Ist. Tip Fak. Mecmuasi 63:3, 2000

AKIM SITOMETRISIYLE RETIKULOSIT ANALIZi:
RETIKULOSIT OLGUNLASMA INDEKSININ KEMIK ILiGi
ERITROPOIETIK AKTIVITESININ GOSTERGESI OLARAK
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OZET

Cevre kan1 Srneginde retikiilosit sayimi, kemik iliginin eritropoietik aktivitesini belirlemek
amactyla en sik kullanilan laboratuvar yontemidir. Analizlerin akim sitometresi ile yapiimas:
sadece retikiilosit oranmi degil, islemin direki olarak hiicre RNA igerifiini yansitmasi nedeniy-
le, hiicrelerin olguniuk durumu hakkinda da bilgi saglamakeadir.

Caligmamizda kemik ilifi eritropoietik aktivitesini degerlendirmek amaciyla 9'u otobmmiin he-
molitik anemi, 6' st paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri, 21'1 miyelodisplastik sendrom, 6'st
vitamin B12 eksikiigi, 151 demir eksikligi anemisi ve 7 si [} Thalasscmia intermedia olan top-
Tam 64 hasta ve 25 saglikle erigkinin cevre kami drncklerinde akim sitometrisiyle retikiilosit
anatizleri yapildi. Bu cahigma sonucunda akim sitometrisiyle retikitlosit saymunm hizly, objek-
tif ve giivenilir bir yéntem oldugu ve bu yéntemle degerlendirilen ROI nin kemik ilifiinin erit-
ropoietik aktivitesini belirlemede ek bilgiler verebilecegi sonucuna varldy

Anahtar kelimeler: Kemik iliffi eritropoietik aktivitesi, anemi, akim sitometri, retikiilosit ol-
gunlagma indeksi

SUMMARY

Flow cytometric reficulocyte 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 cytometric reticulocyte analysis gives additional information about maturity of the
reticulocytes because light scatter directly proportional to the reticulocyte RNA.

We present here a prospective study to 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 anemia, 6 patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, 21 pati-
ents with myelodysplastic syndrome, 6 patients with vitamine B12 deficiency, 15 patients with
iron deficiency, 7 patients with [} Thalassemia intermedia and 25 healthy aduits.

We conclede that flow cytometric 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 erythropoietic aclivity, anemia, flow cytometry, reticulocyte matu-
rity index.

GIRIS

(evre kaninda retikiilosit sayun kemik iligi-
nin eritropoietik aktivitesini belirlemede en
sik kullanilan laboratuvar ydntemlerinden
biridir ¢4, Klinik uygnlamalar sirasinda 6n-
celikle anemilerin tan: ve simflandirmas: ile

nutrisyonel eksikliklere bagh anemilerin te-
davi cevaplarmin degerlendirilmesinde kul-
lanilirken son yillarda hematopoietik kok
hiicre transplantasyonlarindan sonra kemik
iligi yamanmasinin erken gostergesi olarak
da kullamimaya baglanmgtir @367, Standart
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yontemde metilen mavisi ile vital boyama
yapilarak hazirlanan preparatiar 151k mikros-
kobunda degerlendirilir. Bu yontemle nisbhe-
ten sinirh sayida hiicre sayildig: igin normal
ve diisiik retikiilosit oranlarinda yontemin
dayarliligl azalmaktadir. Son yillarda akim
sitometrisinin hematoloji laboratuvarlannda
rutin olarak kullanum alanma girmesiyle bir-
likte retikiilosit sayumlari da bu yontemle ya-
pimaya baglanmigtir. Akim sitometresi ile
dakikalar i¢inde 50000 eritrosit sayarak reti-
kitlosit oranin1 hesaplanabildigi icin normal
ve hatta diisiik retikiilosit oranlar arasmmdaki
cok kdiciik farkliliklar bile taminabilmektedir.
Hiicrelerin floresans yogunlugu direkt olarak
hiicre RNA icerigine bagl oldugundan bu
yontemle eritrositlerin olguniuk durumu
hakkinda da objektif bilgiler saglanmaktadur.
Bu ybdntemde daha geng olan hiicreler daha
fazla RNA icerdigi icin daha yofun flore-
sans vermekte ve retikiilosit olgunlagma in-

~ deksi (ROT) de bununla orantih olarak daha

biiytik cikmaktadir. Bu ¢alismada anemi ne-
deniyle tetkik edilen 64 hastada tedavi 6nce-
si veya ozellikle OIHA vakalarinda niiks s1-
rasmda ve kontrol amaci ile 25 saglikls erig-
kinde akim sitometrisiyle retikiilosit analiz-
leri yapilds ve ROI nin eritropoietik aktivite-
nin gostergesi olarak degeri arastirild.

MATERYAL ve METOD

Anemi 6n tanistyla poliklinigimize gonderi-
len hastalar icinde otoimmun hemolitik ane-
mi (OIHA), paroksismal noktiirnal hemoglo-
biniiri (PNH), miyelodisplastik sendrom
(MDS), vitamin B12 eksikligi (B12l ) demir
eksikligi anemisi (DEA) ve Thalassemia in-
termedia tanis1 konulanlar ile kontrol grubu
olarak degerlendirilmek lizere saglikii erig-
kin kigiler caligmaya dahil edildi.

Hastalar, tetkikleri tamamlandiktan sonra
OIHA, PNH, MDS, B12{, DEA, B Thalasse-
mia intermedia olarak gruplandi. Tam amag-
Iz yapilan rutin tetkiklerin ve standart olarak

yapulan retikiilosit saymmlarimin yamnda has-
talarin tam kan drneklerinde akim sitometri-
siyle retikiilosit analizleri yapildi. Bu amagla
CellDyne 1600 otomatik kan saymm cihaz,
FacsCalibur (Becton Dickinson} flow sito-
meiri cihazi ve RNA boyasi olarak thiazole
orange'mn kullamldigi ReticCount (Becton
Dickinson) kit'i kullanmildi. Cevre kant drnek-
leri EDTA'l: kan sayimn tiplerine alindi ve
Davies ve arkadaglarinin belirttigi sekilde
hazirlanip flow sitometride analiz edildi @,
Kisaca, her bir analiz igin birinde 1ml fosfat-
Ir tuz tamponu, digerinde 1mL ReticCOUNT
(Thiazole Orange) soliisyonu olan iki tiip ha-
zirlandi. Tiplerin {izerine S'er pl EDTAT
tam kan drnegi eklendi. Omeklerin karisimi
saglandiktan sonra 30 dakika siireyle, karan-
likta, oda 1s1s1nda inkiibe edildi ve inkiibas-
yon sonrasi bekletilmeden akim sitometri-
siyle calisildi. Verilerin saglanmast ve de-
gerlendirilmesi sirasinda CellQuest software’
1 kulamldi. Floresans sinyaller logaritmik
olarak giiclendirildi. Dar agida (forward side
scatter (FSC)) ve dik agida (side scatter
(SSC) 151k sagilimimn Slgiildiigii nokta gra-
fikleri kullamifarak Once eritrositler ¢ergceve
igine alindi, ve 50.000 sinyal sayildi. Analiz
icin tek floresansin kullanildig: histogram
egrileri tercih edildi. Once monoklonal anti-
kor kullaniimaksizin sadece fosfatli tuz tam-
ponu ile "bog" olarak hazirlanan Grnek tiipii-
niin verileri kullanilarak eritrositlerin otoflo-
resansi belirlendi. Ardindan boyal: tiiptin ve-
rileriyle elde edilen histogram grafigi iizeri-
ne ayni alan igaretlenerek 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 olgunlagsma indeksi (ROT), retikii-
losit pozitif olarak degerlendirilen toplulu-
gun verdigi floresans yogunlugunun kanal
numaralarinin geometrik ortalamas: olarak
belirtildi ‘2. Daha sonra hastalarn standart
yontemle elde edilen retikiilosit degerleri
akim sitometri verileriyle karsilagtirrldi, Ar-
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dindan alt1 gruba ayrilarak incelenen hastala-
rin akim sitometrisiyle elde edilen retikiilosit
oranlart, ROI degerleri, hemoglobin ve he-
matokrit degerleri kargilagtirilarak kemik ili-
ginin eritropoietik aktivitesi degerlendirildi.

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

BULGULAR

Cahigmamizda 64'i hasta 25 i kontrol grubu
olarak saglikli erigkinlerden olusan toplam
89 olgu degerlendirildi. Caligmaya alina 64
hasta tetkikleri tamamlandiktan sonra doku-
zu otoimmun hemolitik anemi (OIHA), altisi
paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
(PNH), 211 miyelodisplastik sendrom
(MDS), altis1 vitamin B12 eksikligi (B12 1)
15" i demir eksikligi anemisi (DEA), yedisi §
Thalassemia intermedia olarak gruplandi.
Kontrol grubuyla birlikte tiim hastalarmn de-
mografik &zellikleri Tablo 1.de, laboratuvar
sonuglar ise Tablo 2 de Hzetlendi. Standart,
manuel yontemle Slgiilen retikiilosit oranlar
ile akim sitometrisi ile degerlendirilen reti-
kiilosit oranlari ve ROI leri birlikte degerlen-
dirildi. Hastalarin ve kontrol grubunun tiimii
dikkate alindifinda standart yontemle ve

Tablo 1. Hastalariz ve kontrol grubunun demografik
ozellikleri

Vaka Yas Cinsiyet

sayit | (OrtalamaiS8) [ (K/E)
MDS 21 59+11 3716
OlHA 9 46+11 8/1
PNH 6 3243 511
Vit Bizd 6 69+19 2/4
Demir eksikligi anemisi 15 28+12 14/1
[ Thalass. intermedia 7 20+4 3/4
Kontrol grubu 25 2816 9/16

Aktan M., Keskin H.,, Nal¢caci M., Dingot G.

alam sitometrik yontemle arastirilan retikii-
losit oranlan sirasiyla 4.17£2.18 ve
4,18+2.25 olarak bulundu ve standart sap-
malar arasinda da istatistiksel acidan fark
bulunmad: (p=0.40) ve bundan sonra yapilan
yapilan istatistiki analizler akaim sitometrisi
ile eide edilen veriler temel alimarak gergek-
lestirildi. Hastalik gruplarina gore elde edi-
len sonuglar ayr1 ayri degerlendirildi ve Tab-
lo 2. de sunuldu. Bu tabloda da goriildugii
gibi OIHA, PNH ve B Thalassemia interme-
dia olgularinda retikiilosit says1 ve RO ikisi
de artmug bulundu. Hb degerleri de retikiilo-
sit oranlar ile ters orantili olacak sekilde dii-
slik olarak saptandi. MDS olgularinda (21
olgu) retikiilosit sayilan diigiik bulunurken
ROI lerinin daha biiyiik oldugu saptandi (or-
tanca 93 (77-127)) (p=0.04). ROI nin he-
moglobin (FIb) ile ters orantili oldugu goz-
lendi. DEA ve B12 olgularmin ise retikiilosit
oranlarinin ikisinin de diigiik olmasma rag-
men ROI'lerinin B12 olgularinda kontrol
grubuna gore daha biiylik oldugu gbzlendi
ancak istatistiksel olarak anfamli bulunmad:
(p=0.69).

TARTISMA

Retikiilosit sayim anemilerin tanisi, sinif-
landirilmas: ve tedavi cevaplarinm degerlen-
dirilmesinde kullanilan en dnemli testlerden
biridir. Thiazol orange kullanmlarak yapilan
akmn sitometrik retikiilosit analizi ile olduk-
¢a hizli, nispeten basit ve duyarh bir yon-
temdir 63, Standart manuel ydntemlerle
1000 hiicre iizerinden yapilan degerlendir-
meler akim sitometrisiyle 50000 hiicre tize-
rinden oldukga 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
saglamr @, Bu ydntemde daha geng¢ olan
hiicreler daha fazla RNA icerdigi i¢in daha
yogun floresans vermekte ve ROI de o dere-
ce yitksek ¢ikmaktadir. ROI, akim sitomet-
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Tablo 2. Oigutarin laboratuvar 6zellikleri
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Lokosit Hb, MCY Trombaosit Ret, Oram Ret, Oram ROT
{(fmmd) £88 | (g/db) 158 (f1) £88 {/mm? +S8 (Standart) | {Akim sitometrik) 158
% 88 % 88

MDS 62607300 11,8 9510 93000960600 1,8441,3 1,891 95+15

OiHA 750042900 11419 9749 2900002133000 3.943.3 5,643,9 8818
ENH 42002100 9,342,5 10115 172000£254000 8,3+4.9 8,645, 8813

Vit B12 29002000 7.244.5 Li6£7 8230057200 2,716.9 2,711 9045

DEA 63002300 7,882, 67,446 2700004125000 1,81 1,810,9 7844
[ Thalass. intermedia | 120047200 | 77409 | -~ 68+14 5280004330000 5513 5,5£2,8 8345,7
Kontrol grubu 6500+1200 14,1219 8644 250000160000 2,840,9 28406 78472

Tablo 3. Anemi altgruplarina gore hastalarimizda elde
edilen eritrosit ve retikiilosit parametreferi

resi veya manuel yontemle bakilan retikiilo-
sit oramyla iligkisiz bir parametre oldugu
halde son yillarda K1 eritropoictik aktivitesi-
ni belirlemek igin kullamilan oldukca 6nemli
bir parametredir. Son zamanlarda ROI'nin
kok hiicre nakli (KHN) yapilmig hastalarin
takibinde kullamldig: ¢aligmalar da yaym-
lanmugtir (1267,

Biz de bu ¢alismada 64 anemik hastada erit-
rosit sayisi, diger eritrosit parametreleri, re-
tikiilosit orani ve retikitlosit sayilarini de-
gerlendirdik. ROI ile Hb, Het, retikiilosit
oranlar1 arasinda gok zay:f bir iligki bulduk.
Hastalik gruplan ayn ayri degerlendirildi-
ginde ise OIHA, PNH ve B Thalasscmia in-
termedia’ 1t olgularda retikiilosit sayist ve
RO ikisi de artrmg bulundu. Ancak bu grup-
larda vaka sayilari az oldugu icin istatistiksel
olarak farkhlig1 ortaya konulamadi. Retikii-
losit ortam yaninda ROI lerde artis gisteren

bu olgular hiperprodiiktif pateme uymaktay-
du.

Hb | MCV Regifﬂ?s“ ROI ROI'nin en yiiksek saptandigi olgular
VDS T N 7 MDS'i olgularda. Bu-grupta 95£15 01a1;ak
- saptanan ortalama ROI kontrol grubuna gére
OIHA VNT 1 T anlamli olarak yiiksek idi (p=0.04). Retikii-
PNH LI NT T losit sayismin normalden diigiik olarak sap-
ViL B124 i T N, tanmasi bu olgulann ikinci énemli 6zelligi
DEA L] VR I V) idi.
B Thalass. intermedia | L 1 1 N T Kontrol grubuna en yakin ROI sonuclari de-

mir cksikligi 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 lferi hafif yiiksek
bulundu.

Retikiilosit oranlan ve retikiilosit olguniag-
ma indeksleriyle Hb ve MCV degerlerinin
anemi alt gruplar arasinda goriilme sikhgina
gore dagilimlan Tablo 3 de 6zetlenmistir.

ROI nin yiiksek saptandifi olgular yiiksek
eritropoietik aktiviteye sahip olgular olarak
kabul edilmekiedir. MDS ve B12 gibi reti-
kiilosit oranlarinin diisiik saptandigi olgular
hipoproliferatif olarak kabul edilse de ROI
deéerlendirildiginde MDS ve B12 olgulan-
min yiiksek eritropoietik aktivitesi oldugu
goriilmektedir ve inefektif eritropoiezin indi-
rekt bulgusu olarak kabul edilebilir. Aym se-
kilde retikitlosit oraninin normal ve diisiik
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olarak saptandigi DEA olgulanmizda ise
ROI normal sinirlarda bulanmustur. Bu du-
rum DEA olgularmdaki azalmig eritropoie-
zin bir gistergesi olarak deferlendirilmekie-
dir &,

Retikitlosit sayimi anemilerin tanisi, sumf-
landiriimas: ve tedavi cevabinin degerlendi-
rilmesinde kullanilan en $nemli testlerden
biridir. Standart manuel y&ntemle yapilan
sayimlarin diigitk retikiilosit sayimlarinda
duyarhlhifinin da diigiik olmasi sayum yapan
kigiden kisiye degisiklikler gostermesi ve
belli bir siirede belli sayida eritrosit ve reti-
kiilosit sayilarak islemin gerceklestirilebil-
mesi sinurlayici fakeorlerdir.

Bu sonuglarla ROI nin eritropoietik aktivite-
nin géstergesi olarak kullanifabilecek son
derece ucuz bir yéntem oldugunu ve ozellik-
le hipoproliferatif anemilerin yiiksek ve dii-
siik eritropotetik aktiviteli olarak smiflandi-
rilabilmesi igin ek bilgiler saglayabilecek bir
parametre olarak kullanilabilecegini diigtinii-
yoruz.,

Aktan M., Keskin H., Nalcaci1 M., Dingol G.
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