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OZET

Giris: Akut 10semili hastalarin tan1 ve tedavi izleminde kemik iliginin mikroskopik
incelemesi hala altin standart yontemdir. Kemik iligi morfolojisinin maliyeti diisiik
olmasina karsin zaman alict olmasi1 ve cok sayida hiicre degerlendirilmesi
gerekmesi en biiyiik dezavantajidir. Otomatik kan sayim cihazlarinin ise periferik
kan hiicrelerini hizlica 6lgmesi biiylik avantajdir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar
kan sayim cihazinda periferik kanda goriilmesi beklenmeyen normoblast, immatur
granulosit gibi immatur hiicrelerin yaninda Hematopoetik Progenitor Cell (HPC)
olarak adlandirilan yeni bir parametrenin eklenmesiyle kemik iligi hiicrelerinin de
kan saymm cihazlarinda 6lciilebildigini gdstermistir. Ozellikle periferik kok hiicre
nakli yapilacak alicilarda nakil 6ncesi bakilan CD34" kok hiicre sayisi ile HPC
arasinda gii¢lii korelasyon bulunmasi kok hiicre nakli planlanan hastalarin optimal
kok hiicre toplama zamanimi belirlemede CD34" 6lglimii yerine HPC’nin
kullanilabilecegini gostermistir. Bu ¢alismada klinigimizde akut 16semi tanist alan
hastalarin otomatik kan sayim cihazinda g¢alisilan kemik iligi 6rneklerinde HPC

parametresinin akut 16semi tani, izlem ve relaps1 ongérmedeki roliinii arastirdik.

Yontem: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji klinigine 2017-2021
yillar1 arasinda kabul edilen 1-18 yas aras1 toplam 72 ¢ocuk, n=29 Akut Losemi
(n=24 Akut Lenfoblastik Losemi, n=5 Akut Myeloblastik Losemi), n=32 reaktif
kemik iligi bulgulari olan hasta, n=11 saglikli kok hiicre vericisi ¢ocuklar ¢alismaya
alindi. Sysmex-XN20® otomatik kan sayim cihazinda hastalarin ve saglikli
kontrollerin kemik iligi 6rnekleri ¢alisildi. Losemi hastalarinda ilk tanida, 15. giin,
33. giin ve 78.glinkii kemik iligi 6rneklerinde HPC, monosit say1 ve yiizdeleri ile es
zamanlt kemik iligi blast ytlizdeleri ve 15. Giin minimal residual disease (MRD)
degerleri kaydedildi. Reaktif kemik iligi bulgulari olan hastalarin ve saglikl
kontrollerin ilk kemik iligi Orneklerindeki HPC, monosit sayr ve yiizdeleri

kaydedildi. Tiim veriler SPSS 25.0 programinda analiz edildi.

Bulgular: Losemi hastalarinda tan1 aninda HPC ylizde, monosit say1 ve yiizde

degerleri, reaktif kemik iligi bulgular1 olan hastalara gore anlamli yiiksek



bulunmustur(p<0.05). Lésemi hastalar1 ile saglikli kok hiicre vericileri arasinda ilk
kemik iligi degerlendirmesinde Monosit say1 ve yiizde degerleri anlamli yiiksek
bulunmustur(p<0.05). Losemi hastalar1 ile saglikli kok hiicre vericileri arasinda
HPC yiizde ve sayisinda anlamhi fark saptanmamistir(p>0.05). ALL ve AML
gruplart arasinda anlamli fark saptanmamistir(p>0.05). ALL hastalarinda tedavi
giinlerine gore yapilan degerlendirmede en yiiksek HPC ve monosit degerleri tani
aninda bulunurken en diisiik degerler 15. giinde bulunmustur. HPC ve monosit
degerleri arasinda 33. ve 78. gilinde giiclii korelasyon (r33=0.886, 1r78=0.945), tam
an1 ve 15.giinde orta diizeyde korelasyon (10=0.482, r15=0.680) bulunmustur. Relaps
hastalarda tedavinin 15. giintinde yiiksek HPC% ve MRD degerleri relaps olmayan

hastalara gore anlamli yiiksek bulunmustur.

Sonu¢: Bulgularimiz ALL’li ¢ocuklarda akut I6semi tani, izlem ve relaps

durumunda HPC parametresinin yararl olabilecegine isaret etmektedir



ABSTRACT

Introduction: Microscopic examination of bone marrow is still the gold standard
method in the diagnosis and treatment monitoring of patients with acute leukemia.
Although the cost of bone marrow morphology is low, it is time-consuming and
requires the evaluation of a large number of cells, which is its major disadvantage.
On the other hand, automated blood counters have the advantage of rapidly
measuring peripheral blood cells. Recent studies have shown that with the addition
of a new parameter called Hematopoietic Progenitor Cell (HPC) immature cells of
bone marrow such as normoblasts and immature granulocytes which are not
expected to be seen in peripheral blood can also be measured in blood counters.
Especially in peripheral stem cell transplant recipients, the strong correlation
between HPC and CD34" stem cell count before transplantation has shown that
HPC can be used instead of CD34" measurement to determine the optimal stem cell
collection time in patients who are planned for stem cell transplantation. In this
study, we investigated the role of HPC parameter in the diagnosis, follow-up and
prediction of relapse in bone marrow samples of patients diagnosed with acute

leukemia in our clinic.

Method: A total of 72 children aged 1-18 years, n=29 patients with acute
leukemia(n=24 Acute Lenfoblastik Leukemia, n=5 Acute Myeloblastic Leukemia),
n=32 patients with reactive bone marrow findings, and n=11 healthy bone marrow
donor children admitted to the Pediatric Hematology Clinic of Gazi University
Faculty of Medicine between 2017 and 2021 were included in the study. Bone
marrow samples of the patients and healthy controls were analyzed by Sysmex-
XN20® automatic blood counting device. HPC, monocyte counts and percentages,
simultaneous bone marrow blast percentages and Day 15 minimal residual disease
(MRD) values were recorded in bone marrow samples of leukemia patients at initial
diagnosis, Day 15, Day 33 and Day 78. HPC, monocyte counts and percentages in
the first bone marrow samples of patients with reactive bone marrow findings and

healthy controls were recorded. All data were analyzed in SPSS 25.0 program.



Results: The count and percentage values of HPC and monocyte at the time of
diagnosis were significantly higher in leukemia patients than in patients with
reactive bone marrow findings (p<0.05). Monocyte counts and percentages were
significantly higher between leukemia patients and healthy stem cell donors at the
first bone marrow evaluation (p<0.05). There was no significant difference in
percentage and count values of HPCs between leukemia patients and healthy stem
cell donors (p>0.05). There was no significant difference between ALL and AML
groups (p>0.05). In ALL patients, the highest HPC and monocyte levels were found
at the time of diagnosis, while the lowest levels were found at day 15. A strong
correlation was found between HPC and monocyte levels at days 33 and 78
(r33=0.886, r783=0.945) and a moderate correlation at diagnosis and day 15 (r0=0.482,
r15=0.680). High HPC% and MRD values on day 15 of treatment were significantly

higher in relapsed patients than in non-relapsed patients.

Conclusion: Our findings suggest that the HPC parameter may be useful in the

diagnosis, follow-up and relapse of acute leukemia in children with ALL.
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1. GIRIS VE AMAC

Akut 10semi hastalarinda ilk tan1 aninda ve tedavi izleminde kemik iligi
incelemesi yapilmaktadir. Akut 16semi hastalarinda kesin taniya ulagmak icin
yapilan kemik iligi incelemesinde mikroskopik degerlendirme giiniimiizde hala
altin standart yontem olarak uygulanmaktadir. Maliyeti diisiik olmasina karsin ¢ok
zaman alic1 olmasi ve c¢ok fazla sayida hiicre degerlendirilmesi gerektirmesi
hekimleri yeni arayislara yonlendirmistir. Otomatik kan sayim cihazlar1 periferik
kan hiicrelerinin hizlica 6l¢iilebilmesini, degerlendirilebilmesini ve ¢ogu hastalikta
erken tan1 alinmasini saglar. Bununla birlikte periferik yayma bakilma ihtiyacini da
azaltir(1). Teknolojik gelismelere paralel olarak otomatik kan sayim cihazlarindaki
gelismeler sonucu periferik kanda goriilmesi beklenmeyen normoblast, immatur
granulosit gibi immatur hiicrelerin yaninda hematopoetik progenitor cell (HPC)
olarak adlandirilan yeni bir parametrenin eklenmesi kemik iligi hiicrelerinin de yeni
nesil kan sayim cihazlarinda 6lciilebildigini gostermistir(2). Yeni nesil kan sayim
cihazlarimin HPC modunda kemik iligindeki immatur g¢ekirdek ve sitoplazma
yapisina sahip onciil hiicrelerin dl¢iimii yapilmaktadir(3). Ozellikle periferik kok
hiicre nakli yapilacak olan alicilarda nakil oncesi bakilan CD34" kok hiicre sayisi
ile HPC hiicreleri arasinda giiclii korelasyon bulunmasi HPC ile ilgili ¢aligmalarin
artisina yol agmistir. Bu konu ile ilgili arastirmalar sonucu otolog veya allojenik
kok hiicre nakli planlanan hastalarin optimal kok hiicre toplama zamanini

belirlemede CD34" 6lgiimii zaman alict bir yontem oldugundan yeni nesil kan



sayim cihazinda kisa siirede dlgiilebilen HPC’nin CD34" yerine kullanilmasinin

yararli olabilecegi belirtilmistir(4).

Periferik kanda HPC 6l¢timii ile CD34" kok hiicre sayiminin korelasyonu
hakkinda ¢aligmalar olmasina ragmen akut ldsemi tani, tedavi ve izleminde HPC
parametresinin  kullanimina dair bir arastirmaya rastlanmamusti. HPC
parametresinin periferik kanda immatur hiicreleri yansitmasi nedeniyle bu
parametrenin akut I6semi hastalarinda Olclilmesinin tant koymada, hastalik
seyrinde, hastalik prognozunda ve relapst 6ngoérmede Onemli rolii olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica saglikli kok hiicre bagisgilar1t ve reaktif kemik iligi
bulgular1 olan hastalarda HPC parametresinin degerlendirildigi bir calisma
yapilmamis olup, malignite dislamada veya reaktif hastaliklardan siiphelenme

konusunda da yardimci bir parametre olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Bu calismada klinigimizde akut 16semi tanisi ile izlenen ¢ocuklarin ilk tani
sirasinda ve tedavi boyunca yapilan kemik iligi 6rnekleri ile saglikli kok hiicre
verici ve reaktif kemik iligi bulgular1 olan hastalarin kemik iligi 6rneklerinde yeni
nesil kan sayim parametrelerini ve bu parametrelerin klinik izlemdeki seyrini

degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Cocukluk Cagi Akut Losemileri

2.1.1. Tamm

Losemi, kemik iligindeki kok hiicre ve progenitdr hiicrelerin anormal
sekilde cogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan, sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip
anormal hiicre klonunun olusmasiyla tanimlanan ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen
malign hastaligidir. Kemik iliginde miyeloid veya lenfoid hematopoezin belirli bir
asamasinda klonal ¢ogalma ve duraklamasi sonucu gelisir(5). Kemik iligindeki

anormal hiicre oraninin %25'1 astig1 durumlarda hastaya 16semi tanis1 konulur (5).

2.1.2. Sikhk

Akut l6semiler cocukluk c¢agi malignitelerinin yaklasik %25-30’unu,
l6semilerin ise yaklasik %97’sini olusturmaktadir(5). Akut Lenfoblastik Losemi
(ALL), losemi tiplerinin en sik goriilen alt tipidir ve Akut Miyeloblastik Losemi
(AML)'ye kiyasla yaklasik 5 kat daha fazla goriiliir (6). Geligsmis iilkelerde, ALL
en sik 2-5 yas arasindaki ¢ocuklarda ortaya ¢ikar, AML ise en sik ilk 2 yasta ve
ergenlik doneminde goriiliir (7). AML, 16semiler i¢cindeki ¢ocuk 6liimlerinin biiyiik
bir kismindan sorumludur(8). Losemi tiplerinin %2-3’iinii Kronik Miyeloid
Losemi, yaklasik %1-2’si kadar az bir kismini da Juvenil Miyelomonositik Losemi

olusturur.



2.1.3. Etyoloji
Ldsemilerin ¢ogu, bilinen bir risk faktorii olmadan ortaya ¢ikar. Genetik ve

cevresel faktorlerin 16semi gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (9).

2.1.4. Patogenez

Losemide, hiicre g¢ogalmasini ve olgunlagsmasii kontrol eden genlerde
protoonkogenlerin ekspresyonunda bozukluklar, kinaz enzimlerini aktiflestiren ve
transkripsiyon faktorlerini etkileyen gen filizyonlarina yol agan kromozomal
translokasyonlar, hiperdiploidi gibi genetik mekanizmalar, PAXS, ETV6 ve TP53
gibi bazi nadir gen mutasyonlar1 ve ARD5B, CDKN21 ve IKZF1 gibi bazi
polimorfik varyantlarin meydana gelen mutasyonlari sonucunda, hiicreler
olgunlagma siirecini tamamlayamazlar ve asir1 cogalmaya devam ederek 16semik

hiicreler olustururlar (10).

2.1.5. Siniflandirma
Losemilerin  siniflandirilmast  morfolojik, immiinfenotipik ve genetik

Ozelliklerine dayanarak yapilir.

2.1.5.1. ALL simiflandirmasi

Morfolojik smiflandirmada French-American-British (FAB) Kooperatif
Calisma Grubu tarafindan 6ne siiriilen FAB sistemine gore L1-L.2-L3 olarak hiicre
biiytikliigii, niikleer kromatin igerigi, niikleer sekil, sitoplazma miktari, sitoplazma
bazofilisi ve sitoplazmik vakuolizasyona gore lenfoblastlar {i¢ gruba ayrilmaktadir

(8,11). ALL’li ¢ocuklarda sirastyla en sik L1, L2 ve L3 morfolojisi goriiliir (12).



Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 yilinda Akut Lenfoblastik Losemi ve Belirsiz

Serili Akut Siniflamas1 tamamlanmistir (13) (Tablo 1).

Immiinfenotipik siniflandirma antikor paneli kullanilarak yapilir. Miyeloid,
B lenfoid, T lenfoid olarak blastlarin serisi tanimlanir. B serisi i¢in CD19, T serisi
icin sitoplazmik CD3 ve miyeloperoksidaz, miyeloid seri i¢in i¢in nonspesifik
esteraz, CD11c, CD14, CD64 ve lizozim gibi yiiksek oranda spesifik olan en az bir
tane olmak {izere monositik farklilasma belirte¢leri kullanilmaktadir. Bu

siiflandirmaya gore ALL hastalarinin %85°1 B-ALL, %15°1 T-ALL olarak goriiliir

(13).

Sitogenetik ve molekiiler siniflama ise 16semide goriilen sitogenetik
anormalliklerin biyolojik ve prognostik dneminin olmasi ve tedavi algoritmasinin
belirlenmesinde etkili olmasi sebebiyle 6nem tagimaktadir (11). ALL’lerin yaklagik

%75°1 kromozomal kayip, kazanim veya translokasyonlarla iliskilidir.



Tablo 1. DSO Akut Lenfoblastik Lésemi ve Belirsiz Serili Akut Losemi Simiflamasi (2016) (13)

B-LENFOBLASTIK LOSEMI/LENFOMA

B-lenfoblastik 16semi/lenfoma, klasik

B- lenfoblastik 16semi/lenfoma, rekiirren genetik anomalilerle seyreden
B- lenfoblastik 16semi/lenfoma, t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL 1 ile
B- lenfoblastik 10semi/lenfoma, t(v;11923); MLL gen diizenlemesi ile
B- lenfoblastik 16semi/lenfoma, t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 (ETV6—RUNX1) ile
B- lenfoblastik 16semi/lenfoma, hipoploidi ile

B- lenfoblastik l6semi/lenfoma hiperploidi ile

B- lenfoblastik I6semi/lenfoma, t(5;14)(q31;q32) IL3-IGH ile

B- lenfoblastik 10semi/lenfoma, t(1;19) (q23;p13.3); TCF3-PBXI1 ile
B- lenfoblastik 16semi/lenfoma, BCR—ABL1 benzeri

B- lenfoblastik 16semi/lenfoma, iAMP21 ile

T- LENFOBLASTIK LOSEMI/LENFOMA

Erken T-Hiicreli prekiirsor lenfoblastik lenfoma

NK hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma

BELIRSIZ SERILI AKUT LOSEMILER

Akut Indiferansiye Losemi

Miks Fenotipli Akut Lésemi(MPAL), t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABLI1 ile
MPAL, t(v;11923.3); KMT2A gen diizenlemesi ile

MPAL, B/miyeloid, klasik

MPAL, T/miyeloid, klasik

2.1.5.2. AML simiflandirmasi

AML smiflandirmas1 morfoloji, immiinfenotip, sitogenetik ve molekiiler
ozelliklerine gore yapilir. Miyeloid 16semiler FAB sistemi ile onceki yillarda
morfolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmistir ve bu siniflama su an kullanilmakta
olan siniflama modellerinin temelini olusturmaktadir. FAB siniflamasinda miyeloid
l6semiler, MO-akut undifferansiye 16semi, MI1- matiirasyon olmayan akut
miyeloblastik 16semi, M2- matiirasyon gosteren akut miyeloblastik 16semi, M3—
akut promiyelositik 16semi, M4—akut miyelomonositik 16semi, M4EO- eozinofilik
M4 varyanti, M5—akut monositik 16semi, M6—eritrolésemi ve M7—akut
megakaryoblastik 16semi olmak iizere siniflandirilmistir (8). 2002 yilinda ilk kez

miyeloid maligniteler i¢in DSO siniflamasi dnerilmistir. 2022 yilinda ise AML igin



agirlikli olarak 16semik hiicrelerin sitogenetik ve molekiiler 6zelliklerine dayanan
‘Miyeloid Neoplazmlar ve Akut Loseminin Uluslararast  Konsensus
Siniflandirmas1’ (ICC) ve ‘DSO-5 miyeloid ve histiyositik/dendritik neoplazmlar’
olmak iizere iki smiflandirma sistemi daha yaymlanmistir(13). Bu
simiflandirmalarda  miyelodisplastik ~ sendromlar/neoplazmalar (MDS) ve
miyeloproliferatif neoplazileri kategorize etmek icin morfoloji, klinik 6zellikler,

immiinfenotipik ve sitogenetik 6zellikler kullanilmistir.

2.1.6. Klinik ve laboratuar bulgular

Cocukluk cag1 l6semilerinde klinik bulgular kemik iliginin ya da organlarin
blastlar tarafindan tutulmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Kemik iligi tutulumuna baglh
laboratuar bulgular anemi, trombositopeni, nétropeni ve pansitopenidir. Lenfoid
sistem infiltrasyonuna bagli klinik bulgular hepatomegali, splenomegali ve
lenfadenomegalidir. Hastalarda goriilen en sik yakinmalar ates, halsizlik, solukluk,
kanama (petesi, purpura), kemik agrisi ve lenf bezlerinde sislik olarak sayilabilir(5).
Renal, gastrointestinal sistem, kemik ve eklem, cilt, kalp ve akciger, santral sinir
sistemi, organ tutulumlar1 da I6semi hastalarinda blast infiltrasyonuna bagl

goriilebilir (14).

AML’ de ekstramediiller hastalik %10-20 siklikta goriiliirken kemik iligi
disinda miyeloblastlarin bir araya gelmesinden kaynaklanir. Miyeloid sarkom veya
beyin omurilik sivisinda (BOS) 16semik hiicrelerin varlig1 seklinde ortaya cikabilir,

en sik goriilen klinik tablo gingiva hipertrofisi, lenfadenopati ve leukemia kutis



denilen cilt 16semik tutulumudur (15). Ekstramediiller hastalik tipik olarak AML
ile es zamanl olarak ortaya ¢ikar, bazen kemik iligi tutulumundan 6nce ilk bulgu

olarak ortaya cikabilir(8).

2.1.7. Tam

Kan sayiminda hafif-orta normositik normokrom anemi, l6kositoz/
l6kopeni, trombositopeni goriiliirken 16kopenik hastalarda periferik yaymada
blastlar hiicre azligindan dolay1 saptanamayabilir bu hastalar gec tani alabilirler.
Tan1 kemik iligi aspirasyonunda niikleer kromatini daginik, bir veya daha fazla
niikleollii (AML'de daha belirgin) ve dar sitoplazmali (AML'de daha genis)
blastlarin goriilmesi ile konulur(5). Tam sirasinda kemik iliginde genellikle %80-
100 oraninda blast goriiliir. Kemik iligi Orneklerinden tiplendirme igin
immiinfenotiplendirme i¢in akim sitometri, karyotip analizi ve molekiiler inceleme
i¢in sitogenetik testler calistirilmaktadir (5). T-hiicreli ALL’li hastalarda akciger
grafisinde mediastinal kitle saptanabilir. Ayrica tedavi oOncesi Timor Lizis
Sendromu agisindan biyokimyasal parametrelerin bakilmasi, santral sinir sistemi
tutulumu degerlendirilmesi icin lumbar ponksiyon yapilmasi, koagulasyon
parametrelerinin, kardiyak fonksiyonun ve viral serolojinin degerlendirilmesi

gerekmektedir(14).

2.1.8. Risk gruplar
ALL-Berlin, Frankfurt and Miinster (BFM)-95 protokoliine gore hastalarin
kemoterapi yanit1 ve genetik t (9;22), t (4;11) tiplerine gore standart, orta ve yiiksek

risk gruplarina ayrilir (16). AML ise AML Medical Research Council (MRC)-12



protokoliine gore hastalarin kemoterapi yanitina ve genetik (t (8;21), t (15;17), inv

(16) sonuglarina gore iyi, standart ve yiiksek risk gruplarina ayrilir.

2.1.9. Prognoz

Cocukluk cag1 akut 16semisinin tedavisinde son yillarda dnemli gelisme
izlenmis ve bunun sonucunda 6zellikle ALL’de 5 yillik sag kalim orant %90’lara
ulagmistir. AML'li ¢ocuklar i¢in prognoz yillar i¢inde iyilesmis olsa da hastaliksiz
yasam orani hala yaklasik %65'tir. Tedavi basarisizligr temel olarak niiks ve
tedaviye bagli mortaliteden kaynaklanmaktadir. Son yillarda AML’de uzun donem
sag kalim kemoterapilerdeki yenilikler, kemoterapi rejimlerinin yogunlastirilmasi,
sitogenetik ve molekiiler belirteglere bagli risk smiflamasinin kullanilmasi,
Hematopoetik Kok Hiicre Nakli (HKHN) basarilarinin artmasi ve destek tedavilerin

tyilesmesi sonucu %70’lere kadar yiikselmistir (17).

2.1.9.1. ALL Prognostik faktorler
ALL’li gocuklarda 1-9 yas arasi ve tani 16kosit sayisi <50000/mm’ olan pre-
B ALL vakalarinin 2/3’sinin dort yillik olaysiz sag kalimi % 80°dir. Kalan yiiksek

riskli hastalarin dort yillik olaysiz sag kalimi % 65°tir (11).

1. Yas: Bir yas alti ve 10 yastan biiyiikk cocuklar daha kotli prognoza

sahiptir.

2. Lokosit sayisi: Tani beyaz kiire sayisi yiiksek olan hastalar koti

prognozludur.



3. immiinfenotip: Erken pre-B ALL en iyi prognozludur. Matiir T hiicreli
ALL tanm1 aninda biiyiik yas ve yliksek lokosit sayisina bagl olarak daha koti
prognozludur. Matiir B hiicreli ALL onceleri erken relaps ve Merkezi Sinir Sistemi
(MSS) tutulumu ile kétii prognozlu olarak bilinirken, yeni agresif tedavilerle daha

1yi prognoz saglanmistir.

4. DNA indeksi: Hiperdiploidi (Elli kromozomdan fazla), DNA

indeksi>1.16 ALL, iyi prognoz ile iliskilendirilmistir.

5. Sitogenetik: Philadelphia kromozomlu t(9;22) (q34;q11) ALL tedavisi
en zor ve kotii prognozlu formudur. Hipodiploidi, 16semik blastlarda 46’dan az
kromozom olmasi olarak tanimlanir ve kétii prognozla iliskilidir. Hiperdiploidi ve
spesifik trizomiler iyi prognozla iliskilidir. ETV6-RUNXI1 flizyon geni t(12;21)
(p13922) iyi prognozla iligkilidir. BCR-ABL fiizyon geni t(9;22)(q34:;q11), eriskin
l6semilerinin aksine pediatrik vakalarin yalnizca % 3-5’inde saptanir. Genellikle
bliyiik yas, tan1 aninda yiiksek 16kosit sayisi ve siklikla santral sinir sistemi
tutulumu ile iligkilidir. E2A-PBX1 flizyon geni t(1;19)(q23;p13.3), tan1 aninda
siklikla yiiksek 16kosit sayisi ile iligkilidir. Bu alt tipte agresif tedavi gerekmektedir.
Kromozom band 11g23°deki MLL gen diizenlemeleri, infant ALL vakalarinin
%80’inde, daha biiyiik ¢cocuklarin yaklasik %3’iinde, sekonder AML vakalarinda
%385 siklikta gortiliir ve agresif tedaviye ragmen % 20’den az sag kalim ve koti

prognoz ile iligkilidir(11).
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B hiicreli ALL translokasyonlar1t MYC genleri ile iliskilidir ve B ALL
vakalarinin %80 kadar1 t(8;14)(q24;q32) tasir. T hiicreli ALL translokasyonlari
heterojendir. Bugiine kadar hi¢birinin prognozla belirgin iliskisi bulunamamustir.
T-hiicreli ALL vakalarinin %50'sinden NOTCHI1 geni aktive edici mutasyonlar

mevcuttur.

6. MSS hastaligi: Tan1 aninda merkezi sinir sistemi tutulumu varligi,

radyoterapi ve intratekal tedavilere ragmen kotii prognozla iliskilidir.

7. indiiksiyon tedavisine erken yamit: Indiiksiyon tedavisinin sonunda

remisyonda olmayan hastalar ¢ok kotii prognozludur(8).

2.1.9.2. AML prognostik faktorler

AML-MRC protokoliinde iyi karyotipik 6zellikler ve 28. giin kemik iligi
yanitina gore olgular iyi, standart ve kotii risk olarak ayrilmaktadir (18). Diisiik risk
kriterlerinde inv (16), t (16;16), t (8;21), t (15;17), eslik eden Down sendromu
olmasi; standart risk kriterlerinde diisiik ve yiiksek risk kriterlerinin olmamasi,
del5q, tedaviye-bagli AML, MDS/AML, Primer indiiksiyon basarisizlig1 yer
alirken, yiiksek risk kriterlerinde ise FLT3-internal tandem duplikasyonu, AML

M6 ve M7, t(6;9) ve Monozomi 7 belirtilmistir (19).

2.1.10. Tedavi
Akut losemi tedavisindeki amag, etkinligi kanitlanmis kemoterapi

protokolleriyle 16semik blast hiicrelerini yok ederek ¢ocuklara hastaliksiz yasam
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saglamaktir. Kemoterapi protokolii, hastalarin risk gruplarina gore planlanmaktadir
(20). Geleneksel kemoterapétik ajanlarin ¢ogu 1970'ten Once gelistirilmistir ve
kombinasyon kemoterapileri i¢in en uygun dozlar ve protokoller tolerabilite,
Minimal Residual Disease (MRD) ile tedaviye yanitin degerlendirilmesi ve
kisisellestirilmis farmakodinamik ve farmakogenetik caligmalara dayali doz

ayarlamalar ile giiclendirilmistir.

ALL BFM-95 protokolii remisyon indiiksiyon-erken intensifikasyon,
konsolidasyon ve reindiiksiyon-ge¢ intensifikasyon ve idame olarak 4 tedavi
fazindan olugmaktadir (21). Remisyon indiiksiyon tedavisinde, 4-6 hafta boyunca,
glukokortikoid (prednizolon veya deksametazon), vinkristin ve asparaginaz
kullanilmaktadir ve hastalarin yaklasik %98'inde kemik iliginde <%35 blast ve 4-6
haftalik tedavi sonrasi normal nétrofil ve trombosit sayisinin gézlenmesi olarak
tanimlanan tam remisyon saglanmaktadir(14). Yiiksek riskli hastalarda bu iiclii
tedaviye antrasiklin grubu (daunorubisin veya doksorubisin) bir kemoterapdtik
eklenmektedir. Intratekal kemoterapi sitarabin ve metotreksat ile uygulanmakta
olup tedavi baslangicinda ve sonrasinda en az bir kez daha olmak iizere remisyon
indiiksiyon tedavisinde mutlaka verilmektedir(14). Remisyon Indiiksiyon
tedavisinin 8. giinlinde periferik kaninda steroid tedavisi yanit1 degerlendirilir. 8.
Giin periferik yaymada blast sayisiin <1000/mm?® olmas1 iyi yanit olarak kabul

edilir (22).

Glukokortikoidler enfeksiyon riskinde artig, patolojik kemik kiriklari,

osteoporoz, osteonekroz, kan sekeri disregiilasyonu, diyabet, adrenal yetmezlik,
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obezite, duygu durum problemleri, kas giicii kayb1 ve miyopati gibi sik goriilen yan
etkilerle iliskilidir(23). Mevcut bircok rejimde prednizolon yerine deksametazon
kullanilmaktadir ancak deksametazonun tiim hasta gruplarina fayda saglayip
saglamadig: tartismalidir. Baz1 ¢alismalar, indiiksiyon sirasinda deksametazonun,
daha yiiksek enfeksiyon oranlari, osteonekroz, miyopati ve davranis degisiklikleri
gibi yan etkilerinin prednizolondan daha fazla goriildiigiinii belirtmektedir(24).
Prednizolon ve deksametazonun karsilastirildigi randomize kontrollii ¢alismalarda,
sadece deksametazon alan hastalarda, prednizon-deksametazon doz oran1 <7 olan
hastalara gore daha basarili olaysiz sagkalim elde edilmistir (25). Bu nedenle
glukokortikoidin dozu ve se¢imi hastanin yasi, niiks riski ve tedavi asamasina gore
belirlenir. Bakteriyel enfeksiyon riskini azaltmak i¢in ndétropeni esnasinda
levofloksasin, trimetoprim-sulfometaksazol gibi profilaktik antibiyotikler
kullanilmaktadir. Vinkristin, belirgin miyelosupresyona neden olmamaktadir.
Remisyon indiiksiyon tedavisi sirasinda 0.,7.,14. Ve 21. Giinlerde olmak {izere
haftalik olarak ve tedavinin devaminda glukokortikoidlerle birlikte aylik veya ii¢
aylik pulslar seklinde 1,5-2,0 mg/m2 dozlarinda uygulanir(23). Periferik sensoriyal
ve motor noropati, vinkristinin en 6nemli yan etkilerindendir. Polietilen glikol
(PEG)- Asparajinaz, L-Asparajinaz ile karsilastirildiginda daha uzun yar1 émre ve
daha az asir1 duyarlilik reaksiyonu riskine sahip olmasi nedeniyle bir¢ok iilkede L-
Asparajinazin yerini almistir. PEG-Asparajinaz genellikle 1000 IU/m? ila 2500
IU/m? aras1 dozlarda kullanmilmaktadir. Buna karsilik yapilan bir terapotik ilag
izleme caligmasinda 450 IU/m2 gibi diisiik dozlarin iki haftada bir uygulanmasi

yolu ile de serumda yeterli (>100 IU/L) Asparajinaz aktivitesi gosterilmistir (26).
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Allerjik reaksiyon, pankreatit, ataksi, biling degisikligi, konviilzyon gibi
norotoksisite, trigliserid yliksekligi, hepatotoksisite ve tromboemboli riskinde artis
gibi yan etkileri bulunmaktadir(26). PEG-Asparajinazin neden oldugu alerjik
reaksiyonlarin ¢ogu ikinci veya {giincli dozdan sonra gerceklesmektedir.
Gergeklesen alerjik reaksiyonlar nedeniyle planlanan Asparajinaz dozlarinin
kesilmesinin, 6zellikle yiiksek riskli hastalarda daha kotii prognozla iliskili olmasi
nedeniyle PEG-Asparajinaz veya L-Asparajinaz allerjisi durumunda, Erwinia-
Asparajinaz (Erwinase) alternatif tedavi olarak kabul edilmektedir(27,28). Ancak
Erwinase’in daha pahali olmasi, kisa yarilanma 6mrii nedeniyle sik uygulama
gerektirmesi ve ila¢ temininde zorluklar yasanmasi dezavantajlaridir (27).
Remisyon indiiksiyon tedavisinin sonunda, genellikle 33. giinde MRD ile birlikte

hastalik degerlendirmesi yapilmaktadir.

Tedavinin ikinci agsamasi olan konsolidasyon tedavisinde yogun MSS
tedavisi ve ileri donemde MSS relapslarint 6nlemek i¢in yogun metotreksat,
vinkristin ve 6-Merkaptopiirinden olusan sistemik bir tedavi uygulanmaktadir
(8,14). Intratekal tedavi lomber ponksiyonlar aracilig1 ile verilmektedir ve bu
tedaviler MSS relaps oranlarini <%5’e diisiirmiistiir. MSS relapsi i¢in yiiksek risk
faktorleri tasiyan hastalara ise kraniyospinal radyoterapi uygulanmaktadir.
Metotreksat, 16semi tedavisi, MSS ve testis tutulumu kontroliinde ¢ok 6nemlidir.
Lokovorin kurtarma tedavisi ile birlikte yiiksek doz (2-5 G/m?) Metotreksat, 6-
Merkaptoplirin ile birlikte veya lokovorin kurtarma olmadan Metotreksat ara

dozlar1 (100-300 mg/m2) Asparajinaz ile birlikte (Capizzi rejimi) olarak uygulanir.
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Metotreksat yan etkileri arasinda sik olarak gastrointestinal sistem semptomlari,
mukozit, alopesi ve karaciger fonksiyonlarinda bozulma yer almaktadir.
Konsolidasyon tedavisinin sonunda, genellikle 78.glinde tekrar MRD ile birlikte
hastalik degerlendirmesi yapilir. Bu degerlendirmelerde 33.giin ve 78.glin MRD

negatif sonuclanmasi %92.3 oraninda olaysiz sagkalim ile iligkilidir(29).

Tedavinin {i¢lincli asamasi olan reindiiksiyon-ge¢ intensifikasyon
tedavisinde ise risk grubuna gore farklilik gosterebilen tedavi semalar1 ile 14-28
haftalik bir tedavi planlanir. Deksametazon, Doksorubisin, Siklofosfamid,
Sitarabin, Metotreksat, Asparajinaz ve Vinkristin gibi ilaglar1 igeren c¢oklu

kematerapdtikler MRD’yi ortadan kaldirmak i¢in kullanilir(8,14).

Tedavinin son asamasi olan idame tedavide ise hastalara giinliik 6-
Merkaptopiirin ve haftalik oral Metotreksat ve genellikle beraberinde aralikli
Vinkristin ve kortikosteroid verilmektedir. Bu tedaviler 12 haftalik tedavi semalari

seklinde verilir ve kullanilan protokole gore 2-3 yil devam etmesi gerekmektedir

(8,14).

ALL’li hastalarda, standart ve orta risk grubundaki hastalar en az 104 hafta
siiren bu kemoterapi protokoliinii tamamlarken, yiiksek riskli ALL'li hastalara, 3.
blok kemoterapiden sonra akraba veya akraba dis1 verici bulunursa HKHN
uygulanir. 15., 33., 78., glinde ve idame doneminde kemik iligi aspirasyonu
incelemesi ile tedavi degerlendirilmeleri yapilir. ALL'de kemik iligi remisyonu

kemik iligi blast yilizdelerine gore M1 (<%S5), M2(%5-25) ve M3 (>%?25) olarak
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simiflandirilir(8). Bu degerlendirmeye gore risk siniflamasinin tekrar gézden
gecirilmesi gerekir. Indiiksiyon tedavisinin sonunda remisyonda olmayan hastalar
(tim hastalarin <%2-5'1) c¢ok koti bir prognoza sahiptir. 15.glinde MRD
degerlendirmesi PCR veya akim sitometri yontemiyle yapilir. Standart risk
kriterleri olan hastalar MRD <%0.1, %0.1-10,>%10 degerlerine gore sirasiyla
diisiik, orta ve yiiksek risk olarak degerlendirilir(22). Remisyonda olan hastalarda,
saptanabilir MRD seviyelerinin >%0,1 olmasi daha kotii bir prognoza isarettir ve
tedavinin yogunlastirilmasini gerektirir. Diger yandan periferik kan MRD'si 8.
glinde temizlenen hastalarin prognozu miikemmeldir(8). 33. gilin indiiksiyon
tedavisi sonu remisyon kemik iligi blast ylizdelerine gére M1- tam remisyon, M2-

kismi remisyon, M3- primer direngli (refrakter) olarak degerlendirilir(22).

Tam remisyon kavrami, M1 kemik iligi, fizik muayene ile veya radyolojik
olarak 16semik infiltrasyon bulunmamasi, 33. giin intratekal tedavi icin yapilan
LP’de BOS tutulumu olmamasi olarak degerlendirilir. Remisyona girmeyen olgular

HKHN adayidir(22).

AML'li hastalarda tedavi protokolii remisyon indiiksiyon, MSS proflaksisi
ve post remisyon tedavisi evrelerinden olusur(19). Giiniimiizde uygulanmakta olan
pediatrik AML protokolleri ile %85-%90 tam remisyon saglanmaktadir. Tam
remisyon saglanmasi i¢in kombinasyon kemoterapi rejimleriyle derin kemik iligi
aplazisinin indiiklenmesi gerekmektedir. Indiiksiyon kemoterapisinin siddetli
miyelosupresyona neden olmasi nedeniyle bu donemde gergeklesebilen enfeksiyon

veya kanama gibi komplikasyonlar morbidite ve mortalite ile iliskili olup hastalarin
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yaklasik %2’si tedaviye bagli bu komplikasyonlar nedeniyle indiiksiyon

asamasinda kaybedilmektedir(30).

Birgok farkli indiiksiyon kemoterapi protokolii olmasina karsin AML'l
cocuklarda yaygin olarak kullanilan indiiksiyon tedavisi rejimleri sitarabin ve bir
antrasiklin grubu kemoterapdtik ajanlarin etoposid ve/veya tiyoguanin gibi diger
ajanlarla kombine edilmesini icermektedir(31). AML'li ¢ocuklar i¢in indiiksiyon
rejimlerinde en ¢ok kullanilan antrasiklin, daunorubisindir. Post remisyon
konsolidasyon tedavisinde iyi riskli hastalara 5 blok (indiiksiyon 1 ve 2,
intensifikasyon 1, 2 ve 3) kemoterapi verilirken ytiksek riskli hastalara 3 blok
kemoterapi sonrast HKHN uygulanmaktadir. Indiiksiyon 1 ve 2 tedavisi ‘ADE
Protokolii’ olarak adlandirilan Daunorubisin, Sitarabin ve Etoposid’den
olusmaktadir ve bu tedavilerin ilk giinlerinde intratekal Sitarabin rutin olarak MSS
profilaksisi i¢in uygulanmaktadir(8). Children’s Oncology Group (COG)’un son
verilerine gore, yeni tan1 konmus AML tedavisinin dort bloga indirilmesinin
(indiiksiyon 1 ve 2, yogunlastirma 1 ve 2) kiiciik bir hasta popiilasyonu i¢in
uygulanabilir oldugunu gostermektedir. Diger tiim hastalar bes blok kemoterapi
almali veya ii¢ blok sonrast HKHN yapilamalidir. Gemtuzumab ozogamisin
monoklonal antikorunun indiiksiyon 1 tedavisinin 6. giiniinde kullanilmasi
hastalarda olaysiz sagkalim orani yiikseltmektedir(8). Indiiksiyon tedavilerinden
sonra hastalara sirastyla Infensifikasyon 1, Sitarabin ve Etoposidden olusan ‘AE

Protokolii’; intensifikasyon 2, Mitoksantron, Sitarabin ve intratekal Sitarabinden
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olusan ‘MA Protokolii’ ve Intensifikasyon 3, Sitarabin ve Erwinase’dan olusan

‘Capizzi Protokolii’ uygulanmaktadir(8).

MSS profilaksisi icin tarihsel olarak radyoterapi kullanilmis olmakla
beraber bu yontem uzun dénem yan etkileri nedeniyle terk edilmistir(32). Bunun
yerine giiniimiizde MSS tutulumunun gelismesini engellemek i¢in intratekal
kemoterapi kullanilmaktadir. COG tarafindan MSS profilaksisi ve MSS
tutulumunun tedavisi i¢in tek ajan sitarabin kullanimi onerilmektedir. AML’li
hastalara indiiksiyon 1, indiiksiyon 2 ve intensifikasyon 2 tedavi asamalarinda MSS
profilaksisi uygulanmaktadir. Hala devam etmekte olan COG AAMLI831
caligmas1 intratekal {iclii (metotreksat, sitarabin ve hidrokortizon) kullanimini
igermektedir ve yapilan c¢aligmalarda tek basina sitarabin kullanimina gore {i¢li

tedavinin MSS tutulumu riskini belirgin azalttig1 belirtilmistir(33).

Post remisyon tedavinin amaci ise AML'li ¢ocuklarda ilk remisyonun
siiresini uzatmaktir. Post remisyon tedavi rejimleri arasinda ek kemoterapi, HKHN
veya FLT-3 inhibitorleri gibi hedefe yonelik tedavileri igermektedir(34,35) ve
tedavi protokoliiniin se¢cimi hastalarin indiiksiyon tedavisi sonrasi tedavi yanitina
(MRD degerlendirilmesi), sitogenetik ve molekiiler belirteglerine gore

yapilmaktadir.

Post remisyon kemoterapisi, indiiksiyonda kullanilan bazi ilaglar1 ve yaygin
olarak kullanilan yiiksek doz sitarabini icermektedir. Post remisyon kemoterapide

optimal tedavi i¢in kesin bir kiir sayis1 belirtilmemekle birlikte indiiksiyondan sonra
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en az iki ila ii¢ kiir yogun tedavinin gerekli oldugu belirtilmistir (24). Post remisyon
HKHN, 1970'lerin sonlarindan beri kullanilmaktadir ve hastalarin risk
siiflamasina gore yapilir. AML'li cocuklarda yapilan prospektif nakil ¢aligmalari,
ilk remisyonlari sirasinda allojenik HKHN uygulanan HLA uyumlu vericilere sahip
cocuklarda genel olarak %60 ila %70 oraninda uzun dénem remisyon saglandigin
gostermektedir(36). Post remisyon hedefe yonelik tedavilerde ise 16semiye 6zgii
mutasyonlar1 hedef alan ajanlar kullanilmaktadir ve geleneksel kemoterapinin ciddi
toksisitesini azaltmasi en 6nemli avantajlarindandir. Hedefe yonelik tedavi ajanlari
midostaurin, sorafenib gibi multikinaz inhibitorlerini igermektedir. Yetiskin
hastalarda kullanima girmis olan hedefe yonelik tedavi ajanlarinin, AML’li
cocuklarda sonuglar1 iyilestirdigi randomize klinik c¢alismalarla heniiz
gosterilememis olmakla birlikte bazi tek kollu ¢alismalarda sorafenibin de novo
FLT3 mutasyonlu AML'li hastalarda olaysiz sagkalim oranlari iyilestirdigi

gosterilmistir(34).

Tedavinin 15., 28.giin ve protokol aralarinda kemik iligi aspirasyonu ile
hastalik degerlendirmesi yapilmalidir(18). Cocukluk c¢agt AML remisyon
indiiksiyon tedavisinde, en az 4 veya 5 kiir kullanilarak yogun bir antrasiklin ve
sitarabin bazli tedavi gerekmektedir(37). Bu tedavi ile hastalarin>%85’1i tam
remisyona girer(37). Tedavi sonrasi kanda <%35 blast olmas1 tam remisyon olarak
tanimlanir. Iyi risk grubundaki hastalar 24 hafta siiren bir kemoterapi protokolii
alirken, standart riskli AML'li hastalara, kardes verici varsa HKHN uygulanir;

kardes verici yoksa, 4 kiir kemoterapi ile tedavi tamamlanir(18). Iyi risk grubundaki
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hastalara sadece relaps gerceklesmesi durumunda HKHN uygulanir. Yiiksek riskli
AML'li hastalara ise, 3 kiir kemoterapiyi tamamladiktan sonra, akraba veya akraba
dis1 verici bulunursa HKHN uygulanir. Indiiksiyonu takiben tam remisyona giren
hastalarin yaklasik yarisinda niiks saptanmaktadir. MRD olarak adlandirilan
morfolojik saptama diizeyinin altindaki gizli hastalifin saptanmasi i¢in duyarlilig
artirilmis yontemler kullanilmaktadir. AML ile iliskili genetik anormalliklerin PCR
veya AML ile iligkili immiinofenotiplerin akim sitometri profili yer almaktadir.
MRD arttk AML'de niiks riski daha yiiksek olan hastalar1 belirlemek igin
kullanilmaktadir ve klinik c¢alismalarda ve tedavi kararlarinda risk
siniflandirmasimnin bir pargasi olarak dahil edilmektedir(8). Indiiksiyon sonrasi

MRD pozitifliginin>%0,1 olmasi da ilk remisyonda HKHN i¢in bir endikasyondur

(8).

2.2. Hematopoez

Hematopoez, tiim hematopoetik hiicrelere donilisen pluripotent bir
hematopoetik kok hiicrenin cogalmasiyla dolasimdaki kan hiicrelerinin iiretimi olup
yasamin ilk gilinlinden son giiniine kadar gerceklesen dinamik bir siirectir. Bu
siirecte saatte yaklasik 10! eritrosit, 10% ila 10° 16kosit, toplam yaklasik 200 milyar

kirmizi kiire hiicresi, 10 milyar l6kosit ve 400 milyar trombosit iiretilmektedir (38).

Insan embriyo ve fetusu gelisirken, hematopoez ii¢c gelisimsel donem ve
kavram olarak mezoblastik (yolk kesesi), hepatik (karaciger) ve miyeloid (kemik
iligi) olmak iizere {i¢ anatomik evreye ayrilmaktadir(14). Mezoblastik hematopoez,

ekstraembriyonik yapilarda, 6zellikle yolk sac kesesinde ortaya cikarak 10. ve 14.
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gebelik giinleri arasinda baslar. Gebeligin 6-8. haftasinda, karaciger, kan hiicresi
tretiminin Oncelikli yeri olarak yolk sac kesesinin yerine geger ve bu siire iginde
plasenta da hematopoeze katkida bulunur. Gebeligin 10-12. haftasinda
ekstraembriyonik hematopoez durur ve gebeligin geri kalaninda hepatik
hematopoez goriiliir. Sonrasinda ikinci trimesterda hepatik hematopoez azalirken
kemik iliginde (miyeloid) hematopoez artar. Karaciger, gebeligin 20-24. haftasi
boyunca baskin olan eritropoetik organdir. insanlarda hematopoez ikisi yolk sac’te,
liglinciisii intraembriyonik; Aort/Gonad/Mezonefroz, plasenta ve damarlarinda
olmak iizere 1Uc¢ ardistk asamada gergeklesir. Aort/Gonad/Mezonefrozdan
kaynaklanan kok hiicrelerin endotelyal hiicrelerden iiretildikten sonra fetal
karacigere ve sonrasinda kemik iligine goc etmesi gézlemi nedeniyle uzun donem
hematopoetik kok hiicrelerin ilk olarak Aort/Gonad/Mezonefroz bdlgesinde ortaya

ciktig1 diisiiniilmektedir(39).

Her hematopoetik organ, farkli hiicre topluluklarina doniisme kapasitesine
sahiptir. Yolk sac, agirlikli olarak eritrositleri, megakaryositleri ve makrofajlari
iretir. Fetal karaciger ilk eritropoetik organ iken kemik iliginde eritrositler,
megakaryositler ve 16kositler iiretilir. Fetal karaciger ve kemik iliginde bulunan
16kosit tipleri gebelik boyunca farklilik gdosterir. Makrofajlar kemik iliginde
noétrofillerden once gelisir ve gebelik ilerledikce makrofajlarin nétrofillere oram
azalir. Tim hematopoetik dokularin iiretimi hem kendi kendini yenileyebilen hem

de klonal olgunlagmaya sahip olan multipotent hiicrelerle baslar. Onciil hiicreler,
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transkripsiyon faktorlerinin ve hematopoetik biliylime faktorlerinin etkisi ile

farklilasir(14).

Postnatal donemde HKH'ler periferik kanda diisiik diizeylerde bulunarak
iskeletin uzak bolgelerinde kemik iligi mikrogevresinde bulunan kok hiicrelerin
dengeli bir sayida kalmasini saglayarak hem normal kosullar altinda hem de ciddi

hematopoetik hasar durumlarinda homeostazin korunmasini saglar.

Kok hiicre farklilasmas1 sirasinda graniilosit, eritrosit, monosit ve
megakaryosite 6zgii kok hiicre onciilii olan hematopoetik kok hiicre olan CFU-
GEMM’e doniisiir. Bu farklilasma ve immiin yanit kok hiicre fonksiyonunu ileri
diizeyde koordineli bir transkripsiyon programi ile diizenlemektedir. Bu programda
transkripsiyon ve biiylime faktorleri, sinyal ileti yolaklar1 ile birlikte ¢esitli sitokin
ve kemokinler rol almaktadir. CFU-GEMM, Graniilosit-Koloni stimiile edici faktor
(G-CSF) ve diger destekleyici biiyiime faktorleri etkisiyle nétrofil, bazofil ve/veya
eozinofil iiretimine, Makrofaj-Koloni Uyarici Faktér (M-CSF) ve diger destekleyici
biiylime faktorleri etkisiyle monosit/makrofaj yapimina veya EPO etkisiyle eritroid
hiicrelere farklilasma saglar(38). G-CSF, notrofil progenitor hiicrelerin ¢ogalmasi
yani sira terminal farklilasma icin de 6nemlidir(38). G-CSF, interlokin 6, interlokin
1, interlokin 4, interldkin 9, insiilin biiyiime faktérii-1 ve EPO, eritrosit seri

hiicrelerin olusumu sirasinda esas rolii iistlenen faktorlerdendir(40).

Eritroid serinin ilk hiicresi proeritroblasttir. Daha sonra bazofilik eritroblast,

polikromatofilik eritroblast, asidofilik eritroblast, retikiilosit ve c¢ekirdeksiz
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eritrositler olugur. Eritrosit zar1 %50 protein, %40 lipid ve %10 karbonhidrattan
olusan cift lipid tabakasindan olusur. Eritrositler milyonlarca hemoglobin (Hb)
proteini icerir. Hemoglobin, hem grubunun i¢ine yerlesik globuler proteinden
olusur. Hem grubu 1 adet demir atomu igerir ve her bir demir atomu oksidasyon
rediiksiyon reaksiyonlara ugrayarak akciger ve dokular arasinda oksijen-

karbondioksit tasinmasindan sorumludur.

Miyeloid seri farklilasmasi evreleri; myeloblast, promyelosit, myelosit,
metamyelosit, band ve notrofil seklindedir. Bazofil ve eozinofiller de benzer 6ncii
hiicrelerden iiretilmektedir. Monosit ve makrafajlarin olugsmasi ise monoblast,

promonosit, olgun monosit seklinde izlenmektedir.

Trombosit seri ise kemik iligindeki megakaryositlerden koken alir.
Megakaryositler birden ¢ok loblu ¢ekirdegi olan, genis ince graniillii, agik mavi
sitoplazmal1  bliylik hiicrelerdir. Megakaryositlerden trombosit yapimina
trombopoez adi verilir. Trombositler; konsepsiyondan yaklasik 6 hafta sonra
goriiliir, fetal yasam boyunca sayilar1 artar ve gebeligin 22. haftasinda normal
eriskin sayisina ulagir. Megakaryositlerin olgunlagsma asamalar1 baslica dort evrede
tamamlanir. Bu evrelerin ayrimi sitoplazma boyutu, ¢ekirdek biiytikliigi, ¢cekirdek
lobulasyonu ve kromatin paterni gibi hiicre ozellikleri ile yapilir. Bu dort evre
sirastyla; megakaryoblast, bazofilik megakaryosit, graniiler megakaryosit ve olgun
megakaryosit olarak siralanir. Bu hiicrelerde niikleer proliferasyon, megakaryosit

sitoplazmasinin genislemesi, graniillerin olusumu ve trombositlerin dolasima
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salinmas1 gergeklesir. Bu islemlerin gerceklesmesi icin megakaryosite 06zgii

trombopoetin gibi biiylime faktorlerinin uyarisina ihtiyag¢ vardir.

2.3. Hematopoetik Kok Hiicre

Hematopoetik kok hiicre ve progenitor hiicrelerden olusan heterojen bir
hiicre popiilasyonu, kendini yenileme ve matiir hiicre tiplerine diferansiye olma
ozelligi sayesinde yasam boyu organ islevlerini siirdiirmede ©Onemli rol
oynamaktadirlar. Yetiskin yasami boyunca, nis olarak adlandirilan ¢ekirdek
birimler, HSPC tiikenmesini 6nlemek icin hiicreleri agirlikli olarak inaktif durumda
tutmaktadir. Sistemik ihtiyaca veya hasara yanit olarak, az sayida bulunan uzun
donem hematopoetik kok hiicreler asimetrik hiicre boliinmesi gegirmek {izere
ortaya c¢ikar ve es zamanli olarak kendini yenilemeye ve hematopoetik

diferansiyasyona yol agmaktadir (41).

Dolasimdaki kok hiicrelerinin ilk bilimsel tanimlamasi 1961°de, Till ve
McCulloch tarafindan, farelerde letal doz radyasyon calismalar1 ile fareleri
olimden kurtarmak i¢in saglikli donér hayvanlardan aliman kemik iligi hiicre
ekstrelerini kullanarak kanin kendini yenilemesinde gorevli olan bilesenleri ortaya

cikartmalari ile bagladi (42).

Yaygin olarak kabul edilen kok hiicre tanimina goére, HKH'ler kendini
yenileme yetenegine sahiptir ve miyeloid ve lenfoid kan hiicrelerine doniisen
Hematopoietic Progenitor Cell (HPC)'lere farklilagabilmektedir. HKHlIer’in

asimetrik boliinmeler gecirmesiyle olusan hiicrelerden biri HKH potansiyelini
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korurken, digeri HPC'ye doniisiir. HPC'ler kendini yenileme yetenegini kaybeder
ancak diger hematopoetik hiicrelere dontisiimii saglayabilmektedirler. Bu asimetrik
hiicre boliinmesi mekanizmasi, hematopoetik organlarda HKH'lerin sayisin1 sabit
tutmak, tilkenmelerini 6nlemek i¢in gereklidir ve bu hiicre havuzu bireyin yasami

boyunca siirdiiriilmektedir (43).

Antikorlarin ve floresan aktive edilmis hiicre siralama (FACS) kullanimi ile
HKH'lerin izole edilmesi miimkiin hale gelmistir. Weissman ve ark. ilk olarak
1988 yilinda ¢esitli yiizey belirteglerinin kombinasyonunu kullanarak HKH’'den
zenginlestirilmis hiicreleri tanimlamistir (44). O zamanlardan beri farkh
caligmalarla HKH’nin diger hiicrelerden ayrimi igin cesitli ylizey markerlari

tanimlanmaya ¢alisilmistir.

Klasik tanimlamaya gére HKH’ler CD34" ekspresyonuna gore, CD34 uzun
donem kok hiicreler ve CD34" kisa donem kok hiicreler olarak iki alt gruba
ayrilmaktadir. Uzun donem kok hiicreler kemik iliginde daha az bulunur, uzun
siireli (> 3-4 ay) kendini yenileme kapasitesine ve multipotent hiicrelere farklilagsma
yetenegine sahiptir, kisa donem kok hiicreler yalnizea kisa stireli (cogunlukla <1
ay) kendini yenileme yetenegine sahiptir. Uzun dénem kok hiicreler, kisa donem
kok hiicrelere farklilasir ve daha sonra kisa donem kok hiicreler kendini yenileme
yetenegi olmayan multipotent progenitdrlere (MPP) farklilasir(45). Ik ayrim
oligopotent olan ortak miyeloid progenitérler (CMP: miyeloid, eritroid ve
megakaryositik potansiyele sahip hiicreler) ile MPP'lerden farklilasan ortak lenfoid

progenitdrler (CLP: sadece lenfoid potansiyele sahip hiicreler) arasinda gergeklesir.
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CMP'lerdeki ikinci ayrim sonucu bipotent graniilosit-makrofaj progenitorler
(GMP) ve megakaryosit-eritrosit progenitorler (MEP) olarak ayrilir. CLP'ler; T, B,
NK ve dendritik hiicrelere, GMP'ler graniilositlere ve monositlere ve MEP'ler
megakaryositlere ve eritrositlere farklilasir. Cesitli transkripsiyon faktorleri ve
sitokinler araciligtyla HKH’'lerin matiir kan hiicrelerine kademeli olarak

farklilasmas1 gerceklesir(46).

Cogunlukla fare modellerinde olmak {izere, giderek artan sayida
arastirmalarda, kemik 1ligi nisindeki bilesenlerin HKH'leri diizenlemedeki roli
incelenmistir. Kemik iligi, fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve osteoblastlar gibi
cesitli hematopoetik olmayan hiicrelere, hematopoetik biiylime faktorleri,
kemokinler, sitokinler, morfojenler ve adezyon molekiilleri ile HHK'ler taratindan
alman jukstakrin ve parakrin sinyaller saglar (47). Anjiyopoietin-1 ve
trombopoietin (TPO) gibi osteoblast kaynakli faktorler, kok hiicrelerde eksprese
edilen ilgili TIE2 ve MPL reseptorlerini baglayarak HSPC inaktifligini saglar (48).
Benzer sekilde, perivaskiiler C-X-C kemokin 12, abondan retikiiler hiicrelere temas
yoluyla C-X-C Kemokin Reseptorii 4 sinyali, HSPC havuzunun korunmasi ve

geniglemesi i¢in kritik 6neme sahiptir (49).

Enfeksiyon ve inflamasyon durumlarinda HKH’ler inflamatuar sinyallere
yanit olarak cesitli sitokinler araciligiyla aktive olmasi ve gecici olarak ¢ogalmasi
sonucunda acil graniilopoez baglatmaktadir. Yapilan fare deneyleri sonucunda kok

hiicre havuzunun genislemesinin anemi ve miyeloid diferansiyasyon ile iligkili
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oldugu gozlenmistir. HKH nisini olusturan hiicrelerin geri doniissiiz degisikliklere

ugramasi sonucunda malign transformasyonlar gergeklesmektedir.

2.3.1. Kok Hiicre Belirtecleri
1988 yilinda ilk defa Irving Weisman ekibi tarafindan kendi kendini
yenileyebilme yetenegi olan uzun donem kok hiicreler, kisa donem kok hiicreler,

erken ve ge¢c multipotent progenitor hiicrelerin yiizeylerindeki antijenik belirtecleri

tanimlanmustir (50)-

HKH'leri izole etmek i¢in hiicre yiizey antijenleri (CD34, CD133, CXCR4
ve c-kit) ve metabolik florokromlar (Hoechst 33342, pyronin Y ve rhodamine 123)
bir arada kullanilmaktadir (43). HKH’ler, vital boyalar ile (thodamine 123, Hoechst
33342 vb.) soluk boyanmakta, yiizeylerinde CD34, CD38, CD90, CD133, CD105,
CDA45 (CD: cluster of differantation) gibi ¢esitli ylizey farklilasma antijenleri ve c-
kit kok hiicre faktor reseptorii tasimaktadirlar(50). HKH’ler olusturduklar: kan
hiicrelerinin yiizeylerinde farkli olgunlagsma siire¢lerinde ortaya ¢ikan 13-14 farkl
ylizey tanimlama antijenlerini tasimaktadirlar. Bu antijenler miyeloid seri igin;
CD13-CD33, eritroid seri i¢in; CD71, B hiicreleri i¢in; CD19, T hiicreleri igin;

CD7, megakaryositler i¢cin; CD61 olarak belirtilmistir (50).

En sik kullanilan kok hiicre belirteci HKH ve HPC tizerinde eksprese edilen
CD34 yiizey antijenidir. Daha olgun progenitor hiicrelerde ve olgunlagsmakta olan
hiicrelerde CD38 ekspresyonu gozlenmesine ragmen, HKH’lerde CD38

ekspresyonu gézlenmemektedir. Bu nedenle insan HKH’leri CD34", CD38  olarak
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gozlenmektedir(51). CD34" hiicrelerin kemik iligindeki ¢ekirdekli hiicrelerin ylizde
2-5’ini olustururken HKH’lerin ¢ok daha nadir goriilmesi, CD34" yiizey antijeninin
hiicre zenginlestirmesinde yararlt olmasina ragmen dolayli bir belirte¢ oldugunu
gostermektedir(52). HKH'leri siniflandirmak ic¢in yakin zamanda sinyal lenfosit
aktivasyon molekiili (SLAM) belirteglerinin (CD150+CD48-CD244-) bir
kombinasyonu oOnerilmistir (53). CD48, CD244 ve CDI150(SLAMF1)’yi igeren
SLAM molekiilleri, immiinoglobulin gen ailesinin bir alt kiimesine aittir (54).
CD34 yiizey antijeninin megakaryositler, monositler, trombositler ve lenfositler
gibi farklilasmis hematopoetik hiicreler iizerinde de eksprese edilmesi nedeniyle
HKH izolasyonu i¢in farkl hiicre ylizey ve metabolik belirtecleri hedefleyen ¢ok

parametreli FACS calisilmast gerekmektedir (55).

2.4. Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

HKHN, 1950’1 yillarda baslayarak giinlimiize kadar gelen, hematopoetik
sistemin konjenital veya edinsel bozukluklarinin tedavisi i¢in kullanilan bir
tedavidir (56). HKHN, talasemi, orak hiicre anemisi gibi hemoglobinopatiler,
aplastik anemi, kalitsal metabolik hastaliklar, primer immiin yetmezlikler gibi
kemik iliginin fonksiyon bozuklugunun goriildiigli benign hastaliklarda ve siklikla
akut veya kronik 16semi, lenfomalar, solid timorler ve miyeloproliferatif hastaliklar
gibi hematopoetik malignitelere uygulanir(57). Yiiksek doz kemoterapi verilerek
hastaligin veya hastalikli kemik iliginin yok edilmesi ve hematopoezin yeniden
saglanmast i¢in kisinin kendisinin (otolog) veya doku tipi uygun bir vericinin

(allojenik) hematopoetik kok hiicresinin verilmesi prensibine dayanir.
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2.4.1. Hematopoetik Kok Hiicre Nakli Asamalari

Hematopoetik kok hiicre naklinde temel olarak hastaya kemik iligindeki
hiicresel popiilasyonu ortadan kaldiracak miyeloablatif (¢cok yiliksek doz
kemoterapoétik ilaglar) ilaglar verildikten sonra hastanin kendisinin (otolog) veya
doku tipi uygun bir vericinin (allojenik) hematopoetik kok hiicrelerinin

nakledilmesidir.

Otolog HKHN i¢in c¢ogunlukla ilik tutulumu olmayan 16semi dis1
malignitesi bulunan hastalara kemoterapi sonrasi verilen graniilosit stimiile edici
faktor (G-CSF) etkisiyle periferik kana ¢ikmasi saglanan hastanin kok hiicreleri
periferik kandan lokaferez yontemi ile toplayip dondurularak nitrojen tankinda
saklanir. Sonra yiiksek doz kemoterapi verilerek malign hastaligin tamamen yok
edilmesi amaglanir. Hastaya dnceden toplanarak saklanmis olan kendi kok hiicreleri
yeniden verilerek hematopoezin tekrar saglanmasi hedeflenir. Allojenik HKHN’ de
kok hiicre siklikla doku antijenleri tam uygun olan kardeslerden elde edilmektedir.
Uygun kardesi olmayan hastalar i¢in doku tipi kismen uygun aile i¢i bireyler veya

tam uygun aile dis1 bireyler kullanilabilir.

2.4.2. Kok Hiicre Kaynaklar:

Dolasimdaki HKH’lerin degerlendirilmesi ve aferez islemine baslama
karar1 ise Uluslararasi Hematoterapi ve Greft Miihendisligi Dernegi tarafindan
onerilen bir protokole gbre CD34" hiicrelerinin akim sitometri ile sayilmasina
dayanmaktadir(58). Bu yontem mobilizasyon basarisini degerlendirmek, aferez

prosediiriinii yonetmek ve kok hiicre toplama verimini degerlendirmek i¢in altin
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standarttir. Tarihsel olarak, otomatik hemositometreler kullanilarak yapilan beyaz
kan hiicresi (WBC) sayimi, hizli ve ucuz olmasi nedeniyle kok hiicre
mobilizasyonuna kemik iligi yanitinin bir belirteci olarak kullanilmistir. Fakat bazi
calismalar WBC'ler ile CD34" hiicre sayisi arasinda zayif korelasyon oldugunu
gostermistir.  Bu durum potansiyel olarak verimsiz hiicre toplama ve

transplantasyon maliyetinin artmasi ile iligkilidir(59).

[1k basaril1 allojenik HKHN, 1968 yilinda kemik iligi kullanilarak yapilmus,
takip eden yirmi yilda, nakil i¢in kok hiicre kaynagi olarak sadece kemik iligi
kullanilmistir. 1960'larda yapilan deneyler ile periferik kanin, baz1 kemoterapotik
ilaglar ve hematopoetik biiyiime faktorleri ile transplant oncesi zenginlestirilebilen
kok hiicre igerdigini gdstermistir. Bu nedenle mobilize periferik kan kok hiicreleri,
HKHN i¢in baska bir kok hiicre kaynagi haline gelmistir. 1978'de ise kordon
kaninin zengin bir kok hiicre kaynagi olarak bulunmas: ile allojenik HKHN’lerde

basariyla kullanilmaya baslanmistir (60).

2.4.2.1. Kemik iligi

Geleneksel kok hiicre kaynagidir ve iliak kemigin posteriorundan genel
anestezi altinda 1 ila 1.5 L kemik iligi igne aspirasyonlart ile toplanir (61). Ilikteki
her yliz bin hiicreden yaklagik bir tanesi uzun donem kan sekillendirme kok
hiicresidir. Digerleri stromal hiicreler, hematopoetik progenitor hiicreler, olgun ya
da olgunlagsmakta olan beyaz ve kirmizi kiire hiicreleridir(50). Kemik iliginde,
periferik kan kok hiicre nakline gére engrafman (tutunma) daha yavastir (62), ancak

yine periferik kana kiyasla Graft Versus Host Hastaligi (GVHH) sikliginin az
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olmasi veya kordon kanina gére miyeloid engraftmanin hizli olmasi avantajlaridir

(60).

2.4.2.2. Periferik kan kok hiicre

Normalde hematopoetik kok hiicreler sistemik dolasimda az miktarda
bulunur, ancak yogun kemoterapiden sonra veya graniilosit koloni uyarict faktor
uygulamasindan sonra, ¢ok sayida kok hiicre kemik iliginden dolasima mobilize
olur ve mobilizasyon sonrasi periferik veya santral kateterler araciligiyla aferez
yontemi ile toplanir (61). Verici kani filtreleme sistemi araciligiyla CD 34" beyaz
kan hiicreleri iceren mononiikleer hiicre komponenti alinir ve geri kalan kisim ise
donore kirmizi kan hiicreleri olarak geri doner (50) Periferik kan kok hiicre toplama

icin kok hiicre sayiminin ¢oklu kez yapilmasi gerekmektedir.

Periferik kan kok hiicre kullanimiyla ilgili en biiyiik iistiinliik nétrofil ve
trombosit engrafman siirelerinin daha kisa olmasi ve bunun sonucunda enfeksiy6z
komplikasyonlarin, hastane kalim siiresinin ve transfiizyon ihtiyacinin daha az
olmasidir. Ancak toplama isleminin kendisi ve artmig GVHH riski temel

dezavantajlaridir (63).

2.4.2.3. Kordon kani

HKH’ler dogumdan hemen sonra plasentadan ayrilan umblikal kord
kaninda bulunabilir. Kordon kan1 kemik iligi veya periferik dolasima kiyasla kok
hiicreler acisindan daha zengindir ve kok hiicre nakli icin kaynak olarak

kullanilabilmektedir. Kordon kani, allojenik HKHN'de yeni bir alana yol agmustir,
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tek bir gobek kordonunun lenfo-hematopoetik sistemi tamamen yapilandirmak i¢in
yeterli kok hiicreyi igermesi, dogumda yenidogan bebege zarar vermeden
toplanabilmesi ve bu tip kok hiicrelerin saklanabilir ve kapasitelerini kaybetmeden
coziildiikten sonra hastaya nakledilebilir olmasi avantajlaridir (64). Ayrica goreceli
satin alma kolaylig1, anneler ve bebekler icin risk olmamasi, enfeksiyon bulagsma
ihtimalinin azalmasi1 da avantajlar1 arasindadir (64). Fakat kordon kani kullanilan
hastalarda miyeloid ve trombosit engrafmaninin kemik iligi kullanilan hastalara
gore daha ge¢ olmasi ve immiin yapilanmanin gecikmesi dezavantajlarindandir

(64).

2.5. Tam Kan Sayim Cihaz ve Ol¢iim Yéntemleri

Tam kan saymmi cihazlar1 1940 yilinda Wallece H. Coulter tarafindan
gelistirilmis olup patenti 1953 yilinda alinmistir. Bunun 6ncesinde hemositometre
ad1 verilen pipetler kan degerlendirmesi i¢in kullanilmaktaydi. Bu yontemle sonug
alinmasi uzun siirmekte, seyreltme islemleri ile ilgili sorunlar yasanabilmekteydi
(65). 20. yiizyilin sonu ve 21. yiizyilin baglarinda hiicre sayim teknolojisinde hizli
bir gelisme olmustur. Yeni gelismelerle daha dogru hiicre sayimlar1 ve sonuglari
elde edilmeye baglanmistir. 1960 yilinda temel olarak eritrosit, l6kosit sayisi,
hemoglobin, hematokrit gibi degerler oOl¢iilebilitken, 1970 yilinda 16kosit
hiicrelerinin 5 alt tipi de belirlenebilmis, 1990 yilinda immatiir graniilosit sayilari
saptanmaya baslanmistir. Gelisen teknoloji ile her hiicre tipi i¢in ek tanimlanabilen
ve giinliik hayatta da kullanabildigimiz yeni parametreler kullanilmaya baslanmigtir

(66).
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Tam Kan Sayimi (TKS) 6l¢timiinde ilk olarak kullanilan yontem elektriksel
empadans yOntemidir. Yeni cihazlarda ise elektiksel empedans yontemi,
radyofrekans gecirgenligi, lazer 15181 ile graniilarite sayimi gibi bir¢ok yontem es

zamanli olarak kullanilabilmektedir (67).

Elektiriksel empedans yonteminde; hiicre say1 ve voliimii diisiik frekansli
dogrudan elektriksel akim ydntemi ile dl¢iiliir. iki elektrot arasindaki delikten gegen
hiicrelerin yarattig1 elektriksel direncin olusturdugu voltaj degisikleri ile hiicre
sayis1 ve hiicre voliimii degerlendirilmis olur. Bu cihazlarda alinan kanin bir kism1
parcalanarak hemoglobin ve 16kosit sayimi yapilirken diger kismi par¢calanmadan

seyreltilerek eritrosit ve trombosit sayimi1 yapilmaktadir (67).

Diger bir yontem radyofrekans gecirgenlik yontemidir. Bu yontem hiicre i¢
yapisini, niikleus yogunlugunu, niikleus-sitoplazma oranim1 ve sitoplazmadaki
graniil yapisim yiiksek frekansh elektriksel akim yontemi ile olger. Yeni nesil
otomatik kan sayim cihazlarinda hiicrelerin say1 ve biiyiikliigii empedans yontemi
ile Olciilirken eszamanli radyofrekans sinyalleri ile hiicre i¢ yapist da

degerlendirilmis olur (67).

Argon iyon lazer ile sacilan 151k, hiicrelerin boyutunu ve Deoksiriboniikleik
asit (DNA) igerigini tespit ederek hiicre i¢ ve dis yapisinin ayrintili tanimlanmasini
saglar. Coulter cihazlarinda VCS (Hacim, Iletkenlik, Dagilim) y&ntemleri
kullanilarak 16kosit formiilii de hesaplanir. Isik sagiliminin agisina gore hiicre yapisi

tammlanir. Ornegin ag1 0° olmast ileri direkt 151k sagilimi olup hiicre boyutunu
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Olcebilirken, 7°de hiicre kompleksitesi, 90°°de yandan 151k sagilimi olup niikleer
lobularitesini, 90°’de depolarize olup sitoplazmik granularitenin ol¢iimii ile
notrofil, monosit ve lenfositlerin dl¢limii yapilir. Eozinofiller 90° a¢1 ile niikleer
lobularitesine ve 90° depolarize acida sitoplazmik granularitesine gore
noétrofillerden ayrilir(68). Bunlarin yaninda nétrofil, monosit ve eozinofiller
myeloperoksidaz boyasi ile boyanip pozitif sonug verirken lenfositler ve bazofiller
bu boya ile boyanmaz ve negatif sonug verirler. Ayrica detayl retikiilosit sayimi

icin floresans yontemi de kullanilir(67).

Yeni nesil kan sayim cihazlari, hiicrelerin ayrimi i¢in akim sitometri ve
floresansin birlikte kullanimi agisindan yeni bir yontemdir. Lokosit diferansiyel
sayim1 ile hiicrelerdeki ribozomal RNA ve DNA miktarina gore hacim, yap1 ve
floresans eszamanli olarak ol¢iilerek belirlenmekte ve immatur miyeloid hiicrelerin
Ol¢limii saglanmaktadir. Floresans yontemi ile, TKS ve WBC diferansiyel sayimi,
eritroblastlarin analizi ile zenginlestirilerek, 16kosit ve lenfosit sayimlarina olanak
saglar. Mikrositler veya biiyiik trombositler mevcut oldugunda, trombositler de bu

optik yontemle daha hassas bir sekilde sayilabilmektedir (3).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Calisma Gruplan

Hastanemiz Cocuk Hematoloji Bilim Dali’nda Ocak 2017 ile Ocak 2021
yillar1 arasinda kesitsel olarak 1-18 yas arasi toplam 72 c¢ocuktan alinmis olan
kemik iligi aspirasyonu ve tam kan sayimi 6rneklerinden calisilan yeni nesil kan

sayim parametreleri incelenmistir.

Gazi Universitesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali’nda akut 16semi tanis1 alan,
allojenik kok hiicre nakli yapilan hastalarin saglikli vericileri ve akut 16semi diginda
tan1 alan reaktif kemik iligi bulgular1 olan hastalar (immun Trombositopeni ve
aciklayanamayan sitopeniler) dahil edilirken, kronik 16semili hastalar ve kok hiicre
nakli uygulanan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir. Calisma gruplar1 taniya gore
akut 16semi (Grup 1, n=29), reaktif kemik iligi bulgular1 olan hastalar (Grup 2,
n=32), saglikli kok hiicre vericileri (Grup 3, n=11) olarak 3 grupta incelenmistir.
Ayrica Grup 1°deki hastalar 16semi alt tipine gére Grup la (n=24 ALL) ve Grup 1b
(n=5 AML) olmak {izere iki ayr1 alt grupta incelenmistir. Calismaya baslamadan
once 01.11.2021 tarihinde {iniversitemiz etik kurulundan onay alinmistir. (Onay

Kodu:52)

3.2. Calisma Parametreleri
Cocuk Hematoloji Servisi ve Kok Hiicre Transplantasyon Unitesi’ne yatist
yapilmis hastalarin iliak krestlerinden yapilan kemik iligi aspirasyon materyalinden

en az 3 ml 6rnek ile ¢alisilan tam kan sayimi 6rnekleri, 6rneklerle es zamanli alinan
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kemik iligi yaymalar1 ve periferik kan sayimlar1 degerlendirilmistir. Tiim kemik
iligi 6rnekleri K2EDTA igeren tiiplere alinmis ve alindiktan sonraki iki saat i¢inde
Sysmex-XN20 Module® (Sysmex, Kobe, Japonya) otomatik kan sayim cihazinda
analiz edilmistir. Losemi hastalarinin farkli tedavi zamanlarinda, ALL igin
0.,15.,33.,78. giinler ve idame tedavi doneminde, AML i¢in 0. ve 15. giinlere ait
kemik iligi 6rnekleri, saglikli kok hiicre vericilerinin ve reaktif kemik iligi bulgulari
olan hastalarin kemik iligi o6rnekleri hematoloji cihazi ile yapilan kan sayimi ve

kemik iligi yaymalari ile karsilastirilmastir.

Kan sayim cihazinda rutin kan sayim parametreleri [Hb, Hct, MCV, MCH,
MCHC, RDW, retikiilosit sayisi, 10kosit sayisi, ndtrofil sayisi, lenfosit sayisi,
monosit say1isi(MONO#), monosit ylizdesiMONO%), eozinofil sayisi, trombosit
sayisi] ve yeni nesil kan sayim parametreleri [HPC yiizdesi (HPC%), HPC sayis1
(HPC#), HYPO-He %, HYPER-He %, MICRO-R %, MACRO-R %, kirmiz1 kiire
hiicrelerinin Hb igerigi (RBC-He), Delta Hemoglobin (Delta-He), IRF, RPI, RET-
Hb, IG, delta nétrofil, delta lenfosit, Notrofil Graniilarite Indeksi (NEUT-GI),
Nétrofil Reaktivite Indeksi (NEUT-RI)] Sysmex XN® 2000 (Sysmex, Kobe,
Japan) cihazi ile incelenmistir. Kemik iligi yaymalar1 icin Wright-Giemsa boyasi
kullanilmistir ve 131tk mikroskobu altinda bir hematoloji uzmani tarafindan
degerlendirilmistir. Her vaka i¢in en az 200 hiicre degerlendirilmistir, yaymalarin
blast oranlart not edilmistir. Losemi grubu yas, cinsiyet, ldsemi tipi (ALL veya
AML), hastalarin steroid yaniti, relaps, MRD oranlari, sitogenetik pozitiflik,

sagkalim ve kok hiicre transplantasyonu yapilma acisindan her grup kendi
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icerisinde degerlendirilmistir. HPC say1r ve yiizdeleri morfolojik benzerlik

nedeniyle monosit say1 ve ylizdeleriyle karsilagtirilmigtir.

3.2.1. Eritrosit Seriye Ait Yeni Kan Sayim Parametreleri

Cekirdekli kirmizi kan hiicreleri (NRBC'ler), dolasimdaki immatiir
eritrositleri gosterir. Eski cihazlarda ¢ekirdekli kirmizi kiire hiicrelerinin lenfositler
ile karistirilmasina ragmen yeni cihazlarda ¢ekirdekli kirmizi kiire hiicreleri daha

net sayilabilmektedir(69).

Hemoglobin ile ilgili yeni parametreler, HYPO-He %, HYPER-He %,

MICRO-R %, MACRO-R %, RBC-He, Delta-He’dir.

HYPO-He %, kirmiz1 kiire hiicrelerinde bulunan Hb miktar1 17 pg altinda
olan hiicrelerin oranim1 gostermektedir. Retikiilosit dagilim grafiginde olgun
kirmiz1 kiire hiicrelerinin bulundugu alandaki ileri 151k sacilim sinyalini diigiik
seviyede veren hiicrelerin sayisinin, olgun kirmiz1 kiire hiicre sayisina oran ile

hesaplanmaktadir.

HYPER-He % kirmiz1 kiire hiicrelerinde bulunan Hb miktar1 49 pg’dan
yiiksek olan hiicrelerin oranin1 gostermektedir. HYPER-He % ise retikiilosit
dagilim grafiginin olgun kirmizi kiire hiicrelerinin bulundugu alandaki ileri 151k
sagilim sinyalini yiiksek seviyede veren hiicrelerin sayisinin, olgun kirmizi kiire

hiicre sayisina orani ile hesaplanmaktadir.
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MICRO-R % ve MACRO-R % ise hiicrelerin boyutuna gére mikrositik ve
makrositik hiicreler olarak tanimlanip bu hiicrelerin oranmin total kirmizi kiire
hiicrelerine orani ile yeni cihazlarda hesaplanan degerlerdir. MICRO-R % 60 fL
altindaki kirmizi kiire hiicrelerin orani, MACRO-R % ise 120 fL tizerindeki kirmizi

kiire hiicrelerinin oranidir.

Delta-He ise RET-Hb’den RBC-He’nin ¢ikartilmasi ile hesaplanmaktadir.
Yiiksek degerleri artmis eritropoetik aktivite oldugunu gosterirken, diisiik degerleri

baskilanmis eritropoeze isaret etmektedir.

3.2.2. Retikiilosit Seriye Ait Yeni Kan Sayim Parametreleri
Retikiilosit seri ig¢in retikiilosit sayr ve ylizdesi disinda cihazlardaki

gelismelerle birlikte IRF, RET-Hb, RPI da son yillarda kullanima girmistir.

Retikiilosit parametreleri degerlendirilirken hiicredeki Riboniikleik asit
(RNA) igerigini gosteren niikleik asit boyasi olan oksazine 750 kullanilmaktadir.
Kirmiz1 kiire hiicreleri RNA igermedikleri i¢in boya tutulumu izlenmez,
retikiilositlerde belirgin boya tutulumu izlenmektedir. Retikiilositler olgunlasma
evrelerine ve floresans yogunluguna gore 3 alt grupta incelenmektedir. Bu hiicreler
diisiik, orta ve yiiksek floresansa gore sirasiyla Diisiik Floresans Retikiilosit (LFR),
Orta Florerans Retikiilosit (MFR), Yiiksek Floresan Retikiilosit (HFR) olarak
siiflandirilir. LFR, az miktarda RNA igerir ve olgun retikiilositleri gosterir. MFR,
LFR’ye gore daha fazla RNA igerir ve orta maturasyondaki retikiilositleri gosterir.

HFR’de ise yiiksek miktarda RNA olup, immatiir retikiilositleri gosterir. Orta ve
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diisiik floresansl retikiilositlerin toplaminin yiizdesi ise IRF olarak adlandirilmistir
(70). IRF> %5 hemopoetik iyilesme i¢in gilivenilir bir belirteg olarak

degerlendirilmektedir (70).

RET-Hb retikiilosit icerisindeki hemoglobin igerigini  gdsterir.
Retikiilositlerin omiirleri yaklasik 2-4 giin olmas1 nedeniyle RET-Hb gelismekte
olan kirmizi kiire hiicrelerindeki hemoglobin oranini daha ¢ok gostermektedir. RPI,
normal kisilerde 0,1 olarak bulunmustur. RPI>2 eritropoezdeki artis1 gostermekte

iken, RPI<2 eritropoezdeki baskilanmay1 gostermektedir(69).

3.2.3. Lokosit Seriye Ait Yeni Kan Sayim Parametreleri

Rutin olarak cihazlarda I6kosit seri ile ilgili olarak l6kosit sayis1 ve alt hiicre
gruplar1 hesaplanabilmektedir. Bu ol¢timler 16kositler, graniiler hiicreler (notrofil,
eozinofil, bazofil) ve agraniiler hiicrelerden (lenfosit ve monosit) olusmaktadir.
Notrofiller periferik kanda 3-5 loblu olarak bulunan graniiler hiicrelerden olusurken
eozinofiller periferik kanda 2 loblu olarak bulunan pembe graniillii hiicrelerdir.
Bazofiller ise periferik kanda goriilen c¢ekirdekli bazofilik graniillii hiicrelerdir.
Agrantiler hiicreler olan lenfosit ve monositler ise periferik kanda ¢ekirdekli olarak

goriiliirler. Monositler bilyiik boyutlu iken lenfositler kiiciik hiicrelerdir(68).

Yeni kan sayimi cihazlarinda 16kosit seri hiicreleri dagilim grafigindeki
pozisyonlar1 ve sekilleri sayesinde farkli hiicre kiimeleri olarak ayrilmaktadirlar. Bu
0zellik sayesinde Immatur Granulosit (IG) miktar1 say1r ve ylizde olarak

Olciilebilmektedir. Hiicre membrani 6zel bir reaktif madde ile parcalamakta ve
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sonrasinda hiicre ici DNA ve RNA floresan bir boya ile isaretlenmektedir. Daha
fazla RNA icermesi nedeniyle immatur hiicreler daha fazla floresan sinyali
gostermektedir (71). Sepsisli hastalarda immatur granulosit (IG) oraninin %2
altinda bulunmasi sepsisi %90 oraninda diglayabilmektedir. Bu da IG

parametresinin sepsis i¢in dnemli bir belirte¢ olduguna isaret etmektedir (72).

Enfeksiyon, inflamasyon durumlarinin yam sira IG ve 1G%, fonksiyonel
demir eksikligini ongoérmede de oldukca hassas ve spesifik bir belirte¢ olarak

degerlendirilmistir (73).

3.24. Yeni Nesil Kan Saymm Cihazindaki Gelismeler ve Hematopoetik

Progenitor Cell (HPC) Parametresi

Yeni nesil kan sayim cihazinda, kemik iligindeki immatur hiicrelerin
tanimlandig1 HPC adli bir mod gelistirilmistir. Bu modda kemik iligindeki immatur
cekirdek ve sitoplazma yapisina sahip Onciil hiicrelerin 6l¢limii yapilmaktadir.
Hematoloji analizorii Sysmex-XN serisinde gelistirilen HPC modu, optik sistem ve
0zel reaktifler (WPC reaktifleri) kullanarak hematopoetik progenitor kok hiicrelerin
sayimint gerceklestirmektedir. Bu seride kok hiicreler morfolojik, optik ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore diger beyaz kan hiicrelerinden ayirt edilebilir. Yeni
nesil kan sayim cihazlar1 kok hiicre sayimi teknolojisi, on isleme ve yikama
olmadan, yalmizca 190 pL periferik kan veya aferez {riinii kullanilarak
yapilmaktadir. Ortalama dort dakika iginde total hematopoetik progenitdr hiicre
sayis1 (HPC #) ve toplam beyaz kan hiicrelerine oran1 (HPC %) olarak rapor

edilebilmektedir(74).

40



Cihaz iki temel yontem ile calismaktadir. 1) Elektriksel yontem: diisiik
frekansli direkt akim ile olusan impedans 6l¢iilerek hiicre voliimii hakkinda bilgi
verir. Yiiksek frekansh alterne akim (radyofrekans) ile olugan impedans 6lgiilerek
hiicre yapis1 ve dansitesi hakkinda bilgi verir. 2) Optik yontem: Isik kaynaginin
orijini yar1 iletken lazer 1sinidir. Hiicreler 3 yéntemle ayrilir. 1. Ileri 151k sacilimi
(0’) ile hiicre boyutunun, 2.Yana 1s1k sacilimi (90’) ile hiicre graniilaritesinin,
3.fluorescent emission fluorochrome (polymethine) ile hiicre icindeki anstabil

komplekslerin (ribosomal RNA and DNA) taninmasini saglar(3).

Yeni nesil kan sayim cihazinin ‘Immatur Miyeloid Information’ kanalinda
kullanilan spesifik reaktifler ile eritrosit ve trombosit membrani zarar gorerek
kiigiiliir ve hayalet hiicreye doniislir. Ayrica matiir l6kositlerin membran yag
iceriginin immatur hiicrelere gore fazla olmasi nedeniyle spesifik reaktif maddeler
bu hiicreleri de zedeleyerek hayalet hiicre boliimiinde yer almasini saglamaktadir.
Boylece grafikte immatur ve matiir hiicre ayrimi saglanmis olur. Yine immatur
hiicreler kemik iligi yaymasindaki, myeloblast, promyelosit ve myelositle orantili,
immatur graniilositler (IG) ise myelosit+metamyelosit ve band hiicreleri ile orantili
bulunmustur. Son yillarda HPC de immatur ve matiir hiicre ayriminda

kullanilmaktadir (75).

Floresans prensibi ile 6zel lizis reaktifleri ve White Blood Precursor Cell
(WPC) kanali kullanilarak ol¢lim saglanir. Hiicre floresan yogunlugu, WPC
reaktifine kars1 hiicre membran gec¢irgenligine baglidir. Kok hiicrelerin direkt 151k

sacilimi, yandan 151k sa¢ilimi ve yandan floresan 151k sinyalleri ile ayrimi saglanir.
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WPC parcgalayic1 reaktif bir yiizey aktif madde igerir. Lipid tlireten kiiciik
gbzenekleri ¢dzerek hiicre zarini deler. Ikinci bir reaktif olan WPC floresan boya,
membran gdzeneklerinden girer ve niikleer igerige baglanir. Hiicreye ne kadar ¢ok
floresan boya girerse, floresan sinyal o kadar giiclii olur. Blastlar ve kok hiicreler
membranlarinin  diistik lipit bilesimi nedeniyle WPC reaktifi tarafindan
permeabilizasyona direnglidir, bu nedenle orta Direkt Isik Sa¢ilimi (FSC), diisiik
Yandan Isik Sacilimi (SSC) ve diisiik Yandan Floresan Isik Sinyalleri (SFL)
verir(74). Buna karsilik malign lenfositler, hiicre zarinda daha yiiksek oranda lipid
igerir. Bu nedenle yiiksek permeabilizasyon ve floresan sinyalleri olusmaktadir.
Ayrica bu hiicreler hizli proliferasyon 6zellikleri nedeniyle daha belirgin DNA'ya
sahiptirler, bu durum yiiksek SFL go6stermelerine neden olur. Membran lipid
bilesimindeki farkliliklar nedeniyle malign hiicrelerin saglikli hiicrelerden ve
immatur hiicrelerin matiir hiicrelerden ayrimi saglanmaktadir. Bu 151k sacilim
ozellikleri incelenerek cihazin WPC kanali, ornekleri "Blastlar?", "Anormal
lenfositler?"(siipheli malign), "Atipik lenfositler?"(siipheli reaktif) veya
"[saretleme Yok" olmak iizere dort tammli kategoriden birine smiflar. WPC
kanalinin kullanilmasi, hiicrelerin tekrar degerlendirilmesiyle olas1 yanlis
isaretleme durumunda isaretin kaldirilmasini, blast, anormal veya atipik lenfositler

arasinda ayrim yapilabilmesini saglar(1).

Diferansiyel tam kan sayimmi, Beyaz Hiicre Diferansiyel Sayimi (WDF)
kanal1 (nétrofiller, lenfositler, eozinofiller ve olgunlasmamis graniilositler), WNR

kanali (bazofiller, cekirdekli kirmizi kan hiicreleri) ve WPC kanal1 (eritrosit
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onciilleri hari¢ miyeloid hiicre sayilari, graniilosit sayilari) kombinasyonlari
kullanilarak olusturulur(76). Lizis ve floresans reaktifleri kullanilarak hiicrelerin
151k sacilimlarina gére ayrimlarinin yapilmas: saglanir. WDF kanalinda 16kosit
diferansiyasyonu, blast, anormal lenfositler ve atipik lenfositlerin isaretlemesi
yapilir. Fakat atipik lenfositlerin de artmus floresans gostermesi nedeniyle her
zaman malign lenfositlerden ayirt edilememektedir; bu nedenle birlesik
"Blastlar/Anormal lenfositler?" + "Atipik lenfositler?" isaretlemesi goriilmektedir
(1). Bu hiicrelerin ayrim igin periferik yayma incelemesi yapmak ya da WPC

kanalinda tekrar degerlendirme gerekmektedir.

WDF kanali ile birlikte WPC kanalinin kullanimi hiicre tanimlanmasinin
hassasiyetini  arttirmaktadir. WPC kanalinda, WPC reaktifi 16kositlerin
membranindaki lipitleri ¢ézer ve sonrasinda 6zel bir floresan boyanin hiicrelere
niifuz etmesiyle hiicre DNA'lar1 boyanir. Bu boyanma farklilig1 blastlarin, anormal
lenfositlerin ve normal 16kositlerin ayrimini ve tanimlanmasini saglar. Numuneye
WPC analizi yapilmasi 6nceden secilebilir veya otomatik bir refleks test olarak
gergeklestirilebilir. Bu refleks test WDF kanalindan gelen "Blast/Anormal
lenfositler?”” birlesik isaretinin varligiyla tetiklenir. WPC analizi sonrasi, 'Blast?'
veya 'Abn lympho?' isaretlemesi yapilabilir veya ilk uyarmin kaldirilmasi

saglanabilir(71).

3.3. Istatistiksel Analiz
Veriler SPSS.25.0 programinda analiz edildi. Degiskenlerin normal dagilip

dagilmadigimi degerlendirmek amaciyla Kolmogrov-Smirnov testi uygulandi.
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Normal dagilan sayisal veriler icin ortalama ve standart sapma degerleri
kullanilirken normal dagilmayan sayisal veriler i¢cin medyan ve g¢eyrekler arasi
minimum-maksimum aralik kullanildi. Kategorik verilerin tanimlanmasinda
sayisal ve ylizde degerler hesaplandi. Kategorik veriler Ki-kare testi ile
karsilagtirildi. Bagimsiz sayisal degiskenler normal dagiliyorsa Student-t testi,
normal dagilmayanlar ise Mann-Whitney U testi kullanilarak analiz edildi. Bagimli
sayisal degiskenler i¢in Wilcoxon testiyle karsilastirma yapildi. Degiskenler arasi
iliski veriler normal dagilmiyorsa Spearman korelasyon testi ile normal dagiliyorsa

Pearson korelasyon testi ile analiz edildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edildi.

44



4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Calismaya toplam 72 cocuk dahil edildi. Cocuklarin %40,3 (n=29)’linii
16semi hastalar1 (Grup 1), %44,4 (n=32)’linii reaktif hastaliklar (Grup 2), %15,3
(n=11)"lnil saglikli kok hiicre vericileri (Grup 3) olusturmaktaydi. Bu hastalarin
%41,6 (n=30)’s1 ki1z cinsiyet, %58,4 (n=42) erkek cinsiyetti. Losemi hastalarinin
%41,4(n=12)" iU kiz, %58,6(n=17)’s1 erkek cinsiyetti. Reaktif hastalarin
%43.,8(n=14)’1 kiz, %56,2(n=18) erkek cinsiyetti. Saglikl1 kok hiicre vericilerinin
%36,4(n=4)’1 kiz, %63,6 (n=7) erkek cinsiyetti. Calismamizdaki ¢ocuklarin %38,8
(n=28)’1 5 yas altinda, %26,3 (n=19)’1 5-10 yas arasi, %34.,9 (n=25)"u 10-18 yas
arasindaydi. Losemi hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda yas ve cinsiyet
acisindan anlaml fark bulunmadi (p>0.05). Lésemi hastalarinin %82,7 (n=24)’si

ALL tipi (Grup 1a), %17,3 (n=5) *ii AML (Grup 1b) tipi idi (Tablo 2).

Losemi hastalarinin = %100 (n=29)’tinde ilk tamida kemik iligi
aspirasyonunda silme blast mevcuttu. Hastalarin tedavilerinin 15. giliniinde yapilan
kemik iligi aspirasyonlarinda ALL hastalarinin %58,3(n=14)’tinde M1, %29,2
(n=7)’sinde M2, %12,5 (n= 3)’unda M3 kemik iligi bulgular1 mevcuttu, AML
hastalarinin ise %20(n=1)’sinde M1, %40(n=2)sinde M2, %40(n=2)’sinde M3
kemik iligi bulgular1 mevcuttu. Hastalarin tedavilerinin 33. giiniinde yapilan kemik
iligi aspirasyonlarinda ALL hastalarinin %79,2 (n=19)’sinde M1, %20,8 (n=5)’inde
M2 kemik iligi bulgulart mevcuttu, AML hastalariin ise %60(n=3)’inda M1,

%40(n=2)’1nda M2 kemik iligi bulgular1 mevcuttu. Tedavinin 33. giiniinde M3
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kemik iligi bulgular1 olan hasta bulunmamaktaydi. ALL hastalarinin tedavilerinin 78.
giiniinde hastalarin %79,2 (n=19)’sinin M1 kemik iligi bulgular1, %20,8 (n=5)’inin M2
kemik iligi bulgulart mevcuttu, M3 kemik iligi bulgular1 olan hasta bulunmamaktaydi.
Losemi hastalarinin %31 (n=9)’inde hastalik relapsi1 gerceklesti, %69 (n=20)’unda
hastalik relaps1 gerceklesmedi. Hastalik relaps: gergeklesen ve steroid yaniti olmayan
hastalara, toplam losemi hastalariin %41,3(n=12)’tine kok hiicre transplantasyonu
yapildi, kalan %58,7 (n=17) hastaya kok hiicre transplantasyonu yapilmadi. Losemi
hastalarinin tedavileri %93,1(n=27)’1 kiir ile sonuglandi, hastalarin %6,9(n=2)’u
kaybedildi. Reaktif hastaliklarm %75(n=24)’ini Immiin Trombositopeni (ITP) ve %25
(n=8)’ini aciklanamayan sitopeniler olusturdu. ALL hastalarinin %90(n=18)’1 MRD
pozitif, %10(n=2)’u MRD negatif idi. ALL hastalarinin %72,4(n=21)’ii remisyon
indiiksiyon tedavisinin 8.giin kortikosteroid yanitt var, %27,6 (n=8)’sinin
kortikosteroid yanitt yok olarak degerlendirildi. Losemi hastalarinin sitogenetik
belirtegleri incelendiginde ALL hastalarmin, %91,7(n=22)’si t(1,19) pozitif, tim
16semi hastalarinin %17,9(n=5)"u t(9,22) pozitif, ALL hastalarinin %16,7(n=4)’si
t(12,21) pozitif, t(8,21) ve inv 16 ¢alisilan n=5 AML, n=1 ALL olmak iizere toplam 6
hastadan %50(n=3)’s1t(8,21) pozitif, %100(n=6)’li inv 16 negatifidi. FL T -3 mutasyon
analizi ¢alisilan n=2 AML, n=3 ALL olmak iizere toplam 5 hastanin tamami1 FLT-3
negatif saptandi. AML-1 ETO flizyon geni analizi n=1 AML hastasinda ¢alisild1 ve

pozitif sonuclandi. ALL hastalarinin tamami (n=24) t(4,11) negatif idi(Tablo 3).
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Tablo 2. Demografik ozellikler

Degiskenler-Losemi (n=29) n %
Cinsiyet Kiz 12 %41,4
Erkek 17 %358,6
Yas <5 yag 11 %37,9
5-10 yas 3 %217,5
10-18 yas 10 %34,6
Losemi Tipi ALL 24 %96
AML 5 %4
Nakil Durumu Var 12 %41,3
Yok 17 %358,7
Sagkalim Var 27 %93,1
Yok 2 %6,9
Relaps Durumu Var 9 %31
Yok 20 %69
Kortikosteroid Yaniti Var 21 %72,4
Yok 8 %27,6
MRD Var 18 %90
Yok 2 %10
Tedavi 15. giin
Kemik iligi Blast Orani ALL MIl 14 %58,3
M2 7 %29,2
M3 3 %12,5
AML M1 1 %20
M2 2 %40
M3 2 %40
Tedavi 33. Giin
Kemik iligi Blast Orani ALL Ml 19 %79,2
M2 5 %20,8
M3 0 %0
AML Ml 3 %60
M2 2 %40
M3 0 %0
Tedavi 78. Giin
Kemik iligi Blast Orani ALL Ml 19 %79,2
M2 5 %20,8
M3 0 %0
Degiskenler-Reaktif (n=32) n %
Cinsiyet Kiz 14 %43,8
Erkek 18 %56,2
Yas <5 yas 15 46,8
5-10 yas 4 %12,5
10-18 yas 13 %40,7
Tani ITP 24 %75,0
As;lklangmayan 3 %25
Sitopeniler
Degiskenler-Saghkh (n=11) n %
Cinsiyet Kiz 4 %36,4
Erkek 7 %063,6
Yas <5 yas 2 %18,1
5-10 yas 7 %63,8
10-18 yas 2 %18,1
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Tablo 3. Losemi hastalari sitogenetik incelemesi

Sitogenetik
t(4;11) (n:24)
Pozitif -
Negatif 24 (%100)
t (9,22) (n:28)
Pozitif 5(%17.9)
Negatif 23 (%82.1)
t (1,19) (n:24)
Pozitif 2 (%8.3)
Negatif 22 (%91.7)
t (8,21) (n:6)
Pozitif 3 (%50)
Negatif 3 (%50)
t (12,21) (n:24)
Pozitif 4 (%16.7)
Negatif 20 (%83.3)
t (15,17) (n:6)
Pozitif 2 (%33.3)
Negatif 4 (%66.7)
inv 16 (n:6)
Pozitif -
Negatif 6 (%100)
FLT-3 (n:5)
Pozitif -
Negatif 5 (%100)
AML-1 ETO (n:1)
Pozitif 1 (%100)
Negatif -
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4.2. Gruplar Aras1 Ik Kemik 1ligi Orneklerinde HPC ve Monosit

Degerlendirilmesi

Tablo 4. Gruplar Arasi Ik Kemik iligi Orneginde HPC %, HPC#, MONO# ve MONO %

Karsilastirilmasi
(n:72) Gruplar
Ort+SS . . . -
Median L‘(’;‘?z“;l)'l R?I?f;g‘z Sa(il,lﬁlf Grupl-2 | Grupl-3 | Grup2-3
(Min-Max) ’ ’ ’
2.4+1.2 0.3+0.04 0.5+0.05
HPC % 0.giin 0.71 0.25 0.52 0.0001 0.15 0.006
(0.02-34.29) (0.03-0.95) (0.19-0.71)
1.5+0.9 0.1£0.02 0.2+0.08
HPC # 0.giin 0.1 0.09 0.12 0.33 0.71 0.58
(0.0-26.22) (0.0-0.38) (0.0-1.01)
16.9+3.3 2.9+0.6 5.243.9
MONO # 0.giin 12.10 1.79 0.97 0.0001 0.04 0.36
(0.96-62.17) (0.26-17.46) | (0.40-44.30)
30.842.9 7.4+0.6 8.242.2
0,
34?11:0 D 30.40 6.75 5.50 0.0001 0.0001 0.62
£ (4.70-71.0) (2.0-15.6) (4.0-29.6)

Grup 1’deki 16semi hastalarinin 0. Giin monosit sayilar1 ve yiizdeleri Grup
2 ve 3’teki reaktif kemik iligi olan hastalar ve saglikli gruba gore anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0.05) Monosit say1 ve yiizdelerinde Grup 2’deki reaktif kemik iligi
bulgular1 olan hastalar ile Grup 3’teki saglikli bireyler arasinda anlamli fark
bulunmamuistir. Grup 1’deki 16semi hastalarinin 0.giin HPC% degerleri Grup 2’deki
reaktif kemik iligi bulgular1 olan hastalara gore anlamli ytiiksek, Grup 2’deki reaktif
kemik 1iligi bulgular1 olan hastalarin ise HPC% degerleri Grup 3’teki saglikli
kontrollere goére anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05) Grup 1 ve Grup 3’ teki
hastalar arasinda HPC % degerleri arasinda anlamli fark bulunmamistir. Grup 1, 2
ve 3 arasinda 0. Giin HPC# degerlerinde anlamli fark bulunmamustir (p>0.05)

(Tablo 4).
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4.3. ALL Hastalarinda Tedavi Giinlerine Gore HPC ve Monosit Korelasyonu

Tablo 5. ALL Hastalarinda HPC% ile MONO% ve HPC # ile MONO# Degerlerinin Tedavi
Giinlerine Gore Korelasyonu

n=24 T P
. MONO#- HPCH# 0.482 0.0001
.gun
g HPC % -MONO% 0517 0.0001
S MONO#- HPCH# 0.680 0.001
.gun
g HPC% -MONO% 0.480 0.009
] MONO#- HPC # 0.886 0.0001
33.giin
HPC% -MONO% 0519 0.009
] MONO#- HPCH# 0.945 0.0001
78.giin
HPC % -MONO% 0.260 0.22

Grup 1’deki ALL hastalarinda HPC ve monosit say1 ve ylizdeleri arasindaki
iliskinin degerlendirilmesinde MONO#- HPC# ve MONO%-HPC% arasinda 0.,
15. ve 33. giinlerde istatistiksel anlamli iliski saptanmistir (p<0.05). 78. giin
degerlendirmesinde ise MONO#-HPC# arasinda anlamli iliski saptanmigtir
(p<0.05). 78. giin degerlendirmesinde MONO%- HPC% arasinda istatistiksel
anlaml iligki tespit edilememistir (p>0.05). Grup 1°deki ALL hastalarinda 33. giin
ve 78. giin degerlendirmesinde MONO#-HPC# arasinda giiclii diizeyde iliski
(r33=0.886, 178=0.945) bulunurken, 0.giin ve 15. giin MONO#-HPC# arasinda orta
diizeyle pozitif yonlii iligski (10=0.482, ri15=0.680) saptanmistir (p<0.05) HPC%-
MONO % igin 0.,15. Ve 33. giin orta diizeyde pozitif yonli iliski (ro=0.517,
r15=0.480, 133=0.519) saptanirken (p<0.05), 78. giin degerlendirmesinde diisiik

diizeyde iliski (r78=0.260) saptanmustir (p>0.05) (Tablo 5) (Sekil 3,4,5,6,7,8,9)
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4.4. ALL Hastalarinda Tedavi Giinlerine Gore HPC ve Monosit Karsilastirilmasi

Tablo 6. ALL Hastalarinda Tedavi Giinlerine Gére HPC %, HPC #, MONO# ve MONO% Karsilastirilmasi

(N:24) GUNLER P
ORT=SS
MEDIAN 0.giin 15.giin 33.giin 78.giin 0-15 0-33 0-78 15-33 15-78 33-78
(MIN-MAX)
2.4+1.2 0.4+0.06 0.6+0.2 0.5+0.09
HPC % 0.71 0.22 0.30 0.39 0.003 0.01 0.001 0.69 0.07 0.90
(0.02-34.29) (0.03-1.39) (0.0-5.0) (0.10-2.31)
1.5+0.9 0.06+0.03 0.07+0.03 0.1£006
HPC # 0.1 0.01 0.03 0.0 0.001 0.001 0.03 0.06 0.0001 0.08
(0.0-26.22) (0.0-0.8) (0.0-0.92) (0.0-1.22)
16.9+3.3 1.3+0.4 1.9+0.6 49424
MONO# 12.10 0.32 1.20 1.7 0.001 0.001 0.03 0.06 0.0001 0.06
(0.96-62.17) (0.01-9.91) (0.0-12.06) | (0.02—-64.03)
30.8+2.9 11.6+2.4 10.9+1.6 13.5+1.6
MONO% 30.40 6.3 7.60 11.6 0.0001 0.0001 0.0001 0.96 0.26 0.14
(4.70-71.0) (1.50-59.20) (0.0-33.10) | (1.70-41.40)




Grup 1’deki ALL hastalarinda tedavi gilinlerine gore yapilan
degerlendirmede 0.giin HPC %, HPC #, MONO% ve MONO# ortalama degerleri,
15.,33. Ve 78. glin HPC%, HPC #, MONO% ve MONO# ortalama degerlerine gore
anlamli yiliksek bulunmustur (p<0.05). 15.glin HPC# ve MONO# ortalama
degerleri, 78. Gline gore anlamli diisiik bulunurken (p<0.05), ayn1 tedavi giinlerinde
HPC% ve MONOY% ortalama degerlerinde anlamli fark goriillmemistir (p>0.05)
Ortalama HPC%, HPC#, MONO% ve MONO# i¢in 15.giin-33. giin ve 33. giin- 78.
giin aras1 degerlendirmede anlamli fark bulunmamaktadir (P>0.05). (Tablo 6) (Sekil

1,2)

&I Monostt sayisi
40,004 @ monostt (%)

30,00

Ortalama degerler

0. gln 15. gin 33.gun 78.gun

Sekil 1. Tedavi giinlerine gore MONO% ve MONO# ortalamalari
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4.5. ALL Hastalar1 ile Saghkh Kontroller Arasinda Ik Kemik iligi

Degerlendirmesinde HPC ve Monosit Karsilastirilmasi

Tablo 7. ALL Hastalar ve Saghkli Cocuklarin Ik Kemik ligi Degerlendirmesinde HPC %,
HPC #, MONO# ve MONO% Ortalamalarimin Karsilastirilmasi

Gruplar
Ort=SS ALL Saghikli
Median (Min-Max) (n:24) (n:11) P
1.4+0.3 0.5+0.05
o
HPC % 0.giin 0.75 (0.02-6.27) 0.52 (0.19-0.71) 0.04
) 16.7+3.7 50439
MONO# 0.giin 13.20 (0.96-62.17) 0.97 (0.40-44.30) 0.001
31.842.9 82422
y, ¥
- e 31.60 (6.90-71.0) 5.5 (4.00-29.60) 0.0001
) 0.7+0.3 0.240.08
HPC# 0.giin 0.14 (0.007-6.08) 0.12 (0.0-1.01) 0.46

Grup 1’deki ALL hastalarinda HPC% ortanca degeri 0.giinde 0.75, HPC#
ortanca degeri 0. Giinde 0,14 olarak goriilmiistii. ALL hastalarinda MONO %
ortanca degeri 0. Gilinde 31,6 goriiliirken, MONO# ortanca degeri 13,2 olarak
goriilmiistiir. Grup 3’teki saglikli cocuklarda HPC% 0. Giin ortanca degeri 0,52,
HPC# 0. Giin ortanca degeri 0,12, MONQO% ortanca degeri 5,5, MONO# ortanca
degeri 0,97 olarak goriilmiistiir. 0. Giinde, HPC %, MONO% ve MONO# degerleri
Grupl’deki ALL hastalarinda aymi giinde Grup 3’teki saglikli ¢ocuklara gore
anlamli yliksek bulunmustur (p<0.05). Grup 1’deki ALL hastalarinda HPC# degeri
Grup 3’teki saglikli ¢ocuklarla karsilastirildiginda anlamli fark saptanmamuistir

(p>0.05). (Tablo 7)
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4.6. ALL ve AML Hastalarimin Tedavi Giinlerine Gore HPC Karsilastirmasi

Tablo 8. ALL ve AML Hastalarinin 0.giin, 15.giin ve idame Tedavi Altinda HPC % ve HPC #
Ortalamalarinin Karsilastirilmasi

Losemi

Ort+SS ALL AML

Median (Min-Max) (n:24) (n:5) P
HPC % 0.giin 0.75 1('(?, 3(2);36.27) 0.37 (76.10i26§§4.29) 007
HPC % 15.giin 0.22%?&%.39) 0.55(2'(;‘.32‘—10-87) 0.7
Idame HPC % 0.260(33(;%.98) 0.1 10(?)?(293-55) 021
HPC # 0.giin 0.14 ?(5.7;0%36.08) 0.6 (56.3322.22) 004
HPC # 15.giin 0.001.(2?)?)0;8.380) 0.0% 1(82(18-635) ¢
[dame HPC # 0.002'(23?)0_'8_122) 0'02 '?5 ﬁ(l)'_%li 10) 0.93

Grup la ‘daki ALL hastalarinda HPC% ve HPC# degeri en yiiksek 0.gilinde
gortiliirken, en diisiik 15. giinde goriilmiistiir. Grup 1b’deki AML hastalarinda ise
HPC% degeri en yiiksek 15. giinde, HPC# degeri ise en yiikksek 0. giinde
goriilmiistiir. Grup 1b’deki AML hastalarinin 0.gtin HPC# degeri, Grup 1a’daki
ALL tanmili hastalara gore anlaml yiliksek bulunmustur (p<0.05). 0. giin HPC%
degerinde her iki grup arasinda anlamli fark saptanmamistir(p>0.05). 15. giin HPC
% ve HPC # degerleri arasinda Grup la ve Grup 1b arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamistir (p>0.05). (Tablo 8).
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6S

4.7. ALL Hastalarimin Relaps Durumlarina Gore HPC ve Monosit Karsilastirmasi

Tablo 9. ALL Hastalarinda Farklh Zaman Dilimlerinde Relaps Durumlarina Gére HPC %, HPC #, MONO# ve MONO % Ortalamalariin Karsilastirilmasi

(n:24) 0.glin 15.gilin 33.giin 78.giin
Ort=SS Relaps Relaps Relaps Relaps Yok Relaps Relaps Yok Relaps Relaps Yok
Var Yok p Var (n:16) p Var (n:16) p Var (n:16) p
(n:8) (n:16) (n:8) ) (n:8) ) (n:8) )
HPC % 1.9+£0.8 1.2¢0.3 | 092 | 0.6+0.2 0.3+0.06 0.02 0.9+0.6 0.5+0.1 0.33 | 0.7£0.3 0.4+0.05 0.56
HPC # 0.9+0.7 0.6£0.3 | 0.64 | 0.1£0.09 | 0.07+0.001 0.10 0.2+1 0.03+0.007 | 0.06 | 0.3+0.1 0.06+0.009 | 0.11
MONO# | 9.8+6.4 20.1+4.4 | 0.19 1.1£0.5 0.6+0.1 0.54 2.5t1.4 1.2+0.4 0.45 | 11.6+7.8 2.1+0.4 0.83
MONO% | 26.9+6.8 | 34.2+2.8 | 0.13 | 15.847.4 10.4+£2.2 0.73 11.843.4 12.842.5 0.77 | 14.1£3.5 13.09+£2.2 0.68




Relaps olan hastalar ile relaps olmayan hastalar degerlendirildiginde tan
aninda bakilan HPC#, HPC%, MONO# ve MONO % degerlerinde gruplar arasinda
anlaml fark saptanmamustir. Tedavinin 15. giiniinde relaps olan hastalarin HPC%
degerleri relaps olmayan hastalara gore anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05).
HPC#, MONO# ve MONOY% ortalama degerlerinde ise tedavinin 15. gilinii
degerlendirmesinde hastalik relaps1 i¢in anlamli yiikseklik saptanmamustir.
Tedavinin 33. Ve 78. giiniinde ortalama HPC%, HPC#, MONO% ve MONO#
degerlendirmesinde hastalik relapsi i¢cin anlamli yiikseklik saptanmamuistir (p>0.05)
Relaps hastalarinin 15. giin ortalama MRD degeri ve HPC % ortalama degeri relaps

olmayanlara gére anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). (Tablo 9).

Tablo 10. ALL Hastalarinin Relaps ve Oliim Durumuna Gére 15.giin MRD, HPC % ve HPC#
Degerlerinin Tedavi Giinlerine Gore Karsilastirilmasi

Relaps ve Oliim
Ort=55 (X;r) (:1(:?1;) P

15.giin | MRD say1 3.0£1.4 0.5+0.2 0.02

0.giin HPC (%) 2.7+1.7 1.840.8 0.72

HPC # 0.8+0.2 1.8+0.3 0.63

15.giin HPC (%) 0.6+0.1 0.3£0.06 0.03

HPC # 0.1+0.08 0.03+0.01 0.10

33.giin HPC (%) 0.9+0.5 0.4+0.1 0.24

HPC # 0.2+0.1 0.03+0.007 0.06

. HPC (%) 0.7+0.2 0.4+0.05 0.16
78.giin

HPC # 0.320.1 0.06+0.01 0.02

Relaps olan ve kaybedilen hastalarda 15. giin MRD, 15. HPC% ve 78. giin
HPC# ortalama degerleri, relaps olmayan ve sag kalan hastalara gére anlaml

yliksek bulunmustur (p<0.05). 0. giin ve 33. giin HPC# ve HPC% ortalama
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degerlerinde relaps ve 6liim agisindan anlamli yiikseklik saptanmamaigtir (p>0.05.

(Tablo 10)

4.8. ALL Hastalarimin Sitogenetik Bozukluklarina Gore HPC ve Monosit

Karsilastirilmasi

Tablo 11. Tedavi Giinlerine Gore Sitogenetik Incelemelerin HPC %, HPC #, MONO# ve
MONO% Ortalamalari ile Karsilastirilmasi

Sitogenetik Bozukluk

Parametre P(c1)1219t)1 j I\(Igiast;f P

HPC 9% 0.giin 1.4+0.4 1.5+0.5 0.89
HPC % 15.giin 0.3+0.04 0.4+0.1 0.23
HPC % 33.glin 0.3£0.06 0.9£0.3 0.19
HPC % 78.glin 0.3+0.06 0.6%0.1 0.18
HPC # 0.giin 0.6+0.3 0.8+0.4 0.79
HPC # 15.giin 0.03+0.01 0.06+0.05 0.59
HPC # 33.giin 0.1£0.1 0.05+0.02 0.41
HPC # 78.giin 0.1+0.07 0.2+0.07 0.69
MONO% 0.glin 38.3£5.6 27.9£2.9 0.09
MONO% 15.giin 18.9+6.1 8.2+£2.2 0.07
MONO% 33.giin 7.2+1.2 15.6+£2.8 0.06
MONOY% 78.giin 8.9£1.5 16.0£2.6 0.06
MONO# 0.giin 18.7£6.3 15.5+4.6 0.68
MONO#15.giin 0.7+0.2 0.8+0.3 0.80
MONO# 33.giin 2.1£1.2 1.4+0.3 0.48
MONO#78.glin 3.5+£2.1 6.3+4.1 0.63
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Tablo 12. Sitogenetik incelemelere Goére HPC %, HPC #, MONO# ve MONO%
Ortalamalarimin Karsilastirilmasi

Sitogenetik Bozukluk
. OrtiSS Pozitif Negatif P
Median (Min-Max) (n:13) (n:16)
HPC % 0.giin 3.6£2.6 1.4+0.5 0.35
HPC # 0.gilin 2.442.0 0.7+£0.4 0.36
MONO% 0.giin 35.1£5.3 27.242.9 0.57
MONO# 0.giin 19.1£5.3 15.2+4.3 0.18

HPC %, HPC#, MONO# ve MONO% degerleri arasinda 0.,15.,33. Ve 78.

glinlerde sitogenetik pozitiflik veya negatiflik acgisindan

saptanmamustir (p>0.05) (Tablo 11,12)
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5. TARTISMA

Literatiirde HPC’nin 16semi hastalarinin tani, tedavi ve hastalik izleminde
degerlendirildigi bir caligma daha 6nce yapilmamis olmasina karsin yeni nesil kan
sayim parametrelerinin klinik kullanimima yonelik yapilan g¢aligmalarin sayisi
giderek artmaktadir. Ornegin periferik yaymada bulunan IG miktar: enfeksiyon,
inflamasyon ve diger kemik iligi patolojilerinin erken gostergesidir. Ulkemizde
2020 yilinda pediatrik hastalarda yapilan bir ¢alismada IG parametresi, sepsis,
bakteriyemi, bakteriyel menenjit gibi ciddi bakteriyel enfeksiyonlarn riskini
ongormede 16kosit sayisi, CRP ve Mutlak Nétrofil Sayist (MNS)’na gore daha

yuksek sensitivite ve spesifiteye sahip bulunmustur(77).

Benzer sekilde NRBC’lerin yenidogan donemi disinda periferik kandaki
varligt kemik iligi disinda kirmizi kan hiicresi {iretiminin arttigini veya
myelofibrozis, l6semi gibi kan-kemik iligi bariyerinin bozuldugu durumlar
gosterebilecegi bildirilmistir (78) (79). 2012 yilinda yapilmis bir Avrupa
calisgmasinda NRBC’nin baz1 hematolojik hastaliklarda tani, tedavi siiresi ve
remisyon doneminde Ol¢iimii degerlendirildiginde, ilk tam1 ve tedavi siiresince
yuksek olan bu parametrenin tedavi sonu remisyon doneminde kaybolmasi bu
parametrenin hastalik reaktivasyonunu ve izlemi agisindan onemli bir parametre
olabilecegi belirtilmistir (80). Eriskin hastalarda yapilan bazi ¢alismalarda kronik
miyeloid 16semili hastalarda tedavi etkinligini degerlendirmek ve miyelodisplastik
sendromlarin (MDS) seyrini ve AML’ye doniisme riskini tahmin etmek i¢in

NRBC’nin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi 6n gortilmiistiir (81,82). NRBC’nin
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periferik kanda varligimin HKHN yapilan hastalarda kotli prognostik belirteg
olabilecegi ile ilgili yapilan bir diger calismada, HKHN sonras1t NRBC sayisi
yiiksek olan hastalarda hastaliksiz sag kalim oranlart NRBC sayisi diisiik olan
hastalara gore belirgin diisiik gézlenmis olup HKHN sonrast NRBC izleminin

klinik takipte faydali olabilecegi belirtilmistir(79).

Bir diger yeni kan sayim parametresi olan IRF, eritropoetik aktivitenin bir
gostergesidir ve kemik iligi nakli sonrasinda kemik iligi engraftmani olmasinda IRF
degerlerinde artis gozlenmektedir. Hemopoetik iyilesme MNS yiikselmesi gibi
geleneksel parametrelerle veya retikiilositlerin  kemik iliginin eritropoetik
aktivitesini yansitmasi nedeniyle olgunlasmamis retikiilosit fraksiyonu (IRF)
parametresiyle degerlendirilebilmektedir (83). Rauf ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢alismada ALL hastalarinda myelosupresyon sonrast hematopoetik
iyilesmenin gosterilmesinde geleneksel olarak kullanilan MNS kullaniminin yerine
IRF yiikselmesinin daha erken bir gdsterge olabilecegi belirtilmistir(84). Otolog
kok hiicre nakli yapilan hastalarda engrafman zamaninin degerlendirildigi baska bir
caligmada IRF’nin, MNS’ye gore ortalama 4,2 giin 6nce hematopoetik iyilesmeyi
gosterdigi ve hastalarin %25’inde mutlak monosit sayisinin IRF’den de oOnce

yukseldigi goriilmiistiir (85).

Son yillarda kemik iligindeki kok hiicre, blast ve hematogonlar1 yansitan
yeni bir parametre olarak HPC giindeme gelmistir. Literatiirdeki HPC ile ilgili

yapilan ilk klinik c¢aligmalar cogunlukla hastalara HKHN yapilmadan once
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16koferez zamanini 6ngdérmek igin CD34" sayiminin yerine kullanilmasi tizerine

yapilmustir.

Dolagimdaki HKH’lerin degerlendirilmesi ve aferez islemine baslama
karar1 ise Uluslararas1 Hematoterapi ve Greft Miihendisligi Dernegi tarafindan
onerilen bir protokole gore CD34" hiicrelerinin akim sitometri ile sayilmasina
dayanmaktadir(58). Bu yontem mobilizasyon basarisini degerlendirmek, aferez
prosediiriinii yonetmek ve kok hiicre toplama verimini degerlendirmek i¢in altin
standarttir. CD34" > 2.0x10° hiicre/kg degeri lokoferez islemine baslanmasi icin

uygun esik deger olarak kabul edilmektedir.

CD34" hiicre sayimi igin kullanilan akim sitometri yontemi zaman alici,
pahali, zahmetli ve egitimli laboratuvar personeline ihtiyag¢ duyulan bir
yontemdir(74). Ozellikle periferik kok hiicre nakli yapilacak olan alicilarda nakil
oncesi bakilan CD34" kok hiicre sayisi ile HPC hiicreleri arasinda giiglii korelasyon
bulunmas1 HPC ile ilgili aragtirmalarin artisina yol acmistir. Bu konu ile ilgili
arastirmalar sonucu otolog veya allojenik kok hiicre nakli planlanan hastalarin
optimal kok hiicre toplama zamanini belirlemede CD34 " hiicre 6l¢iimii zaman alic1,
pahali, deneyimli personel gerektiren bir yontem oldugundan yeni nesil kan sayim
cihazinda kisa siirede olgiilebilen HPC’nin CD34" sayimu yerine kullanilabilecegi
belirtilmistir (4,59). Bu avantajlar sebebiyle HPC-CD34" kok hiicre sayimi
korelasyonu ve kok hiicre toplama zamanini1 ongdrmek i¢in uygun HPC esik deger

bulma calismalar1 devam etmektedir.
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Yapilan bir Avrupa galismasinda HPC >20X10%L esik degerinin aferez
zamanlamasini planlamada ¢ok iy1i bir tanisal gosterge olabilecegi belirtilmistir(58).
Letestu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada HPC ve CD34" kok hiicreler
arasinda iyi lineer korelasyon tespit edilmis olup HPC# >30/mm’® esik degeri
HKHN igin hiicre toplamak iizere, HPC#<0/mm? esik degeri hiicre toplanmasinin
ertelenmesi i¢in uygun olarak degerlendirilmis olup HPC# 0-30/mm> deger
araliginda ise hiicre toplama karari i¢in akim sitometri ile CD34" kok hiicre sayimi
yapilmasi onerilmistir ve HPC# parametresinin hiicre toplama i¢in akim sitometri
ile CD34" saymmu yerine kullanilabilecegi belirtilmistir(86). Yang ve arkadaslari
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise HPC# degerinin CD34" sayimi ile orta
diizeyde korelasyon gosterdigi ve HPC#<21,3x10%L degerinin zayif
mobilizasyonu dislamak i¢in %89,2 sensitivite ve %83.,3 spesifite gosterdigi
belirtilmistir. Buna karsilik ayn1 ¢alismada CD34" sayimi ile CD34" kok hiicre
tirlinii arasinda giiglii korelasyon(r=0.729) tespit edilirken, HPC# degeri ile CD34"
kok hiicre iiriinli arasinda orta diizeyde korelasyon(r=0.321) tespit edilmistir (59).
Tanosaki ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢calismada ise HPC# ve CD34"
kok hiicreler arasinda baslangic, orta ve son aferez iiriinlerinde gii¢lii korelasyon
tespit edilmis olup ayni zamanda HPC'min periferik kanda ortaya c¢ikis
zamanlamasinin CD34" hiicreleri ile neredeyse tam uyumlu olmasi nedeniyle
HPCl'lerin ortaya ¢ikisinin HKH toplamanin en uygun zamanlamasi i¢in iyi bir
gosterge olabilecegi belirtilmistir(4). Peerschke ve arkadaslari tarafindan yapilan
bagka bir Avrupa merkezli ¢aligmada benzer HPC-CD34" hiicre sayimi korelasyon

sonuglar1 elde edilmis olup HPC# >38x10° hiicre/L esik degeri %71,4 pozitif
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prediktif deger, %97.7 negatif prediktif deger gosterirken, CD34" kok hiicre sayimi
ise CD34">2.0x10° hiicre/kg esik degeri %78,9 pozitif prediktif deger, %98 negatif
prediktif deger gostermistir. Bu calismada digerlerinden farkli olarak ozellikle
belirtilen esik degerin altindaki HPC# degerlerinin zayif kok hiicre mobilizasyonu
ile iligkili olabilecegi ve aferez isleminin ertelenmesinde 6nemli rolii olabilecegi
vurgulanmistir(87). Shin ve arkadaslari tarafindan yapilan bir caligmada ise aferez
tirtinlerinde CD34" hiicre {iriinii ile gdzlenen iyi korelasyonlara ragmen, otomatik
HPC sayimlarinin muhtemelen birlikte bulunan immatiir grantilositlerin varligiyla
iliskili olarak eksik veya fazla degerlendirilmesi nedeniyle sinirli bir degere sahip
olabilecegi belirtilmistir(88). Fakat bir¢ok kan sayim cihazina yeni kanallarin
eklenmesiyle anormal/olgunlasmamis kemik iligi hiicrelerinin tanimlanmasi
kolaylasmistir(89). Bu caligmalarin aksine Almamari ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan prospektif bir ¢alismada HPC-CD34" kok hiicre korelasyonunun periferik
kan {riinlerinde giiclii, aferez liriinlerinde ise orta-zayif korelasyon gosterdigi
belirtilmistir. Bunun nedeni olarak da aferez triinlerindeki biiylik farkin, yiiksek
kok hiicre konsantrasyonundan kaynaklaniyor olabilecegi diistinlilmiistiir. HPC
analizi diliisyon gerektirmediginden, cihaz calisirken kullanilan WPC reaktiflerini
tilketmis olabilecegi ve tiim hiicreleri boyamak icin yeterli olmayabilecegi

distintilmiistiir.

Literatiir taramasinda HPC parametresinin tanisal degerinin arastirildigi bir
caligsmaya rastlanmamistir. Bu nedenle biz bu parametrenin ldsemi hastalarinin tani,

izlem ve relaps durumlarinda degerlendirilmesini amagladik. Calismamizda kan
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sayim parametrelerinden HPC%, HPC#, MONO% ve MONO# degerleri 16semi ilk
tani, izlem ve tedavi siirecinde degerlendirilip, reaktif kemik iligi bulgular1 olan

hastalar ve saglikli kok hiicre vericileri ile karsilagtirilmastir.

Yeni nesil kan sayim cihazlarinin ayn1 zamanda kemik iligi 6rneklerinin
analizinde kullanilabilecegine yonelik ¢alismalarin sayisi da son yillarda artmustir.
Ozellikle malign hastaliklarin kemik iligi 6rnekleri bu cihazlarda incelenmistir (90).
Onkohematolojik hastalig1 olan hastalar ile yapilan bir ¢alismada kemik iligi
seliilaritesi, Granulosit/Eritrosit(G/E) oranm1 ve Miyeloid/Eritroid (M/E) oraninin
Sysmex-XE-2100 analizorii ile degerlendirildiginde, aplastik anemili bir hastada
zay1f kemik iligi seliilaritesi goriilmesi ve lenfomal1 bir hastada kemik iligi notrofil

tyilesmesinin gézlenmesinde hekime hizli geri bildirim sagladig: bildirilmistir (91).

Cesitli hematolojik hastaliklar1 olan hastalarin kemik iligi 6rneklerinin
otomatik kan sayim cihazlarinda degerlendirildigi baska bir ¢calismada, G/E, M/E
oranlar1 ve kemik iligi seliilaritesinin AML ve lenfoma hastalarinda anlamli
derecede yiiksek, aplastik anemi hastalarinda ise anlamli derecede diisiik tespit
edilmistir. Tim hastalarda ve saglikli kontrollerde hematoloji analizorii ve
mikroskopi verileri arasinda kemik iligi seliilaritesi, G/E ve M/E oranlarinda orta-
giiclii korelasyonlar tespit edilmesi nedeniyle otomatik hematoloji analizoriiniin
kullaniminin hasta bakiminda zaman kazanma ve tam1 koymada kolaylik

saglayabilecegi belirtilmistir (76).
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Calismamizda HPC, morfolojik olarak benzerligi ve kok hiicreyi yansitmasi
gdz Onilinde bulundurularak monosit ile birlikte degerlendirilmistir. Tedavi
giinlerine gore yaptigimiz degerlendirmede HPC ve monosit arasinda giiclii
korelasyonlar tespit edilmistir. Ozellikle tedavinin 78. giinii degerlendirmesinde
bakilan HPC#MONO# arasinda r=0.945 ve tedavinin 33. giiniinde HPC#-MONO#
arasinda r= 0.886 olarak giiclii diizeyde pozitif korelasyon tespit edilmistir. 15. glin
HPC#-MONO# arasinda r= 0.680, tan1 aninda HPC#-MONO# arasinda r= 0.482
olarak orta diizeyde pozitif korelasyon tespit edilmistir. HPC% ve MONO%
korelasyonlar1 tan1 an1 disindaki giinlerde HPC# ve MONO# degerlerine gore daha
diisiik tespit edilmistir. 78. giin degerlendirmesinde HPC% ve MONQ% arasinda
iliski tespit edilmemistir. Calismamizda monosit ve HPC arasinda en yliksek
korelasyonun kemoterapinin 78. giiniinde bulunmasi, MRD calismalarinda ALL
hastalarinin 78. giin kemoterapisinin hematopoetik rejenerasyon sonucu goriilen
hematogonlarin monositlere benzemesi nedeniyle HPC’nin monositle en yiiksek
korelasyonu bu dénemde bulunmasi HPC’nin blastik hiicre disindaki hematogon

benzeri hiicrelere de isaret edebilecegini diisiindiirmiistiir.

Gruplar arast HPC degerlendirmelerine gore, HPC# ortalama degerlerinde
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmamisken, Grup la’daki ALL
hastalarinda HPC% ortalama degeri Grup 2’deki reaktif kemik iligi bulgular1 olan
hastalara gore anlamli yiiksek goriilmiistiir. Losemi hastalariin ilk tan1 kemik iligi
HPC% degerinin, reaktif kemik iligi bulgular1 olan hastalardan yiiksek bulunmasi

HPC’nin blastik karakterdeki immatiir hiicrelere isaret ettiginin bir gostergesi
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olabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna karsilik HPC% degerinde Grup 1a’da, Grup 3’teki
saglikli ¢ocuklara gore anlaml yiikseklik gozlenmezken, Grup 3’teki hastalarin
HPC% degeri Grup 2’ye gore anlamli yiiksek gozlenmesinin calismamizdaki
saglikli kok hiicre vericisi sayisinin azligt ile acgiklanabilecegi diigiiniilmiistiir.
Blomme ve arkadaglari tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada cihazin WPC kanali
kullanilarak 6rneklerin "Blastlar?", "Anormal lenfositler?"(siipheli malign), "Atipik
lenfositler?"(stipheli reaktif) veya "isaretleme yok" olmak iizere dort tanimli
kategoriden birine smiflandirildigi ve WPC kanalinin kullanilmasi ile hiicrelerin
tekrar degerlendirilip olas1 yanlis isaretleme durumunda isaretin kaldirilmasini,
blast, anormal veya atipik lenfositler arasinda ayrim yapilabilmesini, buna bagl
olarak da periferik yayma bakilma ihtiyacinin %12 oraninda azaldig1 gosterilmistir
(1). Bucalismada WDF ve WPC kanallar1 araciligtyla %99 sensitivite %29 spesifite
ile yeni nesil kan sayim cihazlariin blast veya anormal lenfositleri tanimladig:
belirtilmistir(1). WPC kanali, malignitesi olan hastalarda da blastlarin veya atipik
lenfositlerin saptanmasi ve kemik iligi yaymalarinin incelenmesini desteklemek
i¢in daha yararhh olabilmektedir (71). Petrone ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
baska bir g¢alismada ise yeni nesil kan sayim cihazlarinin otomatik dijital
mikroskoplara goére %100 spesifite %50,2 sensitivite ile blast tanimlama
ozelliklerinin oldugu belirtilmistir(92). Bizim c¢alismamizdaki HPC sonuglari

Sysmex cihazinin HPC modunda ¢alisilmustur.

HPC ve monosit say1 ve ylizdelerinin Grup 1a hastalarinda tedavi giinlerine

gore degerlendirilmesinde ilk tan1 kemik iligi degerlendirmesinde HPC%, HPCH#,
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MONO% ve MONO# parametreleri, 15., 33. ve 78. giine gore anlamli yiiksek
bulunmustur. HPC%, HPC#, MONO% ve MONO# parametrelerinin tani aninda
yiiksek goriilmesine ek olarak tedavi altinda azalma gostermesi bu parametrelerin
hastalik seyri ve tedavi izleminde de kullanilabileceginin gdstergesi olabilecegine
isaret etmistir. HPC ve monosit sayisinin tedavinin 15. giiniinde, 78. gline gore
anlamh diisiik bulunmustur. HPC# ve MONO# parametrelerindeki 15. giindeki
daha diisiik degerler yogun myelosupresif tedavinin yaninda 15.giinde hastalarin
%88’inin kemik iligi blast oranlarmin <%25 (M1 kemik iligi) olmas1 ile
aciklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Grupla hastalarinda monosit sayr ve ylizde
ortalama degerleri, Grup 2 ve Grup 3 ile karsilastirildiginda anlamli yiiksek

bulunmustur. Grup 2 ve Grup 3 arasinda ise anlamli bir fark saptanmamustir.

Monositoz ¢esitli bakteriyel, viral, fungal enfeksiyonlar, konjenital veya
edinsel notropeni, hemolitik anemi gibi benign hematolojik hastaliklar, romatoid
artrit, sarkoidoz, sistemik lupus eritematozus gibi kronik inflamatuar hastaliklar
nedeniyle gozlenebilirken agiklanamayan monositozlar juvenil myelomonositik
16semi, akut myeloid 16semi, kronik myeloid 16semi, Hodgkin ve Hodgkin dist
lenfoma gibi malign hastaliklar ile de iliskili olabilir(93). Grup la’daki ALL
hastalar1 Grup 3’teki saglikli ¢ocuklar ile karsilastirildiginda tan1 anindaki HPC%,
MONO% ve MONO# ortalama degerlerinin Grup la’da Grup 3’e gore anlamli
yliksek oldugu gozlenmistir. HPC# ortalama degerlerinde ise anlamli fark
bulunmamistir. Bizim c¢alismamizdaki sonuglara gére MONO% ve MONO#

parametrelerinin l0semi hastalarinda anlamli yiiksek goriiliirken, reaktif kemik iligi
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bulgular1 olan hastalar ve saglikli ¢cocuklar arasinda monositoz acisindan anlamli
fark saptanmamistir. Bu durum monositozun hastanin klinik, fizik muayene ve
diger laboratuar bulgularinin siiphelendirmesi veya desteklemesi durumunda kemik
iliginin malign hastaliklar1 ag¢isindan uyarici bir parametre olabilecegini
gostermektedir. Buna ek olarak Embaby ve arkadaglari tarafindan yapilan bir
caligmada hastalarda ilk tani1 anindaki monosit sayisinin, hastalarin indiiksiyon
kemoterapisine yanitt i¢in bagimsiz bir prognostik faktdr olabilecegi
belirtilmistir(94). Bizim ¢alismamizda da HPC ve monosit degerlerinin 16semi
hastalarinda tan1 aninda ytiiksek olup tedavi altinda giderek azalmasi ve HPC ile
monosit arasinda giiglii korelasyon bulunmasi HPC’nin de hastalik seyrinde

monosit kadar 6nemli bir parametre oldugunu diisiindiirmektedir.

Grup la’daki ALL ve Grup 1b’deki AML hastalar1 tan1 ve tedavi giinlerine
gore karsilastirildiginda AML hastalarinin tan1 kemik iligi degerlendirmesindeki
HPC# degeri ALL hastalarina gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu durum
kan sayim cihazinda calisilan HPC parametresinin ALL’li olgularda oldugu gibi
AML’li olgularda da blastlara isaret edebilecegini akla getirmistir (95). Tan1 aninda
ise ALL ve AML hastalarinda HPC% degerlerinde anlamli fark saptanmamustir. Her
iki grupta da en yiiksek ortalama HPC# degerleri tan1 aninda goriiliirken, en diisiik
ortalama HPC# ve HPC% degerleri ALL ve AML i¢in 15. giin ve idame tedavi
altinda iken gozlenmistir. Tedavi altindaki ve idame donemindeki diisiik HPC% ve
HPC# degerlerinin kemik iligindeki blast infiltrasyonunun gerilemesi ile iliskili

olabilecegi diisliniilmiistiir.
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Grup la’daki ALL hastalar1, hastalik relaps1 ve 6liim durumlarina gore
degerlendirildiginde, 15. giin MRD pozitifligi ve 15. giin yiiksek HPC% degerleri
olan hastalarda relaps ve 6liim orani artmaktadir. MRD'nin akim sitometri ile
tespiti, 16semi siddetini tahmin etmek ve ileri tedavi stratejilerinin yogunlugunu
belirlemek i¢in kritik dneme sahiptir(96). Benzer sekilde tedavinin 15. giiniinde
yiliksek gozlenen HPC% degeri hastalik prognozunu 6ngérmek veya uygulanan

tedaviyi giiclendirme karar1 vermek i¢in yardimci bir parametre olabilir.

HPC#, MONO% ve MONO# degerlerinde ise relaps ile iligkili anlamh
yukseklik saptanmamistir. Grup 1b’deki AML hasta sayisinin az olmasi nedeniyle
bu degerlendirmenin saglikli olmadig1 kanisina varilmistir. Ismail ve arkadaslar1
tarafindan yapilan, AML hastalarinda monosit sayiminin 1.,14.,21. ve 28. gilinlerde
degerlendirildigi bir ¢calismada ise 28. giinde MONO#>800x10%/L olan hastalarin
daha diisiik hastaliksiz sagkalim oranlart ile iligkili oldugu bulunmustur(97). Zhang
ve arkadaglar1 tarafindan yakin zamanda yapilan bir erigkin ¢alismasinda ise AML
hastalarinda MONO# ve Mutlak Lenfosit Sayis1 (ALC)’nin hastalik relapsindaki
prognostik 6nemi degerlendirilmis olup normal MONO# degerleri ile birlikte
normal/yiiksek ALC degerleri olan hastalarin diisiik/normal MONO# ile birlikte
diisiik ALC degerlerine sahip olan hastalara gore daha 1yi sagkalim oranlarina sahip
olduklart gozlenmistir(98). Yapilan baz1 calismalarda ise AML’de kotii prognoz
belirteci olarak monositler yerine olgunlasmamis monosit hiicresi olan monositik
myeloid supresor hiicrelerin kullanilabilecegi, yliksek monositik myeloid supresor

hiicre degerlerinin daha yiiksek relaps ve refrakter hastalik oranlar ile iligkili
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oldugu diistintilmiistiir (99). Notrofiller ve monositlerin hacim ve iletkenliklerinin
erken engraftman belirtecleri olarak degerlendirildigi bir ¢calismada ise ortalama
notrofil voliim>1801], ortalama monosit voliim>1901] esik degerleri engrafman i¢in

anlamli bulunmustur(100).

Sitogenetik analizler ile 10semi gelisim siirecinde rol oynayan spesifik
genler ve kromozom anomalileri l6semideki bazi spesifik klinik ve laboratuar
Ozelliklerle iligkilendirilmesinin yani sira klinisyenlere tam1 koymak, hastalik
prognozunu belirlemek ve hastalar i¢in en uygun tedaviyi secmek konusunda fayda
saglamaktadir. Giiniimiizde BCR-ABL fiizyon geni t(9;22) ve E2A-PBX1 fiizyon
geni t(1;19) gibi baz1 genlerin tan1 aninda yiiksek 16kosit sayis1 ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Fakat HPC%, HPC#, MONO% ve MONO# parametrelerinin
sitogenetik pozitiflikler acisindan degerlendirilmesinde az sayida olguda

incelenmesi nedeniyle istatistiksel anlamli bir sonug bulunmamustir.

Sonuglarimiz HPC parametresinin ilk tan1 aninda ¢ok yiiksek degerlerde
bulunmasi, kemoterapi sonrasi tedavi izleminde giderek azalmasi, HPC
degerlerinin monosit ile korele bulunmasi ve relapsta yiiksek izlenmesi bu yeni
parametrenin akut 16semi tani, tedavi, izlem ve relapsta yararli bir parametre

olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUCLAR

1. Hastalarm ilk kemik iligi degerlendirmesinde ortalama HPC% degerleri
Grup 1°de, Grup 2’ye gére anlamli yiiksek bulunmustur(p<0.05). 11k kemik iligi

degerlendirmesinde HPC# i¢in gruplar arast anlaml fark saptanmamistir(p>0.05).

2. Grup 1°deki hastalarin ilk kemik iligi degerlendirmesinde monosit say1

ve yiizdeleri Grup 2 ve 3’teki hastalara gore anlamli yiiksek bulunmustur(p<0.05).

3. Grupla hastalarmin 33. giin ve 78. giin tedavi degerlendirmesinde
MONO#-HPC# arasinda giiclii diizeyde pozitif korelasyon bulunurken, 0.giin ve
15.glin MONO#-HPC# arasinda orta diizeyle pozitif yonlii korelasyon saptanmustir.
MONO % -HPC% arasinda 0.,15. Ve 33.giin orta diizeyde pozitif yonli iliski

saptanirken, 78.giin degerlendirmesinde diisiik diizeyde iliski saptanmistir(p<0.05).

4. Grup la hastalarinda tedavi giinlerine gére yapilan degerlendirmede
0.glin HPC ve Monosit, 15.,33. Ve 78. glinlere gore anlaml1 yiiksek bulunmustur

(p<0.05).

5. Grup 1a ve 1b hastalarinda HPC% ve HPC# degerleri en yiiksek 0.gilinde

goriiliirken, en diisiik 15. Giin ve idame tedavi doneminde goriilmiistiir (p<0.05).

6. Relaps olan hastalar degerlendirildiginde tedavinin 15. giiniinde relaps
olan hastalarin HPC% ve MRD degerleri relaps olmayan hastalara gore anlamh

yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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7. HPC %, HPC#, MONO# ve MONO% degerlerinde sitogenetik

pozitiflik veya negatiflik acisindan anlamli fark saptanmamustir (p>0.05)
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