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TROMBOPOEZI DEGERLENDIRMEDE AKIM SITOMETRISI ILE
RETIKULOTROMBOSIT (TO+ TROMBOSIT) SAYIMLARININ

YERI

Abdullah HACIHANEFIOGLU¥, Mustafa N.YENEREL**,
Reyhan DiZ KUCUKKAYA**, Mehmet TURGUT***

OZET

Thiazole orange (TO) niikleik asitlere, 6zellikle RNA ya baglandiginda fluoresans olusturan,
aslinda retikiilosit sayiminda kullanilmig bir boyadir. TO boyamasini hematolojik olarak nor-
mal kigilerde ve cesitli niceliksel trombosit bozuklugu olan hastalarda tam kan orneklerinde
kullandik. 58 kontrol érneginde TO ile boyanan (TO+) trombositlerin oran1 %3.85+1.99(£SS)
bulundu. Kemik iliginde megakaryosit sayis1 normal veya artmis olan 27 trombositopenik has-
tada TO+ trombosit orant %16.93+12.93 bulundu. Bu kontrole gore anlamli olarak yiiksekti
(p<0.0001). Kemik iliginde megakaryosit say1sinin azaldig1 17 trombositopenik hastada TO+
trombosit orani kontrolden farkli bulunmadi. Fakat mutlak TO+ trombosit sayis1 anlamli ola-
rak diigiiktii (p<0.0001). 15 trombositozlu hastada TO+ trombosit oram %3.65+2.28 (+:SS) bu-
lundu ve bu kontrol degerlerinden farkli degildi. Yine bu hasta grupunda TO+ trombositlerin
mutlak sayisi1 kontrol degerlerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.0001). Sonug ola-
rak retikiilotrombositlerin akim sitometrisi yontemi ile sayimi sensitif ve spesifik bir test olup,
trombositopenik hastalarda trombopoetik aktiviteyi noninvazif olarak hizli bir sekilde deger-
lendirmeyi saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Retikiilotrombosit, thiazole orange, akim sitometrisi

SUMMARY

Flow-cytometric analysis of reticulated platelets in estimating thrombopoiesis. Thiazole
Orange (TO), a fluorescent dye originally used for reticulocyte analysis, is characterized by a
large fluorescence enhancement yield on binding to nucleic acids, particularly RNA, We app-
lied TO staining to platelets in whole blood samples from haematologically normal subjects
and patients with various quantitative platelet disorders. The percentage of TO+ platelets in 58
control subjects was %3.85(1.99(xSD). In 27 thrombocytopenic patients whose bone marrow
contained normal to increased number of megakaryocytes, the percentage of TO+ platelets
%16.93(12.93(£SD), was significantly elevated (p<0.0001). In contrast, the proportion of po-
sitively stained platelets in 17 patients with thrombocytopenia due to various conditions with
reduced marrow megakaryocytes did not significantly differ from the controls, whereas the ab-
solute counts of TO+ platelets were significantly lowered (p(0.0001). The percentage of TO+
platelets in 15 patients with thrombocytosis was % 3.65%2.28 (+SD) and did not significantly
differ from controls, but the absolute counts of TO+ platelets were significantly increased
(p<0.0001). We conclude- that flow cytometric analysis of reticulated platelets is a sensitive
and spesific test that rapidly provides information on the thrombopoietic activity in throm-
bocytopenic disorders.
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GIRIS

Trombositopeni, kemik iliginde megakaryo-
sit liretiminin azalmasina, ¢evre kaninda yi-
kiminin artmasina veya dalakta géllenmeye
(hipersplenizm) bagh olabilir. Hiperspleniz-

me bagli olan trombositopeniler ¢cogu kez
dalak biiyiikliigiiniin degerlendirilmesi ve di-
ger laboratuvar bulgularina dayanilarak tani-
nabilir. Yapim eksikligi veya yikim artigina

bagh trombositopeniyi birbirinden ayirabil-
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mek i¢in kemik iligindeki megakaryosit sa-
yisinin degerlendirilmesi gereklidir. Son yil-
larda akim sitometrisinin hematoloji labora-
tuvarlarinda rutin olarak kullanim alanmna
girmesiyle birlikte retikiilosit sayimlar: da
bu yontemle yapilmaya baglanmistir. Ana-
lizlerin akim sitometresi ile yapilmasi sade-
ce retikiilosit oranini degil, islemin direkt
olarak hiicre RNA icerigini yansitmasi nede-
niyle, hiicrelerin olgunluk durumu hakkinda
da bilgi saglamaktadir ¥, Bu yontemde daha
geng olan hiicreler daha fazla RNA igerdigi
icin daha yogun floresans vermektedir @,
Geng eritrositlerin (retikiilositler) sayisinin
degerlendirilmesinde kullanilan bu yontem
aym gekilde dolagima yeni ¢ikmig geng
trombositlerin (retikiilotrombosit) sayimi
icin kullanilmaya baslanmistir. Bu konuda
ilk yapilan ¢aligmalardan birinde TO (thia-
zole orange) ile isaretlenmis trombositlerin
oraninin trombopoetik aktiviteyi gosterdigi
bildirilmigtir ©.

Bu ¢aligmada kemik iliginde megakaryosit
oraninin normal veya artmis oldugu trombo-
sitopenik hastalarda (yikim trombositopeni-
si), trombositoz ile seyreden myeloprolifera-
- tif hastaliklarda ve kemik iliginde megakar-
yosit oraninin azaldig1 hastaliklarda akim si-
tometresiyle retikiilotrombosit sayimlar: ya-
pild1. Retikiilotrombosit sayiminin yikim ve
yapim eksikliine bagl trombositlerin ayiri-
c1 tanisinda kullanilabilecek bir parametre
olarak degeri aragtirildi.

MATERYAL ve METOD

Kontrol ve hasta gruplari: Bu calismada
59'u hasta 58'1 saglikl1 erigkin kisilerden olu-
san 117 kisiden alinan kan Grnekleri akim
sitometresiyle retikiilotrombosit ydniinden
degerlendirildi.

Hastalar trombosit sayist ve kemik iligi me-
gakaryosit orani yoniinde 3 gruba ayrilarak
degerlendirildi. Grup I kemik iliginde mega-
karyosit sayist normal veya artmis olan
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trombositopenik hastalardan, Grup II kemik
iligi aspirasyonunda megakaryosit sayisi
azalmig, trombositopenik hastalardan, Grup
III ise trombositozlu hastalardan olusmak-
taydr. -

Kan érnekleri: Hematolojik olarak normal
kigilerden ve hastalardan EDTA (ethylenedi-
amine tetraacetate) i SmL venoz kan 6rnek-
leri alind1 ve ayn1 giin ¢aligildi.

TO ile boyama: Bu amagla Becton Dickin-
son tarafindan pazarlanan TO (ReticCO-
UNTT™) 1n metanolde hazirlanmis stok so-
liisyonu (1mg/1mL) kullanildi. 800pL TO m
stok soliisyonu 200pL PBS (phosphate-buf-
fered saline) ile diliie edildi. Boyasiz kontrol
tlipii olarak kullanilmak tizere ImL PBS ile
ikinci bir tiip hazirlandi.

CD41 monoklonal antikoru ile isaretleme:
Trombositleri daha iyi tanimlama amac ile
TO dan farkl: fliioresans 0zelligi gosteren ve
trombositlere 6zgili glikoproteinlere bagla-
nan bir anti-glikoprotein monoklonal antiko-
ru (MoAD) kullanildi. Bu amagla Dako tara-
findan hazirlanan ve 0.05 M Tris/HCI, 0.1 M
NaCl, 15 mM NaN3 ve %1 bovin serum al-
biimini ortaminda RPE (R-phycoerythrin) ile
konjuge edilmis monoklonal fare anti-insan
trombosit glikoproteini IIb (CD41)kullanil-
d1. Cevre kani 6rnekleri EDTA'1 kan sayim
tiiplerine alind1 ve Ault KA ve arkadaglari-
nin belirttigi sekilde hazirlanip flow sitomet-
ride analiz edildi @,

Daha sonra 1mL PBS ve 10pL CD41 MoAb
ile hazirlanan kontrol ve 800pL TO ile
200puL PBS ve CD41 MoAb ile hazirlanan
test tiiplerine yeni alinmis, 5 pL EDTA'Lh
tam kan Ornekleri eklenerek 30 dakika sii-
reyle, karanlikta, oda 1sisinda inkiibe edildi
ve inkiibasyon sonrasi bekletilmeden akim
sitometrisiyle ¢aligildi. Verilerin saglanmasi
ve degerlendirilmesi sirasinda CellQuest
software'i kulanildi. Floresans sinyaller lo-
garitmik olarak giiclendirildi. Dar agida (for-
ward side scatter (FSC)) ve dik acida (side
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scatter (SSC) 1s1k sactliminin Slgiildiigii
nokta grafikleri kullanilarak 6nce CD41 (+)
trombositler ¢erceve icine alindi, ve 50.000
sinyal sayildi. Analiz i¢in tek floresansin
kullanildig: histogram egrileri tercih edildi.
Once monoklonal antikor kullanilmaksizin
sadece fosfatl: tuz tamponu ile’"bog" olarak
hazirlanan 6rnek tiipiiniin verileri kullanila-
rak trombositlerin otofloresanst belirlendi,
Ardindan boyali tiipiin verileriyle elde edi-
len histogram grafigi iizerine ayn1 alan iga-
retlenerek alinan floresans yogunluk retikii-
lotrombosit orani olarak kaydedildi.

Trombosit saymmlar1 ve trombosit hacim
ol¢iimleri: Trombosit sayimi1 ve hacim 6l-
climleri (MPV: mean platelet volume) ED-
TA'l1 venoz taze tam kan 6rnekleri kullanila-
rak Cell-DYN C1600 (Abbott) kan sayim
aletinde yapildi.

Istatitiksel Analiz: Retikiilotrombosit oran
(%RT), mutlak RT sayis1 (absolute, aRT) ve
trombosit sayilarmin gruplar arasindaki an-
lamlilif1 Tukey-HSD ve Kruskal-Wallis testi
ile; %RT, trombosit sayilar1 ve cinsiyetler
arasmdaki farkliliklar Mann-Whitney U-
Wilcoxon testi ile aragtirildi ©), Korelasyon
katsayilar1 ve ayn1 grup igerisindeki trombo-
sit sayilari, MPV ve %RT degerleri arasin-
daki iligkiler Pearson yontemi ile hesaplandi.

BULGULAR

Retikiilotrombosit agisindan degerlendiril-
mek iizere 117 kisi ¢calismaya dahil edildi.
Bunlarin 58'1 hematolojik agidan herhangi
bir patoloji saptanmamis olan erigkin kigiler
idi ve bunlar kontrol grubu olarak degerlen-
dirildi. Yaglar1 14-70 arasinda degismekte
olan grubun 27'si erkek, 31'i kadin idi ve
trombosit sayilart 157 x10°/L ile 419 x10%/L
arasinda degigsmekteydi.

Tamlar1 ve laboratuvar 6zellikleri Tablo 1'de
Ozetlenen hastalar, kemik iligi megakaryosit
oranlar1 ve trombosit sayilar: temel alinarak

olusturulan ii¢ ayr1 grupta incelendi. Buna
gore Grup I'de kemik iliginde megakaryosit
say1s1 normal veya artmig olan 27 trombosi-
topenik hasta, Grup II'de kemik iligi hipop-
lazisi ve megakaryosit oraninda azalmayla
birlikte trombositopenik olan 17 hasta ve
Grup III de trombositozu olan 15 hasta de-
gerlendirildi.

Tablo 1. Caligmada retikiilotrombosit analizi yapilan
hastalik gruplar

Gruplar Olgu sayisi
(Grup T) Megakaryosit T veya N, Trombosit 4 27
iTp y2
Hipersplenizm ' 3
(Grup IT) Megakaryosit ., Trombosit | 17
Kemoterapi sonrast 15
Aplastik anemi 2
(Grup IIT) Megakaryosit T veya N, Trombosit T 15
Polistemia vera 5
Esansiyel trombositemi 3
Kronik miyeloid 16semi 4
Sekonder trombositoz 3

Akim sitometrik inceleme sonuglar1 Tablo
2'de 6zetlendi. Kontrol grupundaki 58 kiside
TO* trombosit oranint (%RT) %3.85+1.99
(ortalama+SS) bulundu. Bu grupta degerler
%1.37-11.02 arasinda idi. Kemik iliginde
megakaryosit sayisinin normal veya artmig
oldugu trombositopenili hasta grubunda
(Grup I) %RT oranim 16.93+12.93 (ortala-
maxSS), (aralik %5.04-52.99) olarak saptan-
d1 ve kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
anlaml farklilik mevcuttu (p<0.0001). Ke-
mik ilifinde megakaryosit sayisinin azalmig

Tablo 2. Akim sitometrik analiz sonuglarinin gruplara
dagilim

Gruplar  %RT(SS) Mutlak RTx10%/L(xSS)
Grupl 16.93+12.93 8.91+4.77

Grup IT 2.99+1.17 1.75+1.17

Grup III 3.654+2.28 26.10£15.28
Kontrol 3.85+1.99 9.5445.50




oldugu trombositopenik 17 hastada (grup II)
%RT degeri 2.9941.17(ortalamaxSS) (aralik
%1.09-4.96) olarak saptandi. Kontrol gru-
buyla %RT arasinda farklilik saptanmadigi
halde mutlak RT sayisi agisindan kontrol
grubuyla anlamli farklilik gozlendi
(p<0.0001). Trombositozlu hastalardan olu-
san Grup III de %RT degerleri kontrol gru-
puna gore farkli degildi (3.65+2.28, aralik:
1.15-9.24). Ancak mutlak RT oranlar: baki-
muindan bu iki grup arasinda anlamh farklilik
vardi (p<0.0001).

Tiim gruplarda %RT orani, yasla, cinsiyetle
ve MPV degerleri ile iligki gostermemektey-
di.

TARTISMA

Bu ¢alisgmada TO kullanilarak flow-sitomet-
rik yontemle, dolagima yeni ¢ikan retikiilot-
rombositler sayildi (%RT). Bu ¢aligmada
kullanilan-TO- 1 uygun konsantrasyonunu
belirlemek kritik bir 6nem tagimaktadir,
Kullanilan boyanin konsantrasyonlart birgok
caligmada birbirinden farkli %RT oranlar1
bulunmasina neden olmaktadir. Yine boya
konsantrasyonunun ve inkiibasyon siiresinin
artig1 ile yogun graniillere penetrasyonun art-
mast da burada rol oynuyor olabilir ©, Ca-
higmamizda retikiilosit sayiminda gecerli
olan konsantrasyonlarda TO kullanildiginda
oldukga yiiksek fliiorensans sinyalleri olus-
turmaktaydi. Bu olumsuzluk stok TO soliis-
yonun diliie edilerek kullanilmasiyla diizel-
tildi.

Ik olarak TO 1 kullanarak flow-sitometrik
olarak RT sayimini gerceklestirenler Kienast
ve Schmitz dir. Tam kan kullanarak yaptik-
lart caligmada normal kigilerde %RT oranini
8.612.8 olarak saptamiglardir ©. Yine aym
yontemle Watanabe ve ark tarafindan %RT
orani normal kisilerde 0.984+0.41 bulunmus-
tur (10), Trombositten zengin plazma kulla-
nan arastirmacilar, érnegin Rinder ve ark. ta-
rafindan %RT orani kontrol grubunda
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2.942.2 ®), Romp ve ark. tarafindan 4.2+1.9
(), Robinson ve ark. nin yaptiklart ¢aligmada
%RT orant 15.6+2.19 O, Ault ve ark. ise
0.910.1 @ bulmuglardir. Yaptigimiz ¢alig-
mada tam kanda %RT oranim 3.85£1.99
bulduk. Cesitli caligmalarda immiin trombo-
sitopenili hastalarda yapilan TO ile flow-si-
tometrik analizlerde kemik iligi trombopoe-
tik aktivitesinin arttigini gosterecek sekilde
yiiksek degerler (normalin 2 ile 10 kat1) bu-
lunmustur. Kawai ve ark. tarafindan normal
%RT oran1 0.35+1.70 iken ITP li hastalarda
3.37£2.10 bulunmugtur ©), Fujii ve ark.nin
caligmasinda kontrol grubunda %RT orani
15.2144.98 den ITP 1i hastalarda
26.94+12.19 a kadar ¢ikmaktadir 4. Rinder
ve ark, yaptiklar1 bir ¢alismada ITP li hasta-
larda %RT 38.6+27.4 olarak bildirilmis olup
bu oran normal kigilerdekinin yaklasik 12
katidir ®, Bagka bir ¢caligmada kemik iligin-
de megakaryositlerin normal veya arttif,
cogu ITP 1i olan hastalarda bu oran
26.9+£10.9 (kontrol grubunda %8.6+2.8) bu-
lunmugtur ©). Son olarak Watanabe ve ark.
bu gruptaki hastalarda %RT oranimin
4.95+3.23 (kontrolii: 0.98+0.41) oldugunu
bildirmiglerdir (10, Yine aynmi c¢aligmada
mutlak RT sayilarinin kontrol grubundakin-
den farkli olmadigint vurgulamaglardir.

Calismamizda kemik iliginde megakaryosit
sayisinin normal veya artmig oldugu trom-
bositopenik hastalarda (grup 1I) (24 ii ITP
ye, 3 U hipersplenizme bagli) %RT oranini
16.93+12.93 bulduk. Bu deger kontrol gru-
bundakinin yaklagik 5 katiydi. Calismamiz-
da bu gruptaki hastalarda %RT degerleri ile
MPV degerleri arasinda anlamh bir iligki bu-
lamadik (r=0.10, p=0.6). Trombositopeninin
agirligr ile %RT oranlart arasinda anlaml
negatif iligki vard: (r=-0.66, p<0.001). Fakat
trombositopeninin agirlig: ile mutlak RT
sayilar arasinda aym sekilde anlamli bir ilig-
ki yoktu. Bu durum Watanabe ve ark. nin
tizerinde durduklar1 konu ve sonuclarla
uyumluydu (!9, Bunun tersine bagka bir ¢a-
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lismada %RT oranlart ile MPV degerleri

arasinda benzer hasta grubunda anlamli bir -

iliskiden soz edilmektedir (®., Ayni sekilde
Richards ve ark.nin ¢calismasinda ITP 1i has-
talarda %RT ve MPV degerleri arasinda an-
cak zayif bir iligkiden s6z edilebilecegi bil-
dirilmigtir (. Rinder ve ark tarafindan yapi-
lan galigsmada ise ITP li hastalarda %RT de-

gerleri ile MPV degerleri arasinda anlamli

bir iligki olmadigi, bu yiizden sadece MPV
degerlerinin %RT degerlerini dolaylt olarak
yansitamayacag bildirilmistir ®, Bu duru-
mun analizlerde tam kan veya trombositten
zengin plazma kullanimu ile ilgili olabilecegi
ileri siiriilmiigse de (), caligmamizda tam
kan kullanilmig olmasina ra§men %RT ile
MPYV arasinda anlamh iligki bulamamis ol-
mamiz trombositten zengin plazma kullanan
aragtirmacilarin sonuclar1 ile uyumlu bir
sonugtur. Nedeni ne olursa olsun hasta grup-
larinin taninmasinda MPV degerlerinin
%RT oranlar1 kadar degerli olmadigini sdy-
leyebiliriz.

Kemik iliginde megakaryosit sayisinin azal-
mi§ oldugu trombositopenik hastalarda (15 i
kemoterapiye bagl kemik iligi siipresyonu,
2 si aplastik anemili) %RT oranim
3.65+2.28 (ortalamaxSS) bulduk. Mutlak
RT sayis1 kontrol grupuna gore belirgin de-
recede diiglik bulundu (1.75+£1.17X109L).
Bu durumda %RT oran1 kontrol grubundan
anlamlr bir farklilik géstermezken mutlak
RT degerleri kontrol grupundan anlamli ola-
rak farklt bulundu (p<0.0001). Bu grupta
MPV degerleri ile trombosit sayilari, %RT
ve mutlak RT degerleri arasinda anlamli ilig-
ki yoktu. Bu sonuglar Kienast ve Schmitz' in
¢aligma sonuglari ile uyumluydu ©, Mutlak
RT degerlerinin trombopoetik aktiviteyi da-
ha iyi degerlendirmede 6nemli oldugu goriil-
mektedir.

Bu sonuglarla retikiilotrombosit sayiminin
kemik iligi trombopoetik aktivitesinin gos-
tergesi olarak kullanilabilecek son derece
ucuz bir yontem oldugunu ve ozellikle ya-
pim eksikligi ve yikim trombositopenilerinin
ayirict tani ve siniflamalarinda ek bilgiler
saglayabilecek bir parametre olarak kullani-
labilecegini diigiiniiyoruz.,

Calismamizda trombositopenik hastalarin
degerlendirilmesinde sadece %RT oranlari-
nin degil, ayrica mutlak RT degerlerinin de
6nemli oldugu gosterilmigtir.
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