Ist. Tip Fak. Mecmuasi 62:4, 1999

RETIKULOSIT OLGUNLASMA INDEKSININ ALLOGENETIK
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YAMANMASININ ERKEN HABERCISI OLARAK DEGERI
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OZET

Cevre kaninda retikiilosit sayimt kemik ilifinin eritropoietik aktivitesini belirlemede sik kulla-
nilan bir tam yéntemidir, Bu ¢aligmada allogencik periferik kok hiicre trasplantasyonu (allo-
PKHN}) yapilan hastalarda eritroid dizi yamanmas: flow sitometrik retikiifosit analizleriyle de-
gerlendirildi, Doku grubu uygun kardesterden yapilan i1 allo-PKHN vakas ¢alismaya alind:.
Kemik ilii yamanmas: mutlak ndtrofil sayisi (MNS), retikiilosit sayisi, trombosit sayiss ile
birlikte retikiilosit olgunlagma indeksi (ROT) kriterlert kullamlarak deferlendirildi ve hastala-
rin hepsinde yamanma gergeklesti, Kemik ilifi yamanmasimn degerlendirilmesinde genellikle
mutlak notrofil sayssi kullanilmaktadir. Cahgmamizda allo-PKHN vakalarinda kemik iligi ya-
manmasinm ROTkriteri kullantlarak MINS ye gore daha erken belirlenebildigi gézlendi. Bu ¢a-
Ligma sonucunda RO nin kemik ili#i transplantasyon vakalarnin kemnik iligi yamanmasinin
degerlendirilmesinde ek bilgiler saglayabilecegini dilgiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Periferik kék hiicre transplantasyonu, Kemik iligi yamanmasi, flow sito-
metri, retikiilosit olgunlagma indeksi.

SUMMARY

The value of reticulocyte maturity index (RMI) as a predictor of engraftment in allogencic
peripheral blood stem cell iransplantation (ALLO-PBSCT). Reticulocyte quantification in
peripheral blood samples is a commonly used diagnostic indicator of bone marrow erythropoe-
tic activity. We present here a prospectively study which carried out to evaluate the erythroid
engrafment after allogeneic Peripheral Blood Cell Transplantation by Flow Cytometric reticu-
locyte analysis, Twenty-one patients undergoing related allogeneic PBSCT were studied, All
the patients were engrafted succesfully, as determined 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 vafue could predict the engrafinent earlier 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 Cell Transplantation, Engrafment, Reticulocyte Maturity
Index, flow cytometry.

GIRIS

Periferik kanda retikiilosit saymm kemik ili-
ginin eritropoetik aktivitesini belirlemede
sik kullanilan bir tam yontemidir ¢-9), Stan-
dart yontemde metilen mavisi ile vital bo-
yama yapilarak hazirlanan preparatlar 11k
mikroskobunda degerlendirilir. Son yillarda
flow sitometrinin hematoloji laboratuvar-
larmda kullaniimaya baglanmasiyla birlikte
retikiilosit saytmlari da bu yontemle yapal-

maya baglanmugstir, Flow sitometri (FS) ile
retikiilosit sayimr 151k mikroskobu ile sayi-
ma gore ¢ok daha giivenilir ve mzh bir yon-
temdir ©). Hiicrelerin floresans yogunlugy
direkt olarak hiicre RNA igerigine bagh ol-
dugundan bu yontemle eritrositlerin olgun-
luk durumu hakkinda da objektif bilgiler
saglanir. Bu yontemie daha geng olan hiicre-
ler daha fazla RNA icerdigi icin daha yoZun
floresans vermekte ve retikiilosit olgunlagma
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indeksi (ROI) de o derece yiiksek ¢ik-
maktadir. Bu ¢ahsmada 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. Hastalarn 2'si kadmn
9'u erkek idi ve yaglar1 18 ile 31 arasinda
degismekteydi (ortanca 30). Hastalar, 6's1
KML, 4'i AML ve 1'i ALL tamlan ile
sevkedilmisti. Hastalarin kemik iligi nakli
oncesi -7.giin ve nakil sonrasi 0.giinden
baglanarak engrafman saglanana kadar her
giin kan sayimui, haftada 3 giin flow sitomet-
rik yontemle retikiilosit analizi ve haftada
bir standart metod ile retikiilosit sayum: ya-
pildi. Bu amagla CellDyne 1600 otomatik
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Dickinson) flow sitometri cihazi ve RNA
boyas1 olarak thiazole orange'mn kullanildigi
ReticCount (Becton Dickinson) kit'i kulla-
mild.

kan-sayimt-cihazi, Fase-Calibur-(Beeton———

Ornekleme ve boyama iglemi

EDTA'h ¢evre kam 6rnekleri +4 °C saklana-
rak en cok 48 saat icinde caligild. Ornekler
Davies ve arkadaglariin belirttigi sekilde de
hazirlamp flow sitometride analiz edildi @. .
Ormekler iki tiip olarak hazirlandi. 1k tiipe
Iml fosfatli toz tamponu, ikinci tiibe 1mL
ReticCOUNT soliisyonu konuldu ve her iki
tiipe de 5pl tam kan Grnegi katildi, Omekle-
rin kangimi saflandiktan sonra 30 dakika sii-
reyle, karanlikta, oda 1sisinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi bekletilmeden ¢aligilds.

Flow sitometrik analiz

Flow sitometrinin kalibrasyonu FacsCOMP
software'i kullanilarak standart "CaliBRITE-
bead" ler ile yapildi. Verilerin saglanmasi ve
degerlendirilmesi siwasinda CeliQuest soft-
ware'l kullanildi. Floresans sinyalleri logarit-
mik olarak giiglendirildi. Dar agida (forward
side scatter (FSC)) ve dik acida (side scatter

fikleri kullamlarak once eritrositler gergeve
i¢ine alindi, trombosit ve artik hiicre partikiil-
lerinden aynldi. Bu alanda 50.000 sinyal sa-
yildi ve degerlendirilmeye alind1 (Sekil 1a).

Sekil 1. Periferik kan drneklerinde flow sitometri ile retikulosit analizi. (a) Eritrosit toplulufunun gergeve i¢ine alina-
rak isaretlendiizi SSC'ye karg:i FSC nokta grafigi (b) boyasiz tiip, (c) boyah tip
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Sekil 2. Bir vakanin ditgtik ve normal retikitlosit oranlarm gésteren histogram egrileri
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Analiz igin tek floresansm kullamldig his-
togram egrileri tercih edildi. Once boyasiz
"bos" olarak hazirlanan 6rnek tlipiiniin veri-
leri kullanilarak eritrositlerin otofloresansi
belirlendi (Sekil 1b). Belirtegle zemin bo-
yanmasimn %0.03'den az oldugu alan belir-
lendi. Boyal tiiptin verileriyle elde edilen
histogram grafigi lizerine ayn1 alan igaretle-
nerek alinan floresans yogunluk retikiilosit
orani olarak kaydedildi (Sekil 1¢).

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

Kan saymm sonuglan CellDyne 1600 otoma-
tik sayim cihaziyla giinlik olarak degerlen-
dirildi. K&k hiicre nakli sonras: dénemde re-
tikiilosit sayismin %1'i agtigt giin ve ROT de-
gerinin en diisiik degerinden %20 artis gos-
terdigi glin eritroid seri igin engrafman giinii

olarak kabul edildi. Notrofil ve trombosit
yamanmast i¢in ise notrofil ve trombosit sa-
yisimnin 3 giin dist lste sirastyla >0.5x10%1 ve
>50x10%/pl oldugu donemin ilk giinii kabul
edildi.

SONUCLAR

(Cahigmamizda iki sekilde saptanan eritroid
seri engrafman giinleri, nétrofil ve trombo-
sit engrafman giinleri Tablo 1'de gosterildi.
Vakalarm notrofil engrafmani {mutlak nét-
rofil say1s1>0.5x10%pl) ortalama 153 giin-
de, trombosit engrafman1 (>50x10%ul) orta-
lama 17+4 giinde, retikitlosit oramna gore
saptanan eritroid seri engrafmani ise ortala-
ma 1613 giinde gerceklesti. Bu li¢ parametre
arasmda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. ROI" indeki artig ortalama 1042
glinde geiceklesti ve bu kriter dikkate almdi-
ginda 11 hastanun 10unda ROI'ndeki artisin
notrofil ve trombosit engrafmamndan daha
erken oldugu goriildii. Bu fark istatistiksel
olarak da aniamli idi (p<0.007).
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Tablo 1. Vakalarm KIT sonras1 engrafman giinleri

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

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 11 11 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 18.E ALL 14 14 17 15

10 31,E AML 16 16 ' 17 25

It 30.E KML 13 13 21 16
TARTISMA duyarli bir belirte¢ olarak kullanilmasina

Hiicrelerin floresans yogunlugu direkt olarak
hiicre RNA igerigine bagh oldugundan bu
yontemle eritrositlerin olgunluk durumu
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olanak vermigtir (124, Biz de nakil sonrasi
ROI'nin takibiyle kemik iliginin yamanmas:
objektif bilgiler saglanacag: sonucuna var-
dik.

hakkinda da-objektif bilgiler saglanir ), Bu
yéntemde daha geng olan hiicreler daha faz-
la RNA icerdigi igin daha yogun floresans
vermekte ve ROI mde o derece yiiksek ¢ik-
maktadir. Son zamanlarda ROT'nin kok hiic-

. re nakli (KHN) yapilmis hastalann takibinde

kullanildiga caligmalar da yaymlanmigtir
(124.56) Kemik ilifi yamanmasmin gos-
tergesi olarak genellikle mutlak notrofil sa-
yis1 dikkate alisa da bu ¢alismada ROI ta-
kibinin engrafman: mutlak nétrofil sayisin-
dan daha erken belirledigini gordiik. Dalal
ve arkadaslar1 da ROT ve mutlak nétrofil sa-
yisiun birlikte degerlendirilmesiyle kemik
iligi yamanmas1 hakkinda daha erken bilgi
sahibi olunacagini tespit etmigtir (V. Cok sa-
yida retikiilosit'in dogru ve izl bir sekilde
sayilabildigi bu yontem ile ROT'nin belirle-
nebilmesi, bu yéntemin KHN sonrasi kemik
iligi yamanmasimn takibinde giivenilir ve
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