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ONSOZ
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1.GIRIS

1.1 KISA TEKRAR BOLGELERI (KTB-Short Tandem Repeat-STR)

Molekiiler genetik alaninda 1980°1i yillarda gerceklestirilen ilerlemeler polimorfik
ozelliklerin direkt olarak DNA diizeyinde incelenmesine olanak tammustir. insan
genomunda bulunan yaklasik 3 milyar baz cifti, her biri farkli lokuslarda yer alan
50,000-100,000 geni kodlamaktadir. Genlerin ¢ogu ayrica “allel” olarak adlandirilan
birkag¢ farkli formda bulunabilmektedir. Bu sekilde polimorfizm gdsteren bir gen i¢in
her birey, biri anneden digeri babadan aktarilan iki farkli allel tasiyabilirken, bir
populasyon 6rnegi ayni gen i¢in ¢ok sayida allele sahip olabilmektedir (Robertson ve

ark.,1990).
1.1.1. Kisa Tekrar Bolgeleri Lokuslar:

KTB lokuslari, 2-7 baz ¢ifti uzunlugunda belli bir baz dizilimine sahip, bas-kuyruk
seklinde ardi ardmna tekrarlanan iinitelerden olusmaktadir. KTB’lerin tekrarlanan
tinitesindeki baz sayisi minisatellitlerden daha az oldugu i¢in bu lokuslara
mikrosatellitler de denilmektedir (Sekil 1.1). Bu bolgelerin insan genomu boyunca
dagilmis olup, her 6-10 kilobaz (kb)’da bir goriildiigii saptanmistir (Weber ve May,
1989, Edwards ve ark.,1992).



Kisa Tekrar Bolgeleri (KTB)
Short Tandem Repeats (STRs)
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Ornekler arasi repeat (tekrar) bolgeleri degisken fakat PZR primerinin
baglandig: flanking bolgeler sabit

Homozigot (HoZ) = her 2 allel ayn1 boyda
Heterozigot (HeZ) =her 2 allel farkli boyda, ayirt edilebiliyor

Sekil 1.1. Kisa Tekrar Bolgeleri (KTB)

KTB lokuslar1 tekrarlanan iinitenin sayisindan ve baz ¢ifti olarak uzunlugundan
kaynaklanan varyasyonlarin yani sira bazen homojen tekrar {iinitelerinde nokta
mutasyonu veya insersiyon/delesyonlardan kaynaklanan baz dizilim farklililar1 da
gostermektedir. Bu agidan KTB’leri {li¢ grupta incelemek miimkiindiir (Urquarth ve

ark., 1994, Moller ve ark., 1994).

1-) Basit KTB’ler: Baz sayis1 ve baz dizilim siras1 ayni olan tekrar iiniteleri
igerirler. Orn: HumCD4 (Human recognation/surface antigene gene), HumFES/FPS
(Human c-fes/fpsproto-oncogene), HumTHO1 (Human tyrosine hydroxylase gene),
HumF13A01 (Human coagulation factor XIII a subunit gene), HumF13B (Human

coagulation factor XIII b subunit gene).

2-) Bilesik KTB’ler: Baz dizilim siras1 birbirinden farkli olan iki veya daha
fazla sayida tekrar iinitelerinden olusurlar. Orn: HumvWFA31 (Human von

Willebrand factor gene)




3-) Kompleks KTB’ler: Baz dizilimi ve baz sayis1 farkli olan birkag¢ tekrar
blogu igerirler. Or: D21S11.

1.1.2. KTB Lokusu Allellerinin Adlandirilmasi

KTB lokus allelleri, igerdikleri tekrar iinitesi sayisina gore adlandirilmaktadir. Bir
allel, ardarda tekrarlanan 8 tane iinite igeriyorsa “allel 8” olarak adlandirilir. Bir
iinitesindeki baz ¢ifti sayis1 standart tekrar iinitesinden eksik olan allellerde, tam
olarak tekrarlanan {initelerin sayis1 ve eksik baz i¢eren linitedeki baz sayis1 yazilarak
adlandirma yapilir. Bu iki deger birbirinden ondalik nokta ile ayrilir. Ornegin, dort
baz ciftlik tekrar tiniteleri iceren HumTHO1 KTB lokusunun 9.3 alleli, allel 10°dan,
yedinci tekrar {initesinde adenin kaybindan dolay1 1 baz cifti daha kisadir ve bu

nedenle 9.3 olarak adlandirilmistir (Technical Note 1994).

KTB lokusunun tekrarlanan {initesinde veya 3’- bolgesinde, allelin elektroforetik
mobilitesini etkileyen baz transversiyonu igeren allelleri, ilave bir “C” (C: cathodal)
veya “A” (A: anodal) harfi ile adlandirilirlar. Ornegin HumF13B 9C allelinin, 3'-
bolgesinde adenin sitozin transversiyonu igerdigi, bunun da allel 9’dan daha yavas
elektroforetik mobiliteye yol actigi bulunmustur (Alper B 1995). Bu nedenle allel,
9C olarak adlandirilmstir.

KTB tesbitinde PZR iglemini takiben Poli Akrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) veya

kapiller jel elktroforezi sistemleri kullanilmaktadir.

KTB’ler insan genomundaki bireye 6zgii “intron polimorfizmini” gosterir. Ardisik

olarak diizenlenmis niikleotid tekrarlarindan olusurlar. Birgok KTB belirleyici
bolgesi bir bireyi tanimlamada kullanilmaktadir. Kullanim alanlari:

1-)Anne-babalik testi

2-)Akrabalik tanimlama

3-)Adli tip uygulamalari

4-)Allojeneik-Hematopoetik Hiicre Transplantasyonu (allo-HHT) (Tilanus
20006), takiben engrafman (yuvalanma) takibi.



1.2. KIMERIZM

Son 30 yil boyunca, kemik iligi ve periferik kan kok hiicrelerinin transplantasyonu
yetiskin ve cocuklardaki birgok habis (malign) ve habis olmayan hastalik i¢in yaygin
uygulama alam bulan ve sifa saglayacak iyi bir tedavi yontemi haline gelmistir.
Transplantasyondan sonra yeni gelisen hematopoetik sistemin verici kokenli oldugunun
gosterilmesi tedavinin hedefi ve basart ol¢iitiidiir. Transplantasyon sonrasi hematopoetik
genotip arastirmalari, kimerizm analizi olarak adlandirilir. Bu tanim i¢in, antik yunan
mitolojisindeki “chimera” adi verilen, arslan basli, ke¢i govdeli ve ejderha kuyruklu
alev piiskiiren disi canavardan esinlenilmistir. Kimerizm terimi ilk defa 1951 yilinda
Anderson ve arkadaslari tarafindan tip bilimine Onerildi. Transplantasyon alaninda

ise ilk defa 1956 yilinda Ford tarafindan kullanilmistir (Bader ve ark., 2005).

Transplantasyon sonrast hematolojik yeniden yapilanmanin tam kan sayimlari ile
gosterilmesi, 70-90°11 yillar1 arasinda transplant hekimlerinin erken graft fonksiyonu
degerlendirmesinde gostergesi olmustur. Ancak bu yontem otolog yeniden
yapilanmadan ayirt ettirici 6zellikte degildir. Ayrica, son 15 yilda akraba dis1 verici
sayisinda artis ve T lenfositlerinden arindirilmis nakil islemleri sonrasi izlenen
artmis graft kayiplar1 daha duyarli yontemler ile graft fonksiyonunun
degerlendirmesini gerektirmistir. Son yillarda ise indirgenmis yogunlukta hazirlama
rejimlerinin kullanimi kimerizm saptama yoOntemlerini mutlaka, sik aralarla ve
hassas yontemlerle kullanilmas1 geregini olmazsa olmaz bir transplantasyonun takip
yontemi haline getirmistir. Mikst kimerizm bile artik malign olmayan hematolojik ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yarar saglayabilen bir sonugtur ve yeni bir

donemi baslatmustir.

Engrafman, hazirlik rejimini takip eden aplazi sonrasi hiicre serilerinin tekrar ortaya
cikarak tam kan tablosunun diizelmesi durumudur. “Engrafman”, verilen

lenfohematopoetik hiicrelerin konakgida yerlesmesi olarak tanimlanir (Sekil1.2).
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Sekil 1.2. Transplantasyon sonrasi alic1 ve verici hiicreleri

Kimerizm Tammi: Incelenen ornekte konak¢r kokenli olmayan hiicrelerin

saptanmasidir.

Kimerizm Belirleme Yontemleri: Alict ve verici arasindaki fenotipik ve genotipik
farkliliklar ~ kimerizmin saptanmasimna olanak verir. Kimerizm analizleri
baslangicindan itibaren farkli genetik belirleyiciler ve driinlerinin ayni temel
prensiple kullanimi ile bir ¢ok farkli yontemin gelistirilmesine yol agmistir. Bu
yontemler cinsiyet farkliliklarini saptayan sitogenetik ve kan grubu farkliliklarin
belirlenmesinde kirmizi kan hiicrelerini fenotiplendirilmesi gibi duyarliligi ¢ok diisiik
veya dinamik olmayan testler ile baglamistir. Giinlimiizde restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP), polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve fluoresan insitu
hibridizasyon (FISH) gibi daha duyarli ve dinamik yontemlere kadar gelismistir. Bu
yontemlerin en Onemlileri Cizelge 1.1°de  Ozetlenmistir. Her merkezin
transplantasyonun basarisini takip edebilmesi ve transplantasyon sonrasi niiksleri
onlemede erken miidahalede icin hassas yontemler ile kimerizm takibi yapmak

zorundadir.



Cizelge 1.1. Kimerizm Degerlendirmesinde Kullanilan Yéntemler ve Ozellikleri ( Arat M.

2004).

Degerlendirme yontemi

Ortalama

duyarlilik(%)

Nicel dogruluk

Yorum

Eski yontemler (Bryant ve Martin)

Teknik olarak kolay, %75 iki yonli

bilgilendirici, eritrosit yasam siiresi

Eritrosit antijenleri 0,1-0,5 Orta ] )
uzun; nakil dncesinde ve sonrasi
transfiizyondan etkileniyor.
Teknik olarak orta zorlukta, %96 iki
[zoenzimler(eritrositler) 10-30 Orta yonlii bilgilendirici eritrosit
antijenine benzer profili var.
. ) o Teknik olarak zor %50 iki yonlii
Immunglobulin haplotipleri 2-5 Orta

bilgilendirici

Cinsiyet uyumsuz (Shimoni ve Nagler, 1967-1975)

Yorucu, uzun siireg, teknik olarak

Sitogenetik 10 Diisiik
Zor
FISH
Y Kromozom belirleyici 2,5
1,5(n-2009)
Es zamanlh X/Y belirleyici 0,3-0,6(n-500)
_ Yiiksek
0,1(n-500) Kisa siireg,
0,0001 _ .
PZR ile amelogenin geni tayini Yart nicel Hizlt degerlendirme
PZR-SRY geni tayini 0,00001 Yiiksek

Cinsiyet uyumlu (Shimoni ve Nagler,1967-1975)

Yorucu-uzun siireg, teknik olarak

0zgii SNP analizi

RFLP 1-10 Yart nicel
Zor
PZR STR-vNTR 1-5 Yart nicel Hzli teknik olarak kolay
Coklu PZR STR 1-3 Yiiksek 9 STR belirleyicisi amplifiye edilir
Coklu PZR akim sitometri ile . )
Orn: CD34+ hiicreler, T lenfosit
ayrilmis hiicresel alt 0,001-0,01 Yiiksek
Losemi tipine gore siniflandirma
gruplarinda
Real-time PZR ile hastaya Multiplex PZR, STR’den daha
Yiiksek

ustiindiir.

Kisaltmalar: restriction fragment lenght polymorphism (RFLP), polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Sluoresan insitu  hibridizasyon

(FISH), short tandem

polymorphism(SNP),variable number tandem repeat (VNTR)

repeat  (STR),

single niicleotid




Eger alici-verici arasi cinsiyet farki varsa kullanilabilecek olan sitogenetik, FISH ve
PZR yontemlerinin fakli duyarliklarla sonu¢ verdigi bu tablodan da goriilmektedir.
Allojeneik hematopoietik hiicre transplantasyonunda (AlloHHT) verici ve alic1 ayni
cinsiyete sahipse kimerizm ayriminda, HLA disi DNA dizilimindeki kisa tekrar
bolgelerinin (KTB) polimorfizminden yararlanilir. Bir genetik belirleyicinin
bilgilendirici olmas1 i¢in alici veya vericinin incelenen KTB bélgesinde heterozigot
(heZ) veya homozigot (hoZ) farkliliklar1 tagimalar1 gereklidir ve transplantasyon

basarisinin takibi konusunda yol gosterecektir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. KTB lokuslarinda heterozigot ve homozigot farkliliklar




1.2.1. Kimerizm tipleri

Komplet Kimerizm (verici tipi): Incelenen hiicrelerin tamanmi (% 100) verici
kokenlidir.  Tiim  lenfohematopoietik  yapt  verici  hiicreleri  tarafindan
yapilandirilmigtir.

Mikst (Karma) Kimerizm (KK): Incelenen &rnekte alict kokenli hiicrelere
rastlanmasidir. (seri 6zgii, 6rn: Lenfositler, T lenfosit, miyeloid vb.) Genelde en az
% 5-10 verici hiicre olmasi geregi vurgulanmaktadir. Fakat degerlendirme igin
kullanilan  yontemin duyarliligi ve degerlendirilen komponent ve altta yatan
hastalik 6nemlidir. Bu nedenle giivenilir bir yontemle her tiirli alict kdkenli
hiicre saptanmasi "karma kimerizm" olarak degerlendirilmelidir. Bu durum fi¢ alt

bi¢imde karsimiza ¢ikmaktadir.

1. Azalan KK: Ardisik 6l¢timlerde konakgt hiicrelerinin azalmasi ve verici tipi
hiicrelerin artigi. Kullanilan yonteme gore ardisik olgiimlerde > % 5-10
azalma anlamli olarak degerlendirilir (Bader ve ark., 1998 ). Olumlu bir
gostergedir.

2. Artan KK: Ardisik olglimlerde konakgi hiicrelerinin artmasi ve verici tipi
hiicrelerin azaligi, graft kaybi ile sonuglanabilir. Kullanilan yonteme gore
ardisik Olctimlerde > % 5-10 artma anlamli olarak degerlendirilir (Bader ve
ark., 1998). Olumsuz bir gostergedir, graft kaybin1 yansitir.

3. Sabit (stabil) KK: Ardisik 6l¢iimlerde alici ve verici tipi hiicrelerin oraninin
belirgin degiskenlik gdstermeyip sabit dengeli kalmasi durumudur. Bu tipin
de kalic1 (persistan) hastalik kontroliinii saglayan ve immiino terapi
gereksinimi olmaksizin devamlilik gdsteren gegici tipi ile, bir siire sonra
artan KK ile gelisen ve niiksle sonuglanan formlar1 ayirt edilmelidir.
Ogzellikle kalitsal hematolojik hastaliklarda talassemik sendromlar, orak

hiicreli anemi olgular1 rastlanan bir durumdur.

Seri Ozgii (lineage specific) Kimerizm: Kemik iligi (KI) veya periferik kanin (PK)

ayrilmamis degerlendirilmesi 6zel durumlarda yeglenmemektedir.



Indirgenmis yogunlukta hazirhk rejimi uygulamalarinda ortaya ¢ikan karma
kimerizmin yakin, ardigik takibi ve nicel degerlendirilmesi
onerilmektedir. Incelenen 6rnegin alindigi yer (KI veya PK) ve hiicre

ayirigtirllmasinin etkisi Cizelge 1.2°de vurgulanmistir.

Cizelge 1.2. Ornegin (PK/KI) ve Hiicre Ayristirmasmin STR ile Kimerizm Analizi
Sonuglarinin Uzerine Etkisi ( Aym Hastadan Elde Edilen Veriler ) (Bryante ve

Martin)

Hasta Ornegi Alicr T hiicresi Kimerizm Sonucu Yorumu
(%)

Ayrilmamis kemik iligi 0,6 Verici tipi

Ayrilmamis periferik kan 2 Karma seri belli degil

T hiicreleri 20 Karma T hiicreler

Graniilositler <1 Verici tipi miyeloid hiicreler

Split (ayrik) Kimerizm: Serilerin, (Orn: graniilositer ve T lenfosit) birbirlerinden

ayr1 olarak verici ve alic1 yoniinde tam kimerik olma durumudur.

Mikrokimerizm: % 0,1 - % 0,3 oraninda verici tipi hiicrelerin goriilmesi ve bu
durumun kalicilik gdstermesi durumudur. Ozellikle erkek gocugu olan ¢ok sayida
dogum yapmis annelerde gdzlenebilen ve otoimmiin hastaliklarin etiyopatogenezinde
rol aldig1 diisiiniilen fotal mikrokimerizm (Lambert ve ark., 2002) cinsiyet
uyumsuz kan transflizyonlarindan sonra izlenen mikrokimerizm ve solid organ
transplantlar ile birlikte transfer edilen lenfositlerin neden oldugu ve
immiintoleransta etkin olabilecegi vurgulanan  mikrokimerizm ©rnek olarak
verilebilir (Flesland ve ark., 2003). Mikrokimerizmin graft versus host hastaligi

(GVHH) tizerine etkisi olabilecegi arastirilmaktadir (James ve ark., 2003).
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1.3. ALLOJENEIiK KOK HUCRE TRANSPLANTASYONU

Habis veya habis olmayan hastaliklarin tedavisinde hematopoetik hiicrelerin damar
icine inflizyonu hematopoetik hiicre transplantasyonu (HHT) olarak tanimlanir

(Copelan, 2006).

Ik kez 1939 yilinda aplastik anemili bir hastaya erkek kardesinden alman 18 ml
kemik iligi infiize edilmistir, ancak bu alanda ilerlemeler 1950 lerde baslamstir. {1k
olarak dalagi korunarak oldiiriicii dozda tiim viicut 1sinlamasi yapilmis bir fareye
kemik iligi inflizyonu yapilmistir. Diger bir ilerleme ise transplantasyon i¢in dnemli

olan insan I0kosit antijenlerinin tanimlanmasidir (Thomas, 1999).

Kemoterapdtik ajanlarin  gelisimi, kan bankaciligt ve transfiizyon tibbinda
ilerlemeler, yeni giiclii antimikrobial ajanlarin kullanima girmesi ile 1960 larin
sonunda ilk basaril1 transplantasyon yapilmistir. Tiim diinyada yaklagik olarak yilda
30.000-40.000 ve iilkemizde yaklasik 800 transplantasyon yapilmakta ve bu oran her
yil % 10-20 oraninda artmaktadir. Glinlimiizde HHT sonras1 20.000 den fazla hasta 5

yildan daha uzun yasamaktadir ( Arat, 2006 ).

Hematopoetik kok hiicreleri i¢in kaynaklar kemik iligi, perifer kan, gébek kordon
kan1 ve nadiren fetus karacigeridir. Hiicrelerin elde edildigi verici kaynagina gore
hastanin kendisinden ise otolog HHT, baska bireyden elde edildi ise (kardes, akraba
veya akraba dis1 verici) allojeneik HHT olarak adlandirilir ( Urbano-Ispizua, 2007 ).

1.3.1.Kemik iligi Transplantasyonu:

Kemik iligi genel veya bolgesel anestezi ile ameliyathanede steril kosullarda her iki
posterior iliak kresttenden aspirasyon ile toplanir. Genelde toplanan hacim 15

ml/verici agirligi kadar olup, alicida gerekli hematopoetik toparlanma saglamasi igin
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optimal >3x10° / kg alici agirhg kadar toplam cekirdekli hiicre icermelidir

( Thomas, 1999 ).

1.3.2.Periferik Kan Hematopoetik Hiicre Transplantasyonu:

Hematopoetik kok ve oOncii hiicreler ¢ok diisiik konsantrasyonda dolasimda
bulunabilir. Graniilosit koloni uyaran faktoér (G-CSF), graniilosit-makrofaj koloni
uyaran faktér gibi sitokinlerin kullanimi ile hematopoetik kdk ve Oncii hiicreler
kemik iliginden dolasima salinirlar. Lokoferez yontemi bu hiicreler hiicre ayrim
cihazlar ile toplanir. Kullanilan biiytime faktorii siklikla G-CSF olup, kemik agrisi,
grip benzeri yakinmalar, halsizlik ve bazen atese neden olabilir ( Rowley ve

ark., 2007 ).

Periferik kan hematopoetik hiicre kullaniminin avantajlar1  genel anestezi
gerektirmemesi, ve daha fazla kok ve oncii hiicre toplanabildigi i¢in transplantasyon
sonras1t hematopoetik yapilanma kemik iligi trabsplantasyonuna goére hizli olmasi
sayilabilir. Fakat allojeneik periferik HHT grafu Ki’ne gore en az 1 log fazla
miktarda T hiicre icerdigi i¢cin kronik GVHH insidansi1 allojeneik kemik iligi
transplantasyonuna gore daha fazladir. Bu nedenle niiks riski yiiksek hastaliklarda
graft versus losemi veya timor etkisi i¢cin periferik HHT tercih edilebilmektedir.
Hizli engraftmanin 6nemli olmadig1 ve habis olmayan hastaliklarda (aplastik anemi,
hemoglabinopatiler gibi) genellikle kemik iligi transplantasyonu tercih edilir (Koca

ve Champlin, 2008 ).

1.3.3.Allojeneik Hematopoetik Hiicre Transplantasyonunda Hazirhk Rejimi

Transplantasyon oncesi graftin kemik iligine yerlesebilmesi ve altta yatan hastaligin
tedavisi icin infiizyondan once cesitli kemoterapi ve/veya tiim beden 1sinlamasi

iceren hazirlik rejimleri kullanilir.  Kemik iligi iizerindeki ablasyon yapma
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derecesine gore myeloablatif veya indirgenmis yogunlukta hazirlik rejimleri olarak

adlandirilirlar ( Schattenberg ve Levenga 2006 ).

Indirgenmis yogunlukta hazirlik rejimleri kullanilarak yapilan allojeneik HHT de
genellikle otolog hematopoez ile birlikte verici kaynakli lenfohematopoetik
yapilanma vardir, ve mikst bir kimerizm elde edilir. Indirgenmis yogunlukta
hazirlik rejimleri ile allojeneik HHT’ye genellikle ileri yas, eslik eden bagka
hastaliklar, daha Onceden agir tedaviler almis hastalarda tercih edilir. Bu tip
transplantasyonlarda kiir elde edebilmek ve tam kimerizmin elde edilebilmesi i¢in
siklikla dondr lenfosit infiizyonlar1 yapilmaktadir. Bu yaklasim ile graft versus
16semi veya tiimor etkisi saglanirken, GVHH riski de artirmaktadir (Chakrabarti ve

Buyck, 2007).

1.3.4.Graft Versus Host Hastalig:

Grafttaki immun kompetan T hiicreler ve dogal katil hiicreler konak antijenlerine
reaksiyon gostermesi sonucu meydana gelir. GVHH genellikle ciddi morbidite ve
mortaliteye neden olur. Transplantasyonu sonrasi ilk 100 giinde akut ve 100 giinden

sonra kronik GVHH gelisir ( Weisdorf ve ark., 2005 ).

1.3.4.1.Akut GVHH

Akut GVHH de hedef organlar cilt, mukozal yiizeyler, gastrointestinal (GI) sistem
ve karacigerdir. Evreleme de Glucksberg ol¢iitleri kullanilir (Cizelge 1.3-1.4). Evre I
ciltte sinirh hafiftir; evre II-IV’de sistemik tutulum vardir. Evre III-IV prognoz
kotidiir. Akut GVHH genellikle hematolojik yapilanma sonrasi gelisir. Ancak
transplantasyon sonrasi nadiren 7-14.giinde ates, yaygin eritrodermi ve ciltte soyulma
olarak goriilen hiperakut GVHH gelisebilir. Ciltten sonra en sik tutulan organ

karaciger olup, asemptomatik bilirubinemi, alanin transferaz, aspartat
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aminotransferaz ve alkalin fosfotaz yiikselmesi ile kolestatik sariliga benzer klinik,
nadiren hepatik komaya ilerleyebilir. Gastrointestinal sistemde ise siklikla distal ince
bagirsak ve kolon tutulur, klinik olarak diare, kramp tarzi karin agri ve fecesle
birlikte eksfoliye olmus bagirsak hiicreleri atilabilir. Ust GI sistemin tutulumunda ise

bulanti, kusma, anoreksi ve dispepsi goriiliir ( Morris ve Hill, 2007 ).

Akut GVHH gelisimin de baslica risk faktorleri HLA-uygun olmayan veya HLA-
uygun akraba dis1 vericiden transplantasyon, kadin verici ve hasta yasinin ileri
olmasidir. HLA tam uyumlu kardes nakillerde dahi % 40-50 oraninda akutGVHH
goriilmesi minér HLA  antijenlerinde  uyumsuzluklarinda rol  aldigim
diistindiirmektedir. Sinjeneik (tek yumurta ikizi verici kardesten) HHT de GVHH
gelismez ve bu nedenle profilaksi de kullanilmaz. Patogenezde hazirlik rejiminin
hastanin dokularindan hasara yol agmasi sonucu hasarli dokudan tumor nekrozan
faktor (TNF) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler salinir. Bu sitokinler T hiicreler ve
makrofajlarin hasarli bolgeye gelmesine, daha fazla TNF ve IL-1 salinimina sonucta
inflamasyon ve doku hasarinin ilerlemesi ile karakterize bir kisir dongiiye neden

olur.

GVHH’den korunmak i¢in genellikle siklosporin, tacrolimus gibi kalsindrin
inhibitorleri, metotreksat, mikofenolat mofetil, ve kortikosteroid gibi immunsupresif

ajanlar kullanilir ( Bacigalupo,2007 ).

Cizelge 1.3. Akut GVHH Klinik Evrelemede Kullanilan Kriterler

Karaciger
) Bulgular .
Evre Cilt Bulgular1 Bilirubin diizeyi GI Bulgular
(mg/dl)
Viicut yiizeyinin < %25 Diare 500-1000
+ . . vy o 2-3 ml/giin yada
makiilopapiiler dokiintii .
persistan kusma
Viicut yiizeyinin %25-%50 Diare 1000-1500
++ .. ; p e o 3-6 .
makiilopapiiler dokiintii ml/giin
+++ Yaygin Eritrodermi 6-15 Diare >} 500
ml/giin
-+ Desquamasyon ve biilloz 15 Agn + ileus
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Cizelge 1.4. Akut GVHH Klinik Evreleme

Evre
Toplam — ;
Dizey Cilt Karaciger Gi Fonksiyone
bozulma
0 (Yok) 0 0 0 0
I (Hafif) +to ++ 0 0 0
II (Orta) +to +++ + T I
1T (Agur) 10 -+ ++ to -+ ++ to -+ ++
IV (Yasami
; ++ to ++++ ++ to ++++ ++ to ++H++ ot
tehdit eden)

1.3.4.2.Kronik GVHH

Transplantasyondan 60.gilinden sonra- 1.y1la kadar gelisir ve goriilme siklig1 % 40-80
oranindadir. Cilt, gbz, oral mukoza, karaciger, ve viicudun tiim organlarini tutabilir.
Genellikle sklerodermay1 andirir ve otoimmun hastaliklar: taklit eder. Cillte likenoid
degisiklikler, goz ve oral mukozada kuruluk, oral mukozada tilserasyon, agri,
dermiste fibrozis, hiperbilirubinemi ve alkalen fosfataz artis1 goriiliir. Risk faktorleri
ileri yas, periferik kok hiicre transplantasyonu, HLA-uygun olmayan veya HLA-
uygun akraba dist verici, ikinci transplantasyon ve donér lenfosit inflizyonlaridir.

Siiflandirmada Seattle kriterleri kullanilir (Cizelge 1.5) (Baird ve Pavletic, 2006).

Cizelge 1.5. Kronik GVHH’de Klinikopatolojik Siniflandirma

Siniflandirma Klinikopatoloji
Sinirh Lokal cilt tutulumu ve/veya karaciger fonksiyon bozuklugu
Yaygin Yaygin cilt tutulumu veya lokal cilt tutulumu ve/veya karaciger

fonsiyon bozuklugu beraberinde asagidakilerden en az biri:
e Karaciger histolojisinde kronik agresif hepatit,
kopriilesme nekrozu veya siroz
e (G06z tutulumu (Schirmer testinde < 5 mm)
e Kiigiik tlikrik bezlerinin tutulumu veya yanak-dudak
mukozasinda GVHH tutulumunun gosterilmesi
e Herhangi bir hedef organin tutulmasi (ObKTBuktif veya
restitriktif akciger tutulumu, genital sistemde kuruluk, atrofi,
eklemde kontraktiirler, protein-enerji kaybi gibi)
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Patogenezi yeterince bilinmemektedir, transplantasyon sonrasit immunolojik
fonksiyon bozuklugunun neden oldugu ileri stiriilmektedir. Genellikle immun
yetmezlik nedeni ile infeksiydz komplikasyonlar kronik GVHH’de 6liime neden
olur. Bu nedenle 6zellikle kapsiillii mikroorganizmalara kars1 profilkasi,
gerektiginde intravendz immunglobulin kullanimi Onerilir. Tedavide steroidler,
siklosporin, mycofenolate mofetil, fotoferez, PUVA vb kullanilmaktadir (Fraser ve

Scott Baker, 2007).

1.4. CALISMANIN AMACLARI:

Biz bu calismada; Eyliil 2003-Subat 2007 tarihleri arasinda, Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’nda takip edilen HLA uygun kardes vericiden allo-
HHT yapilan 150 hastanin geriye doniik olarak KTB lokuslarindaki farkliliklarini

(polimorfizm) arastirip, elde edilen bulgularin;

1- Akut GvHH siklig1 ve siddeti

2- Kronik GvHH siklig1

3- Transplantasyon iliskili 8liim (TIO)
4- Hastaliksiz sag kalim (HSK) siiresi

5- Genel sag kalim (GSK) siiresi iizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.

Bunlar ¢alismamizin birincil amaglaridir, ikincil amaglar1 olarak da diger transplant
ilgili degiskenlerin yukaridaki faktorlere etkisini degerlendirerek KTB lokuslarindaki
farkliligin bagimhi ya da bagimsiz degisken olmalarinin da  degerlendirilmesi

hedeflenmistir, analizleri devam etmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. HASTALAR

Eyliil 2003-Subat 2007 tarihleri arasinda HLA uygun kardes vericiden allo-HHT
yapilan ve transplantasyon Oncesi alici-vericide PZR yontemi ile KTR lokuslari
tanimlanabilen toplam 150 hasta geriye doniik olarak degerlendirilmistir. Ortanca
yaslar1 34 yil (dagilim 14- 66 yil) olup, 81’1 erkek, 69’u kadindi. Hastalarin klinik
ozellikleri Cizelge 2.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Hastalarin klinik 6zellikleri

Degiskenler n
Alict
Cinsiyet (E/K) 81/69
Ortanca yas, yil (dagilim) 34 (14-66)
Verici
Cinsiyet (E/K) 71/79
Ortanca yas, yil (dagilim) 34 (6-79)
Hastalik
Akut Losemi (AML/ALL) 90 (66/24)
KML 30
AAA/FAA/PNH 9/1/1
MDS 6
MM 4
Lenfoma (HL/HDL/KLL) 5/2/1)
KMML/IMF 2/2
Alici-verici cinsiyet uyumsuzluk 72
E—-K 31
K—E 41
Kok Hiicre kaynagi (PK/KI) 119/31
Hazirlik rejimi
Ablatif (BuCy/CyTBI/diger) 118 (89/22/7)
Indirgenmis yogunlukta (FLU tabanl1) 32
GvHH Profilaksi
CsA-kisa donem MTX 113
CsA-MTX (+11) 3
CsA-MMF 28
Diger 6

Kisaltmalar: AML: Akut Miyelositer Losemi, ALL: Akut Lenfoblastik Losemi, AAA: Agwr aplastik anemi, FAA:
Fankoni aplastik anemisi, PNH: Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri, MDS: Myelodisplastik Sendrom, MM:
Multiple myeloma, HL: Hodkin’s Lenfoma, HDL: Hodkin Disi Lenfoma, KLL: Kronik Lenfositer Losemi, KMML:
Kronik Myelomonositer Losemi, IMF: Idiyopatik miyelofibrozis, Bu: Busulfan, Cy: Siklofosfamid, TBI: Tiim
Viicut Isinlamasi, FLU: Fludarabine, CsA: Ciclosporin-A, MTX: Methotrexate
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2.2. YONTEM

Tim hastalar ve vericilerinden allo-HHT o6ncesi EDTA (Etilendiamintetra asetik asit)
iceren tam kan tiiplerine periferik kan 6rnekleri alinmig ve KTB’leri multipleks PZR

yontemi ile ¢aligilmistir.

2.2.1. Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) izolasyonu (MN Systems, Germany)

1) Iki mI’lik ependorf tiipe 200 mikrolitre (ul) kan, iizerine 25ul Proteinaz K (MN
System,Germany) ve 200 upl Lysis Buffer B3 (MN System,Germany) konulur.
Vortekslenir.

2) 70°C’de 10-15 dakika inkiibe edilir.

3) Uzerine 210 pl etanol (Carlo Erba, Milano) konulur. Vortekslenir.

4) Bu karisim niikleospin blood column tiipe aktarilir 11,000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilir.

5) Alt tiip yenisi ile degistirilir. Niikleospin blood column tiip tizerine 500 ul Wash
Buffer (BW) (MN System,Germany) konulur. 11,000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilir.

6) Alt tiip yenisi ile degistirilir. Niikleospin blood column tiip i¢ine 600 ul Buffer
B5 (MN System,Germany) konulur. 11,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

7) Alt tiipler dokiiliir, niikleospin blood column tiipler aym alt tiip i¢ine yerlestirilir.
Bos olarak 11,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Alt tiip atilir.

8) Niikleospin blood column tiip iizerinde tarih, adi soyad1 ve DNA yazili olan 1,5
ml’lik ependorf tiip igine yerlestirilir. Uzerine 70°C’de 1sitilan Elution Buffer’dan
100 pl konulur. 11,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

9) Niikleospin blood column tiip atilir. DNA igeren sivi ependorfta toplanmustir.

+4°C derecede ¢alisma zamanina kadar saklanir.
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2.2.2. Mikrosatellit Yontemi ile Kimerizm Tayini

Kimerizm allo-HHT sonrasi molekiiler takipte rutin olarak kullanilan bir yontem
haline gelmistir. Kimerizm nakil sonrasi graft fonksiyonunu monitorize etmemizi
saglamaktadir. Habis hematolojik hastalik tedavisi i¢in nakil olan hastalarda relaps
kimerizm ile erken safhalarda Ongoriilebilmekte ve gerekli  Onlemler
almabilmektedir. Bundan dolay1 allo-HHT sonrasi kimerizm incelenmesi zorunlu
hale gelmistir. Gilinlimiizde mikrosatellitler icin genellikle PZR ydntemi

kullanilmaktadir (Lion, 2007)

Kimerizm analizi i¢in yiiksek polimorfizmi olan KTB’lerin PZR ile ¢ogaltilmasi ilk

kez Lawler ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir (Thiede C 2004).

Merkezimizde mikrosatellit bolgelerinde saptanan polimorfizmlere yonelik ilk 6ncii
calisma 2001-2003 yillar1 arasinda yiiriitiilen "Ko6k Hiicre Nakli Alict ve Vericileri
Arasinda Kisa Rastgele Tekrar Bolgelerindeki (STR) Alelik Farkliliklarinin Gen
Sekans ve Tarama Analizi Yontemleri ile Saptanmasi”" konulu tez c¢alismasidir

(Yazman M ve Beksag M 2003).

KTB tayini i¢in multipleks PZR reaksiyon miksi 1,5 ul’lik steril ependorf i¢inde

soguk blok iizerinde hazirlanir.

1) Her hasta i¢cin AmpF/STR® PZR Reaction Mix’den (Applied Biosystems, USA)
10,5 ul
2) AmpFISTR® Identifiler™ Primer Set’ten (Applied Biosystems, USA) 5,5 ul
3) 0,5 pul DNA polimeraz enzimi (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase 5U/ul,
Applied Biosystems, USA) konur (Cizelge 2.2)).
4) Bu PZR reaksiyon miksi, lizerlerinde hasta DNA numaralar1 ve tarih yazilmas, 0,2
ul’lik steril ependorflarma 15 ul dagitilir (soguk blok iizerinde).
5) Bu miksin {izerine 10 pl hasta DNA’s1t konur. Toplam reaksiyon hacmi 16,5 ul
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olur. Ependorflar termal cycler (2720 Thermal Cycler , Applied Biosystems, USA)’a

konarak PZR islemi baslatilir. Termal cycler programi Cizelge 2.3 de verilmistir.

Cizelge 2.2. Multipleks KTB PZR Protokolii

AmpFI/STR ® PZR Reaction Mix 10,5 pl x hasta sayisi
AmpF/STR" Identifiler™ Primer Set | 5,5 ul x hasta sayisi
AmpliTaq Gold 5U/ul 0,5 pl x hasta sayisi
DNA Sul

Toplam Reaksiyon Hacmi

Cizelge 2.3. 2720 Thermal Cycler igin PZR Amplifikasyon Programi

1.Basamak: | 95°C’de 11 dakika

2a.Basamak: | 94°C’de 60 saniye

2b.Basamak: | 59°C’de 60 saniye

2c.Basamak: | 72°C’de 60 saniye

3.Basamak: | 2.basamak aras1 28 kez tekrarlanir

4. Basamak: | 60°C’de 60 dakika

5.Basamak: | 4°C’de beklemeye alinir

Hasta ve verici bilgileri Foundation Data Collection Version 3.0 programinda
toplanir. KTB lokuslarindaki allerin goriintiilenmesi i¢in termal cycler’da ¢ogalan
PZR friinii denatiire edilip Applied Biosystem 3130 Genetic Analyzer kapiller

elektroforez cihazinda yiiriitiiliir.

Denatiirasyon iglemi i¢in:

1) 1,5 ml’lik tipe bir oOrmek i¢cin Hi-Di Formamide’den 12 pl,
GeneScanLiz Standart’tan 0,5 ul konulur. Vortekslenir.
2) Bu miks sample plate kuyularina 12 pl dagitilir.
3) Kuyularin i¢ine PZR firiiniinden 1pl eklenir. Plate’in kapagi kapatilir.

4)  Termal cyler’da 95°C’de 5 dakika denatiire edilir ve hemen buz iizerine alinir.

5) 10 dakika sonra cihaza yiiklenir (Cizelge 2.4).



Cizelge 2.4. Denatiirasyon Protokolii

Hi-Di Formamide

12 pl x hasta sayisi

GeneScan Liz Standart

0,5 pl x hasta sayisi

PZR iiriinii 1ul

Toplam Reaksiyon Hacmi | 13 ul
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GeneMapper v4.0 analiz programi ile AmpF/STR® Identifiler® PCR Amplification

kit kullanilarak 16 lokus degerlendirilebilmektedir. Lokuslarin 6zellikleri Cizelge

2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Multipleks PZR ile degerlendirilebilen KTB’leri ve 6zellikleri

Lokus Kromozom Tekrarlama
1 D3S1358 3p21.31 16
2 HUMvVWA (vWF 40. intron) 12p13.31 18
3 D16S539 16q24.1 11
4 D2S1338 2935 23
5 D8S1179 8q24.13 12
6 D21S11 21g21.1 26
7 D18S51 18q21.33 21
8 D19S433 19q12 15
9 THOL1 (tirozin hidroksilaz) 11p15.5 9
10 FGA (alfa fibrinojen) 4q28 21
11 D7S820 7q21.11 12
12 CSF1PO (CSF1 res gen icin c-fms- | 5q33.1 12

protoonkogen)
13 D13S317 13g31.1 13
14 TPOX (tiroid peroksidaz) 2p25.3 11
15 D5S818 5q23.2 11
16 Amelogenin XY

Amelogenin cinsiyet kromozom allellerini

degerlendirmeye alinmamugtir.

icerdiginden

dolay1 istatistiksel
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2.2.3. istatistik

Calismamizda alici-verici arasindaki KTB’lerin uygunluk diizeyine gore ii¢
grup altinda degerlendirilmistir

I-) Uyum Yok (UY): Alici-verici arasinda ayni lokusta ortak allel
bulunmamaktadir.

2-) Kismi Uyumlu (KU): Alici-verici arasinda ayni lokusta ortak bir allel
bulunmaktadir.

3-) Tam Uyumlu (TU): Alici-verici arasinda ayni lokusta ayni alleller
bulunmaktadir (Sekil 2.1).

Verici T ' T T
Uyum' Yok Kismi Uyumilu Tam uyumlu

| l l

Alici

Sekil 2.1. Lokuslarda alici-verici arasindaki durum

Sayisal degiskenler ortanca ve dagilim olarak belirtildi. Kategorial degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki Kare ve Fisher Exact test kullanildi. Sagkalim analizleri i¢in
Kaplan Meier-log rank analizi kullanildi. Coklu degiskenler Cox Regresyon analizi
ile degerlendirildi. P degeri < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim
istatistiksel degerlendirmeler SPSS 11.5 for Windows Hazir Paket Program
kullanilarak yapildu.
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3. BULGULAR

Calisma grubumuzda lokuslarin hepsi birlikte degerlendirildiginde ortanca 10 lokusta
(2-15) farklilik oldugu ve en bilgi verici (informatif) lokuslarin D13S317, D18S51,
D2S1338 iken; en az bilgi verici lokuslar CSFIPO ve TPOX lokuslar1 oldugu
saptand1 (Cizelge 3.1). Amelogenin cinsiyet kromozom allellerini icerdiginden

dolayi istatistiksel degerlendirmeye alinmamustir.

Cizelge 3.1. Lokuslarda farkliliga gore en fazla ve en az bilgi verici lokuslar

Tam Uyum | Kismi Uyum Uyum Yok Uyumsuzluk
En bilgi verici lokuslar
D13S317 % 12,3 % 57,8 % 29,9 % 87,7
D18S51 % 24,6 % 58,7 % 16,7 % 75,6
D2S1338 % 31,1 % 48,6 % 20,3 % 68,9
En az bilgi verici lokuslar
CSF1PO % 42,3 % 51,7 % 6 % 57,7
TPOX % 43,3 % 52,0 % 4,7 % 56,7

Graft versus Host Hastahigi Siklik ve Siddeti ile KTB’leri Arasinda Miski

Calisma grubumuzdaki hastalarin % 46,7’sinde (n=69) akut GvHH, % 21,1’inde
(n=31) akut ciddi GvHH (Diizey II-IV) goriilmiistiir. Kronik GvHH siklig1 ise
%63,4°di (n=83).

KTB lokuslarindaki farklilik 10 esik degerine gore graft versus host gelisme sikligi
karsilagtirildiginda alici-verici arasinda fazla sayida farkli lokus olmasi hem akut

hem de kronik GVHH gelisme sikligini etkilemedi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Alici-verici ortanca KTB lokus farklilik sayisina gore GVHH gelisme

siklig1
Lokus farkhihg: <10 >10 D
Akut GVHH (%) % 51,3 % 42,6 0,289
Grade II-IV GVHH (%) % 20,8 % 21,3 0,941
Kronik GVHH % 65,6 % 60,9 0,574

KTB lokuslarindaki farklilik durumunun higbirinin genel olarak akut GvHH

gelisimine etkisi saptanmadi. Akut GVHH Derecelerine gore karsilastirma
yapildiginda iseGrII-IV vs Gr0-1 birbirleriyle karsilastirildiginda TPOX lokusu tam

uyumlu olanlarda GVHH sikliginin fazla oldugu izlendi (p=0,02) (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. TPOX lokusundaki farkliliga gore akut GvHH siklig1

Kismi
AGvVHH Tam Uyumlu Uyum Yok N
Uyumlu
Gro-1 44 (% 37,9) 65 (% 56,1) 7 (% 6,0) 116
GrllI-1V 20 (% 64,5) 11 (% 35.5) 0(% 0) 31
Stklik(%) 31 15 0 p=0,020

D7S820 lokusu kismi uyumlular ve tam uyumlularda ise kronik GvHH gelisiminin

arttigi goruldii (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. D7S820 lokusundaki farkliliga gore kronik GvHH siklig1

KrGvHH Tam Uyumlu Kismi Uyumlu Uyum Yok N
Yok 12 (% 25,5) 26 (% 31,4) 9 (% 19,1) 47
Var 38 (% 45.8) 40 (% 48,2) 5 (% 6,0) 83

Siklik(%) 76 61 36 P=0,016

Hastalarimizdaki KTB lokuslarindaki uyumlulugu iki gruba indirgedigimizde: Tam
uyum var ve tam uyum yok (Kismi uyum ve uyum yok) grubu altinda
degerlendirdigimizde; genel olarak GvHH gelisimiin D21S11 lokusunda tam uyum
yok ise artmaktadir. Istatisiksel olarak anlamli olma egilimindedir. GrlI-IV GvHH
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sikligr ise D18S51 ve TPOX lokuslarinda tam uyum yok grubu azaltmaktadir.
Kronik GvHH ise D7S820 lokusunda tam uyum olan grupta artmaktadir (Cizelge
3.5).

Cizelge 3.5. KTB lokuslarinda farklilik olup olmamasimin GVHH gelisme sikligina etkileri

Tam Uyum Tam Uyum P
Var Yok

GvHH

D21S11 % 34,8 Y% 52 0,074
Grll-1V

DI18S51 % 31,4 % 17,3 0,063

TPOX % 31,3 % 13,3 0,014
Kr GvHH

D75820 % 76,0 % 56,3 0,025

Transplantasyon iliskili Oliim ile KTB’leri Arasinda Iliski

Lokus farklilik sayis1 ile TIO arasinda bir iliski saptanmadi (< 10 i¢in % 10,9 karst %
18,1, p=0,211).

Transplantasyon iligkili 6liim siklig1 D21S11 lokusunda kismi uyumlu olanlarda artar
iken (p=0,02), D5S818 lokusunda ve FGA kismi uyumlu olan grupta anlamli bir
sekilde daha az goriildiigii saptanmistir (p=0,011 ve 0,066) (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. KTB lokuslarindaki farkliliklara gore transplantasyon iliskili 6lim goriilme

siklig1
Lokus Tam Uyumlu | Kismi Uyumlu | Uyum Yok D
D21S11 % 4,3 % 21,9 % 10 0,020
D5S818 % 22,9 % 5,6 % 23,5 0,011
FGA % 24 % 8,9 % 15 0,066

KTB lerindeki uyuma gére iki grupta degerlendirildiginde, TIO sikligi D21S11
lokusunda tam uyum olmayan grupta artar iken, FGA ve D5S818 lokusunda tam

uyum olmayan grupta azaldigi saptandi (Cizelge 3.7.).



Cizelge 3.7. KTB lokuslarinda farklilik olup-olmamasimin TiO sikligina etkisi
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Tam Uyum Tam Uyum p
Var Yok
D21S11 % 4,3 % 19,6 0,013
FGA % 24 % 10,2 0,048
D5S818 % 22,9 % 9,1 0,033

KTB Lokuslarindaki Farklihk ile Sagkalim Arasindaki iliski

Calisma grubumuzda 2 yillik hastaliksiz (HSK) ve genel sagkalim (GSK) olasiliklari
%358,14+5%,5 ve %67,5 £%4,5 idi.

Lokuslardaki farklilik miktarinin hastaliksiz ve genel sagkalima etkisi saptanmadi

(p=0,943 ve p=0,116). Lokuslarin HSK iizerine etkisine li¢ grupta (TU/KU/UY)

baktigimizda; D5S818 lokusunda kismi uyumlu grupta hastaliksiz sagkalimin gorece

daha iyi oldugu saptanmustir (Sekil 3.1). Lokuslarda tam uyum var ve tam uyum yok

olarak dikotomik degerlendirilme yapildiginda ayni lokusun etkisi benzer olarak

devam etmekte idi (Sekil 3.2).

10 +

%

0,0

p=0,009

___ Tam Uyum: % 36,5+%9,2
-.-.- Kismi Uyum: % 74,4+6,8

Uyum Yok: % 41,1+9,1

Aylar

30

40 50 60

Sekil 3.1. D5S818 Lokusunun HSK Uzerine Etkisi
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___ Tam Uyum +: % 36,5£%9,2
-.-.- Tam Uyum -: % 70,1+%6,4

p=0,0025

0 10 20 30 40 50 60

Aylar

2. D5S818 Lokusunun HSK Uzerine Etkisi (Tam Uyum+, Tam Uyum-)

D21S11 lokusunda uyumsuzlugun hastaliksiz sagkalimi kisaltigi saptandi

(Sekil 3.3). Bu analiz tam uyum var ve tam uyum yok seklinde tekrarlandiginda tam

uyum olmayan grupta fark anlamli hale geliyordu (p=0,022) (Sekil 3.4).

1,0

%

0,0

__ Tam Uyum: % 77,6+7,8
-.-.- Kismi Uyum: % 47,7+7,4
Uyum Yok: %47,2+%17

p=0,07

0 10

20 30 40 50 60

Aylar

Sekil 3.3. D21S11 Lokusunun HSK Uzerine etkisi(TU/KU/UY)
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1,0 ¢

__ Tam Uyum +: % 77,6+% 7,8
-.-.- Tam Uyum -: % 51,7+% 6,6

%

1
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0o | P=0,022
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Sekil 3.4. D21S11 Lokusunun HSK Uzerine etkisi (Tam Uyum+, Tam Uyum-)

Lokuslardaki farkliligin GSK iizerine etkileri degerlendirdiginde D5S818 lokusunda
uyum olmayan grupta GSK daha iyi oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.5). Benzer etki 2
grupta yapilan degerlendirmelerde de goriilmiistiir (Sekil 3.6).

__ Tam Uyum: % 57,7+£7,4
10 - -.-.- Kismi Uyum: % 79,8+5,5
..... Uyum Yok: % 57,5+12,3

%
)

11 p=0,05

Aylar

Sekil 3.5. D5S818 Lokusunun GSK Uzerine Etkileri (TU/KU/UY)
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__ Tam Uyum +: % 57,7+%7,4
-.-.- Tam Uyum -; % 75,2 +% 5,2
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Sekil 3.6. D5S818 Lokusunun GSK Uzerine Etkileri (Tam Uyum+, Tam Uyum-)

D19S433 lokusunda uyum olmamasinin GSK {izerine olumlu etkisi oldugu

gosterilmistir (p=0,07). Ancak bu sonug ikili degerlendirmede gdsterilememistir.

Ikili grupta degerlendirmede ayrica D3S1358 lokusunda uyum olmayan grupta GSK
olasiligiin azaldig saptanmustir (Sekil 3.7). FGA lokusunda ise tam tersi bir durum
oldugu saptanmistir. Tam uyum var ise GSK’1 azaltmakta, uyumsuzlukta GSK’1

uzatmaktadir (Sekil 3.8).

B 1 gy

T FEEE e
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= 5

4 _ Tam Uyum+: % 78,6x% 6,1

Tam Uyum -: % 63, 4+% 5,7

1|  p=0,054

Aylar

Sekil 3.7. D3S1358 Lokusunun GSK Uzerine Etkisi (Tam Uyum+, Tam Uyum-)
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Sekil 3.8. FGA Lokusunun GSK Uzerine Etkisi (Tam Uyum+, Tam Uyum-)

Coklu Degisken Analiz

HSK {izerine tek degiskenli analizlerdeki gibi D21S11 ve D5S818 lokuslariin etkisi
vardi. GSK da ayn1 sekilde D5S818 ve D19S433 etkisi gosterilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Coklu degisken analizde KTB lokuslarinda farkliliklarin sagkalima

etkisi
Lokus RR (%95 CI) p Lokus RR (%95 CI)
(KU/UY/TU) (KU/UY/TU)
Hastaliksiz Sagkalim
D21S11 2,367 0,017 D21S11 2,367
(1,166-4,806) (1,166-4,806)
D5S818 0,384 0,002 D5S818 0,384
(0,211-4,697) (0,211-4,697)
Genel Sagkalim
D5S818 0,410 0,015 D5S818 0,410
(0,201-0,838) (0,201-0,838)
D19S433 1,046 0,050 D19S433 1,046

(0,545-2,008)

(0,545-2,008)
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Iki grupta degerlendirmelerde de tek degiskenli analizlerle uyumlu olarak benzer

lokuslarin etkisi goriilmiistiir. Ancak FGA nin etkisi gosterilememistir (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. Coklu degisken analizde KTB lokuslarinda farkliliklarin sagkalima
etkisi

Lokus (Uyum — vs +) RR (%95 CI) p
Hastaliksiz sagkalim
D21S11 2,327 (1,162-4,660) 0,017
D5S818 0,397 (0,226-4,696) 0,001
Genel Sagkalim
D5S818 0,494 (0,262-0,931) 0,029

D3S1358 2,031 (1,007-4,095) 0,048
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4. TARTISMA

Ankara UTF Kok Hiicre Nakli Unitesi 20 yilda 1.000’den fazla transplant islemine
imza atmistir. 2002 tarihinden itibaren de molekiiler yontemler ile kimerizm analizi
yapilabiliyor ~olmasi graft fonksiyonlarimin  yakin takibini = saglamistir.
Laboratuarimizda PZR ile 16 lokusu iceren KTB degerlendirilmektedir, alici-
vericideki KTB’deki lokuslardaki allel farkliliklarina gore transplantasyon sonrasi
kimerizm takibi yapabilmekteyiz. HLA uygun kardes veya akraba vericilerden
yapilan allo-HHT’da, alici-verici HLA antijeni genotip olarak birbiri ile uyumlu
olmasia ragmen, transplantasyon sonrast GVHH izlenmekte, hatta bazi olgularda
Olimlere yol acabilmektedir. HLA molekiillerindeki farklilik durumunda ise GVHH
siklig1 ve siddeti artmaktadir. GVHH patogenezinde immunkompetan T hiicrelerin
konak¢1 dokuya reaksiyonu ile gelismektedir. HLA uygun allojeneik
transplantasyonlarda minor doku uygunluk antijenlerindeki polimorfizmin GVHH’ye
neden oldugu ¢alismalarda gosterilmistir. Insan genomunda bircok protein
kodlanmakta, sitokin genlerinde polimorfizminde @ GVHH aracilik ettigi de
gosterilmektedir (Hambach, 2007). Bu polimorfizmlerin pek ¢ogu heniiz bilinmeyen
genler tarafindan kodlanirlar. Bu nedenle ¢alismamizda HLA uygun kardes veya
akraba vericiden allo-HHT yapilan hastalarda alici-verici arasindaki KTB lerdeki
farkliliklarin transplantasyon sonuglaria etkisini tek yonlii degerlendirdik. Diger
verici, alici, transplant girdilerinin GVHH ve diger degiskenlere etkisinin c¢oklu

karsilagtirmali analizini ise yapmadik.

Bu konuda ilk olarak Alcoceba ve ark.lar1 2004 yilinda ASH’de HLA 6zdes kardes
vericilerden allo-HHT yapilan 161 hasta ile verici arasindaki KTB lerindeki
farkliliklarinin transplantasyon sonuglarina etkisini sundular ( Alcoceba et al, 2004 ).
Calismalarinda PowerPlex’in 16 sistem kitini kullanarak, alici-verici arasinda 4-15
lokusta farklilik saptadilar. Akut GVHH siddeti ile D13S317, D18S51 ve TPOX
lokuslarindaki farkliliklar arasinda iliski oldugunu gosterdiler (p=0,024, p=0,027 ve
p=0,034). Benzer diger bir ¢aligma Isvigre’den Stern ve ark.lar1 2005 yilinda
EBMT’de sundular (Stern ve ark., 2005 ). KTB lerinin 10 lokusundaki farklilik
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degerlendirdiklerinde, ortanca 6 lokusta (1-9) farklilik saptadilar. Alacoceba ve
ark.lariin ¢alismalarina benzer olarak D13S317 lokusundaki farkliligin ciddi akut
GVHH sikligin1 artirdigini buldular. Calismamizda ortanca 10 lokusta (5-15)
farklilik saptandi. Ortanca degere gore alici-verici arasindaki farkliligin GVHHye
etkisi degerlendirildiginde, lokus farkliligi 10’dan az olanlar ile 10 ve {izerinde
olanlarda GVHH gelisme siklig1 ve siddeti benzerdi. Merkezimizden Dalva ve ark.
larinin yapmis oldugu calismada alici-verici arasi farkli olan KTB sayis1 7°den az
olan olgularda kr GVHH insidanst 7’den fazla olanlara gore daha seyrek
bulunmustur ( sirasiyla % 32 ve % 68.2, p=0.044 ). STR ile saptanan bu HLA dis1
lokuslarin farkli kromozom bélgelerinde yerlesiminin 6nemini arastirmak amaciyla
KIR genlerinin  ( 19q13.4 ) lokalize oldugu 19. kromozom iizeri ( 19q12-13.1 )
bolgesinde alict verici arasi farkliliga ayrica bakildiginda krGVHH siklig1 ile bir
iligki saptanmamistir. Bu popiilasyonda kok hiicre kaynaginin PK olmasi ile
krGVHH insidansinin goreceli olarak arttigi ( %62 vs %38) gozlenmistir (Dalva K.
ve ark. 2004). D13S317 lokusundaki farklilik ile akut GVHH arasinda bir iligki
gosteremedik, fakat D21S11 lokusunda farklilik olmasi genel olarak akut GVHH
sikligimi artirmaktaydi (Cizelge 3.3). Ancak bu bulgularin tam tersine TPOX veya
D18S51 lokuslarinda farklilik olanlarda olmayanlara gére akut GVHH sikligi ve
siddeti daha azaldi (Cizelge 3.5). Kore’den yaymmlanan Kim ve ark.lariin
calismasinda ise VNTR yontemi ile alici-verici arasinda D1S80, D1S111 ve D17S5
lokuslarindaki farkliik ve bu farkliligin transplantasyon sonuglarina etkisi
degerlendirilmistir (Kim ve ark. 2006). Bu lokuslarin akut GVHH gelisimine ve
siddetine etkisi gosterilememistir. Giiniimiizde akut GVHH gelisiminde yalnizca iki
calismada D13S317 lokusundaki farkliligin etkisi gosterilebilmistir. Bizim
calismamizda benzer bir sonug elde edilememesi, Kim ve ark.larinin ¢aligmasinda da
akut GVHH gelisimine VNTR yontemi ile degerlendirilebilen lokuslarin etkisinin
saptanamamasindan dolay1r akut GVHH gelisimi ile KTB’deki lokuslardaki allel

farkliliklar arasinda net bir iliski oldugunu sdyleyemiyoruz.

Kronik GVHH gelisiminde lokuslarin etkisini arastiran c¢aligmalarda yalnizca
Alacocebanin calismasinda D16S359 lokusundaki farklilik kronik GVHH artirdigi
( Alcoceba ve ark., 2004 ), Kim ve ark.lar1 ise D1S80 lokusundaki farkliligin
gastrointestinal kronik GVHH daha sik goriildiigiinii buldular ( Kim ve ark., 2006 ).
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Ancak Stern ve ark.lar1 KTB lokuslarindaki farklilik ile kronik GVHH arasinda bir
iliski gosteremediler ( Stern ve ark. 2005 ). Calismamizda ise D7S820’deki
farkliligin kronik GVHH sikligin1 azalttigini saptadik (Cizelge 3.4). Ancak akut
GVHH’dekine benzer olarak kronik GVHH gelisimi KTB lerindeki lokus
farkliliklariyla iligkilendirilemedik.

Niiks dis1 transplantasyon iligkili 6lim ile KTB leri arasinda iliski sadece bir
calismada gosterilmistir: D1S80 deki tam uyumun TIO azalttigi ve bdylelikle
sagkalim1 uzattigidir ( Kim ve ark., 2006 ). Bizim ¢alismamizda ise D21S11 deki tam
uyum TIO azaltmakta iken, FGA ve D5S18’de tam uyum olmasi niiks dis1 &liim
sikligin1 artirmaktadir (Cizelge 3.6 ve 3.7). T yardimci ve baskilayict hiicrelerden
salinan sitokinler ile GVHH gelisimi ve TIO arasinda iliski oldugu cesitli
caligmalarda gosterilmektedir ( Topcuoglu ve ark., 2008, Ayyildiz E, ve ark., 2007 ).
Ayrica HLA dis1 genlerde, 6zellikle sitokin polimorfizmi GVHH riskini
artirabilmektedir ( Bogunia-Kubik ve ark., 2006, Kim ve ark., 2005, Viel ve ark.,
2007 ). Bilindigi tizere 21.kromozomda IL-10 reseptdr geni yer almaktadir ( Reboul
ve ark., 1999 , Karabon ve ark., 2005). IL-10 immun sistemi baskilamaktadir.
Literatiir tarandiginda ve insan ¢alismalar1 degerlendirildiginde bu lokuslarin
bulundugu genlerde IL-10 disinda belli bir sitokin geni yer almamaktadir. Bu veriler
1s181nda hipotetik olarak “bu lokusta sitokin polimorfizmi IL-10’nun immun sistemi
baskilayic1 etkisini degistirmekte ve iliskili olarak TIO riskini arttirmaktadir”

¢ikarimini yapabiliriz.

Giiniimiize kadar yapilan caligmalarda lokus farkliliklar1 ve hastaliksiz sagkalim
arasinda iliski degerlendirilmemistir. Calismamizda D5S818 ve D21S11 lokuslarinin
HSK iizerine etkisi oldugunu saptadik (Sekil 3.1-3.4). Cok degiskenli analizlerde de
bu lokuslar bagimsiz degiskenlerdi (Cizelge 3.8 ve 3.9). D5S818, D19S433,
D3S1358 ve FGA lokuslarindaki farkliliklarin degisken diizeyde genel sagkalima
etki gostermektedir (Sekil 3.5-3.8). FGA lokusundaki uyumsuzlugun genel sagkalimi
artirmast TIO sikligmi azalttig: igin olabilir. Cok degiskenli analizde GSK iizerine
ise yalnizca D5S818 ve D19S433°tin etkisi devam etmekteydi. Literatiire
bakildiginda yalnizca Kim ve ark.larinin ¢alismasinda D1S80’nin GSK {izerine etkisi

oldugu bildirilmektedir ( Kim ve ark., 2006 ).
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Bu ¢alismanin sinirli yanlar1 degisik firmalarca 6gretilen hazir setlerin kullanilmasi
nedeniyle uluslar arasi ¢caligmalarin kiyaslanmasi olanakli degildir. Farkl tilkelerdeki
HLA polimorfizminin de farkli olabilecegi beklentisi verilerin universal olup
olmayacag1 sorusunu akla getirmektedir. En 6nemlisi de bu verilerin sadece tek
yonlii degil diger GVHH ve transplant iliskili degiskenlerle olan kanitlanmis
iliskisidir. Calismamizdaki olgu sayis1 bu tiir bir degerlendirme i¢in yeterli degildir.
Ulkemizdeki aym kimerizm analiz setini ve ydntemini kullanan diger transplant

merkezlerinden de bilgi alinmas1 hedeflenmektedir.

Gtglii yani1 ise tek merkezden, benzer protokol ve hasta grubuna yapilmis deneyimli
bir ekibin izledigi hastalardan olusmasidir. Laboratuar islemleri de tek merkezden

ylriitilmiistir.

HLA polimorfizmi artik farmakogenetik i¢in dnemli bir hedef haline gelmistir. Yine
interlokinler ve diger GVHHde rol oynayan sitokinlerin reseptdr polimorfizmleri ile
GVHH siddeti ve siklig1 arasinda iligki kuran ¢ok sayida yaymn bulunmaktadir
(Topcuoglu P. ve ark., 2008, Ayyildiz E, ve ark., 2007, Bogunia-Kubik K. ve ark.
2006, Dickinson AM. ve ark. 2004). Bu nedenle ¢alismamiz bir dncii ¢alisma olarak
standart yapilan bir islemin verilerinden pratik bir bilimsel ¢ikarim saglamay1

hedeflediginden 6nemli bir caligmadir.

Baz1 lokuslarda az da olsa elde ettigimiz veriler ile calismamizi gelistirmeyi

hedefliyoruz.
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5. SONUC ve ONERILER

Baz1 KTB lokuslarinda farkliliklar allojeneik transplantasyon sonuclarini etkiledigi
goriilmektedir. Bu kromozomlarda yer alan sitokin veya sitokin reseptorleri veya
heniiz bilinmeyen genler GVHH gelisiminde rol alabilir. KTB lokuslarindaki bu
etkilerin transplantasyon sonuglarini etkileyen diger degiskenler ile birlikte analizi
yapilmalidir. Genel olarak belli lokuslardaki uyumsuzlugun GSK ve HSK’yi olumlu
etkilemesi, bu lokuslardaki polimorfizmin GvL etkisini arttirict bir durumu

sakladigin1 6nermekte ve basta sahip oldugumuz hipotezi desteklemektedir.

Gelecekte diger verici ve transplantasyon degiskenleri ile bu lokuslarin iligkisi
degerlendirilmeli, ayrica ulusal multisentrik polimorfizmin haritasinin ¢ikarilarak
analizin tekrar1, sonuglarin dogrulanmasi halinde; Uluslararasi veritabaninda analizin
yenilenmesi i¢in EBMT ya da CIBMTR’ye basvurularak daha kapsamli bir ¢aligma

Onerisi yapilabilir.
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OZET

Alcr Verici Arasindaki STR Farkhilhiklarimin HLA Uygun Verici Kardesten
Yapilan Allojeneik Hemaopoietik Kok Hiicre Nakli Uzerine Etkisi

KTB allo-HHT sonras1 kimerizmin takibinde yaygin olarak kullanilan ve duyarliligi
yiiksek bir yontemdir. Az sayida calismada alici-verici KTB lokuslarindaki
farkliliklarin allo-HHT iizerine etkisi calisilmistir. Bu g¢aligmada amacimiz alici
verici arasindaki KTB lokuslarindaki farkliliklarin erken ve ge¢ donem
transplantasyon sonuglaria etkisini geriye doniik olarak degerlendirmektir. Eyliil
2001-Subat 2007 tarihleri arasinda HLA uygun kardes vericiden allo-HHT yapilan
ve transplantasyon dncesi KTB ile degerlendirilebilen 150 hasta (81 erkek/ 69 kadin)
calismaya alinmistir. Ortanca yas 34 yil (16-64 yil) di. Hastalarin tanilari sira ile: 66
AML, 24 ALL, 30 KML, 6 MDS ve 30 diger malign veya malign olmayan
hastaliklardi. Hastalarin 121’ine myeloablatif ve 29’una indirgenmis yogunlukta bir
hazirlik rejimi kullanilmistir. Klinigimizde kimerizm tayininde multipleks polimeraz
zincir yontemi ile 15 KTB lokusu (D3S1358, HUMvWA, D16S539, D2S1338,
D81179, D21S11, D18S51, D19S433, THOI1, FGA, D7S820, CSF1PO, D13S317,
TPOX, D5S818) (ABI Prism 3130) amplifiye edilebilmektedir. Bu lokuslar alici-
verici arasindaki uyum durumuna gore tam uyumlu (TU), kismi uyumlu (KU) ve
uyum yok(UY) olarak gruplandirilarak istatistiksel analizler yapildi. Sonuclar: En
bilgi verici lokuslar D13S317, D18S51 ve D2S1338 lokuslar1 olarak saptanirken, en
az bilgi verici olanlarin ise CSF1PO ve TPOX lokuslar1 oldugu goriilmiistiir. Calisma
grubundaki hastalarin % 46,7’sinde (n=69) akut GvHH gelisirken, yalnizca 31
hastada akut ciddi GvHH (Gr II-IV) goriildii. Kronik GvHH siklig1 ise % 63,4’di.
Akut ciddi II-IV GvHH ayr olarak degerlendirildiginde TPOX lokusunda TU
olanlarda akut GvHH gelisme siklig1 fazla idi (p=0,02). D7S820 lokusunda KU
olanlarda kronik GvHH gelisme sikligt UY ve TU’lu gruba gore fazla idi (p=0,016).
TiO sikhigr D21S11 lokusunda KU olanlarda daha fazla iken, D5S818 ve FGA
lokusunda UY ve KU olanlarda ise TIO siklig1 daha azdi. iki yilik HSK ve GSK
olasilig1 sira ile %58,1£5.5 ve %67,5+4,4 idi. D21S11 lokusunda TU olanlarda
(P=0,07) ve D5S818 lokusunda KU olanlarda (p=0,009) HSK olasilig1 daha fazla idi.
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Coklu degisken analizde HSK {izerine tekli degisken analizlerdeki gibi D21S11 ve
D5S818 lokuslariin etkisi vardi. GSK da ayni sekilde D5S818 ve D19S433 etkisi
gosterilmistir Hastalarimizdaki KTB lokuslarindaki uyumlulugu iki gruba
indirgedigimizde: Tam uyum var ve tam uyum yok (Kismi uyum ve uyum yok)
grubu altinda degerlendirdigimizde; genel olarak GVHH gelisimi D21S11 lokusunda
tam uyum yok ise artmaktadir. Istatisiksel olarak anlamli olma egilimindedir. GrlI-
IV . GvHH sikligi ise D18S51 ve TPOX lokuslarinda tam uyum yok grubu
azaltmaktadir. Kronik GvHH ise D7S820 lokusunda tam uyum olan grupta
artmaktadir. Ik analizlere benzer olarak D21S11 lokusunda uyumsuzluk TiO
arttirirken, D5S818 ve FGA lokuslarinda uyumsuzluk TiO azaltmaktaydi. GSK
tizerine D5S818 lokusunun etkisi devam ederken, D19S433 lokusunun hafif etkisi
goriilmiistiir. Sonugta, bazit KTB lokuslarinda allojeneik transplantasyon sonuglari
etkilenmektedir, bu etkilerin transplantasyon sonuglarini etkileyen diger degiskenler
ile birlikte analizi yapilmalidir. Sonugta KTB’deki farkliliklar transplantasyon
sonucunu etgkileyebilmekte, ancak sonuglarimizin ¢ok merkezli bir ¢alismada ve
beraberinde transplantasyon sonuglarini etkileyen diger degiskenler ile birlikte

degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler : STR, Kimerizm, allojeneik, Hematopoetik hiicre

transplantaysonu, Graft versus Host Hastalig1, Polimeraz Zincir Reaksiyonu



38

SUMMARY

The Impact of Disparity in Short Tandem Repeats (STRs) Analysis on the
Outcome of Allogeneic Hematopoietik Cell Transplantation (Allo-HCT) from
HLA-identical sibling donors

STR marker systems are used in the monitoring of hematopoietic chimerism in
patients after AHCST. The biological effect of STR disparity on AHCT outcome has
rarely been studied. Therefore, we aimed to evaluate the impact of STR disparity on
allo-HCT outcome in our single center. Between Sept 2001 and Feb 2007, 150
patients (81M/69F, median age: 34 ys) underwent AHCT (Stem cell source: 119
PB/31 BM) were retrospectively analyzed. Their diagnoses were 90 acute leukemia,
30 CML, 6 MDS and 24 other hematological conditions. Multiplex PCR method was
performed to amplify 15 STR loci (D3S1358, HUMVWA, D16S539, D2S1338,
D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THO1, FGA, D7S820, CSF1PO, D13S317,
TPOX, D5S818) using (ABI Prism 3130). The loci examined were classified as
complete matched (CM), partially matched (PM), and fully mismatched (FMM)
between donors and recipients. Results: The loci of D13S317, D18S51 and D2S1338
were the most informative, while the loci of TPOX and CSF1PO were the least. The
incidence of acute GvHD was 46.7 % (n=69), which acute severe GvHD (grlI-IV)
was observed in only 31 patients. Chronic GVHD was developed in 63.4 % patients.
The incidence of grll-IV GvHD was higher in patient with CM in TPOX loci
(p=0.02). Chronic GVHD was more frequent in the patients with PM in D7S820 loci
than those with CM or FMM (p=0.016). While PM in D21S11 locus increased TRM,
FMM or PM in D5S818 and FGA loci decreased the TRM. In our cohort analysis, 2-
year probability of disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were
58.1£5.5% and 67.5+4.4%, respectively. The CM in D21S11 locus (p=0.07) and PM
in D5S818 locus (p=0,009) prolonged the probability of DFS. In multivariate
analysis, these loci had an impact on DFS (p=0.055 ve p=0.005). D19S433 and
D5S818 loci had an effect on the OS. We repeated similar analyses upon two groups,
mismatched (MM) group, which FMM and PM was accepted as a whole group or
CM group, while the incidence of grll-IV GvHD was higher in patients with CM of
D18S51 and TPOX loci, the chronic GVHD was more frequent in those with CM
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D7S820 loci. Similar as the first analyses MM in D21S11 increased TRM, while
MM in D5S818 and FGA decreased the incidence of TRM. The impact of D5S818
on the OS also continued, additionally D19S433 had minimal effect on the OS. In
conclusion, some disparities of STR loci might affect the transplantation outcome;
however, these results should be analyzed multivariate with other co-variates and

with multicenter data input.

Key words : Short Tandem Repeats, Chimerism, Allogeneic, Hematopoietic Stem
Cell Transplantation, Graft versus Host Disease, Polymerase Chain Reaction



40

KAYNAKLAR

ALCOCEBA, M., DIEZ-CAMPELO, M., MARTIN-JIMENEZ, P., SARASQUETE, M.E.,
ARMELLINI, A., BLAZQUEZ, L., FERNANDEZ, C., CHILLON, C,
BALANZATEGUI, A., MATEOS, M.V., GARCIA-SANZ, R., CABALLERO, D.,
GONZALEZ, M., MIGUEL, J.F.S. (2004). Allogeneic Transplantation with
Identical MHC: Clinic-Pronostic Value of Discrepances of Microsatellite DNA

Regions between Recipient and Donor. Blood, 104: 912a

ALPER, B., MEYER, E., SCHURENKAMP, M., BRINKMANN, B. (1995). HumFES/FPS
and HumF13B: Turkish and German population data. Int J Leg Med, 108: 93-5.

ARAT, M. Ulkemizde Erigkin Allojeneik Hematopetik Hiicre Transplantasyonu (HHT)
Deneyimi, 2006 Giincellemesi: Akraba dig1 transplantlar artiyor. 5.Ulusal Kemik
[ligi Transplantasyonu ve Kok Hiicre Tedavileri Kongresi Kitapgig1.115-17

ARAT, M. (2004). Engrafman, tanimi, belirlenmesi ve kimerizm tayini. Tiirk Hematoloji
Dernegi Kan ve Kemik 1ligi  Transplantasyonu  Kursu.  Erisim:

[http://www.thd.org.tr/doc/kurs pdf/engrafmantanimivebelirlenmesikimerizmtayini.

pdf]

AYYILDIZ, E., ARSLAN, O., TOPCUOGLU, P., ARAT, M., DALVA, K.., SOYDAN,
E.A., TOL, M. ILHAN, O. (2007). The effect of extracorporeal
photoimmunotherapy (ECP) on serum TNF-a level in chronic graft versus host

disease (GvHD). Transfus Apher Sci. 36: 79-85.

BACIGALUPO, A. (2007). Management of acute graft-versus-host disease. Br J Haematol.
Apr. 2007. 137(2): 87-98



41

BADER, P, BECK, J., FREY, A., SCHLEGEL, P.G., HEBARTH, H,,
HANDGRETINGER, R., EINSELE, H., NIEMEYER, C., BENDA, N,
FAUL, C., KANZ, L., MIETHAMMER, D., KLINGEBIEL, T. (1998). Serial
quantitative analysis of mixed hematopoietic chimerism by PCR in patients
with acute leukemias allows the prediction of relapse after allogeneic BMT.

Bone Marrow Transplant 21: 487-495.

BADER, P., NIETHAMMER, D., WILLASCH, A., KREYENBERG, H. AND
KLINGEBIEL, T.(2005). How and when should we monitor chimerism after

allogeneic stem cell transplantation? Bone Marrow Transplantation 35: 107-119

BOGUNIA-KUBIK, K., WYSOCZANSKA, B., LANGE, A. (2006). Non-HLA gene
polymorphisms and the outcome of allogeneic hemato-poietic stem cell

transplantation. Curr Stem Cell Res Ther. 1: 239-53

BAIRD, K., PAVLETIC, S.Z. (2006). Chronic graft versus host disease. Curr Opin Hemato,
13: 426-35

BRYANT, E., MARTIN, P.J. Documentation of engraftment and characterization
of chimerism following hemato- poietic cell transplantation. In:
HematopoieticCell Transplantation. Ed. Thomas ED, Blume KG and
Forman SJ. 2nd Ed. Blackwell Science, Malden. pp.197-206.

COPELAN, E.A.(2006). Hematopoietic stem-cell transplantation. N Engl J Med. 27
Apr 2006. 354(17): 1813-26

CHAKRABARTI, S., BUYCK, H.C. (2007). Reduced-intensity transplantation in the
treatment of haematological malignancies: current status and future-prospects. Curr

Stem Cell Res Ther. 2: 163-88



42

DALVA, K., ARAT, M., SERBEST, E., BEKSAC, M. (2004). A comparison of the number
of informative short tandem repeat loci between HLA identical donor-recipient pairs

and the frequency of graft —versus-host disease. Bone Marrow Transplant

33 (Suppl. 1): S182 (P709)

DICKINSON, A.M., MIDDLETON, P.G., ROCHA, V., GLUCKMAN, E., HOLLER, E.;
EUROBANK MEMBERS. (2004). Genetic polymorphisms predicting the outcome
of bone marrow tranplants. Br J Haematol. Dec.2004. 127(5): 479-90

EDWARDS, A., HAMMOND, H.A_, JIN, L., CASKEY, T., CHAKRABORTY, R. (1992).
Genetic variation at five trimeric and tetrameric tandem repeats Genomics 12: 241-

53

FLESLAND, O., PFEFFER, P.F., SOLHEIM, B.G., MELLBYE, O.J. (2003).
Donor lymphocytes transferred with the graft to kidney recipients.
Potential for establishing microchimerism. Transf Apher Sci, 28: 125-128

FRASER, C.J., SCOTT BAKER, K. (2007). The management and outcome of chronic graft
versus host diseas. Br J Haematol, 137: 131-45

HAMBACH, L., SPIERINGS, E., GOULMY, E. (2007). Risk assessment in haematopoietic
stem cell transplantation: minor histocompatibility antigens. Best Pract Res Clin

Haematol., 20: 171-87

JAMES, E., CHAI, J.G., DEWCHAND, H., MACCHIARULO, E., DAZZI, F.,
SIMPSON, E. (2003). Multiparity induces priming to male-specific minor
histocompatibility antigen, HY, in mice and humans. Blood, 102: 388-
393

KARABON, L., WYSOCZANSKA, B., BOGUNIA-KUBIK, K., SUCHNICKI, K.,
LANGE, A. (2005). IL-6 and IL-10 promoter gene polymorphisms of patients and
donors of allogeneic sibling hematopoietic stem cell transplants associate with the

risk of acute graft-versus-host disease. Hum Immunol., 66: 700-10.



43

KIM, D.H., LEE, N.Y., SOHN, S.K., BAEK, J.H., KIM, J.G., SUH, J.S., LEE, K.B., SHIN,
I.H. (2005). IL-10 promoter gene polymorphism associated with the occurrence of
chronic GVHD and its clinical course during systemic immunosuppressive treatment

for chronic GVHD after allogeneic peripheral blood stem cell transplantation.

Transplantation. 79(11): 1615-22.

KIM, D.H., JUNG, H.D., KWACK, D.H., LEE, N.Y., SOHN, S.K., BAEK, J.H., KIM, J.G.,
SUH, J.S., LEE, K.B., SHIN, L.H. (2006). Predicting outcomes of HLA-identical
allogeneic stem cell transplants from variable number of tandem repeat disparity

between donors and recipients. Haematologica, 91: 71-77

KOCA, E., CHAMPLIN, R.E. (2008).Peripheral blood progenitor cell or bone marrow

transplantation: controversy remains. Curr Opin Oncol. 20(2): 220-6

LAMBERT, N.C., LO, Y.M., ERICKSON, T.D., TYLEE, T.S., GUTHRIE, K.A., FURST,
D.E., NELSON, J.L. (2002). Male microchimerism in healty woman and woman
with scleroderma :cells or circulating DNA? Aquantitative answer. Blood 100(8):

2845-2851

LAWLWER, M., HUMPHRIES, P., McCANN, S.R. (1991). Evaluation of mixed chimerism
by in vitro amplification of dinucleotide repeat sequences using the polymerase

chain reaction. Blood, 77: 2504-2514

LION, T. (2007). Detection of Impending Graft Rejection and Relapse by Lineage-Spesific
Chimerism Analysis. In: Bone Marrow and Stem Cell Transplantation,

Ed. : M. BEKSAC, p. : 197-216

MORRIS, E.S., HILL, G.R. (2007). Advances in the understanding of acute graft-versus-
host disease. Br J Haematol. 137: 3-19

MOLLER, A., MEYER, E., BRINKMANN, B. (1994). Different types of KTBuctural
variation in KTB’s: HUmFES/FPS, HumVWA and HumD21S11. Int J Leg Med 106:
319-23



44

REBOUL, J., GARDINER, K., MONNERON, D., UZE, G., LUTFALLA, G. (1999).
Comparative genomic analysis of the interferon/interleukin-10 receptor gene cluster.

Genome Res. 9(3): 242-50;

ROBERTSON, J., ROSS, A.M., BURGAYNE, L.A. (1990). DNA in Forensic Science:
Theory, Techniques and Applications. London: Ellis Howard Ltd.

ROWLEY, S.D., BENN, H. (2007). Collection and Processing of Peripheral Blood Stem
Cells and Bone Marrow. In: Hillyer CD, Silberstein LE, Ness PM, Anderson KC,
Roback JD eds. Blood Banking and Transfusion Medicine. 2nd ed. Philadelphia,
Pa: Churchill Livingstone Elsevier, 833-852.

SCHATTENBERG, A.V., LEVENGA, T.H. (2006). Differences between the different
conditioning regimens for allogeneic stem cell transplantation. Curr Opin OnCol 18:

677-70

SHIMONI, A., NAGLER, A. (2001). Non-myeloablative stem cell transplantation
(NST):  chimerism testing as guidan- ce for immune-therapeutic

manipulations. Leukemia, 15: 1967-1975

STERN, M., MEYER-MONARD, S., BUCHER, C., BUSER, A., HEIM, D., ROVO, A.,
GRATWOHL, A., TICHELLI, A., PASSWEG, J. (2005). Prognostic value of
discrepancies in micro-satellite DNA regions between donor and recipient in

allogeneic stem cell transplantation BMT, 35: S44

TECHNICAL NOTE. (1994). DNA recommandations- 1994 report concerning further
recommendations of the DNA commission of the ISFH regarding PCR-based
polymorphisms in STR (short tandem repeat) systems. Int J Leg Med, 107: 159-60.

THIEDE, C., BORNHAUSER, M., EHNINGER, G. (2004). Evaluation of STR
informativity for chimerism testing — comparative analysis of 27 STR systems in

203 matched related donor recipient pairs. Leukemia, 18: 248-254



45

THOMAS, E.D. (1999). Bone marrow transplantation: a review. Semin Hematol. Oct 1999.
36(4 Suppl 7): 95-103

TILANUS, M.G.J. (2006). Short tandem repeat markers in diagnostics: what’s in a repeat?
Leukemia, 20: 1353-1355

TOPCUOGLU, P., BAKANAY, S.M., DALVA, K., ARAT, M., BEKSAC, M., OZCAN, M.
(2008). T-helper-1 (Th1) and Th2 cytokines after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation. Turk J Haematol., 25 (1): 24-35

URBANO-ISPIZUA, A. (2007). Risk assessment in haematopoietic stem cell

transplantation: stem cell source. Best Pract. Res. Clin. Haematol., 20: 265-80

URQUHART, A., KIMPTON, P.C., DOWNES, TJ., GILL, P. (1994). Variation in short
tandem repeat sequences- a survey of twelve microsatellite loci for use as forensic

identification markers. Int J Leg Med 107: 13-20.

WEBER, J.L., MAY, P.E. (1989). Abundant class of human DNA polymorphisms which can
be typed using the polymerase chain reaction. Am J Hum Genet., 44: 388-96.

WEISDOREF, D.J.(2005). Complications After Hematopoetic Stem Cell Transplantation. In:
Hoffman R, Benz EJ Jr, Shattil SJ, et al eds. Hematology: Basic Principles and
Practice. 4" ed. Pennsylvania, Pa: Elsevier Churchill Livingstone; 2005:1855-70

VIEL, D.O., TSUNETO, L.T., SOSSAI, C.R., LIEBER, S.R., MARQUES, S.B.,
VIGORITO, A.C., ARANHA, F.J., DE BRITO EID, K.A., OLIVEIRA, G.B,,
MIRANDA, E.C., DE SOUZA, C.A., VISENTAINER, J.E. (2007). IL2 and TNFA
gene polymorphisms and the risk of graft-versus-host disease after allogeneic

haematopoietic stem cell transplantation. Scand J Immunol. 66(6): 703-10

YAZMAN, M. (2003). K6k Hiicre Nakli Alict ve Vericileri Arasinda Kisa Rastgele
Tekrar Bolgelerindeki (STR) Alelik Farkliliklarinin Gen Sekans ve Tarama
Analizi Yontemleri ile Saptanmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii



BIREYSEL BILGILERI

Adi

Soyadi

Dogum yeri ve tarihi
Uyrugu

Medeni Durumu
[letisim adresi ve tel.

E-mail

EGITIMI

Devam-2005

2001-2004.1

1996-1998

1988-1991

1985-1988

1980-1985

46

OZGECMIS

ESIN

SERBEST
Istanbul-25.08.1974
TC

Bekar

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi
Hematoloji Laboratuar1 06100 Sihhiye / Ankara

(532) 5419576
esins74@yahoo.com

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi,
Saglik Bilimleri Enstitlisii, Hematodiagnostik Yiiksek
Lisansi, Ankara

Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Ankara
Istanbul  Universitesi, Meslek
Yiiksek Okulu

Tibbi Laboratuvar Bsliimii, Istanbul

Saglik Hizmetleri

Yesilkdy 50.Y1l Lisesi, Istanbul
Kumsal Ortaokulu, Istanbul

Ulugbey ilkokulu, Istanbul



MESLEKI DENEYiMi

Devam- 2002

2000-2002

2000.

1998-1999

1998.

47

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi,
Hematoloji Laboratuari, Molekiiler Hematoloji Birimi

Biyolog

- Sekans Bazli HLA Tiplendirimi,

- Kimerizm analizi,

- RT-PCR ile translokasyon ve mutasyon tayini,

BilGen (Bilkent Universitesi,Genetik ve Biyoteknoloji
Arastirma ve Uygulama
Merkezi)

Saglik Teknikeri

- RT-PCR ile translokasyon, inversiyon,delesyon ve
mutasyon tayini

- Enzim Kesimi ile mutasyon tayini

- Kimerizm Analizi

- SSCP, PAGE yontemi ile mutasyon tayini

Kavaklidere Tip Merkezi

Saglik Teknikeri

- Tam kan ve biyokimyasal analizler
Avcilar Vatan Hastanesi

Saglik Teknikeri

- Tam kan ve biyokimyasal analizler

Dr.Pakize 1. Tarzi Laboratuvari

Saglik Teknikeri
- Biyokimyasal ve hormonal analizler



48

BIiLIMSEL ETKINLIiKLERI

ODUL

1) Alici-Verici Arasinda ”Short Tandem Repeat-STR”lerde Farkliligin Allojeneik
Hematopoetik Hiicre Transplantasyon (allo-HHT) Sonucuna Etkisi

Esin Serbest, Pervin Topguoglu, Klara Dalva, Aynur Ugur Bilgin, Ender Soydan,
Onder Arslan, Muhit Ozcan, Hamdi Akan, Osman Ilhan, Meral Beksag, Nahide
Konuk, Akin Uysal, Giinhan Giirman,Mutlu Arat. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali, Kemik Iligi Transplantasyon Unitesi. 33. Ulusal Hematoloji
Kongresi, Ankara, 16-19. Ekim.2007

“Klinik Laboratuvar Cahsmalar’” dalinda Tiirk Hematoloji Dernegi’nin
diizenledigi 33. Ulusal Hematoloji Kongresi Bildiri Odiilii

SEMINER
1)23.Mart.2005: Kanserle iliskili genlerde polimorfizm, AUTF HematolojiBD,
Ankara

Kongre bildiri 6zetleri:

1) Alici-Verici Arasinda ”Short Tandem Repeat-STR”lerde Farkliligin Allojeneik
Hematopoetik Hiicre = Transplantasyon (allo-HHT) Sonucuna Etkisi

Esin Serbest, Pervin Topcuoglu, Klara Dalva, Aynur Ugur Bilgin, Ender Soydan,
Onder Arslan, Muhit Ozcan, Hamdi Akan, Osman Ilhan, Meral Beksag, Nahide
Konuk, Akin Uysal, Giinhan Giirman,Mutlu Arat. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali, Kemik Iligi Transplantasyon Unitesi. 33. Ulusal Hematoloji
Kongresi, Ankara, 16-19. Ekim.2007 (Turkish Journel of Hematology Volume 24,
No: 4, Supp.1, PO 2007)

2) Sik Goriilmeyen Bir Allojeneik Hematopoetik Hiicre Nakli Endikasyonu —
Idiopatik Miyolofibrozis Ender Soydan, Pervin Topguoglu, Esin Serbest, Klara
Dalva, Aynur Ugur Bilgin, Meral Beksa¢, Osman Ilhan, Mutlu Arat. Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal1 ve Kok Hiicre Nakli Unitesi. 32.
Ulusal Hematoloji Kongresi, Antalya, 08-12.Kasim.2006 (Turkish Journel of
Hematology Volume 23, No: 3, Supp.1, PO 2006)

3) Interleukin — 10(IL-10)1082-A and Tumor Necrosis Factor (TNF) — Alpha
238/308A Genotypes are Associated with Earlier (Younger Than 55) Onset of
Multiple Myeloma

Meral Beksag, Merih Kizil, Ender A. Soydan, Esin Serbest, Klara Dalva.
Department of Hematology and Hematology Laboratory, Ankara University School
of Medicine, Ankara, Turkey, XIX. European Immunogenetics & Histocompatibility
Conference, Istanbul, 23-26 Apr. 2005
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4) Bcer-abl Fusion Binding HLA Molecule Frequencies Among Patiens with CML

Klara Dalva, Esin Serbest, Funda Giingér, Hale Akfirat, Meral Beksa¢. XIX.
European Immunogenetics & Histocompatibility Conference, Istanbul, 23-26 Apr.
2005

5) Tumor Necrosis Factor (TNF)-Alpha 238A Genotype is Associated with an earlier
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Merih Kizil, Ender A Soydan, Esin Serbest, Klara Dalva, Meral Beksac. Department
of Hematology and Hematology Laboratory, Ankara University School of Medicine,
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Meral Beksac. Comparison of single nucleotide cytokine polymorphisms between
patients with myeloma and their siblings. Multiple Myeloma , 9" International
Workshop, 23-27 May, 2003, Spain. (The Hematology Journal, Volume 4, Supp.1,
2003)

8) [4869] Interleukin-10(IL-10)1082-A and Tumor Necrosis Factor(TNF)-Alpha
238/308A Genotypes Are Associated with Earlier (Younger Than 55) Onset of
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Meral Beksac, Merih Kizil, Ender A. Soydan, Esin Serbest, Klara Dalva.
Department of Hematology and Hematology Laboratory, Ankara University School
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imformative short tandem repeat loci between HLA identical donor-recipient pairs
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10) Meral Beksag, Merih Kizil, Ender Soydan, Esin Serbest, Cemaliye Akyerli,
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Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF- a), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10),
Transforming Growth Factor-Beta (TGF-Beta) and Interferon Gama (IFN-Gama)
Polymorphic Single Nucleotid Allele Frequencies in Patients with Multiple Myeloma
(MM): Disparities between the Siblings and Effect on Treatment Outcome. 44™
Annual Meeting of American Society of Hematology, December 6-12, 2003, USA
(Supp, Blood 2003)
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25 — 28.Ekim.2004
24 Ekim.2004

15-16.Nisan.2004

11-14 Ekim.2003

10.Ekim.2003

33. Ulusal Hematoloji Kongresi ,Ankara

10. Mezuniyet Sonras1 Egitim Kursu, Ankara

6. Hematoloji i1k Basamak Kursu, Ankara

Biomed II — EuroClonality Workshop Clonality
Assessment in Pathology, Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi, ISTEM Konferans Merkezi Capa, Istanbul
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, 5. Ankara
Biyoteknoloji Giinleri

“Stem Cell Technologies. From Laboratories to

Clinics” , Ankara

V. HLA Sistemi ve Transplantasyon Sempozyumu,
Ankara

HLA Sequencing Based Typing Basic Course,
Hollanda

HLA Sequencing Based Typing Advenced Course,
Hollanda

XXX™ World Congress Of The International Society
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Laboratuvar Giivenligi Egitim Programi, Ankara
Temel Molekiiler Hematoloji Kursu, Mersin

31. Ulusal Hematoloji Kongresi ,Antalya

4. Hematoloji Ik Basamak Kursu, Antalya

4. HLA Sistemi ve Transplantasyon Immiinolojisi
Sempozyumu, Ankara

7. Mezuniyet Sonrast Egitim Kursu ve 30. Ulusal
Hematoloji Kongresi, Istanbul

3. Hematoloji ilk Basamak Kursu, Istanbul



51
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Fen Fakiiltesi, Ankara
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