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Ozet

Akim sitometrik analiz ile daha dogru sonuglara ulagabilmek i¢in kemik iligi ve periferik kan
hiicrelerinin fiziksel morfolojisinin iyi bilinmesi gereklidir. Akim sitometride; FS, SS ve CD45
kapisi ile kemik iligi hiicresel bilesenleri ve onlarin karakterleri hakkinda iyi bir bilgi edinmek
miimkiindiir. Normal kemik iligi yapisini anlamak, patolojik durumlarin tanimlanmasinda oldukca
onemlidir. Sonug¢ olarak, saglikli kemik iligi ve kan Orneklerinin akim sitometri ile dogru
taniyabilmek bizim daha iyi immiin-fenotiplendirme yapmamizi saglar.
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Abstract

The physical morphology of bone marrow and peripheral blood cells has to be well known to
achieve more accurate results with flow cytometric analysis. In flow cytometry; FS, SS and
through the gate of CD45, it is possible to obtain a good knowledge about the characteristic of
bone marrow cellular components. it is very important to understand the structure of normal bone
marrow for the identification of pathological conditions. As a result, to recognize healthy bone
marrow and blood samples correctly by flow cytometry enables us to make better immuno-
phenotyping.
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Giris

Son yillarda gelisen teknolojiye bagli olarak kemik iligi elemanlarinin 'immiino'
morfolojik 6zelliklerinin akim sitometri ile degerlendirilmesi olduk¢a dnem kazanmistir.
Akim sitometri ile ¢ok parametreli analizler yapilabilmekte, hiicrelerden oldukca fazla
veri elde edilebilmekte ve parametreler arasindaki iliski Olgiilebilmektedir. Hiicre
analizinden elde edilen bu veriler klinik tanida ciddi katkilar saglayabilmektedir. Hasta
ornegindeki verilerin rasyonel bir sekilde degerlendirilmesi ve Ornek alinan bireydeki
klinik duruma 1s1k tutmasi ana amagclardan biridir.

Akim sitometri ile immiinfenotiplendirme siirecinde hiicrenin 6z niteliklerine ait elde
edilen verilerin morfolojik bulgular ile iligkilendirilmesi dogru taniy1 destekleyici
olabilmektedir. Son yillarda, akut 16semiler, kronik lenfoproliferatif hastaliklar ve bazi
immiin yetmezliklerin tanisinda akim sitometri altin standart test olarak kabul edilmeye
baglanmustir [1]
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Akim sitometri uygulamasinin bir baska 6zelligi de hiicrenin gelisimsel evrelerinin tayin
edilebilmesidir. Olgunlasmis gen¢ (immature) hiicrelerin tasidig1 yiizey reseptorleri
onceden bilindiginden, hiicre ylizeyindeki reseptorlerin ekspresyon diizeyleri
karsilastirilarak kok hiicre, blastik hiicre, immature hiicre, hematogon, olgun hiicre ya da
aktivasyon fazinda hiicre klonlar1 segilebilmektedir.

Hiicrelerin aktivasyon fazmin akim sitometri ile tayin edilebilmesi enfeksiyonlarin
tanisinda yeni bir uygulama olarak giindeme tagmmistir. Daha simdiden Fc-gamma
reseptdr I (FcRI) i ifade eden CD64 ekspresyonundaki artig yeni dogan enfeksiyonlariin
erken tanisinda kullanilmaya baglamistir [2, 3].

Akim sitometride uygulama

Akim sitometride temel eylem, analizi planlanan sivinin lazer 1sinina maruz birakilmasi
ve stvinin (kan, kemik iligi veya diger) icerisinde mevcut olan elemanlara (eritrosit,
graniilosit, trombosit, lenfosit vb.) ¢arpan 1s1min yansimasi, bunun elektronik detektorler
tarafindan algilanmasit ve etkilesim bilgisinin bir yazilim programinda toplanarak
yorumlanmasidir.

Kemik iligi ve kan 6rneklerinde; hiicre morfolojisinin tanimlamasinda li¢ énemli bilesen
kullanilmaktadir. Forward scatter (ileri dagilim), side scatter (yan dagilim) ve ortak
l6kosit antijeni CD45 (floresan isaretli antikor, MoA) kapisindaki hiicre dagilimidir. Bu
diizlemlerin 2 boyutlu ya da 3 boyutlu karsilastirmalarindan elde edilen datalar hiicrelerin
immiin-fenotiplendirilmesinde kullanilir. Son yillarda bu temel uygulamalara ek yiizlerce
farkli antikorla elde edilen hiicre goriintiisii (pozu) elde edilmeye baglanmis ve
degerlendirme siireci karmasiklagmistir. Bu anlamda akim sitometri uygulamasi bir tiir
Manyetik Rezonans ile organ goriintiilenmesine benzetilebilir. MR da degisik kesitlerde
dokulardan elde edilen goriintiiler, akim siometride ise hiicrelerden farkli antikorlarla elde
edilmektedir. Bu sonuglar, hiicre morfolojisi ve patolojisi ile iliskili durumlara gore
yorumlanmakta ve hiicrelerin hastalik iliskisi raporlanmaktadir [2].

Forward scatter (FS, hiicre biiyiikliik olciimii)

hiicreler akim sitometri cihazindan gegerken lazer 1s181nin ¢arpmasi ile olusan goriintiiden
hiicrenin boyutlar1 ve ¢ap1 hakkinda bir bilgi almada kullanilir. Burada goriintii; bir el
feneri Oniinde yakindaki bir duvarda olusan bir basket topunun yada futbol topunun
golgesi gibidir. Benzer bir sekilde, daha genis capli hiicrelerde yiiksek ve kiigiik
hiicrelerde ise daha az FS (relative size) degeri vardir.

Side scatter (SS, hiicre graniiler yapt él¢iimii)

Yan dagilim (SS), 151k yolu 90 derecelik bir acidan hiicreyi aydinlatan ve sonra yansiyan
lazer 15181 ile elde edilir. Organel ve graniil yapisi karmasik olan hiicreler (Eozinofil ve
noétrofil) daha fazla 1s1k yansitir (Sekil 1). Bu 6zellik hiicre gruplarimin tanimlanmasinda
kullanilir.
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Sekil 1. Akim sitometride analiz 6rneginin hiicresel dagilhim, FS/SS diizlemi.

CD45 pozitifligi

Ortak 16kosit antijeni, leukocyte common antigen olarak ta bilinir ve akim sitometrik
degerlendirmede olduk¢a 6nemli bir parametredir. CD45 trans-membran glikoprotein
yapisinda olan bir tirozin fosfatazdir ve hiicrenin aktivasyon diizeyine goére 5 izoformu
bulunur. Biitiin hematopoetik hiicrelerde anti-CD45 antikoru ile degisik diizeylerde
ekspresyon izlenir. CD45 hiicrelerin hematopoetik kdkeni ayirmada kullanilan en yararli
belirteglerden biri olarak kabul edilir. Birgok laboratuarda kemik iligi hiicreleri {izerinde
caligan hemen hemen tiim panellerde CD45 yer almaktadir. Hiicrelerin CD45 pozitifligi
[negatif, zayif (dim), orta (moderate), pozitif (bright) veya degisken (variable)] sekilde
smiflandirilmaktadir.

Akim sitometrik analizde; FS, SS ve CD45 kapisinda hiicrelerin dagilimindan saglanan
bilgiler birlestirilerek kemik iligi veya kan O6rnegindeki hiicresel dagilim yiizdesi
Olgiilebilir. Rutin analizde, 6zel degerlendirmelerde kapi alinarak (elektronik segilen)
kemik iligini olusturan tiim bilesenler hakkinda daha detayli ve birbiri ile baglantili
bilgiler elde edilebilmektedir. SS/FS, SS/CD45 yada FS/CD45 iligkileri normal bir
ornekte ilk 6nce incelenmelidir (Sekil 2).

Akim sitometride analiz
Periferik kan ve kemik iligini olusturan saglikli elemanlar;

Eritroid seri elemanlar

Erken eritrosit Onciilerinde CD45 pozitifligi orta diizeydedir. FEritrosit Onciileri
olgunlastikca CD45 pozitif 6zelliklerini kaybederler, kanda eritrosit haline doniisiince
tamamen CD45 negatif olurlar. Eritrositler ve dnciilerinin tayinde kullanilan bir bagka
antikor CD235a (glikoforin A, glycophorin-A) dir. Tiim hematopoetik elemanlar ayni kok
hiicre onciillerinden kaynaklanir ve olgunlagsmamais eritroid hiicreler blast hiicrelerle ayni
biiyiikliikte (FS) olabilir. Eritrosit onciileri olgunlastik¢a hacim olarak kiigiilir ve daha
solda yerlesir. Bu grubun SS de yerlesimi de diisiik derecededir ve olgun eritrositlerin SS
degeri sifira yakindir (Sekil 2). Bazi durumlarda eritroid elemanlarin niitrisyonel anemiler
(yani, B12/folat eksikligi), miyeloproliferatif sendromlar, myelodisplastik sendromlar ve
genetik eritrosit bozukluklarinda, SS/45 degeri artabilir ve yukaridaki hastalik olasiliklart
degerlendirilir.
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Sekil 2. Eritroid seri ve trombosit onciilerinin akim sitometrik analizde CD45 kapisinda
yerlesimi.

Lenfositler

Kemik iliklerinde bulunan lenfositler heterojendir. Cogu durumda, lenfositler, T hiicreleri
ve olgunlagsmis ve olgunlasmamis B hiicre (hematogon) topluluklarindan olusur. Olgun
lenfosit topluluklarin cesitli morfolojik ozellikleri vardir, ama genellikle yogun
kromatini ve az bir mavi sitoplazmasi olan kii¢iik hiicrelerden olusur. Hiicrelerin
morfolojik karakterleri alt-gruplara ve aktivasyon durumlarina gore de degisebilir.
Dinlenme fazinda (resting) olan lenfositler FS’de daha kiigiik boyutludur. Aktivasyon
fazina girdigi zaman boyutlar artabilir. SS degerleri genellikle diisiiktiir. Ancak aktive
olan hiicrelerde bu oran artabilir (biiyiik graniillii lenfositlerde SS yerlesimi yukar1 dogru
kayabilmektedir) (Sekil 3).

Lenfosit i¢cin CD45 pozitifligi ¢ok karakteristiktir ve lenfositlerin kolayca
tanimlanmasinda yardimei olur. Diisiik SS ve parlak CD45 pozitifligi, akim sitometri
kadraninda sag alt kosede yerlesen lenfoid hiicre grubunu tanimlamada olduk¢a yardimet
olur. Sekil 3’te goriildiigii gibi T, B ve NK hiicreleri akim sitometri ile goriintii
kadraninda en yaygin yerlesimlerine gore sematize edilmistir. Sitotoksik karekterli ve
graniillii olan CD8 + T hiicreler CD4 + T hiicrelere nispeten T lenfositlerin yerlesim
yerinin daha yukari sinirlarinda bulunmaktadir. Bunda aktivasyon fazi ve graniiler
yapilarin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Saglikli T lenfositler CD3, CD4/CDS8, CDS5,
CD7, CD2 gibi temel markirlari tagirlar, NK hiicreler ise CD56, CD16, CD45 gibi ylizey
markirlarina sahiptir.

CD34+ Immature
o b) Lendositier Mature

a-: ‘ g Kok hiicre) Lenfositler |
s | < Olguniagma P

; o Yoiagi ( )

| “ .
3 : 3| Hemstogon et N
</ 4

| M t -
§ | 8 hilcre Oncllert ‘Mw g
i | co19+.CD10+ | 3 e
% | cD38+,CD34E ) £ asio AT,
5 . = 1,8, NK WK hacre Tt
3 Nomaeowml 4 A\ ‘é E e S0 Thilcre )

| v \ / . .
# | v;:(:-o 'u_\_ ‘/_." 3

CD45 Kapisi Ortak Lokosit Antijeni CD4S

Sekil 3. Lenfoid seri elemanlar1 ve hematogonun akim sitometri cihazinda CD45 kapisinda
yerlesimi. a) CD45 kapisinda hematogon yerlesimi ve yiizey markirlari, b) CD34 + kok
hiicrelerin B hiicresine farklilasma yolag1 ve CD45 kapisinda yerlesimi, ¢) CD45 kapisinda
yerlesen lenfoid hiicre grubunuda T, B, NK hiicrelerinin yerlesimi.

Cumbhuriyet Tip Dergisi Cumbhuriyet Tip Derg 2014; 36: 415-421
Cumhuriyet Medical Journal Cumhuriyet Med J 2014; 36: 415-421



419

Hematogon

B lenfositlerin onciileri olarak adlandirilan hematogon kemik iligi igerisinde olgunlasir.
Ozellikle ¢ocuklarm kemik iligi drneklerinde reaktif kosullarda hematogon orani artabilir.
Kemoterapi ya da Ki baskilayic tedaviler sonrasi rejenerasyon asamasinda olan kemik
iliginde hiicrelerin %5-10’unu hematogon olusturabilir [4, 5].

Bir¢ok yonden, hematogon ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) deki lenfoblastik hiicrelerin
morfolojik goriiniimii, ortlismektedir. Bu hiicrelerin akim sitometrik 6zellikleri de zaman
zaman karisikliga neden olabilir ve hatta hematogonlar neoplastik bir grup olarak
tanimlanabilir. Hematogon ve kiiciik lenfositlerin benzer FS ve SS degeri vardir. Olgun
lenfositlerden hematogonu ayiran en onemli karakter daha diisiik bir seviyede CD45
pozitifligi olmasidir (Sekil 3) [4]. Sadece FS/SS/CD45 analizi ile hematogon ve
lenfoblast ayirimi zor olabilir.
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Sekil 4. B hiicre onciisii hematogonun akim sitometri CD10/CD20 kadraninda yerlesimi ve
gelisimsel evrelerinin dagilim [4]. Erken donem hematogonlar CD10 parlak pozitif (+),
CD20+, ara ve ge¢ donem hematogonlar CD10+, CD20 parlak +, olgun B hiicreler ise CD10
negatif, CD20 parlak + karakterlidir.

Akim sitometri uygulamalarinda hematogonu ayirt etmek icin kullanilan 6zellikleri
sunlardir [4, 5].

a) Matiirasyon asamasinda farkli B hiicre klonlari ihtiva eder (Sekil 4).

b) Heterojen bir hiicre grubudur, genel olarak ALL den farkli olarak, CD34, CD10,
CD38, CD20, CD22, CD19 ve Tdt tam ya da kismi pozitifligi vardir.

c) Hipograniiler karakter nedeniyle alt diizleme yakin, yapigik (SS degeri ¢ok diisiik)
lokalize olabilir.

d) Gerektiginde CD44 ve CD54 gibi adezyon molekiillerinin heterojen
ekspresyonun varligi kontrol edilerek, CD44+, CD54+, CDI19+ olan 16semik
blasttan ayirt edilebilir [5].

Notrofiller

Notrofiller ve bunlarin dnciileri kemik iliginin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Notrofil
morfolojik karakterleri olgunlastikca degiskenlik gosterebilir (Sekil 4). Notrofillerin en
taninan Onciileri myeloblasttir. Bu hiicreler olduk¢a biiyiik hiicrelerdir, olgunlastik¢a
voliim olarak kii¢iiliir ve graniiler karakterleri (SS) artar. Myeloblastlar (AML de oldugu
gibi) asir1 miktarda artarsa CD45 Dim/Moderate kapisinda yogunlasma olur. Noétrofillerin
akim sitometride kullanilan baslica markirlar1 MPO, CD13, CD33, CD10, CD16, CD15
dir. Ayrica CD11b, CD38, CD4, CD24 ekspresyonlar1 da gézlenebilir.
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Notrofiller gibi blastik hiicrelerde de orta diizeyde CD45 pozitifligi vardir. Ancak blastik
hiicrelerin genellikle ¢ok az graniiler 6zelligi oldugu igin SS 6zelligi diisiiktiir (Sekil 5)
[6]. istisnai olarak sadece akut promyelositik 16semi (APL, hipergraniiler M3) de yiiksek
miktarda SS degeri vardir (fazla miktarda graniilleri olmasi nedeni ile).
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Sekil 5. Akim sitometri cihaz ile CD45 kapisinda analizde hiicrelerin yerlesimi ve blastik
hiicrelerin en fazla bulundugu CD45 dim-moderate bdlgesi [2, 6, 7].

Eozinofiller

Eozinofiller, yogun kromatin igeren loblu ¢ekirdegi ve biiyiik, turuncu-kirmizi granilleri
ile ilging bir morfolojiye sahiptir. Bu hiicrelerin pek cok islevi vardir, ancak parazitik
enfeksiyonlar, alerji ve myeloproliferatif sendromlar bunlardan bazilaridir. SS/FS
karakterleri notrofile benzer ve SS genel olarak daha yiiksek bir seviyededir. Immiin
fenotiplendirmede CD45 pozitifligi, CD16 negatifligi ve SS degeri nétrofillerden daha
fazla olmasi 6nemli ayirici 6zellikleridir (Sekil 5). AML M4Eo’da belirgin eozinofil artisi
beklenebilir.

Bazofiller

Bazofiller, graniilositlere benzer bir morfolojik karaktere sahip nadir hiicrelerdir,
imminolojik ve alerjik yanitlarda yer alirlar. Bu hiicrelerin akim sitometrik 6zellikleri,
CD45 ile orta-yiiksektir ve SS degeri ¢ok kiiciiktiir. NK hiicrelerine yakin bdolgede
yerlesirler, bazen lenfoid hiicre grubundan CD45 dim ozellikleri nedeniyle ayrilirlar.
Akim sitometride ilging bir olay da; bazofillerin graniillerinin kullanilan 15181 emmesidir
ve SS degeri diistiktiir. Periferik kan veya kemik iligi artigi, sadece ¢ok nadiren reaktif
veya bulasict enfeksiyonlarda goriilir. Cogu zaman, myeloproliferatif bozukluklar,
ozellikle kronik myeloid l6semilerde artar.

Monositler

Monositler bagisiklik sisteminin efektor hiicreleridir ve diger hiicrelerle ozellikle
lenfositlerle bircok etkilesimi vardir. Monosit morfolojik karakter olarak, genis
sitoplazmal1 ve bazen kiiclik sitoplazmik graniilleri olan orta-biiyiik dlcekli hiicredir ve
myeloid onciilerinden koken alir. Monositler aktif hale gelince, graniiler yapist ve
biiylikliigli artar. Ayrica aktivasyon durumunda CD45 ve CD64 pozitifligi artar, SS/FS
yerlesimi olarak lenfosit ve graniilosit gruplarinin arasinda yerlesir (Sekil 5). Baslica
monosit markirlari, CD33, CD14, HLA-DR, CD11b dir. Ayrica CD16, MPO, CD13
monositlerde eksprese edilebilir ancak ekspresyon nétrofillere goére daha zayiftir. Bu
Ozellikler monositlerin akim sitometri ile analizinde panel belirleyici olarak dikkate alinir.
Monsitler bazi reaktif ve Tbc gibi enfeksiyoz durumlarda oransal olarak artabilir.
Monositler ve monositik onciileri bazi neoplastik kosullarda (kronik miyelomonositik
16semi, myeloproliferatif/miyelodisplastik bozukluk ve akut monositik ve monoblastik
losemilerde) artabilir. Monositler dokuya gectiklerinde makrafaj ve dendiritik hiicrelere
doniigerek gorev yaparlar.
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Plazma hiicreleri

Plazma hiicreleri, B hiicrelerinin farklilasmasi sonucu olusan immiinglobulin iireten
hiicrelerdir. Morfolojik olarak, orta biiyiikliiktedir, diisiik-orta diizeyde SS wvardir,
immiinglobulin {iretiminde gorev alan belirgin kaba endoplazmik retikulum mevcuttur. B
lenfositlerden farkli olarak CD20, CD19 ekspresyonlarinda azalma ve kayip buna karsilik
CD38 ve CDI138 ckspresyonunda artis gozlenebilir. Fiziksel ozellikleri lenfositlere
benzemekle beraber, olgun plazma hiicreleri genellikle CD45 pozitifligini kaybederler

(Sekil 5).

Sonug olarak; akim sitometrik analizin sonuglarinin daha iyi bir anlagilabilmesi igin
kemik iligi hiicrelerinin fiziksel morfolojisinin gézden gegirilmesi ve bilinmesi ¢ok
onemlidir. Akim sitometride; FS, SS ve CD45 parametrelerini kullanarak, kemik iligi
hiicresel bilesenleri ve onlarin karakterleri hakkinda iyi bir bilgi edinmek miimkiindiir.
Normal kemik iligi yapisim1 anlamak, patolojik durumlarin tanimlanmasinda oldukca
onemlidir. Kemik iligi ve kanda normal "immiin" morfolojiyi akim sitometri ile
taniyabilmek bizim daha iyi immiin-fenotiplendirme yapmamizi saglar. Hiicrelerin
aktivasyon fazinin akim sitometri ile tayin edilebilmesi enfeksiyonlarin tanisinda yeni bir
uygulama olarak glindeme tasimnmistir. Daha simdiden yeni dogan enfeksiyonlar1 ve
immiin yetmezliklerin erken tanisinda kullanilmaya baslamistir [1, 3]. Benzer sekilde
gram negatif ve pozitif enfeksiyonlarin ayirimi, viral enfeksiyonlarin tanisi ve mantarla
iligskili enfeksiyonlarin tamisini hiicre ylizey markirlarina dayanarak yapabilmeye ve
izleme yonelik aragtirmalar devam etmektedir.Akim sitometrinin geleceginde, onlarca
monoklonal antikoru aynmi anda dakikalar i¢inde analiz ederek hiicre ylizeyi reseptor
haritalamasiin yapilmasi beklenmektedir. Bu sayede hiicre yiizey reseptdr dagilimini
derecelendirerek hastalik tanmis1 ve takibi yapabilecek uygulamalarin gelistirilmesi
miimkiin olacaktir. Biitiin bu siirecler; yiiksek kapasiteli akim sitomete cihazlari, klinik ile
uyumlu ¢ok parametreli analiz yazilimlari ve analizlerde kullanilacak monoklonal
antikorlar1 gelistirme teknolojisine sahip olan Ar-Ge gruplarmi, bu alanda bilim
diinyasinin Oniine tastyacaktir.
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