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ONSOZ

Malign hastaliklarin tedavisinde ortaya konulan yeniliklerden
birisi de periferik kana mobilize edilmis hematopoetik kok-ana hiicre
(CD34" hiicre) transplantasyonudur. Son yillarda bu konu ile ilgili
biuyilk asamalar kaydedilmigtir. Bu tezde sozii edilen g¢aligsmalara
degisik bir agidan katkida bulunma amaglanmigtir.

Calismaya baslangicindan bu yana degerli fikirleri ile katkida
bulunan Dog¢.Dr.Erol ERDURAN’a, deneklerin kan analizlerini ﬂowA
cytometry ile ¢alisan Dr.Yavuz TEKELIOGLU’na, CDs;4 kit
temininde yardimci olan Bizim Medikal Firmasina ve tavsanlarin

aliminda destek olan Pfizer Ila¢ Firmasina tegekkiir ederim.
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GiRIiS

Hematolojik ve nonhematolojik malign hastaliklarda uygulanan
yiksek doz kemoradyoterapi, hastalarda kimiilatif kok ve projenitor hiicre
zararina yol acarak uzun sireli hematopoetik yetmezlige ve uzamis
pansitopeniye neden olur (1-5). Bu tedavi rejimleri ile hematopoetik
iyilesme saglanmakla birlikte, ¢ogu kez hastalarda gelisen enfeksiyon ve
kanama komplikasyonlar1 yiksek morbidite ve mortaliteye neden
olmaktadir (3,5). Kemoradyoterapi sonrasi hematopoezin desteklenmesi
i¢in graniilosit koloni stimule edici faktor (G-CSF) ve graniilosit makrofaj
koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) gibi hematopoetik biyime faktorleri
siklikla kullanilir (3,6-9). ‘

Kemik iligi transplantasyonu malign hastaliklarda bir tedavi gsekli
olarak uzun yillardan bert kullamlmakfadlr (3,4,10). Allojenik ve otolog
/olmak iizere iki sekilde uygulanan kemik iligi transplantasyonu sonrasi
hematopoezin iyilesme hizi sinirhidir (3,11-14) ve kemik iligi malign
hiicrelerle infiltre olan hastalarda otolog transplantasyon sonrasi relaps
orant allojenik transplantasyonlardan daha yiksektir (1,15). Bu nedenlerle
' kemik iligi transplantasyonuna bir alternatif tretmek amaci ile yeni
hiicresel kaynaklar arastirilmis ve yakin zamanlarda hematopoetik hiicre
kaynag1 olarak periferik kana mobilize olmus CDs." hicreler kullanilmaya
baglanmistir (4,14,16-20). Genel anestezi uygulanmaksizin ﬁoliklinik
sartlarinda, noninvaziv bir sekilde elde edilen bu hiicrelerin hematopoezi
iyilestirme hizi daha fazladir (11,18,21-23). Kemik iligi transplatasyonuna
oranla daha ucuz ve kolay bir uygulama olan periferik kan kok ve
projenitér hiicre transplantasyonunda tek bir l6koferez islemi ile

transplantasyona’ yetecek miktarda CDs." hiicre toplanabilmektedir (2,23).



Periferik ka",na hematopoetik hiicre mobilize etmek igin kemoterapi,
daha siklikla _G-CSiJ olmak tzere hematopoetik buyime faktorleri
veya her ikisi birlikte = kullanilmaktadir (19,24-27). Ozellikle otolog
transpla_ntasyo'nlarda kemoterapi ve hematopoetik biiyime  faktor
kombinasyonlarinin en iyi sonuglar1 verdigi bildirilmistir (2,16,17,23,28).
'Son yillarda akut losemili hastalarda yiksek doz kortikosteroidlerin (metil
prodnizolon) periferik kana CDs;" projenitér hiicre mobilizasyonunu
artt1rd1g1. gosterilmis (29), ancak saglam kisilerde ve hayvan deneylerinde
yiksek doz metil prednizolonun (YDMP) periferik kan CDs4  projenitdr
hiicre mobilizasyonu iizerine etkileri arastirilmamigtir.

Otolog kemik iligi transplantasyonunda hematopoetik hicreleri
mobiiize etmek icin  kullamilan  kemoterapotik  ajanlar  ciddi
myelosupresyona neden olurlar (23), hematopoetik biiyime faktorlerinin ise
maliyeti ¢ok yiksektir (30). Bu caligmada yan etkileri ve maliyéti
kullanilan kemoterapotik ajanlar ve bilyiime faktorlerinden daha az olmas:
nedeni ile alternatif bir ajan olan YDMP’un periferik kana CDs4" hiicre

mobilizasyonu iizerine etkisi aragtirildi ve bu etki G-CSF ile kargilagtirildi.



CD,4 molekiili; kemik iligi, umbilikal kord ve periferik kandaki
hematopoetik kok ve projenitor hicreler ile vaskiiler endotel, yuksek

endotelyal veniiller ve fibroblastlar gibi nonhematopoetik hiicreler iizerinde

GENEL BILGILER

eksprese olan bir membran glukoproteinidir (31-3 5).

Bu molekiil biyokimyasal olarak musin benzeri sialoglukoprotein
yapisindadir. Molekill biyik miktarda O ve 9 adet N ile bagli

glikozilasyon yeri igerir (2,34) ve ekspresyonu hiicrelerin matiirasyonu

sirasinda azalir (33,35).

Kemik iligi ve periferik kanda bulunan hematopoetik hucreler 3

kompartmanda olusur (36,37) (Sekil 1).

Kok
hiicreler

Projenitér
hiicreler

LTCIC

CFU-S;;

CFU-blast

CFU-Sg

(60 2.

Sekil 1: Hematopoet\ik Hiicreler




1. K6k Hiicre Kompartmani:

Morfolojik olarak kuguk lenfositlere benzeyen ve tim kemik 111g1

hiicrelerini olusturma yetenegi olan ¢ok yonli gelisme kapasitesine sahip

hiicrelerdir. Bu kbmpartmanda’ bulunan hiicreler:

LTCIC

CFU-S
CFU-Blast
HPP-CFC

.

Long term culture initiating cell (uzun sireli kaltir baglatic
hi'icre).

Colony forming unit spleen (dalak koloni olusturucu hicre).
Colony forming unit blast (blast koloni olugturucu hiicre).

High proliferative potential colony forming cell (yﬁksek.

‘proliferatif potansiyelli koloni olusturucu hiicre).

2.Projenitér (ana) Hiicre Kompartmani:

Yonlendirilmis ve sinirli proliferatif potansiyele sahip, myeloid,

eritroid ve megakaryositik seriden olugsmus hiicrelerdir. Bu kompartmanda

bulunan hucreler:

CFU-GEMM

CFU-GM

CFU-G
CFU-M

CFU-Mix
CFU-b
CFU-Eo
CFU-Meg

BFU-E ve
CFU-E

Colony forming unit granulocyte, erythroid, macrophage,

megakaryocyte (granilosit, eritroid, makrofaj, megakaryosit

- koloni olusturycu hiicre).

Colony forming unit granulocyte, macrophage (granilosit-
makrofaj koloni olusturucu hiicre).

Colony forming unit granulocyte (graniilosit koloni olusturucu hiicre)
Colony forming unit macrophage (makrofaj koloni olusturucu
hiicre)

Colony forming unit mix (miks koloni olusturucu hiicre)

Colony forming unit basophil (bazofil koloni olusturucu hiicre)
Colony forming unit eosinophil (eozinofil koloni olusturucu hiicre)
Colony forming unit megakaryocyte (megakaryosit koloni
olusturucu hiicre)

Burst forming unit erythroid ve Colony forming unit eryhtroid

(eritroid koloni olugturucu hiicre)



3.Postmitot‘;k Hiicre Kompartmant:

Olgunlagmiy \;e prolifere olmayan myeloblast, promonosit,
proeritrvdblast ve megakaryosit gibi hiicreler bu kompartmanda bulunur.

Tum hexﬁat'opoetik kok ve projenitor hiicreler iizerinde CD34 antijeni
eksprese olsa da timusta CD34 myeloid projenitérler bulunmugtur. Ayrica

" kiiltiir ortamlarinda interlbkin-3 (IL-3) ile muamele edilen CDs4" hiicrelerin

bu antijeni kaybéttigi gosterilmistir. Bunlar olduk¢a az sayidadirlar ve
koloni olusturmay: basaramazlar. Bu durum CDss antijeninin, uygun
kosﬁllarda kok ve projenitor hiicre yizeyinde modiile olabilecegini
gostermektedir (38).

Biitiin bu farkli hiicrelerin intrauterin gelisimsel hematopoezi
mezoblastik, hepatik ve myeloid olmak iizere 3 anatomik evreden olusur
(36). Son yillara kadar mezoblastik hematopoezin baslica Yolk Kesesi
(dotter kesesi) olmak tizere ekstraembriyonik yapilarda méydana geldigi ve
gebeligin 3. haftasinda bagladig: diasiniliiyordu (36). Cﬁnkﬁ insanlardaki
erken kan hiicre ontojenitesi ¢ogunlukla hayvan modellerindeki gozlemlere
dayanmiyordu (39). Oysa Yolk Kesesi’nin kan olusturma aktivitesi evrim
sireci i¢inde dramatik olarak azalmistir (ekstraembriyonik gegici
hematopoetik doku). Bu yap: tim pirimitif ve embriyonik kan hiicrelerinin
sadece bir kisminin tretiminden sorumludur (39). Bilinenin aksine insanlar
da dahil yiiksek omurgalilarda intraembriyonik kok hicrelerinin spesifik
orijini, preumblikal bélgede embriyonik ventral aortun endoteline yapigik
bir ka¢ yiz tane yuvarlak hiicreden olusan farkli bir populasyondur. Bu
populasyon gebeligin 4. ile 5. haftasinda tespit edilebilmistir. Buradaki

b‘ hiicreler primitif hiicrelerin yiizey antijenlerini eksprese ederler ve en fazla
yerel CDs4  hiicre proliferasyonuna vsahiptirler. O halde hematopoez
simdiye kadar bilinenlerin aksine embriyoda baglamaktadir (39).
Gebeligin yaklagik 6. haftasinda mezoblastik hematopoez geriler, 10-
12. haftalarda tamamen durur ve bu sirada hematopoezin kiigiik bir bolimi
kemik iligine kayar (36,39). Hepatik hematopoez 6. haftada devreye girer
ve bu evrede karaciger basta olmak iizere dalak, timus ve lenf nodlar: kan
yapim yerleridir. Karaciger gebeligin son trimesterine l~:adar~ birincil
hematopoetik organ olarak kalir. Gebeligin son 3 ayinda ise hematopoezin

ana organit kemik iligidir (36,39).
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Gestasyonel ya"lda postnatal yas ve anatomik lokalizasyon ne olursa
olsun bitin hemato,poetik:yapllarln uretimi, kendini yenileme ve biitiin kan
hiicre tiplerine klonal ma‘turas‘yon yetenegine sahip pluripotent kdk hiicreler
ile baglar. >‘Bun1a‘rda‘n gelisen projenitdr hiicreler hematopoetik biyime
faktorlerinin etkisi altinda daha matur hiicrelere farklilagirlar (36) (Sekil 2).
Tek bir pluripotent kok hicre bir ¢ok projenitdor hiicre olusturma

kapasitesine sahiptir (.3 7).

endotoksin antijen

K&k hiicreler

Projenitsr
hiicreter

Matiir
hiicreler

eritrosit bazofii trombosit  eozinofil PNL  monosit

Sekil 2: Hematopoetik Buyime Faktorlerinin Hematopoezdeki Rolleri
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Daha o6nce d;e belirtildigi gibi pluripotent kok hiicreler kendini yenileme
kapasitesine sahip.tilr. :Projenitér hﬁcreier ise kendilerini yenileyemezler ve
sintrl pfoliferatif (¢ogalma) potansiyelleri vardir. Bu hiicreler diferansiasyon
(farklilagma) ile olirler. Projenitor hiicrelerin sayilar1 kék hiicre havuzunda
uretilecek hiicre miktarina baghidir (37).

Kok hicrelerin proliferatif potansiyelleri ve diferansiasyon yetenekleri
stromal hiicrelerin bizzat kendilerinden veya stromal hiicreler tarafindan
sentezlenen faktorlerden etkilenir. Lenfosit, fibroblast veya endotelyal hiicre
kaynakli IL-3, interlokin 6 (IL-6) gibi sitokinler kok hiicrelerin projenitor
hiicrelere doniigiimiini hizlandirirlar (37). Diizenleyici molekiiller olarak da
bilinen bu biiyiime faktorlerinin ¢ogu, projenitér hiicrelerin yakin ¢evresinde
bulunan hematopoetik aksesuar hiicreler tarafindan tretilir. Aksesuar hiicreler
stromada yer alan yardimci hiicrelerdir ve fonksiyonlar1 hakkinda fazla bilgi
yoktur. Erken ve ge¢ etkili olmak lizere 2 tip humoral diizenleyici faktor
vardir. Immatiir hiicreler interl6kin-1 (IL-1), IL-3, IL-6 ve GM-CSF gibi
erken etkili faktorlerden etkilenir. Diferansiasyon olayr devam ettikge
eritropoetin (Epo), G-CSF ve makrofaj koloni stimiile edici faktér (M-CSF)
gibi ge¢ etkili faktorlere duyarlilik artar (9,37). Bu durum hematopoetik
gelisimde biuyime faktorlerinin hiyerargik . bir sirayla etki gosterdigi
hipotezine destek olmustur (9).

Biitiin bunlarin yanisira hematopoetik diferansiasyon uygun bir mikro
gevre gerektirir. insanlarda bu ortam kemik iligi ile‘ sinirit iken kemirgenlerde
hem kemik iligi, hem de dalak bu mikro ¢evreyi olugturur. Hicreler ile mikro
cevre arasindaki etkilesimler oldukc¢a spesifik molekiiler mekanizmalar:
gerektirir ve bu mekanizmalar iizerine etkili genetik faktorler giderek onem
kazanmaktadir (37). Kemirgenlerde dalak kompartmanina ait hiicreler CFU-
S’dir. Bunlar CFU-S;; (12. gin koloni olusturan hiicreler), CFU-S; (8. giin
koloni olusturan hiicreler) olarak adlandirilir. Pre-CFU-S ise bu
kompartmanin en ilkel hiicrelerindendir ve hematopoezin uzun sireli
rekonstitusyonundan (yeniden yapilanma) sorumludur. CFU-S;; ve CFU-Sg
gibi daha matiir hiicreler kisa siireli rekonstitiisyonda rol oynarlar (37). En son
bulunan HPP-CFC’nin ise kok hiicrelerine denk oldugu disiinilmektedir
(37,40).
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Sonug¢ olarak, hematopoez sirekli bir olaydir ve klonal bir yapiya
sahiptir. Bu da tek b.ir pluripotent koék hiicrenin tim hematopoetik sistemi
yenideﬁ olusturma képasitesine dayanir (37).

Bélﬁmﬂe progesi esnasmda‘hﬁcreler G, S, Gz, M gibi ¢esitli fazlara
girerler. G; ilk fazdir ve DNA sentezi igin hicre mekanizmasinin
" hazirlanmas: periodudur. S fazinda DNA sentezlenir. Gy, 2. araliktir; bu
fazda hiicreler b'élﬁnmeye hazirlanir (premitotik faz). M gerg¢ek bolinme
periodudur (mitoz fazi). Olusan yeni hiicreler tekrar G; fazina girerler. Kok
hiicrelerinden bazilarinin Gy adi verilen dinlenme fazinda veya uzamis G,
fazinda bulunduklarina ve proliferatif olmadiklarina inanilir. Aktif olarak
hiicre siklusunda olmayan bu hiicreler bazi kemoterapik ajanlar ve biiyiime
faktorleri tarafindan indiklenerek hizli bir sgekilde hiicre siklusuna
tetiklenir. Boylece kok hiicrelerinin proliferasyonlar: arttirilmig olur (41).
Bu stimiilatér ajanlarin yanisira proliferasyonu azaltan ve aksesuar
hiicrelerden salgilanan inhibitér molekiiller de bildirilmistir. Laktoferrin,
H-ferritin (42), makrofaj inflamatuar protein (MIP-1a, MIP-2a), interldokin
8 (IL-8), trombosit faktor-4 (PF-4), monosit kemotaktik ve aktive edici

faktor (MCAF=MCP-1), interferon uyarici protein (IP-10) bu gruba dahildir
| (43,44).Bu molekuller kék ve projenitdr hiicrelerin doza ve zamana bagimli
olarak reversibl bir sekilde absoliit sayilarini ve hiicre siklusundaki devir
sayilarini azaltirlar (43,44).

CDs4” kok ve projenitér hiicreler mobilize olmamis periferik kanda
damar cidarina yapisik olarak oldukg¢a kiigiik konsantrasyonlarda bulunurlar
~ ve vaskiiler endotel, yiksek endotelyal veniiller ve bazi fibroblastlar
tarafindan yapilirlar (34). Bununla birlikte baz: buyiime faktorleri ve
kemoterapotik ilaglar gibi mobilize edici ajanlarla CDs4" kok ve progenitor
hiicreler kemik iliginden periferik kana ¢ikarilabilirler (2).

Yolk Kesesi, embriyonik aort endoteli, fetal karaciger, umblikal kord
kani, kemik iligi ve kemirgen dalaginda varli1 gosterilen kok ve projenitor
hiicreler arasinda oldugu gibi (31,34,37,39), mobilize faz ile durgun
fazdaki kok ve projenitér hiicreler arasinda da fenotipik profil ve
klonojenik potansiyel ag¢isindan onemli farkliliklar vardir (31,34,45,46).
Embriyonal koék hiicreleri en fazla ¢ogalma kapasitesine sahiptir. Sonra da

sirayla ¢ogalma kapasitesine sahip hiicreler fetal karaciger, umblikal kord
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kani, mobilize pé’rifefik kan ve kemik iliginde bulunur (37). Bu farkhiliklar
onlarin elde edildigi ¢cevreye baghidir (31).

CD3y4 molekﬁlﬁ kok ve projenitér hiicrelerin adhezyonunda da gorev
alir (34). Bu hiicreler diferansiasyon antijenleri ve hiicre kiiltiir yontemi ile
tespit edilirler. Su an en fazla tercih edilen metod, diferansiasyon
antijenleri kullanilanarak uygulanan akim hicremetrik (flow cytometry=
FCM) analiz metodudur (21,47,48). Yakin zamana kadar kullanilan hiicre
kiiltir metodu ise kemik iligi yeniden gogalma yetenegini indirekt olarak
gosterir ve standardizasyonu koétiadur. 14 gin kadar bir zaman kaybina

neden olmasindan dolay: retrospektif degeri vardir (21,47).

Akim Hiicremetrik Analiz:

Akim hiicremetrik analiz; tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik
partikiillerin bir alict cihaz tarafindan bir sivi igerisine tek sira halinde
alinarak bu hiicrelerin veya partikiillerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin
olgildigii bir yontemdir. Bu sistemde hicreler ince bir sivi akimi iginde
tek sira halinde ge¢mektedir. Geg¢ig esnasinda hucrelerin ﬁzerihe isabet
ettirilen lazer 1s1m ile hiicre yizeyindeki farkli isaretlerin verdigi renkli
dalga boylar1 ve farkli renklerdeki floresan boyalarla toplanirlar. Her bir
hiicreden gelen 1sin dagilimlari ve uyarimlar elektronik olarak ilgili
hiicrelerin tanimlanmasinda kullanihir (49).

Hiicre yiizey antijenleri hiicrenin hangi farklilagma agsamasinda
oldugunu goésterir. FCM’de immunofenotipleme hiicre yuzey antijenlerinin
floresan boyalarina tutunmus monoklonal antikorlar ile baglanmasi yoluyla
yapilir. Belirli bir hucre dizisini taniyan monoklonal antikor kiimesine
farklilagsma kiimesi (cluster of differentiation)' denir ve kisaca CD ile
gosterilir. Bu yontem ile saniyede 500°den fazla hiicre analiz edilebilir (50).

CDs." hiicrelerini tespit eden CD34 antikorlar: gsunlardir (48):
l-Q.BEND-lO monoklanal antikorlar
2-12,8 monoklonal antikorlar
3-8G12 monoklonal antikorlar.
4-My10 monoklonal antikorlar.

5-Phycoerythrin monoklonal antikorlar
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8G12 antik(;rlarl en iyi neticeyi veren CD34 antikorlandir. Baglayici
ozellikleri kaybolmaksizin florokromlarla direkt olarak isaretlenebilir ve
direkt immun ﬂbresan yontemiyle gorilebilirler (21).

D‘iferansi'asbyon antijenlerinin ekspresyonu bireyler arasinda farklhilik
‘arz eder (43). CDs," hiicrelerin alt gruplari da yine diferansiasyon
antijenlerinin ekspresyonu ile ayirt edilir (48).

CD3y4 hﬁcrelérinin alt gruplar: ve eksprese ettikleri antijenler sunlardir.
CDs4" CD,*.CD3s" CD3",CD34"CD;" = T lenfoid projenitérler (22)
CDss" CDio', CD34'CDys", CDss” = B lenfoid projenitorler (38,45)
CD2o"

CDs4"CD;5*,CD34"CD1s*, CD3,CD33” = Myeloid projenitorler (22,31).
CD34"CDes1” = Megakaryositik projenitdr (45)
CD34' CDy4' = Monositik projenitdr (22,38)
CDs4"'CD71" = Transferrin reseptorleri (Eritroid

projenitdr hiicreler lizerinde
bulunur) (38,45,48)
CD34+Thy-1+ = Gelismenin erken safhasint
gosteren antijen (2,51)
CD34 " C-kit” = C-kit, CD34" hiicre membranini
cevreleyen kok hiicre faktoriine (SCF=C-kit ligand) baglanir ve var.hgl aktif
hiicre siklusunu gosterir (52-56). C-kit SCF etkilesimleri hematopoetik
gelisimin kontrolinde énemlidir.
CD;s, HLA-DR antijen ekspresycnu ve Rodamin-123 retansiyonu
. aktivasyon markirlar1 olarak ifade edilir. T lenfoid, B lenfoid, myeloid,
monositik, megakaryositik, eritroid antijenlerinin  ve aktivasyon
markirlarinin negatifligi ile Thy-1 ve C-kit antijenlerinin pozitifligi
primitif hiicre tipini gosterirken, bitin antijenlerin ve aktivasyon
markirlarinin  pozitifligi matir hiicre tipinin  bir ifadesidir. Matir
hiicrelerde C-kit ve Thy-1 antijen pozitifligi goriilmez. Mesela CDs4" CD3s”
pluripotent kék hiicreyi gosterirken CDsy" CDs3" myeloid projenitori ifade
eder (38,45).
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Kemik iligf;lde, mobilize olmamis kana oranla ¢ok daha fazla CDs,'
hitcre bulunur (1). Bu: hiicrelerin saylsi kemik iliginde %1-5 arasindadir ve
dolaslmdaki hﬁcrelérden yaklagik 10 kat daha fazladir (33,38,57). Primitif
kok hiicrelerinin ¢ogu kemik iligi kompartmaninda bulunur (46). B lenfoid

projenitérler, kemik iliginde mobilize kana gore daha fazladir. Ancak

" buradaki koloniler oldukg¢a kigiuktir ve disik klonojenik kapasiteye

sahiptir. Bu .durixm proliferatif kapasitenin yetersiz oldugunu gosterir
(22,31). T lenfoid ve monositik projenitdrler ise biitin kompartmanlara
diigiitk konsantrasyonlarda ve esit olarak dagilmistir (22,38,45). CD;s, CD7y,
C-kit antijen ekspresyonu ve rodamin-123 retansiyonu kemik iliginde tim
kompartmanlardan daha fazladir (45). Oysa CDs33; ve CD;; antijen
ekspfesyonu kemik iliginde diger kompartmanlardan daha az oranda
bulunur (22,38).

Hem primitif, hem de projenitor hiicreler mobilize olmamis periferik
kanda kemik iligine oranla daha azdir ve bu hﬁcrélerin kendilerini

yenileneme kapasiteleri daha yetersizdir (46). Mobilize olmamis periferik

kandaki CDs34" hiicrelerin gogu HLA-DR"’dir ve bu kompartmanda kemik

iliginden daha fazla CDy4s ile CDs; antijen ekspresyonu mevcuttur (38).
CD7; antijen ekspresyonu mobilize olmamis periferik kanda oldukg¢a disik
konsantrasyonlarda iken B-lenfoid projenitérler hemen hemen kemik iligi
ile aym miktarlarda bulunur (38). Bu kompartmandaki CDs4" hiicre sayisi
%0.05-0.5 arasindadir (2,22).

Fetal hematopoetik hiicrelerin klinik sartlarda elde edilmesi kolaydir.

Hizla artan bu hiicreler, aliciy: eriskinlerdeki hiicrelere oranla daha hizli ve

“etkili bigimde restore ederler. Bu hiicrelerin en sik kullanildig: kaynak

umbilikal kord kanidir (37,39). Herhangi bir ajan ile mobilize olmus
periferik kan ve umbilikal kord kan: ortak 6zellikler tasirlar ve kemik iligi
hiicrelerinden oldukga farklidirlar (31,38). Myeloid pfojenitérler periferik
ve umbilikal kord kaninda kemik iligine oranla ¢ok daha fazladirlar
(22,31,48). Bu iki kompartmandaki koloniler dikkati c¢ekecek kadar
biytiktir ve yiitksek klonojeniteye sahiptir (24,31). CD34" HLA-DR hiicreler
umbilikal kord kaninda yiiksek miktarlarda bulunurlar. Bu durum umbilikal

kord kaninin primitif hiicreler agisindan zengin oldugunu gosterir (31).
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C-kit ve C'Dn) antijen ekspresyonu ve rodamin-123 retansiyonu,
mobilize periferik kanda kemik ilifine gore daha dusiktur. Stimulator
ajanlar ile mobiliza.syonA sonucu periferik kanda pirimitif kok hiicreler
kemik ilivgi dﬁieylerine yaklagirlar (45). Burada dikkati ¢eken bir nokta, C-
kit ekspresyonunun mobilizasyon ile daha fazla dusmesidir. C-kit
" ekspresyonunun - kok  hiicre  faktdrd tarafindan  bloke  edildigi
disinilmektedir (45). 4

Farkli glikozilasyon ile iligkili epitoplarin varlift veya yoklugu,
CDss" hiicrelerin pozitif seleksiyohu (saf CDs4  hiicre iriinlerinin elde
edilmesi), immiinofenotiplendirilmesi ve hematopoezdeki rolléri agisindan
pnemlidir (34). CDs47 molekil epitoplar: klas I, klas II ve klas III olarak
siniflandirilirlar. Klas III epitoplari normal hematopoetik projenitér
hiicreler ve matir lésemik hiicreler iizerinde klas I ve klas II epitoplarindan
daha genig bir yayilim gosterirken, bu epitoplarin her ig¢i de pirimitif
hiicreler iizerinde esit olarak eksprese olurlar (2,34).

Hiicre matarasyonu arttikca CD34 antijen ekspresyon orani diigser (35).
Diferansiasyon sirasinda CDjs molekiilinde klas I ve klas II epitop
ekspresyonunun selektif olarak azalmasina bir takim enzimatik olaylar neden
olur. CDsy antikorlarinin epitop analizi bunlarin nérominidaza (sialik
asidleri CDj3s4 glukoproteininin karbonhidrat kismindan ayirir) ve
glukoproteaza (sadece CDi4 gibi musin benzeri glikoproteinleri protealize
ugratir) olan duyarliliklari ile siniflandirilir. Clas I epitoplar: her 2 enzime
de hassastir. Klas II epitoplart sadece glukoproteaza hassastir. Klas III
~ epitoplart ise hic birine hassas degildir. Matiirasyon sirasinda klas T ve klas
II’nin enzimatik azalmasi, klas IIl epitoplarini saptanabilir hale getirir. IBu
nedenle hematopoetik kdk-projenitér hiicre transplantasyonunda CDsg4 klas
III antikorlar1 kullanilarak elde edilen epitoplara sahip hiicreler tercih
edilmelidir (2,34).

Hematolojik ve nonhematolojik malign hastaliklarda mobilize
periferik kan kok-projenitér hiicreleri (PBSPC) son yillarda artan bir hizla
kemik iligi trasplantasyonuna alternatif olarak, ayrica yiksek doz
kemoterapi ve radyoterapi sonrasi hematopoetik iyilesmeyi hizlandirmak

amaci ile kullanilmaktadir (5,16-20,28).
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PBSPC traf;splz}ntasyonu allojenik (11,18,58,59) ve otolog (3,21,28,60)
olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir. Allojenik periferik kan greftlerinin
kemik iligi gr'eftleri.nderi daha fazla sayida T hiicresi igermesi nedeni ile
graft versus “host hastaligi  (GVHD) riskini arttirdig:1 diisinilmektedir
(11,18,58,59). Ancak periferik kandaki bu sayica fazla T hiicreleri kemik
~iligindekilerden kalitatif olarak farklidir. Mobilizasyon sonrasi periferik
kanda T hiicrelerinin CD_»,4+ CDs CDg" alt gruplarinin fazla miktarda
bulundugu godsterilmistir. Bu ¢ift negatif antijen ekspresyonu tasiyan
hiicrelerin GVHD’da regiilator rol oynadigi ve bu hiicrelerin GVHD nin
inhibisyonundan sorumlu dogal supresdrler oldugu bildirilmigtir (11,18). T
lenfosit sayisinin fazlalig1 nedeniyle allojenik PBSPC transplantasyonunda
GVHD riski fazla gibi goriinse de hemen hemen kemik iligi
transplantasyonu ile esit dizeyde bulunmustur (18,59).

Allojenik PBSPC transplantasyonunda GVHD riskini azaltmak i¢in T
hiicre deplesyonu (T hiicrelerinin negatif seleksiyonu) (13,61) veya CDj4"
hiicre seleksiyonu gibi yeni yontemler artik giindeme girmigtir (4,13,14,61).
T hiicre deplesyonunun biyik miktarda projenitér hiicre kaybina neden
olabilmesi, klinisyenleri daha siklikla CDs34" hiicrelerinin pozitif
seleksiyonunu tercih»etmeye yoneltmistir (4,14,61).

Otolog PBSPC transplantasyonunda ise en o6nemli komplikasyon
timor hiicre kontaminasyonu ve buna bagli timér relapsidir (19,23,62,63).
Ozellikle hematopoetik biyiime faktorlerinin kullaniminda periferik kana
CDs4" hilcrelerinin yanisira timér hiicrelerinin de mobilize oldugu teorik

olarak iddia edilmistir (19,23). Biyiime faktodrlerinin in-vitro 18semik hiicre
” proliferasyonunu uyardigini gosteren ¢aligmalar bu gorisi
desteklemektedir (9). Bununla birlikte "kontamine PBSPC uriinlerinin
yiksek tumor relaps oranina yol agtidt hipotezi simdiye kadar klinik
uygulamalarda ispatlanamamigstir (19,64). Hatta bu gériisiin aksine periferik
kanda timor hiicre kbntaminasyonu her zaman kemik iligindekilerden daha
disik seviyelerde bulunmustur (65). Ciinkii CDs4" hiicrelerinin sitokinlere
sensitivitesinin timoér hucreleri ile kargilagtirildiginda ¢ok daha fazla

oldugu goérilmiistiir (63).
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Ancak yiné de kemik ilifi invazyonu olan kanserli hastalarda
periferik kanda r_elz;psa neden olabilecek miktarda timor hicresinin
bulunduéu goriugi klinisyenleri tedirgin etmektedir (2,23,63,65). Malign
hﬁcreleri‘n periferik kanda sirkile ettizi ve kullanilan rejimlerin bu
hiicreleri periferik kana mobilize ettigi disiincesi yeni ayiklayic:
" sistemlerin uygulamaya girmesine neden olmustur (19,23,63,66,67). Amgen
hiicre seleksiyon"sistemi (immunomagnetik hiicre selektori) ile saf CDay"
hiicre ijfﬁnlerinin elde edilmesi bu uygulamalara bir &rnektir (27,64).
Boylece periferik kanda timor hiicre kontaminasyonu minimuma indirgenir
ve relaps orami azaltilmig olur. Ayni zamanda elde edilmis saf Grinler
sayesinde hematopoetik iyilesme hiz artar (27,64).

Kemoterapotik  ilaglar  ve komplemanlar da CDss  hicre
piurifikasyonunda kullanilabilir (2,66). Ancak kemoterapdtik ilaglarin
malign hiicrelere oldugu kadar greftdeki CD;,4" hiicrelere de toksik olmasi
ve komplemanlar ile yeterince saf iiriinler elde edilemerﬁesi ilgiyi selektif
CDs4 antikorlar:1 kullanilarak gercgeklestirilen immunomagnetik seleksiyon
sistemi Gizerinde yogunlagtirmigtir (66).

Allojenik transplantasyonlardaki GVHD ve otolog transplantasyonlardaki
timér relaps riskine ragmen son yapitlan g¢aligmalar PBSPC
transplantasyonunun kemik iligi transplantasyonuna oranla gesitli
avantajlara sahip oldugunu gostermistir. ilk olarak PBSPC genel anestezi
kullanilmadan, poliklinik sartlarinda lokoferez ‘ydntemi ile toplanabilir
(11,18,21,23,68). Noninvaziv bir girisim clmas1 nedeni ile dondr kemik iligi
aspirasyonu risklerinden korunulmus olur (11,15,22,23). Ek olarak
trasplantasyon igin yeterli .miktarda PBSPC, kemik iliginin timér hiicreleri
ile infiltrasyonu sonucu fonksiyon goérememesi veya kemoradyoterapiyi
izleyerek fibrozis, hipoplazi gibi kemik iligi yetersizligi durumlarinda da
elde edilebilir' (2,5,21,23). Bununla birlikte en 06nemlisi, PBSPC
transplantasyonu daha hizli hematopoetik iyilesmeye neden olmaktadir
(Daha hizli nétrofil, trombosit iyilesmesi gibi) (16,21,22,45,68-71). Boylece
febril nétropeni, enfeksiyon epizodlari ve antibiotik kullanimi azalir (15,23).
Destek tedaviye ve kan iiriinlerine daha az siklikla ihtiya¢ duyulur,

hastanede kalma siiresi kisalir, tedavi maliyeti diger (16,18,22,23).
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Infize edile;n CDs4" hiicre miktar:, hematopoetik iyilesmede en dnemli
parametredir. Disik dozda hicre tfansplantasyonu erken hematopoetik
iyilegme saglayabilir, ancak uzun sireli iyilesmeyi ters yonde etkiler
(19,46). Ek olarak infiize edilen hicreler igerisinde hem uzun sireli
rekonstitusyonu sagléyacak pirimitif hiicreler, hem de kisa sireli
: rekonstituéyonu saglayacak daha matiir hiicreler yeterli miktarda
bulunmalidir (46). Eriskinlerde oldugu gibi ¢gocuklarda da PBSPC toplanmas:
etkili ve giivenli bir uygulamadir, fakat gocuk yas grubundaki galigmalar
oldukga azdir (19).

Hematopoetik kok ve projenitor hiicrelerin mobilizasyonu dinamik ve
reversibl bir olaydir (21,46). Primitif ve daha matiar hiicrelerin
mobilizasyonunun farkli mekanizmalar ile gergeklestigi dusiniilmektedir
(45). Hiicrelerin sirkiillasyona mobilizasyonunda olasilikla ilik stromasi ve
kok-projenitér hiicreler arasindaki adhezyon molekil etkilesimieri rol
oynamaktadir. Bu interaktif mekanizmalar izerindeki etki, kullanilan ajanin
tipine bagli oldugu kadar o ajanin dozuna da baghidir (17). Klasik adhezyon
molekiilleri kemik iligi CDs34" hiicreleri ve stroma arasindaki yapismay:
saglamaktadir (46). Disulfide bagl heterodimer olarak goriilen bir kok hiicre
lektini parsiyel olarak piirifiye edilmistir (46). Bunun yanisira E-selektin
(72), ICAM-1 (intraselliiller adhezyon molekiilii-1) benzeri hiicre adhezyon
melekili (73) ve L-selektin (74), hematopoetik dokulardaki endotelyal
hiicreler ve kok hiicrelerinin iizerinde gosterilmistir. Hiicreleri mobilize eden
(kemik iligi endoteline sevkeden) mekanizmalar ile onlar1 ilik stroma
hiicrelerine baglayan mekanizmalarin ayn: olup olmadig:1 ise heniz
bilinmemektedir (46). Hem endotel hiicreleri, hem de hematopoetik hiicreler
tizerindeki spesifik adhezyon molekiillerinin ¢ogalmasim1 veya azalmasini
saglayan sitokinlerin farkl: oldugu disintilmektedir. Bu sitokinler hiicrelerin
baglanmasina veya salinmasina yardim ederler (46).

Ek olarak ‘transplantasyonlarda  hematopoetik  kok-projenitor
hicrelerin sirkiillasyon yolu ile nonhematopoetik dokulara ulasmasinda,
seker molekilleri ile iligkili baz reseptorlerin rol oynadif: bildirilmistir
(asialoglukoprotein reseptéfleri, mannoz veya galal&ioza baglanan adheziv
lektin reseptorleri gibi) (37). Transplante edilen hiicreler alicida siirekli

¢ogalir. Ancak bu hiicrelerin hepsinin kendini yenileme kapasitesine sahip
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olup olmadif %/e hematopoeze pespese katilip katilmadig:r heniz
bilinmemektedir (37).

Mbbilizasyon mekanizmalarinin biitiiniiyle anlagilmas:i elde edilen
iirilniin»kall.i.}tc ve miktarini arttiracak, kullanilan ajan i¢in en uygun dozun
ve optimum Urinin saglanmasinda en uygun zamanin belirlenmesine
‘yardimct olacaktir (17). Hicrelerin uygun zamanda toplanmasi ise gerekli
lokoforez saylsmi, dolayisiyla maliyeti azaltacaktir (15). Bu sekilde
olabilecek yan etkiler de minimuma indirgenecektir (17).

PBSPC mobilizayonu ig¢in ¢esitli metodlar kullaniimaktadir. Bunlar
kemoterop6tik ajanlar {25,45), biytme faktorleri (3,5,6,10,61) ya da her
ikisinin kombinasyonu seklindedir (2,20,45,75). Elde edilen CDs4" hiicre
miktart ise kullanilan y6nteme, bu yOntemin uygulama zamanina,
kullanilmissa kemoterapotik ajanlarin dozuna, biiyime faktorlerinin ilave
edilmesine, altta yatan hastaligin kemik iligi tutulumuna ve Onceki
kemoterapinin etkilerine baglidir (15,17). Bunlarin aksine yas, cinsiyet ve

hastaliin tanist CDj34" hiicre miktarini etkilemez (15,19).

Kok ve Projenitor Hiicre Mobilizasyonu Uzerine

Kemoterapétik Ajanlarin Etkileri:

Yukarida da belirtildigi gibi PBSPC mobilizasyonunda kullanilan
yontemlerden birisi kemoterapotik ajanlar ile mobilizasyondur. Bu tip
uygulamalarda once kemoterapiye bagli aplazi gérilar, sonra rebaund
rejenerasyon fazi gergeklesir. Bu ikinci period esnasinda hiicreler prolifere
ve mobilize olurlar (23,51,68). Mobilizasyon rejimlerine kemote;rapinin
“ilavesi ve dozunun arttirilmasi sitorediktif etkiyi de artirir ve minimum
tumor kitlesi saglanabilir. Ancak yiksek dozlarda kemoterapotik ajanlar
myelosupresyona, daha fazla febril epizod ve enfeksiyona neden olurlar
(5,17). Kemik iliginde pirimitif kék hiicre ve projenitdr hiicrelerin belirgin
kaybina ek olarak kok hiicre fonksiyonlarinda bozukluk ve irreversibl hiicre
deplesyonu (baskilanmast) meydana gelebilir (23,46). Hiicrelerin klonojenik
potansiyelinde ve kemik iligi yenilenme kabiliyetinde azalma gorular (1).
Bitiin bu olumsuz etkilerinden dolayi kemoterapétik ajanlarin yiiksek
dozlarindan kac¢inilmahlidir. Uygun sayida koék ve projenitér hiicre, az veya

sifir toksisitede kemoterapi dozlariyla elde edilebilir (23).
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Mobilizasyon miimkiin oldugunca erken donemlerde, teshisten hemen
sonra ‘uygulanmahdlr (15,28). En uygun zaman, timoér hicre
kontaminasyonunun én di’j$ﬁk ve CDs4" hiicrelerinin en biiyik miktarinin
elde edildigi ‘Zamandlr (28). Kemoterapi sonrasi maksimum kok-projenitdor
hiicre olusumu beyaz kiirenin en diisiik noktadan hizla yikselmeye basladig:
~ anda gorulur (23).

Kemoterapiyi takiben iyilesme fazinda toplanan periferik kan
16kositleri GM-CSF den zengindir ve durgun fazdaki lékositlere gore daha
hizli hematopoetik iyilesme saglarlar. Mobilize kan kok ve projenitor
hiicreleri de ayni sekilde kemoterapi sonras:t daha hizli notrofil ve trombosit
iyilesmesine neden olurlar. CDs4" hiicre alt grup farkliliklar1 normal kemik
iligi ve periferik kan arasinda mevcuttur, ancak iyilesme fazinda bu
farkliliklar azalir (38).

Mobilizasyon ig¢in siklofosfamid (CYC) (25,76,77), Etoposid (2,5,75),
Ifosfamid (5,75), Paclitaksel (25), Karboplatin (2,24), Mitoksantron (24),
Tiotepa (2), Busulfan (25), Sitozin arabinosid (46), Taksol (2), Melfalan (2), 5-
Florourasil (27), Epirubisin (27) gibi kemoterapotik ajanlar kullamlmaktadir. -

Bu ajanlarin hematopoetik hiicreler izerinde farkli etkileri vardir.
Sitozin arabinosid primer olarak aktif sekilde siklusta bulunan hicreleri
etkiler. Projenitorlerin bir kismini o6ldirir, ancak pirimitif kék htcrelere
zarar vermez. Siklofosfamid projenitorlerin bir kismint zarara ugratir, fakat
pirimitif kok hiicreler tizerinde minimal toksik etkiye sahiptir. Busulfan ise
primer olarak pirimitif kok hiicreleri etkiler ve onlar1 yok eder. Busulfanin
__ kemik iliginin mikro ¢evresi ve pirimitif kék hiicre kompartman: Gzerindeki
etkileri streklidir. Yetersiz PBSPC mobilizasyonuna neden olur ve artik
~kullanilmamaktadir (46). Siklofosfamid ve etoposid en efekti‘f mobilizasyonu
saglayip ayn1 zamanda minimal toksisite gosteren ajanlardir (2).

Siklofosfamid DNA sentez inhibisyonunu, hiicrelerin S fazina girigini
onleyerek yapan, alkilleyici bir kemoterapétik ajandir (78). Onceden de
belirtildigi gibi o6zellikle primitif hiicrelere fazla zarar1 yoktur (46).
Mobilizasyon etkisini normal kemik iligi endotelyal hiicre bariyerini
parcalayarak gercgeklestirir (46). Kemoterapotik ajanlarin hepsi rebaund
iyilesme fazini gergekle‘stiremez. Oysa CYC ile hem periferik kanda CFU-
GM, CFU-Mix gib'i CDs4" projenitorlerin ve pirimitif kok hiicrelerin
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diizeyinde yiikse;lme gorilir, hem de bu hiicrelerin hematopoetik
rekonstitusyon kapasiteleri artar (77). Siklofosfamid verildikten 4 gin
sonra gegicl mYeloSu'presyona neden olur, bunu izleyerek 6. ve 7. giinlerde
kanda beyaz kiire ve kok projenitor hicreler artar. 8. giinde hicreler tekrar
bazal seviyeye donerler (46).

| Siklbfosfamid ile fnobilizasyonda doz 1-7 gr/m” araliginda tutulur ve
intravendz infiizyon geklinde uygulanir (2,28,57,79). Olabilecek yan etkiler
ates, notropeni, trombositopeni (3-4. giinlerde diismeye baslar ve en diigik
seviyeye 7-12. ginlerde ulasir), kemik iligi depresyonu, bulanti, kusma,
diare, irik asid nefropatisi, interstisyel pulmoner fibrozis, hepatit,
uygunsuz ADH sekresyonu, azospermi ve hemorajik sistittir. Ancak
toksisite minimaldir ve tolere edilebilecek diizeydedir. Siklofosfamid bu
ozellikleriyle PBSPC mobilizasyonunda tercih edilebilecek efektif bir
ajandir (76,77).

Sadece kemoterapotik rejimlerle periferik kanda yeterli diizeyde
hiicre toplanamayabilir (18,23). Ustelik toksik etkiler bir ¢ogunda
mevcuttur  (5,17,23,46). Ozellikle son yillarda allojenik PBSPC
transplantasyonunun kemik iligi transplantasyonuna bir alternatif olarak
uygulamaya girmesiyle birlikte hematopoetik biyime faktorleri 6n plana
¢cikmistir (11,18,58,59).

Kok ve Projenitor Hiicre Mobilizasyonu ﬁze.rine Hematopoetik
Biiyiime Faktorlerinin Etkileri:
Hematopoetik biiyime faktorleri hematopoetik kok ve projenitor
~ hiicrelerin proliferasyonunu, diferansiasyonunu.ve matir kan hiicrelerinin
fonksiyonlarint diizenleyen glukoprotein yapisindaki hormonlardir. Bu
hormonlar kemik iliginde projenitor hiicrelerden tiireyen kolonilerin
olusumunu uyardiklar: igin orijinal olarak koloni stimule edici faktorler
olarak da adlandirilirlar (9,37). Buyume faktorleri, hiucrelerle pluripotent
koék hiicreden matir sirkiilatuar hiicrelere diferansifasyon zincirinde degisik
diizeylerde iligki i¢erisindedirler (9).

Eritroid hiicrenin biiyiimesini etkileyen Epo ilk tanimlanan insan
hematopoetik biiyiime faktoriidiir. Daha sonra GM-CSF, G-CSF, M-CSF ve

interlékinler bulunmustur (9,37).
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Her bir bﬁyéme faktori tek bir gen tarafindan kodlanir. Eritropoetin
geni 7. kromozonda, GM-CSF, IL-3, M-CSF genleri 5. kromozonun uzun
kolunda bulunur. G-CSF geni ise 17. kromozomdadir (9).

~ T-lenfositler, monositler veya makrofajlar, endotelyal hiicreler ve
fibroblaé_tla_r hematopoetik  biiyiime faktorlerinin major hiicresel
‘kaynaklaridir. Eritropoetinin biyik bir kismu bobrekte peritiibiler
hiicrelerde, %10-15 ise karacigerde yapilir. Bu faktérler lokal olarak
yaplllrlar've kemik iliginin ekstraselliiler matriksinde pargalara ayrilirlar (9).

Biyiume faktorlerinin saliniminda gegerli model soyledir (Sekil II).
Sentezleyici hiicrelerin aktivasyonu sonrasi bu mediatdrler dretilir. Antijen,
lektin veya IL-1’in aktivasyonu ile T Lenfositler GM-CSF, IL-3, IL-5
sentezler. Monositler endotoksinle uyarilma sonrasi G-CSF, GM-CSF ve
SCF salgilar. Gamma- interferon, IL-3 ve GM-CSF gibi aktive olmus T
lenfosit trinleri ile uyarildiktan veya TNF-a’ya maruz kaldiktan sonra
mononiikleer fagositlerden M-CSF yapimi artar. M-CSF ayrlca fibroblastlar
ve endotelyal hiicreler tarafindan da sentezlenir (9,37). Aktive olmusg
monositler tarafindan salinan iki sitokin olan TNF-a ve IL-1 fibroblast ve
endotelyal hiicreleri G-CSF ve GM-CSF yapim1 i¢in uyarir (9,37).

Hematopoetik biyiime faktérleri biyolojik etkilerini, hedef hiicre
yiizeyinde bulunan az sayidaki yiksek afiniteli reseptorlere spesifik olarak
baglanarak gosterirler. Reseptorler nonhematopoetik hiicrelerde oldugu
kadar hematopoetik hiicrelerde de gosterilmistir (9).

Hematopoetik biiyiime faktorlerinin akut myeloblastik losemideki
blastlarin proliferasyonunu da uyardid: in-vitro olarak gosterilmistir. Akut
‘myeloblastik lésemili hastalardaki 16semik hiicreler yapisal olarak GM-
CSF, G-CSF ve M-CSF genleri tasir. Bununla birlikte ¢ok az éaylda 16semi
hiicresi in-vitro bilyiimesini siirdiirebilmek igin yeterli konsantrasyonda bu
biiylime faktodrlerini iiretir ve onlara karsilik verir. Bunun tam aksine in-
vitro bu faktérlerle stimiilasyondan sonra 16semi hiicrelerinin biiylimesinin
durdugu ve terminal diferansiasyonun gercgeklestigi tespit edilmistir (9).

Hematopoetik bityiitme faktorlerinin hematopoetik sistem digsinda da
rolleri vardir. Bunlarin normal kemik iligi fibroblastlari, endotelyal
hiicreler ve solid timér hiicrelerinin bilyiimesini ve fonksiyonunu in-vitro

uyardif: gosterilmistir. Mesela GM-CSF ve G-CSF endotelyal hiicrelerinin
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gévgﬁnﬁ ve prolifé/rasyonunu arttirir. Bu hiicrelerin ﬁzefihde her iki faktor
igin yiksek afiniteli b;aglanma noktalarll vardir (9,37).

Hématopoetik buyime faktorleri klinikte o6zellikle kemoterapinin
my.eloto_kvsik‘ etkisini hafifletmekte etkilidirler. Mortalite ve morbiditeyi
azaltir ve optimal dozun uygulanmasina firsat tanirlar (9,46). Ayrica kemik
"iligi, PBSPC ve umbilikal kord kani transplantasyonundan sonra
hematopoezin iyil‘éstirilmesinde kullanilirlar. Son yillarda ise hematopoetik
biiylime faktérleri PBSPC morbilizasyonunda uygulama alanina girmigtir
(3,6,9,46). Biyime faktorieri bazi durumlarda 16semik hicrelerin
proliferasyonunu uyarirlar ve bu l6semik hiicrelerin S fazina gegislerini
hizlandirarak kemoterapdtik ajanlara karst olan duyarhiliklarini arttirirlar.
Ayrica bazi kok hiicrelerini daha az ilag sensitif olan yavas veya nonsiklik
faza sokabilirler (9).

Rekombinant human graniilosit koloni stimiile edici faktér (Rh G-
GSF) E.Coli tarafindan yapilan ve kromotografik baéamakh serilerde
saflagtirilan 18,6 kilodalton molekiil agirliginda glikozillenmemis, 174
aminoasitlik tek zincirli bir polipeptiddir (28). Onkohematolojide en ¢ok
kullanilan ve tizerinde en fazla ¢aligilan sitokinlerden birisidir (59). Tolere
‘edilebilir yan etkileriyle rutin olarak kullanilan en uygun biyime
faktoridir (18,37).

Klinikte hematolojik cevap 6zellikle matiir notrofil sayisinda belirgin
artis seklindedir (37,80). Dolayisiyla kemoterapi sonras: hem ndtropeninin
derinligi ve stresi, hem de febril episodlarin gérilme sikl1g: azalir. Bunun

sonucunda uzun siireli antibiyotik tedavisine ihtiya¢c duyulmaz ve hastanede
kalig siresi kisalir (37). Periferik kan hiicrelerindeki artig, kemik iligi
selilaritesindeki ve myeloid/eritroid hiicre oranindaki artis ile birlikte
izlenmektedir (9). |

G-CSF’iin yuksek dozlarinda diger hiicre serilerinde de artig gozlenir
(3,9,37). Kandaki diger projenitér tirlerinin artis mekanizmasi belli
degildir. G-CSF’in olduk¢a immatiir hiicreler olan CFU-blast’lar1 etkiledigi
gosterilmis, megakaryositik ve eritroid projenitérlerin bu hiicrelerden
olustugu d_ﬁsﬁnﬁlmﬁgtﬁr (37). Ayrica G-CSF ile tedavi edilen baz:
hastalarda hizli trombosit iyilesmesi gdzlenmesine ragmen kanda CFU-Meg

tespit edilememigtir. Ancak non-proliferatif endomitotik megakaryositik
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prekiirsorler bu h;c{stalarda saptanmigtir. Bu prekirsorlerin G-CSF verilmesi
sonrast endcjen olarak sentezlenmis IL-6 ve LIF (lésemi inhibe edici
faktor) gibi sitokinlerle uyarildig: ileri sirdlmustir (75).

G-CSF ile mobilize edilen kanda CDs4" hiicrelere ek olarak fazla
sdjlda myeloid projenitor hiicre de bulunur. Buna ek olarak pirimitif kok
_hiicreleri de artmig ve kemik iligindeki diizeylerine yaklagmigtir (31,37,45).
Ayrica mobilize olan hiicrelerin klonojenik kapasiteleri olduk¢a fazladir ve
olusan koloniler kemik iligindekilerden ¢ok daha biyiiktiir, neredeyse gozle
gorillebilecek buytikluge erigmistir (22,24,31).

G-CSF ile mobilize kanda matiur notrofiller, projenitorler ve kok
hiicrelerin artisina ek olarak lenfosit alt gruplarinin da etkilendigi goriiliir.
Absolit T lenfoit sayisi, absoliit monosit sayis1, dogal oldiriicti hicreler,
T4 ve Tg hiicre sayilar1 da artar. Bunu endojen sitokinleri etkileyip lenfosit
ylizeyindeki adhezyon molekiillerinin iretimini degistirmekle
gergeklestirdigi ileri strilmustiir (59). G-CSF ile mobilizasyonda periferik
kanda CD3,” hiicreler 5. ile 6.giinlerde pik yaparlar (3,18,22,69). Ozellikle
projenitdrlerde yaklasik 100 kat artis saptanmigtir (37,69).

G-CSF hem kanser hastalarinda, hem de allojenik transplantasyoh
igin sagliklt kisilerde PBSPC mobilizasyonunda kullanilir (3). Klinik
uygulamalarda 5-16 pg/kg/giin dozlarinda verilir. Mobilize ettigi CDs4"
hiicre sayist agisindan bireyler arasinda da onemli farkliliklar vardir. Daha
yiiksek dozlarda artiy olmaz, ancak toksik etkilerde minimal artigiar
gozlenebilir (13,19,22). En sik gorilen yan etkisi kemik agrist ve
myaljidir. Nadir olarak hipotansiyon, splenomegali, egzema ve vaskiilit
- gibl istenmeyen etkiler bildirilmistir (18,19,59). Ancak saghikli kigilerde
G-CSF verilmesinden 6-12 giin sonra trombosit sayisinin gegici olarak
azaldig1 goralir. Lokoferez uygulamalari da ek olarak trombos@t_kayblna
neden olur. Genelde yitksek dozlarda goriilen bu gegici trombositopeninin
mekanizmas: pek anlasilamamistir. Genigleyen graniillopoezin trombopoezi
suprese ettigi disinilmektedir (18,19). G-CSF ile ayrica ilk 30 dakika
icerisinde gecici lIokopeni, lokosit alkalen fosfatazda ve. laktik
dehidrogenazda artis gorilebilir (9). Hem saghikli kisilerde, hem de
neoplastik vakalarda uzun siireli yan etki tanimlanmamistir. Uzun s/ilreli

kemik iligi analizlerinde ne morfolojik ne de sitogenetik anomali
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gozlenmemistir (1;8). Mobilizasydn etkinligi G-CSF’in dozuna baglidir.
Saglikli donor PBSPC’si ile hematolojik ve nonhematolojik malignensili
hastalardan eld‘e édilen‘otolog PBSPC arasinda CDs34  hiicre sayist
agisindan  buyik  farkliliklar yoktur. Ek olarak fazla sayida hicre
toplanab‘ild_igi i¢in bir tek lokoferez uygulamas: yeterli olabilir (18,19).
Diger bir sik  kullanilan biyime faktori olan GM-CSF’in
mobilizasyon etkinligi G-CSF’e yakin olsa da toksisitesi daha fazladir (18).
Ates, my'alji, artralji, anoreksi, transaminazlarda yiikselme, enjeksiyon
yerinde lokalize dokiintit yapar. Bunlar tolere edilebilen yan etkilerdir.
Daha yiksek dozlarda kapiller sizma sendromu, plevral, perikardiyal
efiizyonlar, asit, biityiik damar trombozu gériilebilir (9). 1lk doz reaksiyonu
olarak ise hipotansiyon, hipoksi bildirilmistir. GM-CSF’iin kisa siireli
intraventz infizyonu oOzellikle yiksek dozlarda ilk doz reaksiyonu,
karaciger toksisitesi ve atese neden olur. Bu nedenle subkutan enjeksiyon,
siirekli intravendz infiizyon veya 6 saatlik intravenéz infiizyon tercih

edilmelidir (62).

Kok ve Projenitér Hiicre Mobilizasyonu Uzerine

Kortikosteroidlerin Etkileri:

Kortikosteroidler adrenal bezin korteksinde, =zona fasikiilata
tabakasinda sentez edilen steroid halkasindan olusmus bilesikierdir.
Sentezleri ve salinimlar1 ACTH tarafindan kontrol edilir. Karbonhidrat,
protein, yag metabolizmasina etkileri, antienflamatuar ve immunosupresif
etkileri yaninda hematopoetik, santral sinir sistemi, bobrekler, kardio
vaskiller sistem, kemikler ve kalsiyum metabolizmas: ile ¢izgili kaslar
tizerine de etkileri vardir (81).

Hematopoetik hiicreler iizerinde oldukg¢a kompleks bir etkiye sahip
olan kortikosteroidlerin kok ve projenitér hiicre mobilizasyonu iizerindeki
etkileri heniiz yeterince anlasilamamistir. Hematopoetik bilyiime faktorleri
mobilizasyonda olduk¢a etkin ajanlardir, ancak hem elde edilimi zordur,
hem de maliyeti yiiksektir. Bu durum PBSPC mobilizasyonlarina ek bir
destek olarak glukokortikoidlere karg: ilgiyi arttirmistir. Yiksek doz metil
prednizolon (YDMP) ozellikle c¢ocuklarda relatif olarak ucuz ve kolay

uygulanabilir bir tedavi geklidir. Aplastik anemili hastalarda hemoglobin,



23

beyaz Kkiire, trorilbosit degerlerini yikseltir, kemik iligi selularitesini
normal seviyesine get:irir ve hematopoézde tam bir restorasyon saglayabilir
(30). T'edaviylvé CFU-GM’lerin normal degerlere ¢iktig1 bildirilmigstir.
Hematopoezi -hem immunosupresif etkiyle hem de koloni stimilator
aktiviteyi uyararak iyilestirdigi dusinilmektedir (30,82). Deksametazonun
" koloni stimulatér aktivite Uzerinde uyarict etkilerinin olmasi (83) ve
hidrokortizon ile saglikli kisilerde CFU-GM’lerin proliferasyonunun
artmast bu distinceyi desteklemektedir (42). Hidrokortizonun bu etkilerini
potansiyel koloni inhibitoérleri olan interferon, ferritin, laktoferrin, PGE.,
TNF-a gibi m_olekﬁllerin bir veya daha fazlasinin dretimini inhibe etmek
yolu ile gergeklestirdigi belirtilmistir (42).

YDMP’nun akut lenfoblastik 16semili hastalarda 16kositlerin kemik
iliginde yapimini1 hizlandirdig: (84) ve akut 16semili hastalarda direkt toksik
etkinin yanisira myeloblastlarin ve lenfoblastlarin matiir graniilositlere
diferansiasyonuna neden oldugu gosterilmistir (84-91). Métil prednizolonun
endojen GM-CSF diizeyini arttirarak hematopoezi restore ettigi ve
diferansiasyonu gergeklestirdigi disinilmektedir (91). Prednizolon ve
deksametazon da giigli differansiye edici ajanlardir (85). Yine YDMP nun
akut 16semili gocuk hastalarda kemik iliginde CDs4" hiicre proliferasyonunu
endojen bilyiime faktér tiretimini uyararak gergeklestirdigi bildirilmistir
(33). Ayrica normal hematopoezi inhibe eden 16semi ile iliskili inhibitorler
iizerine supresif etkisi de vardir (33). ALL ve AML’li hastalarda metil
prednizolonun periferik kan CDs," hiicreleri arttirdif1 gegtigimiz yillarda

yapilan bir ¢aligmada gosterilmistir (29).



MATERYAL ve METOD

Kemik iliginden periferik kana kok ve projenitor hﬁcré
mobilizasyonu tizerine YDMP, G-CSF ve her ikisinin birlikte kullaniminin
etkinligini arastirmak amaci ile yapilan bu ¢alismanin deney asamasi KTU
Saglik Bilimleri Enstitiisi Deneysel Aragtirma ve Uygulama Merkezi’'nde
gerceklestirildi. Caligmada 37 adet Yeni Zelanda cinsi beyaz tavsan
kullanildi. Tavsanlar Tarim ve Kéy Isleri Bakanlig, Ankara Tavukculuk
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Tavganlar1 beslemek i¢in Samsun
Yem Sanayii’nde duretilen yem kullanildi. Denekler 2850-3300 gr
agirlindaydi (ortalama 3050 gr).

insanlarda periferik kanda CDs4' hiicre orani %0.05-0.5 arasindadir
ve flow cytometry ile %0.1’in altindaki degerler o6lgilememektedir (2).
Caligmada o6nce herhangi bir mobilize edici ajan verilmeden rastgele
se¢ilmis bir ka¢ tavsanda periferik kan CDs4" hiicre oranlari d8l¢iildi ve
FCM ile saptanabilecek degerler elde edilemedi. Bu nedenle kemik iligi
kok ve projenitor hicreleri iizerinde bir kemoterapoétik ajan ile uyarim
saglandi. Bunun igin biitiin tavsanlara siklofosfamid 1gr/m? intravendz (iv)
30 dakika stre igerisinde infizyon gseklinde tek doz olarak verildi.
Siklofosfamid verilisinden 5 giin sonra periferik kan CDs4" hiicre orani
FCM ile 6lgiildii. Elde edilen edilen bu CDs4  hiicre degerleri baslangig
degerleri olarak alinip denekler doért gruba ayrildi ve siklofosfomid
verildikten 5 gin sonra gruplara diger mobilize edici ajanlar verilmeye

baslandi. Deneklerin gruplara gore dagilim: Tablo 1°de gésterilmigtir.
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Tablo 1: Denekleflin gruplara gore dagilimu:

Grup 1 (G1) 7 ;tavsana serum fizyolojik (SF) 1 cc/kg/giin iv puse

(Kontrol. grubu) séklinde 1 dakika siire igerisinde 7 giin verildi.

Grup 2 (Gz) - : 10 tavsana MP 30 mg/kg/giin tek doz sabah 9:°%*dan once

_ iv puse seklinde 10 dakika sire icerisinde 7 giin verildi.

"Grup 3 (G3) - 10 tavsana G-CSF 5 pg/kg/gin tek doz iv infiizyon
| seklinde 30 dakika siire igerisinde 7 giin verildi.

Grup 4 (G4) - 10 tavsana MP 30 mg/kg/giin tek doz sabah 9:°°’dan 6nce

iv puse seklinde 10 dakika sire icerisinde ve G-CSF

5 ug/kg/gin tek doz iv infiizyon seklinde 30 dakika sire

icerisinde ardisik olarak 7 giin verildi.
Tim gruplarda 8. Giin FCM ile CD34" hiicre oranlar: 6lgiildi.

Bu c¢alismadaki FCM analizleri KTU Tip Fakﬁltesi Hematoloji
Laboratuvari’nda gergeklestirildi ve Coulter Epics Elite FCS
Flowcytometry cihazi kullanildi. Her bir CDs34 hiicre orami 8lgiimii igin
deneklerden 2 cc vendz kan alind1 ve EDTA igeren tiplere konuldu. 5 cc
kapasiteli diger bir plastik tiiplin igerisine. CDs4 monoklonal antikorundan
(Phycoerythrin, Kat. No: Immunotech 1145-08.1, U.S.A.) 20 u! konularak
iizerine 100 pl vendz kan eklendi ve mik>serde karigtirildi. Bu gekilde 20
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen materyal
Coulter Multi-Q-Prep cihazindan gegirildi. Islem sirasinda bu cihazda
numiine sirayla otomatik olarak immunoprep A (formik asid; stabilizer),
immunoprep B (sodyum karbonat, sodyum klorid, sodyum stilfat; stabilizer)
ve Immunoprep C (paraformaldehid; tampon) ile muamele edildi. Tekrar 20
dakika karanlikta ve oda 1sisinda inkiibasyonu saglandi. Islem sonunda
nimuneler analiz i¢in hazir hale geldi ve FCM cihazina verildi. Her bir test

i¢in gerekli 100 pl vendz kan en az 5000 /mm> 16kosit igermekteydi.
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istatistikselfDegerlendirme:

Verilerin istatiétiksel analizindé, gruplar parametrik varsayimlari
yerine getiremediginden dort grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
Waryans ‘analizi kullanildi. Farkli iki grubun karsilagtirilmasinda Mann
Whitney-U t.estinden ve ayni gruplar igerisindeki karsilastirmalarda ise
‘"Wilcoxon Rank Sam testinden yararlanildi (92). Gruplarin aritmetik
ortalamalarinin minimum ve maksimum degerleri arasinda farklilik olmasi
nedeniyle. verilerin sonuglar1 aritmetik ortalama (Arit. ort)xstandart hata
(SH) olarak hesaplandi.



BULGULAR

Deneklere CYC, SF, YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF ardisik
verildikten sonra periferik kanda tespit edilen CDss  hiicre yiizdeleri

asagida sunulmustur.

Periferik Kan CD34" Hiicre Yiizdeleri:

Baglangi¢ degerlerini elde etmek i¢in CYC verildikten 5 gin sonra
elde edilen periferik kan CDs34" hiicre yiizdeleri agisindan dort grup
arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (P=0,939038) (Tablo 2).

Tablo 2: Gruplarin CYC verildikten sonra CD34" hiicre yizdeleri

CD3s4" Hiicre Yiizdeleri (%)

Arit.Ort.=SH Minimum Maksimum
G1 2.01+0.76 0.1 4.5
G2 : 1.82+0.38 0.3 4.1
G3 1.79+0.62 0.3 6.8
G 1.86+0.65 0.2 v 7

Gruplara SF, YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF ardisik verildik;ten
sonra elde edilen periferik kan CDs34" hiicre yiizdeleri agisindan dort grup
arasinda anlamli bir farklilik oldugu gorildi (P=0.002599) (Tablo 3). Bu
farkin hangi gruptan kaynaklandifini bulmak i¢in gruplarin ortalama CD34"

hiicre yiizdeleri kendi aralarinda karsilagtirildi.
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Tablo 3: Gruplara SF, YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF ardisik
verildikten sonra CDs4" hiicre yiizdeleri.

CD;." Hiicre Yiizdeleri (%)

Arit.Ort.£SH Minimum Maksimum

G 1.21£0.48 0.1 3.1
G- : 4.17+0.53 2.2 7.1
Gs 8.37£2.40 1.5 28.6
Gs 3.67+0.72 ' 0.3 7.2
G1-G2—>P=0.005357 G,-G3—>P=0.0694
G1-G3—P=0.003376 G2-G4—>P=0.54489
G1-G4—P= 0.03148 G3-G4—P=0.0450735

SF verilen kontrol grubu (G;) ile YDMP (G3), G-CSF (G3) ve YDMP
ile G-CSF (Gs4) ardisik verilen gruplar karsilastirildiginda CD3s4” hiicre
yiizdesinin anlaml: gekilde arttig1 gézlenmistir (P<0.05).

Daha sonra G; haricinde diger ii¢ grup kendi aralarinda ayri ayri
karsilastirildi. G ile Gs ve G, ile G4 arasinda CD34" hiicre artisi agisindan
anlamli bir fark bulunmad: (P>0.05). G, ile G; arasinda CDs34" hiicre artist
acisindan istatistiksel olarak fark bulunmamakla birlikte, Gz’de Gz’ye
oranla daha fazla bir CDj4" hiicre artist mevcuttu. Ancak G; ile Gy
kargilagtirildiginda Gs’deki CD;3," hiicre artiginin G4’ deki artisa oranla

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek oldugu gozlendi (P<0.05).

| Bitiin deneklere CYC verildikten 5 giin sonra elde edilen CDj4"
hiicre degerleri ile bundan sonra SF, YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF
ardisik verildikten 7 giin sonra elde edilen CDs34" hiicre degerleri $Sekil

3,4,5 ve 6’da goriillmektedir.
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Sekil 3: Denekl'ere CYC Vé SF verildikten sonra CDs4" hiicre yiizdeleri

Ort. CD34+ Hiicre Yiizdeleri (%)

CcYC SF

Sekil 4: Deneklere CYC ve YDMP verildikten sonra CDs34" hiicre yiizdeleri

Ort. CD34+ Hiicre Yiizdeleri (%)

CYC YDMP



30

Sekil 5: Deneklere CYC ve G-CSF verildikten sonra CD34" hiicre yiizdeleri

Ort. CD34+ Hiicre Yiizdeleri (%)

CYC G-CSF

 Sekil 6: Deneklere CYC ve YDMP ile G-CSF ardigitk verildikten sonra

CDs." hiicre yuzdeleri

Ort. CD34+ Hiicre Yiizdeleri (%)

CYC | YDMP+G-CSF
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Tim gruplar CYC verlldlkten sonra CDis' hiicre yiizdeleri ile SF,
YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF ardisik verildikten sonra CDsi4" hiicre
yuzdelerl acisindan ayr1 ayri karsilastirildi. Gi’de iki deger arasinda
anlamh-_bir fafkh’llk bulunamazken (P>0.05). G2, G3 ve G4’te CDs14" hiicre
yiizdelerinin anlamli gekilde arttigi gézlendi (P<0.005).

Deneklere CYC ve SF, YDMP, G-CSF, YDMP ile G-CSF ardigik
verildikten sonra‘b CDs4" hiicre yuzdelerindeki degigiklikler Tablo 4’te

gosterilmektedir.

Tablo 4: Gruplara CYC ve SF, YDMP, G-CSF, YDMP ile G-CSF ardigik
verildikten sonra CD34" hiicre yiizdeleri.

CD;," Hiicre Yiizdeleri (%)

Gy G, Gs Ga
Arit. Ort+SH Arit. Ort+SH Arit.Ort£SH © Arit.Ort+SH
CYyc SF CyC YDMP CYC G-CSF CYC YDMP+
G-CSF

201£0.76 121048 1.82+038 4.17+053 179+0.62 8.37£2.40 1.86+0.65 . 3.67:0.72

P=0.13057 P=0.004427 P=0.004426 P=0.004832




Farkl: gruple{rdaki deneklerde CDs,' hiicre oranlarinin FCM

histogramlar: asagida gosterilmigtir.
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G-CSF sonras: histogram ormegi YDMP+G-CSF  sonrast histogram &rnegi
(CD34" %9.1) (CDs34" %3.3)

Calismada hematopoetik kok ve ana hiicreleri tespit etmek igin CDsy4
Multipotent Kok Hicre [Phycoerythrin (PE)] Monoklonal Antikorlar:
kullanildi.
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PBSPC transplantasyonu, son yillarda artan bir hizla solid timérler
ve  hematolojik  malign  hastaliklarin  tedavisinde kemik  iligi
transplantasyonuna bir alternatif olarak kullanilmaktadir (16-20). PBSPC
mobilize etmek i¢in en etkili yontemin kemoterapi ve hematopoetik biiyiime
faktor kombinasyonu oldugu bildirilmistir (2,16,17,23,28). Burada ideal
olan diusuk doz kemoterapi ile bu kombinasyonun séglanmamdxr (23).
Kemoterap6tik ajanin  ve hematopoetik buyime faktdrinin PBSPC
mobilizasyon kinetiginin iglemesinde ve hematopoezin iyilesmesinde
sinerjik olarak hareket ettigi gdsterilmistir (17). Bu mobilizasyon
metodunda kemoterapdtik ajan ile malign hiicreler minimuma indirgenirken
(17), ayn1 zamanda buyume fakt6rii ile oldukca hizli bir immun fonksiyon,
trombosit ve notrofil iyilesmesi elde edilmektedir (16,17,46). CYC ve G-
CSF bu kombinasyondar en stk tercih edilen ajanlardir (26,46). Kemik
iligine olan toksik etkileri ve periferik kana yetersiz sayida hiicre mobilize
etmeleri nedeniyle PBSPC mobilizasyonunda tek basina kemoterapotik

" ajanlarin kullanim: tercih edilmemektedir (46,68). ‘Bu ¢aligmada CYC,

YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF kombine kullanilarak farkli oranlarda |

PBSPC mobilizasyonu saglanda.

Son bir ka¢ yildir uygulamaya giren allojenik PBSPC
transplantasyonunda hematopoetik biiyime faktorleri kullanilmaktadir
(18,22,59). Ancak bu faktdrlerin hem elde edilmesi zordur, hem de maliyeti
oldukg¢a yiiksektir (30). Bu durum arastirmacilari yeni mobilize edici
ajanlar bulmaya yoneltmistir. Kortikosteroidler bunlara bir 6rnektir.
Hematopoetik hiicreler iizerinde oldukg¢a kompleks bir etkiye sahip olan

kortikosteroidlerin kdk ve projenitér hiicre mobilizasyonu iizerindeki
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etkileri heniiz yeferince anlagilmamistir. Yiksek doz metil prédnizolon
tedavisi yakin zamanda 16semili hastalarda denenmis ve kemik iligi CD34+
hiicre p‘r‘oliferas_'yon' ve mobilizasyonunu, dolayisiyla periferik kan CDj4"
hiicre sayisin1  arttirdigi  goralmistir (29,33). Bu etkisini  endojen
heﬁiatopoetik buyime faktérii salimimini uyararak gerceklestirdigi
.dﬁsﬁnﬁln-lektedir (33). Tuncer ve arkadaglarinin yaptiga bir g¢aligmada
YDMP tedavisi ile GM-CSF saliniminin ve buna bagli olarak koloni
" sitimiile edici aktivitenin arttigi (91), bir baska ¢aligmada ise ayn1 tedavi
metoduyla serumda hem G-CSF, hem de GM-CSF diizeylerinin arttig:1 tespit
edilmistir  (93). Ancak YDMP simdiye kadar allojenik PBSPC
transplantasyonunda perifere CD;4" hiicre mobilizasyonunu saglamak i¢in
hi¢ kullaniimamigtir.

Bizim yaptigimiz bu arastirmada YDMP ilk defa saglikli deneklerde
hematopoetik kok ve projenitdr hiicre mobilizasyonunda kullanilmigtir.
Daha onceki c¢aligmalarda periferik kanda CD;4" hiicrélerin G-CSF ile
mobilize edildiginde 5 ile 6. giinlerde (18), MP ile mobilize edildiinde ise
7. giinde pik yaptiklar: tespit edilmis oldugundan deneklere ilaglar 7 gin
sire ile verilmis ve 8. gun bitiin tavganlarda FCM ile CD34" hiicre oranlari
dlgtilmiistiir. Caligmanin sonucunda bir hematopoetik biyime faktord olan
G-CSF’iin kullanilan diger ajanlara oranla periferik kana daha fazla CDss"
hiicre mobilize ettigi gorilmistir. Ilging olarak YDMP ile G-CSF’un

ardisik kullanildigi G4 grubundaki periferik kan CDs4  hiicre artiginin G-
| CSF’un tek basina kullanildig: Gs; grubundaki CD34" hiicre artigindan
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiikk oldugu gozlenmigtir (P<0.05).
' Bu durum daha 6nce yapilan ¢aligmalardaki YDMP’un endojen G-CSF ve
GM-CSF salinimi uyararak periferik kan CDs4" hiicre sayisint artirdig:
yonindeki goriiglere ters digmektedir (29). Bizim sonuglarimiz, YDMP ile
eksojen verilen G-CSF’in hematopoetik kok-projenitér hiicre proliferasybn
ve mobilizasyonunda sinerjik olarak hareket etmedigi izlenimini
vermektedir. _ | .

Her ine kadar bu ¢alismada G-CSF ve YDMP birbirlerine sinerjik etki
gostermemelerine ragmen tek baspina YDMP tedavisi CDs34"  hiicre
mobilizasyonunu efektif olarak saglamis ve G-CSF hematopoetik hiicre

mobilizasyonunda YDMP’na oranla daha etkili goriunse de, bu artig
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istatistiksel 6larak anlamli bulunmamigtir (p>0.05). YDMP ile tedavide
klinik olarak yan - etkilerin tolere. edilebilir diizeyde oldugu ve
hipertansiyon, akne, buffalo horgiicii, hiperglisemi, depresyon gibi etkilerin
nadiren gorildugi bildirilmistir (30,89). YDMP’un hematopoetik biyime
faktorine oranla daha ucuz ve kolay elde edilebilir bir ajan olmas1 PBSPC
.transplahtasyonuna ek bir destek saglayacak gibi gérinmektedir. Bizim
aragtirmamizda tek doz YDMP’un maliyeti, tek doz G-CSF’in maliyetine
oranla daha ucuz bulunmustur. |

Siklofosfamid en giivenilir ve etkili mobilize edici kemoterapoetik
ajan olarak bilinse de yaptigimiz bu ¢alismada CDss"  hiicre
mobilizasyonunda  tek  bagina  kullanildiginda  yeterince  efektif
bulunamamistir. CYC i¢in hematopoetik hiicre mobilize edici doz
literatirde 1-7 gr/m® olarak bildirilmesine ragmen, ¢aligmada deneklerin
hematopoetik sistemini bu kemoterapétik ajanin toksik etkilerinden
korumak amaciyla en disik doz olan 1 gr/m? tercih' edilmistir. CYC
verildikten sonra periferik kanda tespit edilen CDss" hiicre yiizdeleri
YDMP, G-CSF ve YDMP ile G-CSF ardisik verildikten sonra ayri ayri
periferik kanda tespit edilen CDs4" hiicre yiizdelerinden ahlamll derecede
disiiktii (P<0.005). Bu sonuglar PBSPC elde etmek igin tek basina CYC’nin
yetersiz oldugunu veya uygulanan lgr/m*’lik diisiikk dozun eféktif bir
mobilize edici doz olmadigini ve CYC verildikten sonra hematopoetik
biyime faktorlerinin de verilmesi »gerektigini bir kez daha ortaya
koymustur. Sonug¢ olarak bu arastirmada isfatistiksel olarak anlamlt olmasa
da periferik kan CDs4" hiicre artigsinda en biyik etkiye bir hematopoetik
* biiyiime faktorii olan G-CSF’iin sahip oldugu gozlenmistir. ;

Son yapilan ¢aligmalarda G-CSF verilmesi ile periferik kanda CDs4"
hiicre sayisinin artiginin sadece kemik iligindeki hticrelerin proliferasyon
ve mobilizasyonuna bagli olmadigi, G-CSF’nin periferik kanda -yerle\sik
sekilde bulunan CDs," hiicreleri apopitozisden koruyarak bu hiicrelerin
yasam siirelerini uzatt1g: bildirilmistir (94). Kemik iligindé bulunan CDs4"
hiicreler, kemik iligi stromasi ile temas etmesi ve lokal mikro ¢evre
tarafindan iretilen biyiime faktorlerinin etkisi ile apopitozisten korunur.
G-CSF verilmesi ile kemik iligindeki bu ortama benzer sekilde periferik

kanda bir mikro g¢evre olusur ve CDs4" hiicrelerinin apopitozis orant azalir.
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Apopitozisdeki bli azalis sadece CD34"hﬁcre1ere sinirhidir, diger hiicre
gruplarinda bu etki :gériilmemiy'ir. Ancak yine de malign hiicrelerde
apopitozisin sﬁpreéybnun‘un malign transformasyonla sonlanacagi riski
agisindan dikkatli olunmalidir (94).

Sé_n lylllarda mobilizasyon rejimlerine  bir yenilik  olarak
‘hematopoetik biyime faktdrlerinin kombinasyonu iizerinde yogun bir
sekilde galigilmaktadir. Yapilan galismalarda SCF (kok hiicre faktori) ile
G-CSF, IL-3 ile G-CSF ve GM-CSF ile G-CSF’iin ardisik kullanimindan
bahsedilmektedir (6). Ozellikle SCF ile G-CSF kombinasyonu siklikla
tercih edilmekte ve CDj4" hiicre mobilizasyonunda her iki faktoriin tek
basina kullanimindan daha etkili oldugu ve daha hizli bir hematopoetik
iyilesme sagladigi belirtilmektedir (6,12). IL-3-GM-CSF fiizyon proteini
(PIXY-321), genetik manuplasyonlar sonucunda elde edilmis bir biiyiime
faktdor kombinasyon 6rnegidir (2).

Bu verilerin 1518§inda PBSPC transplantasyonunun ‘hlzla kemik iligi
transplantasyonunun yerini aldigi goérilmektedir (18,19). Ozellikle CD3s"
hiicrelerin pozitif seleksiyonu tam kan lokoferez iiriinlerine oranla daha
hizl: bir hematopoetik iyilesme saglar ve nialign hiicreler ile T hiicre
sayisini onemli Olgiide azaltir (14,67). Ek olarak bu konsantre iirtinlerin
kigik volimleri, onlarin dondurularak saklanmasinda biiyiik kolaylik saglar
(67). Dondurulup infiizyon o©ncesi yeniden ¢oziinen hiicrelerin kendini
yenileme ve proliferasyon kapasitesinin tam ve siirekli oldugu gozlenmistir
(11,67). CD3," hiicrelerin seleksiyonu yontemi ile lizis olmus hicrelerin,
debrisin ve krioprotektanlarin azalmig volumiine bagli olarak muhtemel yan
‘etkilerden korunulmus olur. Bu tip uygulamalarda transplantasybﬁ sonrasi
biytime faktor ilavesine ihtiya¢ duyulmayabilir (67).

Lokoferez uygulamalarinin maliyeti kemik iligi aspirasyon yontemine
oranla daha yitksek olsa da uygulanan bu gelismis yontemler ile her bir
transplantasyonda sadece tek bir l16koferez girisimiyle yeterli miktarda iiriin
toplanabilir ve bu maliyeti kismen disirir (2). Ayrica daha hizli
hematolojik iyilesme sayesinde hastanede kalma siiresi kisalir, antibiotik
kullanimi, destek tedavi ihtiyaci azailr. Bu durum PBSPC

transplantasyonunu daha ucuz bir uygulama haline getirir (2,22,23).
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Bitin bu gélismi§ uygulamalara ragmen, onceden uygulanmis asiri
kemoterapi nedeniyle baz hastalardan yeterli miktarda PBSPC mobilize
edilememektedif (20,'28).'Kem_ik iligi rezervleri oldukga yetersiz olan bu
hastalardan CDss" hicrelerinin kiigik bir miktart1 alinarak, bunlarin
prolife'ré_syonunu ve kendini yenileme kapasitesini arttirabilen sitokinlerle
.ex-vivo inkiibe edilmesi sonunda infiizyon igin yeterli say: ve kapasitede
iirin elde edilebilir (2,14‘,20,95). Bu sekilde driinler tiimor hiicreleri ve T
lenfositlerden arindiriimis olur (4,14). Ex-vivo kiltiirlerde CDs4" hiicreler
1-2 hafta sonra en az 50 kat: kadar g¢ogaltilabilir ve boylece bir kag
hiicreden tiim hematopoetik sistemi yenileyecek miktarda driin saglanabilir
(4). Kemirgenler ile yapilan g¢aligmalarda 30 LTCIC’nin uzun sireli
rekonstitusyon igin yeterli oldugu gosterilmisgtir. Insanlar i¢in bu sayinin
maksimum 30.000 oldugu belirtilmistir (14).

Arastirmacilar son yillarda intrauterin hematopoetik ko6k projenitdr
hiicrelerin transplantasyonun uygulanabilecegini gosterdiler. Burada yine
pozitif segilmis CDs4 hiicreleri kullanilmakta ve fetusun boyutlarinin
kigikligi nedeniyle ¢ok dusiik volimler yeterli olmaktadir (4).

Giniimiizde CD34" hiicreler artik gen terapisinde denenmektedir (4, 96)
Pozitif seleksiyon yontemiyle elde edilmis bu hiicrelere multipl ilag rezinstans
geninin  retroviral transferinin kemoterapotik  ilaglarin  myelotoksik
etkilerinden kemik iligini koruyabilecegi ifade edilmistir (97). Erken
calismalarda hematopoetik hiicrelere rekombinant retroviral vektor ile transfer
edilmis neomisin fosfotransferaz geni kullamlmis ve hematopoezin gelisimsel
kapasitesi bu sekilde aydinlatilmaya calisilmigtir (98). Gen tedavisinde ilk
% ¢aligmalar bir takim hematolojik olmayan konjenital hastaliklar Gizerindeydi.
Artik bu tedavi yontemi malignensili ve immun yetmezlikli hastalar izerinde
denenmektedir (98). Son bir kag yildir aragtirmacilar gen transferi igin CDss”
hiicre populasyonunu kullanmaktadirlar ve bu hiicrelerin gen tedavisi igin

ideal hedeﬂer oldugu belirtilmistir (23,98).
| Biitiin bu ilerlemeler sonucunda bir kag¢ yil igerisinde sadece kemlk iligi
transplantasyonu degil, PBSPC transplantasyonu i¢gin kullanilan 16koferez
uygulamallarl da tarihe karigacak gibi gorinmektedir (2). Hastalardan,
hefnatopoetik iyilesmeyi desteklemek i¢in daha sonra kullanilmak izere

sadece bir kag hiicre alinip ex-vivo gogaltilabilecek (2,4,14) ve ayni zamanda
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bu hiicrelere gen;;transferi uygulanabilecektir (4,96-98). Onkohematolojide bu
konu izerine gahsrﬁalar hizla ilerlemektedir ve goralduga gibi PBSPC
transplantasyonu olldukga ilgi ¢ekici bir uygulama seklidir. Elde edilen CDs4"
hiicrelerin transplantasyonu kemik iligi transplantasyonuna bir alternatif
olabileb_cegiv gibi, ayni zamanda aplastik anemi, paroksismal noktural
hembglobim‘iri, myelodisplastik sendrom ve immun yetmezlikler gibi bir
takim hastaliklarda da hematopoezi desteklemek amaci ile kullanilabilecektir.

YDMP ile G-CSF’in CDs," hiicre mobilizasyonunda sinerjik olarak etki
gostermemesi, hiicreler ile kemik iligi mikro ¢evresi arasindaki
etkilesimlerden veya MP’nun hematopoetik hiicreler iizerindeki G-CSF
reseptorlerini  bloke  etmesinden  kaynaklanabilir. Bu  hipotezlerin
ispatlanabilmesi ve  YDMP’un  allojenik veya  otolog PBSPC
transplantasyonunda CD34' hiicre mobilize etmek iizere kullanilabilmesi i¢in
daha ileri deneysel ve klinik ¢aligmalara gerek vardir.

Sonuglarimiz, CD3;" hiicre mobilizasyonunda etkili bir yontem olarak
YDMP tedavisinin kullanabilecegini gostermektedir. YDMP tedavisi ile CD34"
hiicre mobilizasyonunun yanisira ayni1 zamanda blastik hiicrelerin  matir
graniilositlere diferansiasyonu gergekleymektedir. Bu etkileri nedeniyle
YDMP, kemik iligi malign hicrelerle infiltre hastalara verildiginde periferik
kana CD34+ hiicre mobilizasyonunun aksine tiimér hiicre mobilizasyonunun
engellenebilecegi diiginiilmektedir. Ayrica G-CSF’e gore daha ucuz bir ajan
olmasi YDMP tedavisinin CDs," hiicre mobilizasyonundz; ucuz ve etkili bir
yontem oldugu izlenimini vermektedir. YDMP’un tek bagina kullanildiginda
efektif bir sekilde CDss” hiicre mobilizasyonu saglamasina ragmen eksojen
verilen G-CSF ile birlikte sinerjik olarak hareket etmemesi, mobilize edici
etkisini sadece endojen G-CSF veya GM-CSF salintmi uyararak

gergeklestirdigi yonindeki hipotezlerle uyusmamaktadir. : .



SONUCLAR ve ONERILER

Bu caligmada malign hastaliklarin tedavisinde yeni bir uygulama

sekli olan periferik kan CDj4" hiicre transplantasyonunda mobilize edici
ajanlar olarak CYC, G-CSF, YDMP ve YDMP ile G-CSF'un ardigik

kullanimi sonras: etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

1.
2.

CYC ile periferik kana yeterli diizeyde CD34" hiicre mobilize edilemedi.

G-CSF ile diger mobilize edici ajanlara oranla daha fazla CD3s" hicre

periferik kana mobilize edildi.

.YDMP, CDs3;" hiicre mobilizasyonunda etkili bir ajan olarak

degerlendirildi. Ancak mobilize ettigi hiicre sayisi istatistiksel olarak

anlamli olmasa da G-CSF'e oranla daha dasik bulundu.

. YDMP ile G-CSF'un ardigik kullanimi sonrasi mobilize olan CD34" hiicre

yiizdeleri tek bagina G-CSF kullanimina oranla istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde diisiik bulundu.

.Bilindigi kadariyla YDMP, ilk defa bu ¢aliymada saglam deneklerde

periferik kana CDs4" hiicre mobilize etmek idzere kullanildi ve bu tir
uygulamalarda ekonomik agidan ek bir destek saglayabilecegi izlemini

verdi.

_Ileride sadece bir kag adet CD34" hiicrenin ex-vivo ¢ogaltilabilmesiyle

PBSPC transplantasyonu gergeklestirilebilecek ve bu hiicrelere 'gen
transferi uygulanabilecektir. Bu umit verici gelismeler dogrultusunda
yeni mobilize edici ajanlarin bulunmasi ve YDMP'un etkilerinin

degerlendirilmesi igin daha ileri galigmalara gerek oldugu kamslndaylz.




OZET

Periferik kan CDs4" hiicre transplantasyonu son yillarda artan bir
hizla hematolojik ve nonhematolojik malign hastaliklarin tedavisinde
kemik iligi transplantasyonuna bir alternatif olarak kullanilmaktadir. CD34"
hiicre mobilizasyonunda hematopoetik biyime faktérleri, kemoterapotik
ajanlar veya her ikisi kombine olarak uygulanmaktadir. Hematopoetik
biyiime faktdrlerinin yiksek maliyeti ve kemoterapdtik ajanlarin
myelotoksik etkileri nedeniyle yeni mobilize edici ajanlar arastirilmis ve
yakin zamanlarda yiiksek doz metil prednizolon tedavisinin (YDMP) CDs,"
hiicre mobilizasyonunu arttirdi8: tespit edilmigtir.

Calisma 37 tavsanda yapildi. Baslangig degerlerini elde etmek iizere
siklofosfamid (CYC) 1 gr/m® tek doz olarak verildi ve bes giin sonra CD34"
hiicre yiizdeleri olgiildii. Daha sonra denekler dért gruba ayrildi. Birinci
Gruba (kontrol grup, n=7) 1 cc/kg/giin dozda serum fizyolojik, ikinci gruba
(n=10) 30 mg/kg/giin dozda YDMP, iiginci gruba (n=10) 5 ug/kg/gin
dozda graniilosit koloni sitimile edici faktor (G-CSF), dérdiincii gruba ise
(n=10) 30 mg/kg/gin dozda YDMP ve 5 ng/kg/giin dozda G-CSF ardisik
olarak 7 giin siire ile verilerek CDj34" hiicre mobilizasyonu tzerindeki
etkileri arastirildi. Uygulama sonunda CYC ile efektif bir mobilizasyon
saglanamazken YDMP ve G-CSF ile periferik kana yeterli dizeyde
hiicrenin mobilize oldugu gérildi. G-CSF ile YDMP'na oranla daha fazla
hiicre mobilize edilse de bu istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0.05).
YDMP ile G-CSF'un ardisik kullanildigi gruptaki CDs4" hiicre artisinin G-
CSF'e oranla anlamli bir sekilde diisiik oldugu gézlendi (p<0.05). Sonug
olarak 7 giin uygulanan YDMP tedavisinin CD34" hiicre mobilizasyonunda
‘etkili bir yéntem oldugu disiinildi. '




SUMMARY

The Effects of HDMP and G-CSf Therapies on the Péripheral
Hematopoietic Stem-Progenitor Cell Mobilization in Rabbits

In the recent years, peripheral blood CDs,* cell transplantation is
increasingly used as an alternative therapy to bone marrow transplantation in
the treatment of hematologic and nonhematologic malignancies. The CDs,"
cell mobilization procedure includes the administration of hematopoietic
growth factors, chemotherapeutic agents or both. Because the high cost of
hematopoietic growth factors and the myelotoxic  effects of
chemotherapeutic agents, new mobilizing agents are under investigation.
Recently, it was indicated that high dose methyl prednisolone (HDMP) -
caused the increase of CD5,” cell mobilization.

Thirtyseven rabbits were included to this study. Cyclophosphamide
(CYC) of 1 g/m*in a single dose was given to all rabbits to obtain the initial
values. Percentages of CDs;,” cells were measured after five days.
Thirtyseven rabbits were divided into four groups. In the first group, 7
rabbits were chosen as controls and serum physiologic (1 ml/kg/day) was
given intravenously for seven days. 30 mg/kg/day HDMP and 5 pg/kg/day
granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) were given for seven days to
-the second (n=10) and third (n=10) groups, respectively. The fourth group
(n=10) was received 30 mg/kg/day HDMP plus 5 ng/kg/day G-CSF for seven
days. While no effective mobilization was provided with CYC, HDMP and
G-CSF produced sufficient cell mobilization to peripheral blood. According
to HDMP, G-CSF mobilized more CDs," cells but this was not statistically
significant (p>0.05). In the fourth group CDs," cell mobilization. was
significantly lower than that of G-CSF group (p<0.05). In conclusion,

HDMP therapy may be considered as an effective method in CD;," cell
mobilization. o
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