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"Flow" Sitometri Teknig ve Klinik
Laboratuvarlarda Kullanimi

Methodology of Flow Cytometry and Its Role
in Clinical Laboratory
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OZET

'Flow" sitometri 1950°li yillardan beri Ulzerinde calisilan ve sitirekli gelistirilen, arastirma ve klinik
laboratuvarlarinin vazgecilmez tekniklerinden birisidir. 'Flow" sitometri bircok bilim dalinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Onceleri hematoloji laboratuvarlaninda kullanilan bu sistem giiniimiizde basta
hematoloji, immunoloji, onkoloji olmak tizere mikrobiyoloji, organ nakli birimleri, arastirma laboratuvarlar,
patoloji, histoloji, biyokimya gibi klinik laboratuvarlarinda hem tanm1 koydurucu hem de arastirma yéntemi
olarak yerini almistir. Klinik laboratuvarlarin yani sira gida, toksikoloji, deniz bilimleri arastirmalarinda
bu teknikten oldukga sik yararlanilmaktadir. "Flow" sitometri tekniginin temelini iyi bilmemiz bu teknigi
bircok patolojide kullanmamizi saglayarak sonuclarinin standardizasyonunu ve tani koydurucu degerini de
arttiracaktir.

Anahtar Sozciikler: 'Flow" sitometri teknidi, kinik kullanim alanlari

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

GiRiS

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikil-
lerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin
Olculmesidir. "Flow" sitometri ise, akan bir
sivinin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanabilir (1-3). Gunu-
muzde 'flow" sitometri ya da akim sitometri

terimleri kullaniimaktadir. Akim sitometrinin
major kullanim alanlarn subtiplerine kadar
hticre tespiti (HLA CD = Human Leucocyte
Antijen Cell Differentiation, Insan Lokosit
Antijeni Hiicre Ayinm Belirteci) ve biyolojik
calismalar icin epitop ekspresyonudur. "Flow"
sitometri 1s1k mikroskopi ile Kkiyaslaninca
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Tablo 1. Isik mikroskobu - "Flow" sitometri karsilastirmasi.

Parametreler

Isik Mikroskobu

"Flow" Sitometri

Huicre Analizi
Deney Hizi
Deney Sonucu
Uretkenlik

102 - 10° hiicre/deney
5 dakika/6rnek
pozitif-negatif

manuel calisma

103 - 10% hiicre/deney
1 dakika/6rnek
¢ok parametreli

yar1 otomatik

¢ok daha fazla hiicreyi daha kisa siirede
inceleme firsat1 vermesiyle avantaj saglamak-
tadir. 'Flow" sitometrik teknik ile 1 saniyede
500 hticre sayilir ve ortalama 10 000 hiicreyi

20 saniyede analiz edebiliriz.

“FLOW" SITOMETRIi CiIHAZININ BILESENLERi
"Flow" sitometri cihaz1 baslica akis (sivi) sis-
temi, 151k kaynadi (lazer 1s1m), filtreler ve sin-
yal dedektorleri, bilgisayar ve yazilim prog-
ramlar1 ve ayirma mekanizmasi (cell sorting)
bilesenlerinden olusmaktadir (Sekil 1). "Flow"
sitometri tekniginde hiicreler, sivinin iceri-
sinde bir 151k demetinin 6niinden tek tek
gecerler. Bu sirada htuicreler hakkinda elde
edilen veriler istatistiksel analiz ve grafik
haline getirilir ve yorumlanir (3).
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Sekil 1.

Tipik bir 'Flow" sitometri cihazinin sematik
goérunumu (3).

Akia sivi sistemi:  Akici sistem bir merkezi
kanaldan olusur ve 6rnek buradan cihaza
verilir. Merkezdeki Ornegi iceren sivi (laminar
akinti) ve cevreleyen sivi (sheath fluid) bir-
birine Karismadan ilerlemektedir (SekKil 2).
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Bu etkiyle partikiiller tek bir sira seklinde
dizilirler ve bu hidrodinamik odaklanma
olarak isimlendirilir. Huicreleri lazer 1sminin
onine tek sira halinde tasimak icin sivi
sistemi Kkullanilir. BOylece lazer isin1 ayni
anda tek hiucreye dugser ve tek hiicrenin
analiz yapilir.

Sample
Sheath fluid

— Sample needle

Hydrodynamic
focusing zone

Laser
beam

Sekil 2. 'Flow" sitometri tekniginden huicrelerin tek tek
dizilimi (3).

Isik kaynadi olarak "Flow" sitometri cihazinda

ksenon ve kseneon civa lambalar kullanila-

bilirse de siklikla farkh tip lazerlere ek ola-

rak argon ve helium lazer kaynadi kullanilr.

"Flow" sitometri cihazinda bulunan detektor
ve filtreler:

Hiicrelerden gelen 1sik sacilimi ve floresans
emisyonu filtre ve detektodrlerde dijital sin-
yallere donitisiir. "Flow" sitometride her bir
detektor ve filtre bize farkli veri sagdlar.

Ttirk Klinik Biyokimya Dergisi



1. Forward scatter chanel (FSC) Detektor
(lleri sacihm kanal detektoril): Isin éne
dogdru yayildiginda tipik olarak lazer 1s1d1
ile ayn1 yonde 20° etrafa yayilan isinlar
“forward scatter chanel (FSC)" denilen bir
lens yardimiyla toplanirlar. FSC detektoru
hticrenin boyutu hakkinda bilgi verir.

2. Side Scatter Channel (SSC) Detektor (Yana
sacilim Kkanal detektoril): Eksitasyon cizgi-
sine yaklasik 90° aciyla yayilan 1s1gin Slgul-
mesi ise "side scatter' olarak adlandinlr.
SSC partikillerin grantiler igerikleri, ig
yapisi hakkinda bilgi verir.

3. Floresan Filtreler ve detektorler: Antikor-
lar araciigi ile antijeni gdstermek icin
kullanilan renk maddelerine florokrom
maddeler (floresan antikor) denir. "Flow"
sitometride florokrom boya yani floro-
krom maddelerin Kullanilmasinin amaci;
direkt olarak hedefimizin tespiti ile biyo-
lojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin kolay-
ca saptanmasidir. Degisik dalga boylarin-
daki floresan oOlctimler, florokromla isa-
retlenmis hiicre yuzey reseptorleri veya
sitokin ve DNA gibi intraseliiler molekul-
ler hakkinda bilgi verir (1-4).

Tarihte ilk "flow" sitometri cihazi Wallace H.
Coulter tarafindan High speed automatic
blood cell counter and cell size analyzer
bashgiyla 1956 yilinda yayinlanmistir (5). Len
Herzerberg ve ark. (6,7), 1974’de Standford
Universitesinde Fluorescence Activated Cell
Sorter = hiicre ayrismasi ismiyle "flow" sito-
metride O6nemli bir yenilik getirmislerdir.
Elektrostatik FACS hiicre ayrismasi "flow" sito-
metrik analizde Olgiilen Ozelliklerine gore
hiicrelerin ayrilmasi islemine floresanla akti-
ve edilmis hiicre ayrismasi (fluorescence-
activated cell sorting, FACS) denir. Bu 6zel-
lik her "flow" sitometri modelinde bulunma-
makta daha ¢ok arastirma laboratuvarlarinda
Kullanilmaktadir. Bu cihazlar, kan gibi kari-
sik bir hiicre toplulugunun igeren siispansi-
yonlarda istedigimiz 6zellige sahip huicre alt
gruplarinin farkl tiiplere ayrilabilmesini sag-
lar. Ayni anda 4 farkll hilicre populasyonu
ayristirilabilir (6-9).

"Flow" Sitometri Teknigi
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Elrcncdalic Thare apaling

. Elektrositatik hticre ayristiriimasi eknigdi
kil 3. Elektrositatik hi tiril (FACS) teknigi
sematik gérunimii (3).

"FLOW" SITOMETRIK ANALIZDE

KULLANILAN ORNEKLER

"Flow" sitometrik analiz hiicre siispansiyonu-
nun hazirlanmasi, hiicrelere monoklonal antikor
eklenmesi, cihazin kalibrasyonu, kontrol ve

orneklerin cihazda calisilmasi, veri analizi ve
veri yorumu ve raporu asamalarindan olusur.

"Flow" Sitometri analizi icin hicre suspan-
siyonu hazirlamak amaciyla kan, kemik iligi,
beyin omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj
swvisl, eklem sivisi, plevral sivi, asit sivisi,
doku biyopsi 6rnekleri, parafin bloktaki do-
Kular ve huicre Kultiirti 6rnekleri kullanilabi-
lir. Tam Kan Ornedginden 6n islemler ile ma-
nuel ya da otomatik 6n islem cihazlan ile
calisilmasi arzu edilen hiicre stlispansiyonu
(eritrosit, 16kosit ve trombosit) hazirlanabil-
mektedir (10-13).

"FLOW" SITOMETRIDE ANALIZ
YONTEMLERI

"Flow" sitometrede, hiicrenin buiytkliugu, huc-
renin i¢ yapisi (granularitesi), ve hiticrede
incelemek istedigimiz antijene ait isaretledi-
dimiz monoklonal antikorun floresansi OI¢iil-
mektedir.

"Flow" sitometri teknidi ile siklikla rutin labo-
ratuvarlarda 16kosit siispansiyonlarinda ana-
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lizler yapilmaktadir. Lokositlerin ayrilmasi
ise hucre buiyuklugii ve granul yapisina gore
yapilmaktadir (1-3).

granulocytas

L monocybes
o
e

FaL troll sy =
mphocytes @ )

Sekil 4. FSC ve SSC detektorlerinde elde edilen veri-
lerle 16kositlerin hiicre buytikligii ve graniila-
riteleriyle ayrnilmasi (4).

2.Tek floresan boya ile isaretli antikorun
Kullanilmasiyla hticre ytlizey belirteclerinin
saptanmasi. Or: Tium I6kositler icinde
CD3+T lenfosit hiicre sayr ve oraninin
saptanmasi. A antijenine karsi floresan
isaretli huicreler ve bu antijeni icermeyen
isaretlenmemis hiicrelerin say1 dagilimi
'flow" sitometrik analiz sonrasi elde edilen
rapor formatinda asagidaki sekilde goruliir:
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Sekil 5. Tek floresan boya ile isaretli antikorun kulla-
nilmasiyla hiicre ytlizey belirteclerinin saptan-
masi (4).

3. Birden fazla ylizey antijenlerini ayn1 anda
analizi sadlayan floresan isaretli antikor-
larla hiicre populasyonunun analizi. Or:
Birden fazla CD belirteclerinin analizi
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sayesinde h ucre alt gr uplarinin analizi, T
supresOr hiicre, B hiicre, NK hicre, T
helper hiicrelerin sayillarinin ve oranlarinin
saptanmasi gibi analizler yapilmaktadir.

iki farkli floresan antikor ile isaretleme kulla
nilmasiyla analiz yapildidinda grafikteki her
bir nokta yine tek bir hiicreyi goéstermek-
tedir. Hucreler her iki floresan antikoru da
tasiyorlarsa A+B+ olarak sag ust kadranda,
grafigin dikey cizgisinde belirtilen antikoru
tasiyan hiicreler sol tust kadranda, grafigin
yatay cizgisinde belirtilen antikoru tasiyan
hucreler sag alt kadranda ve her iki anti
Koru da tasimayan hiucreler de sol alt kad-
randa gosterilmektedir. Bu hiicrelerin sayr-
sal olarak ve Ornekteki bulunan ytizde oran-
larn1 da bu grafikler yardimiyla hesaplana-
bilmektedir. Tum l6kositlerin sayisi ayni
ornekte es zamanli hemogram analizi ya da
"flow" sitometride mikro boncuk kullanilarak
bulunur. "Flow" sitometrik analiz ile hesap:
lanan ytizde degerleri ile Kkantitatif alt grup
degderleri hesaplanabilir.
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Sekil 6. iki farkli floresan antikor ile elde edilen grafik
ile hiicre aynmi ve kantitatif ytizde analizi (4).

Multikolor floresans (¢cok renkli analiz) ise
birden fazla florokrom madde Kkullanilarak
bir calismada ayni anda birden fazla para-
metre incelenebilir. Cok renkli analizde 2-17
renk arasi florokrom boya ile analiz mum-
Kiindiir. Rutin klinik calismalarda 3-4 renkKili
analizler yeterlidir. 4 renkten fazla renKli
analizler ileri tecriibe gerektirir ve genelde

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi



arastirma laboratuvarlarinda ayrintili analiz-
lerde Kullanilir (14).

intraseluler antijenler icin de florokrom bo-
yalar Kkullanilmaktadir. Sitokinler gibi intra-
selliiler antijenlerin tespiti glctir, cunki
florokrom boyali antikorlarin hiicrenin igine
girmesi zor olmaktadir. Bu nedenle hiticreler
florokrom boya eklenmeden Once bir seri
soliisyonda fikse edilip, morfolojik zarara
ugramadan, hiicre zarmmin permeabilitesi
artirilir ve sonra eklenen florekro boyalar ile
isaretleme yapilabilmektedir. Gunimuzde
Kullanilan bir¢ok ticari boya Kkiti bu basa-
maklar kolaylastirmistir.

Cok renkli florokromlar ile farkli hiicre grup-
larinin tespiti ve 6l¢iimil, immunofenotiplen-
dirme, intraseltler organellerin tespiti, hiicre
ylzey antijenlerinin saptanmasi, hiicre ayris-
tirmasi, niikleik asit miktarini saptanmasi,
enzim aktivitesinin él¢ciimii, apopitozis incele-
meleri yapilabilmektedir (15-18).

"FLOW" SITOMETRIK VERININ
DEGERLENDIRILMESI

Elde edilen veriler farkh grafikler kullanila-
rak gosterilebilir. Bu grafikler ¢esitleri nokta
alan grafikleri, kontur alan grafikleri, histo-

gram, 3 boyutlu grafik, bolgeler, kapilar ve
istatistik siniflandinlabilir (1-3).

1. Nokta alan grafigi: Cok sayida hiicre ice-
ren hemolize kan 6rneginin FSC/SSC gra-
figi gérulmektedir. Granulositler, lenfosit-
ler ve monositler farkl fiziksel 6zellikle-
rine gore grafige noktalama teknigiyle da-
dilmistir. Renk grafige ti¢ boyutlu géraniim
verir. Sari/yesil renkler o bdlgeye yidilan
yogun hicre populasyonu sonucunda
olusur.

2. Kontur diyagrami:  Dansite haritasina ben-
zer. Benzer sayidaki hicreleri gosteren
noktalarin cizgisel olarak birlestirilmesiyle
olusur.

3. Tek parametreli histogram:  y-ekseni; hiicre
sayisini, x-ekseni: analizi yapilan tek pa-
rametrenin floresans siddetini gosterir.

"Flow" Sitometri Teknigi

Histogramlarin istatistiksel verileri otoma-
tik olarak cihaz yazilimlariyla hesaplanir.

4. Bolgeler: Histogram ve nokta alanlar icin-
de, populasyon alt gruplarinin istatistigini
yapmak icin yaratilirlar.
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Sekil 7a. Bolge isaretlemesi yapilmamis rapor.
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Sekil 7b. Bolge isaretlemesi yapilmis rapor format
ornedi (3).
Kapilar: Bir vey a daha ¢ok bolge icerebilir.
Baslica analiz edilen alandaki dislanmak iste-
nen olgularin uzaklastirilmasi veya azaltil-
masinda Kullanilir. ilgilenilen hiicre veya
partikullerin izole edilmesi amaciyla kulla-
nilir. Renklendirme 6zelligi amaciyla kullanihr.
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Sekil 8b. Ayni numunede kap! alma tanimlamasi yapildiktan ve bu hiicrelerin dislanmasiyla elde edilen grafik (3).

"FLOW" SITOMETRiI KULLANIM ALANLARI

Klinik ve arastirma laboratuvarlarinda immii-
noloji, hematoloji onkoloji, molekiiler biyo-
loji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon,
yardimci tireme teknikleri, patoloji, radyasyon

onkolojisi, enfeksiyon hastaliklarinda HIV
tiiberkuiloz, paroksismal nokturnal hemoglo-
bintiri, malaria, bitki biyolojisi ve deniz bi-
yolojisi alanlarinda kullanilmaktadir (19-32).
immunofenotiplendirme analizinde, tim hiicre

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi
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lerin ylizeyinde ve hicre icinde huiareye ve
maturasyonuna spesifik antijenler mevcu-
ttur. "Flow" sitometri ile hiicrelerin eksprese
ettikleri antijenlere karsi monoklonal anti-
Korlar Kullanilarak kan yada kemik iligi gibi
Karisik populasyonda belli bir hiicrenin be-
lirlenmesi ve ayrilmasi yapilabilir (15). im-
miinofenotiplemenin tipta kullanim alanlar:
Lenfoma ve l6semi immiinotiplemesi (KLL,
ALL, AML, KML), hematolojik hastaliklarin
belirlenmesi (ITP, nétrofil fonksiyon defekt-
leri), immiin yetmezliklerin teshisi, kemote-
rapi etkinliginin izlenmesi, otoimmiin hasta-
Iiklarn tanisi, transplantasyon oncesi ve son-
rasi hasta durumunun gézlemlenmesi ve
allerjik hastaliklarda Kkullanilmaktadir (16-
19). Giinumiizde en sik l6semi, lenfoma ve
myeloma hastalarinda Kkullanilir. Lésemi
immiinofenotiplemesinde en sik Kkullanilan

ornekler kan ve kemik iligidir. Saglhkl bir
insanla I6semili bir insanin kan O&rnekleri
arasinda dramatik farkliliklar mevcuttur.
Saglikli insanlarda kan profili kesindir ve
bilinir ancak l6semili hastalarda profil cok
degiskendir. Bu alanda kok hucre calisma-
larinda 6zellikle "flow" sitometrik analizlerle
tedaviler yonlendirilebilmektedir (20).

Mikro-boncuklar ile Analizler:

Farkli Ozelliklerde boncuklar kullanarak ayni
test tiipuinde birden fazla molekiul (64-
100’e kadar molekiil) incelenebilir. Mikro-
boncuklar ile sitokinler, Ig Alt gruplarinin
analizi, DNA temelli doku tiplemesi, sinyal
iletimi analizi, alerji testleri analizi, TORCH
analizi, otoimmunite testleri analizi (SSA,
SSB, Scl-70) kullanilabilecek alanlara érnek
olusturmaktadir (21-34).

Sonug olarak, AACC (American Association
of Clinical Chemistry) ve IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry) asistan
editim programlarinda 3 haftalik "flow" sito-
metri egitimi 6Gnermektedir. "Flow" sitometri
gunuimiizde Klinik ve arastirma laboratuvar-
larda temel teknikler arasinda yerini almigs-
tir. Biyokimya laboratuvarlarinda da gele-
cekte Kullanim alaninin artacaktir. "Flow"

"Flow" Sitometri Teknigi

sitometri ile karmasik hiicre suispansiyonla-
rinda geleneksel metotlara oranla daha hizl,
hassas, dogru ve Kkantitatif sonuclar alma-
mizi saglar. "Flow" sitometri tekniginin teme-
lini iyi bilmemiz bu teknigi bircok patolojide
Kullanmamizi saglayarak sonuclarinin stan-
dardizasyonunu ve tani koydurucu degerini
dgelecekte arttiracaktir.
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