Maltepe Tip Dergisi / Maltepe Medical Journal
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OZET

Amacg: Akim sitometri tipta genis bir kullanim
alanina sahiptir. Standartlastirilmig ve tekrarlanabilir
veriler Uretilmesi amaci ile standart islem prosedurleri
kullaniimaktadir. Sican, immunolojik arastirmalar icin
yaygin olarak kullanilan bir deney hayvani modelidir,
ancak sican turlerindeki yayinlar sinirli sayidadir. Bu
calismada postmenopozal donemde olan 19 aylk
bir Wistar sicandan ayni anda alinan periferik kan
orneklerin iki farkli pre-analitik yontem ile akim
sitometrik Olciimlere hazirlanmasi ve lenfosit ylzde
oranlarinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Materyal ve Metodlar: Periferik kan 6rneklerinden
lizis veya yogunluk gradyan santriflj ydntemleriyle
eritrositler uzaklastinlmistir. Uygun miktarda antikorlar
ile T, B, dogal oldurtct (NK), T helper ve T sitotoksik
hicreleri tanimlanmig, BD Accuri C6+ akim sitometride
analiz edilmis ve yizde oranlari belirlenmistir.

Bulgular: Eritrositlerin lizis tamponu ve yogunluk
gradyani santrifQju ile uzaklastirldigi iki yontem ile de
lenfosit ve T hiicre alt gruplarinin ytzde oranlari benzer
olarak bulunmustur. Her iki yontem ile Gretilen sonuglar
saglikl genc sican ile karsilagtinldiginda B hicrelerinde
azalma ve NK hiicrelerde artis oldugu gézlenmistir.

Sonu¢: Galismamizda kullanilan iki  pre-analitik
yontemin de sican tam kaninin immunfenotiplemesi
icin uygun oldugu distnilmektedir.

Anahtar kelimeler: immunfenotipleme, akim sitometri,
sican
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SUMMARY

Aim: Flow cytometry has a wide range of applications
in medicine. Standard operating procedures are used to
produce standardized and reproducible data. The rat is a
commonly used model for immunological research, yet
publications in rat species are limited. This study aims to
prepare samples taken from a 19-month-old Wistar rat in
the postmenopausal period with two different pre-analytical
methods for flow cytometric measurements and to analyse
the lymphocyte subsets.

Material and Methods: Erythrocytes were removed
from peripheral blood samples by lysis or density gradient
centrifugation. With the appropriate amount of antibodies,
T, B, NK, T helper and T cytotoxic cells were identified in a
BD Accuri C6+ flow cytometer and percentages of the
respective cells were determined.

Results: Similar percentages of lymphocyte and T subsets
were obtained when the erythrocytes were removed by lysis
buffer or density gradient centrifugation. A decrease in B
cells and an increase in NK cells compared to the healthy
young rats were observed.

Conclusion: Both pre-analytical methods used in our study
are thought to be suitable for immunophenotyping of rat
whole blood.

Keywords: immunophenotyping, flow cytometry, rat
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GIRIS

Akim hicre 6lcimd (akim sitometri, flow sitometri)
rutin klinik pratikte cok sik kullanilan bir analitik
Olcim  teknigidir.  Tarihsel  gelisiminin  baslangic
1950'lere  kadar wuzansa da, esasta 1980'lerde
ortaya cikan HIV / AIDS salgini, farkli hicre tiplerinin
sayllmasinin - énemini  arttirmis  ve boylece klinik
laboratuvarlarda kullanimi daha pratik ve hizli sonug
veren akim sitometrelerinin gelistiriimesine 6n ayak
olmustur (1,2). Akim hcre Olgerlerin planktonlardan
bakterilere, lenfositlerden monositlere genis bir 6rnek
spektrumu olmasi yaninda, hucre siklisindan ylzey
belirtecleri analizine kadar genis uygulama alanlari da
mevcuttur. Ayrica, onlarca parametrenin tek seferde
ve tek bir numuneden 6lciimd, 6zellikli hiicre ayirm
teknigi ile istenen hicre populasyonun saf ve izole
bir sekilde ana ornekten ayristirimasi imkani yine
bu teknikle arastirmacilara sunulabilmektedir (3).
Akim sitometri ile spesifik bir antijenin varligi her bir
hicre icin tek tek degerlendirilebilmekte ve bu bilgi
|6semiler, lenfomalar, miyelodisplastik sendromlar ve
diger imman yetmezlikle iliskili hastaliklarin tani ve
takibinde siklikla kullanilmaktadir. Her gegen yil gelisen
teknoloji ile bu teknigin hassasiyeti ve 6zqulligu artsa
da, 6lcim o6ncesi numunelerin hazirlik asamasinda
uygulanan basamaklar, cihaz kurulumu ve kantitatif
analizlerin dogru vyapilmasi en sonunda verilecek
olan sonucun guvenilirligi ve karsilastirilabilir verilerin
olusturulabilmesi icin kritik ®nem tasimaktadir. insan
ornekleri ile farkli cihaz platformlarinda tamamen
standartlastinimis ve tekrarlanabilir veriler Uretilmesi
amaci ile standart islem prosedurleri kullanilmaktadir
(1,4). Ancak, deney hayvanlarinda laboratuvarda
pre-analitik dénem olarak adlandirilan 6lcim &ncesi
ornek hazirligini kapsayan asama icin yapilmis ve
yontem optimizasyonu saglanmis calisma  sayisi
oldukga azdir (5,6). Bununla birlikte, deney hayvan
modellerinde yapilan immdnoloji calismalari her gecen
gln artmakta ve bu calismalar klinik arastirmalar icin
belirleyici ve kritik 6nci veriler sunmaktadir. Deney
hayvanlarinda yapilacak calismalarin farkli tr, cinsiyet
ve yas gibi etkenlerle heterojenite kazanacagi ve bu
tir  cahsmalarin  klinik calismalarin  planlanmasini
etkileyecegi unutulmamalidir (7)

Sigan fizyolojisinde 15-18 aylik disi hayvanlar reprodtktif
olarak post-menopozal doéneme denk gelmektedir
(8). Mevcut calismada, deney hayvani olarak
postmenopozal dénemde olan Wistar bir sicandan
ayni anda alinan orneklerin iki farkli pre-analitik érnek
hazirlama metodu ile analiz edilmesi tercih edilmistir.
Bu iki yontemden biri yogunluk farki santrifij temelli,
digeri ise 6zel bir lizis tampon sollsyonu ile eritrositlerin
parcalanarak  ortamdan  uzaklastirlmasi  esasina
dayanmaktadir. Mevcut calismada primer iki amag
olarak olarak; metodlarin karsilastiriimasi ve bununla

birlikte postmenapozal dénemde olan bir sicanin T, B,
dogal oldurtct (NK) hicrelerinin oranlari ile T helper/
T sitotoksik hicre oranlarinin hesaplanmasi drneginin
sunulmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METODLAR

Yogunluk gradyan lenfosit
izolasyonu:

Ornekler alindiktan hemen sonra, 2 mL sican periferik
kani fosfat tamponlu salin (PBS) ile 1:1 oraninda
seyreltilmis ve 2 mL Histopaque (1.077 g / mL, Sigma;
USA) Uzerine yavasca yayllmistir. Seyreltiimis 6rnek,
oda sicakhiginda 40 dakika 400 g'de santriftj edilmistir.
Sonrasinda mononUkleer hiicreleri iceren “buffy coat”
tabakasi plazma ve Histopaque arasindan stpUrilimeyle
dikkatlice toplanmis ve %1 fetal sigir serumu (FBS)
iceren PBS ile iki kere yikanmistir. Yikama sirasindaki
400g'de 5 dakika santrifij sonrasi pellet elde edilmistir
ve antikor inklbasyonu icin %71 FBS iceren PBS ile
seyreltilmistir.

santrifiji ile

Lizis tamponu ile eritrositlerin uzaklastirilmasi:

200 ul periferik kan 2 mL seyreltilmis lizis tamponu
ile (BD FACS Lysing solution) 6-8 dakika oda isisinda
ve karanlikta inkibe edilmistir. 250 g'de 5 dakika
santriflj sonrasi ortaya ¢ikan slpernatant ortamdan
uzaklastirimistir. Ardindan hicreler %1 FBS igeren PBS
ile iki kere ylkanmis ve 400g’'de 5 dakika santrifdj ile
antikor eklenebilmesi icin tekrar pellet elde edilmistir.

Kullanilan antikorlar ve izotip kontroller:
Galismamizda lenfosit alt gruplan olan T, B ve dogal
oldaricl (NK) hicrelerini tanimlamak igin sirasiyla bu
hicrelerdeki 6zgul antijenleri taniyan anti-CD-3 APC,
anti-CD45RA FITC ve anti-CD1671a PE (BD Biosciences,
USA) antikorlari kullaniimistir. Benzer sekilde, T hiicre alt
tipleri olan T helper hiicreleri ve T sitotoksik hicrelerini
belirlemek icin ise sirasiyla anti-CD4 PE ve anti-CD8a
FITC antikorlar (BD Biosciences, USA) kullaniimistir.
Kullanilan antikorlar ve her birinin hedefledigi hiicre tipi,
konjuge florofor, klonu ve izotipi Tablo 1'de verilmistir.
Boyama 06zgulligund saglamak icin izotip kontroller
kullanilmistir (Tablo 1).

BULGULAR

Her iki yontem ile elde edilen hicreler ayni anda
oncelikle buyGklik ve granil yapisina gore ileri sacihm
(forward scatter, FSC-A) ve yana sacilim (side scatter,
SSC-A) dedektorleri araciligiyla analiz edilmis ve lenfosit
kapisi belirlenmistir (Sekil 1A ve 3A). Lenfosit kapisi,
lenfosit alt gruplarini tanimlayan antikorlar kullanilarak
geri kapilama teknigi (back-gating) ile dogrulanmistir.
Anti-CD3, anti-CD45RA ve anti-CD161a antikorlari
sirasiyla T, B ve NK hicre gruplarinin tespiti ve ylzde
orani  degerlendirmesini  saglamistir.  Eritrosit lizis
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yontemi ile elde edilen T hicreleri %44,1, B hucreleri
%6,8 ve NK hucreleri %14,1 olarak bulunmustur (Sekil
1 B, C ve D). Yogunluk gradyan santrifij metodunda
ise T hlcreleri %44,3, B hiicreleri %5 ve NK hucreleri
%15,6 olarak bulunmustur (Sekil 3 B, C ve D).

Tablo 1: Kullanilan antikorlar ve hedeflenen hiicre tipleri, konjuge
floroforlar, klonlar ve izotipler gosterilmistir.

Antilor Hiicre tipi Florofor | Klon Tzotip
Antirat CD3 antibody Teall APC | 1R Mouse IeM, x
Anti-rat CD45RA antibody | B cell FITC 0x-33 Mouse I2G1, x
Anti-rat CD161a antibody | NE cell PE 1078 Mouze I2G1, «
Rat T Lymphocyte Cocktail | T 2zl APC 1F4 Mouse [0 x
T(CD4') helper cell PE 0x-35 Mouse [Gla x
T (CD8z") cytotoxic cell | FITC OX-8 Mouze I2G1, x
Izotype Control N 2P | 6155228 | Mowse IsML x
Lsotype Contral - FITC | MOPC-31C | Mouse IsG1,
Izotype Control - FE MOPC-31C | Mouse [5Gl &
Izotype Control - PE G155-178 | Mouse [zGla, v
Anti-CD4 ve anti-CD8a antikorlari ile T helper

ve T sitotoksik hicreleri tespit edilmistir. T helper
hicreler CD3+/CD4+ iken, T sitotoksik hucreler
CD3+/CD8a+"tir.  Bu hucrelerin  oranlari eritrosit
lizis metodunda sirasiyla %41,2 ve %56,7 (Sekil 1E),
yogunluk gradyan santriflij metodunda ise % 39,3 ve
% 58,2 olarak saptanmistir (Sekil 3E). Her iki yontem
ile de antikorlara denk boyama 6zgulltklerini kontrol
etmek icin hazirlanan izotip kontrollerinin sonuglari
kabul edilir ve olumlu olarak degerlendirilmistir (Sekil 2
A, B, C, D, Eve Sekil 4A, B, C, D, E).

TARTISMA

Lenfoma ve l6semi immunotiplemesi (KLL, ALL,
AML, KML), kemoterapi etkinliginin izlenmesi, diger
hematolojik hastaliklarin belirlenmesi (n6trofil fonksiyon
defektleri), kok hlcre sayimi, otoimmun hastaliklarin
tanisi, HIV enfeksiyonu, allerjenlerin & allerjik hastaliklarin
saptanmasi (bazofil degranilasyonu), trombosit analizi
flow sitometrinin tiptaki genis kullanim alanlarina
verilen orneklerdir (9,10). Ayni zamanda pre-klinik
calismalarin gerekliligi, sicani immunolojik arastirmalar
icin yaygin olarak kullanilan bir deney hayvani modeli
yapmaktadir. Ancak, deney hayvanlarinda pre-analitik

yontem optimizasyonu, l6kosit populasyonlarinin ve
alt ktumelerinin karakterizasyonu ile ilgili konularda
insan orneklerine goére daha az sayida calismaya
rastlanmaktadir.
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Sekil 1. Eritrosit lizis yontemi ile lenfositler elde edilmis, lenfosit kapisi
belirlenmis (A) ve sirasiyla T, B ve NK hucre gruplarinin ytzde oranlari
(B,C ve D) degerlendirilmistir. Anti-CD4 ve anti-CD8a antikorlari ile T
helper ve T sitotoksik hicreleri tespit edilmistir (E).
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Sekil 2. Eritrosit lizis yontemi ile elde edilen hicreler, antikorlara
denk boyama o6zgulluklerini kontrol etmek icin hazirlanan izotip
kontrolleri ile boyanmistir. B hiicreleri (A), T hiicreleri (B), NK hicreleri
(Q), T sitotoksik htcreleri (D) ve T helper hucrelerini (E) hedefleyen
antikorlara karsilik gelen izotip kontroller ile yapilan boyamalar
gosterilmistir.
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Sekil 3. Yogunluk gradyan santrifij yontemi ile lenfositler elde
edilmis, lenfosit kapisi belirlenmis (A) ve sirasiyla T, B ve NK hicre
gruplarinin yizde oranlari (B,C ve D) degerlendirilmistir. Anti-CD4
ve anti-CD8a antikorlari ile T helper ve T sitotoksik hicreleri tespit
edilmistir (E).
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Sekil 4. Yogunluk gradyan santrifdj yontemi ile elde edilen hucreler,
antikorlara denk boyama 6zgulluklerini kontrol etmek icin hazirlanan
izotip kontrolleri ile boyanmistir. B hiicreleri (A), T hucreleri (B), NK
hucreleri (C), T sitotoksik hucreleri (D) ve T helper hcrelerini (E)
hedefleyen antikorlara karsilik gelen izotip kontroller ile yapilan
boyamalar gosterilmistir.

Galismamizda, 19 aylik postmenopozal Wistar sicani
tam kan o&rnegi iki farkli pre-analitik yontem ile
hazirlanmis ve uygun antikorlarla isaretlenerek lenfosit
alttiplerigérintilenmis, ylzde oranlari karsilastiriimistir.
Eritrositlerin lizis tamponu veya yogunluk gradyani
santrifGju ile uzaklastinldigr her iki yontem ile de
T, B ve NK hucrelerinin ve T hucre alt gruplarinin (T
helper hicreler ve T sitotoksik hlicreler) yiizde oranlari
birbirlerine yakin degerler olarak gézlenmistir. Bu durum
her iki pre-analitik yontemin de sican tam kaninin
immunfenotiplemesi icin kullanilabilecegi gorisini
desteklemektedir.

Her iki yontem ile elde edilen verilerin saglikli geng
sicanlardaki referans araliklara goére degerlendirmesi
yapildiginda, yash kemirgenler icin B hcrelerinde
azalma ile NK hucrelerinde artis gbéze carpmaktadir.
Abbondanze ve Chang’in 2014 yilinda yaptiklar bir
calismada, F344 turinde 18-20 aylik erkek sicanda
T hucre oraninda ilerleyen yasla birlikte belirgin bir
degisim gozlenmezken, B hilcre oraninda dusus
dikkati cekmektedir (11). 46 Sprague-Dawley disi ve
erkek sicanin dahil edildigi bir diger calismada ise,
artan yas ile birlikte periferik kan B hicre sayisinda bir
degisim gozlenmemistir (3- 26 ay arasi) (12). Mevcut
calisma ile postmenopozal bir deney hayvaninda
immunfenotipleme icin bir tablo ortaya konulmaktadir.
Bu degerlerde kemirgenlerin tirline, yasina, cinsiyetine
(13) ve farkli diger fizyolojik kosullarina gore farkliliklar
oldugu unutulmamalidir. Mevcut calismanin  grup
sayisl, tlr ve yas sinirlamalarini asmak, ileride daha
ayrintil bilgi edinilecek calismalar yapabilmek icin yasli
grup yaninda gen¢ hayvanlarin da olacagi, disi cinsiyet
yaninda erkeklerin de dahil edilecedi arastirmalarin
yapilmasi gerekmektedir. Ayrica periferik kan yaninda,
kemik iligi, dalak ve timus yerlesimli |6kositlerin de
incelenmesi gelecek calismalar igcin planlamaya dahil

edilmesi gereken konular olabilir.
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