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Ö Z E T 

Ç e v r e k a n ı ö r n e ğ i n d e re t ikü los i t s a y ı m ı , kemik İİİğİnİn er i t ropoiet ik akt ivi tesini bel ir lemek 
a m a c ı y l a en s ık ku l l an ı l an laboratuvar yön temid i r . Ana l iz le r in a k ı m sitometresi i le yap ı lmas ı 
sadece re t ikü los i t o r a n ı m deği l , i ş lemin direkt olarak h ü c r e R N A İçeriğini yans ı tmas ı nedeniy
le, hüc re l e r in olgunluk durumu h a k k ı n d a da b i l g i sağ lamaktad ı r . 

Ç a l ı ş m a m ı z d a kemik iliği eri tropoietik aktivitesini d e ğ e r l e n d i r m e k amac ıy l a 9'u o t o i m m ü n he-
m o l i t i k anemi, 6' sı paroksismal nok tü rna l h e m o g l o b i n ü r i , 21 ' i miyelodisplastik sendrom, 6'sı 

v i t amin B12 eks ik l iğ i , 15'i demir eks ik l iğ i anemisi ve 7 si (3 Thalasscmia intermedia olan top
lam 64 hasta ve 25 sağ l ık l ı e r i şk in in ç e v r e k a n ı ö r n e k l e r i n d e a k ı m sitometrisiyle re t ikü los i t 
analizleri yapı ld ı . B u ça l ı şma sonucunda ak ım sitometrisiyle re t ikülosi t say ımının hız l ı , objek
t i f ve güven i l i r b i r y ö n t e m o lduğu ve bu y ö n t e m l e değer lend i r i l en R O İ nin kemik i l iğ inin erit
ropoiet ik aktivitesini belirlemede ek bi lgi ler vereb i leceğ i sonucuna varı ldı . 

Anahtar kelimeler: K e m i k İliği eri tropoietik aktivi tesi , anemi, ak ım sitometri , re t ikülos i t o l 
g u n l a ş m a indeksi 

S U M M A R Y 

Flow eytometric reticulocyte analysis: the value of reticulocyte maturity index (rmi) as an 
indicator of erythropoietic activity of bone marrow. Reticulocyte quantification in pcripheral 
b lood samples is a commonly used diagnostic indicator o f bone marrow erythropoietic acti
v i ty . F l o w eytometric reticulocyte analysis gives additional information about maturi ty o f the 
re t İcu locytes becausc l ight scatter dircctly p ropo ı t i ona l to the reticulocyte R N A . 

We present here a prospeetive study to evaluate the erythroid activity o f the bone marrow i n 
64 anemic patients. W e performed f low eytometric reticulocyte analysis in 9 patients w i t h au-
to immune hemolyt ic anemia, 6 patients w i t h paroxysmai nocturnal hemoglobİnur i a , 2 İ pati
ents w i t h myelodysplastic syndrome, 6 patients w i t h vitamine B12 deficieney, 15 patients wifh 
İron deficieney, 7 patients w i t h (3 Thalassemia intermedia and 25 healthy adults. 

W e conelude that f l ow eytometric reticulocyte analysis is fast, sensitive and reproducible met-
hod and reticulocyte maturation index ( R M I ) measurement provides an additional information 
about the engraftment kinetics. 

Key words: Bone marrow erythropoietic act ivi ty, anemia, f l o w eytometry, reticulocyte matu
ri ty index. 

GİRİŞ 
Çevre kanında retikülosit sayımı kemik iliği
nin eritropoietik aktivitesini belirlemede en 
sık kullanılan laboratuvar yöntemlerinden 
bilidir ( 3- 4 ) . Klinik uygulamalar sırasında ön
celikle anemilerin tanı ve sınıflandırması ile 

nutrisyonel eksikliklere bağlı anemilerin te
davi cevaplarının değerlendirilmesinde kul
lanılırken son yıllarda hematopoietik kök 
hücre transplantasyonlarından soma kemik 
iliği yamanmasının erken göstergesi olarak 
da kullanılmaya başlanmıştır (2'5-6>7>. Standart 
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yöntemde metilen mavisi ile vital boyama 
yapılarak hazırlanan preparatlar ışık mikros
kobunda değerlendirilir. Bu yöntemle nisbe-
ten sınırlı sayıda hücre sayıldığı için normal 
ve düşük retikülosit oranlarında yöntemin 
duyarlılığı azalmaktadır. Son yıllarda akım 
sitometrişinin hematoloji laboratuvarlannda 
rutin olarak kullanım alanına girmesiyle bir
likte retikülosit sayımları da bu yöntemle ya
pılmaya başlanmıştır. Akım sitometresi ile 
dakikalar içinde 50000 eritrosit sayarak reti
külosit oranını hesaplanabildiği için normal 
ve hatta düşük retikülosit oranlan arasındaki 
çok küçük farklılıklar bile tanmabilmektedir. 
Hücrelerin floresans yoğunluğu direkt olarak 
hücre RNA içeriğine bağlı olduğundan bu 
yöntemle eritrositlerin olgunluk durumu 
hakkında da objektif bilgiler sağlanmaktadır. 
Bu yöntemde daha genç olan hücreler daha 
fazla RNA içerdiği için daha yoğun flore
sans vermekte ve retikülosit olgunlaşma in
deksi (ROİ) de bununla orantılı olarak daha 
büyük çıkmaktadır. Bu çalışmada anemi ne
deniyle tetkik edilen 64 hastada tedavi önce
si veya özellikle OİHA vakalarında nüks sı
rasında ve kontrol amacı ile 25 sağlıklı eriş
kinde akım sitometrisiyle retikülosit analiz
leri yapıldı ve ROİ nin eritropoietik aktivite-
nin göstergesi olarak değeri araştırıldı. 

M A T E R Y A L ve M E T O D 

Anemi ön tanısıyla polikliniğimize gönderi
len hastalar içinde oloimmun hemolitik ane
mi (OİHA), paroksismal noktürnal hemoglo-
binüri (PNH), miyelodisplastik sendrom 
(MDS), vitamin B12 eksikliği (B12İ) demir 
eksikliği anemisi (DEA) ve Thalassemia in
termedia tanısı konulanlar ile kontrol grubu 
olarak değerlendirilmek üzere sağlıklı eriş
kin kişiler çahşmaya dahil edildi. 

Hastalar, tetkikleri tamamlandıktan sonra 
OİHA, PNH, MDS, B12İ, DEA, [3 Thalasse
mia intermedia olarak gruplandı. Tam amaç
lı yapılan rutin tetkiklerin ve standart olarak 

yapılan retikülosit sayımlarının yanında has
taların tam kan örneklerinde akım sitometri
siyle retikülosit analizleri yapıldı. Bu amaçla 
CellDyne 1600 otomatik kan sayım cihazı, 
FacsCalibur (Becton Dickinson) flow sito-
melri cihazı ve RNA boyası olarak thiazole 
orange'ın kullanıldığı ReticCount (Becton 
Dickinson) kit'i kullanıldı. Çevre kanı örnek
leri EDTA'lı kan sayım tüplerine alındı ve 
Davies ve arkadaşlarının belirttiği şekilde 
hazırlanıp flow sitometride analiz edildi ( 2 ) . 
Kısaca, her bir analiz için birinde İmi fosfat
lı tuz tamponu, diğerinde İmL ReticCOUNT 
(Thiazole Orange) solüsyonu olan iki tüp ha
zırlandı. Tüplerin üzerine 5'er pi EDTA'lı 
tam kan örneği eklendi. Örneklerin karışımı 
sağlandıktan soma 30 dakika süreyle, karan
lıkta, oda ısısında inkübe edildi ve inkübas-
yon sonrası bekletilmeden akım sitometri
siyle çalışıldı. Verilerin sağlanması ve de
ğerlendirilmesi sırasında CellQuest softvvare' 
i kulanıldı. Floresans sinyaller logaritmik 
olarak güçlendirildi. Dar açıda (forward side 
scatter (FSC)) ve dik açıda (side scatter 
(SSC) ışık saçılımımn ölçüldüğü nokta gra
fikleri kullanılarak önce eritrositler çerçeve 
içine alındı, ve 50.000 sinyal sayıldı. Analiz 
için tek floresansm kullanıldığı histogram 
eğrileri tercih edildi. Önce monoklonal anti
kor kullanılmaksızın sadece fosfatlı tuz tam
ponu ile "boş" olarak hazırlanan örnek tüpü
nün verileri kullanılarak eritrositlerin otoflo-
resansı belirlendi. Ardından boyalı tüpün ve
rileriyle elde edilen histogram grafiği üzeri
ne aynı alan işaretlenerek alınan floresans 
yoğunluk retikülosit oranı olarak kaydedildi. 
Şekil 1. de birisi OİHA 'li bir hastaya diğeri 
DEA 1 l i bir hastaya ait olan iki retikülosit 
analiz histogramı sunuldu. Analiz sırasında 
retikülosit olgunlaşma indeksi (ROİ), retikü
losit pozitif olarak değerlendirilen toplulu
ğun verdiği floresans yoğunluğunun kanal 
numaralarının geometrik ortalaması olarak 
belirtildi ( 2 \ Daha soma hastaların standart 
yöntemle elde edilen retikülosit değerleri 
akım sitometri verileriyle karşılaştırıldı. Ar-
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dindarı altı gruba ayrılarak incelenen hastala
rın akım sitometrisiyle elde edilen retikülosit 
oranları, ROİ değerleri, hemoglobin ve he-
matokrit değerleri karşılaştırılarak kemik i l i 
ğinin eritropoietik aktivitesi değerlendirildi. 

Sonuçların değerlendirilmesinde kullandığı
mız Student's T testi ve Mann Whitney U 
testi bilgisayar ortamında SPSS for windows 
7.0 istatistik programı yardımıyla gerçekleş
tirildi. 

B U L G U L A R 

Çalışmamızda 64'ü hasta 25 i kontrol grubu 
olarak sağlıklı erişkinlerden oluşan toplam 
89 olgu değerlendirildi. Çalışmaya alma 64 
hasta tetkikleri tamamlandıktan sonra doku
zu otoimmun hemolitik anemi (OİHA), altısı 
paroksismal noktürnal hemoglobinür i 
(PNH), 21'i miyelodisplastik sendrom 
(MDS), altısı vitamin B12 eksikliği (B12 i) 
15' i demir eksikliği anemisi (DEA), yedisi p 
Thalassemia intermedia olarak gruplandı. 
Kontrol grubuyla birlikte tüm hastaların de
mografik özellikleri Tablo l.de, laboratuvar 
sonuçları ise Tablo 2 de Özetlendi. Standart, 
manuel yöntemle ölçülen retikülosit oranları 
ile akım sitometrisi ile değerlendirilen reti
külosit oranlan ve ROİ leri birlikte değerlen
dirildi. Hastaların ve kontrol grubunun tümü 
dikkate alındığında standart yöntemle ve 

Tablo 1. Has t a l a r ı n ve kon t ro l grubunun demografik 
özel l ikler i 

Vaka 
sayısı 

Yaş 
(OrtalamaiSS) 

Cinsiyet 
(K/E) 

MDS 21 59±ll 5/16 

OİHA 9 46±11 8/1 

PNH 6 32+3 5 /1 

VÜ.B124- 6 69+19 2 /4 

Demir eksikliği anemisi 15 28+12 14/1 

p Thalass. intermedia 7 20+4 3/4 

Kontrol grubu 25 28±6 9/16 

akım sitometrik yöntemle araştırılan retikü
losit oranları sırasıyla 4.17+2.18 ve 
4.18+2.25 olarak bulundu ve standart sap
malar arasında da istatistiksel açıdan fark 
bulunmadı (p=0.40) ve bundan soma yapılan 
yapılan istatistik! analizler akım sitometrisi 
ile elde edilen veriler temel alınarak gerçek
leştirildi. Hastalık gruplarına göre elde edi
len sonuçlar ayrı ayrı değerlendirildi ve Tab
lo 2. de sunuldu. Bu tabloda da görüldüğü 
gibi OİHA, PNH ve p Thalassemia interme
dia olgularında retikülosit sayısı ve ROİ ikisi 
de artmış bulundu. Hb değerleri de retikülo-
sit oranlan ile ters orantılı olacak şekilde dü
şük olarak saptandı. MDS olgularında (21 
olgu) retikülosit sayıları düşük bulunurken 
ROİ lerinin daha büyük olduğu saptandı (or
tanca 93 (77-127)) (p=0.04). ROİ nin he
moglobin (Hb) ile ters orantılı olduğu göz
lendi. DEA ve B12 olgularının ise retikülosit 
oranlarının ikisinin de düşük olmasına rağ
men ROİ'lerinin B12 olgularında kontrol 
grubuna göre daha büyük olduğu gözlendi 
ancak istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı 
(p=0.69). 

TARTIŞMA 

Retikülosit sayımı anemilerin tanısı, sınıf
landırılması ve tedavi cevaplarının değerlen
dirilmesinde kullanılan en önemli testlerden 
biridir. Thiazol orange kullanılarak yapılan 
akım sitometrik retikülosit analizi ile olduk
ça hızlı, nispeten basit ve duyarlı bir yön
temdir ( 5-B ). Standart manuel yöntemlerle 
Î000 hücre üzerinden yapılan değerlendir
meler akım sitometrisiyle 50000 hücre üze
rinden oldukça kısa sürede gerçekleştirilebil-
mektedir. Hücrelerin floresans yoğunluğu 
direkt olarak hücre RNA içeriğine bağlı ol
duğundan bu yöntemle eritrositlerin olgun
luk durumu hakkında da objektif bilgiler 
sağlanır <3). Bu yöntemde daha genç olan 
hücreler daha fazla RNA içerdiği için daha 
yoğun floresans vennekte ve ROİ de o dere
ce yüksek çıkmaktadır. ROİ, akım sitomet-
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Tablo 2. O lgu la r ın laboratuvar özel l ikler i 

Lokosit 
{ W ) +ss 

Hb, 
(g/di) ±SS 

MCV 
(fi) ±ss 

Trombosit 
(/mm3) +SS 

Ret. Oranı 
(Standart) 

%±SS 

Ret. Oranı 
(Akım sitometrik) 

%±SS 

ROİ 
±ss 

MDS 6200+7300 7,7±1,8 95+10 93000+96000 1,84+1,3 1,89+1 95+15 

OİHA 7500+2900 U±l,9 97+9 290000+138000 5,9+3,3 5,6i3,9 88+8 

PNH 42ÛO±2100 9,3+2,5 101+15 172000+254000 8,3+4,9 8,6+5,5 88+13 

Vit. B12 4- 2900+2000 7,2+4,5 116+7 82300+57200 2,7+0,9 2,7±1.1 90+5 

DEA 6300+2300 7,8+2,1 67,4+6 270000+125000 1,8+1 1,8+0,9 78+4 

P Thalass, intermedia i 1200+7200 7,7+0,9 68+14 5280001330000 5,9+3 5,5+2,8 89+5,7 

Kontrol grubu 6500+1200 14,1+1,9 86±4 250000+60000 2,8±0,9 2,8+0,6 78±7,2 

Tablo 3. Ane ın i a t t g ı u p l a n n a g ö r e has ta la r ımızda elde 
edilen eritrosit ve re t ikülos i t parametreleri 

Hb MCV 
Retikülosit 

oranı ROİ 

MDS 4- N, T N,4- Î T 

OİHA 4- N , t t t 
PNH i N,T T T 

Vit. B12 i i î î 

DEA i 4. M N,4. 

[3 Thalass. intermedia i 4- î N , t 
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resi veya manuel yöntemle bakılan retikülo
sit oranıyla ilişkisiz bir parametre olduğu 
halde son ydlarda Kİ eritropoietik aktivitesi
ni belirlemek için kullanılan oldukça önemli 
bir parametredir. Son zamanlarda ROİ'nin 
kök hücre nakli (KHN) yapılmış hastaların 
takibinde kullanıldığı çalışmalar da yayın
lanmıştır 0.2,6,7)_ 

Biz de bu çalışmada 64 anemik hastada erit
rosit sayısı, diğer eritrosit parametreleri, re
tikülosit oranı ve retikülosit sayılarını de
ğerlendirdik. ROİ ile Hb, Hct, retikülosit 
oranlan arasında çok zayıf bir ilişki bulduk. 
Hastalık grupları ayrı ayrı değerlendirildi
ğinde ise OİHA, PNH ve p Thalassemia in
termedia' lı olgularda retikülosit sayısı ve 
ROİ ikisi de artmış bulundu. Ancak bu grup
larda vaka sayılan az olduğu için istatistiksel 
olarak farklılığı ortaya konulamadı. Retikü
losit ortanı yanında ROİ lerde artış gösteren 

bu olgular hiperprodüktif pateme uymaktay
dı. 

ROİ'nin en yüksek saptandığı olgular 
MDS'li olgulardı. Bu grupta 95±15 olarak 
saptanan ortalama ROİ kontrol grubuna göre 
anlamlı olarak yüksek idi (p=0.04). Retikü
losit sayısının normalden düşük olarak sap
tanması bu olguların ikinci önemli özelliği 
idi. 

Kontrol grubuna en yakın ROİ sonuçları de
mir eksikliği anemisi olan olgulardı. Bu ol
gularda ROİ leri normal sınırlarda saptamr-
ken (p=l), retikülosit oranları normal veya 
normalin altında olduğu gözlendi. B12 ek
sikliği olgularında ise retikülosit oranlan 
normal saptanırken ROİ leri hafif yüksek 
bulundu. 

Retikülosit oranları ve retikülosit olgunlaş
ma indeksleriyle Hb ve MCV değerlerinin 
anemi alt grupları arasında görülme sıklığına 
göre dağılımları Tablo 3 de özetlenmiştir. 

ROİ nin yüksek saptandığı olgular yüksek 
eritropoietik akıiviteye sahip olgular olarak 
kabul edilmekledir. MDS ve B12 gibi reti
külosit oranlarının düşük saptandığı olgular 
hipoproliferatif olarak kabul edilse de ROİ 
değerlendirildiğinde MDS ve B12 olguları
nın yüksek eritropoietik aktivitesi olduğu 
görülmektedir ve inefektif eritropoiezin indi-
rekt bulgusu olarak kabul edilebilir. Aynı şe
kilde retikülosit oranının normal ve düşük 
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olarak saptandığı DEA olgularımızda ise 
ROİ normal sınırlarda bulunmuştur. Bu du
rum DEA olgularmdaki azalmış eritropoie-
zin bir göstergesi olarak değerlendirilmekte
dir »>. 

Retikülosit sayımı anemilerin tanısı, sınıf
landırılması ve tedavi cevabının değerlendi
rilmesinde kullanılan en önemli testlerden 
biridir. Standart manuel yöntemle yapılan 
sayımların düşük retikülosit sayımlarında 
duyarlılığının da düşük olması sayımı yapan 
kişiden kişiye değişiklikler göstermesi ve 
belli bir sürede belli sayıda eritrosit ve reti
külosit sayılarak işlemin gerçekleştirilebil
mesi sınırlayıcı faktörlerdir. 

Bu sonuçlarla ROİ nin eritropoietik aktivite-
nin göstergesi olarak kullanılabilecek son 
derece ucuz bir yöntem olduğunu ve özellik
le hipoproliferatif anemilerin yüksek ve dü
şük eritropoietik aktiviteli olarak sınırlandı
rılabilmesi için ek bilgiler sağlayabilecek bir 
parametre olarak kullanılabileceğini düşünü
yoruz. 
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