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1. GIRIS VE AMAC

HLA (human I6kosit antijen) 1958 yilinda insan lokositleri iizerinde bulunan
bir alloantijenin saptanmasi ile tanimlanmis, o donemde MAC ismi ile anilmis (1),
daha sonra bu antijen HLA-A2 olarak isimlendirilmistir. O dénemde bu 16kosit
antijenlerinin doku ve kemik iligi nakillerinde biiyiik bir dneme sahip olabilecegi
distiniilmiis ve calismalar 1980 yilinda Nobel 6diili ile taglandirilmistir. Yapilan
caligmalar farkli doku uygunluk kompleksinin (Major Histocompatibility Complex=
MHC) proteinlerinin farkli antijen fragmanlarini bagladigini ve hiicrelere sundugunu
gostermistir. Yine T hiicrelerinin MHC proteinlerini de antijen gibi tanidig1 ortaya
konulmustur. PRA (panel reaktif antikor) ise organ ya da doku vericilerinin
hiicrelerinin  yiizeyindeki HLA antijenlerine karst olusan antikorlardir. Bu
antikorlarin klinik 6nemi transfiizyon tibbinda tanimlanmis olup, varliginin trombosit
transfiizyon refrakterliginin 6nemli nedenlerinden biri oldugu gosterilmistir (2). Her
toplulugun farkli demografik HLA antijenleri olacagindan, PRA sonuglar1 da
tilkeden tilkeye farklilik gostermektedir.

PRA ozellikle solid organ nakillerinde kullanilan immunolojik laboratuvar
testidir ve panel hiicre havuzuna kars1 alloreaktif antikorlarin gosterilmesi esasina
dayanir. PRA skoru % olarak belirtilir, bu pozitif hiicre oranin1 gosterir ve %0-99
arasinda degisir. PRA skorunun yiiksek olusu hastalarin “sensitize” oldugunu yani
“duyarl” hale geldigini gosterir. Duyarli hale gelmis bireylerde rejeksiyon riski
yiiksektir, daha yogun bir immunsupresyon gerekir ve transplant sagkalim basarisi
diistiktiir (3-5).

Anti-HLA antikorlarinin neden, nasil, ne zaman ve ne kadar siirede olustugu
bilinmemektedir. Kan transfiizyonlari, gebelik, ©Onceki transplantasyonlar gibi
kendinden olmayan “non-self” antijenlerle karsilasmasi sonucu olustugu
diistiniilmektedir. Ancak her transfuzyon yapilan kiside goriilmedigi gibi daha 6nce
transfiizyon almayan kisilerde de goriilebilmektedir (6).

PRA taramasi solid organ transplantasyonlarinda, 6zellikle bobrek nakli
oncesinde alicida vericinin HLA antijenlerine kars1 antikor varligini saptamak amaci
ile uygulanmaktadir. Yapilan calismalardagreft rejeksiyonu PRA pozitifligi olan
olgulara yapilan nakillerde PRA negatif olan gruba gore anlamli olarak daha sik

goriilmektedir (7-8). Alictnin HLA tiplendirmesi allojeneik nakil Oncesi rutin olarak



uygulanmaktadir, = fakat PRA  (anti-HLA  antikor) taramasi  rutinde
kullanilmamaktaydi. Bunun nedeni greft rejeksiyonunun daha ¢ok T hiicre aracili
yanitlar ile gerceklestiginin diistiniilmesiydi, fakat yapilan caligmalarla T hiicre
aracili rejeksiyonun yaninda antikor aracili rejeksiyonunda greft kaybinda 6nemi
oldugu gosterilmistir (9,10). Ancak hematolojide allojeneik kok hiicre nakillerinde
uyumlu vericisi olmayan hastalarda son yillarda hizla artan haploidentik ve kordon
kan1 kok hiicre nakilleri ile birlikte PRA taramasi giindeme gelmistir. Allojeneik kok
hiicre nakillerinde graft yetersizligi en korkulan komplikasyonlardan biri olup bu
antikorlarin varliginda bu risk daha fazla artmaktadir. Calisma grubumuzu olusturan
akut losemi olgularinda ise tedavi siirecinde multipl kan transfiizyonu ihtiyaci
olmakta bu da anti-HLA antikor olusmasi agisindan risk olusturmaktadir. Bu
antikorlar hem transfiizyon refrakterligi acisindan 6énem tasimakta hem de kok hiicre
nakli sonrasinda engraftman ve sag kalim {izerine olumsuz etkiye neden
olmaktadirlar (4,11).

Allojeneik kok hiicre nakli sonrasinda hastalik relapsinda HLA kaybinin
onemli bir mekanizma oldugu gosterilmistir (12,13). Tan1 aninda HLA ile ilgili
degisikliklerin AML gelisim siirecinde etkili olabilecegi fikrinden yola ¢ikilarak yeni
tan1 almis akut l6semi hastalarinda doku tiplendirmesi yani sira HLA’ya kars
antikorlarin tespiti de planlandi.

Tim diinyada uygulanan allojeneik kok hiicre nakillerinde PRA siklig1
bilinmemektedir. PRA taramasi sadece haploidentik kok hiicre nakillerinde rutin
olarak yapilmaktadir. Bu calismada akut 16semi tanist almis hastalarda tan1 aninda
PRA varlig1 tespiti, tedavi siiresince uygulanan transflizyonlar sonucu olusabilecek
PRA’larin saptanmasi, tespiti halinde bu halinde PRA’larin identifiye edilmesi ve bu
antikorlarin kok hiicre nakline etkisinin incelenmesi hedeflendi. PRA olusumuna
neden olabilecek gebelik, transfiizyon, transplantasyon verileri kaydedildikten sonra,
indiiksiyon ve konsolidasyon kemoterapileri boyunca ve kok hiicre nakli yapilan
hastalarda transfiizyon ile iligkili veriler kaydedilerek, ii¢ ayda bir PRA taramasi

yapildi.

Calismanin birincil amaglari:

1-Akut 16semili hastalarda tan1 aninda PRA insidansini belirlemek.



2-Indiiksiyon ve konsolidasyonlarda uygulanan transfiizyonlar sonrast PRA
olusum siiresini ve sikligin1 tespit ederek, literatirde de halen tam olarak
aciklanamayan bu siirece 151k tutmak.

3-Allojeneik kok hiicre nakli yapilan 16semili hasta grubunda, doku tipi tam
uyumlu kardes, akraba digi tam uyumlu ya da haploidentik kok hiicre nakli
yapilanlarda PRA varligimin nakil siirecine engraftman, rejeksiyon, GVHD (graft
versus host hastaligi), relapsa etkisini degerlendirmek.

Calismanin ikincil amaglari:

1-Akut losemili hasta grubunda ilk kez Tiirk popiilasyonunda PRA insidansi,
olusum hiz1 ve miktarini tespit etmek.

2-Akut losemilerde PRA varliginin transfiizyon sonrasit olusabilecek,

trombosit ya da eritrosit alloimmiinizasyonuna etkisini belirlemek.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Losemi Tanimi, Alt Tipleri, Tedavisi ve Prognozu

Akut l6semi myeloid (AML) veya lenfoid (ALL) kokenli hematopoetik
prekiirsor hiicrelerin kan, kemik iligi ve diger dokular infiltrasyonu ile karakterize
bir hastaliktir. Kemik iliginin l6semik blastlarla infiltrasyonu normal eritrositler,
trombositler ve matiir graniilositlerin iiretiminde azalma ile sonucglanarak klinik
olarak kemik iligi yetmezligi bulgular1 ile prezente olurlar.

Normal hematopoez dinamik bir siiregtir, bitylime faktorleri ve transkripsiyon
faktorlerinin kontrolii altinda hiicresel proliferasyonun ve lineage spesifik yonelimin
ve farklilasmanin gergeklestigi bir siirectir. Akut 16semiler ise hematopoez esnasinda
hematopoetik prekiirsor hiicrelerde meydana gelen c¢esitli genetik mutasyonlar
sonucunda matiirasyon defekti ile karakterize tek bir hiicrenin klonal proliferasyonu
sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar 16semik
hiicrelerin kendilerinden daha immatiir 16semik kok hiicrelerden kaynaklanabiliyor

olacagin1 gostermektedir.

2.1.1. Akut Myeloid Losemi

AML erigkinlerde daha sik goriilen 16semi tipi olup eriskin vakalarin yaklagik
%80’ini olusturmaktadir (14,15). Ortanca tani yasit 65’tir. Goriilme insidansi yasla
beraber artmaktadir. AML gelisimine yatkinlik yaratan cevresel ve genetik faktorler
bulunmaktadir. Cevresel faktorler arasinda benzen gibi ¢esitli kimyasallar, radyasyon
maruziyeti, sigara ve alkilleyici ajanlar gibi cesitli kemoterapétiklere maruziyet yer
almaktadir. Genetik faktorler arasinda ise down sendromu, fankoni anemisi, Bloom’s
sendromu yer almaktadir.

Klinik manifestasyonlar: belirtildigi gibi kemik iligi yetmezligi bulgulari ile
karakterizedir. Hastalar halsizlik, ciddiyeti degisiklik gosterebilen enfeksiyonlar,
epistaksis, gingival kanama ve ekimozlar ile prezente olabilirler. Fizik muayenede de
solukluk, ates, petesi veya ekimozlar gibi nonspesifik bulgular saptanabilir. Bazi

hastalar onkolojik bir acil olan tiimér lizis sendromu ile de bagvurabilirler.



Olas1 akut 16semi klinigi ile bagvuran hastalar CAP-ASH kilavuzuna gore
degerlendirilmelidirler (16). Periferik yaymada l6semik blastlarin goriilmesi taniy1
desteklemesine ragmen kesin tam1 kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi ile
konulmaktadir. Bazi hastalarda aspirasyon esnasinda ‘dry-tap’ izlenebilir. Bu durum
AML-M7 gibi yaygin ilik fibrozisi ile giden durumlarda izlenir. Bu durumda uygun
bir sekilde alinmis kemik iligi biyopsi materyali taninin dogrulanmasinda yardimci
olacaktir. Akim sitometri, sitogenetik ve molekiiler genetik ¢alismalar her hastada
uygulanmalidir. Taninin dogrulanmasi i¢in kemik iligi aspiratinin en az %?20’sini
myeloid kokenli blastik hiicreler olusturmalidir. Baz1 genetik anormalliklerin oldugu
durumlarda ve myeloid sarkom varliginda ise blast oranindan bagimsiz olarak AML
tanis1 konulabilmektedir. Bu anormallikler t (8; 21), inv (16), t (15; 17) varligidir.
Taninin dogrulanmasindan sonra Diinya Saglk Orgiitii (DSO) siniflamasina (tablo
2.1) uygun bir sekilde alt tip belirlenerek hastaligin prognozu ve segilecek uygun
tedavi modalitesi belirlenebilir (17,18).

DSO smiflamasinda belirtilen gesitli translokasyonlarm varligi prognoz ile
iliskilendirilmektedir. Bunun yaninda yas, performans durumu gibi hasta iliskili
faktorler de hastalik prognozunu etkilemektedir. Iyi ve kotii prognostik faktorler
tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tam remisyon saglanmast AML’nin eradikasyonu agisindan Onemlidir.
Remisyon indiiksiyonu AML’1i hastalarda surviyi uzattigi gibi yasam kalitesini de
artirmaktadir. Ancak tedavi hedefi hastanin yasi, klinik durumu ve komorbiditeleri
g6z Onilinde bulundurularak planlanmalidir. Agir kemoterapiyi kaldiramayacak
hastalarda destek tedavisi uygulanmasi ve semptom palyasyonu saglanmasi daha
mantiklidir.

AML tedavisi remisyon indiiksiyonu ve post remisyon tedavi olarak 2 ayr1 faza
ayrilir. Indiiksiyon tedavisinin amaci tam remisyonu saglamaktir. Geng ve
performans durumu 1yi olan hastalarda 7 giin sitarabin infiizyonu ile beraber 3 giin
antrasiklin infiizyonu indiiksiyon tedavisi olarak uygulanir. Bu tedavi 7+3 rejimi
olarak isimlendirilir. Akut promyelositik 16semi de ise retinoik asit iceren kemoterapi
rejimi  uygulamlir. Indiiksiyon tedavisinin ciddi yan etkileri goriilebilir.

Enfeksiyonlar, kanama diyatezi, tiimor lizis sendromu ve metabolik anormallikler



acisindan dikkatli olunmalidir. Yagla beraber tedavi komplikasyonlarinda artis

goriilebilir.

Tablo 2-1: Diinya Saglik Orgiitii Akut Myeloid Lésemi Siniflamasi

Akut Myeloid Losemi (AML) ve fliskili Neoplaziler

Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

o 1(8;21)(g22;922.1);;RUNX1-RUNX1T1ile AML

e inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11lile AML

. PML-RARAIle akut promyelositik 16semi

o 1(9:11)(p21.3;023.3);MLLT3-KMT2Aile AML

o 1(6;9)(p23;034.1); DEK-NUP214ile AML

o inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3)(q21.3,q26.2); GATA2, MECOMIile AML

e 1(1;22)(p13.3;913.3);RBM15-MKL1ile AML (megakaryoblastik)

. AML with mutated NPM1

e  CEBPA’nn biallelik mutasyonu ile AML

Myelodisplazi ile iliskili AML

Tedavi iliskili AML

Siniflanamayan AML (NOS)

e  Minimal diferansiyasyon ile AML

. Matiirasyonu olmayan AML

. Matiirasyonu olan AML

e Akut Myelomonositik Losemi

. AkutMonoblastik/Monositik Losemi

. Saf Eritroid Losemi

. Akut Megakaryoblastik Losemi

. Akut Bazofilik Losemi

. Myelofibrozis ile Akut Panmyelinozis

Myeloid Sarkom

Down Sendromu ile iliskili Myeloid Proliferasyonlar
(Gegici Anormal Myelopoezis ve Down Sendromu ile iligkili Myeloid Lésemi)




Tablo 2-2: Iyi ve Kétii Prognostik Faktorler

Iyi Prognostik Faktorler Kotii Prognostik Faktorler

e Yas<50 e Age>60

e  Karnofsky Skoru > %60 e Karnofsky Skoru< %60

e MDR 1-negatif fenotip e MDR 1-pozitif fenotip

e Altta yatan hematolojik  hastalik e Tedavi iliskili AML, MDS zemininin
olmamasi1 ve kemoterapi-radyoterapi olmast ve myeloproliferatif veya diger
maruziyeti olmamasi hematolojik hastaliklarin varlig1

e Kompleks karyotip, -5, -7, 3026
o 1(8;21), inv(16)/t(16;16), t(15;17) aberasyonu, t(6;9), t(9;11) hari¢ 11q23

aberasyonu, monozomal karyotip
e FLT3/ITD mutasyonu, MLL kismi

tandem duplikasyonu, BAALC
* Qg1 veya CEBPA mutasyomy overekspresyonu, IDH1 ve/veya IDH2
mutasyonu

Tedaviye yanitin degerlendirilmesi kemoterapi bitiminden 7-10 giin sonra
yapilmalidir. Noétrofil ve trombosit sayilarinda diizelme sonrasinda remisyonun
dokiimentasyonu ag¢isindan tekrar biyopsi yapilmasi uygun olacaktir.

Tam remisyon saglanan hastalarda post remisyon tedavi verilmez ise relaps
neredeyse kagimilmazdir. Tedavinin amaci rezidiiel tiimoral hiicreleri yok etmek ve
kiir saglamaktir. Post remisyon terapide kemoterapi, otolog veya allojeneik kok
hiicre nakli kullanilabilir. Allojeneik kok hiicre nakli karari verirken prognostik
faktorlerin g6z oniinde tutulmasi gerekmektedir.

Relaps komplet remisyon saglandiktan sonra hastaligin tekrar ortaya ¢ikmasi
durumudur. Refrakter hastalik ise 2 standart indiiksiyon tedavisine yanit
alinamamasidir. Bu hasta grubunda kiir saglanmasi i¢in en iyi se¢enek allojeneik kok
hiicre naklidir. Ancak allojeneik kok hiicre nakli sonrasinda da hastalarin %30-401
hastalik niiksii yasamaktadir. Nakil sonrasinda residiiel 10semik hiicrelerdeki HLA
kaybmin graft versus ldsemi etkisini azaltarak 16semi relapsina yol agtig1

bilinmektedir (19).




2.1.2. Akut Lenfoblastik Losemi

AML’nin aksine ALL eriskinlerde daha az siklikta goriilmektedir. Akut
lenfoblastik 16semi B hiicre kokenli ve T hiicre kokenli olmak tizere 2 farkli gruptan

olusmaktadir.

B-ALL siklikla cocukluk caginda goriilen bir akut 16semi tipi olup eriskinlerde
daha az siklikta goriilmektedir. Ortanca goriillme yast 39’dur (20). Klinik olarak
AML’ye benzer sekilde kemik iligi yetmezligi bulgular ile karakterizedir. AML’den
farkli olarak hepatosplenomegali, lenfadenopati ve santral sinir sistemi tutulumu
daha sik olarak eslik eder. Tam1 kemik iligi biyopsi ve aspirasyon Orneklerinin
morfolojik, histokimyasal, genetik ve akim sitometrik bulgulariin degerlendirilmesi
ile konur. Histokimyasal olarak PAS pozitifligi ve myeloperoksidaz negatifligi
dikkat ¢ekicidir. Akim sitometride terminal deoksitransferaz (TdT) pozitifligi ve
degisen oranlarda CD19, CD20, CD22 ve CD79a gibi B hiicre markerlar1 ve CD45,
CD10 (CALLA) saptanir. T hiicre marker1 olan CD3 negatiftir. %14 vakada CD13
ve %16 vakada CD33 gibi myeloid antijenlerin ekspresyonu saptanabilir (21).

Philedelphia kromozomu varligi eriskin B-ALL’lerinde en sik goriilen gen
rearanjmanidir. Yasla beraber t (9; 22) goriilme sikligi artar (22). Tirozin kinaz
inhibitorlerinin kullanimi ile beraber prognozda iyilesme saglanmistir (23,24).

t(v;11923) varlhigr kot prognoz ile iligkili iken, t (12; 21) varlig1 iyi prognostiktir.

Yas ve sitogenetik/genetik bulgular sagkalimin en 6nemli belirleyicileridir. 1
yasin altindaki ¢ocuklarda ve eriskinlerde prognoz 1 yasin lizerindeki ¢ocuk hastalara
kiyasla daha kotiidiir. Yukarida da bahsedildigi gibi baz1 translokasyonlarin varligi
ve hipodiploidi koétii prognozla iliskilidir.

T-ALL ise siklikla adolesan donemde ve geng eriskin donemde ortaya gikar.
Erkek/kadin orani: 2/1°dir. Klinik bulgular B-ALL’ye benzer. Farkli olarak %50-75
oraninda mediastinal kitle de eslik edebilir. Mediastinal kitle varligina bagli olarak
da superior vena kava sendromu, trakeal obstriiksiyon gibi bulgular ile prezentasyon
gosterebilir. Tan1 aym1 sekilde kemik iligi biyopsi ve aspirasyon Orneklerinin

morfolojik,  histokimyasal, = genetik ve akim  sitometrik  bulgularinin



degerlendirilmesiile konur. Akim sitometride CD7 varligt tipiktir. NOTCHI1
mutasyonu T-ALL’de en sik mutasyona ugrayan onkogendir (25). B-ALL’nin aksine
sitogenetik prognozu etkilememektedir. Ancak yas ve p53 mutasyonu varlig
prognozu etkilemektedir (26).

ALL tedavisi indiiksiyon kemoterapisi ve post remisyon tedaviden
olusmaktadir. Bir ¢ok indiiksiyon rejimi gelistirilmistir ve bu tedavi rejimlerinin
birbiri {izerine belirgin bir istiinliigii yoktur. Bu rejimler ¢ogunlukla vinkristin,
kortikosteroid ve antrasiklinleri igermektedir. Tiim rejimlerde santral sinir sistemi
profilaksisi yapilmaktadir. CALGB 8811/9111 ALL, BFM rejimi, Hyper CVAD
kullanilan rejimlerden bazilaridir. Ph + ALL olgularinda tirozin kinaz inhibitorlerinin

eklenmesi sag kalima olumlu katkida bulunmustur.

Post remisyon tedavi olarak 3 temel secenek bulunmaktadir; konsolidasyon ve
idame tedavisi, otolog kok hiicre nakli ve allojeneik kok hiicre nakli. Hangi tedavi
modalitesinin segilecegi hastanin klinik durumu ve tiimor 6zelliklerine gore karar
verilmelidir. Yiiksek riskli ve gen¢ hastalarda allojeneik kok hiicre nakli 10 yillik
siirecte %45 oraninda sag kalim ile sonuglanmaktadir. Yiiksek risk ve intermediate
risk grubuna dahil olmayan tiimorler ise standart riskli olarak degerlendirilmektedir.

Ancak bu tedavi segeneklerinin birbirlerine tistiinliigiiniin olup olmadig1 net degildir.
Yiiksek riskli hastalig1 predikte eden durumlar;

e Tan1 aninda beyaz kiire sayisinin B-ALL i¢in >30,000/microL, T-ALL
i¢in >100,000/microL olmasi.

e 1(4;11), t(1;19), t(9;22) or BCR-ABL gen pozitifligi gibi klonal
sitogenetik anormalliklerin bulunmasi.

¢CD10 haricinde CD19, CD79a, sitoplazmik CD22 gibi progenitor B
hiicre fenotipi 6zellikleri olan blastlarin varlig1.

e Indiiksiyon tedavisi sonrasinda tam remisyonun 4 haftadan daha uzun
stirede saglanmasi.

¢>60 yas yiiksek riskli iken, 30-59 yas aralig1 orta risklidir.

e Remisyon sonrasi minimal rezidiiel hastalik varligi.



2.2.Major Histocompatibility Complex (MHC)

Insan MHC (major histocompatibility complex) sistemi, bir diger adiyla HLA
(human 16kosit antijen) kompleksi 6. kromozom iizerinde (6p21.3) bulunan 4-
megabazlik bir bolgedir. MHC adim1 2 farkli birey arasinda yapilan organ
transplantasyonunda aktarilan dokunun kabulii veya reddini belirleyen proteinleri
eksprese eden bu gen bolgesinden almistir. Benacerraf, Snell ve Dausset organ
naklinin seyri ve antijene karsi immiin sistem yanit1 gibi MHC sistemi tarafindan
kontrol edilen fonksiyonlar1 tanimlamis ve bu ¢alismalar 1980 yilinda tip ve fizyoloji
alaninda Nobel Odiilii almistir (27). Daha sonra yapilan ¢alismalar bu genler
tarafindan kodlanan proteinlerin kazanilmis immiinitede 6nemli bir rol oynadigim
gostermis, farkli MHC proteinlerinin farkli antijen fragmanlarini bagladigini ve
hiicrelere sundugunu gostermistir (28). Yine T hiicrelerinin MHC proteinlerini de

antijen gibi tanidig1 ortaya konulmustur (29).

2.2.1. MHC genleri

MHC gen boélgesi tli¢ farkli smif molekiiliin ekspresyonuna gore organize
edilmistir;

1. Smif I MHC genleri neredeyse biitlin ¢ekirdekli hiicrelerin
membraninda eksprese edilen glikoproteinleri kodlamaktadir. Siif I genlerin
iriinlerinin major fonksiyonu endojen peptid antijenlerini CD8+T hiicrelerine
sunmaktir.
2. Simif II MHC gen {irlinleri antijen sunan hiicrelerin (makrofajlar,
dendritik hiicreler ve B lenfositler) membrani {izerinde eksprese edilmekte ve
ekzojen peptip antijenlerini CD4+T hiicrelerine sunmaktadirlar.
3. Smif III MHC genleri birgok farkli protein sentezlemekte ve bunlarin
bazilar1 kompleman sistem komponenti veya inflamasyonda rol

oynamaktadirlar.
MHC gen boélgesindeki genlerin en ¢ok bilinenleri MHC sinif 1 ve siif 11

genleri olup bunlarin iirtinleri immiinolojik spesifite, transplantasyonda doku uyumu

ve bircok otoimmiin hastalikta kritik rol oynamaktadirlar. Bu gen bolgesinin
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sentezledigi smif I ve II MHC molekiilleri hiicre membranina bagl glikoproteinler
olup yapisal ve fonksiyonel agidan benzerlikler géstermektedirler. MHC gen bolgesi

ve lirtinleri tablo 2.3°de gosterilmistir.

Tablo 2-3: MHC Gen Bélgesi ve Uriinleri

HLA
MHC siif I Il 1
Bolge B Cc A C4, B2, BF DP DQ DR
Gen iiriinleri | HLA-B |HLA-C |HLA-A | C’ proteinleri | TNF- a DP DQ DR
Lenfotoksin-o. | af off off

2.2.2. MHC’nin islevleri

Siif I MHC molekiilleri biitiin ¢ekirdekli hiicrelerin membraninda eksprese
edilmektedir. Simif I MHC molekiilleri self antijenler, hiicre i¢i patojenler, tiimor
antijenleri ve allograft antijenleri gibi hiicre sitozoliinden kaynaklanan antijenler ile
kompleks olusturarak pMHC kompleksi ile bu antijenleri hiicre membraninda
eksprese etmekte ve CDS8+T hiicrelerine sunmaktadirlar.CD8+T hiicrelerin
aktivasyonu da MHC proteinini eksprese eden hiicreye karsi sitotoksisiteye yol
agmaktadir.

MHC sinif II molekiilleri MHC smif I molekiillerinden farkli olarak antijen sunan
hiicrelerin (APCs) ylizeyinde eksprese edilmektedirler. Antijen sunan hiicreler
immiin sisteme ait hiicreler olup (dendritik hiicreler, makrofajlar, B hiicreleri)
herhangi bir tehdit varliginda immiin sistemi harekete gegiren ve T hiicre cevabini
kontrol eden hiicrelerdir. MHC simf II ekspresyonu ile beraber ko-stimiilator

molekiiller ile CD4+T (T helper) hiicre aktivasyonu ger¢eklesmektedir (30).

1. Kendi hiicre yiizeyinde kendine ait simif I molekiilii eksprese ederek

hiicrenin saglikli oldugunu gostermek.
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2. Yabanci antijeni smif I molekiil iizerinde eksprese ederek hiicrenin
enfekte oldugunu gostermek ve sitotoksik T hiicreleri aktive etmek. Yine sinif
IT molekiiller iizerinde bu yabanci antijenleri eksprese ederek yardimci T
hiicrelerini aktive etmek.

3. Primer lenfoid organlarda self peptidleri sinif I ve II molekiil iizerinde
eksprese ederek T hiicrelerinin otoreaktif olmamalarini saglamak.

4, Sekonder lenfoid organlarda self peptidleri simif I ve II molekiil
tizerinde eksprese ederek T hiicrelerinin ototoleransini devam ettirmelerini

saglamak.

MHC smif I ve MHC smif II molekiilleri polimorfizm gostermektedirler.
Polimorfizm; farkli bireylerdeki genetik lokuslarda yiliksek diizeydeki allelik
varyanyasyon anlamina gelmektedir. Allelik varyasyon protein molekiiliiniin hangi
fragmaninin  sunulacagini  belirlemektedir. Yani bireyler arasindaki allelik
varyasyonlar farkli bireylerin aynmi virlisiin farkli peptidlerini hiicre yiizeyinde
eksprese etmelerine yol acarlar. Dolayisiyla allelik varyasyon immiin cevabin
sonuglart agisindan 6nemli rol oynamaktadir. Yine T hiicrelerinin self olmayan MHC
proteinlerini de antijen gibi tanidigi ortaya konulmustur. Transplantasyon giindeme
geldigi zaman bu polimorfizmin varlig1 greft reddi ile sonuglanacaktir.

Cesitli nedenlerle olusan bu antikorlarin klinik sonuglar1 transplantasyon

immiinolojisi kisminda ayrintili olarak anlatilacaktir.

2.3. Anti-HLA Antikorlarimin Tespitinde Kullanilan Yontemler

Daha once bahsedildigi gibi HLA antikorlarinin 6nemi transfiizyon tibbinda
bilinmektedir. HLA antikorlarinin varligi trombosit transfiizyon refrakterliginin en
onemli nedenlerinden birisidir (2). Yine bu antikorlarin transfiizyon iligkili en
korkulan komplikasyonlardan biri olan transfiizyon iliskili akut akciger hasarinda rol
oynadig1 bilinmektedir (31). Ayrica solid organ transplantasyonlarinda anti-HLA
antikorlarin varlig1 hiperakut, akut ve kronik rejeksiyon ile iliskilendirilmistir.

Yukarida bahsedilen klinik olarak hayati olan nedenlerden otiirii yillar

igerisinde bu antikorlarin tespitinde kullanilan yontemler gelisim gostermistir. Hiicre
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temelli (cell-based immunoassays) ve solid faz immun yontemler (solid-phase
Immunoassays) HLA antikorlarinin tespitinde kullanilan yontemlerdir.

Hiicre bazli yontemler igerisinde en sik kullanilan CDC (complement
dependent cytotoxicity test) dir. Bu test uzun yillar boyunca altin standart test olarak
kullanilmigtir. Alicidaki antikorlar ile dondr lenfositlerinin yiizeyindeki antijenlerin
birleserek kompleman aktivasyonu yapmasi esasina dayanir. Ucuz bir yontemdir
ancak test i¢cin dondr lenfositlerinin gerekmesi, non-HLA antikorlarin tespit
edilebilmesi, yine sinif I ve II antikorlarin ayrimi i¢in 6zel yontemler kullanilmasi ve
zaman almasi dezavantajlarindandir.

ELISA ve boncuk temelli immiin yontem (Luminex) ise solid faz immiin
yontemler igerisinde yer almaktadirlar. Bu methodlarin canli hiicrelere ihtiyag
duymayislar1 nedeni ile bu yontemler retrospektif olarak dondurularak saklanmig
orneklerin analizinde kullanilabilirler. Hiicre bazli yontemlere gore daha sensitif ve
spesifik olmalarina ragmen maliyetlilerdir. Bu yontemlerde ¢o6ziinebilen HLA
antijenleri trombositlerden, ya da transfeksiyon veya rekombinasyon yontemi ile elde
edilirler. Calismamizda kullandigimiz Luminex yonteminde 3 farkli panel
kullanilabilmektedir. Bunlardan birincisi birgok bireyden elde edilen smif I ve II
antijenlerin havuzlandig1 panellerdir. Tarama amacli kullanilmaktadir. Ikincisi tek bir
bireyin simf I veya II antijenlerinin bulundugu panellerdir. Ugiinciisii ise rekombinan
tek allelik HLA molekiiliiniin emdirildigi boncuklarmn (single antigen beads= SAB)
bulundugu panellerdir. Son 2 yontem HLA antikor spesifisitesini yari1 niceliksel
olarak belirleyen yontemlerdir. Mean floresan intensity (MFI) degerinin hem solid
organ hem allojeneik kok hiicre naklinde graft rejeksiyonu ihtimalini artirdigi
gosterilmistir (32,33). Bu ¢alismalardan MFI’nin antikor yogunlugu ile korele oldugu
sonucu c¢ikarilabilir. Ancak ¢ok duyarli hastalarda prozon veya hook fenomenine
benzer sekilde normalden diisiik MFI degerlerinin de ortaya g¢ikabilecegi gosterilmis
ve bu fenomeni onlemek amaci ile gesitli yontemler gelistirilmistir (34,35). Yine
boncuk temelli immiin yontemlerde HLA antijenlerinin sakli epitoplarinin
parcalanmis HLA antijenlerinde hedef haline gelecegi ve yalanci pozitiflik ortaya
¢ikarabilecegi bilinmektedir (6). Ayrica 6zellikle SAB panellerinde in-vivo olarak
hiicre yilizeyinde daha az eksprese edilen HLA-C, HLA-DP ve DQ’nun

ekspresyonunun daha fazla olacagi ve klinik olarak 6nemi az olan antikorlarin
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yiiksek MFI degerlerinde saptanabilecegi bilinmektedir. Ancak akraba dis1 allojeneik
kok hiicre nakillerinde HLA-DP’ye kars1 gelismis antikorlarin graft yetersizliginde
rol oynadig1 bilinmesi nedeni ile SAB kullanimi hematoloji pratiginde faydali

sonuglar saglayabilir (36).

2.4. Alloimmiinizasyon ve Transplantasyon Immiinolojisi

MHC proteinleri bir diger adiyla HLA sistemi de kendileri ile beraber eksprese
edilen peptid fragmanlar1 gibi antijenik 6zellik tasimaktadirlar. Bireylerin kendilerine
ait olmayan (non-self) antijenlerle karsilasmasi ise gebelik sirasinda annenin
semiallojeneik antijenlerle temasi sonucunda, klinik pratikte sik kullanilan kan tiriinii
transfiizyonlar1 ile ve organ transplantasyonlari ile gergeklesecektir. 6-7 haftalik
gebeliklerde fetal hiicrelerin anne dolasiminda bulundugu bilinmektedir. Tekrarlayan
bir sekilde yabanct HLA antijeni ile karsilasan immiin sistem de bu antijenlere karsi
antikor olusumuna neden olmaktadir.

Eritrosit veya trombosit siispansiyonu verilen kisilerde mevcut iirlinlerdeki
residiiel 10kositlerin  ylizeyinde bulunan antijenlere karsi immiinizasyon
gelismektedir. Lokosit miktart azaltilmis kan iiriinii verilen kisilerde immiinizasyon
orant %13.5’den %4’e kadar dismiistiir (37,38). Trombositlerin yilizeyinde sadece
HLA smif I antijenleri bulunmaktadir ve eritrositlerinde retikiilosit asamasinda
uretilen HLA smf I antijenlerini yilizeylerinde eksprese ettikleri bilinmektedir.
Trombosit siispansiyonlarinda yapilan l6korediiksiyonun eritrosit siispansiyonlaria
uygulanana oranla HLA immiinizasyonunu azalttig1 bilinmektedir. Eritrositlerin
yiizeylerinde daha az HLA sinif I eksprese edilmesine ragmen l6kositler kadar HLA
smif 1 antijeni icerdigi gosterilmistir (39). Ayrica eritrositlerin plazmada
sirkiilasyonunun trombositlere oranla daha uzun olmast alict T hiicrelerinin indirekt
olarak uyarilmasint kolaylagtirmaktadir. Kan {irlini toplama ve saklama
tekniklerindeki gelismelere ragmen HLAya kars1 antikor gelisimi halen sorun teskil
etmektedir.

Yogun bir sekilde transfiizyon uygulanan hastalarda altta yatan hastaliga bagh
olarak bu antikorlarin olusum sikligi ve miktar1 degismektedir. Aplastik anemili
hastalarda akut 16semili hastalarda oldugu gibi immiin sistemin intrensek ve

ekstrensek nedenlerle baskilandigi durumlara kiyasla daha sik ve fazla antikor
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olustugu bilinmektedir. Schiffer ve arkadaslarinin yaptig1r caligmada tani anindaki
antikor titreleri ile kemoterapi ve transfiizyonlar sonrasi antikor titreleri
karsilastirildiginda antikor titrelerinde artis oldugu ancak yogun alloantijen
maruziyetine karsin normal kontroller kadar artisin gerceklesmedigi tespit edilmistir
(40). Dutcher ve arkadaslarinin 1981 yilinda yaymlanan g¢alismasinda da akut
16semili hastalarda anti-HLA antikor olusumunun transfiize edilen trombosit
stispansiyonu miktart ile iliskisi olmadigi bulunmustur (41). Schoneville ve
arkadaslarinin yaptig1 bagka bir ¢alismada ise antikor gelisimine genetik bir yatkinlik
olabilecegi diisiniilmiistiir. HLA DRB1*15 tasiyan hastalarin daha sik ve multipl
HLA antikoru gelistirdigi gosterilmistir (42). Aksine alloantijenler ile kargilasmamis
saglikli bireylerde de anti-HLA antikorlarin varligi gosterilmistir (6). Bu antikorlarin
gelisim siirecine iligkin net bir veri bulunmamaktadir.

Gebelik sonrasi veya kan iirlinli transfiizyonu sonrasi olusan antikorlarin
plazmada bulunma siireleri de farklilik gostermektedir. Gebelik sonrasi olusan HLA
antikorlarinin uzun yillar plazmada tespit edilebildigi bilinmektedir. Transfiizyon
sonucu olusan antikorlarin diizeyi ise 6 ay igerisinde diismeye baslamaktadir.
Gebelik sonrasi olusan bu antikorlarin fetal mikrokimerizm nedeni ile uzun siire
iretildigi diisiiniilmektedir.

HLA uyumunun derecesinin ve cesitli nedenlerle nakil oncesi ortaya ¢ikan
anti-HLA antikorlarin varligi 6zellikle solid organ nakillerinde rejeksiyon ve survi ile
iligkili bulunmustur (8,43,44). Yine bobrek ve kalp nakli sonrasi donor spesifik
antikor Uretiminin kronik antikor aracili rejeksiyonda 6nemli oldugu gosterilmistir
(3,45). Anti-HLA antikorlar ¢esitli yolaklarla allo HLA antijenlere sahip hiicrelerin
Olimiine neden olmaktadirlar. Kompleman aracili lizis, antikor aracili direkt
sitotoksisite veya makrofajlar tarafindan gergeklestirilen fagositoz bu antikorlarin
uygun HLA’ya baglanmasi sonucunda aktive olan yolaklardir (46). Bu yolaklarin
aktive olmasi nakledilen dokunun destriiksiyonuna neden olmaktadir.

Takiplerinde yogun transfiizyon gereksinimi olan hematoloji hastalarinda da
kiir amaciyla allojeneik kok hiicre nakli giindeme gelebilmektedir. Allojeneik
hematopoietik kok hiicre nakli olacak hastalarin yaklasik %30 kadarmin HLA tam
uyumlu vericisi bulunamamasi nedeni ile son yillarda haploidentik kok hiicre nakli

ve kordon kani kok hiicre nakli glindeme gelmistir. Ayrica HLA kismi uyumlu
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vericiden kok hiicre nakli yapilmasigraft versus 16semi etkisini artirarak tedavi
etkinligini artirmaktadir (47-49). Ancak bilinmektedir ki kok hiicre nakli olan
hastalarda HLA uyumsuzlugu korkulan komplikasyonlardan biri olan primer graft
yetersizligi ile iliskilidir (50). Allojeneik kok hiicre naklinde graft rejeksiyonunun
hazirlik rejimine ragmen hayatta kalan alictya ait T ve NK hiicrelerinin verici
antijenlerine kars1 sitotoksik yanitt sonucu ortaya ¢iktigi diisiiniilmekte idi (51-54).
Yapilan preklinik ¢alismalarda antikor aracili rejeksiyonunda graft yetersizliginde rol
aldig1 gosterilmistir (9,10). Pretransplant anti-HLA antikor varliginin kismi uyumlu
allojeneik hematopoietik kok hiicre nakline etkisinin klinik sonuglart ise son 8-9
yilda 6nemli bir konu haline gelmistir.

Kordon kani kok hiicre naklindekismi HLA uyumsuzlugunun varligi ve infiize
edilen hiicre sayisinin diger nakil alt tiplerine oranla daha az olmasi engraftman
yetmezligi agisindan risk olusturmaktadir (55). Bu nakil alt tipinde donor spesifik
antikorlarin varligmin tek veya ¢ift linite kordon kani1 kdk hiicre nakline etkisine
ilisgkin bir c¢ok c¢alisma yapilmistir. Takanashi ve arkadaslarinin 2010 yilinda
yayinlanan ¢aligmasina myeloablatif hazirlik rejimi sonrasi tek tinite kordon kani1 kok
hiicre nakli olan 386 vaka dahil edilmistir. Bu hastalarin 89’unda (%23.1) anti-HLA
antikor pozitifligi saptanmistir. Bu hastalarin 20’sinde de donor spesifik antikorlar
tespit edilmistir. Bu calismada esik MFI degeri >1000 olarak alinmistir. Bu
calismada dondre spesifik olmayan ve donor spesifik antikor bulunduran hastalarda
notrofil toparlanmasinin antikor saptanmayan hastalara oranla antikor varligindan
etkilendigi saptanmistir. Trombosit toparlanmasit ise sadece DSA bulunduran
hastalarda antikor bulundurmayanlara gore antikor varligindan negatif olarak
etkilenmistir (11). Cutler ve arkadaslarinin yaptigi bir baska c¢alismada ise ¢ift tinite
kordon kani nakli olan 73 hasta calismaya dahil edilmistir. Hastalarin biiyiik
cogunlugu yogunlugu azaltilmis hazirlik rejimi sonrasi nakil olmustur. Esik MFI
degeri >1000 olarak alinan grupta 11 hastada tek 7 hastada her iki tiniteye kars1 DSA
varlig1 tespit edilmistir. Engraftman yetersizligi toplamda 9 hastada izlenmistir.
Antikor negatif, tek {initeye kars1 pozitiflik veya her iki iiniteye kars1 pozitiflik olan
hastalarda engraftman yetersizligi goriilme yiizdeleri sirasiyla %5.5, %18.2 ve %57.1
olarak saptanmustir. Infiize edilen hiicre miktar1 da géz oniine alindiginda DSA

varligt DSA saptanan hastalarin MFI degerleri Karsilastirildiginda ise MFI diizeyi ile
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engraftman yetersizliginin iligkili oldugu goézlenmistir. Bu calismada dikkat ¢eken
bagka bir nokta ise DSA bulunduran hi¢bir hastanin grade II-IV akut GVHD
gelistirmemis olmasidir (33). Ruggeri ve arkadaslarinin yayinlanan ¢alismasinda da
DSA varligmin engraftman yetmezligi ile iligskisi oldugu gosterilmistir. MFI degeri
yiiksek olanlarda da graft yetersizliginin daha sik oldugu ortaya konulmustur (56).
Brunstein ve arkadaslari ise ¢ift iinite kordon kani kok hiicre nakli yapilan 126
hastanin 50 ‘sinde (%41) anti-HLA antikor pozitifligi saptanmistir. Bu hastalarinda
12°sinde tek iiniteye karst 6’sinda da ¢ift liniteye karst DSA saptamislardir. 12
hastanin 9’unda ve 6 hastanin 5’inde engraftman saglanmistir. Diger ¢aligmalarin
aksine notrofil toparlanmasi agisindan antikor negatif ve donor spesifik olmayan
antikor bulunduran hastalara kiyasla DSA varligimin anlamh farklilik yaratmadig:
gosterilmistir. Bu calismada esik MFI degeri >500 olarak alinmustir. Tek iiniteye
kars1 antikor bulunduran ve uzun donem degerlendirmeye dahil edilebilen 10
hastanin 7’sinde ise DSA olmayan {inite engraftmaninin izlendigi goriilmiistiir. Cift
tinite kordon kani nakillerinde DSA varliginin uzun dénemde iinite predominansinda
etkili olabilecegi diistintilmiistiir (57).

Haploidentik kok hiicre naklinde de kordon kami kok hiicre nakli gibi DSA
varliginin engraftman tizerine olumsuz etkilerinin oldugu gosterilmistir (5,58,59). Bu
calismalarda da benzer sekilde MFI degerinin graft yetersizligi ile iliskisi
gosterilmistir. Ancak caligmalarda graft yetersizligi ile iliskili esik MFI degeri
konusunda ortak bir goriis yoktur (58,59). Yine bu ¢alismalardan elde edilen dikkat
¢ekici bir bilgi de DSA bulunduran ve DSA varligina ragmen engraftman
gerceklesen hastalarda nakil sonrasinda antikor diizeylerinin hizli bir sekilde diismesi
idi. Engraftman gerceklesmeyen hastalarda ise DSA diizeyleri pretransplant donemde
oldugu gibi nakil sonrasinda da yliksek seyretmisti. Bu bilgiler 1s181inda nakil sonrasi
seri olarak DSA diizeylerine bakilmasinin antikor aracili graft yetmezligini predikte
edebilecegi sonucu ¢ikarilmigtir (58).

Benzer sekilde tam uyumlu veya kismi uyumlu akraba disi kok hiicre
nakillerinde de DSA varliginin engraftman yetersizligine neden olabilecegi
gésterilmistir4. Tam uyumlu akraba dis1 nakillerde de HLA-DP1’e kars1 antikor
varliginin graft yetmezligini predikte ettigi gosterilmistir (36).
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Detrait ve arkadaslarinin yaptig1 bir baska ¢aligmada ise nakil dncesi saptanan
donor spesifik olmayan anti-HLA antikorlarin varliginin nakil iligkili mortaliteyi ve
vaskiiler komplikasyonlar1 artirdigi gosterilmistir. Antikor pozitif olan hastalarin
%20’sinde nakil sonrasi bobrek yetmezligi, %5’inde mikroanjiopati nedeni ile
kardiyak hasar ve %3’iinde venookluziv hastalik gzlenmistir. Ancak bu antikorlarin
graft yetersizligi ve GVHD gelisimi ile iligkisi bulunamamustir (60).

Nakil sonrasi alicilarda ortaya ¢ikan DSA’larin bobrek ve kalp nakli sonrasinda
kronik rejeksiyona neden oldugu bilinmektedir (3,45). Allojeneik kok hiicre nakli
sonrasinda ise anti-HLA antikorlarin ortaya ¢ikma nedeni, serumda pozitiflik siireleri
ve uzun siire etkileri konusunda net bir veri bulunmamaktadir. Nakil sonrasi anti-
HLA antikor gelisimi alicinin ya da vericinin hafiza B hiicre yanit1 sonucu
goriilebilir. Bir diger teori ise vericinin HLA uyumsuz alictya veya alicinin nakil
sonrast aldig transfiizyonlara karst denovo firettigi antikorlardir (61). Yine dondr
kaynakli anti-HLA antikorlarin kronik GVHD gelisimi ile iligkisi olabilecegi
diistiniilmektedir (62).
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3. GERECLER ve YONTEM

Calismaya 29.12.2015-21.12-2017 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalina basvuran yeni tani1 almis 80 akut 16semili hasta
dahil edildi. Prospektif olarak kan &rnekleri toplanan bu hastalardan takiplerine bilim
dalimizda devam eden 35 hastanin 147 serum Orneginde sinif I ve smif II'ye karsi
antikor taramas1 yapildi.

Calisma &ncesinde Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onayi
alind1 (Tarih: 28 Aralik 2015 ve Karar No: 20-864-15). Calismaya alinan tiim
hastalar, bilgilendirilmis goniillii olur formu ile bilgilendirildi ve onamlari1 alindi.
Bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamayan veya agir psikiyatrik bozuklugu
olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Calismanin rutin incelemeler digindaki
biitgesi Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan karsilandu.

Hastalarin demografik o6zellikleri, eslik eden hastaliklari, varsa kullandiklar
ilaclart kaydedildi. Daha oOnce transfiizyon alip almadiklari, gebelik Oykiisii olup
olmadig1 ve 6ykii var ise ilk trimestr diisiikliikleri de dahil olmak iizere gebelik sayisi
Ogrenildi. Hastalarin indiiksiyon tedavileri baslamadan once serum 6rnekleri alindi
ve takiplerinde 3 ayda bir olmak {izere son takip siirelerine kadar serum Ornekleri
toplanmaya devam edildi.

Hastalarin 3 ayda bir toplanan serum Orneklerinden smif I ve siif II’ye karsi
antikor varligi arastirildi. 35 hasta takiplerinde allojeneik kok hiicre nakli olsun
olmasin beraber degerlendirildi. Aldiklar1 transfiizyon miktarinin anti-HLA antikor
olusumuna etkisinin incelenmesi agisindan hastalar 4 gruba ayrildi. Negatif iken
negatif kalmaya devam eden grup Negatif-Negatif (N-->N), negatif iken pozitiflesme
izlenen grup Negatif-Pozitif (N-->P), pozitif iken pozitif kalmaya devam eden grup
Pozitif-Pozitif (P-->P) ve pozitif iken bir sonraki 6rnekte negatiflesen grup Pozitif-
Negatif (P-->N) olarak siiflandirildi. Tan1 an1 0. ay olarak kabul edildi. 0-3, 3-6, 6-
9, 9-12, 12-15, 15-18, 18-21 ve 21-24 aylar aras1 antikor negatif veya pozitif olma
durumu karsilastirildi. Ayni1 siiflama takiplerinde allojeneik kok hiicre nakli olan
hastalarda da yapildi. Allojeneik kok hiicre nakli olan hastalarda farkli olarak tani
anindaki sonuglar nakil giinii ile karsilastirildi, ayrica nakil sonrasi 1. ay da

karsilastirmaya dahil edildi.
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Hastalarin takip siiresince aldiklari kan {iriinli transfiizyonu miktar1 Ankara
Universitesi T1ip Fakiiltesi Serpil Akdag ve ibni Sina Kan Merkezleri verilerinden
Ogrenildi. Aldiklar eritrosit ve trombosit siispansiyonu sayisi ve taze donmus plazma
sayis1 karsilastirilan serum ornekleri tarih araligina uygun olarak kaydedildi.

Takipleri boyunca 35 hastanin 14’i allojeneik kok hiicre nakli oldu ve bu
hastalarin posttransplant 1, 3, 6, 9 ve 12. ay serumlar1 beraber incelemeye alindi.
Donér Ozellikleri, kok hiicre kaynagi, hazirlik rejimi, GVHD profilaksisi ve inflize
edilen CD34 miktar1 kaydedildi. Ardisik olarak mutlak nétrofil sayisinin >500/mm”3
oldugu ilk giin ndétrofil engraftmani, trombosit sayisinin desteksiz ardisik 3 giin

boyunca >20.000/mm”3 oldugu ilk giin trombosit engraftmani olarak kabul edildi.

3.1.PRA Tarama ve Tanimlama

Calismaya dahil edilen olgulardan aseptik teknikle alinan serum Orneklerinde
HLA siif I ve II’ye kars1 IgG tipi antikor varligi arastirildi. Lifecodes LifeScreen

Deluxe (Luminex® Screening Assay) ile ¢alisilarak taramalari yapildi.

3.1.1. Yontem

300 ul distile su plaklarin kullanilacak bos kuyularma eklendi ve kuyular
wsitildi. 2-5 dakika sonra vakumlandi ve bu sirada tarama kitine ait boncuklar 30
saniye santrifiij edildi ve sonrasinda vortexlendi. Her bir kuyuya sirasiyla 40 ul wash
buffer, 12,5 ul serum 6rnegi, 5 ul HLA I/1l boncuklar eklendi. Plaklarin iizeri
kapatilip karanlikta, oda 1sinda 30 dakika karistiricida inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda phycoerythrin iceren konjugat+wash buffer (her bir kuyu igin 45 ul wash
buffer+5 ul konjugat) hazirlanarak karanlikta saklandi. 30 dakika inkiibasyon
sonrasinda plaklarin iizeri agilarak 100 ul wash buffer her bir kuyuya eklendi.
Plaklarin kenarindan nazikg¢e aspire edildi. 250 ul wash buffer her bir kuyuya
eklenerek aspire edildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Daha oOnce hazirlanan
konjugat+wash buffer her bir kuyuya 50 ul olarak eklenerek plaklarin iizeri kapatildi
ve 5-10 dakikada bir nazikg¢e vortexlendi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Her bir kuyuya 150 ul wash buffer eklenerek karistirildi. Inkiibe edilen plaklar

Lifematch Fluoroanalyser kullanilarak antikorlarin baglandig1 boncuklar HLA tipine
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gore smiflandirildi. Lifematch Fluoroanalyser iki lazer iceren mini digital akim
analiz sistemidir. Siv1 lazerden gegtiginde ilk geciste boncuklar HLA tipine gore
siniflanir. lkinci gegiste phycoerythrin isaretli anti human IgG bagh HLA
molekiillerine gére boncuklar tarandi ve Quick-type programinda analiz edildi.

Sinif I veya II karst MFI degeri >1000 olan 6rneklerde LIFECODES LSA™
Class | ve Il kitleri kullanilarak tanimlama yapildi. Tarama yontemi ile aym
talimatlar izlenerek MFI sonuclari elde edildi. Tanimlama sonuglarinda da herhangi

bir antijene kars1 MFI degeri 1000 ve lizerinde olan hastalar pozitif olarak kabul

edildi.

3.2.istatistiksel Analizler

Verileri analiz SPSS 11.5 Windows siirimiinde yapilmigtir. Tanimlayici olarak
nicel degiskenler i¢in ortalama+ss ve ortanca (min-maks), nitel degiskenler icin ise
vaka sayist (yiizde) verilmistir. Nicel degisken i¢in iki kategoriye sahip nitel
degiskenin kategorileri arasinda fark olup olmadigina, normal dagilim varsayimlari
saglanmadigi i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilarak bakilmistir. Nicel degisken i¢in
ikiden fazla kategoriye sahip nitel degiskenin kategorileri arasinda fark olup
olmadigina bakmak i¢in ise, normal dagilim varsayimlar1 saglanmadig i¢in Kruskal
Wallis H testi kullamilmustir. ki kategorik degisken arasinda iliski olup olmadig
arastirtlmak istendiginde ise Ki Kare ve Fisher Exact testleri kullanilmistir.

[statistiksel anlamlilik diizeyi 0.05 olarak alinmugtir.
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4. BULGULAR

Calismaya 23’1 (%65.7) erkek, 12’si (%34.3) kadin toplam 35 akut 16semili
hasta dahil edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin toplamda 147 serum Ornegi
caligildi. 27 (%77.1) hasta AML, 8 hasta (%22.9) ALL [5 (%14.3) hasta ve 3 (%8.6)
hasta T-ALL] tanis1 aldi. Tami yasi i¢in tiim hastalara ait ortalama+SS degerli
50.5+16.9 yil olarak bulundu.35 hastadan 14’1 takiplerinde allojeneik hematopoietik
kok hiicre nakli oldu.

147 serum Orneginin 22’sinde siif I icin MFI degeri 1000 ve iizerinde iken,
23’iinde swnif II igin MFI degeri 1000 ve iizerinde idi. Bu orneklerde tanimlama
yapildi. Tanimlamada ise 12 6rnekte sinif I i¢in MFI degeri >1000 olarak izlenirken,
9 ornekte de sinif II igin MFI degeri >1000 olarak saptandi.

Tan1 aninda siif I’e karsi anti-HLA antikorlar 31 (%88,6) hastada negatif
saptanirken, 4 (%11,4) hastada pozitif olarak saptandi. Tan1 aninda sinif II’ye karsi
anti-HLA antikorlar ise 32 (%91.4) hastada saptanmadi, 3 (%8.6) hastada ise pozitif
olarak sonuglandi. Tami aninda smif I’e karsi anti-HLA antikor saptanmayan
hastalarda tani anindaki yas ortalama+SS 50.2+16.9 olarak izlenirken, antikor
pozitifligi saptanan hastalarda 53.0+19.5 olarak bulundu. (p=0.760). Tani aninda
smif II’ye karsi1 antikor saptanmayan hastalarda tani anindaki yas ortalama+SS
49.9£16.2 olarak izlenirken, antikor pozitifligi saptanan hastalarda 56.3+27.2 olarak
izlendi. (p=0.541). Tanida her iki sinif antikor 2 (%5.7) hastada tespit edildi.

Tanida sinif I ve II i¢in antikor negatif ve pozitif saptanan hastalarin 6zellikleri
tablo 4.1 ve tablo 4.2°de verilmistir.

Erkek hastalarda tan1 aninda HLA siif I’e kars1 antikor pozitiflik yiizdesi %4.3
iken gebelik Oykiisii olan kadin hastalarda tan1 aninda HLA siif I’e karst antikor
pozitiflik yiizdesi %33.3 olarak bulunmustur, gebelik Oykiisii olmayan kadin
hastalarda ise pozitif olan hasta yoktur. Erkek hastalarda tan1 aninda HLA sinif II’ye
kars1 antikor pozitifligi olan hasta yok iken, kadin hastalarda tan1 aninda HLA simif
II’ye karsi antikor pozitiflik yiizdesi gebelik Oykiisii olanlarda 9%33.3 olarak

bulunmustur, gebelik dykiisii olmayan kadin hastalarda ise pozitif olan hasta yoktur.
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Tablo 4-1: Hastalarin Demografik Ozellikleri-1

Smif 1
Degiskenler
Negatif Pozitif
N % N % p degeri
Cinsiyet Erkek 22 71.0 1 25.0 0.106°
Kadin 9 29.0 3 75.0
Gebelik Oykiisii Yok 25 80.6 1 25.0 0.044°
Var 6 194 3 75.0
A Rh+ 15 48.4 1 25.0
Kan Grubu 0.181°
B Rh + 6 194 2 50.0
AB Rh + 2 6.5 1 25.0
ORh + 8 25.7 0 0.0
Tam AML 24 7.4 3 75.0
0.665"
B-ALL 4 12.9 1 25.0
T-ALL 3 9.7 0 0.0
Eski Yok 8 25.8 2 50.0 0.561°
Transfiizyon
Var 23 74.2 2 50.0
Son Durum Ex 14 45.2 2 50.0 1.000°
Sag 17 54.8 2 50.0
Nakil Durumu Nakil Olmayan | 19 61.3 2 50.0 1.000°
Nakil Olan 12 38.7 2 50.0

a:Chi-square test

b:Fisher exact test
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Tablo 4-2: Hastalarin Demografik Ozellikleri-2

Smif 2
Degiskenler
Negatif Pozitif
N % N % p degeri
Cinsiyet Erkek 23 71.9 0 0.0 0.034°
Kadin 9 28.1 3 100.0
Gebelik Yok 26 81.2 0 0.0 0.013°
Var 6 18.8 3 100.0
A Rh+ 15 46.9 1 33.3
Kan Grubu 0.328"
B Rh + 7 21.9 1 33.3
AB Rh + 2 6.2 1 33.3
ORh + 8 25.0 0 0.0
Tani AML 25 78.1 2 66.7
0.553"
B-ALL 4 12.5 1 33.3
T-ALL 3 9.4 0 0.0
Eski Yok 9 28.1 1 33.3 1.000°
Transfiizyon
Var 23 71.9 2 66.7
Son Durum Ex 14 43.8 2 66.7 0.582°
Sag 18 56.2 1 33.3
Nakil Durumu Nakil Olmayan | 19 59.4 2 66.7 1.000°
Nakil Olan 13 40.6 1 33.1

a:Chi-square test
b:Fisher exact test

Tan1 aninda smif I anti-HLA antikor varligi icin negatif ve pozitif
kategorilerine ait degerler gebelik sayisi i¢in ortalama+SS sirasiyla 3.7+4.2 ve
4.3+0.6 (p=0.401), smf II anti-HLA antikor varligi i¢in negatif ve pozitif
kategorilerine ait ortalama+SS degerleri ise sirastyla 2.943.3 ve 6.7+3.8 (p=0.124)
olarak saptandi.

Gebelik Oykiisii olan hastalarda gebelik sayisinin tanida negatiflik veya
pozitiflik durumu ile arasinda iliski olup olmadig1 degerlendirildi. Sinif I antikor i¢in
negatif ve pozitif olan hastalarda gebelik sayis1 ortalama+SS degerleri sirasiyla

5.5+4.1 ve 4.3£0.6 olarak bulundu. Sinif I anti-HLA antikor varliginin gebelik sayisi
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ile arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi (p=1.000). Tanida sinif II
antikor i¢in negatiflik saptanan hastalarin gebelik sayisi ortalama+SS 4.3+3.1,
pozitiflik saptanan hastalarin gebelik sayis1 ortalama+SS 6.7+3.8 idi. Sinif II anti-
HLA antikor varhigimin gebelik Oykiisii olanlarda gebelik sayisi ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi (p=0.350).

Tan1 sonrast 3. Ayda 30 hasta takipte kaldi. HLA smif I igin anti-HLA antikor
27 (9%90.0) hastada negatif saptanirken, 3 (%10.0) hastada pozitif saptandi. Sinif I
antikor pozitifligi olan 3 hasta tan1 aninda pozitiflik saptanan hastalardi. Tanida sinif
I’e kars1 antikor saptanan erkek hasta ise tedavi baglangicindan 10 giin siire sonra
mezenter iskemi nedeni ile ex oldu. Pozitiflik saptanan hastalarin birinde tani ve 3.
ay serumunda ayni antikorlar izlendi. MFI degerlerindeki diisiis ise dikkat cekiciydi
(MFI: 14266 vs. 8847). Bir diger hastada ise her iki serum o6rneginde de benzer
antikorlar benzer MFI degerleri ile tespit edildi, tan1 anindaki baz1 antikorlar ikinci
ornekte saptanmazken ikinci drnekte yeni antikorlarm ortaya ciktig izlendi. Ugiincii
hastada ise tanida en yiliksek 1830 en diisiik 1339 MFI ile antikor pozitifligi izlendi.
Ikinci 6rnekte ise tamdaki antikorlarin MFI degerlerinin 1000’in altina indigive en
yiksegi 10498 MFI ile A*24:2’ye karsi saptanan MFI degeri >5000 olan 3 yeni
antikor gelisimi tespit edildi. Tanidan sonra 3. ayda sinif II anti-HLA antikor ise 28
(%93.4) hastada negatif, 2 (%6.6) hastada pozitif olarak izlendi. Pozitiflik izlenen 2
hastada tan1 aninda da sinif I ve sinif II’ye kars1 antikor tespit edilen ve sinif I antikor
pozitifligi 3. ayda azalma trendinde olan hastalar idi. Bu hastalarin birinde ise sinif I
antikorlarin aksine siif II antikorlarin MFI degerinde belirgin degisiklik izlenmedi
(20898 vs. 20462). Bu hasta 4 kiir azasitidin sonrasinda remisyona girmedi ve tani
sonrast yaklasik 6. ayda sepsis nedeni ile ex oldu. Diger hastada ise MFI degeri sinif
I’de oldugu gibi gerileme egilimindeydi. Bu hastada indiiksiyon tedavisi sonrasinda
remisyona girmedi ve erkek kardesinden allojeneik kok hiicre nakli oldu. Tanida
pozitiflik saptanan 1 hastada ise antikor saptanmadi. (Tanida ve takiplerinde antikor
gelisen hastalar boliim sonunda tablo 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir.)

Tanidan sonra 6. Ayda HLA smif I anti-HLA antikor takipte kalan 26 hastanin
tamaminda saptanmadi. 6. Ayda HLA sinif II anti-HLA antikor icin ise 24 (%92.3)
hastada negatif ve 2 (%7.7) pozitiflik izlendi. Pozitiflik saptanan hastalardan birisi

tan1 aninda herhangi bir sinifa kars1 antikor saptanmayan erkek hasta idi. En yiiksek
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MFI degeri 2122 olarak sonuglandi. Hastada ayn1 zamanda AML agisindan minimal
rezidiiel hastalik bulgular1 mevcuttu.

6. aydan sonra smif I veya II’ye kars1 antikor pozitifli§i saptanan hastalarin
tiimi allojeneik nakil sonrasi pozitiflik saptanan hastalardi. 9. ayda sinif 1 antikor 21
(%95.5) hastada negatif, 1 (%4.5) hastada pozitif olarak izlendi. Pozitif saptanan
hasta nakil sonrasi ii¢iincii ayinda olan erkek hasta idi. 9. Ayda sif II antikor ise 21
(%95.5) hastada negatif, 1 (%4.5) hastada pozitif saptandi. Pozitiflik saptanan bu
hasta ise tanida da her iki sinifa kars1 antikor saptanan ve nakil sonrasi {li¢iincii ayinda
olan kadin hasta idi. Bu hastanin sonraki takip serumlarinda antikor saptanmadi.

Tanidan sonra 12. Ayda sif I ve siif II anti-HLA antikor 15 hastanin
tamaminda negatif saptanmistir. 15. Ayda takipte kalan 10 hastanin tamaminda da
HLA smif I ve II i¢in antikor saptanmamistir. 18 ayda takipte olan 5 hastanin
tamaminda simif I ve II’ye kars1 antikor izlenmemistir. 21. ay ve 24. ayda izlenen 1
hastada da her iki sinifa kars1 antikor saptanmamustir.

Negatif-Negatif, Negatif-Pozitif, Pozitif-Negatif ve Pozitif-Pozitif gruplarinda
her bir grup igin aldiklar1 ES ve TS miktart agisindan anlamli farklilik
saptanmamistir. Her 3 aylik periyot i¢in hastalarin aldiklar1 transfiizyon miktarlar

tablo 4.3 ve tablo 4.4’de gosterilmistir.
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Tablo 4-3:HLA Sinif I Antikor i¢in Gruplarin Aldig1 Transfiizyon Miktari

Degiskenler Negatif-Negatif Negatif-Pozitif Pozitif-Pozitif Pozitif-Negatif
Ort.£SS Ortanca Ort.£SS Ortanca Ort.£SS Ortanca Ort.£SS Ortanca p degeri

(Min.-Maks.) (Min.-Maks.) (Min.-Maks.) (Min.-Maks.)

Ik 3 Ay ES 9.9+7.0 9.0 12.7+5.7 | 11.0 0.405
(1.0-33.0) (8.0-19.0)

Ik 3 Ay TS 242+17.4 | 23.0 26.0£9.9 | 26.0 0.667
(1.0-64.0) (19.0-33.0)

Ikinci 3 Ay ES 4.8+3.4 4.0 2.0£0.0 2.0 0.180
(1.0-14.0) (2.0-2.0)

Tkinci 3 Ay TS 15.2420.9 11.0 3.0+- 3.0 0.520
(1.0-91.0) (3.0-3.0)

Ugiincii 3 Ay ES 4.843.9 4.0 6.0+- 6.0 0.330
(1.0-13.0) (6.0-6.0)

Ucgiincii 3 Ay TS 12.2417.6 5.0 5.0+- 5.0 0.846
(1.0-66.0) (5.0-5.0)

Dérdiincii 3 Ay ES 7.7+7.2 6.0
(1.0-22.0)

Dordiincii 3 Ay TS 30.7+25.8 36.0
(4.0-65.0)

Besinci 3 Ay ES 10.5+10.2 7.5
(1.0-29.0)

Besinci 3 Ay TS 31.1+38.2 19.0
(1.0-108.0)

Altmer 3 Ay ES 6.0+7.1 6.0
(1.0-11.0)

Altinc1 3 Ay TS 30.0+- 30.0
(30.0-30.0)

Yedinci 3 Ay ES 3.0+ 3.0
(3.0-3.0)

Yedinci 3 Ay TS 7.0£- 7.0
(7.0-7.0)

Sekizinci 3 Ay ES 7.0+- 7.0
(7.0-7.0)

Sekizinci 3 Ay TS 35.0+- 35.0
(35.0-35.0)
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Tablo 4-4:HLA Sinif II Antikor i¢in Gruplarin Aldig1 Transfiizyon Miktar1

Degiskenler Negatif-Negatif Negatif-Pozitif Pozitif-Pozitif Pozitif-Negatif
Ort.+SS Ortanca Ort.+SS Ortanca Ort.+SS Ortanca Ort.+SS Ortanca p degeri
(Min.-Maks.) (Min.-Maks.) (Min.-Maks.) (Min.-Maks.)
ilk 3 Ay ES 10.1£6.9 11.0 13.5+7.8 13.5.0 0.437
(1.0-33.0) (8.0-19.0)
Ik 3 Ay TS 24.7£16.9 23.0 33.0+- 33.0 0.420
(1.0-64.0) (33.0-33.0)
Tkinci 3 Ay ES 4.1£2.4 3.0 14.0+- 14.0 2.0+~ 2.0 0.179
(1.0-8.0) (14.0-14.0) (2.0-2.0)
Ikinci 3 Ay TS 14.5+21.4 11.0 27.0+- 27.0 3.0+ 3.0 0.371
(1.0-91.0) (27.0-27.0) (3.0-3.0)
Ucgiincii 3 Ay ES 5.0+£3.9 4.0 3.0+ 3.0 0.559
(1.0-13.0) (3.0-3.0)
Uglincii 3 Ay TS 12.4+17.5 5.0 2.0+ 2.0 0.244
(1.0-66.0) (2.0-2.0)
Dordiincii 3 Ay 7.7£7.2 6.0
ES (1.0-22.0)
Daordiincii 3 Ay 30.7+25.8 36.0
TS (4.0-65.0)
Besinci 3 Ay ES 10.5£10.2 7.5
(1.0-29.0)
Besinci 3 Ay TS 31.1+38.2 19.0
(1.0-108.0)
Altinc1 3 Ay ES 6.0£7.1 6.0
(1.0-11.0)
Altme1 3 Ay TS 30.0+- 30.0
(30.0-30.0)
Yedinci 3 Ay ES 3.0+ 3.0
(3.0-3.0)
Yedinci 3 Ay TS 7.0+- 7.0
(7.0-7.0)
Sekizinci 3 Ay 7.0+ 7.0
ES (7.0-7.0)
Sekizinci 3 Ay 35.0+- 35.0
TS (35.0-35.0)
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Takiplerinde allojeneik kok hiicre nakli yapilan 14 hasta ayri olarak tekrar
analiz edilmigtir. Hastalarin tani aninda toplanan serumlari, nakil oncesi hazirlik
rejiminden Once anti-HLA antikor pozitifligi, nakil giinii iirlin verilmeden dnceki ve
posttransplant takip siirelerince 1, 3, 6, 9 ve 12. aydaki antikor pozitifligi
degerlendirilmistir. 14 hastadan 2’sinin nakil sonrasi 1. ay serumlar1 incelemeye
dahil edilmemistir. Hastalarin tanilar1, kan grubu, verici cinsiyeti, kok hiicre kaynagi,
hazirlik rejimi, engraftman siireleri vs. gibi 6zellikler tablo 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

Nakil olan 14 hastanin tanida yas ortalama+SS degeri 43.0+14.1 yil idi.
Tanidan nakile kadar gegen siire ortalama+SS degeri 205.1£105.3 giin idi. Nakil yas1
ortalama+SS degeri ise 43.7£13.9y1l idi. Son takip yasi ortalama+SS degeri ise
44.4+14.0 y1l idi.

Hazirlik rejimi olarak 3 hastaya (%21,4) yogunlugu azaltilmis hazirlik rejimi
(RIC) ve 11 hastaya (%78,6) myeloablatif rejim uygulandi. Hazirlik rejiminde ATG
kullanilan hasta sayist 6 (%42,9) idi. GVHD profilaksisi amaciyla
siklosporin+mikofenolat mofetil, mikofenolat mofetil+takrolimus,
metotreksat+siklosporin igin 14 hasta sayisi sirasiyla 3 (%21.4), 2 (%14.3) ve 9
(%64.3)’dur. Allojeneik nakil olan hastalarin 11’ine (%84,6) kok hiicre kaynagi
olarak periferik kan kok hiicre nakli, 2’sine (%15,4) kemik iligi kok hiicre nakli
yapildu. .

Cinsiyeti erkek olan 8 hastanin vericisinin 4’linilin cinsiyeti erkek, 4’liniin ise
kadindir. Cinsiyeti kadin olan 6 hastanin vericisinin 3’iiniin cinsiyeti erkek, 3’{iniin
kadindir. Hasta cinsiyeti ile kok hiicre vericisinin cinsiyeti kategorilerinin oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamaistir (p=1.000).

Nakil olan hasta grubunda tani aninda HLA siif I antikor 12 (%85.7) hastada
negatif olarak saptanirken, 2 (%14.3) hastada pozitif olarak izlenmistir. Bu 2 hastada
daha 6nce gebelik oykiisii olan kadin hastalardir. Tan1 aninda HLA sinif II antikorlar
ise 13 (%92.9) hastada negatif olarak saptanirken, 1 (%7.1) hastada pozitif olarak
izlenmistir. Sinif II’ye kars1 antikor bulunduran 1 hasta ise sinif I’e kars1 da antikor
bulunduran ve gebelik 6ykiisii bulunan kadin hastadir.

Nakil giinii nakil tirlinii verilmesinden 6nce alinan serumda 14 hastada sinif |
anti-HLA antikor saptanmaz iken, sinif II anti-HLA antikor tanidan itibaren pozitiflik

bulunduran 1 hastada pozitif olarak izlendi.

29



Tablo 4-5: Allojeneik K&k Hiicre Nakli Olan Hastalarin Nakile iliskin Ozellikleri

No | Tam Nakilde Donér | HLA uyumu KH Hazirlik CD34 Notrofil Trombosit Akut/Kronik Nakil Sonrasi Son
Hastalik Tipi Kaynag1 Rejimi 1076/kg Engraftman1 | Engraftmani GVHD Hastalik Durum
Durumu Durumu
1 AML Remisyon AV Tam Pk RIC 6.56 23 12 -/- Niiks Ex
2 AML Rezidiiel Hast. AV Tam Pk RIC 3.59 16 12 -I- Niiks Sag
3 AML Aktif Hast. ADV 9/10 Pk Ablatif 6.11 16 13 -1+ Niiks Ex
4 AML Rezidiiel Hast. AV Haploidentik Ki Ablatif 2.68 23 - +- Remisyon Ex
5 AML Remisyon AV Tam Pk Ablatif 7.85 14 13 -1+ Remisyon Sag
6 AML Remisyon AV Tam Pk Ablatif 6.40 13 12 -/- Niiks Ex
7 AML Remisyon AV Tam Pk Ablatif 5.80 21 17 -[- Remisyon Sag
8 T-ALL Rezidiiel Hast. AV Tam Pk Ablatif 5.60 12 12 -I- Niiks Sag
9 B-ALL Remisyon AV Tam Pk Ablatif 6.70 14 12 ++ Remisyon Sag
10 | AML Remisyon ADV 9/10 Pk Ablatif 5.19 20 12 -1+ Remisyon Sag
11 | AML Remisyon AV Haploidentik Ki Ablatif 1.00 - - -[- Engraftman Sag
yetersizligi
12 | AML Remisyon ADV Tam Pk RIC 8.00 14 * -[+ Niiks Sag
13 | AML Remisyon AV Tam Pk Ablatif 6.05 17 14 -[+ Remisyon Sag
14 | AML Remisyon AV Tam Pk Ablatif 7.30 20 * -I- Remisyon Sag

*Hastalarin trombosit degerleri nakil gilinii ve sonrasinda>20 bin iizerinde seyretmistir.

-Hastalarda engraftman olmamustir.
AV: Akraba verici, ADV: Akraba Dis1 Verici, Pk: Periferik kan, Ki: Kemik iligi
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Tablo 4-6: Allojeneik K&k Hiicre Nakli Olan Hastalarin ve Vericilerinin Ozellikleri, Hastalarin Nakil Oncesi ve Sonrast PRA durumlari

No | Tam Alict | Dondr Cinsiyet Kan Grubu Donor Nakil Oncesi PRA | Nakil Sonrasi 1. Ay
Yas Yas (Donoér/Alict) (Donor/Alict) Alloimmiinizasyonu PRA
1 AML 49 29 E/K A+/0+ Yok Negatif Negatif
2 AML 40 41 E/E 0+/0+ Yok Negatif Negatif
3 AML 56 26 K/K A-1A+ Var (Gebelik) Negatif -
4 AML 59 34 K/E AB+/B+ Var (Gebelik) Negatif Pozitif
5 AML 27 21 E/K B+/B+ Yok Pozitif Pozitif
6 AML 35 26 K/E A-1A+ Yok Negatif Negatif
7 AML 57 54 K/E A+/A+ Var (Gebelik) Negatif Negatif
8 T-ALL 45 52 E/E B+/AB+ Yok Negatif Negatif
9 B-ALL |59 66 K/K B+/B+ Var (Gebelik) Pozitif Pozitif
10 | AML 32 44 E/E A+/0+ Yok Negatif Negatif
11 | AML 57 33 E/E A+/A+ Yok Pozitif Negatif
12 | AML 62 31 E/K A+/0+ Yok Negatif Pozitif
13 | AML 28 32 K/E 0+/0+ Var (Gebelik) Negatif Pozitif
14 | AML 20 35 K/IK AB+/A+ - Negatif -
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Posttransplant 1. ayda sinif I’e kars1 8 (%66.7) hastada antikor saptanmaz iken
4 (%33.3) hastada antikor pozitifligi saptandi (4/9/12/13 numarali hastalar). Bu 4
hastanin 3’linde tanida sinif I ve II’ye kars1 antikor saptanmamisti. Tanida da simif |
HLA’ya kars1 antikor saptanan 9 numarali hastada ise nakil sonrasi 1. ayda tanida
pozitiflik saptanan antikorlarin hedef aldig1 antijenlerden tamamen farkli antijenlere
kars1 antikorlar izlendi. Aymi hastanin nakilden 2 ay Onceki serumunda da nakil
sonrast tespit edilen 2 farkli antijene kars1 antikor saptanmusti (A*24:02: 10.498 vs.
771, A*68:01: 941 vs. 1180). 9 numarali hastadan daha sonra alinan 3 serum
orneginde de antikor saptanmadi, +22. giinde akut GIS GVHD’si gelisen hastada tam
dondr kimerizmi izlendi. Hasta remisyonda, kronik cilt GVHD’si ile takip
edilmektedir. 4 ve 13 numarali hastalarin ikisinin de vericisi kadindi. 4 numaral
hasta kizindan haploidentik kemik iligi kok hiicre nakli olurken, 13 numarali hasta
tam uyumlu kiz kardesinden periferal kan kok hiicre nakli olmustu. 4 numaral
hastada en yiiksek MFI degeri 2345 iken, 13 numarali hastada en yiiksek 15304 idi. 4
numarali hastada nakil sonras1 1. ayda %98 verici tipi kimerizm izlendi, akut GVHD
ve fungal siniizit nedeni ile +78. giinde ex oldu. 13 numarali hastanin ise nakil
sonrasi 3. ayda ayni antijenlere kars1 antikor pozitifligi devam ederken kronik GVHD
ile komplike oldu. 12 numarali hasta ise akraba dis1 erkek vericiden periferal kan kok
hiicre nakli yapilan kadin hasta idi. Bu hastada tek bir antijene kars1 antikor gelisti ve
MFI degeri 1020 idi. Daha sonraki 2 serum Orneginde antikor pozitifligi
saptanmayan hastada es zamanli olarak kemik iliginde rezidiiel hastalik bulgular
saptandi.

Nakil sonrasi 1. ayda sinif II’ye kars1 sadece 5 numarali (%8.3) hastada antikor
pozitifligi saptandi. Hasta tam uyumlu erkek kardesinden periferal kan kok hiicre
nakli olmustu. Bu hastada tanida da her iki smif i¢in de antikor pozitifligi
saptanmisti. Tanida, hazirlik rejiminden o6nce, nakil giinii ve nakil sonras1 3. aya
kadar sinif II’ye kars1 antikor pozitifligi devam etti. Tanida en yliksek MFI degeri
9101 iken nakil giinii 3990, nakil sonrast 1. ayda 5150 ve nakil sonras1 3. ayda 3968
olarak izlendi. Nakil sonras1 12 ay boyunca takibine devam edilen hastada sonraki 3

ornekte antikor pozitifligi saptanmadi. Takibinde nakil sonras1 6. ayda karaciger
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GVHD’si gelisen hasta halen tam dondr kimerizmi ile remisyonda takip
edilmektedir.

Posttransplant 3. ayda smf I ve II igin 11 (%91.7) hastada antikor
saptanmazken simif I ve sinif II igin 1’er (%8.3) hastada (5 ve 13 numarali hastalar)
antikor pozitifligi izlendi. Nakil sonras1 6. ayda takipte kalan 10 hastanin tamaminda
her iki smifa karsi antikor saptanmadi. Posttransplant 9. Ayda takipte kalan 7
hastada, posttransplant 12. ayda takipte kalan 5 hastada sinif I ve II’ye kars1 antikor
saptanmada.

Calismamizda takiplerinde GVHD gelisen hasta sayis1 7 (%50)’dir. Takibinde
hastalik niiksii gelisen 6 hasta (%42.8) vardi. Bu 6 hastanin 5’inde takipleri boyunca
antikor pozitifligi saptanmamisti. Nakil olan 14 hastadan 4’i (%28,6) ex oldu. EX
olan hastalarin 3’iinde ilk nakil sonras1 hastalik niiksii gelismisti, bu hastalardan 2’si
ayni vericiden tekrar allojeneik kok hiicre nakli oldu.

Kok hiicre kaynagi olarak periferik kan ve kemik iligi kullanilan hastalarin
tanidaki HLA sinif I antikor 6rnekleri ile nakil sonrast 1. Aydaki ornekleri negatif-
negatif, negatif-pozitif, pozitif-negatif, pozitif-pozitif seklinde gruplandirildiginda
her bir grup icin hasta sayist sirasiyla 7 (%87.5) ve 1 (%12.5), 2 (%66.7) ve 1
(%33.3), 1 (%100.0) ve 0(%0.0), 1 (%100.0) ve 0(%0.0)’dir. Tan1 aninda ve
posttransplant 1. ay’da smif I anti-HLA antikor gruplart (negatif-negatif, negatif-
pozitif, pozitif-negatif, pozitif-pozitif) ile kok hiicre kaynagi kategorileri arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamigtir (p=0.641). Smif II anti-HLA antikor
icin ise kok hiicre kaynagi olarak periferik kan ve kemik iligi kullanilan hastalarin
tan1 ve nakil sonrasi 1. ayda yapilan negatif-negatif, pozitif-pozitif gruplamasinda ise
hasta sayist sirasiyla 10 (%83.3) ve 2 (%16.7), 1 (%100.0) ve 0(%0.0)’dir. Tam
aninda ve posttransplant 1. ay’da simif II anti-HLA antikor gruplari ile kok hiicre
kaynag arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamistir (p=1.000). Benzer
sekilde hastalarin aldig1 trombosit veya eritrosit siispansiyonu miktar1 arasinda da
tiim gruplar arasinda her iki sinif i¢in anlamli farklilik bulunamadi.

Hazirlik rejiminde ATG almayan ve alan hastalar i¢in tanida ve nakil sonrasi 1.
ayda sinif I anti-HLA antikor karsilastirilmasi negatif-negatif, negatif-pozitif, pozitif-
negatif, pozitif-pozitif seklinde gruplandirildiginda her bir grup i¢in hasta sayisi
strasiyla 3 (%37.5) ve 5 (%67.5), 2 (%66.7) ve 1 (%33.3), 2 (%100.0) ve 0 (%0.0), 1
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Hasta No

HLA

(%100.0) ve 0 (%0.0)’dir. Gruplar ile ATG alan ve almayan hastalar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p=0.497).

Tanida ve nakil

sonrasi 1. ayda sif Il anti-HLA antikor negatif-negatif, pozitif-pozitif gruplarinda
ise ATG almayan ve alan hasta sayis1 sirastyla 7 (%53.8) ve 6 (%46.2), 1 (%100.0)

ve 0(%0.0)’dir. Her 2 grup ile ATG alan ve almayan hastalarin oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p=1.000).

Tablo 4-7: Simf I HLAya Kars1 Saptanan Antikorlar

4

5

9

13 H 16

17

7.ay

0.ay

3.ay

6.ay

7.ay

9.ay

0.ay

3.ay

7.ay

7.ay

A*02:02
A*02:05
A*23:01
A*24:02
A*24:03
A*33:01
A*33:03
A*36:01
A*68:01

7.ay | 9.ay | Oay

3.ay

0.ay

B*07:02
B*07:03
B*08:01
B*13:02
B*27:08
B*35:01
B*38:01
B*39:01
B*44:02
B*44:03
B*45:01
B*50:01
B*51:01
B*53:01
B*54:01
B*55:01
B*57:01
B*67:01
B*78:01
B*82:02
B*15:12

MFI=1000

MEFT 1001-5000

- MEFI 5001-10000
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7.ay: Posttransplant 1. Ay

b

Tablo 4-8: Simif I HLAya Kars1 Saptanan Antikorlar

Hasta No 5 15 H 16 H 18

HLA
0.ay 3.ay 6.ay 7.ay 9.ay 0.ay 0.ay 3.ay 6.ay

DRB1*01:02
DRB1*04:01
DRB1*04:02
DRB1*04:03

DRB1*04:04
DRB1*04:05
DRB1*11:04
DRB1*08:01
DRB1*13:03
DRB5*02:02

DPB1*01:01

DPB1*04:01

DPB1*15:01

DQA1*01:03
DQA1*06:01

DQB1*02:01

DQB1*02:02

DQB1*03:03
DQB1*03:01

DQB1*06:01
DQB1*06:03

MFI<1000 mrrioo1-sooo [ MF15001-10000 - MEFI >10001

7.ay: Posttransplant 1. Ay
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5. TARTISMA ve SONUC

Calisma grubumuzda tan1 aninda sinmif I’e kars1 anti-HLA antikorlar 4 (%11,4)
hastada pozitif olarak saptandi. Bu hastalarin 3’i gebelik Oykiisii olan kadin hasta
iken, 1’1 daha Once transfiizyon ve transplantasyon oykiisii olmayan erkek hasta idi.
Erkek hastada A*33:01 (MFI: 3610) ve A*33:03 (1193)’e kars1 antikor pozitifligi
izlenmisti. Morales ve arkadaslarinin saglikli erkek kan bagis¢ilarinda yaptigr bir
calismada siif I’e karst antikorlar %42 vericide tespit edilmisti. Vericilerin
hicbirinin transfiizyon ve transplantasyon oykiisii yoktu ve bizim hastamizda da
pozitiflik izlenen antijenlere karsi antikor izlenmisti. Bu antikorlarin bakteriyal veya
viral ajanlara maruziyet sonucu gelisen dogal antikorlar oldugu diisiiniilmiistii, ancak
donor se¢imi ve transplantasyon sonuglarina etkileri konusunda net bir karara
vartlamamistt (6). Yine c¢alismamizda tani aninda simif II’ye karsi anti-HLA
antikorlar 3 (%8.6) hastada pozitif olarak sonuglandi. Bu 3 hastada dncesinde gebelik
Oykiisli olan kadin hastalar idi. Bu hastalarin serumlarinda saptanan antikorlarin
bazilar1 Morales ve arkadaglarinin calismasinda saptanan ve dogal antikor oldugu
diigiiniilen  antikorlardi. Dogal antikorlardan biri  olarak degerlendirilen
DRB1*04:04’¢ karst hastamizda Olgiilen MFI degeri 20774 idi. Morales ve
arkadaglariin ¢alismasinda ise Ol¢iilen en yiikksek MFI degeri 5000 idi. Gebelik
Oykiisli de olan bu hastalarda saptanan bu antikorlarin alloantikor olarak m1 yoksa
dogal antikorlar olarak mi degerlendirilmesi gerektigi ve saptanan antikorlarin
anlamli olarak kabul edilmesi igin belirlenmesi gereken MFI esik degeri yapilacak
ileri galismalarla agiklik kazanabilecektir.

Erkek hastalarda tan1 aninda HLA siif I’e kars1 antikor pozitiflik yiizdesi %4.3
iken gebelik Oykiisii olan kadin hastalarda tan1 aninda HLA smif I’e kars1 antikor
pozitiflik yiizdesi %33.3 olarak bulunmustur, gebelik Oykiisii olmayan kadin
hastalarda ise pozitif olan hasta yoktur. Erkek hastalarda tan1 aninda HLA sinif II’ye
kars1 antikor pozitifligi olan hasta yok iken, kadin hastalarda tani aninda HLA sinif
II’ye karsi1 antikor pozitiflik yiizdesi gebelik Oykiisii olanlarda %33.3 olarak

bulunmustur, gebelik dykiisii olmayan kadin hastalarda ise pozitif olan hasta yoktur.
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Bu veriler daha dnce yapilan calismalarda gebelik Oykiisii olan kadinlarda %25-40
arasinda antikor pozitifligi goriilmesi ile uyumludur (63,64).

Gebelik Oykiisii olan hastalarda gebelik sayisinin tanida negatiflik veya
pozitiflik durumu ile arasinda iligki olup olmadig1 degerlendirildi. Sinif I antikor ve
siif II anti-HLA antikor i¢in gebelik dykiisii olanlarda gebelik sayisi ile pozitiflik
goriilme orani arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi (p= 1.00,
p=0.350). Densmore ve arkadaslarin kan bagisgist kadin vericilerle yaptigi
caligmada ise gebelik sayisinin antikor goriilme oranini artirdigi gosterilmistir (65).
Caligmamiza dahil ettigimiz kadin hastalarin canli dogum yani sira 1. trimester diisiik
ve kiirtajlart ile 6li dogum hikayeleri de gebelik sayisina dahil edildi. Bizim
calismamizda gebelik sayisi ile antikor pozitifligi arasinda iliski bulunmamis olmasi
bununla iligkilendirilebilir. Ancak 6-7. gebelik haftasindan itibaren fetusa ait
hiicrelerin maternal dolasimda bulundugu bilinmektedir (66). Bu nedenle 1. trimester
disik ve kiirtajlarinin da gebelik Oykiisii sorgulanirken dikkate alinmalidir.
Caligmaya dahil ettigimiz hastalarin immiinsiipresif olmasi da sonucu etkilemis
olabilir.

Anti-HLA antikor olusum siirecinde alloantijenlere maruziyetin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Dolayisiyla tedavi siirecinde yogun transfiizyon ihtiyaci olan 16semili
hasta grubunda bu antikorlarin daha sik saptanacagi sonucu cikarilabilir (67,68).
Bizim calisma grubumuzda ise transfiizyon sonrasinda her iki smif i¢in antikor
pozitifligi gorlilme orani ise %3.3-7.7 arasinda degismekte idi. Ayrica transflizyon
miktarinin antikor pozitiflesme orani ile iliskisi saptanmadi. Bu veriler Dutcher ve
arkadaglarinin 16semili hasta grubunda yaptigi calisma ile uyumlu idi (41).
Allojeneik kok hiicre nakli olacak hastalarda anti-HLA antikor goriilme siklig1 ise
%40’lara kadar ¢ikabilir (57). Bizim hasta grubumuzda da allojeneik kok hiicre nakli
olacak hastalarda nakil 6ncesi antikor pozitifligi %21 dir.

Leffell ve arkadaslarinin 2009°da yayinlanan ¢aligmasinda kismi HLA uyumlu
vericiden allojeneik kok hiicre nakli olan 140 hastanin nakil sonrasinda 8’inde(%5.7)
donor spesifik antikor (DSA)saptanmistir. Nakil oncesi ise bu hastalarin sadece
birinde DSA pozitifligi saptanmigtir. Nakil sonras1 DSA pozitifligi saptanan
hastalarin tamami ise myeloablatif olmayan hazirlik rejimi sonrasinda haploidentik

nakil olan (8/51) hastalardir. Allel diizeyinde uyumsuzluk olan hastalarin ise
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hicbirinde DSA gelisimi izlenmemistir. Alict spesifik antikor ise nakil sonrasi sadece
1(%0.7) hastada pozitif saptanmistir. Dondr veya alici spesifik antikor disinda anti-
HLA antikorlar ise 51 hastanin 15’inde izlenmistir. Yine nakil sonrast HLA smif I’e
kars1 antikor titresinde daha fazla yiikselme saptanmis, bu durum da nakil sonrasi
trombosit transflizyonu ile ger¢eklesen alloimmiinizasyon ile iliskilendirilmistir (61).
Bizim ¢aligma grubumuzda yer alan 14 hastanin tamaminda nakil dncesi ve sonrasi
DSA saptanmamustir. Leffell ve arkadaglarinin yaptigi calismaya benzer olarak ise
nakil sonrast 1. ayda sinif I HLA’ya kars1 antikor pozitifligi sinif II’ye gore daha
fazla izlenmistir (4 vs 1). Nakil sonrasi trombosit transfiizyonlar1 ortanca (min-maks)
degeri pozitiflik saptanan hastalarda 5.0(2.0-25.0) {inite olarak saptanirken, nakil
sonrast simif I’e karsi antikor saptanmayan hastalarda 4.0 (2.0-29.0) olarak
saptanmistir (p= 0.938). Calismamizda hasta sayist az olmasina karsin nakil sonrasi
smif I’e karsi antikor pozitifligi agisindan trombosit transfiizyon miktar1 agisindan
anlamli farklilik saptanmamustir. Ancak hastalarin donorlerinde antikor varligina
bakilmamis olmasi ¢alismamizin kisithliklar1 arasindadir.

Lapierre ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada periferik kan kok hiicre nakli ve
kemik iligi kok hiicre nakli olan hastalarin nakil dncesi ve sonrasi anti-HLA antikor
varligt CDC ve akim sitometri (flow-PRA) ile degerlendirilmistir. Akim sitometri
yontemi ile daha fazla hastada antikor pozitifligi saptanirken G-CSF ile mobilize
edilmis periferik kan kok hiicre nakli olan hastalarda nakil sonras1 30. giinde antikor
pozitifligi anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (69). Bu durum her iki kaynak
arasindaki hiicre igerigi ile iliskilendirildigi gibi, G-CSF’in CD45RO ekspresyonunu
artirarak matiir B hiicrelerin plazma hiicrelerine doniisiimiinii artirmasi ile de
iligskilendirilmistir (70,71). Bizim ¢alismamizda ise nakil sonrasi 1. ayda serumlari
bulunan periferal kan kok hiicre nakli olan 10 hastanin 3’iinde (%30), kemik iligi kok
hiicre nakli olan 2 hastanin ise 1’inde (%50) antikor pozitifligi izlenmistir.Lapierre
ve arkadaslarimin ayni c¢alismasinda dondr cinsiyetinin antikor pozitiflesme
olasiligimi artirip artirmadigina dair yapilan analizde iseperiferik kan kok hiicre nakli
olan hastalar i¢in verici cinsiyetinin kadin veya erkek olmasi arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunmamistir. Ancak gebelik dykiisii olan kadin vericilerden
iriin alan hastalarda pozitiflesme ihtimalinin erkek veya gebelik Oykiisii olmayan

kadin vericiden iriin alanlara gore daha fazla oldugu belirtilmistir (69). Bizim
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calismamizda ise sinif I HLA’ya kars1 antikor saptanan 4 hastanin 3’iiniin vericisi de
kadindir. 3 vericinin de O6ncesinde gebelik dykiisii mevcuttur. Daha 6nce transfiizyon
almamis akraba dis1 erkek vericisinden nakil olan kadin hastanin ise Oncesinde
gebelik Oykiisiiniin bulunmasi dikkat ¢ekicidir.

Fasano ve arkadaglarinin 2014 yilinda yayinlanan g¢alismasinda yogunlugu
azaltilmis hazirlik rejimi (RIC) sonrast HLA tam uyumlu kardes vericisinden G-CSF
ile mobilize edilmis periferik kan kok hiicre nakli yapilan 16 hasta
degerlendirilmistir. Pretransplant anti-HLA antikor pozitifligi olan 8 hastanin 3’{inde
nakil sonrasi antikorlarin 100 giin ve daha uzun siire sebat etmesinin pretransplant
MFTI degerleri ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ancak bu 3 hastada nakil sonrasi 100.
ve 180. gilinlerde %100 verici tipi plazma hiicre kimerizmi saptanmistir. Nakil
sonrast alici tip antikor pozitifligi devam eden bu hastalarda pozitifligin hazirlik
rejimine ve T hiicre aracili graft versus host etkisine direngli plazma hiicreleri ile
iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (72). Bizim calismamizda da 2 hastada nakil
sonrasi pretransplant donemde de saptanan antikorlar saptanmig, 1 hastada +29, diger
hastada ise +93. giine kadar antikor pozitifligi izlenmistir. Her iki hastada da dondr
tip T hiicre kimerizm izlenmis, ancak plazma hiicre kimerizmi degerlendirilmemistir.
Yine ayni ¢alismada pretransplant anti-HLA antikor saptanmayan 8 hastanin 3’tinde
denovo antikor gelisimi saptanmistir. Bu 3 hastanin vericilerinin 2’sinde de alicilarda
gelisen antikorlar saptanmistir ve antikor pozitifliginin verici kaynakli antikor iireten
hiicrelerin nakil esnasinda aktarimi ile iliskilendirilmistir. Bu 3 hastanin 2’sinde
trombosit transfiizyon refrakterligi gelismistir (72). Benzer sekilde calismamizda
nakil sonrast 3 hastada (4/12/13 numarali hastalar) denovo antikor gelisimi
izlenmistir.4 numarali hastada nakil sonrasi trombosit transfiizyon refrakterligi
geligsmistir. 4 ve 13 numarali hastalarin vericileri gebelik Oykiisii bulunan kadin
donorler iken 12 numarali hastanin vericisi transfiizyon ve transplantasyon oykiisii
olmayan erkek donor idi.

Taniguchi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise 123 kok hiicre vericisinin
serumlar1 anti-HLA antikor pozitifligi agisindan incelenmis ve 1’1 erkek toplam 7
donorde antikor pozitifligi saptanmistir. Pozitiflik saptanan dondrlerden kok hiicre
nakli yapilan 4 hastada da nakil sonrasi sinif I’e karsi, 4 hastanin 2’sinde de sinif

II’ye kars1 vericilerinin antikorlarina benzer antikor pozitifligi saptanmistir. 4
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hastanin 2’si kemik iliginden kdk hiicre nakli olurken 2’si periferik kan kok hiicre
nakli olmustur. 4 hastada da antikorlar nakilden sonra 1. haftadan itibaren serumda
gorilmeye baglamig, 10-21. giinler aras1 en yiiksek seviyelerine ulasmis ve
sonrasinda da tedricen azalmistir. 4 vericinin 2’sinde alicinin HLA antijenlerine karsi
da antikor pozitifligi saptanirken bu 2 alicida da bu antikorlar pozitiflesmemistir
(73). Bizim ¢alismamizda nakil sonrasi 1 ve 3. aylarda antikor pozitifligi devam eden
2 hastanin (5 ve 13 numarali hastalar) MFI degerleri 1. ayda pik diizeye ulasmis 3.
ayda diislis trendine girmistir. 5 numarali hastada nakil sonrasi1 6. ve 12. ayda antikor
saptanmaz iken 13 numarali hastanin ¢alisma sonlandirildiginda nakil sonras1 6. aya
heniiz ulagmamis olmasi nedeni ile sonraki degerleri bilinmemektedir. Dondrlerin
anti-HLA antikor bulundurup bulundurmadigi ise bilinmemektedir.

Delbos ve arkadaglarinin yaptigi bir baska calismada ise akraba dis1 kismi
uyumlu allojeneik kok hiicre nakli yapilan hastalarda donér kaynakli antikorlarin
kronik GVHD gelisimi ile iliskisi olabilecegi belirtilmistir. Bu calismada sinif II
MHC uyumsuzlugu daha fazla olmasi nedeni ile sadece sinif II anti-HLA antikorlarin
etkisi degerlendirilmis ve ¢ok yonlii analizde kronik GVHD’nin antikor bulunduran
donorlerden kok hiicre nakli yapilan hastalarda antikor bulundurmayan donérlerden
nakil yapilan hastalara gore daha sik ortaya ¢iktigi saptanmistir. Akut GVHD
agisindan ise istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da antikor bulunduran
donorlerden nakil olanlarda insidansin arttig1 gosterilmistir (62). Bizim ¢alismamizda
ise dondrlerin antikor bulundurup bulundurmadigi bilinmemekle beraber
pretransplant antikor saptanmayan ancak nakil sonrasi yiiksek MFI degeri ile antikor
olusumu gergeklesen 13 numarali hastamizda nakil sonrast kronik karaciger ve GIS
GVHD’si  gelismistir. Kok hiicre nakli vericilerinde bu antikorlarin varliginin
pretransplant degerlendirilmesi konusunda ortak bir goriis olmamakla beraber
yapilacak daha genis ¢alismalarla aciklik kazanabilecektir.

Hoshino ve arkadaslarmin 2012’de yayinlanan 3 vakalik olgu serisinde ise
nakil sonrasi gelisen antikorlarin minimal rezidiiel hastalik (MRD) ile iliskili
olabilecegi belirtilmistir (74). Hastalarin 3’ii de kordon kani kok hiicre nakli olan
hastalardir. Nakil oncesi MFI degeri 1000-5000 arasinda DSA’s1 olan 2 hastanin
engraftman sonrasinda DSA’lar1 hizli bir sekilde kaybolmustur. Ancak nakil oncesi

serumda da yiiksek titrede pozitif olanve nakil sonrasinda da MFI degeri bir miktar
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diisen antikorlar ise niiks ile beraber tekrar yiiksek titrede pozitiflik gostermistir ve 2.
hastada  salvage  kemoterapi ile  antikor titresinde  tekrar  diisiis
saptanmistir.Myeloablatif hazirlik rejimi sonrasi nakil olan bu 2 hastada antikor
diizeylerinin hastalik durumu ile paralel seyrettigi gézlenmistir. Son hastada ise nakil
oncesi DSA saptanmamistir. Ancak A*24:02’ye karst MFI degeri 18887 olan ve MFI
degeri degisiklik gosteren multipl antikor diizeyleri nakil sonrasinda daha diisiik MFI
diizeyinde pozitif olarak seyretmeye devam etmistir. 4 yillik takibinde ise bu hastada
niiks izlenmemistir. Son hastada niiks olmamasina ragmen antikor pozitifliginin
devam etmesi myeloablatif olmayan hazirlik rejimi ile nakil hazirligi yapilmasi ile
iliskilendirilmistir (61). Yoshihara ve arkadaglarinin haploidentik kok hiicre nakli
olan hastalarda yaptig1 calismada da engraftman gerceklesen hastalarda nakil 6ncesi
mevcut olan donor spesifik antikorlarin hizli bir sekilde diismeye basladigi graft
yetersizligi olan hastalarda ise DSA’larin benzer titrede pozitif oldugu gosterilmistir
(58). Bizim galisma grubumuzda ise tanidan itibaren alloimmiinize olan ve nakil
sonrasinda remisyonda takip edilen 2 hastanin uzun donem takiplerinde antikor
saptanmamustir. Her iki hasta da myeloablatif rejim sonrasinda tam uyumlu kardes
vericilerinden nakil olmuslardir ve pretransplant DSA saptanmamistir. Takibinde
posttransplant 1. ayda rezidiiel hastalik saptanan hastada ise es zamanl olarak diisiik
titrede antikor pozitifligi saptanmis, ancak nakil sonrasi 6. aya kadar ki takibinde
antikor pozitifligi saptanmamigtir. Anti-HLA antikor pozitifligi veya negatifliginin
nakil sonrasiengraftman, minimal rezidiiel hastalik veya remisyon varlig1 agisindan

takip kriteri olarak kullanilmasi agisindan net veri bulunmamaktadir.

Bu calismanin baslica kisitliliklar1 hasta sayisinin az olmasi, 6rneklemin
heterojen olmasi ve saglikli kontrol grubunun olmamasidir. Hastalara verilen kan
triinlerinin bagiscilarinin bazilarinin cinsiyet bilgilerinin olmayis1 da kisitliliklar
arasindadir. Yine kok hiicre nakli olan ve nakil sonrasi antikor pozitifligi saptanan
hastalarin vericilerinin serumlarinin antikor varligr agisindan degerlendirilmemis
olmasi ve bu hastalarda plazma hiicre kimerizminin c¢alisilmamis olmasi da diger
kisithliklardir.

Akut 16semili hastalarin immiin sistemlerinin ¢esitli nedenlerle baskilanmis

olmasi nedeniyle yogun transfiizyon almalarina ragmen bu hastalarin alloantijenlere
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kars1 antikor yanitlarinin azaldigini diisiindiirmektedir. Buna ragmen tedavi siirecinde
bazi hastalarda denovo antikor gelisimi goriilmektedir. Transfiizyon sonrasi hangi
bireylerin bu antikorlar1 gelistirmeye yatkin oldugu ise bilinmemektedir. Yine
allojeneik kok hiicre nakli sonrasinda da pretransplant pozitiflik olan hastalarda nakil
sonrast ayni antikorlarin pozitifligi ile birlikte yeni antikor gelisimi de izlenmektedir.
Benzer sekilde pretransplant antikor saptanmayan hastalarin nakil sonrasi antikor
gelistirdikleri goriilmiistiir.Pretransplant donor spesifik antikorlarin antikor aracili
graft rejeksiyonuna neden oldugu bilinmektedir. Ancak nakil sonrasi ortaya ¢ikan
antikorlarin posttransplant etkileri ile ilgili net veri bulunmamaktadir. Nakil sonrasi
gelisen bu antikorlarin klinik 6nemi, vericilerde antikor taramas1 yapilip yapilmamasi
konusunda goriis birligi bulunmamaktadir. Bu antikorlarin olusum mekanizmalar1 ve

immiin sonuglar acisindan genis kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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6. OZET

Akut Losemide Panel Reaktif Antikor (Anti-HLA Antikor) Olusum
Siirecinin Belirlenmesi ve Panel Reaktif Antikorlarin Kok Hiicre Nakli Seyrine
Etkisinin Saptamasi

Giris ve Amag¢: Doku uyumu antijenlerine (HLA) kars1 gelisen antikorlarin
(PRA) varliginin 6nemi solid organ transplantasyonu alaninda bilinmektedir. Son
yillarda giindeme gelen kismi uyumlu kok hiicre nakillerinde de bu antikorlarin graft
yetersizligi ile iligkisi gosterilmistir. Bu g¢alismada akut 16semili hastalarda tam
aninda PRA insidansini belirlemek, uygulanan transfiizyon miktarinin PRA olusumu
ile iligkisini tespit etmek ve bu antikorlarin allojeneik kok hiicre nakli yapilanlarda
engraftman, rejeksiyon, GVHD gelisimine ve relapsa etkisini degerlendirmek
amaglanmistir.

Metod: Bu tek merkezli ve prospektif calismaya 35 yeni tani akut 16semili
hasta dahil edildi. Hastalarin demografik 6zellikleri, daha once transfiizyon alip
almadiklari, gebelik oykiisii ve Oykii var ise ilk trimestr diisiikleri de dahil olmak
tizere gebelik sayis1 kaydedildi. Hastalarin indiiksiyon tedavileri baglamadan once
serum Ornekleri alind1 ve takiplerinde 3 ayda bir olmak iizere son takip siirelerine
kadar serum Ornekleri toplanmaya devam edildi.

Bulgular: Tamida simif I’e karsi antikorlar 31 (%88,6) hastada negatif
saptanirken, 4 (%11,4) hastada pozitif, sinif [I’ye karst ise 32 (%91.4) hastada
negatif, 3 (%8.6) hastada ise pozitif olarak sonuglandi. Gebelik Oykiisii olan
kadinlarda her iki sinif i¢in tanida antikor pozitifligi erkeklere ve gebelik Oykiisii
olmayan kadin hastalara oranla yiiksek bulundu. Uygulanan transfiizyon miktari ile
antikor gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Nakil olan
12 hastanin 3’tinde ise +30. giinde denovo antikor gelisimi izlendi.

Sonu¢: Akut losemili hastalarin immiin sistemlerinin baskilanmis olmasi
nedeniyle yogun transfiizyon almalarina ragmenalloantijenlere karst antikor
yanitlarinin azalmistir. Nakil sonrasi ortaya c¢ikan antikorlarin ise posttransplant
etkileri ile ilgili veri bulunmamaktadir. Bu antikorlarin olusum mekanizmalar1 ve
immiin sonuglar1 agisindan daha genis kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Akut I6semi, alloimmiinizasyon, panel reaktif antikor,

allojeneik kok hiicre nakli, engraftman yetmezligi
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7. SUMMARY

The formation of PRA (panel reactive antibody) in acute leukemia and the
determination of effect of PRA positivity on allogeneic stem cell transplantation.

Introduction and Purpose: The importance of panel reactive antibodies in
solid organ transplantation field is known. Also anti-HLA donor spesific antibodies
have been reported to be associated with graft failure in mismatched hematopoietic
stem cell transplantation. The aim of this study was to determine the incidence of
PRA positivity in newly diagnosed acute leukemia patients, the effect of amount of
transfusions in the formation process of anti-HLA antibodies and the relationship
between these antibodies with graft failure, GVHD and relapse.

Methods: This is single centered, prospective study, 35 acute leukemia
patients were enrolled. Patients’ demographic features, transfusion and pregnancy
history including the first trimester losses and number of pregnancies were recorded.
The serum samples were obtained before induction therapy and taken in every three
months. HLA-specific antibodies were defined using single antigen bead assays on a
Luminex™ platform with a positive cutoff value of 1000 normalized median
fluorescence intensity (MFI).

Results: At the time of diagnosis, 4 (11.4%) patients were positive for class |
antibodies and 3 (8.6%) patients were positive for class Il antibodies. The antibody
positivity in women with history of pregnancy were found much more than the men
and the women without pregnancy. There was no relationship between the amount of
given transfusions and the formation of PRA. In 3 of 12 patients, denovo antibodies
were detected at 30 days posttransplant.

Conclusions: Because of the suppression of the immunity of patients with
acute leukemia, antibody responses to alloantigens are reduced despite intensive
transfusion.There are no data on the posttransplantation effects of the antibodies
raised after transplantation. There is a need for broader studies of the mechanisms
and immunological consequences of these antibodies.

Key Words: Acute leukemia, alloimmunization, panel reactive antibody,

allogeneic stem cell transplantation, engraftment failure
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