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Akim sitometri hiicre veya partikiillerin siv1 bir sistem igerisinden
tek tek gegerken fiziksel ve/veya kimyasal ézelliklerini analiz eden
bir cihazdir. Her bir hiicre veya partikill sivi sistemin iginden
gegerken saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayilan floresan
15181 bir araya getirilip optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli
dalga boylarina gore ayrilarak, analog sinyallere dontistiiriiliir. Bu
sinyaller de dijitallestirilerek histogramlar olarak ekrana aktarilir.
Bu histogramlar ise olgiilen parametrelerin frekans dagilimlarinin
gorsel olarak gosterilmesi ilkesine dayanmaktadir. Elde edilen
veriler farkli grafikler ile gosterilebilirken, hiicrelerin ayrilmas ise
hiicre buyukligii ve grantl yapisina gore yapilmaktadir. Ayrica
birden fazla yiizey antijenlerinin ayni anda analizini saglayan
floresan isaretli antikorlarla hiicre gruplarinin analizi de yine akim
sitometride yapilabilmektedir. Akim sitometrinin giiniimiizde en sik
kullanildig: alanlarin baginda immiinolojik hastaliklar gelmektedir.
Akim sitometride lenfosit alt gruplarinin tayininde kullanilan
monoklonal antikorlar hastalik grubu ve tiplerinin teshisinde 6nemli
yer tutmaktadir. Bu makalede akim sitometride teshis edilebilen
bazi immiinyetmezlik tiplerine drnekler verilmistir. Immiinolojik
hastaliklardan agir kombine immiinyetmezlik, Bruton hastaligs,
kronik graniilomatéz hastalik, yaygin degisken immiinyetmezlik,
¢iplak lenfosit sendromu gibi hastaliklarin akim sitometri ile
degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Allerjik hastaliklarda kullanimi
ise bazofil aktivasyonunun akim sitometride ol¢lilmesi esasina
dayanmaktadir. Bazofillerin allerjenle temasinda hiicre aktive olup
yiizeyinde CD63 ekspresyonu izlenmektedir. Bununla birlikte bazofil
aktivasyon testinin allerjen immiinoterapisinin etkinligini izlemede
de kullanildigin1 gosteren klinik ¢aligmalar vardir. Yakin gelecekte,
akim sitometri yeni belirte¢ ve gelismis teknolojisi ile allerjik ve
immiinolojik hastaliklarin teshis ve takibinde daha yogun bir sekilde
kullanilmaya devam edilecektir.

Anahtar kelimeler: Akim sitometri, allerji, immiinoloji

ABSTRACT

Flow cytometry is a device that analyzes the physical and/or
chemical characteristics of cells or particles as they pass through a
fluid system one by one. Laser beam diffracted and florescent light
emitted by each cell or particle while passing through the fluid
system are gathered by optic filters and mirrors, separated into
varying wavelengths, and transformed into analogue signals. The
signals are digitalized and transferred to a screen as histograms.
The histograms are based on the principle of demonstrating the
frequency distributions of the parameters measured visually. While
the data obtained can be demonstrated in different graphics, the cells
are separated according to cell size and granular structure. Analysis
of cell groups through fluorescently labeled antibodies enabling
analysis of more than one surface antigen at the same time can
also be performed by flow cytometry. Today, immunologic diseases
are one of the most common fields where flow cytometry is used.
Monoclonal antibodies used to detect lymphocyte subgroups in
flow cytometry are crucial in the diagnosis of disease groups and
types. Examples of some types of immunodeficiency diagnosed by
flow cytometry are given in this study. Immunologic diseases such
as severe combined immunodeficiency, Bruton’s disease, chronic
granulomatous disease, common variable immunodeficiency and
bare lymphocyte syndrome can be assessed with flow cytometry. Its
use in allergic diseases is based on measuring basophil activation
in flow cytometry. When the basophil contacts with antigen, the
cell activates and expresses CD63 on the surface. Besides, there are
clinical studies showing that the basophil activation test can be used
to monitor the effectiveness of allergen immunotherapy. In near
future, flow cytometry will be continued to be used more intensely
in the diagnosis and follow-up of allergic and immunologic diseases
with new markers and more developed technology.
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GIRIS

Sitometri hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel
veya kimyasal karakterlerinin 6l¢tilmesidir. Akim sitometri
ise hiicre veya partikiillerin siv1 bir sistem igerisinden tek

tek gecerken fiziksel ve/veya kimyasal 6zelliklerini analiz
eden bir cihazdir (1,2).

Akim sitometride siv1 i¢indeki hiicre ya da partikiiller
lazer 15181 ile aydinlatilan bir bolmeden gegirilir ve
hiicrelerin 1siktan gegerken verdikleri uyarilar toplanip
analiz edilir. Burada hiicrelerin biiyiikliik, grantilarite gibi
fiziksel 6zellikleri gosterilebilecedi gibi; hiicre yiizeyindeki
veya igerigindeki antijenik yapilar da belirlenebilir. Boylece
partikillin immin yapisi, DNA icerigi, enzim aktivitesi,
hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi gesitli 6zellikleri
hakkinda da bilgi edinilebilir (3). Isik mikroskopisi ile
karsilastirilinca ¢ok daha fazla hiicreyi daha kisa stirede
analiz edebildigi ve bu teknik ile ortalama 10.000 hiicrenin
20 saniyede degerlendirilebildigi gosterilmistir (4,5).

Insan 16kosit antijeni hiicre farklilasma (HLA CD:
Human Leucocyte Antigen Cluster of Differentiation)
belirteglerine dayanarak alt gruplarina kadar hiicre
tespiti ve biyolojik caligmalar i¢in epitop ekspresyonu
gibi alanlarmn yani sira kanserli hiicrenin tanisinda,
AIDS hastalarmnin kanindaki CD4*- lenfosit sayisinin
ol¢iimiinde, cesitli allerjik ve immiinolojik hastaliklarda,
bakterilerde canlilik ve tip tayini gibi durumlarda
giderek kullanimi artmaktadir. Onceleri hematoloji ve
onkolojide malignitelerin, immiinolojide primer immiin
yetmezliklerin tanisinda kullanilan bu sistem giiniimiizde
organ nakil dniteleri ve aragtirma laboratuvarlarn ile
mikrobiyoloji, patoloji, histoloji, biyokimya gibi klinik
laboratuvarlarda kullanilan 6nemli bir arastirma yontemi
haline gelmistir (6-8).

Bu derlememizde 6ncellikle akim sitometrinin ¢alisma
prensipleri anlatildiktan sonra, klinikte kullanim alanla-
rindan olan bazi immiinolojik ve allerjik hastaliklardan
bahsedilmektedir.

AKIM SITOMETRININ TEMEL BILESENLERI VE
CALISMA PRENSIBI

Akim sitometri cihazi baglica akis (siv1) sistemi, 151k
kaynagi (lazer 1s1n1), filtreler, sinyal dedektorleri, bilgisayar/
yazilim programlari ve hiicre ayirma mekanizmasi (cell
sorting) gibi bilesenlerden olusmaktadir (5).

Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin iginden
gecerken saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayilan
fluoresan 15181 bir araya getirilip optik filtreler ve aynalar
tarafindan farkl dalga boylarina goére ayrilarak, analog
sinyallere donistiiriliir. Bu sinyaller de dijitallestirilerek
histogramlar olarak ekrana aktarilir. Bu histogramlar
ise Olciilen parametrelerin frekans dagilimlarinin gorsel
olarak gosterilmesi ilkesine dayanmaktadir (7).

Akicar sistem bir merkezi kanaldan olusur ve 6rnek
buradan cihaza verilir. Merkezdeki 6rnegi iceren sivi
(laminar akinti) ve gevreleyen sivi (sheath fluid) birbirine
karigmadan ilerlemektedir. Bu etkiyle partikiiller tek bir
sira seklinde dizilirler. Hiicreleri lazer 1gininin 6niine tek
sira halinde tagimak i¢in bu sivi sistemi kullanilir. Boylece
lazer 1511 ayn1 anda tek hiicreye diiser ve tek hiicrenin
analizi yapilir ($ekil 1). Hiicrelerden gelen 151k sagilimi ve
floresans emisyonu filtre ve detektorlerde dijital sinyallere
dontsir. Akim sitometri aletindeki her bir detektor ve
filtre bize farkli veri saglar (Sekil 2).

1. fleri sacilim kanali (FSC:Forward scatter channel)
detektorii: Isin 6ne dogru yayildiginda tipik olarak lazer
15181 ile ayni yonde 20° etrafa yayilan 1ginlar FSC denilen
bir lens yardimiyla toplanirlar. FSC detektorii hiicrenin
boyutu hakkinda bilgi verir (5).

2. Yana sagihm kanali (SSC: Side scatter channel)
detektorii: Eksitasyon ¢izgisine yaklagik 90° aciyla yayilan
151810 Olgiilmesi ise “side scatter” olarak adlandirilir.
SSC detektorii partikiillerin graniiler igerikleri, i¢yapisi
hakkinda bilgilenmemizi saglar (5).

Ornek Laminer akim

‘ / Kilif s1vist

ivav

Akis bolmesi

Lazer optik

/—\_.— ’—\_—-—’
“Tazer v —————

Sekil 1. Caligilan 6rnek (niimune)’ te “akim sitometri” tekniginde
hiicrelerin tek tek dizilimi goriilmektedir. http://biology.berkeley.
edu/ crl/ flow_cytometry_basic.html’ den uyarlanmustir.
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3. Floresan filtre ve detektorler: Antikorlar aracilig
ile antijeni gostermek icin kullanilan renk maddelerine
florokrom maddeler (floresan antikor) denir. Akim
sitometride florokrom boya ya da maddelerin kulla-
nilmasinin amacy; direkt olarak hedefin tespiti ile biyolojik
ve biyokimyasal Ozelliklerinin kolayca saptanmasidir
(Sekil 3). Degisik dalga boylarinda yapilan 6l¢timler,
florokromla isaretlenmis hiicre ylizey reseptorleri veya
sitokinler ve DNA gibi hiicre icindeki molekiiller hakkinda
bilgi vermektedir (5,9-11).

Akim sitometri analizi i¢in hiicre siispansiyonu
hazirlamak amaciyla kan, kemik iligi, beyin omurilik
swvist, bronkoalveoler lavaj sivisi, eklem sivisi, plevral sivy,
asit sivis1, doku biyopsi 6rnekleri, parafin bloktaki doku
ve hiicre kaltirii ornekleri kullanilabilir (12-15). Akim
sitometri teknigini kullanan laboratuvarlarda siklikla

graniilosit

|~ monosit

SSC (graniilarite)

FSC (hiicre boyutu) .
lenfosit

Sekil 2. FSC ve SSC detektorlerinde elde edilen verilerle
l6kositlerin hiicre biyiikligl (yatay eksen) ve grantilaritesine
(dikey eksen) gore ayrilmasi ve bu gruplara kapilama,
gosterilmektedir.

A antijenine %60 A antijenine %40
negatif ; pozitif
z
g
T
Log floresan yogunlugu (mor)

Sekil 3. Tek floresan boya ile isaretli monoklonal antikorun yardi-
muyla hiicre yiizeyinde eksprese edilen belirteglerin saptanmasi.

rutin lokosit siispansiyonlarindan analizler yapilmaktadur.
Lokositlerin ayrilmas: ise hiicre biuytkligi ve granil
yapisina gore yapilmaktadir (9-11).

Alam sitometride tek ya da birden fazla floresan boya ile
isaretli antikorun kullanilmasiyla hiicre yiizey belirteglerinin
saptanmast yapilabilmektedir. Ornegin, bu sekilde drnek
swvidaki tiim 16kositler igcindeki CD3*-T lenfosit hiicre say1
ve orani saptanabilir. A antijenine kars1 floresan antikorla
isaretli hiicreler ve bu antijeni igermeyen isaretlenmemis
hiicrelerin sayisal dagilimi akim sitometrik analiz sonras:
elde edilen rapor formatinda $ekil 4’deki gibi goriiliir.

Birden fazla yiizey antijenlerinin ayn1 anda analizini
saglayan floresan isaretli antikorlarla hiicre gruplarinin
analizi de yine akim sitometride gosterilebilmektedir.
Ornegin: Birden fazla CD belirteglerinin analizi sayesinde
hiicre alt gruplarinin analizi (T supresor, B hiicre, NK
hiicre ve T yardimecr (helper) hiicrelerin sayilarinin ve
oranlarinin saptanmast vb.) basariyla yapilabilmektedir.
Iki farkli floresan antikor ile isaretleme kullanilmasiyla
analiz yapildiginda grafikteki her bir nokta yine tek bir
hiicreyi gostermektedir.

Hiicre i¢indeki antijenler icin de florokrom boyalar
kullanilmaktadir. Cok renkli florokromlar ile farkls hiicre
gruplarinin tespiti ve 6l¢iimii, immiinofenotiplendirme,
hiicre i¢i organellerin tespiti, hiicre yiizey antijenlerinin
saptanmasi, hiicre ayristirilmasi, niikleik asit miktarinin
saptanmasi, enzim aktivitesinin ol¢iimi, apoptozis
incelemeleri ayr1 ayr1 ya da bazilar1 birlikte ayni anda
yapilabilmektedir (16-19).

A+ %7 \

/ A'B* %23

B .
. \
log floresans (yesil) B* %8

Neg %62

log floresans (mor)

Sekil 4. Hiicreler her iki floresan antikoru da tasiyorlarsa
A+B+ olarak sag {ist kadranda, grafigin dikey ¢izgisinde
belirtilen antikoru tasiyan hiicreler sol iist kadranda, grafigin
yatay ¢izgisinde belirtilen antikoru tasiyan hiicreler sag alt
kadranda ve her iki antikoru da tagimayan hiicreler de sol alt
kadranda gosterilmektedir. Bu hiicrelerin sayisal olarak ve
ornekteki bulunan yiizde oranlar1 da bu grafikler yardimiyla
hesaplanmaktadir.
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Akim sitometride elde edilen veriler farkli grafikler
kullanilarak gosterilebilir. Bu grafik cesitleri nokta alan
grafikleri, kontur alan grafikleri, histogram, 3 boyutlu
grafik, bolgeler, kapilar ve istatistik olarak siniflandirilabilir
(9,10).

Bunlardan, nokta alan grafigi kan ornegindeki ¢ok
sayida hiicrenin FSC/SSC detektérlerince hiicre boyut
ve grantlaritesine gore dagitilmasiyla olugmaktadir.
Graniilositler, lenfositler ve monositler farkli fiziksel
oOzelliklerine gore grafige noktalama teknigiyle dagi-
tilmigtir. Bu grafigin renklendirilmesi de grafige ti¢ boyutlu
bir gériiniim vermektedir ($ekil 2).

Kontur diyagramiise dansite haritasina benzemektedir.
Benzer sayidaki hiicreleri gosteren noktalarin ¢izgisel
olarak birlestirilmesiyle olusur (5).

Tek parametreli histogramin ise y-ekseni; hiicre
saywisini, x-ekseni; analizi yapilan tek parametrenin
floresans siddetini gosterir. Histogramlarin istatistiksel
verileri otomatik olarak cihaz yazilimlariyla hesaplanir

(Sekil 3).

Bolgeler histogram ve nokta alanlar iginde, popiilasyon
alt gruplarinin istatistigini yapmak igin olusturulurlar
(Sekil 4). Kapilar(gate) ise baslica analiz edilen alandaki
dislanmak istenen olgularin uzaklastirilmasi  veya
azaltilmasinda kullanilir (Sekil 2).

AKIM SITOMETRININ IMMUNOLOJIiK VE
ALLERJiK HASTALIKLARDA KULLANIMI

Akim sitometrinin gliniimiizde en sik kullanildig
alanlarin baginda allerjik ve immiinolojik hastaliklar
gelmektedir. Burada oncelikle akim sitometrinin bazi
immiinolojik hastaliklarin teshis ve siniflandirilmasinda

Tablo I. Lenfosit alt gruplarinin tayininde kullanilan
monoklonal antikorlar tiirleri

CD3+ Tum T hiicreleri

CD3* CD4+ Yardimci T hiicresi

CD3* CD8+ Sitotoksik T hiicresi
CD3-CD16+CD56+ NK (natural killer) hiicresi
CD19 + veya CD20+ B hiicresi

CD25+ Aktiflesmis hiicre

CD45+ Tum lokosit hiicreleri

CD RO + CD4+ veya CD8+ Hafiza T hiicreleri

CD45 RA+ - CD4+ veya CD8+ Dogal (naive) T hiicreleri

kullanimi  anlatilacaktir. ilk olarak, hastaliklardan
bahsetmeden once lenfosit alt gruplarinin degerlendi-
rilmesinde kullanilan floresan monoklonal antikorlardan
bahsetmek gerekir. Akim sitometride lenfosit alt
gruplarinin tayininde sik olarak kullanilan monoklonal
antikorlar tiirleri Tablo I'de gosterilmektedir.

IMMUNOLOJiK HASTALIKLARDA KULLANIMI

Bu makalede floresan monoklonal antikorlar kullani-
larak lenfosit alt gruplarinin akim sitometride degerlendi-
rilmesiyle teshis edilebilen bazi immiinyetmezIlik tiplerine
ornekler verilmistir.

1. Agir Kombine Immiinyetmezlik (SCID: Severe
Combined Immunodeficiency): Fonksiyonel T lenfo-
sitlerin agir1 derecede diisiikligii veya yoklugu ile
karakterize, en az 15 bagimsiz genetik defektin sonucunda
olusan, erken tani konulmazsa 6liimcil olabilen hiicresel
ve humoral immiin cevabin birlikte bozuldugu hastaliktir.
Klinikte postnatal donemde agir, tekrarlayan ve firsatci
patojenlerle olan enfeksiyonlar gozlenir. Persiste eden oral
ve genital candidiazis, interstisyel pndmoni, kronik diyare,
sa¢ ve cilt bulgulari, lenfadenopati, hepatosplenomegali,
canli ag1 sonrasi fatal reaksiyonlar ve bunlara bagh biiyiime
gelisme geriligi gozlenir (20,21). Akim sitometride
hastanin lenfosit alt tiplemesi yapilarak, hangi alt grubun
azaldig1 ya da yok oldugu goriilerek SCID tipi teshis edilir
(Sekil 5,6).

2. Bruton Hastaligi (XLA: X-Linked Agamma-
globulinemi): Bruton tarafindan tarif edilmis X’e
bagli gecen ve B lenfositlerin olgunlasamamasi sonucu
immiinoglobiilinlerin ~ yapilamayip viicutta antikor
yapiminin olmamasi sonucunda genellikle tekrarlayan
solunum yolu enfeksiyonlari, ayrica lenf bezleri ve
tonsillerin muayenede saptanmamasi ile karakterize
hastalik grubudur. Akim sitometride CD19 ve CD20
gibi monoklonal antikorlarla bakilan 6rnekte B lenfosit
olup olmadig: saptanabilir (22,23). Yine benzer sekilde in
vitro ortamda uyarilmis monositlerde akim sitometride
btk (bruton kinaz) ekspresyonu ve genetik incelemelerle
degerlendirilip, hastaligin  kiside olup olmadig:
kesinlestirilmis olur (Sekil 7).

3. Yaygin Degisken Immiinyetmezlik (CVID:
Common Variable Immunodeficiency): Her iki cinsi esit
olarak tutan, antikor yapiminda bozukluk ve tekrarlayan
bakteriyel  enfeksiyonlarla  karakterize  heterojen
bir hastaliktir. Hastalik genellikle 18 ayliktan sonra
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X’e bagli SCID y zincir
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Sekil 5. Sag kolondaki saglikli kontrol grubun histogramlarinda B,T lenfositleri ve NK hiicrelerin dagilimi normalken, X‘e bagl gegen
SCID’de yatay eksende T lenfositleri ve dikey eksende NK ve B hiicreleri gosteren dagiliminin azaldig goriilmektedir. (Bu da SCID’in y
zincir defekti olan tipi ile uyumludur).
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Sekil 6. Sol taraftaki kolon absolu lenfosit sayis1 250/mm3 olup klinik ve aile hikayesi otozomal dominant gecisli SCID ile uyumlu 6rnek
5 aylik kiz hastaya ait akim sitometri sonucudur. B ve T lenfositlerinin yoklugu (her ikisinin de <%1 olmasi) ile giden hastalikta bu sonug
ilgili (rekombinasyonu aktive eden genler: RAG1 ve RAG2) mutasyonlar hakkinda uyaricidir.
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goriilmekte; 1-5 ve 16-20 yaglar1 arasinda olmak iizere iki
pik yapmaktadir. Cogunda kan ve lenfoid dokuda normal
veya normale yakin B lenfosit oldugu ancak bunlarin
plazma hiicrelerine dontismesinde bozukluk olan hastalik
grubudur (24). Akim sitometride hafiza B lenfositlerindeki
azalmayr gosteren CD27 ekspresyon eksikliginin
saptanmasi tanida yardimcidir (Sekil 8).

4. Ciplak Lenfosit Sendromu (Bare Lymphocyte
Syndrome): Ciplak lenfosit sendomu, erken bebeklik
doéneminde baglayan otosomal resesif olarak gecis gosteren,
SCID’e benzer klinik tabloya neden olan tekrarlayan
akciger enfeksiyonlari, persistan diyare ve bityiime geriligi
ile karakterize bir hastalik tablosudur. Tip 2° de MHC-
II genlerini kodlayan transkripsiyon faktorlerindeki

X’e bagh gecen Agamaglobulinemi

(Btk mutasyonu)
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Sekil 7. Hikaye, klinik bulgular ve laboratuvar ile desteklenen XLA’ i hastanin sol siitunda gésterilen CD19+ hiicrelerin yoklugu (sol iist
histogram) ve sol alttaki histogramda da CD3- (negatif) hiicrelerde HLA-DR ekspresyonunun belirgin azlig1 gosterilmistir.
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Sekil 8: Sol siitundaki 6rnek saglikli kisinin hafiza B lenfositlerini gosteren CD19’un tizerindeki CD27 pozitifligi (%31) gosterilmistir.
Sag siitiinda ise CVID hastasindaki CD27 ekspresyonu %1 seviyesinde goriilmektedir.
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mutasyon sonucu lenfosit onciillerinde anormal gelisim
s6z konusu olup; tip 1 de ise HLA-I ekspresyonundaki
defekt sonucu meydana geldigi gosterilmistir (25).
Akim sitometride HLA-DR ekspresyonu, eksikligi veya
yoklugu olan hastalarda saglikli gruba gore acik bir sekilde
azalmistir (Sekil 9).

5. Kronik Graniillomatoz Hastallk (CGD):
Nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH) oksidaz
sistemindeki defektlere bagli olarak gelisen, tekrarlayan ve
yasami tehdit eden enfeksiyonlar ve artmis enflamatuvar
yanita bagl grantilom olusumu ile karakterize heterojen,
kalitsal primer bir immiinyetmezlik hastaligidir. Klinikte
akciger, deri, lenf nodlar: ve karaciger, enfeksiyon nedeni
ile en ¢ok tutulan organlardir. Teshis klinik oykii, klinik
bulgular ve solunumsal patlamanin (respiratuvar burst)
gerceklesemediginin  gosterildigi  noétrofil
testleri ile konulur ve genotipleme ile kesinlestirilir (26).
Akim sitometride NBT (nitro-blue-tetrazolium)’ye
alternatif olarak DHR-123 (di-hidro-rodamin 123) testi

fonksiyon

kullanilir ve hasta tespiti yaninda tastyic1 grupta kolaylikla
belirlenebilinir (Sekil 10).

6. Idiyopatik CD4+ Lenfositlerin Yoklugu (CD4
Eksikligi): [k kez 1992’de, CD4+ hiicre sayisinin < 300
olmasi veya CD4+ hiicrelerin toplam T lenfositlerin
<%20 olmast ile karakterize, bununla birlikte kanitlanmisg
herhangi bir akkiz (HIV enfeksiyonu) veya dogustan
(Down senromu) CD4 lenfositleri deprese edecek bir
neden olmamasi olarak tanimlanmistir (27). Akim
sitometride lenfositlerdeki CD4+ hiicrelerin yoklugu ile
tan1 konulabilir.

7. CD25 (IL-2-Alfa) Ekspresyon Eksikligi:
Bazi T hiicreleri, otoreaktif T hiicrelerin aktive olup
yayllmalarini engelleyerek periferik kanda diizenleyici
(T reg: CD4+CD25+ forkhead box protein 3, FoxP3+)
rol oynarlar. T reg, IL-10 ve TGF-p gibi immiinsupresif
sitokinlerin sekresyonunu ger¢eklestirerek immiinsupresif
fonksiyonlar1 ve bunun yani sira otoimmiin olaylar ve
inflamasyonda da baskilayic1 gorev tstlenerek immiin
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Sekil 9. Ornek bes aylik erkek hastanin absoliit lenfosit sayis1 1.500/ mm?ve CD4/ CDS8: 0.3 olarak saptanmustir. B lenfositlerin orani
%41 olmasina ragmen, toplam T lenfosit sayis1 (CD3: %40) diisiik seviyede saptanmistir. HLA-DR ekspresyonu, yoklugu/eksikligi olan

hastalarda (iist satir) saglikli gruba gore acik bir sekilde azalmusti.
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Sekil 10. ilk histogramda monosito-fagositik hiicrelere gate (kapilama) yapildiktan sonra, sag alttaki histogramlarda saglkli kardes
ve babada (dihidro-rodamin’in) oksidasyonun gergeklesmesine bagli floresans sapmasi goriilmektedir. Sol alt siitiinlarda ise hasta ve
tastyict annenin hiicrelerinde oksidasyon (NOI: nétrofil oksidayon indeksi) yetersizligine bagl kiintlesmis floresans sapmasi goriiliiyor.

homeostazin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
immiinyetmezlikte B lenfositlerin sayis1 ve fonksiyonlar:
normal iken, T lenfositler hem sayisal olarak hem de
fonksiyonel olarak anormaldir. CD25 eksikliginden dolay1
T lenfositler timusta farklilasamaz. Dokularda, karaciger,
akciger, kemikte lenfosit infiltrasyonu mevcut olup bu
tablo inflamasyon ve dokularda atrofik olmaya neden
olur ve hastalarda inat¢1 diyareler, akciger enfeksiyonlar:
ve alopesi gibi klinik bulgular gozlenebilir (28,29). Akim
sitometride lenfositlerdeki CD25 ekspresyon eksikligi /
yoklugu ile tan1 konulabilir.

8. IPEX (X’e Bagli Gecen Immiin Disregiilasyon,
Poliendokrinopati, Enteropati) Sendromu: Ciddi
ve direngli diyare, kronik dermatit, otoimmiin
endokrinopatilerle (erken baslangich IDDM, tiroidit)
karakterize, X’e bagli gecis gosteren, Fox P3 genindeki
mutasyon sonucu (T reg hiicrelerin regiilasyonundan

sorumlu) immiin sistemi etkileyen, nadir goriilen,
fatal seyredebilen bir bozukluktur. Immiinsupresif
tedavi metotlar1 kullanilmakla birlikte kemik iligi
transplantasyonu en iyi kiiratif tedavi yontemidir (30).
Akim sitometride lenfositlerdeki Fox P3 ekspresyon
eksikligi / yoklugu ile tani konulabilir.

AKIM SITOMETRININ ALLERJiK
HASTALIKLARDA KULLANIMI

1. Bazofil Degraniilasyonu (Bazofil Aktivasyon Testi)
ile Allerjenlerin Saptanmasi

Allerjik  hastaliklarin  teshisinde  kullanilabilen
bu metot, allerjik hastaliklarin 6nemli bir efektor
hiicresi olan bazofillerin allerjenle temas sonrasi
aktivasyonuna dayanir. Bunun gerceklesmesi i¢in uygun
konsantrasyondaki allerjenlerin bazofillerle in vitro ayni
ortamda karsilastirilmas1 gerekir. Aktivasyon sonrasi
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bazofil hiicre membran yiizeyinde CD63 adi verilen
molekiiliiniin eksprese oldugu goriiliir. CD63 molekiilii
aslinda hiicre i¢inde depolanmis medyatorleri igeren
graniillerden olugsan vezikiillerin iizerinde bulunur.
Degraniilasyon esnasinda vezikiiller hiicre membrani
ile birlesince CD63 hiicre ylizeyinde eksprese olmaya
baslar. CD63 ekspresyonu dogrudan bazofillerin i¢indeki
vezikiillerde bulunan medyatérlerin degraniilasyonunu
gosteren bir markirdir. Fakat CD63 ekspresyonu periferik
kanda bulunan bazofillerin yani sira trombosit gibi
diger hiicrelerin iizerinde de bulunabildiginden, sadece
bazofilde bulundugu diisiiniilen ve aktivasyon sonrasi
ekspresyonu artan bir diger ylizey molekiilii de CD203c
olarak saptanmustir.

CD203c aslinda bazal durumda da bazofillerin
yizeyinde ¢ok dugik seviyede eksprese olur fakat,
aktivasyon sonrasi ekspresyonu upgrade (ekspresyon
seviyesinde artma) olur. CD63 ekspresyonu ise aktivasyon
sonrast logaritmik kaymaya yol acacak derecede akim
sitometride artisa yol agar. Akim sitometrik bazofil
aktivasyon testi degerlendirilirken allerjenle temas
bazofillerde saptanan CD63 ekspresyonunu
negatif kontroldeki yani bazofillerin bazal /spontan CD63

sonrasi

ekspresyonundan ¢ikarmak gerekir. Spontan aktivasyonicin
cut-off (kesme) degeri genelde %5 kabul edilir. Allerjenin
tiirtine (ilag, polen vb.) gore degismekle birlikte allerjenin
bulundugu test ortamindaki ile negatif kontroldeki %5-15
‘lik CD63 ekspresyon farki (stimulasyon/aktivasyon) varsa
test pozitif kabul edilmelidir (Sekil 11). Ilag (antibiyotik,
analjezik, néromuskuler blokan ajan vb.) allerjileri disinda,
polen gibi aeroallerjenler, lateks ve bazi besinlerle olan
allerjilerin saptanmasinda bu testin sensitivite ve spesifitesi
oldukga yiiksek bulunmustur. Genellikle bu tiir allerjilerin
ve bunlara bagli olan anafilaksinin saptanmasinda deri
testlerine komplementer ve giivenilir bir test olarak kabul
edilir. (17,18,31-33).

2. Allerjen Immiinoterapisinin Takibi ve Tedavinin
Etkinligini Olgmek

Akim sitometrik bazofil aktivasyon testinin allerjen
immiinoterapisinin etkinligini izlemede de kullanildigini
gosteren klinik c¢aligmalar vardir (34-36). Ornegin,
venom immiinoterapisi, Betula ve zeytin poleni immii-
noterapisinin klinik etkinligini semptom skorlar1 yani sira
bazofil aktivasyon testi ile gosteren ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur (Sekil 11).
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Sekil 11. Ornek olgumuzda, mevsiminden 6nce rush 7 injeksiyonluk rejimle zeytin polenine karsi yapilan tekli desensitizasyon
gosterilmistir. Ustteki ilk sekilde zeytin poleni enjekte ettikten sonra CD63+ bazofillerin yiizdesi, alt sekilde ise immiinoterapi sonrasi
gozlenen bazofillerin yogunlugunun azalmasi gosterilmistir. Hastalarda, zeytin polenine allerjisi olmayan gruba gore CD63 salinimi

%30’dan daha fazla bulunmugtur (34).
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Sekil 12. Sol siitiin histogramlarinda graniilasyon ve monoklonal antikorlarla (CD34-/117+) boyanmasina gére kemik iliginden elde
edilen mast hiicrelerinin yerlesimi gosteriliyor. Sag iist siitunda ise, normalde CD25 eksprese etmemelerine ragmen, mastositozlu

hiicrelerin CD25 eksprese etmeye basladiklar1 goriinmektedir.

3. T Hiicre Aktivasyonu (CD69 ekspresyonu) ile Tlag
Allerjilerinin Saptanmasi

Ayrica akim sitometri son dénemlerde ilag allerjilerinin
tanisinda da kullanilmaya baglanmistir. Hastadan peri-
ferik kan monontkleer hiicreleri alinip, ilagla inkiibe
edilir. Sonra T lenfositler igin bir belirte¢ kabul edilen %
CD69 ekspresyonu olgiiliir. ilagla kargilasma sonrasinda
T hiicrelerinde aktivasyona bagli CD69 ekspresyonunun
artmasi, klinikteki bulgulardan bu ilacin sorumlu
olabilecegini diisiindiirmektedir (35).

4. Mastositoz Teshisi

Mastositoz, mast hiicrelerinin kontrolsiiz asir1 ¢ogal-
mas1 ve bu hiicrelerin basta deri ve/veya kemik iligi
olmak tizere diger organlarda yerlesimi ile karakterize
bir hastaliktir. Mast hiicrelerinin biinyesinde bulunan
c-kit reseptorit (CD117) nin mutasyonu sonrasi mast
hiicrelerinin kontrolsiiz asir1 ¢ogalmasi neticesinde diger
dokularda birikmesiyle hastalik meydana gelir. Mast
hiicrelerinin toplanip biriktigi doku cilt ise hastalik kutanoz

mastositoz olarak adlandirilirken, kemik iligi gibi cilt dist
organlarda birikmesine sistemik mastositoz denilmektedir.
Normal bazal durumda mast hiicreleri CD2 ve CD25
yuzey molekiillerini eksprese etmezken, mastositozisli
olgularda CD2 ve CD25 ekspresyonlarinin saptanmasi
akim sitometrik olarak teshis koydurur. Normal kisilerde
ve mastositozisli olgularda mast hiicreleri CD34 eksprese
etmezler (38-40). Sonugta; kemik iligi aspirasyon materyali
alinan bir olguda gergeklestirilen akim sitometride CD117
pozitifligi ile tanmnan (kapilanan) mast hiicrelerinde
CD34 negatifken CD2 ve CD25 ekspresyonlarnin
pozitif oldugunun goriilmesi ile mastositozis teshisi akim
sitometrik olarak konulabilmektedir (Sekil 12).

SONUC

Giiniimiizde bir¢gok immiinolojik ve allerjik hasta-
Iiklarin tanisinda akim sitometrinin kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ayrintili bir anamnez ve sistemik fizik
muayenenin ardindan klinik siiphe dahilinde yapilacak
akim sitometri ¢alismasi ile bircok hastaligin tanisinin
konulabildigini, tedavinin etkinligini takipte de akim
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sitometrinin 6nemli bir yeri oldugunu vurgulamak isteriz
(41). Yakin gelecekte, akim sitometri yeni belirteclerle ve
gelismis teknolojisi ile allerjik ve imm{inolojik hastaliklarin
teshis ve takibinde daha yogun bir sekilde kullanilmaya
devam edilecektir (42).
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