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ÖZET

"Flow" sitometri 1950’li y›llardan beri üzerinde çal›fl›lan ve sürekli gelifltirilen, araflt›rma ve klinik

laboratuvarlar›n›n vazgeçilmez tekniklerinden birisidir. "Flow" sitometri birçok bilim dal›nda yayg›n

olarak kullan›lmaktad›r. Önceleri hematoloji laboratuvarlar›nda kullan›lan bu sistem günümüzde baflta

hematoloji, immunoloji, onkoloji olmak üzere mikrobiyoloji, organ nakli birimleri, araflt›rma laboratuvarlar›,

patoloji, histoloji, biyokimya gibi klinik laboratuvarlar›nda hem tan› koydurucu hem de araflt›rma yöntemi

olarak yerini alm›flt›r. Klinik laboratuvarlar›n yan› s›ra g›da, toksikoloji, deniz bilimleri araflt›rmalar›nda

bu teknikten oldukça s›k yararlan›lmaktad›r. "Flow" sitometri tekni¤inin temelini iyi bilmemiz bu tekni¤i

birçok patolojide kullanmam›z› sa¤layarak sonuçlar›n›n standardizasyonunu ve tan› koydurucu de¤erini  de

artt›racakt›r.  

Anahtar Sözcükler:   "Flow" sitometri tekni¤i, kinik kullan›m alanlar›

ABSTRACT

Flow cytometry is a method that has been developed since 1950’s and it has a pivitol role in clinical

and research laboratories. Flow cytometry has been used in many scientific areas. Formerly this

method was used in hematology laboratories, but at the present, it is used in clinical laboratories of

hematology, immunology, oncology, microbiology, transplantation units, research laboratories,

pathology, histology, and clinical biochemistry as both diagnostic and research tool. Besides clinical

laboratories flow cytometry is widely used in reseaches in food, toxicology, and aquatic sciences.

Deep knowledge of the principle flow cytometry method will help us to apply this method to different

pathologies with outmost standardization and increase the diagnostic value.

Key Words:  Flow cytometry method, clinical applications

DerlemeTürk Klinik Biyokimya Derg 2007; 5(2): 75-82

G‹R‹fi

Sitometri, hücrelerin veya biyolojik partikül-

lerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin

ölçülmesidir. "Flow" sitometri ise, akan bir

s›v›n›n içerisindeki hücrelerin özelliklerinin

incelenmesi olarak tan›mlanabilir (1-3). Günü-

müzde "flow" sitometri ya da ak›m sitometri 

terimleri kullan›lmaktad›r. Ak›m sitometrinin

major kullan›m alanlar› subtiplerine kadar

hücre tespiti (HLA CD = Human Leucocyte

Antijen Cell Differentiation, ‹nsan Lökosit

Antijeni Hücre Ay›r›m Belirteci) ve biyolojik

çal›flmalar için epitop ekspresyonudur. "Flow"

sitometri ›fl›k mikroskopi ile k›yaslan›nca 
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Tablo 1.  Ifl›k mikroskobu - "Flow" sitometri karfl›laflt›rmas›.

Parametreler Ifl›k Mikroskobu "Flow" Sitometri

Hücre Analizi 102 - 103  hücre/deney 103 - 106  hücre/deney

Deney H›z› 5 dakika/örnek 1 dakika/örnek

Deney Sonucu pozitif-negatif çok parametreli

Üretkenlik manuel çal›flma yar› otomatik

çok daha fazla hücreyi daha k›sa sürede

inceleme f›rsat› vermesiyle avantaj sa¤lamak-

tad›r. "Flow" sitometrik teknik ile 1 saniyede

500 hücre say›l›r ve ortalama 10 000 hücreyi

20 saniyede analiz edebiliriz.

"FLOW" S‹TOMETR‹ C‹HAZININ B‹LEfiENLER‹

"Flow" sitometri cihaz› bafll›ca ak›fl (s›v›) sis-

temi, ›fl›k kayna¤› (lazer ›fl›n›), filtreler ve sin-

yal dedektörleri, bilgisayar ve yaz›l›m prog-

ramlar› ve ay›rma mekanizmas› (cell sorting)

bileflenlerinden oluflmaktad›r (fiekil 1). "Flow"

sitometri tekni¤inde hücreler, s›v›n›n içeri-

sinde bir ›fl›k demetinin önünden tek tek

geçerler. Bu s›rada hücreler hakk›nda elde

edilen veriler istatistiksel analiz ve grafik

haline getirilir ve yorumlan›r (3). 

Ak›c› s›v› sistemi:  Ak›c› sistem bir merkezi

kanaldan oluflur ve örnek buradan cihaza

verilir. Merkezdeki örne¤i içeren s›v› (laminar

ak›nt›) ve çevreleyen s›v› (sheath fluid) bir-

birine kar›flmadan ilerlemektedir (fiekil 2). 

Taneli F. 

Bu etkiyle partiküller tek bir s›ra fleklinde

dizilirler ve bu hidrodinamik odaklanma

olarak isimlendirilir. Hücreleri lazer ›fl›n›n›n

önüne tek s›ra halinde tafl›mak için s›v›

sistemi kullan›l›r. Böylece lazer ›fl›n› ayn›

anda tek hücreye düfler ve tek hücrenin

analiz yap›l›r. 

Ifl›k  kayna¤› olarak "Flow" sitometri cihaz›nda

ksenon ve kseneon civa lambalar kullan›la-

bilirse de s›kl›kla farkl› tip lazerlere ek ola-

rak argon ve helium lazer kayna¤› kullan›l›r.

"Flow" sitometri cihaz›nda bulunan detektör

ve filtreler:

Hücrelerden gelen ›fl›k saç›l›m› ve floresans

emisyonu filtre ve detektörlerde dijital sin-

yallere dönüflür. "Flow" sitometride her bir

detektör ve filtre bize farkl› veri sa¤lar. 

fiekil 1.  Tipik bir "Flow" sitometri cihaz›n›n flematik

görünümü (3).

fiekil 2.  "Flow" sitometri tekni¤inden hücrelerin tek tek

dizilimi (3).

Sample
Sheath fluid

Sample needle

Hydrodynamic

focusing zone

Laser

beam
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"FLOW" S‹TOMETR‹K ANAL‹ZDE

KULLANILAN ÖRNEKLER

"Flow" sitometrik analiz hücre süspansiyonu-

nun haz›rlanmas›, hücrelere monoklonal antikor

eklenmesi, cihaz›n kalibrasyonu, kontrol ve

örneklerin cihazda çal›fl›lmas›, veri analizi ve

veri yorumu ve raporu aflamalar›ndan oluflur.

"Flow" Sitometri analizi için hücre süspan-

siyonu haz›rlamak amac›yla kan, kemik ili¤i,

beyin omurilik s›v›s›, bronkoalveoler lavaj

s›v›s›, eklem s›v›s›, plevral s›v›, asit s›v›s›,

doku biyopsi örnekleri, parafin bloktaki do-

kular ve hücre kültürü örnekleri kullan›labi-

lir. Tam kan örne¤inden ön ifllemler ile ma-

nuel ya da otomatik ön ifllem cihazlar› ile

çal›fl›lmas› arzu edilen hücre süspansiyonu

(eritrosit, lökosit ve trombosit) haz›rlanabil-

mektedir (10-13). 

"FLOW" S‹TOMETR‹DE ANAL‹Z

YÖNTEMLER‹ 

"Flow" sitometrede, hücrenin büyüklü¤ü, hüc-

renin iç yap›s› (granülaritesi), ve hücrede

incelemek istedi¤imiz antijene ait iflaretledi-

¤imiz monoklonal antikorun floresans› ölçül-

mektedir.

"Flow" sitometri tekni¤i ile s›kl›kla rutin labo-

ratuvarlarda lökosit süspansiyonlar›nda ana-

"Flow" Sitometri Tekni¤i

1. Forward scatter chanel (FSC) Detektör

(‹leri saç›l›m kanal detektörü): Ifl›n öne

do¤ru yay›ld›¤›nda tipik olarak lazer ›fl›¤›

ile ayn› yönde 20° etrafa yay›lan ›fl›nlar

"forward scatter chanel (FSC)" denilen bir

lens yard›m›yla toplan›rlar. FSC detektörü

hücrenin boyutu hakk›nda bilgi verir.

2. Side Scatter Channel (SSC) Detektör (Yana

saç›l›m kanal detektörü): Eksitasyon çizgi-

sine yaklafl›k 90° aç›yla yay›lan ›fl›¤›n ölçül-

mesi ise "side scatter" olarak adland›r›l›r.

SSC partiküllerin granüler içerikleri, iç

yap›s› hakk›nda bilgi verir.

3. Floresan Filtreler ve detektörler: Antikor-

lar arac›l›¤› ile antijeni göstermek için

kullan›lan renk maddelerine florokrom

maddeler (floresan antikor) denir. "Flow"

sitometride florokrom boya yani floro-

krom maddelerin kullan›lmas›n›n amac›;

direkt olarak hedefimizin tespiti ile biyo-

lojik ve biyokimyasal özelliklerinin kolay-

ca saptanmas›d›r. De¤iflik dalga boylar›n-

daki floresan ölçümler, florokromla ifla-

retlenmifl hücre yüzey reseptörleri veya

sitokin ve DNA gibi intraselüler molekül-

ler hakk›nda bilgi verir (1-4).

Tarihte ilk "flow" sitometri cihaz› Wallace H.

Coulter taraf›ndan High speed automatic

blood cell counter and cell size analyzer

bafll›¤›yla 1956 y›l›nda yay›nlanm›flt›r (5). Len

Herzerberg ve ark. (6,7), 1974’de Standford

Üniversitesinde Fluorescence Activated Cell

Sorter = hücre ayr›flmas› ismiyle "flow" sito-

metride önemli bir yenilik getirmifllerdir.

Elektrostatik FACS hücre ayr›flmas› "flow" sito-

metrik analizde ölçülen özelliklerine göre

hücrelerin ayr›lmas› ifllemine floresanla akti-

ve edilmifl hücre ayr›flmas› (fluorescence-

activated cell sorting, FACS) denir. Bu özel-

lik her "flow" sitometri modelinde bulunma-

makta daha çok araflt›rma laboratuvarlar›nda

kullan›lmaktad›r. Bu cihazlar, kan gibi kar›-

fl›k bir hücre toplulu¤unun içeren süspansi-

yonlarda istedi¤imiz özelli¤e sahip hücre alt

gruplar›n›n farkl› tüplere ayr›labilmesini sa¤-

lar. Ayn› anda 4 farkl› hücre populasyonu

ayr›flt›r›labilir (6-9).

fiekil 3.  Elektrositatik hücre ayr›flt›r›lmas› (FACS) tekni¤i

flematik görünümü (3).
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sayesinde h ücre alt gr uplar›n›n analizi, T

supresör hücre, B hücre, NK hücre, T

helper hücrelerin say›lar›n›n ve oranlar›n›n

saptanmas› gibi analizler yap›lmaktad›r.

‹ki farkl› floresan antikor ile iflaretleme kulla-

n›lmas›yla analiz yap›ld›¤›nda grafikteki her

bir nokta yine tek bir hücreyi göstermek-

tedir. Hücreler her iki floresan antikoru da

tafl›yorlarsa A+B+ olarak sa¤ üst kadranda,

grafi¤in dikey çizgisinde belirtilen antikoru

tafl›yan hücreler sol üst kadranda, grafi¤in

yatay çizgisinde belirtilen antikoru tafl›yan

hücreler sa¤ alt kadranda ve her iki anti-

koru da tafl›mayan hücreler de sol alt kad-

randa gösterilmektedir. Bu hücrelerin say›-

sal olarak ve örnekteki bulunan yüzde oran-

lar› da bu grafikler yard›m›yla hesaplana-

bilmektedir. Tüm lökositlerin say›s› ayn›

örnekte efl zamanl› hemogram analizi ya da

"flow" sitometride mikro boncuk kullan›larak

bulunur. "Flow" sitometrik analiz ile hesap-

lanan yüzde de¤erleri ile kantitatif alt grup

de¤erleri hesaplanabilir.

Multikolor floresans (çok renkli analiz) ise

birden fazla florokrom madde kullan›larak

bir çal›flmada ayn› anda birden fazla para-

metre incelenebilir. Çok renkli analizde 2-17

renk aras› florokrom boya ile analiz müm-

kündür. Rutin klinik çal›flmalarda 3-4 renkli

analizler yeterlidir. 4 renkten fazla renkli

analizler ileri tecrübe gerektirir ve genelde 

lizler yap›lmaktad›r. Lökositlerin ayr›lmas›

ise hücre büyüklü¤ü ve granül yap›s›na göre

yap›lmaktad›r (1-3). 

2. Tek floresan boya ile iflaretli antikorun

kullan›lmas›yla hücre yüzey belirteçlerinin

saptanmas›. Ör: Tüm lökositler içinde

CD3+T lenfosit hücre say› ve oran›n›n

saptanmas›. A antijenine karfl› floresan

iflaretli hücreler ve bu antijeni içermeyen

iflaretlenmemifl hücrelerin say› da¤›l›m›

"flow" sitometrik analiz sonras› elde edilen

rapor format›nda afla¤›daki flekilde görülür:

3. Birden fazla yüzey antijenlerini ayn› anda

analizi sa¤layan floresan iflaretli antikor-

larla hücre populasyonunun analizi. Ör:

Birden fazla CD belirteçlerinin analizi 

fiekil 4.  FSC ve SSC detektörlerinde elde edilen veri-

lerle lökositlerin hücre büyüklü¤ü ve granüla-

riteleriyle ayr›lmas› (4).

fiekil 5.  Tek floresan boya ile iflaretli antikorun kulla-

n›lmas›yla hücre yüzey belirteçlerinin saptan-

mas› (4).

fiekil 6.  ‹ki farkl› floresan antikor ile elde edilen grafik

ile hücre ayr›m› ve kantitatif yüzde analizi (4).

Taneli F. 
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Histogramlar›n istatistiksel verileri otoma-

tik olarak cihaz yaz›l›mlar›yla hesaplan›r.

4. Bölgeler:  Histogram ve nokta alanlar için-

de, popülasyon alt gruplar›n›n istatisti¤ini

yapmak için yarat›l›rlar.

Kap›lar:  Bir vey a daha çok bölge içerebilir.

Bafll›ca analiz edilen alandaki d›fllanmak iste-

nen olgular›n uzaklaflt›r›lmas› veya azalt›l-

mas›nda kullan›l›r. ‹lgilenilen hücre veya

partiküllerin izole edilmesi amac›yla kulla-

n›l›r. Renklendirme özelli¤i amac›yla kullan›l›r. 

araflt›rma laboratuvarlar›nda ayr›nt›l› analiz-

lerde kullan›l›r (14). 

‹ntraselüler antijenler için de florokrom bo-

yalar kullan›lmaktad›r. Sitokinler gibi intra-

sellüler antijenlerin tespiti güçtür, çünkü

florokrom boyal› antikorlar›n hücrenin içine

girmesi zor olmaktad›r. Bu nedenle hücreler

florokrom boya eklenmeden önce bir seri

solüsyonda fikse edilip, morfolojik zarara

u¤ramadan, hücre zar›n›n permeabilitesi

art›r›l›r ve sonra eklenen florekro boyalar ile

iflaretleme yap›labilmektedir. Günümüzde

kullan›lan birçok ticari boya kiti bu basa-

maklar› kolaylaflt›rm›flt›r. 

Çok renkli florokromlar ile farkl› hücre grup-

lar›n›n tespiti ve ölçümü, immunofenotiplen-

dirme, intraselüler organellerin tespiti, hücre

yüzey antijenlerinin saptanmas›, hücre ayr›fl-

t›rmas›, nükleik asit miktar›n› saptanmas›,

enzim aktivitesinin ölçümü, apopitozis incele-

meleri yap›labilmektedir (15-18). 

"FLOW" S‹TOMETR‹K VER‹N‹N

DE⁄ERLEND‹R‹LMES‹ 

Elde edilen veriler farkl› grafikler kullan›la-

rak gösterilebilir. Bu grafikler çeflitleri nokta

alan grafikleri, kontur alan grafikleri, histo-

gram, 3 boyutlu grafik, bölgeler, kap›lar ve

istatistik s›n›fland›r›labilir (1-3). 

1. Nokta alan grafi¤i:  Çok say›da hücre içe-

ren hemolize kan örne¤inin FSC/SSC gra-

fi¤i görülmektedir. Granülositler, lenfosit-

ler ve monositler farkl› fiziksel özellikle-

rine göre grafi¤e noktalama tekni¤iyle da-

¤›lm›flt›r. Renk grafi¤e üç boyutlu görünüm

verir. Sar›/yeflil renkler o bölgeye y›¤›lan

yo¤un hücre populasyonu sonucunda

oluflur.

2. Kontur diyagram›:  Dansite haritas›na ben-

zer. Benzer say›daki hücreleri gösteren

noktalar›n çizgisel olarak birlefltirilmesiyle

oluflur.

3. Tek parametreli histogram:  y-ekseni; hücre

say›s›n›, x-ekseni: analizi yap›lan tek pa-

rametrenin floresans fliddetini gösterir. 

fiekil 7a.  Bölge iflaretlemesi yap›lmam›fl rapor.

fiekil 7b.  Bölge iflaretlemesi yap›lm›fl rapor format

örne¤i (3).

"Flow" Sitometri Tekni¤i
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fiekil 8a.  Kap› tan›mlamas› (gate alma ) yap›lmam›fl grafik örne¤i.

onkolojisi, enfeksiyon hastal›klar›nda HIV

tüberküloz, paroksismal nokturnal hemoglo-

binüri, malaria, bitki biyolojisi ve deniz bi-

yolojisi alanlar›nda kullan›lmaktad›r (19-32).

‹mmunofenotiplendirme analizinde, tüm hücre-

"FLOW" S‹TOMETR‹ KULLANIM ALANLARI

Klinik ve araflt›rma laboratuvarlar›nda immü-

noloji, hematoloji onkoloji, moleküler biyo-

loji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon,

yard›mc› üreme teknikleri, patoloji, radyasyon 

fiekil 8b.  Ayn› numunede kap› alma tan›mlamas› yap›ld›ktan ve bu hücrelerin d›fllanmas›yla elde edilen grafik (3).

Taneli F. 
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sitometri ile karmafl›k hücre süspansiyonla-

r›nda geleneksel metotlara oranla daha h›zl›,

hassas, do¤ru ve kantitatif sonuçlar alma-

m›z› sa¤lar. "Flow" sitometri tekni¤inin teme-

lini iyi bilmemiz bu tekni¤i birçok patolojide

kullanmam›z› sa¤layarak sonuçlar›n›n stan-

dardizasyonunu ve tan› koydurucu de¤erini

gelecekte artt›racakt›r.  
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lerin yüzeyinde ve hücre içinde hücreye ve

maturasyonuna spesifik antijenler mevcu-

ttur. "Flow" sitometri ile hücrelerin eksprese

ettikleri antijenlere karfl› monoklonal anti-

korlar kullan›larak kan yada kemik ili¤i gibi

kar›fl›k populasyonda belli bir hücrenin be-

lirlenmesi ve ayr›lmas› yap›labilir (15). ‹m-

münofenotiplemenin t›pta kullan›m alanlar›:

Lenfoma ve lösemi immünotiplemesi (KLL,

ALL, AML, KML), hematolojik hastal›klar›n

belirlenmesi (ITP, nötrofil fonksiyon defekt-

leri), immün yetmezliklerin teflhisi, kemote-

rapi etkinli¤inin izlenmesi, otoimmün hasta-

l›klar›n tan›s›, transplantasyon öncesi ve son-

ras› hasta durumunun gözlemlenmesi ve

allerjik hastal›klarda kullan›lmaktad›r (16-

19). Günümüzde en s›k lösemi, lenfoma ve

myeloma hastalar›nda kullan›l›r. Lösemi

immünofenotiplemesinde en s›k kullan›lan

örnekler kan ve kemik ili¤idir. Sa¤l›kl› bir

insanla lösemili bir insan›n kan örnekleri

aras›nda dramatik farkl›l›klar mevcuttur.

Sa¤l›kl› insanlarda kan profili kesindir ve

bilinir ancak lösemili hastalarda profil çok

de¤iflkendir. Bu alanda kök hücre çal›flma-

lar›nda özellikle "flow" sitometrik analizlerle

tedaviler yönlendirilebilmektedir (20). 

Mikro-boncuklar ile Analizler:

Farkl› özelliklerde boncuklar kullanarak ayn›

test tüpünde birden fazla molekül (64-

100’e kadar molekül) incelenebilir. Mikro-

boncuklar ile sitokinler, Ig Alt gruplar›n›n

analizi, DNA temelli doku tiplemesi, sinyal

iletimi analizi, alerji testleri analizi, TORCH

analizi, otoimmunite testleri analizi (SSA,

SSB, Scl-70) kullan›labilecek alanlara örnek

oluflturmaktad›r (21-34). 

Sonuç olarak, AACC (American Association

of Clinical Chemistry) ve IFCC (International

Federation of Clinical Chemistry) asistan

e¤itim programlar›nda 3 haftal›k "flow" sito-

metri e¤itimi önermektedir. "Flow" sitometri

günümüzde klinik ve araflt›rma laboratuvar-

larda temel teknikler aras›nda yerini alm›fl-

t›r. Biyokimya laboratuvarlar›nda da gele-

cekte kullan›m alan›n›n artacakt›r. "Flow" 

"Flow" Sitometri Tekni¤i
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