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1-GIRIS-AMAC:

Yaklagik yiiz yildir bilinen trombotik trombositopenik purpura hastalifinda, von
Willebrand faktoriin dnemli oldugu anlagiidiktan sonra, bu molekiil {izerinde yogunlagan
calismalar 1996 yilinda bu molekiilii diizenleyici rol oynayan metalloproteazin kesfi ile
asama kaydetmistir.

Von Willebrand fakt6r’iin, endotelyal hiicrelerden sekrete edilen yaklagik 190 kDa
biiytikliigiinde olan, bivalan katyonlarca aktive edilen bir metalloproteaz tarafindan
fizyolojik olarak pargalandig tespit edilmistir (1).

Trombotik trombositopenik purpura (TTP) hastaliginda, trombiislerin esas olarak
von Willebrand faktdr (VWF) ve trombositten olustugu bilinmektedir (2). Hastalarin
plazmalari incelendiginde ilging olarak oldukg¢a biiylik vWF multimerleri oldugu
goriilmiistiir (3). Von Willebrand faktdr hemostazindaki bu bozukluk vWF pargalayici
enzim (ADAMTS13) aktivitesindeki diisiikliik ile agiklanmistir (4). Sistemik lupus
eritematozus, tiroidit, psoriasis, Chrohn gibi immunolojik hastaliklara eslik eden
trombotik mikroanjiopati tanisi olan hastalarda da enzim aktivitesinin azaldig:
gosterilmistir (5). Yapilan bir ¢aligmada ise, kemik iligi nakli yapilan hastalarda veno-
okluziv hastalik gelismesi durumunda enzim aktivitesinin azaldig: bildirilmistir (6).

Bu calismanin birincil amaci, hematopoietik kok hiicre nakli yapilan hastalarda
bazal ve haftalik ADAMTS13 aktivitesini izlemek, bu aktivitenin klinik seyirle iligkisini
kurmaktir. Vaskiiler sistemde nasil regiile edildigi belli olmayan ADAMTS13 enziminin
nakile bagli aplazi donemindeki degisikliklerini belirlemek amaglanmistir. Bu
calismanin ikincil amact ise, heniiz ¢ok az laboratuvarda caligilan, llkemizde ise
calistimadigim bildigimiz yeni bir ydntem olan rezidiiel von Willebrand ristosetin
kofaktdr (VWF:RiCoF) tayini araciligiyla ADAMTS13 olclim yontemini saglikli bir
sekilde yerlestirmektir.



2-GENEL BIiLGILER:

Hematopoietik hiicre nakli, bazi hematolojik, immunolojik ve  metabolik
hastaliklarda etkin bir tedavi segenegidir. Hematopoietik sistemin bir ¢cok ciddi kalitsal
veya kazanilmig hastaligi, kemosensitif, radyosensitif veya immunsensitif malignensiler
icin kanitlanmis bir tedavidir.

Giinlimiizde, hematopoietik hiicre nakli ve bu tedavi yonteminin uygun kabul
edildigi hastalik sayis1 giderek artmaktadir. IBMTR (International Bone Marrow
Transplantation Registry), ABMTR (American Bone Marrow Registry), EBMTR
(European Bone Marrow Registry) sonuglarina gore dekad basina ortalama %10
sagkalim artig1 saglanmaktadir (7).

Otuzdokuz Avrupa iilkesinden alinan verilerle hazirlanan EBMTR raporlarina
gore; 2002 yilinda, 6915’ allojeneik (%34) ve 13292’ (%66) otolog olmak tizere
20217 hastaya ilk kez kok hiicre nakli yapilmistir. 1268 hastaya ikinci kez (759
allojeneik/509 otolog) ve 2679 (344 allojeneik/2335 otolog) hastaya ise bir ¢ok kez nakil
yapilmigtir. Toplam olarak ise; 2002 yili iginde 24154 kok hiicre nakli islemi
gergeklestirilmistir. Bunlarin 8018’1 allojeneik (%33) ve 16 136 (%67) ‘s1 otologdur.

Hematopoietik kok hiicre kaynagi olarak; kemik iligi, periferal kan veya kord
kan1 kulanilabilinir. Allojenik kok hiicre nakli i¢in, HLA uyumlu kardes, diger aile
iiyeleri veya akraba dig1 gondilliiler verici olabilir (7) (Grafik 1.).
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Grafik 1. Hastalik tiplerine gore otolog ve allojeneik nakil insidanslari.

Allojeneik kok hiicre nakli aligagelmis uygulama seklini 1960’larin sonunda
almistir. ilk baglarda, allojeneik transplantasyon uygulamalarinm giiniimiizde temel
olarak siirmekte olan standart modelinin etki seklinin malign hastaliklarin tedavisinde
‘hematopoietik hiicre desteginde toksik yiiksek doz kemoradyasyon tedavisi ile hastalik
eradikasyonu’, malign hastaliklarin ve kemik iliginden kaynaklanan malign hastaliklarin
tedavisinde ise’hematopoietik hiicre destegindetoksik yliksek doz kemoradyasyon
tedavisi ile kemik iliginin yenisi ile degistirilmesi’oldugu diisiiniilmiistiir. Kiir saglayan
gercek etkinin yiiksek doz tedaviye ait olmamasi, verici hiicrelerine yer agmak igin
kemik iliginin ortadan kaldirilmasinin gerekmediginin anlagiimasi, transplant Oncesi
hazirlama rejimlerinde dnemli degisikliklerin yapilmasini saglamigtir. Cok daha az

toksik, yeterli immunsupresyonu ve grafti iceren uygulamalarla graft versus tlimor



etksini saglayan bagarili transplantlar yapilmaya bagslanmistir. Myeloablatif ajanlar,
busulfan, melfelan, nitroziire(BCNU, CCNU) ve tiotepadir. Tiim bu myeloablatif
ajanlarin teker teker baz alindigi hazirlama rejimlerinde, myeloablatif olmayan
siklofosfamid, ifosfamid, etoposid, mitoksantron, doksorubisin, sisplatin, karboplatin
veya sitarabin gibi ajanlarin yliksek dozlar1 ek ajan olarak kullanilir. Nonmyeloablatif
rejimlerde, total viicut 1ginlamasi, busulfan, melfelan, tiotepa, fludarabin, siklofosfamid

gibi ajanlar sublethal dozlarda kullanilir.

2.1 Allojeneik Hematopoietik Hiicre Nakli Komplikasyonlari:

Allojeneik kok hiicre nakli, %20-25 oranlarinda niiks riskine sahip olmakla
birlikte, en etkili antilosemik tedavi olarak bilinmektedir. Birinci tam remisyonda
basarili nakil yapilan hastalarda bile, gelisen toksisiteler sonras1 5 yillik sagkalim %50
olarak bildirilmistir. Hasta yasi ve hastalik evresi sagkalimi etkileyen faktérlerdir.
Kronik graft versus host hastalifi, kemoterapi ile remisyona girmis hastalarda allojeneik
kok hiicre nakli sonrasi, uzun dénem morbiditeye sebep olur (8).

Nakilden sonra goriilen komplikasyonlar, altta yatan primer hastalifa bagl olarak
degismekle birlikte, ortak olanlar dort ana grupta toplanabilir:

1-Hazirlama rejimine ve nakil sonrasi immunsupresyona bagli komplikasyonlar;
mukozit, kalp ve bdbrek yetmezligi, karaciferde veno-okluziv hastalik, interstisyel
pndémoni ve geg ikincil malignite,

2-Enfeksiyonlar; notropeni ve graftin immunolojik islevlerinin diizelmesindeki
yavashiga baglh enfeksiyonlar,

3-Immunolojik sorunlar; akut ve kronik graft versus host hastaligi, engraftman
yetmezligi

4-Hastalik niiksii.

Hematopoietik kok hiicre nakli sonras: hastada engraftman olduktan sonra verici
kaynakli hematopoezin yeniden baglamasi bagarili bir transplantasyon olarak kabul

edilir.



Graft versus host hastaligi (GVHH), saglikli vericiden alinan immunolojik olarak
yeterli T lenfositlerin, doku grubu antijenleri yoniinden tam uyumlu alicida, bazi minér
antijenler ve diger bilinmeyen antijenler aracigiyla gelisen, bir seri immunolojik olaylar
zinciridir (9).

Akut graft versus host hastaligi (AGVHH), transplantasyon sonrasi yeterli
immunsupresif tedaviye ragmen, morbidite ve mortalite agisindan 6nemli bir problem
olmaya devam etmektedir. HLA uyumlu akraba vericilerinden k&k hiicre veya kemik
iligi nakli yapilan hastalarin %30’unda immunsupresif profilaksiye ragmen grade 2 ve
lizeri akut GVHH gelismektedir.

HLA farkliligi, akut GVHH’nin en 6nemli hazirlayici faktériidiir. Diger GVHH
Onciisii olan fakt6rler arasinda; yas, cinsiyet uyumsuzlugu (kadin verici—erkek alici)
HLA uyumlu hastalarda minér histokompatibilite antijenleri, verici yasi, kok hiicre
kaynag1 ve dozu, hazirlik rejiminin cinsi ve GVHH profilaksi yogunlugu, T hiicre
ayiklanmas yer alir. Akut GVHH baslica cilt, {ist ve alt gastrointestinal sistem, karacier
nadiren de g6z ve oral mukozayi etkiler (9, 10).

Akut GVHH patofizyolojisi, ti¢ fazli bir fenomen olarak tarif edilmektedir.
Baslangigta; hazirlik rejimi veya radyasyon etkisi ile alici dokularinda hasar meydana
gelir ve Interldkin-1 (IL-1), Tiimdr nekrozis faktor alfa (TNFa), Interferon gama (IFNy)
gibi inflamatuvar sitokinler salgilanir. Ikinci fazda; hem alici, hem de vericinin antijen
sunan hiicreleri inflamatuvar sitokinlere ek olarak verici T hiicrelerini tetiklerier. T hiicre
aktivasyonu IL-2, IFN gama gibi sitokinlerin genlerinin transkripsiyonuna sebep olur.
Ugiincii fazda ise, aktive olmus verici Tg hiicreleri sitotoksitenin gelismesine sebep olur.
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalinda bu konuda yapilan bir
caligmada, IL-2 ve TNFe’nin, AGVHH gidisini belirledigi ve TNFa ile nakil iligkili
mortalite arasinda bir iligki oldugu go6sterilmistir (11). AGVHH hastaliginda endotelyal
hasar olur. AGVHH gelisen ve gelismeyen hastalardan alinan cilt biopsileri
kiyaslandiginda, endotelyal hasari destekleyen bulgular olarak; intimada lenfosit

infiltrasyonu ve damarlarin etrafinda von Willebrand birikiminde anlaml artis oldugu



gosterilmistir (12). Von Willebrand parcalayici enzim (ADAMTS13) ile AGVHH
iligkisini arastiran bir ¢aligma bugiine dek yapiimamustir.

Kronik graft versus host hastaligi, allojeneik kok hiicre nakli sonrasinda en sik
goriilen komplikasyondur. HLA uyumlu ilik nakli yapilan hastalarin %60-70%inde
kronik GVHH gelistigi gosterilmistir. Lésemi nedeniyle nakil yapilan ve GVHH
profilaksisi igin gesitli tedavi rejimleri uygulanan hastalarla yapilan bir ¢aligmada ise
kronik GVHH oram1 %34 olarak rapor edilmistir (13). Kronik GVHH geligimine yol
acan faktorler arasinda en sik rastlanilanlar; ileri yas, kadin verici ve erkek hasta, kronik
myelositer 16semi veya aplastik anemi nedeniyle nakil yapilmis olmasi, akraba dis1 nakil
yapilmasi, kemik iligi yerine periferik kok hiicre kullanilmas: ve T hiicre ayiklanmasidir.
Kronik GVHH’de cilt, karaciger, gbz, oral mukoza, ve akciger tutulumu olur (13).

Kronik GVHH patofizyolojisi de yeterince anlasllamanﬁs bir konudur. Kronik
GVHH ‘nin ayr1 bir durum mu yoksa akut GVHH ‘in devami mi oldugu sorusu tam
olarak cevaplanamamistir. Klinik ve deneysel c¢alismalarda, timik atrofi, lenfosit
deplesyonu ve otoantikor olusumundan bahsedilmektedir. Hazirlik rejimleri ve akut
GVHH timik islevi bozar ve otoreaktif T lenfositlerin negatif se¢im isleminin
diizenlenmesini etkiler. Self reaktif lenfositlerin bityiik bir kisminin ortadan kaldiriimast
ve timik apopitozun bozulmasi, lenfosit hemostazini etkiler. Otoreaktif T hiicrelerin
artmasi, otoreaktif B hiicre aktivasyonunu, hedef organ hasari ile birlikte otoantikor
olusumunu beraberinde getirir. Kronik GVHH bir Ty, hastalif1 olarak bilinir. Hayvan
calismalar1 ile IL-12, Interlokin 18 (IL-18), IFNy gibi sitokinlerin rolii ortaya
konmustur. IL-12, verici sitotoksik CD8 T hiicrelerinin artmasina sebep olur. IL~18 ise
verici CD4 (Th2) hiicrelerini, alicidaki reaktif B hiicrelerini ve boylece alloantijen
spesifik immun cevabi azaltir. Otoreaktif T hiicrelerinin interferon gamayi artirmak
yoluyla kollajen depolanmasini artirabilecegi de diistiniilmektedir (14). ADAMTSI13 ile
kronik GVHH arasindaki iligkiyle ilgili olarak da hi¢ ¢aligma yapiimamistir.

K&k hiicre nakli yapilan hastalarda febril nétropeni olasiligi olan dénem, hazirlama
rejiminin verilmesi ile engraftman arasinda gegen dénemdir. Bu siire yaklagik 30 giin
stirer. Allojeneik nakil yapilan hastalarda atese yol agan infeksiyonlar, standart febril

nétropenik hastalarda goriilen enfeksiyonlardan farkli olabilir. Bu hastalarin hemen



hepsine kateter takildig1 ve siddetli mukozit geligim olasilig1 gbz dniine alinirsa, gram
pozitif enfeksiyonlarin sik goriilmesi beklenir. Bu ddnemde enfeksiyon etkeni
kaynaklari, endojen flora, hava yolu ile gelen mantarlar, solunum yolu viriisleri, saglik
personelinin  elleri ve latent virlislerdir. Son yilarda, hastanin savunma
mekanizmasindaki defektlerin, bakteriyel patogenezin ve infeksiyon epidemiyolojisinin
saptanmasi, daha etkili ama daha az toksik antimikrobiyal tedavi segeneklerinin
gelismesi infeksiyon nedeniyle olusan morbidite ve mortalitenin azalmasina sebep
olmustur. Ancak firsatgt patojenlerin  epidemiyolojisi, mikroorganizmalarin
antimikrobiyal diren¢ kazanmasi, daha yaslh populasyona nakil yapilmasi, farkli kdk
hiicre kaynaklarinin kullanilmaya baglanmasi, yeni hazirlik rejimleri, immunsupresif
tedavi secenekleri, enfeksiyonla savasilirken asilmasi gereken problemlerdir (15). Yine
febril notropeni ve diger enfeksiydz hastaliklarla ADAMTS13 iliskisi konusunda da hig
calisma yapilmamaistir.

Kok hiicre nakli yapilan hastalarda, transplant iligkili trombotik mikroanjiopati
gelisebilmektedir. Bu sendrom, mikroanjiopatik hemolitik anemi, renal disfonksiyon ve
norolojik anormalliklerle karekterizedir. Persistan anemi veya trombositopeninin,
eritrosit ve trombosit ge¢ engraftmanina, myelosupresif tedavinin etkilerine veya
infeksiyon, GVHH gibi durumlarda geligen tliketime baglanmasi nedeniyle tam giigliikle
konulabilmektedir. Bu sebeple bildirilen siklik oranlari %0 ile %74 arasinda
degismektedir. Yapilan galismalarda, klasik trombotik trombositopenik purpuraya sebep
olan von Willebrand pargalayici enzim aktivitesinin, transplant iligkili trombotik
mikroanjiopati gelisen hastalarda azalmadigi gosterilmistir. Patogenezde enzim
eksikliginden ziyade endotelyal hasarinin sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir. (16-18).

Allojeneik hematopoietik kok hiicre nakillerinde, 6zellikle hazirlik rejiminin neden
oldugu doku hasar1 ve sitokin yiikii altinda ortaya ¢ikan birtakim degisikliklerin yol
actig1 trombotik komplikasyonlar, transplant merkezlerinin Snemli bir mortalite ve
morbidite sorunudur. Yetiskin hastalarda nakil ve hiperkoagiilabilite ile iliskili bir ¢ok
caligma vardir. Nakil sonrasi, 1-3. haftalarda antitrombin III ve Protein C’nin azaldigi, 1-
5. haftalar arasinda ise trombomodulin, doku plasminojen aktivatérii (TPA), ve

plasminojen aktivatdr inhibitSriintin (TPA-I) arttifi gosterilmistir (19). Ankara



Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji bdliimiinde yapilan bir ¢alismada, allojeneik
hematopoietik kok hiicre nakli yapilmig olan hastalarda, aplazi doneminde Protein C’nin
anlamli olarak azaldig1 ve aplazi dénemindeki Antitrombin-IIl miktarinin akut graft
versus host hastalifi gelisen hastalarda, gelismeyenlerden daha fazla oldugu
gosterilmigtir  (20). Universitemizde yapilan bir diger calismada ise, metilen
tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) gen mutasyonu veya Faktér 5 Leiden mutasyonu
olanlarda, allojeneik nakil sonrasi trombotik komplikasyonlar ve veno-okluziv hastalik
gelistigi saptanmigtir (21). Doku fakt6r prokoagiilan aktivitesi (DF PKA) ile ilgili
yapilan bir calismada ise, nakil ©ncesi doneme gore doku faktér prokoagulan
aktivitesinin aplazi déneminde %55 oraninda diistiigli, engraftman déneminde ise bazal
degerlerine yaklastigt gosterilmistir (22).

K&k hiicre nakli sonrast gelisen ve hiperkoagiilabilitenin rol aldigi diisiiniilen bir
diger hastalik ise karacier veno-okluziv hastaligidir. Karaciger veno-okluziv hastalig
(VOH); hematopoietik kék hiicre naklinden sonraki 30 gilin icinde gelisen hepatik
veniillerde trombiis olusumuyla karakterize bir hastaliktir. Hiperbilirubinemi,
hepatomegali ve asit semptom igliistinden olusur (6). Etyolojisi tam olarak
belirlenememis olmakla birlikte, hasarlanmis endotelle doseli siniizoid, porlar ve
bozulmus hemostatik sistem sorumlu tutulmaktadir.

Karaciger veno-okluziv hastalifi, nakil sonrasi en sik rastlanan trombotik
komplikasyondur. Cesitli kaynaklarda VOH insidans1 %0-70 ve buna bagli mortalite de
%20-50 arasinda degismektedir.

Modifiye Seattle kriterlerine gore, nakil sonrasi, 20 giinden Once bilirubin
diizeylerinin 2 mg /dl {izerine ¢tkmasi, sag iist kadran agrisi, hepatomegali, asit ile
veya asit olmadan bazalin %2 ‘sinden fazla kilo alimi kriterlerinden en az ikisinin
olmasi gereklidir.

VOH geligimini engellemenin en basaril1 yolu, yiiksek VOH riski olan hastalarda
kok hiicre naklini yapmamak, sitotoksik ilaglarin dozlarini azaltmak ve fraksiyone total
viicut 1ginlamas: uygulamak olabilir. Profilaktik diisiik doz unfraksiyone heparin,
kanama riskini artirirken, diisiik molekiil agirlikls heparin profilaksisi ile alinan sonuglar

daha iyimserdir (23). Ursodeoksikolik asit, safra asidi yerine geger ve kolestazdan



hepatositleri korudugu diistintilmektedir. Vaskiiler okliizyon tedavi stratejileri arasinda

doku plazminojen aktivator ve Prostaglandin E1 kullanimi denenmektedir (23).

2.2Von Willebrand Faktor:

Von Willebrand faktér, endotelyal hiicrelerden sekrete edilir. Disiilfid baglari ile
baglanmis dimerlerden olusan ¢ok biiylik bir polimerdir (24). Endoplazmik retikulumda
vWF peptidleri, provWF dimerik formlarini olusturmak icin karboksil terminalinin
yanindan baglanir. Dimerler, golgi kompleksine ve depo graniillere gegerler. Burada
ondizin pargalanir ve disulfid baglari amino terminalinin yanindan ortaya ¢ikar. Von
Willebrand multimerleri, megakaryosit ve endotel iginde yapilirlar ve Weibel Palade
cisimcikleri iginde depolanirlar. Weibel palade cisimciklerinden P selektin maddesiyle
es zamanh olarak salinirlar. Bu salgillanmay: saglayanlar ise Shiga toksin, TNF-alfa,
histamin, Interldkin 8 ve Interlokin 6°dir (25).

Dolasimda, bir proteaz endotelyal vWF’yi parcalar ve bir seri multimer olusmasini
saglar (25). Bu plazma proteazinin, biiyiikk vWF multimerlerini yiiksek akim gerginligi
altinda, in vitro olarak diisiik iyonik gli¢ altinda, ilire ve guanidin varliginda pargaladig:
saptanmistir.

Von Willebrand faktor, akim gerginligine cévap veren bir yapidadir. Statik
durumlarda globular bir yapiya sahip iken, akim gerginligine maruz kaldifi durumda
uzamis filament6z bir forma doniisiir ve parcalanmaya agik hale gelir. Statik durumlarda
vWF’nin globular yapis1 onu proteazin pargalayici etkisine maruz kalmaktan korur (24).
Acilmis vWF formu vWF-trombosit baglanma riskini artirir, trombosit-trombosit
agregasyonu olur ve mikrovaskuler trombiisler gelisir.Von Willebrand faktor pargalayici
enzimin, VWF multimer boyutlarii indirgeyen tek mekanizma olmadigi da
bilinmektedir. Birgok proteazin vWF pargalayici etkisi oldugu ve in vivo olarak birgok
bolgeden vWF subunit par¢alanmasinin gosterilebildigi bildirilmektedir. Plazma
trombospondin-1, vWF multimer boyutunu azaltan bir trimerik glikoproteindir. Von
Willebrand faktor’e kars1 disulfid reduktaz etkisi vardir (26).
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Sekil 1. Trombositler ve vWF arasindaki iligkiyi belirlemede ADAMTS13 ve akim
gerginliginin rolii. (A)vWF hasarlanmis bir damar duvarindan akim gerginliginin
etkisiyle ortaya ¢ikar ve trombosit adezyon, agregasyonu icin substrat gbrevi yapar.
(B)Dolagimda, ADAMTS13, vWF’yi akim gerginliginin etkisiyle pargalanma bolgesi
ortaya cikar ¢ikmaz pargalar, kiiclik multimerler olusur.(C) ADAMTSI13 enziminin
eksikliginde, vWF agiga ¢ikar, vWF parcalanmasi azaldig: icin ultra bityiik multimerler

arteriol ve kapillerlerde trombosit kiimelerini olusturur (9).

2.3 Von Willebrand Par¢alayici Enzim (ADAMTS13):

Von willebrand pargalayict enzim diger adiyla ADAMTS13, on dokuz ADAMTS
proteazindan biridir. ADAMTS kisaltmasi, “ a disintegrin like and metalloprotease with
thrombospondin type I” olarak Dbelirtilir ve  ADAMTSI13 bu ailenin tiim yapisal
motiflerini icerir. ADAMTS13, 1427 amino asid rezidiisti bulundurur. Bir sinyal

peptidi, bir gérece kisa propeptid, reprolysin, adamalysin tip metalloproteaz pargasi, bir
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disintegrin pargasi, bir thrombospondin tip 1 tekrarlayici bolim 8TSP19, bir
karakteristik sisteinden zengin bélge , spacer pargasi ve 7 ek TSP1 tekrari icerir. Diger

ADAMTS ailesi iiyelerinden farkli olarak C terminalinde 2 CUB pargast igerir (27-29).

ADAMTS-13
Sisteinden |
Mp i @i% FeE | 2engin - sep g YEp § yap § Py 1 5P § ;
spacer
Amino terminal Karboksi terminal

Sekil 2. ADAMTS13 enzimi. Kisaltmalar: MP; metalloproteaz (proteolitik) bolge,
TSP; trombospondin-1benzeri bslge, CUB; kompleman komponentlerinde bulunana
benzer peptid bolgeleri igeren iki bolge, Clt/Cls; deniz urchin proteini ve kemik

morfojenik proteini (26).
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Sekil 3. ADAMTSI13 yapisi ve konjenital TTP’de gelisen mutasyonlar. ADAMTS13
geni (A) kromozom 9q34 {izerinde olup 29 ekzon igerir. Noktal ¢izgiler ADAMTS13
proteini ile ekzonlarin iligkisini gosterir (B). Yapisal parcalar; sinyal peptid(S),
propeptid(P), metalloproteaz, disintegrin pargasi (Dis), trombospondin 1 tekrarlar1 (1-8
olarak smiflandirilmis), sisteinden zengin parga (Cys) ve spacer parcasindan olusur.

Konjenital TTP hastalarindaki mutasyonlar ise C bdlgesinde gosterilmistir (28, 31).
2.3a Enzimin biyosentez ve katabolizmasi :

Northern Blot yontemi kullanilarak 4.6 Kb uzunlugundaki mRNA’ nin sadece
karacigerde bulundugu gosterilmistir. Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) kullanilarak ADAMTS13 enziminin mRNA veya alternatif izoformlarinin
beyin, plasenta, over, kalpte bulundugu bilinmektedir. Ancak bu mRNA‘larin
fonksiyonel protein saglayip saglamadig1 acik degildir (32).

ADAMTS13, proteoliz ve glikolizasyondan olusan posttranslasyonel islemiere
ugrar. ADAMTS13 zimojen olarak sentezlenmekte ve inaktif propeptidin pargalanmasi
yoluyla aktive olmaktadir.(33, 34, 35).

ADAMTS13 plazma konsantrasyonu, tam olarak bilinmemekle birlikte, 1
mikrogram/mikrolitre olarak tahmin edilmektedir (35). Dolagimdaki yar1 mrii yaklagik

2-3 gindlir. Bu durum enzimin konjenital yetmezlidi olanlarda trombotik
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mikroanjiopatinin rekiirrensini engellemek icin plazma infiizyonun her 2-3 haftada bir

yapilmasinin temelini agiklamaktadir (36-38).

2.3b Enzimoloji:

ADAMTSI13 aktivitesi, Zn*?* ve Ca™ diizeylerine baghdir. Gerekli Ca™ iyonu,
Ba*? veya St ile yer degistirebilir. Enzim, pH 7 ve pH 11 arasinda aktif olmakla birlikte
pH 8’de optimal aktivite gdstermektedir. Birgok metal baglayicilara direngli olmasi
plazmadaki uzun yar1 6mriinii agiklar (1, 3).

ADAMTS13, konvansiyonel kromotografik yontemlerle 190 kDa’lik bir protein
olarak saptanmistir (34). Enzim, ayni zamanda otoimmiin TTP olan bir hastadan elde
edilen Immunglobulin G (Ig G) kullanilarak da, immunaffinite kromotografi yontemiyle
180 kDa, 160 kDa, 120kDa olarak izole edilmis, hepsinin éym N terminal protein
dizinini igerdigi gosterilmistir ki, bu da, kiigiik dizinlerin pargalanma sonucu uzun
dizinlerden gelistigini diisiindlirmiistiir (34). Diger ADAMTS ve metalloproteazlar ile
karsilastirildiinda, ADAMTS13 propeptidinin olduk¢a kisa oldugu goriilmiistiir.
Digerlerinde bulunan tipik 200 aminoasid rezidiisi yerine 41 aminoasid igerdigi
kanitlanmigtir. Diger metalloproteazlarda, propeptidler protein baglanmasi i¢in endojen
saperon olarak gdrev yaparlar veya ‘sistein- kilit’ mekanizmasi denen bir mekanizmayla,
sistein bolgesinin aktif Zn*? iyonunu koordine etmesi sayesinde proteolitik aktiviteyi
inhibe ederler. ADAMTS13 diger ADAMTS ailesi {iyelerinde oldugu gibi tipik
proprotein konvertaz bolgesi olan RQRR ile sonlanir fakat digerlerinden farkli olarak
potansiyel sistein kilit bolgesi igermez. Enzim baglanti bolgesine baglandiginda
kendiliginden aktive olur (39).

ADAMTS13’{in bilinen tek substratt vWF dir. In vivo, par¢alanma islemi vWF
subunitinin ortasindaki 3 ardigik bélgede bulunan Try 842 — Met 843 arasindan olur. Bu
pargalanma sonras1 176 kDa ve 140 kDa dan olugmak iizere 2 parga olusur (1, 3, 36, 37).
Endotelyal hiicrelerden sekrete edilen ultra biiylik multimerlere ADAMTS13 enziminin
baglanabilmesi i¢in, CUB pargasi veya trombospondin-1 benzeri bdlge gereklidir.
Spesifik olarak ADAMTSI13 enzimi ultra biiylik multimerlerin monomerik parcalarina

baglanir ve daha sonra A2 bolgesine yakin olan Tyr 842-843 Met peptid bagindan

13



pargalama islemi gerceklestirilir (26). ADAMTSI13 tarafindan vWF pargalanma orani,
diistik konsantrasyonlarda iire veya guanidin hidroklorid ile denaturasyon veya akim
gerginligi ile artar (40).

ADAMTSI13 enziminin yapt/fonksiyon iligkisi yapilan c¢aligmalarla ortaya
konulmaya baglanmistir; ancak, enzim aktivitesinin regiilasyonu konusunda soru
isaretleri halen devam etmektedir. Iki yeni ¢alismayla, bu sorulara yanit aranmustir.
interlkin 6’nin ADAMTS 13 aktivitesini sadece akim gerginligi durumunda bozdugu ve
statik bir sistem kullamlarak yapilan diger bir ¢aligmada ise yiiksek konsantrasyonlarda
hemoglobinin enzim aktivitesini baskiladig1 goriilmiistiir (41). Bu proteinlerin normal
hemostazdaki rolii halen tam olarak bilinmemektedir. Crawley ve arakadaslarinin
¢alismasinda, normal hemostazda gorev alan serin proteazlarindan trombin, Xa ve
plazminin ADAMTS13 enzimini yikima ugrattigi gosterilmistir. Aym g¢alismada,
enzimin trombin tarafindan parcalanmasinin endotelden kaynaklanan trombomodulin
maddesi ile inhibe edilebildigi ancak aymi sonucun heparin ile elde edilemedigi
bildirilmistir (42).

2.3¢ ADAMTSI13 Enzimi ve Cesitli Hastaliklar:

Yapilan c¢aligmalar sonucunda, yiizde bes altindaki enzim aktivite diizeylerinin
TTP tanis1 koyabilmek igin gerekli olan simir degerler oldugu kabul gormektedir (43,
44). Enzimin spesifitesi bir ¢ok kez incelenmigtir. Ciddi ADAMTS13 enzim aktivitesi
eksikliginin (%5 alt1) TTP tanis1 alan hastalar arasindaki siklig1 % 45 ile %100 arasinda
degismektedir. Bunun sebebi olarak ise, TTP hastalarinin klinik kategorisinin bu farki
yarattig1 diisiinlilmektedir. Idiopatik TTP olan veya ilaca bagh (tiklopidin, clopidrogel)
TTP olan hastalarda aktivite ¢ok diisiik bulunurken, hematopoietik nakile bagh TTP
gelisen hastalarda aktivitenin normal oldugu goriilmiigtiir. Bir ¢alismada, ciddi enzim
aktivite eksikligi olan onsekiz hastanin onaltisinin (%89) idiyopatik kategoride oldugu
gosterilmistir (45-47).

Gebelerde enzim aktivitesinin azalmis oldugu, 12-16.haftadan erken puerperium

dénemine kadar diisiik seyrettigi, bu donemden sonra normale déndiigii g6sterilmistir
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(48). Yenidoganda, enzim aktivitesi dustik bulunurken, ¢ocuklarda yetigkinlerle benzer
sonuglar bulunmustur (49, 50).

Von Willebrand faktér diizeyinin arttigi bir c¢ok durumda, ADAMTSI13
aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. Bu durum kronik inflamasyon veya postoperatif
dénem gibi durumlarda goriilebilmekle birlikte, desmopressin inflizyonundan sonra
oldugu gibi kisa stireli durumlarda da olustugu gosterilmistir (51, 52). Loof ve
arkadaslari, dissemine intravaskiiler koagiilasyon tanisi olan 14 hastada enzim
aktivitesinin diigiik bulundugunu bildirmistir (53). Moore ve arkadaglari ise, TTP diginda
trombositopenik hastaliklart olan (SLE, Losemi, ITP) hastalarda orta veya ciddi
derecede aktivite eksikligi oldugunu gostermislerdir (54). lleri evre malignensi
nedeniyle takipte olan hastalarda enzim aktivitesinin %15 oldugu gosterilmistir (55, 56).
Ancak bu ¢aligmalarin hepsindeki ortak nokta enzim aktivitesinin %20 ile %50 arasinda
seyredip, hi¢birinde %10 altina inmemesidir. Oysa TTP tamsi alan hastalarda, %35

altinda degerler goriilmektedir.

2.3 d ADAMTS13 Enziminin Aktivite Ol¢iim Yontemleri:

[lk kez 1996 yilinda, Furlan ve arkadaslari, sik niiks eden TTP’li hastalarda
ADAMTS13 enziminin eksikligini ortaya koymuslardir. Tsai ise, akut ataklarda enzimin
plazma aktivitesinin azaldigini, iyilesme fazinda ise diizeldigini gostermistir (1, 46, 57,
58).

Sirasiyla Furlan ve Tsai tarafindan gelistirilen iki orijinal yontemde, plazma
ADAMTS13ln BaCl2 ve CaCl2 tarafindan aktivasyonu sonucu denature olan von
Willebrand fakt6r’tin pargalanmasi prensipine dayanmaktadir. Bu yéntemle, pargalanma
sonucu yliksek molekiiler agirlikli vWF multimerlerinin kayb1 degerlendirilmektedir.
Furlan ve arkadaglarinin gelistirdigi yOntemde, havuzlanmig insan plazmasinin
diltisyonlar1 yoluyla olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilmis ve bu yolla vWF
pargalayici proteaz aktivitesi normalin yiizdesi olarak hesaplanmstir (2, 46).

Tsai tarafindan uygulanan yontem ise, yliksek molekiiler agirlikli multimerlerin
kaybindan ¢ok, parcalanmig vWF fragmanlarinin geligimi lizerine kurulmustur. Tsai’nin

yonteminde, EDTA varlig1 ve yoklugunda olmak {izere, substrat olarak saflastiriimig
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vWF iceren diliie plazma ile guanidin inkiibe edilir. Dimerler, indirgenmemis
ortamlarda sodium dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak ayirt
edilirler. 1'?' isaretli anti - vWF antikorlart kullanarak fragmanlar isaretlenir ve
otoradyografi ile ¢oziiliirler. EDTA bulunan ve bulunmayan karigim reaksiyonlarmdaki
vWF C terminal dimer fragmanini temsil eden 350 KD bglgesinin yougunlugundaki
fark ol¢tiliir (2). Esik duyarlhilik Furlan ydntemi i¢in <%3-5 iken, Tsai yontemi i¢in
<%1dir (1, 3).

Daha yakin zamanlarda Gerritsen tarafindan gelistirilen bir ydntemde ise,
parcalanmis vWF multimer biiylikliiglinlin 0Ol¢iitli olarak kollajen baglanma affinitesi
kullanilmigtir. Gerritsen ve arkadaglarimin gelistirdigi yontemin ‘immunblotting’ ile
kargilastiriimasinda bu ydntem normal ve hafif diigiik diizeydeki enzim aktivitesini
belirlemede daha uygun iken, immunblotting yontemi, ¢ok diislik diizeyde proteaz
aktivitesi olanlarda daha duyarli bulunmustur (59). Iki y6nlii immunradyometrik ydntem
(IRMA) kullanilarak gelistirilen bir diger yontemde ise, vWF subunitinin C terminal
bolgesine kargi gelistirilen monoklonal antikor (MoAb 453) ve vWF N terminal
bolgesine karst geligtirilmis 1 '*° ile isaretlenmis monoklonal antikor karigimi
kullaniimigtir. Bu yontemin duyarlilif1 ve 6zgiinligti SDS jel elektroforez ile aynidir ve
nicel dl¢tim imkani saglar (60). ‘

Bizim c¢alismamizda kullanilan ydntem ise, vWF multimerik boyutu ile ristosetin
kofaktor aktivitesi (VWF:RCoF) arasindaki pozitif korelasyon kullamilarak gelistirilen
yeni, hizli ve basit bir yontemdir. Bu ydntemle ADAMTSI13 aktivitesi sagliklilarda
%352-134 arasinda bulunmustur (61).
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Yazar | Substrat | Denature | Inkiibasyon Yontem vWF
adi edici zamani parcalanmasini
ajan saptama
yontemi
Furlan ve | Plirifiye 1.5 mol/L 16 saat SDS agaroz jel Azalmig multimer
ark vWF fire elektroforez,immunblotting | boyutu
Tsai ve Pirifiye 0.15mol/L | 1 saat SDS poliakrilamid jel 176kDA fragman
ark. vWF guanidin elektroforez,immunblotting | saptanmasi
Hcl
Obert ve | rekombinan | 1.5mol/L. | 16 saat Iki yonla Azalmis vWF
ark. vWF fire immunradyometrik yontem | antijen
Gerritsen | EDTA ile 1.5 mol/L 2 saat Rezidiiel kollajene Azalmis kollajene
ve ark. muamele fire baglanma baglanma
edilip dializ
edilmis
plazma
Boéhm ve | Piirifiye 1.5 mol/l 16 saat Rezidiiel ristosetin Ristosetinle
ark. vWF fire kofaktdr uyarilmig trombosit
aggregasyonunda
azalma
Kokame | rekombinan | Yok 20-60 dak SDS poliakrilamid jel Proteolitik parganin
ve ark. vWF elektroforez,immunblotting | saptanmasi
Whitelock | vWF A2 Yok 2 saat Enzime bagl A2 bolgesinde
ve ark. bolgesi immunabsaorban y6ntem azalma

Tablo 1. ADAMTS13 Aktivitesi Ol¢iim Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Enzim aktivitesi igin kullanilan yontemlerde, sitrat ile antikoagiile edilmis plazma

kullamlir. Ancak, heparin, D-fenialaninprolyklorometil keton (PPACK), hirudin ve diger

direkt antitrombin inhibitdrleri ile antikoagiile edilmis plazma veya serum da

kullanilabilir (26).
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Enzimin kalitsal eksikligi disinda, diger eksiklik sebebi olan ADAMTS13’e kargi
inhibitér varlif1 ise, hasta plazmasi ile inkiibe edilmig normal plazma kullanilarak
proteaz aktivitesi Olclimli yoluyla belirlenmektedir. Bir mililitre saglikli kisi
plazmasinin, 1 mililitre hasta plazmasi ile inkiibasyonu sonucu proteaz aktivitesinin
inaktivasyonu 1 Uinite proteaz inhibitdrii olarak belirlenir (40, 48, 49). TTP hastalarinda
izole edilen Ig G molekiilleri, normal plazmadaki ADAMTS13 aktivitesini baskilar. Ig G
molekiillerinin anti-Fab ile preinkubasyonu sonucu bu inhibisyon geriye déner. Sporadik
TTP hastalarinin %70-80’inde ADAMTS13 inhibitorleri bulunmaktadir. Geri kalan
hastalarda daha diisiik diizeyde inhibitor oldugu ve mevcut yontemlerle saptanamadigi

diistiniilmektedir (62, 63).
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3-HASTALAR VE YONTEM
3.1 Hastalar:

Bu ¢alismada; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji klinigi, Kemik ligi
Transplantasyon Unitesi’nde, 2003-2004 yillar1 i¢inde kok hiicre nakli yapilan 21 hasta
ve 15 saglikli kontrol yer almaktadir.12 hasta akut myeloblastik 16semi (AML), 9 hasta
ise kronik myelositer 16semi (KML) tanisiyla izlenmekteydi. Hastalarin ortanca yasi 33,
kontrollerin ortanca yasi ise 28 idi. Hasta grubunda 12 erkek, 9 hasta ve kontrol
grubunda ise 6 erkek, 9 kadin birey vardi. Ug hastaya kemik iligi, 18 hastaya ise k&k
hiicre nakli yapildi. Onalt1 hastaya, myeloablatif nakil, 5 hastaya ise nonmyeloablatif
nakil yapildi. AML tanis: ile izlenen hastalarin nakil iglemi gergeklestirldiginde yedisi
l.tam remisyonda, ikisi 2.tam remisyonda idi, {i¢ hasta ise refrakter idi. KML tanisi ile
izlenen hastalarin biri 1.akselere faz , yedisi 1.kronik faz, biri ise 2.kronik fazda
izlenmekteydi. GVHH profilaksisi olarak 19 hastaya siklosporin ve metotreksat, 2
hastaya ise sadece siklosporin verildi. Hastalarin takip siiresi ortanca 13 (6-24) aydir. 13
hasta tam remisyonda izlenmektedir; 8 hasta ise Slmiistiir (Tablo2).

3.2 Plazma Toplanmasi ve Saklanmasi:

15 saglikli kontrolden ve toplam 21 18semi hastasindan 10 cc sitratli plazma Srnegi
alindi. Hastalardan nakilden 10 giin 6nce, nakil giinii, nakil sonras1 7., 14., 21., ve
28.glinlerde olmak fizere toplam 6 kez, saglikli kontrollerden ise bir kez kan alindi.
Takip sirasinda, hem akut hem de kronik GVHH gelistiginde hastalardan tekrar kan
alindi. 4o C de, 2500 g de, 40 dakika santrifiij edilerek trombositten fakir plazma
Ornekleri hazirlandi. Her plazma, en az iki santrifiij tiipiine konarak -80°C derecede
saklandi. Olglim isleminin gergeklestirilecegi giin plazmalarm oda sicakliginda
¢ozlinmesi saglanarak test igin kullanildi. 15 saglikli kontrolden 6rneklerin galigilacagi
glin kan alind1.

Bu ¢alisma i¢in Etik kurul onayi alinmistir. Tiim hastalara ve saglikli kontrollere,

calisma konusunda bilgi verilmis ve onaylar1 alinmistir,
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AML/KML 12/9

HASTALARIN YAS (ortanca) 33(17-61)

KONTROLLER YAS (ortanca) 28(26-60)

CINSIYET(E/K)

Hastalar 12/9

Kontrol 6/9

ALLLO KOK /KIT (18/3)

MYELOABLATIF/NONMYELOABLATIF 18/3
NAKIL SIRASINDA HEMATOLOJIK.DURUM

AML

1.Tam remisyon

2.Tam remisyon

Refrakter

KML

Birinci akselere faz 1

Birinci kronik faz 7

Ikinci kronik faz 1

HAZIRLIK REJIMLERI

BU-CY 14

FLU -BU

ECP-CY-TBI 2

GVHH PROFILAKSI

CSA-MTX 19

CSA 2

Tablo2. Calismaya alinan hastalarin ve kontrollerin 8zellikleri

AML: Akut myeloblastik 16semi KML: Kronik Myelositer 16semi ALLOHK:

Allojeneik kok hiicre nakli ALLOKIT: Allojeneik kemik iligi nakli BUCY: Busulfan
,siklofosfamid ECP-CY-TBI: Ekstrakorporeal fotoferez, siklofosfamid, total viicut

Isinlamasi

FLU-BU: Fludarabin,busulfan

CSA-MTX:

Siklosporin-Metotreksat

CSA:Siklosporin 1.TR:Birinci tam remisyon 2.TR :kinci tam remisyon REF:
Refrakter 1.KF: Birinci kronik faz 1.AF: Birinci akselere faz.
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3.3 ADAMTS13 Aktivitesinin Von Willebrand Ristosetin Kofaktor Yoéntemiyle
Olgiilmesi:

Plazma 6rnekleri coziildiikten sonra 1:21 oraninda (final voliim 210 mikrolitre ) 5
mM Tris-HCI pH:8, 12,5 mM Bacl2 ve 1 mM Pefabloc SC ile diliie edildi. Bes dakika
37 derecede inkubasyona birakildi. Substrat olarak piirifiye von Willebrand faktor
kullanild1 (LFB,Fransa). 1000 IU VWF:ag iceren substrat 1:10 oraninda distile su ile
diliie edildi. Daha sonra 500 mikrolitrelik soliisyonlar halinde -20 derecede saklandi.
Calismanin yapilacagi giin oda sicakliginda ¢dzdiiriildii. 5 M tire, SmM Tris HCI (pH 8)
den olusan solusyon ile 1:15 olacak sekilde diliie edildi ve oda sicaklidinda 5 dakika
bekletildi. Substrat diliisyonundan 100 mikrolitre, diliie plazma iceren birinci karigima
eklendi ve bir gece 37 derecede bekletildi. Daha sonra vWF:RiCoF aktivitesi BCS
bireyden alinan normal insan plazma havuzu ile 56 derecede 30 dakika 1sitilmis insan
plazma havuzu (vWF pargalayict enzim aktivitesini inhibe etmek amaciyla) karigtirilarak
seri dilusyonlar (1/2, 1/4, 1/8..) elde edildi. Hasta plazmalarina uygulanan iglem seri
diliisyonlara da uygulandiktan sonra rezidiiel vWF:RiCoF aktivitesi ol¢iildii. Bunun
sonucunda g¢ikan degerlerden kalibrasyon egrisi gizdirilerek, hasta plazmalarindan elde
edilen sonuglar normalin % aktivitesi olarak bu egri iizerinden hesaplandi. Ancak
substratin 1:15 oraninda iire ile diliisyonu yapildiginda elde edilen kalibrasyon egrisinin
beklenen egriye uymamasi lizerine, substrat iire ile 1:12 oraninda diliie edildi, islemier
yukarda anlatildig: sekilde tekrar edildi.

Faktér VIII Slgimii icin; faktér VIII’den yoksun plazma hasta plazmas: ile
karigtirild1 ve parsiyel tromboplastin zamam Dade Behring koagiilasyon analizeri ile
Ol¢iildii. Elde edilen deger, standart insan plazma havuzunun Faktér VIII’den yoksun

plazma ile karigtirilmasi sonucu elde edilen kalibrasyon egrisi sayesinde 6l¢tildii.
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3.4 istatistiksel Analizler:
Istatistiksel analizler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Istatistik Ana Bilim
Dalinda yapilmustir.

Normal dagilim Kolmogorov—-Smirnov ve Shapiro—Wilk testleriyle degerlendirildi.
Normal dagilim saglandigi durumlarda ortalama ve standart sapma, dagilimin
saglanamadig1 durumlarda ise ortanca (minimum-maksimum) degerleri alindu.

Ikiden fazla hasta grubunun Kkarsilatirmasi i¢in parametrik olarak ANOVA ve non-
parametrik olarak Kruskal Wallis testleri uygulandi. Hasta gruplarmin nakil 6ncesine
gore degerlendirmeleri normal dagilim olanlar igin; Friedman testi, normal dagilim
olmayanlar i¢in ise Genel Lineer Mode! kullanilarak yapildi. P<0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi. Ikili parametrelerin karsilagtirmasinda normal dagilim oldugunda,
T test, normal dagilim olmadiginda Mann Whitney-U testi kullanildi. P<0.025
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Korelasyon analizleri ise normal dagilim olanlar
i¢in Pearson, olmayanlar igin de Spearman korelasyon testleri ile yapildi.

Caligmada saglikli kontrol grubu ve hastalarin yas, cinsiyet, enzim aktivitesi
agisindan Karsilastirmas: yapildi. Hasta grubu tantya ve gelisen komplikasyonlara gore
siniflandirilarak her grup kendi i¢inde incelendi. Hazirlik rejiminin farkina gore de

hastalar ayirilarak kendi aralarinda degerlendirildi.
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4- BULGULAR:

4.1 Hastalara ve Saghkh Kontrollere Ait Enzim Takip Sonuclari:

Ortanca 13 aylik takipte, 7 hastada febril nétropeni, 12 hastada AGVHH, 14
hastada ise KGVHH gelisti. Hastalardan higbirinde venookluziv hastalik, trombotik
mikroanjiopati veya tromboembolik atak gelismedi (Tablo3).

Hastalarin haftalik enzim takipleri ise Tablo 4’ de goriilmektedir.

AML ve KML hastalarinin (ortanca 33), saglikli kontrol gruplarinin(ortanca 28)
yas ortalamalari agisindan fark goriilmedi (p>0.05). Hastalar cinsiyete gore
siniflandinldiklarinda gruplar i¢inde ( erkekler i¢in, p=0.055 ve kadinlar i¢in, p=0.159)
ve gruplar arasinda ADAMTSI13 aktivitesi agisindan haftalar boyunca istatistiksel
onemli fark saptanmadi (sirasiyla haftalara gére; p=0.190, p=0.702, p=0.272, p=0.916,
p=0.06, p=0.86).

Yas ortalamalar1 33 olan (26-60) 15 saglikli bireyden alinan plazma &rneklerinin
ADAMTS13 enzim diizeylerinin ortalamasi 97+16 (76-136) olarak saptandi.

Nakilden ©onceki 10.giin i¢in; AML, KML hastalar1 ve saglikli kontroller
karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (sirastyla ortalamalar 90 £15, 88+29 ve
9716 ) (p=0.540). "

AML veya KML tanisiyla izlenen 21 hastanin, haftalik ADAMTSI13 enzim
ortancalar1 ise; -10.giin igin %85 (45-145), nakil giinii igcin %78 (16-107), nakilden
sonra 7.giin i¢in % 83 (60-134), nakilden sonra 14. giin igin % 86(50-109), nakilden
sonra 21. giin i¢in %89 (16-126), nakilden sonra 28. giin i¢in %90 (10-119) olarak
bulundu. Bu hastalardaki haftalik ADAMTS13 enzim aktivitesi takipleri nakil 6ncesine
gore degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi

(p=0.156).
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KOMPLIKASYONLAR HASTA SAYISI

FEBRIL NOTROPENI 7
AKUT GVHH 12
Cilt 8
Karaciger
GIS 4
KRONIK GVHH 14
Cilt 6
Karaciger 5
GIS 2
Goz 5
Oral 5
VENO-OKLUZIV HASTALIK 0

TROMBOTIK MIKROANJIOPATI 0

TROMBOEMBOLIZM 0
(Kateter trombozu dahil)

Tablo3. Hastalarin nakil sonrasi klinik seyirleri.
AGVHH: Akut graft versus host hastalifi, KGVHH: Kronik graft versus host
hastalig1
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Hastalar tanilarina gore ayirilarak incelendiginde ise; AML tanisiyla izlenenler igin
haftalik enzim tayinindeki ortanca degerler; nakil dncesi 10.glinde %87 (72-116), nakil
glinli %83 (16-107), nakilden sonraki 7.giin icin %85 (66-134), 14 giin i¢in %86 (70-
103), nakilden sonra 21 .giin i¢in % 92 (16-126) ve nakilden sonraki 28.giin icin %88
(28-112) olarak bulundu. Nakil 6ncesi ve nakil sonrasindaki haftalarda saptanan enzim
aktiviteleri farkli degildi (p=0.790).

KML tanisiyla izlenen hastalara bakildiginda ise enzim degerlerinin ortalamalar;
nakil dncesi %88 + 29, nakil giinii %69 + 13, nakilden sonra 7. giin %81 + 18, nakilden
sonra 14. giin i¢in %85 + 17, nakilden sonra 21. giin igin %88 = 14, nakilden sonra 28
giin i¢in ise %72 + 43 olarak bulundu. Nakil 6ncesi enzim aktivitesine gore, takip eden
haftalardaki enzim aktivitelerinde fark yoktu (p=0.317) (Grafik 2).

4 z - 3 o

-10.GUN  NAKILGUNO  +7.GUN +14.GUN +21.GUN +28.GUN

100
90 4
80 +

70 4

80
HAML+KML

50
OAML
40 1

DO KML

30 1

20
10 4

Grafik 2. AML (n=12) ve KML(n=9) hastalarinin ayr1 ayr1 ve genel olarak tiim

hastalarin (n=21) haftalara gére enzim aktiviteleri.

Nakilden 6nceki 10.giinde hastalarin Faktor VIII diizeyleri ile ADAMTS13 enzim
aktiviteleri aras1 korelasyon saptanmadi (p=0.229).

26



Hastalar nakil ®ncesi  10.glindeki ADAMTS13  degerlerine  gore
siniflandirildiginda, enzim degerleri %75 altinda olan 6 hasta, %76-%136 arasinda olan
14 hasta ve %137 iizerinde olan 1 hasta saptandi. Enzim degerlerleri saghikli kontrollere
gore normal diizeyde olan hastalarin haftalar arasi enzim diizeylerinde anlamli fark
goriilmedi. Nakil dncesi 10.giindeki enzim degerlerine gore; ne %75 altinda enzimi olan
hasta grubunda, ne de %76-136 arasi enzim diizeyleri olan grupta tiim haftalar boyunca
elde edilen enzim diizeyleri (kendi iglerinde) karsilastirildiginda anlaml fark izlenmedi.
Bu iki grup kendi aralarinda incelendiginde ise yine anlamli bir fark goriilmedi (Grafik
3).

100
90-
80-
70-
60-
50171
4011
30
2011
1011

O <%75
M %76-136

NAKILGONU  +7.GUN +14.GUN +21.GUN +28.GUN

Grafik 3. Nakil oncesi 10.giinde enzim aktivitesi saglikli kontrollere goére normal

sinirlarda olanlar (n=14) ve normalin altinda seyredenler (n=6).
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4.2 Komplikasyon Gelisen Hastalarda ADAMTS13 Enziminin Seyiri:

Akut graft versus host hastalit (AGVHH) gelisen hastalarda (n=12), GVHH
saptandifinda ilk gilindeki ADAMTS13 diizeyi, nakil 6ncesi 10.glindeki degerlerle
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi (sirasiyla, %73+ 33
ile %86+ 21, p=0.365).

AGVHH saptandifindaki ilk giinkii, enzim diizeyleri, saglikli kontrollerle (n=15)
karsilastirildiginda ise sinirda bir diislis saptandi (sirasiyla, %73+33 ile %97+16,
p=0.063).

AGVHH saptandig1 ilk giinkii enzim diizeyleri bir onceki haftadaki degerlerle
karsilastirldiginda ise; anlamli fark goriilmedi (sirasiyla, %73+33 ile %84+17,
p=0.220).

Hastalarin tamami akut GVHH gelisen (n=12) ve gelismeyen hastalar (n=9)
olarak iki gruba aynldi. Haftalik enzim takibinde, bu iki grup arasinda fark olup
olmadig1 arastirildi. Sirasiyla AGVHH gelismeyen ve AGVHH gelisen hastalardaki
ADAMTS13 enzim aktivitelerinin, nakil 6ncesi 10.glinde ortalamalari; %90+24 ve %88
£21 (p>0.025), nakil giinlinde ortalamalari; %69+ 26 ve %78 £14 (p>0.025), nakil
7.giinlinde ortancalar1 %87 (75-123) ve %77 (60-134) (p>0.025), nakil 14.glinde
ortalamalar1 %8849 ve 82+15 (p>0.025), nakilin 21.giiniinde ortancalar1 %96 (16-126)
ve %84(63-107) olarak bulundu (p>0.025). Nakilin 28.glinlindeki ortanca degerler ise
AGVHH gelismeyenlerde % 97+13, geligenlerde ise %60+36 olarak kaydedildi; fark
istatistiksel olarak anlamli idi (Grafik 4).
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Grafik 4. Akut graft versus host hastaligi gelisen (n=12) ve gelismeyen (n=9)

hasta gruplarinin haftalik enzim takiplerine gére karsilagtiriimasi.

Akut GVHH gelisen hastalarin kendi iglerinde ve nakil Oncesine gore, diger

haftalardaki enzim aktiviteleri degerlendirildiginde anlamli bir fark goriilmedi

(p=0.152). GVHH gelismeyen hastalarda ise; nakil dncesine gore nakil giinii anlamli bir

diisme, nakil sonrasi 28.giinde ise anlamli bir yiikselme saptand: (sirasiyla, p<0.001 ve

p<0.01)

Akut GVHH gelisen ve 28.giin enzim aktiviteleri diisiik olan bes hastanin haftalik

enzim takipleri tabloda gosterilmistir (Tablo 5). En diisiik enzim aktivitesine sahip olan

(%10) hastamiz graft versus host hastalig1 nedeniyle kaybedilmistir.
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Tani Yas | Nakil Nakil Nakil Nakil Nakil Nakil Agvhh Son
oncesi giinii 7..giin 14..giin | 21..giin | 28.giin durum
10.giin

AMLI.TR | 47 | 100 93 85 82 63 28 VAR TR

AMLITR |23 | 76 68 66 90 106 28 VAR TR

KMLIKF | 53 |70 65 60 77 69 10 VAR EX

KML1KF |40 | 119 69 74 72 89 23 VAR TR

KML1KF | 29 | 100 74 86 109 107 25 VAR TR

Tablo 5. Nakil +28.giinde orta derecede enzim aktivite diisiikliiii olan 5 hastanin

haftalik enzim takipleri, tanilari, GVHH gelisimi, hematolojik son durumu.

AML: Akut myeloblastik [6semi, KML: Kronik myelositer 16semi,

1.KF:1 kronik faz, TR:Tam remisyon, EX: Exitus

Kronik graft versus host hastaligi (KGVHH) gelisen hastalar ele alindiginda ise;
kronik GVHH gelisen hastalarin (n=14) GVHH gelistigindeki ilk giinkii enzim
aktivitelerinin nakil dncesi 10.gline gore bir diigiis gdsterdigi ancak bu diisiisiin anlamli
olmadigr gosterildi (%67+13 ile %91+30, p=0.15). Kronik GVHH ilk giinkii enzim
aktivitesi saglikli kontrollerle karsilastirildidinda ise anlamli bir fark oldugu gériildi
(strastyla %67+13 ile %97+16, p=0.002).

Daha sonra hastalar kronik GVHH (KGVHH) gelisen (n=14) ve gelismeyen(n=7)
hastalar olarak iki gruba ayrildi. Haftalik enzim takibinde bu iki grup arasinda fark olup
olmadigr arastirildi. Sirasiyla KGVHH gelismeyen ve KGVHH gelisen hastalarda,
ADAMTS13 enzim diizeylerinin, nakil 6ncesi 10.giinde ortalamalari sirasiyla; %.86 +24
- %91 = 21 (p>0.025), nakil glinlinde ortalama; %76+14 -%74+23 (p>0.025), naklin
7.glinlinde ortanca %80(66-134) - %84(60-123) (p>0.025), naklin 14.giinde ortalama
%82+20 — 86=7 (p>0.025), naklin 21.giinilinde ortanca %105 (69-107) -%89 (16-126)
olarak bulundu (p>0.025). Naklin 28.giiniindeki ortalama degerler ise KGVHH
gelismeyen igin %67+33, gelisenler i¢in ise %81+34 olarak kaydedildi (p>0.025). Tiim

sonuglar istatistiksel olarak anlamsiz idi (Grafik 5).

30




120+

100+
8011
6 M kgvhh yok
U kgvhh var

Grafik 5. Kronik graft versus host hastaligi gelisen (n=14) ve gelismeyen (n=7)

hastalarin haftalik enzim takiplerinin karsilastirilmasi.

Kronik GVHH gelismeyen ve gelisen hasta gruplarinda, nakil 6ncesine gore, takip eden
haftalardaki enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig:
saptandi (sirasiyla, p=0.423 ve p=0.154).

Hastalardan hig¢ birinde veno-okluziv hastalik veya trombotik atak gelismedigi i¢in
hastalar bu iki komplikasyona gore siniflandirilamadi.

ADAMTSI13 enziminin sentez yerinin karacifer olmasi nedeniyle hastalar
ALT<40 UI/L, ALT>40 UI/L olarak aymrildi. Sirasiyla, ALT<40 UI/L olanlar ve
ALT>40 UI/L olanlar i¢in; nakil 6ncesi 10.glinde %8323 ile %99+18 (p=0.153), nakil
giiniinde %76 (16-106) ile %85 (84-86) (p=0.263), nakil sonras1 7.glinde %84 (66-134)
ile %71 (60-95)( p=0.185), nakil sonrasi 14.glinde %84+12 ile %83+12 (p=0.90), nakil
21.glinde %85+27 ile %85+15 (p=0.988) ve nakil 28 .giinde ise %70+36 ile %94+18
(p=0.07) bulundu (grafik 6).
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Herhangi bir haftada ALT diizeyi 80 UI/L’den yiiksek olan hastalarin, o haftadaki
ADAMTSI13 enzim diizeylerinin ortalamasi 84:+16 olarak bulunmustu. ALT degerleri
ile ADAMTS13 aktiviteleri arast korelasyon saptanmadi.

O ALT<40
N ALT>40

Grafik6. Hastalarin ALT diizeylerine gore gruplanmasi ve haftalik enzim aktivitesinin
kargilastirilmast.

Hastalar bilirubin diizeylerine gore; total bilirubin <lmg /dl, total bilirubin >1
mg/dl olanlar olarak simiflandinldi. Iki grup arasinda haftalara gore bir farklilik
saptanmadi. Total bilirubin 2 mg/dl altinda ve istiinde olacak sekilde tekrar
degerlendirildiginde; istatistiksel analizler, bilirubin 2 mg /dl {izerinde olan hasta
sayisinin yeterli oldugu 28.giinde yapilabildi. Total bilirubin 2 mg/dl] altinda olanlarda
(n=16), ADAMTSI13 enzim aktivite ortalamasi %88 (10-110), 2 mg /dl {izerinde
olanlarda (n=5) ise, ortalama %87 (%23-97) olarak hesaplandi (p=0.554).

Hastalarin haftalara gére trombosit degerleri nakil 6ncesi 10.gtinde 133 bin (9-942
bin), nakil giiniinde 117 bin (5-1200 bin), nakil sonras1 7.giinde 24 bin (4-451 bin), nakil
sonras1 14.giinde 35 bin (4-111 bin), nakil sonrasi 21.glinde 76 bin (5-416 bin) ve
28.glinde de 105 bin (14-180 bin) olarak bulundu. Haftalara gore trombosit ve
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ADAMTS13 diizeyleri korele edildiginde sadece 14. ve 21.giinlerde pozitif korelasyon
goriildii (sirasiyla p=0.022, r=0,496 ve p=0.025, r=0,488).

Febril nétropeni gelisen hastalar (n=7) incelendiginde ise, febril nétropeni dénemi
sirasindaki enzim aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte baslangica
gbre daha diisiik oldugu gosterildi (sirastyla %67+ 25 ile %78+ 20, p=0.418).

Febril notropeni donemindeki degerler saglikli kontrollerle kryaslandiginda ise
istatistiksel olarak anlamli olan bir diisiis kaydedildi (sirasiyla %67+ 25 ile % 97+ 16,
p=0.004).

Febril notropeni gelistigi haftadaki degerlerin bundan bir onceki haftadaki
degerlere gore diisiik oldugu goriildii (sirasiyla %73+11 ile %67+25 p=0.675).

Hazirlama rejimine gore siniflandirildiginda; hazirlik rejimi olarak busulfan ve
siklofosfamid alan hastalarla (n=16), diger rejimleri almis hastalar (n=5)
karsilagtirildiginda, nakil dncesi ADAMTSI13 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (sirasiyla %80+12’ye karst %60+29 p=0.041). Nakil sonras:
28.giinde de busulfan ve siklofosfamid alanlarda anlamli olarak daha diisiik enzim

aktivitesi goriildii (sirastyla % 69+35’a karsi %100£10 (p<0.05).
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5- TARTISMA:

ADAMTS13 enziminin tamimlanmasi, bu enzimin  normal ve patolojik
fonksiyonlarina olan ilgiyi artirmistir. Son dokuz yilda, birbiri ardina ¢esitli yontemler
gelistirilerek enzim aktivitesi Olciilmeye caligtlmigtir. Bu g¢alismamizda bizim
uyguladigimiz yontem, ilk kez Bohm ve arkadaglari tarafindan uygulanmigstir (61).
Yontemin esasi rezidiiel ristosetin kofaktor aktivitesi Gl¢timiine dayanmaktadir. Bizim
saglikhh kontrol grubumuzda enzim aktivitesi ortalama 97+16(76-136) olarak
saptanmugtir. Ayni yontem kullanilarak, Alman saglikli kontrollerin enzim aktiviteleri
benzer bulunmustur (%52-134) (61). Bu yontem kolay tekrarlanabilir, zel laboratuvar
ekipmani gerektirmeyen ve kisa siirede gerceklestirilebilinen bir yontemdir. Yontemin
dezavantaj1 indirekt bir yontem olmasidir. Furlan ve Tsai‘nin gelistirdigi immunblotting
yonteminde, Sl¢limler dogrudan von Willebrand faktdriin multimer boyutundaki azalma
yoluyla yapilirken, bizim ydntemimizde multimer boyutundaki degisiklik ve von
Willebrand ristosetin kofaktor aktivitesi arasindaki pozitif korelasyon kullanimistir.
ADAMTSI13 aktivitesinin rutin olarak calisildifi, ancak farkli yontemlerin kullanildig
laboratuvarlara, hasta plazmalari génderilerek yontemler aras: fark arastiriimigtir. Enzim
aktiviteleri %3 ile %100 arasinda degisen birgok hasta plazmasi degerlendirildiginde,
kollajen baglanma affinitesi kullanilan yonteme ait yanlis negatif ve yanlis pozitif
sonuglar saptanmigstir. Bizim ydntemimizin de aralarinda oldugu diger yontemler arasi
ise fikir birligi saglanmistir (64). Yine, 11 laboratuvarin katildig1 ¢gok merkezli uluslarasi
bir ¢alismada; %0 ve %10 aktivite diizeyleri olan iki plazmanin ayirt edilmesi
planlanmigtir, Bizim calismamizda da, kullandifimiz ristosetin kofaktdr bazli yontem
icin beklenen ve gézlenen sonuglar arasi lineer bir iligki saptanmis ve yontemin bu iki
plazmay1 ayirim yetenegi milkemmel olarak tanimlanmistir (65). Dolayisiyla bu yontem,
rahatlikla rutin tetkikler arasina girebilecek giivenilir bir yontem olup, ileride TTP

hastalarinin tedavi ve prognozu agisindan yol gosterici olan bir parametre olabilir.
Enzim aktivitesi lizerinde etkili olan lokal ve sistemik faktorler hakkinda pek az

bilgi vardir. Bu nedenle, ¢alismaya hematopoietik kok hiicre nakli (HKHN) yapilan

hastalar &zellikle se¢ilmistir. Nakil Oncesi ve sonrast karmasik hematolojik ve
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immunolojik yapilanma enzimin degisik klinik kosullarda incelenmesini olanakli
kilmigtir. Bizim serimizde, HKHN yapilan hastalarda haftalik aktivite degerleri
dalgalanmalar gostermeksizin stabil seyretti; nakil giinii ilimhi bir diislis gelisip daha
sonra tekrar artis gosterdi. Nakil giinii gériilen en diisitk deger %16 idi. AML, KML ve
saglikli kontrollerin nakil 6ncesi 10.giinde enzim aktivitelerinin birbirinden farkli
olmadigi goriildii. Nakil hastalarinda enzim aktivitesinin arastirildigi, Park ve
arkadaglarinin yaptig1 literatlirdeki tek calismada, enzim aktivitesinin nakil giinii
azaldigi, bu azalmanin nakil sonrasi 7.giinde devam ettigi, ancak daha sonra enzim
aktivitesinin ylikseldigi gosterilmistir. Fakat, bizim ¢alismamizda da oldugu gibi, nakil
glinii ve nakil sonrasi 7.glindeki enzim aktivitesinin ciddi eksiklik diizeyinde (<%5)
olmadig gosterilmistir. Park ve arkadaslari, bu galismay1 AML, KML, aplastik anemi,
ndroblastoma gibi cesitli tanilarla allojeneik veya otolog nakil yapilan g¢ocuklar
tizerinde yapmuslardir. Biz ise, AML, KML tamsiyla izlenen sadece allojeneik nakil
yapilan erigkin hastalarin enzim aktivitelerini arastirdik. Bu iki ¢calismada kullanilan
ADAMTS13 enzim tayinleri birbirinden farkli yontemlerle yapildi; Park ve arkadaslari,
immunblotting yontemini tercih ederken, biz ¢alismamizda rezidii von Willebrand
ristosetin kofaktdr yontemini kullandik. Park ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismanin
primer amaci, bizim c¢aligmamizdan farkli olarak veno-okluziv hastalik gelisen ve
gelismeyen hasta populasyonlarini kargilagtirmak olarak belirlenmistir (6). Biz de kendi
calismamizda, komplikasyon olarak VOH gelismesi durumunda enzim aktivitesini
calisgmayt planlamistik. Ancak, hastalardan hi¢birinde VOH gelismedi. Park ve
arkadaslarinin ¢alismasinda, VOH gelisen gruptaki hastalarin enzim diizeylerinin nakil
Oncesinden itibaren diisiik seyrettigi g6zlenmektedir. Oysa bizim serimizdeki hastalarin
enzim aktivitelerinin bu sekilde diisiik seyretmemis olmast VOH gelismemis olmasini
agiklayabilir. Nakil oncesi enzim aktivitesi en diigiik olan 2 hastamizda (%43 ve % 63)
bile VOH, tromboembolizm veya trombotik mikroanjiopati gibi wvaskiiler bir
komplikasyon goézlemedik. A.U.T.F kemik iligi nakli boliimiinde yapilan nakillerde
VOH %4 oraninda olup, literatiire oranla diigiiktiir. Bu durum merkezimizdeki

transplant alicilarinda total beden iginlamasmin (TBI) hazirlik rejiminde kullanim
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oraninin diisiik olmasina, daha once fazla tedavi gérmemis, standart riskli ve karaciger
fonksiyon testlerinde belirgin bozukluk olmayan olgularin varlifina baglanabilir (66).

Caligma grubumuzdaki hastalarin nakil dncesi ADAMTSI13 aktiviteleri, kontrol
grubunun normal smnirlarinda olanlar ve simirin altinda olanlarin, nakil sonrasi
haftalardaki enzim ortancalarinin  benzer seyrettigi goriildii. Nakil Oncesi enzim
aktivitesi normalin istiinde olan bir hastanin ise, haftalik takipleri boyunca enzim
aktivitesinin hep yliksek seyrettigi tespit edildi.

Nakil oncesi 10.giinde Faktor VIII diizeyleri ile enzim aktivitesi arasinda
korelasyon saptamadik. Yapilan ¢aligmalarda, von Willebrand antijeni ile, ADAMTS13
enzim aktivitesinin negatif bir iligkisi oldugu gosterilmistir. Tip 3 von Willebrand
hastalig1 olan hastalarda enzim aktivitesinin arttigi, desmopressin inflizyonu ile vWF
diizeyinin arttifi durumlarda ise enzimin azaldifi gosterilerek bu iliski kanitlanmigtir
(67).

GVHH gelisimi incelendiginde, akut GVHH gelisen hastalardaki enzim
aktivitesinin nakil 6ncesi degerlerine gore degisiklik gostermedigini saptadik. GVHH
gelistidi zaman enzim aktiviteleri saghkli kontrollerle kiyaslandiginda, istatistiksel
olarak sinirda bir diisiikliik oldugunu gorditk. Bu durum hasta sayimizin az olmasiyla
agiklanabilir. Hastalar AGVHH gelisimine gore degerlendirildiginde, nakil sonrasi
28.glinde AGVHH gelisen hastalardaki enzim aktivitesi GVHH gelismeyen hastalarin
enzim aktivitesine gére anlamli olarak diisiikti. AGVHH etyopatogenezinde sitokinlerin
rolli oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada, 1L.-8 ve TNF alfa basta olmak izere
inflamatuvar sitokinlerin ultra bitylikk von Willebrand faktor salinimina sebep oldugu,
IL-6 ‘nin ise, akim gerginligi gelisen durumlarda ADAMTS13 enzimini inhibe ettigi
gOsterilmigtir (68). Nakil sonrasi 28.glinde enzim aktiviteleri belirgin diismils olan
hastalarin geriye doniilerek, baslangigtan itibaren haftalara gore enzim aktiviteleri
degerlendirildiginde normal sinirlarda seyrettigini saptadik. Salat ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada, AGVHH gelisen hastalarin endotelyal belirleyicileri
takip edildiginde; nakil sonrasi 21.glinde von Willebrand diizeyinin yiiksek oldugu
saptanmigtir (69). Von Willebrand diizeyinin arttii durumlarda enzim aktivitesinin

azaldifini gosteren yaynlar g6z Ontine alindiginda bizim sonuglarimizda saptanan
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28.giindeki aktivite azalmasinin GVHH, sitokin, metalloproteaz iliskisi konusunda ipucu
oldugu sdylenebilir. Endotel hasart sonucu ortaya cikan sitokinler, biiylik von
Willebrand faktér multimerlerinin salinmimna ve ADAMTSI13 enziminin aktivite
degisiklikligine sebep olup mikrovaskiiler trombiis olusumuna, GVHH gelisimine yol
acabilirler.

Kronik GVHH olan hastalarin, KGVHH gelisimindeki enzim aktiviteleri nakil
oncesine gore farkl degil iken, saglikli kontrollerden anlamli olarak diisiik bulundu.
AGVHH’deki gibi KGVHH’de de sitokinlerden etkilenen ADAMTS13 enzim aktivitesi
KGVHH patogenezine katkida bulunabilir. KGVHH gelistiginde nakil 6ncesine gore
farkin olmamasi ise, hastalarin nakil 6ncesi aldiklar1 kemoterapi, hazirlik rejiminin ve
nakil sirasindaki hematolojik durumlarinin biribirinden farkli olmasi nedeniyle
olabilirdi. Hasta sayimizin az olmasi da sonuglari etkileyen bir faktsr olabilirdi.

Kok hiicre nakline bagli trombotik mikroanjiopati gelisen hastalarda, idiopatik
TTP hastalarindan farkli olarak enzim aktivitesinin degismedigi, endotelyal hasarin asil
sebep oldugu distiniilmektedir. Bizim serimizde hi¢ trombotik mikroanjiopati gelisen
hasta olmadi. TTP i¢in esik deger olan %5’in altinda aktiviteye sahip hastamiz olmadigi
icin bu diizeyin nasil bir klinik seyirle gittigini izleme olanagi olmadi. Temel
mekanizma endotelyal hasar olsa bile, ¢ok diisiik ADAMTS13 diizeyinin, nakil sonrasi
trombotik mikroanjiopati gelisimini kolaylastiric1 etkisi olup olmadigi bu sekilde
aydinlatilabilirdi.

Calismamizda enzimin sentez yerinin karacifer olmasi nedeniyle, karaciger
fonksiyonlar1 ile enzim aktiviteleri karsilastirildi. Her hafta i¢in (ALT) <40 UI/L olan
hastalarin enzim aktiviteleri ile, ALT >40 UI/L olan hastalarin enzim aktiviteleri
karsilagtirildifinda; ALT >40 UI/L olanlarda nakil sonrasi 7.giinde ADAMTSI3
diizeyinde diisiikliik saptandi. Ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
sonuglar yapilan diger ¢alismalarla benzer degildi (6, 51). ALT diizeyi igin alinan esik
deger 80 UI/L olarak degistirildiginde bile, ortalama ADAMTSI13 enzim degerlerinin
saglikli kontroller i¢in belirlenen diizeylere benzer oldu@u goriildii. Enzimin sentez
yerinin karacier olmasi nedeniyle ALT diizeyi yiiksek hastalarda daha diisiik enzim

aktivitesi goriilmesi beklenirdi. Bunula birlikte, ALT diizeyindeki her artis, karaciger
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fonksiyonlarinin  tlimiine yanisimayabilir. Park ve arkadaglarmin ¢aligmasinda,
ADAMTSI13 enzim aktivitesindeki azalmanin VOH’a sebep olmadigi, VOH sebebiyle
gelisen karacier fonksiyon bozuklugunun enzim eksikligine sebep oldugu ileri
stiriilmiigtiir. Ancak bizim galigmamizda, ALT yliksekliginin ¢ok belirgin olmamasi
veya karaciger veno-okluziv hastaligi gézlenmemis olmasi, ADAMTSI3 sentezinin
belirgin derecede bozulmamasini agiklayabilirdi. Ancak nakil sonrasi karaciger
fonksiyon bozukluguna yol agabilecek birgok durum s6z konusudur. Graft versus host
hastalig1, hastaya verilen sitorediiktif, immunsupresif ajanlar, antibiotikler veya gesitli
enfeksiyonlar da karaciger fonksiyon bozukluguna sebep olabilir. Bu faktorler de goz
oniine alindiginda iki parametre (ADAMTS13 ve karaciger fonksiyonlarr) arasinda basit
bir iliski kurmak zor olabilir.

Bilirubin degerleri 1 mg/dl altinda ve iistiinde olan gruplar i¢in haftalara gére fark
saptanmadi. Bilirubin diizeyi 2 mg /dl Uzerinde olan hasta sayis1 istatistiksel
degerlendirme igin sadece 28.glinde uygundu. Ancak, 2mg altinda ve {stiinde bilirubin
diizeyleri olan hastalarin enzim aktivitelerinin ortalamalar1 benzerdi. ALT diizeyleri gibi
bilirubin diizeyleri ile de enzim aktivitesi arasinda bir iliski saptanmadi.

Febril nétropeni atag: sirasindaki enzim aktivitesinin nakil 6ncesine gre anlamli
olmayacak sekilde, saglikli kontrollere gore ise anlamli olacak sekilde diisiik oldugu
izlendi. Bianchi ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada, ciddi sepsis tablosu olan
hastalarda hafif azalmis (%25-50) veya orta diizeyde azalmis (%10-25) ADAMTS13
aktiviteleri oldugu gosterilmigtir (70). Biz ise ¢aligmamizda, febril ndtropeni atagi
sirasinda  ortalama enzim aktivite diizeyinin %67 civarinda seyrettigini tespit ettik.
Cesitli ¢alismalarda, {iremi ve akut inflamatuvar durumlarinda, normalin %15 ile %170’i
arasinda degisen oranlar bildirilmekle birlikte, kronik inflamasyonda enzim aktivitesinin
belirgin bir sekilde diistligli saptanmustir.

Trombosit diizeyleri ile ADAMTSI13 enzimi kiyaslandiginda ise nakil sonras1 14
ve 2l.giinde pozitif iliski oldugu goriilmiistiir. Iki parametre arasinda daha onceki
haftalarda iliski gosterilememesi hastalarimizin gogunda kanamayr 6nlemek amaciyla
trombosit inflizyonu gerekmesine bagl olabilir. Daha 6nce yapilan bir ¢ok ¢alismada,

trombositopeni ve enzim eksikligi arasindaki iliski gOsterilmistir. TTP
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etyopatogenezinde de agiklandigi gibi enzim eksikligi nedeniyle gelisen ultra biiyiik
vWF  multimerlerine trombosit adezyonu sonucu trombositopeni gelistigi
diigiiniilmektedir. Dolayisiyla, enzimin aplazi déneminde diisiik olmasi bilyiik vWF
araciliiyla trombositopeniyi uzatabilir.

Hazirlik rejimi karsilastirildifinda, myeloablatif nakil planlanan ve busulfan
siklofosfamid tedavisi verilen hastalarin, nonmyeloablatif rejimler verilen hastalara gore
nakil Oncesi enzim aktiviteleri daha yliksekti. Ancak nakil sonrasi 28.gilinde, busulfan
siklofosfamid alan grupta, enzim aktivitesi nakil 6ncesine belirgin diiserken, diger
grupta ise belirgin olarak artis gozlendi. Nakil sonrasi 28.giinde, her iki gruptaki
hastalarin ortalama enzim aktiviteleri istatistiksel olarak farkli bulundu. Bu durum,
hastalarin hematolojik durumlarinin farkli olmasi, yapilan nakillerin mekanizmalarinin
birbirinden farkli olmasi ile agiklanabilir. Sitorediiktif ajanlar, vaskuler endotelyal
hiicrelerin antitrombotik fonksiyonlarinda hasarlanma yaparlar. Dolayisiyla myeloablatif
nakil yapilan ve daha yogun tedavi alan hastalarda endotelyal hasarin daha fazla olmasi
beklenir. Busulfan ve siklofosfamid alan grupta nakil sonrasi enzim aktivitesindeki
diisiis endotelyal hasarin daha belirgin olmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak;

1-ADAMTS13 enzimi kék hiicre naklinden dnemlice etkilenmemektedir.

2-Nakil sonrasi graft versus host hastalif1 gelisenlerde enzim aktivitesi diiser. Bu
durumda Thelper hiicrelerin rolii irdelenebilir.

3-Ilging olarak bu ¢alismada diger ¢alismalardan farkli olarak, karacigerde sentez
edilen bu enzimin aktivitesi Karaciger fonksiyon bozuklugundan etkilenmez
bulunmustur.

4- Hastalarin febril olmasi durumunda enzim aktiviteleri saglikli kontrollerden
belirgin olarak diisiikttir.

5-Nakil yapilan hastalarda enzimin seyri ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir.

6-Bu ¢alisma bu oOlglim yontemi kullanilarak, allojeneik nakil hastalarinda

yapilmis ilk calismadir. Yontem kolay, giivenilir ve tekrarlanabilir goriinmektedir.
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6-OZET:

Allojeneik Kok Hiicre Nakli Yapilan Akut Myeloblastik ve Kronik Myelositer
Losemi Hastalarinda Haftabk ADAMTSI13 Enzim Tayini ve Komplikasyonlarla
Tliskisi

Von Willebrand Pargalayict enzimin kesfi ve trombotik trombositopenik purpura
(TTP) ile iligkisi oldukga ilgi gérmiis, ardindan birgok soruyu da beraberinde getirmistir.
TTP ve TTP disinda birgok hastalikta enzimin aktivitesi arastirilmis olmakla birlikte
nakil hastalarinda yapilmis galismalar sinirhdir.

Biz bu calismada, hematopoictik kok hiicre nakli yapilan hastalarda, bazal ve
haftalik ADAMTSI13 aktivitesini izleyerek, bu aktivitenin klinik seyirle ve 6zellikle
hepatik komplikasyonlarla iligkisini kurmayi amagladik.

Bu ¢alismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji klinigi, Kemik 1ligi
Transplantasyon Unitesinde, 2003-2004 yillar1 iginde allojeneik kok hiicre nakli yapilan
21 hasta ve 15 saglikli kontrol yer almaktadir. 12 hasta AML, 9 hasta ise KML tanisi ile
izlenmekte idi. Nakil 6ncesi 10.glin, nakil giinii, nakil sonrasi 7., 14., 21. ve 28. giinlerde
olmak {izere hastalardan toplam alti hafta kan alindi; saglikli kontrollerden ise sadece
testlerin ¢aligilacag: giin kan alindi. Hastalar ortanca 13(6-24) ay takip edildiler. Takip
sirasinda GVHH gelisen hastalardan tekrar kan alindi. Hastalarn ADAMTSI13
aktiviteleri Ristosetin kofaktdr bazli yontem kullanilarak olgiildii.

Saglikli bireylerdeki ADAMTSI13 aktivitesi %76 ile %136 arasinda bulundu.
AML, KML hastalarinin ve saglikli kontrollerin nakil ncesi aktiviteleri birbirinden
farkl degildi. Hastalarin haftalik enzim takiplerinin stabil seyrettigi ve nakil giiniinde
1liml bir diisiis oldugu goriildii. Hastalar baslangigtaki enzim aktiviteleri %76 ile %136
arasinda olanlar ve %75 altinda olanlar sekiinde gruplandi; takip haftalarinda bazale
gore ve her iki grubun kendi arasinda fark olmadigi saptandi. Nakil 6ncesi 10.giindeki
faktdr VIII diizeyleri ile enzim aktiviteleri arasinda korelasyon saptanmadi. Akut GVHH
gelistigindeki enzim aktivitesinin bazale ve saglikli kontrollere goére degismedigi
gozlendi. Hastalar AGVHH gelisen ve gelismeyenler olarak gruplandiginda, AGVHH
gelisen hastalarin diizeyleri nakil sonras1 28.giinde anlamli sekilde diisiiktii. AGVHH
gelisen hastalar grup olarak incelendifinde de haftalik aktivite diizeyleri sabit kaldi.
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AGVHH gelismeyen hastalarda ise 0. giin anlamli azalma izlenirken, 28.giin degeri de
bazalin tizerinde bulundu. Kronik GVHH gelistigindeki enzim aktivitesi saglikli
kontrollere gére diisiik saptandi. Hastalarin karaciger fonksiyonlarindaki bozukluk ile
enzim aktivitesi iligkili bulunmadi. Febril nétropeni gelisen hastalarin febril olduklari
haftadaki enzim aktivitesinin saglikli kontrollere gére anlaml olarak daha diisiik oldugu;
ancak hastalarin nakil 6ncesi degerlerine gore fark gostermedigi goriildii. Takip boyunca
hastalarda trombotik mikroanjiopati, veno-okluziv hastalik ve kateter trombozu dahil

higbir tromboembolik olay saptanmadi.

Bu ¢alismada, ADAMTS13 enzim aktivitesinin allojeneik nakil sonrasi stabil bir
seyir sergiledigi gosterilmistir. Komplikasyon olarak, akut graft versus host hastaligi
gelisen hastalarda 28.giinde enzim aktivitesinin belirgin olarak dﬁstﬁgﬁ tespit edilmigtir.
Karaciger fonksiyonlari ile enzim aktivitesi arasinda iligki saptanmamigtir. Hastalarin
febril olmas1 durumunda da enzim aktivitelerinin saglikli kontrollerden belirgin olarak
diisik oldugu gosterilmistir. Nakil yapilan hastalarda enzimin seyri ile ilgili yeterli
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma bu dl¢lim yontemi kullanilarak, allojeneik nakil

hastalarinda yapilmis ilk ¢aligmadir.

Anahtar Sézciik: Kk hiicre nakli, ADAMTS13, von Willebrand faktsr (VWF),
Graft versus Host hastaligi (GVHH)
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7-SUMMARY::

Follow up of ADAMTS13 Enzyme and Its Relationship with Clinical Events

after Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation

The recent discovery of the wvon Willebrand Factor cleaving protease
(ADAMTSI13) and the association of its deficiency with thrombotic thrombocytopenic
purpura (TTP) has generated enormous interest and brought many questions with it. The
enzyme has been studied for both TTP and many other disorders; but, there are limited
studies about the relationship between ADAMTSI13 and hematopoietic stem cell
transplantation.

We aimed to evaluate the ADAMTSI13 activity weekly after the hematopoietic
stem cell transplantation and its relationship with clinical outcome, especially with
vascular complications.

Twenty one consecutive leukemia patients who had transplantated in Ankara
University School of Medicine, Hematology Department, Bone Marrow Transplantation
Unit and fifteen healthy controls were included. 12 patients were AML and 9 were
CML. Plasmas were collected from patients 10 days before transplantation, the day of
transplantation, and 7ﬂ’, 14th, 21ﬂ’, 28 days after transplantation. Patients were followed
for median 13 months (6-24 months). Patient plasmas were further collected when
GVHD developed. Activity of the enzyme was studied by Ristocetin co factor based
method.

ADAMTSI13 activity of healthy controls were found between 76% and 136%.
Activity of the enzyme before the transplantation between patients with AML, with
CML and healthy controls were similar. Weekly activity levels did not change
signifcantly except the slight decrease observed on the day of transplantation. Patients
were grouped according to activity of enzyme as 76%-136% and lower than 75% before
the transplantation. There was no difference between the weekly activity of the groups.
Besides, in both groups, weekly follow of enzyme activity did not show a difference.
There was no correlation between factor VIII and ADAMTS13. Enzyme activity on the
day of acute GVHD was not significantly different from either pretransplantation period

or healthy controls. The enzyme activity was compared according to the presence of
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acute GVHD. By the posttransplantation 28" day, patients with AGVHD had lower
enzyme activity than the patients without AGVHD. Weekly enzyme activites remained
stable in both groups. ADAMTSI13 activity was lower in samples from patients with
CGVHD compared to baseline level and to healthy controls.

No correlation was found between the hepatic functions and ADAMTS13 activity.
During the febrile neutropenic period, activity was statistically lower than healthy
controls. None of the patients had thrombotic microangiopathy, veno-occlusive disease
or thromboembolism.

According to our data, transplantation does not have significant effect on
ADAMTSI13 activity. Acute or chronic GVHD and infections (febrile events) cause a
slight decrease of the enzyme which may indicate the possible cytokine effect . Hepatic
dysfunction and ADAMTSI13 enzyme activity are not related essentially. To our
knowledge, this is the first study done for allogeneic stem cell transplantation patients
with this method.

Key Word: Stem cell transplantation, ADAMTSI13, von Willebrand factor(VWF),
Graft versus Host Disease (GVHD)
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