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OZET

Cegitli hiicre popiilasyonlarimin ozelliklerinin hizli bir
sekilde analizine olanak saglayan akim sitometri sistemle-
rinde, verilerin dogru degerlendirilmesi biiyiik oranda
kullanict deneyimi gerektirir. Bu derlemede, akim sitomet-
ride veri analizinin ilk ve temel basamagi olan kapt alma,
kapilanan hiicrelere ait verilerin goriintiilenmesinde kulla-
niulan grafikler ve istatistiksel olgiimler tamimlanmus ve veri
analizinde goz oniinde bulundurulmast gereken ozellikler
vurgulanmuigtir.

Anabhtar kelimeler: Akim sitometri, kapt alma, veri analizi

SUMMARY
Data Analysis in Flow Cytometry

Accurate evaluation of data in flow cytometry systems
which allow rapid analysis of many features of various cell
populations, mostly require user’s experience. In this
review, gating which is the first and basic step of data
analysis, graphics used for presentation of data of gated
cells and statistical measurements were defined and features
to be taken into consideration in data analysis were
highlighted.
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GIRIS

Akim sitometri hiicre popiilasyonlarinin c¢ok
sayida ozelliklerinin hizli bir gekilde analizine
olanak saglayan bir tekniktir. 1960’11 yillarda
rutin kullantma girmis olan bu sistemler ¢ok
hizli gelisme gostermiglerdir. Tek renkli deney-
lerden ¢ok renkli deneylere gegilmis, bircok
farkli ve yeni hiicre tipi tanimlanmigtir. Bunlara
paralel olarak optik, elektronik ve bilgisayar
sistemindeki gelismelerle, otomasyonun artmasi
ve yenilenen veri analiz programlariyla daha
karmagik ve ¢ok sayidaki verilerin analizi sagla-
nabilmektedir. Tiim bu gelismelere ragmen,
akim sitometri sistemlerinde veri analizi biiyiik
oranda aragtirmaci deneyimi gerektirir. Bu der-
lemede, veri analizinin nasil yapildig1 ve analiz
sirasinda dikkat edilmesi gerekenler iizerinde
durulmustur.

Tanimlar

Akim sitometri cihazinda lazer oniinden gecen
hiicrelerden sacilim sonucu aciga cikan optik
sinyal dedektorlerde elektrik  sinyaline
dontistiirtiliirt’?. Elde edilen elektrik sinyalinin
yani voltaj pulsunun analiz edilebilmesi igin
sayisal degere doniistiiriilmesi gerekir. Bu ti¢
sekilde gerceklestirilebilir: Pulsun yiiksekligi,
altindaki alan veya genisligi olciilebilir. Pulsun
biiyiikliigiinti 6l¢mek icin, kullanilan akan hiicre
Olcer sistemine bagli olarak genellikle yiikseklik
veya alan kullanilir®>. Genislik ise DNA analizi
gibi 6zel durumlarda kullanilir®,

Her bir dedektdrden elde edilen her bir 6l¢tim
parametre olarak adlandirilir. Veri ise her bir
hiicreye ait her parametre icin elde edilen deger-
lerin listesi seklinde belirtilir. Veri en sik “list
mode” denilen bir formda listelenir®. Hiicrelerin
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ileri sagilim (forward scatter-FSC), yana sagilim
(side scatter-SSC) ve floresan kanallarindan elde
edilen degerlerinin tiimiinii igerir®®. Veri anali-
zi, sayisal degerler seklinde elde edilen verilerin
bilgisayara kaydedilmesi ve bu verilerin grafik-
lerle goriintiilenerek, istatistiksel olarak deger-
lendirilmesi islemidir.

Kapi Alma (Gating)

Akim sitometride veri analizinin en temel pren-
siplerinden biri 6lii hiicreler ve debri gibi isten-
meyen partikiillerden elde edilen sonuglarin eli-
mine edilerek selektif olarak arastirilan hiicrele-
rin incelenmesidir. Bu amacla, incelenmek iste-
nen hiicreler grafik bir cerceve ile belirlenir,
buna kapilama veya kapi alma (gating) islemi
denilmektedir®?. Kap1 alma ile bolgeler (region)
olusturulur. Bolge; bir grafik iizerinde kullanict
tarafindan dikkatlice se¢ilmis noktalarin (hiicre-
ler) olusturdugu alan olarak tanimlanabilir®!'?.
Tek bir grafik iizerinde cok sayida bolge
olusturulabilir®. Olusturulan bolgeler histogram
ve nokta alan grafilerinde aragtirilan alt hiicre
grubunun izole edilerek analizine olanak saglar.
Ayrica bazi yazilim programlarinda var olan,
kapt alinan hiicreleri renklendirme ozelligi ile
secilen hiicre grubu daha iyi bir gekilde ayirt
edilebilir*'"'?. Akim sitometride incelenecek
hiicreleri sinirlandirmak icin elektronik egsik
deger de belirlenebilir. Bdyle bir islem yapildi-
ginda yalnizca esik deger ve lizerindeki sinyaller
bilgisayara gonderilir. Ornegin, FSC grafiginde
kiigiik hiicreler ve debri bu yolla analizden eli-
mine edilir. Analizin dogru olmasi i¢in esik
deger dogru belirlenmelidir, gereginden az ya da
cok olmamalidir. Esik degerin diisiikk olarak
belirlenmesi arka plan giiriiltiisii olarak deger-
lendirilen sinyallerin ¢cok olmasina, asir1 yiiksek
olmasu ise ilgilenilen bolge ile ilgili veri kayip-
larina neden olur®'?.

Kap1 almada en stk FSC/SSC grafigi kullanilir.
Bu grafik genellikle periferik kan hiicrelerinin
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analizinde kullanilir ve hiicrelerin biiyiikliik ve
graniilaritelerine gore ayrismalarini saglar@¢12.
Bir diger grafik ise CD45/SSC grafigidir. Bu
grafik ile hiicreler CD45 ile boyanma ve granii-
laritelerine gore ayristirilirlar. CD45 tiim beyaz
kiirelerde eksprese olan, ama eritrositlerde
bulunmayan bir belirtectir. Bu grafik sayesinde
analiz daha saf bir lenfosit popiilasyonu iizerin-
de yapilabilmektedir. Arastirilacak hiicrelerin
ozelliklerine gore farkli boyalarla elde edilen
grafikler de kap1 almada kullanilabilir®.

Grafiklerin Degerlendirilmesi

Kap1 alma sonrasi analizde geri kalan islemler
bu secilmig hiicreler tizerinden gergeklestirilir®.
Olgiilen parametrenin bir veya daha fazla olusu-
na gore, elde edilen veriler farkli grafiklerle
gosterilebilir. Bunlar histogram, nokta alan (dot
plot) grafikleri, kontur alan grafikleri, yogunluk
alan grafikleri ve 3 boyutlu izometrik
grafiklerdir®'?.

Histogram tek bir parametreye iligkin hiicre
yogunlugunu gosterir (Sekil 1). En basit ve yay-
gin kullanilan veri sunum seklidir®®. Ozellikle
cok sayida ornekte tek bir antijenin arastirildigi
deneylerde yararlidir'¥. X-ekseni arastirilan
parametrenin yogunlugunu, y-ekseni belli sinyal
yogunlugundaki hiicre sayisini gosterir® 6912,
Bir parametreli histogramlarda, veri ya bir popii-
lasyonda hiicrelerin yiizdesi ya da “ortalama
floresan yogunlugu” (mean fluorescence intensity)
seklinde belirtilir. Histogramlarda alt gruplarin
dagilimi hakkinda bilgi edinmek icin hesaplan-
mis frekans degerleri yani sayisal degerler kesin-
likle dikkate alinmalidir, yalnizca gozle deger-
lendirmeden kagimilmalidir™. Sagilan 151k ve
floresan yogunlugu lineer veya logaritmik 6lcek-
le goriintiilenir. Pek ¢cok uygulamada lineer dlge-
ge gore daha ¢ok tercih edilen logaritmik olcek,
tipik olarak floresan degerlerinin 10’luk 6lcekte
4-5 kattan daha genis bir dagilim gostermesi
durumunda kullanilir. Bu 6l¢ek, gii¢lii pozitif ve
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Sekil 1. Bir parametreli grafik tiirii: Histogram.

negatif sinyaller arasinda 100-1000 kat fark
oldugunda ayni grafikte goriintiileme olanagi
saglar. Diger taraftan hiicrelerde DNA miktari-
nin ol¢iildiigii veya ¢ok dar araliktaki floresan
degerlerinin elde edildigi deneylerde daha cok
lineer 6l¢ek kullanilir. Genel olarak FSC ve SSC
grafikleri lineer 6lgekte goriintiilenir. Ancak, bu
olcek periferik kandaki plazma hiicreleri veya
eosinofiller gibi biiyiik ve cok graniillii hiicrele-
rinin ayrigmasinda yeterli olmaz®'?. Overlay
(liste sermek) ise ¢ok sayida Ornegin bir para-
metreye iliskin verilerinin eszamanli sunumuna
olanak saglayan 6zel bir histogram tiiriidiir, his-
togramlarin iist iiste getirilmesi ile olugturulur®!?.
Bu grafik kullanilarak spesifik antikorla boyali
bir 6rnegin izotip boyali bir 6rnekle karsilagtiril-
mas1 sonucu pozitif hiicre popiilasyonu belirle-
nebilir. Pek cok yazilimda var olan bu 6zellik
cok sayida 6rnegin hizli bir sekilde karsilastiril-
masina olanak saglar®'¥. Spesifik proteinlerin
ekspresyonunun taranmasi, anormal gen eks-
presyonu gosteren hiicre sayilarinin belirlenmesi
gibi uygulamalarda bu yontemden yararlanil-
maktadir.

Ayni anda iki parametrenin goriintiilenebilmesi

DENEME 3-CD3/CD16+56/CD45/CD1

10°
[EERRTTTT I

10*

Q2-1

QA g-:%gl
r - i

CD3FITC-A

10°

1
I
o~
=2

02
.‘4‘ ot
;8
A

L

-102 0
]
PV

-351

1 I I LILBLAL IIII LILLI IIIIIII 1 |||||II|_I'

2 3 4 5
268 0 10 10 10 10
CDI19APC-A

Sekil 2. iki parametreli grafik tiirii: Nokta alan grafigi.

icin pek cok grafik secenegi bulunmaktadir. Bu
amagla en sik kullanilan yontem nokta alan gra-
figidir (Sekil 2) (dot plot)**!21415 Nokta alan
grafiginde her bir hiicre iki parametrenin de sin-
yal yogunluguna gore x ve y eksenleri iizerinde
isaretlenir. Bu gekilde iki parametrenin birbiri ile
iligkileri incelenebilir. Kadran analizi nokta alan
grafisinde hiicrelerin kantitatif analizinde kulla-
nilan basit bir yontemdir. Bu yontemde x ve y
ekseni iizerinde negatif popiilasyonlarin hemen
tizerinde esik degerler belirlenmesiyle ¢ift pozi-
tif, cift negatif veya parametrelerin herhangi
birinin pozitif, digerinin negatif oldugu hiicrele-
rin yiizdesi hesaplanir®®!>. Nokta alan grafisin-
de her nokta bir partikiilii/hiicreyi temsil etmek-
tedir. Her iki parametre degerleri ayni olan pek
cok hiicre aym1 noktaya denk gelebilmektedir.
Bu durum c¢ok sayida hiicrenin okutuldugu
orneklerde zorluk olusturabilir. Boyle ornekler-
de kontur alan veya yogunluk alan grafileri ter-
cih edilir®!319.

Kontur alan grafisi benzer sayidaki hiicreleri
gosteren noktalarin topografik haritalarda oldu-
Su gibi cizgisel olarak birlestirilmesi ile olustu-
rulur. Kontur paternleri alan i¢indeki hiicrelerin
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yogunluklarina gore ayrigsmalarini saglar, hiicre
sayisindan bagimsizdir'*!'¥. Yogunluk alan gra-
fileri kontur alan grafilerinin bir variantidir. Bu
grafikler biiyiik popiilasyonlardaki heterojenite-
nin analizinde ¢ok yararhidirlar®. Izometrik
grafik ise FSC ve SSC gibi parametrelerle olus-
turulan grafiklere hiicre sayisi gibi lgiincii bir
parametrenin daha eklenmesiyle elde edilir®!?.

Akim sitometride ayni anda otuza yakin floresan
madde kullanilabildiginden, tek bir deneyde
elde edilen ¢ok sayidaki veri, bir dizi iki para-
metreli histogram kullanilarak analiz edilebil-
mektedir. Cok renkli deneylerde dikkat edilmesi
gereken en dnemli konu ise, birbirine ¢ok yakin
ya da iist liste binen emisyon spektrumuna sahip
boya veya florokromlarin arasinda interferans
olugma olasiligidir. Bu spektral {ist tiste binme-
nin (spectral overlap) mevcut yazilimlarla mate-
matiksel olarak diizeltilmesi islemine kompen-
sasyon denir. Kompensasyon bir veri transfor-
masyon seklidir®!?!”, Bu yontemde, florokrom-
larn iist iiste binen emisyon spektrumlart olmasi
durumunda, bir florokroma ait floresan sinyali,
diger florokroma ait floresan sinyalinden ¢ikar-
tilir. Kompensasyon islemi ¢ok renkli veri anali-
zini kolaylagtirmakta ve iki parametreli histog-
ramlarda popiilasyonlar1 ayirt edebilmeyi sagla-
maktadir. Dogru kompensasyon yapilabilmesi
icin ¢ok renkli deneyde kullanilan antikorlarin
tek renkle gecirildiklerinde elde edilen pozitif-
likleri ile renk ayrimi sonrasinda elde edilen
pozitiflikleri karsilagtirilmalidir®'®.  Ayrica
yetersiz veya gereginden fazla kompensasyon-
dan kagimilmalidir®.

Istatistiksel Olciimler

Histogramlar ve alan grafilerinde verileri deger-
lendirmede cesitli istatistiksel ol¢iimler kullani-
Iir. Bunlarin en onemlileri total hiicre sayisi,
popiilasyon yiizdesi, ortalama (mean), ortanca
(median), varyasyon katsayis1 (CV) ve standart
sapmadir (SD)®'?. Histogramlarda ve alan gra-
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filerinde alt popiilasyonlarin istatistiklerini
degerlendirmek i¢in olusturulan bolgeler kulla-
nilir. Bu sekilde 6zel bir popiilasyona ait total
hiicre sayis1 ve yiizdesi belirlenebilir ve hastalik
tanisinda kullanilabilir. Ortalama ve ortanca bir
dagilimm yogunlugu hakkinda bilgi verirken,
SD ve CV istatistiksel dagilim dl¢iileridir. Lineer
Olcekte goriintiilenen verilerde aritmetik ortala-
ma kullanilir. Logaritmik olarak goriintiilenen
orneklerde ise daha ¢ok median deger tercih
edilir(5,10,12,19).

Yazilim Programlari

Akim sitometride elde edilen verilerin analiz
edilebilmesi ve goriintiilenebilmesi icin ¢esitli
yazilim programlari gelistirilmistir. Bu yazilim-
lar sayesinde istatistiksel hesaplamalar kolaylik-
la yapilabilmektedir. Pek ¢ok iiretici kendi yazi-
Iim programini cihazla birlikte saglamaktadir
(Becton Dickinson-CellQuest, CellQuest Pro,
FacsDiva, Beckman-Coulter-System II) ancak
WinMDI, FlowJo gibi bagimsiz yazilimlar da
gelistirilmistir>2°?», Akim sitometride elde edi-
len verilerin farkli bilgisayarlarda farkli yazilim
programlart ile analiz edilebilmesi icin standart
bir formatta depolanmasi gerekir. Bu nedenle
veriler “Flow Cytometry Standard” (FCS) uzan-
tili olarak saklanirlar. Bu sekilde kaydedilmis
veriler saklanip yeniden degerlendirilebilir,
internet ortaminda paylasilarak farkli yazilim
programlarinda analiz edilebilir®*2.

Sonuc¢

Akim sitometri sistemleri her ne kadar gelismis
sistemler olsa da, biiylik oranda kullanici dene-
yimi gerektirir. Ornegin hazirlanmasindan veri
analizine dek tiim asamalarda dogru uygulama
gereklidir. Analiz asamasina gelmeden Onceki
basamaklardaki aksakliklar veri analizini olum-
suz yonde etkiler. Bu nedenle 6rnek, hazirlanma
asamasinda sicaklik degisimi, 1g1§a maruz kalma
gibi fiziksel etkenlerden korunmalidir. Deney
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sirasinda tiim kosullarin uygun olmasina dikkat
edilmelidir. Az veya ¢ok hiicre olmasi, az boyan-
ma veya hi¢ boyanmama bu agamalarda ortaya
cikabilecek aksakliklardandir®¢'?. Panelde kul-
lanilacak monoklonal antikor kombinasyonu
uyumlu olmalidir®?*. Akim sitometri cihazinin
diizenli bakim ve kalibrasyonlar1 yapilmalidir.
Voltaj ayarlar1 kalibrasyon kontroliinde kullani-
lan ayarlarla ayni olmalidir®. Analizi yapan
kisinin ne tiir bilgi toplamaya calistig1 hakkinda
fikri olmalidir. Veri analizinde arastirilacak hiic-
relerin 6zellikleri iyi bilinmeli ve dogru kapila-
ma yapilmahdir. Dogru grafik secilmeli, kom-
pensasyon yeterli diizeyde yapilmali ve uygun
istatistiksel olctim yontemi kullanilmalidir.

Sonug olarak, akim sitometri sistemleri son otuz
yildir arastirmacilar tarafindan kullanilmakta ve
hizla gelisim gostermektedir. Bu sistemler saye-
sinde binlerce 6rnek pek cok parametre acisin-
dan otomatik olarak analiz edilebilmektedir.
Verilerin dogru bir sekilde analiz edilebilmesi
tiim kullanicilar agisindan son derece onemlidir.
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