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1. Giris

Akim Sitometrisinin (ASM) gtincel hematolojik
uygulamalardaki kullanimi giderek artmaktadir.
Bu artisin nedenleri arasinda, kisa stirede sonug
alinabilmesi, kullaniminin kolay o6grenilebilmesi,
anormal hucrelerin taninmasina olan katkilar:
sayilabilir. ASM hematolojide en cok tani, l16semi/
lenfoma/miyelom gibi hastaliklarin siniflanmasi
ve tedavinin takibi amaclariyla kullanilmaktadir.

Akim Sitometresi ile bir stispansiyon halin-
deki hticre ya da partikuller lazer 15181 ile aydinla-
tilmakta olan bir bélmeden gecirilir; htcrelerin
15181n 6ntinden gecerken verdikleri sinyaller top-
lanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kayna-
g1, hucrenin buyuklik, grantlarite gibi fiziksel
ozellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan cesitli
florokromlar da olabilir. Béylece hiicre ya da par-
tikltin immunfenotipi, DNA icerigi, enzim aktivi-
teleri, hticre membran potanasiyeli, canliligi gibi
cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir.

2. Kullanim Alanlari

Akim Sitometrisinin Hematolojide en cok kul-
lanildig1 alanlar arasinda:
e Losemik huicrelerin immunfenotiplemesi

e Hiicrenin DNA iceriginin ve hlicre déngtist-
nln analizi,

e Hematopoetik koék htuicrelerin sayilmasi ve
alt gruplarinin belirlenmesi,

e Hticre canliliginin tespit edilmesi, apoptoz ile
ilgili arastirmalar

e Coklu ilac¢ direncinin(MDR) tespit edilmesi
e Hiicresel immun yanitin belirlenmesi

e Trombosit calismalari
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e Trombosit Grtinlerine bulasmis l6kositlerin
sayilmasi,

e Hedef olarak secilen htucrelerin floresanla
isaretlenerek saflastirilmas: ve diger uygu-
lama alanlar1 sayilabilir.

ASM calismalar icin perifer kan 6rnegi, kemik
iligi aspirasyon materyali ve biyopsileri, ince igne
aspirasyon materyalleri, tim vicut sivilarindaki
htucreler [Bronkoalveolar lavaj(BAL), Lomber ponk-
siyon(LP) ile alinan érnekler...] kullanilabilir.

2.1 Immun Fenotipleme

Immunfenotipleme, hematolojik malinitelerin
taninmasina ve morfolojiye ek bilgiler kazandira-
rak tiplendirilmesine yardimci olmaktadir. Hiicre
ylzey antijenlerinin tanimlanmasinda “Cluster of
Differantiation, CD” terminolojisi kullanilir. Anti-
jenlerin cogu bir huicre serisine eslik etseler de o
seriye 0zgln degildirler. Farklilasmanin degisik
evrelerinde sergilenen antijenler, hticrenin olgun-
lasmasinin takibinde kullanilabilir . Belli timor
hucrelerine 6zglin antijenlerin sayisi ise ¢ok kisit-
hidir (6r PML de PML-RARa, KML de Bcr-abl gen
Urtnleri). Bazi timoér hucrelerinde antijenlerin
“aberan” bulunmalar1 sé6z konusudur (Or: miyeloid
bir hticrede lenfoid bir antijenin bulunmas1) Hic-
reyi taniyip gelisiminin hangi evresinde oldugunu
belirleyebilmek icin cesitli antikor panellerinin
kullanilmasi gerekir. ASM calismalarini degerlen-
direbilmek ve karsilastirilabilir sonuclar icin calis-
ma protokolleri ve toplanan veriler standardize
edilmelidir. Veri analizinde hedeflenen: 1)anor-
mal, neoplazi potansiyeli olan hticrelerin normal-
lerden ayrilmasi, 2)anormal hucrelerdeki antijen
profilinin ortaya koyulmasidir. Bu amacla bircok
parametrenin birlikte degerlendirilmesi gerekir(dar
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actyla kirilan 1s1k FSC 90° aciyla kirilan 151k SSC
ve antijenlerin isaretlendigi florokromlardan kay-
naklanan sinyaller) Ayni hticrede birden cok (en
sik 3-4) antijenin belirlenmesi tavsiye edilmek-
tedir. Anormal bir htiicre toplulugu gértldtigtinde
bunun immunfenotipinin tanimlanmas: gerekir.
Bunu ifade etmenin en kolay yolu antijen tasiyan
hticrelerin oranlarini (%) bildirmektir. Antijen
yogunlugunu gostermek icin de Olctilen floresan
sinyallerin siddeti  belirlenir(Mean Fluorescent
Intencity,MFI), ancak bu parametre hiicre tizerin-
deki antijen sayis1 yani sira kullanilan florokrom
ile de yakindan ilgilidir; gerekirse standartlar
kullanilarak antijen/hticre sayisini belirlemek
mumkulndur. Degerlendirmeler icin sadece anor-
mal hucreleri icine alan bir grubun secilmesi
(gating) Onerilse de incelenen oOrnekteki normal
antijen dagilimini bilmeden anormal bir toplulugu
tanimak mumkun olmaz, 6rnekteki normal htc-
reler zaman zaman bir internal kontrol olarak da
fonksiyon gortrler.

ASM ile immunfenotipleme yapmanin Avantaj-
lar:

e Buyukltuk (FSC) ve Grantler (SSC) yapilari-
na gore huicreler siniflandirilabilir.

e Ol hiicreler calisma dis1 tutulabilir.

o Zayif eksprese edilen ylizey antijenleri tesbit
edilebilir.

e Cok renkli(2,3,4,...) analizler ile hucrenin
fenotipi, gelisiminin hangi evresinde bulun-
dugu belirlenebilir.

e Es zamanli bulunan birden ¢cok hematolojik
malinitenin, bifenotipik huicrelerin belirlen-
mesi mimktndur.

Dezavantajlari:

e Sklerotik kemik iliginden, hiposelltiler kemik
iliklerinden ASM icin yeterli sayida htcre
toplanamaz.

e Hucrelerin cevreleriyle olan iliskileri gdzlene-
mez

e T huicreden zengin lenfomalarda ufak bir
monoklonal B hiticre klonunun taninmasi
mumkin olmayabilir.

e T hticreli lenfomalarin aberan bir antijen(-
ornegin bir panT hticre belirleyicinin kaybi/
azalmasi) bulundurmadiklar1 stirece tanin-
mas1 mimkin olmaz.

e Aberan bir T hlicre immunfenotipi, her-
zaman  bir malinite gdstergesi olmayip;
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enfeksiyoz mononukleoz, reaktif dermatoz,
enflamatuvar hastaliklarda da gorulebilir.

e Lenfomalarda doku tutulumunun homojen
olmadig1 durumlarda yalanci negatif sonuc-
lar alinabilir.

e Hodgkin hastaliginda neoplastik hticre sayi-
sinin az olmasi nedeniyle de tanida ASM
kullaniminin bir yarari olmaz.

Dezavantajlari nedeni ile ASM sonuclarinin
daima 151k mikroskobu verileri ile birlikte degerlendi-
rilmesi gerekir. Klinik veriler, molektler/sitogenetik
calismalar da verilerin degerlendirilmesinde yardim-
ct olan unsurlardir. ASM, morfolojik olarak stiphe-
lenilen cesitli hastaliklar1 dogrulamakta, hastalik alt
tiplerinin belirlenmesinde, ayirici tanida secenekleri
azaltmada, kullanilabilir. Baz1 durumlarda morfoloji
bilinmese de tanisal degerlendirmelerin yapilabilece-
gi savunulmaktadir (tablo 1)

2.1.1 Akut Lésemiler

Akut l6semierin %95 i temel antikorlarin kul-
lanildig: bir panel ile tanimlanabilir (tablo 2, koyu
yazilanlar). Bu panel ile hiicre serisinin tanimla-
namadigi durumlarda, morfolojik veriler AML M6
M7 den stiphe ettirdiginde, minimal rezidtiel has-
taligin takibinde kullanilacak bir parametre aran-
diginda, prognostik verilere ulasilmak istendiginde
literattir 1s181nda kullanilan diger antikorlar yar-
dimc1 olabilir.

Analiz edilecek hticrelerin dogru secimi 6nem-
lidir. Ozellikle kemik iligi 6rneklerinde sadece
FSC ve SSC den yararlanarak htucrelerin kesin
sinirlarla ayrilmas: mumktn olmaz. Hucreleri
bulundurduklar1 CD45 miktarina ve 90° kirilan
151k (SSC) o6zelliklerine gore ayirmak yol gosteri-
ci olabilir (sekil 1) ancak bu antikorun her tibe
eklenmesi maliyeti arttiric bir faktérdar.

Tablo 1. ASM nin taniya katkida bulundugu hematolojik hastaliklar
ASMiile tani koyulabilir ASM tani ve ayirici tanida

yardimadir
Pre-B ALL Follikiiler NHL
T-ALL “Mantle Cell” Lenfoma
B-CLL, SLL, Diger “low grade”lenfomalar
“Hairy Cell” Losemi Biiyiik B hiicreli NHL
Akut Miyeloid Losemi Burkitt's lenfoma

“Paroxysmal Nocturnal”Hemoglobiniiri “Large” granuler lenfosit hastaliklar
Plazma hiicre hastaliklari
MDS

ALL: Akut Lenfoblastik Losemi, CLL: Kronik Lenfositik Losemi , SLL:Kiiciik Lenfositik Lenfoma,
NHL: NonHodgkin Lenfoma
Mitchell S. Ward, pathology (1999) 31 den modifiye
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FPro-8-cal Fre-8-| cell  Fre-B-ll cel Immature B-cell Mature B-cell Flasma cell
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CD34 CD34
TdT TdT (TdT)
CD10™ cD10 CD10™
CD19 CD1g CD19 cD18§ cD19
CD20™ LA D20
co22 CDz2 cD22 chx2 cp22™
CD45™ CD45 CD45™ CD45™™ CDas
Cylgu Cylgu Cylg
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Sekil 1.
Tablo 3. AML de immunfenotipik ozellikler
o FAB tipi  immunfenotip Notlar
2.1.1.1 Akut Miyeloid Lésemi (AML) MO FSC, SSC diisiik (lenfoblast gibi) 7+ ve 34+ prognozda
ASM, AML’nin French-American-British (FAB) ;:r(gij_: 13+, 33+ MPOH/, — olumsuz
siniflamasina gore gruplanmasinda sitokimya-
sal yéntemlerin éntine gecmistir. Ozellikle MO ve M1 SSC(graniilarite), MO dan fazla
M7 olgularinda tani icin immunolojik yéntemler 13+,33+,DR+,34 daha az,
gereklidir. AML htcreleri CD13, CD33, MPO ya MPO+, 15¢, 4 19:+34+,(56+), (8;21)
0zgln antikorlarla  isaretlenir, diger miyeloid el
o ’ M2 Maturasyon artmis, daha az blast,
antijenler siniflamada yardimci olsalar da prog- 45 55C dagiliminda blastlar
nostik degerleri sinirhdir (tablo 3). CD11b nin 34 daha az, 15+, 13+, 33+, DR+
kot prognostik degeri disinda CD34 basta
olmak TUzere bazi antijenlerin &nemine dair M3 5SCartmis,45 zayif, DR- Kuvvetli 13 retinoik
calismalar olsa da goriis birligi yoktur. AML 13 zayif, 2, 112~ 18zayf, 9+, sendrom lehine
.. . . .. . 8-, 34-/+, 117+, 56+ s form(bcr3 lehine)
hiicrelerinde lenfoid antijenlerin bulunmasi
her zaman “mix-lineage” veya bifenotipiyi gos-
termez. Mevcut ise aberan AML hcrelerinin M4, M5 Benzer ozellikleri var M4 de blast 2+ M4Eo lehine,
daha cok, spesifik olmayan Ig
FSC-SSC M0/M1 dan fazla, baglanmasi (TFeR
Tablo 2. Akut Losemi Tanisinda kullanilabilecek temel antikorlar monositik komponent-+, 33+ nedeniyle),
Hiicre Serisi B T M >13+, DR+, 14+, 15+, 34+ (D14 spesifik ama sensitif
Hiicre serisini belirleyici  ¢(D79a «(D3 <MPO Ms: 33,+’ s S degil
«D22 3 13 monositlerde 4+
A S G Mé Nadir, DR+, 34+, 13+, 334, Beklenenden az taniniyor
Matiirasyonu belirleyici (D34 (D34 (D34, (D117 45-/zayth, 235a-++ Erki" eritoid isaretlerin
TdT T (15 R
(D11a, (D11 M7 61+, 41+,33, Tani icin immunfenotipleme
. o HLA DR Trombosit adezyonuna bagh ve elektron
Diger karakteristikler (D10 a1 yalanci+ dikkat!! mikroskobi(trombosit
(020 (D2 (D14 peroksidaz icin) gerekir,
(022 (D3 (D68 morfoloji tanisal
clgM (D5 (D41, (D61 olmayabilir
K (D4 CCD235a(G|y‘A) Sayilar CD no ifade etmektedir (6r:33=CD33),DR=HLA-DR, +:pozitif, -: negatif, +:degisken,
A (D8 MPO: miyeloperoksidaz
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taninmasini kolaylastirirlar (%5-28). CD2 varli-
ginin 6zellikle cocuklarda kot prognostik olup;
biyolojik olarak farkli olan bir hastaligigin isareti
oldugu kabul edilir. CD 19 varligi k6t prognos-
tik [t(9;22)] veya iyi prognostik [t(8,21), t(15;17),
inv(16)] sitogenetik belirleyicilere eslik edebilir.
Sitogenetik veriler prognozun belirlenmesinde
en guvenilir isaretlerdir ve her genetik isarete
6zgln olan bir immunfenotip bulunmadigindan
ASM bunun O6ntne gecememistir. NK hticreli
akut 16semi, morfolojisi ve immunfenotipi ile
AML Ma3v ile benzerlik gésterse de RARa mutas-
yonu yoktur. CD56*, CD16° olan bu htcreler
ATRA’ya yanit vermezler ve CD56*, PML/RARa*
olan AMLM3 olgularindan ayrilmalar1 gerekir.
Integrinlerin kayb:1 (CD11la, CD11b, CD18) M3
icin tipik bir bulgudur.

AML M7 olgularinda CD41ve CD61 ile pozi-
tif reaksiyon veren hticrelerin, 16semik blastlara
yapismis olan aktif trombositlerden kaynaklan-
madigindan emin olunmalidir. Bu amacla CC34,
CD41 yanisira matur trombosit isareti olan CD42b
nin kullanilmasi, megakaryoblastlar ile trombosit-
lerin ayrilmasina olanak saglar.

2.1.1.2 B Hiicreli Akut Lenfoblastik Lésemi

(ALL)

Hucrelerin farklilasmasina gore 4 sinifta top-
lanabilen (sekil 2) bu l6semilerin immunfenotipik

Tablo 4. B hiicreli ALL de tipik immunfenotipik dzellikler

ALL tipi

Immunfenotip

Notlar

“null cell” ALL

19+, 22+, c79a+,
TdT+, 34+, 10-

immatiir B hiicrele, kotii
prognoz

B-prekursor ALL  Blastlar kiigiik Cocukluk ALL nin %70,
(Erken preB) (FSC,SSC diisiik), TdT4, erigkin ALL nin %50 si
(Pre-preB) DR+, 19+, parlak 22+, (D10-, miyeloid
(“Common”ALL) 34+ slg-, ag+(15+) 1123

79a+ CD10+ (iyi prognoz),
(D10-(kotii prognoz)

anomalisi diiiindiiriir ve
kot prognostik

pre- B ALL 19+, 24+, DR+, Cocukluk ¢ag
224,10+, Tdt+, 20, losemilerin %25i, t(1;19)
34-, cdgM a bagli kétii prognoz,
19+,10+,9+,20+,34-
B-ALL Hiicreler daha biyiik, FAB L3 ile ortiisiir

19+, 20+, 22+, 24+,
parlak klonal slg, TdT-,
10+ zayif

¢-myc(8q24) ilgili
translokasyonlar
[Or: t(8;14), (2;8), t8;22)]

Sayilar (D no ifade etmektedir (6r: 19=CD19), DR=HLA-DR, +: pozitif, -: negatif, +: degisken
c: Sitoplazmik, Ig: immunglobulin, koyu yazilanlar tipik bulgulardir
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karakteristikleri tablo 4’te Ozetlenmistir. TdT ve
yardimcidir.
Tan1 koyulabilmesi icin erken B htuicre isaretlerin-
den (CD19, cCD22, cCD79a) en az ikisinin pozitif
olmas: gerekir.

CD34, lenfomalarla ayirici tanida

Hematogonlar: Hematogonlar kemik iliginde,
eser miktarda da periferde bulunan CD10+,
CD19+ htuicreler olup; KI deki istirahat halindeki
6nct B htucreleri (timustaki T 6nctlerine karsi-
ik olacak sekilde) tanimlamak icin kullanilir.
Kemoterapi sonrasinda, kék hticre naklinden
sonra sayilari ¢ok arttigindan, bu dénemlerde
incelenen KI 6rneklerinde hematogonlarin malin
htucreler ile karistirilmamasina 6zen gosterilme-
lidir.

2.1.1.3 T Hiicreli Akut Lenfoblastik Lé6semi

T-ALL eriskin ALL lerin %25 cocukluk cagi-
nin ise %15 inden sorumludur. Blastlarin CD45-
SSC dagilimina goére lenfoblast/ miyeloblast/
monositik bolgede yer alabilmeleri nedeniyle
“gate” almak zor olabilir. FSC degerleri de yuk-
sek olabilir(btiytik hticreler). T- ALL tanisi igin
sitoplazmik ya da ytzeyel CD3 varligi kosul olup;
CD2 veya CD7 varligl tani icin yeterli degil-
dir. Siniflama timik farklilasma evrelerine gore
(CD1,4, 5,8) yapilir (tablo 5). CD10, iyi prog-
nostik bir isarettir. T-ALL de spesifik T hticre
antijenlerinin bulunmamasi (Ag kaybi), aberan
eksprestyonlar cok tipiktir.

ALL olgularin1 DNA iceriklerine (ploidi) goére
siniflamak da mtimkutndur. Hiperdiploidi daha iyi;
hipodiploidi daha kétti prognoz isaretidir.

Tablo 5. T hiicreli ALL de tipik immunfenotipik ozellikler

ALL tipi Immunfenotip Notlar
Pre(pro)T-ALL 3+, 7+, diger T antijenleri- ~ Kdtii prognoz
Erken kortikal 2+, 5+, 7+, TdT parlak+

timik

Geg Kortikal la+, 24, 5+, 7+, Seyrek

timik dual 4+/8+,
minimal s3+, TdT+

Medullar 2+, 5+, 7+, 4+

veya 8+, TdTc, 3+

Sayilar CD no ifade etmektedir (6r: 3=CD3), +: pozitif, -: negatif, +: degisken c: Sitoplazmik,
s: yiizeyel,
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cony B: monositik,
gg:f' T C: granulositik,
D335 CD235a D: eritroid hiicre gelisimi ve

immunfenotipik dzellikleri

2.1.1.4 Bifenotipik Akut Lésemiler

Losemik hticre uzerinde lenfoid ve miyeloid
antijenlerin birarada bulundugu bir erken 6ncu
hticre(pluripotent) malinitesi olarak tanimlanir.
Bu durumun lenfoid antijen tasiyan AML ya da
miyeloid antijen tasiyan lenfoid malinitelerden
farkli oldugu vurgulanmalidir. Bu ayrimi kolaylas-
tirmak icin bir skorlama sistemi kullanilamakta
olasa da bazi arastirmacilar, antijen sayisina gore
yapilacak bir degerlendirmenin dogru olmadigini
diastnmektedir. Huicre serilerini en iyi tamimla-
yan antijenler B hticre icin CD22, T htcre icin
CD3, miyeloid hucreler icin MPO dur. Nadir ola-
rak ayni anda iki farkli malin hiicre serisinin bir
arada bulundugu durumlar s6z konusu olabilir
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ki “mixed lineage” veya “bilineage” 16semi olarak
adlandirilir.

2.1.1.5 Akut, farkhlasma géstermeyen

(undifferantiated) Lésemiler

Losemilerin %1 kadari siniflandirilamamakta-
dir. Bu olgularin tipik olarak CD34+, HLA-DR+, ve
genellikle CD38+, CD7+ olup, bir hiicre serisine
6zglin olan baska bir antijen tasimadiklar: gérii-
Iar.

2.1.2 Kronik Miyelositer Losemi (CML, KML)
ve NON-KML Miyeloproliferatif Hastaliklar
(NCMPDS)

ASM nin KML nin kronik fazinda kullanimi
sinirhidir. Hucrelerin en az %10 unda miyeloid
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seri antijenlerinin dagiliminda (6zellikle CD33,
CD13) artma ya da azalma yéntnde degisiklikler,
iki miyeloid antijenin dagilimindaki senkronizas-
yonun bozulmas: (6r. CD13- CD16, CD11b-CD16
arasinda) izlenebilir. Blastik transformasyonda ise
farklilasmanin lenfoblastik ya da miyeloblastik
yonde mi oldugu taninabilir. Ber-abl onkogenine
6zglin antikorlar, KML htcrelerinin belirlenme-
sinde kullanilabilir.

Non-KML miyeloproliferatif hastaliklarda CD2,
CDS5, CD7, CD56,CD36, CD71 gibi miyeloid olma-
yan antijenlerin aberan ekspresyonu bulunabilir.
Birden ¢ok antijen dagiliminin bozulmasi s6z konu-
sudur. Anormal veriler arasinda: (1) polisitemia
verada bcl-XL ekspresyonunda artma, (2)esansiyel
trombositozda  trombosit ylzeyindeki gpla/Ila,
gplb ve gpllb/Illa da azalma, p-selektin, trombos-
pondin, gplV ve c-Mpl de artma, (3) Miyeloprolifera-
tif baz1 hastaliklarda miyeloid hticrelerde CD66 ve
CD14 tin aberan koekspresyonu bulunabilir. ASM
ile kronik miyelomonositer 16semilerdeki monosit-
lerin orani ve bu monositlerdeki anormal antijen
ekspresyonlari(6r CD13, CD14 CD15 de azalma,
CD56 ekspresyonu) belirlenebilir.

Miyelodisplaziler(MDS):

Immunfenotiplemenin tanisal ve prognostik
6nemine dair calismalar olsa da standart tanim-
lamalar yoktur. Klonal bir sitogenetik anomali
bulunduran olgularda aberan antijen ekspresyon-
lar1 (NCMPD deki gibi), hticrelerin 1sik sacilim 6zel-
liklerindeki degisiklikler (6zellikle hipograntilarite)
dikkat cekmektedir.

2.1.3 Kronik Lenfoproliferatif Hastaliklar

ASM, malin (klonal) lenfoid proliferasyonun
benign proliferasyondan ayrilmasinda, T-, B-
hticre kaynaginin belirlenmesinde ve ayirici tani-
daki secenekleri minimale indirmek konularinda
yardimci veriler saglar. Tanimlayici tek bir antijen
olmasa da antijenlerin dagilma 6zellikleri, yogun-
luklari yol géstericidir (tablo 6).

2.1.3.1 Kronik Lenfositik L6semi, CLL

Erigkin losmiler arasinda en sik gortlen tip
olan CLL de, CD5+, CD19+ olmas tipiktir.. CLL
ve SLLnin ayni hticreden kéken alan ancak doku
dagilimi farklilik géstern hastaliklar oldugu dust-
nulmektedir. CLL nin atipik morfoloji gdsteren bir
alt grubunda slg parlak+, CD20+, CD23-, FMC7+
CD79b+ izlenir. Bu durum trizomi 12 ve kot
prognoz ile birliktedir. Immunfenotip ile “high
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grade” tansformasyon(Richter) ve prolenfositik
transformasyonlarin CLL den ayrilmasi mimkin
olmaz. CD5- CLL tanisi stiphe ile karsilanip; diger
“low grade” lenfomalarin ekarte edilmesi gerekir.
CLL/SLL olgularinda aberan antijen ekspresyon-
lann (CD2, CD7, CD10, CD13, CD33, CD34) bek-
lenen yasam suresinin kisa olmasi lehinedir. Zap-
70 ekspresyonunun Ig agir zincir mutasyonlari ile
iligkili oldugu ve koétti prognoz, hizli seyir lehine
bir veri oldugu bilinmektedir (tablo 7).

2.1.3.2. “Non-Hodgkin” Lenfomalar, NHL

NHL, genelde doku biyopsilerindeki tipik
immunfenotipik 6zellikleri ile taninir. Kan ve kemik

Tablo 6. B hiicre Lenforoprliferatif hastaliklarinda fenotipik dzellikler

Hastalik Immunfenotip Notlar

CLL/SLL 5+,19+, 20 z+, DR+, 5,19 ko ekspresyonu
slgM/D z+, 23parlak-+, tipik
FM(7-, 10-,

22-, klonal hafif zincir z+

PLL slg parlak+, 5-, 22+, 19+, %50 sinde 5+
20parlak+, DR+, FMC7+, 23-,

10-

MCL 5+, sigM parlak+, slgD+,23-, | >k, t(11;14)
19+, 20+, DR+, 22+, 43+, 10-

FCC slg parlak+, 5-, 10+, 23+, 19+, <%20 10-
20+, DR+, 22+, 43-, 11¢-

MZL 19+, 20+, DR+, 22+, slg+, MALT&monositoid
¢+, 5-,10-, 23-, 21-, 24,25, B-NHL

SMZL/SLVL 19+, 20+, 22++, slgparlak-+,
24+, 5-,103-,

HCL 19+, 20++, DR+, 79a+, HCLvariant: 11c z+,
25+,103+, slg ihmli+, FMC7+,  25z+
21-,5-,10-,23-, 11c+++,
22++

LCL slg- olabilir, 19+, 20+, 22+, 34-  Bilyiik hiicreli
, TdT-, 45+, karsinomdan ayrir
Anaplastik LCL: 30+, 25+, 71+

“Hodgkin”  Genellikle: 30+, 70+, 15+,45-,  Nodiiler lenfositten

Hastaligi B7/BB1 +++ zengin HD farkli bir tip

RS hiicreleri olup; 20+,45+,15-,30-,

Aktivasyon: 25+, DR+, 71+
T antijenleri: %50 sinde 2,3,4 +

Sayilar CD no ifade etmektedir (6r: 19=CD19), DR=HLA-DR, +: pozitif, -: negatif, +: degisken
z+: zayif pozitif, CLL: kronik lenfositik 1dsemi, SLL: kiiciik lenfositik lenfoma, PLL: prolenfositik
losemi, MCL: “Mantle cell” lenfoma, FCC: “Follicular center” hiicreli lenfoma, SMZL: splenik
“marginal zone” lenfoma, SLVL: villoz lenfositli splenik lenfoma, HCL: “hairy cell”losemi,

LCL: Bilyiik hicreli lenfoma, RS: Reed Stenberg hiicreleri, kalin yazilanlar karakteristik
ozellikleri vurgulamaktadir

70- goriilir
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iligi 6rneklerindeki karakteristik bulgular daha az
tanimlanmistir. Taninin morfoloji ve immunfeno-
tipik bulgularla birlikte koyulmasi gerekir.

“Mantle Cell” lenfoma: Immunfenotipleme;
blastik MCL nin (sIg+, CD5+, TdT-) lenfoblastik
lenfomadan (sIg-, CD5-, TdT+) ayrilmasinda kul-
lanilabilir, CD23 ile de CLL ile ayirict tani mim-
ktin olur (tablo 6). CyclinD1’in molektler analizini
gerektiren durumlar olabilir(zayif CD23 ekspres-
yonlar1) . CD79b MCL ‘de pozitif iken CLL/SLLde
genellikle bulunmaz.

“Follicular centre cell” lenfoma: Tim lenfoma-
larin yaklasik %45i bu tipte olup; akim sitomet-
rideki 1s1k saciimindan(FSC) buytk htcrelerin
orani saptanabilir. Ancak bUuyltk htcreler daha
duyarl olduklarindan, hazirlik islemleri sirasinda
parcalanmalari ve taninmamalar: sik karsilasilan
bir durumdur.

“Marginal zone” lenfoma: Mukozalardaki len-
foid doku (MALT, eksta nodal) ve monositik B
huicreli (nodal) lenfomalar, bu grupta yer alir,
immun fenotipik Ozellikleri benzerdir. Kan ve
kemik iligi 6érnekleri yerine lenf nodultinden yapi-
lacak immunfenotipleme daha anlamhdir. MCL,
CLL ve HCL den ayirici tanisi gerekir, variant HCL
ile ayirimi zor olabilir.

“Hairy cell” 16semi: dogru tedavi ile tedavisi
mumkun olan bir hastalik oldugundan taninmasi

Tablo 7. Lenfoid/Plazma hiicre hastaliklarinda immunfenotipik
prognostik isaretler

Hastalik Isaretler Prognostik nemi
CLL/SLL (D2,(D7 Tiimii kisa 0S ve
10 hizli progres ile
(D13, (D33 karakterize
(D34
(D38
ZAP-70
MUM1

Plazma hiicre diskrazileri

(D11c, (D13, Cd14,

Miyelomonositik

(D15, (D10 isaretler ve (D10,
kisa 0S ve agresif
hastalikla birliktedir

Bilyiik B hiicreli Lenfoma  Bcl-2 Kisa 0S, ileri evre

(D10+, Bcl-6+, lehine

MUM?1-(germinal
merkez fenotipi)

Uzamis 0S, uzun
hastaliksiz yasam
lehine

CLL: Kronik lenfositik [asemi, SLL: Kiigiik lenfositik lenfoma, 0S: “Overall Survival”
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6nemlidir. CD11c, CD103, CD25 gibi antijenlerin
varligi tipiktir. Stpheli durumlarda(splenomegali,
Kl aspirasyonunda zorluk, pansitopeni) bu anti-
jenlerin aranmasi gerekir. Tedaviye farkli yanit
veren variant tipinde CD25- beklenir.

“Large Cell” lenfoma: Perifer kaninda pek
gorulmeyen bu hucreler, hassas olup kolayca
parcalanabilir. ASM incelemesinde “debri”lerin
bulundugu kis1 kalabaliktir. Erigkinlerde genellik-
le B huicreli olup, immunfenotipi ile diger buytk
hticreli kanserlerden ayrilabilir. T hticreden zengin
B hticre lenfomalarinin HH ve T hticreli lenfoma-
lardan ayrilmasi zordur. Genellikle slg(-) oldugun-
dan monoklonalite de gosterilemez.

“Anaplastic large cell” lenfoma: CD30+ olan bu
htcreler, aktivasyon isaretlerini de (CD25, CD71,
HLA-DR) tasimalar1 karmasaya neden olabilir.
Tan1 icin immunfenotip, morfoloji, klinik 6zellik-
leri birlikte degerlendirilmelidir.

2.1.3.3 “Hodgkin” Hastaligt

Hodgkin Hastaliginda malin hticrelerin sayisi
az olup ( <%1) cogunlugu enflamatuvar huicreler
olusturdugundan CD4+ htcrelerin hakim oldugu
karisik bir hticre toplulugu izlenir. Reed Sternberg
hucreleri  bireyler arasinda degisip; bazi calis-
malarda CD30+ B htcreler, bazilarinda sadece
poliklonal hiicreler veya karisik hticre toplulukla-
rindan bahsedilmektedir.

Tablo 8. T hiicre lenfoproliferatif hastaliklarinda fenotipik ozellikler

Hastalik Immunfenotip Notlar
T-PLL 2+, 3+, 5+, 7+, Dual 4+/8+, 4-/8+ nadir
4+, 8- 4+-/8-: tedaviye daha iyi yanit
T-LGL losemi 2+,3+,5-,7-, 4, 3+,56+: daha agresif
8+, 16+, 11b+, 56-,
57+, 25-
NK-LGL 2+,3-, 16+, 56+, 4-,
8+, 57-, 25-
MF/Sézary 24,3+, 5+,7-, 4+, Tani zor TCR gen rearanjmani
8-, 25- gosterilmedikce reaktif T
hiicre proliferasyonu ekarte
edilemez
Erigkin T 24,3+, 5+, 7- 4+,8-, L selektin ekspresyonu T

[osemi/lenfoma  25parlak+

T-CLL PR 3, 3R 1Ry AR
8-, 25-

Sayilar (D no ifade etmektedir (6r:3=CD3), +:pozitif, -: negatif, +:degisken, LGL: “Large

granular Lymphocyte”, NK: “Natural Killer Cell’, MF: mycosis fungoides

Aberran patern , nadiren 8+
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2.1.3.4 T Hiicre Hastaliklar

Bu hastaliklarda perifer tipi T hticre fenotipi
izlenir. CD3 yanisira CD4 veya CD8 pozitiftir. Nor-
mal T hiicre antijenlerinin kayb:1 ya da yogunluk-
larinin degismesi tipiktir (tablo 8).

2.1.3.5 “Large granular” Lenfositik (LGL)
Lésemi

LGL Losemi morfolojisi tipik olup; fenotipine
gore T ve NK olarak ikiye ayrilir

T-LGL’de CD24, CD3+, CD8zayif+, CD16+,
CD57+, CD56-, CD5-, TCR+ olup; genellikle n6t-
ropeni ve otoimmun hastaliklar eslik eder, daha
sessiz seyreder.

NK-LGL'de CD2+, CD16+, CD56+, CD3-, CD4,
CD8-, CD57-, TCR- izlenir. Anemi, trombositopeni
ve hepatosplenomegali daha belirgin olup; daha
agresif seyreder.

LGL nin CD3+, CD56+ olan bir varyanti hepa-
tosplenik g d hticre lenfomasi olarak da bilinmekte
ve kotli prognoz goéstermektedir.

2.1.4 Multipl Miyelom

Plazma hticreleri farklilastikca B hiicre antijen-
lerini (CD19, CD22, slg, HLA-DR), CD45i kaybeder
ve CD38(cok parlak), PCA-1, CD138 gibi yeni anti-
jenler tasir. CD 38, T, NK htucrelerde monosit-
lerde de bulundugunda tek basina degil de CD56,
CD45, gibi diger antijenlerle birlikte kullanilirsa
daha iyi bir ayirim saglanabilir. Tipik fenotipler
soyle 6zetlenebilir:

Primitif plazma htcreleri: CD45++, CD38++,
CD19+, CD10+, CD56+, VLA5+

Immatiir plazma hticreleri: CD45+, CD38++

Mattr plazma htucreleri: CD45-, CD38++,
CD19-

Primitif hiicrelerin varligi kétli prognoz isare-
tidir.

Miyeloma aslinda kemik iliginin bir hastali-
g1 olsa da bazi miyelom hastalarinda ve reaktif
durumlarda(karaciger hst, HIV) perifer kaninda da
plazma hticrelerine rastlanabilir. Her iki durumda
da immatir plazma huicreleri bulunabilir ve 6zglin
olmayan bir uyarilma isaretidir. Matir hticreler ise
sadece aktif hastaligi olan miyelom hastalarinda
bulunup monoklonal 6zelliktedirler. Kemik iligin-
deki huicrelerde CD138 ve VLAS eksprese edilir-
ken; periferdeki hiicrelerde bu antijenler yoktur
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ya da c¢ok zayif eksprese edilirler. Kemik iligindeki
miyelom hticrelerinin normal plazma htcrelerin-
den farkli olarak CD56 ekspresyonlarinin ytuksek
oldugu gorulur.

2.1.5 Paroksismal Nokturnal hemoglobintiri

(PNH)

PNH, nadir gortilen edinsel, klonal bir hasta-
lik olup; Posfatidil Inozitol Glikan sinif A (PIG-A)
genindeki mutasyonlara bagl ortaya cikar ancak;
klonal gelisme icin bu mutasyonun varligi yeter-
li degildir. Hemoliz ve hemoglobintliri, periferik
kanda sitopeni, vendz tromboza yatkinlik en
karakteristik klinik bulgulardir. PNH, Miyelodisp-
lastik Sendrom, Aplastik Anemiye eslik edebilir
veya donusebilir. Hicre memranina Glikozilfos-
fatidilinozitol (GPI) ile bagli bulunan proteinlerin
eksikligi s6z konusudur. Bu proteinlerden CDS5S5,
CD59un eksikligi “membran attack complex”,
MAC’1n eritrositleri parcalamasina neden olur.
Eritrositler yanisira granulosit, monositlerde de
bu proteinlerin eksikligi goérialtir. Garnulositler
icin CDS5, CD59 CD66b, monositler icin CDSS5,
CD59, CD14, CD48 in en iyi belirleyiciler oldugu
CD16 nin eozinofillerde bulunmamas: nedeniyle
eksikliginin dikkatle degerlendirilmesi gerekti-
gi bilinmektedir. PNH eritrositleri fenotiplerine
gbre 3 gruba ayrilabilir. PNH I komplemana
duyarligin normal oldugu tip olup; CDS55,CD59
eksikligi gosterilemez. PNH III ise hassasiyetin
15-25 kat fazla oldugu tipi temsil eder ve CDS55,
CDS59 ekspresyonu hic yoktur. Tip II hticreler ise
komplemana orta derecede hassasiyet gOsterirler
ve bu proteinler icin kismi bir eksiklik s6z konu-
sudur. PNH klonunun buyutkltigtint saptamak
icin eritrosit ve lenfositlerden ziyade granulosit
ve monositklerdeki ekspresyonunun kullanilmasi
onerilmektedir.

2.1.6 Minimal Residiel Hastalik (MRD)

Hematolojik malinitelerin tedavisini taki-
ben MRD’nin tesbiti giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Genetik isaretler icin kullanilan
molekiler yodntemler, cok az sayidaki timor
hticrelerinin  bile Dbelirlenmesini saglar. ASM
ile 1s1k sacilim o6zelliklerinden de yararlanarak
uygulanan multiparametrik analizler ile MRD
belirlenebilir. Onemli olan tiimére 6zgiin olan
antijen/sinyallerin kullanilmasidir. Bunlar tani
anindakiler ile ayni olabilir veya, hastaliklardaki
klonal degisimler nedeniyle fenotipte degisiklik-
ler ortaya ¢ikabilir. Duyarlilik 10-3-10* duzeyle-
rindedir. Nadir gértilen aberan bir ekspresyon,
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MRD icin uygun bir takip parametresidir. Kemik
iligindeki hematogonlar, pre B hticreleri ile ayni
antijenleri tasirlar. Bu htucreler ancak antijen
ekspresyonunun siddeti veya eslik eden aberan
bir antijenden yararlanarak malin htcrelerden
ayrilabilir.

Losemik lenfoblastlarda 11g23 anomalisi
bulundugunda, MRD tesbiti icin 7.1 antijenine

yonelik antikorlar kullanilabilir.

B htucreli CLL de CD19, CDS birlikteligi %5
duyarlikla MRD yi saptarken bu ikiliye k/1
monoklanalitesinin eslik etmesi halinde duyarhik
%1’e yukselir.

Tek bir 6lcimde MRD nin pozitif olmas: relap-
sin habercisi olabilirse de ardisik 6lctimlerde MRD
varligl relaps icin cok daha iyi bir gostergedir. Bu
konu ilgili konusmacilar tarafindan ayrica islene-
cektir.

2.2 Hiicre DNA Iceriginin Belirlenmesi
(PLOIDY)

DNA, cift sarmalla selat yapabilen floresan
boyalarla isaretlenebilir. Boyama sitokiyometrik-
tir; yani boyanin miktar:i hticrede bulunan DNA
miktariyla dogru orantilidir. Bu amacla en sik
kullanilan boyalar Propidyum Iyodtr (PI), DAPI,
Hoechst duir. Bu tir florokromlarin bir kismi sade-
ce DNA ya baglanirken cogu DNA ve RNA ya bag-
lanabilme o6zelligindedir. Bu durumun sonuclar:
etkilememesi icin DNA’nin, htlicre zar1 gecirgen
hale getirildikten ve RNAse ile islem gordikten
sonra boyanmasi 6nerilmektedir.

Diploid bir hticredeki DNA miktari 2n ola-
rak tanimlanir (sekil 3). Bu durumda test edilen
hticredeki DNA’nin normal hticrelerdeki DNA mik-
tarlarina oranlanmasi ile elde edilen deger DNA
indeksi olup; hiicrenin DNA igerigini yansitmak-
tadir. Normalde 1 +/- %10 olmas1 beklenir; bun-
dan farkli degerler bulundugunda anaploididen

Tablo 9. Hematolojik malinitelerde anaploidi nedeni olabilen
kromozomal degisiklikler

Hastalik Kromozomal dedgisiklikler

+8 (%13), -7(%10)

+12 (%30)

Akut lenfoblastik Losemi +4,+6, +10, +14, +17, +18, +20
“Non-Hodgkin” lenfoma +12

Akut Miyeloid Losemi
Kronik Lenfositik Losemi

Molekiiler Hematoloji ve Sitogenetik Alt Komitesi
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Sekil 4. Hiicre dongiisiine elik eden proteinler

soz edilir. DNA indeksinin >1 olmas1 hiperploidi,
<1 olmas: hipoploidi olarak tanimlanir. Anaplo-
idinin bulunmas: malinite lehine bir bulgu olsa
da bu her zaman dogru degildir; benzer sekilde
anaploidi daima kotti prognozun bir isareti ola-
rak algilanmamalidir. Hematolojik malinitelerde
en sik karsilasilan anaploidi sebepleri tablo 9’da
Ozetlenmistir.

Akim Sitometresi ile hlicrelerin hangi béltinme
fazinda ne miktarda hticre bulundugunu tespit
etmek de muUmkundur. Bu sekilde hucrelerin
cogalma hizlar1 hakkinda bilgi toplanir. Diploid
hucreler, GO /G1 fazinda yer alirkan S (sentez)
fazindaki hucrelerin DNA icerigi diploid ile tet-
raploid hticreler arasinda olacaktir (sekil 3). G2
ve Mitozdaki htlicreler ise 4n miktarinda DNA
tasidiklarindan tetraploid olarak izlenecektir.
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S+G2+M fazindaki hticreler § Fazi Fraksiyonu
(SPF) olarak tanimlanip; SPF nin ytksek olmasi,
proliferasyon hizinin ytksek oldugunun bir gés-
tergesidir.

Huicre donglisi analizlerinde: analiz edilecek
hticrelerin secimi ve kullanilacak yazilim program-
larinda secilen modeller, karsilastirilabilir sonuc-
lar elde edilmesinde buytuk 6nem tasir.

Huicre doéngltisti analizlerinde karsilasilan bir
problem malin olan ve olmayan hucrelerin bir
arada bulunabilmesidir. Bu durumda DNA y1
igslaretlemeden o6nce malin huicreleri ayirabilecek
bir antijeni(ér: epitelyal kékenli hticrelerde sitoke-
ratin, B lenfoid timoérlerde CD19..... ) isaretlemek
yardimeci olabilir.

Hiicre dénglisti analizlerini hlicre dénglstine
eslik eden proteinlerin 6l¢cimu ile ile es zamanlh
degerlendirmek de muimkutndur (sekil 4).

1.3 Hematopoetik K6k Hticrelerin Sayimast

Kemik iligi 6rneklerindeki 16kosit sayis1 graft
kalitesi hakkinda bir 6én bilgi verse de perifer
kan o6rneginde hematopoetik koék hicreleri-
(HPKH) saymadan hizli bir degerlendirme yap-
mak muUmktn degildir. Multiparametrik 6l¢ctiim-
ler kullanilan ASM calismalar ile: (1)Perifer
kanindan toplanan CD34+ HPKH ve progeni-
torler sayilarak, toplanan urtntn kalitesi
degerlendirilebilir.(2) énceden yapilan sayimlar,
hticre toplanmasi icin optimal zamanin belirlen-
mesini saglar. Ozellikle MM gibi mobilizasyonun
ilerleyen gtinlerinde malin hiicre kontaminasyo-
nu riski artan durumlarda en erken dénemde
urtin toplanmasinin 6nemi vurgulanmalidir.
(3)Cesitli sitokinlerin ve /veya kemoterapi rejim-
lerinin CD34+ hiicre sayilarini ve alt gruplarini
nasil etkiledigi incelenebilir. (4) Aferez Grtintine
yapilan muidahalelerin etkisi degerlendirilebilir
(viyabilite, CD3 eksiltilmis Urtnlerde kalan T
lenfosit, HPKH sayilar1) (5) Kriyoprezervasyonun
hticre canliligl tizerine etkisi degerlendirilebilir.
(6) CD34+ htucrelerin alt gruplar:1 degerlendiri-
lebilir .CD34+, CD38-, lin-, CD90+ hftcrelerin
uzun sureli kalict engrafmanda; CD34+, CD41+
/CD61+ /CD62L+ htcrelerin erken dénem eng-
rafmanda O6nem tasidigini gésteren caligsmalar
vardir.

Istirahat halindeki HPKH lerin CD34- olduklar:
ve uyarict bir sinyal aldiklarinda CD34 ekspresyo-
nunun basladig bilinmektedir; CD34, aktif HPKH
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belirleyicisidir. Kord kan1 6rneklerinde lin-, CD38-
, CD7-, CD133 + htcrelerin de hematopoetik akti-
vite gosterdigine dair veriler olsa da “multilineage”
hematopoez kapasitesi tasiyanlarin CD34+ hticre-
ler oldugu kabul edilmektedir.

ASM ile CD34 sayimi i¢in: (1)Beyaz kuiredeki
(BK) CD34+ hiicre oranlari1 bulunup hemog-
ramda elde edilen mutlak BK degerleri kul-
lanilarak hesaplanir(Dual platform). (2)Birim
hacimde bulunan CD34+ huicre sayis1 dogrudan
6lculur(Single platform) Bu 6l¢tim i¢in ya volu-
metrik cihazlar kullanilir ya da mutlak sayisi
bilinen parlak floresan veren boncuklar ekle-
nerek birim hacimdeki hticre sayis1 hesaplanir.
Bu yoéntemle kan dis1 trtnlerde (kord kani,
kemik iligi gibi) gortlebilen c¢ekirdekli kirmizi
ktire ya da ktime trombositlerden kaynaklanan
hatali BK sayimlarina bagli hatalar dislanmais
olur. Laboratuvarlar arasi degiskenlik azalir.
Sayimlar i¢in secilecek antikorlar, “Class” III
veya II epitoplara 6zgin olmali ve tercihan
Phycoerytrin (PE) isaretli olmalidir, “Class”II
FITC konjuge antikorlar kullanilmamalidir . En
sik kullanilan “Single”platform ISHAGE metodu
ile yapilan o6l¢cuimlerdir. Yonteme yapilan bazi
eklemeler ile CD34+ htuicre alt gruplarinin veya
hticre canliliginin da degerlendirilmesi mum-
ktn olmaktadir.

Son yillarda kullanilmaya baslanan bir tek-
nikte yuksek miktarlarda aldehit dehidrogenaz(-
ALDH) aktivitesi bulunan hticreler tesbit edilerek
kok hticreler taninmaktadir. Urtine déntistiikle-
rinde floresan verme 6zelligi olan ALDH subs-
taratlar1 kullanarak akim sitometresi araciligiyla
fazla floresan veren kok hucreler taninip, mik-
tarlar: belirlenebilir.

1.4 Hiicre Canliligin1 Tesbiti, Apoptoz ile
Tlgili Caligmalar

ASM ile Immunfenotipleme uygulamalarinda
6zglin olmayan antikor baglanmalarindan kaci-
nabilmek icin canli hticrelerle ¢calisilmasi gerekir.
Bu amacla 7AAD, Propidyum Iyodur(PI)gibi flore-
san veren boyalar kullanilarak hic¢ bir 6n islem
yapilmadigi halde membrani gecirgen hale gelmis
olan hticrelerin DNAsinin boyanmasi saglanarak
canli/6l4 hucre ayirimi yapilabilir. Canli hiicreler
floresan vermezken 614 htucrelerin kullanilan flo-
rokromun o6zelliklerine gore farkli sinyal verdikleri
gozlenir.
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Akim Sitometresinin nekrorobiyolojide kullani-
minin 2 temel amaci vardir:

1. Héicre o6lumune eslik eden molektler ve
fonksiyonel mekanizmalarin aydinlatilmas:

2. Oli hiicrelerin miktarinin tayini, apoptoz ve
nekroz ile olusan 6limlerin ayirt edilebilmesi

Hucre 6limune eslik eden molekiller arasin-
da en cok calisilanlar: bcl-2 ailesinin elemanleri,
kaspazlar, protoonkojenler (6r:c-myc, ras...), timor
suprese edici genler (6r: p53, pRB....)dir. ASM’de
fonksiyonel analizler de yapilabildigi icin mitokond-
rial membran potansiyelindeki degisimlerin o6lctl-
mesi, oksidatif stresin belirlenmesi, hticre ici pH
ve iyonize Ca duizeylerinin 6lctilebilmesi ile apoptoz
hakkinda yardimeci bilgiler toplanabilir. ASM’nin en
buytk avantaji ise bu 6lcimlerin birkacinin ayni
anda ayni hticre tizerinde yapilabilmesidir.

Apoptozun belirlenmesi icin kullanilan c¢ok
sayida yéntem vardir. (1)Akim sitometresinde 1s1-
gin dar(FSC) ve dik aci ile kirilma(SSC) 6zelliklerin-
den yararlanilarak sirasiyla hiticrenin boyutlar: ve
grantiler yapisindaki degisiklikler kaydedilir. Apo-
tozun erken doénemlerinde huicredeki blizismeye
bagli olarak FSC de bir azalma meydana gelir,
SSC’de baslangicta genellikle bir farklilik gézlen-
mese de bazi hiicrelerde SSC’nin kromatindeki ve
sitoplazmadaki yogunlasmayi yansitacak sekilde
arttigi  gozlenir.Olay ilerleyip hticre btiztistince
ise SSC nin de azaldig1 gozlenir. Nekroz olayinda
ise huicrede btizisme degil sisme oldugundan FSC
baslangicta bir artis gosterir; plazma membrani-
nin yirtilip sitozoliin bosalmasini takiben FSC ve
SSC de belirgin bir azalma goze carpar. (2)Plazma
membranindaki fosfolipidlerin dagilimi incele-
nebilir Plazma membranindaki fosfolipidler i¢c ve
dis yapraklar arasinda asimetrik bir dagilim gos-
terirler, apoptoz sirasinda bu asimetri bozularak
fosfatidilserin, hiticre membraninin dis yapragina
gecer. Antikoagulan bir protein olan Annexin V’in
yuksek affinite ile fosfatidilserine baglanmasindan
yararlanarak florokromla isaretli anti-Annexin
araciligr ile apoptotik hticreler saptanabilir. (3)
plazma membranindaki aktif transportun kaybi
degerlendirilebilir, ya da mitokondrial membran
potansiyelindeki degismeler o6lctilebilir.(4) Bazi
yontemler ise apoptoz sirasinda meydana gelen
DNA fragmanlarini saptamada yardimci olur
Ortama disaridan eklenen “terminal deoxynucle-
otidyltransferase (TdT)” aracilig: ile gerceklesen bu
deney, TUNEL deneyi (Tdt Mediated deoxyUridine
Triphosphate-biotin Nick-End- Labeling) olarak
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adlandirilir. ASM ile apoptoza eslik eden proteaz-
lar, kaspazlar ve “serine” proteazlarin aktivasyonu
holctilebilmektedir.

1.5 Coklu flag Direncinin (MDR) Tesbit

Edilmesi

MDR, hematolojik malinitelerde kemoterapiye
yanit alinmamasinin 6nemli sebeplerinden biridir.
MDR nin p-glikoprotein(p-gp) olarak bilinen ATP-
bagiml bir ila¢ pompasinin etkisiyle ortaya ciktig
bilinmektedir. P-gp’ye ve ila¢ direnci ile ilgili diger
proteinlere yoénelik cesitli antikorlar (MDRI1 cesitli
klonlari, LRB1, MRP) kullanarak MDR varlig
hakkinda bilgi alinabilir. Ancak bu proteinlerin
normal htcrelerde de bulunabilmesi degerlendir-
meyi zorlastiran bir faktérdir . Pgp fonksiyonun
Rhodamine 123, Hoescht gibi floresan veren subs-
tratlarin hucre igine alinip/disina atilmalarina
bagli gortlen floresan sinyal degisklikleri ile takip
edilmesi fonksiyonel bir 6lciim oldugundan MDR
tesbiti icin daha duyarli ve 6zgliin oldugu kabul
edilir. Bu konu ilgili konusmacilar tarafindan
ayrica islenecektir.

1.6 Hiicresel Immun Yamtin Belirlenmesi

Cesitli hematolojik malinitelerde timor antijen-
lerine kars1 mevcut olan ya da gelistirilen hticresel
yanitin 6lctilmesi 6nem tasir. Bu sekilde tGmor
asilart gibi cesitli tedavi uygulamalarinin sonug-
larin1 degerlendirmek de mimkiindur. Uzerinde en
cok calisilan malinitelerden biri KML olup; peptid
baglayan tetramer ya da pentamer yapisinda HLA
kompleksleri kullanilarak ber-abl peptidlerine reak-
tif T hiicrelerin kantitatif tayini mtmkitin olmakta-
dir. AML, MM ile ilgili benzer calismalar mevcuttur.
AML blastlarinda WT1, proteinaz3 kaynakli peptid-
lere karst immun yanitin artmis oldugunu; Miye-
lomda ise viral antijenlere karsi yetersiz immun
yanit olustugunu destekleyan veriler vardir.

Bir diger uygulama alani da minér doku anti-
jenlerine (mHags) 6zglin sitotoksik hiicre kullani-
midir. K6k hticre naklinden sonra goriilen relaps
olgularinda minor doku antijenlerine 6zglin Sitoto-
sik T lenfositlerin verilmesi ile bu antijenler araci-
higiyla antilésemik etki saglanabilmektedir. ASM,
olusan bu yanitlarin takibi icin iyi bir aractir.

Antijenik bir uyarana kars: gelisen hticre pro-
liferasyonun CFDA gibi bir florokrom aracilig: ile
takibi de mtmktndtr. Bélinen bir hiicrede her
bolinme floresan miktarinda azalmaya sebep
olacaktir. Bu yontemle ardisik 5-6 bélinme takip
edilebilir.
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Antijenik bir uyarani takiben T htcrelerdeki
htuicre ici sitokinlerin ASM ile tayini olusan immun
yanitin tipi hakkinda yararli bilgiler saglayabilir.
Bu calismalarin aktivasyonu takip eden hangi
zaman diliminde yapildigi, kullanilan yontemler,
kontrol icin secilen hticreler ve yontemler alina-
cak sonuclar tizerinde dogrudan etkili oldugundan
iyi planlanarak kullanilmas: gerekir.

Uyarilan htuicrelerin fenotipinde meydana gelen
degisikliklerden yararlanarak 4-18 saatlik bir
antijenik uyarani takiben yanitin degerlendirilme-
si mimkUindlr. Bu amacla en sik kullanilan anti-
korlar CD69, CD25, CD40L antijenlerine yonelik
olanlardir.

Sitotoksitenin, huicre ylzeyinde beliren
CD107a/b, salinan garanzim B/perforinin flore-
san isaretli antikorlar kullanarak olctilmesi de
mumkutndur.

1.7 Trombosit Calismalart

ASM kullanarak trombositlerin klinik 6nem
tasiyan hemen hemen tuim fonksiyonlarinin
Olctilmesi mumkuindtr. ASM ile trombositlerin
(1)Dustk degerlerde bile dogru sayimi, (2)yapim
hizlarinin degerlendirilmesi, (3)dolasimdan uzak-
lasmalarinin takibi, (4) tam kandaki agregasyon-
lari, (5) Aktivasyonlarinin takibi belirlenebilir Akti-
vasyona bagli glikoprorein (gp)Ilb/Illa reseptérde-
ki sekilsel degisim, granul salinimi ile ac¢iga ¢ikan
ogeler, diger hucreler ile etkilesimleri 6l¢tilebilir.

Immunplatelet sayimi: Hiicreye 6zglin antijen-
ler kullanarak trombositler sayilabilir ve trombo-
sit sayimi icin referans bir 6l¢ciim y6ntemi olarak
kabul edilmektedir. Boyle duyarl yéntemler kulla-
nildiginda transfiizyon gereklilik sinirlar1 10.000/
mcl ye kadar inebilmektedir. Antikorla(6r:CD41)
isaretlenen trombositlerle birlikte kandaki diger
hticreler de sayilip; trombosit/eritrosit orani belir-
lenir. Daha sonra kan sayim cihazinda elde edilen
KK sayim degerleri kullanilarak trombosit sayilari
belirlenir.Diger bir yéntemde ise ortama eklenen
floresan boncuklar araciligi ile birim hacimdeki
trombosit sayilari hesaplanir. Hizin yavas tutul-
mas1 ve kanin yeterince seyreltilmesi gerekir.

Retiktle Trombositler: Geng¢ trombositleri
temsil eden bu htucreler, ytksek RNA icerikleri
nedeniyle Thiazol Orange(TO) gibi ntikleik asitlere
6zglin boyalar ile isaretlenip ASM de sayilabilirler.
Benzer yontem retikulositlerin sayimi icin de kul-

lanilmaktadir. Retiktile trombositlerin dolasimdaki
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sayisi, trombopoetin uyarimi ile artar, kemik iligi
baskilandiginda ise azalir. Boéylece immun ya da
yikima bagli trombositopeniler, kemik iligi yetmez-
liklerinden ayrilabilir. Ancak adi gecen boyalarin
plastige kolayca baglanma 6zellikleri nedeni ile
her 6lciimden sonra cihaz dikkatle temizlenerek
takip eden immunfenotipleme calismalarini etki-
leyecek yalanci sinyaller yaratilmasindan kacinil-
malidir.

Trombositlerin immunfenotiplemesi: ASM ile
hticre ylzeyinde anormal glikoprotein ekspres-
yonundan yararlanarak Glanzmann’s trombas-
tenisi ( CD41/CD61 eksikligi), Bernard Soluier
sendromu(CD42a/CD42b eksikligi) gibi bazi
genetik trombosit hastaliklarinin taninmasi mim-
ktindur.

Trombositlerdeki “dense” grantllere giren
mepakrin gibi floresan boyalar: kullanarak; depo-
lama defektlerinin saptanmasi, grantil saliniminin
takibi mumkindutr.

Trrombositlere bagl antikorlar(Palg): ELISA
yontemlerine goére daha az islem gerektiren ASM
6lctimleri, trombositlere bagh antikorlarin belir-
lenmesinde kullanilabilir. Retiktile trombositlerle
birlikte kullanildiginda immun trombositopeni
ayirict tanisinda yol gostericidir.

Trombosit Aktivasyonu: Aktive olan trombosit-
lerde (1) Normalde grantullerde bulunan antijenle-
rin (CD62P, CD63) yuzeye c¢iktigi; (2) PAC-1, LIBS
gibi antijenlerde aktivasyondan sonra meydana
gelen sekil segisiklikleri nedeniyle yeni epitoplar
aciga ciktign gérilir. Immunfenotipleme ile bu
degisikliklerin saptanmasi mumkundar. Saglikli
sonugclar elde edilmesi icin 6rnekleme ile analiz
arasimnda gecen sUre, 6rnegin dogru hazirlanmasi
6nem tasir. Aktiflesen trombositler hizla dola-
simdan uzaklastiklar:i i¢cin mUmkin oldugunca
aktivasyon yerine yakin noktalardan oOrnekleme
yapilmalidir.

Trombositlere 6zglin ylizey antijenlerini tasiyan
ve trombositlerden ¢ok daha fazla trombojenik
olan trombosit mikropartiktillerinin taninmas: da
mUmkindur.

1.8 Trombosit Urtinlerindeki Lokositlerin Sayimi

Cok sayida trombosit transfliizyonu yapilan
hastalarda anti HLA antikorlarin gelismesinden
korunmak icin Urtn icindeki 16kosit sayisinin
minimal diizeylerde olmasi istenir. Bu amacla
kantitatif 6lcim yaparak birim hacimdeki 16kosit
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sayilarini veren kitler gelistirilmistir.Genellikle
RNAnin parcalanmasini takiben DNA’ya baglanan
florokromlar ile cekirdekli hiicrelerin isaretlenme-
si prensibine dayali bir yontem kullanilir.

1.9 Hiicre Saflastirma (SORT)

Kullanilan ilk akim sitometreleri, htucreleri
verdikleri 1sik sinyalleri esas alinarak karisik
bir hiicre toplulugu icinden ayirmak tizere (sort)
dtizenlenmisse de buglin rutin laboratuvarlarda
kullanilan akim sitometrelerinin cok azinda “sort”
etme kapasitesi bulunmaktadir. Akim sitometre-
sinden cok daha hizli ve kolay olan saflastirma
tekniklerinin (6r: monoklonal antikorlar ile kapl
magnetik boncuklar) gelismesi de bunda etkili
olmustur. Ancak ozellikle huicre Uzerindeki bir
belirleyici zayif oldugunda ya da cok parametre
kullanilarak daha saf hticre topluluklar: elde edil-
mek istendiginde en iyi secenek akim sitometresi
olmaktadir. Akim Sitometresi ile “sort” edilen
hucreler, fonksyonel analizlerde, hticreye 6zgliin
olan DNA sekanslarinin PCR ile cogaltilmasinda,
Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) gibi teknikle-
rin uygulanmasinda, transfekte hiicrelerin klon-
lanmasinda kullanilabilmektedir. Kromozomlarin
“sort” edilmesi ile DNA veri bankalar1 icin veri
toplamak miimkiin olabilmektedir. Biz de A:U.T.F
Hematoloji B. D. Laboratuvarinda multipl miye-
lomla iligkili FISH uygulamalarindan 6nce kemik
iligi 6rnegindeki plazma htucrelerini saflastirarak
kullaniyoruz.

3. Sonuc¢

Akim Sitometrisi hematolojide yukarida
o0zetlenmeye calisilanlar yani sira pek cok klinik
uygulama ve arastirma alaninda daha kullani-
labilir. Ozellikle molektiler yéntemlerle kombine
edilebilecek yeni uygulama alanlar ile ilgili ¢calis-
malar giderek artmaktadir. Nadir bulunan malin
hucrelerin saflastirilarak PCR yontemleri, FISH
gibi molektler teknikler icin kullanilmasi, hibrid
teknolojilerinin akim sitometride degerlendirile-
cek sekilde uygulanmasi, 8-10 renkli analizlerle
fonksiyon-fenotip ilgkilerinin kurulabilecegi cesitli
calismalar, birer 6rnektir. Ancak her yontem-
de oldugu gibi tekrarlanabilir, karsilastirilabilir
sonuclar elde etmek icin akim sitometriden yarar-
lanirken standardize edilmis yontemlerin kullanil-
masi, cihazin optimum kosullarda kullanilmasi,
periyodik kontrolt, kalibrasyonu sarttir. Elde
edilen verilerin multidisipliner degerlendirilmesi
elde edilecek yarar: buytk 6lctide arttiracaktir.
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