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ALLOJENEIK KOK HUCRE TRANSPLANTASYONU SONRASI
Th1/Th2 SITOKINLER VE SOLUBL ADEZYON MOLEKULLERI: KOK
HUCRE KAYNAGI VE DALTEPARIN KULLANIMININ ETKILERI

Harika Celebi*, Muhit Ozcan**, Mutlu Arat**, Klara Dalva**

OZET

Allojeneik periferik kék hiicre transplantasyonu (Al-
loPKHT) sonrasinda graft versus host hastaligi (GVHH)
allojeneik kemik iligi transplantasyonuna (AlloKIT) oran-
la daha sik gériilmektedir. Heparinin deney hayvanlarin-
da bilinmeyen bir mekanizma ile GVHH é&nledigi géste-
rilmistir. Bu galismada kdk hticre kaynagi veya profilak-
tik diigiik molekiil agirlikli heparin (DMAH) kullanimina
gore, 1)Th1 (TNF-alfa, IFN-gama)/Th2 sitokinlerin (IL-10)
dengesini degerlendirmeyi ve 2) Solubl adezyon mole-
kiillerinin (SAM) (sVCAM, sICAM, sL-selektin) diizeyleri-
ni izlemeyi amagladik. Cesitli hematolojik maliniteleri
olan 30 hasta profilaktik olarak DMAH alan ve almayan
olarak prospektif randomize edildi. Kan d&rnekleri
-9.gln, infizyon glnd, aplazi ve engrafman gininde
alindi. Sitokin ve SAM diizeyleri ELISA yéntemiyle ¢ali-
gildi. Tim olgular birlikte degerlendirildiginde TNF-alfa,
IFN-gama ve sICAM-1"in haftalik seyirleri degisiklik gos-
termeden seyrederken, IL-10, sVCAM-1 ve sL-Selektin
diizeyleri hazirlama rejimi ile azalip, engrafmanla artti.
AlloPKHT ve AlloKIT yapilan olgularda sitokin ve SAM
diizeylerinin seyri, AlloPKHT grubunda hazirlama rejimi
sonrasi azalan ve engrafmani takiben artan IL-10 diizeyi
diginda, benzerdi. DMAH alan ve almayan hastalar ara-
sinda sitokin ve SAM diizeyleri arasinda anlaml farkli-
ik saptanmad. IL-10 diizeyleri akut AGVHH siddeti ile
pozitif korelasyon gésterdi (r=0,517, p= 0,049)

Sonugta, ne kok hiicre kaynagi ne de DMAH profilak-
sisinin Th1/Th2 sitokinleri ve SAM’e tizerine bir etkisi ol-
madi. Bazal sitokin veya SAM diizeyleri allojeneik
transplantasyon sonrasi gorilen akut GVHH gibi komp-
likasyonlarda belirleyici olmamasina ragmen, IL-10 di-
zeyleri ile akut GVHH’nin giddeti arasinda pozitif iliski
saptandi.

Anahtar Kelimeler: Graft versus host hastaligi, sitokin-
ler, solubl adezyon molekiilleri, diisiik molekdl agirlikli
heparin

SUMMARY

TH1/TH2 CYTOKINES AND SOLUBLE ADHESION
MOLECULES AFTER ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC
CELL TRANSPLANTATION: INFLUENCE OF STEM CELL
SOURCE AND USE OF DALTEPARIN

A higher incidence of graft-versus-host disease
(GVHD) has been observed at allogeneic peripheral stem
cell transplantation (AlloPBSCT) in comparison to alloge-
neic bone marrow transplantation (AlloBMT). It has been
demonstrated that heparin prevented GVH reaction in
animal models by an unknown mechanism. In this study
we intended: 1) to evaluate the balance between the le-
vels of Th1 (TNFa and IFN )/Th2 cytokines (IL10) and 2)
to follow the levels of soluble adhesion molecules (SAM)
(sVCAM, sICAM, sL-selectin) according to the stem cell
source or the use of low molecular weight heparin
(LMWH) for prophylaxis. Thirty patients with various he-
matological malignancies were randomized to use of
DMWH or not. Blood samples were obtained on day -9,
infusion day, aplasia period and engrafment day. Cytoki-
nes and SAM levels were measured by ELISA method. In
the group as whole, weekly levels of TNF__ IFN__and
sVCAM remained stable and increased following eng-
raftment. The serial measurements of cytokines and SAM
levels with the exception of IL10 levels, which decreased
after conditioning regimen and increased during engraf-
ment in the AlloPBSCT group, were similar in patients
who underwent AlloPBSCT or AlloBMT. There were sig-
nificant differences in the serum levels of cytokines and
SAMs between the patients who received LMWH and
who did not. IL10 levels showed positive correlation
with severity of acute GVHD. In conlusion, neither the
stem cell source nor the LMWH prophylaxis had any ef-
fect on Th1/Th2 type cytokines and SAM. Although ba-
seline cytokines or SAM levels could not predict compli-
cations seen after allogeneic transplantation such as
acute GVHD, IL10 levels correlated with the severity of
acute GVHD.

Key Words: Graft versus host disease, cytokines, so-
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Hematopoietik hticre transplantasyonu (HHT)
hematolojik malinitelerde ve ciddi immin yet-
mezlik durumlarinda sik olarak kullanilan bir te-
davi yaklagimidir. Graft versus host hastalig
(GVHH) allojeneik kok hiicre transplantasyonun-
dan sonra sik goriilen ciddi bir komplikasyondur.
GVHH’nin patogenezi tam olarak aydinlatila-
mamis olmakla birlikte bugiinkii anlayisa gore af-
ferent ve efferent yollardan olugsmaktadir. Afferent
yolu, hazirlama rejiminin olusturdugu doku hasa-
r ile verici T hiicrelerinin aktivasyon, sitimulas-
yon ve proliferasyonu, efferent yolu ise sitolitik ve
inflamatuvar yanit olusturmaktadir. Hazirlama re-
jimi sirasinda aktive olmus alici hticrelerinden IL-
1, TNF-alfa, GM-CSF ve IFN-gama salgilanir. Sa-
linan bu sitokinler adezyon molekillerinin ve
major histokompatibilite kompleks antijenlerinin
(MCH) ekspresyonunu artirir. Bu sekilde verici T
lenfositlerinin bu hiicreleri tanimasi kolaylagir (1-
4). Verici T lenfositleri alici dolagimina girdiginde
CD4+ T hiicreleri MHC I, CD8+T hiicreleri ise
MHC | ile etkilesir ve her ikisi de GVHH'yi bas-
latabilir. GVHH’nin gelismesinde T helper (Th)
hiicreleri (Th1 ve Th2) 6énemli rol oynamaktadir.
Th1 hiicrelerinden IL-2, IFN-gama, TNF-alfa ve
beta gibi inflamatuvar sitokinler salgilarken, Th2
hiicrelerinden IL-4, IL-6 ve IL-10 salgilanir ve im-
mun yaniti baskilarlar. GVHH’nin gelismesinde
Th1/Th2 hiicreleri arasi denge 6nemli rol oyna-
maktadir. Ayrica bazi adezyon molekilleri
GVHH patogenezinde inflamatuvar stiregte dog-
rudan veya dolayli yer almaktadir (2-5). Allojene-
ik periferik kok hiicre transplantasyonu (APKHT)
sonrasit GVHH’nin allojeneik kemik iligi transp-
lantasyonu (AKIT) sonrasina oranla daha sik go-
rildigi bildirilmistir (6). Kemik iligi myeloid hiic-
relerinden kaynaklanan ve myeloid antijen tagi-
yan, yasami icin GM-CSF gerekli olan myeloid
dendritik hiicre (DH) ve lenfoid DH insan perife-
rik kan ve lenfoid dokularinda yeni tanimlanmig
olup myeloid belirleyici tagimazlar. Myeloid
DH’ler Th1 yaniti, lenfoid DH’ler ise Th2 yaniti
olustururlar (7,8). Antikoagulan etkisi yaninda he-
parinin bazi adezyon molekiilleri ve sitokin fonk-
siyonlarini antogonize ettigi ve deney hayvanla-
rinda akut GVHH'yi engelledigi bildirilmistir (9-
13).

Bu calismadaki amacimiz allojeneik HHT'de
farkl kok hiicre kaynaklarinin (PK veya Kl) kulla-
nilmasinda Th1/Th2 icin belirleyici olabilen sito-
kinlerin ve solubl adezyon molekiillerinin (SAM)
farkli seyredip etmedigini, bu sitokinler ve
SAM’ler ile GVHH gelisimi ve siddeti arasinda
iliski olup olmadigini arastirmakti. Ayrica dusuk
molekil agirhkli heparin kullaniminin  inflamas-
yonda rolii olan SAM ve Th1/Th2 sitokinler tize-
rindeki etkilerini ve olast anti GVHH etkisini
prospektif ve randomize bir ¢alisma ile arastirdik.

YONTEM VE OLGULAR

Eylul 1998- Aralik 1999 tarihleri arasinda An-
kara Universitesi Tip Fakdltesi Ibn-i Sina Hastane-
si, Hematoloji Bilim Dali Kemik I[ligi Transplan-
tasyon Unitesinde transplantasyon yapilan 30
hematolojik maliniteli olgu (KML:18, AML:9,
ALL:2, MM:1) yazili onaylar alindiktan sonra ¢a-
lismaya alindi. Butun olgulara hazirlama rejimi
olarak busulfan 4mg/kg/gtin/p.o., dort giin ve sik-
lofosfamid 60 mg/gtin/i.v., iki glin olarak verilir-
ken, bir olguya total beden isinlamasi+siklofosfa-
mid uygulandi. Olgulara GVHH proflaksisi igin
siklosiporin-A (CsA) ve kisa donem metotreksat
(MTX) protokolu kullanildi. CsA, 3 mg/kg, iki doz
halinde, intraven®z olarak kullanildi. Engrafmani
takiben 5-6 mg/kg/giin, p.o.ya gegildi. MTX ise
+1.glin, 15 mg/mz, +3 ve +6.glnler ise 10
mg/m2 verildi. Akut GVHH tanisi daha 6nce ta-
nimlanan kriterlere gore yapildi (14). Grantilosit
koloni uyarici faktor (G-CSF) tum olgulara +1.
giinden itibaren 5 pg/kg, i.v. inflizyon seklinde
baslanarak, notrofil sayisi ti¢ gin Ust Uste
>1x109/L oluncaya kadar verildi. Hematopoietik
kok hiicre kaynagi olarak 14 olguda HLA-uygun
kardesten alinan periferik kok hticre (PKH), 16
olguda ise kemik iligi (KI) kullanild.

Hastalar yiriyen bir klinik protokole gore
randomize edildi ve 15 hastaya dusik molekiil
agirlikli heparin (Dalteparin) verilirken, almayan
15 hasta da kontrol grubunu olusturdu. Daltepa-
rin hazirlama rejiminden bir giin 6nce (-9. gin)
2500 U/giin, s.c. baglandi ve +100. giine kadar
devam edildi. Kanama diatezi ve ciddi refrakter
trobositopeni gelismesi durumda uygulamaya ara
verildi. Ttim hastalardan hazirlama rejimine bas-
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Tablo 1: Tim Hastalarda Solubl Adezyon Molekiil ve Sitokin Diizeyleri
n=30 KONTROL -9.GUN 0.GUN APLAZI ENGRAFMAN P
TNF-a (pg/ml) 11,61+4,21 11,89+3,48 12,40+4,31 12,49+3,36 11,13%3,79 AD
IFN-y (pg/ml) 2,27+2,57 1,36%2,20 1,11£2,4 2,17+4,60 2,00+3,63 AD
IL-10 (pg/ml) 3,09+£3,99 2,42+2,99 1,06+1,74 3,66+5,27 4,86+5,17 0,001*
sVCAM (ng/ml) 93,23+50,5 172,51£114,6  220,11£109,7 204,29+94,2 237,54+£102 AD
sICAM (ng/ml) 106,51+64,55 267,67+63,72 219,64+64,29 263,65+68,30 296,37+67,81 0,0001+
sL-selektin (ng/ml) 920,00+223 1103,90+495 816,00+439 392,33+£216,6 512,90+z221 0,0001 *

AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

*p=0,21 (-9.giin-0.giin), p=0,006 (0.gtin-aplazi), p=0,0001 (0.giin-engrafman)
tp=0,0001 (-9.glin-0.giin), p=0,001 (0.glin-aplazi), p=0,003 (aplazi-engrafman), p=0,0001 (0.giin-

engrafman)

$p=0,0001 (-9.glin-0.giin, 0.giin-aplazi, -9.glin-aplazi, -9.gtin-engrafman, 0.giin-engrafman), p=0,013

(aplazi-engrafman)

lamadan ve dalteparin yapilmadan énce (-9.
glin), 0. glin, aplazi ve engrafman giini ag karni-
na 6n kol veninden, 10 ml kan érnegi 1:9 oranin-
da %3.8'lik sitrath tiiplere alindi ve bir saat icin-
de 3000 devirde, 10 dakika santrifiij edilerek se-
rumu ayrildi. Alinan serumlar porsiyonlara boli-
nerek caligma giiniine kadar -809C’de saklandi.
Calisma giin her test icin dondurulmus serumlar
¢ozilerek oda isisina gelmeleri saglandi. Daha
sonra TNF-alfa ve IFN-gama, IL-10 ELISA ( Endo-
gen, Woburn, MA, ABD) yoéntemiyle calisildi.
Solubl adezyon molekiilleri ICAM-1, VCAM-1 ve
L-Selektin diizeyleri de ayni yontemle ( ELISA; Pa-
rameter, R&D Sistem, Minneapolis, ABD) calisil-
di. Dalteparin alan gruptaki iki hastanin serumla-
ri uygun kosullarda saklanmadig icin ¢alisma di-
si birakildi.

istatistiksel Degerlendirme

statistiksel degerlendirmede sonuglar, ortala-
maxz standart sapma olarak verildi. Bazal, 0. , ap-
lazi ve engrafman ginleri arasindaki degisiklikler
“Friedman” testiyle degerlendirildi. Anlamlilik
saptandiginda hangi gunler arasinda oldugunu
belirlemek icin Wilcoxon testi kullanildi. Ikili kar-
stlastirmalarda nonparametrik test olarak ise
“Mann-Whitney U” testi kullanildi. Uglu grupla-
rin karsilastirlmasinda “Kruskall Wallis” nonpa-
rametrik testi kullanildi. Ayrica lineer regresyon

korelasyon analizi yapildi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi olarak p < 0.05 alind:.

BULGULAR

Tum olgular (n=30) birlikte degerlendirildigin-
de (dalteparin alan ve almayan) TNF-alfa, IFN-ga-
ma ve sVCAM-1’in 0.gun, aplazi ve engrafman
gunlerindeki diizeyleri stabil seyrederken, IL-10,
sICAM-1 ve sL-Selektin diizeyleri hazirlama reji-
mi ile azalip, engrafman haftasinda artti. sL-Se-
lektin dizeyleri ile l6kosit sayisi arasinda pozitif
bir korelasyon bulundu (r=0,458, p=0,005). Tim
olgularin solubl adezyon molekiil ve sitokin dii-
zeyleri Tablo 1’de gosterilmistir.

A-Th1/Th2 Sitokinler

Kok hicre kaynagina gore olgularin sitokin
diizeyleri Tablo 2’de bildirilmistir. Kullanilan
kok hticre kaynagina gore, karsilastirma yapildi-
ginda, bazal, 0.gtin, aplazi ve engrafman giinleri
arasinda sitokinler arasinda anlamli bir fark sap-
tanmamugstir (Sekil 1a,b,c). Her iki grup kendi
icinde degerlendirildiginde KIT grubunda
Th1/Th2 sitokin duzeyleri 0.glin, aplazi ve eng-
rafman fazinda stabil seyrederken; PKHT grubun-
da IL-10 duizeyleri hazirlama rejimi sonunda aza-
lip, aplazi- ve engrafman fazinda anlamli artiglar
gosterdi fakat diger sitokin duzeylerinde farkhlik
izlenmedi.
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Sekil 1a: PKHT ve KIT olgularinda serum TNF-alfa diizeyleri
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Sekil 1b: PKHT ve KIT olgularinda serum IFN-gama diizeyleri
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Sekil 1c: PKHT ve KIT olgularinda serum IL-10 diizeyleri
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Tablo 2: Solubl Adezyon Molekiil ve Sitokin Diizeylerinin Kok Hiicre Kaynagina Gore Dagilimi

PKH (+) n=14 -9.GUN 0.GUN APLAZI| ENGRAFMAN [P

KIT(+) n=16

TNF-a (pg/ml) 12,28+3,89 11,62+5,58 11,56+4,04 11,14+3,62 AD
PKHT 11,52+3,18 13,09+2,79 13,30+2,48 11,13+4,04 AD

KIT1

[FN-x (pg/ml) 1,42+2,28 0,79+1,45 1,93+2,91 0,81+1,39 AD
PKHT 1,33+£2,21 1,38+2,45 2,36+5,71 2,83+4,46 AD

KIT '

IL-10 (pg/ml) 2,1243,24 0,30£0,51 3,06+4,99 5,33+6,28 0,001*
PKHT 2,69+2,83 1,73%£2,15 4,18+5,61 4,44+4,13 . AD

KIT

sVCAM (ng/ml) 172,00+£120,49 |229,34+113,70| 211,58+91,27 | 220,26+119,98 | AD
PKHT 172,96+£113,20 | 212,03+109,27 | 197,92+99,35 | 252,67+86,47 AD

KIT

sICAM (ng/ml) 276,49+62,55 225,91+£51,34 | 266,46+67,16 | 306,10+58,83 0,001 t
PKHT 259,96+95,75 214,15+75,08 | 261,19+71,38 | 287,86+75,66 0,0001*
KIT

sL-selektin (ng/ml)

PKHT 1075,71+561,82| 845,71+549,93 | 406,43+223,49| 527,86+285,61 | 0,0001 S
KIT 1128,56+446,91| 790,00+330,64 | 380,00+216,98| 499,81+153,26 | 0,0001 1

AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

*p=0,050 (-9.glin-0.gtin), p=0,012 (0.glin-aplazi), p=0,005 (0.gun-engrafman)

+p=0,003 (-9.glin-0.gtin), p=0,056 (0.gtin-aplazi), 0,004 (0.glin-engrafman)

#p=0,020 (-9.gun-0.gun, aplazi-engrafman), p=0,007 (0.glin-aplazi), p=0,0001 (0.gtin-engrafman)

§p=0,008 (-9.glin-0.gtin), p=0,001 (-9.gtin-aplazi), p=0,004 (-9.glin-engrafman, 0.glin-aplazi),

p=0,048 (0.gtin-engrafman)

9 p=0,008 (-9.gtin-0.gtin), p=0,001 (-9.giin-aplazi, 0.giin-engrafman), p=0,0001 (-9,glin-engrafman,

0.gin-aplazi), p=0,041 (aplazi-engrafman)

GVHH ve Sitokinler

Akut GVHH gelisen (n=16) olgular ile izlen-
meyen (n=14) olgularin ortalama Th1/Th2 sitokin
duzeylerinde 0.guin, aplazi, engrafman fazinda is-
tatistiksel olarak bir farklilik izlenmedi (Tablo 3).
Ancak akut GVHH izlenen olgular kendi icinde
degerlendirildiginde IL-10 dizeylerinin aplazi
déneminde, bir 6nceki diizeye oranla anlamli dii-
zeyde arttig1 izlendi (0,72 pg/dl’den 4,2 pg/dl’ye,

p=0,01). Ayrica IL-10 diizeyi ile akut GVYHH’nin
evresi arasinda anlamh bir pozitif korelasyon iz-
lendi (r=0,517, p=0,049, sekil 2). +100.gun ali-
nan orneklerde IL-10 diizeyinin akut GVHH izle-
nen olgularda, akut GVHH izlenmeyen olgulara
gore daha yiksek oldugu goruldi (6,3 pg/ml’ye
karst 1,7 pg/ml, p=0,05). Benzer sekilde IL-10 du-
zeyi kronik GVHH gelisen olgularda (n=4) gelis-
meyenlere gore (n=10) daha yuksekti ( 8,7
pg/ml’ye karsi 1,8 pg/ml, p=0,003) .
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Sekil 2: Akut GVHH'nin siddeti ile serum IL-10 diizeyleri arasindaki iligki

B- Solubl Adezyon Molekiilleri

Kullanilan kok hicre kaynagina gore (PK ve-
ya Kl) iki grup farkli olarak ele alindiginda higbir
dénemde sICAM-1, sVCAM-1 ve sL-Selektin di-
zeylerinde onemli bir farklilik saptanmadi (Tablo
3). sVCAM-1 diizeylerinde ne PK ne de Kl gru-
bunda 6nemli bir degisiklik izlenmedi, sSICAM-1
diizeyleri ise her iki grupta hazirlama rejimi so-
nunda azalirken, aplazi ve engrafman dénemin-
de anlamli artiglar izlendi. sL-Selektin dizeyi her
iki grupta da hazirlama rejimi sonunda azalirken,
aplazi ve engrafmanda anlamli artislar gosterdi
(Tablo 2). sL-Selektin diizeyleri ile hastanin l6ko-
sit sayisi arasinda pozitif bir korelasyon saptandi
(r =0,458, p =0,0001).

GVHH ve Solubl Adezyon Molekiilleri

Akut GVHH gelisen (n=16) ve akut GVHH iz-
lenmeyen (n=14) olgularin ortalama solubl adez-
yon molekiil diizeyleri kargilasgtirildiginda hicbir
donemde farklilik gbéze carpmadi (Tablo 3).
+100.gun yapilan dlgtimlerde kronik GVHH ge-
lisen olgularin (n=4) sICAM-1 duzeyleri kronik
GVHH gelismeyen olgulara (n=10) gore anlamli
olarak daha ytksek bulundu (385 ng/ml’ye karsi
318 ng/ml, p=0,03).

C- Dalteparin Proflaksisi

Dalteparin kullanimi, TNF-alfa disi 6lgilen
parametrelerde hig bir zaman diliminde ve grup-

ta farklilik olusturmadi. TNF-alfa diizeyleri dalte-
parin alanlarda aplazi ve engrafman déneminde

dalteparin almayan olgulara gére daha ytiksekti (
sirastyla, p=0,047, p=0,025, Tablo 4).

Kok hiicre kaynagina gore ve GVHH agisin-
dan dalteparin alan ve almayan olgular arasinda
sitokin ve solubl adezyon molekiil dizeylerinde
anlamli bir farklilik saptanmadi.

TARTISMA

Transplant sonrasi donemde plazma sitokin
diizeyleri hazirlama rejimi toksitesi, enfeksiyon
ve GVHH gibi durumlara bagli olarak degisiklik
gostermektedir (1-5). Farkh kok hicre kaynagi
(PK veya Kl) veya profilaktik DMAH kullaniima-
sinda Th1 (TNF-alfa, IFN-gama)/Th2 (IL-10) sito-
kin ile SAM (sVCAM, sICAM sl-Selektin) diizey-
lerinin farkli seyredip etmedigini, bu sitokinler ve
SAM'lari ile GVHH gelisimi ve siddeti arasinda ki
iliskinin arastirildigi bu ¢alismada; tim olgular
birlikte degerlendirildiginde TNF-alfa ve IFN-ga-
ma diizeyleri hazirlama rejimi ile azalirken, apla-
zi ve engrafman fazinda bazal degerlere gore an-
lamli olmayan artiglar gorulirken, IL-10 dizeyle-
rindeki aplazi fazinda baglayan ve engrafman fa-
zinda da devam eden artiglar anlamliydi. Transp-
lant sonrasi sitokin tretimindeki ilk pik ise transp-
lante hiicrelerin engrafman zamanininda gorl-
mektedir (1, 15).

PKHT son yillarda allojeneik kok hicre kay-
nagi olarak daha fazla kullaniimaktadir. Buyume
faktort kullanilarak mobilize edilmis periferik
kok hicre, kemik iligi ile karsilagtinldiginda 10
kat daha fazla T hiicre icermektedir (16). Alti ca-
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Tablo 3: Akut Graft Versus Host Hastaligi Olan ve Olmayan Hastalarda Solubl Adezyon Molekiil ve Sitokin Diizeyleri

-9.gln 0.gln Aplazi Engrafman P
AGVHH (+) n=16
AGVHH (-) n=14
TNF-a (pg/ml)
AGVHH (+) 11,39+4,26 12,43+5,23 11,82+3,68 10,25+4,54 AD
AGVHH (-) 12,43+2,35 12,37+3,13 13,25+2,89 12,14+2,47 AD
IFN-x (pg/ml)
AGVHH (+) 1,64+2,31 1,64+2,68 2,91+5,88 2,40+3,49 AD
AGVHH (-) 1,07+2,13 0,55+0,81 1,37+2,65 1,85+3,88 AD
IL-10 (pg/ml)
AGVHH (+) 2,35+2,96 0,72+1,32 4,21+6,35 4,79+4,22 0,001*
AGVHH (-) 2,51+3,12 1,45+2,12 3,03+3,82 4,93+6,25 AD
sVCAM (ng/ml)
AGVHH (+) 162,84+93,48 230,77+102,10 189,65+73,31 227,51+81,14 AD
AGVHH () 183,57+137,76 207,92+120,62 221,03+114,28 249,01+125,55 AD
sICAM (ng/ml)
AGVHH (+) 266,09+70,32 219,17+78,92 249,74+79,38 292,76+74,12 0,001+
AGVHH (-) 269,49+57,84 220,17+45,08 279,55+£51,24 300,49+62,33 0,0001*
sL-selektin (ng/ml)
AGVHH (+) 1069,18+458,48 715,62+292,09 327,50+124,61 534,56+251,80 0,0001§
AGVHH (-) 1143,57+549,53 930,71+£552,57 466,43+275,08 488,14+186,36  0,0001 1

AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

*p=0,018 (0.glin-aplazi), p=0,002 (0.giin- engrafman)

1tp=0,017 (-9.glin-0.giin), p=0,044 (0.guin-aplazi), p=0,002 (0.glin-engrafman), p=0,030 (engrafman-

aplazi)

$p=0,004 (-9.glin-0.giin), p=0,006 (0.guin-aplazi), p=0,001 (0.glin-engrafman), p=0,045 (engrafman-
aplazi)

§p=0,001 (-9.glin-0.glin, -9.glin-engrafman), p=0,0001 (-9.glin-aplazi, 0.gun-aplazi), p=0,016 (0.glin-
engrafman), p=0,002 (engrafman-aplazi)

9 p=0,048 (-9.glin-0.glin), p=0,002 (-9.gtin-aplazi), p=0,001 (-9.glin-engrafman), p=0,004 (0.glin-ap-
lazi, 0.gtin- engrafman)
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Tablo 4: Dalteparin Alan ve Almayan Olgularda Solubl Adezyon Molekiil ve Sitokin Dizeyleri

-9.GUN 0.GUN APLAZI ENGRAFMAN P
TNF-o. (pg/ml)
Dalteparin (+) 12,25+2,12 14,04+3,11 12,28+1,98 12,88+2,34 AD
Dalteparin (-) 11,55+4,40 10,97+4,77 12,67+4,28 9,061+4,20 AD
P AD 0,047 AD 0,025
IFN-% (pg/ml)
Dalteparin (+) 1,16x1,58 0,98+1,37 1,99+2,93 1,61+3,61 AD
Dalteparin (-) 1,55+2,71 1,24+2,57 2,33+5,85 2,3243,75 AD
P( AD AD AD AD
IL-10 (pg/ml)
Dalteparin (+) 0,84+1,55 0,47+1,04 2,07+3,81 2,49+5,66 AD
Dalteparin (-) 3,81+3,28 1,58+2,08 5,04+6,06 6,92+3,76 0,001*
P 0,003 0,070 0,028 0,0001
sVCAM (ng/ml)
Dalteparin (+) 174,83+118,33 263,11+119,23 219,86+95,72 250,95+116,46 AD
Dalteparin (-) 170,49+115,12 182,48+87,97 190,67+93,90 225,81+91,69 AD
P AD AD AD AD
sICAM (ng/ml)
Dalteparin (+) 256,60+46,68 220,85+54,56 280,83+59,49 307,16+73,22 0,0001%
Dalteparin (-) 277,36x75,80 218,58+73,54 248,62+73,72 286,92+63,56 0,001%
p
sL-selektin (ng/ml)
Dalteparin (+) 1036,92+505,79 856,43+£507,24 450,00+273,30| 443,07+173,40 0,0001§
Dalteparin (-) 1162,50+495,09 780,62+383,57 341,87+142 547,00+244,92 0,0001 1
P AD AD AD AD

AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

*P=0,044 (0.guin - -9.gtin), p=0,022 (0.glin-aplazi), P=0,001 (0.gtin-engrafman)
tP=0,022 (-9.gun-aplazi), P=0,011 (-9.giin-engrafman), p=0,001 (0.giin-engrafman), p=0,006 (aplazi-

engrafman)

#p=0,004 (-9.glin-0.gtin), p=0,034 (0.gun-aplazi), p=0,002 (0.giin-engrafman), p=0,016 (engrafman-

aplazi)

§p=0,03 (-9.giin-0.giin), p=0,002 (-9.glin-aplazi), p=0,001 (-9.giin-engrafman), p=0,004 (0.glin-apla-
zi), p=0,005 (0.guin-engrafman)

4 p=0,002 (-9.giin-0.glin, aplazi-engrafman), p=0,0001 (-9.giin-aplazi, 0.glin-aplazi), p=0,020 (0.gtin-

engrafman)
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lismanin degerlendirildigi bir meta analizde
PKHT yapilan olgularda GVHH gelisme riskinin
KIT yapilan olgulara gore daha yiiksek oldugunu
gosterilmistir (6). G-CSF kullaniminin naive T
hiicre 6zelligi tagiyan ve antijen sunan hiicre olan
dendritik hicreleri (DH) etkiledigi gosterilmistir
(7,8). G-@SF kullaniminin  periferik kanda Th2
yaniti olusturan lenfoid DH miktarini artirdig
gosterilmistir (7, 17 ). Allojeneik kék hiicre kay-
nagl olarak periferik kok hiicre kullanildigi za-
man kemik iligine gore daha fazla lenfoid DH
icerdigi myeloid DH miktarinin ise ayni oldugu
gosterilmistir (6). Bizim calismamizda da PKHT
ve KIT yapilan olgular kargilagtinildiginda iki grup
arasinda Th1 ve Th2 sitokinleri agisindan anlam-
I bir faklilik gorilmezken PKHT grubunda IFN-
gama ve TNF-alfa duizeyleri, aplazi ve engrafman
donemlerinde KIT grubuna gére daha dusiikti.
KIT grubunda IL-10 diizeylerinde haftalik seyirle-
rinde anlamli bir degisiklik saptanmazken PKHT
grubundaki aplazi doneminde baslayan ve eng-
rafman doéneminde de devam eden anlamli ar-
tislar gortldd. Bu PKHT'da Th2 hiicrelerinin faz-
la olmasiyla agiklanabilir. Tayebi ve arkadaglari-
nin (18) yaptigi randomize bir calismada transp-
lantasyondan 30 gtin sonra PKHT yapilan olgu-
larda periferik kanda dolasan T hiicre sayisinin
KIT grubuna gore daha yiiksek oldugu, fakat akti-
vitelerinin KIT grubuna gore daha az oldugu sap-
tanmistir. Bu durum iki grup arasinda sitokin du-
zeylerinin farkli olmamasini agiklayabilir.

TNF-alfa diizeylerinin akut GVHH’li olgular-
da arttig1 ilk olarak Holler ve arkadaslar (19) tara-
findan gosterilmistir. Fakat TNF-alfa diizeylerinin
akut GVHH'de arttigi ancak bunun klinik seyirle
korelasyon gostermedigi de bildirilmistir (20-22).
Bu calismalardan farkli olarak bizim gibi akut
GVHH'de dolasimda TNF-alfa artisi gézlenme-
yen arastirmalar da mevcuttur (23,24). Hill ve ar-
kadaglari, IL-1in nétralizasyonu sonucunda
GVHH’nin mortalitesini azaltirken, TNF-alfanin
nétralizasyonunda bu tir bir etki gosterememistir
(25). Bu bilgi TNF-alfanin GVHH gelisimi ve de-
recesi Uzerindeki rolunt kuskulu kilmaktadir.
IFN-gama ile akut GVHH arasinda da iliski kuru-
lamayan caligmalar vardir (26,27). Bizim calis-
mamizda hem IFN-gama hem de TNF-alfa ile
akut GVHH arasinda bir iligki gosteremedik.
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Takatsuda ve arkadaglari (15) akut GVHH'li
olgularda IL-10 duzeylerinin engrafman giinii
yiksek oldugunu ve aplazi ile engrafman déne-
mindeki IL-10 duzeylerinin oraninin GVHHnin
siddeti ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Hol-
ler ve arkadaslarinin yaptigi diger bir calismada
(28) da bazal IL-10 diizeyleri yiiksek olgularda
akut GVHH ve transplant ile iliskili 6lumlerin da-
ha az oldugu gosterilmistir. IL-10 duzeyleri ile
akut GVHH arasinda iligki oldugu diger calisma-
larla da desteklenmistir (22,29,30) Biz calisma-
mizda akut GVHH olan ve olmayan olgular ara-
sinda IL-10 duizeyleri arasinda anlamli bir farkli-
Ik bulamadik. Ancak akut GVHH'li olgularin
+100.giin degerlendirmesinde IL-10 diizeyleri ile
akut AGVHH siddeti arasinda pozitif korelasyon
saptadik. Bazal IL-10 diizeylerinin tiim olgularda
saptanabilir limitlerin altinda oldugu bir calisma-
da; post-transplant IL-10 yiksekliginin fatal seyir-
le birlikte oldugu da ileri stirtilmustiir (29). Bizim
calismamizda; akut GVHH olan ve olmayanlarin
bazal degerleri arasinda fark olmamasi, akut
GVHH’'nin siddeti ile IL-10 diizeylerinin iliskili
olmasi Holler'in (28) sonuglarinin aksine, IL-10
artisinin primer degil, daha cok GVHH'ye sekon-
der bir epifenomen oldugunu distndirmektedir.

Transplantasyon yapilan olgularda sitokin dii-
zeyleri ile ilgili calisma sonuglarinin birbirinden
farkli olmasi; hasta, calisma yontemi ve hazirla-
ma rejimindeki farkliliklardan kaynaklanmakta-
dir. Serumda sitokinlerin tespiti oldukga zordur,
ELISA sistemindeki monoklonal antikor ile spesi-
fik epitoplarin taninmasina bagli sitokin 6lgum,
dolagimdaki solubl reseptorler nedeniyle oldukga
zordur (23,24). Sitokin salinimini belirleyici fak-
torlerden birisi de hazirlama rejimidir. Hazirlama
rejiminde total beden iginlamasinin (TBI) olmasi
ve HLA-uygun olmayan vericiden yapilan nakil-
lerde GVHH sikliginin daha fazla oldugu bilin-
mektedir (31). TBI gastrointestinal sistemde, ke-
moterapiye gore daha fazla doku yikimina neden
olur ve GVHH’nin gelismesinde onemli rol oyna-
yan LPS salinimini artirir (25,32). HLA-uygun ol-
mayan vericilerden yapilan nakillerde T hiicre
aktivasyonu daha fazla olmakta ve buna bagh
olarak da sitokin salinimi artmaktadir. Takatsuka
ve arkadaglarinin (15) calismasinda, olgularin ¢o-
gu hazirlama rejiminde TBI alirken, bazi olgular-

f
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da HLA-uygun olmayan vericilerden nakil yapil-
mistir. Nagler ve Rowbottom’un caligmalari
(20,22) da HLA-uygun olmayan nakillerdir. Bu
caligmalarda bizden farkli olarak akut GVHH'li
olgularda IL-10 duzeylerinin ylksek bulunmasi
baglanabilir. Bizim ¢alisma grubumuzda oldugu
gibi, HLA-uygun transplant yapilan olgularda
IFN-gama, _IL-2, IL-4 ve IL-10 diizeyleri HLA uy-
gun olmayan transplant olgularina gore daha d-
stik bulunmug ve akut GVHH ile bir korelasyon
gosterilememistir (33). Chang ve arkadaglari (23)
da HLA uygun kardesten yapilan transplant son-
rasi akut GVHH'li olgularda, TNF-alfa dizeyle-
rinde transplant dncesi degerlere gore bir farklilik
saptamamuglardir. Bu bulgular bize sitokin salini-
minda hazirlama rejiminin ve vericinin HLA uy-
-gun olup olmamasinin énemli oldugunu ve bu
faktorlerin kontrol edilebildigi calismalara gerek-
sinim oldugunu gostermektedir.

Transplant sonrasi solubl adezyon molekiille-
ri_hakkinda bilgi az olup biz ¢alismamizda sl-
CAM-1 ve sL-Selektin diizeylerinde |6kosit sayisi
ile iligkili degisiklikler saptadik. ICAM ve L-Selek-
tin duzeylerinin engrafman ve Iokosit sayisi ile
iliskili oldugu gosterilmistir (34,35).

GVHH'li olgularda adezyon molekdlleri ile
ilgili daha ¢ok doku diizeyinde ¢alismalar yapil-
mistir. Bu ¢alismalarda akut GVHH'nin cilt tutu-
lumunda VCAM-1’in dokuda arttigi, ICAM-1'de
ise degisiklik olmadigi gosterilmistir (36,37). De-
neysel bir ¢alismada ICAM-1 ekspresyonunun
kronik GVHH'nin erken ddneminde endotelde
arttigl bulunmugtur (38) Deneysel ¢alismalarda
anti-ICAM ve anti-VCAM tedavisinin GVHH te-
davisinde vyararl etkisi oldugu gosterilmistir
(39,40). Matsuda ve arkadaslarinin yaptigi calis-
mada akut GVHH'li olgularda sICAM-1 diizeyle-
rinin 30-60 gunlerde, sVCAM-1 diizeylerinin ise
yaygin kronik GVHH'li olgularda yiiksek oldugu-
nu gostermislerdir (5). Bu ¢alismada yine yaygin
kronik GVHH gelisen olgularin gelismeyen olgu-
lara gore sICAM-1 diizeyleri 30-60 giinlerde an-
lamli olarak daha yiiksek bulunmus. Bizim ¢alis-
mamizda akut GVHH olan ve olmayan olgularda
solubl adezyon molekiil diizeylerinde énemli bir
faklilik gozlenmedi. Ancak +100.gtin yapilan de-
gerlendirmede akut GVHH'!i olgularda solubl

adezyon molekiillerinde 6nemli bir degisiklik bu-
lunmazken, kronik GVHH'li olgularda yalnizca
sICAM-1 duzeylerinin anlamli olarak daha yuk-
sek oldugu gorildi ki bu daha 6nceki histopato-
lojik sonuglarla da uyumluydu (41,42).

Son zamanlarda heparinin antikoagulan etkisi
yaninda, timér yayiligini, transplant sonrasi
GVHH gelisimini ve inflamasyonu engelledigi
gosterilmistir (13,41,42,43) Tumor yayihmi ile
adezyon molekiilleri arasinda iligki oldugu ve ba-
z1 timorlerde selektinlerin ekspresyonunun artti-
g bilinmektedir. Heparin bazi selektinlerin li-
gantlarina baglanmasini inhibe etmekte ve IFN-
gama gibi sitokinleri antogonize ederek anti-inf-
lamatuvar etki gosterebilmektedir (9-12). Yine
hayvan caligmalarinda dugsik doz heparinin
GVHH'yi inhibe ettigi gosterilmistir (13). Hepari-
nin sL-Selektin ile ligandi olan sLex arasindaki
iliskiyi bozdugu veya L-Selektin igin ligand oldu-
gu ileri stirilmektedir. Ayrica L-Selektin I6kositle-
rin endotele tutunmasinda énemli rol oynamakta-
dir (11,44). Heparin bunu etkileyerek GVHH'nin
engellenmesine katkida bulunabilir. Bizim ¢alis-
mamizda kok hiicre kaynagi ve akut GVHH agi-
sindan dalteparin alan ve almayan olgular arasin-
da sitokin ve solubl adezyon duzeylerinde bir
farkhlik izlenmedi.

Sonug olarak; ne kék hiicre kaynaginin ne de
DMAH proflaksisinin Th1/Th2 sitokin dengesi ve
solubl adezyon molekiil diizeyleri tizerine 6nem-
li bir etkisi olmamaktadir. Bazal sitokin veya SAM
dizeyleri allojeneik transplantasyon sonrasi go-
riilen akut GVHH gibi komplikasyonlarda belirle-
yici olmamasina ragmen, IL-10 diizeyleri ile akut
GVHH'nin siddeti arasinda pozitif iliski saptan-
masi bu sitokinin akut GVHH'nin patogenezinde,
birincil veya ikincil, onemli rol oynadigin distin-
dirmektedir. Dalteparin kullanimin, eger varsa
anti-GVHH etkinliginde, solubl adezyon mole-
kalleri ve sitokinleri etkilemek diginda baska me-
kanizmalar yardimci gorinmektedir. Transplant
alicilarinda sitokin galigmalari yapilmasi, hazirla-
ma rejimi, verici doku grubu uyumu ve tipi,
GVHH profilaksisi v.b. gibi onlarca parametrele-
ri kontrol altinda tutulmasi gerektirdiginden, mul-
tisentrik kontrolli randominize g¢aligmalar yapil-
masi geregi dogurmaktadir.
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