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' ABSTRACT |

Akim sitometrik analiz basta hematolojik malignansiler ve immiin
sistem hastaliklari olmak tizere siklikla basvurulan bir laboratuvar
tani yontemidir. Gelisen teknolojiye bagli olarak klinik tani ve
bilimsel arastirmalarda uygulama alani hizla genislemekte. Akim
sitometrinin baglica 6zelligi binlerce hiicrenin es zamanli, ¢ok
parametreli 6l¢lim ve karakterizasyonunun hizlive dogru bir sekilde
yapilabilmesidir. Akim sitometri ile basta kan ve kemik iligi olmak
Uizere bUtun vicut sivilari, kiltar sivilari, hatta doku 6rneklerinden
elde edilen sivilarda bulunan hicrelerin analizi, hiicresel yapilarin
canllik degderlendirmesi ve gelisimsel asamalar gosterilmesi
mimkindir. Ayrica, cesitli mitojenlerle uyarim sonrasinda hiicre
ici ve ylizeyindeki reseptor ekspresyonlari ve fonksiyonlardaki
degisimin belirlenebilir. Akim sitometri ile periferik kan analizinde
ilk asamada floresan yogunluguna bagh olarak slspansiyon
halindeki hicrelerin buytikliglne ve granilaritesine gore (FSC,
SSQC) ve ortak l6kosit (CD45) kanalinda farkli hiicre gruplarinin
dagilim incelenir. Hasta ve saglikh kisilerden elde edilen kan
/ kemik iligi vb. orneklerinin akim sitometride incelenmesi
patolojik durumlarin ayirt edilmesine katki sunan bir géstergedir.
Teknolojik gelismelere bagh olarak akim sitometri yonteminin
klinik laboratuvar tani, takip ve bilimsel arastirma uygulamalarinda
kullaniminda dénemsel giincellenmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kemik ligi, klonal antikor, hiicre sayimi,
akim sitometri

Flow cytometric analysis is a laboratory diagnostic method
frequently used in immune system diseases, especially
hematological malignancies. Its application area in clinical
diagnosis and research is rapidly expanding due to developing
technology. The main feature of flow cytometry is that it can
rapidly perform simultaneous, multi-parameter measurement
and characterization of thousands of cells. With flow cytometry, it
is possible to analyze cells in all body fluids, especially blood and
bone marrow, culture fluids, and even fluids obtained from tissue
samples. It is possible to monitor the vitality and developmental
stages of cellular structures with flow cytometry. In addition, it
is also possible to monitor the changes in receptor expressions
and functions on cell surfaces after cellular stimulation with
various mitogens. In flow cytometric analysis, the distribution of
different cell groups in the FS, SS and CD45 gates is examined
in the first stage. In addition to patient samples, examination of
blood and bone marrow samples from healthy individuals by flow
cytometry is an important indicator in distinguishing pathological
conditions. Depending on technological developments, the use
of flow cytometry method in clinical laboratory and research
applications requires frequent updates.

Keywords: Bone marrow, monoclonal antibody, cell enumeration,
flow cytometry

GIRIS

Akim sitometri uygulamalari, kok hicre sayimi, lenfosit
alt grup tayini, bazi immin sistem hastaliklarinin tanisi
ve Ozellikle hematolojik malignansilerin tani ve takibinde
siklikla basvurulan tani yéntemleridir. Bu derlemede, kan
ve kemik iligi 6rneklerinde hiicresel yapilarinin tanimlan-
masi ve hastaliklarin tani ve takibinde akim sitometrinin
nasil uygulanacadi, normal ile patolojik yapilarin ayri-
minin ne sekilde yapilacadi gibi bazi temel konulardaki
glincellemeler akim sitometri kullanicilari ve klinisyenle-
re sunulacaktir.

Akim sitometri ile hiicresel tanimlama (immiino-fenotip-
leme) veya hiicre alt tiplerin belirlenmesine yonelik uy-
gulamalar giin gectikge cesitlenmekte ve yayginlasmak-
tadir (1). Akim sitometrinin en giincel klinik uygulamasi,
kemik iligi ve periferik kan 6rneklerinden hematolojik
malignansilerin tanimlanmasi ve CD34+ kok hiicre sayi-
mi islemidir. Ozellikle akut I6semiler, kronik lenfoprolife-
ratif hastaliklar ve bazi immiin yetmezliklerin tanisinda
akim sitometrik analizlere ihtiya¢ duyulur. Tanimlanmasi
hedeflenen protein yapliya (reseptor veya enzim) 6zgln
floresan isaretli monoklonal kullanilir. Ayrica floresan isa-
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retleme olmadan da FS/SS ayarinda hiicre blyukligi ve
granul yogunluguna gore ayrim saglanabilir (2).

Akim sitometri cihazi ile okuma ve analiz isleminde kul-
lanici agisindan en 6nemli beceri, normal 6rneklerin ka-
pilama goriinimiine asina olmak, sekil hafizasina sahip
olmak ve bdylece anormal yapilari ekranda gorsel olarak
taniyabilmektir. Patolojik yapilarin dogru bir sekilde ayri-
mina yardimci olmak ve normal yapilarin nasil ayirt edile-
cegi ve tanimlanacagi hususunda kullanici ve uygulayici-
lara Tirkge bir bilgilendirme yapmayi hedefledik.

1-Akim Sitometri Laboratuvar Uygulama Stratejileri;

Akim sitometride hiicre poptlasyonunun o6zellikleri hem
gorlinir 1sik sacilimi ile hem de coklu (6rnek 10 renk) flore-
san isaretli spesifik antikorlar esliginde analiz edilebilir. G6-
riindr stk sagilmasi iki farkh yonde ol¢ilir, ileri yon saciim
(Forward Side Scatter: FSC) ile hiicrenin goreceli boyutunu
ve lazer 1sininin yaklasik olarak 90° aci ile yansimasi veya
yan sacilim (side scatter; SCS) ile hiicrenin i¢ yapisi yani gra-
nilaritesi degerlendirilir (Sekil 1A-B) (2,3). Baz1 kaynaklar-
da bu iki parametre “FSC, SSC” nin kisaltmasi FS, SS olarak
kullanilabilmektedir (4). Ozellikle heterojen bir hiicre po-
pllasyonda hiicre tiplerini ayirt etmek icin FC ve SS iliskili
Olctimler yardimci olabilir. Lokositlerin ayrilmasi hiicre bi-
yikligi ve granil yapisina gore yapilmaktadir (Sekil 1C).
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Sekil 1. Akim Sitometri Isleyisi ve Iki Parametre ile Hiicrelerin
Gruplandiriimasi. A. Akim sitometri sematik isleyisi; B. Lazer isininin ile
farkli acilarla yansimasi- ileri ve yan saciim okunmasi C. Lokositlerin
hiicre blyukligu ve granularitesine gore ayrilmasi. Resimler kendi
cizimlerimizdir. (Paint, Procreate programi kullanildi). Dot-blot data:
(Bekman Coulter, Navios, Kaluza Software).

a) Ortak Lokosit Antijeni, CD45 Goriintiisii: Akim sitomet-
ride kan o6rnegindeki normal hiicresel elemanlari ortak bir
antikor kapisindaizlemek, patolojik olusumlarin gorsel olarak
ayirt edilmesinde buytk kolaylik saglar. Bu amacla, ortak 16-
kositlerin antijeni CD45 spesifik floresan isaretli monoklonal
antikor (MoA) kullanilarak CD45 ekspresyonuna gore hiicre
dagihmi gosterilir (Sekil 1). Lokosit ortak antijeni (CD45), ol-
gun eritroid hicreler disinda hematopoietik soydaki tim
cekirdekli hiicrelerde ifade edilir. Kemik iligi ve kan hiicreleri
izerinde calisan klinik laboratuvarlarda akim sitometri oku-
ma panellerinde CD45 MoA isaretlemesi ile standart hiicre
popllasyonu tespiti yapilir. Hiicrelerin CD45 ekspresyonu
[negatif, zayif (dim), orta (moderate), pozitif (bright) veya de-
gisken (variable)] sekilde siniflandirilabilir (4,6).

b) Antikor Cesitleri ve Akim Sitometride Kullanimi:
Tanisal antikorlarin yiiksek 6zgullik ve segici baglanma
ozellikleri nedeniyle klinik ve laboratuvar testlerinde
kullanim alani surekli glincellenmektedir ve her bir an-
tikor basina CD (Cluster of differentiation, farklilasma
kiimesi) konularak numara ile ifade edilmektedir. Tanisal
antikorlar, B hiicrelerin antikor sentezleyen plazma hiic-
resine donlismesi sonrasinda 0zel laboratuvar teknikleri
ile surekli antikor sentezleyebilen “hibridoma”larin elde
edilmesi ile yayginlasmis ve laboratuvar testlerinde kul-
lanilan MoAb eldesi kolaylasmistir. Antikorlar safliklarina
gore monoklonal ya da poliklonal 6zellikte olabilirler.
Akim sitometri uygulamalarinda genellikle florokrom
isaretli ve monoklonal karakterli antikorlar tercih edi-
lir ve sise Uzerinde ilgili elde edildigi klon ve Uretim lot
numarasi belirtilir (7). indirekt isaretleme islemlerinde
florokrom etiketi olmayan “primer” antikor kullanilir. Bu
durumda gorintilenmesini saglamak icin ayni tirden
etiketli sekonder antikor kullanilir. Ornek: GAM-FITC.

Monoklonal antikorlar (MoAb) dogasi geredi monospesi-
fiktir ve bir antijenin tek bir bolge (epitopuna) karsi ylksek
afiniteye ve 6zgilllige sahiptir. MoAb'ler plazma hiicrele-
ri tarafindan bir antijen veya immiinojenin zerinde bu-
lunan herhangi bir epitopa karsi tretilebilir (8). Poliklonal
antikorlar (pAb), farkh B hiicre soylari tarafindan dretilen
ve belirli bir antijenin birden fazla epitopuna karsi tepki
veren imminoglobulin yapida antikor havuzudur. Polik-
lonal Antikorlar (pAb), belirli antijene karsi yiiksek titre-
lerde antikor Gretmek icin bir primer-boost bagisiklama
stratejisi kullanilarak bir imminojenin deney hayvanina
enjekte edilmesiyle Uretilir. Bagisiklamadan sonra, pAb
dogrudan veya saflastirilmis formda kullanilabilir ve ¢ok-
lu epitop baglama ozellikleri gosterir. Monoklonalitede
ayni antijen ve epitopa karsi yliksek afinite saglanirken,
poliklonalitede, ayni antijenin farkh epitoplara karsi da
afinite saglanir (9). MoAb akim sitometride, pAb ise eliza
testleri ve western blot uygulamalarinda tercih edilir.

Monoklonal antikorlar genellikle hibridoma kaynakhdir.
Hibridoma iki somatik hiicrenin sitoplazma ve ¢ekirdeginin
0zel kosullarda kaynasmasi ile elde edilir. Her bir hibridoma
hucresi bir antijene 6zgiin MoAb Uretme kaynadi olarak
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patentlenebilir. Hibridoma teknolojisi, in vivo uygulamalari
icin MoAb eldesi icin en ¢ok tercih edilen teknolojidir (10).

izotipik kontrol (Isotype control): izotip ve test antikoru-
nun ayni konak tirlinden ve ayni siniftan (yani fare IgG2b
gibi) olmasi gerekir; bu da Fc reseptorleri veya diger hiic-
re bilesenleriyle nasil etkilesime girdigini etkiler. izotip,
test antikoruyla ayni florokrom konjugata da sahip ol-
malidir. izotip ve test antikoru arasindaki tek fark antijen
0zgulligi olmalidir (4).

Ayrica Fc bolgesi ve non-spesifik baglanmalarin énlen-
mesi icin Fc-bloking islemi yapilhr.

c) Akim Sitometri ve Floresan Etiketler (Florokrom-
lar): Akim sitometri cihazlar Uretici firmalarin tasarimla-
rina gore farkli 6zellikler icerebilir. Cihazin icerdigi lazer
sayisina gore okuma yapabilecedi floresan renk sayisi ve
floresan araligi degisebilir. Antikorlari etiketlemek icin flo-
rokrom adi verilen onlarca farkli floresan prob kullanilabi-
lir. En yaygin kullanilan florokromlar FITC, fikoeritrin (PE)
ve alofikosiyanin (APC) dir. iki florokrom iceren tandem
boyalarin gelistirilmesi ile kullanilacak etiketli protein sa-
yisini artirmistir. Ornekler arasinda PE ve APC'nin cesitli
siyanin boyalariyla konjugatlari kullanilabilir (11). Antikor
etiketi florokromlar lazerle etkilesime girerek farkl dalga
boylarinda isima yaparlar. Bu isima akim sitometri detek-
tora tarafindan olctlerek dataya dondstirilir. Sik kul-
lanilan lazer tipleri ve fluoresan kanal yerlesimleri; mavi
lazer (FS, SS, FL1-FL5; B525-FITC, AF488, B575-PE / RDT,
B620-ECD, B675-PC5, B700-PC5.5, B770-PC7), kirmizi la-
zer (FL6-8; R660-APC, R763-APC-750), viole lazer (FL9-10;
V450-PB, V525-KrO) seklindedir.

d) Akim Sitometride Tek ve iki Parametreli Data Ana-
lizi: Tek parametre analizde, histogram gorintisi kul-
lanilir. Histogramda X ekseni fluoresan kanaldaki para-
metrenin sinyal yogunlugu degerini ve Y ekseninin kanal
numarasi basina hicre sayisini (Count) temsil ettigi tek
parametreli bir cizimdir (Sekil 2). Akim sitometri iki para-
metreli analiz, biri X ekseninde ve biri Y ekseninde olan
iki 6lcim parametresi vardir ve nokta grafigi (dot blot)
olarak goriintilenen grafiklerdir. Nokta grafigi, iki para-
metreli gorlintlisiini saglar ve her nokta bir veya daha
fazla hiicreyi temsil eder (Sekil 2) (12). Nadiren Z ekseni
de eklenerek 3 parametreli analize ihtiyac¢ duyulur.
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Sekil 2. Akim Sitometri Data Analiz ve Gosterim Cesitleri; (A )Akim
sitometri iki parametre FS/SS dot plot (B) Tek parametre histogramile
veri analiz gorlintist. Laboratuvarimizdan elde edilmistir (Bekman
Coulter, Navios, Kaluza software).

e) Akim Sitometri ile Hiicre Saflastirma (Sorting) i;-
lemi: Akim sitometride analiz edilen hiicrelerin fiziksel
olarak ayrilmasi ve hiicre saflastirma (siralama, sorting)
islemi icin kullanilmasidir. Hiicrelerin sorting ile ayrilmasi
optik saptirma ya da manyetik isaretleme antikorlari kul-
lanilarak yapilir (Sekil 3) (13). isaretli antikorlar eklenerek
istenilen isareti hiicre grubu ayristinlabilir.
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Sekil 3. Akim Sitometri ile Hiicre Saflastirma (Sorting) is Akisi. Resim
icin Paint, Procreate programi kullanildi.

2- Saghkh Hiicresel Elemanlarin Akim Sitometride
Analizi;

Akim sitometrik analizde hedeflenen hiicre gruplari-
nin secilerek gosterilmesi ve hticresel yapilara ait ve-
riler alinarak normal ve patolojik durumlarin ayrilmasi
hedeflenir. Bu nedenle ilk asamada kan veya kemik
iligi 6rnegindeki normal hticresel gruplarin FS, SS ve
CD45+ kapisinda dagihmi (nétrofil, monosit ve len-
fosit) gosterilerek hicresel dagihm ylizdesi olgilar.
Bu yuzdesel dagiliminin referans degerlerle uyumlu
olup olmadigi kontrol edilir, gerektiginde hemogram
verileri ile karsilastirma yapilir ve absolu hiicre sayilari
hesaplanir. Kan ve kemik iligini olusturan tim hicresel
yapilar hakkinda daha detayli ve birbiri ile baglantili
bilgiler elde etmek icin SSC/FSC, SSC/CD45 ya da FSC/
CD45 ile rutin analize ek olarak gerektiginde spesifik
antikor bazli 6zel degerlendirme kapilarinda analiz ya-
pilabilir (Sekil 1).

Hucresel tanimlamada patolojik/neoplastik olmayan de-
gisimlerin Akim Sitometri ile gosterilmesi;

Hematogon; kemik iliginde yer alan progenitor B lenfo-
sitlerin fizyolojik gelisiminin bir asamasinda olusan he-
nlz olgunlasmamis oncii B hiicrelerdir. Genellikle kemik
iliginde yer alirlar nadiren periferik dolasima cikarlar. Bu
hicreler akim sitometride heterojen bir poptilasyondan
olusur ve SSC/CD45+ kapisinda ayirt edici bir model
sergiler. CD45dim de yerlesik blast bdélgesinden olgun
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B lenfositlere kadar olup X eksenine yapisik yolarak go-
runurler (Sekil 1,4,5). Hematogon cocuklarda normal
kemik iligi huicrelerinin yaklasik %5'ini yetiskinlerde ise
yaklasik %1'ini olusturabilir. Bu oranlar bazi hastalik, en-
feksiyon ve kemoterapi gibi durumlarda degisiklik gos-
terebilir (14).

Hematogon'un Ui¢ fenotipik asamasi akim sitometride su
sekilde tanimlanir (14) (Sekil 5);

Evre 1 hematogon, TdT+ ve progenitor hiicre belirteci
CD34'U+ CD38+, CD19, parlak CD10 seviyeleri vardir ve
CD20' ekspresyonu yoktur, CD45 zayif (dim)tir.

Evre 2 hematogon, TdT kaybolur, artmis CD19+ ekspres-
yonu, devam eden CD38 ekspresyonu ve daginik CD20
ekspresyonu vardir. CD10 ekspresyonu kademeli olarak
azalr.

Evre 3 hematogon disiik CD10 ekspresyonu, degisken
CD38 ekspresyonu ve artmis CD20+ ve CD45+ ekspres-
yonu gl¢lenmistir. Zamanla, CD10 ekspresyonunda aza-
lis, CD38 kismen azalis, CD45 ve CD22 ekspresyonunda
bir artis gozlenir.
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Sekil 5. CD45+ Kanalda Hematogon Yerlesimi ve B Hiicre Olgunlasma
Sureci. Resim icin Paint, Procreate programi kullanild.

Yiizey immunoglobulin IgM olusumun tamamlandigi,
klonal kappa/lamda dagilimi olan ve CD10 ekspres-
yonun kayboldugu hiicreler olgun B lenfositler olarak
kabul edilir (15). Hematogon hipogranuler karakteri
nedeniyle genellikle X-ekseni alt diizleme yakin, yapi-
stk (SS degeri ¢ok diistik) olarak gozlenir. B-ALL minimal
rezidiel hastalik takibinde 16semik blast-hematogon
ayriminda CD44, CD58 ve CD81 gibi adezyon molekiil-
lerinin heterojen ekspresyonlarin varligi kontrol edile-
bilir (14).

Ayrica cocukluk erken déneminde B hiicrelerin ylizeyin-
de bir T hiicre antijeni olan CD5 ekspresyonu izlenebilir
ve ileriki yaslarda bu durum yasa bagl olarak kaybolur.
Benzer sekilde yeni dogan bebeklerde cok diisiik olan
CD27 pozitif hafiza lenfoid hiicreler yetiskinlerde normal
diizeye gelebilir (4,14) (Sekil 6).
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Sekil 6. B Lenfositlerin Yiizey Belirteclerinin Yasa Bagl Degisimi; CD5;
CD19; CD27 https://www.cytometry.org/web/education dan terciime
edildi (Bekman Coulter, Navios, Kaluza Software).

Eritroid Seri Elemanlan

Eritroid serisindeki hiicreler, eritroid progenitor hiicreler-
den koken alir ve olgun eritrosit hiicrelerine donusurler.
Eritrositlerin anormal morfolojisinin oldugu eritroid I16se-
mi (CD71, CD235, CD238) ve herediter sferositoz gibi bazi
hastaliklarin tanisinda akim sitometri kullanilmaktadir.
Herediter sferositoz tanisinda Ema (eosin-5 maleimide)
testi ve osmotik frajilite (osmatik catlatma) testi akim si-
tometri ile uygulanmaktadir (14).

Eozinofil

Side Scatter (GRANULER YAPI)

Plazma Monosit
Hcresi
RBC dncileri o
Ortak Lokosit Antijeni CD45

Sekil 7. SSC/CD45 Kanal Goruntust, Normal Hicrelerin ve Blastik
Hiicrelerin CD45+'ligi ve Graniiler Ozellige Gore Yerlesimi, (Resim icin
Paint, Procreate programi kullanild).

Olgunlasmamis eritroid hiicreler blast hiicrelerle ayni bi-
yuklikte (FSC) de yerlesebilir. Eritrosit dnctleri olgunlas-
tikca hacim olarak kiculir ve akim sitometri kadraninda
sola yerlesir. Eritrosit grubunun SSC de yerlesimi de diisiik
derecededir SSC degeri sifira yakindir (Sekil 7) (Tablo 1).

Lenfosit Tanimlanmasinda Akim Sitometri
Uygulamalari

Lenfoid hiicreler lenfoid progenitor kok hiicrelerden ko-
ken alir; mikroorganizmalara karsi bagisiklik yanitinin olu-
sumunda gorev alirlar. Ayrica, otoimmiinite ve kanser gibi
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bircok durumda rol alir. T ve B hiicrelerin kdken aldigi lenfo-
sit dncl hiicreleri (prolenfositler) olgun lenfositlerden daha
blyuk sitoplazma ve daha buyik bir ¢ekirdege sahiptir,
kaba bir kromatin yapisi ve genellikle belirgin bir niikleo-
lus icerirler (5). Olgunlagmasini tamamlayan lenfositler B, T
veya NK hicrelerine dontsir (15). Bu hucreler farklilagma
stirecine gore farkl ytizey markirlari sergilerler (Tablo 1).

Lenfositler icin CD45+ pozitifligi cok karakteristiktir ve
lenfositlerin kolayca tanimlanmasinda yardimcr olur.
Ozellikle diisiik SSC ve parlak CD45+ ekspresyon, akim
sitometri SSC/CD45 kadraninda sag alt kdseye yerlesen
lenfoid hiicre grubu kolaylikla ayirt edilebilir (Sekil 7).
Sitotoksik karakterli ve granilli olan CD8+ T hiicreler,
CD4+T hucrelere nispetenT lenfositlerin yerlesim yerinin
daha yukar sinirlarinda bulunmaktadir. Bunda aktivas-
yon fazi ve graniler yapilarin etkili oldugu distnilmek-
tedir. Dinlenme fazinda (resting) olan lenfositler FSC'de
daha kiictik boyutludur. Aktivasyon fazina girdigi zaman
hiicre boyutlari artabilir. Biytk granillii lenfositlerde SSC
yerlesimi yukari dogru kayabilmektedir (4) (Sekil 7).

Lenfosit dagilim; fizyolojik lenfoid/myeloid dagilimi yasa
gore degisebilir. Cocuklarda yasamin ilk yillarindaki len-
fosit hakimiyeti eriskin donemde nétrofil hakimiyetine
dogru kayar. Eriskinlerde dolasiminda bulunan beyaz kan
hiicrelerinin yaklasik %30'unu lenfositler olusturur. Pato-
lojik durumlarda ise lenfoid/myeloid oranlarinda yastan
bagimsiz degisimler gézlenebilir. Ornegin enfeksiyon du-
rumlarinda nétrofil hakimiyeti artarken bazi viral enfeksi-
yonlarda lenfositoz ya da lenfopeni goriilebilmektedir.

Lenfosit gelisimi; Lenfositler T, B ve NK olarak ayrilir (14);
B hiicreler kemik iliginde lenfoid 6nci hiicrelerden ko-
ken alir, self-nonself ayrim kabiliyetini (ontojenez) bura-
da kazanir ve olgunlasan B hicreleri CD19+IgM+ olarak
dolasima cikar. T lenfositlerin 6ncdleri (timositler) kemik
iliginde Uretilir, timusa go¢ ederek ontojenez slirecine
girer, timis korteks ve medullasinda self-nonself ayrim
kabiliyetini kazanarak olgunlasir veya CD3+CD4+ ya da
CD3+CD8+ lenfositler sekilde dolasima cikar (5).

Lenfosit alt gruplari; T, B ve NK hiicre oranlarinin akim si-
tometri ile 6lctilmesi sonucu elde edilir. immiin yetmez-
lik distinllen hastalarda, tani ve izlem amaciyla kullanilr.
Ozellikle enfeksiyon ve neoplastik olusumlarda da nor-
malden sapmalar gozlenir.

Neoplastik olusumlarin izlenmesi: Bu amacla lenfositlerde
yaygin olarak kullanilan akim sitometrik testler arasinda,
Akut lenfoblastik 16semi taramasi ve takibi yer alir. Ayrica,
kronik lenfoproliferatif hastalik ve lenfoma hastalarinin
tani ve takibini degerlendirmek icin kullaniimaktadir.

Olciilebilir kalinti hastalik (MRD ‘Minimal Residual Disease’);
tarama takibi, 6lculebilir kalinti hastalik her bir hasta icin
onceden hazirlanmis MRD panelleri ile degerlendirilir. Akim
sitometride on bin hiicrede bir blastik hiicrenin yakalanmasi
mumkindir. Daha ylksek hassasiyetli analizler icin QPCR ya
da NGS panellerinin arastirilmasi gerekmektedir (17).

Notrofiller

Nétrofiller granilositler veya polimorfonukleer notrofil-
ler (PMN), yaygin olarak dogustan gelen bagisiklik sistem
hiicreleri olup, cok loblu bir cekirdegin (polimorfoniikle-
er) varhgiyla tespit edilebilirler. Dolasimdaki hiicrelerin
yaklasik %50 ila %70'ini olusturabilir (5). Notrofil kaynakli
blastik hiicrelerinde (AML) orta diizeyde CD45+ pozi-
tifligi vardir. Blastlar genellikle ¢cok az graniler 6zelligi
oldugu icin SS ozelligi distktur (Sekil 7). Saghkh not-
rofilde gorilen temel belirtecler vardir (Tablo 1)(16,18).
Nétrofillerin olgun ve genc olarak ayristirlmasinda CD16
ve CD45 kanalinda kapilanmasi ve bu kapilardaki yerlesi-
minden yararlanilr.

DHR Testi, notrofillerin mikroorganizmalar 6ldirme ka-
biliyeti degerlendirilir. Bu testte uyarici olarak phorbol
miristate asestat (PMA) ve isaretleyici olarak Dihidroro-
damin boyasi (DHR) 123 ile inkiibe edilmis normal grani-
lositlerde floresan yogunluk olcilir. Notrofil aktivasyon
derecesini belirlemede kullanilan bir testtir. DHR 123, ak-
tive edilmis grantlositlerde oksijen reaktif tirlerinin (ROS)
saptanmasi icin en duyarli indikatordir. Akim sitometri ile
elde edilen histogramlar KGH hastalarini ve X'e bagli tasiyi-
cilarini tanimlamaya yardimci olur. DHR testinde stimdilas-
yon indeksi (SI) degeri; Normal saglikh bireylerde SI degeri
60-150, hastalarda 1-10 araliginda degisebilmektedir (19).

Eozinofiller

Eozinofiller, dolasimdaki [6kositlerin sirasiyla %1-3'ind
temsil eder. Bu hiicreler, farkli boyalarla tespit edilebilen
cok loblu cekirdeklerin ve sitoplazmik grandillerin in varli-
giyla karakterize edilir. CD45dim, CD16-, HLA-DR+ &zellikli
olup grandler yagisi nedeniyle SSC 6zelligi yiiksektir (5,21).

Bazofiller

Bazofil grantlositler karakteristik olarak, cekirdegin tize-
rini 6rten buylk, yuvarlak, bazofilik (mavi-siyah) sitoplaz-
mik grantller bulunur. Bazofiller en az ylizdedeki grani-
losit alt kimesidir ve CD45 ekspresyonlari lenfositlerden
distktlr, SSC degeri lenfosite yakindir ve NK hiicrelerine
yakin boélgede yerlesirler, bazen lenfoid hiicre grubun-
dan CD45dim, HLA-DR-, CD123 &zellikleri nedeniyle ay-
rilirlar (22). Bazofil Aktivasyon Testi (BAT) ile cesitli alerjik
durumlarin ayiricl tanisinda, bazofil ylizey belirtecleri
olan CD63 ve CD203 ekspresyonlari akim sitometri yon-
temi ile olcilebilir (23,24).

Monositler

Monositler myeloid seriden koken alir ve dolasimdaki hiic-
relerin yaklasik %5-15'ini olusturabilir. Akim sitometride
monositler SSC/FSC yerlesimi olarak lenfosit ve graniilosit
gruplarinin arasinda yerlesir (Sekil 7) (Tablo 1) (25). Mono-
sitler ve monosit onclileri bazi neoplastik kosullarda (akut
monositik ve monoblastik I6semiler AML M5 gibi) ve en-
feksiyon durumlarinda artabilir. Ayrica Kronik monositozla
karakterize olan kronik miyelomonositik 16semi (KMML)
teshisinde de KML tarama test paneli kullanilir.
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Plazma hiicreleri

B hiicre aktivasyon sonrasinda plazma huicrelerine veya
bellek B hiicrelerine farkhlasabilir. Plazma hiicresi morfo-
lojik olarak orta buytkliktedir ve birincil rolii antikor UGret-
mektir (25). Her bir plazma hiicresi sadece bir antijene 6z-
glin antikoru sadece bir agdir zincir alt tipi Ig (A,G,E ya da
M) seklinde Uretebilir (25). Fiziksel o6zellikleri lenfositlere
benzemekle beraber, olgun plazma hiicreleri genellikle
CD45dim karakterlidir (Tablo 1). Neoplastik durumlar-
da yani multiple myelom (MM) olgularinda monoklonal
plazma hiicresi beraberinde CD56+, CD38+,CD138+ ka-
rakterli hicreler izlenir (4).

Tablo 1. Dolasimda yer alan hiicresel elemanlar, yiizey

biyobelirtecleri ve ilgili testler (4,23,24,26).

H.usre Yiizey Balirteclari Ilgili Patolojik durum
Tipi Taramasi
Lenfosit subset analizi
Lenfosit CDA45+ parlak: CD45+ Cosigiel) et
P ’ Akut ve kronik [6semi
paneli
T CD3+
T helper CD3+ CD4+
T cytotoxic CD3+ CD8+
NK CD16+ CD56+
B CD19+ MRD testi
E'?Zma CD38+ ve CD138+, CD19 zayif MM paneli
Ucre
et DHR testi
Notrofil CD16,CD15,MPO AML paneli
Monosit CD14, CD33, CD64, CD11b Losemi paneli, KMML
Eozinofil CDA45 zayif, CD16-, HLA-DR+
Bazofil CD123, CD63, CD203c Bazofil aktivasyon test
Eritrosit CD71,CD235,CD238 Losemi paneli
Losemi paneli
Trombosit CD41,CD42a-b,CD61, Glazmann & Bernar

solier tarama

CD: Cluster of differentiation., DHR: dihidrorhodamin testi, MRD: minimal reziduel disease

Aberan ekspresyon: Belirli bir soy ile iliskili olmayan, bir
veya birden fazla belirtecin pozitif ifadesi veya normal-
de pozitif olan bir antijenin yoklugu, seklindeki anormal
antijen ifadesi olarak adlandirhir. Aberan bir belirteg var-
lig1 sadece neoplastik bir streci tanimlamaya yardimci
olmakla kalmaz, ayni zamanda MRD takip strecindeki
hicreleri tanimlamaya yardimci olur (4).

Akim Sitometri ile Kok Hicre (CD34) Sayimi, allojenik
(hastanin vericisinden) ve otolog (hastanin kendisinden)
kemik iligi nakli yapilmak Gzere toplanan/alinan kok hiic-
re sayisinin bilinmesi ve verilecek kdk hiicre miktarinin
hesaplanmasi amaciyla calisiilmaktadir. Bu 6l¢iim igin sa-
yisi bilinen parlak floresan veren boncuklar kullanilir ve
birim hacimdeki(mikrolL) hiicre sayisi hesaplanir. Bu yon-
tem ile kan digi Uriinlerde (kord kani, kemik iligi gibi) go-
rulebilen istenmeyen hiicre gruplari ekarte edilir. En sik
kullanilan “Single” platform ISHAGE metodu ile yapilan
Olctimlerdir (27).

Kok hiicre canlilik analizi, allojenik (hastanin vericisinden)
ve otolog (hastanin kendisinden) kemik iligi nakillerinde
toplanan ve ileride hastaya verilmek lzere dondurulan
orneklerdeki canli hiicre sayisinin bilinmesi ve kullanil-
masi gereken kok hiicre miktarinin hesaplanmasi ama-
cyla Aferez Uniteleri icin calisilmaktadir.

Akim Sitometri ile Lenfosit Cross-Match Testleri,
Cross-match testleri ile alicinin serumunda vericinin len-
fositlerine karsi HLA antikorlarinin varligr arastirnlmakta-
dir. Ozellikle bébrek nakli éncesi yapilan en hayati uyum-
luluk testlerinden birisidir. Antikor mevcut ise, bu durum
alicinin immdin sistemini verici antijenlerine karsi duyarli
oldugunu gosterir nakil yapilmaz. Doku tipleme ve or-
gan nakli laboratuvarlarinda, cross-match testleri olarak,
kompleman bagiml mikrolenfositotoksisite ve akim sito-
metrik cross-match testleri kullanilmaktadir (4).

SONUC

Bu derleme ile akim sitometrinin ¢alisma proseddirleri bile-
senleri ve saglikli drneklerden elde edilen laboratuvar ve-
rileri kullanilarak akim sitometrik analiz icin genel bir bakis
imkani sunulmustur. Literattirde Tlrkce kaynaklarin kisith
olmasi nedeniyle, bu eksikligin tamamlanmasi amaclan-
mistir. Verilerin Turkge olmasi kisith Tirkce kaynak ihtiyaci-
nin karsilanmasin da bir boslugu dolduracaktir.

Gelisen teknolojiye bagh olarak bilimsel arastirmalar
ve hastaliklarin tanisinda klinik tani ve arastirmada
uygulamalarinda akim sitometrinin kullanimi hizla
genislemektedir. Glinimiizde akim sitometrinin 6ne
¢tkan baslica o6zelligi; binlerce hiicrenin es zamanli,
¢cok parametreli 0lclimu, karakterizasyonu ve dakikalar
icerisinde hizli ve glvenilir sonug alinabilmesidir. Akim
sitometri ile basta kan ve kemik iligi olmak tzere bitin
vicut sivilari, kaltir sivilari, hatta doku 6rneklerinden
elde edilen sivilarda bulunan hiicrelerin analizi, hiicre-
sel yapilarin canlilik ve gelisim asamalarinin izlenmesi
mumkiindur. Ayrica, cesitli mitojenlerle hiicresel uya-
rim sonrasinda hicre yuzeyindeki ve icindeki reseptor
ekspresyonlari ve fonksiyon degisimi de izlenebilmek-
tedir. Son yillarda akim sitometrik analiz hem rutin hem
de bilimsel arastirma laboratuvarlarinin vazgecilmez
bir altyapisi olmustur. Akim sitometrinin gelecekte
daha kompakt cihazlarla onlarca antikoru dakikalar
icinde analiz ederek yapay zeka yardimi ile hicreler
hakkinda bilgi sahibi olmayi kolaylastiracagi ve kanser
taramalarinda daha yaygin olarak kullanilacagi 6ngo-
rilmektedir.

ETiK BEYANLAR
Hakem Degerlendirme Siireci: Harici ¢ift kor hakem de-
gerlendirmesi.

Cikar Catismasi Durumu: Yazarlar bu calismada herhan-
gi bir cikara dayali iliski olmadigini beyan etmislerdir.

25



Simsek ve ark.

Akim Sitometride Temel Uygulamalar ve Tanisal Kullanimi

Finansal Destek: Calismamiz Erciyes Universitesi BAP
birimi TDK-2024-14151 ve TSAU-2023-12509 nolu proje
calismalari kapsaminda desteklenmistir.

Yazar Katkilari: Yazarlarin timui; makalenin tasarimina,
yuritilmesine, analizine katildigini ve son srimini
onayladiklarini beyan etmislerdir.
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