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TESEKKUR

Aslinda hematoloji yan dal ihtisas1 hayatimdaki en 6nemli doniim noktasi oldu. Baglama
kararini vermek zordu ama birakmak ¢ok daha zor geldi. Bu zor ve zahmetli siireci benimle
paylasan, bana katlanmak zorunda kalan, karsilagtigim streslerle basa ¢ikamadigimda beni
kompanse eden ve desteklerini her konuda hi¢ esirgemeyen hematoloji bilim dalinin degerli
ogretim liyelerine, poliklinik ve bilim dali sekreterleri Seher ve Siiheyla hanimlara, hematoloji
laboratuarinda ¢alisan arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim. Bu boliimde sicak bir aile ortami
yaratilarak ¢aligilabilecegini 6grendim.

Gegcen yillar i¢ginde ailem gibi olan benim tiim kaprisimi, {iziintiimii ¢eken, mutluluklarimi
paylasan dostlarim Betiil ve Burak Pakoz’e, Dilek Solmaz’a ¢ok tesekkiir ederim.
Hematolojiye bagladiktan sonra tam anlamiyla tanidigim, giderek derinlesen dostluklarini
hissettigim sevgili Ahmet ve Inci Alacacioglu’na gok tesekkiir ederim.

Son bir y1ldir ayni siirecten gegmekte olan sevgili Selda Kahraman’a tesekkiir ederim ve
basarilar dilerim.

Bu giine kadar her zaman yanimda olan canim aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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OZET

KEMIK ILIGINDE FIBROZIS VE ANJIYOGENEZiSIN ENGRAFTMAN
UZERINE ETKISI

AMAC VE HIPOTEZ: Bu calismada hematolojik malignitelerde kemik iligindeki
fibrozis ve anjiyogenezisin engraftman siirecisine etkisinin arastirilmasi amaglanmastir.

YONTEM: Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) hematoloji
bilim dalinda 2003-2008 yillarinda otolog (n=37) ve allogeneik (n=3) periferik kok hiicre
nakli yapilan multipl myelom (n=26), amiloidoz (n=1), plazmasitom(n=1), hodgkin (n=6)-
hodgkin dis1 (n=6) lenfoma tanili 40 hasta (yas ortalamasi 48,50+14,31 yil, 23 erkek, 17
kadin) alinmigtir. Hastalarin transplantasyondan dnceki son kemik iliklerinde myelofibrozis
derecesi 0-3 arasinda skorlanmis, anjiyogenezis icin birim tiimoér dokuya diisen damar
yogunlugu (VSD) ve birim alana diisen mikrodamar sayis1 (NVES) olarak hesaplanmistir. CD
34" hiicre miktar1, fibrozis ve anjiyogenezis i¢in olusturulan alt gruplarin nétrofil ve trombosit
engraftman siireleri agisindan varyans analizleri, korelasyon analizleri ve fibrozis ve
anjiyogenezisin sag kalim analizleri degerlendirilmistir.

BULGULAR: Calismaya alman hastalarin hepsinde notrofil engraftmanmin oldugu,
trombosit engraftmaninin ise 37 hastada oldugu saptanmustir. Reinfiize edilen iiriiniin CD 34"
hiicre diizeyine gore yapilan alt grup analizinde; grup 1 (2,5-5x 10°/kg) ve grup 3 (>10x10°
/kg ) arasinda notrofil ve trombosit engraftman giinleri agisindan anlamli farklilik saptanmigtir
( swrastyla p=0,02 ve 0,03). Korelasyon analizinde de nétrofil ve trombosit engraftman giinleri
ile CD 34" hiicre diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon bulunmustur
(swrasiyla p=0,030, r=-0,34 ve p=0,027, r=-0,36). Hastalarin 20’sinde (%50) fibrozisin
olmadigi, 14 (%35) hastada derece 1, 6 (%15) hastada derece 2 fibrozis oldugu saptanmistir.
Fibrozis ile notrofil, trombosit ve eritrosit engraftman siireleri arasinda anlamli korelasyon
saptanmamistir (swrasiyla r=0,09 p=0,57, r~0,22 p=0,18, 1r=0,25 p=0,14). Alt grup
analizinde ise derece 0 (n=20) ve derece 2 (n=6) fibrozisi olan gruplarin trombosit engraftman
giinleri agisindan varyans analizinde p=0,059 saptanmistir. Anjiyogenezis i¢in stereolojik
yontemle hesaplanan VSD ve NVES ile yapilan degerlendirmede olusturulan alt gruplarda
ndtrofil ve trombosit engraftmani agisindan varyans analizlerinde anlamli farlilik, korelasyon
analizlerinde de anlamli korelasyon bulunamamistir. Ancak fibrozis ile VSD ve NVES
arasinda anlaml pozitif bir korelasyon gozlenmistir. Sag kalim analizlerinde fibrozis ve

anjiyogenezisin alt gruplar1 arasinda sag kalim tizerine anlamli fark gézlenmemistir.



SONUC: Fibrozisin nétrofil engraftmani iizerine negatif etkisi yoktur. Bunun fibrozis
artigina eslik eden artmis anjiyogenezis ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ileri derece
fibrozisi olan olgularda trombosit engraftman siiresinde uzama goriilebilir. Bu grup hastalara
verilecek CD 34" hiicre miktarmnm esik degeri daha yiiksek tutulmalidir.

ANAHTAR KELIMELER: Engraftman, fibrozis, anjiyogenezis



SUMMARY

THE EFFECT OF BONE MARROW FIBROSIS AND ANGIOGENESIS ON
ENGRAFTMENT

PURPOSE AND HYPOTHESIS: The purpose of this study was to investigate the effect
of bone marrow fibrosis and angiogenesis on engraftment process in the hematological
malignancies.

METHOD: Fourty patients (mean age 48, 50+14,31 years, 23 male, 17 female) who had
been transplanted with autologous and allogeneic peripheral stem cell between the years
2003-2008 in the hematology department of Dokuz Eylul University Medical School were
enrolled in this study . The diagnoses of patients were multiple myeloma (n=26), amiloidosis
(n=1), plasmocytoma (n=1), hodgkin’s lymphoma (n=6) and non-hodgkin’s lypmhoma (n=6).
Patients’ bone marrow myelofibrosis was graded from 0 to 3, angiogenesis was quantified by
stereological method and calculated as an equivalent to the vascular surface area (VSD) per
unit tumor volume and number of vessels per unit of stroma (NVES) at the recent bone
marrow before transplantation. The variance, correlation analysis for neutrophil and platelet
engraftment durations of subgroups formed for CD 34" cell amount, fibrosis and angiogenesis
were performed and examined. Also the survival analysis was performed and examined for
fibrosis and angiogenesis.

FINDINGS: It was determined that all the patients enrolled in this study had neutrophil
engraftment while 37 of them also had platelet engraftment. The results of subgroup analysis
performed according to the CD 34" cell level of reinfused graft showed that statistically
significant differences existed between grup 1 (2,5-5x 10%kg) and grup 3 (>10x10°kg) in
terms of neutrophil and platelet engraftiment days. Also a statistically significant negative
correlation was found between the CD 34" cell amount and neutrophil, platelet engraftment
days (p=0,030, r=-0,34 ve p=0,027, r=-0,36 respectively). It was seen that twenty patients
(%50) had grade 0, 14 (%35) patiens had grade 1 and 6 (%15) patiens had grade 2 fibrosis in
their bone marrow. Any significant correlations between fibrosis and neutrophil, platelet,
erythrocyte engraftment days (r~=0,09 p=0,57, r~0,22 p=0,18, r~0,25 p=0,14 respectively)
were not found. In the subgroup analysis, the p value for platelet engraftment days in the
variance analysis was found to be 0,059 (Man Whitney U) for groups with grade 0 (n=20) and

grade 2 (n=06) fibrosis. For subgroups established according to the evaluation performed



by VSD and NVES calculated with stereological method for angiogenesis any significant
differences in variance analysis and any significant correlation in correlation analysis were
not found for neutrophil and platelet engraftment. However significantly positive correlations
between fibrosis and VSD, NVES were found. Any significant differences between fibrosis
and angiognesis subgroups in the survival analysis in terms of survival were not found. .

RESULTS: There was not any negative influence of fibrosis on the neutrophil
engraftment. The increased angiognesis with the increase of fibrosis was thought to be in
relation with this. Some delays in platelet engraftment durations may be seen for the patients
who have advenced fibrosis. It was suggested that the cut off value of CD 34" cell amount for
that group of patients should be higher.

KEY WORDS: Engraftment, fibrosis, angiogenesis



GIRIiS VE AMAC

Hematopoetik kok hiicre (HKH) nakli, hematolojik malignitelerde uzun sag kalim ve kiir
sanst  saglamast bakimindan ¢ok Onemli bir tedavi segenegidir. Kok hiicre
transplantasyonunda basarmin onemli kriterlerinden biri de kok hiicre reinflizyonu Oncesi
verilen hazirlik kemoterapisi sonrast kemik iliginde gelisen aplazinin, kok hiicrenin
engraftmani ile ortadan kalkmasidir.

Ug giin siireyle nétrofil sayismin>0,5x10 9/L seyrettigi giinlerden ilk giin nétrofil
engraftmani olarak kabul edilmektedir. Trombosit engraftmani 7 giin boyunca transfiizyonsuz
>20x10 9/L trombosit saymin saglanmasi durumunda bu 7 giliniin ilk giinii olarak
bildirilmistir. Eritrosit siispansiyonu transfiizyonu gerekmeyen ii¢ haftalik periyodun ilk giinii
de eritrosit engrfatmani olarak kabul edilmistir [1].

Nakil sonras1 engraftmanin beklendigi siire 7-21 giindiir. Bu siire >21 giin olunca
engraftman gecikmesi, >42 giinde ise engraftman basarisizligindan sz edilmektedir

Engraftmana etki eden bazi faktdrler belirlenmistir. Bunlar kullanilan hazirlik rejimleri ki,
myeloablatif olanlarda digerlerine gore engraftman siiresi uzamaktadir, graft versus host
hastaligi (GvHH) profilaksisinde metotreksatin uzun siireli kullanimi, antimikrobiyal
profilakside kullanilan ajanlar, kemik iliginin stromal yapisi, kullanilan kdk hiicre kaynagi,
kok hiicre igerinin CD34+ hiicre miktari, reinfiizyon sonrasi biliylime faktdri kullanimi,
hipersplenizm bagliklar1 altinda toplanabilir [2-6]. Engraftman yetersizligi i¢in, yetersiz sayida
kok hiicre inflizyonu, yetersiz hazirlama rejimi, kemik iligi mikrogevresinin
yapisal/fonksiyonel bozuklugu, ila¢ toksisitesi ve agir infeksiyonlar, allogeneik nakiller i¢in
ayrica T hiicre deplesyonu, HLA doku grubu uyumsuzlugu, GvHH, ABO uyumsuzlugu risk
faktorleri olarak goriilmektedir.

Engraftman kinetigini etkileyen yukarida bahsedilen faktorlerle ilgili yapilan ¢aligmalarda
tek ve coklu degiskenli analizlerde tek dnemli belirleyicinin reinfiize edilen CD 34" hiicre
miktar1 oldugu saptanmistir [7].

Faktorler arasinda sayilan kemik iligi mikrogevresinin yapisal ve fonksiyonel durumu
hakkinda az sayida g¢alisma mevcuttur. Kemik iliginde fibrozisinin patobiyolojik agidan
engraftmana negatif etkili olacagr disiiniilse de yapilan baz1 c¢aligmalarda bu
gosterilememigtir. E. Soll ve ark.’1 transplantasyon yapilan degisik hastalik gruplarindaki

hastalarm, transplantasyon oncesi yapilan kemik iliginde miyelofibrozisi derecelendirerek



yaptiklar1 retrospektif analizlerinde trombosit ve eritrosit engraftmaninda uzamalar oldugunu
ancak istatistik anlamliliga ulagmadigini saptamislardir [1].

Kemik iligi hematopoietik kompartman ve stroma olarak iki yapisal bdlimden
olugsmaktadir. Stromayi, fibroblastlar, adipositler, sinirler ve kemik iligi vaskiiler sistemi
olustur[8]. Hematopoietik kok hiicre nisi anlayist ilk olarak 1978’de Schofield tarafindan
ortaya atilmistir. Arastirmaci “niche” anlayigini kok hiicrelerin duragan olarak bulundugu,
farklilagma ve kendi kendilerini kok hiicre olarak c¢ogaltma yetisinin engellendigi, stromal
hiicrelerle komsu ve onlar tarafindan yonlendirildikleri, desteklendikleri bir mikroanatomik
bdlge olarak tanimlamistir. Daha sonra yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlarm biiyiik
cogunluguna gére HKH ve hematopoetik Onciil hiicrelerin kemik iliginde rastgele
dagilmadigi, aksine kemik endosteumu ile siki iliskide olacak sekilde yerlestikleri [8-10],
daha yeni olarak da kan damarlar1 ¢evresinde [11, 12] toplandiklar1 saptanmigtir. Kemik iligi
siniizoid yapis1 kendine 6zgili olup normal vendz sistemden farklidirlar. Siniizoid duvarlar1 tek
sira endotelyal hiicrelerden olusur ve destekleyici dokudan yoksundur [13]. Bu yap1 ozellikle
Ki’nden HKH mobilizasyonu ve transplant sonras1 homing ve migrasyon asamalari igin cok
onemlidir.

Bu zamana kadar yapilan caligmalarda otolog ve allogeneik periferik kok hiicre
transplantasyonunda engraftman kinetigini etkileyen birgok faktor incelenmis, ancak halen
tartigmalar devam etmektedir. Biz de bu ¢alismamizda periferik kok hiicre transplantasyonu
oncesi alman kemik iligi orneklerindeki fibrozis ve anjiyogenezisin engraftman iizerine

etkilerini arastirmay1 amagladik.



GENEL BiLGIiLER

A) HEMATOPOETIK KOK HUCRE TRANSPLANTASYONU

Kok hiicre aragtirmalar1 konusunda bugiine kadar ulasilan bagarili ve etkin veriler birgok
malign ve malign olmayan, kiir elde etme sanst bulunmayan hastaliklar i¢in biiyiik umutlar
vaad etmektedir. Organ ve doku transplantasyonunun tek tedavi secenegi oldugu hastaliklarda
uygun verici temininde karsilagilan giigliikkler tedavi sansini engelleyen en 6nemli etmendir.
Kok hiicre caligmalarinda kat edilen mesafeler istenildigi dogrultuda devam ederse giinii-
miizdeki bilimsel giindemin énemli bir kismin1 kaplayan, degisik kaynaklardan elde edilen
kok hiicrelerin kendini yenileme yetenegi zayif olan doku ve organlarin yenilenmesi amactyla
kullanimu biiytik bir ¢181r agacaktur.

Kok hiicreler asimetrik bolinmeyle kendini yenileyerek (self-renewal) sayilarmi devamli
sabit tutan, daha sonra olgun bir hiicre serisini ve kan, karaciger ve kas gibi 6zellesmis gorev
yapan organlar1 olusturacak ‘daughter; kiz’ hiicrelerine farklilagma yeteneginde olan primitif
nitelikteki hiicrelerdir. Ug baslk altinda toplanabilirler;

a) Totipotent kok hiicreler: Smirsiz farklilasma ve farkli yOnlere gidebilme
ozelligindedirler. Bu hiicreler embriyo, embriyo sonrasi tiim doku ve organlar ile embriyo dis1
membranlarin ve organlarin kaynagmi olusturan kok hiicre tiirleri olarak tanimlanmiglardir
(Sekil 1).

b) Pluripotent kok hiicre: Organizmada bir¢ok dokunun olusmasina kaynak olusturan kok
hiicrelerdir (Sekil 1).

c) Unipotent kok hiicreler: Multi potensiyel kok hiicresi ve bu hiicrelerin bdliinmesi

sonucu olusan ve tek bir yonde farklilasmak tizere programlanmis bulunan hiicrelerdir ( Sekil

1).
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Sekil 1: Kok hiicreler; totipotent, pluripotent ve unipotent

Kok hiicreler elde edikleri kaynaklara gore de siniflandirilmislardir.

1) Eriskin kok hiicresi, eriskin dokularda bulunan ve bir¢ok hiicreye doniisebilen kok
hiicrelerdir.

i1) Hematopoetik kok hiicre, kemik iliginde, bebek gobek kordon kaninda bulunan ve 6zel
yontemlerle erigkinde belli biiyiime faktorleri yardimiyla {iiretilebilen ve kan hiicrelerine
doniisebilen kok hiicrelerdir (Sekil 2).

iil)) Embriyonik kok hiicre, embriyoda erken evrede bulunan totipotent kok hiicreler olarak
tanimlanmistir. Embriyonik kok hiicreler, in-vitro dollenmis ve ihtiya¢ fazlasi embriyolardan

veya istemli solandirilan gebeliklerden elde edilmektedir.
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Sekil 2: Pluripotent ve unipotent Hematopoetik kok hiicrelerin farklilagsma ve maturasyonu.

Hematopoetik kok hiicreler (HKH) 1961 yilinda Till ve McCulloch tarafindan
tanimlanmis ve bu tarihten itibaren {izerinde en fazla ¢alisilan kok hiicreler olmustur [14, 15].
Till ve McCulloch; farelerde letal doz radyasyon c¢aligmalar: ile fareleri 6liimden kurtarmak
icin saglikli donor hayvanlardan elde edilen kemik iligi hiicre ekstrelerini kullanarak kanin
kendini yenilemesinde gorevli olan bilesenleri ortaya c¢ikardilar. Boylece HKH’deki iki
onemli 6zellik olan kendini yenileyebilme (proliferasyon) ve kan hiicrelerinin biitiin farkl
tiplerini tiretebilme ( diferansiyasyon) kabiliyetini tanimladilar.

HKH, kan ya da kemik iliginden izole edilen, kendini yenileyebilen, 6zel hiicrelerden ayirt
edilebilen ve kemik iliginden c¢ikarilip dolagan kana mobilize edilebilen 6zel hiicrelerdir.
Ayrica programli hiicre 6liimii olarak tanimlanmis olan apopitoza maruz kalirlar. Her 10000-
15000 kemik iligi hiicresinin ve dolasan kan hiicrelerinin 1/100000’inin hematopoetik kok
hiicre oldugu diisiiniilmektedir.

Ilerleyen calismalarda iki tiir HKH olabilecegi kanisina varilmustir. Eger transplantasyon
yapilmis bir fareden elde edilen kok hiicreler, letal dozda radyasyona maruz birakilmis baska

bir fareye nakledildiginde hematopoeik sistemi olusturup idame ettirebiliyorsa, bu hiicreler



kendisini  yenileyebilen (self-renewal) uzun dénem- HKH (UD-HKH) olarak
tanimlanmiglardir. Kemik iliginden alinan diger bir kisim hiicreler ise nakil sonrast kan
hiicrelerinin biitiin farkl tiplerini hizla olstururlar ancak normal kosullar altinda uzun dénem
kendilerini yenileyemezler, bunlar da kisa donem-HKH (KD-HKH) olarak tanimlanmistir. Bu
hiicreler ayn1 zamanda projenitor ya da prekiirsor hiicrelerdir. Multipotent projenitor hiicreler,
nispeten olgunlasmamis hiicrelerdir ve alinmis oldugu dokuyu kisith yenileyebilme
kabiliyetindedir, dokunun tamaminin yapilanmasini saglasa bile idame edemezler [16-19].

Irving Weisman ve ekibi 1988°de ilk kez fare HKH’lerini izole edip ayrica uzun ve kisa
donem HKH ile birlikte olgunlagma basamaklarinin sonraki siireclerinde rol alan, kendini
yenileyebilme yetenegi ¢ok az olan bir grup erken ve ge¢ multipotent projenitdr hiicrelerin
yiizeylerindeki antijenik belirteclerini tanimlamiglardir [20]. Bunlar;

UD-HKH: CD34", SCA-1+, Thyl.1 +/lo, C-kit+, lin- CD1357, Slamf1/CD150+

KD-HKH: CD34+, SCA-1+, Thyl.1 +/lo, C-kit+, lin- CD1357, Slamf1/CD150+,Mac-1 lo

HKH’ler fenotipik olarak kiigiik hiicreler olup; vital boyalar ile soluk boyanir ve
yiizeylerinde ¢esitli sira tanimlama grup serilerini (cluster of differantation: CD) gosteren
antijenik belirtecleri ve C-kit kok hiicre faktor reseptorii tasirlar.

Insan HKH leri; CD34+, CD59+, Thyl/CD90+, CD38 lo/-, C-kit -/lo, lin- olarak
tanimlanmistir [21-23].

Diger taraftan hematopoetik kok hiicre belirleyicilerini (CD14, CD34 gibi) bulundurmayan
buna karsilik CD73 ve CD105 gibi stromal belirleyicileri tasiyan, plastik yiizeylere yapigma
yeteneginde ve fibroblasta benzeyen goOriiniime sahip hiicreler multipotent mezankimal
stromal hiicreler olarak tanimlanmistir [24]. Bu hiicreler ayni zamanda kemik iligi
mikrogevresini olusturan dncii hiicrelerdir.

Cesitli kok hiicre ¢caligmalarinda kok hiicre biyolojisi ile ilgili veriler arttikca kdk hiicre
plastisitesi kavrami ortaya ¢ikmistir. Kok hiicre plastisitesi; bir hiicrenin koken aldig1 doku
disindaki dokulara diferansiye olabilme 06zelligini tanimlamaktadir. Bunlara 6rnek olarak
endotel, kalp kasi ve hepatositlere doniisebilen kemik iligi kdkenli ve hatta purifiye edilmis
hematopoetik kok hiicreler gosterilebilir. Hematopoetik kdk hiicrelerin iyi bilinen diferansi-
yasyon semasinda en tistte “hematopoetik kok hiicre”, ortada bir hiicre dizisi olusturmak tizere

yolu ¢izilen “transit hiicreler” ve en sonda “terminal diferansiyasyonu olan hiicreler” bulunur.

10



Bu doniistimiin gerceklestigini kanitlamak i¢in yani plastisiteden bahsedebilmek i¢in 3 kosul
gerceklesmelidir:

- Birincisi, degisen hiicrenin orijini hiicre yiizey belirtegleri ile belirlenmelidir.

- Ikincisi, degisen hiicrenin bulundugu dokunun morfolojik parcasi oldugu

gosterilmelidir.
- Ugiinciisii, degisen hiicre bulundugu dokunun ya da organm fonksiyonlarmi
edinmelidir.

Eriskin kok hiicre plastisitesini bildiren ¢alismalarin %80°den fazlasi bugiine dek kemik
iligi (Ki) ya da hematopoetik kok hiicrelerden zenginlestirilmis olan KI veya periferik kan
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarin tiimiinde taze Ki veya periferik kan hiicreleri
onceden in vivo kiiltiirleri yapilmadan transplante edilmiglerdir. Bu nedenle plastisite 6zelligi
olan hiicrelerin kendini yenilemeye ugrayip ugramadigi sorusu degerlendirilememistir.
Ustelik, greftlenen hiicrelerin sekonder alicilara yeniden transplante edilmemis olmas: da in
vivo olarak plastisite 6zelligine sahip olan hiicrenin self-renewal 6zelliginin degerlendiril-
mesini engellemistir. Bu siiregte yapilan diger bazi ¢aligmalar ise; tek hiicrenin hematopoezi
yeniden baslattig1 ve bu sekilde in vivo olarak HKH selfrenewal’ 1 diisiindiirdiigii Krause ve
arkadaslar1 [25] ile Grant ve arkadaslari1 [26] tarafindan gergeklestirilen ¢aligmalardir ve
plastisite kavrami agisindan dnemli veriler elde edilmistir. Lagasse ve ark. tarafindan yapilan
calismada HKH’den zenginlestirilmis fare Ki hiicrelerinin sistemik enjeksiyonunun ardindan
hepatositlerin fonksiyonel olarak replase olduklar1 gosterilmistir ve bu alana 151k tutan bir
calisma olmustur [27]. Orlic ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir diger 6nemli ¢alismada
arastirmacilar, bir fare myokard iskemisi modelinde infarktiise ugramis olan alanda HKH’den
zenginlestirilmis ~ greftlemenin, Ki'nden koken alan ve immatiir kardiomyositlerin
karakterlerini tagiyan hiicrelerin greftlenmesine yol agtigin1 gdstermislerdir. Ayrica, kardiyak

fonksiyonlarda belirgin bir iyilesme gdzlenmistir [28].
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B) HEMATOPOETIK KOK HUCRE ENGARFTMANININ TANIMLANMASI

Kok hiicre transplantasyonunda basarinin onemli kriterlerinden biri de kok hiicrenin
engraftmaninin gergeklesmesi ve devamliligidir. Engraftman saglanmasi erken graft
degerlendirilmesinde ilk parametre olarak kullanilmaya baslanmastir.

Hazirlik rejimi ( myeloablatif-nonmyeloablatif) ile gelisen aplazi sonrasi hiicre serilerinin
tekrar ortaya c¢ikarak tam kan tablosunun diizelmesi ‘engraftman’ yani nakledilen
lenfohematopoetik  hiicrelerin  konak¢ida yerleserek yeniden yapilanmast olarak
tanimlanmigtir. Klinik c¢aligmalarda standardizasyon saglanmasi amaciyla engraftman igin
bazi kriterler kabul edilmistir.

Desteksiz ii¢ giin siireyle notrofil sayisinin>0,5x10 9/L seyrettigi giinlerden ilk giin nétrofil
engraftmani olarak kabul edilmektedir. Trombosit engraftmani >20x10 9/L trombosit sayisi-
nin 7 giin boyunca transfiizyonsuz saglanmasi durumunda bu 7 giinlin ilk giinii olarak
bildirilmistir. Eritrosit siispansiyonu transfiizyonu gerekmeyen ii¢ haftalik periyodun ilk gilinii
de eritrosit engraftmani olarak kabul edilmistir [1].

Nakil sonrasi engraftmanin beklendigi siire 7-21 giindiir. Bu siire >21 giin olunca
engraftman gecikmesi, >42 giinde ise engraftman basarisizligindan s6z edilmektedir

Engraftman biyolojisine gore; G1 fazindaki kok hiicreler tarafindan engraftman saglanir.
Sitokinler aracilig1 ile S1 ve G2 fazima itilen kok hiicreler homing ve engraftman 6zelliklerini
kaybederler.

Bununla birlikte HKH’in engraftmanindan sorumlu molekiiler mekanizmalar ile kemik
iliginde ¢ogalma ve olgun, fonksiyonel hematopoetik hiicrelere doniisiim baslangici hakkinda
halen az miktarda bilgiye sahip bulunmaktayiz.

HKH engraftmani bir takim kompleks olaylar zinciri olarak diisiiniilmektedir. Bu siirec;
dolasan HKH’nin kemik iligi mikrovaskiiler yapilar1 aracilifiyla toplanmasmni ve bunu
takiben kemik iliginin hemopoetik kordlarina transendotelyal gdcilinii kapsamaktadir. Bu
olaylar HKH’nin “homing” yani giidiimlenerek yonelmesi olarak adlandirimaktadwr. Bu
stireci takiben, kok hiicrelerin kemik iligi icinde spesifik anatomik bdlgeler olarak bilinen
‘nis’lere yerlesmesi de “lodgment” olarak adlandirilmaktadir (Sekil 3) [29]. Niste HKH nin
proliferasyon ve diferansiyasyonu hiicreler, biiyiime faktorleri, adhesyon molekiilleri,
ekstraselliiler matriks proteinleri gibi diger bir¢cok molekiil arasindaki kompleks bir etkilesim

ile gergeklesmektedir
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Homing TMM Lodgment

PSGL-1 (P-selectin) VLA-4 (VCAM-1) Hyvaluromic acid (CD44)
VLA-4 (VCAM-1) VLA-5 (laminin, 7) Beta-1 integrin (Osteopontin
CXCR, (5DF-1) Hyaluronic acid (CD44) c-kit {tmSCF)

FI3 (Flo3 ligand) c-kit (imSCF) N-cadherin (N-cadherin)

T {E-selectin) Beia- 1 integrin {Osteopontin

VLA-5 (VCAM-1,T) CXCR, (SDF-1)

CD54 (LFA-1, MAC-1,7)

Sekil 3: Hematopoetik kok hiicre engraftmaninin hiicre yiizey reseptorleriyle iliskide oldugu 3
faz. TMM= kemik iligine migrasyon; CXCR=C-X-C kemokin reseptorii, HSC=
hematopoetik kok hiicre; LFA-1=lenfosit fonksiyon asosiye antijen 1; PSGL-1= P selektin
glikoprotein ligand 1; SDF-1= stromal derivative factor 1; tmSCF= kok hiicre transmembran
izoformu; VCAM-1= vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1.

Stromal deriveted faktor (SDF-1) ve reseptorii C-X-C kemokin reseptorii-4 (CXCR4) ile
ilgili in vitro ¢aligmalardan elde edilen verilere gore; SDF-1, HKH’yi de iceren primitif
kemik iligi kokenli CD34" CD38 ~ hiicrelerin eksprese ettigi CXCR4 reseptorii igin giiglii bir
kemoatraktan olarak belirlenmistir [30-32]. Kemik iligi stromas1 ve kemik dokusunca iiretilen
SDF-1, kemik iligindeki ekstravaskiiler kompartmandan damar liimenine dogru azalan bir
gradyent olusturmaktadir. Bu SDF-1 gradyantinin transplante edilen HKH’nin kemik iligine
“homing” ve sonrasinda hematopoetik yeniden yapilanma siireci i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir [33]. CXCR-4 icin giicli bir kemotaktik rolii olan SDF-1, resptoriine
baglandiginda integrin aracilikli sik1 ve kararli bir bag olusturup transendotelyal migrasyonu
saglamaktadir [30, 31]. CXCR-4 kemik hiicrelerinde oldugu gibi ilik ve vaskiiler endotelyal
hiicrelerince de sentezlenip eksprese edilmektedir. HKH tedavisinde, CXCR-4’iin antikorlarla

bloke edilmesi homing siirecinin aksamastyla sonuglanir [33].
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C) KEMIK iLIGINDE MiKROCEVRENIN TANIMLANMASI VE ETKIiLESIMLERi

Organizmanin gelisimi sirasindaki hemotopoietik sistemin olusumu siirecinde, HKH’nin
birbiri ardina bir destekleyici mikrocevreden digerine kan yoluyla tasmarak migrasyonu
gosterilmistir. Ilkel HKH’nin diizenli bir modelde migrasyonunun ydnetim mekanizmasi
kismi olarak anlasilmigtir ancak eninde sonunda HKH’nin kemik iligine yerlesimi ile
sonuclandigi goriilmiistiir. Normalde eriskin HKH’nin biiyiik bir kismi kemik iliginde
bulunmasina ragmen, periferik kanla da dolasir. Aslinda parabiyotic fare kullanilarak yapilan
caligmalarda sirkiilasyondaki HKH’nin, bu sirkiilayon boyunca hizla migrasyonunu yapip
ablasyon uygulanmamis kemik iligine engraftman siirecinde fonksiyonel bir rol oynadigi
gosterilmistir [34]. HKH, kemik iliginde gelisim sirasinda en yakin Onciillerle birlikte
heterojen bir popiilasyon olan ilik stromal hiicreleri ile iliski gelistirir [35, 36].

Kemik iligi, hematopoetik kompartman ve stroma olarak iki yapisal bdliimden
olusmaktadir. Anatomik olarak kemik iligi stromal hiicreleri; retikiiler hiicreler, adipositler,
kemik yiizeyine yakin osteogenik hiicreler, vaskiiler endotelyal hiicreler, damar duvarinda diiz
kas hiicreleri ve makrofajlarca olusturulur [37, 38]. Kemik iligi vaskiiler sisteminde;
arterioller kemik iligine foramina nutrisyadan gegerek girerler ve birkac¢ dala ayrilirlar. Bu
damarlardan olusan kiiclik arterioller ve kapillerler kemik iligi boyunca koprii olusturup
intersinilizoidal kapillerle baglantili olan siniizoidleri olustururlar. Kemik iligi siniizoid yapis1
kendine 6zgii olup, normal vendz sistemden farklidirlar. Siniizoid duvarlari tek sira endotelyal
hiicrelerden olusur ve destekleyici dokudan yoksundur [13]. Bu kompleks doku ekstraselliiler
matriks kompenenti, hematopoetik biiyiime faktorleri gibi iliskili oldugu biyosentetik iiriinleri
ile birlikte kemik iliginde kendine 6zgli hematopoetik mikrogevreyi olusturur [39]. Stromal
doku tarafindan iiretilen ekstraselliiler matriks proteinleri; fibronektin, kollojen tip I, ITI ve IV,
laminin, thrombospondin, vitronektin, hemonektin, hyaluronan ve gesitli proteoglikanlardir.
Bunlarin birgogu hemopoietik mikrogevrenin farkli lokalizasyonlarinda eksprese edilir [40].

Basit bir ifadeyle hematopoietik kok hiicreyi gevreleyen smirli fizyolojik bir mikrogevre
olarak nig anlayisi ilk olarak 1978°de Schofield tarafindan ortaya atilmistir [41]. Arastirmaci
“niche” anlayisin1 kok hiicrelerin duragan olarak bulundugu, farklilasma ve kendi kendilerini
kok hiicre olarak c¢ogaltma yetisinin engellendigi, stromal hiicrelerle komsu ve onlar
tarafindan yonlendirildikleri, desteklendikleri bir mikroanatomik bolge olarak tanimlamistir.
Daha sonra yapilan calismalardan elde edilen kanitlarin biiyiik ¢ogunluguna gére HKH ve

hematopoetik Onciil hiicrelerin kemik iliginde rastgele dagilmadig, aksine kemik endosteumu

14



ile siki iligkide olacak sekilde yerlestikleri [8-10], daha yeni olarak da kan damarlar1
cevresinde [11, 12] toplandiklar1 saptanmistir. 1975’e gelindiginde ise Shackney kemik
iliginde hiicre gelisim egiliminin; endosteum boyunca farklilasmamis olan hiicrelerin
yerlesimi, farklilagma ve maturasyonun ise merkeze daha yakin ve vaskiilarizasyonun daha
fazla oldugu alanlarda basladig1 seklinde tarif etmistir [42]. Birkag yil sonra da hematopoezin
kalitesinin stromal c¢evre tarafindan belirleniyor olabilecegi goriisii ortaya ¢ikmistir[43]. Kok
hiicrenin spesifik nis bolgelerinde yerlesimi anlayisini, doniim noktasi olan iki c¢aligma
baslatmustir. Ornegin yapilan ¢aligmalarda kemik iliginde osteoblastik nisin dinamik bir
siirecinin oldugu, kok hiicrelerin duragan kabul edilen bir mikrogevreden farklilasma igin
vaskiiler bir bolgeye tasinabildigi gosterilmistir [41, 44]. Sonraki ¢aligmalar da bunu destekler
niteliktedir. Calismalarda osteoblastik nisin kok hiicrelerin farklilasmamis haldeki devamliligi
icin gerekli kosullar1 sagladig1 gosterilmistir [9, 45]. Kemik iligi siniizoidal aginin endosteal
zondan farkli bir anatomik ve fonksiyonel yapi oldugunu tanimlamak i¢in “vaskiiler nis”
kavrami kabul edilmistir. Ultrastriktiirel ¢aligmalarda immatiir hiicrelerden ¢ok farklilagsmis
hematopoetik hiicrelerin kemik iligi mikrovaskiiler yapilariyla yakin iliskide oldugunu
gostermistir [46, 47]. Dikkat c¢ekici sekilde neredeyse tlim matiir megakaryositlerin ince
duvarl siniizoidlere bitigik lokalizasyonda oldugu, tiim megakaryositlerin saglam endotelyal
hiicreler aracilig1 ile gé¢ edebilme yetenekleri gosterilmistir. Bu gbzlem sadece trombopoez
ile smirlandirilmis olmayip, eritroid ve B lenfoid Onciil hiicrelerin de tanimlanan nislerde
yerlestikleri gdsterilmistir [9]. Bu bulgular maturasyon siirecinde dnciil hiicre-stromal hiicre

etkilesiminin kritik bir belirleyici faktdr olduguna isaret etmektedir.
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Cytokines

(SCF, HGF, OPN...) Chemokines
. e (IL-8, SDF-1..)

[ (MmPe, CTK...)

Osteoclasts

o, Ca"
FGF-4

_Endosteal niche

Sekil 4: Hematopoetik kok hiicre nisinin basit bir modeli. Nig; 1) mezenkimal kok hiicreden
(MSCs) koken alan ve fibroblast, osteoblast/osteosit ve adipositleri olusturabilen stromal
hiicrelerden, 2)hematopoetik kok hiicreden (HSCs) kdken alan osteoklastlardan, 3) endotelyal
kok hiicreden (ESCs) koken alan endotel hiicrelerinden olusturulmaktadir. Nisteki diizenleyici
sinyaliyasyon; hiicre i¢i diizenleyici mekanizmalar, adezyon molekiilleri arasindaki etkilesim,
ekstraselliiler matriks, kalsiyum ve oksijen konsantrasyonu gibi cevresel kompenentler,

proteazlar ve sitokinler ve kemokinleri iceren humoral faktorlerce yiiriitiilmektedir.
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D) ENGRAFTMANI ETKILEYEN KINETIKLER

Engraftmana etki eden bazi faktorler belirlenmistir. Bunlar kullanilan hazirlik rejimleri ki;
myeloablatif olanlarda digerlerine gore engraftman siiresi uzamaktadir, graft versus host
hastaligi ( GvHH) profilaksisinde metotreksatin uzun siireli kullanimi, antimikrobiyal
profilakside kullanilan ajanlar, kemik iliginin stromal yapisi, kullanilan kdk hiicre kaynagi,
kok hiicre icerinin CD34" hiicre miktari, reinfiizyon sonrasi biiyiime faktorii kullanim,
hipersplenizm bagliklar1 altinda toplanabilir [4-8].

Engraftman yetersizligi i¢in, yetersiz miktarda kok hiicre infiizyonu, yetersiz hazirlama
rejimi, kemik iligi mikrogevresinin yapisal ve fonksiyonel bozuklugu, ilag toksisitesi ve agir
infeksiyonlar, allogeneik nakiller i¢in ayrica T hiicre azaltimi, HLA doku grubu uyumsuzlugu,
GvHH, ABO uyumsuzlugu risk faktorleri olarak goriilmektedir

Engraftman biyolojisine gore; G1 fazindaki kok hiicreler tarafindan engraftman saglanir.
Sitokinler aracilig1 ile S1 ve G2 fazima itilen kdk hiicreler homing ve engraftman 6zelliklerini
kaybederler. Steroidlerin 0. glinde verilmesi de allogeneik engraftmani engeller.

Stromal yap1 ile ilgili olarak fibrozisli olgularda teorik olarak uzamis engraftman
beklenirken yapilan ¢aligmalarda bu durum kanitlanmamaistir [3].

Nakil sonras1 biiylime faktorii kullanimi ile hematopoetik yeniden yapilanma
hizlanmaktadir [8].

Kronik myeloproliferatif neoplazisi olan hastalardan masif splenomegalisi olan vakalar
icin hipersplenizm agismndan ilk donemlerde splenektomi yapilmis ancak sag kalima anlamli
katki saglamadigindan vazgecilmistir [3].

Kok hiicre kaynagi olarak periferik kok hiicre kullanimu ile Ki’ne gére belirgin olarak daha
hizli nétrofil (2-6 giin daha erken) ve trombosit (5-8 giin daha erken) engraftmani
saglanmaktadir [4].

Bir ¢ok arastirmaci kok hiicre iirlinlinlin uygunluk ve yeterliligini belirlemede en uygun
kriter olarak CD34" hiicre igerigi oldugu konusunda hemfikirdir. Hizli ndtrofil ve trombosit
engraftmani i¢in en sik kabul edilen esik deger 2-2,5x10° CD34 " /kg olarak belirtilmektedir.
Bu konudaki bazi arastirmacilara gore de optimal kisa donem yeniden yapilanmada gerekli
olan HKH miktar1 2,5-5x10° CD34"/kg olarak kabul edilmistir [3, 48-50]. Daha fazla HKH
inflizyonunun daha hizli bir engraftman saglamadig1 gozlenmistir. Bununla birlikte Nieboer
ve ark. uzun donem yeniden yapilanma agisindan yaptiklari transplant sonrasi 1 yillik

analizlerinde bahsedilen miktarlarin uygun olmadigini belirtmislerdir. Esik deger olarak
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>5x10° CD34"/kg miktarmi onermislerdir ve >10x10° CD34"/kg miktardaki infiizyonlarin
uzun donem yeniden yapilanmayi hala hizlandirdig1 goriisiinii 6ne siirmiislerdir ( multivariate
analizlerinde verilen CD34" miktar1 agisindan <5x10° CD34"/kg ile >10x10° CD34"/kg log-
rank p=0,01). Bu durumu olasilikla elde edilen {iriindeki progenitor hiicrelerin tipi ve
fonksiyonlarindan kaynaklandigim belirtmislerdir. Buna gére CD34 " hiicrelerin kisa dénem
engraftmaninda kritik rol alan progenitor HKH’ yi yansittigmi [51], uzun donem
engraftmanin ise daha immatiir HKH’ ce saglandigini ileri siirmektedirler. Bu nedenle de daha
once belirtilen esik degerlerin kisa donem engraftmani igin yeterli HKH igerdigini ancak uzun
donem engraftman devami ve bunun hizla tamamlanmasi i¢in yeterli immatiir kdk hiicre
icermedigini belirtmiglerdir. Yakin donemde yapilan otolog kdk hiicre nakli sonrasi uzun
donem hematolojik yeniden yapilanmada elde edilen iirlinlin dondurulma Oncesi ve
eritildiginde igerigindeki CD34" hiicre miktarlarmin etkisini arastiran bir ¢alismada Maunier
ve ark. optimal diizeyi en az 5x10° CD34"/kg olarak saptamislardir [52].

Engraftmanda 6nemli bir faktor olarak kemik iligi mikrogevresinin yapisal ve fonksiyonel
bozuklugu ac¢isindan pimer myelofibrozisin patobiyolojisi iyi bir 6rnek teskil etmektedir. Bu
kompleks siiregte fibroblastlardaki degisikliklerle ekstraselliiler matriks kompenentlerinde
artan bir depolanma gelismektedir. Bu siirecten kemik iligindeki patolojik hematopoetik klon
ve Ozellikle nekrotik megakaryositlerden kaynaklanan artmig biliylime faktorleri sorumlu
tutulmaktadir [53-56]. Bunlar arasinda trombosit faktorii 4 (PF4), trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), ana fibroblast biiylime faktorii (bFGF), transforme edici biiylime faktorii
(TGF-B) [57] ve vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF) [58, 59]'niin mezenkimal
hiicreleri aktive ederek myelofibrozisi gelisimine ve endotelyal hiicreleri etkileyerek
anjiyogenezis gelisimine yol actig1 diisliniilmektedir. Ayn1 zamanda stromal ve endotelyal
hiicrelerde artmig osteoprotegerin iiretiminin osteoblast olusumundaki dengeyi bozarak
hastalarda siklikla myelofibrozisle iligkili [60, 61] siirecin osteosklerozis ile sonu¢lanmasina

sebep oldugu ileri siirtilmiistiir.
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MATERYAL-METOD

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) hematoloji bilim dalinda
multipl myelom (MM), amiloidoz, plazmasitom, hodgkin (HL)-hodgkin dis1 lenfoma (NHL)
tanilartyla 2003-2008 yillarinda otolog ve allogeneik periferik kok hiicre nakli yapilan
hastalar dahil edildi. Hastalar retrospektif olarak degerlendirildi ve kok hiicre nakli dncesi son
2 ay iginde yapilmis kemik iligi biyopsisi olan 40 hasta ¢alismaya alidi. DEUTF patoloji ana
bilim dali arsivinde saklanmakta olan preperatlarin parafin bloklarindan poly-L-lizinli lamlara
kesitler almarak hematopatolog tarafindan degerlendirildi.

Tablo 1. Hastalarin karakteristik 6zellikleri

Hasta sayis1 40
Cinsiyet(E/K) 23/17
Yas(yil) 49 (17-70)
Tanilar
Mulipl myelom 27
Non-hodgkin lenfoma 5
Hodgkin lenfoma 6
Plazmositom 1
Amiloidoz 1
Transplantasyon
Otolog 37
Allogeneik 3

Caligma kapsamina alman olgulara iat arsivdeki hemotoksilen & eozin (H& E) boyali
preperatlar tekrar degerlendirildi ve parafin bloklardan yeni preperatlar hazirlandi. Lizinli
lama alman kesitlere ise anjiyogenezi degerlendirmek i¢in CD 34 (Neomarkers) antikoru
streptavidin-avidin immiinoperoksidaz yontemiyle calisildi. CD 34 ile goriiniir hale getirilen
damar yogunlugunun belirlenmesi i¢in stereolojik Ol¢lim yapildi. Birim alana diisen
mikrodamar sayis1 (NVES) ve birim tiimor doku hacmine diisen vaskiiler yiizey yogunlugu
(VSD) hesaplandi. Bu kesitler 151k mikroskopisinde 100x’lik biiyiitmede sabitlendi, bununla
baglantili kamera (Sony CCD, Japan) ile monitoére (Sony Trinitron, Japan) yansitildi ve
bdylece 525x’lik bir biiylitme elde edildi. Daha sonra 11 yatay, 11 dikey test ¢izgilerinden

olusan 121 nokta i¢eren karelerden olusan saydam monitore yerlestirildi. Bu saydam sinirlar1
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icinde kalan tiimdr dokusunda test ¢izgileriyle kesisen damarlarin kesisme nokta sayilar1 (In),

bu alan i¢cinde kesigsin veya kesismesin toplam damar sayisi (N) olarak not edildi. Vv(str);

test cizgisi lizerindeki stromanin volim oranint gostermekte olup nokta sayma yontemiyle

belirlendi ( Vv(str); stromaya diisen nokta sayisinin 121°e boliinmesiyle ) elde edildi. Ayni

islem tiimoriin rastgele secilen 10 farkli alaninda yinelendi. VSD, NVES asagidaki formiillere

gore hesapland1 [62, 63].

3 In.2.121 N.12
L BetEl  ovpe L PN
Istr.Lr Istr

Lr (sabit say1) : 10,34.

V5D

Istr: stromaya diisen nokta sayist,
In: test ¢izgileri ile kesisen damar sayis1

N:06l¢iim yapilan alandaki damar sayis1

Myelofibrozisin (MF) degerlendirmesi i¢in de hazirlanan preperatlardan bir tanesi retikiilin

bir tanesi de Mason Trikrom ile boyandi. Myelofibrozis derecesi 0-3 arasinda skorlandi.

Retikiilin ve masson trikrom boyasiyla boyanan kesitlerde fibrozisin derecelendirilmesi;

kemik iligi fibrozis derecelendirme Avrupa konsensus raporu temel alinarak yapildi [64]. Bu

derecelendirme asagidaki tabloda belirtilmistir.

Derece Tanimlamasi

MF-0 Kesigim olmadan lineer dagilmis retikiilin
lifleri ( normal Ki’ne uyan)

MF-1 Ozellikle perivaskiiler alanda olacak sekilde
normal ag yapismi bir ¢ok kesisimle
kaybeden retikiilin lifleri

ME-2 Yaygin ve yogun olarak kesisen artmig
retikiilin yapisi, seyrek olarak fokal alanlarda
kollojen lifler ve/ veya osteoskleroz

MF-3 Yaygin ve yogun olarak kesisen artmisg

retiklilin yapis1 ile kaba kollojen liflerin
yogun birlikteligi ve siklikla 6nemli derecede

osteosklerozis

Tablo 2. Myelofibrozis siniflandirmasi
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Hastalarin; tanisi, hastaligin evresi, aldig1 tedaviler, tedavi yanitlari, toplanan CD 34"
periferik kok hiicre miktari, mobilizasyon rejimleri, kok hiicre nakli uygulama 6ncesi hastalik
durumu ( hastalikli, kismi yanitli, tam yanithi olma durumu) ile hastalarin nakil sonras1 siirvi
belirlemesi i¢in son kontakt kurulan tarih veya 6liim tarihleri dosya bilgilerinden kaydedildi.

Calismaya baslamadan 6nce DEUTF klinik arastirmalar etik kurulundan onay alind1.
Patoloji ana bilim dalinda yiiriitiilecek degerlendirmeler i¢in hizmet alimi ve anjiogenezis
degerlendirilmesinde kullanilmak iizere alinan CD 34" monoklonal antikor i¢in mali destek

Izmir Kan Hastaliklar1 ve Kanser Arastirma Yardimlasma Dernegi’nden saglandi.

21



ISTATISTIKSEL ANALIZLER
Istatistiksel veriler icin SPSS 15.0 for Windows kullanildi. Siirekli degiskenler ortalama +

standart sapma (SD) olarak verildi. Notrofil, trombosit ve eritrosit engraftman siireleri ortanca
( minimum-maksimum) olarak belirtildi. CD 34", fibrosis, anjiyogenezis agisindan VSD ve
NVES degerleri iizerinden yapilan gruplar araindaki varyans analizleri non-parametric Mann-
Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri ile degerlendirildi. Fibrozis ile engraftman giinleri, VSD
ve NVES arasindaki bagint1 analizi Spearman koralasyon, anjiyogenezis ve CD 34" diizeyleri
ile engraftman giinleri arasindaki bagmti analizi de Pearson korelasyon testleri ile
degerlendirildi. Sag kalim analizleri ise Kaplan-Meier yontemiyle yapildi. Istatistiksel

anlamlilik i¢in p degerinin <0,05 olmas1 gozetildi.
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BULGULAR

Calismamizda retrospektif olarak toplam 40 hasta degerlendirildi. Hastalardan 23’# erkek
(%57,5) ve 17’si kadind1 (%42,5). Yas ortalamasi1 48,50+=14,31 yil (17-70) olarak saptandi.
Hastalik dagilimlar1t NHL 6 hasta (%15), HL 6 hasta (%15), MM 26 hasta (%65), 1’er
hasta(%2,5) multipl osseoz plazmasitom ve amiloidoz seklindeydi. Hastalarin
transplantasyona alinma asamasindaki hastalik durumlar1 degerlendirildiginde; 26 hastanin
kismi yanitli (PR) (%65), 8 hastanin tam yanitli (CR) ve patolojik olarak komfirme edilmemis
tam yanith (CRu) (%19,5), 3 hastanin stabil hastalikli (SD) (%7,5) oldugu goriildii.
Hastalardan 1’inde rezidiiel hastalikli (RD) (%2,5) ve 2’sinde de refrakter hastalik (RfD) (
%S35) varken transplantasyon yapilmis. Hastalik dagilimlar1 ve transplantasyon oncesi hastalik

durumlar1 grafik 1 ve 2 de gosterilmistir.

Amiloidoz
2 59 plazmasitom
HL 2,5%
15,0% :,
NHL '
15,0% MM
65,0%
Grafik1:Hastalik dagilimi.
RD
2,5% RD
SD 5,0%
7,5%
CRU «
12,5%Q
CI? ' PR
7,5% 65,0%

Grafik 2: Transplantasyon oncesi hastalik durumu.
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Hastalarin tedavi semalarina bakildiginda; 21 hastanin (%52,5) transplantasyon dncesi
radyoterapi aldigi, 19 unun (%47,5) almadig1 gézlendi. Transplantasyon dncesi uygulanan
kemoterapiler hastaliklara gore asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 3. Myelom, amiloidoz ve plazmasitom hastalarin tedavileri

Protokoller Hasta sayisi
VAD 17

VAD, Bortezomib+Dexametazon 6

VAD, PAD 1

VAD, MP, Talidomid+Dexametazon | 1
Dexametazon 1

Direkt yliksek doz melfalan 1
Siklofosfamid+Dexametazon 1

Tablo 4. Hodgkin Lenfoma tedavi semalari

Protokoller Hasta sayisi

ABVD, ESHAP 3

ABVD, BEACOPP

1
ABVD, EVA, BEACOPP, ESHAP | 1
ABVD, MOPP/ABVD, ESHAP 1

Tablo 5. Non-Hodgkin Lenfoma tedavi semalari

Protokoller Hasta sayisi

R-CHOP 2

R-CHOP, ESHAP

2
CVP, R-CHOP, Ibritumomab tiuksetan, DHAP | 1
HCVAD, CHOP 14 1

Caligmaya dahil edilen hastalarin 37’sine (%92,5) otolog, 3’line (%7,5) allogeneik
periferik kok hiicre nakli yapilmisti. Otolog periferik kok hiicre nakli yapilan hastalarin
tamaminda kok hiicre mobilizasyonu i¢in siklofosfamid 2,4 mg/m2 (+) graniilosit koloni
sitimiilan faktor (G-CSF) protokolii uygulandi. Allogeneik nakillerde ise tam uyumlu
akrabalarda, G-CSF mobilizasyon protokolii uyguland:.

Otolog ve allogeneik elde edilen iiriinlerdeki CD34 " hiicrelerin diizeyi ortanca 6,80 (1,18-
35,90) x10° CD34"/kg olarak saptandi. CD34" hiicre diizeylerine gore hastalar 3 gruba ayrildi
(diizeyi <2,5x10° olan sadece 1 hasta grup disi birakildr). Buna gére CD34" hiicre diizeyi 2,5-
5x10° olan 13 hasta grup 1, >5x10°-<10x10° olan 13 hasta grup 2 ve >10x10° olan 13 hasta
grup 3 olarak belirlendi. Gruplar, notrofil ( 40 hasta i¢in) ve trombosit engraftmani (37 hasta

icin) giinleri agisindan Mann-Whitney U tek yonlii varyans analiziyle degerlendirildi. Grup
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Ive 2 arasinda istatisitik anlamli fark saptanmazken (sirastyla p=0,41 ve p=0,12) grup 1 ve 3

arasinda ise engraftman giinleri arasinda anlamli fark saptandi ( sirasiyla p=0,02 ve p=0,03).

207 p=0,02
'3
g
3
o
g 167 Grup 1: ortalama 11,77+1,96 giin
® Grup 3: ortalama 10.08+1,44 giin
2
)
% 12
el
z
.
I |
1,0 3,0

CD 34 diizeyine gore hasta gruplari

5 407 p=0,03
g 307 Grup 1: ortalama 20.83+11,26 giin
g Grup 3: ortalama 12,3143,22 giin
g 20
=
10
I I
1,0 3,0

CD 34 duizeyine gore hasta gruplari

Grafik 3. CD 34" hiicre diizeyine gore hasta gruplarinin nétrofil ve trombosit engraftman

giinleri arasinda karsilastirma
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Daha 6nce tanimlanan engraftman kriterlerine gore notrofil engraftmani ortanca 11. giin

(8-21) olup tiim hastalarda engraftmanin oldugu goriilmiistiir. Trombosit engraftmani 37

hastada gerceklesmis olup ortanca 14. giin (8-44), eritrosit engrafimani ise 36 hastada

gerceklesmis ve ortanca 12. giinde (3-47) gézlenmistir. CD34" hiicre diizeyleri ile 16kosit,

trombosit ve eritrosit engraftman giinleri arasinda yapilan Pearson korelasyon analizinde

nétrofil ve trombosit engraftman giinleri ile CD34" hiicre diizeyleri arasinda istatisitksel

olarak anlamli negatif bir korelasyon oldugu goézlendi (sirastyla p=0,030, r=-0,34 ve p=0,027,

r=-0,36).

30,007

r=-0,36
p=0,027

0,00

Grafik 4. CD34" hiicre diizeyleri ile notrofil engraftman giinleri arasindaki korelasyon.

Loékosit engraftman guni
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Grafik 5. CD34" hiicre diizeyleri ile trombosit engraftman giinleri arasindaki korelasyon.
Retrospektif olarak yapilan fibrozis degerlendirmesi sonucu 40 hastanin 20’sinde (%50)
fibrozisin olmadigi, 14 (%35) hastada derece 1 fibrozis, 6 (%15) hastada derece 2 fibrozis
oldugu saptandi. Spearman korelasyon analizi ile degerlendirilen fibrozis ile nétrofil,
trombosit ve eritrosit engraftman siireleri arasinda korelasyon saptanmadi (sirasiyla r=0,09
p=0,57, 1=0,22 p=0,18, r=0,25 p=0,14). Fibrozis derecesine gore alt gruplarla yapilan
Kruskal-Wallis testi ile gruplarin notrofil ve trombosit engraftman giinleri arasinda

istatistiksel anlamlilik saptanmadi (sirasiyla p=0,71 ve p=0,11).
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Trombosit engraftman gini

Fibrozis

Grafik 5. Fibrozis gruplarmin nétrofil ve trombosit engraftman giinlerinin karsilagtirmasi.
Fibrozisi olmayanlarla (grup 1), derece 2 fibrozisi (grup 2) olanlar arasinda Man-Whitney U
ile yapilan varyans analizinde notrofil engrafimanlar1 arasinda anlamli faklilik saptanmazken

(p=0,45), trombosit engraftman giinleri agisindan ise p=0,059 saptandi.
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Fibrozis grubu

Grafik 6. Fibrozisi olmayan ve derece 2 fibrozisi olan hasta gruplarinda trombosit engraftman
giinleri arasidaki varyans analizi.

Preparatlarda anjiyogenezis, birim alan bagina diisen mikro damar sayis1 (NVES) ve birim
tiimor doku hacmine diisen vaskiiler yiizey yogunlugu (VSD) olarak degerlendirildi. VSD i¢in
ortanca 33,80 mm ~(4,02-112,32 mm * ), NVES icin ise ortanca 89,60 mm™'(10,25-325,65
mm’") saptand1. VSD ve NVES ile degerlendirilen anjiyogenezis ile notrofil ve trombosit

engraftman giinleri arasinda korelasyon saptanmadi ( sonuglar tablo 6’de gosterilmistir).

Anjiyogenezis | Notrofil engrafiman giinii | Trombosit engraftman giinii
VSD =0,029 r=-0,15

p=0,85 p=0,34
NVES =0,003 r=-0,14

p=0,96 p=0,39

Tablo 6. Anjiyogenezis ile notrofil ve trombosit engraftman giinleri arasindaki Spearman
korelasyon analizi sonuglari.

VSD degerleri 0-25 mm™ aras1 grup 1, >25-50 mm™aras1 grup 2 ve >50 mmolanlar grup
3 olarak ayrilip non parametrik Kruskal-Wallis alt grup varyans analizi yapildiginda da
gruplar arasinda ndtrofil ve trombosit engraftman giinleri agisindan istatistiksel anlamlilik

saptanmadi ( sirastyla p=0,55 ve p=0,89).
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Grafik 7. VSD alt gruplarinda nétrofil ve trombosit engraftman giinleri arasindaki varyans
analizleri.

NVES degerleri de 0-55 mm™ grup 1, 56-100 mm™ grup 2 ve >100 mm™ grup 3 olarak
ayrilip yine ayni yontemle notrofil ve trombosit engraftman gilinleri agisindan varyans

analizleri yapildi, ancak istatistiksel anlaml1 farklilik saptanmadi (sirasiyla p=0,82 ve p=0,94).
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Grafik 8. NVES alt gruplarinda nétrofil ve trombosit engraftman giinleri arasindaki varyans

analizleri.
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Calismaya dahil edilen hastalarin Kaplan-Meier sagkalim analizlerinde; fibrozis
derecesinin transplantasyon sonrasi izlemdeki yasam siiresi iizerindeki etkisine bakildiginda
sag kalim egrilerinin istatistiksel anlamlilik olusturmadig1 goriildii (logrank p=0,53).

Sag kalim analizi i¢in bahsedilen fibrozis, VSD, NVES gruplarindaki hastalarin yas,
cinsiyet, hastalik, transplantasyon oncesi hastalik durumu ve verilen CD34" hiicre miktar1

dagilimlar1 agisindan degerlendirildiginde istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi (tiim

gruplarda p>0,05)
1,07
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g T 11
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Transplantasyon sonrasi izlem siiresi (ay)

Grafik 9. Fibrozisin transplantasyon sonrasi sagkalima etkisi (logrank p=0,53).
Transplantasyon sonrasi izlem siiresi lizerine anjiyogenezisin etkisi agisindan VSD ve

NVES alt gruplarinin Kaplan-Meier sagkalim analizlerinde de sag kalim egrileri arasinda

istatistiksel anlamlilik goriilmedi (swrasiyla log rank p=0,91 ve p=0,52).
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Grafik 10. VSD’nin transplantasyon sonrasi sagkalima etkisi ( log rank p=0,91).
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Grafik 11. NVES’in transplantasyon sonras1 sagkalima etkisi (log rank p=0,52) .
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TARTISMA

Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu hematolojik- hematolojik olmayan maligniteler
ile malign olmayan hastaliklarda yaygin olarak kullanilmakta olup, kiir sans1 saglayan 6nemli
bir tedavi segcenegi haline gelmistir. Son yillardaki iyilesmelerle birlikte halen 6nemli
morbidite ve mortalite riski tagimaktadir ancak oldukca yiiz giildiiriicii sonuglar1 olan bir
tedavidir. Geligmelerle birlikte 10 yil Oncesine kadar transplantasyon yast 45 ile
siirlandirilmigken, giiniimiizde yas neredeyse bir sinirlandirict olmayip otolog nakillerde
70’lere kadar yiikselmistir.

Peirferik kok hiicre transplantasyonu sonrasinda hematopoietik engraftmanin hizi ve uzun
donem devamliligini belirlemek olduk¢a dnemlidir. Transplant sonras1 mortalite ve morbidite
riskleri, transfiizyon ve antibiyotik ihtiyaglari, hastanede kalis siiresi ve sonucun ekonomik
tablosunun engraftmana bagimli olmasi1 bu durumu kritik bir siire¢ haline getirmektedir.

Engraftman saglanmasi1 70-90’l1 yillar arasinda transplant hekimlerinin erken graft
fonksiyonunu degerlendirilmesinde bir gosterge gorevi {Ustlenmistir. Bununla birlikte
HKH’nin engraftmanindan sorumlu molekiiler mekanizmalar ile kemik iliginde ¢cogalma ve
olgun, fonksiyonel hematopoietik hiicrelere doniisiim baslangict ve devamliligi hakkinda
halen yeterli miktarda bilgiye sahip bulunmamaktayiz.

Transplant isleminin gercekten gelistigi 1980’°lerin ikinci yaris1 ve 1990’larin basinda
engarftman ile ilgili Ongoriiniin tek biyolojik parametresi graniilosit-makrofaj koloni
olusturma iinitesi (CFU-GM) bazinda in vitro koloni olusturma deneyleri idi. Ancak
uygulamada degerlendirme oncesinde 10-14 giin gerektigi i¢in bir dezavantaj olusturuyordu.
1990’larm basinda CD34" hiicrelerin mutlak sayilarmin belirlenmesi énemli bir doniim
noktasi oldu. Bir ¢ok arastiric1 transplant sonrasi notrofil ve trombosit engraftman hizini
belirlemekteki en uygun kriterin graftim CD34" hiicre icerigi oldugunda israrhdir. Birgok
merkez tarafindan bunun i¢in esik deger olarak kabul edilen diizey 2-2,5x10° CD34/kg olarak
belirtilmektedir.

Merkezimizde de esik deger olarak bu diizeyler kullanilmaktadir. Bu calismamizda elde
ettigimiz verilere gére caligmaya dahil edilen hastalardardan sadece 1 hastada reinfiize edilen
{irtiniin CD34" hiicre miktar1 <2x10°® CD34"/kg ( 1,18x10° CD34"/kg) idi. Hastanmn tanisi
relaps-refrakter multip] myelom idi ve transplantasyon oncesi 3 sira kemoterapi almisti,
radyoterapi uygulanmamigst1. Periferik kok hiicre mobilizasyonu i¢in siklofosfamid ve G-CSF

protokolii uygulanmis ve ancak 3 aferez uygulamasi sonrasi bu diizeyde kok hiicre
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toplanabilmisti. Hastanim ndtrofil engraftman siiresi 19. giin, trombosit engraftman siiresi ise
18. giin olarak saptandi. Bu konuda bazi arastirmacilara gore de optimal kisa donem yeniden
yapilanmada gerekli olan HKH miktar1 2,5-5x10° CD34"/kg olarak kabul edilmistir [3, 48-
50]. Daha fazla HKH infiizyonunun daha hizli bir engraftman saglamadigi gézlenmistir.
Bununla birlikte Nieboer ve ark. uzun donem yeniden yapilanma agisindan yaptiklari
transplant sonras1 1 yillik analizlerinde bahsedilen miktarlarin uygun olmadigni
belirtmislerdir. Esik deger olarak >5x10° CD34'/kg miktarm 6nermislerdir ve >10x10°
CD34'/kg miktardaki infiizyonlarn uzun dénem yeniden yapilanmay: hala hizlandirdig
goriisiinii 6ne siirmiislerdir ( multivariate analizlerinde verilen CD34" miktar1 agisindan
<5x10° CD34"/kg ile >10x10° CD34 " /kg log-rank p=0,01). Bu durumu olasilikla elde edilen
iriindeki progenitor hiicrelerin tipi ve fonksiyonlarmdan kaynaklandigini belirtmislerdir.
Buna gore CD34" hiicrelerin kisa dénem engraftmaninda kritik rol alan progenitér HKH’ yi
yansittigini [51], uzun donem engraftmanm ise daha immatiir HKH’ ce saglandigini ileri
stirmektedirler. Yakin donemde yapilan lenfoma hastalarinda otolog kok hiicre nakli sonrasi
uzun donem hematolojik yeniden yapilanmada elde edilen iiriiniin dondurulma oncesi ve
eritildiginde igerigindeki CD34" hiicre miktarlarmin etkisini arastiran bir calismada Maunier
ve ark. optimal diizeyi en az 5x10° CD34"/kg olarak saptamuslardir[52]. Bu anlamda bizim
yaptigimiz analizlere gore hastalarin aldiklar: iiriinlerdeki CD34" hiicre miktar1 agisindan iig
gruba ayrildiginda 2,5-5x10° olan 13 hasta (grup 1), >5x10°-<10x10° olan 13 hasta (grup 2) ve
>10x10° olan 13 hasta (grup 3) oldugu saptandi. Buna gore nétrofil ( 39 hasta igin) ve
trombosit engraftmani (36 hasta i¢in) giinleri agisindan varyans analiziyle her 3 grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ saptanmamisken ( sirasiyla p=0,08 ve p=0,07), grup 1 ve
grup 3 arasinda istatistiksel anlamli farklilik goriildi ( swasiyla p=0,02 ve p=0,03).
Korelasyon analizlerinde ise CD34" hiicre miktar1 ile ndtrofil ve trombosit engaftman giinleri
arasinda negatif bir korelasyon oldugu gdzlenmistir. Bulgularimiz literatiir bulgulariyla
benzerdir.

Calismamizin ana degerlendirme konusu olan fibrozis ve anjiyogenezise model olmasi
bakimindan primer myelofibrozis ve diger KMPN’ler ilgili literatiir bilgisine bakildiginda:
Soll ve ark.’nin 203 myelofibrozisli ve 203 fibrozisi olmayan kontrol grubu ile yaptigi
calisma sonuglar1 itibariyle dnemlidir. Engafmani olan hasta ve kontrol gruplari arasinda
ndtrofil engraftman gilinleri agisindan istatistik ac¢idan anlamli farklilik saptanmamus,

trombosit engraftmaninin ise MF’li grupta 3 giin geciktigi gozlenmis. Fibrozisin derece 0-4
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arasinda simiflandirildigi bu ¢alismada ciddi (derece 3-4) fibrozisi olan 33 hasta ile bunlarin
kontrol grubu arasinda yapilan analizlerde trombosit engraftmanmnin 7 giin uzadigi ve kontrol
grubuna gore daha fazla trombosit tranflizyonu gereksinimi oldugu gozlenmisken, eritrosit
engraftmaninda 2 giin gecikme oldugu ve transfiizyon ihtiyaglar1 arasinda anlamli fark
olmadig1 saptanmustir [1]. Aksi sonuglara sahip caligmalar da mevcuttur. Bunlardan olduk¢a
genis hasta sayisma sahip bir caligmada; ileri myelodisplastik sendrom ve multilinage displazi
ile birlikte AML’li hastalar alinmis ( 471 hasta; MF’li 113 hasta ve 358 fibrozisi olmayan
hasta). Hastalarin %28’inde ileri derecede fibrozis saptanmis. 113 hastanin 98’inde nétrofil
engraftmani gézlenmis ve bunlarin ortanca engraftman giinleri 28.giin (10-80 giin) , fibrozisi
olmayan grupta ise ortanca 17. giin(10-33) bulunmustur. Fibrozisli grupta istatistik olarak
anlaml1 bir gecikme gézlenmis (p=<0.0001) [65].

Hastalarin fibrozis derecesine gore 3 gruba ayrilarak analizlerinin yapildig1 ¢aligmamizda
elde ettigimiz verilerde ndtrofil ve trombosit engraftman giinleri arasinda anlamli farklilik
saptanmamistir (swrastyla p=0,71 ve p=0,11). Fibrozisi olmayan ve derece 2 fibrozisli gruplar
trombosit engraftman giinleri agisindan karsilastirildiginda ise p=0,059 saptanmistir. Bu
sonuca gore; hasta sayisinin daha fazla olmasi durumunda (hasta grubumuzda ciddi fibrozisi
olan hasta sayis1 6 idi) istatistiksel anlamliliga ulasacag: diisiniilmektedir.

Anjigenezis bir ¢ok hastalik grubunda, 6zellikle de solid tiimdrlerde metastatik siirecler
acisindan ¢aligilmis olmakla birlikte transplantasyon kinetiklerine olas1 etkisi heniiz
degerlendirilmemistir. Malign hematolojik hastaliklarda diger organ solid tliimdorlerinde
oldugu gibi kemik iliginde malign siirece vaskiiler destek olabilecegi ile ilgili bazi kanitlardan
sonra [66, 67] ile ilgili yapilan bir ¢alismada polisitemiya vera, kronik myeloid l6semi ve
myelofibrozis hastalarinin kemik iliginde anjoyogenezis degerlendirilmis ve myeloprolifertif
hastaliklarda normal K’ ne gére neovaskiilarizasyonun arttig1 gézlenmistir. MF’li hastalarda
elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli saptanmustir (normal KI damar
yogunlugu=5,9+2,1, MF’li Ki =14.4+£5,5 ve p<0,001). Myeloid metaplazili myelofibrozis
(MMF) ile ilgili yeni bir patogenetik hipoteze gére bozulmus KI stromal yapisinca salgilanan
anormal sitokin aracilikli megakaryosit veya monosit ( veya her ikisi birlikte) klonal bir artis
gostermektedirler [68]. Bahsedilen sitokinler arasinda TGF-B, PDGF, bFGF sug¢lanmaktadir.

Buna ikincil bir sonug olarak kollojen fibrozis yeni kemik formasyonu olusur.
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Bununla birlikte ek olarak yeni kanitlara gore bozulmus stromal mikrogevre megakaryositler
tarafinda eksprese edilen VEGF artisinda oldugu gibi anjiyogenik sitokinler i¢in de kaynak
teskil eder [69]. Calismamizda anjiogenezis ile nodtrofil ve trombosit engraftman giinleri
arasinda korelasyon saptanmamis, VSD ve NVES degerleri vaskiiler yogunluga gore alt
gruplara ayrilip varyans analizi yapildiginda da istatistiksel anlamlilik saptanmamustir. Siirvi
analizlerine bakildiginda da fibrozis ve anjiyogenezis alt gruplarinda sag kalim agisindan
anlamli farklhilik izlenmemistir. Ancak korelasyon analizlerinde fibrozis ile anjiyogenezis
arasinda pozitif bir korelasyon goézlendi ( VSD i¢in r=0,38 p=0,014, NVES i¢in r=0,39
p=0,012). Dolayisiyla engraftman siireci diisliniildiigiinde fibrozisin olumsuz bir etki
gostermesi beklenirken bunun sonuglara yansimamasinda ¢alismamizdaki ciddi fibrozisi olan
hasta sayismin az olmasi yaninda daha dnce bahsedildigi iizere HKH nin homing ve lodgment
asamalarinda 6nemli fonksiyona sahip olan vaskiiler nisin ana kompenenti olan vaskiiler
yapilarin yogunlugunun fibrozisle pozitif korelasyon gdstermesinin de katkida bulundugunu
diistinmekteyiz.

Sonug olarak engraftman siirecinde hematopoetik mikrogevrede dnemli etkilesimleri olan
stromal dokunun durumu ve vaskiiler nis ile ilgili bilgiler giderek artmaktadir. Bu ¢alismada
elde edilen veriler ise, hematolojik malignitelere eslik eden fibrozisin notrofil engraftmani
iizerine etkisinin olmadigi ancak Ozellikle ileri derecedeki fibrozisin trombosit

engraftmaninda negatif bir etkinligi olacagi sonucunu desteklemistir.
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