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Sunum Plani

» Flow sitometri calisma prensipleri
> Immiinolojide kullanim alanlari
» Mikrobiyolojide kullanim alanlari



Kullanim Amaci

» SlUispansiyon halindeki veya siispansiyon haline
getirilmis heterojen hiicrelerin, kalitatif ve
kantitatif degerlendirilmesi

= Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve bu 6zelliklerdeki
degisimlerin tespiti
= Populasyon icindeki alt gruplarin oranlari ve bu
oranlardaki artis azalis gibi durumlarin tespiti
= Absolut sayilari

= Cihaza gore degismekle birlikte yaklasik 20 parametre

" Cihaz uygunsa saflastirip izole ederek analiz ve
manipullasyon



Flow Cyometer (FC): sadece analiz
FACS: analiz ve sort
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KAPI ALMA: GATING

3 ¢esit 1stk dagilimi ile
hiicreler hakkinda ilk bilgiyi
ediniriz:

1.

Dustik acili isik sagilhimi
forward scatter olarak
isimlendirilir ve hiicre ¢api
(bliyukligi) ile iliskilidir.
Orthogonal, 90° veya yana
sacilim ise "side scatter"
olarak adlandirilir ve
graniileriteyi belirler.
Notrofiller graniillii,
lenfositler graniilsiiz.
Floresan sagilimi (onlarca
floresan boya; dalga
boylarina gore ayristirilir)



Dot Plot:
Tam Kan: Buyukluk ve Granularite
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Ba = Basoplhils,
De = )

Eo = Eosinophils,
Ly = Lymphocytes,
Mo = ,
Ne = Neutrophils




Quadran Plot
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Imminolojide Yaygin Kullanim Alanlar

> Immiin hicrelerdeki sayisal degisikliklerin tespiti:
" Losemi-lenfoma tanisi ve tiplendirmesi
* immin yetmezliklerin tanisi
> Immin hicrelerdeki fonksiyonlarin
degerlendirilmesi ve degisikliklerin tespiti
= immin yetmezliklerin tanisi
= Oto immun hastaliklarin tanisi
» Transplantasyonda hastalarin vericilere karsi

hlicresel ve humoral yanit acisindan nakil 6ncesi
ve sonrasi degerlendirilmesi



Immin hicre fenotiplendirme

> T lenfositler
= CD3, CD4, CDS, TCR,...

> B lenfositler

= CD19, CD23,...
» NK hucreleri

= CD56, CD16

> Monositler
= CD14



T Hucre Testleri

» Fenotipik testler

= Floresan monoklonaller ile:
= Aktivasyon belirtecleri ve adhezyon molekilleri
= Tetramer

» Fonksiyonel testler
= Proliferasyon
" Fléresan boyalar
= Hedef hiicre o6ldirilmesi (sitotoksik T hiicre)
= Floresan boyalar
= Hucre ici Sitokin tGretimi
= Floresan anti-sitokin monoklonalleri ile



Hangi amacla sitokin olcultr?

Antijen spesifik T hucreleri (yardimci T hiicre ve
veya sitotoksik T hucreleri)

Fonksiyonel/efektor/bellek hiicrelerin sayisal
orani (CD4 veya CD8)

CD4+T Hucre alt gruplari (Hucresel; Thl veya
humoral; Th2 veya Inflamatuvar; Th17)

Istediginiz fenotip ile kombine sekilde



Hangi aplikasyonlar?

» Antijene spesifik immun yanitin izlenmesi
= Viral enfeksiyonlar
= Kanser
= Oto immun hastaliklar
" Transplantasyon
" TUberkUloz

» Genel immin tarama (immin yetmezlik tanisi)
= Mitojen uyarimina karsi

» Asilarin etkinligi (immunojenite belirlenmesi)



Table 1

Recent studies using ICS to monitor cellular immunity.

Pathogen Type of study Cell source Cytokines Reference

HIV Vaccine trial determination of cellular immunity during - PBMC, whole blood [FNy, TNF-, IL-2 [50-55,4466-71]
disease

W\ Determination of cellular immunity during disease Whole blood [FNy 72]

HSV-2 Determination of cellular immunity during disease PBMC [FNY,TNFy, IL-2 |73,74]

[nfluenza virus Vaccine trial determination of cellular immunity during  PBMC [FNy, TNFa, IL-2 [56-58, 76-78]
disease

Measles virus Determination of cellular immunity during disease PBMC [L-10 79]

Dengue virus Determination of cellular immunity during disease PBMC [FNy 180]

HBV Determination of cellular immunity during disease PBMC [FNy, TNF o, IL-17, IL-21 181,82

HCV Determination of cellular immunity during disease PBMC [FNy TNF o, IL-2, IL-10, IL-4 |83 84]

HEV Determination of cellular immunity during disease PBMC [FNy TNF o, 185]

JC virus Determination of cellular immunity during disease PBMC [FNy 186]

West Nile virus Vaccine trial PBMC [FNy TNF o, IL-2 |75

Ebola virus Vaccine trial PBMC [FNy IL-2 187]

Mycobacterium Vaccine trial /determination of cellular immunity during ~ PBMC; BAL; mononuclear  IFNy IL-6, IL-17, TNF o, IL-2,  [15,26,88-91]

tuberculosis disease cells; T cells; whole blood 110
Salmonella Determination of cellular immunity during disease Whole blood [FNy 192]
typhimurium

Plasmodium falciparum ~ Vaccine trial determination of cellular immunity during  Whole blood; PBMC [FN-y, IL-4, IL-10, TNFa, IL-2 [61,62,93]
disease

Leishmania Vaccine trial PBMC [FNy TNFo, IL-2 |63]
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Fagositoz
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» Floresan boyali bakteriler PKMH lerle inkiibe
edilir

» Notrofil ve monositlerin floresan boyayi almasi
pozitif olarak degerlendirilir



Oksidatif Patlama
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forward scatter rhodamine fluorescence

»Hucre icine verilen di-hydrorhodamine 123 PMA ile
uyarildiginda “yesil fluoresan® veren rhodamine 123’e
donusur.

»uvyarilan ve uyarilmayan notrofillerde karsilastirilir.
Uyarilan nétrofillerde en az iki kati rhodamine oksidasyonu
beklenir.



Lenfosit Crossmatch
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» Organ alici adaylarinda vericilerin HLA
antijenlerine karsi antikor olup olmadiginin tespiti



Mikrobiyoloji-uygulama

» Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin giincel
organizasyonlarinda ozellikle

= Sivi ortamda (kan ve vicut sivilari) canli/61G
bakteri, maya ve mantar saptanmasinda ve
sayiminda

= antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
= idrar yollari enfeksiyonlarinin taramasinda



Mikrobiyoloji-uygulama

» Mikroorganizmalarin metabolik calismalarinda
» DNA analizlerinde

» Protein ve peroksidaz tretimlerinin
saptanmasinda

»Hucre ici pH tayininde

> kili florokrom boya vasitasi ile bakterilerin Gram-
pozitif Gram-negatif ayirrminda

» Mantar ve bakterilerin gen ekspresyonlarinin
incelenmesinde



Bakteri Sayimi
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»SYTO® BC: yesil floresan boya
» 6.5 mikron buyukligiinde bead (boncuk) standart
»Standart ile karsilastirarak sayl hesaplama



Flucrescence rtio (rod'groon)

Viability analizi

The Baclight™ Bacterial Membrane Potential
Kit

» Floresan membran potansiyel indikator
boyasi DiOC,(3)

» DiOC,(3) dusuk yogunluklarda 6nce
bakterileri yesile boyar

»bakterinin membran potansiyeli normal ise
(canh) boya kirmiziya doner ve bakterile kirmizi
olur

»Eger membran potansiyelini bozan bir ajan
(CCCP gibi) verilirse bakteri yesil olarak kalir
kirmiziya donemez

ThermoFisher



Staphylococcus aureus
Baclight kiti ile test edilmesi
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Antibiyotik Duyarlilik Testi
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Nuding S et al. J Bacteriol Parasitol 2013;S5-005

Figure 1: Scheme of
the flow cytometric
susceptibility test.
Process of flow
cytometric
susceptibility test-
assay. Inoculation from
agar, cultivation in
broth, incubation with
6 different
antimicrobials and the
membrane potential
sensitive dye DiBAC,(3)
and flow cytometric
analysis.
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Virusler

»Viral antijenlere karsi gelistirilmis antikorlar
ile enfekte hiicreleri tespit etmek mumkun
(pp65 CMV ve CMV early antijenleri
|6kositlerde, HBsAg, HBcAg,HCV Ag, HSV-
1,HSV-2, HHV-8

»HIV ile enfekte bireylerde CD4/CD8 oranini
belirlemekte rutin uygulama



Protozoon Tanisi

»Plasmodium vivax a karsi gelistirilen bir antikor
sayesinde tani:

=P, Vivax ile infekte hiicrelerin ylzdesi Flow
sitometri ile belirlenmis ve klasik yontem olan
Giemsa boyall preparatlarla %94 korele oldugu
gosterilmis: Malaria Journal 2014,

13:55 do0i:10.1186/1475-2875-13-55





