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AKIM SITOMETRISIYLE RETIKULOSIT ANALIZI:
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ERITROPOIETIK AKTIVITESININ GOSTERGESI OLARAK
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OZET

Cevre kami drneginde refikiflosit saytmi, kemik iliginin eritropoietik aktivitesini belirlemek
amactyla en sik kullanilan laboratuvar yontemidir. Analizlerin akim sitome(resi ile yapilmasi
sadece retikiilosit oranim degil, iglemin dircke olarak hiicre RNA igerigini yansitmasit nedenty-
le, hitcrelerin olgunluk durzmu hakkinda da bilgi saglamaktadir.

Caligmarmizda kemik ilifi eritropoietik akiivitesini degerlendirmek amactyla 9'n otoimrniin he-
molitik anemi, 6' s1 paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri, 21't miyelodisplastik sendrom, 6's1
vitamin B 12 eksikligi, 15'i demir elesikligi anemisi ve 7 si [3 Thalasscmia intermedia olan top-
lam 64 hasta ve 25 saflikll erigkinin gevre kani 6rneklerinde akimn sitometrisiyle retikiilosit
analizleri yapildi. Bu galigma sonucunda akimn sitometrisiyle retikiilosit saylminin hizli, objek-
tif ve glivenilir bir yéntern oldugu ve bu yontemle degerlendirilen ROI nin kemik iliginin erit-
ropoietik aktivitesini belirlemede ek bilgiler verebilecegi sonucuna varildL

Anahtar kelimeler: Kemik ilifi critropoietik akfivitesi, anemi, akun sitometri, retikiilosit ol-
gunlagma indeksi

SUMMARY

Flow eytometric reticulocyte analysis: the value of reticulocyte maturity index (rmi) as an
indicator of erythropoietic activity of bone marrow. Reticulocyte quantification in peripheral
blood samples is a commonly used diagnostic indicator of bone marrow erythropoietic acti-
vity. Flow cytormetric reticulocyte analysis gives additional information about maturity of the
reticilocytes becausc light scatter dircetly proportional to the reticulocyte RNA,

We present here a prospective study fo evaluate the erythroid activity of the bone marrow in
64 anemic patients. We performed flow cytometric reticulocyte analysis in 9 patients with au-
toimmune hemolytic anemtia, 6 patients with paroxysmai nocturnal hemoglobinuria, 21 pati-
ents with myelodysplastic syndrome, & patients with vitamine B12 deficiency, 15 patients with
iron deficiency, 7 patients with 3 Thalassemia intermedia and 25 healthy adults.

‘We conelude that flow eytomefric reticulocyte analysis is fast, sensitive and reproducible met-
hod and reticulocyte maturation index (RMI) measurement provides an additional information
about the engraftment kinetics.

Key words: Bone marrow erythropoiefic activity, anemia, flow eytometry, reticulocyte matu-
rity index.

GIRIS

Cevre kaninda retikiilosit sayumi kemik iligi-
nin eritropoietik aktivitesini belirlemede en
sik kullanilan laboratuvar yontemlerinden
biridir 4, Klinik uygulamalar sirasinda 6n-
celikle anemilerin tani ve simiflandirmasi ile

nutrisyonel cksikliklere bagl anemilerin te-
davi cevaplarimin degerlendirilmesinde kul-
lanilitken son yillarda hematopoietik kok
hiicre transplantasyonlarindan soma kemik
iligi yamanmasinin erken gostergesi olarak
da kullanilmaya baglanmigtir ®367_ Standart
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yontemde metilen mavisi ile vital boyama
yapilarak hazirlanan preparatlar 151k mikros-
kobunda degerlendirilir. Bu yontemle nisbe-
ten sinirli sayida hiicre sayildigi i¢in normal
ve diisiik retikiilosit oranlarinda yontemin
duyarhilig1 azalmaktadir. Son yillarda akim
sitometrisinin hematoloji laboratuvarlarinda
rutin olarak kullanim alamina girmesiyle bir-
likte retikiilosit sayimlar1 da bu yontemle ya-
pilmaya baglanmigtir. Akim sitometresi ile
dakikalar i¢inde 50000 eritrosit sayarak reti-
kiilosit oranim1 hesaplanabildigi igin normal
ve hatta diigiik retikiilosit oranlar arasindaki
cok kiigiik farkhihklar bile tanmabilmektedir.
Hiicrelerin floresans yogunlugu direkt olarak
hiicre RNA igerigine bagl oldugundan bu
yontemle eritrositlerin olgunluk durumu
hakkinda da objektif bilgiler saglanmaktadir.
Bu yontemde daha geng olan hiicreler daha
fazla RNA icerdigi i¢in daha yogun flore-
sans vermekte ve retikiilosit olgunlasma in-

~ deksi (ROI) de bununla orantili olarak daha

biiyiik ¢gikmaktadir. Bu galigmada anemi ne-
deniyle tetkik edilen 64 hastada tedavi dnce-
si veya ozellikle QIHA vakalarinda niiks s1-
rasinda ve kontrol amaci ile 25 saghklh erig-
kinde akim sitometrisiyle retikiilosit analiz-
leri yapildi ve ROI nin eritropoietik aktivite-
nin gastergesi olarak degeri aragtinldi.

MATERYAL ve METOD

Anemi 6n tanisiyla poliklinigimize gonderi-
len hastalar iginde oloimmun hemolitik ane-
mi (OIHA), paroksismal noktiirnal hemoglo-
biniiri (PNH), miyelodisplastik sendrom
(MDS), vitamin B12 eksikligi (B12)) demir
eksikligi anemisi (DEA) ve Thalassemia in-
termedia tamis1 konulanlar ile kontrol grubu
olarak degerlendirilmek tizere saghkli eris-
kin kigiler cahgmaya dahil edildi.

Hastalar, tetkikleri tamamlandiktan sonra
OIHA, PNH, MDS, B124, DEA, p Thalasse-
mia intermedia olarak gruplandi. Tam amag-
It yapilan rutin tetkiklerin ve standart olarak

yapilan retikiilosit sayimlarinm yaninda has-
talarm tam kan drneklerinde akim sitometri-
siyle retikiilosit analizleri yapildi. Bu amacla
CellDyne 1600 otomatik kan sayim cihazi,
FacsCalibur (Becton Dickinson) flow sito-
melri cihazi ve RNA boyasi olarak thiazole
orange'n kullanildigi ReticCount (Becton
Dickinson) kit'i kullanildi. Cevre kani 6rnek-
leri EDTA'L kan sayim tiiplerine alindi ve
Davies ve arkadaglarinin belirttifi sekilde
hazirlanip flow sitometride analiz edildi @,
Kisaca, her bir analiz igin birinde 1mi fosfat-
I1 tuz tamponu, digerinde 1mL ReticCOUNT
{Thiazole Orange) soliisyonu olan iki tiip ha-
zirlandi. Tiiplerin iizerine 5'er ui EDTA
tam kan 8rnegi eklendi. Orneklerin karigimi
saglandiktan soma 30 dakika siireyle, karan-
hkta, oda 1sisinda inkiibe edildi ve inkiibas-
yon sonrasi bekletilmeden akim sitometri-
siyle ¢aligildi. Verilerin saglanmasi ve de-
gerlendirilmesi sirasinda CellQuest software’
i kulanildi. Floresans sinyaller logaritmik
olarak giiclendirildi. Dar acida (forward side
scatter (FSC)) ve dik acida (side scatter
(SSC) 151k sagilimimn &lgiildigi nokta gra-
fikleri kullamlarak dnce eritrositler cergeve
igine alindi, ve 50.000 sinyal sayildi. Analiz
icin tek floresansm kullanildign histogram
egrileri tercih edildi. Once monoklonal anti-
kor kullanilmaksizin sadece fosfath tuz tam-
ponu ile "bog" olarak hazirlanan 6rnek tiipii-
niin verileri kullanilarak eritrositlerin otoflo-
resansi belirlendi. Ardindan boyali tiipiin ve-
rileriyle elde edilen histogram grafigi tzeri-
ne ayn alan isaretlenerek alinan floresans
yogunluk retikiilosit oram olarak kaydedildi.
Sekil 1. de birisi OIHA 'li bir hastaya digeri
DEA' 1i bir hastaya ait olan iki retikiilosit
analiz histogram sunuldu. Analiz sirasinda
retikiilosit olgunlagma indeksi (ROY), retikii-
losit pozitif olarak degerlendirilen toplulu-
gun verdigi floresans yogunlugunun kanal
numaralarinin geometrik ortalamas: olarak
belirtildi @. Daha soma hastalarin standart
yontemle elde edilen retikiilosit degerleri
akim sitometri verileriyle kargilagtirildi. Ar-
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dindan alt1 gruba ayrilarak incelenen hastala-
rin akim sitometrisiyle elde edilen retikiilosit
oranlari, ROI degerleri, hemoglobin ve he-
matokrit degerleri karsilagtirlarak kemik ili-
ginin eritropoietik aktivitesi degerlendirildi.

Sonuglarin degerlendirilmesinde kullandig-
miz Student's T testi ve Mann Whitney U
testi bilgisayar ortaminda SPSS for windows
7.0 istatistik program1 yardimiyla gergekles-
tirildi.

BULGULAR

Calismamizda 640 hasta 25 i kontrol grubu
olarak saglikh erigskinlerden olugan toplam
89 olgu degerlendirildi. Calismaya alma 64
hasta tetkikleri tamamlandiktan sonra doku-
zu otoimmun hemolitik anemi (QIHA), altis1
paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
(PNH), 21'i miyelodisplastik sendrom
(MDS), altis1 vitamin B12 eksiklifi (B12 |)
15" 1 demir eksikligi anemisi (DEA), yedisi p
Thalassemia intermedia olarak gruplandi.
Kontrol grubuyla birlikte tiim hastalarm de-
mografik 6zellikleri Tablo 1.de, laboratuvar
sonuglari ise Tablo 2 de 6zetlendi. Standart,
manuel yontemle dlgiilen retikiilosit oranlari
ile akim sitometrisi ile degerlendirilen reti-
kiilosit oranlar ve ROT leri birlikte degerlen-
dirildi. Hastalarin ve kontrol grubunun tiimii
dikkate alindiginda standart ybntemle ve

Tablo 1. Hastalarm ve kontrol grubunun demografik
dzellikleri

Vaka Yag Cinsiyet

sayist | (OrfalamatSS) [ (K/E)
MDS 2 59¢11 5116
OIHA 9 46411 3/1
PNH 6 3243 571
Vit B2 & 6 69£19 2{4
Demir eksikligi anemisi 15 28£12 141
{3 Thalass. intermedia 7 2044 3/4
Kontrol grubu 25 2846 9/16

Aktan M., Keskin H., Nalgaey M., Dingol G.

akim sitometrik yontemle aragtinilan retikii-
losit oranlart sirasiyla 4.17+£2.18 wve
4,18+2.25 olarak bulundu ve standart sap-
malar arasinda da istatistiksel agidan fark
bulunmadi (p=0.40) ve bundan soma yapilan
yapilan istatistiki analizler akim sitometrisi
ile elde edilen veriler temel alinarak gergek-
lestirildi. Hastalik gruplarina goére elde edi-
len sonuglar ayn ayr1 degerlendirildi ve Tab-
lo 2. de sunuldu. Bu tabloda da goriildiizii
gibi OIHA, PNH ve B Thalassemia interme-
dia olgularinda retikiilosit sayis1 ve ROT ikisi
de artmig bulundu. Hb degerleri de retikiilo-
sit oranlart ile ters orantih olacak gekilde dii-
giik olarak saptandi. MDS olgularinda (21
olgu) retikiilosit sayilart diigitk bulunurken
ROI lerinin daha biiyiik oldugu saptand1 (or-
tanca 93 (77-127)) (p=0.04). ROI nin he-
moglobin (Hb) ile ters orantili oldugu goz-
lendi. DEA ve B12 olgulannin ise retikiilosit
oranlariin ikisinin de diigiik olmasina rag-
men ROT'lerinin B12 olgularinda kontrol
grubuna gore daha bilyiik oldugu gozlendi
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0.69).

TARTISMA

Retikiilosit sayimi anemilerin tanmisi, smaif-
landirilmasi ve tedavi cevaplariin degerlen-
dirilmesinde kullanilan en 6nemli testlerden
biridir. Thiazol orange kullamilarak yapilan
akim sitometrik retikiilosit analizi ile olduk-
¢a hizli, nispeten basit ve duyarh bir yo6n-
temdir B8, Standart manuel yontemlerle
1000 hiicre iizerinden yapilan degerlendir-
meler akim sitometrisiyle 50000 hiicre iize-
rinden olduk¢a kisa siirede gergeklestirilebil-
mektedir. Hiicrelerin floresans yogunlugu
direkt olarak hiicre RNA icerigine bagh ol-
dugundan bu yontemle eritrositlerin olgun-
luk durumu hakkinda da objektif bilgiler
saglanir @, Bu yontemde daha geng olan
hiicreler daha fazla RNA icerdigi i¢in daha
yogun floresans vermekte ve ROI de o dere-
ce yiiksek cikmaktadir. ROI, akim sitomet-
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Tablo 2. Olgularin laboratuvar dzellikleri

254

Lokosit Hb, MCY Trombosit Ret. Oram Ret, Oram ROI
{fmm¥ £8§ | (g/di) +S8 (fl) 58 {/mm? 8§ (Standart) | (Akun sitometrik) 58
% 88 % 88

MDS 620047300 77118 95410 93CGC+96000 184413 1,89+1 95115
OiHA 750042900 11,9 9749 2000004138000 59433 5,643,9 888
PNH 4200£2100 9,342,5 10115 1720004254000 8,314,9 8,615,5 8813
Vit. Bf2 | 29002000 72445 11647 82300+57200 2,7£0.9 271111 9045
DEA 63002300 7,821 67440 270000125000 1,841 1,809 7844
[ Thalass. intermedia | $1200+7200 77409 | 68414 5280004330000 5943 5,528 89+5,7
Kontrol grubu 650041200 14,1419 Bot4 25000060000 28409 2,840,6 7872

Tablo 3. Anemi altgruplarina gére hastalarimizda elde
edilen eritrosit ve retikiilosit parametreleri

resi veya manuel yontemle bakilan retikiilo-
sit oramyla iligkisiz bir parametre oldugu
halde son ydlarda KI eritropoietik aktivitesi-
ni belirlemek igin kullanilan olduk¢a onemli
bir parametredir. Son zamanlarda ROI'nin
kok hiicre nakli (KHN) yapilnug hastalarin
takibinde kullanildig caligmalar da yayin-
lanmugtir 0267,

Biz de bu ¢alismada 64 anemik hastada erit-
rosit sayist, diger eritrosit parametreleri, re-
tikiilosit oranm1 ve retikiilosit sayilarim de-
gerlendirdik. ROI ile Hb, Hct, retikiilosit
oranlar1 arasinda ¢ok zayif bir iligki bulduk.
Hastalik gruplan ayn ayn degerlendirildi-
ginde ise OIHA, PNH ve B Thalassemia in-
termedia’ 1 olgularda retikiilosit sayis1 ve
ROI ikisi de artmig bulundu. Ancak bu grup-
larda vaka sayilari az oldugu igin istatistiksel
olarak farkhilif1 ortaya konulamadi. Retikii-
losit ortan1 yaninda ROI lerde artis gosteren

bu olgular hiperprodiiktif pateme uymaktay-
du.

Hb | MCV Reﬂ}‘:lll?s“ ROI ROI'nin en yiiksek saptandifi olgular
DS R N s MDS'li olgulardi. Bu_ grupta 95%15 ola{ak
. saptanan ortalama ROI kontrol grubuna gore
OlHA YN T T anlamli olarak yiiksek idi (p=0.04). Retikii-
PNH LINT T losit sayistnin normalden diigiik olarak sap-
Vit BI2J 1 0 N, 4 tanmasi bu olgularin ikinci énemli 6zelligi
DEA l d N N, idi.
B Thalass, intermedia | L 1 1 Nt Kontrol grubuna en yakin ROI sonuglar de-

mir eksikligi anemisi olan olgulardi. Bu ol-
gularda ROI leri normal sinirlarda saptamr-
ken (p=1), retikiilosit oranlari normal veya
normalin altinda oldugu gézlendi. B12 ek-
sikligi olgularinda ise retikiilosit oranlar
normal saptanirken ROI leri hafif yiiksek
bulundu.

Retikiilosit oranlart ve retikiilosit olgunlag-
ma indeksleriyle Hb ve MCV degerlerinin
anemi alt gruplan arasinda goriilme siklifina
gore dagilimlar Tablo 3 de dzetlenmistir.

ROI nin yiiksek saptandig olgular yiiksek
eritropoietik akiiviteye sahip olgular olarak
kabul edilmekledir. MDS ve B12 gibi reti-
kiilosit oranlarinin diisiik saptandig olgular
hipoproliferatif olarak kabul edilse de ROI
degerlendirildiginde MDS ve B12 olgulari-
nin yiiksek eritropoietik aktivitesi oldugu
goriilmektedir ve inefektif eritropoiezin indi-
rekt bulgusu olarak kabul edilebilir. Ayni se-
kilde retikiilosit oraninin normal ve diigiik
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olarak saptandigi DEA olgularimizda ise
ROT normal sinirlarda bulunmugtur, Bu du-
rum DEA olgularmdaki azalmig eritropoie-
zin bir gostergesi olarak degerlendirilmekte-
dir &,

Retikiilosit sayim1 anemilerin tanisi, sif-
landirilmas: ve tedavi cevabmin degerlendi-
rilmesinde kullanilan en Gnemli testlerden
biridir. Standart manuel ytntemle yapilan
sayimlarmn diigiik retikiilosit sayimlarmda
duyarliliginin da diisiik olmasi sayimm yapan
kigiden kigiye degigiklikler gdstermesi ve
belli bir siirede belli sayida eritrosit ve reti-
kiilosit sayilarak iglemin gergeklestirilebil-
mesi siurlayict faktorlerdir.

Bu sonuglarla ROI nin eritropoietik aktivite-
nin gistergesi olarak kullanilabilecek son
derece ucuz bir yontem oldugunu ve dzellik-
le hipoproliferatif anemilerin yiiksek ve dii-
siik eritropoietik aktiviteli olarak siniflandi-
nlabilmesi igin ek bilgiler saglayabilecek bir
parametre olarak kullanilabilecegini diigiinii-
YOTUZ,

Aktan M., Keskin H., Nalgaa M., Dingol G.
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