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ONSOZ

Son yillarda ¢ok onemli gelismelerin oldugu ve biiyiik basarilarin yasandigh pediatrik
hematoloji — onkoloji alanmda, kemik iligi nakli (KIT), “sifa saglayict” ozelligi de
goz oniine almdignda, en onemli tedavi yontemlerinden biri olarak on plana
ctkmaktadir. Degisik uygulama alanlari ve yontemleri KIT nu daha da arastirmaya

agtk ve gelecek igin iimit verici hale getirmektedir.

Tiirkiye 'de pediatrik KIT'u alaminda ilk olma ézelligini tasyyan merkezimizin 1989
yilindan beri her asamasmda gorev alma ve gelisimini izleme sansma ulasmam
konuya olan ilgimi daha da arttirdi. Hastalarda kok hiicre naklinden sonra prognozu
belirleyebilmek ,birtakim oOnlemleri ve tedavi yontemlerini erken uygulayabilmek
agsindaon  takipte ¢ok onemlidir. FISH ve PCR yiontemlerini kullanarak tesbit
edecegimiz kimerizm biciminin ve oranimin hastalarm prognoziar: ile iliskisi olup
olmadigm arastiran bir tez galismas: yapmayr amagladim. Umarim ileriye yonelik

uygulamalarimizda yonlendirici olabilir.

Bu calismada ve tiim meslek hayatimda bana her zaman egitici ve yol gosterici olan
degerli hocam Prof. Dr. Gindiiz Gedikoglu'na, tez hocam, organ nakilleri
calismalarmm kilit insam Prof.Dr.Mahmut Carin’e ,kendisinden devamli 6grendigim
ve siirekli destegini aldigim Prof.Dr.Sema Anak’a, tez ¢alismasmnda timiiyle destek
olan Prof.Dr.Filiz Aydin ve Prof Dr.Mehmet Giirtekin’e ,Uzm.Dr.Fatma Savran
Oguz’a ,Do¢.Dr.Ugur Ozbek ve DETAE calisanlarma, calisma arkadaslarim
Dr. Semra Ozgeng, Dr.Emine Can, Dr.Asuman Kokrek, Dr.Kiirsat Ozdilli,
Uzm.Psi.Giilcan Peykerli’ye, KIT'na basladigymiz ilk giinden beri kader birligi
ettigim KIT ekibine ve beni her zaman destekleyen Rahmi Siibar , tiim BLCV

calisanlarma ve aileme tesekkiirii bir borg bilirim.
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KISALTMALAR

AA Aplastik Anemi

AGvHD Akut GVHD

AKIT Allojenik KIT

ALL Akut Lenfoblastik Losemi

AML Akut Myeloid Losemi

ATG Anti Timosid Globulin

BFM Berlin — Miinster — Frankfurt (Almanya) grubu
CcC Tam kimerizm

CCSG Children’s Cancer Study Group
CMV Sitomegalo Virus

Cy Siklofosfamid (Cyclophosphamide)
CyA Cyclosporin A

DFS Hastaliksiz Sag Kalim

DLI Donér Lenfosit Inflizyonu

EBMT Avrupa KIT Birligi

EFS Olaysiz Sag Kalm

EX Exitus (Oliim)

FISH Floresan In Situ Hibridizasyon
GvHD Graft versus Host Hastalig:

GvL Graft versus Losemi etkisi

HD Hodgkin Hastalii

HLA Human Leukocyte Antigen

HSCT Hemopoetik K6k Hiicre Transplantasyonu
HSV Herpes Simplex Virus

HzZV Herpes Zoster Virus

Inf. Infeksiyon

IVIG Intravendz Immunglobulin

KC Karaciger

Ki Kemik Iligi

KIT Kemik Iligi Nakli (Transplantasyonu)

KGvHD

Kronik GvHD




KML Kronik Myeloid Losemi
KMMoL Kronik Myelo Monositer Losemi
KT Kemoterapi

LAK Lenfosit aktive Oldiiriicii Hiicre
LAP Lenfadenopati

Lok. Lokosit

MDS Myelodisplastik Sendrom

NK Dogal Oldiiriicii Hiicre

MS Multipl Skieroz

MUD Aile dist doku uyumiu donérler
NHL (NHML) Non — Hodgkin (Malin) Lenfoma
OKIT Otolog KIT

PKH Periferik Kok Hiicre

PKHT Periferik Kok Hiicre Transplantasyonu
PR Parsiyel Remisyon

RA Refrakter Anemi

RArt. Romatoid Artrit

RAEB Yiiksek Blasth Refrakter Anemi
RAEB -t Yiiksek Blasth Refrakter Anemi — Gegis Sekli
RARS Refrakter Anemi + Halka Sideroblastlar
RMS Rabdomiyosarkom

RT Radyoterapi

SAML Ikincil AML

SCF Kok Hiicre Faktori

SCID Agir Kombine Immun Yetmezlik
SKIT Sinjeneik KIT

SLE Sistemik Lupus Eritematozus
TBI Tim Viicut Ismlamasi

TBM Transplanta Bagh Mortalite

TLI Total Lenfoid Iginlama

TNF Tiumor Nekroz Faktor

TR Tam Remisyon (CR)




1. GIRIS VE AMAC

Kemik iligi nakli ¢ocuklarda pek ¢ok hematolojik, kalitsal, metabolik ve malign
hastalikta tedavi edici bir yontem olarak bagar ile kullanilmaktadir. Allojeneik kemik
iligi nakil sonrasi relaps (hastalik tekrari) ve rejeksiyon ise basariy1 etkileyen en
_ Onemli faktorlerdendir. Relapsin Onceden belirlenebilmesi halinde uygulanacak
immunolojik ugulamalar ile tekrar remisyon (iyilik hali) saglanabilmektedir (14).

Kimerizm latince sdzciik olan “ chimera” dan koékenini almaktadir ve canli bir
organizmadaki aymi veya farkli tiirde diger bir bireyden koéken alan hiicre
populasyonudur. Allojeneik kemik iligi nakil sonrasi dénemde alicidaki hematolojik
hiicrelerin alic1 ya da verici kdkenli olup olmadiginin (kimerizm durumu) incelenmesi
hastanin prognozu ac¢isindan 6nemlidir. Hastanin altta yatan hastalifinin tekrarini erken

dénemde belirlemeye olanak saglayabilir (5).

Kars1 cinsten yapilan kemik iligi nakli sonrasi cinsiyet kromozomu tayini kimerizm
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan ySntemdir. Karyotip analizleri, uzun zaman ve emek
gerektirmektedir. Bu yiizden FISH (Fluoresan In Situ Hibridizasyon) yontemi ile
cinsiyet tayini daha kisa siirede ve kantitatif sonug¢ vermektedir (41).

Alic1 ve verici hiicrelerinin ayirimindaki en kesin yOntemlerden biri son derece
polimorfik olan genetik isaretleyicilerin (degisik sayida tandem tekrarlar1 = VNTR ve
kisa tandem tekrarlar = STR) izlenmesidir . Ozellikle cinsiyet uygun nakil sonrasi
kimerizm tayini bu tip DNA analizleri ile miimkiin olmaktadir ve hem duyarlilik hem
de dzgtinliik agisindan 6nemli faydalar saglamaktadir (38).

Kemik iligi nakli sonras: bir ¢ok yan etki ve faktér KiT basarisinda Snemlidir. Bu tez ile
prognozda etkili oldugu bilinen bu faktérlerle kimerizm durumunun iligkisini aragtirmak
ve kimerizm durumunun da tek bagina hastanin geleceginde etkili olup olmadigim
degerlendirmek istendi. Tiirkiye’de ¢ocuklarda ilk kez gerceklestirilecek olan bu tez ile

cocuklarda kemik iligi nakli sonras1 kimerizm tayini, kimerizm tayini sonrasi miks ya



da tam kimerizm gelisen hastalarda kimerizm durumunun prognozla iligkisinin

aragtirilarak kimerizm gelismesinde etkili fakt6rlerin tayini amaglanmigtir.

Bu ¢aligma ile altta yatan gesitli hastaliklar1 nedeniyle allojenik kemik iligi nakli
yapilan cocuklarda kimerizm tayininin ve tipinin nakil basarisim Onceden tahmin
etmemize yardimci olup olmayacagim belirlenerek Tiirk ¢ocuklarinda ilk kez yapilan bu
calisma ile diger aragtiricilara 6rnek olusturmak hedeflendi.

Bu amagla, Bizim-Losemili Cocuklar Vakfi kemik iligi nakil tinitesinde allojeneik
kemik iligi nakli uygulanmig g¢ocuklarda Tiirkiye’de ilk kez yapilan bu g¢aligma ile
kimerizm durumu ,cinsiyet farki olanlardan kemik iligi nakil sonras: periferik kandan 1
ay ve 3ay sonra FISH ile cinsiyet kromozomu tayin ederek, cinsiyet farki olmayan
hastalarda PCR ile VNTR analizleri yapilarak nakil 6ncesi durumlar ile nakil sonrasi
durumlar1 kargilagtirilarak incelendi.



2.GENEL BILGILER

2.1 KOK HUCRE VE HEMATOPOQOEZ

Hematopoetik koék hiicre (pluripotent kdk hiicre) hem benzerlerini yaparak devamiilig,
hem de farklilagarak serileri olusturacak onciileri (multipotent progenitér) meydana
getirerek olgunlagmayi saglayabilen hiicrelerdir (Sekil 1).

Hematopoetik kok hiicreyi tanimlarken iki 6zelligini belirtmek gerekir :

1) Hematopoetik serilere farklilagsma yetenegi,
2) Kendini yenileyerek hematopoezi tiim yagamboyu siirdiirme yetenegi (102).

Stem cells Progenitor cells Maturing Hature cells
O Q ror
G-CFC
-—__{o
GM-CFC/© d%’ Neutrophils

Monocytes
\© M Maoiephehe
. Eo-CFC Osteoclasts
M-CFC N
Mix-CFC / @ Eosinophils
O-0-0_==
\@ Basophils

Meg-CFC

C=D Emthrocytes

02 Megakaryocytes
% o (platelets)
@ B cells

Oncii hiicreler sitokinler ile farklilasarak gogalir ve tek yonlii onciileri (unipotent

Pre-B

Sekil 1 : Hematopoez

progenitdr) olusturur ki bu hiicrelerin kendini yenileme yetenegi smirhidir. Tek yonli
onciiler de ¢ogalir, farklilasir ve kendini yanileyemeyen geng onciileri (prekiirsor)
olusturur (34). Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicreler stirekli uyarilarak farklilagir
ve olgun hiicreleri (granulosit, eritrosit, trombosit v.s.) olusturur. Bu hiicrelerin belli
sayilarda go6llenmesiyle dokulara oksijen tagmr (eritrositler), infeksiyonlar &nlenir
(granulositler) ve pihtilagma islemi stirdiiriiliir (trombositler), hematopoez de devam
eder. Farklilasmig son hiicrelerin hizl tiretimi ve kisa 6miirleri (2 — 120 giin) kemik

iliginin gelecekteki yapim 6zelliklerini ve yagsam siireglerini tayin eder. Hematopoezin



stirekliligi kemik iligindeki kok hiicrelerin ¢ogalarak benzerlerini yaratmalar: ve degisik
dizilere farklilagmasi ve olgunlagsmasi ile saglanir. Farklilagmaya yonelme kararlilidi,
yeni dizilerin tipi ve miktar1 rastgele olaylardir. Ancak tiimii sitokinlerin kontrolu
altindadir (75).

Tim serilerin tsttindeki “multilineage”(tiim serilere farklilagabilen) hematopoetik kok
hiicreye 6zgii bir isaretleyici heniiz saptanmamigtir. Ancak CD34+ antijen tagiyan 6ncii
hiicreler uzun siireli “engraftman” (yamanma) saglayabilir. Buradan alt gruplar ortaya
¢ikar, bunlar miyeloid, eritroid veya megakaryositik farklilagma 6zelligi tasirlar. En
erken “multilineage™ kok hiicre, CD34+, MDR-1+, c-kit+, ve CD45RO+, ancak CD38—,
HLA-DR-, ve seri farklilagsma isaretleyicisi negatifdir (81). Buna kargin serilere has
oncii hiicreler CD34’e ek olarak miyeloid (CD33 ve CD13), megakaryositik (CD41 ve
CD61), eritroid (CD71), B-lenfoid (CD19), veya T-lenfoid (CD7) isaretleyicileri de
tagir (102, 103). Periferik kok hiicre (PKH) CD34+ hiicrelerin 6zel bir alt grubudur.
Immunfenotipik olarak CD34+/CD38—, miyeloid veya lenfoid seriye has isaretleyiciler
(Lin-) yok, Thy-1 farklhilagma antijeni pozitiftir (CD34+/CD38—/Lin—/Thy-1+ hiicreler)
(29).

Normal stiregte kék hiicrelerin biiyilkk ¢ogunlugu hiicre donglisiit disgindadir (Go
fazindadir). Az orandaki kismu ise hiicre déngiisiine girerek ¢ogalmayi ve farklilagmayi
saglamaktadir. Erigkin bir erkekte (70 kg) giinde bir trilyon hiicre déngiiye girer (75).

K&k hiicre fonksiyonlarinin belirlenmesinde kullamilan degisik ¢alismalar mevcuttur
(Tablo1). Bir goriise gore KIT sonrasi kan hiicre serilerinin uzun siireli engraftmam kék
hiicrenin hematopoetik fonksiyonunu test edebilir. Bir diger goriise gére de, gergek
hematopoetik kék Hﬁcre, nakledilebilir veya nakledilemez ancak her durumda tiim kok
hticre fonksiyonlarimi koruyan hiicrelere doniisebilmelidir (102).

Tablo 1 . Kok hiicreyi saptamakta kullanilan yontemler :

1) Kok hiicre aktivitesini 6lgen ¢aligmalar

A. Invitro ¢aligmalar



In vivo ¢alismalar (CFU’ler)
Radyoterapiden koruma

Yarigmasal rekonstitiisyon

Mo aw

Retroviral isaretleme
F. Ksenograft modelleri
2) Kok hiicre poptilasyonunun izolasyonu
A. Fare kok hiicrelerinin izolasyonu — Thy-1/Sca-1+Lin-/
Alt grubu / gruplar
B. Insan K&k Hiicrelerinin izolasyonu olarak siralanabilir (101).

2.2 HEMATOPOETIK ORGANLAR

Embriyogenez esnasinda ilk hematopoez vitellus kesesinde baglar (gestasyonun ilk 6 — 8
haftas1). Daha sonra karaciger ve dalak sirayla bu gérevi iistlenir. Bunu kemik iligi
izler. Postnatal donemde kemik iligi normal sartlarda tek hematopoez orgamdir. Geg
fetal donemde erigkin tipi hemoglobin yapmaya baglasalar da halen fetal hemoglobin
yapimu vardir ve tam erigkin tip hemoglobine doéniig bir yilin sonundadir. Bu degisik
agamalardaki kok hiicrenin ayni mu, farkli m1 oldugu tartismalidir ve son gériisler farkla
oldugu yoniindedir (21). Hematopoetik organlarin ortak yapisi kan damarlari, stroma ve
Oncii hiicrelerdir. Stroma 6ncili hiicrelerin yaninda hematopoetik dokuyu olusturan
degisik hiicrelerden (fibroblastlar, adipositler, makrofajlar, lenfositler ve endotel
hiicreleri v.b.) olusur, yani 6ncii hiicrelerin gelisip gogaldig1 mikrogevreyi olusturur
(54).

Kemik iliginin vendz yapis1 karmagik sinuslardan olusur ve santral venlere direne olur,
progenitor hiicreler siniisler diginda farklilasir. Sinuslerin icini doseyen endotel
hiicrelerinin, hematopoetik hiicrelerin kemik iliginden kana veya kandan kemik iligine
gegisinde rol oynadig diistiniilmektedir (21,62). Stromadaki ekstraseliiler matriks gesitli
fibroz proteinler, glikoproteinler, ve protoglikanlardan (stroma tarafindan yapilan
kollagenler, fibronektin, laminin) olugur. Hematopoetik progenitor hiicreler 6zel yiizey
reseptorleri ile matriksdeki makromolekiillere baglanir (21). Protoglikanlar aym
zamanda biiytime faktorleri i¢in de baglanma bolgeleridir (44).



2.3 ONCU HUCRELER

Progenittr hiicreleri lenfoid ve hematopoetik popiilasyonlar olarak gruplayabiliriz.
Immun hiicreler diger hematopoetik hiicrelerden bagimsiz olarak hareket ederler. B ve
T lenfositler ve timus bu sistemde en 6nemli komponentlerdir. Birgok antijene cevapta
T ve B lenfositler kombine hareket ederler, T lenfositler hiicresel immunite
cevaplarindan sorumlu iken, B lenfositler antikorlar1 yaparlar. Her iki grubunun da tek
bir ana hiicreden kaynaklandig1 konusunda énemli ipuglari mevcuttur. Ancak gerek T
gerekse B lenfositlerin neden viicudun otoantijenlerine reaksiyon vermedigi halen
tartigilmaktadir. B ve T lenfositlerin 6mrii kisaysa da latent bir hafiza donemine girerek
ayni uyartya ¢ok uzun bir siire sonra da cevap verebilirler, bu 6zellik onlart diger
hematopoetik hiicrelerden ayirir. Son zamanlarda galigmalar antijen sunan hiicrelere
yonelmistir. Once antijenik epitoplar yapilir, sonra antijen sunan hiicreler tizerinde
yerlesirler. Bu grup hiicreler makrofajlar ve dendritik hiicreler olabilir ve MHC
gruplariyla direkt ilintilidirler (66).

Hematopoetik hiicre grubu konusunda ilk ¢aligmalar 1961°de bu hiicrelerin farelere
injekte edildiginde ¢ogalabileceginin gdsterilmesiyle bagladi ve bu hiicrelere dalak
kolonileri (CFU-S) adi verildi. Onceleri bu hiicrelerin ana kok hiicre oldugu
zannedildi, ancak dogrulanmadi. Daha sonralarn degisik hiicre serilerini uyaran
maddeler izole edildi Granulosit Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktér (GM-CSF),Makrofaj
Uyaric1 Fakt6r (M-CSF), Graniilosit Uyarici Faktor (G-CSF), Interlskin 3 (IL-3). Daha
sonra eritropoetin de piirifiye edildi. 1985°de Interldkin 4-18 (IL-4-18), Kok Hiicre
Faktorti(SCF), Trombopoetin saptandi. ~ Bu maddelerin timii glikoprotein
karakterindedirler, 15.000 — 45.000 KD biiyiikliigiindedirler. Cogu salgilanirsa da M-
CSF ve SCF membranda yer alirlar. Bunlarin uzun siireli uyarici faktor olarak kok
hiicre naklinden sonra kullamiminin hiperplaziye yol agtifi ama l6semi olugturmadig:
gOsterilmigtir.  Ancak hiicrelerin kendini yenileme stireglerindeki ek bir bozukluk

16semik klonun olusumuna yol agabilir (54).



2.4 KEMIK ILIGI TRANSPLANTASYONU ( KiT)

2.4.1 KIT TARIHCESI

Kemik 1ligi Transplantasyonu (KIT) giiniimiizde onkolojide ve onkoloji dis1 pek ¢ok
hastalifin tedavisinde basariyla kullamlmaktadir. Onkolojide, 6zellikle cerrahi -
kemoterapi - radyoterapi gibi diger tedavi yontemlerinin basarisiz kaldig1 olgularda KiT
hayat kurtarici olabilir.

[k KIT uygulamasi, 1891°de Brown-Sequard ve d’Arsonaval tarafindan, kemik iligi
yetersizlifi olan bir hastaya kemik iligi oral yolla verilerek yapilmistir. 1937°de
Schretzenmayr paraziter infeksiyonlarin tedavisinde otolog KIT (OKIT) / allojenik KIT
(AKIT)’i intramiiskiiler yolla denemis ve bazi basanili sonuglar bildirmistir. 1939°da
Osgood kemik iligini intraven6z, 1944°de Bernard intramediiller yolla uygulamiglardir.
1950°’lerde hayvan deneyleri, kok hiicrenin hemopoezdeki yerini ve transfer
edilebilirligini gostermis ve allojenik ve otolog KIT denemelerine devam edilmistir (12,
56). 1957°de E.D.Thomas KiT’deki ilk basarih ¢alismalan yaymlamis, 6zellikle Tiim
Viicut Isinlamast (TBI), “Graft versus Host Hastalidi” (GvHH)’nda “Metotreksat”
proflaksisi gibi yeni uygulamalar1 ile dikkat ¢ekmistir. 1961°de McFarland Aplastik
Anemi’de KIT ile basarili ilk sonuglari bildirirken, 1963°de G.Mathé AKIT’de habis
hiicre uzaklastirilmasinda radyoterapinin roliinii, basarili graftlamada yiiksek hiicre
sayisinn Snemini, steril bakimin ve GvHH’nin bagaridaki roliinii bildirmistir. 1964°de
Bach’in kangik hiicre kiiltiirtinti (MLC), 1965°de Dausset’in insan 16kosit antijenleri
(HLA) doku sistemlerini tarif -etmesiyle Allojenik KiT’de yeni bir dénem agilmigtir. -
1969°da DeKorning Agir Kombine Immun Yetmezlik (SCID)’te, E.D.Thomas Aplastik
Anemi ve Losemi’de bagarili sonuglar yaymlamiglardir. 1950 - 1960°’larda solid
tiimorlerin tedavisinde denenen ancak basarisiz kalan OKIT uygulamalarina, AKIT de
tim viicut 1sinlamas: (TBI ) ve yiiksek doz kemoterapi ile almnan basarili sonuglar
1s1g1nda, 1980’lerde bu rejimlere yeniden doniilmiis ve 16semi, lenfoma ve solid
tiimorlerde basariyla uygulanmigtir (7,56). 1980-1990 dénemi KiT’in “Altin Cag”
olmus, uygulama ve merkez sayisi hizla artmis, AKiT’de doku grubu uygun kardes



disinda “Alternatif Dondr™’lerin kullanimi, GvHH’da Cyclosporin A’nin uygulanmast
(Powles, 1980), infeksiyon proflaksisi ve tedavisindeki Onemli geligmeler basarty1

arttirmug ve “sifa” kavramim giindeme getirmistir.

IBMTR ve EBMTR gibi kuruluglarin veri toplama ve degerlendirmeleri, verici
bankalarinin hizla genislemesi ve integrasyonu 6nemli katkilar saglamigstir. Son yillarda
kemik iligi yerine periferik k&k hiicre, kordon kam: v.b uygulamalar1 da &nemli

asamalar saglamistir.

Periferik kok hiicre nakillerinin gegmisi 20.yiizyilin bagina dayanmaktadir. 1909°da A.
Maximow periferik kanda, lenfositler arasinda, nakli miimkiin, pluripotent yetenegi olan
kiigtik hiicrelerin varligin1 bildirmigse de ancak 1960’larda kok hiicre kavrami ortaya
konmus, 1964°de Cavins ve ark.lar1 ilk kez kopekte otolog periferik kok hiicre naklini
basarmuglardir (89). Ancak, 1976°da basarili kik hiicre toplama teknikleri gelistirilmis,
ilk kez 1978°de McCredie ve ark.lart sinjeneik kan lokositlerini kemoterapi sonrasi
destek tedavisi olarak kullanmuglar, 1985 - 86’da C.Juttner, M.Korbling, J.Reiffer ve
A Kessinger ilk basarili klinik uygulamalar1 bildirmiglerdir (90). 1989°da A.Kessinger
ilk allojeneik (T-hiicresi ayiklanmis) KIT’i uygulamis, 1994°de ise Dreger ve Schmitz,
Russell ayn: islemi T-hiicre ayiklamasi yapilmadan bildirmiglerdir (98).

Artik KiT basarisinda bir doygunluk gézlenmektedir. Ornegin 16semide, 1980 - 85 ile
1985 - 90 donemlerinde, survi oranlar1 tiim geligmelere ragmen ancak %5
arttirilabilmistir(50). Yeni yontemler ve yan etkilerin azaltilmasimin basariy:
arttirabilecegi distiniilmektedir. Cocukluk yas grubunda, heniiz sayilarin azligi, yas
gruplarinin farklilig:, uygulama cesitliligi, hastalik seyrindeki degiskenler ve tedavi
yakla§1mlar1ndéki uygunsuzluklar saglikli bir sonuca varilmasini ve staﬁdardizasyonu
engellemektedir. Uluslararas1 ortak ¢aligmalar ile bu sorunun ¢dziimlenmesine

calisiimaktadir (73,74).

Diinyada ve Avrupa’da veriler ayri ayn toplanmakta ve dagerlendirilmektedir.
Avrupa’de EBMT 1990 yilinda ilk topladig1 verilerde toplam 4.234 KIT (2.137 AKIT,
2.097 OKIT) bildiritken 1997°de 16.950 KIT (4.751 AKIT, 12.199 OKIT)



bildirmektedir. PKHT sayis1 da 1991°de 4961 iken 1997°de 16.932’ye yiikselmigtir
(47). 1998°de 31 Avrupa iilkesinde 528 ekip 20.892 nakil yapmugtir. Bu nakillerden
18.400’1i 1. nakildir; 5.308°1 (%29) allojenik, 13.092°i (%71) otolog nakildir. Otolog
nakillerden 809’u (%6) kemik iliginden, 12.283’t (%94) PKH’dendi. Allojenik
nakillerden 3.372°si (%64) kemik iliginden, 1.936’s1 (%36) PKH’dendi (47)2001
EBMT sonuglarinda total sayr 38.915, allojenik nakil 20.879, otolog nakil 18.846%¢
ulagmustir (94).

2.4.2 KIT ENDIKASYONLARI :

Cocukluk ¢ag KIT endikasyonlar: onkolojide ve onkoloji dig1 hastaliklarda olmak tizere
genis bir hasta grubunu ilgilendirmektedir (Tablo 2-3) ( 6, 31, 42, 53, 56 ,73, 74 ).

Tablo 2 . Pediatrik Kemik Iligi Nakli Endikasyonlar

A.Allojenik KIT

I.Onkolojik Hastaliklar

1.Losemiler

a. Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) - > 2. Tam Remisyon
(TR), Yiiksek riskli 1. Remisyon (< 1 yas, Prednol
cevapsizligi, lokosit sayisi > 100.000 / mm3,
t(9;22),t(4;11) v.b.)

b.Akut Myeloid Lésemi (AML) - > 1. TR

c.Kronik Myeloid Losemi (KML) - Kronik faz (Akselere,
blastik faz).

d.Juvenil KML - Kronik faz

e. Myelodisplastik Sendrom (MDS) (Monosomy 7) -
RAEB -t ve 6ncesi fazlar



2.Lenfomalar

a.Hodgkin Hastalig1 (HD) - Direngli, relaps (K1 tutulmus)
b.Non - Hodgkin Malin Lenfoma (NHML) - Direngli,
relaps (~ K1 tutulmus)

3.Ailevi Hemofagositik Lenfohistiositoz (FEL) - 1. TR

4.Solid Ttmorler

a.Noroblastoma - > 1.TR (?)(~ K1 tutulmus)
I1. Onkoloji D1s1 Hastaliklar
1.Konjenital

a.Immun Yetmezlik Sendromlar

b.Hematolojik Sorunlar (Hemoglobinopatiler, Blackfan-
Diamond v.b)

c.Depo Hastaliklar1 / Mukopolisakkaridozlar

d.Lizozomal Hastaliklar

e.Osteopetrozis
2.Edinsel
a.Agir Aplastik Anemi

b.Paroksismal Noktiirnal Hemoglobiniiri
c.Myelofibrozis
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B. Otolog KIT
I.0Onkolojik Hastaliklar
1.Losemiler

aALL-22.TR
b.KML ->1. TR
c. KML - Lésemik klon” Interferon” ile elimine edilirse,

akselere fazdan kronik faza déndiirmek igin

2.Lenfomalar

a.Hodgkin Hastalig1 - Direngli, relaps
b.Non - Hodgkin Malin Lenfoma (NHML) - Direngli, Relaps

3.Solid Tiimorler

a.Noroblastom - 2 1. TR

b.Ewing Sarkomu - Relaps, Direngli

c. Rabdomyosarkoma (RMS) - Relaps, Direngli
d.Germ Hiicreli Tiimér - Relaps, Direngli
e.Beyin Tiimorleri - Relaps, Direngli

f.Testis Ttimorleri - Relaps, Direngli

g.Wilms Tiumdrii - Relaps, Direngli

h.Diger (Histiositozlar, Erigkin tipi tiimorler)

4.0toimmun hastaliklar (SLE, RArt, MS v.b)
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Tablo 3. Avrupa KiT (EBMT) birliginin pediatrik onkolojik hastahklarda KIiT

endikasyonlari / 1998 (42).
Hastalik Hast.Durumu
AML 1.TR (Distik Risk)

Solid Tm.

R - Rutin Kullanim O - Onerilmez
GP - Gelistirilen Protokol TR -Tam Remisyon

1. TR (Yiksek Risk)
2. TR

1. TR (Disiik Risk)
1. TR (Yiiksek Risk)
1.TR

>2. TR

Kronik Faz

lleri Fazlar

1. TR (Dusiik Risk)
1. TR (Yiiksek Risk)
2. TR

Germ H.li Tm.
Ewing Sarkomu
Yumusak Doku Sar.
Noroblastom

Wilms Tm.
Osteojenik Sarkom
Beyin Tiimorleri

AlloKIT
ardes

7~

O=O=O=O=O=O=O=?UE;O:WWW?U%OWWO=

AP - Aragtirma Protokolii

O C o OO OO E O RRREEOR OO
[¢]

:

28R RBERRREEOORRROORRO
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2.4.3 KIT YONTEMLERI /HAZIRLAMA - UYGULAMA
Bugiin igin KiT"de degisik hemopoetik hiicre kaynag kullamlmaktadir (Tablo 4) (25).

Tablo 4 .KIT’de kullanilabilecek hemopoetik hiicre kaynaklar
A. Kemik iligi kullanimi
1. Allojenik KIT - Vericiden yapilan KiT

e HILA ve DR gruplari uygun kardes verici
e HILA ve DR gruplan kismen uygun aileden vericiler
e HLA ve DR gruplan uygun aile dig1 vericiler (KI bankas1)

2. Sinjenik KIT - Tek yumurta ikizi verici
3. Otolog KIT - Kendi Ki kullamlarak KiT

B. Periferik Kok Hiicre Nakli (PKHT) - Periferden kok hiicre  toplanarak KiT
1.0tolog PKHT
2.Allojenik PKHT
C . Kordon Kam Nakli

D. Fetal Karaciger Hiicresi Nakli

E. Gen Nakli
Allojenik KIT (AKIT):
Bu yéntemde, saglikli ve doku grubu (HLA / DR) uyumlu bir vericiden elde edilen
hemopoetik hiicreler, aliciya, uygun bir kemoterapi ve / veya radyoterapi igeren bir
hazirlik rejimi sonrasi damar yoluyla (i.v) nakledilir. ABO kan grubu uygunsuzlugu
sorun olusturmaz. Doku grubu uygun verici bulma sans1 %25 - 30°dur. Doku bankalar

bu oram arttirmistir. Dondre riski <%1°dir. Dondrden kemik iligi (K1) anestezi altinda

“crista iliaca” dan toplanabilecegi gibi PKH olarak da toplanabilir (59, 83).
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Otolog KiT (OKiT) / PKHT:

Hastamin kendi hemopoetik hiicreleri (KI veya perifer kaynakli) toplanir, hemen veya
dondurulup bilahare uygun bir hazirlama rejimini (in vivo ayiklama - purging) takiben
(kemoterapi ve / veya radyoterapi ile), hiicreler direkt olarak (eritilerek) veya yabanci
hiicreler ayiklandiktan sonra (ex vivo ayiklama - purging) hastaya damar yoluyla (i.v)
verilir.

Myoablatif tedaviden sonra otolog KIT kurtarici olarak kullamlir, KIT 6ncesi genellikle
tlim6r kontaminasyonu olmamasi istenir. Klonojenik tiimor hiicrelerinin otolog kemik
iliginden ayiklanmasi igin degisik teknikler kullamlmaktadir. Or. Kemoterapi ajanlar,
Immuno-mekanik iglemler v.b. Bu tip ayiklama isleminden sonra kemik iligi
engraftman1 etkilenmektedir. Aym zamanda, kontamine iiriinler ile nakil yapilan
hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda, relaps, eski hastalik bolgelerinde olmustur ki bu
hazirlik rejiminin etkisizligini g6sterir (51). Bu nedenlerle, ayiklanmig otolog kemik
iliginin nakil i¢in kullanimi hala kesin degildir.

PKHT igin hiicreler kemoterapi ve / veya biiylime faktorleri verilerek ve hemaferez
yontemleriyle toplarur (30,55, 64). Dolasan k&k hiicreler, kemik iliine alternatif olarak,
ozellikle pelvik 1gmlama alan, kemik iligi tutulumu olan ve kemik iligi aspirasyonu
islemini tolere edemeyecek hastalarda endikedir. PKH nakli ile daha daha hizli bir
hematopoetik rekonstitiisyon saglanmasi da avantajidir. PKH ile de tiimor hiicreleri ile
kontaminasyon seyrek degildir. CD34 pozitif seleksiyonu ile tam bir ayiklanma
saglayabilir (28) .

Kordon Kam Nakli:
Son yillarda uygulamaya girmisti. Dogum esnasinda plasentadan elde edilen

hemopoetik kok hiicreler kullanulir (68).

KIT’ da kok hiicre kaynagina gére avantaj ve dezavantajlar Tablo 5 ‘de 6zetlenmistir.
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Tablo 5 . KiT uygulama tekniklerinin avantaj / dezavantajlari

I. Allojenik KiT
A. Avantajlar :
1. Relaps oram diigtiktiir
2. Graft versus Losemi (Ttimor) (GvL) etkisi

B. Dezavantajlar :

Eal o

Uygun bir verici bulunmasi zordur (%25 — 30)

Sinjenik KiT disinda GvHD riski

Yasla risk artar

CMV ve interstisyel pnomoni — Ozellikle kardes dis1 vericiler

kullanildiginda siktir

II. Otolog KIT

A. Avantajlar :

1.

Ll

5.

Kemik iligi saklandiktan sonra hastaya subletal yiiksek doz kemoterapi /
radyoterapi yapilarak tiimdr eliminasyonu saglanabilir

Verici gerekmez

GvHD olmaz

Ileri yaslarda da yapilabilir

CMYV riski azdir

B. Dezavantajlar :

1.
2.
3.

Relaps riski yiiksektir (Tiimor kontaminasyonu)

GvL etkisi yoktur (Siklosporin, I1-2 gibi immunmodiilatorler kullamlmigtir)
Graft yetersizligi olabilir (Ayiklanma kullanma veya eski kemotempileﬁn
etkisi)
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III. Periferik K&k Hiicre Nakli (PKHT)
A. Avantajlar :

1. Anestezi riski yoktur

2. AlloKIT ve OKIT igin kullanilabilir

3. AlloPKHT’de GvL etkisi ve az relaps, OPKHT’de GvHD olmamasi
gecerlidir

4, Hemopoetik diizelme AlloKIT ve OKIT den hizhidir

5. Timor hiicresi kontaminasyonu daha azdir

B. Dezavantajlar :

Cocuklarda hemoferezis sistemleri heniiz yeterince gelismemistir

Graft kaliciligi sorgulanmaktadir

Allojenik gocuk vericilerde biiytime faktorii kullanimi etik bir sorundur
Yeterli k6k hiicre saglanimi sorun olabilir

GvHD oram yiikselebilir (AlloPKHT)

I e

IV. Kordon Kani Nakli

A. Avantajlar :
1. Verici saglama olasilig) artar
Vericiye zararsizdir
Vericinin kok hiicrelerinin erken kullanimt olasidir
Depolanip “banka” olarak kullanilabilir

Immunolojik bariyerlerin sinirlanmas: graft reddini ve GvHD’yi azaltir

U

B. Dezavantajlar :
1. Kontaminasyon fazladir
2. Yeterli kok hiicre saglanmasi zor olabilir
3. Dogum orani az iilkelerde kullanimi sinirlidir
4. Hemopoetik diizelme geg olur
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2.4.4 KIT ‘DE HAZIRLAMA REJIMLERI

A. Myeloablatif Transplantasyon

Yiiksek doz sitotoksik kemo ve / veya radyoterapi ile kemik iliginin ortadan
kaldinlmast (myeloablasyon), sonrasinda immiin sistemi de baskilanmig olan aliciya
HLA uyumlu vericiden alinan hematopoietik hiicrelerin verilmesi KiT uygulamasimin
en 6nemli kisimlaridar,

KiT’de kullamlan hazirlik rejimleri Allojenik KIT ve OKIT’de benzerdir. Her ikisinde
de hastalara yliksek doz kemoterapi (Siklofosfamid, Busulphan v.b) + Fraksiyone TBI
kombinasyonu verilebilir. Bazi protokollere Ara-C, bazilarma da VP-16 veya melfalan
ilave edilmektedir (6,53).

B. Nonmyeloablatif Transplantasyon

Giinlimiizde biiylik 6lgtide myeloablatif yapilan allojeneik hemapoetik k&k hiicre
transplantasyonu (HSCT) islemine ait komplikasyonlar, transplant alternatifinin; malign
bastaliklar i¢in hastalik ilerlemesinden &liim olmasi, malign olmayan hastaliklar igin
yasam kalitesinde kabul edilemeyecek &lglide bozulma olmasi disinda, ayrica genel
olarak da 60 yas simr1 disinda kullanumin kisitlamigtir (46).

Degisen Goriisler

Malign hiicrelerin 6ldiirtilmesinde yiiksek doz tedavinin esas oldugu diistincesi, zaman
icinde allojeneik transplantin malignite ortadan kaldirmasinda asil etkisinin verici T
hiicrelerine ait oldugu (graft versus tiimér-GVT- etkisi) seklinde degisiklige ugramustir.
Graft versus host hastaligi (GVHH) olanlarda 16semi relaps: insidansimn daha az
olmasi, sinjeneik transplantlarda veya T hiicre arindinlmasi yapilanlarda yiiksek relaps
oram, posttransplant relapsta donor lokosit infiizyonlar1 ile sitotoksik kemoterapi
olmaksizin remisyon saglanmasi bu degisiklige yol agan klinik gozlemlerin en
onemlileridir (6). Bu durumda beklenti, verilen hematopoietik hiicrelerle olusan yeni

immiin sistemin kiir saglamasidir. Verici T hiicreleri, hem alic1 lenfoid hiicrelerini hedef
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alarak verici T hiicre tam kimerizmini hem de ilik hiicrelerini hedef alarak bosluk
acilmasmi  saglamaktadirlar. Bu buluglar, transplantin uygulama seklinin
sorgulanmasma yol a¢mustir. Kiir saglayan gergek etkinin yiiksek doz tedaviye ait
olmamas1, verici hiicrelerine yer agmak i¢in kemik iliginin ortadan kaldirilmasinin
gerekmediginin anlasilmasina ve transplant Oncesi hazirlama rejimlerinde 6nemli
degisikliklerin yapilmasina yol agmustir. Cok daha az toksik, yeterli
immiinostipresyonu ve grafti igeren uygulamalarla GVT etkisini saglayan basarili
transplantlar yapilmaya baglanilmistir (5,6). Bu farkli hazirlama anlayist “non-
myeloablatif” (NMA); diger bir ifade ile myeloablasyon yapmayan hazirlama rejimi
seklinde isimlendirilmistir. Uygulamay1 yapan veya ilgilenen insanlar tarafindan igerigi
ve yogunlufunu da yansitabilecek gekilde; “submyeloablatif’, “azalmis doz
yogunluklu”, “lenfoablatif’, “mini transplant”, “transplant-lite” seklinde de
isimlendirilebilmektedir. Allojeneik transplantasyondan beklenen etkiyi, aliciyr
yipratmadan saglayabilmesi, allo KIT uygulamasimin yas ve organ toksisite

sinirlamalarimi genisleterek, sunulabildigi hasta sayisini da artirmigtir.

Farkh Ozellikler

Bu tiir rejimlerle, eski rejimlerdekine gére minimal l6kopeni ve azalmis infeksiyon
riski, trombosit ve eritrosit destegi gereksiniminde azalma, mukozit ve diger toksik
semptomlarda azalma, immiin toleransin daha kolay olusturulmas: ve doku yikimimn
daha az olmas: ile GVHH’da azalma, ayrica yiiksek doza bagh geg¢ etkilerde azalma
beklentileri ortaya ¢ikmugtir. Eski standart rejimlerdeki myeloblatif potansiyel belirli bir
etki diizeyini yansitsa da, NMA isimlendirilmesi, myeloablatif 6zelligi ¢ok degisik olan
pek "¢ok uygulamayr kapsamaktadir. Sadece etkili bir immiinostipresyondan,
submyeloablatif denilebilecek, hematopoietik hiicre destedi olmaksizin ancak
toparlanabilecek derecede bir kemik iligi slipresyonuna yol agan rejimlere kadar degisen
farkli uygulamalar mevcuttur (14). Tam olmayan myeloablasyon, yeterli bir
immiinostipresyonun varligmnda, miks kimerizminin olugumunu kolaylastirir. Miks
kimerik yapi, zaman icinde vericiye ait unsurlarin artist ile tam kimerik hale
gelebilecegi gibi, ortadan kaybolmast ile tamamen alici orijinine ddnebilir. Bazan miks

kimerik yap1 siirekliligini korur. Bu durum belirli diizeyde bir graft versus host
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toleransinun sitirmesini saglar. Bu 6zellik, malign olmayan, diger bir deyisle GVT
etkisinin aranmadif1 pek ¢ok hastalikta transplanta bagl immiinolojik yan etkilerin
azalmasiu saglayan 6nemli bir kazamimdir. Siirekli miks kimerik yapt GVT etkisinin
arandif1 hastaliklarda ise, host orjinli maligniteye de tolerans olusturarak bir dezavantaj
yaratabilir. Bu durumda posttransplant GVHH proflaksisinin kesilmesi, gerekirse dondr
lenfosit inflizyonlar1 (DLI) verilmesi, tam verici Kimerizmini saglamay:
kolaylagtirtrken, GVT etkisini de artirabilir. Storb ve ark.lan ilk kez 1982°de
uyarilmanus periferik “buffy coat” kullanmanin aplastik anemide yararli olabilecegini
gosterdiler. Bu uygulama ile GvHH artiyor (artmug lenfosit yiikii), ancak rejeksiyon ve
relaps azaliyordu (46).

Son yillarda, dondr lenfosit infiizyonu (DLI), malign hastaliklarda post-transplantasyon
immunoterapisinde kullanilmaktadir.  Transplant sonrasi farkli zamanlarda DLI
verilerek graft-versus-tiimor etkisi saglamip relaps engellenebilir. Bu uygulamada
GvHD riski %50, aplazi riski %20°dir. En ¢ok KML’de etkilidir (40).

NMA hazirlama yapilan transplantlar &nceleri standart allojeneik transplant
uygulamalarinin yas ve performans durumu gibi simurlanmn diginda kalan, toksisiteden
kaginilan hastalarda gergeklestirilmistir. Zaman iginde, standart uygulamalara iyi bir
alternatif olabilecegi, hatta allojeneik transplant uygulamalarinin endikasyon sinirlarim
da genisletebilecegi anlasilmistir, Kalict miks kimerizminin verici hiicrelerinin immiin
toleransla birlikte konak¢ida ikamesini saglamasinin aramlan bir 6zellik oldugu malin
olmayan hastaliklar buna Ornektir. Konak¢mnin antijenik 6zelliklerini verici T
hiicrelerine sunan hiicrelerin NMA hazirlama ile elimine edilmemesi , GVT etkisini
artirabilecek bir durumdur. Miks kimerizmin sagladii immiin toleransin ve doku
yikimmin azhgmin, GVHH sikliinda azalma saglayabilecegi, GVT etkisinin
gerektiginde DLI ile kuvvetlendirilebilecegi dngoriisii, allojeneik HSCT nun daha rahat
bir sekilde, daha genis endikasyon diliminde ki maligniteli hastalara sunulabilmesini
saglayacak uygulama ve projelerin temelini olusturmugtur (46).
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Yapilan uygulamalarin degerlendirilmesi sonucu , malignitenin antijen sunan hiicreleri
de kapsadign durumlarda (lenfoid malignitelerde B hiicreleri, kronik myeloid 16semide
dendritik hiicreler gibi) GVT etkisinin daha ¢ok goriildiigiinii ortaya ¢ikarmustir.

Malignitenin immiinolojik &6zelliklerinin yan1 sira hizla ilerleyen ve/veya transplant
sirasinda tiimor yiikiiniin fazla oldugu malignitelerde de sonuglar genellikle bagaril:
degildir (40). Boyle durumlarda, GVT etkisinin ortaya ¢ikmast igin gereken iki ti¢ aylik
stire zarfinda maligniteyi siirli tutabilecek, tiimor kitlesinin en aza indirilmesini
hedefleyen, yiiksek dozluhatta otolog destekli 6n uygulamalar, toksisite ile ilgili
toparlanma saglandiktan sonra NMA hazirlamali allojeneik transplant yapilmak

sliretiyle yararli olabilir .

Coziilmesi Gereken Konular

Saglam bilimsel dayanaklan olan bu yeni allojeneik transplantasyon uygulama seklinin,
beklendigi iizere gelencksel myeloablatif hazirlama ile gergeklestirilen
transplantasyonlarin yerini alabilmesi i¢in her bir endikasyonda kargilagtiriimali olarak
kontrolii gerekmektedir. Bunlart yaparken ¢oziilmesi gereken konularin en basinda,
submyeloablatif seviyede ajan ve doz optimizasyonu gelmektedir. Standart myeloablatif
rejimlerdeki smurli ajanlarla yapilan uygulamalar, yerini hastalifin ve graftin
Ozelliklerine gore belirlenebilecek hazirlama rejimi zenginligine birakabilir. Yine de
simiflandirarak da olsa bir standardizasyon gerekmektedir. Ikinci dnemli konu, kalici
miks kimerizm ve GVH-GVHH dengelerini hastalik ve graftin 6zellikleri bazinda ele
alarak optimize edilmesi gereken GVHH proflaksisidir. Genellikle gegmisteki NMA
uygulamalannda kisa stireli ve tek ajanli proﬂaksﬂer yapildig1 goriilmektedir.
Sonug:lann farkliligi, bu yaklaslmm dogrulugunun sorgulanmasm;l gerektirmektedir.
Hiicre serilerinin kimerizmini ayr1 ayri, yakindan takip ederek GVT-GVHH dengesini
dng6rmek ve buna gére DLI uygulamasini ayarlamak daha hassas bir sekilde miimkiin
olabilecektir .
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Beklentiler

Kemo ve / veya radyoterapideki doz degisikligi ile birlikte komplikasyonlarda da
azalmanin ortaya ¢ikmasi ile, en bagta maliyet etkinlik dengesinde daha olumlu bir tablo
olusacag en biiyiikk beklentidir. Yasam kalitesinde iyilesme beklentisi de yiiksektir.
Yaymlanmus olan NMA allojeneik nakil serilerinde hastanede kalis siireleri, antibiyotik
ve kan (riinti kullanimi anlamli olarak standart rejime gore diisiik bulunmustur. Bu
durum maliyet etkinlik analizleri agisindan NMA lehine degerlendirilebilir. Transplantla
iligkili 6ltim oram ve transplantin etkinliginde olumlu ydnde olacag éngériilen etkileri,
incelenmesi gereken diger O6zellikleridir. Etki ve yan etkiler de uzun dénemde
gozlenebilecektir. NMA uygulamasi, akraba dig1 veya doku grubu uyumu tam olmayan
transplantlarin kullanim siklig1 ve sahasimin genislemesini saglayabilir. Kisaca NMA
hazirlama bakis acisi, graft elde etme ve isleme tekniklerinde ki gelismelerin yani sira,

kontrol altina alinmas1 gereken bir devrim niteligindedir (40).

2.4.5 KEMIK ILIGI TRANSPLANTASYONU SONRASI YENIDEN IMMUN
YAPILANMA

Kemik iligi transplantasyonu teknik agidan kemik iligi hiicre suspansiyonun intravenz
yoldan spesifik olarak hazirlanmis alictya verilmesine dayamir.. Yamanmanin
saglanmas1 i¢in Oncelikle hastanin lenfoid ve hematopoetik kdk hiicrelerinin yok
edilmesi, yer saglanmas: gereklidir. Bu nedenledir ki KIT hazirlik déneminde yogun
kemoterap6tik ajanlarin kullanimu zorunludur. Siklofosfamid ve antitimositglobulin
(ATG) gibi ajanlar immunsupressif olarak, TBI ve Busulfan gibi ajanlar da
hematopoetik kok hiicrelerin ortadan kaldirilmas: i¢in uygulanmaktadir. Ancak KIT
hazirlik d6nemi sonras: alicida yeni dondr immunohematopoetik sistem gelisine kadar
agir bir immunsupresyon olugsmaktadir. Hazirlik rejimi ile birlikte hematopoetik ve
immunolojik fonksiyon tam geligene kadar olan siire iginde KIT alicis1 potansiyel olarak
hayat1 tehdit eden bakteri, mantar, viral ve protozoal enfeksiyonlarin riski altindadar.

Iyilesmenin iz ve klinik komplikasyonlarin olusu en basta transplantasyon igin

kullamlan hemotopoetik stem hiicrelerinin kaynagina baghdir.
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Transplant 6ncesi ve sonrasi zaman siirecini 6 dénem olarak incelemek miimkiindiir
(121).

Kemik iligi transplantasyon dénemleri:

Hazirhik donemi (pretransplant) 2 giin-2 hafta
Kemik iligi inflizyon donemi, 0. giin

Granulopoez 6ncesi donem (preengraftman)1-4 hafta
Komplet engraftman donemi, 3-6 hafta

Erken rekonstitusyon dénemi,30-90 giin

Intermedial rekonstitusyon dénemi, 90-360 giin

NS RN

Geg rekonstitusyon donemi

Hastaya hazirlik déneminde yogun kemoterapi ajanlari gesitli kombinasyonlarda verilir.
Ikinci dénem Ki*nin infiizyon giiniidiir ve 0.giline denk gelmektedir. Ugtincti dénem Ki
inflizyonu sonrasi granulosit sayisiin 500 mm> iin {izerine ¢ikma siiresini kapsar.
Ortalama 1-4 haftadir. Yamanma veya aplazik dénem olarak da isimlendi.Dérdiincii
komplet engraftman dénemi 3-6 haftada tamamlamr. Graniilosit sayis1 1000 mm®*{in
tizerine gikar. Besinci donem erken yeniden yapilanma dénemi 30-90 giin arasidir ve
hasta genellikle artik disaridan takiplidir. Altinci dénem ara yeniden yapilanma

dénemidir;
Fagositler ve Katil Hiicreler

Graniilositler KIT sonrast 3 ila 4 haftada artar ve mutlak nétrofil sayisi bir ¢ok
bakteriyel infeksiyondan koruyucu diizeye gelir. Erken posttransplant doneminde
granﬁlosit fonksiyonlarinda ‘degisik oranlarda bozukluk‘ goriilir. Baz ara§t1r1011ar‘
kemotaksi bozuklugu tesbit ederken, digerleri notrofil kemotaksi ve migrasyonu normal
bulmuglardir (22).

Kronik GVHH’li hastalarda da monositler T lenfositleri IL-2 salgilama bozuklugu

gosterseler de IL-1’i normal olarak salgilarlar. Yapilan ¢alismalarda dogal katil (natural
killer (NK) hiicreleri allojeneik KIT’de geliskili bulgular vermigtir. NK hiicreleri gok
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sayidaki immun yamtta etkilidirler. Konak orjinli NK hiicreleri, allojenik kemik iligine
direng gosterebilir. Bir ¢alismada NK hiicreleri erken transplant sonras: yiiksek aktivite
gostermis ve akut GVHH gelismistir (35). Bagka bir ¢alismada ise sitotoksik aktivite ile
infeksiyon GVHH ve 16semi rekiiransi gibi komplikasyonlar arasinda anlamli bir iligki
gosterilememistir. Saglikli uzun survili hastalarin %20’sinde NK hiicre defektinin 1srar
ettigi gOriilmiis, bu birbirinden farkli sonuglar NK hiicre populasyonunun

heterojenitesine baglanmigtir (121).

NK hiicrelerinin sitotoksitesi, effektor hiicrelerinin birkag alt grublarina baglidir.
Periferik lenfositlerden klonlanmus hiicreler anti-16semik etki gosterebilirler.

Fibroblastlara karst normal NK hiicre yaniti gosteren NK hiicreleri, herpes simplex
(HSV) virusu tip 1 ile infekte edildiklerinde, belirgin olarak akut GVHH gelistirme
egilimi gosterirler. Diger taraftan diisiik NK aktivitesi gdsteren hastalarda GVHH
gélistirme egilimi yoktur. Genel olarak anlagilmigtir ki immun sistemin ilkel fagositik
ve sitotoksik fonksiyonu daha once diizeldigi halde, hiicreler arasi etkilesim ve ince
regiilasyon gerektiren fonksiyonlar daha geg diizelmektedir (49).

T hiicreye bagh immunite

T hiicreye bagh fonksiyonlarin diizelmesi konusu ¢esitli teknikler ile arastirilmagtir.
Bunlar T lenfosit yiizey isaretleyicilerinin tesbit edilmesi, gecikmis tip agir1 duyarliligin
ol¢timii ile in vitro mitojenlere kargi lenfoblastik cevabin aragtirilmasi, immunglobulin
sentezi igin yardimc hiicre aktivitesi, T hiicreye bagh sitotoksisite ve T hiicre koloni
formasyonudur. Don6r orjinli T ve B lenfosit repopulasyonu periferik kanda
posttransplant.ilk 3 ayda olur (121). | |

Lenfosit ylizey isaretliyecilerinin ekspresyonu, akut ve kronik GVHH, CMV
infeksiyonu, donér graftinin T hiicre deplesyonu ve GVHH 6nlenmesi igin kullanilan
immunsupresyon tipi gibi bir ¢ok klinik durum ile etkilenir.. Bir gok galigma erken post
transplant doneminde yardimer T hiicrelerinin (CD4) azaldig: goriilmiistir. Hem mutlak
sayisal olarak, hem de goreceli oran olarak azalma tesbit edilmistir. Ayrica baskilayici ,

TR it WL v 1"‘\‘"““"
Vs, Y URSEACERETIM el m_ujly
I IR RN R 23



sitotoksik T hiicrelerin (CD8) erken ve ge¢ iyilesme doneminde sayisal ve oransal
olarak normalden fazla oldugu gésterilmigtir (107).

Bununla beraber bir galismada ¢ok erken aplastik ve yamanma d6éneminde lenfosit
ylizey isaretleyicileri arastirnildiginda allojenik transplantasyonu takiben 4.giinde ilk
tesbit edilen hiicre populasyonunun CD4 + hiicreler oldugu ve bunu 4 - 7 giin sonra
CDS8 + hiicre artiginin takip ettigi goriilmiistiir. Bir ¢ok hastada erken post transplant
déneminde pozitif yadime: /baskilayic1 (CD4/CD8) oram vardir ve bu 3.haftada tersine
déner. Bu durum hem otolog hem de allojenik transplantasyonda séz konusudur.
Allojenik KIT hastalarinda CD4/CD8 oram diizelmesi akut GVHH ile de korelasyon
gosterir.

Daha sonra post transplant déneminde ki yiiksek CD8 + ve diigiik CD4 + hiicre durumu
nakil sonrasi 1 yildan fazla siirebilir. Diisiik CD4/CD8 oranimin saglikhi KIT alicilarda 1
yil sonra degistigi, kronik GVHH’de ise oranin senelerce ters kalabildigi, ayrica
CD4/CDS8 orami ile CMV infeksiyon oraninda da korelasyon oldugu goériilmiisttir (121) .

Hiicresel immunitenin yeniden yapilanmasi in vitro olarak gecikmis tipte agir1 duyarlilik
deri testleri ile 6l¢iildiiglinde hiicresel bagigiklik anormal sekilde diisiik yanit verir. Bu
durum &zellikle akut ve kronik GVHH’da gozlenir.

T lenfosit bosaltilmasinin kemik iliginde immun yeniden yapilanma {izerine etkisi
tartigmalidir. Ayrica GVHH Onlenmesi i¢in verilen ilaglarin da immunsupressif etkileri
vardir. T lenfosit fonksiyonlar transplant sonrasi ilk 180 giinde T hiicre bosaltilmig KiT
yapilan kemik iligi alicilarinda daha belirgin bozuktur. Alt1 aylik bir siireden sonra

islem yapilmamis KIT ve T hiicre bosaltilmasi yapilmis hastalardaki kan T hiicre
| sayilar1 egit olarak bulunmuétur . | |

B hiicreye bagh immunite
B hiicrelerinin periferik kanda normal sayida tekrar yer almasi allojenik veya ikiz

KiT’den sonras1 2 ili 3 ay sonra olur. Erken post transplant déneminde immatiir B

hiicreleri dolasimda CDS5 + T hiicre antijeni eksprese ederler (121).
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Serum IgG ve 1gM immunglobulinlerin normal diizeylerde gelisi 3 ayda olur. Ancak
serum IgA senelerce diisiik kagsir. IgE seviyesi akut GVHH ile birlikte viriislere veya
bakteriyel patojenlerle olan infeksiyonlarda da artar.

Hastadan kaynaklanan antikorlar ABO kan grubu farkli KIT alicilarinda
isohemaglutinin titrelerinin Slgtimiiyle gosterilebilir. %80 olguda 80. giinde dlgiilebilir
isohemaglutinin titresi goriilemezken, 120. giin titre Slgiilemez. Bununla beraber bazi
mikskimerizm g@steren hastalarda artmis izohemogglutinin titresi uzun stire devam

edebilir.

Immunolojik yeniden yapilanmayi etkileyen diger faktorler verici-alici akrabahi
(otolog, sinjenik, allojenik doku uygunlugu olan veya HLA uygun akraba olmayan
dondr) araya giren infeksiyonlar, alic1 yagt ve digerleridir (121).

Immunolojik yeniden yapilanma iizerine GVHH’nin etkisi

Toplam lenfosit sayist veya CD3+ T lenfosit sayis1 6lgiildiigiinde - goriilmektedir ki,
doku uygunlugu olan KiT sonras: akut GVHH mn lenfoid yeniden yapilanma iizerine
etkisi azdir. Lenfosit miktarinda ve CD3+ T lenfosit sayisinda gegici bir azalma anti T
lenfosit immunsupresyonu, 6zellikle antitimosit globulin (ATG) ve anti T lenfosit
monoklonal antikorlar1 uygulandifinda meydana gelir. Spesifik immunsupresyon
olmadiginda T ve B lenfositlerinin diizelme hiz1 akut GVHH’dan etkilenmez (12).

IgE seviyelerinde gegici ylikselme ve spesifik IgE antikoru yapimi KIT sonrasi erken
dénemde gbsterilmistir ve bu akut GVHH varhg ile iliski gosterir (115).

GVHH’na bagli anormallikler en ¢ok kronik GVHH’da goze carpar. Kronik GVHH"1
olan hastalarda antijeni spesifik T lenfosit yamit1 azalmus ve o6zellikle polisakkarid
antijenlere kars1 spesifik antikor yapimi azalmustir. Bu hastalarda otoantikor (anti-DNA,
eritrosit, tiroid) insidans1 artmugtir (121).

GVHH’l1 hastalarin immun yetmezlikleri in vitro olarak hiicresel diizeyde analiz
edildiginde bir dizi hiicresel bozukluk goriiliir,. CD4+ yardimei T Lenfositlerinin
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sayisinin ve fonksiyonun azaldigi, aktive CD4+ ve CD8+ supresér T lenfositlerinin
varlig1 saptanr. KIT sonrasi erken donemde tiim hastalarda yardimer T lenfosit énciileri
azalmaktadir ve kronik GVHH’l1 hastalarda sitotoksik ve yardimer T lenfosit 6nciileri
stirekli diigtik olmaktadir (115) .

2.4.6 KIT’DE IZLEM

Hangi yontem uygulanirsa uygulansin hastada hemopoetik diizelme yaklagik 15 - 30
glin stirecekti.  Bu dénemde hastada onemli sorunlar yaganabilir.  Ozellikle
infeksiyonlar Snemli bir mortalite ve morbidite nedenidir, hasta bu dénem boyunca 6zel
steril ortamlarda tutulur, steril gidalarla veya damardé.n beslenir. Bu agamada ve daha
sonrasinda komplikasyonlar1 6nlemek i¢in destek tedaviler ve gereginde soruna yonelik

tedaviler yapilmalidir (7) .
KiT’de destek tedaviler

Kan ve kan tiriinleri

Infeksiyon proflaksisi / tedavisi
Beslenme destegi

GvHH proflaksisi / tedavisi
Psikososyal destek

A o

Kan ve kan iiriinleri destegi

\
Siklikla kullamlan {irtinler eritrosit slispansiyonu, trombosit slispansiyonu, nadiren
granulosit slispansiyonu, faze donmus plazma (TDP), human albumin, IVIG ve bﬁyﬁme
faktorleridir. GvHH’na kars1 kan {irtinleri 2500 - 3000 cGy 1smlamr, CMV proflaksisi
icin lokosit filtreleri kullamlir. Infeksiyonlara karsi proflaktik IVIG ve CMV

hiperimmunglobulini Snerilebilir.
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Infeksiyon dnlenmesi / tedavisi

KIT’nun en 6nemli sorunudur. Gerek altta yatan hastaligin tedavisi, gerekse KiT iglemi
hastamin oldukg¢a uzun siirebilecek (~6 ay - 2 yil) bir kombine immun yetmezlik
tablosuna girmesine neden olur. Ayrica deri - mukoza bariyerlerinin bozulmas:1 da
sorunu arttirir. Proflakside steril ortam, steril gidalar, giinliik deri temizligi, a1z bakimi,
barsak dekontaminasyonu, biiylime faktérleri, IVIG, P.Carinii - Candida - HSV - CMV
v.b proflaksisi kullamilir. Infeksiyonlar gelisirse uygun antibiotikler, antiviral ve
antifungaller kullanilmalidir (7,12,70)

Beslenme

Ozellikle gocuklarda 6nemli bir sorundur. Bulant1 / kusma, oral mukozit, diare, istah
azalmasi, titklirtik saliniminda azalma, ates / sepsise bagh kalori ihtiyacinin artmasi,
akut ve kronik GvHD’e bagli malabzorpsiyon beslenmeyi bozar. Oral alim kisitlanir
veya tamamen kesilir. Total Parenteral Beslenme (TPN) gerekebilir.

GvHD proflaksisi / tedavisi

AlloKIT’lerde 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. %10 - 50 oraninda goriiliir.
Verici T - hiicreleri, monositler, lenfokin yapim (Il-1, TNF) etyopatogenezinde
etkendir. Proflaksisinde ve tedavisinde kan {irtinlerinin 15inlanmasi, Metotreksat,
Kortikosteroidler, Siklosporin - A (CyA), Siklofosfamid ,Antitimosit globulin (ATG),

T - Hiicre ayiklanmasi (in vivo, ex vivo) kullanilabilir (115).

Psikososyal destek

Hem hasta hem de ailesi igin gereklidir. Ozellikle hastanin izolasyon, sosyal kisitlanma,
endiselenme, depresyon, agir1 6nemsenme (VIP sendromu), egitim ve meslek sorunlari;

ailenin uyum, terkedilme, stres altinda normal dis1 yaklasimlara y6nelme, sosyal -
kiiltirel - maddi ¢okiisler halledilmesi gerekli sorunlardir (26).
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2.4.7 ERKEN / GEC YAN ETKILER

KIT yan etkileri KIT’den 15 giin ¢nce baglar, yillar sonrasima uzanabilir. Farkli graft
kaynaklari, hazirlama rejimleri, GVHD olugumu / proflaksisi, infeksiyonlar / proflaksisi,
bu siireci ve sorunlar etkiler. KiT’de erken / geg yan etkiler Tablo 6 da Szetlenmistir

(97,110).

Tablo 6 .KiT’de erken / geg yan etkiler

A. Erken

Infeksiyonlar

GvHD (akut)

Graft rejeksiyonu
Venooklusif Hastalik (VOD)
Psikososyal sorunlar
Beslenme sorunlar1 (TPN)
Gastrointestinal sorunlar
Bulant1 / Kusma

Mukozit

10. Diare / Tiflit

11. Kardiovaskiiler sorunlar

12. Renal / tiriner sistem sorunlar
13. Hemorajik Sistit

14. MSS / Norolojik sorunlar

15. Diger

A I A

B. Geg

1. GvHD (kronik)
2. Biiytiime - Gelisme bozukluklar
3. Multipl Endokrin sorunlar
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Hipotiroidi

Gecikmis Puberte

Gonad yetersizlikleri

Ikincil Maligniteler

Sterilite

Katarakt

10. Renal yetersizlik

11. Obstruktif / Restriktif Akciger hastalig
12. Kardiyomiyopati

13. Hepatik sorunlar

14. Geg Infeksiyonlar

15. Aseptik Kemik Nekrozu

16. Kas sorunlari |

17. Lokoansefalopati (+ it Mtx)
18. Psikososyal / Egitim sorunlari
19. Asilama Problemleri

© ® N o s

KIT sonrasi gozlenen komplikasyonlardan kimerizme etkili olanlar agagida ele

alinmugtr.
Infeksiyonlar

Agir, mortalitesi yiiksek infeksiyonlar KiT°de en 6nemli basarisizlik nedenlerinden
biridir. Immun sistemi yetersiz (hiicresel / hiimoral), deri - mukoza bariyeri bozulmug
hasta ipfeksiyonlara agiktir. Ik 30 giinde en sik koagiilaz (—) Staf. Epidermidis
(kateterler nedeniyle) ve Gram (-) b;clkteri infeksiyonlar1 goriiliir. 2 - 3. aylarda CMV,
P.Carinii ve mantarlarla interstisyel pnomoniler, 120 giinden sonra kapsiillii bakterilerle
sinopulmoner infeksiyonlar, HZV deri infeksiyonlar1 goriiliir (12). Odak, etken ve
zamanlamaya gore, komplikasyonlar (GVHH) da g6zoniine alinarak kombine, genis
spektrumlu antibiotikler, antifungal ve antiviraller kullamlir (70,110).
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GvHH

Vericinin sitotoksik T-lenfositlerinin alicinin hedef organ / dokularina immunolojik
saldirisidir.  Transfer olan lenfositlerin yabanci dokulara cevap verebilmesi igin 4 - 7
giin proliferasyonu gerekir, bundan dolayr GvHH ancak KiT’in 7 - 10. giiniinden sonra
geligebilir, siklikla 3. haftadan sonra baglar. Ilk 100 giinde gdriiliirse “akut” GvHH,
>100 gtinde goriildiigiinde “kronik” GvHH adim1 alir. Hedef organlar deri, karaciger
safra yollar1 ve gastro intestinal sistem mukozasidir. Deride makulopapiiler dékiintiiden
biiller ve deskuamasyona kadar degisen lezyonlar, karacigerde obstriiktif sarilik
bulgulan, direkt hiperbiliriibinemi, gastrointestinal sistemde agir diare ve abdominal
kramplar karakteristiktir (12). Akut GvHH’de klinik siniflama Tablo 7 ‘de
Ozetlenmigtir. Tedavide sitotoksik ildglar (CTX, MTX v.b), steroidler, biyolojik cevap
degistiriciler (ATG, monoklonal anti - T hiicre antikorlar), CyA kullanilir (35, 56, 71,
115). Kronik GvHH ise otoimmun bir hastaliktir, hedef doku mezenkimal hiicrelerdir.
Ciltte kuruma, pullanma, eklemlerde ankiloz, gézyas1 ve mukozalarda kuruma, immun
yetmezlik ve infeksiyonlar goriiliir. Lokalize deri tutulumu + karaciger fonksiyon
bozuklugu oldugunda “siirh”, yaygin deri tutulumu veya lokalize deri tutulumu veya
karaciger bozuklugu * kronik agressif hepatit veya géz tutulumu veya mukoza, salg
bezlerinde tutulum veya mukoza tutulumu veya diger hedef organ tutulumu oldugunda
“yaygin” kronik GvHH’den bahsedebiliriz. Tedavisinde akut GvHH tedavisine ildveten
thalidomide ve T - hiicreleri ayiklanmmg OKIT kullamimaktadir (115).
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Tablo 7 .Akut GvHH’de Klinik Siniflama

Zarar Organ Zarani
Diizeyi Deri Karaciger(Bil.) Intestinal Sistem
1 Makulopapiiler 2-3mg/dl 50 - 1000 ml s1vi
dok.(<%25 viicut alani) disk1 / glin
2 Makulopapiiler >3-6mg/dl >1000 - >1500 ml
dok.( %25 - 50) stv1 digki / giin
3 Yaygin eritrodermi >6-15mg/dl 21500 ml s1v1 digki / giin
4 Yaygin eritrodermi >15mg/dl Agir abdominal agn +
+ biiller, deskuamasyon ileus
Smuf Deri Karaciger Intestinal Sistem
I 1 VEYA 2 0 0
I 1-3 1 1
I 2 VEYA 3 2 VEYA 3 2 VEYA 3
v 2-4 2-4 2-4
Graft Rejeksiyonu

KiT’de uzun yillardir bilinen bir komplikasyondur. Son yillarda, alicinin immunitesini
baskilayan, yiiksek doz Kemoterapi / Radyoterapi igeren hazirlik rejimlerinin kullanimi
ile biiyiik o6l¢tide azalmmgstir. T - hiicre ayiklanmast kullamldiginda siktir.  Siiphe
edildiginde biiylime faktorleri kullanilmals, viral etkenler (CMV) aragtirilmalidar. Ikinci
KIT denenebilir.
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248 COCUKLUK CAGI AKUT LOSEMILERINDE KEMIK ILIGI
TRANSPLANTASYONU

Cocukluk ¢ag1 akut l6semilerin kemoterapi protokollerinde ve sonuglarinda Snemli
gelismeler kaydedilmigtir. Yogun induksiyon, konsolidasyon ve idame tedaviler ile
¢ocuklarda survi artmigtir (14,16). Ancak lGsemilerin bazi alt gruplari ile kotii
prognostik faktorii olanlarda; niiks g6sterenlerde sonuglar kétiidiir; bu nedenle alternatif
bir tedavi gekli olan KIT glindeme gelmistir.

KIT ile antilésemik etki nasil saglanir?

o Hazirlik rejiminde kullamlan kemoterapinin miyeloablatif dozlari ve

radyasyon reziduel 16semik hiicrelerde rediiksiyon saglar.

e Immun mekanizmalar yoluyla olusan Graft Versus Leukemia (GvL)
etkisiyle Allojenik KIT olgularinda rezidiiel 16seminin supresyonu saglanir.
GVHH gelisen hastalarda niiks orani diigiik oldugu ve dondrii monozigot
ikiz olan KIT olgularinda niiks orammn artmig oldugu IBMT kayitlarinda
gosterilmigtir (37,85).

2.4.8.1 AML’de KiT

Akut Myeloblastik Losemi tedavisinde yiiksek doz sitozin arabinozid (Ara-C),
antrasiklinler, etoposid ve thioguanin gibi ajanlarin kombinasyonundan olusan
induksiyon sonrast %75-90 hastada 1. tam remisyon (1.TR) elde edilir. Ancak niiks
tedavi ba§an81211g;mn bashica nedenidir ve .g:esitli merkezlere gore degisiklikler
g6stermekle beraber %30 - 47°dir. Hastaliksiz survi (DFS) ise %35-50 arasinda
degismektedir. Niiks yapmig AML’li hastalarda 2. Remisyon saglanma olasilig1 ve uzun
sireli DFS’nin diisiik olmas1 nedeniyle allojenik veya otolog KIT’i giindeme getirmistir
(34,35, 50, 55). HLA uygun kardesten yapilacak KiT, 16semi niiksiiniin 6nlenmesi ve
uzun siireli hastaliksiz yagam saglanmas igin bagarili bir tedavi yaklagimidir. Allojenik
veya otolog KIT ile 1.TR’daki gocuklarda DFS (5 senelik) %60-70’lere ¢ikmaktadir.
(67, 74, 88, 100).
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Hangi AML’li Pediatrik hastalar KiT adayidir?

MRC - UK (ingiltere) grubu AML’li tiim hastalar1 1.TR’da KIT programina alirken,
Fransiz ve Alman gruplann AML’de baz1 yiiksek risk faktérlerine gére KIT adaylarim
belirlemektedirler (Tablo 8). Alman grubunun KIT indikasyonu i¢in kullandign kétii

risk faktorleri (Risk grubu II) 6zetlenmisgtir (52).

Tablo 8: Pediatrik BFM AML 1993

Risk grup I
(fyi Risk Grubu)
>%80 EFS
FAB M1 Auer pozitif
M2 Lok.<20x109/L
M3 Hepsi
M4 KI Eoz>%3
M5 -
M6 Hepsi
M7 -
MSS l6semisi -
TR stiresi <10 hafta
KiT 1.TR’da Hayir

Risk grup II

(Kétii Risk Grubu)
<40-50 EFS

Aver negatif
Lok.>20x109/L

Ki Eoz<%3
Hepsi
Hepsi
Hepsi

>10 hafta
Evet

KIiT’in kemorerapiye kars1 iistiinltigii (Tablo 9) birgok prospektif ve kontrollu ¢alismada

gosterilmistir (69,78, 90).
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Tablo 9 :Pediatrik AML’li olgularda Allo KIT, OKIT, Kemoterapi sonuglarmimn
(%EFS) karsilagtirmasi.

Grup Kemoterapi AKIT OKIT
BFM (AML92-94) %39 (5 y1l) %69 (3 y1) %42 (3 y1l)
LAME (89-91) %48 (5 y1l) %72 (5 y1l) -
POG (1994) %34 (3 y1l) %40 (3 y1l) -
MRCUK (1995) %48 (5 yil) %61 (5 y1il) %52 (5 yil)
Ispanya (93-94) - %78 (3 yil) %75 (3 yil)

AML1i hastalarda OKIT genelde AKIT’e gére daha basarisiz goriilmektedir; OKIT de
GvHH’na bagli morbidite ve mortalite olmasa da GvL etkisi olmayis1 nedeniyle niiks
allojenik KiT’e gore daha fazladir. Niks nedeni olarak iginde blast hiicresi olabilen
kemik iliginin inflizyonu da suglanmaktadir. Ozet olarak, teorik ve deneysel galigmalara
gore in vivo yetersiz hiicre Sldiiriilmesi relapsin ana nedenidir.Ayrica, kemik iliginden
blastlarin ayiklanmasi yontemi (Purging) gelistirilmigtir. En sik kullamlan in vitro
ayiklama teknikleri arasinda sitotoksik ajanlarla ayiklama (Mafosfamid veya metaboliti
4 - hydroperoxycyclophosphamid (4 - HC)) sayilabilir. Monoklonal antikorlar da
purging’de kullamlabilir. Bu sekilde, TBI’li hazirlik rejimleri de kullamlarak DFS
arttirilabilir; bu sonuglar purging uygulanmayan grupla karsilasgtinldiginda niiks oram
daha azdir. Bu nedenle AML 1.TR’da otolog KIT tartisilabilir. Ancak bazi gruplar iki
yontem arasinda fark bulamamuglardir (88,119,120).

Birinci remisyondaki AML’li olgularin %25 kadar1 konvansiyonel kemotérapi sonrast
niiks ederler. Birinci remisyondaki hastalar teorik olarak KiT’e en ideal adaylardir,
clinkti 16semik yiikleri minimaldir, reziduel 16semik populasyonlan tedaviye daha az
resistandir ve hastalar genel olarak iyi klinik konumdadirlar. Birinci remisyondaki
hastalar ister ¢ocuk ister erigkin olsun daha yiiksek survi gosterirler. 2.TR’daki AML’li
hastalarda gerek kardesten (%25 - 28) gerekse uygun aile dig1 vericiden (%30) yapilan
alloKiT sonuglarnin 1.TR’a (%46 - 50) gore diisiik oldugunu bildirilmistir(74) .

34



Losemilerde KiTéncesi hazirlik rejimi uygulanmasinin amac 2 ydnliidiir:

1)Lésemik klonu eradike etmek
2)Kalic1 ve fonksiyonel kemik iligi engrafmanminin saglanmasi i¢in immun supresyon

olusturmak.

Hazirlik rejimleri arasinda en sik kullamlanlar siklofosfamid (Cy) + Total viicut
1isinlamas1 (TBI) ile Busulfan (Bu) + Cy’dir. Isinsiz hazirlik rejimleri ile KiT’e bagh
toksisitenin azaltilmas: planlanmaktadir.

Son yillarda hiicre ayiricis1 aletlerle periferik kok hiicrelerinin toplanarak otolog
transplantasyon uygulamasi giindemdedir. Periferik kandan k&k hiicre toplanmasi
(PKHT), hematopoez diizelirken veya dig uyar1 sonrasi l6koferez ile yapilmaktadir.
Biiytime faktdrleri AML’de uyaric1 olarak pek onerilmez (16semik kok hiicrelerinin
uyarilma riskinden dolay1), genelde Cy uyarici olarak kullamlir. Bu ydntem ile
engrafman ¢abuk olur. PKH transplantasyonu hastaliksiz sagkalim sonuglar1 %40 — 50
civarinda olup otolog KiT e benzerdir (23).

Idame tedavisi KIT sonras1 etkin bulunmamustir, AKIT ve OKIT sonras1 ortaya ¢ikan
LAK ve NK hiicreleri kemoterapi sonras1 gosterilememistir. Bu hiicreler, direkt tiimor
hiicresini 6ldiiren antilsemik bir etki saglayabilir. Bu etkileri IL-2 verilerek
arttirilabilir. Siklosporin OKIT sonras1 GvHH benzeri deri sendromu olugturacak
otoreaktif T-Lenfositleri baskilar ve Siif II doku uygunluk antijenlerine kars1 reaktif
hiicre olusumunu uyarir. Ancak bu uygulama klinik diizeyde etkili olmayabildigi gibi
kontrolstiz kalip mortalite daha da artabilir (88).

35



2.4.8.2 ALL’de KiT

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) immatur lenfosit ve progenitdr hiicrelerinin hzh
proliferasyonu ve akkiimulasyonu ile karakterize hematolojik bir malignitedir.
Cocuklarda 6zellikle diigiik riskli gruptaki ALL’li olgularin %50-75°1 yalmz kemoterapi
ile tedavi edilebilir .Cesitli literatiirden elde edilen sonuglar tablo 10 ‘da dzetlenmistir
(71,72, 95, 99, 116,117).

Tablo 10 .Cocukluk ¢ag1 ALL’sinde kemoterapi sonuglan

Gruplar Uygulama Yillan Hasta Sayist EFES (%)

ALL-BFM 86 1986 — 90 998 72+2

NOPHO 1986 - 91 886 68 +2

DFCI 1985 — 87 220 78 +3

UKALL X 1985 -90 1612 62 + 2 (Geg
yogunlagtirma ile 71)

St.Jude 1984 — 88 358 71 +2

DCLSG 1984 — 88 291 72+3

CCG 106 1983-1989 1712 66 (Syil)

AIEOP 1982-1990 2010 61 (5yil)

FRALLE 83 1983-1987 559 57 (Ty)

POG 1986-1990 2404 66 (4 y1l)

Eriskin hastalar ¢ocuklar gibi uzun siireli hastaliksiz survi géstermezler. Bir ¢ok merkez
ve aragtinct ALL’de tam sirasindaki &zelliklerine gére prognostik faktorleri tesbit
ederek tedavinin yogunlugu ve tipini, KIT gerekliligini araghrmaktadir. Ciinkii bazi
prognostik faktorlerin tedavi sonuglarini kotii yonde etkiledigi goriilmiigtiir. BFM grubu
(Almanya), ALL’li hastalar1 standard risk, orta risk ve yliksek risk olmak fizere iig
grubu ayirmaktadir ve yiiksek riskli gruba uygun verici varsa AlloKIT uygulamaktadir
(99) . Kotii prognostik faktor tasiyan ALL’li hastalarin gesitli merkezlerdeki tedavi

sonuglar tablo 11 ‘de 6zetlenmektedir.
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Tablo 11. BFM - ALL 1995 protokoliine gore risk gruplan

Standart Risk

Yas:1-6
Lok.<20x109/L
8.glin Prednol cevabi
PBlast<1x109/L

33. giin Ki : Remisyonda
Translokasyon (-)

t (9;22)

t(4;11)

Orta Risk
Yas: <1->6
Lok.>20x109/L

iyi 8.giin Prednol cevabi 1iyi
PBlast<1x109/L
33.giin Ki : Remisyonda

Translokasyon (-)

£(9:22)
t(4;11)

Yiiksek Risk
Tiim yaslar

Lok.>100x109/L

8.giin  Prednol’e

cevapsiz

P.Blast>1x109/L
33.gitin K1 : Remisyon yok

Translokasyon (+)

t(9;22)
t (4;11)

Yiiksek risk grubundaki ALL’li hastalar (Tablo 12) yiiksek doz radyoterapi -

kemoterapi ile hazirlik rejimi sonras: yapilan allojenik KiT’den yararlanirlar (37).

Tablo 12 .Pediatrik Yiiksek Risk ALL (1.TR)’de Allo KiT Sonuclar1

Aragtiricilar
Barrett

Chessels

AGI
Shaw (Avustralya)
NOPHO

=

56

34

67
6
22/427

Kiriter

Sitogenetik, MSS (+)
Lok. >100 000 / mm3
T-ALL, B-ALL
Sitogenetik

Lok. >100 000/mm3
geg cevapl

BFM Kriterleri

BFM Kiriterleri

BFM Kriterleri

EFS
%56 (5 yil)

%69 (5 yil)

%62.8 (5 yil)
%83 (3 yil)
%73 (10 yi)
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KIT uygulanmasi gereken en uygun zaman hangisidir?

Yiiksek risk grubu olan ve HLA uygun dondrii olan ALL’li ¢ocuklar 1. Tam
Remisyonda transplante edilmelidir, glinkii giiniimiizde yogun kemoterapi ile DFS
ancak %50’lerdedir ve KIT bu grupta tedavi sansidir. Ancak Nachman ve ark.lar,
yliksek riskli (Lok.>50 x 10 9 / L, yas >10) pediatrik ALL olgularinda uyguladiklari
CCG-1882 “augmented” BFM protokolii ile 4 senelik %70.8’lik hastaliksiz survi elde
etmiglerdir (74). Sonugta uygun dondrii olmayan yiiksek riskli hastalar icin
“augmented” BFM protokolii, artmis aseptik nekroz riskine ragmen, alternatif bir tedavi
seklidir. Yiiksek riskli olup 1. TR’da KIT yapilmamis hastalarda, niiks gelistiginde, KiT
yapilabilmesi i¢in ikinci TR elde edilmesi ve Karnovsky skorunun yiiksek olmasi
gerekir. Aynca KiT yapilmas: planlanan relaps yapmis birgok hasta hastalig: (resistan
veya  progresyon) veya kemoterapiye bagli  komplikasyonlar nedeniyle
kaybedilmektedir. Allojenik grupta transplantasyona baglhi mortalitenin yiiksek oldugu
bildirilmektedir (13, 82).

ALL’li hastalarda niiks zamam prognozu etkileyen 6nemli bir fakt6rdiir, uzun siireli
1.TR gosteren ve kromozomal anomalisi olmayan olgularin sonuglari, birinci sene

iginde niiks g6steren ve kromozomal anomalileri olan olgulara gére daha iyidir.

Johns Hopkins Universitesi KiT’e bagl toksisiteyi azaltmak amaciyla TBI yerine
busulfan (BU) kullanmigtir. Bu (16 mg / kg) + CY (200 mg / kg) rejimi ile TBI +
CY’dekinin benzeri sonuglar elde ederek ALL’li olgularn KiT’inde TBI'mm sart
olmadifim go6stermigtir. Etoposide (VP - 16) (60 mg / kg) + TBI protokolii de
ALL’lerde KIT hazirlik protokoliinde kullanilmaktadr (111).

Son yillarda ALL’de yogun indiiksiyon rejimleri ve 2 yillik idame tedavisi ile %60°1n
tizerindeki ¢ocukta kiir saglanabilmektedir. Ancak yiiksek riskli ALL’lerde, kemoterapi

ile DFS’nin %30-40 olmasindan dolay, bu hastalar KIT adayidr.

Allojenik ve otolog KIT uygulamasi baz:i gruplarca kargilagtmlmus, yiiksek risk veya
refrakter ALL’li 91 hastadan uygun donorii olmayan 45’ine purging’li otolog KIT
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uygulanmugtir. Tiim hastalara aym hazirlik rejimi verilmistir (CTX (60 mg / kg / giin x
2) + fraksiyone TBI (1320 cGY)). Sonugta, 4 senelik DFS otolog KIT’de %23, allojenik
KiT’de de %31 bulunmugstur. Basansizlik nedenleri, otolog KIiT grubunda 18semik
relaps, allojenik grupta ise KIT e bagl toksisite olarak bildirilmektedir. Ayrica, GVHD
gelismeyen ve allojenik KIT uygulanmis hastalarda, relaps sikligi, otolog KIT
olgularindakine benzer bulunmugtur (77).

Minnesota ¢alismasinda, fatal toksisite siklig1, allojenik KiT’de %17 bulunurken, otolog
KiT’de bu oran %8 bulunmustur; relaps oran1 da AlloKiT’de %30, otolog KT de de
%47 bulunmugtur. Sonugta relaps yapmus ALL’de Allo KiT ile otolog KIT sonuglar
benzer bulunmustur (DFS %56 ve %50). Transplantasyona bagli mortalite (TRM)
ozellikle Allojenik KiT’de yitksek oldugundan survi de diismektedir. Son yillarda,
TRM’de diigiis kaydedilmistir, buna neden olarak GvHH proflaksisine CSA ilavesi, TBI
olmayan hazirlik rejimlerinin kullanimi1 ve 1.TR ile KIT uygulamas: arasindaki siirenin
kisalmasi gosterilmektedir (2,49,71).

2.4.9 MYELODISPLASTIK SENDROMLARDA KIT

Losemili ¢ocuklarin %95°den fazlasinda ALL ya da AML vardir. Digerlerinde daha
kronik hastaliklar olan myeloproliferatif ya da myelodisplastik hastalik mevcuttur.

Kronik Myeloproliferatif Hastalik terimi kemik iliginin anormal proliferasyonunu
tammlar. Bu hastalikta genelde kan sayim parametrelerinde de artiy mevcuttur. Iik kez
1950°de Dameshek tarafindan Kronik Graniilositik Lsemi, Polisitemi Rubra Vera,
Esansiyel Trombositemi ve Myelofibrozis gibi hastaliklari tamimlamak igin
kulanilmagtir. | | |

Myelodisplastik Sendromlar (MDS) hiicresel kemik iligi ve periferal pansitopeni ile
karakterizedir.Ancak bu iki farkli antite benzesmektedirler. Her ikisi de anormal klonal
bir proliferasyon olup akut l8semiye progresyon riski tagirlar. MDS’lar ilk kez
“Smouldering leukemia” (igin i¢in yanan 15semi) ya da  Preldsemi olarak

tanimlanmuslardir.Aslen yagl popiilasyonu ilgilendiren bir hastalik grubudur.
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Ik kez 1964 yilinda Hardistry ve ark.cocukluk ¢agindaki kronik graniilositik 15semiyi
iki tip olarak tammlamugtir. Erigkin tipinin siirvisi daha uzundur .Cocukluk ¢agindaki
MDS’larin karakteristik bir 6zelligi de diger hastaliklarla siklikla birliktelik
gostermesidir (50 ).
Cocukluk ¢aginda myelodisplazi ile birlikte olan hastahklar:
Konjenital hastaliklar
Down sendromu
Trizomi 8
Norofibromatozis tip 1
Konjenital Kemik ligi Hastaliklar1
Fanconi anemisi
Diamond-Blackfan anemisi
Konj.Nétropeni (Kostmann’s send. dahil)
Schwachman-Diamond sendromu
Familyal MDS
Edinsel hastaliklar
Immiinosupresif tedavi ile birlikte Aplastik Anemi
Sitotoksik tedavi ve radyoterapi

Yapilan ¢alismalarda MDS’lu olgularin %25-50 kadarinda fenotipik anormallikler
gOsterilmigtir .Bunlardan bazilann mental retardasyon ya da kisa boy gibi nonspesifik
ozelliklerdir. Ancak diZerleri baglibagina taninmis genetik hastaliklardir.Down
sendromlu ¢ocuklarda 16semi gelismesi riski 10-20 kat1 fazla olup bunlar genellikle pre-
Byada CALLA(+) ya da AML M7 t1p1nded1r AML M7 olan hastalar genellikle birkag
hafta-ay stiren bir MDS faz gostermektedlrler Bu fatal hastalik Down sendromlu
bebeklerde goriilen transient anormal miyelopoez (TAM) ile kanigtirilmamalidir. TAM
normal bebeklerde de goriilebilir ve spontan olarak diizelir (103).

Konstitiisyonel trizomi 8 genellikle mozaik formundadir ve fasiyal dismorfizm, iskelet
anormallikleri ve hafif-orta mental retardasyonla birliktedir. Trizomi 8 myeloid
malinitelerde sik gériilen bir sitogenetik bulgudur, ancak yapisal Trizomi 8 olan hastalar

MDS dahil baz1 hematolojik malinitelere d6niisim gosterebilirler.

40



Otozomal dominant bir hastalik olan nérofibromatozisde ve Monozomi7 olan MDS

hastalarinda KMML birlikteligi mevcuttur.

Sekonder MDS ilk olarak Hodgkin hastaligi, multipl myeloma ve over CA nedeniyle
kemoterapi yapilan hastalarda goriilmiitiir. Daha yeni olarak yliksek doz kemo-
radyoterapi ve otolog kemik ilifi inflizyonu yapilan hastalarda da bildirilmistir. Diger
taraftan Topoizomeraz II inhibitérleri ile tedavi edilen hastalarda goériilen sekonder akut

16semi genellikle displastik bir 6n agama olmadan goriiliir.

Tedavi

Normal sitogenetik 6zelliklere sahip geng gocuklarda viral enfeksiyonlan ekarte etmek
icin uygun arastirmalar yapilmaktadir.Ozellikle gen¢ infantlarda KMML tamisinda
herhangi bir siiphe varsa bir siire hasta izlenebilir.Bu uygulamanin tedaviyi olumsuz
etkileyebilecegine dair bir kamit yoktur. AML’li hastalara verilen gibi bir yogun
kemoterapi ile Infantil Monozomi 7 mevcut olan hastalarin kiigiikk bir béliimiinde
remisyon ve hatta uzun siireli survi oranlar1 bildirilmekte ise de gergek bir bilgiye
ulagabilecegimiz bir kaynak bulunmamaktadir. AML’de Monozomi 7 olmasi kotil
prognoz isareti iken MDS’da da tedaviye refrakter olma ile Monozomi 7 arasinda bir
iligki olup olmadig1 bilinmemektedir (25).

Agresif KMML ve yiiksek miktarda HbF bulunan ve hizli ilerleyen hastalifi olan
hastalarda yogun kemoterapi basarilt olamamistir. Tedaviye cevap alindifina dair bazi
yaymlara ragmen gergek bir remisyona ulagmanmin pek miimkiin olmadig
diistiniilmektedir KIT yapilmayan 72 g¢ocukla yapilan bir g¢alismada siirvi %6
bulunmustur ve bu oran yogun kemoterapi almayanlarda da aymdir (108).

KMML’de kiiratif tek tedavi segenegi KIT ‘dur. Uygun donérii olmayan tiim
cocuklarda alternatif dontr bulmaya ¢aligiimalidir. Yavas seyirli kiigiik bir hasta grubu
disinda hastaligy KiT ile eradike etmek de zordur. Tedavide “Graft Versus Losemi
Etkisi” 6nemli rol oynar.

[Ik KIiT yaym Seattle’dan olup hazirlik rejimi olarak TBI ve  Siklofosfamid
kullanilmigtir.Hastaligin eradike edilmesindeki zorluklar dikkate alindiinda Busulfan
ve Siklofosfamid gibi kemoterapi agirhikli rejimlerin malign klonu eradike etmede
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yetersiz olacag diistiniilmektedir.Bu giine kadar KiT ile tedavi edimis KMML °‘li
cocuklardaki en biiyiik seri olan 43 vakalik bir ¢aligmada 5 yillik sagkalim; kardes
donérii olan 25 vaka igin %38, akraba olmayan donérii olan hastalar i¢in %18’dir .
Relaps riski %58 olup TBI almayan gruptaki sag kalim oram daha iyidir. Busulfan,
Siklofosfamid ve Melfalan kullanimi da umut verici sonuglar verebilmektedir. Yogun
kemoterapi ve /veya KIT &ncesi splenektomi de tedavi segenekleri arasinda
incelenmektedir. KMML’nin refrakter karakteri ve biyolojik 6zellikleri sebebiyle bazi
farklilagtirici ajanlar ve sitokinler de glindemdedir. En sik kulamlan 13-cis-retinoik
asit’tir. Bu ilacin 10 hastanin 5’inde tam ya da parsiyel cevaba yol agtif1 bildirilmistir.
Ayrica diger retinoidler gibi incelenmektedir. Ek olarak in vitro ¢aligmalarda GM-CSF

ve IL-1 reseptdr antagonistleri denenmektedir (108).

2410 COCUKLUK CAGI  ANEMILERINDE KEMIK  ILiGi
TRANSPLANTASYONU

Kemik iligi (KI) yetersizligi sendromlarim1 ve agir hemoglobinopatileri kapsayan
kalitsal ve sonradan kazamlmig hemotopoetik hastaliklarda kemik iligi
transplantasyonu (KIT) endikasyonlari tablo 13°de gosterilmistir (3,6).

Tablo 13 .Kemik iligi Yetersizlikleri
I K1 Tek Seri Yetersizligi
Megakaryosit : Amegakaryositik trombositopenik purpura
Eritrosit : Konjenital eritrositer seri eksikligi (Diamond-Blackfan Anemisi)
Lokosit : Konjenital nétropeni (Kostmann Sendromu)
II- KI Tim Hiicre Serilerinin Yetersizligi (Pansitopeni, hiicreden yoksun veya
hiicreden fakir kemik ilig) ' |
Yapisal
Fankoni Aplastik Anemisi
Anomali olmayan ailevi, aplastik anemi
Seckel-Like sendromu
Shwachman-Diamond sendromu

Osteopetrosis
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Sonradan Kazanilmis
Idiopatik aplastik anemi
Sekonder aplastik anemi
Hemolitik Anemiler
Globulin sentez bozuklugu
Talasemi ma;jor

Orak hiicre anemisi

Uygulama siklig1 sirasina gore hastaliklar ele alindiginda:
Aplastik anemide KiT

Donér bulundugunda en iyi tedavi KIT’dir. Donér yoksa immunsupresif tedavi
(ALG,Cyc-A, steroid kombinasyonlar1) kullamlmakta ve bazi merkezlerde esit sonuglar
bildirilmektedir. Lokosit sayisi diistiikce immunsupresif tedavinin basarisi azalmaktadir.
Immunsupresif tedavide 3 yillik survi %62-64 olarak verilmektedir. Sekonder malinite
(MDS dahil), relaps, 6nemli komplikasyonlardur.

KIT ile %65-93 survi miimkiindéir. Basann oram yag kiigiildik¢e artmaktadir.
Transfiizyon sayisimn azhigi, tam ile KIiT arasindaki siirenin kisalign (1 ay) iyi
prognostik faktorlerdir.

Hazirlik rejiminde siklofasfamid (200 mg/kg) + ATG (30mg/kg)+ radyoterapi (TLI
500-750 cGy) yer alur.

Fanconi anemisinde KiT
Otozomal resesif gegisli, progresif pansitopeni ile seyreden ¢esitli konjenital anomaliler
ile karakterize bir kemik iligi yetmezligi sendromudur. En 6nemli tam kriteri, spontan

veya indiklenmig kromozom kiriklarinin saptanmasidir. Sekonder malinite orani

yitksektir.
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KIT, hastalarin tek tedavi sansidir. Kemik iligi yetmezligi ve hematolojik bulgular, 3-7
yas arasinda ortaya ¢ikar. Androjen, steroid ve sportif tedavi ile KIT programina kadar
gecici  diizelme saflanabilir. Hastalarda hiicrelerin  kemoterapotik  ajanlara
hipersensitivitesi nedeniyle hazirlik rejiminde kullanilan siklofosfamit dozu modifiye
edilmektedir. Aplastik anemide 200 mg/kg verilirken, Fanconi anemisinde 20 mg/kg +
ATG 30 mg/kg + TLI kullanilmaktadir. ATG ve TLI artmig transfiizyon sayisina gore
eklenmektedir. Survi, %75 civarindadir (7).

Talasemi major’da KiT

Talasemi, hemoglobin yapisindaki globin zincirlerinin yapiminda bozukluga yol agan
herediter hastaliklar grubunu tanimlamakta kullanilan bir terimdir. Talasemi diinyada
en sik gorilen tek gen bozuklugudur. Ozellikle Akdeniz bolgesi, Ortadogu ve Asya
kitasinda talasemiye ¢ok sik rastlamir. Sadece Akdeniz bolgesinde 200.000 Beta
Talasemi Major’lii hasta oldugu varsayilmaktadir (2).

Bugiin i¢in uygulanabilecek sifa saglayan en uygun tedavi yaklasimi, hastalifin kemik
iliginde oldugu da géz 6niine alinirsa, allojeneik kemik iligi naklidir (AKIT).

Talasemide ilk basarilh uygulama 1981°de Thomas ve arkadaslan tarafindan Seattle,
ABD’de yapilmugtir. Hig transfiize edilmemis, 18 aylik bir bebek olan bu olguya HLA
uygun kiz kardesinden AKIT uygulanmig ve halen devem etmekte olan uzun,
hastaliksiz bir siirvi saglanmustir. ilk seri caligmalar da Lucarelli ve arkadaglar
tarafindan Pesaro, italya’dan yaymlanmstir. Oncii niteligindeki ve hazirlama rejimi
olarak CY + TBI kullanarak yapilan AKIT’lerde en biiyilk sorun graft rejeksiyonu ve
erken foksisite olmugtur. 1983°ten beri ise Santos’un l§semili hastalar i¢in Snerdigi BU
+ CY basariyla kullanilmaktadir. Bugiin talasemide, allojenik uygulamalarda, kardes
veya HLA uyumlu panel kaynakli1 vericilerin kemik iligi, periferik kok hiicre ve kordon
kani kaynak olarak kullanmilmaktadir (68).

Lucarelli ve arkadaslar1 talasemi’de diinyada en ¢ok KIT uygulamasi yapan gruptur .
Lucarelli ve arkadaslar1 1981-2000 tarihleri arasinda 886 beta T.Major’lii hastaya (Orta
yas : 10, 1-35yas) HLA uygun vericiden KIT yapmuglardir. 19 yillik talasemisiz yagam

44



%73 olarak saptanmigtir. Simuflarin ayr ayr1 degerlendirmelerinde ise, Simif 1 olarak
kabul edilen ve 1985-2000 yillar arasinda izlenen <17yas (Orta yas : 5.5, 1-16 yas) 124
hastamin 15 yillik stirvisi %93, olaysiz siirvisi (EFS) %91, rejeksiyon oram %8,
rejeksiyon dis1 mortalitesi %2 olarak saptanmigtir. Transplanta bagli &liim (TRM) orani
ise %7.2°dir. Siuf 2°de <17yag (Orta yas : 9, 2-16 yas) 297 hastanin 15 yillik siirvisi
%84, olaysiz stirvisi (EFS) %82, rejeksiyon oram %3, rejeksiyon disi mortalitesi %15
olarak saptanmugtir. TRM %14°diir. Siuf 3°deki 55 hastaya, 1985-1989 yillan arasinda
standart protokolle yapilan KIT uygulama sonuglan cesaret kiriciydi. TRM, yiiksek
toksisite ve erken dlimler nedeniyle, ¢ok yiiksekti. 1989°’da hazirlama rejimindeki CY
dozu azaltildi. 1989-1998 yillar arasinda <17 yag (Orta yas : 11, 3-16 yas) 126 hastanin
9 yillik stirvisi %79, olaysiz siirvisi (EFS) %58, rejeksiyon oram %28, rejeksiyon digt
mortalitesi %19 olarak saptanmigtir. TRM %20.6°d1r (2).

Italya’dan bildirilen basarih sonuglar diger merkezlerin de KIT uygulamalarim
arttrmistir.  Ancak pekgok merkezde otolog rekonstitlisyon halen ciddi bir sorundur ve
hastaliksiz sagkalimi %60-70’¢ indirmektedir. Son Italyan calismalarinda miks
kimerizm gelistiren hastalarda da talasemisiz yasam igin bunun yeterli oldugu

gOsterilmigtir.

2.5 ALLOJENIK LENFOHEMATOPOETIK
TRANSPLANTASYONDAN SONRA TAM VE MIKS DONOR
KIMERIZMININ SAPTANMASI VE ONEMI

Kimerizm terimi, konak orjinli olmayan lenfo-hematopoetik hiicrelerin varligim isaret
etmektedir (Tablo 14). Bu hiicreler bir fetal maternal transfiizyondan veya bir kan
transfiizyonundan faslant1sal olarak veya améc;h olarak hematopoetik Kok hiicre
transplantasyonundan (HSCT) sonra tiireyebilir. Tam kimerizm, genel olarak dontr
hematopoezinin konaginkinin yerini aldiina isaret eder. Miks kimerizm, lenfositler gibi
hiicresel kompartmanlarda hem dondr hem de alici hiicrelerinin varligim gosterir. Split
kimerizm terimi, dondrden bir veya daha fazla kompartman tiirediginde kullanilabilir.
Tam kanda kimerizm olup olmamasinin saptanmasinin veya kan serisi i¢in spesifik olup

olmamasmin ¢alismaci tarafindan tayin edilmesi, miks kimerizm vakalarinin
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tammlanmasinda tavsiye edilmektedir. Split kimerizm vakalarinda, kan serisinin orjini

tayin edilmelidir (5)

Tablo14. Kimerizm Tanimlan

Kimerizmin tipi
Tam kimerizm

Tanimlama

Icerik

%100 dondr hiicresi saptanmasi.

Cogu calisma semikantitatif ve
az sayida konak hiicresi
saptanamaz olabilmesine
ragmen tam kimerizm tam
lenfohematopoetik yerine
gecmeyi ifade eder.

Miks kimerizm

Verilen hiicresel kompartmanda
O6rnegin lenfositlerden konak
hiicreler saptanmasi

Literatlir genellikle %35 veya 10
dondr hiicresini miks kimerizm
kriteri olarak kabul eder. Genel
olarak konak lenfohematopoetik
hiicrelerin herhangi bir giivenilir
tespiti miks kimerizm olarak
dikkate alinabilir.

Split kimerizm

Bir veya daha fazla konak hiicre
serisi ve bir ya da daha cok
donoér hiicre serisi saptanmasi.

Split kimerizmin ayrintilari
kesindir 6rnegin miyeloid
hiicreler %100 konak ve T-
hiicreleri %100 dondr.

Mikrokimerizm

<%]1 konak
saptanmasi

hiicrelerin

Mikrokimerizm organ
transplantasyonunda yiiksek

derecede duyarl teknikler
kullamlarak belirlenebilir.
Allojenik kok hiicre
transplantasyoundan sonra
kullanimi 6nerilmez.

Mikrokimerizm terimi, yalnmzca ¢ok duyarl: tekniklerle saptanabilen dondr hiicrelerinin
varliinin gostermekte kullamilir. Bu durum, organ transplantasyonundan sonra ve az
sayida fetiis kaynakl1 hiicre saptanabilen sistemik sklerozlu kadinlarda tanimlanmusgtir.

Kemik iligi naklinin basarisinin saptanmasinda, dondr lenfohematopoetik sistemininin
konaga baskin olmas: veya dengede olma derecesinin saptanmas: kritik 6neme sahiptir.
Ayrica bu belirleme, degisik hazirlik rejimlerinin etkinligi, graft-versus-host hastalii
(GVHH), profilaktik rejimler, ve yamanma ve graft versus 16semi (GVL) aktivitesinin
saglanmasinda hiicresel tedavinin degerlendirilmesini saglar. Bu konular T hiicre

ayiklanmis veya nonmyeloablatif transplant uygulanan hastalarda 6zellikle 6nemlidir.
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GVL etkisi dondr T-hiicre kimerizminin esas derecesine erismeye bagh olabilir. Diger
yandan, konak lenfohematopoezinin tam olarak ortadan kaldirildigitam donér
kimerizmi yerine miks kimerizm durumu tercih edilir olabilir. Organ
transplantasyonlarinda, konjenital metabolik hastaliklarda ve solid tiimdorlerin
immiinoterapisi gibi ¢esitli durumlarda bir miks kimerizmin yerlesmesi immiinolojik

yararlar saglayabilir ( 41).
2.5.1 KIMERIZMIN DEGERLENDIRILMESINDE TEKNIKLER

Cok erken KIT galigmalan kimerizmin yerlesmesinin énemini ortaya koymustur, ancak
ilk aragtirmacilar tarafindan kimerik durumu degerlendirmek i¢in eritrosit fenotiplemesi,
immtinolojik izotip analizi, sitogenetik gibi teknikler kullanilmigtir. Bu tekniklerin
simrlamalari, smurh polimorfizm derecesi, zayif duyarlik ve cins uygunsuz dondr ve
alici idi.

Cins-uygunsuz transplantasyon degerlendirmesinde bir teknik X ve Y kromozomlar
icin floresan in situ hibridizasyondur (FISH). Bu teknik bugiin ¢ofu rutin
laboratuvarlarda yapilmaktadir ve gorece sensitif ve Kkantitatiftir. Belirlenmis islemler
ticari olarak mevcuttur, yontemlerin standardizasyonu olasidir ve kiyaslanabilir sonuglar
saglamaktadir (57).

Kimerizmi degerlendirmede en genel uygulanabilir ve kullamgh yontemler restriksiyon
par¢a uzunluk polimorfizmini (RFLP) kullanan DNA teknikleridir. Bu polimorfizmler,
DNA dizisinin dogal varyasyonlarinin bir restriksiyon enzim kesim bélgesinin kaybi
veya kazamlmasiyla veya restriksiyon bélgeleri arasinda DNA’min insersiyonu veya
delesyonuyla yapilir. Bu bolgeler Mendel tarzda bir kalitimla gegerler ve KiT°den

sonraki kimerizmi degerlendirmekte yararlidirlar (58,79).

KiT°den sonra geleneksel RFLP analizinin dnemli kisithiliklari, geleneksel Southern
blot analizi igin yeterli DNA izole etmek igin en az 10° hiicre bulunmas: gerekliligi ve
azinhkta kalan hiicre popiilasyonlarim saptamadaki duyarlilik eksikligidir. Polimeraz
zincir reaksiyonunun (PCR) insandaki mini satellit ve mikrosatellit bolgelerinin hizli

amplifikasyonu igin bir ydntem olarak kullamlmaya baglamasi kimerizmi
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degerlendirmekte giiclii bir ara¢ saglamistir. Minisatellit ve mikrosatellit bolgelerini
yandan kusatan PCR primerleri kullanarak, biitiin allel biiyiitiiltir ve bu sekilde PCR
tirliniiniin buytikltigii birbiri arkasina dizilmis tekrarlarin uzunlugu ve sayis1 ile saptanr
. Genel olarak, mikrosatellitlerin analizi (STR) minisatellitlerin analizinden (VNTR)
daha kolaydir(106). Bu fark kismen birgok minisatellitin tekrarlanan bélgelerinin
GC’den zengin olmasindan kismen de minisatellit allellerinin mikrosatellit allellerinden
daha biiyiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu her iki faktér de PCR reaksiyon
durumunu teknik olarak daha zorlayici kilar. PCR-temelli bir yontemin ana avantaji
artmts duyarlilbiktir; bu durum minSr dondr ya da alici hiicre popiilasyonlarinin
saptanmasina olanak tanir (79). Ayrica, PCR az sayida hiicreden analiz yapilmasina
olanak tamiyarak yamanma igin morfolojik kanit olusmadan ©Once yamanma
kinetiklerinin analiz edilmesini saglar. PCR f{iriin{i agaroz jel tizerinde elektroforeze tabi
tutulabilir, 3*P ile isaretli problarla hibridize edilebilir ve otoradyograf yontemi
uygulanabilir ya da PCR floresanla igaretlenmis primerlerle yiiriitiilebilir . Teknik genel
olarak daha duyarli olsa da, bugiinlerde birgok laboratuvar daha hizhi olduklar1 ve
radyoaktivite kullammindan kagindigi i¢in floresan primer yontemlerini kullanmaya
dénmiistiir (106,112).

2.5.2 DUYARLILIK VE NICELIK TAYINI

Geleneksel PCR yontemleri kullamldiginda kimerizm analizinin duyarliligi yontemin
yarismaci Ozellifinden Stiirii sinirhdir. Genel olarak, test edilen alele ve radyoaktif ya
da floresan tayin ydnteminin kullamlmasina bagli olarak duyarlilik %0.1 ile %5
arasindadir. Cinsiyet eslesmes1 uygunsuz bir transplantasyonda (kadin donér/erkek
a1101) Y-spesifik aleller kullanlarak yiiksek diizeylerde duyarlilik elde edilebilirse de bu |
diisiik diizeyli kimerizmin prognostik 6nemi bilinmemektedir. FISH analizi kullanarak
nicelik tayini basittir ve minisatellit ve mikrosatellit aleller kullanilarak PCR-temelli
yontemlerle uygulanabilir. Son zamanlarda gergek-zamanli PCR’mn  kullamma
girmesinin gelecekte daha fazla duyarhliga ve daha dogru nicelik tayinine olanak
tanimasi olasidir.
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2.5.3 KEMIK ILIGI NAKLINDEN SONRA KIMERIZM TAYININDE
KULLANILAN KAN ORNEGININ KAYNAGI (PERIFERIK KAN, KEMIK
ILIGDNIN VE KAN ORNEGININ DIiZILERE AYRILARAK KULLANIMININ
ONEMI

Kan mi, kemik iligi analizi mi kullanmak ve fraksiyonlarina ayrilmis mu, diziye-spesifik
analiz mi kullanmak iki ayri soru gibi goriinebilir ama esasinda aym konuyu ele
almaktadirlar. Kemik iligi kimerizmi analizinin kan kimerizmi analizinden daha
bilgilendirici oldugu az sayida durum vardir. Bunlardan biri, kemik iliginde minimal
rezidiiel hastaligin tayinidir. Kimerizm analizi gérece duyarsizdir ve rezidiiel alici
hiicreleri tayin etmek i¢in yaklagik %1 oldugu bildirilmistir (5). Diziye-spesifik analiz
kullamlarak duyarlilik artinlabilir; fakat bu ydntem hastalifa-spesifik PCR
yontemlerinden genellikle daha az etkilidir ve genellikle rezidiiel alic1 hiicrelerin normal
ya da malign oldugunu ortaya koymaz. Genel olarak, ¢ogu kemik iligi nakli ile ugragan
aragtirmact Once donSr yamanmasimn olup olmadigimi ve ikinci olarak ta miks
kimerizm olup olmadigimu saptamayi isterler. Eger miks kimerizm varsa, hangi dizilerin
miks oldugunu ve hangilerinin tam donér oldugunu bilmek &nemli olabilir. Son
zamanlarda “nonmyeloablatif® hazirlama rejimlerinin kullamma girmesiyle, hem
miyeloid hem de lenfoid kimerizmi g6stermek Snemli olmustur. Her ikisi de periferik
kan analizi ile saptanabilir. Kan spesifik dizilere aynlabilir.Spesifik dizilere ayirmak
icin gesittli teknikler segilebilir. Bu segilen teknik yalmzca dizilerin analizine olanak

tanmimakla beraber teknigin gérece duyarliligini da arttirir (5).

2.5.4 HEMATOLOJIK MALIGN HASTALIKLAR ICIN MYELOBLATIF
TRANSPLANTASYON SONRASINDA KiMERIZMIN DEGERLENDIRILMESI

Erken kimerizm g¢aligmalarinin ¢ogu hematolojik malign hastaliklar i¢in ,miyeloblatif
transplantasyon uygulanan hastalarda yapilmisti (46). Miks kimerizm, baz1 hastalarda
duyarh teknikler kullanarak saptanabilir olsa da, manipiile edilmemis transplantasyon
yapilan hastalarin ¢ogu tamamztyla kimerik olacaktir. Muhtemelen, graftteki T-hiicreleri

bir graft-versus-lenfohematopoez etkisi ile tam dondr kimerizminin yerlesmesine
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katkida bulunmaktadir. Buna zit olarak, birkag tane teknikten herhangi biri ile T-hiicresi
bosaltilmisg ilik nakli yapilmig hastalarda siklikla miks kimerizm oldugu bulunmustur.
Bu sekilde, geleneksel hazirlama ve GVHH proflaksisi kullanarak yapilan
miyeloablatif transplantasyonda kimerizmin 6l¢limii sart degildir. Fakat, eger graft
manipiile edilirse, yeni GVHH rejimleri ¢aligilir, ya da efer hazirlama rejimi
degistirilirse, yeni rejimin etkilerini degerlendirmek igin kimerizmin 6l¢timii kritik
degere sahip olabilir (84,91).

2.5.5 LENFOPROLIFERATIF BOZUKLUKLAR ICIN NONMYELOABLATIF KOK
HUCRE TRANSPLANTASYONU SONRASINDA KIMERIZMIN
DEGERLENDIRILMES]

Lenfoproliferatif bozukluklarda, maligniteyi eradike eden bir GVL yamti tam
lenfohematopoetik kimerizmle iliskili degildir (5) .Lenfoproliferatif bozukluklar i¢in bir
nonmiyeloablatif hazirlayici rejim ve HLA-uygun ve uygunsuz HLA -don6r kemik iligi
transplantasyonu sonrasinda miks lenfohematopoetik kimerizm giivenilir bir sekilde
indiiklenebilir. Proflaktik DLI’ler ile siklikla tam don6r hematopoezine doniigiim ve
yine siklikla carpici antitimor yanitlar gdzlenmistir. Graft kayb1 ise, 6zellikle HLA-
uygun-dondr transplantasyonu ortaminda bir sorun olmugtur. K&k hiicre
transplantasyonu igin nonmiyeloablatif hazirlayici rejimler kullanan bazi bagka
programlardan elde edilen deneyimlere gore, kimerizm nadir olarak degerlendirilmigtir
ve ¢ogu durumda tam ya da tama yakin dondr hematopoezi erken dénemde saglanmigtir
(93).

2.5.6 MYELOID LOSEMILER ICIN NONMYELOABLATIF VE AZALMIS-.
YOGUNLUKTA HAZIRLAMA SONRASINDA KIMERIZM ANALIZI

Miyeloid-spesifik kimerizmin saptanmasi miyeloid kékenli malignitesi olan hastalarda
ozellikle o6nemlidir. Son derece diiglik diizeylerde bile olsa, persistan olarak
saptanabilen alict hematopoezi olan remisyon dénemindeki miyeloid 16semi hastalan
relaps agisindan tam don6r miyeloid kimerizmi ile sonuglanan ‘graft-versus-host
hematopoetik etkisi’ olan hastalara kiyasla Onemli derecede daha yiiksek risk
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altindadirlar. Bu ortamda miyeloid kimerizmin degerlendirilmesi minimal rezidiiel
hastalifin saptanmas: ig¢in ‘onun yerine gegecek’ bir yaklasim gibi géziikkmektedir.
Clinkti saptanabilecek konak miyeloid hiicre popiilasyonlarinin relapsa neden olma
kapasitesine sahip malign hiicreleri barmndirdiklar1 bilinmemektedir. Ayrngtirilmamig
kemik iligi hiicrelerinin geleneksel ablatif hazirlayici rejim ortaminda kimerizm
analizinin GVHH, graft bagarisizlifi ve relaps gibi sonlanimlari tahmin ettigi
bildirilmigtir. Bu yiizden, diziye-spesifik kimerizm transplantasyon sonrasinda olan
biyolojik olaylarin daha iyi anlagilmasinda zorunludur (96). Ancak miyeloid dizilerdeki
miks kimerizm, relaps olaymi miyeloid malignansilerde tahmin ederken, lenfoid
malignansilerde tahmin edemeyecektir. T-hiicre altkiimelerindeki miks kimerizm daha
diistik bir akut GVHH riski tahmin edecektir (5).

2.5.7 MALIGN OLMAYAN BOZUKLUKLAR ICIN TRANSPLANTASYON
SONRASINDA KiIMERIZMIN DEGERLENDIRILMESI

I¢lerinde immiin yetmezliklerin, edinilmis ve konjenital ilik yetmezligi sendromlarinin
ve hemoglobinopatilerin de oldugu ¢ok sayida nonmalign bozukluk hematopoetik kék
hiicre transplantasyonu ile diizeltilebilir. Belirli sistemik metabolik bozukluklarin letal
ve dejeneratif komplikasyonlarinin diizeltilmesi de normal enzim aktivitelerine sahip
hematopoetik hiicrelerin stabil yamanma ile saglanabilir. Bu hastaliklarin birgogunda,
altta yatan durumlarin ‘iyilegtirilmesi’ni ya da fonksiyonel déniigtimiinii saglamak igin
tam hematopoetik kimerizm gerekli degildir. Buna karsin, immiin sistem ve ilik
fonksiyonlarinin saglam oldugu ve daha &nceden higbir kemoterapinin uygulanmadigi
(6rnegin metabolik bozukluklar) ve tam ablatif hazirlamanin bile dayamkli dondr hiicre
yamanma saglamada yetersiz kalabildii nonmalign bozukluklarin tedavisi igin

transplantasyonda graft reddi 6nemli bir sorundur (5).

Uzun-dénemli miks kimerizm agir kombine immiinyetmezlikler, Wiskott-Aldrich
sendromu ve hemofagositik lenfohistiyositozis gibi T-hiicre dizisinde patolojik
lezyonlarla karakterize immiin yetmezliklerin tedavisi i¢in transplantasyonun siklikla
karsilagilan bir sonucudur. Geleneksel °‘ablatif’ protokollerle (6rnegin, busulfan,

siklofosfamid ve etoposid) bile, periferik kanda miks kimerizm vakalarin yaklagik
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%50’sinde  goriiltir.  T-hiicre deplesyonsuz iliskisiz ya da alternatif donér
transplantasyonu sonrasinda, tam dondr kimerizmi histolojik olarak uygun kardes
transplantasyonundan sonra oldugundan biraz daha sik goriilebilir; nedeni belki de daha
gliclli bir graft-versus-hematopoez etkisidir. Orantisal dondr-tipi angrafmaninin %5’den
%100’e doniistimii gézlenmistir. Genel olarak konusmak gerekirse, dondr hiicrelerin
%10’undan fazlasinin engrafmani, altta yatan hastaligin fonksiyonel olarak

diizeltilmesi i¢in yeterli olabilir (60).

Sistemik kromozom dengesizligi bozukluklar1 hiicre siklusu regiilasyonundaki
defektlere ya da apoptozise baglidir (6rnedin, Fanconi anemisi, Bloom sendromu, ve
otoimmiin lenfoproliferatif bozukluklar). Bu bozukluklar hastalann hematolojik
malignanitelere yatkin kilar, bu yiizden tam hemopoetik yamanma istenir (78).

Eslesmis bir kardes donorii kullanarak yapilan aplastik anemi transplantasyonu,
siklofosfamid ya da siklofosfamid ile antitimosit globiilini igeren nonmiyeloablatif
hazirlama rejimleri ile uygulanir. Daha az yogun hazirlama rejimleri kullanarak yapilan
agir aplastik anemi tedavisi igin bagarih transplantasyondan sonra miks kimerizmle
karsilasma olasili1 yiiksektir. Gergekten de, baz1 hastalarda konak hematopoezinin tam
iyilesmesi olabilmektedir. Giiniimiizde, kemik iliginden ziyade periferik kandaki kok
hiicrelerin kullammunin miks kimerizmin genel insidansim etkileyip etkilemeyecegi
bilinmemektedir. Aplastik anemi igin transplantasyon sonrasinda kimerizmin
monitorizasyonu graft kayb1 ve relapsin degerlendirilmesinde yararli olabilir, fakat
hematopoez devam ettigi siirece, miks kimerizmin varlig: klinik olarak bu durumla ilgili
olmayabilir.

" Farkli hazirhik ilaglarinin donér engrafmam tizerindeki kritik etkisi son birkag yilda
artan oranda netlik kazanmustir. Ornegin, daha diisiik dozlarda bile “melfelan” gibi
‘kok-hiicresine toksik’ ilaglar kullanan rejimler hala yiiksek derecede miyelostipresiftir
ve alic1 kok hiicreleri koruyan rejimlerde goriilen yiiksek diizeylerdeki otolog miyeloid
iyilesmesine olanak tamimasi ¢ok daha zayif bir olasiliktir. Buna zit olarak, daha az
miyelostipresif (kok-hiicresi i¢in toksik olmayan) fakat siklofosfamid ve fludarabin gibi
daha fazla immiinostipresif ilaglar kullanan rejimlerin biiyiik oranda kayda deger otolog

hematopoetik iyilesmeye yol agma olasiliklar1 ¢ok daha fazladir (5).
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2.5.8 KIMERIZM ANALIZLERINDE DIKKAT EDILMESI GEREKEN KONULAR

Kimerizm analizi duyarli (<%]1), bilgilendirici teknikler kullanilarak yapilmalidir.
Giiniimiizde, STR/VNTR analizi tekrarlanabilir bilgilendirici veriler verme olasili1 en
yiiksek yaklagimdir. Sitogenetik, FISH ve hipermetafaz FISH eger STR/VNTR
analizleri yapilamiyorsa ya da cinsiyet agisindan uygunsuz eslesmeli transplantasyon ise
yararli olabilir. Fakat, bu teknikler daha az duyarlidir (5).

Kimerizm analizi igin periferik kandaki kok hiicreler genellikle kemik iligi
hiicrelerinden daha yararlidir. Ayrigtirilmamis kemik iligi hiicrelerinin kimerizmi
miyeloid hiicrelerin orijininin belgelenmesine olanak tamir; fakat, T-hiicrelerinin ve
diger dizilerden hiicrelerin kimerizmi ile zayif korelasyon gosterir ve diger hiicresel alt
kiimelerdeki kimerizm derecesi hakkinda ¢ok az bilgi verir. Diziye-spesifik kimerizm
nonmiyeloablatif ve azalmig-yogunlukta hazirlama ortaminda segilecek tayin yontemi
olarak diigiiniilmelidir (46).

Miyeloablatif KiT’den sonra geleneksel GVHH proflaksisi kullamlarak yapilan
kimerizm analizi muhtemelen sart degildir ve yardimei olarak degerlendirilebilir. Eger
yapilacaksa, 1, 3, 6 ve 12 aylik bir takvim uygundur. Tam kimerizm bir kez yerlestikten
sonra, klinik durumda bir degigiklik olmadik¢a tekrarlama testi gereksizdir. T-hiicre
deplesyonu, nonmiyeloablatif ya da azaltilmig-yogunlukta hazirlama ya da yeni GVHH
Onleme rejimlerinin kullamimu 1., 3., 6. ve 12. aylarda kimerizm analizini gerekli kilar,
¢linkii dondr lenfosit inflizyonlar: gibi girisimler don6r durumuna bagli olabilir.Aplastik
anemi tedavisi igin transplantasyon gegiren hastalarda 1., 3., 6. ve 12. aylarda rutin
kimerizm énalizi yapilmalidir.Nonmiyeloablatif transplantasyonda, erken kimerizm
paternleri ya GVHH (artan dontr T-hiicre kimerizmi) igin ya da graft kayb1 (donér
hiicrelerin <%20’sine kadar azalan dondr T-hiicre kimerizmi) i¢in tahmin degerine
sahip olabilir.Bu yiizden, eger tedavi edici girisim bu kimerizm durumuna
dayandirilirilaicaksa daha sik analiz Onerilir (5).
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2.6 FLUORESAN IN SiTU HIBRIDIZASYON (FISH) YONTEMI

Karyotiplemeyi degerlendirmede onemli tekniklerden birisi de in situ hibrizasyon
teknigidir. Isaretli DNA problarin gittikge artan miktarda ortaya ¢ikmasiyla, direkt
olarak lam lizerine yayilan kromozom tizerinde DNA dizilerini lokalize etmek miimkiin
olabilmektedir. In situ hibridizasyonda, baslangigta radyoaktif olarak isaretlenmis
niikleik asit problart kullaniliyordu. Bu metod ribozomal RNA (tRNA) genleri veya
tlimor hiicrelerinde amplifiye olan genler gibi kromozom flizerindeki genlerin ¢ogul
kopyalarin1 tespit etmek igin yeterliydi. Ancak tek kopyali genleri tespit etmek oldukga
zordu ve metod buna kars1 yeterince hassas degildi. Radyoaktif maddelerle ¢aligmanin
zorlugu,tehilkesi ve aylar ile ifade edilecek bir zaman gerektirmesi nedeniyle farkh

isaretleyiciler gelistirildi (76).

Yeni isaretleme tekniklerinin gelismesi ve tek gen kopyasmmin kisa siirede tespit
edilmesiyle, FISH teknigi oldukga yeterli hale gelmistir. Radyoaktivite kullanmilmadan
yapilan isaretleme yontemleri (biotin igaretli problar1 fluoresan boya ile boyandiginda
ortaya ¢ikan metod) son zamanlarda oldukga tercih edilen bir metod haline gelmeye
baglamustir. Bu metod ile, kromozom {izerindeki son derece spesifik 6zgiil gen dizilerini
¢ok dogru ve giivenilir bir sekilde belirlemek miimkiindiir (57,86).

FISH tekniginde, 6nce metafazdaki kromozom, lam tlizerinde denatiire edilir ve daha
sonra biotin ile isaretli DNA probu ile birlikte hibridizasyon saglanir. Lam daha sonra
avidin proteini ile muamele edilir. Avidin, biotini olduk¢a siki bir sekilde baglar.
Biotine karg1 fluoresan ile isaretli antikorun lam iizerine ilave edilmesiyle fluoresan 15151
yayan boyutu igermekte olan kromozomun, fluoresan mikroskop altinda pozisyonu
lokalize edilmektedir (15).

FISH teknigindeki son gelismeler ise, aym kromozom iizerine farkli boyalarla isaretli,
farkli problarin uygulanmasidir. Bu yenilikte 2-3 megabazlik en az iki prob aym
kromozom {izerine uygulanabilmektedir. Ek olarak, kromozom boyamanin
gelistirilmesi, (ki burada kromozom spesifik DNA dizilerinin karigimi kullamlmaktadir)

metafazda yayilmig spesifik kromozomun taninmasina olanak saglamistir. Bu teknikle,
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kromozomun tiim boyuna komplementer DNA probu kullamilmaktadir. Bu problar
kromozomu 1giklandirmakta ve basit bantlama yonteminden daha dogru bir bigimde

translokasyonlar ve yeniden diizenlemeleri tespit edebilmektedir (86).

Her ne kadar FISH teknigi, baglangigta metafazda yayilmig kromozomlar igin
kullanmilmaktaysa da, interfaz hiicrelerine de uygulanabilmektedir. Interfazda
uygulanabilir olmasimin avantaji ise, klinisyene ¢ok daha kisa bir siirede neticeyi
ulastirabilir olmasidir. Ciinkii bu iglem ile hiicre kiiltiire konulmadan sonug 24-48 saat
icinde elde edilebilmektedir. Interfaz FISH, interfaz ¢ekirdeginde fazladan bir fluoresan
boya igeren trizomilerin prenatal tanisinda, cinsiyet kromozom anomalilerinde ve farkli
cinsten kemik iligi transplantasyon sonrasi relaps ve minimal hastalik tesbitinde
kullanilmaktadir (57,86).

In situ hibridizasyon yonteminin esast genomik DNA ile fluoresanla isaretlenmis prob
DNA molekiiliintin hibridizasyonuna (melezlenmesine) dayanmaktadir. Kromozoma
spesifik problar ile hiicreler interfazda bile olsa karyotipik sayisal ve yapisal
anomalilerin tamisinda kullamlabilmektedir. Losemilere 6zgii olan bu kromozomal
diizensizlikler hem hastaligin tansi sirasinda hem de tedavi sonrasinda minimal rezidiiel
hastaliklar1 tamimlamak amaciyla kullamilabilmektedir. Cok sayidaki periferik kan ve
kemik iligi hiicrelerinin incelenmesine bagl Kantitatif sonuglar verebilmesi ve
hipoplastik kemik iligi vakalarinda az sayidaki hiicrelere de uygulanabilir olmasi,
yontemin hassasiyetinin ve $zgiilltigiiniin artmasina neden olmaktadir (76).

2.6.1 FISH TEKNIGI

Florokrom molekiiller, in situ hibridizasyon yontemi ile kromozom iizerinde 6zgiil
bolgelere problar aracilii ile baglanarak, o bolgeyi goriiniir hale getirebilirler. DNA
dizileri florokrom molekiiler ya da arac1 molekiiller ile isaretlenerek hedef materyalle
birlikte denatiire edilir ve birbiri ile komplementer olan prob ve hedef dizinler birlikte
yeniden sarmal olusumu igin uygun kosullara birakilirlar. Hibridizasyon sonrasi

ortamdan artan dizinlerin uzaklagtiriimasi i¢in yapilan yikama isleminden sonra, segilen
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isaretleme sistemine gore direkt boyama-bantlama ya da florokrom molekiillerle bagli
antikor ya da substratlarla muamele edilir (91). In situ hibridizasyon i¢in islem akigt
tablo 15°de gosterilmigtir.

Tablo 15: In situ hibridizasyon islem akigi

Preparatlarin hazirlanigt

!

Materyalin sabitlestirilmesi

!

Prob ve materyalin denatiirasyonu

!

Hibridizasyon

!

Hibridizasyon sonras1 ytkama

!

Probun goriiniir hale getirilmesi

!

Kromozomlarin boyama-bantlanmasi

!

Fluoresan mikroskobi

!

Fotograf
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2.6.1.1 Problar

Aract ya da florokrom molekiillerle isaretlenmis problar genellikle 200-400 bg’lik
pargalara ayrilmislardir. Bu uzunluk, 6zgiin hibridizasyonun maksimum oldugu ve
Ozgiil olmayan baglanmalarin minimuma indirilebildigi en uygun biiyiikliikttir. Problar
direkt olarak floresan molekiillerle konjuge edilebilirler. Ancak, bir araci molekiille
isaretlenmis problarin, hibridizasyon sonrasi florokrom molekiillerle baglanmasi daha
yaygin olarak kullamilmaktadir (109).

En sik kullanilan araci molekiiller biotin, digoxigenin, dinitrofenil (DNP),

aminoasetilfloren (AAF), civa ve siilfonat’tir.

Problar, genomik, kromozoma &zgii tekrarlayan diziler, “whole library”(kiitliphane)
problar, tek gen problar1 olmak iizere dort ayr1 dzellikte bulunmaktadr.

Genomik problar

Tiire 6zgli isaretleme i¢in kullamlirlar. Ttim niiklear genomun isaretlenmesine olanak
tantyacak Ozellikleri tasimalidir. Bunun i¢in, tek gen dizilerinden ¢ok, hizl
hibridizasyona olanak veren tekrarlayan diziler kullanilir. Tiire 6zgli isaretleme igin Alu
dizileri siklikla kullanilmaktadir (76).

Kromozoma 6zgii tekrarlayan diziler

Satellit ya da telomerik tekrar dizilerine 6zgii problardir. Alfa satellit problar,
sentromerdeki alfoid DNA dlzllerme 6zgii olup 6zellikle an0p101d11enn saptanmasinda
interfaz ve metafazda kullamlabilir. Isima yogunluklar1 son derece yiiksektir. Beta
satellit problar ise insan kromozomlarinin perisentrik heterokromatin bélgelerinde yer
alan tekrar dizilerine spesifik olarak hazirlanmiglardir.  Akrosentrik kromozomlarin
polimorfik satellit bolgelerinin goésterilmesi amaci ile kullamlabilir. Klasik satellit
problarin hedefleri ise 1,9,16. kromozomlarin sekonder biiziintii bolgelerinde ve Y

kromozomunun uzun kolunda yer alan tekrar dizileridir.
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Telomerik problar, kromozoma ve kromozomun koluna &zgiin dizilerin
komplementerleri olup, telomeri igeren yapisal kromozomal degisikliklerde sik
kullanim alan1 bulmaktadar.

Bunlanin yamsira 1.kromozom telomerine komsu tekrarlayan diziler igin midisatellit
problari, DXZ4 bolgesi i¢in makrosatellit problari kullanilabilir(76).

“Whole library” / Kiitiiphane problar

Bir kromozoma ait tiim DNA dizisini tagiyan problar olup boyama kolleksiyonlari
olarak da adlandirilirlar. Ozellikle metafaz kromozomlarmn tamimlanmasinda
kullanilan ve kromozomun tamamini gosteren bu problar, en sik olarak translokasyonlar
i¢in kullanlir. Isimalar: ¢ok rahat gézlenebilir.

Tek gen problan

Genomdaki tek kopya dizilerine yonelik olan bu problarin hibridizasyon verimi
gozlenecek olan bolgenin biyilikligi ile iligkilidir. Hedefin 2 kbg’den uzun olmasi
basariy: arttirmaktadir. Gen ampifikasyonlari ve delesyonlari igin kullanirlar.

2.6.1.2 isaretleme:

1991 yilinda yeni bir alternatif olarak fluoresan isaretli niikleik asitler kullamima
sunulmustur. Fluoresan isaretli niikleotidler, direk ve indirek in situ hibridizasyon

deneylerinde kullanilabilmektedirler.

Fluorescein-dUTP/UTP/ddUTP standart tekniklerle enzimatik olarak niikleik asitlere
baglanmistir. Dogrudan isaretleme metodunda immunohistokimyasal goriintiilemeye
ihtiyag yoktur. Ancak biotin ve digoxigenin ile modifiye problarla goriintilleme dolayh
metoda gore daha duyarlidir (86 ).
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Hapten olarak kullamldiginda, fluoresan isaretli niikleotidlerin tespiti; bir enzimle
birlestirilmis anti- fluoresan antikoru veya FITC isaretli sekonder ile belirlenen konjuge
olmamus antikor ile yapilir. Bu tiir deneylerin hassasiyeti dolayli metodla aymdar.
Dogrudan isaretlemede kullanilan diger florokrom maddelerden;
Tetramethylrhodamine-6-2-dUTP (kirmuz: fluoresan boya) ve aminomethylcoumarin-6-
2-dUTP (mavi fluoresan boya) de sik olarak kullanilir.

Ikili ve Uglii isaretleme Sistemleri

Digoxigenin, biotin ve fluoresan igaretli problarn kombinasyonlart kullamlarak tek
preparasyonda farkli kromozom bolgelerinde veya farkli RNA dizilerinde ¢oklu
hibridizasyon yapilabilir.

Bu islemde ti¢ degisik boyali antikorlarin kullammu olasidir. Bu boyalar; Fluorescein
veya FITC (fluoresceinisothiocynate;sart), rhodamine veya TRITC
(tetramethylrhodaminiso-thiocynate;  kirrmzi)ve AMCA  (aminomethylcoumarin-
aceticacid;mavi)’dir (76).

2.6.1.3 Goriintiileme Sistemleri
Antikor konjugantlar:

Enzimler, florokrom boyalar veya kolloidal altin baglanmig antikorlarla hibridizasyon

sonrast problarin spesifik bélgeleri goriintiilenebilir.

Enzim bagli antikorlar, baglandﬂdannda renk agia ¢tkaran éubstratlan gerektirirler.
Florokrom bagli antikorlarin tespiti igin floresan mikroskoba ihtiyag vardir. In situ
hibridizasyonda g¢ogunlukla bu konjugatlar kullanilir. Kolloidal altin bagh antikorlar
i¢in ise dondurulmus kesitler hazirlanir ve elektron mikroskobunda incelenir. Konjuge
olmayan antikorlar biitliin sistemlerde kullanilabilir ama gériintiileme i¢in 2.veya 3.bir

antikora ihtiya¢ vardir (57).
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Immunohistokimya

Immiinohistokimyasal islemlerde biotin, DIG ve FITC kullanilir. Bunlar tespit
molekiillerinin ve mikroskop tiiriiniin se¢iminde esneklik saglar. Immiinolojik iglemden
once zeminin artefaktll olmasim engellemek igin baskilayici iglemler uygulanir.
Standart reaksiyonda, hedef doku, hiicre veya kromozom preparasyonu bloklanir ve
37°C de 30 dakika antikoru konjuge soliisyonunda enkiibe edilir. Daha sonra ii¢ kere
Tween 20 igeren tampon ile yikanir (76).

Enzimler

Immiinohistokimya reaksiyonlarinda kullanilan biitiin enzimler in situ hibridizasyon
icin de kullarulabilir. Peroksidaz (POD) i¢in diaminobenzidine (DAB)i Imidazole
reaksiyonu ve alkaline fosfataz (AP) igin 5-bromo-4-chloro-3-inodylphosphate / nitro
blue tetrazolium (BCIP/NBT) reaksiyonu Onerilmektedir. Kolorimetrik tespitin
avantajlari; iyi lokalizasyon, yiiksek hassasiyet ve presipitasyon sabitligidir. DAB
reaksiyonu, mavi alkalen fosfataz reaksiyonuna zit bir renk verir, bdylece gift
hibridizasyonda iki enzim birlikte kullanilabilir. Ayrica, her iki gériintiileme metodunun
parlak yansitma 6zelligi vardir (76).

Florokrom Molekiillerle Goriintiileme:
“Fluorescein”, “rodamin”, resorufin hydroxycuomarin ile isaretlenmis DNA problan

FISH’da kullamilabilir. Hedef bolge disindaki DNA’y1 boyamak igin; florokrom DNA
boyalar1 olarak propiodin iodide (kirmizi renk), DAPI (mavi renk) kullanilabilir.
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2.7 POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
(POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 1980 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlanmig ve
molekiiler genetik arastirmalarinda bir devrim yaratmistir. Genetik ¢aligmalarindaki en
biiylk sorun 3 milyon baz iceren genomda hedeflenen bélgenin lizla
gortintiilenmesidir. PCR yontemi klonlamaya gerek duymaksizin istenilen DNA yada
RNA bolgesinin kisa siire-iginde incelenmesini saglayacak yaygm ve kolay bir tekniktir.

2.7.1 ANA PRENSIP

PCR bir in vitro replikasyonu yontemidir. Cogaltilmak istenilen DNA dizisinin her iki
ucuna uygun ve komplementer secilen primerler ile kalip DNA hedef alinarak sentez
yapilir. Bu donglide primer hibridizasyonu, DNA sentezi ve zincir ayrigmasi
(denatiirasyon) islemleri birbirini izler ve bu dongiiler istenen miktarda (20-35)
tekrarlanir.

Cogaltilmak istenen DNA bdlgesinin G+C igerigine gore ilk denatiirasyon 92-96 °C
arasinda secilir. Bu yiiksek 1sili ortamda genomik DNA’daki ¢ift ipligin birbirinden
ayrilmasi saglanir. Her dongii baginda tekrarlanacak olan denatiirasyon ile ¢ift iplikli
yapmn yeniden birbirinden ayrilmasi saglanir. Denatlirasyon asamasindan sonra hedef
DNA’ya primerlerin baglanmasi saglanmalidir. Bu, 1simin diistirtilmesi ile miimkiindiir.
Isinin ne olacagi da primerlerin baz igerigine baglidir. Primerin baz kompozisyonuna
gore baglanma 1s1s1 2(A+T)+4(C+G)=Tm formiilii ile hesaplanabilir. Burada A=Adenin,
T= Timin, C=Sitozin ve G=Guanin niikleotidlerinin sayisidir. Primer baglanmasi
saglaninca Taq polimeraz enzimi ortamdaki dNTP’leri kullanarak ve her 20 sn’de 500
baz ekleyerek, primerin baglandig1 yerden itibaren sentez yapar. Bu 1s1 degisimleri 20-
35 dongti bhalinde tekrarlanir. Yani bir dongiide denatiirasyon, primer baglanma ve

uzama agamalar1 bulunur (1) .

PCR hazirlanacak ortamda, her tiirlii ekipmamin ve reaksiyonda kullailacak
kimyasallarin steril ve bulagmadan uzak olmas: dikkat edilmesi gereken ¢ok 6nemli bir
noktadir.
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PCR yapilirken 6nce tiim gerekli bilesenleri igeren karisim galisilacak drnek sayis1 goz
oniinde bulundurularak hazirlanir. Ornek sayisindan bir fazla olacak sekilde hesaplar
yapilir (20).

Taq polimeraz: 50ul’lik bir reaksiyonda ortalama gerekli miktar 0.5-2.5 U’dir.
10X enzime 6zgii reaksiyon tamponu:

e 10-50mM Tris-HCI, pH 7.5-9.0

e 6-50mM KCl ya da (NH4)2S04

e 1.5-5.0 mM MCI2
dNTP: dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’dir. Dort dNTP’nin konsantrasyonlar1 esit
olmalidir. Ortamdaki ANTP konsantrasyonu yiikseldik¢e ortamda daha fazla Mg +2
iyonunu baglar. Mg +2 iyonu ise Taq polimerazin aktivitesi i¢in gereklidir.
Ortamdaki serbest Mg+2 iyonunun azalmasi Taq polimerazin aktivitesini etkiler.
Her birinden yaklagik 0.2mM kullanlir,
Primer : Primer segimi genellikle bilgisayar ortaminda yapilir. Ideal bir primer sag
tokas1 geklinde ikincil yapi olugturmamali, AT/GC orami dengeli olmali, primer
dimeri olusmamalidir (3 wuglari komplementer olmamalidir.). Primer
konsantrasyonunun yiiksek olmasi 6zgiil olmayan baglanmaya neden olur ve 6zgiin
{irlin olusmasina engel olur. Her birinden 0.1-1.0puM kullanilir.
Kalip DNA: DNA miktaninin fazla olmasi ortamda yeterince ¢dzlinmesini
engellediginden, PCR reaksiyonunu da olumsuz etkiler. DNA miktarinin az olmasi
da az {irtin olugsmasina neden olur. Bir reaksiyonda 10-200ng kullanilir.

MgCl1,: Mg+2 iyonu Taq polimerazin ¢aligmasi i¢in gerekli iyondur.
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2.7.2 PCR’DA KONTAMINASYON

Kontaminasyon kaynaklari ¢aligma alani, ekipman, pipetler, kimyasal ya da kalip DNA
olabilir.
Kontaminasyonun engellenmesi:

1) PCR yapilan yer, DNA izole edilen yer ve PCR {irlinlerinin incelendigi bolgeler
birbirlerinden ayr1 tutulmalidir.

2) PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan kansimin hazirlanmasi ve bunun tiiplere
dagitilarak reaksiyona hazirlanma iglemleri miimkiinse geker ocak ve UV 15181
altinda yapilmalidur.

3) Kullanlacak olan tiim malzeme steril ya da otoklavli olmalidir.

4) PCR i¢in gerekli tiim kimyasallar (ANTP, Taq polimeraz, MgCl,, primerler ve
10X tampon) miimkiin olan en diigiik voliime boliinerek saklanmalidir.
Miimkiinse her tiip bir kere a¢ildiktan sonra atilmalidur.

Negatif Kontrol: Kontaminasyon olup olmadigindan emin olmak igin her PCR
reaksiyonunda bir tiipe PCR karisimi konuldugu halde DNA eklenmez. Bu tiip, diger
Orneklerle beraber PCR makinesine konmali1 ve amplifikasyon olup olmadig: kontrol

edilmelidir. Eer sonug negatif ise kontaminasyondan stiphe edilmez.

Pozitif Kontrol: Her PCR reaksiyonu sirasinda genotipi bilinmeyen ornekler disinda
kolayca amplifiye olan ve genotipi bilinen bir DNA o6rnegi pozitif kontrol olarak
kullamlir. Bu hem PCR’in ¢aligip ¢alismadigini anlamamiza yardimer olur, hem de

genotipleme sirasinda kolaylik saglar.
2.7.3 PCR’IN KULLANIM ALANLARI

1) Klonlama:
e Genomik ve cDNA dizilerinin vektSre takilmasi yoluyla gogaltilmasi
o DNA dizilerinin olduklar1 gibi ya da restriksiyon tamima bdlgesi eklenerek
cogaltilmasi.
2) Baglant: analizi:
e Hastalik tanisinda
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e Adli amagh
3) Mutasyon analizi:
e Restriksiyon bolgesi olugmasi veya kaybolmasim saptama
e SSCP, DGGE, dizileme gibi metodlarla birlestirerek nokta mutasyonlarinin
saptanmasi
e Delesyon/insersiyon amplifiye olan DNA bglgelerinin biiylimesi, kiigtilmesi
veya kaybi gibi degisikliklerin dogrudan incelenmesi
4) Dizileme:
o Incelenecek bdlgenin isaretlenerek gogaltilmasi
5) cDNA eldesi:
Ters yonlii transkriptaz enziminin kullanilmastyla mRNA’dan DNA eldesidir.

2.7.4 COGALTILAN HEDEF DNA’NIN AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI ILE
GOSTERILMESI

PCR ile elde edilen son {iriin Etidyum bromid igeren agaroz jelde elektroforeze tabi
tutulur. Etidyum bromid DNA’ya baglanarak UV ile floresans vermektedir
(Transluminator-Fotodyne incorporated). Aym jel iginde 6rnege yakin bir yerde DNA
boyut isaretleyicisi de elektroforeze sokulmaktadir. DNA boyut isaretleyicileri [(SM
0211, PBR 322 DNA/Alw441, (apa L1) IM val (BstN Marker 21)] faj DNA’larin
restriksiyon enzimleri ile farkli uzunluklarda kesilmesi ile elde edilmislerdir. Her
parganin baz sayist bilinmektedir ve bunlar elektroforezda farkli mesafelere
yiiriimektedirler. Baz sayisina gére agarozda farkli yerlerde bantlar olusturmaktadirlar.
Jel UV altina incelenmektedir. Ornekten elde edilen DNA bandi, kendi hizasindaki
DNA band: ile kargilagtirilir. Eger bu bant amplifikasyonu hedeflenen DNA segmenti
ile aym biiytikliikte ise 6zgiil amplifikasyon saglanmis demektir, aranan dizi mevcuttur
(20).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 KAN ORNEKLERI

Bu galigmada Bizim-Losemili Cocuklar Vakfi’'nda allojeneik kemik iligi nakli yapilan
78 (49 erkek, 29 kiz ) hastadan alinan EDTA ‘li kan 6rnekleri kullanilmigtir. Hastalarin
32 ‘si AML, 16’s1 Fanconi Aplastik anemisi, 8’i KML, 6’s1 Aplastik anemi,6’s1
Talasemi Major,4’ti ALL, 3’ti MDS, 1’i Orak Hiicreli Anemi,1’i Hodgkin Hastalig1,1’i
Adrenoldkodistrofi tanisi ile takipte idi. Cinsiyet-uygunsuz kemik iligi nakli yapilan 49
hastamin periferik kan &meginde kimerizm FISH yontemiyle Istanbul Tip Fakdiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali FISH Laboratuarinda aym cinsiyetten kemik iligi nakli
yapilan 29 hastanin periferik kan 6meginde kimerizm PCR yOntemi ile Istanbul
Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitlisti Genetik Laboratuarinda galigilda.

3.2 ISTATIKSEL YONTEM

Nakil sonrast kimerizm durumu ile hastamin prognozu arasindaki iligki istatiksel
olarak X2, Kaplan Meier survi ve log-rank testleri ile bilgisayar ortaminda SPSS 8.0
programu kullanilarak degerlendirildi.

3.3 CALISMADA KULLANILAN CIHAZLAR VE MALZEMELER

3.3.1. FISH YONTEMI

'3.3.1.1 Cihazlar
Sale
Lastik yapistiricist
Lam
Lamel
Santrifiij (Heraeus)
Su banyosu (Memmert)
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Etliv (Heraeus)
Derin dondurucu (20 °C)  (Argelik)
Flouresan mikroskobu (Leica, DMLS)
Buzdolab: (Argelik)
Sicak Zemin (Cytocell)
Otomatik Pipet Seti (Eppendorf)
3.3.1.2 Kimyasal Maddeler
Sodyum Kloriir (NaCl) ( Merck)
Potasyum Kloriir (KCl ) (Merck)
Sodyum Hidrojen Fosfat ( Na2HPO4) (Merck)

Potasyum Dihidrojen Fosfat ( KH2PO4) (Merck)

Distile su
Formamid

Etanol

Glasiyal asetik asit
Tween 20

Sodyum Sitrat (C¢ HsNa3zO7)

RNAaz

Siit tozu

(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)

(Merck)
(Oncor)

(Pinar)

3.3.1.3 Calismada Kullamilan Soliisyonlar

1. A )Standart Salin Sitrat ( 20x SSC (pH 7.0)

175,3 gr NaCl
88,23 gr NaSitrat (tri)
1000 ml Distile su.
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B) 0.4 XSSC (Ph7.5)
20 ml 20 x SSC
980 ml Distile su

2. 10x PBS (pH 7.0) (1 litre igin);

NaCl 137 mM 8 gr
KC127 mM 2,01 gr
Na,HPO4 80mM 11,36 gr
KH>PO4 15mM 2,04 gr
DH,0 1000 ml

3. BSA (Bovin Serum Albumin)

4. Formamid

%50 Formamid / 2x SSC pH:7,0 (500 ml)

250 ml Formamid
50 ml 20x SSC
200 ml Distile su

%55 Formamid / 2x SSC pH:7,0 (800 ml)

440 ml Formamid
36 ml 20x SSC
324 ml Distile su



%70 Formamid / 2x SSC pH:7.0 (80 ml)

56 ml Formamid
8 ml 20xSSC
16 ml Distile su

5. Siit Tozu

5 gr Siit tozu + 2x SSC 100 ml iginde eritilidi

6. 4T (4x SSC/Tween 20) pH:7,0 (1000 ml) (X-kromozomu tesbiti i¢in)

20 x SSC 200 mi

Tween 20 0,5 ml (Merck)
Distile su 795 ml

7. Fiksatif

3:1 Metanol / Glasiyal asetik asit
3.3.1.4 Kullanilan problar

1. Prob (a-satellite X-probu; (Oncor)
FITC-Avidin
Anti-avidin (Oncor kit’i iginde)
Avidin (Oncor kit’i i¢inde)
Pl/antifade (Oncor kit’i iginde)

2.CEPX/Y ( Spektrum Orange/Green, Sentromerik Prob X ve Y)
DAPI II ( Kit iginde)
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3.3.1.5 X- kromozumu tesbiti i¢in protokol

Preparat hazirhg

Hastalardan alinan, periferik kandaki mononiiklear hiicreler agirlik gradyeni
santrifligasyon yontemine gore izole edildi. RPMI 1640 ile yikanan hiicreler santrifijj ile
ayrildi. Stipernatant atildiktan sonra resiispanse edilmek {izere hiicrelerin {izerine
hipotonik soliisyon olan KCL ilave edildi. Bu soliisyon iginde, patlatilan hiicreler
santrifijle ayrildi ve sonra taze hazirlanmis metanol-asetik asit karigimi ile fikse

edildikten sonra temizlenmis lam {izerine yayildi.

Preparat 6n yikamasi

Preperat 1X PBS soliisyonunda 30 dakika yikandi

Her preperat igin 1 pl RNAaz + 99ul 2X SSC karigimi hazirlanarak damlatildi.
Uzeri “lamel” ile kapatild: ve 1 saat 37 °C de inkiibe edildi

2x SSC soliisyonunda 3 defa 2 dakika yikandi.

%70, %90, %96 alkol serilerinden gegirildi

A

Probe hazirh

Prob 37°C de 5 dakika 1sitildi.

13000 rpm’de 5-10 saniye santrifiij edildi.

Her bir preperat i¢in, 0,5 ul prob + 9,5 ul hibridizasyon soliisyonu hazirlandi.
70 °C de 5 dakika denatiire edildi.

+4°C de sakland.

N

Preparat denatiirasyonu
1. 70 °C’deki su banyosuna, %70 Formamid / 2 x SSC soliisyonu kondu.

2. Preperat 70°C’de 5 dakika denatiire edildi.
3. -20°Cde alkol serilerinden (%70,%90 ve %100) gegirildi ve kurumaya birakilds.
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Hibridizasyon

Denature edilen prob’dan 10ul alimp, preperat iizerinde hiicrelerin yogun oldugu
bolgeye damlatildi.
Uzeri 24x24 mm’lik lamelle kapatildi.

3. Etrafi yapigkan ile miihiirlendi

37°C’de nemli ortam iginde, biitiin gece 14-16 saat enkiibe edildi.

Posthibridizasyon

ol A

37°C’den slaytlar alind1 ve yapiskan kaldirildi.

42°C’deki su banyosu iginde, 3 ayr1 %55 formamid soliisyonu kondu.
Preperatlar 5° er dakika, 3 kez bu soliisyonlarin i¢inden gegirildi
37°C’deki 2x SSC soliisyonu iginden 3 kez 3 dakika gegirildi.

Stok 2x SSC soliisyonuda 37°C’de birakildi.

5. Odaisisinda 4T i¢inde 3 dakika bekletildi.

10.

11.
12.

13.

Preperat kurumadan, herbirirne 100ul siit tozu soliisyonu damlatildi, lamel ile
kapatild1 ve 20-30 dakika 37°Cde nemli ortamda birakildi.

Oda 1sinda 4T iginde 3 dakika birakildi.

Preperatlara 60 pl FITC (avidin) fluorescene labeled anti-digoxigenin (anti-
digoxigenin FITC) damlatildi, lamelle ortiildii ve 20 dakika 37°C’ye kaldinldi.

Oda 1s1sinda 4T iginde 3 dakika 3 kez yikanda.

60 pl anti-avidine (tavsan anti-koyun antikoru I) damlatilip, lamelle kapatildi ve 20
dakika 37°C’ye kaldirild1.

Oda 1sisinda 4T ile 3 kez 3’er dakika yikandi. ‘

60 pl avidine (fluoresan igaretli, tavsan antikoru II) damlatilip, lamelle kapatildi ve
20 dakika 37 °C’ye kaldirildi.

Oda 1s1sinda 4T iginde 3’er dakika 3 kez yikandi.

14. Preperatlar alkol (%70, %90 ve %100) serilerinden gegirildi.

15.
16.

15l Pi/antifade damlatilip, lamelle kapatildi ve karanhkta saklandi.
15-20 dakika sonra fluoresan mikroskobunda preperatlar incelenebilir hale getirildi.
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3.3.1.6 XveY Kromozom tesbiti icin protokel (CEPX/Y)

Preperat hazirlig1 ve preparat 6n yikamasi X kromozomu tesbiti i¢in bir dnceki boltimde
anlatilan sekildedir.

Probe hazirh@

10p1 prob 73 °C “de 5 dakika denatiire edildi.

Preparat denatiirasyonu

1.73 °C’deki su banyosuna, %70 Formamid / 2 x SSC soliisyonu kondu.
2.Preperat 73 °C “de 5 dakika denatiire edildi.

3. Preparat oda 1s1s1nda(%70,%85,%100 lik etanolde 1 ‘er dakika yikand1
4. 45-50 °C lik hot plate iizerinde 2 dakika Kurutuldu.

Hibridizasyon

1. Denature edilen prob’dan 10pl alimip, preperat {izerinde hiicrelerin yogun oldugu
bolgeye damlatildi.

2. Ugzeri 24x24 mm’lik lamelle kapatildi

3. Etrafi yapigkan ile miihiirlendi

4. 42°C’de nemli ortam iginde, biitiin gece 14-16 saat enkiibe edildi.

Posthibridizasyon

0.4 x SSC solusyonunda 73 ° C’de 2 dakika yikanda.

4 T soltisyonunda 1 dakika yikand1

Havada kurutuldu.

10 pl DAPI II konularak lamelle kapatildi karanlikta sakland:

15-20 dakika sonra fluoresan mikroskobunda preperatlar incelenebilir hale getirildi.

S I
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3.3.2 PCR YONTEMI
3.3.2.1 Cihazlar

Ceker ocak
Otoklav

Tart1

Sogutmal1 Santrifiij
Otomatik Pipet Seti
Masa listii santrifiij
Karistirica

Ph metre
Buzdolab1

Derin Dondurucu
Sicak su banyosu
Mikrodalga firin
Jel tanka

PCR cihaz1 (Perkin-Elmer)
Bilgisayar

U-v

3.3.2.2 Kimyasal Maddeler

Distile su (dH;0)

Amonyum Kloriir ( NH4 Cl)

Potasyum Bikarbonat (KH CO3)

Etilen diamin tetra asetik asit{ EDTA veya Na,EDTA)
Tridroksimetilaminometan (Tris)

Taq Polimeraz ( Boehringer- Mannheim )
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Amonyum Asetat ( NHsAc ; NH4COO")
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Asetik asit ( CH;COOH)

Etil Alkol ( Eth.OH; CH;CH,COOH)
Etidyum Bromid

Sodyum Hidroksit ( NaOH)

Hidroklorik Asit (HCI)

Hidrojen Peroksit ( H,O,)

Sodyum Hipoklorit ( Camagir suyu, Na CIO)

3.3.2.3 Sarf Malzemeleri

500 ml veya 1000 ml ‘lik otaklavlanabilir cam siseler

Otoklav band1

Steril plastik enjektor (10 veya 20 mi’lik)

Enjektor Filtresi

50 mI’lik falkon tiipler

Beyaz,sar1 ve mavi pipet uglan ( DNA z/ RNAz free ,otoklavlanmis)
1.5 mlI’lik eppendorf tlip (( DNA z/ RNAz free ,otoklavlanmig)
Parafilm

Pamuk

Kurutma kagidi

Kagit havlu
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3.3.2.4 Cozeltiler

Eritrosit parcalama cozeltisi ( Lysis Buffer ;LB) ( pH 7.4,25°C)

4.74 gr NH4Cl

1 gr KHCO;s

0.0372 gr Na,EDTA

tartilarak 1 litrelik siseye alindi. Uzerine yaklagik 900 ml distile su eklendi.
Coztindiiriiliip pH 7.4 olacak sekilde HCI katilarak ayarlandi. Hacim 1 itreye distile su
ile tamamlandi. Otoklavlanarak steril hale getirildi.

Ldkosit par¢alama cozeltisi ( White Blood Cell Lysis Buffer ; WBL)

NaCl4 M
NaEDTA 0.5 M
400 ml ¢dzelti igin,
2.34 grNa Cl
3.722 gr (Na;EDTA)
tartild1 .500 ml lik kaba koyuldu. Uzeri 400 m1’ye kadar distile su ile tamamlandi,

¢ozlindlirtildii .Cozelti otklavlanarak sterilize edildi,oda sicakliginda saklandi.

Amonyum asetat ¢ozeltisi (NHyAc)

NHiAc ; 9.5 M Taze olarak hazirlanir. Toksiktir ve otoklavlanmaz. Filtreden gegirilerek

sterilize edilir. +4 °C de buzdolabinda saklanr.
100-ml ¢6zelti igin
73.226 gr NHyAc tartildi. Uzeri 100 ml distile suya tamamnlandi.

%10 SDS (Sodyum dodesil siilfat ) ¢izeltisi

10 gr SDS ¢ift distile ve steril H,0 ile ¢6ziindiiriiltir. 100 ml’ye tamamlanir. Filtre

edilerek sterilize edilir.

74



TE Cozeltisi ( pH 8.0, 25 °C)

Tris 100 mM
Na;EDTA 10 mM

20 ml TE ¢ozeltisi igin

0.02422 gr Tris,

0.007444 gr Na,EDTA

tartildi. 15 ml’ye distile su ile tamamland: .pH 8.0’a ayarlandi. Hacim 20 ml’ye distile
su ile tamamland. Filtreden gecirilerek sterilize edildi.

3.3.2.5 Kullanilan VNTR alelleri ( Genomed Ltd)

APOB (Apolipoprotein B)

Apolipoprotein geni 42 kb.uzunlugunda ve 2.kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir.
Apolipoprotein B geninin 3’ucunda AT zengin VNTR bolgesi bulunmaktadir. 30 bg ya
da birbirini izleyen iki 15 bg. Uzunlugunda 12 alele sahiptir Alelik {iriinlerin boylar
570-900 bg arasindadir.

Primer dizesi;
5 AT gAA Acg gAg AAA TTA Tg 3
5 CCT TCT CAC TTg gCA AAT AC 3

10 pg-100 ng DNA

D1S80 LOKUSU

1.kromozom {izerinde bulunan bir VNTR lokusudur. 16 be.lik tekrarlardan olusan 15
alel tespit edilmigtir. Alelik tirlinlerin boylar1 430-750 bg.arasindadir.
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Primer dizesi;

5 gAA ACT ggC CTC CAA ACA CTg CCC gCC g 3
5 gITC TTg TTIg gAg ATg CAC gIg CCC CTIT gC 3
PAH

12 . kromozom iizerinde 2-60 niikleotid uzunlugunda ve bu lokusdaki allelerin tekrar
say1s1 2 ile 40 bg arasinda degigebilir.

Primer dizesi;
5 gCT TgA AAC TTg AAA gIT gC 3

5 ggA ACC TTA AgA ATC CCA TC 3

3.3.2.6 Periferik kan’dan DNA izolasyonu

1. Periferik kan 10 ml falkon tiipiine aktarildi lizerine 1:3 oraninda lizis tampon (30
ml) eklendi, +4 derecede 15 dk. Rotorda gevrildi.

2. Rotor’dan alian 6rnekler, +4 derecede 10 dk, 1500 rpm’de santrifuj edildi.

3. Siipernatant atildi. Pelet tamamen siispanse edildi. Uzerine 15-20 ml Lysis buffer
eklenerek +4 derecede 10 dk, 1500 rpm, de santrifiij edildi.

4. Sitpernatant atilidi. Pelet tamamen siispanse edildi. Eger deneye devam edilmeyecek
ise bu asamada Ornekler —70 derecede uzun siire saklanabilir. Caligmaya devam
ediliyorsa siispanse olmus rnege %10°luk SDS’ten 500 pl, 50 pul proteinaz K ve 9.4 ml
WBL eklenerek 56 derecede bir gece inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonras: her bir mililitre soliisyon bagina 0.37 ml 9.5 M NH,Ac. eklendi
(10 ml 6rnek i¢in 3.7 ml 9.5M NH4Ac) Iyice kanstmldlktan sonra oda 1sisinda, 25 dk, .
3000 rpm’de santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii.

6. Coken kismin yerinden oynatilmamasina dikkat ederek siipernatant temiz bir Falkon
tiipe aktarildi.

7. Siipernatant’in {izerine 1:2 oraninda olacak sekilde %99°luk absolii alkol eklenerck
DNA’nin ¢6kmesi saglandi. DNA tiiptin yukarisina ulasana kadar beklendi.
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8. Yiizeye ulasan DNA, mikropipet ucu ile avlanarak 5 ml, %70’lik alkol iginde

yikandi.
9. Cikartilan DNA’nin biiylikliigti oraninda Eppendorf tiiplere TE tampon eklendi ve

DNA Eppendorf tiipe aktarildi. 1 saat 56 derecede sicak zeminde, ya da oda 1sisinda bir
gece bekletilerek DNA tamamen soliisyona gegirildi.
10. Tamamen soliisyona gecen DNA +4 derecede saklandi.

3.3.2.7 PCR reaksiyonu icin

100 wl lik reaksiyon icin

1. dH,O ( Dnaz- RNAz yoksun) 71 ul x
2.10 x PCR Tampon 10 pl x
3.dNTP (200 uM her bir nukleotidden) 8ulx
4 Mg Cl, (5 mM) 6 ul x
5. Primer F (10 pmol) 2ulx
6.Primer R ( 10 pmol ) 2ulx
7. Taq polimeraz ( MBI) I1x

Yukaridaki reaktifler karigtirtlip her bir PCR tiiptine 49 pl dagitildi. Karisim {izerine
200 ng /ul DNA &rneginden eklendi. Asagidaki PCR cihazi 1s1 kosullar: her bir bélge

icin uygulandi.
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3.3.2.8 PCR 1s1 kosullan

APOB (Apolipoprotein B)
1.5 mM MgClh,

1 pg her primerden

200 uM her ANTP’den

1.25 U Taq polimeraz

10 pg-100 ng DNA

94 °C 1 dakika, 60 ° C 6 dakika , 32 dongii olacak sekilde
D1S80 LOKUSU

1.5 mM MgCl,

1 uM her primerden

200 uM her dNTP’den

2.5 U Taq polimeraz
10 pg-100 ng DNA

95%C 1 dakika, 65°C 1 dakika, 70°C 8 dak, 30 dongii olacak sekilde

PAH (Fenil Alanin Hidroksilaz)

1.5 mM MgCl,

1 uM her primerden

200 uM her dNTP’den

2.5 U Taq polimeraz

10 pg-100 ng DNA

94°C de 1 dakika, 55°C de 1 dakika , 72°C de 8 dakika , 35 dongii olacak sekilde
cogaltildi.

PAH, D1S80, Apo-B lokuslarimin amplifikasyonundan sonra 20 pl 6rnek hacimi %2
lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutuldu.
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3.3.2.9 Agaroz jelin hazirlanmasi

1.

1 gram agaroz aliminyum folyo ya da temiz bir kagit tizerinde tartilip dereceli
kaba kondu. TAE (Tris Asetik asit EDTA) tamponu ile 50 m1’ye tamamland:.
Mikrodalga firin i¢inde karigim kaynatildi.

3. Agarozun tamamen eridigine emin olunduktan sonra karisim geker ocak

igerisinde manyetik karistiric {izerine konularak 40° C ‘ye kadar sogutuldu.
Ceker ocak igerisinde soguyan karisima etidyum bromid soulusyonu eklendi.

( Etidyum bromid DNAve RNA’ya baglanarak UV altinda parlak floresan 1g1ma
yapan bir boyadir.)

Iyice kangtirilan agaroz ¢6zeltisi jel kabina dokiildii ve tamamen donmasi
beklendi.

Jel tankindaki tarak dikkatli bir sekilde gikartildi. DNA yiiklenecek olan kuyular
negatif kutba yakin olacak sekilde tankin igerisine yerlestirildi. Kuyular kontrol
edildi, i¢lerinde jel parcalar1 ya da herhangi bir partikiil varsa uzaklagtirildi.

Bir parga parafilm kesilerek masaya kondu. Uzerine her &rnek igin 1:6 oraninda
gliserollii yiikleme tamponu ( LB ) eklendi.

Ttim 6nekler yiiklendikten sonra ( KIT 6ncesi alici,verici ve KIT sonrasi alic1 )
tankin kapag kapatildi ve elektrik yonii negatiften pozitife olacak sekilde akim
uygulanmaya bagland1 ( Kuyularin oldugu taraf herzaman negatiftir).

Ornekler uygun ¢6ziintirltige ulagana kadar jel igerisinde yiiriitiildii ve agaroz jel
elektroforezi tamamlanda.

10. UV altinda &rneklerin genotiplemeleri yapildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizda allojeneik kemik iligi nakli uygulanan 78 ¢ocukta kimerizm tayin
edilmigtir. FISH yontemi ile cinsiyet farklthg1 olan 49 (%62.8) hasta ve PCR yontemi
kullamlarak DNA VNTR gen polimorfizmleri ile cinsiyet farkliligi olmayan 29 (%37.2)
hastada  kemik iligi nakli sonrasi kimerizm periferik kanda incelenmigtir. Iki grupta
cins, yag, hastalik, hazirhk rejimi agisindan fark yoktur. Hastalarin takip siiresi ortalama

76.71 + 6.2 aydir. Caligmaya ahinan hastalarm 6zellikleri tablo 16° da gosterilmistir.
TABLO 16 : Kimerizm tayini yapilan hasta grubunun ézeHikleri

Hasta Karakteristikleri n %
HASTA 78 100
FISH 49 62.8
PCR 29 372
Cins(K/E),Yas 29 /49 9.4 +32yil 372/62.8
Hastaliklar
AML 32 41
FAA 16 20
KML 8 10
SAA 6 8
ALL 4 5
MDS 3 4
T.Major 6 8
Hodgkin Hastalig: 1 1.3
Adrenoltkodistrofi 1 1.3
Orak Hiicreli Anemi 1 1.3
Hazirlik Rejimi
Kemoterapi 61 78.2
TBI igeren rejim 17 21.8
GvHH 22 282
Kimerizm - ~
Tam Kimerizm (CC) 47 60
Miks Kimerizm (MC) 31 40
Verici /Alc1 Cins
Kiz- Erkek 32 41
Erkek- K1z 17 218
Kiz- Kiz 11 14.1
Erkek - Erkek 18 23.1
Relaps 21 269
Sag Kalim 55 71
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o Hastalarn kullamlan yéntemlere gore 6zellikleri ise tablo 17 de gosterilmistir.

TABLO 17 : Kimerizm tayini yapilan hastalarm kullamlan tekniklere gore

ozellikleri

Parametreler

FISH
n:49

PCR
n:29

Cins (K/E)

Yas (1)

Hastahk

AML

FAA

KML

SAA

ALL

MDS

Thalassemi Major
Orak Hiicreli Anemi
Hodgkin

ALD

Hazirhk Rejimi

Kemoterapi

TBI igeren rejim

GvHH

s

Kimerizm Durumu
Miks Kimerizm (MC)
Tam Kimerizm (CC)

Relaps
Sag Kahm
Takip Siiresi

18/31

121434

18

I 1 AN W WKW

37

12

16(%28.5)

25
24

10
34 (%69)
77.69 +7.4 ay

11/18

9.51+4.02

S

L e T e T e e LY T

24

6(%17)

6
23

11
21 (%72)

75.82 +8.8 ay

LT ev i e

071

i

L URSERDERETY Sy

K& ‘f ‘r 7
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e Tablo 18 de her iki yontem ile tam kimerizm ya da miks kimerizm saptanan

olgularin 6zellikleri yer almugtir.

TABLO 18 :Kimerizm Tayini sonucuna gire tam kimerizm ve miks kimerizm

saptanan hastalar &zellikleri

Parametreler Tam Kimerizm Miks Kimerizm
n:47 n:31

FISH 24 25

PCR 23 6

Cins (K/E) 21 /26 71/24

Yas (yil) 107+23 8.6+3.7

Hastahk

AML 15 17

FAA 10 6

KML 8 0

SAA 5 1

ALL 1 3

MDS 3 0

Thalassemi Major 4 3

Orak Hiicreli Anemi 0 1

Hodgkin 0 1

ALD 1 0

Hazirhik Rejimi

Kemoterapi 40 27

TBI iceren rejim 7 4

GvHH 20 2

Relaps 7 14

Sag Kahm %72 %68

Takip Siiresi 78.12+6.1 76.5+42
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Tablo 19 ve 20 ‘de yontemlere gére kimerizm tayin edilen vakalarin tim ozellikleri

gosterilmigtir.
Tablo 19 : FISH analizi ile kimerizm tayin edilen grup
Sira| Adi Yas |Cins { Hasta | Hazirhk Cins | GvHH | Kimerizm | Kimerizm |Kimerizm { Relaps | Sonu¢ Sag
Ne | Soyads ik rejimi Veri | Evre <3 ay >3ay Kahm
ci % dondr % dondr ay
1]EX 12 |K SAA Bu-Cy-TLI |E Yok CC 93 99 Yok Yagiyor | 109
2]S.P 14 |K AML Bu-Cy E v CC 98 - Yok Ex 2
3|MT 14 |E AML Bu-Cy K Yok CC 100 60 Var Ex 6
4|8.T 10 B AML BuCy K Yok MC 70 63 Yok Yasiyor | 69
518.C 5 K AML Bu-Cy E Yok MC 70 80 Var Yaswyor | 74
6|D.C 9 K KML Cy-TBI E Yok CC 98 68 Var Ex 36
7]E.B 6 K SAA Bu-Cy-TLI |E Yok CC 98 96 Yok Yagiyor | 62
8{B.C 9 E AML BuCy K Yok MC 87 99 Var Yasiyor |64
9{S.T 7 E FAA Bu-Cy K il CC 98 100 Yok Yasiyor |91
10| AD 2 K Th.M Bu-Cy E Yok CcC 97 96 Yok Yagqiyor |57
11]S.A 16 |K SAA Bu Cy E i cC 96 - Yok Ex 3
12{YX 7 E FAA Bu-Cy-ATG |K i} MC 82 88 Yok Yagiyor |48
13|EY 5 E Th.M Bu-Cy K Yok MC 75 otolog Var Yagiyor | 58
14] A0 5 E AML Bu-Cy K Yok MC 89 91 Yok Yagiyor |54
15|RK 16 |E ALL Cy-VP- K Yok MC 85 922 Yok Yagiyor |53
16TBL
16| E.G 9 E AML Bu-Cy K Yok MC 30 96 Yok Yasiyor |52
17]8.8 9 E AML Bu-Cy K Yok MC 89 85 Var Ex 6
18| N.Y 7 E FAA Bu-Cy-ATG |K Yok MC 88 94 Yok Yagiyor |48
19| MK 19 |E ALL CyVvPi6 K Yok cC 95 97 Yok Yagiyor |48
TBI
20|00 16 |K AML Bu-Cy E 7Yayg | CC 95 98 Yok Ex 13
mn
21]AME |9 E AML Bu-Cy E Yok MC 92 94 Var Ex 8
22|U.T 2 E Hodgkin | BEAM K Yok MC 86 2 Var Ex 6
23| HB 9 K FAA Bu-Cy-ATG |E Yok MC 54 otolog - Var Ex 2
24|R.C 9 E KML Bu-Cy K il CC 97 - Yok Ex 2
25]CS 2 E SAA Bu-Cy K Yok CC 93 97 Yok Yasiyor |40
26| MAK |16 |E AML Bu-Cy K Yok MC 93 - Yok Ex 4
27188 14 K KML Bu-Cy E Yok CC 84 97 Yok Yagiyor |40
28{ G.E 5 K FAA Bu-Cy E m CcC 98 - Yok Ex 38
291FK 16 |E AML Bu-Cy K Yok MC 92 94 Yok Yagiyor |38
30| T.C 4 E ThM Bu-Cy-ATG | K I CC 94 100 yok Yasiyor | 36
31|KP 14 |K FAA Bu-Cy E Yok MC 87 63 Yok Yastyor | 83
21ZA 8 E AML Bu-Cy K Yok MC 82 78 Var Ex 6
33|NK 8 K AML Bu-Cy E Yok MC 91 63 Var Ex 6
34|{SB 5 E AML Bu-Cy K Yok MC 76 95 Yok Yasiyor | 34
35]0.D 7 E AML Bu-Cy K Yok MC 84 90 Yok Yasiyor |31
36]GB 8 K ALL BuVP16- E Yok MC 96 92 Yok Yagiyor |29
TBI
37|E1 9 E FAA Bu-Cy K Yok MC 95 94 Yok Yasiyor | 84
38[AS 8 E FAA Bu-Cy-ATG |K Yok CC 97 100 Yok Yagiyor |24
39|FA 7 E FAA Bu-Cy-ATG [K W/ Yayg | CC 98 97 Yok Ex 23
40| HB.G |8 K MDS Bu-Cy-Melp |E o CC 98 98 Yok Yagiyor |23
411UD 9 E Th.M Bu-Cy-ATG |K i CcC 96 98 Yok Yasiyor {24
£21H0 10 |{E MDS Bu-Cy-Melp | K Yok CC 98 98 Yok Yastyor |22
43| V.B 8 K FAA Bu-Cy-ATG {E Yok MC 96 96 Yok Yagiyor |12
44172.0 10 K ThM Bu-Cy-ATG | E Yok MC 65 65 Yok Yagiyor |13
45| N.C 10 |E FAA Bu-Cy K [Limitli | CC 98 100 Yok Yagiyor |12
46| S.A 14 |E AML Bu-Cy K Yok CC 99 99 Yok Yagiyor |8
4710.Y 7 E FAA Bu-Cy-ATG |K )i CC 98 98 Yok vagtyor |7
48 |B.S 16 |E SAA Bu-Cy-ATG | K Yok MC 76 78 Yok Yagiyor | 6
49| G.E 9 E AML Bu-Cy K I CcC 98 - Yok Yasiyor |3
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Tablo 20 _: PCR analizi ile kimerizm tayin edilen grup

Sira | Ad Yas | Cins |Hastalk {Hazulk |[Cins |GvHH [Kimerizm |Kimerizm |Relaps |Sonug |[Sag
No | Soyads rejimi Verici | Evre <3ay > 3ay Kalim
A/K ay
110K |4 |E |AML |BuCy- |E Yok CC CcC Yok |Yasiyor|113
2IMY (4 {(E |AML |[BuCy |E Yok CC CC Var | Yagtyor | 102
3] FM |10 |[E [AML |Bu-Cy (E Yok MC MC Var |Ex 8
4|BT |4 |K |AML |BuCy (K II/Sinul {CC CC Yok |Yagtyor |92
1
5|S.A 11 |[K |AML |BuCy |K Yok CC CC Yok | Yagiyor [91
6{E.S 18 {E |KML |BuCy |E 111 CC CC Var |Ex 13
7/MB |12 |E |AML [Bu-Cy |E Yok CC CC Yok | Yagtyor |66
8§ MC |12 |E |KML |BuCy- |E Yok CC CC yok | Yagiyor | 66
91E.K 10 |E AML |BuCy |E Yok CC CC Yok | Yasiyor|63
10|1U 14 |[E |ALL |BuVPlé6 |E Yok |CC MC Yok |Yagsiyor |61
TBI
11/ YEG (9 |E |AML |BuCy |[E Yok CC MC Var | Yagtyor | 60
12[HO |9 |K |AML |BuCy |K Yok |CC CcC Yok | Yagiyor |58
13]JAME |7 |E |AML |BuCy |E Yok CC CcC Var |Ex 8
14]AK |6 |[K |AML |BuCy |[K Yok CC CC Yok | Yasiyor {47
15{GK |17 |E [MDS |BuCy- |E II/Yayg | CC - Yok |[Ex 3
Melp n
16/0D |8 |K |KML |BuCy- |K Yok |[CC CC Var |Ex 36
17|T A |17 |[E |AML |BuCy- |E v/ CC MC Var |Ex 4
Yaygin
18fNK (8 (K |AML [Bu-Cy- [K Yok CC MC Var |Ex 8
19|{E.E 12 [K [(KML |BuCy- [|K Yok |CC Otolog Var | Yagyor |30
20[S.G 10 |[E |AML |BuCy- [(E Yok CC - Yok |Yagyor |8
21|BY |6 |K |FAA |BuCy- |K Yok |CC CC Yok |Yagtyor|11
ATG
22\HB |6 |E |[FAA |BuCy- |E Yok CC CcC Yok | Yagiyor |25
ATG
23|B.C 5 E OHA |Bu-Cy E Yok MC Otolog Var Yagtyor |61
24lED |7 |E |[ALD |BuCy |[E Yok CC CcC Yok |Yagyor |12
25|G.G |12 |[K |{ThM |Bu-Cy- |K Yok CC CC Yok |yagsiyor |37
ATG
26|Z.S 9 |K |FAA |BuCy- |K Yok CcC CC Yok | Yagtyor |66
ATG
27|S.D 14 |E |[SAA |[BuCy |[E Yok CC CC Yok | Yagyor |99
28|E.B 8 |K |FAA |BuCy |K 1] CcC CC Yok |Ex 12
29IME |12 |[E |KML |BuCy |E Yok [CC CC Yok |Yagiyor |6
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Hastalik grubuna gére hastalarin 6zellikleri malign hastaliklar i¢in tabo 21 ve 22

‘de yer almugtr.

Tablo 21 : Malign hastaliklar grubu / FISH

Hasta | Sira No | Adx Yag | Cins | Hasta | Hamrbk | GvHH | Kimerizm | Kimerizm | Kimerizm | Relaps | Sonug Sag
No Soyadi hk rejimi Evre <3ay >3ay Kalim
% donir % dondr
ay
2 1. I8P 14 |K AML |Buly |IV CC 98 - Yok Ex 2
3 2. IMT |14 |E AML |BuCy |Yok CcC 100 60 Var Ex 6
4 3. |ST 10 |E AML |Bu-Cy |Yok MC 70 63 Yok Yagiyor |69
5 4. |8.C 5 K AML |Bu-Cy |Yok MC 70 80 Var Yagryor | 74
6 5. ID¢ |9 K KML |Cy-TBI | Yok CC 98 68 Var Ex 36
8 6. |B.C 9 E AML |BuCy |Yok MC 87 99 Var Yagiyor |64
14 7. 1AO0 |5 E AML |BuCy |Yok MC 89 91 Yok Yagiyor |54
15 8 |JRK |16 {E ALL | Cy-VP- | Yok MC 85 92 Yok Yagiyor |53
16TBI
16 9. |[EG |9 E AML |Bu-Cy [Yok MC 80 96 Yok Yagiyor |52
17 10.|S.8 9 E AML |BuCy | Yok MC 89 85 Var Ex 6
19 11.JMK {19 |E ALL |CyVPI6 | Yok CcC 95 97 Yok Yagiyor |48
TBI
20 12./00 |16 |K AML |BuCy |IfYayg [CC 95 98 Yok Ex 13
n
21 13. |AME |9 E AML |BuCy |Yok MC 92 94 Var Ex 8
22 14.10T |2 E Hodg |BEAM | Yok MC 86 72 Var Ex 6
kin
24 15. |R.C 9 E KML |BuCy |II CcC 97 - Yok Ex 2
26 16. | MAK |16 |E AML |BuCy | Yok MC 93 - Yok Ex 4
27 17.|8.8 4 |K KML |BuCy |Yok CcC 84 97 Yok Yagiyor |40
29 18. [FK 16 |E AML |BuCy |Yok MC 92 94 Yok Yagiyor |38
32 19. [ZA |8 E AML |Bu-Cy |Yok MC 82 78 Var Ex 6
33 20. [NK |8 K AML |BuCy |Yok MC 91 63 Var Ex 6
34 21.{SB 5 E AML {BuCy |Yok MC 76 95 Yok Yagiyor |34
35 22.10D |7 E AML [BuCy |Yok MC 84 90 Yok Yasiyor |31
36 23.1GB |8 K ALL |BuVP16 | Yok MC 96 92 Yok Yagiyor |29
TBI
40 24. |HB.G |8 K MDS |BuCy- I cC 98 98 Yok Yagiyor |23
Melp
42 25.|HO |10 |[E MDS }|BuCy- |Yok cc 98 9% Yok Yagiyor |22
Melp
49 26. {G.E 9 E AML |Bu-Cy |I CcC 98 - Yok Yagiyor |3
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Tablo 22 : Malign hastalik grubu / PCR

Hasta|Sira |Adi Yas |Cins | Hastabk | Hazirhk |GvHH |Kimerizm | Kimerizm | Relaps | Sonu¢ | Sag
No|No |Soyad: rejimi Evre A/K | <3ay > 3ay Kalim
ay
1 270K |4 |E |AML |Bu-Cy- |Yok CC CC Yok |Yagiyor [113
2 28 MY 4 E |AML |Bu-Cy |Yok CC CC Var |Yagiyor | 102
3 29 F M 10 |[E |AML |Bu-Cy |Yok MC MC Var |Ex 8
4 30|B.T 4 |K [AML |Bu-Cy |[HI/Smrh |CC CC Yok |Yagyor |92
5 31|S.A 11 |[K |AML |[Bu-Cy |Yok CC CC Yok |Yagiyor [91
6 32/E.S 18 (E |KML |Bu-Cy I CC CC Var |Ex 13
7 33lM.B 12 |[E |AML |[Bu-Cy |Yok CC CC Yok |Yagiyor |66
8 34 M.C 12 |E |KML [Bu-Cy- |Yok CC CC yok | Yasiyor |66
9 35|F.K 10 |[E |AML [Bu-Cy |Yok CC CC Yok |Yagiyor |63
10 361U 14 |E |ALL [BuVP16|Yok CC MC Yok |Yagyor |61
TBI
11 37YEG |9 |E |AML |Bu-Cy [Yok CcC MC Var | Yastyor |60
12 381H.O 9 |K |AML |Bu-Cy [Yok CC CcC Yok |Yagyor |58
13 39AME |7 |E |AML |Bu-Cy |Yok CC CcC Var |Ex 8
14 40|AK 6 |K |AML |Bu-Cy |Yok CC CC Yok | Yastyor |47
15| 41J/GK |17 |E |MDS |Bu-Cy- |I/Yayg |CC - Yok |Ex 3
Melp n
16 420D 8 |K |KML (Bu-Cy- |Yok CcC CC Var |Ex 36
17 431 T.A 17 |E AML (Bu-Cy- |1/ CC MC Var |Ex 4
Yaygin
18 44NK 8 K |AML [Bu-Cy- |Yok CC MC Var |Ex 8
19 45(E.E 12 | K |KML |[Bu-Cy- |Yok CC Otolog |Var |Yagsiyor |30
20 46| S.G 10 |[E |AML |Bu-Cy- |Yok Non - Yok |Yastyor |8
info.
29 471M.E 12 {E |KML [Bu-Cy |Yok CC CC Yok |Yagyor [6

e Tablo 23 ve 24 de tam kimerizm geligen hastalarin FISH ve PCR sonuglarina
gore detaylan sunulmustur..
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Tablo 23 : FISH analizi ile kimerizm tayin edilen grup /tam kimerizm

Hasta | Sira | Ady Yas |Cins |Hasta |Hazirbk GvHH | Kimerizm | Kimerizm | Kimerizm | Relaps | Sonu¢ | Sa5
No | No Soyadi hk rejimi Evre <3ay %> 3ay% Kal
dondr dondr
ay
i 1{EI 12 K SAA  [BuCy-TLI {Yok (CC 93 99 Yok | Yagziyor | 109
2 2]8P 14 |K AML _|BuCy v cC 98 - Yok |Ex 2
3 3]JMT |14 |E AML | BuCy Yok [CC 100 60 Var Ex 6
6 41D.¢ 9 K KML __| Cy-TBI Yok [CC % 68 Var Ex 36
7 5|EB 6 K SAA _ [BuCy-TLI |Yok |CC 98 96 Yok | Yamiyor |62
9 648.T 7 E FAA [BuCy m cC 98 100 Yok | Yagryor |91
10 71AD |2 K Th.M | BuCy Yok [CC 97 96 Yok | Yasiyor {57
11 8/S.A 16 [K SAA  [BuCy I cC 96 - Yok |Ex 3
19 9IMK 19 |E ALL _|CyVPIGTBI | Yok |CC 95 97 Yok | Yamyor |48
20 1 U.0 16 |K AML | Bu-Cy I/Yayg | CC 95 98 Yok |[Ex 13
m
24 1|R.C 9 E KML  [BuCy i1 CC 97 - Yok |Ex 2
25 131CS 2 E SAA | BuCy Yok cC 93 97 Yok | Yagryor |40
27 1188 14 K KML | Bu-Cy Yok 1CC 84 97 Yok | Yagiyor |40
28 1{G.E 5 K FAA |BoCy m CC 98 - Yok |Ex 38
30 HrTC 4 E ThM [Bu-Cy-ATG [T CcC 94 100 yok Yagiyor | 36
38 14 AS 8 E FAA [BuCy-ATG Yok |CC 97 100 Yok | Yagyor |24
39 11FA 7 E FAA |Bu-Cy-ATG |IV cC 98 97 Yok |Ex 23
Yaygin _
40 1§HB.G (8 K MDS |BuCy-Melp | CC 98 98 Yok Yagiyor {23
41 1{uUD 9 E ThM |BuCy-ATG |II cC 96 98 Yok Yagryor |24
42 2(HO 10 |E MDS |[BuCyMelp | Yok [CC 98 98 Yok | Yagiyor |22
45 2]N.C 10 |{E FAA |BuCy /Limitli { CC 98 100 Yok | Yasiyor |12
46 21S.A 14 E AML | Bu-Cy Yok CC 99 99 Yok Yagiyor |8
47 210 |7 E FAA |BuCy-ATG |I CcC 98 98 Yok [yastyor |7
49 2{G.E 9 E AML | BuCy I cc 98 - Yok | Yagiyor |3
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Tablo 24 : PCR analizi ile kimerizm tayin edilen grup / tam kimerizm

Hasta | Sira No | Adi Yas [Cins |Hastalik | Hazithk | GvHH | Kimerizm | Kimerizm | Relaps | Sonug Sag
No Soyada rejimi | Evre <3ay > 3ay Kalim
AK ay
1 25.]0.K |4 |E AML |BuCy- [Yok {CC CC Yok |Yagtyor {113
2 26. | MY |4 |E AML |BuCy |Yok |[CC CC Var | Yagtyor {102
4 27. |B.T 4 (K AML |Bu-Cy |II/Smr |CC CC Yok |Yagtyor |92
h
5 28. [S.A 11 |K AML [Bu-Cy |Yok |CC CC Yok | Yastyor |91
6 29. |E.S 18 |E KML (Bu-Cy |III CC CC Var |Ex 13
7 30. ] MB |12 |E AML |Bu-Cy |Yok |CC CC Yok | Yagiyor | 66
8 31. (MC |12 |E KML |Bu- Yok [(CC CcC yok | Yagtyor | 66
Cy-
9 32. |[FK 10 |E AML |[Bu-Cy |Yok [CC CC Yok |Yagiyor |63
12 33.{HO |9 |K AML |Bu-Cy [Yok |CC CC Yok |Yagtyor |58
13 34. | AME |7 |E AML |[Bu-Cy |Yok |CC CC Var |Ex 8
14 35. |]AK |6 |[K AML |{BuCy |Yok |CC CC Yok | Yagiyor |47
15 36. |GK 17 |E MDS |{Bu-Cy |II/Yay |CC - Yok |Ex 3
Melp |gm
16 37./0D |8 |K KML |Bu-Cy {Yok |CC CC Var |Ex 36
19 38. |E.E 12 |K KML |[Bu-Cy |Yok [CC Otolog |Var |Yagiyor |30
20 39. |S.G 10 {E AML |[Bu-Cy | Yok [Non_ inof |- Yok |Yastyor |8
or
matif
21 40. [BY |6 |[K FAA |[BuCy- {Yok |CC CcC Yok |Yasiyor |11
ATG
22 41. |H.B 6 E FAA |Bu- Yok |[CC CC Yok |Yastyor |25
Cy-
ATG
24 42. |ED 7 |E ALD |Bu-Cy |Yok [CC CC Yok |Yasiyor |12
25 43. |G.G 12 K ThM |BuCy- |Yok [CC CC Yok |yastyor |37
ATG
26 44 1Z.S 9 |K FAA |BuCy- |Yok |CC CC Yok |Yagiyor | 66
ATG
27 45. |S.D 14 |E SAA |[Bu-Cy |Yok |CC CC Yok | Yagyor |99
28 46. |EB 8 |K FAA |Bu-Cy |II CC CC Yok |Ex 12
29 47. |IM.E 12 {E KML |Bu-Cy |Yok |CC CC Yok |Yagyor |6
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Tablo 25: FISH analizi ile kimerizm tayin edilen grup / miks kimerizm

e Miks kimerizm gozlenen hastalarin tayin yontemine gore dzellikleri tablo 25 ve
26°da yer almistr.

Hasta | Swra | Adr Yas | Cins [Hast |Hazwhk |GvHH |Kimeriz |Kimeriz |Kimeriz | Relap | Sonug Sag
No|No |Soyad a rejimi Evre |m m m s Kalhm
hk <3 ay %|> 3ay% ay
denir dondr
4 1.{S8.T 10 |E AML | Bu-Cy Yok [MC 70 63 Yok | Yagiyor |69
5 2|8.C 5 K |AML |Bu-Cy Yok (MC 70 80 Var | Yagiyor |74
8 3.[B.C 9 E AML | Bu-Cy Yok [MC 87 99 Var | Yagiyor |64
12 4]YK 7 E FAA |Bu-Cy- I MC 82 88 Yok | Yagiyor |48
ATG
13 5\EY 5 E ThM | Bu-Cy Yok {MC 75 otolog Var | Yagiyor |58
14 6]A.0 5 E AML | Bu-Cy Yok |[MC 89 91 Yok | Yagiyor |54
15 7{RK 16 |E ALL |Cy-VP- |Yok [MC 85 92 Yok | Yagwyor |53
16TBI
16 8.|E.G 9 E AML | Bu-Cy Yok |MC 80 96 Yok | Yagiyor |52
17 9.[8,8 9 E AML | Bu-Cy Yok [MC 89 85 Var |Ex 6
18 IgNY 7 E FAA |Bu-Cy- [Yok [MC 88 94 Yok | Yagmiyor |48
ATG
21 1JAME |9 E AML | Bu-Cy Yok |[MC 92 94 Var {Ex 8
22 130T 2 E Hodg {BEAM |Yok [MC 86 72 Var |Ex 6
kin
23 13HB 9 K |FAA |BuCy- |[Yok |MC 54 otolog- |Var [Ex 2
ATG
26 14MAK |16 |E AML | Bu-Cy Yok |MC 93 - Yok |Ex 4
29 1§FK 16 |E AML | Bu-Cy Yok |[MC 92 94 Yok | Yagiyor |38
31 1dK.P 14 |K |FAA |BuCy Yok |MC 87 63 Yok | Yagiyor |83
32 11Z.A 8 E AML |Bu-Cy Yok [MC 82 78 Var |Ex 6
33 1§ NK 8 K [AML |Bu-Cy Yok |[MC 91 63 Var |Ex 6
34 14SB 5 E AML | Bu-Cy Yok |[MC 76 95 Yok | Yagiyor |34
35 20 0.D 7 IE AML | Bu-Cy Yok [MC 84 90 Yok | Yastyor |31
36 21GB 8 K |ALL |BuVP16 [Yok |MC 9 92 Yok | Yastyor {29
TBI
37 2]1EI 9 "|E~ |FAA [Bu-Cy Yok [MC 95 94 Yok | Yagiyor |84
43 23VB 8 K |JFAA |BuCy- |Yok [MC 96 96 Yok | Yagiyor |12
ATG
44 247.0 10 |[K |ThM |BuCy- |Yok |MC 65 65 Yok |Yagiyor |13
ATG
48 23B.S 16 {E SAA |Bu-Cy- |[Yok |MC 76 78 Yok |Yagiyor |6
ATG

89




Tablo 26 : PCR analizi ile kimerizm tayin edilen grup miks kimerizm

Sira No | Ads Yas |Cins |Hastalk [Hazichk |[Cins |GvHH | Kimerizm |Kimerizm | Relaps | Sonug Sag
Soyadi rejimi | Verici [Evre  |<3ay |>3 Kalim
A/K ay
3|FM 10 {E AML |[Bu-Cy |E Yok MC MC Var |Ex 8
10(1U 14 |E ALL |[BuVPl16 |E Yok CC MC Yok |Yagiyor |61
TBI
11{YEG |9 |E AML ([Bu-Cy |(E Yok CC MC Var |Yagiyor |60
17|T.A 17 |E AML (Bu-Cy- |E I/ CC MC Var |Ex 4
Yaygin
I8INK 8 |K |AML |Bu-Cy- |K Yok CcC MC Var |Ex 8
23|B.C S |E OHA |Bu-Cy |E Yok MC Otolog | Var |Yagsiyor |61
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Vericl
nge kan

Sekil 2 : PCR ile VNTR analizlerinden PAH aleli kullanarak tesbit edilen bir tam
kimerizm vakasi

Sekil 2 de goriildiigii gibi transplantasyon sonrast alici ile verici PAH lokusu
agisindan ayndir.
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Sekil 3 : FISH yontemi ile X’e 6zgii prob kullamilarak bir erkek olguda nakil
sonrasi gosterilen bir tam kimerizm durumu

Nakil sonrasi tiim hiicrelerde 2 sinyal (XX) gézlenmektedir.
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Sekil 4 : FISH yontemi ile X ve Y’e ozgii prob kullamlarak bir kiz olguda
gosterilen tam kimerizm X= turuncu Y = yesil

Sekil 4 “de sirastyla X/Y’e uygun prob kullanilarak yapilan kiz olguda FISH
caligmalarinda tam kimerizm tesbit edilmistir.
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FISH analizinde %97 ve iizeri donér hiicresi bulunmasi tam kimerizm, %97 den
az bulunmasi miks kimerizm olarak degerlendirilmistir.

PCR analizinde nakil 6ncesi informatif bulunan DNA polimorfik gen bolgesinin
donér orijinli hale doniismesi fam kimerizm, dondr ve alici gen
polimorfizmlerinin birlikte bulunusu ise miks kimerizm olarak adlandinlmistir
(Kimerizm tayinleri nakil sonras1 3 aydan 6nce, 3.ayda, 1.yilda ve gereginde
daha sik yapilmugtir.

Hastalarin 29°u kiz (%35.9), 49 u (%64.1) erkektir. Yirmisekiz kiz hastada
18’inde kimerizm analizi FISH ile 11°i PCR ile incelenmistir. 49 erkek gocugun
kimerizm analizi 31 inde FISH ile, 18 inde PCR ile incelenmigtir.Hastalarin yag
ortalamasi 9.5 +4.02, median 9 dur.

FISH yontemi ile kimerizm tayini yapilan 49 hastanin 32 si (%65) kiz vericiden
erkek vericiye, 17 si (% 35) erkek vericiden kiz vericiyedir.

PCR ile analiz yapilan hastalarin 11°i (%38) kizdan kiza, 18’1 (%62) erkekten
erkegedir.

Calismamamizda yer alan 78 hastanin 48’ ( %61.5) altta yatan hastaligi malin,
30’u (%38.5) ise malin olmayan hastaliktir.(Tablo13,14)

Hastalarin 52 sinde ( % 66.7) Bu-Cy hazirlik rejimi, 17 sinde (%21.8) TBI/TLI
igeren rejim, 9’unda (%11.5) ise ATG ve diger kemoterapétik igeren rejimler
kullamlmustir.

.Caligmada yer alan hastalarin herhangi bir analizde tam kimerizm 47 (%60.3)
hastada saptanirken 31 hastada (%39.7) miks kimerizm saptanmustir.

PCR ile tam kimerizm saptanan 23 hastadan 5 ‘inde (%22) relaps saptanmig ve
hastalarin 31 kaybedilmistir.

PCR ile miks kimerizm saptanan 6 hastanin 5’inde (%83) relaps saptanmis ve 3
hasta kaybedilmistir. Miks kimerizm saptanan sadece 1 hasta relaps
yapmamigtir. Bu hasta ALL tanisi ile yakindan takip edilmektedir.

FISH ile miks kimerizm saptanan 25 hastanin  9’unda (%36) relaps
saptanirken tam kimerizm gozlenen 24 hastanin 2’sinde (%8) relaps gelismis ve
hastalar kaybedilmistir. ilk analizden itibaren miks kimerizm gozlenen ve relaps

saptanan 9 hastanin ise 6’s1 ise kaybedilmigstir. 1 hasta ise thalassemik
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rekonstitiisyon ile yagamim siirdiirmektedir. Relaps gozlenen bu hastalara DLI +
kemoterapi uygulanmig ve 2’si hastaliksiz olarak yasamlarini ortalama 60.ayda
sirdiirmektedir.

e GvHH gozlenme oram tiim hasta grubunda %28.2 (n : 22) dur.

e Tiim caligma grubunda kaybedilen hasta sayist %29.5 (n : 23) tiir.

® Analiz yapilan 78 hastadan 3’iinde otolog rekonstitiisyon gozlenmistir. Hastalar
yasamlarim siirdiirmektedir.

e Tum hasta grubumuzda hastaliksiz sag kalim %67.7 (5 yilhk) bulunmustur
(Grafik1).
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Grafik 1 :Tiim ¢caliyma grubunda sag kalm (5 yilhik)
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Kumulatif Sag Kalim

Grafik

Cins ile kimerizm gelisme tipi gelistirme arasindaki iligkiye bakildiginda :
Kizlarm %71’inde tam kimerizm saptanirken, erkeklerin %54’inde tam
kimerizm gozlenmigtir. Aradaki fark istatiksel olarak anlaml degildir (p=0.131).
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2 : Tiim grupta erkekler ile kizlar arasinda sag kalim

Cins ile sagkalim arasinda iligki aragtinldiginda kizlarin %64.3 "0 yasarken
erkeklerin %74' sagdir. Aradaki fark istatiksel olarak anlamsizdir (p=0.367).
(Grafik 2).Cins ile relaps arasida da iliski saptanmamustir. Kizlarm %25'inde
relaps gozlenirken, erkeklerin %28 ‘inde relaps gozlenmistir. Aradaki fark

istatiksel olarak anlamsizdir (p=0.774).
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e Calisma sonucu tam kimerizm gozlenen hastalarin sag kalimi 78 ay ortalama
takipte %72 iken, miks kimerizm gelisen hastalarda ortalama 76 aylik takipte %
68 olarak bulunmustur. Istatiksel olarak anlamh fark gozlenmemistir (p= 0.2)
(Grafik 3).
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Grafik 3 : Tam kimerizm gelisen hastalar ile miks kimerizm gelisen hastalarda sag

kalim
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e Tim calisma grubunda relaps gelisen 21/78 hastanin %25’ sag ve saglikli iken,
relaps yapmayan 57 hastanin %82’si yasamaktadir. Aradaki fark istatiksel
olarak anlamlidir (p=0.0297)(Grafik 4).
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Grafik 4 : Relaps gelisen hastalar ile relaps gelismeyen hastalarda sag kalim
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e Tam kimerizm saptanan 47 hastamn 7 sinde (%14.9) relaps gozlenirken miks
kimerizm gozlenen 31 hastanin 14’tinde (%45 2) sinde relaps gozlenmistir. Fark
istatiksel olarak anlamhdir (p=0.003). Relaps saptanan hastalarin %33.3’tinii tam
kimerizmli ~hastalar olustururken, %G66.6 y1 miks kimerizmli hastalar
olusturmaktadir. Tam kimerizmli hastalarda relaps sonrast sag kalim %24 iken
miks kimerizmli hastalarda %55 olarak bulunmustur (Grafik 5). .Aradaki fark
istatiksel olarak anlamsizdir (p = 0.711).
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Grafik 5 : Tam kimerizm saptanan hastalar ile miks kimerizm saptanan

hastalarda relaps sonrasi sag kalim
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o Kemik iligi nakli 6ncesi uygulanan hazirlk rejimine gore degerlendirildiginde
TBI igeren rejimlerin kemoterapi igeren rejimlere oranla tam kimerizm
gelistirmesinde daha avantajli oldugu gozlendi (p= 0.056). Sag kalim yoniinden
incelendiginde TBI alan hastalarm %92’si yasarken, yalnizca kemoterapi alan
hastalarm % 67’si yasamaktadir(5 yillik). Aradaki fark istatiksel olarak
anlamhdir (Grafik 6) (p=.0.047).
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Grafik 6 : Hazirlik rejimine gore tam kimerizm gelisenlerde sag kalim
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o Alita yatan hastalik ile kimerizm gelistirme tipi arasinda iliski anlamsiz
bulunmustur (p=0.360) Malign hastalik grubunun %56.3’ tam kimerizm
gelistirirken malign olmayan grupta bu oran %66.7 dir.

® Hastalik ve sag kalm arasindaki iliskiye bakildiginda malign hastalik grubunun
(n:48) %62.5°i yasarken, malign olmayan grubun %83.3’u yasamaktadir.
Kaybedilen hastalarm %21.7°si malign olmayan grupta, %78.3’ii ise malign
gruptadir. Aradaki fark istatiksel olarak anlamlidir ( p=0.05) (Grafik 7).
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Grafik 7 : Hastahk grubuna gére sag kahm
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Grafik 8 : Tam kimerizm gelisen hastalarda hastalik grubuna gore sag kahm

e Tam kimerizm saptanan hastalarda hastalik grubuna gore sag kalim arasinda
fark yoktur (Grafik 8).

e GvHH gelismesi sagkalim iizerine etkilidir (p= 0.011). GvHH gdzlenmeyen
hastalarin %22’si  kaybedilmis, GvHH gozlenenlerin ise %52.67s1
kaybedilmigtir

e Relaps gelisen 21 hastanin 19'unda GvHH (%90.5) yok iken, 2 hastada (%9.5)
relaps saptanmustir. Aradaki fark istatiksel olarak anlamsiz olarak bulunmusg,
fakat GVHH’ nin relapstan koruma yoniinde anlamli bir egilim saptanmustir
( p=0.064).
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e GvHH ile relaps arasindaki iligki arastirildiginda, GvHH olan sadece 2 kiside
(%10.5) relaps gelismisken, GVHH olan 20 kiside (%89.5) hastada relaps

saptanmamustir Relaps gelisen hastalarda GvHH var ise sag kalim %85 iken,
GvHH yok ise sag kalm %45 tir ( Grafik 9). Aradaki fark istatiksel olarak
anlamhdir (p<0.05).
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Grafik 9 :GvHH etkisi : Relaps olup ta GvHH olanlarin relaps olmayarak GvHH

olmasi arasidaki etkilesim
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Grafik 10 : Tam kimerizm gelisen hastalarda GvHH varhi@ ya da yokluguna gore
sag kalum
° Tam kimerizm gelisen hastalarda GvHH 20 / 47 (%42.5) oraninda
gozlenmis ve %64 GvHH dan kayip vardir. Tam kimerizm gelisen fakat
GvHH (Akut veya kronik) gozlenmeyen 27 / 47 (%57.5) hastada ise sag kalim
%88  bulunmustur. Fark istatiksel olarak anlamsiz  bulunmustur
( p=0.0716) (Grafik 10) .
° Tam kimerizm gelisen hastalarda GvHH goriilme oran1 % 42.5 iken miks
kimerizm gelisenlerde %39.7 dir. GVHH gozlenmeyen hastalarin %93.5°i miks
kimerizmli hastalardir. GvHH kimerizm arasindaki iligki anlamhdir ( p=0.003).

o T i
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® Relaps gelisen miks kimerizmli hastalarda eger GvHH var ise sag kalim
% 50 iken,GvHH yok ise sag kahm %25 tir (Grafik 11).
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Grafik 11 : Miks kimerizm gozlenen hastalarda GvHH olanlar ile olmayanlarin
sag kalimlar
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Kumulatif Sag Kalim
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Grafik 12 :Miks kimerizm gozlenen hastalarda malign hastalik ya da non-malign
olusuna gore sag kalim

Hastalk ve relaps arasi ligkiye bakildiginda relaps gelisen 21 hastamn 3’u
(%14.3) malign olmayan grupta 18’1 (%85.7) si malign gruptadir. Malign
hastaliklarin %37.5%inde relaps saptanmugtir.

Miks kimerizm gozlenen hastalarda malign olmayan grupta sag kalim %47 iken
malign grupta %0 dir. Miks kimerizm gozlenen hastalar non-malign grupta ise
relaps yapmadan yasama sansi varken malign hastalik grubu relaps yapmaktadir
(Grafik 12). Aradaki fark anlamlidir (p=0.008).
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Grafik 13 : Tam kimerizm elisen hastalarda hastahk grubun agore relapssiz sag
kalim
e Tam kimerizm gelisen malign olmayan gruptaki hastalarda relaps
gozlenmezken, malign grupta relaps gozlenmektedir. Aradaki fark istatiksel
olarak anlamhdir (Grafik 13).
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5. TARTISMA

Hematopoetik ~ yamanmanin degerlendirilmesinde eritrosit antijen
fenotiplenmesi, immunglobulin allotiplenmesi, sitogenetik analiz, FISH, RFLP, PCR
teknikleri gibi gesitli metodlar kullanilmaktadir. Ripaldi ve arkadaslari, transplantasyon
sonrasi miks kimerizm sikhiginin, uygulanan sitogenetik analizin duyarliligina bagh
olarak degistigini géstermisler ve sitogenetik analizin sadece gok sayida béliinen
hiicreler tizerinde uygulanabilmesinden dolay1 ok duyarli olmadigini da bildirmislerdir
(91). KIT sonrasi kimerizm degerlendirilmesinde DNA tiplemesi genis bir gekilde
kullanilmaktadir. Cogu DNA tiplendirilme islemleri, allojenik kimerizmi DNA uzunluk
polimorfizmleri ya da VNTR lokusu ya da Y-kromozomu spesifik DNA problanmasint
kimerizmi degerlendirmede kullanmaktadir (79,118). Bu metodlarin degisik
duyarhiliklari vardir (5). Miks hematopoetik kimerizm %2.5 - 97.5 arasi donér orijinli

hiicrenin alicida bulunmasidir (5,78). Biz de ¢alismamizda bu orani kullandik.

FISH yéntemi, oldukga kisa bir siirede KIT sonrast minimal rezidiiel hastaligin,
relaps ve kimerizmin saptanmasinda kullanilan bir yontemdir (3,57, 86). Ornegin, Lian
ve arkadaslari, yaptiklari bir ¢alismada, FISH’in relaps tamsinda, klasik G-bantlama
yontemine gore daha iyi oldugunu bildirmislerdir (61). Bir baska ¢alismada ise, John
Anastasi ve arkadaslar1 , minimal residuel hastali1 tespit etmek igin, KiT yapilmug ALL
hastalarin interfaz hiicrelerinde, FISH ve sitogenetik analiz yontemlerini kiyaslayarak
1000 interfaz hiicresinden 16’sinda minimal residuel hastalik tespit etmisler ve bunlarin
higbirini sitogenetik analizde saptayamadiklarini bildirmislerdir (3). KML’li hastanin
hiicre 6rneklerinde Ph-kromozomu pozitif hiicrelerin oram tespit edilerek, minimal
residiie] hastalik saptanabilmekte yine FISH yontemi ile residiiel 16semik hiicreler
aragtinlabilmektedir ~ (39,56,65). FISH, erken relaps1 tespit etmede de
kullamlabilmektedir. Ornegin ALL’li hastanin kemik iligi analiz edilerek, bu hastada
hastaligin tekrarim  diisiindiiren  kiigiik sayidaki I6semik hiicreler, relaps tanisi
koydurabilmektedir (105). Ayrca KIT sonrast hastanin periferik kaninda ya da kemik
iliginde, vericinin saglam hiicresi mi, yoksa alicinin hastalik hiicresi mi gogalmakta
oldugu, yine FISH y6ntemi ile tespit edilebilmektedir. FISH yontemi ile akut

promyelositik 16semi hastalarda, residiiel 16semik hiicrelerin tespiti, yani potansiyel
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relaps tespiti, Bader ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aliymada ortaya konmustur
(11). M.Suthorp ve arkadaslari, farkl cinsten KIiT yapilmis olan hastalarda “Y” probu
kullanilarak PCR teknigi ile alici ve verici hiicre populasyonlarinin incelenmesinin,
relaps saptanmasinda oldukga yararli oldugunu bildirmiglerdir (104). FISH ile X ve Y
problari kullanilarak yapilan ¢alismalarda allojenik kemik iligi naklinden en erken 24
saat sonra dondr nétrofillerine rastlanmis ve 48 saat sonra anlamli artig gozlenmistir.
Ortalama 96 saat sonra dondr nétrofilleri %90 oranindadir. Bu lenfositlerin biiyiik oram
alict orijinlidir. Transplant sonrasi +5.giinden itibaren donér lenfosit sayilart anlamh
derecede artmaya baglar ve tam kimerizme yakin bir oranda myeloid ve lenfoid seri +10
ile +25.giinler arasinda gelisir. HLA uygun aile bireyi nakillerinden sonra myeloid ve
lenfoid yamanmada bifazik goriiniim vardir (4). PCR kullanarak Frankel ve arkadaglar
allojenik periferik kok hiicre alicilarinda 9-14 giinler arasinda, kemik iligi alicilarinda
ise 14-16.glinler arasinda tam dondr kimerizmi saptadirlar (36). Tam kimerizm
gelismesini takiben 3 giin iginde 16kosit sayisinda artis gézlendi. Ramirez ve arkadaslari
KIT sonrasi +7.glinden baslayarak XY kromozom problari ile FISH ve CD;, CDy, CDg,
CD»p, CD34 ve CDjo+ hiicrelerin ayn1 anda immunfenotipik analizleri ile T hiicre
popiilasyonlarinda ve myelomonositik hiicre popiilasyounda miks kimerizm saptadilar .
KIT sonrasi +14-18.giinler arasinda T hiicrelerinde miks kimerizm %36’dan %18 ve
monositik hiicrelerde %16 dan %7’ ye diistii. 21.giinden sonra stabil donor kimerizmi

gbzlenirken 100 giin sonrasinda alic1 hiicre oran1 %1’ lere diistiigiinii saptadilar (87).

Kantitatif nonisotipik metodlar (VNTR ve STR isaretleyicileri) ile 7/32 miks
kimerizm saptandi ve miks kimerizm relapsi belirlemede onemli bulundu (69).
Kantitatif 6l¢tim alict ile verici arasinda degisen genetik isaretleyicilere dayanir. FISH
X ve Y kromozomuna spesifik problar ile tiim gogalan ya da dinlenen hiicreleri inceler.
PCR’a dayal incelemelerde mini ya vda mikrosatellit belirleyicilér ile  kimerizm
incelenebilir. Malign hastaliklarda tiimére 6zgii isaretler de kimerizm tayininde alict
hiicrelerin  varligim belirtmeleri agisinda  Snemlidir. Transplant sonrasi kimerizmi
degisik hiicre popiilasyonlarinda incelemek klinikle iligkili prognoz belirlemede
yararhdir (5). Buna karsin  FISH ile yapilan bagka bir galismada ise 16semili hastalarm
bir grubunda alici hiicrelerin varligi tahmin edilenin aksine yasam agisindan avantajl

olarak degerlendirildi (105). Molekiiler teknoloji kullanilarak yapilan ilk kimerizm
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¢aligmalarindan birinde flow sitometri ve PCR ile VNTR amplifikasyonlar1 kullanarak
46 alicinin 30’unda tam kimerizm, 14’iinde sabit miks kimerizm ve bunlarm 9’unda
gegici T lenfosit kimerizmi saptamuslardir. iki alicida kimerizm analizi bilgi verici
bulunmamistir. Bu ¢alismada alic1 kaynakli hemapoez, alicimn yast, hazirlik rejimi ve
GvHH igin CSA kullammu ile iliskili bulundu. Stabil miks kimerizm ve 1srar edici alic1
kaynakli hematopoezde I6semiden sagkalim arasinda iliski saptanamadi ve yazarlar

yasam i¢in tiim kemik iliginin yamanmasinin gereksiz oldugunu vurguladilar (19).

Bizim galismamizda kimerizm analizi igin FISH ve PCR kullanildi. FISH ile
49 hastanin 25’inde miks kimerizm, 24 ‘linde ise tam kimerizm saptandi. PCR ile 29
hastanin 6’sinda miks kimerizm, 23’tinde tam kimerizm saptandi. ki grup arasinda
hastalik tanisi, hazirlayici rejim, yas, takip arasinda fark yoktu. FISH ile 10/49 (%20)
hastada relaps saptanirken, PCR ile 11/29 ( %38) hastada relaps gozlendi. Bu durum iki
grup arasindaki GvHH insidansi farkliligindan kaynaklanmis olabilir. GvHH olan
grupta relaps insidanst azdir. Miks kimerizm gdzlenen PCR ile kimerizm tayini yapilan
6 hastanin 5 ‘inde (%83) relaps saptanirken FISH ile miks kimerizm gozlenen 25
hastanin 9’unda (%36) relaps vardi. PCR ile miks kimerizm saptanmasi relaps agisindan

daha spesifikti. Bu durum hasta sayisinin azligindan kaynaklanabilir.

Alicr  hiicrelerinin - varligimin - prognostik  6nemi de ¢esitli galismalarla
aragtinlmistir (41). Artan oranda alici hiicre varhig malign hastaliklarda relaps ile
sonuglanirken malign olmayan hastalarda rejeksiyon ile sonuglanmamustir. Bizim
bulgularimiz Ortega ve arkadaslari (78), Bernasconi ve arkadaslari (17) ve Palka ve
arkadaslarinin (80) ¢aligmalar1 ile uyumludur. Daha énceki ¢alismalarda oldugu gibi
alic hiicrelerinin progressif artigt klinik ve hematolojik relapsa neden olmustur. Bu
artisin gozlenmesi ve takibi, yapilacak DLI gibi modifikasyonlar ile hastay: relabstan
kurtarabilir (9,10) . Bader ve arkadaslar haftalik olarak izledikleri kimerizm durumu
ile artan oranda alic1 hiicrelerinin saptandigi durumda immun baskilanmay siklosporini
keserek azaltip sonrasinda DLI uygulayarak iki hastada relaps: onlediklerini
bildirmislerdir (9). Bizim galijmamamizda da miks kimerizm saptanan 2 AML olgusu

kemoterapi + DLI lar1 ile saghgina tekrar kavusmustur.
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Genel olarak, 6nce dondr yamanmasinin olup olmadign ve ikinci olarak da
miks kimerizm olup olmadigimin saptamasi istenir. Eger miks kimerizm mevcutsa,
hangi dizilerin miks oldugunu bilmek 6nemli olabilir. Son zamanlarda nonmyeloablatif
hazirlama rejimlerinin kullamma girmesiyle, hem miyeloid hem de lenfoid kimerizmi
incelemek 6nemli hale geldi. Kan spesifik dizilere degisik tekniklerle ayrilabilir(5).
Ornegin, T-hiicreleri periferik kandaki 18kositlerin yalmzeca %10’unu, kemik
iligindekilerin de %3’tinii olugturabilir. Yontemin kimerizm durumunu saptamak igin
duyarliligr %1 ise ve T-hiicrelerinin %20’si alic1 kokenli ise ve tiim diger diziler %100
dondr ise yanlis yorum yapilabilir. Dizilere ayrilmamis periferik kanin analizi sahte bir
tam dondr kimerizmi olarak degerlendirilebilir. Bu yiizden, diziye-spesifik analizlerin
kullammi  yontemin duyarliligim  artiracak ve degisik hazirlama rejimlerinin
myeloblastif ve immiinoablatif etkinliginin dogru degerlendirilmesine olanak
taniyacaktir (8,69). Wang ve arkadaglari VNTR analizi ile 16semili hastalarda KiT
sonrasi yaptiklan g¢alismada, periferik kanin kemik iligi analizi ile aym sonug
vermedigini, miks kimerizmin de normal hematopoezden ¢ok blast sayisi ile iligkili
oldugunu gosterdiler (118). T hiicre kimerizmi, T hiicreler hem HvG ve GvH
reaksiyonlarinda 6nemli oldugundan daha anlamli prognoz bildirebilmektedir. T hiicre
kimerizmini monitorize etmek hastanin immun durumu ile iliskili bilgi verir. Yapilan
calismalarda tim hiicrelerde %15 dondr gozlendigi sirada T hiicrelerin %98-99’unda
donér kaynakli oldugu, hastanin relaps yapmadigi bildirilmistir (3,114). Kanigik B-
hiicreli kimerizm hakkinda az gey bilinmektedir. Bir myeloablatif hazirlama rejimi
uygulanmazsa agir kombine immiin yetmezligin bazi tiirleri igin transplantasyondan
sonra  olustugu  bilinmektedir. Karistk  B-hiicreli  kimerizmin mevcudiyeti
immiinoglobiilin allotipleme ile tahmin edilebilir. CD132 gibi antijenler, (ortak sitokin
reseptdril y zinciri) ya da intraselliiler Wiscott-Aldrich sendromu proteini + CD19 igin
renkli akim sitometrisi kullanarak yapilan analizler gelecekteki bgallsma]arda yararli
olabilir. Calismamizda alt grup kimerizmini ¢alismadik. Tiim hiicre populasyonundaki

kimerizmi saptadik.
Relaps nakil sonrasi basarida énemli kisitlayici faktorlerdendir. Relaps riski

olanlar1 belirlemek ve tedavi etmek onemlidir. Miks kimerizm ile l6semi relapsi

arasindaki iligki geliskilidir. Molloy ve arkadaslari HLA uygun akraba olmayan
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vericiden nakil uygulanan 23 hastamn 13 ‘iinde miks kimerizm saptamuglar ve
bunlardan sadece 5’inde relaps gézlenmistir (69). Miks kimerizmin neden oldugu
tolerans her zaman relaps ile sonuglanmamaktadir. Bu da 6zellikle 16semi hastaliginin
heterojen hastalik olmasindan kaynaklanmaktadir. Herseyden 6nce alici hiicrelerinin
varlifinda bu hiicrelerin malign ya da non-malign aymrimi yapilmah, olgun alici
lenfositler ve alic tipi hematopoez ayirimi yapilmali ve GvHH, hazirlama rejimi ve T
hiicre deplesyonu varligi da g6z 6niine alinarak bir tahminde bulunulmalidir (18) .Choi
ve arkadaglari aylik olarak periferik kanda PR ile STR analizleri ile 30 15semili hastada
%47 oraninda miks kimerizm saptamuslar ve miks kimerizm ile tam kimerizm gosteren
hastalar arasinda relaps agisindan fark olmadigini bulmuslardir (27 ). Bader ise yaptigi
55 hastalik calismada haftalik analizler ile relaps ile miks kimerizm arasinda dogru
oranti bulmustur (9). Bizim ¢alismamizda tam kimerizm saptanan hastalarin
%14.9’unda relaps gozlenirken (ki bu hastalardan birinde donor orijinli relaps
saptanmustir), miks kimerizm gosteren hastalarin %45.5’inde relaps saptanmugtir. Relaps
yapmayan miks kimerizmli hastalarin ¢ofunu malign olmayan hastalik grubu
olusturmaktadir. Malign olmayan hastaliklarda miks kimerizm kemik iligi
fonksiyonlarin  devamu igin yeterlidir. Cogu malign olmayan hastaligin
iyilestirilmesini ya da fonksiyonel déniisiimiinii saglamak igin tam hematopoetik
kimerizm gerekli degildir. Bdylece, tim viicut isinlamasi icerenlerden daha az
miyeloablatif oldugu diisiiniilen hazirlama protokolleri boyle hastaliklarin tedavisi igin

transplantasyonla beraber siklikla kullanilir (46).

Hastaliklara gore degerlendirildiginde, stabil miks kimerizmi saglayici olarak
MMF / CSA immunosupressifleri ile talasemi majér da %20-30 donér hiicresi yeterli
iken malign hastaliklarda miks kimerizm yeterli olmayabilir. Andreani ve arkadaslar
calismalarinda Thalassemili hastalarda miks kimerizm devamimin tedavide yeterli
oldugunu gostermiglerdir (4). Nonlenfoid hematolojik dizilerin konjenital defektleri
(6rnegin, kronik graniilomatéz hastalik, 16kosit adhezyon yetersizligi, ve orak hiicreli
hastalik) igin bir miktar dondr-tipi nétrofil ya da eritrositlerin siirekli iiretildigini
varsayarak, stirekliligi olan diigiik donér tipi hematopoez diizeyleri dogustan gelen
hatalarin klinik sonuglarini tersine gevirmek igin yeterli olabililecegini ve %3 ile %10

araliginda dondr yamanmasinin klinik agidan yararli oldugunu bildirmislerdir (5).
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Norolojik hastaligin tedavisinde diizeltici enzimin yeterli konsantrasyonlarda
dolagimda bulunmasi gereklidir. Norolojik hastalarda KIT sonrasi iyilesme bu
enzimlerin dokuya-spesifik donérden-elde edilmis hematopoetik hiicreler yoluyla noral
dokulara miimkiin olan en erken dénemde ulastinlmasina dayanmaktadir. Bu yiizden ,
homozigot normal bir dondrden transplantasyonu takip eden tam hemapoetik kimerizm
tercih edilir (5). Bizim calismamizda da ALD tamst ile nakil yapilan hastada tam
kimerizm saglanmistir ve hasta sag ve sagliklidir. Aplastik anemi igin transplantasyon
sonrasinda kimerizmin izlenmesi graft kayb: ve relapsin degerlendirilmesinde yararli
olabilir, fakat hematopoez devam ettigi siirece, miks kimerizmin varhig: klinik olarak
Snemli olmayabilir (48). Bizim de aplastik anemili olgularimizda tam kimerizm
geligtiginden miks kimerizmin nasil bir sonug yaratabilecegi bilinmemektedir. Bununla
beraber, Fanconi anemili bir olgumuz %38 donér hiicre orami ile saglikli olarak

yasamini sorunsuz siirdiirmektedir.

Her ne kadar malign olmayan hastaliklarda miks kimerizm kabul edilebilir bir
durum olsa da 1srar eden miks kimerizmle ilgili bazi sorunlar goriilmiistiir. Bunlar s6yle
siralanabilir: kompartmantal yamanma ya da split kimerizm, drnegin, Wiskott-Aldrich
sendromunda dondr lenfoid yamanmast mevcut iken sorunlu konak trombopoezinin
devam etmesi; alloimmiinizasyon-antikora bagli konak karsitt sitopenilerle dondr
lenfosit yamanmas1 ve transplantasyon islemi sirasinda kemoterapilere maruz kalmug
olan ve en sonunda hematolojik malignitelere yol agan konak kok hiicrelerinin varligi.
Tim bu komplikasyonlar transplantasyon islemlerinin gegici ya da uzun-donemli

basarisizliklarina neden olur (5).

Donckier ve arkadaglari miksv kimerizmin toleransa neden oldugunu belirtmisler
ve bunun alloreaktif T hiicrelerinin klonal olarak ayiklanmasma bagh oldugunu
bildirmiglerdir. Tam kimerizm gelimesinin hazirlama rejimi ile iligkili oldugunu,
alloreaktif periferik T hiicrelerinin tiimilyle yok edilmesi ve yer agilmas1 amagh
myeloablatif olmas: gerektigini burada yasam iizerine kritik noktanin GvHH oldugunu
belirtmislerdir (33). Biz de ¢alismamizda GvHH gosteren hastalarin %89.5%inin tam

kimerizm gelisen hastalar oldugunu saptadik. Relapstan korunmada bunun etkili olmus
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olabilecegi diistindiik. Hill ve arkadaglar1 bizim galismamizdaki gibi miks kimerizmli
hastalarda GvHH daha az oranda bulmuglar ve bunu toleransa yatkinlik ile
iliskilendirmislerdir (48).

Cinsiyetle kimerizmin iliskisine bakildiginda, bizim ¢aligmamizda Ortega ve
arkadaglarinin aksine cins ile kimerizm tipi arasinda iliski bulunamamugtir. Ortega ve
arkadaglart 36 hasta ile yaptiklan galismada kizlarin %80’inde, erkeklerin %20’sinde

miks kimerizm saptamuglardir (79).

Hazirlama rejimi ile kimerizm arasinadaki iliskiye bakildiginda Ortega ve
arkadaslar1 (78), Van Leeuwen ve arkadaglar (113) bizim calismamizda oldugu gibi
TBI igeren daha yogun hazirlama rejimlerini tam kimerizm gelismesi agisindan daha
avantajh bulmuslardir. Calismamizda tam kimerizm ile miks kimerizmli hastalarda sag
kalim agisindan fark olmadigi saptanmistir. Bu durum tam kimerizmli hastalarda

GvHHdan kayiplarin fazlalig ile agiklanabilir.

Molekiiler tekniklerin etkili ve artan oranlarda KIT sonrasi kullammi, KiT
bagarisin1 prognozu 6nceden belirleyerek arttirmaya yardimer olacaktir. Calismamizin
sonucunda karst cinsten KiT yapilan hastalarin kimerizm agisindan izlenmesinde FISH
yonteminin son derece hassas ve yararli olacagim diisiiniiyoruz. PCR ile VNTR analizi
kullanilarak yapilacak kimerizm relapsi daha spesifik belirleyebilmektedir. Sonug
olarak kimerizm takibi KIT sonrasi prognozda tayin edilmesi gereken ¢nemli bir testtir
ve bu calisma ile gocuklarda kimerizm tayininin basari ile uygulanabilecegi
gosterilmistir. Ileri calismalar ile desteklendiginde, daha sik analizlerle kimerizm

tayininin KIT sonrasi takipte vazgegilmez olacag diiiincesindeyiz.
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5. OZET

Allojeneik kemik iligi nakli uygulanan yas ortalamast 9.5 + 4.02 olan 78 hastamin (49
erkek / 29 kaz ) periferik kan rnekleri cinsiyet farki olanlarda FISH teknigi ile X ve Y
problart kullanarak aym cinsten olanlarda PCR teknigi ile VNTR gen polimorfizm
analizleri ile kimerizm durumunu belirleme agisindan incelendi FISh uygulanan grupta
49 gocuk, PCR uygulanan grupta ise 29 ¢ocuk vardi. Her iki grup arasinda cins,yas,altta
yatan hastalik ve hazirlik rejimi agisindan fark yoktu. Ortalama takip siiresi 76.71 + 6.2
ay idi. Tam kimerizm 47 hastada (%60.3) saptanirken 31 hastada (% 39.7) miks
kimerizm gozlendi. Tim grupta sag kalm (5 yillik) %67.7 bulundu. Tam kimerizm ve
miks kimerizm gozlenen gruplar arasinda sag kalim agisinda fark bulunmadi (%72 v
%68). Tam kimerizm gozlenen hastalarm %14.9 ‘unda relaps gozlenirken miks
kimerizmli hastalarin %45.2 “sinde relaps saptandi. Fark anlamh bulundu( p = 0.003).
GvHH relaps gelismesi tizerine etkili bulundu. GvHH gozlenenlerin sadece 2 ‘sinde
(%10.5) relaps var iken,relaps gelisen hastalarm %90.5 ‘inde GvHH yoktu. TBI
kemoterapiye gore tam kimerizm agisindan avantajli bulundu (p= 0.056).

Sonug olarak kimerizm takibi KIT sonrasi prognozda tayin edilmesi gereken onemli bir
testtir ve Tirkiye’de ¢ocuklarda ilk kez yapilan bu ¢alisma ile ¢ocuklarda kimerizm
tayininin basan ile uygulanabilecegi gosterilmistir. Tleri cahismalar ile desteklendiginde,

daha sik analizlerle kimerizm tayininin KiT sonras takipte vazgegilmez olacaktir.
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7.SUMMARY

CHIMERISM ANALYSIS USING FISH AND PCR IN PEDIATRIC ALLOGENEIC
BONE MARROW TRANSPLANTATION AND ITS ROLE IN PROGNOSIS

Peripheral blood samples of 78 (49 boys/ 29 girls) children with a mean age of 9.5
+4.02 were studied for chimerism status using fluorescence in situ hybridization(FISH)
with an X and Y chromosome probe in children who recieved sex-mismatched
allogeneic BMT and using PCR technique with VNTR gene polymorphisms in sex-
matched allogeneic BMT.There were 49 children in FISH groupand 29 children in PCR
group.There were no major differences in sex,age,underlying diseases,conditioning
regimens in both groups.The mean duration of follow up was 76.71 + 6.2
months.Complete chimerism was seen in 47(60.3%) of the patients and 31 patients
(39.7%) showed mixed chimerism.GvHD was found in 19 (24.4%) of the patients.The
overall survival was 67.7% (5 years) in the study group.There was no significant
difference in overall survival of the complete chimerism and the mixed chimerism
groups(72% v68%).The relapse were seen in 14.9% of the patients of the complete
chimerism group and 45.2% of the patients in the mixed chimerism status relapsed. The
difference is significant(p=0.003).GvHD has an impact on relapse. Only 2 ( 10.5%)
patients who had GvHD had relapsed and 90.5% of the patients who had relapsed had
no GvHD.There was a ternd to meaningful difference (p= 0.06).The TBI was superior
to other chemotherapy containing conditioning regimens in terms of obtaining complete
chimerism( p=0.056)

As aresult, analysis of chimerism using FISH and PCR are important methods

which give information about prognosis and allows for modification to prevent relapse.
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