki yerde ikamet
ederler. Nigler; osteoblastlar, osteoklastlar, nestin+ MKH’ler, sinlzoidal endotel,
perivaskuiler stromal hicreler, bagisiklik hicreleri, sinir hcreleri, CXC kemokin
ligand 12 (CXCL12)’den zengin retikller hicreler (CXCL12 abundant reticular
cells=CAR)den olusurlar.?* %

Osteoblastik (endosteal) nig, kemigin i¢ yluzeyindedir. Osteoblastlar ana
hicre tipidir. HKH’ler ve osteoblastlar birbirlerine adezyon molekilleri araciligi
ile baglanirlar. Bu baglanma, KH sessizliginin korunmasina katkida bulunur.
Osteoblastlar, HKH’lerin tutulmasinda rol alan osteopontin, N-kaderin,
anjiyopoetin-1 (Ang-1), trombopoetin, Jagged 1 (Notch ligand) ve CXCL12
(diger adiyla stroma kaynakl faktor 1 (stroma derive faktér 1 (SDF1)) salgilar ve
eksprese ederler. Ayni zamanda granulosit koloni stimule edici faktér (G-CSF),
granulosit makrofaj koloni stimule edici faktor (GM-CSF) ve IL-6 gibi HKH’lerin
genislemesi ve farklilasmasina neden olan faktorler sentez ederler. Jagged 1’in
HKH Gzerindeki reseptori Notch’dur. Ang-1, HKH tarafindan eksprese edilen,
bir ¢esit trozin kinaz reseptort olan Tie-2 reseptoru ile etkilesimdedir. Bu
etkilesim, B1-integrin ve N-kaderinin aktivasyonuyla sonuglanir. Ayni zamanda
kok hlcre sessizliginin korunmasina da katkida bulunur. Osteoblastlar
tarafindan eksprese edilen osteopontin, HKH proliferasyonunu inhibe eder,
HKH apoptozunu destekler ve stromal hicreler tarafindan Jag-1 ve Ang-1
ekspresyonunu etkiler. HKH havuz boyutunun negatif diizenleyicisidir.?* %2

Vaskiiler nig, Ki kavitesine yakin yerlesim gésterir, endotel hiicreleri ve Ki
sindzoidlerini cevreleyen diger stromal hicrelerden olusur. HKH’lerin
fonksiyonlarinda 6nemli yere sahiptirler. Nestin+ MKH’ler, CXCL12’den zengin
retikler hicreler (CXCL12 abundant reticular cells=CAR), sinir hUcreleri,

endoteliyal hiicreler sayilabilir. Nestint MKH'ler, Ki siniizoidlerinin etrafinda
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bulunurlar ve osteoblastlara gore daha yuksek seviyede CXCL12, kdk hucre
faktora (stem cell factor=SCF), IL-7 ve vaskuller hicre adezyon molekull 1
(VCAM1) eksprese ederler.?! 22

HKH'lerin ¢oguniugu Ki’de bulunur. Periferik kanda kararli durumda
yalnizca sinirli sayida bulunur. Enflamasyon, kanama, miyokardiyal enfarktis
gibi stresli durumlarda artar. Ki'deki stromal hiicreler, HKH Uizerinde eksprese
edilen reseptorlere baglanan sitokinler ve adezyon molekulleri sentezlerler.
Bunlar; Ki stromal hiicreleri (¢cogunlukla CAR’lar) tarafindan sentez edilen
CXCL12 ile HKH’ler Uzerinde eksprese edilen CXC kemokin reseptor 4
(CXCR4) arasinda, VCAM1 ile HKH Uzerindeki very late antijen 4 (VLA-4)
arasinda, SCF ile HKH Uzerindeki reseptoért c-kit arasinda, trombopoetin ile
HKH Uzerindeki reseptort miyeloproliferatif 16semi proteini (MPL) arasinda ve
Ang-1 ile HKH Uzerinde eksprese edilen reseptoru Tie2 arasindadir. Bu
etkilesimler Ki'de HKH'lerin tutulmasini ve sessizligini diizenler ve onlari toksik
streslerden korur. CXCL12/CXCR4 ve VCAM1/VLA-4 etkilesimleri en
onemlileridir. Bozulmalari mobilizasyon ile sonuclanir. Tie2, MPL ve c-kit'in
kendi ligandlariyla etkilesimleri, HKH'lerin sessizliklerini ve kendilerini
yenilemelerini tegvik ederek uzun sureli gogalma aktivitesinin strdurulmesi igin
gereklidir.?*

Nestint+ MKH’lerde azalma, Ki HKH’lerinin ekstrameduller bélgeye
mobilizasyonunu artirir ve periferik HKH’lerinin Ki'ne dénmesini azaltir. Vaskiiler
nig icindeki nestin+ MKH’ler sempatik sinir sisteminin adrenerijik lifleriyle yakin
iliski icerisindedirler. Sempatik sinir sistemi noérotransmitterlerinin serbest
birakilmasi, daha sonra 6nemli baglarin (CXCR4, VLA-4, VCAM-1, SCF)
bélinmesine aracilik eden membran tip matriks metalloproteinaz (MT1-MMP)
ekspresyonunu ve matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2) aktivitesini indukler.
Boylece Ki'den HKH cikisini tesvik eder.?

Tablo 1’"de HKH’lerin aktivitesini diizenleyen molekiiller verilmistir.?*
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Tablo1. Hematopoietik kok hiicrelerin aktivitesini diizenleyen molekiiller*

Molekiil

Anjiyopoetin-1, Tie-2 ve N-kaderin

Hicre dongusli kontroline baglanti
kurarak HKH'yi nis icinde sessiz tutar

G-CSF

SDF-1’in regulasyonu

SDF-1 (veya CXCL12)

Stromal hucrelerde ifade edilir; HKH'yi
ceker

CXCR4

HKH'lerde ifade edilir; SDF-1 reseptori

VLA-4, LFA-1(Lokosit fonksiyon antijeni
1), Osteopontin, integrinler ve diger
hicre ylizey adezyon molekilleri

Aktivasyonlari HKH mobilizasyonu igin
gereklidir.

MMP-9, MMP-2 ve sKitL (Koék hicre
faktoru ligandi)

HKH mobilizasyonu igin G-CSF ve SDF-
1 tarafindan tetiklenir

FGF-4 (Fibroblast biylume faktoru 4)

HKH'yi yetistirmek igcin vaskuler ve
osteoblastik nis arasinda bir gradyan

olusumu
VEGF (Vaskiler endotelial buyime | HKH'nin mobilize edilmesi ve
faktori), PLGF (Plasental buyume | yetigtiriimesi

faktori) ve diger buyume faktorleri

2.4. Hematopoez

Hematopoez; kan hucresel bilesenlerinin olugsumu, Uretim ve yenilenmesi

icin embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskinlik boyunca devam eder.?

Hematopoez, embriyonel donemde yolk kesesinde bagslar ve daha sonra

aort-gonad-mezonefroz bélgesi, fetal karaciger ve Ki'de devam eder. HKH’ler,

vicudun tim olgun kan ve badisiklik hucrelerini Greten lenfoid ve miyeloid

progenitor hiicrelere donisebilir.°

Hematopoietik sistemin hiyerarsik diizenlenmesi Sekil 1°’de verilmistir.?
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Kendini
yenileme

®-0

Soy spesifitesi

Miyeloid Lenfoid
*  Eritrosit * B hucreleri
v . GranUIo§it *  Thicreleri
. Makrofaj_ * NK hicreleri
« Trombosit « Dendritik hucreler
. Dendritik hucreler

Sekil 1. Hematopoietik sistemin hiyerarsik diizenlenmesi*®
Long-term (uzun vadeli) hematopoietik kdk hicre (LT-HSC)
Short-term (kisa vadeli) hematopoietik kék hiicre (ST-HSC)
Multipotent progenitérler (MPP)

Common myeloid progenitér (CMP)
Lenfoid multipotent progenitér (LMPP)
Granulosit-makrofaj progenitér(GMP)
Megakaryosit—eritrosit progenitér (MEP)
Commonlymphoid progenitor (CLP)



2.5. Mezenkimal Kok Hucreler

Geleneksel olarak Ki kaynakl fibroblast benzeri hiicreler olarak
tanimlanirlar. Yag dokusu, gdbek kordonu kani ve fetal dokulardan da izole
edilebilirler. Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik soylara farklilasabilirler ve
kemik, kas, fibroblast, tendon, bag§ ve yag dokusuna dénisebilirler.?’

Kendini yenileme yetenegine sahip hucrelerdir ve doku iyilesmesi ve
yenilenmesinde Kkilit rol oynayan gesitli hlicre tiplerine farklilagirlar. Rejeneratif
tedavide, hucre tedavisi icin onemli bir kaynagi temsil ederler. Yarali bolgelere
goc edip farklilagabilirken, hucrelerin yenilenmesi igin dokuya yardimci olan
kemokinleri, sitokinleri ve blylime faktorlerini salgilama yetenekleri de vardir. Ki
kaynakli MKH'ler hiicre tedavisinde en sik kullanilanlardir.?®

Hematopoietik farkllasma kimesi (Cluster of Differantiation=CD)
belirteclerini (CD14, CD34, CD45), KH belirteci CD133’u veya endotel hicreleri
icin belirteg olan CD144°U eksprese etmezler. CD44, CD73, CD29 ve CD90

eksprese ederler.?

2.6. Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Hematolojik malignitelerde, konjenital veya edinsel hematopoietik sistem
bozukluklari ve bazi solid tUmorlerde terapotik bir segenek olarak uygulanir.
GuUnuimuzde otoimmin ve kalitsal metabolik bozukluklar icin de
kullaniimaktadr.”

Tablo 2'de HKHN ile tedavi edilen hastaliklar verilmistir.*
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Tablo 2. Hematopoietik kok hiicre nakli ile tedavi edilen hastaliklar®®

Malign olmayan

Aplastik Anemi (Fanconi Anemisi, Diamond-Blackfan Sendromu)

Orak Hucreli Anemi

Talasemi

Proksismal Nokturnal Hemoglobinuri

Chediak-Higashi Sendromu

Kronik Granulamatoz Hastalik

Glanzmann Trombastenisi

Osteopetrozis

Lizozomal Depo Hastaliklari (Gaucher Hastaligi, Niemann-Pick Hastaligr)

Mukopolisakkaridozlar

Glukoproteinozlar

Immiin Yetmezlikler

Malign

Losemiler

Lenfomalar

Multiple Miyelom

Myeloproliferatif Neoplazmlar

Solid Timorler

Hematopoietik KHN, verici tiplerine gore u¢ gruba ayriimaktadir;

1. Allojenik HKHN (AHKHN); saglikli, doku grubu uygun bagka bir insandan
alinan HKH'lerin hazirlhk rejimi sonrasinda aliciya verilme iglemidir. Verici,
human |6kosit antijen (HLA) uyumlu bir aile Gyesi, akrabali§i olmayan uyumlu
dondr veya uyumsuz aile donérleridir (haploidentical).®

2. Otolog HKHN (OHKHN); hastanin kendisinden toplanan HKH'lerin hazirhk
rejimi sonrasinda tekrar hastaya verilmesi iglemidir. Avantajlar arasinda greft
versus host hastaliyi (GVHD) olmamasi yer alir. Dezavantaji ise Ki uriinlerinin
malignite durumunda nuksetmeye neden olabilecek anormal hucreler

icerebilmesidir.®
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3. Singeneik HKHN (SHKHN); genetik olarak tam uyumlu tek yumurta
ikizlerinden yapilan nakil seklidir. Avantajlari arasinda GVHD ve greft yetmezIigi
olmamasi yer alir.?

Onceki sitotoksik tedavi ve Ki’'nin veya periferik kanin agir malign
tutulumu genellikle OHKHN kullanimini engeller. AHKHN icin HLA uyumlu
kardes donorleri tercih edilir, ancak hastalarin %30'dan azinda uygun bagis¢i
bulunabilmektedir. Kardes dondru olmayan hastalarda, %30-40 olasilikla HLA
uyumlu dondr, gondlli bagisgi kayitlari araciligi ile bulunur. Otolog veya
allojenik transplantasyon igin HKH Grinleri, Ki, periferik kan veya gdbek
kordonundan elde edilebilir.*°

Hem otolog hem de allojenik HKHN i¢cin G-CSF ile mobilize edilmig
periferik HKH'lerinin kullanimi, Ki’nin yerini almistir.?

Otolog nakil 6ncesinde, HKH’lerin toplanmasi igin bunlarin periferik kana
mobilizasyonu gereklidir. Mobilizasyon icin en yaygin kullanilan yaklasim,
rekombinant insan G-CSF’nin (6rnegin filgrastim veya FIL) tek basina veya
yiiksek doz kemoterapi ile birlikte verilmesidir.*

Granulosit koloni stimule edici faktorun fonksiyonel degisiklikleri nasil
etkiledigini acgiklamak igin mekanizmalar Onerilmistir. Bunlar; granulosit
hacminin genislemesi, hem proteaza bagimli hem de bagimsiz yapisma
molekullerinin zayiflamasi ve SDF-1/CXCR4 ekseninin bozulmasidir. G-CSF'nin
ayrica SDF-1 mesajci ribonukleik asiti (mMRNA) azalttigi da gosterilmistir.

Osteoblast aktivitesini inhibe ederek SDF-1 seviyelerinde azalmaya yol agar.?®

Hematopoietik Kok Hiicre Kaynaklari

Kemik iligi: Genel veya spinal anestezi altinda toplanir. Sinirli sayida HKH
icerir. Ortanca cekirdekli hiicre: 2x108 /kg, ortanca CD34+ hiicre: 2.8x10° /kg,
ortanca T-lenfosit: 2.2x10" /kg'dir. isleme bagh adri ve kanama olabilir. Eritrosit
suspansiyonu transfizyonu gerekebilir. Daha yavas nétrofil ve platelet
engraftmani meydana gelir.*?

G-CSF mobilize periferik HKH: Anestezi geredi yoktur. G-CSF’ye bagli yan
etkiler gorilebilir. Yiiksek hiicre sayisi vardir. Ortanca cekirdekli hiicre: 9x10°
/kg, ortanca CD34+ hiicre: 7x10° /kg, ortanca T-lenfosit: 27x10” /kg'dir. Daha
hizli nétrofil ve trombosit engraftmani kaydedilir.*?
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Kordon kani: Toplanmasi kolay ve zararsizdir. Dondurulmus unitelere kolayca
ulasilabilir. Bulasabilen hastalik riski dusuktar. Parsiyel HLA uyumu kabul
edilebilir. Hiicre sayisi sinirlayici unsurdur. Ortanca cekirdekli hiicre: 0.3x10®
/kg, ortanca CD34+ hiicre: 0.2x10° /kg, ortanca T-lenfosit: 0.4x10" /kg'dir.*?

Otolog Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

YUksek doz kemoterapi sonrasinda pansitopeniye girmis hastalara, daha
dnce kendisinden elde edilmis, mobilize periferik kan veya Ki kaynakli kék
hiicrelerin, veriimesidir. Ozellikle multipl miyelom (MM) ve lenfomalarda bu
tedavi secenegi ¢ok kullaniimaktadir.®
Otolog HKH nakli birbirini takip eden 4 basamaktan olusur:
1.basamak; kok hicrelerin toplanmasi, islenmesi ve ardindan sifirin altindaki
sicakliklarda dondurularak guvenle saklanmasi
2.basamak; miyeloablatif kemoterapi ve/veya radyoterapinin uygulanmasi
3.basamak; saklanmig olan kdék hicrelerin hastaya infuze edilmesi
4.basamak ise; tedavi sonrasi performansi bozulan hastalara dizelene kadar

destek tedavisi uygulanmasidir.®

2.7. Kok Hiicre Mobilizasyonu

Mobilizasyon, kemoterapi ya da sitokin tedavisini takiben HKH ve
progenitor hucrelerin periferik kana ¢ikmasidir. Mobilizasyon iglemi yaralanma
ve inflamasyon sirasinda olusan stres sinyallerine yanit olarak Ki deposundan
KH ve progenitorlerin saliniminin artmasi seklindeki fizyolojik yaniti taklit eder.
Gunumuzde kok ve progenitdr hicrelerin tercih edilen ve temel kaynagi
mobilize hiicrelerdir. Clinkii Ki hiicrelerine kiyasla engraftman daha hizli olur ve
isleme bagh riskler daha azdir. Mezenkimal stromal ve HKH’ler arasindaki
fizyolojik etkilesim bozuldugu zaman KH mobilizasyonu gergeklesir.
Mobilizasyon, nétrofil ve osteoklastlarin, kemoterapi ve G-CSF gibi sitokinlerle
tekrarlayan stimulasyonu sonucu olusan aktivasyonu tarafindan baslatilir.3*

Mobilizasyon rejiminin se¢imi klinik kaynaklara ve hastaya 6zgu faktorlere
dayali olarak distiniimeli ve belirlenmelidir.®

Matiir hematopoietik hiicreler Ki’den periferik kana ¢ikmasina ragmen,

immatur hudcreler dolasimda c¢ok az oranda bulunurlar. Dolasan |Okositlerin
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yaklagik %0.05 veya daha azi hematopoietik progenitor hucrelerdir ve CD34
eksprese ederler.*
Otolog HKHN icin minimum CD34+ hiicre miktari 2x10%/kg olmaldir.3®

Kemoterapi ile Kok Hiicre Mobilizasyonu

Kemoterapi genellikle timor yukunu azaltmak, mobilizasyonu artirmak,
aferez seanslarini azaltmak icin G-CSF ile birlikte kullaniir. Miyelom
hastalarinda, orta derecede bir siklofosfamid dozu etkin olmaktadir.®’

Siklofosfamidin ~ blylime faktérleri (izerine eklenmesinin, Ki'de
granulositik proteazlarin salinmasinda sinerjik etki gosterdigi, tek bagina
uygulandiginda SDF-1, CXCR4 ve c-kit adezyon molekullerinin bélinmesine yol
actigr dusunulmektedir. Ayrica, kemoterapétik ajanlarin kemik iligi stromasi
uzerindeki toksisitesi, stromal hucrelerin onlari desteklemedeki fonksiyonel
kabiliyetine verilen hasarin bir sonucu olarak hematopoietik progenitor hicreleri
serbest birakabilir.*

Kemoterapi veya radyasyona maruz kalma, Ki hipoksisini artirir. Hipoksi
ile Indiiklenebilir Faktér-1a'nin  stabilizasyonu, artan vaskiiler endoteliyal
buyume faktoru seviyelerine bagh olarak sinuzoidlerin vazodilatasyonu yoluyla

mobilizasyonu arttirir.®

Sitokinler ile Kok Hiicre Mobilizasyonu

1960'larda, iki badimsiz grup, fare Ilenfoid I6semisindeki hucre
cogalmasini belirlerken birkag tane c¢o6zinebilir faktor kesfetmislerdir. Bu
¢ozunlr faktorler koloni uyarici faktorler (colony stimulating factors= CSFs)
olarak isimlendirilmistir. izolasyon ve saflastirmadan sonra, makrofaj CSF (M-
CSF, CSF1), granilosit-makrofaj CSF (GM-CSF, CSF2), granulosit CSF
(G-CSF, CSF3) ve IL3 olarak bilinen ¢ok potansiyelli CSF dahil olmak lUzere
dort CSF tanimlanmistir. TUm bu faktorler kan hucresi gelisimi icin uyaricidirlar
ve HKH c¢ogalmasinda ve degisik basamaklarda farklilagsmasinda dnemli role
sahiptir. G-CSF'nin biyolojik etkilerine aracilik eden spesifik G-CSF reseptori
(G-CSFR) vardir. Notrofil yapiminda ve aktivitesinde G-CSF onemli bir
duzenleyicidir. Notrofil serinin  ¢ogalma ve farklilagmasini destekler ve
olgunlagsmamis metamiyelositlerin olgun nétrofillere gegisini artirir. Noétrofil ve

onclllerinin sadece yasam suresini uzatmaz, ayni zamanda matir nétrofillerin
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gorevlerini dizenler. Ornegin; slperoksit yapimi, fagositoz ve patojenlerin
oldurdlmesi. Yakin zamandaki galigsmalar G-CSF’nin tumorogenezde hayati
oneme sahip oldugunu gostermistir.  Tumor buUyumesini, metastazi ve
kemoterapiye direnci destekler, kanser hucrelerinin apopitozunu engeller ve
anjiyogenezini artirir, kanserle ilisikili tromboziste rol oynar ve zayif klinik
prognozla iligkilidir. Insan G-CSF geni 17921-17922 kromozom Uzerindedir ve
yaklasik 2,5 kilobazdir. Fizyolojik durumlarda plazmadaki G-CSF duzeyi
nerdeyse olgulemeyecek kadardir. Fakat bir enfeksiyon meydana geldigi zaman
G-CSF konsantrasyonu artar. Ozellikle enfeksiyon ve kemoterapi sirasinda
notrofillerin sayisi G-CSF konsantrasyonuna baghdir. Lipopolisakkarid (LPS),
IL17, tGmér nekroz faktér-a (TNF-a), interferon-B (IFN-B) gibi enflamatuar
medyatorler tarafindan uyariimis fibroblastlar, epiteliyal hicreler, endoteliyal
hicreler, makrofajlar ve monositler G-CSF salgilayabilir. Bununla birlikte meme,
akciger, mesane kanseri ve skuamoz hucreli karsinomun malign hucreleri G-
CSF’yi yapisal olarak olarak ifade edebilir ve G-CSF salgilayabilir. G-CSF
reseptori 1p35-34.3 kromozomunda lokalizedir. Sinif | sitokin reseptdr stper
ailesinin bir tiyesidir.®®

Hematopoietik KH nakli icin G-CSF, HKH’lerin mobilizasyonu amaciyla
yaygin olarak kullanilir. Dogrudan veya dolaylh proteaz aktivasyonu yolu ile
mobilizasyonu gercgeklestirir. G-CSF uygulamasindan sonra nétrofiller, noétrofil
elastaz, katepsin ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP9) ve hilcre yuzeyi
proteazi dipeptidil peptidaz 4 (DPP4(CD26)) salgilar. Bunlar HKH’ler Uzerindeki
adezyon molekdlllerini parcalar. Bu molekdller, SDF-1/CXCR4, SCF/c-kit ve
VCAM-1/VLA-4'dir ve bunlar Ki'de HKH'lerin tutulmasindan sorumludur. G-CSF
ayni zamanda osteoblast aktivitesini dolayli olarak inhibe eder ve SDF-1
(CXCL12) ekspresyonunu azaltir. Minimum hedef doz olan =2x10° CD34+
hacre( kg agirlik basina), 5-7 gun boyunca, 5-10 ug/kg/gin G-CSF uygulamasi
ile bir veya daha ¢ok aferezle elde edilebili. OHKHN’de kemoterapi, genellikle
timor yUkinu azaltmak ve mobilizasyonu artirmak igin G-CSF ile birlikte
kullanilir.>’

Kemik iligi HKH’leri ve G-CSF ile mobilize periferik kan HKH’leri
transplantasyon acisindan karsilastirildiginda, G-CSF ile daha ¢ok sayida kok
hicre elde edildigi bildirilmistir. Notrofil ve trombosit Gretimi daha kisa zamanda

olmustur. Transplantasyon sonrasi trombosit sispansiyonu transflizyonu ve
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hastanede yatig suresi azalmigtir. Allojenik transplantasyonlarda da ayni
sonuglar alinmistir.®

Saglikh  dondrler ve hastalarda %5-30 oraninda mobilizasyon
basarisizli§i olabilecegi bildirilmistir.

Klinikte HKH mobilizasyonunda G-CSF en ¢ok kullanilan ajan olmaya
devam etmektedir. %

Levesque ve arkadaslari, G-CSF uygulamasinin ardindan farelerde
proteolitik enzimlerin, noétrofil elastazin ve katepsin G'nin  salinimini
tanimlamiglardir. Bu enzimlerin, VCAM-1, SDF-1 ve CXCR4 ve c-kit dahil olmak
Uzere Ki'de HKH tutulmasindan sorumlu cesitli molekilleri pargaladigi
gosterilmistir. G-CSF'nin ayrica SDF-1 mRNA ekspresyonunu azalttigi ve
osteoblast aktivitesini inhibe ederek SDF-1 seviyelerinde bir azalmaya yol agtigi

gosterilmistir.?®

Plerixafor

Kok hiicre mobilizasyonunda kullanilan rejimler genellikle kemoterapili
veya kemoterapisiz G-CSF’dir. Fakat bu rejimler her zaman basarili olmaz.
Mobilazator olarak kullanilan bagka bir ajan CXCR4 kemokin reseptoru reversibl
antagonisti plerixafor (Mozobil, AMD3100) dur. Plerixafor 502 Da. molekuler
agirhiga sahip kiguk bir bisiklammolekuldir. MM ve Hodgkin disi lenfoma (Non-
Hodgkin Lenfoma=NHL) hastalarinda otolog transplantasyon igin periferik kana
HKH'lerin mobilizasyonu i¢in kullanilir. CXCR4 reseptoru, CD34+ hucre
Uzerinde eksprese edilen G-protein bagl transmembran bir reseptérdir. Bu
reseptériin, Ki stromal hiicreleri tarafindan eksprese edilen CXCL12 ile
interaksiyonu, Ki'de CD34+ hiicrelerin tutulmasinda énemlidir. Bu etkilesimi
engellemek, KH’lerin periferik kana mobilizasyonu ile sonuglanir. Birgok
calisma, plerixafor ile birlikte G-CSF'nin kullaniimasinin, MM ve NHL'li
hastalarda HKH'leri mobilize etmek icin tek basina G-CSF'den Ustiin oldugunu
gostermektedir.*®

Periferik HKH mobilizasyon ajanlari tablo 3’de verilmistir.**
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Tablo 3. Periferik hematopoietik kok hiicre mobilizasyon ajanlan®

Mobilizasyon
ajani

G-CSF

Kemoterapi

Plerixafor

Mekanizma

1-Notrofil elastaz
tarafindan
bozunma yoluyla
SDF-1'de bir
azalmaya neden
olur

2-Ki'de CXCR4'te
artis
3-Proteazlarin
Ki'ne salinmasini
indukler

Daha sonra
hematopoietik
iyilesmenin
uyariimasiyla
birlikte ilik aplazisi

CXCR4'Un
reversible
antagonisti
(CXCR4-SDF-1
etkilesimleri
bloklar)

Avantajlan

1-Ayakta tedavi
yonetimi.

2-Dusuk toksisite
3-CD34+hucrelerini
zirveye glkarmak igin
Ongordlebilir stre
4-Ongorulebilir aferez
zamanlamasi

1-G-CSF'ye kiyasla
daha yuksek sayida
CD34+ hiicre
2-Daha az aferez
seansi

3-Antitumor aktivite

1-G-CSF ile
karsilastirildiginda
daha yuksek
CD34+hlcre sayisi
(G-CSF ile birlikte
kullanildiginda)
2-Daha az aferez
seansi

3-Daha fazla
CD34+hicre iceren
kok hucre greftleri
4-Basarili
mobilizasyon ve

toplama olasiligi daha

yuksektir
5-CD34+hcrelerini
zirveye ¢ikarmak icin
ongorulebilir sure

Dezavantajlari

1-Kombinasyon
rejimlerine kiyasla daha
disuk CD34+hulcre
verimleri

2-Daha fazla aferez
seansi

3-Yuksek CD34+hlcre
icerigine sahip kok hucre
artnlerinin disuk
olasiligi

1-Hastaneye yatis
ihtiyaci
2-CD34+hucrelerini
zirveye c¢lkarmak igin
Ongorilemeyen sire
3-Aferezin
ongorulemeyen
zamanlamasi

4-Daha fazla toksisite ve
komplikasyonlar

YUksek fiyat
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Kok Hiicre Mobilizasyonunu Etkileyen Faktorler

Mobilizasyon basarisizhdini  etkileyen faktorler arasinda gecmis
mobilizasyon basarisizligi, ileri hasta yasi, fazla sayida/sirede kemoterapi
almis olmak, KH toksik ilacglarla kemoterapi 6ykisu (melfelan, karmustin,
fludarabin, kladribin, lenalidomid, platin bilegikleri), Ki alanlarina genis
radyoterapi, mobilizasyon éncesi diisiik trombosit sayilari, Ki'nin timor hiicreleri
tarafindan infiltrasyonu, hastalik tipi (lenfomali hastalarda miyeloma oranla 3 kat
fazla) sayilabilir.*?

Bugun i¢cin HKH toplamanin optimum olmasinin temeli, dondr ya da hasta
periferik kaninda gunluk CD34+ hicre miktarini sayarak toplamaya baglama

zamanina dogru karar verebilmektir.*®

2.8. immiinfenotipleme-CD Belirtegleri

Farklilasma kimesi (Cluster of Differantiation=CD) belirtegleri, hlcreleri
ayirt etmede anahtardir ve ytzey CD belirtecleri hiicre tipine bagl olarak belirli
fonksiyonlara sahiptir. Cevresel kosullara ve hicre i¢i genetik degisikliklere

yanit olarak farkli sekilde ifade edilebilirler.*

CD34: Ik olarak 1984'te HKH ve progenitér hiicrelerde tanimlanan, 116 kd
agirhginda, tip 1 transmembran fosfoglikoproteindir. Lenfohematopoietik
gelisimin  kok/progenitdor asamasinda spesifik olarak eksprese edilir ve
adezyonu duzenler. Yapisi, adezyon molekullerinin sialomusin ailesinin tipik
ornegidir. CD34+ hucreler sitokin veya blyume faktora uyarimi ile
genisleyebilen ve tium lenfohematopoetik soylara farklilasabilen hucrelerdir.
Hematopoietik olgunlasma siirecinde, CD34 ifadesi tamamen bastirilir.** +°
insan Ki hiicrelerinin kiiciik alt kiimelerini taniyan, ancak olgun kan ve
lenfoid hucreleri tanimayan antikorlari gelistirme stratejisinin bir sonucu olarak
kesfedilmistir. Insan HKH’lerinin sayimi, izolasyonu igin temel olarak kullanilan
ayirt edici 6zellik haline gelmistir. CUnkud hucreler daha olgun hicrelere
farkhlastikca CD34 azalmaktadir. Hicre yapismasinda ve homing surecinde
potansiyel roli tanimlanmistir. Vaskiler endoteliyal hicrelerde ve bazi

fibroblastlarda da eksprese edilir.*®
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CD45 ve CD45RA: Ly-5, Iokosit ortak antijeni, protein tirozin fosfataz reseptor
tip C (PTPRC) olarak da bilinen tip 1 transmembran glikoproteindir. Olgun
eritrosit ve trombositler hari¢ tum ¢ekirdekli hematopoietik hucrelerin ve bunlarin
oncullerinin yuzeyinde eksprese edilir. 180-220 kDa agiriginda buyuk bir
glikoproteindir. T ve B lenfositlerin ylzeyindeki toplam glikoproteinin %5-10'unu
olusturur. Hematolojik kokenli hiucreleri tanimlamak igin bir teshis araci olarak
kullaniimistir. Transmembran ve ekstraselller par¢a olmak Uzere iki sitoplazmik
par¢cadan olusur. Hematopoietik hlcrelerde eksprese edilen CD45’'in birkag
izoformu vardir. Ekson 4, 5 ve 6’nin farkli eklenmesiyle, glikozilasyon desenleri
ve boyutlari farkli, sirasiyla CD45RA, RB ve RC izoformlari olugur. Olusumlari
sirasinda farkh tip izoformlarin alternatif ekspresyonu nedeniyle HKH’lerin
cogalmasinda ve farklilasmasinda hayati rol oynar. insan CD45 mRNA'sinin alti
izoformu vardir;*" 48

e Eksonsuz (RO),

e Tek eksonlu (RA veya RB),

o ki ekson (RAB veya RBC) veya

e Ug eksonun timi (RABC).

Hucre digi alan, sistein acgisindan zengin bir bodlge ve agir N-
glikozillenmis olan Ug fibronektin tip Il tekrari igerir. Bu kompleks N-glikanlar,
CD45 stabilitesi ve hiicre yuzeyine tasinmasi icin gereklidir. CD45 izoformu
ekspresyonu, T hlcresinin olgunlagsma, aktivasyon ve farklilasma evresine bagli
olarak degisir. Toy insan T hucreleri, ekson 4 iceren yuksek molekul agirlikli
CD45RA izoformu eksprese ederler. Hlicre aktivasyonundan sonra CD45RA’'nin
hicre digi pargasi alternatif eklemeye tabii tutulur ve yerini ayni zamanda hafiza
ve aktive T hucrelerinde bulunan en kisa izoform CD45RO alir. CD45RA+ T
hdcrelerinin yuzdesi yasla birlikte kademeli olarak azalirken, CD45RO+ T
hicreleri artar. CD45'in alternatif olarak eklenmis izoformlarinin ifadesi de T
hicresi gelisimi boyunca modile edilir. CD3-CD4-CD8- (g¢li negatif insan
timositleri CD45R0O- dir ve CD45RA, CD45RB ve CD45RC'yi ifade edebilir.
CD4 ve CDS8 cift + timositler D45RO+RA- dir. CD45 lenfosit yasamini, sitokin
cevaplarini ve T hucre reseptor sinyalini dizenleyerek immun fonksiyonlari

kontrol eder.*" 48
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CD38: immiin hiicrelerde eksprese edilen multifonksiyonel transmembran
proteindir. Kisa bir sitoplazmik kuyrugu, transmembran parcasi ve hicre disi
parcasi vardir. Lenfositlerde, monositlerde, makrofajlarda, dendiritik hticrelerde,
granulositlerde ve dogal oélduricu hicre (natural killer, NK) lerin ylzeyinde
eksprese edilen CD38 seviyesi hucrelerin maturasyon ve/veya aktivasyon
diizeyine baghdir. Reseptdr ve enzim aracili fonksiyonu vardir.*® *°

Kromozom 4 ve 5 Uzerinde lokalize olan, homolog genler tarafindan
kodlanir ve 300 aminoasit igerir. Siklikla hlcre yuzeyinde bulunur, fakat
endoplazmik retikulum, gekirdek membrani ve mitokondride de tespit edilmigtir.
Membran oryantasyonuna goére tip Il veya tip Il membran proteini gibi
davranabilir. Tip Il oryantasyonun ¢gogunda, kisa amino kuyrugu sitozole bakar,
katalitik parcasi ekstraselller alana bakar. Tip lll oryantasyonda, katalitik
parganin sitozole bakti§i raporlanmistir.>

CD38, nikotinamid adenin dintkleotidi (NAD") substrat olarak kullanarak
nikotinamid ve adenozin difosfat riboz (ADPR) sentezini katalize eder. NAD,
nikotinamidin salinmasiyla siklik ADPR’ye (cADPR) doénustirtlebilir. cADPR
ayrica CD38 tarafindan ADPR’ye hidrolize edilebilir. CD38, hem ADPR siklaz
hem de cADPR hidrolaz aktivitelerine sahiptir.>*

CD38, CD31'e kars! reseptdr gorevi de gorebilir. ikinci etkilesim yoluyla
CD38, hematopoietik hucrelerin endotelyal hucrelere selektin  benzeri
baglanmasina aracilik eden ve bunlarin dokuya gecisini kolaylastiran bir

yapisma molekiilii olarak gérev yapabilir.>*

CD71: Transferrin reseptor 1 (TfR-1) olarak bilinir. 760 amino asit iceren
homodimerik glikoproteindir ve hicre yluzeyinde diferrik transferrine baglanir.
Demirin hicre igerisine aliniminda 6énemli rol oynar. Hucre proliferasyonu ve
aktivasyonu icin gereklidir. Erken eritroid prekursorlerde ekspresyonu ¢ok
yuksekken, retikllosit fazinda ekspresyonu azalir. Hematopoietik sistemde tim
cogalan hucreler CD71'i eksprese eder, ancak yaygin olarak énemli bir eritroid
iligkili belirte¢ olarak kabul edilir. Eritroblastlar tGzerindeki CD71 ekspresyonu,
diger hucrelerden dnemli dlgude yuksektir. Akim sitometrede akut eritroblastik
|I6semi tanisi igin ve eritroblastlari ayirdetmek icin temsili bir belirte¢ olarak

kabul edilmistir. Yakin zamanda yapilan c¢alismalar, CD71 ekspreyonunun
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eritroblastlarda 6nemli Olcide daha fazla oldugunu gostermigtir ve kemik
52, 53

iligindeki CD71 pozitif hlcrelerin yaklagik %80’i eritroid hicrelerdir.

CD90: Timus hlcre antijeni 1 (Thymus cell antigen 1 (Thy-1)) olarak da bilinir.
25-37 kDa agirliginda N-glikolize, glikofosfotidilinositol (GPI) baglantili hicre
yuzey proteinidir. Sitoplazmik pargasi yoktur. Timositlerde, MKH’lerde,
HKH’lerde, dogal oldurdctu (natural killer=NK) hacrelerde, ndronlarda,
endoteliyal hucrelerde, renal glomeriler mezengiyal hicrelerde, follikller
dendiritik hlcrelerde, fibroblastlarda ve miyofibroblastlarda eksprese edilir. Geni
11¢23.3 kromozomda lokalizedir.>*

CD90’In fonksiyonlari; T hicre aktivasyonu, noéron regulasyonu,
timositlerde ve mezengiyal hicrelerde apopitozis regllasyonu, fibrozis
modiilasyonu, hiicre migrasyonunda artis, adezyon ve ekstravazasyondur.>*

Kanser kok huicreleri kanser gelisiminde ve metastazda hayati 6neme
sahiptir. Thy-1 kanser kdk hiicrelerinin belirtecidir.>

Bazi kanserlerde tumor supresor iglevi gorur, bazilarinda tumor
hlcrelerinin gogalmasina yardimci olur, bazilarinda ise invazyon ve metastazi

tesvik eder.>

CD117: c-kit veya kok hucre faktorl reseptoru olarak da adlandirilir. Proto-
onkogen c-kit tarafindan kodlanir. Tirozin kinaz reseptorlerinin tip Il alt ailesine
ait olan transmembran proteindir. Ligandi olan kok hicre faktoru ile birlestiginde
aktive olur. Hematopoietik sistem, testis, miyokard, akciger ve meme gibi farkli
dokularin progenitor  hdcrelerinde  eksprese  edilir. Ekstraselller,
intramembrandz, intraselller pargalari vardir. Ligandi olan kdk hicre faktorine
baglanarak, apopitozis, hlicre farkhlasmasi, cogalmasi ve hlicre adezyonu gibi
hiicresel aktiviteleri regiile etmede énemli rol oynar.>® >’

CD117 aracili sinyal iletimi, esas olarak hematopoietik progenitor
hdcrelerin normal gelisimi ve hayatta kalmasi igin kritik Gneme sahiptir. Malign
hicrelerde, CD117 tespiti gastrointestinal stromal timorlerin teshisi igin blyuk
onem tasir. Diger tim sarkomlarin, karsinomlarin ve hatta lenfomalarin blyuk
¢ogunlugu CD117- iken, meme dokulari gibi normal epitel dokulari pozitif
olarak boyanir. Bazi MM vakalari CD117 eksprese ederken, normal plazma

hiicreleri eksprese etmezler.>®
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Normal Ki'de mononiikleer hiicrelerin yaklasik %2-4 kadari CD117
eksprese eder. Ki'deki normal CD34+ hiicrelerin yaklasik %25 kadari ayni
zamanda CD117 eksprese eder. Losemik hadiselerde, akut myelojenik
|6semilerin %50’den fazlasinda CD117 ekspresyonu raporlanmigtir. Fakat akut

lenfoblastik I6semilerde nadiren gériiliir.>

2.9. Akim Sitometri

Sitometri hdcrelerin veya biyolojik partikullerin fiziksel veya kimyasal
karakterlerinin Ol¢culmesidir. Akim sitometri (AS) ise hlcre veya partikullerin sivi
bir sistem icerisinden tek tek gecerken fiziksel ve/veya kimyasal o6zelliklerini
analiz eden bir cihazdir.®°

Akim sitometride sivi igindeki hlucre ya da partikuller lazer 15191 ile
aydinlatilan bir bolmeden gegirilir ve hudcrelerin 1siktan gecerken verdikleri
uyarilar toplanip analiz edilir. Burada hucrelerin buyuklik, granualarite gibi
fiziksel Ozellikleri gosterilebilecegi gibi; hlcre yuzeyindeki veya icerigindeki
antijenik yapilar da belirlenebilir. Boylece partikilin immun yapisi, deoksiribo
nakleik asit (DNA) icerigi, enzim aktivitesi, hiicre membran potansiyeli, canlihgi
gibi gesitli 6zellikleri hakkinda da bilgi edinilebilir.*°

Isik mikroskopisi ile karsilastiriinca ¢ok daha fazla hiicre daha kisa
surede analiz edilebilir. Bu teknik ile ortalama 10.000 hicrenin 20 saniyede
degerlendirilebilmesi miimkiin olmaktadir.®

Gorunur 1s1k acisindan iki farkh parametre kullanilarak degerlendirme
yapiimaktadir:

1- Hucrenin goreceli boyutunu gdsteren ileri sacilan 1sik dedektért (forward
scatter, FSC)™
2- Hiicrenin i¢ yapisi ve granllaritesini gosteren, 90 aciyla sapan isik
dagiimini élgen yana sagilan i1sik dedektérii (side scatter, SSC)*

Ayrica floresan dedektorler ile de antijen varliginda reaksiyon olusturan
floresan bir madde ile isaretlenmis antikorun floresansi dlgiilir.**

Cihaz baglica sivi sistemi, 1sik kaynagi (lazer), filtreler, sinyal
dedektdrleri ve yazilim programindan olusur.®*

Akim sitometride, kan, beyin-omurilik sivisi, kemik iligi, bronkoalveolar

lavaj sivisi, periton sivisi, eklem sivisi, plevral sivi, doku biyopsi materyali,
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parafin bloktaki dokular, hucre kultira ornekleri gibi biyolojik materyaller ile

calisilabilir.®*

Analiz Yontemleri:

1- FSC/SSC dedektoérlerinden elde edilen verilerle hicrelerin buyuklik ve
granularitelerine gore ayrilmasi

2- Tek floresan boya isaretli antikorun kullaniimasiyla hicre ylzey
belirteclerinin belirlenmesi

3- Birden fazla yuzey antijenlerinin ayni anda analizini saglayan floresan isaretli
antikorlarla hicre alt gruplarinin belirlenmesi (6rnegin lenfosit alt gruplarinin
oranlarinin saptanmasi) saglanabilir.®*

Akim sitometri ile kisa surede ¢ok sayida hucre c¢aligilabilir ve birden
fazla parametre ayni anda degerlendirilebilir. Kliclik hacimlerde 6rnek yeterlidir.
Pahali bir teknoloji olmasi, 6zel egitim almis laboratuvar elemani gerektirmesi
gibi durumlar ise sistemin dezavantajlaridir.®?

Akim sitometri, klinik ve arastirma laboratuvarlarinda; biyokimya,
hematoloji, immunoloji, mikrobiyoloji, onkoloji ve molekiler biyoloji alanlarinda
kullaniimaktadir. Imminfenotiplendirme analizinde hiicrelerin maturasyonuna
gOre hucre yuzeyi ve icinde eksprese ettikleri antijenlere kargi monoklonal
antikorlar kullanilarak belirli bir hicre grubunun belirlenmesi ve ayirimi
saglanabilmektedir. immiinfenotipleme; I6semi, lenfoma, miyeloma gibi
hematolojik malignitelerin tanisinda, kemoterapi etkinliginin izlenmesinde,
immun yetmezliklerin, otoimmun hastaliklarin ve trombosit hastaliklarinin

tanisinda kullaniimaktadir.®*

Akim Sitometride Verilerin Degerlendirilmesi

Kapilama; farkh bdlgelere dusen huicre topluluklarindan, analiz edilmek
istenen hicre grubunun izole edilip, analiz alanindan diglanmak istenen
hicrelerin uzaklastirilmasi igin kullanilir. Veriler histogram, nokta alan (dot plot),
kontur alan, yogunluk alan ve 3 boyutlu izometrik grafikler ile ifade edilebilir.®*

Histogram grafikleri; en basit ve yaygin kullanilan yontemdir. Tek bir
parametreye iliskin hiicre yogunlugunu gosterir. Ozellikle gok sayida érnekte tek
bir antijenin arastirildig1 deneylerde yararlidir. X ekseni arastirilan parametrenin
yogunlugunu, Y ekseni ise belli sinyal yogunlugundaki hucre sayisini
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gostermektedir. Veriler bir populasyonda hucrelerin yuzdesi ya da “ortalama
floresan yogunlugu” (mean fluorescence intensity) (MFI1) seklinde belirtilir.®®

Sagilan 1sik ve floresan yogunlugu lineer veya logaritmik &lgekle
goruntulenebilir. Pek ¢cok uygulamada lineer olgege gore daha ¢ok tercih edilen
logaritmik olgek, tipik olarak floresan deg@erlerinin 10’luk dlgekte 4-5 kattan daha
genis bir dagihm gostermesi durumunda kullanilir. Hicrelerde DNA miktarinin
Olclldagu veya cok dar araliktaki floresan degerlerinin elde edildigi deneylerde
daha c¢ok lineer Olgek kullanilir. Genel olarak FSC ve SSC grafikleri lineer
Olcekte goruntulenir. Ancak, bu Olgek periferik kandaki plazma hucreleri veya
eosinofiller gibi buylk ve ¢ok granulli hicrelerinin ayrismasinda yeterli olmaz
Genellikle I6kositler ve DNA miktar dlgumleri icin lineer grafikler kullanilirken;
trombosit ve retikiilosit analizlerinde de logaritmik skala secilmelidir.®®

Nokta alan grafikleri; es zamanli iki parametrenin gorintilenebilmesi
amaciyla en sik kullanilan yodntemdir. Hlcreler 2 parametrenin sinyal
yogunluguna gére x-y eksenlerinde isaretlenir. iki parametrenin birbiri ile iligkileri
incelenebilir. Her nokta bir hiicreyi temsil etmektedir.®®

Kadran analizi; nokta alan grafisinde yaygin kullanilan ve analizde katki
saglayan basit bir yontemdir. Bu yontemde her iki parametre degerleri ayni olan
pek ¢cok hucre ayni noktaya denk gelebilmektedir. Hucreler her iki antikoru da
iceriyorsa grafikte sag Ust kadrana, her ikisini de icermiyorsa sol alt kadrana
duser. Y eksenindeki antikoru igeriyorsa sadece sol Ust kadrana, X eksenindeki
antikoru iceriyorsa da yalnizca sag alt kadrana diiser.™

Kontur alan veya yogunluk alan grafikleri; nokta alan grafisinde her nokta
bir partikilU/htcreyi temsil etmektedir. Her iki parametre degerleri ayni olan pek
¢ok hucre ayni noktaya denk gelebilmektedir. Bu durum ¢ok sayida hucrenin
okutuldugu o6rneklerde zorluk olusturabilir. Boyle érneklerde kontur alan veya
yogunluk alan grafileri tercih edilir. ®

izometrik grafik ise FSC ve SSC gibi parametrelerle olusturulan grafiklere

hiicre sayisi gibi Giglincl bir parametrenin daha eklenmesiyle elde edilir.®®
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2.10. Monoklonal Gamopati

Bir monoklonal immunoglobulin veya fragmaninin, B lenfosit soyundaki
hicrelerin klonal proliferasyonu ile Uretildigi bir durumdur. Monoklonal gamopati
uretebilen hematolojik durumlarin spektrumu, onemi belirsiz monoklonal
gamopati (monoclonal gammopathy of undetermined significance=MGUS),
multipl miyelom (MM), plazmasitoma, Waldenstrom makroglobulinemi (WM),
kronik lenfositik lenfoma (KLL) ve diger diisiik dereceli lenfomalari icerir.®*
Tablo 4'de MGUS, smoldering MM ve aktif MM icin tani kriterleri verilmistir.®

Tablo 4. MGUS, smoldering MM ve aktif MM igin tani kriterleri®

MGUS

Serum monoklonal (M) protein < 3 g/dL

Klonal Ki plazma hiicreleri < 10%

Miyelom tanimlayici olaylarin veya hafif zincirli amiloidozun olmamasi

Smoldering multiple miyelom

Serum M protein = 3 g/dL veya klonal Ki plazma hiicreleri 10%—60%, veya ikisi

Miyelom tanimlayici olaylarin veya hafif zincirli amiloidozun olmamasi

Semptomatik multiple miyelom

Klonal Ki plazma hiicreleri = 10% veya plazmasitoma ve = 1 miyelomu

tanimlayan olay:

Calcium (Kalsiyum): Hiperkalsemi, yani serum kalsiyumu normalin st

sinirindan > 1 mg/dL daha yuksek veya > 11 mg/dL

Renal insufficiency (Bobrek yetmezligi): Kreatinin klerensi < 40 mL/dakika veya

serum kreatinin > 2 mg/dL

Anemia (Anemi): Hemoglobin > 2 g/dL normalin alt sinirinin altinda veya < 10
g/dL

Bone involvement (Kemik tutulumu): iskelet radyografisi, bilgisayarli tomografi

veya pozitron emisyon tomografisi bilgisayarli tomografide = 1 litik lezyon

Klonal Ki plazma hiicresi yiizdesi = %60

Manyetik rezonans goruntilemede birden fazla fokal lezyon
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Onemi Belirsiz Monoklonal Gamopati

Miyelomdan 6nce, MGUS olarak adlandirilan sakin bir faz gelir. Herhangi
bir son organ hasari veya miyelomun ozellikleri olmayan bir monoklonal
proteinin (< 3 g/dL) varligi ile tanimlanir. Nedeni su anda bilinmemektedir,
ancak semptomatik miyelomaya donusebilir. Miyeloma ilerleme riski, yuksek
monoklonal protein seviyesi, kemik iliginde yuksek plazma hucresi yluzdesi, IgA
monoklonal protein varligi ve anormal serbest hafif zincir orani risk faktérleriyle
birlikte yilda yaklasik %1'dir.®°

Onemi belirsiz monoklonal gamopatinin miyeloma ilerlemesinde p53 ve
ras mutasyonu, p16 metilasyonu, ikincil translokasyonlar, anjiogenez artisi,
hicresel bagisikhdin supresyonu, IL-6, vaskuler endoteliyal biylime faktori

gibi sitokinler etkili olmaktadir.®’

Multipl Miyelom

Multipl miyelom (MM), Ki'de klonal, kétli huylu plazma hicrelerinin
birikimi ile karakterizedir. Olus nedeni bilinmemektedir. Radyasyon, virtsler,
endustriyel toksinler suclanmaktadir. Kromozomal anormallikler de tespit
edilmigtir. En sik gorulen kromozom 14’Un uzun kolunda immunoglobulin agir
zincir anahtari olan bdlgedir. Hematolojik malignitelerin %10 kadarini olugturur.
Sik olarak, kemik agrilari, patolojik kiriklar, anemi (Ki yetmezligine bagh), tekrar
eden enfeksiyonlar, hiperkalsemi, renal yetmezlik (hiperkalsemi, hafif zincir
depolanmasi, non-steroid ilaglar, anemi ve enfeksiyonlara bagl), anormal
kanamalar (trombosit fonksiyon bozukluguna bagl) gorulir. Daha az siklikta,
hipervizkozite sendromu (iskemi, kardiyak yetmezlik ve ndrolojik problemler),
amiloid birikimi goraliir.%®

Farkli etnik gruplar arasinda insidansta farkliliklar vardir; Afrikali
Amerikalilarda beyazlara gore iki kat daha yaygin ve Asyalllarda daha az
yaygindir.®®

Plazma hucreleri, antikor yapan lenfositlerden tiretilmistir. Miyelomda bu
plazma hucreleri, tim kemik iligi hdcrelerinin %10'unu asar ve hastaligin bir
belirteci olarak islev géren anormal bir antikor (bir "paraprotein") olustururlar.

Ortanca tani yasi 70'tir.*°
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Tani igin yapilmasi gereken testler:

Tam kan sayimi (anemiyi veya diger kan hucrelerindeki azalmayi
saptamak igin)

Biyokimya testleri (kalsiyum seviyesi, bdbrek ve karaciger fonksiyon
testlerini de kapsayacak sekilde)

Beta-2 mikroglobulin dizeyi (prognoz agisindan anlamlidir, <4 mg/L iyi
prognoz, 4-8 orta, >8 kotu prognozdur).

Serum ve idrarda paraprotein tespiti ve miktar tayini (Miyelom
hastalarinin  %1'inde paraprotein ("sekretuar olmayan miyelom")

bulunmaz).®®
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan sarf malzemeler

Adi Marka Uretim yeri
EDTA’ll kan toplama tiipu Vacusel Turkiye
Polistiren tap (5 ml) Labcon USA
Otomatik pipet ucu (1-200 pl) AHN Almanya
Otomatik pipet ucu (100-1000 ul) isolab Almanya

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve sollisyonlar

Adi Marka Uretim yeri
IsoFlow Soliisyonu Beckman Coulter irlanda
OptiLyse Sollsyonu Beckman Coulter irlanda

3.1.3. Kullanilan cihazlar

Adi Marka Model Uretim
yeri
Akan Hicre Olger | Beckman Coulter | Navios EX Flow Cytometer | irlanda
Santrifij Nuve NF 800 Tuarkiye
Vortex Heidolph Reax Top Almanya

3.2. Ornek segimi

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

01/09/2022-01/06/2023 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Hematoloji boliminde multiple miyelom tanisiyla takip
edilen ve otolog periferik hematopoetik kok hicre nakli planlanan,
bilgilendirilmis olur formunu imzalayan, 18-70 yas arasi, arastirmaya dabhil
edilme kriterlerine uyan 13 hasta calismaya dahil edildi. Nakil Oncesi,
hastalardan 0. ve 11. glnlerde hematoloji béliminde hemsireler tarafindan
icerisinde etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) olan hemogram tuplerine 2 ml
kan alinarak tibbi biyokimya laboratuvarina gonderildi. Akim sitometrik
yontemle, Beckman Coulter, NAVIOS EX cihazinda, 0. ginde ve 11. glinde
alinan 6rneklerde CD45 (KrO), CD34 (PC7), CD38 (PC5), CD45RA (APC),
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CD71 (FITC), CD90 (RPE), CD117 (APC) (BC, irlanda) hiicre yiizey belirtegleri
caligilarak arastirildi.

Bu calisma Helsinki Bildirgesi 0zelliklerine goére yapildi ve Mersin
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 25.05.2022 tarihli 2022/359

sayil kurul karari ile onay alindi.

3.2.2. Orneklerin alinmasi ve saklanmasi

Bu c¢alismada gondllilerin ven6z tam kanlarn kullaniimigtir. Kan,
icerisinde  EDTA bulunan 2 mllik hemogram taplerine alindi. Calisiimasi
planlanan tum parametrelere ait ornekler prosedurlere uygun olarak ve

bekletiimeden ¢alisildi.

3.3. Yontem

01/09/2022-01/06/2023 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi Hematoloji boéliminde multiple miyelom tanisiyla takip
edilen ve otolog periferik hematopoetik kok hicre nakli planlanan,
bilgilendirilmis olur formunu imzalayan, 18-70 yas arasi, arastirmaya dabhil
edilme kriterlerine uyan 13 hasta calismaya alindi. Hastalara hematoloji
boélimiinde 2,5 g/m? siklofosfamid verildikten sonra, 5. giinde G-CSF
(filgrastim), 6 gun sureyle sabah, aksam 12 saat arayla 60 kg alti hastalara 5
ug/kg, 60 kg Ustl hastalara 48 milyon U subcutan uygulandi. 11. giinde sadece
sabah dozu verildi. Calismamizda, 0. gunde siklofosfamid uygulanmadan 6nce
ve 11. ginde G-CSF’in sabah dozu uygulandiktan 1 saat sonra igerisinde EDTA
bulunan hemogram tiplerine 2 ml kan alinarak tibbi biyokimya laboratuvarina
gonderildi. Akim sitometrik yontemle, Beckman Coulter, NAVIOS EX cihazinda,
0. gunde ve 11. gunde alinan érneklerde CD45, CD34, CD38, CD45RA, CD71,
CD90, CD117 hucre yuzey belirtecleri c¢ahsildi ve 0. gun siklofosfamid
uygulanmadan dnceki ve 11. giin toplam G-CSF dozlari bittikten sonraki azalis
ve artislar olguldu.
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3.3.1. Flow sitometrik analiz

1. Calisma EDTA’l tam kandan yapildi.
2. Polistiren tlp icerisine kullanilacak antikorlardan uretici firmanin dnerdigi
miktar eklendi. (5 pl)

100 pl hasta kani her tipe alindi.

15’ oda i1sisinda karanlikta bekletildi.
500 pl OptilyseC eklendi.

10’ oda isisinda karanlikta bekletildi
500 pl isoFlow eklendi.

5" oda isisinda karanlikta bekletildi
300 g 5’ santrifuj edildi.

10.500 pl isoFlow ile yikama yapildi.

© 0o N o o b~ W

11.1 ml isoFlow eklenip okuma yapildi.

Hazirlanan o&rnekler akim sitometri cihazi (NAVIOS EX, Beckman
Coulter, irlanda) ve Kaluza programi kullanilarak analiz edildi. Cihazin voltaj ve
kompenzasyon ayarlari cihaz Ureticisi tarafindan temin edilen standardize
edilmis boncuklar (Flow Check) kullanilarak yapildi. CD45-SSC grafiginden
lenfosit ve monosit bdlgeleri secildi. Secilen lenfosit ve monositlerdeki CD34,
CD38, CD45RA, CD71, CD90 ve CD117 ekspresyonlari nokta-alan grafikleri
kullanilarak belirlendi. Grafiklerin degerlendiriimesi ile elde edilen sonuclar
ekspresyon yuzdeleri olarak ifade edildi.

Sekil 2’de hastalara ait nokta-alan grafikleri 6rnekleri verilmistir.
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Sekil 2. Hastalara ait nokta-alan grafikleri
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3.4. Istatiksel Yontemler

Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadiklari Shapiro Wilk testi
ile incelenmistir. Degiskenler icin Ort£S.Sapma ve Min-Maks ile Medyan [Q1-
Q3] cinsinden ozetlenerek tablolarda verilmistir. ki bagimh degiskenlerin
kargilastirmalarinda Paired t-testinden yararlaniimigtir. Bu analizler Statistica
v.13.3.1 programi ile yapilmistir. p<0,05 istatistiksel anlamlilik duzeyi olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

01/09/2022-01/06/2023 tarihleri arasinda Mersin Universitesi, Tip
Fakultesi Hastanesi Hematoloji Bolimunde, multiple miyelom tanisiyla takip
edilen ve otolog periferik hematopoetik kok hicre nakli planlanan,
bilgilendirilmis olur formunu imzalayan, 18-70 yas arasi, arastirmaya dahil
edilme kriterlerine uyan 13 hasta ¢alismaya alindi. Hastalardan 6 tanesi kadin,
7 tanesi erkekti. Yas ortalamasi 59,0718,33 tespit edildi.

Hastalarin 0. ve 11. gunlerde total lenfosit ve monosit sayi yuzdeleri,
kapilanan bdlgelerdeki CD34, CD71, CD90, CD117, CD38, CD45RA
belirteclerinin  ylzdeleri, CD34 pozitifligi ile birlikte ylzde oranlar ve
parametreler arasi korelasyonlari aragtirildi.

Hastalarda multipl miyeloma tanisi i¢in kullanilan CD138/CD38, CD56,

kappa ve lambda yuzdeleri Tablo 5’'de verilmigtir.

Tablo 5. Hastalarin tani anindaki CD138/CD38, CD56, Kappa, Lambda

yuzdeleri
n Min-Maks Ort+SS Medyan[Q1-Q3]
CD138/CD38| 13 0,07-36,89 11,24+11,99 7,03[0,58-21,55]
CD56% 13 1,43-100,00 90,86+29,66 99,98[99,58-100,00]
Kappa% 13 0,36-99,52 44,76+41,85 40,28[4,53-98,50]
Lambda% 13 0,02-99,58 42,84+44,36 25,85[0,64-93,27]

11. gun toplama o6ncesi CD34 absoll sayr Ort+SS:39,82+31,58 (Min-
Maks:1,54-87,35 ve Medyan [Q1-Q3]:33,53 [9,48-73,61]) ve CD34 yuzdeleri
Ort+SS:0,64+0,60 (Min-Maks:0,02-2,09 ve Medyan [Q1-Q3]:0,54 [0,18-0,93])
olarak tespit edildi.

Hastalarin 0. ve 11. gunlerdeki lenfosit sayl yuzdelerinin ve lenfosit
populasyonunda analiz edilen belirteclerdeki ylzde oranlarinin minimum,
maksimum ve p degerleri Tablo 6’da verilmigtir.

Lenfosit kapisinda deg@erlendirilen parametrelerden;

e 0.gunile 11. gin degerleri arasinda (p=0,002),

e (CD34% 0. gun ile 11. gin degerleri arasinda (p=0,018),

e CD71% 0. gun ile 11. glin degerleri arasinda (p=0,003),

e (CD71/CD34 0.gun ile 11. glin degerleri arasinda (p=0,019),
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e (CD90/CD34 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,039),

e CD38% 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,016),

e CD45RA% 0. gun ile 11. glin degerleri arasinda (p<0,001) istatistiksel olarak

anlamli farkhliklar oldugu belirlendi.

Tablo 6. Lenfosit sayi ylizdeleri ve kapilanan lenfosit bodlgesindeki

secilmis belirteclerde meydana gelen degisiklikler

Parametre n Ort £SS Min-Maks p*

LENFOSIT % 0.GUN 13 27,38+11,43 15,51-49,60

0,002
LENFOSIT % 11.GUN 13 14,41%7,69 3,27-31,06
LENFOSIT CD34% 0.GUN 13 0,36+0,26 0,08-0,93

0,018
LENFOSIT CD34% 11.GUN 13 1,13x1,05 0,14-3,12
LENFOSIT CD71% 0.GUN 13 1,56+0,77 0,31-2,99

0,003
LENFOSIT CD71% 11.GUN 13 5,20+3,68 1,01-12,28
LENFOSIT CD71/CD34 0.GUN 13 0,08+0,11 0,00-0,32

0,019
LENFOSIT CD71/CD34 11.GUN 13 0,52+0,58 0,02-2,24
LENFOSIT CD90% 0.GUN 13 0,53+0,66 0,03-2,58

0,161
LENFOSIT CD90% 11.GUN 13 0,77+0,42 0,06-1,47
LENFOSIT CD90/CD34 0.GUN 13 0,08+0,08 0,00-0,24

0,039
LENFOSIT CD90/CD34 11.GUN 13 0,23+0,29 0,01-1,02
LENFOSIT CD117% 0.GUN 13 13,49+22 59 0,37-60,93

0,364
LENFOSIT CD117% 11.GUN 13 12,20+20,58 0,43-59,46
LENFOSIT CD117/CD34 0.GUN 13 0,37+0,74 0,00-2,02

0,402
LENFOSIT CD117/CD34 11.GUN 13 0,53+0,70 0,00-1,85
LENFOSIT CD38% 0. GUN 13 58,41+£21,47 0,37-80,17

0,016
LENFOSIT CD38% 11.GUN 13 53,34+17,69 4,96-71,44
LENFOSIT CD38/CD34 0.GUN 13 2,19+2,02 0,01-7,99

0,21

LENFOSIT CD38/CD34 11.GUN 13 3,06+2,05 0,09-6,66
LENFOSIT CD45RA% 0.GUN 13 32,93+13,35 7,53-55,51

<0,001
LENFOSIT CD45RA% 11.GUN 13 19,93+11,13 0,31-45,11
LENFOSIT CD45RA/CD34 0.GUN 13 1,60+1,42 0,10-4,66

0,925
LENFOSIT CD45RA/CD34 11.GUN 13 1,56+1,06 0,00-3,82

* p: gruplar arasi anlamlilik derecesi ( p < 0,05 olmali)
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Hastalarin 0. ve 11. glnlerdeki monosit sayl yuzdelerinin ve monosit
populasyonunda analiz edilen belirteclerdeki ylzde oranlarinin  minimum,

maksimum ve p degerleri Tablo 7’de verilmigtir.

Monosit kapisinda deg@erlendirilen parametrelerden;

e 0.gunile 11. gun degerleri arasinda (p<0,001),

e CD38% 0. gln ile 11. guin degerleri arasinda (p=0,045),

e CD45RA% 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,016) istatistiksel olarak

anlamli farkhhklar oldugu belirlendi.

Tablo 7. Monosit say1 yuzdeleri ve kapilanan monosit bolgesindeki
secgilmis belirteclerde meydana gelen degisiklikler

Parametre n Ort £SS Min-Maks p*

MONOSIT% 0.GUN 13 9,01£2,04 5,20-12,84

- " <0,001
MONOSIT% 11.GUN 13 17,2115,46 8,30-27,71
MONOSIT CD34% 0.GUN 13 0,6420,42 0,17-1,54
MONOSIT CD34% 11.GUN 13 1,55+3,28 0,11-12,34 0,353
MONOSIT CD71% 0.GUN 13 1,61£0,51 0,55-2,50
MONOSIT CD71% 11.GUN 13 2,79+3,35 0,77-13,30 0221
MONOSIT CD71/CD34 0.GUN 13 0,12+0,18 0,00-0,52
MONOSIT CD71/CD34 11.GUN 13 0,68+1,58 0,01-5,83 0.24
MONOSIT CD90% 0.GUN 13 0,980,58 0,27-2,16
MONOSIT CD90% 11.GUN 13 0,64+0,53 0,09-2,07 o4
MONOSIT CD90/CD34 0.GUN 13 0,10%0,17 0,00-0,63
MONOSIT CD90/CD34 11.GUN 13 0,27+0,55 0,00-1,94 0:339
MONOSIT CD117% 0.GUN 13 22,69+40,69 0,55-97,30
MONOSIT CD117% 11.GUN 13 23,07+41,52 0,36-97,28 0,362
MONOSIT CD117/CD34 0.GUN 13 0,12+0,22 0,00-0,75
MONOSIT CD117/CD34 11.GUN 13 1,20+3,08 0,00-11,32 0238
MONOSIT CD38% 0.GUN 13 86,54+25,94 1,10-99,01
MONOSIT CD38% 11.GUN 13 88,23+26,41 1,08-98,56 0:045
MONOSIT CD38/CD34 0.GUN 13 0,50+0,37 0,03-1,04
MONOSIT CD38/CD34 11.GUN 13 1,58+3,57 0,01-13,30 0:307
MONOSIT CD45RA% 0.GUN 13 6,554,10 1,50-17,27
MONOSIT CD45RA% 11.GUN 13 3,38+1,90 0,07-6,86 0.018
MONOSIT CD45RA/CD34 0.GUN 13 0,13%0,08 0,03-0,31
MONOSIT CD45RA/CD34 11.GUN 13 0,25+0,30 0,01-0,97 0:233

* p: gruplar arasi anlamlilik derecesi ( p < 0,05 olmali)
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Lenfosit kapisinda, hastalarin 0. ve 11. gunlerde analiz edilen

belirteclerdeki korelasyonlari Tablo 8'de verilmistir.

Lenfosit kapisinda;

e CD90/CD34 0. gln degeri ile CD90/CD34 11. gin degerleri arasinda
(r=0,678; p=0,011),

e CD117 % 0. gun degeri ile CD117 % 11. gun degerleri arasinda (r=0,978;
p<0,001),

e (CD117/CD34 0. gun degeri ile CD117/CD34 11. gun degerleri arasinda
(r=0,597; p=0,031),

e CD38 % 0. gun degeri ile CD38 % 11. gln degerleri arasinda (r=0,963;
p<0,001),

e CD45RA% 0. gun degeri ile CD45RA % 11. gun degerleri arasinda (r=0,737;
p=0,004) pozitif ydnde ylksek seviyede dogrusal bir iligki varlig1 saptandi.

Tablo 8. Lenfosit kapisinda segili belirtecler arasi korelasyonlar

n r P
LENFOSIT% 0.GUN & LENFOSIT% 11.GUN 13 0,297 0,325
CD34% 0.GUN & CD34% 11.GUN 13 0,238 0,434
CD71% 0.GUN & CD71% 11.GUN 13 0,304 0,313
CD71/CD34 0.GUN & CD71/CD34 11.GUN 13 0,037 0,904
CD90% 0.GUN & CD90% 11.GUN 13 0,481 0,096
CD90/CD34 0.GUN & CD90/CD34 11.GUN 13 0,678 0,011
CD117% 0.GUN & CD117% 11.GUN 13 0,978 <0,001
CD117/CD34 0.GUN & CD117/CD34 11.GUN 13 0,597 0,031
CD38% 0.GUN & CD38% 11.GUN 13 0,963 <0,001
CD38/CD34 0.GUN & CD38/CD34 11.GUN 13 0,314 0,297
CD45RA% 0.GUN & CD45RA% 11.GUN 13 0,737 0,004
CD45RA/CD34 0.GUN & CD45RA/CD34 11.GUN 13 0,435 0,137
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Monosit kapisinda, hastalarin 0. ve 11. gunlerde analiz edilen
belirteclerdeki korelasyonlari Tablo 9'da verilmistir.
Monosit kapisinda;
e CD117 % 0. gun degeri ile CD117 % 11. gun degerleri arasinda (r=0,997;
p<0,001),
e CD38 % 0. gun degeri ile CD38 % 11. gun degerleri arasinda (r=0,995;
p<0,001) pozitif yonde yuksek seviyede dogrusal bir iligki varligi saptandi.

Tablo 9. Monosit bolgesinde segcili belirtegler arasi korelasyonlar

n r p

MONOSIT% 0.GUN & MONOSIiT% 11.GUN 13 0,447 0,126
CD34% 0.GUN & CD34% 11.GUN 13 -0,201 0,511
CD71% 0.GUN & CD71% 11.GUN 13 0,094 0,761
CD71/CD34 0.GUN & CD71/CD34 11.GUN 13 -0,175 0,567
CD90% 0.GUN & CD90% 11.GUN 13 0,175 0,568
CD90/CD34 0.GUN & CD90/CD34 11.GUN 13 -0,178 0,560
CD117% 0.GUN & CD117% 11.GUN 13 0,997 <0,001
CD117/CD34 0.GUN & CD117/CD34 11.GUN 13 -0,155 0,613
CD38% 0.GUN & CD38% 11.GUN 13 0,995 <0,001
CD38/CD34 0.GUN & CD38/CD34 11.GUN 13 -0,205 0,501
CD45RA% 0.GUN & CD45RA% 11.GUN 13 0,230 0,449
CD45RA/CD34 0.GUN & CD45RA/CD34 11.GUN 13 -0,372 0,210
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5. TARTISMA

Hematopoietik KH’lerin, c¢esitli hastaliklarin tedavisi agisindan oldukga
genis bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Bu amagla hematopoez ile
fonksiyonel Ki'ni rejenere edebilmek veya yeterli sayida HKH toplamak ilgili
tedavilerin ilk adimidir. Az miktarda, farkl sayida HKH, normal kararli durumda
dolasimda vardir ve periferik HKH mobilizasyonu olarak adlandirilan kemoterapi
velveya sitokinlerle tedaviyi takiben HKH'lerin periferik kana aktariimasi
gerekir.”®

Calismamizda MM tanisi almis hastalarda; siklofosfamid+G-CSF ikilisi
kullanilarak HKH mobilizasyonunun takibi ve nakil amaciyla degerlendiriimesi
amaclanmistir.

CD34+ hucrelerin %90'Indan fazlasi lenfoid, miyeloid veya eritroid
serilere farklilagsmasina karar veren karakteristik antijenler tagir. Uzun-donem
kemik iligi kultrinu baslatan hucreler CD34 eksprese ederler ve CD3, CD4,
CD8, CD10, CD14, CD15, CD19, CD20, CD33, CD38 ve CD71 (CD34+ Lin-
hicreler) gibi alt grup antijenlerini tagimazlar. Hematopoietik kok hucre
CD34'DRlin olarak tanimlanmistir.”*

Kararli durum hematopoezinde, dolagimdaki I6kositlerin yaklasik olarak
%0.01'i CD34+ kok hucrelerdir. Tipik olarak hacreler, periferik kanda

dolasimdaki CD34+ sayisi 10/uL'yi astiginda toplanir. En az 2x10° CD34+

hiicre/kg viicut agirhdi olan hastalarda giivenilir asilama yapilabilir.”? Periferik
kan CD34+ hucre sayisinin optimum esigi konusunda kesin bir fikir birligi
olmamakla birlikte, rutinde gerceklestirilen uygulamalar 5 - 20/ pyL arasinda
degismektedir.”

Calismamizda CD34+ absolut hicre sayisi yL’de ortalama 39,82+31,58
bulunmustur. 15/pL’nin altinda CD34+ hicre sayisi olan 3 hastada
mobilizasyon igin farkh bir ajan kullaniimasi uygun gérilmustar.

Hansson ve ark. yaptiklari bir galismada optimal mobilizasyonunun ne
zaman gerceklesecegine iligkin en iyi Ongoru degiskeninin, monositik
hlcrelerdeki artis oldugunu tespit etmiglerdir. Bu gbézlem, monosit sayisindaki
gunlik nispi artisin, kok hucrelerin ve progenitor hucrelerin  optimal
mobilizasyonunun ne zaman gergekleseceginin bir goOstergesi olarak

kullanilabilecegini gdstermistir.”* Calismamizda 0. ve 11. giinler arasinda
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monosit sayl yuzdelerinde istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir artig
saptanmigtir. Rutin klinik uygulamalarda, 0. gunde siklofosfamid verildikten
sonra, 5. gunde G-CSF’nin 6 gun slreyle verilmesi sonrasinda 11. gun
itibariyla CD34+ hicreler sayilarak HKH’lerin toplanmasina baglanmaktadir. Bu
acidan degerlendirildiginde ¢alismamizda analizi gergeklestirilen numunelerde
arzulanan hedefe ulagilmis oldugu gorulmektedir.

ileri yas gruplarinda MM gelisme riski daha yiiksekken, 45 yas alti

hastalarda cok daha nadir gériilen bir tanidir. Ortanca tani yasi 65'tir.”
Bizim galismamizda yas ortalamasi 59,07+8,33 saptanmistir.

Multiple miyelom 6n tanisi olan hastalardan alinan Ki numunelerinde
miyeloma hicreleri, akim sitometrisi kullanilarak gu¢li CD38/CD138 pozitifligi
ve CD45 negatifligi kullanilarak tespit edilebilir. CD38, erken B hicresi gelisimi
sirasinda ifade edilen, olgun aktif B hucrelerinde bulunmayan ve plazma
hicrelerinde guclu bir sekilde yeniden ifade edilen antijenidir. CD138, miyelom
hiicrelerinin  ylizeyinde bulunan proteoglikandir.”® Tae-Dong Jeong ve
arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari bir calismada 62 MM hastasinin 61’inde
(%98,4) CD138 pozitif saptanmistir.”” Murat Albayrak ve ark. yaptiklari bir
calismada 29 MM hastasini teshis etmek ve malign plazma hucrelerini ayirt
etmek icin CD38 ve CD138 kullanmislardir ve CD38 ve CD138 tim vakalarda
pozitif saptanmistir.”® Calismamizda yapilan istatistiksel analizde, hastalardaki
total CD138/CD38 birlikteligi ortalamasi 11,24+11,99 olarak tespit edilmistir.

Noral hicre adezyon molekulinian (NCAM) bir izoformu olan CD56,
normalde ndral dokular ve bagisiklik sisteminin dogal éldirict (NK) hicreleri

tarafindan eksprese edilen bir membran glikoproteinidir.” Sahara N ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada; CD56 negatif olan MM vakalarinin kotu
prognoza sahip oldugu ve ekstrameduller hastalik, Bence Jones proteini,
bobrek yetmezligi, trombositopeni olasiliginin daha yuksek oldugu bildirilmigtir.
CD56 ekspresyonunu, 70 MM hastasinin 55’'inde (%79) belirlemislerdir.?° Pan Y
ve ark. yaptiklari retrospektif bir calismada 50 MM hastasinin %74’Gnde CD56
ekspresyonunu artmig olarak tespit etmislerdir.®* Skerget ve ark. 110 MM
hastasiyla yaptiklari calismada CD56 ekspresyonunu %71 bulmuslardir.®?
Yapilan baska bir gaismada 34 MM hastasinin 29'unda (%85,3) CD56 pozitifligi
tespit edilmistir.®> Epameinondas Koumpi ve ark. tarafindan 2021 yilinda
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multiple miyelomlu hasta grubunda yapilan bir g¢alismada; malign plazma
hiicrelerinde CD56'nin ekspresyon oraninin yaklasik %62 oldugdu bildirilmistir.”
Chuanying Geng ve ark.’nin yapmis oldugu bir calismada 370 MM hastasinin
250’sinde (%67,6), CD56 ekspresyonunun tespit edilebilecegi gosterilmistir.®*
Calismamizda, diger calismalarla uyumlu olarak, kapilanan malign plazma
hicrelerinde CD56 yuzde ortalamasi 90,86+£29,66 bulunmustur.

CD34" hiicre popuilasyonunun akim sitometrisi ile daha fazla karakterize
edilmesi, CD45RO'nun ekspresyonu ve CD38, CD33, CD13 ve HLA-DR
ifadesinin olmamasi ile multipotent progenitor hucreleri daha dogru bir sekilde
tanimlayabilir. Comitted progenitdr hicreler, miyeloid (CD33, CD13), eritroid
(CD71), lenfoid (CD7, CD19) veya megakaryositik soy (CD41, CD61) ile iliskili
antijenlerle birlikte CD34'U ifade edebilmektedirler. CD90 veya Thy-1, fetal
karaciger, kordon kani ve kemik iliginde bulunan varsayilan olgunlagsmamis
hematopoietik kok huicreler Uzerinde CD34 ile birlikte eksprese edilen bir
antijendir.®°

Kordon kaninin  CD34+CD38-CD45RA-  hicrelerindeki  Thy1
ekspresyonunun kaybinin, HKH’leri multipotent progenitorlerden ayirmak igin
yeterli oldugu ®ne sirllmistiir.?® Ravindra Majet ve ark. yaptiklar bir
calismada Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA- kordon kani hucrelerinin HKH’leri
icerdigini goOstermislerdir. Ek olarak, bu populasyonun insan hematopoietik
gelisim hiyerargisinin en Ustunde yer aldigini belirtmiglerdir. Bununla birlikte;
hem CD90+CD45RA- hem de CD90-CD45RA- hicrelerinin benzer miyeloid ve
lenfoid hilcre Uretimi ylzdeleri ile uzun sureli in vivo multipotent insan
hematopoezi olusturma yetenegine sahip oldugunu ancak CD90-CD45RA-
olanlarin  uzun sureli asilama icin daha fazla hicrenin  naklini
gerektirdiklerinden ve hlcre esdegeri nakil basina daha az insan hucresi
urettiklerinden, daha dusuk bir asllama kapasitesine sahip oldugunu
belirlemislerdir.?’

Yapilan ¢alismalarda, CD45RA ve CD38 antikorlarinin, HKH’lerde negatif
olarak raporlandigi bildirilmistir. Boylece, son on yilda CD34+ CD38- Thy1+
CD45RA- hiicreler olarak insan HKH’lerinin bir resmi ortaya cikmistir.2® M.
Syrjala ve ark. yaptiklari calismada soy spesifik antijenlerin belirgin
ekspresyonu olmayan CD34+ hicrelerde CD45RA'nin negatif oldugunu ve

CD45 ekspresyonlarinin gok zayif oldugunu tespit etmislerdir.?® Calismamizda
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lenfosit kapisindaki CD34 sayi ve yuzdeleri anlamli olarak artmistir (p=0,018).
Ayni zamanda yapilan analizlerde CD90/CD34 birlikte pozitifliginde de anlamli
bir artis (p=0,039) varhdi saptanmistir. Bu durumun HKH’lerde CD90’in CD34
ile  Dbirlikte eksprese edilmesi nedeniyle gerceklesmis  oldugunu
degerlendirilebilir.

Lenfosit kapisindaki CD38 sayl ve yuzdelerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma goérlliyor olmasi da (p=0,016) CD38 antikorlarinin kok
hiacrelerde degil, olgunlagsmanin ileri asamalarindaki hucrelerde eksprese
ediliyor olmasindan kaynaklandigi fikrindeyiz.

Calismamizda lenfosit (p<0,001) ve monosit (p=0,016) kapisinda
CD45RA say! yuzdesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir.
Bu da HKH ‘lerde CD45RA’nin eksprese edilmemesi seklindeki bilgileri
desteklemektedir.

Kemik iligi numunelerinde, CD71 icin erken eritroid Ooncullerde
membrandz ve intra sitoplazmik boyama yogunlugu parlak gorilir iken geg
normoblastlarda diisik seviyede kalmistir.>®> Calismamizda orneklerde
kapilanan lenfosit bolgesinde CD71 antikor sayi ve yuzdelerinde (p=0,003) ve
CD71/CD34 birlikte pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli bir artis (p=0,019)
oldugu belirlenmigtir.

Yetigkin kemik iligi veya gobek kordonu kanindan tlretilen CD34+
hdcrelerinin, CD45RA (bir I0kosit ortak antijen izoformu) ve CD71 (transferrin
reseptori) antijenlerinin ekspresyonuna dayal olarak farkl alt populasyonlara
ayrilabilecegi gosterilmistir. CD34+ hicreleri, yliksek dizeyde CD45RA ve
disuk seviyelerde CD71 eksprese ederlerse (CD34+CD45RA+CD71-
hicreleri), miyeloid farklilasma soyuna bagh progenitérler olusurlar. Dusuk
seviyelerde CD45RA ve ylksek seviyelerde CD71 (CD34+CD45RA-CD71+
hdcreleri) ifade ederlerse eritroid farkllasma soyuna bagli progenitorler
olugurlar. Buna karsilik, hem CD45RA hem de CD71'in
(CD34+CD45RAP“CD71"°" hiicreleri) diisiik seviyelerini ifade eden CD34+
hiicreleri, multipotent progenitorlerdir.®

CD117, HKH, mezenkimal kok hlcreler ve multipotent progenitorler dahil
olmak Uzere ¢ok cesitli doku kok hucrelerinin yuzeyinde eksprese edilen bir
sitokin  reseptoru tirozin kinaz tip [llI'tdr. Hematopoietik/mezenkimal

kok/progenitor hicre tiplerini ve bunlarin farklilasma ve aktivite asamalarini
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belirlemek ve izlemek icin spesifik antikorlar kullanilarak saptanabilir.®*
Escribano ve ark. , eritroid, granulositik ve monositik soylara bagli progenitorler
ve kuglk NK ve T-hlcre onclilleri populasyonlari dahil olmak Uzere CD34+
hiicrelerinin %50'sinden fazlasinin CD117'yi de ifade ettigini bildirmislerdir.%?

Sperling ve ark. ve Ashman ve ark. tarafindan yapilan c¢alismalarda
CD34+ kemik iligi hucrelerinin %70'inin aynt zamanda CD117+ oldugu
belirtilmistir.”®> °* Selim Kuci ve ark. yaptiklari calismada mobilize periferik kan
CD34+ hucrelerinin  yaklasik %15-40'inin  c-Kit'i birlikte ifade ettigini
saptamislardir.®> Simmons ve ark. CD34+ hiicrelerinin ortalama %76'sinin c-kit'
birlikte eksprese ettigini bulmuslardir.*®

Calismamizda lenfosit kapisinda (r=0,978; p<0,001) ve monosit
kapisinda (r=0,997; p<0,001) CD117’nin 0. gunu ile 11. glnU arasinda
istatistiksel olarak pozitif yonde yuksek seviyede dogrusal bir iliski saptanmigtir.
Bu da CD117’nin HKH’lerde eksprese edildigini desteklemektedir. Ayni
zamanda CD117/CD34 0. gun degeri ile CD117/CD34 11. gun degerleri
arasinda (r=0,597; p=0,031) pozitif yonde yuksek seviyede dogrusal bir iligki
saptanmigtir.

Siklofosfamid+G-CSF ikilisi HKH mobilizasyonunda en yaygin kullanilan
rejimlerden bir tanesidir. Otolog hematopoietik kok hicre transplantasyonu
planlanan 13 MM hastasinda siklofosfamid+G-CSF ikili protololinin HKH
mobilizasyonunda ne kadar etkin oldugunu CD34, CD38, CD45RA, CD71,
CD90, CD117 belirteglerinin analizini kullanarak belirlemeye c¢alistik. Mevcut
calismanin  daha genis hasta gruplariyla yapilabilmesi hususunu
degerlendirmekle birlikte; ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin mevcut
haliyle MM hastalarinin tedavi ve takibinde 6nemli katkilar saglayacagini

dusunmekteyiz.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismaya multiple miyelom tanisi alan 13 hasta dahil edildi. Yas

ortalamasi 59,07+8,33 saptandi.

Lenfosit popullasyonunda;

0. gln ile 11. guin degerleri arasinda (p=0,002),

CD34% 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,018),

CD71% 0. gun ile 11. gin degerleri arasinda (p=0,003),

CD71/CD34 0.gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,019),

CD90/CD34 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,039),

CD38% 0. gun ile 11. gln degerleri arasinda (p=0,016),

CD45RA% 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p<0,001) istatistiksel olarak

anlamli farkhhklar oldugu belirlendi.

Monosit populasyonunda;

0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p<0,001),
CD38% 0. gun ile 11. gun degerleri arasinda (p=0,045),
CD45RA% 0. gun ile 11. guin degerleri arasinda (p=0,016) istatistiksel olarak

anlamh farkhliklar oldugu belirlendi.

Lenfosit kapisinda, hastalarin 0. ve 11. glnlerde analiz edilen belirteclerdeki

korelasyonlari;

CD90/CD34 0. gun degeri ile CD90/CD34 11. gun degerleri arasinda
(r=0,678; p=0,011),

CD117 % 0. gun degeri ile CD117 % 11. gun degerleri arasinda (r=0,978;
p<0,001),

CD117/CD34 0. gun degeri ile CD117/CD34 11. gun degerleri arasinda
(r=0,597; p=0,031),

CD38 % 0. gun degeri ile CD38 % 11. gin degerleri arasinda (r=0,963;
p<0,001),

CD45RA % 0. gun degeri ile CD45RA % 11. gun degerleri arasinda
(r=0,737; p=0,004) pozitif yonde yuksek seviyede dogrusal bir iligki varlig

saptandi.
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Monosit kapisinda, hastalarin 0. ve 11. gunlerde analiz edilen belirteclerdeki

korelasyonlari;

e CD117 % 0. gun degeri ile CD117 % 11. gun degerleri arasinda (r=0,997;
p<0,001),

e CD38 % 0. gun degeri ile CD38 % 11. gun degerleri arasinda (r=0,995;
p<0,001) pozitif yonde yuksek seviyede dogrusal bir iligki varlig1 saptandi.

Otolog hematopoietik kok hicre nakli planlanan MM hastalarinda,
hematopoietik KH  mobilizasyonunda  kullanilan  siklofosfamid+G-CSF
protokolinun etkinligini géormek ve en uygun toplama zamanina karar vermek
icin absoll CD34 sayisi/uL disinda CD38, CD45RA, CD71, CD90, CD117 gibi
belirteclerin kullanilabilecegini dusunmekteyiz. Daha genis hasta populasyonu
kullanilarak yapilacak yeni galismalarin; projemizin amaglarini net olarak ortaya

koymak ve literatlre katki saglamak adina faydali olacagini 6nerebiliriz.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZzZiNi
KH: KOk hucre
H: Hematopoietik
M: Mezenkimal
Ki: Kemik iligi
G-CSF: Granulosit koloni stimule edici faktor
GM-CSF: Granulosit makrofaj koloni stimile edici faktor
SCF (Stem cell factor): Kok hucre faktorl
IL: interldkin
VCAML1: Vaskuler hiicre adezyon molekulu 1
CAR (CXCL12 abundant reticular cells): CXCL12'den zengin retiktler
hacreler
CXCR4: CXC kemokin reseptor 4
VLA-4: Very late antijen 4
Ang-1: Anjiyopoetin-1
MPL: Miyeloproliferatif I6semi proteini (Trombopoetin reseptori)
LT-HSC: Long-term (uzun vadeli) hematopoietik kok hucre
ST-HSC: Short-term (kisa vadeli) hematopoietik kdk hicre
MPP: Multipotent progenitorler
CMP: Common myeloid progenitor
LMPP: Lenfoid multipotent progenitor
GMP: Granulosit—-makrofaj progenitor
MEP: Megakaryosit—eritrosit progenitor
CLP: Common lymphoid progenitor
HKHN: Hematopoietik kdk hucre nakli
AHKHN: Allojenik HKHN
OHKHN: Otolog HKHN
HLA: Human Idkosit antijen
SHKHN: Singeneik HKHN
GVHD: Greft versus host hastaligi
CXCL12 (CXC kemokin ligand 12): SDF1 (Stroma derive faktor 1): Stroma
kaynakl faktor 1
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MM: Multipl miyelom

CSF: Koloni stimule edici faktor

M-CSF (CSF1): Makrofaj CSF

GM-CSF (CSF2): Granulosit-makrofaj CSF ,

G-CSF (CSF3): Granulosit CSF

IL3: Cok potansiyelli CSF

G-CSFR: G-CSF reseptoru

LPS: Lipopolisakkarid

TNF: TUmor nekroz faktor

IFN: interferon

MMP: Matriks metalloproteinaz

DPP4 (CD26): Dipeptidil peptidaz 4

CD (Cluster of Differantiation): Farkhlasma kiimesi
PTPRC: Protein tirozin fosfataz reseptor tip C

NK (Natural killer): Dogal éldurGcu

NAD: Nikotinamid adenin dinukleotid

TfR-1: Transferrin reseptor 1

Thy-1 (Thymus cell antigen 1): Timus hicre antijeni 1
GPI: Glikofosfotidilinositol

AS: Akim sitometri

FSC (Forward scatter): ileri sagilan
SSC (Side scatter): Yana sagilan

DNA: Deoksiribo niikleik asit

MGUS (Monoclonal gammopathy of undetermined significance): Onemi

belirsiz monoklonal gamopati

WM: Waldenstrom makroglobulinemi
KLL: Kronik lenfositik lenfoma
EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit
ADPR : Adenozin difosfat riboz
CADPR: Siklik adenozin difosfat riboz

MRNA: Mesajci ribonukleik asit
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SEKILLER DiZziNi
SEKIL
Sekil 1. Hematopoietik sistemin hiyerarsik dizenlenmesi

Sekil 2. Hastalara ait nokta-alan grafigi érnekleri

Sayfa No
15
37
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TABLO
Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.
Tablo 9.

TABLOLAR DiziNi

Sayfa No
Hematopoietik kok hucrelerin aktivitesini dizenleyen
molekuller 14
HKHN ile tedavi edilen hastaliklar 17
Periferik hematopoietik kok hiicre mobilizasyon ajanlari 23
MGUS, smoldering MM ve aktif MM igin tani kriterleri 31
Hastalarin tani anindaki CD138/CD38, CD56, Kappa, Lambda
yuzdeleri 39
Lenfosit sayi ylizdeleri ve kapilanan lenfosit bolgesindeki
secilmis belirteglerde meydana gelen degisiklikler 40
Monosit say! yluzdeleri ve kapilanan monosit bolgesindeki
belirteclerde meydana gelen degisiklikler 41
Lenfosit kapisinda segili belirtecler arasi korelasyonlar 42
Monosit bdlgesinde segili belirtegler arasi korelasyonlar 43
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