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RETIKULOSIT OLGUNLASMA INDEKSININ ALLOGENETIK
PERIFERIK KOK HUCRE NAKLINDE KEMIK ILIGI )
YAMANMASININ ERKEN HABERCISI OLARAK DEGERI

Mustafa N. YENEREL, Sevgi KALAYOGLU BESISIK,
Tiilin BUDAK ALPDOGAN, Deniz SARGIN*

OZET

Cevre kannda retikiilosit saymml kemik iliginin eritropoietik aktivitesini belirlemede stk kulla-
nilan bir tant yontemidir, Bu ¢alismada allogeneik periferik kok hiicre trasplantasyom (allo-
PKHN) yapilan hastalarda eritroid dizi yamanmast flow sitometrik retikiilosit analizleriyle de-
gerlendirildi. Doku grubu uygun kardeglerden yapilan 11 allo-PKHN vakast galigmaya alindi.
Kemik iligi yamanmast mutlak notrofil sayist (MNS), retikiilosit sayist, trombosit saytst ile
birlikte retikiilosit olgunlasma indeksi (ROT) kriterleri kullanilarak degerlendirildi ve hastala-
nn hepsinde yamanma gergeklegti. Kemik ilifi yamanmasinin degerlendirilmesinde genellikle
mutlak nétrofil saytst kullanilmaktadir. Caligmamtzda allo-PKHN vakalarinda kemik iligi ya-
manmasmin ROTkriteri kullantlarak MNS ye géire daha erken belirlenebildigi gézlendi, Bu ga-
lisma sonucunda ROT nin kemik iligi transplantasyon vakalarinin kemik iligi yamanmasinm
degerlendirilmesinde ek bilgiler saglayabilecegini digtinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Periferik kok hiicre transplantasyonu, Kemik iligi yamanmast, flow silo-
metri, retikiilosit clgunlagma indeksi.

SUMMARY

The value of reticulocyte maturity index (RMI) as a predicfor of engrafimens in allogeneic
peripheral blood stem celi transplantation (ALLO-PBSCT). Reticulocyte quantification in
peripheral blood samples is a commoniy used diagnostic hidicator of bone marrow erythropoe-
tic activity. We present here a prospectively study which carried out to evalvate the erythroid
engrafment after allogeneic Peripheral Blood Celi Transplantation by Flow Cytometric reticu-
locyte analysis. Twenty-one patients undergoing related allogeneic PBSCT were studied. Ali
the patients were engrafted succesfully, as dctermined by rise in absolute neutrophil count
(ANC), reticulocyte count (RC) or platelet count, as well as by reticulocyte maturation index
(RMI). Althought the ANC is generally as an indicator of marrow engrafment, our study
shows that the RMI value could predict the engrafment earlicr that the ANC in PBSCT and we
conclude that RMI measurement provides an additional information about the engrafment ki-
netes.

Key Words: Peripheral Blood Stem Celi Transplantation, Engrafment, Reticulocyte Maturity
Index, flow cytometry.

GIRIS

Periferik kanda retikiilosit sayim kemik ili-
ginin eritropoetik aktivitesini belirlemede
sik kullanilan bir tam yontemidir 9. Stan-
dart yontemde metilen mavisi ile vital bo-
yama yapilarak hazirlanan preparatlar 1g1k
mikroskobunda degerlendirilir. Son yillarda
flow sitometrinin hematoloji laboratuvar-
larinda kullanilmaya baglanmasiyla birlikte
retikiilosit sayimlar da bu ydntemle yapal-

maya baglanmigtir. Flow sitometri (FS) ile
retikiilosit sayimi 151k mikroskobu ile sayi-
ma gire ¢ok daha giivenilir ve hizh bir yon-
temdir ®, Hiicrelerin floresans yoZunlugu
direkt olarak hiicre RNA icerigine bagh ol-
dugundan bu yontemle eritrositlerin olgun-
luk durumu hakkinda da objektif bilgiler
saglamir. Bu ydntemle daha geng olan hiicre-
ler daha fazla RNA icerdigi icin daha yogun
floresans vermekte ve retikiilosit olgunlagma
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indeksi (ROI) de o derece yiiksek ¢ik-
maktadir. Bu ¢aligmada allogeneik periferik
kok hiicre nakli (allo-PKHN) yapilan 11
hastanin eritroid dizi yamanmast flow sito-
metrik analizi ile prospektif olarak degerlen-
dirildi.

MATERYAL ve METOD

Unitemizde allo-PKHN yapilan 11 hasta de-
gerlendirilmeye alindi. Hastalarin 2'si kadin
9'n erkek idi ve yaglar: 18 ile 31 arasinda
degigmekteydi (ortanca 30). Hastalar, 6's1
KML, 4ii AML ve 1'i ALL tanilarn ile
sevkedilmigti. Hastalarin kemik iligi nakli
Oncesi -7.giin ve nakil sonrasi 0.giinden
baglanarak engrafman saglanana kadar her
giin kan sayimi, haftada 3 giin flow sitomet-
rik yéntemle retikiilosit analizi ve haftada
bir standart metod ile retikiilosit sayimi ya-
pildi. Bu amacla CellDyne 1600 otomatik
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Dickinson) flow sitometri cihazi ve RNA
boyasi olarak thiazole orange'in kullanildig
ReticCount (Becton Dickinson) kit'i kulla-
nild1,

kan-sayimr—cihazi;-Fasc-Calibur-(Becton——

Ornekleme ve boyama islemi

EDTA'lh gevre kam 6mnekleri +4 °C saklana-
rak en cok 48 saat iginde galigild1. Ornekler
Davies ve arkadaslarmin belirttigi sekilde de
hazirlanip flow sitometride analiz edildi (2. .
Ornekler iki tiip olarak hazirland:. [lk tiipe
1mi fosfath tuz tamponu, ikinci tibe 1mL
ReticCOUNT soliisyonu konuldu ve her 1ki
tiipe de 5pl tam kan 6megi katildi, Ornekle-
rin karigimi saglandiktan sonra 30 dakika sii-
reyle, karanhkta, oda 1sisinda inkiibe edildi.
[nkiibasyon sonras1 bekletilmeden galigilds.

Flow sitometrik analiz

Flow sitometrinin kalibrasyonu FacsCOMP
software'i kullamlarak standart "CaliBRITE-
bead" ler ile yapildi. Verilerin saglanmasi ve
degerlendirilmesi sirasinda CellQuest soft-
ware'l kullamldi. Floresans sinyalleri logarit-
mik olarak giiclendirildi. Dar agida (forward
side scafter (FSC)) ve dik agida (side scatter

fikleri kullanilarak Gnce eritrositler gergeve
icine alindi, trombosit ve artik hiicre partikiil-
lerinden ayrildi. Bu alanda 50.000 sinyal sa-
yildi ve degerlendirilmeye alindi (Sekil 1a).

Sekil 1. Periferik kan tmmeklerinde flow sitometri ile retikulosit analizi. (a) Eritrosit toplulufunun cergeve igine alina-
rak igaretlendigi SSC'ye kargl FSC nokta grafigi (b) boyas:z tiip, (¢} boyall tiip
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Sekil 2. Bir vakanin diigiik ve normal retikiilosit oranlarimi géisteren histogram egriler
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Analiz icin tek floresansm kullanildigi his-
togram egrileri tercih edildi. Once boyasiz
"bos” olarak hazirlanan &rnek tiipiiniin veri-
leri kullanilarak eritrositlerin otofloresansi
belirlendi (Sekil 1b). Belirtegle zemin bo-
yanmasinin %0.03'den az oldugu alan belir-
lendi. Boyali tiipiin verileriyle elde edilen
histogram grafigi iizerine aym alan isaretle-
nerck alman floresans yogunluk retikiilosit
oram olarak kaydedildi (Sekil 1c¢).

Sekil 2. de ayn1 hastaun 9 giin arayla yapil-
mug iki retikiilosit sayimina ait analizler su-
nuldu. Analiz sirasinda retikiilosit olgunlag-
ma indeksi (RO, retikiilosit pozitif olarak
degerlendirilen toplulugun verdigi floresans
yogunlugunun kanal numaralarimin geomet-
rik ortalamasi olarak belirtildi.

Kan sayin sonuglarn CellDyne 1600 otoma-
tik sayim cihaziyla giinliik olarak degerlen-
dirildi. K6k hiicre nakli sonras1 donemde re-
tikiilosit sayisinin % 1'i agtig1 giin ve ROI de-
gerinin en diigiik degerinden %20 artis gos-
terdigi giin eritroid seri i¢in engrafman giinii

olarak kabul edildi. Notrofil ve trombosit
yamanmast igin ise nétrofil ve trombosit sa-
yisimn 3 giin Uist Giste srasiyla >0.5x109/1 ve
>50x10%ul oldugu dénemin ilk giinii kabul
edildi.

SONUCLAR

Caligmamizda iki sekilde saptanan eritroid
seri engrafman giinleri, nétrofil ve trombo-
sit engrafman gilinleri Tablo 1'de gosterildi.
Vakalarin nétrofil engrafmanit (mutlak not-
rofil say1sr>0.5x10%ul) ortalama 15+3 giin-
de, trombosit engrafmani (>50x10%ul) orta-
lama 17+4 giinde, retikiilosit oranina gore
saptanan eritroid seri engrafmam ise ortala-
ma 161x3 giinde gerceklesti. Bu ii¢ parametre
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. ROT' indeki artis ortalama 10+2
giinde gergeklesti ve bu kriter dikkate alindi-
ginda 11 hastanin 10unda ROI'ndeki artisin
nétrofil ve trombosit engrafmanindan daha
erken oldugu goriildii. Bu fark istatistiksel
olarak da anlaml idi (p<0.007).
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Tabto 1. Vakalarin KIT sonrasl engrafman giinleri

Vaka no Yas- Tam Retikiilosit ROI ANC Trombosit
Cinsiyet >%1 >500/mm3 >50.000/mm?3

1 30,E KML 17 10 12 16

2 21K KML 17 10 13 17

3 19.E AML 12 18

4 30,E KML 17 1t 1 13

5 25K AML 15 10 12 15

6 30,E AML 19 12 14 20

7 30,E KML 20 20 13 13

8 30,E KML 10 10 16

9 183,E ALL 14 14 17 15

10 31,E AML 16 16 ' 17 25

11 30,E KML 13 13 21 16
TARTISMA duyarli bir belirte¢ olarak kullamilmasina

Hiicrelerin floresans yogunlugu direkt olarak
hiicre RNA icerigine bagh oldugundan bu
yontemle eritrositlerin olgunluk durumu
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olanak vermigtir (1,24, Biz de nakil sonras:
ROf'nin takibiyle kemik iliginin yamanmas1
objektif bilgiler saglanacai sonucuna var-
dik.

hakkinda da-objektif bilgiler saglamr; Bu
yontemde daha geng olan hiicreler daha faz-
la RNA igerdigi icin daha yogun floresans
vermekte ve ROI mde o derece yiiksek ¢ik-
maktadir. Son zamanlarda ROT'nin kék hiic-

. re nakli (KHN) vapilmisg hastalarin takibinde

kullanildig1 ¢aligmalar da yayinlanmistir
(12456, Kemik ilifi yamanmasinmn gos-
tergesi olarak genellikle mutlak nétrofil sa-
yis1 dikkate almsa da bu ¢aligmada ROT ta-
kibinin engrafmam mutlak nétrofil sayisin-
dan daha erken belirledigini gordiik. Dalal
ve arkadaglari da ROI ve mutlak nétrofil sa-
yisiun birlikte degerlendirilmesiyle kemik
iligi yamanmas1 hakkinda daha erken bilgi
sahibi olunacagim tespit etmisgtir (V. Cok sa-
yida retikiilosit'in dogru ve hizh bir gekilde
sayilabildigi bu yontem ile ROT'nin belirle-
nebilmesi, bu yontemin KHN sonras1 kemik
iligi yamanmasinin takibinde gilivenilir ve
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