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llogeneik Kok Hucre Nakillerinde (Allo-
KHN) hazirlik rejimini izleyen aplazi son-
ras1 dondr lenfohematopoietik hiicrelerinin
alicida yerlesmesi ve yeni kan htuicrelerinin olus-
masi “engrafman ”"(yamanma) olarak isimlendirilir.

Engrafman saglanmasi, nakil sonrasi erken
dénemde greft fonksiyonunun degerlendirilmesi
icin gostergedir ve asagidaki kriterlerin olusmasi
ile gercekleslesir:

a) Notrofil engrafmani: Parcali nétrofil sayisi-
nin ardisik 3 glin >500/mm? oldugu ilk glin.

b) Trombosit engrafmani: 7 glin trombosit des-
tegi olmadan trombosit sayisinin ardisik 3
giin >20 000/mm? ve bunu izleyen ginlerde
>50 000mm? oldugu ilk gin.

Enrafman stresi; nakil sonras1 7-21 gin ara-
sinda degisir. 21 glinti astiginda “engrafman gecik-
mesi” 40 giini astiginda ise “engrafman basarisiz-
lig1” s6z konusudur.

Engrafman yetersizligi; erken (primer) yada gec
(sekonder) olabilir. Nakil sonrasi engrafman olduk-
tan sonra greftin kaybedilmesi; gec greft yetersizligi
(greft reddi) olarak isimlendirilir. Greft reddi otolog
geri dontistim ile dizelebildigi gibi, aplazi ve pansi-
topeni ile de sonlanabilir.

Erken greft fonksiyonuna (engrafman)
etki eden faktorler

1. Hazirlik Rejimi (HR): Nakil 6ncesi verilen tedavi-
lerin dozlar1 engrafman olusumunda rol oynar.
Miyeloablatif HR’ler ile yapilan nakillerde non-
miyeloablatif (NMA) yada yogunlugu azaltil-
mis HR'li nakillere gére engrafman suresi daha
uzundur.
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2. Kok Hucre Kayn. ag (KHK) Gunumutizde KHK
olarak kemik iligi, cevre kani ve kordon kani kul-
lanilmaktadir. Cevre kanindan yapilan nakiller-
de nétrofil ve trombosit engrafmam diger KHK
larina goére daha erken (sirasiyla 2-6 glin ve 5-8
glin) olmaktadir. Bu durum c¢evre kanina mobi-
lize edilmis kok hticre yada 6ncul hiicre sayi-
sinin diger KHK daki hticrelerden daha fazla
olmasi ile aciklanir (1).

3. Greft'teki kék hticre (CD34+) sayisinin hastanin
kilosuna gore yeterli olmamasi. Allo-KHN de veri-
len donér kaynakli kék hiicre sayisi hastanin kilo-
suna gore hesaplanir. Tablo 1’de engrafman olma-
sin1 saglamaya yetecek hiicre sayilar belirtilmistir.

4. Graft versus Host Hastalign (GVHH) ve prof-
laksiside kullanilan ilaglar: GVHH, Allo-
KHN’lerinin basarisini engelleyen baslica faktor-
dur. GVHH 1min etkiledigi baslhca organlar; deri,
karaciger, gastrointestinal sistem ve akcigerler-
dir. Bununla beraber GVHHnin kemik iligini
de etkiledigini diistindtiren bir miyelostipresyon
gelisebilir. GVHH’a bagli hematopoiezin bozul-
masi ¢ok erken olur ve sistemik GVHH1nin etki-
si yoktur.

Shono ve ark. tarafindan yapilan calismada
GVHH1nin hematopoietik 6nctil hticreleri etki-
lemedigi, ancak engrafmani destekleyen kemik
iligi mikrocevresinde degisiklikler olusturdugu ileri
stralda (2). Bu calismada GVHH ile iligkili hema-
topoezdeki duraklamanin alloreaktif CD4+ T htic-
relerinin kemik iligindeki osteoblastik hticre kom-
partimanlarina (nislere) saldiris1 ile oldugu gos-
terildi. Fas-Fas ligand etkilesimleri ile olusan bu
osteoblast harabiyeti hematopoiezi destekleyen



Tablo1. Engrafman saglayacak donér kaynakli hiicre sayilari.

Kaynak Voliim T. Cekirdekli hiicre sayisi (D34+hiicre sayis T hiicre sayisi
Kemik iligi 10-20 ml/kg. 2-3x10%/kg 2-3x10%kg 25x10%kg

: i a 5-10x10°/kg .
Cevre kani 150-400ml. 9-10x10°/kg median: 7x10%kg 27x10°/kg
Kordon kani 80-160ml. 0.3x10%/kg median 0.2x10°/kg 4x10%/kg

Haematopoietic Stem Cell Transplantation. The EBMT Hand book 5th Ed.2008 p.144 den uyarlanmis.

kemik iligi mikrocevresinin butinliginin kaybol-
masina yol acar (2,3).

Sekonder(gec)greft fonksiyonuna etkili
faktorler

Allo-KHden sonra gelisen gec sitopeniler ciddi
komplikasyonlardir. Etyolojisinde; Miyelotoksik
ajanlar (gansiklovir, trimetoprim-sulfametaksazol,
mikofenolat mofetil-MMF gibi), virus infeksiyon-
lar1, hazirlayici rejim, kék hiicre kaynag ve veri-
len CD34 (+) hiicre sayisi gibi nakille iliskili fak-
torler yer alir.

Nakamea ve ark. HKHN yapilan 1818 hasta-
da nakil sonrasi1 +28. glinden sonra olusan sito-
peni nedenlerini arastirdilar (4). Bu hastalarin
%39°’nda sitopeninin en az bir sekli olustu. Sito-
peni gelisen olgularin %6’sinda sadece trombosi-
topeni, %7’sinde anemi, %7’inde ise pansitopeni
goruldt. Nakil sonrasi ge¢ déonemde gelisen noét-
ropeni igin baslica risk faktérleri; Ileri hasta yasi
(>40 yas), alictda CMV pozitifligi, CMV riski yuk-
sek hastalar, akraba disi nakiller, nonmiyeloabla-
tif HR ile nakil, GVHH proflaksisinde MMF kullani-
m1 ve nakledilen CD34+ hticre sayist (<6.4x10°/kg)
olarak belirlendi.

Bruno ve ark.ise miyeloablatif HR.li nakillerde;
akrabadisidonérden nakil, I[I-IV. derece akut GVHH,
bobrek yetmezligi, HR’de Busulfan+Siklofosfamid
veya total vicut 1sinlamas: kullanimi, nakledilen
CD34+ kok huicre sayisi ve infeksiyonlarin sekon-
der trombositopeni olusturabilen etmenler oldugu-
nu gosterdiler (5).

Kimerizm

Kimerizm genetik olarak farkli olan iki huicre
serisinin ayni organizmada bulunmas: durumu-
nu ifade eder.

Kimerizm s6zctigi Yunan mitolojisinde yer alan
ve Likya’da terdr estiren, aslan basl, keci govdeli,
seytan kuyruklu, agzindan ates sacan kimera “Chi-
mera” adli bir canavardan kéken almistir.

Tip literattirtinde Kimera ilk kez 1951°’de Ander-
son ve ark. tarafindan 2 farkli zigot serisinden
koken alan bir organizmayi tanimlamak icin kul-
lanilmistir (6).

Transplantasyonda ise ilk kez 1956’da Ford ve
ark. tarafindan total viicut isinlamasindan sonra
hematopoietik KHN yapilan bir hayvanin tasidi-
g1 yabanci hematopoietik sistemi tanimlamak i¢in
kullanilmistir (7).

Kan transflizyonlari, kék hticre nakilleri, solid
organ nakilleri, invitro fertilizasyon gibi tedavi sece-
neklerinde edinsel kimerizm ortaya cikabilir ve geci-
ci yada kalic1 kimeralarin olugsmasina sebep olabilir.

Hemotopoietik KHN’de kimerizm, Allo-KHN den
sonra dondr kaynakli lenfohematopoietik hiicrele-
rin alicida bulunmas: seklinde tanimlanir. Kime-
rizm allo-KHN’lerinden sonra greftin kabulu yada
reddinin takibinde yol gdstericidir.

Kimerizm Tipleri
Allo-KHN den sonra gortlen kimerizm dondr

ve/veya alicidan koéken alan hucrelerin varligina
gore degisik sekillerde gelisebilir;

Genel olarak alicinin hematopoietik dokula-
rinda donér kaynakli hiicrelerin >%95 bulunma-
s1 Tam Kimerizm (TK) “Complete Chimerism/Full
Chimerism”; %5-95 arasinda bulunmasi ise Karma
Kimerizm(KK) "Mixed chimerism” olarak ifade edi-
lir. Nakil sonrasi gelisen kimerizm dinamik bir
olaydir. Tam kimerik bir olgu KK hale gelebilir veya
bunun tersi olabilir.

Karisik kimerizmli olgularda ise hastaya (alictya)
ait otolog kok hticre miktari artabilir yada azabilir
(Artan KK,azalan KK) ya da stabil (sabit) kalabilir (8).

Artan KK bazen sadece alici tipi hticrelerin
olusmasi ile sonlanabilir (Otolog geri déniistim).

Bir huicre tipinde (6rn;T-hticreleri) verici tipi (TK),

digerlerinde ise total yada kismen alic1 tipi kimerizm
olmasi1 Split kimerizm olarak isimlendirilir.
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Tablo 2. Kimerizm dl¢iim yontemleri

Teknik Olumlu yonler Olumsuz yonler Duyarlilik/%) Kullanilabilme ozelligi
RFLP Bilgilendirme orani yiiksek Zaman alici, zor 5-10 iyi
Sitogenetik Zaman alici 5-10 az
Eritrosit antijenleri Basit giivenli Eritrositler sinirh 1-6 iyi
Eritrositlerde genotipleme mRNA kullanimi ile DNA kullanilirsa degisken iyi
giincel bilgi saglar yeterince dinamik degil
Akim sitometrisi ile yapilan dl¢iimler Basit, giivenli HLA uyumsuzlugu varsa uygulanabilir, 0.1 iyi
mevcut antikorlarla sinirli
X/Y FISH Hiicre sayisi arttinlarak duyarlilik Cinsiyet farki gerekli 0-1-1 az
arttinlabilir
Floresan bazli STR-PCR Hizli, giivenli, otomasyon miimkiin, Duyarlilik orta diizeyde 1-5 iyi
mitokondrial DNA ile duyarlilik
arttinilabilir
STR-PCR Duyarlihgr yiiksek Zor, pahali 0.1-0.001 iyi
Hiicre alt gruplarinda
RT-PCR Hizli, duyarlilik yiiksek SNP ile yalana pozitiflikler sik Y krom ile 0.001-0.0001 orta-iyi
duyarlilik Giderek artiyor

Mikrokimerizm ise %0.1-0.3 arasinda verici tipi
hticrelerin gortlmesi ile gelisen bir KK durumudur.
GVHH tuzerine etkili olabilir.

Kimerizm tayininde kullanilan yontemler

Bircok yodntem gelistirilmistir. Ancak kullani-
lan yontemler ayni temel kurala dayanir; bu kural,
polimorfik genetik belirtecler ve onlarin trtnle-
rindeki farkliliklarin tayinidir. Kimerizm tayininde
kullanilan yoéntemler ve Ozellikleri Tablo 2’de yer
almaktadir.

Guntumuzde Polimeraz zincir reaksiyonlari-
nin (PCR)kullanima girmesi ile insan genomlarin-
da bulunan kisa tekrar boélgeleri “short tandem
repeats-STR” veya degisen sayida tekrar bolgele-
rinin “variable number of tandem repeats-VNTR”
cogaltilmast mumkin olmustur. Alict ve verici-
de yer alan STR lokuslarindaki allel farkliliklarina
gore nakil sonrasi kimerizm takibi yapilabilmekte-
dir. Bu nedenle bircok merkez ticari olarak hazir-
lanmis kitler kullanmaktadir.

Yakin zamanda RT-PCR”Real-time PCR” (Ger-
cek zamanh-PCR) ile Y kromozomunda yer alan
SRY geninin tespiti ile cinsiyet farkli nakillerde
donoér hiticrelerinin 1/100 000 duyarhilikta 6lcimu
mumkin olmustur (9).

Daha sonra RT-PCR ile SNP ”Single nucleoti-
de polymorphisim” adi verilen genomdaki allelle-
rin tespiti kimerizm analizinde kullanilmaya bas-
lanmistir (10).
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Buitin bu teknikler arasinda halen altin stan-
dart PCR ile STR tayinidir.

Kok Hiicre nakillerinde kimerizm testleri icin
ornek secilmesi ve dlciimlerin siklig:

Kok hucre nakillerinde kimerizm testleri igin
cevre kani yada kemik iligi 6rnekleri kullanilabilir.
Kimerizm takiplerinde genellikle 6nerilen cevre kani
kullanimidir. Ancak akut 16semilerde hastalik kine-
tiklerinin ¢ok hizli degisebilmesi nedeniyle kemik
iligi 6rneklerinin de kullanilmasi énerilmektedir.

Bu 6rneklerde kimerizm analizi genellikle total
cekirdekli hiicrelerde yapilmakla beraber ayristi-
rilmis hucrelerde (T lenfosit, NK hticreleri, CD34+
hticreler, miyeloid hticreler, dentritik hticreler gibi)
calisma yapilarak hticre serilerine 6zgli sonugclar
elde edilebilmektedir (8,11,12).

Kimerizm takibi icin allo-KHN’den 6nce alicinin
cevre kani oOrneklerinden DNA izolasyonu yapil-
malidir. Nakil 6ncesine ait 6rneklerin bulunmadi-
81 durumlarda GVHH yok ise yanak i¢i mukozasin-
dan, GVHH olmasi halinde sa¢ yada kil kéktinden
elde edilecek DNA kullanilmalidir.

Habis kan hastaliklarinda yogunlugu azaltilmig
HR’li KHN yapildiginda kimerizm tipi GVHH veya
greft kaybinin erken gostergesi olabilir. Bu olgu-
larda kimerizm 6l¢timlerinin daha sik aralarla(her
2-4 haftada bir) yapilmas: 6nerilmektedir. Ctinkt
bu olgularda KK saptandiginda immuinostpressif
tedavi sonlandirilarak Donér Lékosit Inflizyonuna
(DLI)baslanmalidir.



Habis olmayan kan hastaliklarinda ise kime-
rizm genellikle nakilden sonraki 1,2 ve 3. aylarda
tayin edilmelidir.

Kimerizm tayininin Allo-KHN de kullanilan
hazirlik rejimine gore 6nemi

1) Miyeloablatif Allo-KHN den sonra kimerizm tayini:
Eger T-hucre uzaklastirilmadan KHN yapil-
mis ise hastalarin cogu nakil sonrasi TK olarak
bulunur. Greftin icerdigi T-hucreleri Graft ver-
sus Lenfohematopoiezis etkisi olusturarak TK geli-
simini saglar. Bu olgularda nakil sonrasi erken

donemde rutin kimerizm 6lcimu Onerilmemekte-
dir (13,14,15).

Bununla beraber Lamba ve ark.larinin (16)
calismasinda 80 hastada ayristirilmamis kék htic-
relerle yapilan miyeloablatif KHN den sonra +30.,
+90. glinler ve 12. ayda kimerizm o6l¢ctimleri yapil-
mis, 30. giinde olgularin %23de, 90. ginde %28’de
ve 12. ayda %14’de KK saptanmistir. +30. gtinde
yapilan kimerizm 6l¢timleri prognoza yonelik her-
hangi bir bilgi vermemesine karsin +90. glinde
bulunan KK durumunun ytksek ntiks oranlari ve
tim yasam suresinde kisalma ile baglantili oldu-
gu gosterildi. Bu calismada miyeloablatif Allo-KHN
den sonra +30. glinde engrafman olmadig: takdirde
kimerizm 6lcimutnitn yapilmasi gerektigi 6énerildi.

T-hticre uzaklastirildiginda ise siklikla nakil
sonrasi KK bulunur.

2) Miyeloablatif olmayan{yogunlugu azaltimis)HR

ile yapilan Allo-KHN den sonra kimerizm tayini

Yogunlugu azaltilmis HR ile yapilan nakillerde
alict hematopoiezi ve immunitesi tamamen ortadan
kaldirilmaz. Ancak bu tip nakillerde verici hticrele-
rinin reddini 6nleyecek ve engrafmani saglayacak
kadar immunosupresyon olusur ve karma hema-
topoietik kimerizm saglanmasi hedeflenir. Miyelo-
ablatif olmayan nakillerden sonra kimerizm taki-
bi standart bir yaklasimdir. Bu olgularda kime-
rizm takibi ile greft reddi, ntuks, akut ve kronik
GVHH riski tasiyan hastalarin belirlenmesi ve DLI
icin gerekliligin ve dogru zamanlamanin yapilmasi
mumktn olmaktadir.

Yogunlugu azaltilmis HR li nakillerde TK elde
edilmesi kalici engrafman saglanmasi ve uzun
stireli hastalik kontrolu icin gereklidir.

Mickelson ve ark. yogunlugu azaltilmis Allo-
KHN den sonra erken engrafman (ort. 26. gtin +14)
ve T-hticrelerinde KK gelismesi (olgularin %14X)
bakimindan miyeloablatif KHN sonuclan ile fark-

lilik olmadigini bildirdiler. >%90 T-hticre kimeriz-
mi gésteren yogunlugu azaltilmis HR’li nakillerde
III-IV. derece akut GVHH ve yaygin kronik GVHH
riskinin arttigini gésterdiler (17).

Habis olmayan hastaliklarda yapilan Allo-
KHN’de kimerizm takibi

Talasemi, orak huicre hastaligi, immunyetmez-
lik durumlari, depo hastaliklari, osteopetrozis, agir
aplastik anemi ve diger kemik iligi yetmezligi send-
romlar: gibi dogumsal yada kazanilmis habis olma-
yan hastaliklar Allo-KHN ile tedavi edilmektedir. Bu
hastaliklarda KHN’nin amaci; kalici ve yeterli bir
engrafman saglamaktir. Bu nedenle alicinin hema-
topoietik sisteminin tamamen degismesi gerek-
li degildir. Bu hastaliklarda genellikle toksik yan
etkileri azaltmak icin KK saglayabilecek yogunlu-
gu azaltilmis HR ler kullanilir. Ancak nakil sonra-
st daha ge¢ dénemlerde >%30 alic1 hiicreleri goste-
ren KK durumlarinda ise greft yetmezligi gelisebilir.

Habis hastalifi olmayan c¢ocuklarda yapilan
KHN lerinden sonra kimerizm takibi ile elde edilen
sonuclar Park ve ark.tarafindan bildirilmistir (18).
Bu calismada, habis olmayan hastaliklarda yapi-
lan KHN’lerinden sonra greft yetmezligi ve reddinin
sik gértldtgi ve bu durumun KK ile iligkili oldugu
bildirilmigtir. Kimerizmi etkileyen faktorler olarak;
verilen CD34+ ve CD3+ hiicre sayilari, kdk hticre
kaynagi, donér tipi, HLA uyumlulugu, nakil 6nce-
si ferritin dtizeyi ve HR’in yogunlugu degerlendiril-
mistir. Sonug olarak;verilen CD34+ ve CD3+ hticre
sayilart yuksek ise TK gelisme olasiliginin yuksek
ve TK saglayan CD34+ hiicre sayisinin esik dege-
rinin 8.35x10%/kg. oldugu bildirilmistir. TK’li olgu-
larda II-IV. derece akut ve kronik GVHH gelisme
sikligi KK olanlara gére anlamli derecede yuksek
bulunmustur(sirasiyla; %56.5 vs %13 p<0.01 ve
%47.8 vs %21.7 p=0.04).

Yuksek duzeyde KK (verici kimerizmi azalmis)
gOsteren olgularda greft yetmezligi anlamli derece-
de ytuksek bulunmustur (p=0.04). Nakil 6ncesi fer-
ritin dlizeyinin ytiksek olmasi (p<0.01) ve inflize edi-
len CD34+ hiicre sayisinin disik olmas: (p=0.01)
greft yetmezligini kolaylastiran diger faktoérlerdir.
Nakil sonrasi yasam sureleri bakimindan TK grup
ile KK grup arasinda fark bulunmamistir. Ancak
KK grubunda yer alan olgular kimerizm derecelerine
gore degerlendirildiklerinde; tim yasam ve hasta-
liksiz yasam sureleri ytiksek dtizeyde KK olanlarda
anlamli derecede kisa bulundu. Bu olgularda 6lim
nedenleri greft yetmezligi ve 2. nakilden sonra geli-
sen coklu organ yetmezligi olarak bildirildi.

10 7. ULUSAL KEMIK iLiGI TRANSPLANTASYONU ve KOK HUCRE TEDAVILERI KONGRESI



Ozet olarak

All-KHN den sonra kimerizm o6l¢ctimleri engraf-

man takibi icin yapilmaktadir. 2001 yilinda topla-
nan IBMTR ve NMDP nin destekledigi ASBMT ve
IBMTR/ABMTR tarafindan gerceklestirilen calistay-
da kimerizm o6lctleri ve klinikte kullanimu ile ilgi-
li bir kilavuz o6nerildi (17). IBMTR/ABMTR kilavu-
zunda yer alan 6nerilere benzer sekilde baska calis-
ma gruplari da énerilerde bulunmuslardir (19-20).

Buna gore;

Kimerizm analizleri icin duyarh ve bilgilendirici tek-
nikler kullanilmalidir. Gintimtizde STR veya VNTR
bazli PCR analizleri duyarh ve bilgilendiricidir.

Kimerizm 6l¢ctimu icin ¢evre kani hiicreleri genel-
likle kemik iliginden daha faydalidir. Akut 16se-
mili hastalarda ntuiksleri erken degerlendirmek
ve takip icin kemik iligi 6rnekleri kullanilabilir.

Htcre serilerine (T hticreleri, NK hticreleri, Dend-
ritik hticreler, miyeloid hticreler) 6zgli kimerizm
olcimleri, yogunlugu azaltilmis HR’li nakillerde
kimerizm tipinin degerlendirilmesi ve buna gore
tedavinin yonlendirilmesi, akut 16semilerde ise
nuks belirlemesi icin yapilmaktadir.
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