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ONSOZ

Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’nin bir parcas1 olmaktan her zaman onur

duydum.

Yetismemde emegi olan, bilgi birikimlerini ve deneyimlerini bana aktaran, gelisimimde

katkilar1 yadsinamayacak tiim hocalarimi saygi ile aniyorum, minnetlerimi sunuyorum.

Hayata kars1 durusu, hastalar ve meslektaslart ile iligkisi, ¢aligma disiplini ile bana 6rnek olan,
bu calismasiy1 gerceklestirme firsati veren tez danigsmanim, degerli hocam Prof. Dr. Sevgi

Kalayoglu-Besisik’a,

Her zaman uyum i¢inde calistigim uzmanlarima, beraber ¢alismaktan keyif aldigim asistan,

hemsire ve personel arkadaslarima,

Ogrencilik yasantimdan beri hayatimda olan, sadece egitim ya da is yasantimda degil, sosyal
yasantimda da beni cesaretlendiren, destegini her zaman yanimda hissettigim canim esim

Murat’a,

Belki de uzmanlik egitimini aldigim esnada en biiyiikk fedakarligi yapan, karnimda iken
beraber hasta bakip ndbet tuttugum, birlikte ¢alismalar yaptigim, nobet gecelerinde sabirla
bekleyen, artik 3 yasina gelmekte olan ve simdi de ders calisabilmem i¢in bana firsat taniyan

biricik kizim Gokge’ye,

Ve bugiinlere gelmemdeki emeklerini asla 6deyemeyecegim, maddi ve manevi arkamda

olduklarini bildigim annem, babam ve bir tanecik kardesime,

En icten siikranlarimi sunarim.
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KISALTMALAR

HKHN Hematopoietik kok hiicre nakli
HKH Hematopoietik kok hiicre

HLA Insan 16kosit antijenleri

TBI Total viicut 1s1nlamasi

MAC Myeloablatif hazirlama rejimi
AML Akut myeloid 16semi

ALL Akut lenfoblastik 16semi

NMA Myeloablatif olmayan hazirlama rejimi
RIC Azaltilmis dozda hazirlama rejimi
RTC Diistik toksisiteli hazirlama rejimi
MMUD HLA uyumsuz akrada dis1 verici
GvHH Graft versus host hastaligi

MHC Major histokompatibilite kompleks
CMV Sitomegaloviriis

FISH Floresan in situ hibridizasyon
RFLP Sinirlayict enzim parga uzunlugu gesitliligi
PZR Polimeraz zincir reaksiyonu

STR Kisa ardisik tekrarlar

rPZR Gergek zamanli PZR

dPZR Dijital PZR

DLI Donor lenfosit inflizyonu

NK Dogal katil

MMF Mikomofetil fenolat

ATG Antitimosit globiilin

Treg T regiilator hiicreler

mTOR Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi
CNI Kalsinérin inhibitori

MDS Myelodisplastik sendrom

HL Hodgkin lenfoma

NHL Non-Hodgkin lenfoma

KLL Kronik lenfosittik 16semi

AA Aplastik anemi

MM Multipl myelom

ALK Anaplastik lenfoma kinaz



OZET

Giris ve Amag: Tibbi terminolojide kimerizm, farkli DNA’ya sahip hiicrelerin veya doku
kisimlarmin  tek  canlida barmmmasimi  tanimlamada  kullanilmaktadir.  Hematoloji
uygulamalarinda ise kimerizm allogeneik hematopoietik kok hiicre nakli sonrasi hasta
bedeninde vericiye ait hematopoiezin gelismesi olarak tanimlanmistir. Nakil sonrasi nakil
endikasyonu hastalik durumunun, donor hematopezinin durumunun belirlenmesinde
kullanilmaktadir.

Calismamizda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilimdali’'nda
allogeneik HKHN yapilan hastalarin nakil sonrasi 28. giindeki doku kimerizmi ile periferik

kan kimerizmini karsilastirdik ve nakil seyrine etkisini degerlendirmeyi amagladik.

Hastalar ve Yontemler: 1.U. ITF I¢ Hastaliklar1 Hematoloji BD kliniginde Ocak 2019 ile
Ekim 2020 tarihleri arasinda allogeneik HKHN yapilan ve 18 yasindan biiyiik, post-transplant
28. giine ulasabilen ve doku biyopsisi yapilmasina onam veren 41 hasta ¢alismaya dahil
edilmistir. Calismamizda nakil Oncesinde hasta ve vericilerinden aliman kanin total
l6kositlerinden ayrilan DNA ile nakil sonrasinda 28. giinde hastadan alinan cilt biyopsisinden

elde edilen DNA’lar STR-PZR kimerizm yontemiyle ¢alisilmistir.

Bulgular: Hastalarin ortanca yas1 40 idi. 21 hasta kadin, 20 hasta erkekti. 38 hastaya periferik
kok hiicre, 3 aplastik anemi tanili hastamiza ise kemik iligi kaynakli kok hiicre nakli yapildi.
Hastalarimizin ¢gogunda akraba vericiden tam uyumlu nakil yapilmis olup (n=17), geri kalan
hastalarin 13’iinde akraba dis1 tam uyumlu, 6’sinda haploidentik, 5’inde akraba dis1 9/10
uyumlu HKHN yapilmistir. Hastalik dagilimi AML (13 AML, 1 grantilositik sarkom ve 1 T-
ALL-ikincil AML olgusu), MDS (7 MDS ve 1 GATA-2 mutasyonu olgusu), lenfoma (4 HL,
3 HDL, 1 KLL Richter transformasyonu), ALL (3 B-ALL, 1 T-ALL), aplastik anemi (n=3),
ikincil myelofibroz (n=2) ve multipl myelom (n=1) olarak siniflandirildi.

Post-transplant 28. giinde 40 hastada ¢evre kani kimerizmi tam kimerik ikincil myelofibroz
tanil1 bir hastada karigik kimerik olarak rapor edildi.

Doku kimerizmi bir hastada doku DNA’s1 elde edilemediginden, hastalarin 40’inda
caligilabildi. Bu 40 hastanin 21’inde dokuda hastaya ait DNA, 19’unda hem hasta hem de
vericinin DNA’s1 gozlendi.

Doku kimerizminde kendi DNA’s1 saptanan 21 hastanin 9’unda (%43), ortanca 14 aylik
takipte (2-37 ay), karisik kimerik saptanan 19 hastanin 3’iinde (%16), (ortanca 14 aylik takip;



3-34 ay) kan kimerizm kaybi gozlendi (p=0.062). Kan kimerizm kayb1 saptanan 12 hastanin
tiimiinde hastalik progresyonu gozlendi.

Hastalarimizin ortanca 14 aylik takibinde toplam 19 hastada GvHH gelistigi saptandi. Doku
kimerizmi karisik olan grup ile alict DNA’s1 saptanan grup arasindan istatistiki anlamli fark
saptanmadi (p=0.516).

Doku kimerizminde kendi DNA’s1 saptanan 21 hastanin 9’u (%43) kaybedilirken, karigik
kimerizm saptanan 19 hastanin 3’i (%16) kaybedildi (p=0.062).

Bir yillik progresyonsuz sagkalim dokuda kendi DNA’s1 saptanan grupta %27.27 (%95 CI:
0.06-0.53) iken, karisik kimerizm saptanan grupta %75 (%95 CI: 0.12-0.96) olarak tespit
edildi; ancak istatistiki olarak anlamli saptanmadi (p=0.25). Bir yillik genel sagkalim dokuda
kendi DNA’s1 saptanan grupta %61.54 (%95 CI: 0.37-0.78) iken, karigik kimerizm saptanan
grupta %87.84 (%95 CIl: 0.59-0.96) olarak tespit edilmis; ancak istatistiki olarak anlamli
saptanmamuistir (p=0.095).

AML’de karigik kimerizm saptanan hastalarda niiks gelisiminin daha az oldugu (p=0.038) ve
genel sagkalimin daha iyi oldugu (p=0.05) gozlendi.

Sonuclar: Ortanca 14 aylik takibimizde graft-versus-hastalik etkisinin yiiksek oldugu
AML’de, progresyonun ve Oliimiin, dokuda karisik kimerizm saptanan olgularda anlaml
ol¢lide daha nadir oldugunu ve genel sagkalimi olumlu etkiledigini tespit ettik. Post-transplant
28. gilinde dokuda karisik kimerizm saptanan olgularda, kimerizm kaybinin, hastalik
niikslinlin ve Olimiin daha az siklikta goriildiiglinii ancak istatistiki anlam tagimadigini
belirledik. Yine bu grupta progresyonsuz sagkalimin ve genel sagkalimin daha iy1 oldugunu,
ancak istatistiki fark olusmadigini gézlemledik. Calismamizda hastalarin takip siiresi uzadikca

kimi degiskenlerin, sagkalimi ve sonlanim noktalarini etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.



SUMMARY

Objectives: Chimerism means the presence of cells or tissues containing different DNAS
from one another, in an organism. In heamatological practices, chimerism used not only in
terms of looking for donors’ heamatopoiesis in patients’ bodies following allogeneic
heamatopoietic stem cell transplantation (HSCT), but also to express the investigation of post-
transplant response to treatment and the status of donors’ heamatopoiesis.

In our study, we aimed to compare the peripheral blood and tissue chimerisms on post-
transplant day 28 and to analyze its effect on post-transplant disease outcome in patients who
underwent allogeneic heamatopoietic stem cell transplantation in Istanbul University, Istanbul
Medical Faculty.

Patients and methods: Forty-one patients older than 18 years-old, who underwent allogeneic
HSCT between January 2019 and Semptember 2020 in IU, Istanbul Medical Faculty
Heamatology Department and succeeded to achieve post-transplant day 28 were included in
our study.

Pre-transplant DNA purified from both patients’ and donors’ white blood cells, and DNA
extracted from tissues’ of patients on post-transplant day 28 were studied by STR-PCR

chimerism methods.

Results: The median age was 40 years in our cohort. Twenty-one patients were female and 20
were male. According to stem cell origin, 38 patients had undergone peripheral blood HSCT
and 3 patients, all diagnosed with aplastic anemia, had undergone bone marrow HSCT. Most
of our patients underwent related full-match HSCT (n=17). Among them, 13 had unrelated
full match, 6 had haploidentic, and 5 had mis-matched unrelated (9/10 matched) HSCT. The
classification of diseases based on frequency, were in turn AML (13 AML, 1 granulocytic
sarcoma and 1 T-ALL (in lymph node)-secondary AML (in bone marrow)), MDS (7MDS and
1 case with GATA-2 mutation), lymphoma (4 HL, 3 NHL, 1 CLL-Richter transformation),
ALL (3 B-ALL, 1 T-ALL), aplastic anemia (n=3), secondary myelofibrosis (n=2) and
multiple myeloma (n=1).

On post-transplant day 28, peripheral blood chimerism was reported full chimeric in 40

patients, and 1 patient was mixed chimeric.



DNA from tissue could not be isolated in one patient. In the remaining 40 patients, recipients’
DNA was found in 21 patients, and mixed chimerism, which means both recipients’ and
donors’ DNA was founded in tissue at the same time, was detected in 19 patients.

Among 21 patients who had self DNA in tissue, 9 (%43) lost peripheral blood chimerism at a
median follow-up of 14 months (2-37 months). However, 3 of 19 patients (%16) with mixed
chimerism in tissue lost peripheral blood chimerism (p=0.062). All 12 patients who lost
peripheral blood chimerism, had progressive diseases.

Nineteen patients developed graft-versus-host disease (GvHD). There was no statistical
significance, between the groups of self DNA and mixed chimerism (p=0.516).

Nine of 21 patients (%43) with self DNA and three of 19 patients with mixed chimerism in
tissue were passed away (p=0.062).

One-year progression-free-survival was %27,27 (%95 CI: 0.06-0.53) and %75 (%95 CI: 0.12-
0.96), in self DNA and mixed chimerism in tissue, respectively (p=0.25). One-year overall
survival was %61.54 (%95 Cl: 0.37-0.78) and %87.84 (%95 Cl: 0.59-0.96), in self DNA and
mixed chimerism in tissue, respectively (p=0.095).

In AML, progressive disease was less prevalent (p=0.038) and overall survival was better

(p=0.05) in patients with mixed chimerism in tissues.

Conclusion: At a median 14 months of follow-up, we found that progressive disease and
death was less prevalent in AML patients with mixt chimerism in tissue (with strong effect of
graft-versus-leukemia), and overall survival was better. In patients with mixed chimerism on
post-transplant day 28, we revealed that, progressive disease, loss of chimerism, and death
was less frequent. However, there was no statistical significance. In this group of patients,
progression-free and overall survival was better, but statistical difference was not shown. In
our study, we consider that some of the variables might affect survival and end-points with

the extension of our follow-up time.



l. GIRIS ve AMAC

Yunan mitolojisine gore birden fazla organizmaya ait uzvun tek canlida bulundugu -agzindan
ates puskiirten aslan baslh ve govdeli, sirtinda yiikselen bir kegi kafasi ile ke¢i memeleri olan
ve kuyrugu ise yilan olarak betimlenen yaratik- Kimeranin (Chimera) Likya'da yasamis
oldugu soylenmektedir.

Yunan mitolojisine gére kahraman Bellerophontes tarafindan Kimera topragin yedi kat altina
gomiilmiis olup agzindan ¢ikan alevler diisiiniilerek, Antalya'da Yanartas adiyla bilinen ve hig
sonmeden taslar arasinda ateslerin ¢iktigi Kemer-Cirali Koyl yakinlarina ismini vermistir.
Olimpos’un sonmeyen atesi olarak Olimpiyat Mesalesi’ne de ilham kaynagi olmustur.

Tarihte ilk kez Kimera'da can bulmus ve genetik olarak farkli dokulara sahip oldugu

tanimlanan Kimera’nin bronzdan yapilmis bir 6rnegi Floransa’da bir arkeoloji miizesinde

sergilenmektedir.

Kimera heykeli: By I, Sailko, CC BY-SA
3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=20060005

Yanartas fotografi: Alexander Buschorn (1991) - de.wikipedia tizerinden Commons&#039;a
transfer edildi., CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=6006604

Tipta Kimera (Chimera) ya da kimerizm, farkli DNA’I1 hiicrelerin veya doku kisimlarinin tek

canlida barinmasini tanimlamada kullanilir olmustur.


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=20060005
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=6006604

Hematolojide kimera ise allogeneik hematopoietik kok hiicre nakli (HKHN) sonras1 hasta
bedeninde vericiye ait hematopoiezin gelismesi olarak tanimlanmistir. Nakil sonrast nakil
endikasyonu hastalik durumu, donor hematopezinin durumu (engrafman) belirlenmesinde
kullanilmaktadir.

Calismamizda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilimdali’nda
allogeneik HKHN yapilan hastalarin nakil sonras1 28. giindeki doku kimerizmi ile periferik

kan kimerizmini karsilastirdik ve nakil seyrine etkisini degerlendirmeyi amagladik.



1. GENEL BIiLGILER

A. Hematopoietik Kok Hiicre Nakli ve Alt Gruplar:
Hematopoiez; Yunanca ‘kan iiretimi’ demek olup olgun ve islevsel kan hiicrelerinin kemik
iliginde 6miir boyu iiretilmesidir. Cevresel kanda, kan hiicrelerinin sayilar1 belirli mutlak
degerler arasindadir.
Kemik iliginin ihtiya¢ halinde tiretimini arttirma kapasitesi oldukca fazladir. Giinde ortalama
300 milyardan fazla eritrosit, trombosit ve nétrofil tiretilmektedir(1).
Hematopoietik kok hiicreler (HKH) multipotenttir, kendilerini yenileyebilme ve tiim kan
hiicre serilerine doniisebilme kapasitesindedir. Uygulamada, insan HKH’nin belirteci olarak
CD34 pozitifligi kullanilmaktadir (2).
Insanda, HKH; dogrudan kemik iliginden, kemoterapi ve/veya graniilosit koloni stimulizan
faktor (G-CSF) verilmesini takiben ¢evresel kandan ya da kordon kanindan elde
edilebilmektedir. HKH, bazi immiinolojik, hematolojik, tek gen hastaliklar1 ve bazi solid

tiimorlerde tedavi etme ve semptomlari hafifletme amaciyla kullanilmaktadir (3) (Tablo-1).

Tablo 1: HKHN Endikasyonlari

Otolog HKHN Allogeneik HKHN
Kanser Kanser
Multipl Myelom Akut Myeloid Losemi
Hodgkin dis1 Lenfoma Akut Lenfoblastik Losemi
Hodgkin Lenfoma Kronik Myeloid Losemi
Akut Myeloid Losemi Myelodisplastik Sendrom
Noroblastoma Hodgkin Hastalig1
Over Kanseri Hodgkin dis1 Lenfoma
Germ Hiicreli Timor Myeloproliferatif Hastaliklar
Diger Hastaliklar Kronik Lenfositik Losemi
Otoimmiin Hastaliklar Multipl Myelom
Juvenil Kronik Myeloid Losemi
Diger Hastaliklar

Aplastik Anemi

Talasemi Major

Orak Hiicreli Anemi

Ciddi Kombine Immiin Yetersizlik
Wiscott-Aldrich Sendromu

Fanconi Anemisi

Blackfan-Diamond Anemisi
Paroksismal Nokturnal Hemoglobiniiri
Dogumsal Metabolik Hastaliklar



HKHN, kok hiicre kaynagina gore ii¢ gruba ayrilir;

1. Kemik iligi kaynakli: Genel anestezi altinda crista iliaca posterior veya nadiren
anteriordan alicinin kilosuna gore 10-15 ml/kg kemik iligi aspire edilir. Maksimum doz
vericinin kilosuna gore 20 ml/kg’dir.

2. Cevre kani kaynakli: Kok hiicreler dolasima ¢ikip yeniden kemik iligine donerler.
Dolasimdaki kok hiicre sayisi oldukga azdir. G-CSF, GM-CSF ya da plerixafor (CXCR4
inhibitori) gibi ajanlarla kemik iliginden dolagima kok hiicre gecisi artirilabilmektedir.
Bu isleme kan kok hiicre mobilizasyonu denilmektedir. Dolasimda sayisi arttirilan kan
kok hiicreleri aferez yontemiyle kandan toplanir. Mobilizasyon, allogeneik HKHN’de
saglikli vericiye G-CSF verilerek, otolog HKHN’de ise altta yatan hastalik ve hastalik
durumuna gore degismekle birlikte tek basina G-CSF, kemoterapi ve G-CSF veya G-CSF
ve plerixafor kombinasyonu ile gerceklestirilmektedir.

3. Kordon kant kaynaklhi: Dogumu izleyerek bebek disar1 alindiktan sonra gobek
kordonunun baglanir ve geride kalan kordon kani boliimiinden kan kok hiicreleri
enjektorle alinarak dondurulup saklanabilmektedir. Bu amagla allogeneik ve otolog
kordon kani bankalar1 kurulmustur. Az sayida kok hiicre igerigi nedeniyle kullanimi

kisithdir(4).

Tablo 2: Kok Hiicre Kaynagina Gore Hiicre Sayilan (5)

Hacim Ortanca CD3 Hedef hiicre dozu
Kemik iligi 10-20 mL/hastakg  25x10%kg >2x10° TCH*/hasta kg
Cevresel Kan  150-400 mL/iirin ~ 250x10%kg 5-10x10° CD34+/hasta kg
Umbilikal 80-160 mL 2.5x10%kg >3x10" TCH/hasta kg

Kord Kam
TCH: Total ¢gekirdekli hiicre.

HKHN, verici kaynagina gore siniflandirildiginda ‘singeneik’, ‘otolog’, ‘allogeneik’ olmak

lizere ii¢ gruba ayrilir:

1. Singeneik HKHN, alic1 ile vericinin tek yumurta ikizi olup tamamiyla ayni doku
gruplarini paylastiklari nakil tiiriidiir. Ayn1 immiinolojik sisteme sahip olduklari i¢in graft
versus hastalik etkisi yoktur. Graft versus host hastaligi (GvHH) riski azdir. Ancak
GvHH gelisen olgular literatiirde bildirilmistir(6-8).

2. Otolog HKHN, hasta kisinin kemik iliginden ya da ¢evre kanindan 16koferez yontemiyle

toplanan CD34+ kok hiicrelerin, myeloablatif hazirlama rejimini (yiiksek doz kemoterapi



ya da radyoterapi) takiben santral venoz damar yoluyla kisiye verilmesi ile gerceklesir
(9). Graft versus hastalik etkisi yoktur, GvHH otolog HKHN sonrasinda nadir bir
durumdur. Otolog HKHN giiniimiizde g¢ogunlukla multip] myelom ve lenfomalarin
tedavisinde kullanilmaktadir(10).
Allogeneik HKHN, hastaya baska bir kisinin HKH’lerinin myeloablatif ya da
myeloablatif olmayan kemoterapi sonrasit nakledilmesi islemidir. Alici ile vericinin
arasindaki insan 16kosit antijenlerinin (HLA) uyumuna ve akrabalik durumuna gore 4’¢
ayrilmaktadir;

a. HLA tam uyumlu (akraba) kardes verici,

b. HLA tam uyumlu akraba dis1 verici,

c. Kordon kani1 nakli,

d. Yar1 uyumsuz akraba verici (haploidentik nakil).

B. HKHN Oncesi Hazirlama Rejimleri

Hazirlama rejimi, kok hiicre inflizyonu Oncesi hastaya uygulanan kemo-bazen birlikte

radyoterapidir. U¢ ana amagla yapilir;

Altta yatan hastalik malign ise kalintt malign hastaliktan arindirmak
Konak kemik iligini gelecek vericiye ait HKH’e hazir hale getirmek
HKH’in kemik iligine yuvalanmasi ve ¢ogalmasini (engrafmani) saglamaya yonelik hem

rejeksiyonu hem de GvHHyi 6nlemek amaciyla immiinsupresyon saglamak,

Hazirlama rejimi ile myelodeplesyon ve lenfodeplesyon yaparak konak HKHN igin uygun

hale getirilir.

Hazirlama rejimleri:

b.

Total viicut simlamast (TBI): Myeloablatif rejimlerde (MAC): ¢ogunlukla 12 Gy
dozunda verilir (3 giin boyunca, giinde iki kere, 2 Gy dozunda), doz arttirildik¢a
antilosemik etkisi artmakla birlikte transplant iligkili mortalite de artar (11).

Akut myeloid l6semilerde (AML) TBI-siklofosfamid ile busulfan-siklofosfamid
seceneklerinin  etkinliginin benzer oldugu gosterilmistir (12). Akut lenfoblastik
l6semilerde (ALL) ise hazirlama rejimlerinde TBI her zaman ilk secenekte yer almaktadir
(13).

Myeloablatif TBI disi hazirlama rejimi: Cogunlukla alkilleyici ajan temelli rejimlerden
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olusan yliksek doz kemoterapidir. Tarihsel olarak busulfan-siklofosfamid MAC’in
temelini olusturmaktadir. 1980’lerin ortalarinda, TBI iliskili olusabilecek toksisiteleri
azaltabilmek amaciyla Johns Hopkins grubu tarafindan gelistirilmistir (14).

AML’de busulfan ve fludarabin kombinasyonunun ayni etkiyi, daha tolere edilebilir
toksisite profiliyle olusturdugu goriilmiistiir. Bir ¢alismada busulfan-siklofosfamid ile
busulfan-fludarabin (BU/FLU) hazirlama rejimi verilen hasta gruplari kiyaslandiginda
ayni antilosemik etkiyle, BU/FLU kolunda daha az transplant iligkili mortalite gortildiigi
bildirilmistir (15).

Myeloablatif olmayan hazirlama rejimleri (NMA), azaltilmis dozda hazirlama rejimleri
(RIC) ve diisiik toksisiteli (RTC) hazirlama rejimleri: Son 20 yilda, standart MAC
rejimlerini alamayacak yasli, diisik performansi olan kisilerde, transplant iliskili
mortaliteyi ve organ toksisitesini azaltmak amaciyla NMA, RIC ve RTC rejimleri

kullanilmaya baslanmistir.

MAC, KHK verilmesini gerektirecek geri doniisiimsiiz sitopeni yapan hazirlama rejimi
olarak tanimlanmistir. NMA rejimleri sitopeni yapabilir ancak sitopeni beraberinde HKH
verilmesini sart kosacak derecede degildir. RIC ise; takibinde kok hiicre verilmesine
ihtiya¢ duyulacak derecede sitopeni yapabilen ancak bu durumun geri doniigiimlii de

olabilecegi bir rejimdir (16).

BU/Flu hazirlama rejimi olduk¢a sik kullanilmaktadir. NMA, RIC/RTC ya da MAC
intravendz busulfan dozunun sirasiyla 2, 3 ve 4 giin olmasina gore belirlenir (17). Doz
yogunlugu ile nakil sonrasi niiks siklig1 arasinda ters; ancak niiks dis1 mortalite oranlari
arasinda ise dogru orantt oldugu ortaya konulmustur. BU/FIu RIC rejimi,
Fludarabin/melfalan (FLU/MEL’in) RIC rejimi ile kiyaslandiginda FLU/MEL’in daha
yogun bir tedavi oldugu ve niiks sikligini azalttigi ancak tedavi iligkili toksisitenin

FLU/BU’ya kiyasla daha fazla gelistigi bildirilmistir(18).

Allogeneik HKHN 'de HLA uyumsuz akraba disi verici (MMUD), haploidentik vericide
hazirlama rejimleri: Onceleri transplant iliskili mortalite ve yamanma sorunlarinin en gok
yagsandig1 hastalart bu grup olustururken, giiniimiizde hazirlama rejimlerindeki yeni

gelismeler dikkati cekmektedir.

Akraba dis1 vericiden nakil olgularinda hazirlama rejimi ile ATG verilmesinin GvHH ve

transplant iliskili mortaliteyi azalttigi, bununla birlikte graft-versus-hastalik etkisini
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azaltmadig, dolayisiyla niiks sikligini arttirmadigi gosterilmistir (19).

Avrupa’da haploidentik HKHN’de MAC hazirlama rejimi olarak TBF (thiotepa ve
BU/Flu) kullanilmaktadir ve GvHHyi 6nlemek amaciyla ise post-transplant siklofosfamid

verilmektedir.

GVHH korumasinda haploidentik HKHN yani sira HLA uyumlu kardes vericiden veya
HLA uyumsuz akraba dig1 vericiden nakil olgularinda da post-transplant siklofosfamid

kullanilmis galigmalar vardir (20).

Otolog HKHN 'de hazirlama rejimleri: Otolog HKHN cogunlukla lenfoma ve multipl myelom
icin uygulanmaktadir. Multipl miyelomda yiiksek doz melfalan, lenfomada siklikla BEAM,
veya BEAC kullanilmakta olup, 6zgiil monoklonal antikorlar da rejime eklenebilmektedir.

AML’de alternatif vericiye ulagma sansinin artmasi, HKHN’de yeni gelismelerin olmas1 ve
RIC rejimlerin ortaya ¢ikisiyla otolog nakilden uzaklasilmistir. Ancak otolog HKHN yapildigi
dénemde en popiiler hazirlama rejimi busulfan-siklofosfamid olmustur. ‘Busulfan-melfalan’in
‘busulfan-siklofosfamid’e gore niiks sikligini azalttigi, daha iyi genel sagkalim sagladigi ve
transplant iligkili mortalitey1 arttirmadigi gosterilmis olup daha fazla tercih edilebilecegi
belirtilmistir. Nakil O©ncesinde hastalii remisyonda olan, minimal kalinti hastalig

saptanmayan olgularda daha iyi sonuglar alindig: bildirilmistir(21).

C. HLA Doku Gruplarinin Verici Seciminde Onemi
HKHN’nin basaris1 pek ¢ok degiskene bagli olup biiyiik oranda hasta ile verici arasindaki
HLA uyumu etkilidir.
HLA, 6. kromozomda kodlanan bir grup genin iriiniidiir ve bu iriinler birleserek major
histokompatibilite kompleksini (MHC) olusturur.
HLA allelleri, biri anneden biri babadan gelen 2 set haplotipten olusmaktadir. Dolayisiyla iki
kardes arasinda HLA tam uyumun saptanma olasilig1 %25°tir. Eger varsa, HLA tam uyumlu
kardes verici en uygun Verici olarak kabul edilir. Ancak hastalarin sadece tigte birinde bu
olasilik mevcuttur.
Verici ile doku uyumu arastirilirken, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 ve HLA-DQB1
kapsayan 10 allel i¢in yiiksek ¢oziiniirliiklii tiplendirme yapilir (22). Akraba-dist tam uyumlu
verici (8/8 ya da 10/10) bulma ihtimali %16 ile %75 arasinda degismektedir (23).

Tam uyumlu kardes ya da akraba dis1 verici bulunamaz ise haploidentik HKHN secenegi
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degerlendirilir.

Miimkiinse ABO kan grubu uyumu aranmalidir. Bu durum miimkiin degilse dncelik minor

uyumsuzluga verilmelidir, major uyumsuzluk en sona birakilmalidir.
Sitomegaloviriis (CMV) serolojisi agisindan hasta ve verici arasinda uyum aranmalidir.

Verici se¢im siralamasi agsagidaki gibi onerilir;

1. Cocuk,

2. En geng erkek kardes
3.  Enyash kiz kardes

4. Baba

5. Anne

HLA-uyumlu kardes verici

HLA- 10/10 uyumlu akraba disi verici
HLA disinda: verici yasi > CMV-uyumu, cinsiyet uyumu, ABO uyumu

HLA-9/10 uyumlu akraba disi verici
HLA uyumsuz akraba verici; kordon kani
HLA disinda: vericiye 6zglin antikorlar, merkezin deneyimi

Sekil 1: Verici se¢imi algoritmasi(5)

D. Kimerizm ve Kimerizmi Belirlemede Rol Oynayan Faktorler

Hastaya verilen HKH’ler kemik iligi fonksiyonunun geri kazanilmasinda 6nem tagimaktadir.
Bu hiicrelerin iizerinde bulunan belirtecler sayesinde, kok hiicrelerin canliligi, dagilimi ve
doniisiimii, konagin tiim émrii boyunca takip edilebilmektedir.

Singeneik HKHN de eclimizdeki tek belirte¢ konagin hastaligina ait belirte¢lerdir. Otolog
nakillerde, graft verilmeden Once grafta belirte¢ aktarimi yapilabilmekte ve bu sekilde
hastalik niiksii durumunda, malign hiicrelerin kaynaginin konak veya verilen kok hiicreler
oldugu konusunda yorum yapilabilmektedir. Allogeneik HKHN 'de, genetik belirteclerle bu
ayrim saglanabilmektedir. Nakil oncesi belli lokuslardaki alleller incelenir ve konak ile verici

arasinda farkli oldugu bilinen alleller belirte¢ olarak kullanilir. Bu belirtegleri tanimlamak
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akraba dis1 verici durumlarinda kolayken akraba vericilerde daha zordur; ancak giliniimiiz
teknolojisinde singeneik HKHN disindaki nakillerde kolayca belirlenebilmektedir.

Kimerizm, giinlimiizde allogeneik HKHN yapilan kisilerde hematopoietik hiicrelerin
konaktan mi, vericiden mi koken aldigini ifade ederken kullanilir. Tam kimerik dedigimizde,
tiim hematopoietik hiicrelerin verici kokenli oldugunu, parsiyel ya da karisik kimerik
ifadesiyle de hem konak hem vericiye ait hiicrelerin bir arada bulundugunu anlamaktayiz.
Split kimerizm, dendigindeyse bazi hiicre serilerinin verici bazilarinin konak koékenli oldugu

ifade edilmektedir.

E. Kimerizm Bakilma Yontemleri
Tarihsel siirecte, konaktaki kimerizmi ve verici yamanmasini anlayabilmek i¢in cesitli
yontemler kullanilmastir.
Kimerizm belirlenmesinde ilk yontem eritrosit antijen farkliliginin belirlenmesidir. ABO, Rh
ve MN sistemi bu amagla kullanilmistir. Ancak eritrositlerin yart dmiirlerinin uzun olmasi ve
HKHN’de sik transfiizyon yapildigi diistinildiigiinde vericiye 06zgiil eritrosit antijeni
belirleyicilik zordur. Ayrica ABO uyumsuzlugu olan olgularda eritrosit yamanmasinin siiresi
uzamaktadir ve sonuglar yaniltict olabilmektedir.
Cinsiyet uyumsuz olgularda ve sitogenetik anormallik saptanan olgularda sitogenetik
inceleme kullanilabilmektedir (24). Ancak bu yontemin dezavantajlart alic1 ve verici arasinda
cinsiyet uyumsuzlugu olmasi ve metafaz elde etme gerekliligi ile metafazdaki hiicrelerin
sadece bir kisminin degerlendirilebilmesidir. Kimerizm analizleri olarak Floresan in situ
hibridizasyon (FISH) ve sinirlayici enzim parca uzunlugu ¢esitliligi (RFLP) de kullanilmistir.
1980’lerin sonlarinda, molekiiler biyoloji yontemlerinde elde edilen gelismeler sonrasinda
polimeraz zincir reaksiyonlarinin (PZR) gelistirilmesiyle yontemi kullanilmaya baslanmistir.
Kisa ardisik tekrarlar (STR)’1in 1990°1larin sonunda PZR yontemiyle kullanilmasiyla hem hizli
hem de kesin sonuglar elde edilmeye baslanmistir.
Gilinlimiizde, tek niikleotid polimorfizminin gergek zamanli PZR (rPZR) ile kullanilmasinin
kimerizm analizlerinde STR-PZR yontemine gore duyarliligi daha da arttirdigr bilinmektedir.
Ancak kantitatif dogruluk, STR-PZR’ye gore (varyasyon Kkatsayist %1-5), rPZR ile
(varsyasyon katsayist %30-50) daha diistiktiir.
Bu alandaki en yeni gelisme ise, dijital PZR(dPZR) ile DNA’nin kesin ve dogru bir sekilde

kantitifiye edilmesine dayanir.
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Tim bu yontemler incelendiginde; post-transplant kimerizm tayininde giiniimiizde altin
standart yontem olarak halen fluoresan isaretli primerlerin ve kapiller elektroforez ile fragman

¢oziinlirliigliniin kullanildigi STR-PZR yontemi kabul edilmektedir (25).

F. HKHN’de Kimerizmin klinik uygulamalari;
Nakil Oncesi hasta ve vericiden ornekler alinir, analiz edilir ve sonuglar hastanin takip
siirecinde de kullanilmak iizere saklanir. Ornekler ¢ogu zaman kan &rnegidir, ancak kan
saklanamadan nakil yapildiysa bukkal mukoza, deri, sa¢ gibi doku Ornekleri de
kullanilabilmektedir.

Kimerizm nakil sonrasi pek ¢ok amagla kullanilmaktadir (26) (Tablo 3).

Tablo 3: HKHN’de Kimerizm Testlerinin Klinik Uygulamasi

1. Verici hiicre yamanmasimn belgelenmesi
2. Verici hiicrelerinin asagidaki durumlarda varhginin gosterilmesi
Yetersiz ilik fonksiyonu olan hastalar
DLI aday1 hastalar
Ikinci allogeneik HKHN aday1 hastalar
Rejeksiyon icin artmis riskli hastalarin uzun dénem takibi
3. GvHH, rejeksiyon ya da niiksiin prognostik riskinin anlasgilmasi
4. Niiks malignitenin ya da gelisecek lenfoproliferatif hastaligin kokeninin verici
ya da hasta hiicrelerinden olmasi
5. Ciddi kombine immiin yetersizliklidinde nakil oncesinde maternal hiicre
varhiginin tanimlanmasi
6. Ciddi kombine immiin yetersizliinde nakil sonrasi1 immiin yeniden
yapilanmanin degerlendirilmesi
7. Transfiizyon ile gelen hiicrelerin GvHH’ye sebep olup olmadiginin anlasiimasi
8. Ikizlerin genetik olarak aym olduklarinin dogrulanmasi
9. Multipl umbilikal kord nakli sonras1 yamanmanin kokeninin belirlenmesi

Giliniimilizde yeterince hassas yontemler kullanildiginda, konakta kendi hiicrelerinin MAC
rejimini takiben post-transplant ikinci yilda bile oldugu gosterilmistir. Genel olarak, 6nceden
aliman yogun kemoterapiler ve daha yogun hazirlama rejimlerinden sonra yapilan HKHN
sonrasinda, konaga ait hiicrelerin varliginin azalmasi ve nakledilen hiicrelerin akut GvHHyi
tetiklemesi ve yamanmay: hizlandirmasi beklenmektedir (27). Hastaya verilen hiicrelerin
icerisinde bulunan T hiicreleri konaga ait hematopoietik hiicrelere saldirarak yok etmeyi

hedefler; ancak verilen iiriinde T hiicreler azaltilmissa, bu kisilerin karigik kimerik saptanmasi
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olasilig1 daha fazladir (28). Literatiirde, MAC rejimi sonrast HKHN’de ilk 100 giinde konak
hiicrelerinin goriilmemesi, artmig akut ve kronik GvHH(29), 2-6. aylar arasinda halen tespit

edilebilir olmasi artmis niiks siklig1 (30) ve diisiik kronik GvHH ile iliskilendirilmistir(31).

1. Graft basarisizhigi icin riskli olan hastada kimerizm testleri:
HKHN sonrasi yetersiz kemik iligi fonksiyonu gosteren veya dondr lenfosit infiizyonu (DLI)
aday1 ya da ikinci nakil adayi alicilarda kimerizm durum degerlendirilmesinde kullanilir.
Graft rejeksiyonu HKHN sonrasi pansitopenik hastada, kemik iliginin hiposeliiler olmasi ve
vericiye ait hi¢ hiicre saptanamamastyla yani kimerizm gelismemesi veya kaybi ile taninir.
Niiks: Kimerizmin siirmesi durumunda DLI ve/veya ayni vericiden ikinci HKHN planina
yonlendirir. Giderek azalan kimerizmli olgularda, DLI ile rejeksiyonun dnlendigini bildiren
yayinlar mevcuttur(32). DLI sonrast karistk kimerizmden tam kimerik hale donisiim
olabilmektedir. Ancak GvHH de gelisebilecegi de akilda tutulmalidir.
Aplastik anemi veya talaseminin tedavisinde ilk yamanmay: gosterebilmek igin seri kimerizm
incelemeleri yapilir. Talasemide karisik kimerizmin >%30 otolog hiicre oldugunda(33) ve
diger selim kan hastaliklarinda (34) karisik kimerizmin artis1 rejeksiyon ihtimalinin artmig

olmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir.

2. Malign olmayan hastaliklarda kimerizm;
Immiin yetersizlik sendromlar1, depo hastaliklari, osteopetrosis, talasemi, orak hiicreli anemi,
agir aplastik anemi gibi bazi malign olmayan hastaliklarin tek kiiratif tedavisi allogeneik
HKHN’dir. Bu hasta grubunda HKHN ile hematopoietik fonksiyonu iyilesmesi, veya immiin
yetersizligin diizelmesi ya da sorumlu enzim iretimi ile diizey artis1 normallesmesi devamli
ya da stabil yamanma saglanmasi amaglanir. O nedenle, hematopoiezin tamamen verici
kokenli olmas1 gerekmeden karigik kimerizm saglanmasi ¢ogu zaman yeterlidir. Ancak erken
donemde verici kokenli kimerizmin daha yiiksek oranda olmasinin daha iyi1 genel ve
hastaliksiz sagkalim sagladigi bildirilmistir. RIC rejimi sonrasi, verici kaynakli T hiicrelerin
ve dogal katil (NK) hiicrelerin yamanmasmin diisiik seviyede olmasi, artmis rejeksiyon ve
antitimor etkinligin olmamasiyla iliskilendirilmisken; artmis verici yamanmasi, GvHH
riskinde artma, progresyonsuz sagkalimda artma ile iligkilendirilmistir(35). Bu hastalarda
toksik yan etkileri azaltmak i¢in hazirlama rejiminin yogunlugu c¢ogu zaman azaltilir,

myeloablatif tercih edilmez.
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3. Malign hastaliklarda Kimerizm;

Malign hastalik sebebiyle allogeneik HKHN yapildiktan sonra kimerizm bakildiginda, aliciya
ait saptanan hiicreler malign hiicre veya normal hematopoietik sistemine ait veya her ikisi de
olabilir (36, 37). 1990’larda karisik kimerik olan l16semili hastalarda, graft-versus hastalik
etkisinin diisiik oldugu ve niikslerin oldugu bildirilmistir.

Post-transplant kimerizm izlemleri, dinamik bir siirectir. Eger olasi niiks yakalanmak
isteniyorsa kisa zaman araliklariyla kimerizm takibi yapilmalidir(38). Hasta tam kimerik
durumdan karisik kimerik hale geldigindeyse niiks saptanabilmektedir. Artan Kkarisik
kimerizm tespit edilen hastalarda immiinsupresif ilaglar1 kesmek ya da DLI uygulamak niiksii
onlemede kullanilmaktadir(39). Minimal kalinti hastalik saptanirken; kimerizm bakmak
disinda, 6rnegin AML veya MDS’de CD34, ALL’de alt tipine gore CD10, CD19, CD3, CD4,
CDS5, CD8 gibi belirtegler de niiks belirleme duyarliligini arttirir(40).

G. Graft Versus Host Hastahigi; Profilaksisi
Allogeneik HKHN sonrasinda yasami tehdit eden komplikasyonlardan biri GvHH
geligsmesidir. Vericinin T hiicrelerinin konag1 yabanci olarak algilamasi sonucunda goriiliir.
Hastalarin % 30-50’sinde GvHH gelisirken bunlarin %15’i ciddi (evde II-1V) GvHH
gelistirir.

MAC rejimi sonrast GvHH profilaksisi; 1980’lerin ortasinda siklosporin-metotreksat
kombinasyonunun iistiinliigii gosterilmistir ve glinimiizde halen bu rejim altin standart olarak
kullanilmaktadir(41). Amerika altin standartlarini ise siklosporin gibi kalsindrin inhibitorii
(CNI) olan takrolimus ile metotreksat kombinasyonu olusturmaktadir. Hem takrolimus hem
de siklosporin GvHH’yi, aktive T hiicrelerin niikleer faktorlerinin aktivasyonu Onleyip
interlokin-2 salinimini azaltarak, bu sayede de efektor T hiicrelerin aktivasyonunu inhibe
ederek onlerler. Bu sirada anti-inflamatuvar 6zelligi olan ve IL-2 bagimli Treg hiicreleri de

azalir.

RIC rejimi sonrasi GvHH profilaksisi; siklosporin ya da takrolimusun mikomofetil fenolat
(MMF) ile kombinasyonu olusturur. Kalsinorin inhibitorleri, MAC rejimindeki ile ayn1 dozda
verilir. MMEF’in hematolojik yan etki yapabilecegi akilda tutulmalidir.

Haploidentik HKHN sonrast GvHH profilaksisi; post-transplant +3 ve +4. giinde 50 mg/kg
dozunda siklofosfamid verilmesini takiben takrolimus/MMF kombinasyonu verilmesi
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olusturur. Siklofosfamidin hemorajik sistit ve erken donemde kardiyak disfonksiyon
yapabilecegi akilda tutulmalidir. Post-transplant siklofosfamidin kronik GvHH gelisimini
azalttig1 yoniinde ¢alismalar bildirilmistir(42). Akraba dis1 vericilerde ATG ile post-transplant
siklofosfamidi kiyaslayan faz 3 calismalar siiregelmektedir. Siklofosfamid alloreaktif T
hiicreleri azaltirken Treg hiicrelere zarar vermemektedir.

ATG,; ozellikle akraba dis1 vericiden HKHN yapildiginda kullanilir. Literatiirde akut ve kronik
GvHH’yi azalttig1 farkli galismalarla bildirilmistir(43, 44).

GvHH profilaksisinde verilebilecek yeni immiinsupresif ilaglar; bir mTOR inhibitorii olan
sirolimus bu grup ilaglar arasinda sayilabilir. CNI’nin aksine Treg hiicrelerine kiyasla
konvansiyonel T hiicreleri baskilar. Bunu, mTOR-protein kinaz B yolag: tizerinden yapar.
Dana-Farber Kanser Enstitiisii grubu tarafindan evre 11-1V akut GvHH’yi %20.5’a ve evre IlI-
IV’ %5’in altina diisilirdiigii gosterilmistir. Bu, daha biiylik ¢aligmalar yapilmasina 6n ayak
olmustur. Takrolimus/sirolimus ile takrolimus/metotreksat’in kiyaslandigi calismada GvHH
gelismeyen siire ve akut evre I1I-IV GvHH gelisme oranlar1 kiyaslandiginda iki kolda anlamli
bir fark bulunamamaistir(45).

Bortezomib ve maraviroc’un da GvHH profilaksisinde kullanilabilecegine dair calismalar
mevcuttur.

Hayvan modellerinde, vorinostat (histon deasetilaz inhibiétii, diisiik dozda antiinflamatuvar
ve immiinregiilator) ve tosiluzumab ¢alismalar1 bulunmaktadir. Vorinostatin insan lizerindeki
caligmasinda, standart profilaksiye eklendiginde GvHH geligsme sikliginda degisiklik olmadig:
gorlilmiigtiir. Tosilizumab ise; anti IL-6 reseptor monoklonal antikorudur. IL-6 seviyesi,
GVHH gelistiginde mikrocevrede artmaktadir ve tosilizumab’in klasik CNI+metotreksat
profilaksisine eklenerek test edildigi c¢alismalarda GvHH siddetini azaltarak sagkalimi

uzatabilecegi 6ne siiriilmiistiir(46).
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I1l.  HASTALAR ve YONTEM
A. Olgular

.U. ITF I¢ Hastaliklar: Hematoloji BD kliniginde Ocak 2019 ile Ekim 2020 tarihleri arasinda
Allogeneik HKHN yapilan 41 hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismaya alinma kriterleri:
1. Calismaya alindiginda 18 veya 18 yasindan biiyiik olan hastalar

2. Biyopsi yapilmasma izin veren dolayisiyla ¢alismaya katilmak icin onam formunu

imzalayan hastalar
3. Allogeneik kok hiicre nakli olmus ve post-transplant 28. giine ulasmis olmak
Calismadan diglanma kriterleri:
1. 18 yasindan kiiciik hastalar
2. Calismaya katilmak i¢in onam vermeyen hastalar
3. Ornek vermeyi reddeden hastalar
B. Yontem

Calismamizda allogeneik HKHN olan hastalardan alinan cilt biyopsisinden elde edilen
DNA’lar STR-PZR kimerizm yontemiyle c¢alisilmistir. Nakil Oncesinde hasta ve
vericilerinden alinan kanin total I6kositlerinden ayrilan DNA, nakil sonrasinda 28. giinde
hastadan alinan cilt biyopsisinden elde edilen DNA’lar STR-PZR kimerizm yontemiyle
caligilmistir.

Hastalar; aldig1 tani, yas, cinsiyet, ila¢ rejimi, kan grubu, engraftman gelisimine ek olarak
donorlerinin yasi, cinsiyeti, kan gruplarma gore yapilan testler sonucunda elde edilen
analizlerle degerlendirilmistir.

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 04.02.2019 tarih,
144 sayili karari ile etik yonden uygun bulunmustur. Calisma Helsinki kriterlerine dayanilarak

IKU/ILU ¢alisma prensiplerine uygun olarak yapilmustir.



19

[U istanbul Tip Fakiiltesi Allojenik Kemik Iligi Unitesi’nde nakil planlanan hastalarin
demografik ve klinik 6zellikleri, hazirlik sirasinda uygulanan protokolleri kaydedilmistir.
EDTA’l1 tiiplere nakil 6ncesi hasta ve donérden kan alinmis, nakil sonrasi 28. giinde ise
hastadan cilt biyopsi materyali 6rnekleri alinmustir.

Her hastadan elde edilen doku Orneklerinden tuz ¢oktiirme metodu ile izole edilen hiicrelerden
DNA'’lar elde edilmistir.

Test i¢in gerekli olan DNA konsantrasyonu 1-2 ng/ul olarak belirlenmistir.

DNA Izolasyonu

Etil trimetil bromid tuzlar1 ile denatiirasyon ve presipitasyonuna dayanan tuz coktiirme
yontemi ile DNA elde edilmistir.  Santrifiij ve sicaklik ayarli su banyosu, vortex
uygulanmustir.

Her bir DNA’nin safligi ve konsantrasyonu, NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo

Scientific) cihaziyla dl¢lilmiistiir.

1. Doku ornekleri -80 de dondurulmus ve daha sonra iyice ezilerek DTAB deterjani ile
parcalanmasi saglanmistir.

2. Parcgalanan doku 10 dakika 65°C de su banyosunda inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyonun ardindan doku &rnegi iyice vortexlenir ve iizerine 900 ul klorofm ilave
edilmis ve 14000 devirde 2 dakika santrifiij edilmistir.

4. Sanrifiij sonrasinda st s1vi, igerisinde 100 ul CTAB+900 pl distile su bulunan ependorfa
aktarilmistir. Sonrasinda tiip altiist edilerek DNA nin goziikiip toparlanmasi saglanmaistir.

5. 14000 devirde 2 dakika santrifiij edilen 6rnek siipernatanti atilmistir ve tizerine 300 pl
NaCl + 700 pl absolii alkol ilave edilerek vortexlenmistir.

6. 14000 devirde 2 dakika santrifiijiin ardindan siipernatant atilmis ve peletin tizerine 1000
ul %70 lik alkol ilave edilip yine 14000 devirde 2 dakika santrifiij edilmistir.

7. Siipernatant atilmis ve dipte goriinen DNA aplikator ile dikkatlice kurutulmus ve istege

uygun amaca gore sulandirilarak kullanima hazir hale getirilmistir.

Kimerizm analizi
STR-PZR Kimerizm Metodunda Qiagen ID Plex Plus kiti kullanilmistir.

Izole edilmis hiicrelerden elde edilen DNA; kitin sahip olmus oldugu STR bélgelerine ait
primerler sayesinde Multipleks PCR yontemiyle amplifiye edilmistir. 96 kuyucuklu plate’lere
Hi-Di formamid ve Size Standarti olan Liz buffer eklenmek kosuluyla, Multiplex PCR ile
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cogaltilan amplifiye edilmis triinler eklenmis ve denatiirasyonu saglanmistir. Ardindan
kapiller elektroforez cihazina (ABI 3130) konarak yiiriitiilmiistiir. GeneMapper programiyla

kimerizm sonuglart degerlendirilmistir.

Short Tandem Repeat PZR Protokolii

1. Konsantrasyonlar1 6l¢lilmiis olan hastalarin nakil oncesi, nakil sonrast ve dondrlerinin
DNA’s1 ayr ayr1 ependorflara isimleri yazilarak 1 ng olabilecek sekilde sulandirma
yapilmustir.

2. Hasta nakil oncesi, sonrasi ve donorii i¢in hazirlanmis 0.2 mL’lik ependorflarin her
birine;

Reaksiyon mix: 10.5uL

Primer mix: 5.5uL

Taq Polimeraz: 0.5pL konulmustur (Taq Polimeraz eklemesi yapmadan once, hepsi
vortexlenmistir).

3. Konsantrasyonu istenen yogunlukta olan DNA’lar vortexlenmis Ve nakil oncesi, nakil
sonrast ve dondr i¢in her bir ependorfa 10 uL. DNA’dan eklenip Thermal cycler cihazinda
multiplex PZR yontemiyle amplifikasyon saglanmustir.

4. 96 well plate’de hastanin nakil oncesi, nakil sonrasi ve donoériiniin amplifiye olmus
tirtinleri ayr1 ayr1 3 kuyucuga aktarilmistir. Her bir kuyuya 0.5uL GeneScan 500 Liz Size
Standard ve 15 pL Hi-Di Formamid eklenmistir.

5. GeneMapper Programinda olusturulan haritaya gore kapiler elektroforezde yiiriitiilme
islemine hazirlanmis plate denatiirasyonun ardindan ABI 3130 cihazinda yerlestirilmis ve

yuritilmistir.

Degerlendirmede analiz i¢in GeneMapper Software’i kullanilmistir. PZR sartlart su
sekildedir; Denatiirasyon i¢in 95 °C’de 11 dakika, baglanma ve uzama reaksiyonu igin 28
dongii; 94°C’de 1 dakika, 59°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika ve 60°C’de 1 saat.

Yapilan degerlendirmede tiim hiicre gruplarinda nakil sonras1 dondr(verici) yiizdesinin %95
tizerinde olmasina tam kimerizm olarak degerlendirilmistir. Nakil sonrasi hasta (alic1) hiicre
yiizdesinin %5-95 arasinda olmasi durumuna da karisik kimerizm olarak degerlendirilip bu

kriterlere gore siiflandirilmigtir.

Veriler STATA 13 paket programina kaydedilmis ve analiz edilmistir. Stirekli degiskenler

icin tanimlayici analizler ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler say1 (yiizde)
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olarak verilmistir. Bagimli grup Kkarsilastirmalarinda, parametrik test varsayimlari
saglandiginda iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik Testi (Student T test); parametrik
test varsayimlari saglanmadiginda ise Wilcoxon testi kullanilmistir. Klinik ve alt gruplar
arast kimerizm diizeyi iliskiyi degerlendirmek i¢in  korelasyon ve regresyon analizi

kullanilmigtir. Tiim analizler i¢in %95 giiven araliginda p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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IV. BULGULAR

A. Hastalarin Demografik Verileri ve Allogeneik HKHN Anindaki Ozellikleri

Calismamiza toplam 41 hasta dahil edildi. Hastalarin ortanca yasi 40 idi. 21 hasta kadin iken,

20 hasta erkekti ve cinsiyet dagilimi birbirine benzerdi. 38 hastaya periferik kok hiicre nakli

yapilirken, 3 aplastik anemi tanili hastamiza ise kemik iligi kaynakli kok hiicre nakli yapildi.

Hastalarimizin ¢ogunlugunda akraba vericiden tam uyumlu nakil yapilmis olup (n=17), geri

kalan hastalarin 13’tinde akraba dis1 tam uyumlu, 6’sinda haploidentik, 5’inde akraba dis1
9/10 uyumlu HKHN yapilmistir. HKHN endikasyonu dahil hastalarin 6zellikleri Tablo 4°de

verilmistir.

Tablo 4: Hastalarin Demografik Verileri

Ortanca yas (aralik)
Cinsiyet (Kadin : Erkek)
Takip siiresi
Hastalik (n)
AML
Graniilositik Sarkom
Myelodisplastik Sendrom
GATA 2 mutasyonu
B hiicreli ALL
T hiicreli ALL
T hiicreli ALL (LN) ve ikincil AML(KI)
Aplastik Anemi
Ikincil Myelofibroz
Hodgkin Lenfoma
Agresif Hodgkin dis1 Lenfoma
KLL Richter transformasyonu

Multipl Myelom
Kok hiicre kaynagi
Cevre kan
Kemik iligi
HKHN tiirii

Akraba tam uyumlu
Akraba dig1 tam uyumlu
Akraba dis1 9/10 uyumlu
Haploidentik
KIi: kemik iligi, LN: lenf nodu.

40 (19 — 60)
21:20
14 ay (2 - 37)

[N
w

P P WRARNWERERPRWEREN P

17
13
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Hastalik dagilimi AML (13 AML, 1 graniilositik sarkom ve 1 T-ALL-ikincil AML olgusu),
MDS (7 MDS ve 1 GATA-2 mutasyonu olgusu), lenfoma (4 HL, 3 HDL, 1 KLL Richter
transformasyonu), ALL (3 B-ALL, 1 T-ALL), aplastik anemi (n=3), ikincil myelofibroz (n=2)
ve multipl myelom (n=1) olarak siniflandirildi. MDS tanisi ile HKHN yapilan hastalarimizin
biri, daha Oncesinde ALK- Anaplastik Biiyiik Hiicreli Lenfoma nedeniyle otolog nakil
yapilmig ve ikincil MDS gelismis bir hastaydi.

KML tanisi ile takibimizde olan bir hastamizda ise kemik iliginde blastik faza doniisiim ile es
zamanl periferik lenf diigtimiinde de T hiicreli ALL saptandi.

Ikincil myelofibroz gelisen hastalarimizin birinde ilk tan1 polisitemia vera, digerinde esansiyel

trombositoz idi.

B. Alc1 ve Vericiler Arasindaki Uyum Degerlendirmesi
Vericilerin ortanca yasi 34 (aralik: 16 — 63) olup 14’1 kadin, 27’si erkekti. Cinsiyet uyumu ve

kan grubu uyumu ile ilgili veriler Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 5: Kan grubu, cinsiyet uyum analizi n=41
Cinsiyet uyumu (var/yok) 20/21

Kan grubu uyumu
Uyumlu 20
Minér uyumsuz | 7
Major uyumsuz | 10
Karsilikli uyumsuz = 4

C. Hazirlama Rejimlerinin Ozellikleri ve GVHH Profilaksisi
Miyeloablatif hazirlama rejimi 28 hastada, diisik yogunluklu hazirlama rejimi 11 hastada
tercih edildi. Toksisitesi azaltilmis myeloablatif rejim ise 2 hastada kullanildu.
Diisiik yogunluklu hazirlama rejimleri aplastik anemi (n=3), Hodgkin lenfoma (n=4) ve
ikincil myelofibroz (n=2) hastalarinda kullanildu.
GVHH profilaksisi:
Standart olarak siklosporin ve metotreksat verildi (n=35).
Antitimosit globiilin (ATG) akraba dis1 vericiden nakil yapilan tiim hastalara (n=18) verildi.
Ayrica 2 olguda, B hiicreli ALL tanili 20 yasindaki erkek ve ikincil myelofibroz tanili 51
yasindaki kadin hastada, vericileri akraba olmasina ragmen GVHH riski yiiksek olgular

olmalari nedeni ile ve 47 yasindaki Hodgkin lenfoma tanili hastada, eslik eden hastaliklar:
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nedeniyle disiik yogunluklu hazirlama rejimi ve GvHH gelismesi durumunda mortal
seyredebilecegi disiiniilerek ATG verildi. Akraba tam uyumlu vericiden nakil yapilan 32
yagindaki aplastik anemi tanili hastaya da uygulanan protokol geregi ATG verildi.

Takrolimus ve mofetil mikofenolat post-transplant siklofosfamid ile haploidentik HKHN

yapilan hastalara uygulandi (n=6).

D. Kok Hiicre Uriin Ozellikleri ve Yamanma
Hematopoietik kok hiicre kaynagi ¢evre kani olan hastalarda ortanca CD34+ hiicre sayisi
5,49x10°kg, kaynagi kemik iligi olan hastalarda 2,15x10%kg idi. CD3+ hiicre mutlak sayis,
beklendigi lizere kemik iligi kaynakli nakillerde daha azdi (Tablo 6).

Tablo 6: Kok hiicre iiriiniiniin 6zellikleri

Graft tipi CD34 (10%kg) TCH (10°/kg) CD3 (10°/kg)
Cevre kami (n=38) 5,49 (2,22-12,14) 965 (456-1905) 230 (93-423)
Kemik iligi (n=3) 2,15 (1,94-2,98) 340 (227-635) 37 (21-38)

Aplastik anemi tanili, 33 yasindaki erkek hastaya, vericinin se¢imi dogrultusunda ¢evre kani
kaynakli HKHN uygulandi. Bu hastada nétrofil yamanmasi post-transplant 19. Giinde gelisti;
trombosit yamanmas: gelismedi. Kemik iligi kaynakli HKHN uygulanan 3 hastamizin 2’si
aplastik anemi, 1’i AML tanilar1 ile takip edilmekteydi. Kok hiicre iiriin kaynagina gore

yamanma giinleri Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Kok hiicre kaynagina gore ortanca yamanma giinleri

Kok hiicre kaynagi Nétrofil yamanmasi Trombosit yamanmasi
Cevre kami kaynakh (n=38) 15 (10-39) 13 (6-155)

Kemik iligi kaynakh (n=3) 19 (15-21) 23 (15-44)
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E. Allo-HKHN Sonrasi +28. Giinde Cevre Kani ve Doku Kimerizmi Sonuclari

1. Cevre kani kimerizmi
Post-transplant 28. giinde 40 hastada ¢evre kani1 Kimerizmi tam kimerik ikincil myelofibroz
tanili bir hastada karisik kimerik olarak rapor edildi. Hastanin izlenimde HKHN birinci

senesinde tam kimerizm gelistigi gézlendi.

2. Doku kimerizmi
Hastalarin 40’inda c¢alisilabildi. Bir hastada doku DNA’s1 elde edilemedi. Geri kalan 40
hastanin 21’inde dokuda hastaya ait DNA, 19’unda hem hasta hem de vericinin DNA’s1

gozlendi.

3. Kimerizm seyri
Doku kimerizmi kendi DNA’s1 olarak sonuglanan 21 hastanin 9’unda (%43), ortanca 14 aylik
takipte (2-37 ay), karisik kimerik saptanan 19 hastanin 3’iinde (%16), (ortanca 14 aylik takip;
3-34 ay) kan kimerizm kayb1 gozlendi (p=0.062, Tablo 8).

Kan kimerizm kaybi saptanan 12 hastanin tlimiinde hastalik progresyonu gozlendi.

Tablo 8: Cevre kan kimerizm kaybi ile 28. giin doku kimerizmi arasindaki iliski

_ Cevre kani kimerizm kaybi

YoK VAR :
12 9

15 3 0062

Analizimizde kok hiicre tiriiniiniin mutlak CD3 igeriginin doku kimerizmi alict ya da karisik

kimerik saptanan grupta benzer oldugu goriildii (Sekil 2).

400

300

(1076/kg)

200

cd3_mutlak

100

L] o
L]

Alici DNA'sI Karisik kimerik

Sekil 2: Mutlak CD3 sayis1 ve 28. giin doku kimerizmi iligkisi.
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Myeloablatif hazirlama rejimi uygulanan 28 hastanin 10’unda (%36) dokuda karigik kimerizm
mevcutken, diisiik yogunluklu hazirlama rejimi alan 10 hastanin 8’inde (%80) karisik

kimerizm saptand: (p=0.016, Tablo 9).

Tablo 9: MAC ve RIC hazirlama rejimine gore doku kimerizmi

_ Kendi DNA’s1 Kansik kimerik p
MAC (n=28) Rk 10
RIC (n=10) [ 8 0.016

Post-transplant 28. giinde dokuda karisik kimerizm tespit edilen 19 hastanin 2’sinde es
zamanli GVHH mevcut iken, kendi DNA’s1 bulunan 21 hastanin 2’sinde GvHH g6zlendi
(p=0.916, Tablo 10).

Tablo 10: Post-transplant 28. giinde GVHH ile doku kimerizminin iligkisi

_ Kendi DNA’s1 Karisik kimerik p
2 2
GVvHH yok  [ke] 17 0.916

Hastalarimizin ortanca 14 aylik takibinde toplam 19 hastada GvHH gelistigi saptandi. Doku
kimerizmi karisik olan grup ile alict DNA’s1 saptanan grup arasindan istatistiki anlamli fark

saptanmadi (p=0.516, Tablo 11).

Tablo 11: Post-transplant 28. giinde doku kimerizminin takipte GvHH ile iliskisi

I KendiDNA’si Karisik kimerik p
11 2
GvHH yok [l 11 0.516

F. Kimerizm Sonuclarimin Hasta Sagkalimn ile iliskisi
Calisma siirecinde 12 hasta vefat etti. Oliim nedeni gram negatif septisemi (n=4), pnémoni ve
solunum yetersizligi (n=2), invazif fungal enfeksiyon (n=2), ilerleyici hastalik (n=2), CMV
viremisi ve akciger 6demi (n=1) ve COVID-19 pndémonisi (n=1) idi.
Doku kimerizminde kendi DNA’s1 saptanan 21 hastanin 9’u (%43) kaybedilirken, karigik
kimerizm saptanan 19 hastanin 3’ii (%16) kaybedildi (p=0.062, Tablo 12).
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Tablo 12: Post-transplant 28. giinde doku kimerizminin 6liim ile iliskisi

Kansik kimerik
3
16

0.062

Ortanca 14 aylik takip siirecinde 1 yillik progresyonsuz sagkalim dokuda kendi DNA’s1

saptanan grupta %27.27 (%95 CI: 0.06-0.53) iken, karisik kimerizm saptanan grupta %75

(%95 CI: 0.12-0.96) olarak tespit edilmis; ancak istatistiki olarak anlamli saptanmamistir

(p=0.25, Sekil 3).

Number at risk
Alici DNA's
Karisim kimerizm

0.75 1.00
L L

0.50

0.00 0.25

Progresyonsuz sagkalim

L
Lo
J,| .
L
1
J_ |
] 4'— ——————— -+ ==+
l- ————— —— — —t
0 5 10 1 30 35
Takip stresi (ay)
11 4 3 2 0
4 3 3 2 0

| —+— Dokuda alici DNA'si— —— — Dokuda karigik kimeriz{m

Sekil 3: Doku kimerizmine gore progresyonsuz sagkalim.

2. Genel Sagkalim

Ortanca 14 aylik takibimizde, 1 yillik genel sagkalim dokuda kendi DNA’s1 saptanan grupta
%61.54 (%95 CI: 0.37-0.78) iken, karisik kimerizm saptanan grupta %87.84 (%95 CI: 0.59-

0.96) olarak tespit edilmis; ancak istatistiki olarak anlamli saptanmamaigstir (p=0.095, Sekil 4).

o
&4

Number at risk

©
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o
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Genel Sagkalim
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1 +4+
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T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
takip suresi (ay)

Alici DNA'si 21 12 10 4 0
Karisim kimerizm 19 13 4 2 0

| —+— Dokuda alici DNA'si— —— — Dokuda karigik kimeri%m

Sekil 4: Doku kimerizmine gore genel sagkalim.
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G. Kimerizmin Diger Degiskenler ile iliskisi
Post-transplant 28. giin doku kimerizmi ile vericinin akraba/akraba dis1 (p=0.491) olmasi,
ATG kullanilmis olmasi (p=0.516), alic1 verici arasindaki kan grubu uyumu/uyumsuzlugu
(p=0.681) veya cinsiyet (p=0.516) uyumu/uyumsuzlugu arasinda herhangi bir iligkisi tespit
edilmemistir (Tablo 13).

Tablo 13: Post-transplant 28. giinde doku kimerizminin diger degiskenler ile iliskisi
Kendi Karnisik p
- DNA’s1 kimerik
Cinsiyet Var 10 11
Uyumlu 11
Kan grubu Minér uyumsuz 4
UVATRTVA UGB Major uyumsuz 3
Karsilikli 3
uyumsuz

Verici tipi Akraba 11 12
- Akraba dis1 10 7 0.491
ATG kullanimi [ENGH 10 11
- Almadi 11 8 0.516

H. Hastalik Tipine Gore Verilerin Degerlendirilmesi

0.681

1. Akut Myeloid Losemi
Doku kimerizmi 15 hastanin 7’sinde kendi DNA’s1 olarak sonuglanirken, 8’inde karigik
kimerizmi gostermekte idi. Izlem siirecinde kendi DNA’s1 saptanan 7 hastanin 3’iinde hastalik
niiksii gelisti. Karistk kimerizm tespit edilen 8 hastada izlem siirecinde niiks gelismedi
(p=0.038).
Izlem siirecinde doku kimerizmi kendi DNA’s1 olarak sonuglanmis ve niiks gelismis 3
hastanin 2’si ve remisyonda olan 1 hasta kaybedildi.
Izlem siirecinde karisik kimerizm saptanan olgularda izlem siirecinde 6liim gozlenmedi
(p=0.038).
Doku kimerizm durumu ile progresyonsuz sagkalim iligkisinde istatistiki anlamli fark
saptanmadi (p=0.1396). Doku kimerizm durumu karisik kimerik olan hasta grubunda genel
sagkalimda ustiinliik dikkati ¢ekti (p=0.05).
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Progresyonsuz Sagkalim (AML) - Genel Sagkalim (AML)
8 e — < Q——v-l—————e——4———4——o— ————————————— -
l —
2 s 2 |
(=} I =) =4
% I 8 i +I-—+ —————— -
o I [=]
& ! g
2 =1 o
|
8 | 1 8
o 4 T T T - . S T T T T - .
0 53 10 15 21 25 30 0 5 10 15 20 25 30
takip stresi (ay) takip suresi (ay)
Number at risk Number at risk
c AliciDNA's 4 0 0 0 AliciDNA's1 7 3 2 0

6 1 1

¢ Karigim kimerizm 1 1 1 1 Karigim kimerizm

| —+— Dokuda kendi DNA's+-—+—— Dokuda karigik kimeri#m

[ —+— Dokuda kendi DNA's+ ——— Dokuda karisik kimeriqim

Sekil 5: AML hastalarinda progresyonsuz ve genel sagkalim.

2. Myelodisplastik Sendrom

Doku kimerizm durumu 8 hastanin 6’sinda kendi DNA’s1, 2’sinde ise karisik kimerizm olarak
belirlendi. Kendi DNA’s1 saptanan 6 hastamizin 4’{inde refrakter hastalik, 2°de remisyon hali
mevcuttu (p=0.102). Bu grupta 4 hasta 2’si refrakter hastalik 2’si remisyonda, firsatgi
enfeksiyon iliskili vefat etti. Vefat eden 4 hastanin tiimiinde doku kimerizmi hasta DNA’s1
olarak sonuglanmisti (p=0.102).

Hasta sayisinin az olmasi sebebiyle progresyonsuz sagkalim egrisi teknik olarak
yapilamamistir. Bu grupta hem progresyonsuz sagkalimda (p=0.1266) hem de genel
sagkalimda (p=0.1696) istatistiki anlaml1 fark saptanmadi.

Genel Sagkalim (MDS)
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Sekil 6: MDS hastalarinda genel sagkalim.

3. Akut Lenfoblastik Losemi
ALL tanili 4 hastanin 3’iinde dokuda kendi DNA’s1, birinde ise karisik kimerizm saptandi.
Niiks 2 hastada gelisti; birinde kendi DNA’s1, birinde ise karisik doku Kimerizmi mevcuttu.

Karisik kimerizm saptanan tek B-ALL tanili olgu, hastalik progresyonu nedeniyle kaybedildi.
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4. Hodgkin ve Hodgkin dist Lenfomalar
Lenfoma tanisi ile takip edilen 8 hastanin 1’inde doku kimerizmi DNA elde edilemediginden
calisilamadi. Geri kalan 7 hastanin 3’linde dokuda kendi DNA’s1, 4’{inde ise karisik kimerizm
tespit edildi. Kendi DNA’s1 saptanan 3 hastanin tiimii niiksederken, karisik kimerizm
saptanan olgularda progresif hastalik gézlenmedi (p=0.008). Takipte 3 hasta kaybedildi. Bu 3
hastanin 1’inde dokuda karisik kimerizm mevcuttu.
Bu grupta hem progresyonsuz sagkalimda (p=0.0896) hem de genel sagkalimda (p=0.2758)

istatistiki anlamli fark saptanmada.

° Progresyonsuz Sagkalim (Lenfoma) . Genel Sagkalim (Lenfoma)
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Sekil 7: Lenfoma hastalarinda progresyonsuz ve genel sagkalim.

5. Diger Hastaliklar
Bu grupta aplastik anemi (n=3), ikincil myelofibroz (n=2) ve multipl myelom (n=1) tanili
hastalar degerlendirildi.
Aplastik anemi tanilt 3 olgunun 2’sinde dokuda karigik kimerizm saptanmis, bu olgulardan
biri refrakter hastalik nedeniyle kaybedilmistir.
Ikincil myelofibroz tanili 2 olgunun her ikisinde de dokuda karisik kimerizm tespit edilmis
olup remisyonda olarak izlemleri devam etmektedir.
Multipl myelom tanili tek olguda ise dokuda kendi DNA’s1 saptandi. Hastalik progresyonu
gozlenen hasta, sirasiyla lenalidomid ve pomalidomid altinda da progresif seyretti ve DLI

tedavisi planland.
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V. TARTISMA
Hematopoietik kok hiicre naklinde, hastaya verilen hiicreler, kemik iligi fonksiyonunun geri
kazanilmasinda hayati Oneme sahiptir. Kimerizm; allogeneik kok hiicre naklinde,
hematopoietik hiicrelerin kokeni hakkinda bilgi vermektedir. Cogu zaman kan orneginde
calisilmakla  birlikte, bukkal mukoza, deri, sa¢ gibi doku Orneklerinde de
arastirilabilmektedir(26).
Giliniimiizde yeterince hassas yontemler kullanildiginda, konakta kendi hiicrelerinin MAC
rejimini takiben post-transplant ikinci yilda bile oldugu gosterilmistir. Genel olarak, 6nceden
alman yogun kemoterapiler ve daha yogun hazirlama rejimlerinden sonra yapilan HKHN
sonrasinda, konaga ait hiicrelerin varliginin azalmasi ve nakledilen kok hiicrelerin akut
GvHHyi tetiklemesi ve engraftmani hizlandirmasi beklenmektedir(27). Hastaya verilen kok
hiicrelerin igerisinde bulunan T hiicreler konaga ait hematopoietik ve lenfoid hiicrelere
saldirarak yok etmeyi hedefler; ancak verilen iiriinde T hiicreler azaltilmigsa, bu kisilerin
karisik kimerik saptanmasi olasiligi daha fazladir(28). Literatiirde, konak hiicrelerinin ilk 100
giinde goriilmemesi, artmis akut ve kronik GvHH (29) ile iliskilendirilmis olup MAC rejimi
sonrast yapilan HKHN’den 2-6. aylar arasinda halen konak hiicrelerinin tespit edilebilir
olmasi artmis relaps insidansi1(30) ve diisiik kronik GvHH ile iliskilendirilmistir(31).
Post-transplant kimerizm izlemleri, dinamik bir siirectir. Eger olas1 relapst yakalamak
isteniyorsa kisa zaman araliklartyla kimerizm takibi yapilmalidir(38). Hasta tam kimerikten
karisik kimerik hale geldigindeyse hizla niiks gelisebilmektedir. Artan karisik kimerizm tespit
edilen hastalarda immiinsupresif ilaglar1 kesmek ya da DLI uygulamak niiksii dnlemede
kullanilmaktadir(39).
Post-transplant donemde kimerizm ve GvHH arasindaki iliskiyi irdeleyen c¢aligmalar
yapilmugtir.
Allogeneik HKHN’de doku kimerizmi, literatiirde nadir ¢aligmasi yapilan bir konudur. Farkli
dokularda kimerizm c¢aligmalari, ilgili organda GvHH gelismesi durumunda sorgulanmis olup
GvHH gelismeyen olgulardaki durumu yansitamamaktadir.
Auffermann-Gretzinger ve arkadaslarinin, 29 allogeneik HKHN yapilan hastada yaptigi
incelemede transplant sonras1 15 hastada cilt biyopsisi alinmigtir. Dokudaki Langerhans ve
dendritik hiicre kimerizmi incelendiginde hastalarda biiylik oranda verici kimerizmi
saptanmistir(47). Murata ve arkadaslarinin, cilt GvHH gelisen 18 cinsiyet uyumsuz allogeneik
HKHN hastasinda floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile yaptigi ¢alismada kimerik ve
apoptotik epidermal ve endotelial hiicre sayisi arasinda iliski bulunmustur(48). Judet ve

arkadaslarinin akcigerde GvHH gelismesi halinde akciger biyopsisi yapilan, cinsiyet uyumsuz
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3 hastada FISH ile yaptiklar1 incelemede verici kaynakli epitelyum hiicrelerine
rastlanmistir(49). Bizim ¢alismamizda, post-transplant 28. giinde 4 hastamizda GvHH varda.
Bu olgularin doku biyopsisinde 2’sinde kendi DNA’s1 varken, diger 2’sinde karisik kimerizm
saptandi. Ortanca 14 aylik takibimizde, karisik kimerizm saptanmis 19 olgunun 8’inde (%42)
GvHH gelistigi tespit edilirken, kendi DNA’s1 saptanan 21 olgunun 11’inde (%52) GvHH
saptanmig olup istatistiki anlam bulunamada.

GVHH ile graft-versus-hastalik etkisi arasinda paralel iliski bulunmaktadir(50). Thus ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, allogeneik HKHN sonrasi periferik kan T hiicre kimerizmi
%99’un iizerinde saptanan hastalarda GvHH sikliginin arttigi bildirilmistir(51). Bu bilgi
dogrultusunda, periferik kanda kimerizmi olan, bunun dokudaki karsilig1 olarak ¢alismamizda
karisik kimerik olarak saptanan hastalarda hastalik progresyonunun sikliginin azalabilecegini
varsaydik. Bu dogrultuda yaptigimiz analizlerde, graft-versus-hastalik etkisinin yiiksek
oldugu AML’de, progresyonun ve Oliimiin, dokuda karisik kimerizm saptanan olgularda
anlamli Ol¢lide daha nadir oldugunu tespit ettik (p=0.038). Progresyonsuz sagkalimda,
istatistiki fark olusmamakla birlikte, genel sagkalim egrileri arasinda anlamli fark mevcuttu
(p=0.05). MDS’de, her ne kadar dokuda karigik kimerizm saptanan hasta sayisinin azligi
nedeniyle istatistiki anlamli fark saptanmamis olsa da, dokuda kendi DNA’s1 olan hastalarda
tedavi yanitsizliginin ve 6liimiin daha sik oldugunu gozlemledik. Lenfoma hastalarinda da,
karigik kimerizm saptanan olgularda, progresyon daha az tespit edilmekle birlikte (p=0.008),
bu istatistiki fark sagkalim egrilerine yansimamustir. Ayrica, takibimizde, post-transplant 28.
giinde kendi DNA’s1 saptanan 21 olgunun 9’unda (%43) ¢evresel kan kimerizm kaybi
gozlenmisken, karigik kimerizm saptanan 19 olgunun 3’iinde (%16) gozlenmistir (p=0.062).
Benzer olarak, karigik kimerizm saptanan olgularda 6liim orant %16 iken, kendi DNA’s1
saptananlarda %43 oraninda hasta hayatin1 kaybetmistir (p=0.062). Verici hiicrelerini dokuya
yamanabildigi dl¢lide graft-versus-hastalik etkisinin ortaya ¢iktig1 diislintilmiistiir. Ortanca 14
aylik takibimizde, 1 yillik progresyonsuz sagkalim dokuda kendi DNA’s1 saptanan grupta
%27.27 (%95 CI: 0.06-0.53) iken, karisik kimerizm saptanan grupta %75 (%95 CI: 0.12-0.96)
olarak tespit edilmis; ancak istatistiki olarak anlamli saptanmamuistir (p=0.25). 1 yillik genel
sagkalim dokuda kendi DNA’s1 saptanan grupta %61.54 (%95 CI: 0.37-0.78) iken, karisik
kimerizm saptanan grupta %87.84 (%95 CI: 0.59-0.96) olarak tespit edilmis; ancak istatistiki
olarak anlamli saptanmamugtir (p=0.095). Istatistiki olarak anlamli fark saptanamamus olsa da,
takip stiresi uzadiginda sonucun degisebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu bilgiler 15181nda, dokuda karigik kimerizm saptanan hastalara, alict DNA’s1 saptananlara

gore daha fazla CD3+ hiicre nakledildigi diigiiniilmiis olsa da, verilerimizde iki grup arasinda
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fark olmadigini tespit ettik. Ayrica myeloablatif rejimlerde, ciddi myelosupresyona baglh
olarak dokuda verici hiicrelerine daha sik saptanmasi beklense de, myeloablatif hazirlama
rejimi verilen 28 olgunun 10’unda (%36) karigik kimerizm saptanirken, diisikk yogunluklu
hazirlama rejim verilen 10 hastanin 8’inde (%80) karisik kimerizm tespit edilmistir. Doku
kimerizminin cinsiyet uyumsuzlugu, kan grubu uyumsuzlugu, verici tipi, ATG kullanimi gibi

degiskenler ile iliskisi tespit edilememistir.
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VI. SONUC

Ortanca 14 aylik takibimizde graft-versus-hastalik etkisinin yiiksek oldugu AML’de,
progresyonun ve 6limiin, dokuda karigik kimerizm saptanan olgularda anlamli 6l¢iide daha
nadir oldugunu ve genel sagkalimi olumlu etkiledigini tespit ettik. MDS’de, her ne kadar
dokuda karigik kimerizm saptanan hasta sayisinin azligi nedeniyle istatistiki anlamli fark
saptanmamis olsa da, dokuda kendi DNA’s1 olan hastalarda tedavi yanitsizligiin ve 6limiin
daha sik oldugunu gozlemledik. Lenfoma hastalarinda da, karisik kimerizm saptanan
olgularda, progresyon daha az gozlendigini saptadik. Post-transplant 28. giinde dokuda karisik
kimerizm saptanan olgularda, kimerizm kaybinin, hastalik niiksliniin ve oliimiin daha az
siklikta goriildiigiinii ancak istatistiki anlam tasimadigimi belirledik. Yine bu grupta
progresyonsuz sagkalimin ve genel sagkalimin daha iyi oldugunu, ancak istatistiki fark
olugsmadigin1 gozlemledik. Myeloablatif hazirlik rejimi verilen hastalarda, dokuda karisik
kimerizmin daha sik bulundugunu gézlemledik.

Caligmamizda hastalarin takibi devam etmektedir. Takip siiresi uzadik¢a kimi degiskenlerin,

sagkalimi ve sonlanim noktalarini etkileyebilecegini diistinmekteyiz.
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A. Etik Kurul Onay1:
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B. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

ASGARI BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
(BGOF)

1. “Allogeneik Kok Hiicre Nakli Yapilmis Kisilerde, Kanda ve Dokuda Bakilan Kimerizm
Sonuglariin Karsilastirilmasi” konulu ¢alisma bir arastirma 6zelligindedir.

2. Aragtirmanin amact kemik iligi nakli yapilan bireylerde, uyluk cilt biyopsisi yapilarak nakil
sonrast verici hiicrelerinin alic1 dokularina saldirmasi durumunu 6ngérmektir.

3. Size herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

4. Sizden, uyluk ényiizden, 4 mm ¢apinda, 2 mm derinliginde cilt biyopsisi yapilacaktir. Islem
oncesi cilt lokal olarak uyusturulacaktir. Islem sirasinda ufak bir ac1 hissedebilirsiniz.

5. Sizin higbir sorumlulugunuz yoktur.

6. Arastirmadan makul 6l¢iide beklenilen yararlarla ilgili olarak sizin aginizdan hedeflenen
herhangi bir klinik yarar olmadigina dair sizlere bilgi verilmistir.

7. Size herhangi bir alternatif yontem veya tedavi uygulanmayacaktir.
8. Size verilecek herhangi bir tazminat veya tedavi bulunmamaktadir.

9. Size ait herhangi bir ulasim, yemek gibi masraf yapilmayacaktir. Size herhangi bir {icret
O0denmeyecektir. Ve sizden herhangi bir {licret alinmayacaktir. Bagli oldugunuz Sosyal
Giivenlik Kurumunuzdan (SGK) herhangi bir 6deme alinmayacaktir.

10. Arastirmaya katiliminiz isteginize bagli olup, istediginiz zaman herhangi bir cezaya veya
yaptirima maruz kalmaksizin hi¢bir hakkini kaybetmeksizin aragtirmaya katilimi
rededebilirsiz ve arastirmadan ¢ekilebilirsiz.

11. Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoriteleri
orijinal tibbi kayitlariiza dogrudan erisebilirler, ancak bu bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yazil
bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamakla, s6z konusu yasal erisime izin vermis
bulunmaktasiniz.

12. Tlgili mevzuat geregince, kimliginizi ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna
aciklanmayacaktir; aragtirma sonuglarinin yaymlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli
tutulacaktir.

13. Arastirma konusuyla ilgili ve arastirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek
yeni bilgiler elde edilebildiginde siz veya yasal temsilciniz zamaninda bilgilendirilecektir.



43

14. Arastirma hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir beklenmeyen etki, olay hakkinda
daha fazla bilgi temin edilebilmeniz i¢in temasa gegebilecegi ilgili kisilerin arastirmacilarin
24 saat ulasabilecegi telefon numaralari size verilecektir.

15. Sizlerden almacak olan cilt biyopsisi, ilgili parametrelerin bakilmas1 amaciyla Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nca, yine bu arastirmanin
yardimet arastiricisi olan Prof. Dr. Fatma Savran Oguz ve Biyolog Yeliz Duvarci Ogret (+90
212 414 20 00 - 32313) tarafinca degerlendirilecek ve laboratuvar islemler yapilacaktir.

17. BGOF goniillii veya yasal temsilcisinin yasal haklarini ortadan kaldiracak bir hiikiim veya
ifade icermemektedir. Arastirmaciyi, kurumu destekleyici veya bunlarin temsilcilerini kendi
ithmallerinden kaynaklanan herhangi bir ylikiimliiliikten kurtaracak hiikiim veya ifade
tasimamaktadir.

“Allogeneik Kok Hiicre Nakli Yapilmis Kisilerde, Kanda ve Dokuda Bakilan Kimerizm
Sonuglarinin Karsilastirilmasi’” konulu ¢aligmada kullanilacak olan cilt biyopsisi 6rnegimin;

a) Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

b) Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

¢) Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Yukarida belirtilen ‘Asgari Goniillii Olur Formu’nu okumus bulunmaktayim.

Yukarida, goniilliiye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum
(veya bu metin bana okundu). Ayrica, aragtirma ve yapilacak islem hakkinda bana sézlii

aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya, higbir baski ve zorlama
olmaksizin tamamen kendi rizamla, katilmay1 kabul ediyorum.

GONULLUNUN; DOKTORUN;

ADI- SOYADI: ADI-SOYADI: Dr. Ezgi PINAR OZBALAK
IMZASL: IMZA:

TARIH: TARIH:

TELEFON: TELEFON: 0 530 440 01 35

Varsa goniilliiniin yasal temsilcisinin

Adr:

Adresi:

Tel:

Tarih: Imzasi:
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