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20. yiizy1l ortalarina degin biyolojik bir nu-
munede hiicre bulunup bulunmadigi, bu hiicre-
lerin tiir ve sayilarna iligkin veriler insan gozii
ile mikroskoptaki goriintiilerin incelenmesi yo-
luyla elde edilebiliyordu. Daha sonra 151k &l-
ciim yontemlerinin gelismesi ve bunlarin mik-
roskopla birlikte kullanilmasi ile “sitometri” or-
taya c¢ikti. Bu yontem oncelikli olarak numune-
lerin yiiksek rezoliisyonlu goriintiilerinin elde
edilmesini gerektiriyordu. Bu da cihaz maliyet-
lerinin yiikselmesine neden oluyordu. 1950’1i
yillarda ilk akim sitometrisi (flow cytometry)
cihazlar kullanildi. Bunlar tek parametreli op-
tik ve elektronik cihazlardi. 70’11 yillardan iti-
barense ¢ok parametreli gittikce daha karmagik
olan akim sitometri cihazlari iiretildi (1).

I. TANIM

Akim sitometrisi, bir sivi akimi igerisinde
hareket eden hiicrelerin 6zelliklerinin o6lgiildii-
gii teknoloji olarak tanimlanabilir. Akim sito-
metrisinde bircok teknik bir arada kullanilir.
Bilgisayar biliminin, optik, elektronik, hidrodi-
namik odaklama ve “ink-jet” teknolojilerinin
ilerlemesi, lazerin bulunmasi, monoklonal anti-
korlar ve DNA analizi yontemlerinde kaydedi-
len ilerlemeler heterojen hiicre siispansiyonlari
icindeki her bir hiicrenin 6zelliklerinin 6lgiil-
mesine yani akim sitometrisinin gelismesine
olanak saglamigtir (2).
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Akim sitometrisi teknolojisini daha iyi ta-
mmlayabilmek icin, kesfedildigi 1600’1 yillar-
dan itibaren patologlarin ve tip alaninda arastir-
ma yapanlarin hiicreleri incelemek i¢in kullan-
diklan ilk arag olan 131k mikroskobu ile kargi-
lagtirarak incelememiz faydah olur (2, 3, 4):

1. Istk Kaynag:: Tipik mikroskoplarda 1g1k
kaynag@i olarak lamba kullanilir. “Akim sito-
metrisi” de 151k kaynag siklikla lazer’dir. Lazer
151Z1 “coherent”, yogun ve monokromatik bir
isiktir. Lazer 1s181inin monokromatik olma 6zel-
ligi fliioresan dlgiimlerde ¢ok dnemlidir.

2. Tabla: Mikroskop tablasmin hareketi sa-
yesinde, incelenen hiicreler objektif lensinin
gorme alanindan geger. Akim sitometrisinde ise
hiicreler stvi icerisinde siispansiyon halinde bu-
lunur. Bu s1v1 hava basinci ile objektif lensi
ontinde akar ve hiicreleri gérme alanina tagir.

3. Lens: Hem mikroskopta hem de akim si-
tometrisinde lensler hiicrelerden gelen 15181 top-
lar.

4. Filtreler: Bazi mikroskoplarin gozlemci
icin en 6nemli olan 6zelligi 15181 secmeyi sagla-
yan filtreleridir. Filtreler 6zellikle floresan mik-
roskoplarda kullanilirlar. Fliioresan boya mole-
kiilleri, o boya i¢in karakteristik olan dalga bo-
yunda ya da renkte bir 1sikla uyarildiginda
(“excited”), dalga boyu daha uzun olan bir 151k
yayarlar (“emitted light”). Filtreler uyarici
(“excitation light”) 15181 ortamdan uzaklastira-
rak, fliioresan maddenin yaydig1 15181 goriil-
mesini ya da ol¢tilmesini olas: kilar,

5. Detektorler: Mikroskopta detektor de-
gerlendirmeyi yapan goézlemcinin kendisidir.
Akim sitometrisinde ise “photomultiplier tube”
(PMT) denilen son derece duyarli 151k detektor-
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leri kullanilir. Akim sitometrisi cihazlarinda bir
saniyede binlerce hiicre, her biri objektif 6éniin-
den teker teker ve bir kez olmak lizere gecer.
PMT bu hiicrelerin yaydig: kisa siireli 151k ¢ak-
malarini dlcer.

Isik mikroskobunun en 6nemli dezavantaji
degerlendirmenin siibjektif olmasidir. Elektron-
mikroskopisi ve immunohistokimyasal yontem-
lerin gelismesine ragmen, mikroskop kullanan
arastirmaci insan goziiniin rezoliisyon yetenegi
ile sinirhidir, Mikroskobun tersine, “akim sito-
metrisi” hizli ve objektif bir yontemdir. Akim
sitometrisi cihazi ile analiz sirasinda hiicreler
teker teker incelenir, hiicrelerin fiziksel ve kim-
yasal ozellikleri ile ilgili kantitatif 6l¢iimler ya-
pilir. Hiicreler ozelliklerine gore siniflanarak
incelenebilirler. Akim sitometrisi ile morfolojik
yontemlere gore daha fazla sayida hiicre deger-
lendirilebilir. Olgiimlerin tekrarlanabilirligi da-
ha 1yidir ve daha az is giicii gerektirir.

II. NE OLCER

Akim sitometrisi ile hiicrelerin biiyiikliigii,
hacmi, ¢ekirdeginin yuvarlakligi, DNA ve RNA
icerigi, enzim aktivitesi, hiicre yiizey reseptor-
lerinin tipi ve miktan 6lgiilebilir.

II1. NASIL OLCER

Akim sitometrisi cihazlari, sivi akimi igin-
deki parcaciklarin odaklanmig lazer 151m 6niin-
den gecerken incelenmesini saglayan cihazlar-
dir. Lazer 1511 ile hiicre etkilestiginde, fliiore-
san boya ile isaretli olan hiicre 151k liretir ve
kendine gelen 151810 bir boliimiiniin de sacilma-
sina neden olur. Bircok ayna ve filtrenin yardi-
mu1 ile bu 1smlar detektorlerin iizerine diigiiriiliir.
Detektorler optik sinyali elektronik sinyale do-
niigtiiriirler. Bu sinyaller bilgisayar ile incelen-
diginde hiicrelerin 6zelliklerine iliskin veriler
elde edilir. Bu iglevleri yapabilmesi icin akim
sitometrisi 3 sistem icerir:

1. Siv1 sistemi: Hiicrelerin tek sira halinde
lazer 1$181nin 6niinden ge¢cmesini saglar. Bunun
i¢in “sheath fluid” denilen izotonik bir sivi, ko-
ni seklinde, geometrik olarak laminer akim
olusturmaya miisait bir probun icinden belirli

bir basing ile gegirilir. Probun ucundaki agiklik
50-250pm g¢apindadir. Bu agikliktan sivi 10
m/sn hiz1 ile gecer. Ancak bazi uygulamalar
icin daha yavas hizlara da gereksinim duyula-
bilmektedir. Kendi izotonik sivisi icerisindeki
numune daha yiiksek bir basing ve bir ince boru
vasitasi ile “sheath fluid” akiminin tam ortasina
uygulanir. Prob icerisindeki laminer akim, nu-
mune akimmnn sheath sivist akimini tam orta-
sinda kalmasini saglar. Buna hidrodinamik
odaklama denilmektedir (Sekil 1). Iki siv1 aki-
muni saglayan basinglar arasindaki fark optimi-
ze edildiginde, icerisinde numuneyi tagiyan aki-
min ¢apt igerdigi hiicrelerin ¢apindan daha ge-
nig olamaz (2, 3, 4).
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Sekil 1: Akim sitometrisinde akim hiicresinin
sematik goriiniimii

2. Optik sistem: Isik kaynagi ve optik sin-
yal toplayicilarindan olusur. Birgok akim sito-
metri cihazinda florokromlar: uyarmak ve hiic-
re i¢i parametreleri 6lgmek igin 151k kaynag:
olarak argon (dalga boyu: 488 nm) lazer kulla-
nilir. Lazer 1181 iki 6zelligi ile adi ig1iktan ayri-
Lur:

» Lazer 15181 koherentdir: Ig1g1 olusturan

dalgalarinmn tiimii birbirine paraleldir.

* Lazer 15121 monokromatiktir: Is1g1 olustu-
ran dalgalarin hepsinin dalga boyu ve
frekans1 aynidir.

Numune akimi igindeki hiicre lazer 151k de-
meti ile karsilagtiginda (hiicrenin icerisinde ya
da iizerinde florokromlarin da bulundugunu ka-
bul edersek) iki olay gerceklesecektir:
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Sekil 2: Akim sitometrisi optik sistemi

a. Isik sacilimi: Hiicrenin iizerine diisen
151k hiicre tarafindan 360 derece ac1 ile her yo-
ne sacilacaktir. Lazer 1s18inin ekseni boyunca
sagilan 15181 bir detektor iizerinde topladigimiz-
da “forward-angle light scatter” (FSC; ileri
dogru 1g1k sagilimi) parametresini elde etmis
oluruz ki, bu degerin biiyiikliigii kabaca hiicre
ya da parcacik biiyiikliigii ile orantilidir. Uze-
rinde ¢aligilan pargacik kiire seklinde ve icerisi
de homojen oldugunda FSC ile parcacik biiyiik-
ligi arasinda dogru oranti bulunur. Eger sagi-
lan 151k lazer 1510 demetinin sag tarafina 15in de-
meti ile 90" ag1 yapan bir detektor iizerinde top-
lanir ise *90° ligth scatter” veya “side scatter”
(SSC; yana dogru 11k sagilimi) olarak isimlen-
dirilir. Deneysel olarak SSC’nin hiicrelerin ig-
yapilart ve membran krvrimlar tarafindan yan-
sitilan 1siklart icerdigi saptanmustir, Bu nedenle
bu parametre hiicre graniilaritesi ile koreldsyon
gosterir. FSC ve SSC’ye olctimleri i¢in disari-
dan eklenen reaktiflere gereksinim olmadif
icin “igsel dzellikler” olarak isimlendirilirler.
Olciimleri icin disaridan reaktif eklenmesi gere-
ken ozelliklere ise “digsal ozellikler” denir (2,
3,4).

b. Fliioresan: Fliioresan bir molekiiliin be-
lirli bir dalga boyundaki 15181 emip daha uzun
dalga boyunda bir 151k yaymasi dzelligidir. Bu
olay, 10 saniye i¢inde, son derece hizh bir se-
kilde gerceklesir ve fliioresan 151k ta tipki sagi-
lan 151k gibi 360 derece ac1 ile her yone yayilir.
Tipik olarak, ¢cok sayidaki cihaz, yayilan fliiore-
san 151k ile SSC’yi ayn1 anda ve ayni optik sis-
temle dlger. Bu durumda, él¢iim odacigina bir-
den ¢ok sayida farkli dalga boylarinda 151k
(“multicolor”, “multiwavelength™) gelir. (Saci-
lan 151k cihazin lazerinin iirettigi ve hiicre tara-
findan yansitilan 151k ve florokromlarin tirettigi
daha uzun dalga boyundaki 1giklar). Isik mikta-
1 diger bir deyisle foton sayisi hiicre ici veya
yilizeyindeki florokrom sayisi ile orantilidir.
Birden fazla sayida renkten olusan 151k kendisi-
ni olusturan renklere ayrigtirilir. Bu ayristirma
islemi “short pass” ve long pass” filtreler ile
dikroik aynalar kullanilmak suretiyle gercekles-
tirilir (2, 3, 4) (Sekil 2).

Akim sitometrisi incelemelerinde kullanila-
bilecek cok sayida fliioresan boya vardir. Bun-
lar niikleik asitlere, proteinlere, hiicre memb-
ranlari, cekirdek ve sitoplazmadaki reseptérle-
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Tablo 1: Akut 16semi panelinde siklikla yer alan antikorlar

Myeloid

CD13, CD33

B-Lenfosit

CD10, CD19, iImmunglobulinlerin « ve A hafif zincirleri

T- Lenfosit ED2,CD5, Chy
Megakaryosit CDe61
Kok Hiicre CD34

immatir Lenfosit

TdT (Terminal deoksi riboniiklertidil transferaz)

re; hiicre icerisindeki molekiillere vb. hiicrele-
rin gesitli sitokimyasal bilesenlerine baglanirlar.
Kullanilan fliioresan boyanin uyarici (eksitas-
yon) dalga boyu, cihazdaki lazerin verdigi 151-
gin dalga boyu ile uyumlu olmalidir. Lazerli
akim sitometrisinde bu dalga boyu genellikle
488 nmdir. Isik sagilimi hiicre siispansiyonu
icinden ilgilendigimiz, tlizerinde caligmay: iste-
digimiz hiicre grubunu se¢gmemize yardimei
olur. Fliioresan siddeti ise her bir hiicre ile ilgili
spesifik bilgiler verir. Fliioresan boya ile isaret-
lenmis monoklonal antikorlar hiicre yiizey anti-
jenlerinin belirlenmesinde kullanilirken, dogru-
dan ve spesifik olarak hiicrenin belirli kompo-
nentlerine baglanan (6rnegin DNA’ya) fliiore-
san boyalar hiicre dongiisii (“cell cycle™) anali-
zinde kullanilir (2, 3, 4).

3. Elektronik sistem: Son olarak detektor-
lerden gelen tiim optik sinyaller bilgisayarda
derlenir, orantili olarak elektronik ve dijital sin-
yallere doniistiiriilir. Bilgisayar, kullanicr silene
kadar her bir hiicreye ait tiim verileri saklar ve

- bu verilerin kullanic istegine gore degisik pa-
rametrelere gore degerlendirilmesi olasidir (2,
3, 4).

Sonug olarak, akim sitometrisi, bilgisayar ve
lazer teknolojileri, monoklonal antikor iiretimi,
sitokimya ve florokrom kimyasindaki gelisme-
ler gibi birbirinden bagimsiz olarak iiretilen bil-
ginin kullanilmasi ile iiretilmistir.

IV. FLOW SITOMETRININ KLINIK
KULLANIM ALANLARI

1. YUZEY BELIRTECLERININ
OLCUMUNE DAYANAN YONTEMLER

Bunlar arasinda klinik laboratuarda en yay-
gin olarak kullanilan yontemler kemik iligi ve
periferik kandaki [6kositlerin yiizeylerindeki
antijen dzelligi tasiyan “cluster of differantiati-
on” (CD) denilen molekiillere kars: fliioresan
igaretli antikorlar kullanilarak yapilan immun-
fenotiplemedir. Bu antijenlerin bazilar1 bir hiic-
re dizisine 0zgii iken (“lineage specific”). bazi-
lar1 hiicre dizisindeki bir differansiasyon basa-
magma Ozgiidiir (“differatiation specific”). Di-
ger bir grup antijen ne bir hiicre dizisine ne de
bir differansiasyon asamasmna spesifite gosterir,
ancak hiicrenin aktivasyonu ile iliskilidir (5).

Giiniimiizde akim sitometrisi hematolojik
neoplazilerin tanismin konulmasi ve bu neopla-
zilerin 6zelliklerinin belirlenmesinde rutin ola-
rak kullanilmaktadir. Bu teknolojinin sagladig:
verilerle, hematolojik malignitelerin taniar ko-
nulabilmekte, hangi hiicre dizisinden kaynak-
landiklari, gradelerinin ne oldugu ve prognozla-
r1 saptanabilmektedir (6).

Analizler periferik kan, kemik iligi aspirat
ve biyopsileri, serozal sivilar, beyin omurilik si-
vist, deri, mukoza (endoskopik biyopsiler), ince
igne aspirasyon biyopsisi ile kitlelerden alinan
ornekler ilizerinde yapilabilir (5, 6).
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A. Akut Losemilerin Immunfenotiplemesi

Akut Losemi paneli 16semik blastlarin mye-
loid mi yoksa lenfoid kaynakli mi olduklarin:
belirlemek ve hiicreleri B lenfosit, T-lenfosit,
monosit, myelosit, megakaryosit vb gibi sinifla-
maya yonelik olarak hazirlanir. Akut l6semi pa-
nelinde siklikla yer alan antikorlar tablo 1°de
gosterilmistir (5).

Akut l8semiler icin I6seminin kaynaklandigi
hiicre dizisinin (“lineage”) saptanmasi amaciy-
la, akut myeloid l6semi (AML) i¢in sitoplazmik
myeloperoksidaz (MPOc), CD33, CD13; B
hiicreli akut lenfositik 1ésemi (B-ALL) igin
CD79a ve CD19; T hiicreli akut lenfositik lose-
mi (T-ALL) icin sitoplazmik CD3 (CD3c) ve
CD7’nin tarama panelinde bulunmas: énerilir-
ken, matiirasyon belirlenmesinde AML igin
CD34, CDI15, HLA-DR; B ve T ALL i¢in
CD34 ve TdT kullanilmasi 6nerilmisgtir (7).

B-Prekiirsor ALL’de CD19 ve CD79a po-
zitif iken, CDI10 losemik hiicrelerin bir bélii-
miinde eksprese edilir. CD20 ve CD45 ya nega-
tiftirler ya da zayif bir pozitiflik gdsterirler.
CD22 yiizeyde veya sitoplazmada pozitiftir.
Yiizey immunglobulini negatiftir. Genellikle
CD34 pozitifligi saptanir. CD34 ve/veya TdT

pozitifligi B-prekiirsér ALL'nin lenfomalardan
ayrilmasinda yardimci olur (8).

T-Prekiirsor ALL’de CD7, CD5, CD2,
CD3c pozitif, CD3 negatif veya zayif pozitif,
sitoplazmik CD3 pozitif bulunur. CD4 ve CD8
‘in ya her ikisi de negatiftir ya da her ikisi bir-
den pozitif bulunur. CD4 ve CD8’in her ikisi-
nin birden pozitif olmast ve/veya CD1’in pozi-
tif olmas1 T-Prekiirsor ALL icin tani1 koyduru-
cudur. Yine TdT veya CD34 pozitifligi ile bir-
likte sitoplazmik CD3’iin pozitif olmas: da di-
agnostiktir (8).

Akut Myeloid Losemide (AML) CD45,
CD34 pozitifligi saptanir, ancak her ikisi de za-
yif pozitiflik gosterir. CD11b, CD15 pozitiftir.
AM?Y. de T hiicre belirteclerinden CD7, CD4,
CD2 veya B hiicre belirteclerinden CD19 pozi-
tif bulunabilir (8).

Megakaryositik Losemide giicli CD61 ve-
ya CD41 pozitifligi gézlenir. CD33, CD13,
CD45, CD34 degisen derecelerde eksprese edi-
lir (8).

Promyelositik lésemide CD33 ve CD13 po-
zitiftir. HLA-DR negatiftir. CD9 ve CD68’in
tanida yararli oldugu bildirilmistir (8).
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B. Monoklonal Gammapatiler

Monoklonal gammapatilerde, akim sitomet-
risi, normal ve neoplastik plazma hiicrelerinin
birbirlerinden ayrilmasinda kullanilir, Akim si-
tometrisi ile yapilan immunfenotiplemenin
multiple myelom ile diger monoklonal gamma-
patilerin ayiric tanisindaki degeri ispatlanmis-
tir. Panelde en azindan CD38, CD19 ve CDs56
bulundurulmasi onerilmektedir. Neoplastik
plazma hiicrelerinde CD38 ekspresyonu normal

plazma hiicrelerinden daha zayiftur. Artmig

CD56 ise neoplastik plazma hiicrelerinin 6zellj-
gidir (7).

C. Lenfoma ve Lenfoproliferatif
Hastaliklarda Immunfenotipleme

Lentoma panelleri genellikle matiir B ve T
hiicrelerini iceren lenfoproliferatif hastaliklar
tanimaya yonelik olarak hazirlanir. B hiicre ma-
ligniteleri icin sadece immunglobulinlerin x ve-
ya A zincirlerinden birini iireten monoklonal bir
klonun gosterilmesi gerekir. T ve NK (“natural
killer”) hiicrelere 6zgii klonaliteyi gosterecek
bir hiicre yiizey belirteci yoktur. Anormal T len-
fosit fenotipinin gosterilmesi T hiicre maligni-
tesini kuvvetle diisiindiiren ancak baska yon-
temlerle desteklenmesi gercken bir bulgudur.
Rutin lenfoma panelleri B lenfositleri icin
CDI19, CD20, CD23 ve immunglobulinlerin ¥
veya A zincirlerini; T hiicreleri icin CD2 ve
CDS5'i igerirler (4, 5, 7). Zayif CD20 ekspres-
yonu B hiicreli kronik lenfositik 16semi (B-
KLL) hiicrelerinin 6zelligidir ve KLL B hiicre-
leri ile normal B hiicrelerinin ayrilmasinda kul-
lanilir (7). Eger biiyiik graniiler lenfositlerin bir
hastaligi s6z konusu ise panele T lenfosit belir-
teglerinden CD3, CD4, ve CD8 ile NK belirtec-
lerinden CD16, CD56 ve CD57 eklenir (4, 5,
7).

D. T Lenfosit sub gruplar

Periferik kandaki mutlak CD4 pozitif T len-
fositlerinin sayist AIDS hastalarmmn immiinolo-
Jik durumlarinin izlenmesinde kullanilir. Bu
amagcla periferik kanda CD3, CD4, CD8§ ve
CD45 caligtlir. CD 45 pan-hematopoetik mar-

ker olup biitiin hematopoetik hiicrelerde pozitif-
tir. Burada ve immunfenotiplemelerde “gating”
(kapilama: bilgisayar ortaminda akim sitometri-
si ile analiz edilecek hiicre grubunun secilmesi)
ve kalite kontrol amaci ile kullanilir. Daha son-
ra her bir belirteci tagiyan hiicrelerin yiizde
oranlari belirlenir. Bu sirada CD4 ve CDS$ tagi-
yan hiicrelerin mutlak sayilarim elde etmek igin
hasta 6rnegi ile birlikte cihaza kalibre edilmis
sayida flioresan “bead” (boncuk) da saydirilur.
Daha sonra “bead” sayilar1 karsilastirilarak
mutlak hiicre sayilar elde edilir (4, 6, 9, 10).

E. Immun supresif tedavi ve allograft
reddinin takibi

Bébrek, karaciger, kalp, kalp-akciger ve
pankreas organ naklinden sonra hastalara antiti-
mosit globiilin (ATG) veya OKT3 (lenfositleri-
nin T-hiicre reseptotii (TCR) ile iliskili CD3
kompleksinin 20-kd’lik glikoprotein e-zincirine
karg1 fare monoklonal antikoru) verilir, Bu has-
talarda immunsupressif tedavi rutin olarak len-
fosit sayimu ile yapilir buna ek olarak organ
nakli antikor panelinde CD2, CD3, CD4, CD5,
CD8 ve CD14, CD19, CD45, CD57 yer alir
(11).

2. HUCRE DONGUSU VE DNA ICERIK
ANALIZI

Hiicrelerin tekrarlayan biiyiime ve béliinme-
lerine hiicre déngiisii (“cell cycle”) denir. Hiicre
dongiisii siklikla bes faza ayrilir. Bunlarin dér-
dii:

G1 (“Gap 17): DNA replikasyonundan énce-
ki biiyiime periyodudur (12). Bu fazda RNA ve
protein sentezi goriiliir. Ancak hiicrenin DNA
icerigi sabit kalir (2C). Go ve Gi fazlarinin her
ikisinde de 2C DNA bulundugundan akim sito-
metrik DNA analizinde iki grup birbirinden ay-
rilamaz ve Go/G1 olarak isaretlenir,

S (“Synapsis”): DNA replikasyonunun ger-
ceklestigi fazdir (12). S fazi tiim DNA molekii-
liiniin replikasyonu tamamlanana kadar devam
eder. S fazi sonunda hiicrenin DNA icerigi iki
katina ¢ikar ve 4C olarak ifade edilir.
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Hilcre Sayis:

Hiicre Sayist
N I S

i s

DNA fcerigi

Sekil 4: DNA igerik Analizi Histogramlari: A: Diploid DNA histogrami B: Anéploit DNA Histogrami

G2 (“Gap 27): DNA replikasyonunu takip
eden biiyiimedir. Bu faz boyunca DNA icerigi
4C olarak kalir.

M (“Mitosis): Hiicre boliinmesidir. Hiicre-
ler iki yavru hiicreye ayrilincaya kadar DNA
icerigi 4C olarak kalir. Her yavru hiicre 2C
DNA igerir.

Mitozdan sonra yavru hiicreler yeniden ya
G fazina girer ya da besinci faz olan Go fazina
girerler. Go fazinda biiylime ve replikasyon dur-
mustur. Go fazindaki hiicreler sonunda ya Gi fa-
zina girer ya da oliirler (12).

Sekil 4A’daki grafikte hiicre dongiisiindeki
popiilasyonun akim sitometrisi veri gdsterge-
sinde nasil goériindiigiine iliskin bir drnektir.
Grafigin horizontal ekseni her bir hiicredeki
DNA miktarint gosterir ve goreceli birimlerle
ifade edilir. Vertikal eksen belirli bir miktarda
DNA iceren kac hiicre oldugunu gosterir. Bu tip
grafiklere histogram denir. Grafikte goriilen or-
nekte Gi fazindaki hiicreler 75°de pik olustur-
mustur. G2 ve M tazindaki hiicreler birlikte
150°de pik olusturmustur. Yani bu hiicrelerin
her biri Gi tazindaki bir hiicrenin icerdiginin iki
kat1 kadar DNA icermektedirler. Bu da DNA
replikasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu iki
pik arasinda diiz bir plato izlenir. Bu bolgedeki
hiicreler Gi ve G2 fazi arasmda olup degisen
miktarlarda DNA icermektedirler. Bu faza S fa-
z1 denilmektedir (12).

Akim sitometrisi bilgisayari her bir pik al-
tinda kalan alani grafigin entegralini alarak he-
saplar. Boylece her bir fraksiyonun diger bir
deyisle hiicre popiilasyonunun oransal miktari
belirlenmis olur. Tipik olarak hiicrelerin ¢ogu
G fazinda bulunur. Go’daki hiicreler Gi fazin-
daki hiicrelerle aym1 miktarda DNA icerdigi i¢in
bu iki faz akim sitometrisi ile yapilan dl¢iimler-
de birbirlerinden ayrilamaz. S ve Gz2/M fraksi-
yonlarmu 6lcerek bir hiicre popiilasyonunun ne
hizla biiyiidiigiine iligkin bilgi edinebiliriz (12).

Sitogenetikcilerin kullandigi bir terminoloji
olan “ploidi” bir hiicredeki kromozom sayisimi
ifade eder. Normal somatik hiicrelerde bir ¢ift
kromozom seti bulunur. Bu hiicrelerin icerdigi
kromozom sayisi 2N veya 2C geklinde ifade
edilir ve bu normal sayida kromozom iceren
hiicrelere diploit hiicreler denir. Normal hiicre-
lerin icerdiginin yarisi kadar kromozom igeren
hiicrelere haploit, iki kopyadan daha fazla ice-
ren hiicrelere poliploit hiicreler denir. Poliploit
hiicreler 3C, 4C vb. sayilarda kromozom icerir-
ler ve bunlar sirasiyla triploit ve tetraploit ola-
rak adlandirilirlar. Haploit sayinmn katlari kadar
kromozom igeren hiicrelere 6ploit, haploit sayi-
nin tam katlar1 olmayan sayida kromozom ice-
renlere ise anoploit hiicreler denir (12).

Akim sitometrisel DNA icerik analizinde
gercek kromozom sayisi degil niikeer DNA'va
baglanan fliioresan boya 6lciiliir. Boya ile DNA
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arasindaki baglanma fiksasyon, proteaz ile ¢n
islem, florokromun cinsi, doku tiirii vb. bir¢ok
faktorden etkilendiginden fliioresan yogunlugu
DNA igerigini kesin olarak yansitmaz. Bu ne-
denle DNA icerigi saptanirken, diploit oldugu
bilinen hiicre standardi kullanilir. Standart ola-
rak aym kiginin ayni dokusundan diploit hiicre-
lerin kullanilmas: onerilir (12). Numunedeki
DNA miktar1 referans standarttan farkli oldu-
gunda anoploit veya poliploit seklinde deger-
lendirilir.

DNA indeksi (DI) ve Go/G1, G2-M ve S faz
oranlart DNA histogramlarindan hesaplanir. DI
timoriin Go/G1 pik kanalinin, diploit standardin
Gu/Gi pik kanalina oramdir. DNA indeksi 1 ol-
dugunda hiicrenin diploit oldugu soylenir. Eger
oran 1’e esit degil ise numune anaploit olarak
isimlendirilir (12).
~ Diploit standarttan farkli ilave pikler griil-
diigiinde, bu anormal hiicre dizilerine ait Go/Gi
ve G2/M pikleri ile tiimore ait S faz fraksiyonu
izlenir. Bu durumda DNA’nin anéploit oldugu
soylenir. Tiimor hiicre popiilasyonu diploit hiic-
re standardindan ayrilamadiginda, DNA’'nin
diploit ya da diploit range icerisinde oldugun-
dan soz edilir. Bu durumda da kromozomsal
anomalilerin bulunmasi muhtemeldir. Baz tii-
morlerde kromozomal delesyon ve duplikas-
yvonlar dengededir. Bu durumda akim sitometri-
si analizinde DNA icerigi normal goriindiigii
halde karyotip anormal olabilir (12).

Sekil 4B’de hiicre dongiisiinde bulunan iki
farkli tip hiicre izlenmektedir. Her bir grubun
kendi Gi, S ve Go/M fraksiyonlar1 vardir. 75 ve
150. kanallardaki pikler normal diploit hiicrele-
rin bulundugu birinci hiicre grubuna, 100 ve
200. kanallardaki pikler ise andploit olan ikinci
hiicre grubuna aittir. 110 ve 140 kanallar arasin-
da grafigin basik oldugu bolge saf S fazmna ait-
tir. Bu bolgede iki hiicre popiilasyonunun S fa-
zinda bulunan tyeleri bir arada bulunur. Yine
diploit hiicre grubunun S fazi ile anéploit hiic-
relerin Gi piki ve benzer sekilde andploit hiic-
relerin S fazi ile diploit hiicre grubunun Gz/M
piki st iiste binmistir. Ornegimizde iki hiicre
grubunun G pikleri arasindaki deviasyon 1.33

(100/75) faktorii ile ifade edilir. Bu sayiya daha
oncede soz edildigi gibi DNA indeksi denir.

Bu tip dl¢iimler kanser hiicreleri iizerinde
yapilan caligmalarda yaygin olarak kullanilir.
Tipta bu &lgiimden bazi kanser tiirlerinin prog-
noza gore smiflanmasinda yararlanilir. Aragtir-
malarda hiicrenin DNA igerigi hiicre dongiisii
ve dolayisi ile uygulanan bir uyaran veya ilaca
karst hiicrenin verdigi yamit1 incelememize ola-
nak saglar (12).

DNA igerik analizi sonug¢larinin tani ve
prognoz amagli kullaniminda farkli neoplaziler-
de farkli anlamlar tasidig1 dikkate alinmalidir.
Giintimiizde DNA sitometrisi tanisal deger tasi-
maktan ¢ok geleneksel mikroskobik taniya kat-
kis1 olan bir yontem olarak diisiiniilmelidir.

V. AKIM SITOMETRESININ DIGER
KULLANIM ALANLARI

Akim sitometrisinin heniiz klinik rutin kul-
lanimda yerini almams ¢ok sayida arastirma
amagclt olarak kullanildig: alanlar vardir.

"Flow sorting": Heterojen bir hiicre siispan-
siyonu igerisindeki hiicrelerden arzu edilen bel-
li bir hiicre grubunun fiziksel olarak ayrilmasi-
dir. Genellikle akim sitometri cihazlarinda sor-
ting islemi “ink-jet” yazicilarinda kullanilan
teknolojinin bir benzeri olan yiiklii damlacikla-
rin elektrostatik olarak yon degistirmesi prensi-
binden yararlan’llarak geceklestirilir. Numune-
den aspire edilen hiicreler cihazin probundan
“sheat” sivisi akimi icerisinde digari atilir,
“Sheat” sivis1 fosfat ile tamponlanmis serum
fizyolojik igerir. Ancak herhangi bir iyonize si-
v1 da ayni islevi yapabilir.

Biitiin akimlar gibi burada olugan “sheat™ si-
vist akimi da unstabildir ve damlaciklara bolii-
nerek devam eder. Akim sitometrilerinde sivi
akimu lizerine amplitiid ve frekans: belirli olan
bir titresim uygulanarak akimin damlalara do-
niismesi standardize edilir ve her bir damlacik
icerisinde tek bir hiicre bulunur. Elektriksel yiik
tagtyan bu damlaciklar yiiksek voltaj uygulanan
iki plaka arasmndan gecirilirler. Bu sirada yiiklii
damlaciklar kendi tasidiklari yiikiin tersi yiikii
tastyan plaga dogru yon degistirirler. Akim sito-
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metrisi bilgisayari ile hangi 6zellikteki hiicrele-
rin toplanacagi ve hangilerinin cihazin atik ka-
bina gonderilecegi belirlenmek suretiyle arzu
edilen hiicreler deney tiipleri icerisinde toplana-
bilir. Akim sitometrilerinde bir seferde iki farkl
ozellikteki hiicre toplanabilir. Bu ayrilan hiicre-
ler canlidir. Steril olarak elde edilmeleri miim-
kiindiir. Ayrilan hiicrelerin kiltiirlerinin yapil-
mas1 miimkiindiir. Her bir hiicre ayr1 bir mikro
test kuyucuguna alinarak tek bir hiicrenin kiil-
tiirtiniin yapilmasi (klon olusturulmasi) miim-
kiin olabilmektedir (2).

Akim sitometrisi ve “cell sorting” teknoloji-
leri ile kromozomlarin yapilari cok net olarak
belirlenebildigi gibi spesifik kromozomlari,
lizerinde, ileri arastirmalar yapmak i¢in izole
etmek te miimkiin olabilmektedir. Molekiiler
biyoloji tekniklerindeki ilerlemeler ve DNA di-
zi analizi yapan aragtirmacilarin akim sitometri-
si tireticilerinden daha hizh ve kaliteli neticeler
tireten cihazlar konusundaki beklentileri tekno-
lojinin daha da gelismesine neden oldu. Cihaz-
larin “sorting” performansindaki artma “high-
speed cell sorters” (yliksek hizli hiicre ayirici-
lar) denilen yeni kusak akim sitometrilerinin
tiretilmesi ile sonuclandi. Kromozom “sorting”
bircok gene veya diziye spesifik aragtirmada
kullanilmaktadir. Giintimiizde akum sitometrisi
ile yapilan karyotipleme evoliisyon, hastalik
etiyolojisi, prediktif tip ile sitogenetik aragtirma
ve tetkikler i¢cin énemli bir ara¢ haline gelmigtir
(13).

Giintimiizde bir¢ok hayvan tiiriinde, doga-
cak yavrunun cinsiyeti fertilizasyondan once
%85-95 dogrulukla saptanabilmektedir. Bu

KAYNAKLAR

. Shapiro HM, “Cellular Astronomy™- A Foreseable Future
in Cytometry. Cytometry Part A, 60A:115-124, 2004.
McCoy JP, Basic Principles in in Clinical Cytometry. In:
Keren DV, Hanson CA, Hurtubise PE, (ed) Flowcyto-
metry and Clinical Diagnosis, Chicago: American Soci-
ety of Clinical Pathologist, 1994, 26-55.

3. Nguyen AND, Sunheimer RL, Henry JB, Principles of
Instrumentation. In Henry JB (ed) Clinical Diagnosis and
Management by Laboratory Methods,Philadelphia: WB
Saunders Company, 2001, 60-78

[B]

dikkate deger basariy: ilk olarak 1989 yilinda
Johnson ve arkadaslar1 gosterdi. Kromozomal
karyotipleme, yapay dollenme, DNA spesifik
boyama, akim sitometrisi, bilgisayar bilimleri
ilerlemeleri bir arada kullanildil (14, 15). Bu
teknik birgok tilkede X’e bagl hastaliklardan
kacimmak icin disi sigir ve atlarin tiretilmesinde
kullanilmaktadir (15).

Yine akim sitometrisi ile maternal kandan
fetal lenfosit, trofoblast ve ¢ekirdekli kirmizi
kan hiicrelerinin elde edilmesi miimkiin olabil-
mektedir. Anne kanindan elde edilen fetal hiic-
reler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve flii-
oresan insitu hibridizasyon yontemleri ile ince-
lenebilmektedir. Boylece fetiisiin cinsiyeti, do-
ku grubu (HLA), Rh ve kan grubu; trizomi 13,
18 ve 21; triploidi; ile orak hiicreli anemi ve ta-
lasemi belirlenebilmektedir. Anne kanindan fe-
tal hiicrelerin elde edilmesi gelecekte andploidi
taramasi ve prenatal tanida kullanilabilecektir.
Ayrilan fetal hiicrelerin kiiltiirde iiretilmeleri ve
karyotiplerinin yapilmasi, bir¢ok kromozomal
ve genetik hastaligin tanisinda kullanilabilir,
Ancak bu tekniklerin rutin laboratuarlarda kul-
lanilabilmeleri icin daha fazla gelistirilmeye ve
standardize edilmeye gereksinimleri vardir
(Te). .

Bunlarin disinda akim sitometrisi, hiicrele-
rin total protein ve RNA miktarlarimin belirlen-
mesi, hiicre ve hiicre organellerinin pH’larinin
ve membran potansiyellerinin, hiicrelerin re-
doks potansiyellerinin, hiicre yiizey reseptorle-
rini (6rnegin LDL reseptorii) hiicre i¢i enzim
aktivitelerinin Glgtilmesi gibi cok sayida alanda
kullanilabilen bir aragtirma aracidir.

4. Paxton HMA, Cunningham-Rundles S, O’Gorman MRG,
Laboratory evaluation of the Celluler Immun System. In
Henry JB (ed) Clinical Diagnosis and Management by
Laboratory Methods, Philadelphia: WB Saunders Com-
pany, 2001, 850-877

5. Carey JL, Hanson CA, Flowcytometryic Analysis of Le-
ukemia and Lymphoma. In: Keren DV, Hanson CA, Hur-
tubise PE, (ed) Flowcytometry and Clinical Diagnosis,
Chicago: American Society of Clinical Pathologist., 1994,
197-308.



16

SEH TIP BULTENI 38:4-2004

6.

10.

Stelzer GT, Marti G, Hurley A, et.al. US:- Canadian Con-
census Recommendations on the Immunophenotype
Analysis of Hematologic Neoplasia by Flowcytometry:
Standardization and Valdation of Laboratory Procedures.
Cytometry (Communications in Clinical Cytometry) 30:
214-230, 1997.

ArguellesAR, Duque RE, Orfao A, Report on the First
Latin American Concensus Conferance for Floweytomet-
ric Immunophenotyping of Leukemia. Cytometry (Com-
munications in Clinical Cytometry) 34: 39-42, 1998.
Borowitz MJ, Bray R, GascoyneR, et al. US:- Canadian
Concensus Recommendations on the Immunophenotype
Analysis of Hematologic Neoplasia by Flowcytometry:
Data Analysis and Interpretation. Cytometry (Communi-
cations in Clinical Cytometry) 30: 236-244, 1997,

Sadler DA, Keren DF, Surface Marker Assay in Immu-
nodeficiency Disease. In: Keren DV, Hanson CA, Hurtu-
bise PE, (ed) Flowcytometry and Clinical Diagnosis, Chi-
cago: American Sociely of Clinical Pathologist, 1994,
309-343.

Bergeron M, Faucher S, Minkus T, et al Impact of Unifi-
ed Procedures as Implemented in the Canadian Quality
Assurance Program for T-Lymphocyte Subset Enumerati-
on. Cytometry 33:146-155, 1998.

Hurtubise PE, Monitoring of Monoclonal Antibody The-
rapy in Transplant Patients. In: Keren DV, Hanson CA,
Hurtubise PE, (ed) Floweytometry and Clinical Diagno-
sis, Chicago: American Society of Clinical Pathologist,
1994, 357-368.

. Zarbo JR, Quality Control Issues and Technical Concidi-

rations in Flowcytometric DNA and Cell Cycle Analysis
of Solid Tumors. In: Keren DV, Hanson CA, Hurtubise
PE, (ed) Flowcytometry and Clinical Diagnosis, Chicago:
American Society of Clinical Pathologist, 1994, 425-469.

. Ibrahim SF, van den Engh G. High-speed chromazom

sorting. Chromosome Res. 12 (1): 5-14, 2004.

. Jhonson LA, Flook JP, Hawk HW, Sex preselection in

rabits; live births from X and Y sperm seperated by DNA
and cell sorting, Biology of Reproduction 41: 199-203,
1989,

. Seidel GE Jr, Garner DL. Current status of sexing mam-

malian spermatozoa. Reproduction. Dec; 124(6): 733-43,
2002.

. Wachtel SS, Shulman LP, Sammons D. Fetal cells in

maternal blood, Clin Genet. Feb; 59 (2): 74-9, 2001





