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KISALTMALAR

ALY:: Atipik Lenfositler

ALL: Akut Lenfoblastik Losemi

AMI: Analitik Ol¢iim Arahig

AML: Akut Miyeloid Losemi

CAA: Karsilastirmali Otomatize Analizor

CAP: Amerikan Patologlar Birligi

CBC: Tam Kan Sayimu

CLSI: Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii
DHSS: Cift-Hidrodinamik Ardigik Sistem

FSC: Forward Scatter Channel (ileri sagilim kanal1)
FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter

HCS: Yiiksek Hiicre Stogu

HCT: Hematokrit

HGB: Hemoglobin

HLA CD: Human Leucocyte Antigen Cluster of Differentiation
ICSH: Hematoloji Uluslararas1 Standardizasyon Konseyi
IMG: immature Graniilosit

IML: immature Lenfosit

IMM: Immature Monosit

KI: Kemik Iligi

KLL: Kronik Lenfositik Losemi

KML: Kronik Lenfositik Losemi

LCS: Diisiik Hiicre Stogu

LOB: Limit of Blank
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LOD: Limit of Detection

LOQ: Limit of Quantitation

LIC: Biiyiik Immature Hiicreler

MCV: Ortalama Hiicre Hacmi

MM: Multiple Miyelom

NCCLS: Ulusal Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Komitesi
NHL: NonHodgkin Lenfoma

PMT: Photomultiplier Tup

RBC: Kirmiz1 Kan Hiicresi

SSC: Side Scatter Channel(Yan sac¢ilim kanali)
TAA: Test edilen otomatize Analizor

WBC: Beyaz Kan Hiicresi



OZET

HEMATOLOJIi ANALiIiZORU VE FLOW SITOMETRIDE
KEMIK iLiGi ORNEKLERI KULLANILARAK YONTEM
KARSILASTIRILMASI

AMAC. Hematoloji analizorlerinde anormal isaretler (flag’ler) immature hiicreleri
gostermektedir. Otomatik kan hiicresi sayaci(CBC) kullanilarak kemik iligi
aspiratlarin1 analizi sinirh yapilabilmektedir. Bu calismada oncelikle, Pentra DX
Nexus hematoloji analizorii analitik performanslarinin degerlendirilmesi amaglandi.
Ikinci olarak, kemik iligi numunelerinde immatiir hiicrelerin sayiminda flow

sitometri ve Pentra DX Nexus hematoloji analizoriiniin karsilastirilmasi amaglandi.

YONTEM. Bu calisma Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve
Arastirma Hastanesi Hematoloji polikiklinigine rutin olarak basvuran 41 Akut
Myeloid Losemi, 42 Akut Lenfoblastik Losemi, 48 Multipl Miyelom, 44 Lenfoma
olmak {izere toplam 175 hasta numuneleri esas alinarak yapildi. Bu dl¢iimlerden
once Pentra DX Nexus hematoloji analizdriin analitik perfomansi CLSI H26-A2
prosediirene uygun olarak yapildi. Hastalardan aliman kemik iligi numunelerinde
Biiyiik immatiir hiicreler(LIC), Atipik lenfositler(ALY), Immatiir lenfosit(IML),
Immatiir graniilosit(IMG), Immatiir monosit(IMM) yiizdeleri iki cihazda da dlgiildii

ve ¢ikan sonuglar karsilastirildi.

BULGULAR. Tekrarlanabilirlik, dogrusallik, LOB/LOD degerleri ve carry over
tireticinin Ozellikleri ile uyumluydu. No6trofil, Monosit Lenfosit Eozinofil, IML ve
LIC yiizde degerleri flow sitometri ve CBC arasindaki korelasyon katsayilari
sirastyla 0,938, 0,616, 0,677, 0,576, 515 ve 0,567 idi. CBC degerlendirilen ALY ile
flow sitometri degerlendirilen CD34+ hiicre, IMM ve IMG korelasyon katsayilar
sirastyla 0,209, 0,141, 0,254 iken LIC degeri 5 iistiinde olan hastalarda aym
korelasyon katsayilar1 sirastyla 0,620 0,398, 0,674 ‘e yiikseldi.

SONUC. Pentra DX Nexus hematoloji analizorii kullanilarak kemik iligi aspiratlarini

analizinde IML ve LIC degerleri kemik iligi blast konsantrasyonu hakkinda 6n bilgi



verebilir. Blast konsantrasyonu yiiksek hastalarda diisiik hastalara gére CBC daha
fazla bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Otomatik kan hiicresi sayaci, Flow sitometri, Flag, immature

hiicreler
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ABSTRACT

COMPARISON OF METHODS USING BONE MARROW
SAMPLES INHEMATOLOGY ANALYZER AND FLOW
CYTOMETRY

OBJECTIVE. Abnormal signs (flags) on hematology analyzers show immature
cells. Analysis of bone marrow aspirates can be limited using an automated blood
cell counter (CBC). The aim of this study was to evaluate the analytical performance
of Pentra DX Nexus hematology analyzer. Secondly, it was aimed to compare flow
cytometry and Pentra DX Nexus hematology analyzer for counting immature cells in

bone marrow samples.

METHODS. This study was based on 41 Acute Myeloid Leukemia, 42 Acute
Lymphoblastic Leukemia, 48 Multiple Myeloma, 44 Lymphoma were collected to
the samples of 175 patients who applied to Hematology Polyclinic of Abdurrahman
Yurtaslan Ankara Oncology Training and Research Hospital routinely. Prior to these
measurements, the analytical performance of the Pentra DX Nexus hematology
analyzer was performed according to the CLSI H26-A2 procedure. Percentage of
large immature cells (LIC), atypical lymphocytes (ALY), immature lymphocyte
(IML), immature granulocyte (IMG), and immature monocyte (IMM) were measured

in the bone marrow samples taken from the patients and the results were compared.

RESULTS. Repeatability, linearity, LOB / LOD values and carry over were
consistent with the manufacturer's specifications. Neutrophil, Monocyte Lymphocyte
Eosinophil, IML and LIC percentage values were correlated between flow cytometry
and CBC 0.938, 0.616, 0.677, 0.576, 515 and 0.567, respectively. CBC evaluated
ALY and flow cytometry evaluated CD34 + cell, IMM and IMG correlation

Xii



coefficients 0.209, 0.141, 0.254 respectively while the same correlation coefficients
increased to 0.620 0.398, 0.674 in patients with LIC values above 5, respectively.

CONCLUSION. In the analysis of bone marrow aspirates using the Pentra DX
Nexus hematology analyzer, IML and LIC values may provide preliminary
information about bone marrow blast concentration. CBC gives more information in

patients with high blast concentration than in patients with low blast concentration

Keywords: Automated blood cell counter, Flow cytometry, Flag, immature cells
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1.GIRIS ve AMAC

Kemik iligi aspiratlarinin incelenmesi, ¢esitli hematolojik hastaliklarin teshisi,
kanserin kemik iligine metastazi ve kemoterapinin kemik iligi etkilerinin izlenmesi
icin vazgecilmezdir. Kemik iligi aspirat analizi klasik olarak mikroskopik olarak
gerceklestirilmektedir. Bu manuel yontem, az sayidaki hiicrenin sayilmasi nedeniyle
imkansizdir ve emek yogun ve zaman alicidir. Son yillarda gelisen teknolojiye bagl
olarak kemik iligi elemanlarinin immiinomorfolojik 6zelliklerinin akim sitometri ile
degerlendirilmesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Akim sitometri ile ¢ok parametreli
analizler yapilabilmekte, hiicrelerden olduk¢a fazla veri elde edilebilmekte ve
parametreler arasindaki iligski Olgiilebilmektedir. Hiicre analizinden elde edilen bu
veriler klinik tanida ciddi katkilar saglayabilmektedir. Ayrica Otomatik hematoloji
analizorleri ile kemik iligi analizinin daha hizli ve daha objektif muayene yapilmasi
miimkiin gibi goziikse de gesitli teknik problemlerden dolay:1 yeterli dogruluk elde
edilememistir. Baslica sorunlar arasinda ¢ekirdekli kirmizi kan hiicrelerinin
sayiminin basarisiz olmasi, olgunlasmamis ¢esitli hiicrelerin dogru bir sekilde
difiizyonunun zor olmasi ve kemik iligindeki lipit interferasyonu sayilabilir. Bununla
birlikte, teknolojideki kayda deger ilerlemeler, beyaz kan hiicresi diferansiyeline ek
olarak, otomatik kan hiicresi sayaglarinin immatiir graniilositleri ve ¢ekirdekli
kirmiz1 kan hiicreleri ayirt etmelerini ve saymalarini sagladi. Bir akis sitometri
teknigi ve impedans ve absorbans kombinasyonunu kullanan Pentra DX Nexus da
immatur graniilosit ayrimini gerceklestirebilmektedir.

PENTRA DX NEXUS otomatik hiicre sayaci, ABX Diagnostics
(Montpellier, Fransa) tarafindan iiretilen, saatlik 120 6rnek ¢alisabilen bir hematoloji
analizorii olup, iireticinin spesifikasyonlarma gore 5 bolimli WBC diferansiyel
sayist da dahil olmak iizere CBC sayimi; ayn1 zamanda Biiylikk immature
hiicreler(LIC'ler), Atipik lenfositler(ALY 'lerin), Immature lenfosit(IML), Immature

graniilosit(IMG), Immature monositlerin(IMM), numaralandirilmasmi  saglar.



Olgiimler empedans, sitokimya ilkelerine dayaniyor ve hiicre hacminin ve 151k
emiciliginin analiz edilmesinden Once numunelerin bir sitokimyasal reaktifle
(chlorazol black, ABX Diagnostics) boyanmasiyla baglantili olarak ¢ift-
hidrodinamik ardisik sistem (veya DHSS) olarak adlandirilan teknoloji kullanilarak
151k absorpsiyonunun dl¢iilmesine dayanir.

PENTRA DX NEXUS otomatik hiicre sayaci, klinik tani hematoloji
laboratuarinda performansi i¢in ayrintili olarak, 5-boliimlii WBC diferansiyelinin
hesaplanmasinda ve isaretlenecek ilgili nicel ve / veya morfolojik anormalliklerin
tanimlanmasinda degerlendirilirken piyasaya sunulmasindan simdiye kadar herhangi
bir ¢aligma rapor edilmemis. Sadece PENTRA 120 (ABX Diagnostics) lizerinde ¢ok
az caligma rapor edilmistir.

Ulusal Klinik ve Laboratuvar Standartlart Komitesi'ne (NCCLS) gore, yeni
bir hematoloji analizorii tarafindan sayilan toplam differansiyel WBC'lerin ve WBC
ile iliskili isaretlerin degerlendirilmesi konvansiyonel mikroskobik analizlere
dayanmalidir. Konvansiyonel mikroskopi, kompleks hematolojik numunelerin
aydinlatilmasinda ve habis ve reaktif hiicrelerin dolasimin dogrulanmasinda son
derece yararli olmasma ragmen, WBC sayimlarina uygulanan kontrollerde bazi
dezavantaj ve kisitlamalara sahiptir:
1-Sayim i¢in az sayida hiicre mevcuttur.

2- Farkli hiicre tiirlerini numaralandirmak i¢in tecriibe gereklidir.

3-Bu ¢ok zaman gerektirir. Buna ek olarak, normalde kanda dolasan, dendritik
hiicreler gibi bazi hiicreler, morfolojik inceleme ile spesifik olarak tanimlanamaz ve
farkli WBC popiilasyonlari, slayt boyunca farkli bir dagilim gosterebilir ve
diferansiyel sayimlarda degisiklige neden olabilir.

Akis sitometrisi, nispeten kisa bir siirede bir numunedeki farkli hiicre
popiilasyonlarindan yiiksek sayidaki hiicrenin hassas ¢oklu parametrelerinin
numaralandirilmasina olanak taniyan yenilik¢i, hizli, duyarli ve daha az operatore
bagimli bir teknolojidir. Son yillarda, WBC'lerin 151k sacilimi ve fenotipik
ozelliklerinin kombine akis sitometrik analizinin, normal ve patolojik Orneklerde
WBC'leri ve ana alt gruplarin1 dogru bir sekilde siralamak i¢in giivenilir bir yaklagim

gosterebilecegi One siirtilmiistiir.



Bu c¢alismanimn amaci, WBC'lerin ve ilgili kantitatif ve / veya morfolojik
isaretlemeler i¢in bes bolimlii diferansiyel analizde PENTRA DX NEXUS kan
hiicresi analizoriiniin performansini degerlendirmektir. Bu cihaz tarafindan saglanan
sonuglar, multiparametre flow sitometrik immiinfototipleme hiicre analizorii
kullanarak elde edilenlerle karsilastirilacaktir.

Bu caligmada, toplam 200 kemik iligi (KI) numunesi analiz
edilecek. Bunlarin 50 tanesi RBC'lerde, WBC'lerde ve trombositler tizerinde nicel ve
nitel morfolojik ve sayisal belirtegleri olmadig1 i¢cin normal KI 6rnekleri idi. diger
150 6rnek, rutin bir RBC'lerde, WBC'lerde ve trombosit analizi tizerinde nicel ve /
veya nitel morfolojik ve / veya sayisal belirtecleri dayali olarak anormal olarak
siniflandirilacak.

Kemik iligi 6rnekleri, iliyak omurundan aspirasyonla antikoagiilan olarak
tripotassium EDTA iceren VACUTAINER tiiplerine dogrudan alinacak. Tim
vakalarda, KI ornekleri, elde edildikten sonra 2 saat i¢inde analiz edilip; numune
derhal analiz edilmediginde, oda sicakliginda stabil tutulacak. Numunelerin analizi,
PENTRA DX Nexus analizoriinde ve referans yontem olarak ¢ok parametreli akim
sitometrik immiinfenotipleme (n =200; 50 normal ve 150 anormal 6rnek).

PENTRA DX Nexus ile WBC analizinde tiim KI numuneleri PENTRA DX
NEXUS analizoriinde "diferansiyel ve otomatik" modda cift olarak analiz edilecek.
Yinelenen Olclimlerden tiiretilen ortalama deger hesaplanip ve degerlendirmede
kullanilacaktir. Asagidaki WBC ile ilgili parametrelerle ilgili bilgiler o6zellikle
kaydedilecek; mutlak WBC sayis1 ve mutlak ve goreceli nétrofil, lenfosit, monosit,
eozinofil ve bazofil sayilari. Varsa, anormal WBC popiilasyonlar1 (6rnegin Biiytik
immature hiicreler, Atipik lenfositler, Immature lenfosit, Immature graniilosit,
Immature monosit) hakkinda bilgi de kaydedilecektir.

WBC Diferansiyel Sayimlarinin  Cok Parametre Akisi  Sitometrik
Immiinofenotipik Analizinde 200 KI &rnedi ¢ok parametreli akim sitometresi ile
analiz edilip ve bu numunelerin boyanmasi i¢in Genisletilmis Hematoloji Paneli
kullanilacak. Kisaca, 100 uL 6nceden karistirilmis kan, 12 x 75 mm'lik bir polisitrin
tiiptinde kalibre edilmis bir pipet kullanilarak ters pipetleme ile yerlestirilecek, buna
genisletilmis Hematoloji Panelinin fluresan boyali monoklonal antikor karigimi

eklenecek. Bu karisim karanlik ortamda 15 dk oda sicakliginda inkkiibe edilip ve bu



inkiibasyon periyodu tamamlandiktan sonra distile suda 1/10 oraninda seyreltilmis
BDB FACS Lysing Soliisyonunu ¢ekirdeksiz RBC hiicreleri par¢alamasi i¢in 2ml
eklenecek ve 10 dk daha karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edilecektir. Tiim
ornekler genisletilmis Hematoloji Paneli protokoliine gore BD FACSDiva yazilimi
veri analizi i¢in kullanilacaktir.

WBC'lerin her bir alt grubunun tanimlanmasi i¢in asagidaki fenotipik ozellikler
kullanilacaktir:

notrofiller,  forward  scatter (FSC)int/side  scatter  (SSC)high/HLADR-/
CD33lo/CD14—/10/CD45+

monositler, FSCint/SSCint/ HLADR+/ CD33hi/CD14hi/CD45int to hi

Lenfositler, FSClo/SSClo/ HLA-DR- to +/CD33-/CD14-/CD45hi

eozonofiller, FSCint/ SSCvery high/HLA-DR-/CD33+/CD14-/CD45+

basophils, FSClo/SSClo/HLA-DR—-/CD33+/CD14—/CD45+; ve dendritic hiicreler,
FSCint/SSClo to int/HLA-DRhi/CD33- veya +/CD14— veya +/CDA45int to hi.

Ayrica Patolojik 6rneklerde Blast hiicreleri SSClo / CD45lo olarak tanimlanmaktadir
ve notrofillere benzer fenotipik dzellikleri gdsteren immatiir graniilositler ise daha
yiiksek FSC ve/veya CD33 ifadesi gostermektedir. ALY ler ise anormal yliksek FSC
ve/veya HLA-DR ifadesi ile lenfositlere benzer olaylar olarak tespit edilmektedir(1).

Bu tez ¢alismasinda,

1. Oncelikle, Pentra DX Nexus hematoloji analizérii analitik performansimin
degerlendirilmesi,

2. Ikinci olarak, kemik iligi numunelerinde immatiir hiicrelerin sayiminda kullanilan
flowsitometri ve Pentra DX Nexus hematoloji analizoriin karsilagtirilmasi amaglanda.
Hasta bireylerden alinacak kemik iligi numunelerinde Biiyiikk immatiir hiicreler,
Atipik lenfositler, Immatiir lenfosit, Immatiir graniilosit, Immatiir monosit yiizdeleri

iki cihazda da olgiilecek ve sonuclar karsilastirilacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1 HUCRESEL ANALIZ

Insanoglu var oldugu giinden bu yana, bir takim seyler hep merak konusu
olmustur onun i¢in, insan viicudunun tanima ugraslari hem de hastaliklarin
olusumunu c¢6zmede, bedenimizde dolasan sivinin Onemli bir rolii oldugu
diisiiniilmiis ve donemin bilim insanlar1 tarafindan kanin ne oldugu, nasil olustugu ve
viicudun gizemli yapisi bunlardan biridir. Farkli kiiltiirlerde c¢esitli gozlem
yontemleri, i¢giidiisel yaklasimlar ve o giiniin kosullarina uygun bazi girisimlerle,
hastaliklarin nedenleri anlagilmaya calisilmistir. Kan, damarlarin icinde dolasan,
viicuttaki tiim hiicrelere besin ve oksijen tastyan, hiicrelerde olusan atik ve zehirli
maddeleri alip ilgili organlara tasiyan; ayrica, bagisiklik, savunma, pihtilagsma gibi
bircok hayati fonksiyonu olan hayati bir sividir. insanlarin kanla olan ilgisine

baktigimiz zaman bu ilginin tarihin baglarina kadar gittigini biliyoruz.

2.1.1 Hiicresel Analize Tarihsel Bakis

Antik cagda bile, yasamin temeli olarak kabul edilen kan, insanin hayatta
kalmasi i¢in canlilik saglayan gizemli 6zelliklere sahip olan tek bedensel s1v1 olarak
kabul ediliyordu. Kanin bu gizemi gorilinlisiine ve sayisina gore karakterize
edilebildigi zaman, agiga ¢ikmus oldu. Ilk olarak, kanin hiicrelerinin
gorsellestirilmesini miimkiin kilan ve kanin sekillendirilmis elemanlarinin fiziksel
ozelliklerinin dl¢iilmesine yonelik tekniklerin yani sira, bu bilginin elde edilmesinin
elektronik yollarini miimkiin kilan, mikroskopi alanindaki geligmelerdir.
Biyomedikal bilimlerde goriintiileme tarihi, on yedinci yilizyilda mikroskobun
icadiyla basladi(2). Mikroskopi alanina baktigimiz zaman, Optik mikroskopun
gelisimi, insan ve bitki hiicrelerini ve ayrica bakterileri gorsellestirmeyi miimkiin
kilmigtir. En az 300 yil once Van Leeuwenhoek tarafindan gelistirilen en basit
mikroskop ile kanin kirmiz globiillerden olustugu gézlemlenmis ve kan hiicrelerinin
blytikligl belirlenebilmistir. Optik mikroskobunda ilerleyen gelismeler, ¢arpikliklar
diizeltmek icin birka¢ mercek iceren objektif lensler de dahil olmak iizere bilesik
mikroskop ve gelistirilmis optikler olusturmak i¢in bir mercek eklenmesi gibi sonraki

iki asir boyunca devam etmistir. 1870'lerin sonlarinda Paul Ehrlich tarafindan



boyalarin uygulanmasi ile ilk kez farkli beyaz hiicre tipleri arasindaki farklilagmalar
belirlenmistir.

O zamana kadar, kan hiicrelerinin sayisinin birgok hastalikta degistigine
inaniliyordu ve bu nedenle bir kan sayimi yaparak hiicre sayisinin daha dogru bir
sekilde dlgmenin 6nemli oldugu anlasildi. Kanin hacmi kalibre edilmis bir preparat
haznesi iizerine yerlestirildigi ve hiicrelerin tek tek sayildigi, bilinen hacim ve
geometriden hesaplanan, toplam saymin kullanildigi zahmetli yorucu manuel
Olctimler yapildi. Her ne kadar giinlimiizde basitligi nedeniyle hala pratikte
kullaniliyor olsa da, hiicrelerin el ile hesaplanmasi biiylik hatalara egilimli olmasi ve
hem zaman alic1 zahmetli bir istir. Kan hiicrelerini saymak i¢in otomatik yontemler
bir gereklilik haline gelmistir ve miihendisler bu problemin ¢6ziimlerini bulmak igin
hematologlarla birlikte ¢caligmak zorunda kalmistir. Sonraki yillarda, 151k, empedans
Olctimleri veya her ikisi kullanilarak akis tabanli sitometreler gelistirilmistir.

Bu cihazlar, eritrositler, 16kositler ve trombositler ve ¢esitli 10kosit alt tiplerini
ayirt edebilen kan 6gelerini siralamak ve tanimlamak icin ¢ok sayida parametreler
saglamistir. Buna ek olarak, kirmizi hiicrelerin kendi biiyiikliikleri, sekilleri ve
hemoglobinizasyon dereceleri ile ilgili niteliksel farkliliklarin, belirli anemi tipleri ile
iliskili oldugu, Maxwell Wintrobe ile ortalama korpiiskiiler hacim, ortalama
korpuskiiler hemoglobin anlamina gelen bir dizi kirmizi hiicre indeksi ve ortalama
korpuskiiler hemoglobin konsantrasyonu araglari ile hemoglobin konsantrasyonu ve
hematokrit ile eszamanli ve bagimsiz olarak olgiim kabiliyeti saglanmis oldu. Bu
gelisme, anemilerin mikrositik, normositer veya makrositik ve hipokromik,
normositer ve hatta hemoglobinizasyon derecesine gore hiperkromik morfolojik
siniflandirilmasina izin vermistir. Daha sonra kirmizi kan hiicresi dagilimi genisligi
olarak ifade edilen kirmizi hiicre popiilasyonlarinin  boyut dagiliminin
nicellestirilmesi miimkiin hale geldi ve bdylece her bir morfolojik alt tipte homojen
ve heterojen kategorilere daha fazla bir ayrimi miimkiin kildi(3).

Kan hiicrelerinin sayimi, kan testi i¢in ilk kantitatif yontemlerden biriydi ve bir
siiredir klinik calismalarda en ¢ok kullanilan test olmustur. ilk &lgiimler, bir slayt
tizerinde dikkatli preparat hazirlayarak ve bir optik mikroskop yardimiyla,

gorsellestirme ve manuel sayima dayanmaktayda.



Daha sonraki teknikler, hiicreleri teker teker numaralandirmak i¢in empedans
Ol¢timleri ya da 151k sacilma/floresans teknikleri ile birleserek akis yontemlerini
iceren caligmalardi. Mikroskopi tabanli teknikler alaninda ¢igir agan gelismeler
sonucunda goriintiileme ve goriintii isleme araglart olan otomatik hiicre sayma
araglari i¢in yeni bir dirilis olmustur.

Tablo 1. Kan Sayim Yontemlerinde Otomasyona Onciiliikk Eden Temel Taslarn Kisa
Tarihgesi(3)

Kesif Yili Metot
Vierordt, 1852 Mikroskop
Oliver,1896 Isik sagilim ve emiliminin goz ile 6l¢timii

Marcandier ve arkadaglari,

1928 Isik sacilim ve emiliminin foto dedektorlerle 6lgtimii
Coulter, 1953 Empedans 6l¢timii

Fulwyler, 1965 Empedans 6l¢limii ve elektrostatik hiicre siniflandirmasi
Dittrich & Goehde, 1968 Floresan tabanl akis sitometrisi

George & Groner, 1973 Akis sitometrisinde 151k sagilmasi

Otomatik kan sayaglarinin prototipleri ilk olarak On dokuzuncu yiizyilin
sonlaria dogru gelistirildi ve yirminci yiizy1l boyunca hizli ilerlemeler kaydedildi.
Bu aletler, ya kan hiicreleri tarafindan dagitilan ve emilen 151k ya da kiigiik, elektrik
yiikli bir agikliktan akan kan hiicreleri tarafindan indiiklenen elektrik akimindaki
degisiklikleri kullanarak 6lgiimler yapti(3).

Insanhigin varligindan bu yana, insanoglu siirekli bilinmeyeni kesfetme arzusu
ile teknolojik calismalarda hi¢ durmadan arastirma yapmistir. Tarihten gilinlimiize
kadar yapilan bu calismalar giiniimiize 151k tutmus ve bilim insanlarina sorunlar
cozmelerinde biiylik katkilar1 olmustur. Boylece, insanliga faydali olabilmek icin
bircok problem ve sorunlar arastirilmakta ve bunlarin ¢oziimleri bulunmaya
calisilmaktadir. Buna paralel olarak gelisen bilim ve teknoloji sayesinde bilim

insanlarini en kisa siirede, en dogru sonuca ulagmalarini saglamaya baslamistir.




2.1.2 Otomatik Hiicre Analizi ilkeleri

Viicudun igindeki tim dokulardan bir 6rnek almak istersek en az cerrahi

miidahale gerektireni dolasimdaki kandan 6rnek almak diyebiliriz. Bu nedenle, kan
sayimi basit bir damar yolu ile elde edilen bir biyopsi gibidir. Tam kan sayim1 (CBC)
bu nedenle en yaygin kullanilan klinik laboratuvar testlerinden biridir. Bir hastanin
saglik durumunun g¢esitli modalitelerinin hizli ve uygun maliyetli bir sekilde
degerlendirilmesinin yan1 sira hastaligin olasi varlig1 i¢cin dnemli ipuglar1 saglar. Bir
CBC, kanin hiicresel bilesenleri hakkinda bilgi saglar: RBC(Red Blood Cell)'ler,
WBC(White Blood Cell)ler ve trombositler. CBC verileri sadece 3 temel hiicre
tipinin sayilar1 hakkinda bilgi icermez, RBC'lerin hemoglobinizasyonu, boyutu, sekli
ve derecesi ile morfolojik olarak tanimlanabilir, ayn1 zamanda WBC tipleri hakkinda
bilgi saglar; buna da WBC diferansiyel denir(4).
CBC, klinisyenlere, bir hastanin saglik durumu ve olas1 tipteki altta yatan hastalik ile
ilgili 6nemli bilgiler saglar; Bu veriler, klinik ve diger laboratuvar verileriyle birlikte,
bir hasta i¢in ayirici taninin olusturulmasinda ve ayrica bir hastaligin ilerlemesinin ve
tedaviye yanit vermesinin izlenmesi igin genellikle kritik bilgiler saglar. En temel
diizeyde CBC, diisiik RBC diizeyleri (anemi), yiiksek RBC diizeyleri (eritrositoz),
disik WBC diizeyleri (Iokopeni),yliksek WBC diizeyleri (16kositoz), diisiik
Trombosit diizeyleri (trombositopeni) ve yiiksek Trombosit diizeyleri (trombositoz)
hakkinda bilgi verir.

Buna ek olarak, farkli 16kosit tiplerinin diisiik ve yiiksek mutlak sayilar
hakkindaki wveriler, enfeksiydz, enflamatuar, neoplastik veya diger altta yatan
hastaligin muhtemel tipi ve nedenine iliskin zengin bilgiler saglar. Bu nedenle, kan
hiicresi sayisi, bir¢ok hastalik i¢in hastaligin 6énemli bir ilk gostergesi olabilir ve bu
nedenle klinik teshis, hasta sagliginda degisiklikle i¢in tarama yapilmasi hastaligin
seyri ve tedavinin izlenmesi i¢in énemli bir baslangi¢ noktasidir. Ornegin, 16kosite
bagli hastaliklarda, bildirilen 16kosit sayisi ve lokosit diferansiyeli hematolojik
maligniteler (16semiler) icin ve enfeksiyonlarin degerlendirilmesinde yardimei
olabilir. Temel olarak tek bir laboratuvar testinden gelen bu bilgi zenginligi goz
onilinde bulunduruldugunda, 6l¢tim, kayit, raporlama ve is hacminin hizlilig ile ilgili
teknik yetenekler elde edildikten sonra CBC'nin otomasyonuna gecisi kaginilmazdi.

Ayrica, bu saydam agsamalarin otomatik kan sayiminin ¢esitli bilesenlerinde devam



eden iyilestirmeler, bir CBC'den elde edilen bilgilerin kalitesi ve niceliginde ilerici
ilerlemelere yol agmistir. Modern kan sayim cihazlari, kanin hiicresel bilesenlerinin
sayisinin, boyutlarmin ve oOzelliklerinin niceliksel Olgiimleri ile geleneksel
mikroskopi yoluyla elde edilen niteliksel bilgileri yakin bir sekilde simiile edebilir ve
dolasimdaki dokunun durumu hakkinda bir bilesik ¢ok parametreli degerlendirme
saglar.
Son yarim ylizyilda hematoloji alaninda yapilan ilerlemeleri tam olarak
degerlendirmek ig¢in, dnce tam kan sayiminin (CBC) otomatik analizdriin devreye
girmeden Once nasil yapildigina bakmamizda faydali olacagini diistinliyorum.
1960'larin baslarina kadar, hematolojik degerlendirmeler (kan sayimi) el ile yapildi.
Metodlar, testlerin yapan teknoloji uzmanindan hatir1 sayilir bir beceri seviyesine
ihtiya¢ duyuyordu ve bunlar santrifiijleme, spektrofotometri, Thoma sayim lami ve
boyali periferik boyama preparatlar1 gibi yogun is giicii gerektiren testlerdendi. Bu
hantal yontemler kullanilarak klasik kirmizi hiicre indeksleri, beyaz hiicre sayimlari /
farkliliklar1 ve trombosit sayilari, spesifik morfolojik yorumlarla birlikte spesifik
tanilar1 distindiirdii. 1953'teki ilk tanittmindan bu yana, otomatik elektronik hiicre
sayaci, hiicre sayiminin ve diferansiyellerinin gerceklestirilme seklini degistirdi.
CBC'deki tiim testlerin gerceklestirilmesi i¢in harcanan ¢aba 6nemli Olgiide azald,
simdi sadece birkag saniyede ve bazi yiiksek otomasyonlu laboratuvarlarda, bir
teknoloji uzmani tarafindan kan tiipiine dokunulmadan gerceklestiriliyor. Bircok
anormal beyaz hiicrenin varlig1 simdi bir dizi yazilim odakli cihaz belirtegleri ile
tespit edilip gosterilebilir ve kirmizi hiicre / retikiilosit indeksleri genellikle aneminin
nedenini teshis etmek i¢in yeterlidir. 1970'li yillarin baslarinda laboratuarda ilk
16kosit farkliliklarini gosteren cihaz Technicon Instruments Corp., Ltd. tarafindan
tanitildi. Cihaz, peroksidaz sitokimyasini ¢esitli 16kosit tiirleri arasinda farklilagtirma
arac1 olarak kullandi. 1980'ler ve 1990'larin baslarinda, birgcok cihaz iireticisinin
gelistirdigi ilerlemeler, otomatiklestirilmis bes parcali diferansiyelleri ¢ogu
analizdriin rutin bir 6zelligi haline getirdi(5).

Giliniimiizde hematoloji laboratuvarina sunulan cihazlarin kapsami ve
cesitliligi sasirticidir. Elektronik, akiskanlar, bilgisayarlasma, minyatiir ve lazer
teknolojisindeki ilerlemeler, lreticilere CBC yapma gorevine yaklasmak i¢in ¢ok

cesitli metotlar saglamistir. Bununla birlikte, bir veya daha fazla iiretici tarafindan



kullanilan bir dizi temel 6l¢tim ilkeleri ve teknikleri vardir; bunlar, bu analizorlerin
isletilmesinden sorumlu olan teknoloji uzmanlar1 ve sonuglart klinik ayirici tanida
yorumlayan hekimler/bilim adamlar1 tarafindan agik¢a anlasilmasi gerekir. Bu
analizorlerin tiimi temel olarak aymi son noktaya ulagsmak igin temel tespit
prensiplerinin bazi kombinasyonlarini kullanir: Otomatik tam kan sayimi veya CBC
hali hazirda iliskilendirilebilecek analizor(ler) den bagimsiz olarak, ortak temel
sayma prensipleri asagidakileri igerir:

i) Elektrik empedansi veya Coulter prensibi

i) Tipik olarak bir lazer 151k kaynagi ile optik 151k sagilimi

11)) Tipik olarak retikiilositleri, trombositleri, ¢ekirdekli kirmizi hiicreleri ve

farkl1 16kosit sayimi i¢in kullanilan floresan(5).

Daha onceki cihazlarda yer alan teknolojilerin bircogu bugiin hala kullaniliyor.
Bu klasik yontemlere gore, yeni iiretilen cihazlara da floresan prensibi eklenmistir ve
hematolenfoid malignite modern analizinde multiparameter akis sitometride tam
olarak kullanilmaktadir. Temel olarak, ¢cogu cihaz kan hiicrelerini 6l¢gmek i¢in iki
veya daha fazla yontem kullanir.

Empedans teknikleri, elektron sensdrleri tarafindan izlenen kiigiik deliklerden kan
hiicrelerinin gecisinin yol actigi iletkenligin anlik azalmasini kaydeder. Buna genel
olarak Coulter prensibi denir(6). Tungsten halojen ve helyum-neon kirmizi lazer 151k
kaynaklar1 da beyaz hiicreleri ve kirmizi hiicreleri analiz etmek i¢in kullanilir.
Peroksidaz histokimyas: ve tiazol turuncu fliloresan beyaz hiicre popiilasyonlarin
kendi iginde gruplara bolme yontemleri saglar(7,8). Radyofrekans, beyaz hiicrelerin
i¢ fiziksel ve kimyasal bilesimini belirlemek icin yiiksek frekansli akimin
iletkenligini kullanir. Lazer 151811 kullanan ve birgok cihazin bir 6zelligi olan akis
teknolojisi, diisilk agili (tipik olarak 120° 'den daha az) 1s1k dagilimi ve hiicre
boyutunun yiiksek aciyla (160-200°) ileri sacgilimin Olgiilmesiyle sitoplazmik
igeriklerin ve niikleer karmasikligin dlgtilmesi igin kullanilir. Bu lazer teknolojisi,
kendi kendini yenileyen kok hiicreleri, lenfosit alt kiimelerini, retikiilositleri,
trombositleri ve c¢ekirdekli kirmizi hiicreleri nicellestirmek icin floresan boyalarla

veya etiketli antikorlarla daha da gii¢lendirilebilir(5).
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2.1.3 Empedans Prensibi

Hiicreleri saymak ve boyutlandirmak i¢in Coulter Prensibi olarak da bilinen
empedans ilkesi, bir elektrolit ¢ozeltisinde siispansiyon haline getirilen iletken
olmayan kan hiicreleri tarafindan iretilen elektriksel direncin Olgiilebilir
degisikliklerine dayanmaktadir(9). Hematoloji 6l¢im prensipleri ve metotlar ile
ilgili higbir tartisma, Wallace Coulter tarafindan 1948 volumetrik Empedans
ilkesinin  kesfi ile yaptigi doniim noktast katkisini gozden gecirmeden
tamamlanamaz. Onun kesfi, zaman alici manuel kan hiicresi sayimlarinin yerini
alacak ilk hematoloji cihazinin kullanilmasina yol acti. Bir¢ok giincel analizor hala
bu prensibi bir sekilde veya baska bir bicimde kullanir. Izotonik bir sivida
seyreltilmis kan hiicreleri kabin i¢ine daldirilmig ikinci boliime bir delikten vakumla
cekilmektedir. Hiicreler delikten gecisleri sirasinda yalitkan olduklarindan iki tarafta
bulunan elektrodlar arasinda voltaj degisiklikleri meydana gelir. Osiloskopla dl¢iilen
voltaj degisiklikleri, hiicrelerin biiyiikliigii ve sayilar1 hakkinda bilgi verir. Bu
bilgiler trombosit ve 16kosit histogramlarinda gosterilir. Impedansla 16kosit sayimi,
eritrositlerin iyonik olmayan deterjanla parcalandigi ayri bir kanalda yapilir. Lokosit
sayiminin yapildigi siispansiyonda fotometreyle HGB de 6lg¢iiliir. Sayim sonucunda

elde edilen verilerden histogram grafikleri olusturulur(5,10).

VAKUM

ic
ELEKTROT

ELEKTRIK

DIS
ELEKTROT
ORNEK KAN DETAY
KABI HUCRELERI
SUSPANSIONU
DELIK DELIKLI
TUP

Sekil 1. Empedans veya Coulter Prensibi(5)

Elektrotlar arasindaki kiiclik bir aciklik (diyafram), askiya alinmis hiicrelerin
gectigi algilama bolgesidir (bkz. Sekil 1). Algilama bolgesinde her hiicre kendi
elektrolit hacmini degistirir. Her bir hiicre tarafindan yer degistirilen hacim bir voltaj

atimi1 olarak ol¢iiliir; Her bir pulsun yiiksekligi, hiicrenin hacmiyle dogru orantilidir.
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Bu degisiklikler, histogram iizerinde ¢izildikten sonra mevcut hiicrelerin sayisinin

yani sira hacimlerinin 6l¢iisii miimkiin hale gelir. (bkz. Sekil 2)(5,10).

2.1.4 Radyofrekansi

Empedans prensibi bir hiicrenin toplam hacmini 6lgmek i¢in diisiik voltajli
DC akimi kullanirken, radyofrekans yontemi ise bir hiicrenin ¢ekirdegini 6lgmek i¢in
yiikksek voltajli elektromanyetik akim (AC) kullanir. Radyofrekans araligindaki
alternatif akim, hiicrenin zarinin bipolar lipid tabakasini kisa devre ederek enerjinin
hiicrenin i¢ine girmesine izin verir. Bu, kimyasal ve fiziksel kompanzasyon ve
niikleer hacim de dahil olmak {iizere hiicresel boyut ve i¢ yapiya orantili bilgi

toplanmasini saglar. (bkz. Sekil 3)(5,8).

Impedance of DC Voltage

Loss of Signal Strength is
Proportional to Cells Volume

[

Plotted on a Frequency
Histogram of Size vs.
Number of Cells for
average or mean cell
volume (MCV)

relaive number

8s 86 87 88 29 90|91 92 93 94 95 96 ¥7

femtolitres

Sekil 2. Empedans Sinyalinin Ortalama Hiicre Hacminin (MCV) Olgiimiine
Dontistiiriilmesi(5)
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AC Voltage

Loss of Signal Strength is
Proportional to Celis Nuclear
Volume

Sekil 3. Radyofrekans Sinyali En Cok Niikleer
Boyuta Duyarlhidir.

2.15 Optik Isik Olciimleri

Optik Absorbans: Absorbans yontemi en sik 16kositleri ¢esitli hiicre tipleri
arasindan ayirt etmek icin kullanan bir sitokimyasal reaksiyona dayanmaktadir.
Hiicreler peroksidaz enzimi i¢in substratin eklenmesinden sonra analiz edilir. Bir
tungsten 151k kaynagindan beyaz 1518in emilmesi, peroksidaz reaksiyonunun
yogunlugu ile orantili olan bir Olgektir: noétrofiller, monositler ve eozinofiller,
peroksidaz pozitiftir, bu ylizden mevcut olan peroksidaz boyasi ile orantili olarak
15181 absorbe ederken, lenfositler ve bazofiller peroksidaz negatiftir. Buna ek olarak
bliylik oranda boyanmamis hiicre popiilasyonundan aktiflesmis lenfositler, plazma
hiicreleri, silli hiicreler, prekiirsor B lenfositleri (hematogonlar) veya peroksidaz
negatif blastlar1 icerebilen heterojen bir popiilasyon tanimlanabilir. Tipik olarak,
yiiksek acilt 151k sacilimi (niikleer konfigiirasyon ve sitoplazmik maddeler), biiyiik
16kosit ve kirmizi hiicre popiilasyonlarini tanimlamak i¢in diisiik acil1 151k sag¢ilimina
(hiicre boyutu) karsi ¢izilir.

Optik 151k dagilimi: Beyaz kan hiicrelerini, kirmizi kan hiicrelerini ve
trombositleri tanimlamak ve saymak i¢in bir yontem olarak kullanilabilir. Optik
sacilma yontemleri, hem bir kan hiicresi sayaci hem de bircok parametreli akis
sitometresinde kullanilan ayn1 temel prensiplerini kullanir. Hiicre sayimi1 ve floresans
Olclimleri, test hiicrelerini igeren hidrodinamik olarak odaklanmis bir akis, bir lazer
15181 ile kesigen bir akis hiicresinden gegirildiginde yapilir. Her bir hiicre, hiicrenin

algilama boélgesinden gegerken, lazer 15181 eszamanh olarak kesilir ve sagilir, daha
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sonra herhangi bir endojen veya reaktif-bagimli floresan molekiillerini uyarir. Lazer
1511 tarafindan sadece kiiglik bir derece (ag¢1) sagilan 1s1k, ileri sagilim(forward
scatter) olarak adlandirilir, hiicre boyutunu gosterir. Lazer 1sininin ortogonal yoniinde
olan, yan sac¢ilim(side scatter) olarak adlandirilan sagilan 1s1k, niikleer lobulasyon ve
sitoplazmik graniiller olmak tizere en ¢ok yiizey ve i¢yapilar tarafindan etkilenir.
Hiicresel otofloresans da bilgilendirici olabilir; Eozinofiller tipik olarak
noétrofillerden 5 ila 10 kat daha yiiksek otofloresans sergiler. Veri analizi rutinleri en
1yl sekilde modelleme kabiliyetleri kullanilarak yapilir, subjektif kilavuzlama veya
bolge ayari, cihaz sistemlerinin hiicre sayma algoritmalarinda gereksiz bir belirsizlik
kaynagi saglar(11,12).

Floresan: Floresan boyalar, analizore girmeden 6nce hiicrelere eklendiginde,
belirli hiicre membranin1 ve hiicre i¢i yapilar1 boyayan maddelerdir. Bu hiicreler
algilama bolgesinden gegctikce, fliirokromun 6zelliklerine gore degisen farkli dalga
boylarinda floresan 1s1k yayarlar. Fotodetektorler, farkli dalga boyu araliklarindaki
bu 15181 (mavi, yesil, turuncu ve kirmizi dahil) toplar ve dlgerler ve belirli optik
filtreler kullanilarak farkli dalga boylarina dagitir. Hiicreler daha sonra, genellikle
liste modu dosyasi olarak adlandirilan, hiicre bazinda yapilan tiim dlgiimleri igeren
veri dosyasiin yazilim analizi tarafindan yana sacgilim ve fliioresansin yogunluk
ozelliklerine gore kategorize edilir. Bu parametreler hiicre popiilasyonlarinin sayisi,
tiirii, molekiiler ekspresyonu ve aktivasyon ve olgunluk seviyeleri hakkinda ek bilgi
saglar(5,10).

Veri Sunumu (formatlar1): Uretilen cihazlarin ¢ogu, grafiklerle veya
belirte¢siz olarak iki tip veri grafik ekrani olustururlar ve buda dahili laboratuvarin
incelemesi ve klinisyenlere raporlama igin bir dizi sayisal veriler sunar. Grafik
goriintiileri: kirmizi hiicre, beyaz hiicre ve trombositlerin goéreceli sayisinin hiicre
boyutuna gore c¢izildigi histogramlar ve beyaz hiicre alt popiilasyonlarinin
gorlntiilendigi dagilim grafikleri olmak iizere iki temel forma sahiptir.

Histogramlar: Histogramlar, goreli hiicre frekansina karst boyutu gosterir.
Eritrosit, lokosit ve trombosit frekansi hakkinda bilgi saglarlar. Ayrica alt
popiilasyonlarin varligini da gosterebilirler ve histogramlar bir hastanin hiicresinin
goreceli sayisini ve biiyiikliigiinii normal bir popiilasyonunkiyle karsilastirmak icin

bir olanak saglar.
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Sekil 4. Tek ve Cift Parametreli Histogramlarda Tipik Kan Hiicresi Konumlari.(a)
Tek Parametreli Veya Tek Degiskenli Grafikler.(b) Dagilimli veya Iki Degiskenli
Grafikler(5).

Hemoglobinometri: Kan hiicresi sayaglari tarafindan bildirilen diger 6nemli
parametre, hemoglobin seviyelerinin dl¢iilmesidir; Bu, aneminin belirlenmesi i¢in en
bilgilendirici  6l¢iimdiir. Hemoglobinometri dort temel metodolojiden biri
kullanilarak  gerceklestirilebilir:  gazometrik, gravimetrik, kimyasal veya
siyanemoglobin. Hematoloji Uluslararas1 Standardizasyon Konseyi (ICSH)
tarafindan saglanan hemoglobin dlgiimlerinde degiskenligi azaltan dramatik bir etki
gosteren hemiglobinsiyanid standardi vardir. Materyal, hemiglobinsiyanide
doniistiiriilerek halihazirda stabilize edilmis seyreltilmis hemoglobinin viallerinde
sunulmaktadir. Materyal, bir spektrofotometrenin kalibrasyonunda kullanilmak iizere
uygun referans preparati olmasina ragmen, dogrudan bir hematoloji analizorii
tizerinde kullanilmasina izin vermez. Bunun nedeni, malzemenin 6nceden ayarlanmis
ve stabil bir kromojene dnceden doniistiiriilmiis olmasidir. Bu nedenle, standart, en
iyi sekilde, otomatik analizér sonuglarmin karsilastirilabilecegi ve ikincil
kalibratorlere hangi stabilize kanin yapilabilecegi ile ilgili birincil referans olarak

kullanilir.
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2.2 FLOW SITOMETRI iILKELERIi VE VERI ANALiZI

Tarihsel olarak, ilk gelistirilen akis sitometrisi, sadece hiicrelerin boyutunu
tespit eden bir singleparametre cihaziydi. Su anda, son derece sofistike aracglar, ayn
anda 14 parametrenin tespit edilebilmesi ile gelismistir(13). Sitometri, hiicrelerin
veya biyolojik yapilarin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin Ol¢lilmesidir. “Flow
Sitometri” ise, akan bir sivinin icerisindeki hiicrelerin Ozelliklerinin incelenmesi
olarak tanimlanabilir. Giiniimiizde “flow” sitometri ya da akis sitometri terimleri
kullanilmakta ve hematoloji, immiinoloji ve klinik uygulamarda laboratuvarlarda
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Flow sitometri teknigi 1s1k mikroskopi ile
ile kiyaslaninca ¢ok daha fazla hiicreyi daha kisa siirede inceleme firsatt vermesiyle
avantaj saplamaktadir. Flow sitometrik teknik ile 1 saniyede 500 hiicre sayabilir ve
ortalama 10 000 hiicreyi 20 saniyede analiz edilebilir(14).

Flow sitometri (Akim Sitometri); bilgisayar teknolojisi, elektronik, florokrom
kimyasi, monoklonal antikor, optik ve laser teknolojisinin birlestirerek; hiicrelerin
veya biyolojik partikiillerin bircok fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerini, tek hiicre
seviyesinde arastirma imkéani saglayan bir cihazdir. Akim sitometri tarihi 60 yil
oncesine dayanir. Ilk olarak kan hiicrelerinin sayim1 Moldaven tarafindan gelistirilen
bir fotoelektrik alic1 ile baglar. Daha sonra 1949°da Coulter tarafindan bir hiicre
sayict gelistirilmis ve voliim analizdrii bulunmustur. 1965°de Katmensky tarafindan
coklu parametreli analizler yapilmaya baslanmistir. Akim sitometri cihazlar
1970’lerde arastirma amaciyla kullanilirken, 1980°lerden sonra klinikte kullanilmaya
baglanmigtir. 2003 yilinda yiliksek hizli hiicre ayiricilarn dijital teknolojiler
kullanilarak gelistirilmistir. Giliniimiizde monoklonal antikor teknolojisinin de
gelismesi ile birden fazla parametreleri hiicre yiizeyinde analiz edebilen sofistike

akim sitometri cihazlar1 gelistirilmis ve klinik kullanimin hizmetine sunulmustur.

2.2.1. Flow Sitometri Cihazimin Bilesenleri

Flow sitometre cihazi baslica akis (s1vi) sistemi (fluidik sistem), 11k kaynagi
(lazer), filtreler ve sinyal dedektorleri, bilgisayar ve yazilim programlari ve ayirma
mekanizmasi (cell sorting) bilesenlerinden olusmaktadir(14,15,16). Flow sitometri,

cesitli hiicrelerin bir siispansiyon halinde bir akis kanali boyunca tek tek gecmesi ve
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bu sirada hiicre biiyilikliigii ve graniilaritesine gore siniflandirilmasi esasina dayanan
bir teknik cihazdir. Bu cihaz ile hiicrenin yiizey ve i¢ proteinleri, organelleri ve diger
bilesenleri analiz ve ayrimi, lazer ve elektronik teknolojisi kullanilarak buytikliik,

graniilarite ve floresans emisyonu esasina gore gergeklestirilmektedir(17).

2.2.1.1 Akicr Sivi Sistemi (Fluidik Sistem):

Akim sitometrenin en 6nemli bolimidiir ve hazirlanan 6rneklerin analiz
edilmesi icin hiicrelerin emilerek akisim1 saglayan sistemdir. Akim hizin1 6rnek
basinci ile sheath sivi basinci arasindaki fark belirler. Ornek basinci her zaman
sheath sivi basmcindan yiiksektir. Ornek basinci artirildiginda, 6rnek akimi da
akimin genisligi de artar. Ornek akimimnin artirilmasina bagl olarak, birim zamanda
analiz edilen hiicre sayis1 ve buna paralel olarak Ornegin gectigi sivi akiminin
genigligi de artar. Flow sitometri cihazlarinda Isik kaynagi olarak ksenon ve ksenon
civa lambalar kullanilabilirse de siklikla farkli tip lazerlere ek olarak argon ve

helyum da lazer kaynag1 olarak kullanilir.

2.2.1.2.Lazer:

Lazer monokromatik 151k kaynaklaridir. Akim sitometri cihazlarinda en sik
kulanilan lazer 151k kaynagi argon ion lazerlerdir. Argon ion lazerinen Onemli
avantaji1 488 nm dalga boyunda 151n yaymasi1 ve bu 151nin bir¢ok florokrom tarafindan
absorbe edilebilmesidir. Giiniimiizde tek lazerli akim sitometre yerlerini, iki veya
daha fazla lazeri ayn1 anda kullanan akim sitometri cihazlarina birakmislardir.

Lazer 1511 ‘sample core’ adi verilen 6rnek sivi akiminin merkezine odaklanir

ve sabit kalir, lazer 151n1 ile sample core arasinda 1511 odaklayan bir lens daha

bulunmaktadir(18).

Lazer Isik Kaynaklar Dalga Boyu
e Argonion 488nm
e Krypton ion 568nm
e Kirmizi/ Helium Neon 633nm
e Yesil / Helium Neon 543nm
e Violet diode 408nm
e Kirmizi diode 635nm
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2.2.1.3 Florokrom:

Belirli dalga boyundaki lazer 1s1n1n1 absorbe ederek daha biiyiik dalga boyunda 151n
sacan maddelere florokrom, enerjinin bu degisimine ise floresans denilmektedir.
Ayni dalga boyundaki lazer 15181m1 absorbe eden farkli florokromlar, birbirinden
farkli dalga boylarinda 151n sagarlar. Absorbe edilen lazer 1s18inin dalga boylarina
‘absorbsiyon spektrumu’ florokromlar tarafindan sagilan 1sinlarin dalga boylarina ise
‘emisyon spektrumu’ denir(19).

Tablo 2. Florokrom Tablosu(19)

Florokrom Eksitasyon (nm) | Emisyon(nm)
Alexa Fluor 488 495 520
Alexa Fluor 647 650 668
Alexa Fluor 700 696 719
AMCA (Ammo Methylcoumarin Acetic Acid) 354 448
APC (Allophycocyanin) 650 660
APC-Alexa Flour 700 650 719
APC-Alexa Flour 750 650 780
CY*5 (Cyanin 5) 580 670
CY5.5 (Cyanin 5.5) 630 694
DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole) 370 455
ECD (Phycoerythrin-Texas Red) 480 620
FITC (Fluorescein Isothiocyanate) 495 520
FLMA ( Fluorescein 5-Maleimide) 495 520
PC5 (Phycoerythrin Cyanin 5) 480 670
PC5.5 (Phycoerythrin Cyanin 5.5) 480 694
PC7 (Phycoerythrin Cyanin 7) 480 767
Pacific Blue 405 455
PE (Phycoerythrin') 480 575
PE/CY5 (Phycoerythrin Cyanin 5) 480 670
PE/CY5.5 (Phycoerythrin Cyanin 5.5) 480 694
PE/CY7 (Phycoerythrin Cyanin 7) 480 767
P1 (Propidium lodide) 540 620
RDI (Phycoerythrin) 480 575
Rho 110 (Rhodamine 110) 496 525
SPRD (Spectral Red) 480 670
TRITCH (Tetramethyl Rhodamine

Isothiocyénate) ’ o959 580
TXRD (Texas Red X)) 575 620
7-AAD (7-Aminoactinomycin D) 550 660
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2.2.1.4 Flow Sitometri Cihazinda Bulunan Detektor ve Filtreler

Hiicrelerden gelen 151k sagilimi ve floresans emisyonu filtre ve detektorlere
dijital sinyallere doniisiir. Flow sitometride her bir detektor ve filtre farkli veriler

saglarlar.

2.2.1.5 Forward Scatter Chanel (FSC) Detektor (ileri Sacilim Kanah) :

Akim Sitometri cihazindan hiicreler gegerken lazer 1sginin carmasi ile olusan
goriintliden hiicrenin boyu ve cap biiylikliigii hakkinda bize bilgi veren kanaldir.
Genis ¢aplt hiicrelerde yiiksek FSC degeri varken, kiiglik ¢apli hiicelerde daha az
FSC degeri olugur.

2.2.1.6 Side Scatter Chanel (SSC) Detektor (Yana Sacihim Kanal) :

Yan dagilim/sacilim (SSC), 151k yolu 90 derecelik bir ag1 ile hiicreyi aydinlatan ve
sonra yanstyan lazer 15181 ile hiicrenin igyapist ve graniiler igerikleri hakkinda bilgi
elde ettigimiz kanaldir. Bu 6zellik ile hiicreleri gruplama ve tanimlamada kolaylik

saglanir(20).

2.2.1.7. Floresan Filtreler ve Detektorler:

Antikorlarlara baglayarak antijeni gostermek i¢in kullanilan floresan 6zellikli
maddelere florokrom veya florofor maddeler (floresan antikor) denir. Isik sagilmasi
veya fliioresans emisyonu (eger pargacik bir fliiorokrom ile etiketlenmisse),renkli
sagilimlar yaptiklar i¢in pargaciklarin 6zellikleri hakkinda bilgi almamiz kolay olur.
Argon iyon lazeri genel olarak akis sitometrisinde kullanilir, ¢linkii yaydigi 488-nm
151k birden fazla florokromu uyarir. Bir fliioresan bilesiginin uyarilabildigi aralik,
absorpsiyon spektrumu olarak adlandirilir. Absorpsiyon gegislerinde floresan
gecislerinde yayillandan daha fazla enerji tliketildigi i¢in, yayilan dalga boylar
emilenlerden daha uzun olacaktir. Belirli bir bilesik i¢in yayilan dalga boyu araligi,
emisyon spektrumudur.

Flow sitometride florokrom boya yani florokrom maddelerin kullanilmasinin amaci;
direkt olarak hedefimizin tespiti ile biyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin kolayca

saptanmasidir. Degisik dalga boylarindaki floresan Olgiimler, florokromla
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isaretlenmis hiicre yilizey reseptorleri veya sitokin ve DNA gibi intraseliiler
molekiiler hakkinda bilgi verir(21,22).

Tarihte ilk "flow" sitometri cihazi Wallace H. Coulter tarafindan High speed
automatic blood cell counter and cell size analyzer baslligiyla 1956 yilinda
yayimlanmistir(14,23). Len Herzerberg ve ark. , 1974°de Standford Universitesinde
Fluorescence Activated Cell Sorter = hiicre ayrismasi ismiyle "flow" sitometride
onemli bir yenilik getirmislerdir(24,25). Elektrostatik FACS hiicre ayrigsmast "flow"
sitometrik analizde Olciilen 6zelliklerine gore hiicrelerin ayrilmasi islemine foresanla
aktive edilmis hiicre ayrismasi (fluorescence activated cell sorting, FACS) denir.Bu
akig esnasinda sivilara elektrik yiiklenip cikista elektromanyetik alan yaratilarak
hiicrelerin birbirinden ayrilmasi saglanir. FACS’ta yapilan sey su; ekledigimiz
floresan boyanin tespit edildigi her hiicre ¢ikisa geldiginde yiiklenir ve manyetik alan
sayesinde diger hiicrelerden ayiklanarak farkli bir biriktirme tiibiine alir. Bunu birgok
alanda kullanabiliriz. Bu 6zellik her "flow" sitometri modelinde bulunmamakta daha
cok arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadir. Bu cihazlar, kan gibi karisik bir
hiicre toplulugunun igeren silispansiyonlarda istedigimiz ozellige sahip hiicre alt
gruplarinin  farkli tiiplere ayrilabilmesini saglar. Ayn1 anda 4 farkli hiicre

populasyonu ayristirilabilir(26,27).

2.2.1.8 Optik Filtreler:

Optik filtreler; belirli dalga boyunun altindaki veya {istiindeki 1sinlarin gegmesine
izin veren ya da engelleyen filtrelerdir. En sik kullanilan optik filtreler; ‘dichroic ve
band pass’ filtrelrdir.

Dikroic filtre (Dichroic mirro, beam splitters): Kisa dalga boyundaki 1sinlar1 uygun
detektorlere yonlendiren, daha uzun dalga boyundaki 1ginlarin ge¢mesine izin veren
filtrelerdir.

Band pass filtre: Spesifik dalga boyundaki isinlarin ge¢mesine izin veren fitrelerdir;
‘long pass filtre (LP), short pass filtre (SP) ve band pass (BP) filtre’ olmak tizere 3
tiptir(28).

Ornegin LP 500 filtre; 500nm dalga boyundan daha biiyiik 1sinlarm ge¢mesine izin
verirken, SP 500 filtr; 500nm dalga boyundan daha kii¢iik 1simlarin ge¢cmesine izin
verir. BP filtreler ilk iki filtreden farkli olarak belirli araliklardaki dalga boyundaki
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1sinlarin gegmesine izin verir. Ornegin BP 530/30; bu filtre 515nm ile 545nm dalga

boylar1 arasindaki 1ginlarin gegmesine izin vermektedir.

2.2.1.9 Fotomultiplier (Photomultiplier, PMT) Detektorler:

Lazer 1sinin hiicreye carpmastyla birlikte diisiik acili (0,5-10%) uzun eksen boyunca
sacilan 1ginlar (FS hiicre biiytikliigiinii gosterir), 90° ac1 ile sagilan 1simlar (SS hiicre
graniilaritesini gosterir) ve hiicre yiizeyinde monoklonal antikorlara bagh
florokromlarin sagtig1 isinlar ortaya ¢ikmakta ve bu 1isinlar PMT dedektorlerince (FS,
SS, FL1, FL2, FL3, FL4) saptanmaktadir(29). Bu elektriksel sinyaller dijital

sinyallere ¢evrilerek bilgisayara aktarilmaktadir.

NN\

v \J

FL1 PMT FL2 PMT FL3 PMT FL4 PMT
nm 500 525 550 575 600 625 650 675

Sekil 5. Lazer Isininin PMT Sinyallerine Cevrilmesi

2.2.2.0. Flow Sitometrik Analizde Kullanilan Ornekler

Flow sitometrik analiz hiicre silispansiyonunun hazirlanmasi, hiicrelere
monoklonal antikor eklenmesi, cihazin kalibrasyonu, kontrol ve orneklerin cihazda
calisilmasi, veri analizi ve veri yorumu ve raporu asamalarindan olusur. Flow
Sitometri analizi i¢in hiicre siispansiyonu hazirlamak amaciyla kan, kemik iligi,
beyin omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj sivisi, eklem sivisi, plevral sivi, asit sivist,
doku biyopsi Ornekleri, parafin bloktaki dokular ve hiicre kiiltiirii 6rnekleri

kullanilabilir(21,30,31). Tam kan 6rneginden 6n islemler ile manuel ya da otomatik
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cihazlar ile ¢alisilmasi arzu edilen hiicre siispansiyonu (eritrosit, I16kosit ve trombosit)

hazirlanabilmektedir.

2.2.2 Flow Sitometride Analiz Yontemleri

Flow sitometre cihazinda analiz ettigimiz veriler; hiicrenin bulyiikligu,
hiicrenin igyapisi (graniilaritesi) ve hiicrede incelemek istenen antijene ait isaretlenen
monoklonal antikorlarin floresans dl¢iimleridir. Genelde flow sitometri yontemi ile
laboratuvarlarda lokositler lizerinde incelemeler yapilmaktadir. Lokosit ayrimi ise

hiicrenin biiyiikliigli ve hiicrenin graniil yapisina gore yapilmaktadir.

qranulocyias

B |granulaertyd

“FRG ool sy
lymphocytes @)

Sekil 6. FSC ve SSC Detektorlerinde Elde Edilen Verilerle Lokositlerin Hiicre
Biiytikliigli Ve Grantilariteleriyle Ayrilmasi(14).

Tek floresan boya ile isaretli antikorun kullanilmasiyla hiicre yiizey
belirteglerinin saptanmasi. Or: Tiim 16kositler icinde CD3+T lenfosit hiicre say1 ve
oraninin saptanmasi. A antijenine karsi floresan isaretli hiicreler ve bu antijeni
icermeyen isaretlenmemis hiicrelerin sayr dagilimi “flow” sitometrik analiz sonrasi

asagidaki sekildeki gibi goriiniir:
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Sekil 7.Tek Floresan Boya Ile Isaretli Antikorun Kullamlmasiyla Hiicre Yiizey
Belirteglerinin Saptanmasi(14).

Birden fazla yiizey antijenlerini ayn1 anda analizi saglayan floresan isaretli
antikorlarla hiicre populasyonunun analizi 6r: Birden fazla CD belirte¢lerinin analizi
sayesinde hiicre alt gruplarinin analizi, T supresor hiicre, B hiicre, NK hiicre, T

helper hiicrelerin sayilarinin ve oranlarinin saptanmasi gibi analizler yapilmaktadir.
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Sekil 8. iki Farkli Floresan Antikor ile Elde Edilen Grafik Ile Hiicre Ayrimi1 Ve
Kantitatif Yiizde Analizi (14).

Florokromlar esasen belirli bir dalga boyunda 151k enerjisini (6rnegin bir
lazerden) alan ve daha uzun bir dalga boyunda yeniden yayan boyalardir. Bu iki
isleme uyarma ve emisyon denir. Emisyon siireci, genellikle nanosaniye siralarinda
son derece hizli bir sekilde izlenir ve floresan olarak bilinir. Hiicre i¢i antijenler i¢in
de florokrom boyalar kullanilmaktadir. Florokromlarin hiicre igine niifuz etmesi giic
oldugundan hiicre i¢i antijenlerin yiizeyel antijenlere gore tespiti giictiir. Bundan

dolayr florokrom boyalardan once hiicre zar1 gegirgenligi gesitli 6n islemlerden
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sonra artirilir. Cok renkli florokromlar ile farkli hiicre gruplarinin tespiti ve 6l¢iimii,
immunofenotiplendirme, intraseliiler organellerin tespiti, hiicre yiizey antijenlerinin
saptanmasi, hiicre ayristirmasi, niikleik asit miktarini saptanmasi, enzim aktivitesinin

6l¢timii, apopitozis incelemeleri yapilabilmektedir(14,32,33).

2.2.3 Flow Sitometri Verilerinin Degerlendirilmesi

Sayisal degerler olarak elde ettigimiz verilerin bilgisayar sistemlerine
kaydedilerek grafiksel olarak goriintiillenmesi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
islemine veri analizi denir. 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
smiflandirilabilir(14).

Nokta alan grafigi: Nokta grafigi, her noktanin bir hiicreyi / pargacigi temsil ettigi
iki parametreyi goriintiilemek i¢in kullanilir. Nokta alan (dot-blot) ve histogram en
cok kullanilan grafiklerdir. Nokta alan grafiginde her bir nokta tek bir hiicreyi
gostermektedir(35).

Kontur diyagramm: Dansite haritasina benzer. Benzer sayidaki hiicreleri gdsteren
noktalarin ¢izgisel olarak birlestirilmesiyle olusur.

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

Bolgeler: Histogram ve nokta alanlar i¢inde, popiilasyon alt gruplariin istatistigini
yapmak i¢in yaratilirlar.

Kap1 alma (Gating): Akim sitometride veri analizinin en temel prensiplerinden biri
Olu hiicreler ve debri gibi istenmeyen partikiillerden elde edilen sonuglarin elimine
edilerek selektif olarak arastirilan hiicrelerin incelenmesidir. Bu amacla, incelenmek
istenen hiicreler grafik bir cergeve ile belirlenir, buna kapilama veya kapi alma
(gating) islemi denilmektedir(36,37). Kap1 alma ile bolgeler olusturulur. Bir veya
daha ¢ok bolge igerebilir. Olusturulan bolgeler histogram ve nokta alan grafilerinde
aragtirilan alt hiicre grubunun izole edilerek analizine olanak saglar. Renklendirme

ozelligi amaciyla kullanilir. Ayrica baz1 yazilim programlarinda var olan, kap1 alinan
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hiicreleri renklendirme 6zelligi ile secilen hiicre grubu daha iyi bir sekilde ayirt

edilebilir(14,38).

2.2.4 Flow Sitometri Kullanim Alanlar:

Yillar boyunca, akis sitometrisi teknolojisi, ¢oklu uygulamalar1 ile hiicre tibb,
immiinoloji ve hemopoietik ontojenik anlayisimizi 6nemli dlgtide etkilemis ve klinik
tibbin tanisal zorluklarina uygulanmasina olanak saglamistir. Akis sitometri kullanim
alanlarina baktigimizda klinik ve arastirma laboratuvarlari, hemotoloji, enfeksiyon
hastaliklari, onkoloji, immunoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, patoloji,
parazitoloji, radyasyon onkolojisi, malaria, deniz biyolojisi ve bitki biyolojisi gibi
cesitli alanlarda kullanilmaktadir(32). Immunofenotiplendirme analizinde, tiim
hiicrelerin ylizeyinde ve hiicre iginde hiicreye ve maturasyonuna spesifik antijenler
mevcuttur. Flow sitometri ile hiicrelerin eksprese ettikleri antijenlere karsi
monoklonal antikorlar kullanilarak kan yada kemik iligi gibi karisik populasyonda
belli bir hiicrenin belirlenmesi ve ayrilmas: yapilabilir. Immiinofenotiplemenin tipta
kullanim alanlari: Lenfoma ve 16semi immiinotiplemesi (KLL, ALL, AML, KML),
hematolojik hastaliklarin belirlenmesi (ITP, nétrofil fonksiyon defektleri), immiin
yetmezliklerin teshisi, kemoterapi etkinliginin izlenmesi, otoimmiin hastaliklarin
tanisi, transplantasyon dncesi ve sonrasi hasta durumunun gézlemlenmesi ve allerjik
hastaliklarda kullanilmaktadir(39,40). Giinlimiizde en sik 16semi, lenfoma ve
myeloma hastalarinda kullanilir. Lésemi immiinofenotiplemesinde en sik kullanilan
ornekler kan ve kemik iligidir. Saglikli bir insanla l6semili bir insanin kan 6rnekleri
arasinda dramatik farkliliklar mevcuttur. Saglikli insanlarda kan profili kesindir ve
bilinir ancak ldsemili hastalarda profil ¢ok degiskendir. Bu alanda kok hiicre
calismalarinda ozellikle flow sitometrik analizlerle tedaviler
yonlendirilebilmektedir(14,41).
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2.3 HEMATOLOJIK TANIDA FLOW SITOMETRI

2.3.1 Flow Sitometri Kullanim Alanlar:

Akim Sitometrisinin giincel hematolojik uygulamalardaki kullanimi1 giderek
artmaktadir. Bu artisin nedenleri arasinda, kisa siirede sonug¢ alinabilmesi,
kullaniminin kolay Ogrenilebilmesi, anormal hiicrelerin taninmasina olan katkilar
sayilabilir. Akim sitometrenin hematoloji ve immiinolojide kullanimi ayr1 bir 6neme
sahiptir. Ozellikle hematolojik malignensilerin tanimlanmas1 ve smiflandirilmasina
yaptig1 katki akim sitometriyi hematoloji biliminin vazgeg¢ilmezi yapmistir. Son on
yilda monoklonal antikor teknolojisinde ve akim sitometri cihazlarindaki
gelismelerle multiparametrik analizler yapmak miimkiin olmustur. Buna paralel
olarak hematolojik malignensilerle ilgili yapilan ¢ok merkezli ¢aligmalar sayesinde
losemilerin hemen hemen tamaminin fenotipik oOzellikleri standardize edilmistir.
Dogru monoklonal antikorlarin kullanilmasi ve kombinasyonun yapilmasi, buna ek
olarak dogru kapilama stratejileri ile 16semik hiicreleri normal hiicrelerden ayirmak
ve tanimlamak miimkiindiir. Losemi immiinfenotiplemesi yapilirken sadece anormal
hiicreler veya blastlar analiz edilmemeli, ayn1 zamanda diger normal hiicre gruplari
da internal kontrol olarak analiz edilmelidir.

Akim sitometri hematolojide en c¢ok tani, losemi/lenfoma/miyelom gibi
hastaliklarin smiflanmasi ve tedavinin takibi amaclariyla kullanilmaktadir. Akim
Sitometresi ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller lazer 15181 ile
aydinlatilmakta olan bir bdlmeden gecirilir; hiicrelerin 1518in 6niinden gegerken
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin
biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan ¢esitli
florokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potanasiyeli, canlilifi gibi cesitli

ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilir(42).

2.3.2 Iimmiinfenotipleme

Immiinofenotipleme, hiicrelerin yiizeyinde, cekirdeginde veya

sitoplazmasinda bulunan markir veya antijen tiirlerine gore hiicreleri tanimlamak i¢in
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kullanilan bir testtir. Bu teknik, hiicrelerdeki markirler1 veya antijenleri belirleyen
antikorlar1 kullanarak hiicre soylarini, dolayisiyla “immiino” onekini tanimlamaya
yardimci olur. Bazi antijenler sadece bir hiicre tipinde bulunurken, digerleri farkli
tiplerde bulunur. Bu islem normal hiicreleri ve kanser hiicrelerini karsilastirarak
farkli lenfoma ve 16semi tiplerini teshis etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Akut
l6semilerin, ozellikle de akut miyeloid Idsemilerin tanimlanmast ve
siniflandirilmasinda yaygin bir teknik haline gelmistir. Hiicre ylizey antijenlerinin

tanimlanmasinda “Cluster of Differantiation, CD” terminolojisi kullanilir.

233 Akim Sitometri ile Immiinfenotipleme Yapmanin

Avanajlarn:

* Biiyiikliik (FSC) ve Graniiler (SSC) yapilarina gore hiicreler siniflandirilabilir.

« Olii hiicreler ¢alisma dis1 tutulabilir.

« Zayif eksprese edilen yiizey antijenleri tesbit edilebilir.

* Cok renkli (2,3.4,...) analizler ile hiicrenin fenotipi, gelisiminin hangi evresinde
bulundugu belirlenebilir.

* Es zamanli bulunan birden ¢ok hematolojik malinitenin, bifenotipik hiicrelerin

belirlenmesi mimkiindiir.

2.3.4 Dezavantajlari:

*Sklerotik kemik iliginden, hiposelliiler kemik iliklerinden akim sitometri i¢in yeterli
sayida hiicre toplanamaz.

* Hiicrelerin ¢evreleriyle olan iligkileri gbzlenemez

* T hiicreden zengin lenfomalarda ufak bir monoklonal B hiicre klonunun taninmasi
miimkiin olmayabilir.

* T hiicreli lenfomalarin aberan bir antijen(-6rnegin bir panT hiicre belirleyicinin
kaybi/azalmasi) bulundurmadiklar siirece taninmasi miimkiin olmaz.

* Aberan bir T hiicre immunfenotipi, her zaman bir malinite gostergesi olmayip;
enfeksiyoz mononukleoz, reaktif dermatoz, enflamatuvar hastaliklarda da goriilebilir.
* Lenfomalarda doku tutulumunun homojen olmadigi durumlarda yalanci negatif

sonuclar aliabilir.
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» Hodgkin hastaliginda neoplastik hiicre sayisinin az olmasi nedeniyle de tanida akim
sitometri kullaniminin bir yarar1 olmaz.

Dezavantajlar1 nedeni ile akim sitometri sonuglarinin daima 151k mikroskobu verileri
ile birlikte degerlendirilmesi gerekir. Klinik veriler, molekiiler/sitogenetik caligmalar
da wverilerin degerlendirilmesinde yardimci olan unsurlardir. Akim sitometri,
morfolojik olarak siiphelenilen ¢esitli hastaliklar1 dogrulamakta, hastalik alt tiplerinin
belirlenmesinde, ayirici tanida secenekleri azaltmada, kullanilabilir. Baz1 durumlarda
morfoloji bilinmese de tanisal degerlendirmelerin yapilabilecegi

savunulmaktadir(42).

Tablo 3. ASM nin Taniya Katkida Bulundugu Hematolojik Hastaliklar(42)

ASM nin tamya katkida bulundugu hematolojik hastaliklar

ASM tani ve ayirici tamda

ASM ile tan1 koyulabilir yardimcidir

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

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

ALL: Akut Lenfoblastik Losemi, CLL: Kronik Lenfositik Losemi , SLL:Kiiciik
Lenfositik Lenfoma,
NHL: NonHodgkin Lenfoma

2.3.5 Akut Losemiler

Akut 16semilerin akim sitometrli ile analizlerinde en Onemli nokta; analiz
edilecek hiicrelerin dogru ve saf halde secilmesidir. Kapilamanin dogru yapilmasi ve
uygun monoklonal antikorlarin kullanimiyla akut I6semilerin %95°1 tanimlanabilir.
Periferik kan ve ozellikle kemik iligi 6rneklerinde sadece FS/SS grafigi kullanilarak
anormal hiicrelerin (blast) saf bir halde kapilanmasi ¢ok zordur. Ayrica blast hiicre
yiizdesinin diisiik oldugu olgularda kapilamayr FS/SS grafiginde yapmak yanlis
fenotipik tanimlamalar yapilmasina neden olabilir. Akut losemilerde hiicrelerin

bulunduklar1 CD45 miktarina ve 90° kirilan 151k (SSC) 6zelliklerine gore ayirmak ve
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blastlarin bu grafikte sec¢ilmesi ¢ok daha kolaydir(bkz. Sekil 7). Ancak bu antikorun
her tiibe eklenmesi maliyeti arttirici bir faktordiir(43,44).

| I L v
| \
® ®©® @ o © &
Pro-B-cell Fre-8- cell Pre-B-1l cel Immature B-cell Mature B-cell FPlasma cell
(Pre-pre-B-cell) (Pre-B-cell) (tr. Pre-B-cell)

CcD34 CcD34
TdT TdT (TdT)
CcD10™" CD10 CD10™
CcD19 CD1¢ CD19 CD1¢ CD19
cbzg™ CD20 CD20
coD22 cp22 CcD22 cD22 cp22"+
CD45™ CD45 CD45™™" CD4s"v CD45
Cylgy Cylgu Cylg
SmigM SmigM

Sekil 9. B Hiicrelerin CD45 Miktarma ve 90° Kirilan Isik (SSC) Ozelliklerine Gore
Ayrimi(42).

2.3.5. 1 Akut Miyeloid Losemi (AML)

AML, graniilosit-eritrosit-megakaryosit serilerinin herhangi birinden koken
alabilir. AML primer olarak ortaya ¢ikacagi gibi, miyelodisplastik sendMJ,
guenromdan akut losemiye transformasyonla da ortaya ¢ikabilir. AML’ler genelde
ileri yas hastalig1 olmakla beraber, her yasta goriilebilir(45,46).

AML MO; biiyiikliik ve graniil yapilar1 agisindan lenfosit yapisinda hiicreler olup
CDA45/SS grafiginde Lenfoblast bolgesinde lokalize olurlar. Fenotipik olarak CD13,
CD33, CD34, CD117, HLA-DR antijenleri ve sitoplazmik myeloperoksidaz (cMPO)
pozitiftir. CD13 pozitifligi CD33’ten daha fazla olabilir. cMPO floresan siddeti bazi
olgularda diisiik (zay1f baglanma) olabilir.

Genelde lenfoid antijenler negatiftir. Ancak bazi olgularda CD/ pozitifligi olabilir.
CD/ ifadesi kotii prognoz kriteridir. Ayrica lenfoid antijenlerin varlig1 sitogenetik
anomalisinin olabilecegini gosterir(47,48).

AML M1, biiytikliik ve graniil yapilar1 agisindan AML MO ile benzerlik gosterir.
Blastlar M0’dan farkli olarak biraz graniillii olabilir. Fenotipik olarak CD13, CD33
ve HLA-DR pozitiftir. CD34 ve CD117 pozitifigi M0’dan azdir. AML M1 blastlarda
MO’dan farkli olarak CD15 kismi pozitifligi gosterir(49).

AML M2; M1°den en 6nemli fark: blast yiizdesidir. Ayrica M2 blastlar maturasyona
bagl olarak M1’den daha graniilliidiir. CD45/SS grafiginde myeloblast bolgesinde
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lokalize olurlar. Fenotipik olarak M2 blastlar, M1’den daha diisiik CD34 pozitifligi,
daha fazla CDI15 pozitifligi ile karakterizedir. Ayrica CD13, CD33 ve HLA-DR
pozitiftir49,50).

AML M3; hipergraniiler veya hipograniiler olmak iizere morfolojik olarak iki farkl
blast tipi goriilebilir. Fenotipik olarak benzer antijen poziiflikleri gosterirler. (CD13,
CD33, CD15, pozitif iken, HLA-DR ve CD34 genelde negatiftir) ki M3 tipi
blastlarin birbirinden en énemli farki CD45/SS grafigindeki lokalizasyonlardir. Bazi
mikrograniiler tip M3 blastlarda CD’ antijen pozitifligi olabilir.

AML M4 ve M5; her ik gruptaki blastlarin fenotipik 6zellikleri benzerdir. Ancak
CD34 pozitifligi M4 ve M5 ten daha fazladir. Blastlar MO0’dakilerle
karsilagtirildiginda ¢ok daha biiyiik ve graniillii hiicrelerdir. CD45/SS grafiginde
monositik bdlgede lokalize olurlar ve CD45 agisindan normal monositlere gore daha
zayif baglanirlar. Her iki grupta fenotipik a¢idan CD13, CD33, CDI15, CD14 ve
HLA-DR antijenleri pozitiftir. CD33 pozitifligi ve floresan siddeti CD13’ten daha
fazla olabilir. Ayrica CDI14 floresan siddeti ve antijen pozitifligi normal
monositlerden genelde daha diisiiktiir. Baz1 M5 olgularinda CD33, CD13 ve CD34
negetiftir. Ayrica CD56 pozitifligi baz1 M% olgularinda goriilebilir. CD2 pozitifligi
M4°{in bir alt grubu olan M4Eo i¢in ¢ok 6nemli bir bulgudur.

AML M6; cok nadir goriilen ve iy1 karakterize edilememis 16semi tipidir. HLA-DR
ve CD34 pozitiftir. CD34/SS grafiginde eritroid hiicrelerle karigsmis veya biraz
tizerinde lokalize olurlar. CD235a (glikoforin A) pozitifligi dnemlidir. Ancak normal
eritroid hiicrelerde de CD235a pozitifligi ¢cok kuvvetli oldugundan, kullanilacak
calisma metoduna dikkat edilmeli ve en onemlisi CD34 pozitif hiicreler lizerinde
CD235a pozitifligine bakilmalidir(51,52).

AML M7; megakaryoblastik l0semi ¢ok nadir goriilen bir Idsemi tipidir.
Megakaryoblastlar tipik olarak CD61 ve/veya CD41 antijenlerinin pozitifligi ile
tanimlanabilir. Ancak akim sitometrik analizlerde trombositlerin blastlara
yapistiklari, ayrica aktive olmus trombositlerin de 16kositlere ve blastlara P-selektin
aracilifiyla yapistigi ve unutulmamali bu nedenle de yanlis CD61 ve/veya CD41
pozitifliklerine dikkat edilmelidir(53).

M7 tanist yapilirken;

30



e Periferik yaymada veya kemik iligi yaymasinda morfolojik olarak
megakaryoblastlarin varliginin tespit edilmesi

e Akim sitometrik analizde ise CD34" pozitif hiicrelerde CD61" ve/veya
CD41" pozitifliginin gdsterilmesi

e Ayrica CD61 ve/veya CD41 baglanmasinin zayif degil daha parlak olmasi
M7 tanisim1 daha giivenilir hale getirecektir. Matiir trombosit belirleyicisi
olan CDA42b analizi de megakaryoblast tanimlanmasinda yardimeci olarak

kullanilabilir.

2.3.5.2 Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Cocukluk c¢agi kanserlerinin %25’ini, erigkin losemilerin ise %20’sini
olusturur. ALL’leri B hiicreli ve T hiicreli olamak iizere 2 alt grupta incelemek
miimkiindiir(54,58).

B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi (B ALL): B ALL’leri maturasyon siirecine
gore 3 alt grupta incelenebilir.

B Prekiirsor ALL (Pro B ALL); cocukluk cagi All’lerin %70’inden sorumludur.
Erigkinlerde ise bu oran %50’dir. Blastlar tipik olarak kiiciik hiicreler olup FS ve SS
acisindan mininmal bolgede lokalize olur. Bazi vakalarda CD45 negatif veya c¢ok
zayif olabilir. Fenotipik agidan en 6nemli 6zelligi; CD19, CD22, CD34, HLA-DR,
CD24 pozitifligidir. Olgularin %90’dan fazlasinda CD10 pozitiftir. CD10 pozitifligi
iyi, negatifligi ise kotii prognoz kriteridir. Yiizey 1gM negatiftir. Intrasitoplazmik
CD79a" pozitiftir(56).

Pre B ALL,; Blastlar tipik olarak CD19, CD24, HLA-DR, CD10 ve intrasitoplazmik
CD22 pozitiftir. CD20"" ve TdT*" antijenleri degiskendir. CD34™"* genelde negatiftir.
Pre B ALL olgularinda 6zellikle CD19", CD10", CD9", CD20"" , ve CD34" fenotipi
t(1:19) sitogenetik anomalisine sensitiftir.

B ALL; Prekiirsor B ALL blastlarina gére daha biiylik ve daha grantillii olan blastlar,
CDA45/SS grafiginde lenfosit ve monosit bolgeleri arasinda lokalize olurlar. Fenotipik
olarak CD19, CD20, CD22, CD24 ve parlak yiizey 1gM pozitiftir. Birgok olguda
CD10 pozitiftir.
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2.3.5.3 T Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi (T ALL):

T ALL, eriskin ALL’lerin %25’ini, ¢ocukluk ¢agr ALL’lerin ise %15’ini
olusturur. T ALL’deki blastlar farkli biiyiikliik ve graniil yapilart nedeniyle CD45/SS
grafiginde farkli bolgelerde (lenfoblast, miyeloblast, monositik) lokalize olabilirler.
Bu sebeple kapilama yapilirken bu 6zelliklere dikkat edilmelidir.

T ALL’ler timik evrelerine gore 4 alt gruba ayrilir.

Pre T ALL; CD/ ve sitoplazmik pozitifligi ile karakterize olup diger T antijenleri
(CD2, CD5, CD4, CD8, yiizey CD3) negatiftir. Prognozu kétii seyreden T ALL
grubudur.

Erken Kortikal Timik (EKT); CD7, CD2, CD5 ve TdT pozitifligi ile karakterize
olup TdT kuvvetli baglanir.

Ge¢ Kortikal Timik (GKT); CD7, CD2, CD5, CD1 ve CD4/CDS ortak pozitifligi
ile karakterize olup minimal diizeyde ylizey CD3 pozitifligi vardir. Ayrica CD3 zayif
baglanir.

Medullar; CD7, CD2, CDS5, CD4 ve CDS8 pozitifligi ile karakterize olup CD3
pozitifligi ge¢ kortikal timikten daha fazladir ve CD3 zayif baglanir(57,58).

2.3.5.4 Multiple Miyelom (MM)

Multipl miyelom nadir goriilen ve ¢ogunlukla yaslilarda ortaya ¢ikan bir kemik
ilig1 kanseridir. Multipl miyelom, tiim kanserlerin %]1’°ini ve hematolojik kanserlerin
%10’unu olusturur. Bagisiklik sistemimizin savunmada gorevli ana hiicrelerinden B-
lenfositler mikroorganizmalarla karsilastiklarinda plazma hiicrelerine doniiserek
antikor (immiinoglobiilin, Ig) dedigimiz maddeleri iretir. Multipl miyelom, M
proteini denen IgG, IgA veya hafif zincir gibi proteinler salgilayan kan hiicrelerinin
bir hastaligidir. Ancak, multipl miyelomda plazma hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde
cogalarak asirt miktarda tek tip immiinoglobiilin {iretirler. Bununla birlikte diger
immiinoglobiilin tiplerinin diizeylerinde ise tehlikeli derecede azalmalar goriiliir ve
hastalar enfeksiyonlara kars1 duyarli hale gelirler.

Plazma hiicreleri farklilagtik¢a B hiicre antijenlerini (CD19, CD22, slg, HLA-
DR), CD451 kaybeder ve CD38(¢ok parlak), PCA-1, CD138 gibi yeni antijenler tasir.
CD 38, T, NK hiicrelerde monositlerde de bulundugunda tek basina degil de CD56,
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CD45, gibi diger antijenlerle birlikte kullanilirsa daha iyi bir ayirim saglanabilir.
Tipik fenotipler sdyle 6zetlenebilir:

Primitif plazma hiicreleri: CD45++, CD38++, CD19+, CD10+, CD56+, VLAS+
Immatiir plazma hiicreleri: CD45+, CD38++

Matiir plazma hiicreleri: CD45-, CD38++, CD19-

Primitif hiicrelerin varligi kotii prognoz isaretidir(42).

2.4 ANALITIK PERFORMANS

2.4.1 Metot Validasyonu

Bir metodun veya Ol¢lim prosediiriiniin belirlenen amaclara uygunlugunun
deneysel caligmalarla elde edilen objektif delillerle dogrulanmasina validasyon
denir(65). Bu nedenle laboratuvar tarafindan verilen sonuglarin dogrulugu ayri bir
Ooneme sahiptir. Dogrulugun belirlenip siirdiirtilmesi ciddi ¢aba, para ve yapilan testin
karmagikligina bagli olarak farkli yaklasimlar gerektirir. Yeni bir testin
uygulanmasindan 6nce o testin uygun sonu¢ verme yetisini belirlemek gerekir.
Yontem degerlendirmesi, yeni yontemlerin hasta sonuglarini bildirmeden 6nce kabul
edilebilirliginin dogrulanmasinda kullanilir. Yontem uygulamaya konulduktan sonra
laboratuvarin zaman igerisinde testin daimi olarak gecerli kalmasini kalite kontrol
stireci ile saglanmasi gerekir.

Gegerli kilma yani validasyon, islem, siire¢, sistem ya da metodun ilgili
performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi, kullanim amacimi karsilayip
karsilamadiginin gosterilmesi i¢in metot parametrelerinin belirlenip incelendigi bir
gegerlilik ¢aligmasidir. Metot validasyonu bir hata degerlendirme siirecidir. Analitik
hatalar belirlenir, tanimlanir ve degerlendirilir. Tek bir laboratuvar (internal
validasyon) veya birgok laboratuvarin katildigi laboratuvarlar arasi ¢alisma ile
gerceklestirilebilir. Bir laboratuarda kullanilacak her tiirlii metot rutin analiz igin
kullanilamadan 6nce laboratuar kosullarinda analiz yapan kisiler tarafindan valide

edilmesi gerekmektedir.

Metot validasyonun amaci secilen metodun istenen amaca uygun nitelikte
(performansta, kalitede) sonu¢ verdigini test etmek ve metodun rutin kullanimi

sirasinda istenen performansi saglamasinin kosullarini belirlemek ve kontrol altinda
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tutmaktir. Bir metotla yapilan Ol¢limiin sonuglart; laboratuvar kosullari, cihaz,
kullanilan kimyasal madde, standart, operatér deneyimi gibi bir¢ok faktore baglidir.
Bu nedenle metodun 6l¢iim sonucuna etki eden parametreleri tek tek olciilerek

6l¢tim sonucuna etkileri belirlenmeli ve 6l¢iilmelidir(64).

Belli bir kalite sistemine uygun ¢alisan laboratuvarlarin kullandiklari metotlari
valide etmeleri gerekmektedir ve akredite laboratuarlar i¢in bu bir gerekliliktir.
Kalite sisteminin yayginlagsmasi laboratuvarlarda metot validasyonu c¢alismalarin

yapilmasini zorunlu hale getirmistir.

Kimyasal analizlerde analiz metodunun uygulama performansin cesitli
faktorler etkilemektedir. Bu sebeple Ol¢iim metodunun ¢ok iyi tanimlanmasi
gerekmektedir. Analiz edilen 6rnege, analiz edilen bilesenlerin cinsine ve miktarina
bagh olarak farkli metot kullanmak gerekebilmektedir. Belli bir analiz igin ¢ok
degisik metotlardan hangisinin uygulanacagi analiz edilen 6rnek cinsine, analiz
edilecek bilesenlerin miktarina, giinliik yapilacak analiz sayisina, istenen sonucun
kalitesine, metodunun uygulama kolayligina, analiz siiresine, analiz maliyetine bagl

olarak yapilacak bir degerlendirme sonucunda belirlenmelidir.

2.4.2 CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) H26-A2
Prosediirii

Yeni bir hematoloji analizorii pazar igi bir analizor veya referans yontemler ile

karsilastirilabilir. Asagidaki yontemler referans yontemler olarak kabul edilir:
e Beyaz kan hiicresi (WBC) diferansiyel i¢in se¢ici mikroskopi
e Hematokrit (HCT) i¢in se¢ici mikrohematokrit (PCV) (CLSI dokiimani H 7)
e Hemoglobinsiyaniir yontemi ile hemoglobin (Hb).

e Segici PLT monoklonal antikoru (6rn., Anti-CD61, anti-CD4la) Faz

mikroskopisi yaklasimi alternatif bir tarihsel karsilastirmali yontemdir.

e Retikiilositler, flowsitometri, bir veya daha fazla farkli hiicresel 6zelligi

bunlar1 olgun kirmizi kan hiicrelerinden (RBC) ayirir.
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Dahil Edilme Kriterleri: Numuneler EDTA igerikli tiiplere alinir. Ya K2EDTA ya
da K3EDTA igerikli tiipler tercih edilmelidir. Miimkiinse Hematolojide Uluslararasi
Standardizasyon Konseyi (ICSH) nin de 6nerdigi gibi K2EDTA tercih edilebilir.

Hematolojide yaslanma etkilerini en aza indirgemek i¢in flebotomi sonrasi en
gec sekiz saat iginde numuneleri test edin. Uzun vadeli stabilite ¢alismalar1 bu

dokiimanin digindadir.

Hari¢ Tutma Kriterleri:
e Gozle goriiniir hemolizli 6rnekler
e (Gozle goriiniir pihtil numuneler
e Kan hacmi yetersiz olan numuneler

e Sekiz saatten daha eski numuneler

2.4.2.1Kalibrasyon ve Kalite Kontrol Enstriiman Kalibrasyonu:

[zlenebilir  bir kalibrator ~ kullanarak {ireticinin talimatlarma  gore
karsilagtirmali otomatize analizoriin (CAA) kalibrasyonu yapin. Calisma sirasinda
CAA kalibrasyonu degistirilirse, test edilen otomatize analizoriin (TAA)

kalibrasyon durumu tasdiklenmelidir.

TAA'y1 normal taze tam kan numuneleri ile CAA'ye kalibre edin. Bu
yaklasim, ozellikle iki aracin ticari iiriinlerden bagimsiz olarak kalibre edilmesini,
taze kan sonuglarmin ¢apraz platform karsilastirilabilirligini saglamak {iizere

tasarlanmistir.

Validasyon c¢alismasi sirasinda, TAA ve CAA arasinda tam kan c¢apraz
referans kontrolleri (cross reference checks) uygulayarak giinliik kalibrasyon
dogrulamasini yapin (normal aralikta en az 10 numune). Verileri gegersiz olan

ornek ¢alismalarini reddedin.
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2.4.2.2 Tam Kan Cross-check

Validasyonun temel amaglarindan biri, TAA ve CAA arasindaki hasta
sonuclarint karsilastirmak oldugundan es-kalibrasyon statiisiiniin degerlendirilmesi
oncelikle taze tam kan ile gerceklestirilir, ¢linkii ticari materyaller arasinda matriks

etkileri vardir.

Amerikan Patologlar Birligi (CAP) Hematolojisi ve Koagiilasyon
Laboratuvarlar1 Akreditasyon Kontrol Listesi, cihazlar arasi karsilastirmalarda,
hasta numunesinin laboratuarin ¢esitli hematoloji platformlarinda ayn1 sonuglari
gosterip gosteremeyecegi konusuna dogrudan deginmek i¢in yeni hasta veya donor
numunelerin kullanilmasini tercih etmektedir. Bilimsel literatiir de sistemler arasi

karsilastirilma i¢in hasta numunelerinin kullanilmasini vurgular.

Taze kan, ¢apraz kalibre edilmis TAA ve CAA'nin devam eden kalibrasyon
stabilitesinin dogrulanmasi igin birincil mekanizma gorevi yapar. CBC AMI

genellikle tek bir kalibrasyon noktasina bagimlidir.

Degerleri laboratuvarin referans araliginda olan WBC, RBC, Hb, HCT ve
PLT parametreleri 10 tam kan numunesi ile her bir enstriiman iizerinde ¢alisma
numunelerini igsleme tabi tutmadan Once her giin test edilir. 10 numunenin
kullanilmasi, genis bir matriks c¢esidi saglar ve tek bir numunenin metod

hesaplamalar lizerindeki etkisini en aza indirir.

Her ne kadar 10 numunenin her biri, her iki cihazda da yukarida listelenen
dlciitler icin gecersiz data icermemesi gerekse de, istisnalar mevcuttur. Ideal olarak,
her numunenin calisma siiresince referans araliginda olmasi beklenir. Bunun
miimkiin olmamasi durumunda, diisiik konsantrasyonlu bir Ornegi yiiksek
konsantrasyonlu bir numuneyle dengelemeye calisin, boylece ortalamalar referans

aralig1 i¢inde olur.

Tim numunelerin TAA ve CAA calisma ortalamalar1 ve aralarindaki fark
WBC, RBC, Hb, HCT ve PLT i¢in hesaplanir. TAA ve CAA arasindaki mutlak

ortalama farklar asagidaki onerilen sinirlara kars1 dogrulanir:
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Tablo 4. Tam Kan Cross-Check Limitleri

Tam Kan Cross-Check Limitleri
Olciilen Tolerans Limitleri (+) Birim
WBC 0,3 x 10% L
RBC 0,15 x 10%/ L
Hb 0,2 (2) g/dL (g/L)
HCT 1.3 (0,013) % (L/L)
PLT 15 x 10% L

NOT: Bir iiretici, alternatif sinirlar veya ek karsilastirmali 6l¢iitler tanimlayabilir

2.4.2.3 Ticari kontrol materyalleri

Daha o6nce belirtildigi gibi, taze kan, ¢apraz kalibre edilmis TAA ve CAA'nin
devam eden kalibrasyon stabilitesinin dogrulanmasi igin birincil mekanizma goérevi
yapar. Ticari kontrol materyalleri de kalibrasyon durumunu degerlendirmek igin

ikincil bir mekanizma saglar.

2.4.2.4 TAA - Test Automated Analyzer

Mean atanmast: Ik birkag¢ giin boyunca, uygun ticari QC materyallerini
yaklagik iki saatte bir igleyin. Biriken 12 veri noktasi, gecici olarak her 6l¢iim igin
bir ortalama belirlemek i¢in kullanilir. Calisma siiresince lot degisirse, ortalama

deger i¢in ayni1 isleme tabi tutulmalidir.

Aralik atanmasi: Kontrol paketinin araliklari, bir laboratuarda tek bir cihaz
icin SD ¢oklu QC araliklarim1 gosteremez. Bu nedenle, otomatik bir hematoloji
analizoriinliin "kontrol altinda" olup olmadigini degerlendirmede SD ¢oklu QC

araliklar1 uygun degildirler.

QC kurallar: TAA ile gecmis bir tecriibeye sahip olunamadigi i¢in, ¢alisma
baslangicinda cihaz i¢i dogru SD degerleri mevcut degildir. Bu yiizden Levey-

Jennings grafikleri ve Westgard ¢oklu kurallar1t TAA iizerinde uygulanamaz.

Westgard tarafindan belirtildigi gibi: “Ortamalar, standart sapmalar, araliklar
ve laboratuvarimizin disindaki diger veriler, laboratuvarimizin bireysel ve ozel
kosullarin1 yansitmaz. Laboratuvarin disindan temin edilen verilerin kullanimi

gecici bir ¢oziimdiir."

37



2.4.2.5 CAA - Comparative Automated Analyzer

Mean atanmasi: Eger calisma baslatilmadan 6nce validasyona uygun ticari
kontrolleri kullantyorsa, hali hazirda her 6l¢lim bolgesi i¢in geri kazanilan ortalama
bir degere sahiptir. Degilse, TAA ortalama deger tespiti prosediiriinii takip edin

(yani, ii¢ glinde 12 veri noktasi).

Aralik atamasi: Validasyon i¢in genellikle uzun vadeli imprezisyon degerleri
(% CV) bulunur. Atanmis ortalama ile baglantili olarak, lota 6zel SD'ler
gelistiirilebilinir.

QC kurallart: Validasyon c¢aligmasi baglaminda, asagidaki Olgiitler genellikle
izlenir (en azindan):

* WBC « RBC * Hb « HCT « PLT

Bircok "kural", Westgard tarafindan yayginlastirilanlar gibi QC verilerinin ve
Levey-Jennings grafiginin analizlerinde kullanilir. Bu kurallar arasinda, hata tespit
etme olasiligi (Ped) ve yanlis red olasiligi (Pfr) diisiik olanlar vardir. Bir dogrulama
caligmas1 amaciyla, calisma verilerinin toplanmasina devam etmeden Once alet
performansinin derhal incelenmesine rehberlik etmek i¢in yalnizca asagidaki

Westgard ¢oklu kurallar1 gereklidir:
1 3 s (bir veri noktasi = 3 SD'yi agmast)
2 2 s (iki ardisik veri noktasinin ayni £ 2 SD'yi agmasi)
R 4 s (iki ardisik veri noktasi, 4 SD araligin1 agsmast)

Bu ¢ kuraldan herhangi birinin ihlal edilmesi, calisma verileri toplama
islemine baslamadan 6nce dokiimantasyon ve diizeltici faaliyet (eger belirtilmisse)

gerektirir. Diger QC kurallari, bu ¢alismanin amaglart i¢in kritik degildir (59).

2.4.2.6 Metot validasyon parametreleri:
e Dogruluk (Accuracy)
e Analitik aralik (Linearite)

e Analitik 6l¢iim limitleri
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e Tekarlanabilirlik (Precision)

e Analitik Duyarlik (Analitik sensitivite)
e Analitik 6zgiilliik (Analitik spesifiklik)
e Geri elde (Recovery)

e interferans

e Tagima (Carry-over)

e Matriks etkisi

e Referans aralik dogrulama

e Yontem karsilagtirma

2.4.3 Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk elde edilen deger ile gercek degerin yakiliginim ifadesidir. Olgiilen
degerle gercek deger arasindaki fark sistematik hata (bias) olarak tanimlanir
(Ellison ve ark 2000). Dogrulugun gostergesi sistemik hatadir. Sistematik hata bir
6lcim metodunun gergek sonucu verebilme kabiliyetini belirtir. Sistematik hatanin
hesaplanabilmesi i¢in dogru oldugu kabul edilen referans yani gergek deger
bilinmelidir. Gercek deger sertifikali referans materyallerden, valide edilmis
metodun Ol¢limii sonucu veya yeterlilik testleri sonucunda elde edilebilir. Bu ii¢
yontemde de ortak nokta gergek degerin bir¢ok laboratuvarda yapilmis Sl¢limlerin

sonucunda elde edilmis olmasidir.

2.4.4 Dogrusallik (Linearite) -Analitik Ol¢iim Arahg (AMI)

Yontemin hi¢ diizeltme yapilmadan 6rnekteki analit konsantrasyonu ile dogru
orantili sonuglar verme yetenegidir. X eksenine beklenen degerler, Y eksenine ise
elde edilen degerler girilerek kalibrasyon grafigi cizilir ve ortaya c¢ikan ¢izgi dogru
ise yontem lineerdir. Standart egri, metoda ve iirline bagl belirli sayida 6lgiim
noktasi ile belirlenir. Egrinin olusturulmasi, iginde miktari bilinen referans 6rnekle
veya kor ornek i¢ine eklenmis analitin bilinen konsantrasyonu ile yapilir. Sonuglar

grafiksel olarak verilir ve “linear regresyon formiilii” ile “korelasyon katsayis1”
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belirtilir. Bu Sekilde caligma araligmmin dogrusal olup olmadigi tespit edilir.

Korelasyon katsayis1 >0,99 olmalidir.

Linearite kavrami, hematolojik hiicre sayimi testleri (RBC, WBC, PLT) igin
degil, sadece konsantrasyona dayali kolorimetrik transmisyon/absorbsiyon ile ilgili

bir kimya testi olarak Hb'ye uygulanabilir.

Bilinen yiiksek bir konsantrasyondaki hiicrelerin seri diliisyonlartyla
hazirlanan ¢alisma ile recovery yapilabilir. Burada amag, Klinik rapor edilebilir
araligin (CRI) bir alt kiimesi olabilecek AMI'yi olusturmaktir. CAP Hematolojisi ve
Klinik Mikroskopi Kontrol Listesi, linearite ¢aligsmalarinin akreditasyon i¢in son
kullanici laboratuvarlarinda gerekli olmadigini 6zellikle belirtmektedir. CLIA '88 da

lineariteden soz edilmemektedir.

WBC Konsantrasyonu, RBC Konsantrasyonu, Hemoglobin, Hematokrit ve

Platelet Konsantrasyonu
AMLI'yi olusturmak i¢in iki yaklagim mevcuttur:

TAA ve CAA arasindaki taze kan korelasyonu. Bu klinik agidan en uygunudur. En
az iki farkli ireticinin (eger mevcutsa) piyasada bulunan “linearite Kkitleri",
ireticilerin talimatlarina gore analiz edilir ve degerlendirilebilinir.
2.4.4.1 Analitik Olciim Aralig Istatistiksel Yontem

Her bir seviye icin iki tekrar ¢alismasinin ortalamasi hesaplanir. Linearite
analizinde, CLSI belgesinde EP 6'da agiklandig: iizere, en kiigiik kareler regresyonu
yapilir. Bu test uyum eksikligi testi ve ug¢ deger testlerini de igerir. X-ekseni
tizerinde teorik konsantrasyon ve y ekseni iizerinde TAA ile bir grafik olusturulur.
Nihai performans talepleri sonug¢ Olgiimlerine dayanir ve bu degerlerin Gtesinde
herhangi bir ekstrapolasyon yapilmaz. CRI'nin kurulmasi, laboratuvar direktoriiniin
tibbi ihtiyaglar1 karsilamak i¢in yaptig1 tibbi bir karardir ve kismen test teknolojisi
tizerine kuruludur. Son kullanici laboratuvart AMI’y1 verifiye eder ve CRI daha
darsa, bagka islem yapmasi1 gerekmez. Tersi durumda, hasta sonuglarini AMI'nin

otesinde raporlamak i¢in validasyon yapilmasi gerekir.

CRI, tipik olarak, ilk yontem verifikasyonu sirasinda olusturulur ve

metodoloji degismedikgce tekrar degerlendirmeye ihtiya¢ duymaz. Ornegin, AMI'nin
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ist sinirint agan bir sonucu raporlamak i¢in, numune, Ol¢iilen miktar1 o araliga
getirmek icin seyreltilir, seyreltilmis numune yeniden degerlendirilir ve nihai sonug,
seyreltme faktorii kullanilarak hesaplanir. Yontem treticisi AMI ve AMI disindaki
numunelerin seyreltilmesi veya konsantre edilmesi i¢in kullanilan prosediirleri
siklikla belirtir. CRI'nin alt siniri, metod validasyonu sirasinda dogrulandigi gibi
tipik olarak yontemin AMI'sinin alt siniridir. Bu sinirin altindaki degerler sinirin
altinda olarak bildirilebilir. Hematoloji i¢in, AMI'nin alt sinirinin LoB'den daha

diisiik olamayacagini anlamak 6nemlidir(63).

2.4.4.2 Tam Kan Konsantrasyonu ve Diliisyonu

Bu orneklerden elde edilen sonuglar, AMI'yi dogrulamak ve CRI'yi
tanimlamak i¢in native hasta ve dondr kan Orneklerinden elde edilen korelasyon

verilerinin tamamlanmasi i¢in kullanilir.

Kan ornekleri: En ge¢ dort saat oncesinden en az dért EDTA dondr tam kan 6rnegi
almir. Hiicreleri ve plazmayr degistiren bagisiklik fenomeni sebebiyle farkli

donorlerden havuz yapilmamasi gerekir.
Prosediir:

Numuneler istenilen seviyelere gore konsantre edilir ve seyreltilir. Miimkiinse,
yiiksek konsantrasyonlu stok (HCS) 6rnegini, iist hedef araligindan yaklasik % 5 ila

% 10 daha fazla hazirlanir.

Hiicre ayrimi diisiik devirde santrifiijle saglanir: (bdylece hiicreler yok edilmez)
yukaridan asagiya dogru sirayla hiicresiz plazma, trombosit acisindan zengin

plazma, WBC (bufty coat) ve RBC olusumu gozlenir.

Yiiksek ornek konsantrasyonu, hiicresiz plazma katmanimin ayristirilmasiyla elde
edilir.

RBC, Hb, HCT, PLT: Asagidaki karigimlar1 hazirlamak i¢in en az 2.9 mL HCS ve
2.1 mL disik konsantrasyonlu stok (LCS) gereklidir. Bir onceki asamada
hazirlanan HCS hiicresel numunelerine hiicresiz otolog plazma (6nceki asamadaki)

veya PBS eklenir. Asagidaki seyreltme semasi, yiiksek ve diisiik Olgiilen

konsantrasyonlari iiretir, orta dereceli degerleri olusturmaz:
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Tablo 5. RBC, Hb, HCT, PLT Manipiilasyon Tablosu

RBC, Hb, HCT, PLT Manipiilasyon Tablosu
Tiip o HCS
No Konsantrasyon (%) (ul) LCS (nl)
1 100 1000 0
2 95 950 50
3 80 800 200
4 10 100 900
5 5 50 950
6 0 0 1000 pl LCS'nin i¢ine bir damla tam

WBC: Asagidaki karigimlart hazirlamak i¢in en az 3.4 mL HCS ve 1.6 mL LCS

gerekir.

Tablo 6 WBC Manipiilasyon Tablosu

WBC Manipiilasyon Tablosu
Tiip No | Konsantrasyon (%) | HCS (ul) LCS (nl)
1 100 1000 0
2 90 950 50
3 80 800 200
4 60 600 400
5 2,5 12,5 987,5
6 0 0 1000 pl LCS'nin icine 2 damla tam

Tiipleri numaralarina gore etiketlenir.

Seyreltme semasina gore, 1yi karistirilmis yiiksek hedef ve diisiik hedef numuneler

ve alikotlar: etiketli tiiplere alinir. Test boyunca tiipleri ¢ok eksenli bir karistiriciya

yerlestirilir. Her bir 6rnegi cift olarak calisilir. Etiketli 6rnekleri, tek bir calisma

sirasinda rastgele test edilir veya analitik ¢alismalarda gruplandirilir.

2.4.4.3 Plazma interferans Diizeltmesi

Lipemi (6zellikle selomikronlar), 16kositoz, ikteri ve yiiksek konsantrasyonlarda

monoklonal proteinler CBCde potansiyel interferanslardir.

a. Gozle goriiniir lipemi

b. Serum biliriibin> 10 mg/dL veya gozle goriiniir ikteri
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c. Hb'nin yanlis yiikselmesinden dolay1 genellikle anormal derecede yiiksek MCH
ve MCHC > 36.0 g/dL (> 360g/L)

d. monoklonal gammopati > 1 g/dL (> 10 g/L)

e. WBC> 100 x 10°/ L

f. PLT> 1000 x 10°/ L

Prensip

a. Orijinal tam kan 6rneginin RBC konsantrasyonu kaydedilir.

b. Orijinal kan numunesi tiipiiniin dibine RBC c¢okene, orta katmana buffy coat
yerlesene kadar dik durmasina ve siipernatanta plazmanin belirgin olmasina izin
verilir.

c. Pasteur pipet veya baska uygun bir cihaz kullanarak, plazma ve buffy coat aspire
etmeden delinir. Ucu RBC tabakasinin ortalarina geldiginde yaklasik 500 pL aspire
edilir (tam hacim o6nemli degil). Pipet kaldirma isleminde aspirasyona devam
edilmemelidir.

d. Bu RBC aspirat1 sizdirmaz kapakli diiz bir test tiipiline aktarilir.

e. Uzerine yaklasik esit hacimde PBS eklenir. Yine tam hacim kritik degil. Hedef,
hematoloji analizorii iizerinde kisa 6rnek alarmlar tiretmek i¢in yeterli RBC kiitlesi
elde etmektir. Baska bir seyreltici kullanilmamalidir.

f. Tiip sikica kapatilir, yavas yavas 10 ila 20 ¢evirme ile karistirilir.

g. Hematoloji analizoriinde PBS ile seyreltilmis RBC alikotu ¢aligtirilir, bdylece
dogal plazmadan asgari derecede etkilenen MCV ve MCHC kaydedilir.

h. Orijinal RBC'yi ve seyreltilmis MCV sonucunu kullanarak, yeniden diizenlenmis
HCT hesaplanur.

Yeniden diizenlenmis HCT = (seyreltilmis MCV) (orijinal RBC) / 10

1. Seyreltilmis MCHC'yi ve gozden gecirilmis HCT'yi kullanarak yeniden
diizenlenmis Hb'yi hesaplanir.

Yeniden diizenlenmis Hb = (yeniden diizenlenmis HCT) (seyreltilmis MCHC)/100
j. Orijinal RBC'yi ve gozden geg¢irilmis Hb'yi kullanarak, yeniden diizenlenmis
MCH hesaplanir.

Yeniden diizenlenmis MCH = (yeniden diizenlenmisHb) / (orijinal RBC) (10)
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Kisaca: RBC sonucu orijinal seyreltiimemis numuneden elde edilirken, MCV ve
MCHC seyreltilmis numuneden elde edilir. HCT, Hb ve MCH iki ¢aligma arasindan

hesaplanir.

2.4.5. Analitik Ol¢iim Limitleri

2.4.5.1 Limit of blank (LOB)

Reaktif ve analit haricinde kor okumalarmin belli bir olasilikla
karsilasilabilecek en yiiksek degeridir. Kor 6l¢lim diizeyi diisiik olmas1 daha dogru
ve kesin 0l¢lim yapmaya izin verir.

Hematoloji i¢in LoB, geleneksel olarak "arka plan" olarak adlandirilir. Arka plan
"sayimlar1" (genellikle WBC, Hb ve PLT), kan i¢cermeyen reaktiflerden ve / veya
elektronik "giirtiltiiden" kaynaklanan Ornekle iliskili bilesenleri yanlis bigimde
temsil eder. Giinliik ¢alismanin baginda, tecriibeli operatoriin manuel talimatlarina
gore arka plan sayimlarimi belirleyin. LoB i¢in sayisal sonuglarin istatistiksel

degerlendirmeleri, CLSI belgesi EP17 A2'ye gore yapilir.

2.4.5.2 Alt Tespit Smir1 (LoD) ve Alt Ol¢iim Simir1 (LoQ)

2.4.5.2.1 Limit of dedection (LOD)

Analitle iligkili sinyalin geri plan karistirict etkenlerden ayrilabildigi en
diistik analit miktardir.

2.4.5.2.2 Limit of quantitation (LOQ)

Analitin kantitatif olarak giivenilir, dogru Ol¢limiiniin yapilabildigi en diisiik
miktardir.

Hastalarin  diisik WBC konsantrasyonlarinin  dogru bir sekilde ol¢iilmesi,
kemoterapi kararlar1 ve kemik iligi nakli sonrasi cevabin degerlendirilmesinde,
diisiik PLT konsantrasyonlarinin dogru bir sekilde dl¢lilmesi de hemoraji ve PLT

transflizyon kararlarin1 6ngérmede klinik agidan 6nemlidir.
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2.4.5.3 LLoD ve LLoQ CLSI dokiimam EP17;

Tercihen birka¢ numuneden tiiretilmis, en az 60 dl¢iim 6nermektedir. 6 drnekten

olusan 10’ar kopya kullanilabilir. Bdylece numuneden numuneye degiskenlik

yakalanir(61).

2.4.5.3.1 CLSI belgesi EP 17 A2;

Iki reaktif lotu

Bir cihaz sistemi

Ucg test giinii

Bes blank 6rnegi

Bes diisiik seviye kontrol 6rnegi

Her reaktif-giinliilk kombinasyonu i¢in numune basina dort tekrarli 6l¢tim

Her reaktif lotu i¢in 60 adet toplam bos ve diisiik seviye numune 6l¢iimii (3 giin x 5

ornek x 4 kopya)

US CLIA '88 tarafindan tanimlanan istenilen imprezisyon limitleri;
* WBC: % 15
* PLT: % 25
Uretici, LLoQ ¢alismasinda imprezisyon kullandig: hedefi belirtmelidir.
LLoQ ve LLoD o6l¢iimleri diger dlgiitler (RBC, Hb, HCT) i¢in gerekli degildir;

¢linkii neredeyse sifira yakin degerler yasamla bagdasmaz(61).

2.4.6 Tekrarlanabilirlik (Precision)

Bir yontemde ayni 6rnegin ard arda calisilmasiyla metodun ayni sonucu
verebilme giiciidiir ve ydntemin kesinliginin gdstergesidir. Olgiim sonuglarinin
birbirine yakinligini belirlemek i¢in yapilir. Bagimsiz analiz sonuglar1 arasindaki
tutarliligr gosterir. Laboratuvardaki tekrarlanabilirlik kosullarinda bir seri 6l¢iim

yapilarak hesaplanir(62).
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2.4.6.1 Taze Kan Kisa Vadeli Imprezisyon

Normal Numuneler:

Bu imprezisyon calismasi, laboratuarin referans araligini agsmayan normal
taze tam kan kullanilarak yapilir. Ayni kan tiipiiniin 31 ardisik aspirasyonu
kullanilir. Daha kii¢iik numune boyutlar1 daha az arzu edilen daha genis giiven
araliklar tiretir. Toplam en azindan 12 ¢alisma i¢in en az iic TAA'nin her biri i¢in
en az dort imprezisyon ¢alismasi gerceklestirilir(62).

Hassas tasarim hedefleri ile ilgili olarak, asagidaki tabloda, normal
imalatg¢ilar i¢in bazi yayinlanmis 6neriler bulunmaktadir; her iiretici belirli kriterleri

belirlemektedir:

2.4.6.2 Calisma-ici Imprezisyon

Taze kan veya ticari kontrollerin ayn1 numunenin tekrarlayan 6lgiimlerinin

imprezisyonu SD ile tanimlanir.

| 2
SD = \f' 2/ xi— ‘;{ o X tek bir tahlil sonucu,
n-— 1
X n tahlil sonuglarinin ortalamasi,
a
. SD n tekrar tahlillerinin sayisi ve
HCV = ¥ x100 SD veri kiimesinin standart sapmasidir.

2.4.6.3 Tibbi karar Seviyelerinde imprezisyon

ICSH protokolii, imprezisyon ¢aligmalarin patolojik araliklari icermesi gerektigini
belirtmektedir. Anemi ve trombositopenide yapilan tibbi transfiizyon kararlari
nedeniyle, asagidaki iki tip patolojik numune i¢in ek imprezisyon ¢aligmalari
yapilmustir:

*+ Hb=6-10g/dL (60 - 100 g/L)

« PLT=0-50x10°/L

Ayrica, tibbi terapdtik kararlar agir derecede 16kopeni ve ndtropeni varliginda
yapildigindan, asagidaki araliklarla bir imprezisyon ¢aligsmasi onerilir:

« WBC=0-2x10°/L

En az 3 TAA'nin her biri i¢in en az 3 imprezisyon ¢alismasi (n = 31 ardisik kopya)
toplam en az 9 calisma gerceklestirilir.

Anemik numuneler icin sadece RBC, Hb ve HCT analiz edilir; Bu 0lgiitlere

uymayan slipheli veya gecersiz veri isaretlerini gormezden gelin. Trombositopenik
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ornekler icin yalnizca PLT analiz edilir ve siipheli veya gecersiz veri isaretleri goz
ard1 edilir.

WBC konsantrasyonu ve yiizdesi, I6kopenik zorluklarda degerlendirilir. Kan
numunelerinin homojen hale getirmek i¢in sallanan bir platform veya manuel
yontemlerden ziyade doner tarzda bir karistiricida karistirin.

Normal, anemik ve trombositopenik drneklerle taze kan 6lgiimii ve kesinligi
i¢cin % 95, % 97.5 ve % 99 st CL'ler gelistirildi. Diisiik hiicresel konsantrasyonlarda
% CV'nin giderek arttig1 bilinmektedir. Bu, 6zellikle klinik olarak karsilasilan diisiik
WBC ve PLT konsantrasyonlari i¢in gecerlidir. Bu hassas profiller gliven araliklarini

icermelidir(62).

2.4.6.4Ticari Kontroller Tekrarlanabilirlik ve Cihaz I¢i Imprezisyon
(Uzun Vadeli)

Ticari kontroller her seviyede (diisiik, normal, yiiksek) iki tekrar olmak {izere, giinde
iki ¢alisma en az 25 giin boyunca test edilir. (EP 5). EP 5A2 ye gore 20 giin boyunca,
Glin ici calismalar aras1 5 ila 12 saat arayla gerceklestirilir. CLSI dokiimani EP 5
A2‘e gore, ticari kontrol paketleri ile tekrarlanabilirlik ve cihaz i¢i imprezisyon

hesaplanabilir(62).

2.4.7 Analitik Duyarhhlik (Analitik Sensitive)

Analitin konsantrasyonundaki degisime karsilik 6l¢iim sinyalinde meydana
gelen degisikliktir. Yontemin kiiglik konsantrasyonlar1 belirleme yetenegidir.

Kalibrasyon egrisinin egimi, sensitivitenin gostergesidir.

2.4.8 Analitik Ozgiilliik (Analitik Spesifiklik)

Analitik 6zgiilliik, bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu
ornek iginde ayirt edebilme yetenegine denir. Olciimiin sadece istenilen maddeyi

Ol¢mesi istenir.
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2.4.9 Geri Elde (Recovery)

Analitik yontemin konsantrasyonu bilinen miktarda eklenen analiti dogru
olarak belirleyebilme yetenegidir. Geri elde bir yontemin dogrulugu hakkinda bilgi
verir. Olgiimiiniin yapilacagi hasta 6rnegi ve hasta Ornegine standart ¢ozelti

eklenmis drnek analiz edilir. Olgiilen miktar ile eklenmis olan miktar karsilastirilir.

2.4.10 interferans

Analitin ~ Ol¢limiinii  etkileyebilecek ¢esitli  interferanslarin  belirli
konsantrasyonlarda ilavesi ile testin etkilenme diizeylerinin arastirilmasi
amaclanmaktadir. Bu durumun varligini tespit etmek igin Orneklerde analiz
yapildiktan sonra, interfere etkisi incelenecek maddeler orneklere ilave edilir ve

eklenen analitlerin 6lgiimii etkileyip etkilemedigi hesaplanir(66).

2.4.11 Tasima (Carry-over)

Otomatize c¢alisan sistemler igin, onceki numuneden sonraki numuneye
herhangi bir aktarim olup olmadigini belirlemek i¢in yapilir. Giiniimiizdeki teknik
imkanlar tasima hatalarin1 aza indirmistir. Calismanin yapilmasi kolaydir. Yiiksek
ve diisiik konsantrasyondaki numuneler belli bir sira i¢inde yerlestirilerek 6l¢iim
gerceklestirilir.  Yiiksek degerlerden once gelen diisiik degerler ile bir grup
olusturulur. Diger grup yiiksek degerlerden sonra gelen diisiik degerlerden olusur.
Belirlenen bu iki grubun ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanir. Gruplarin
ortalamalar1 arasindaki farkin total izin verilen hatadan kii¢iik olmasi durumunda
tagima hatasinin olmadig1 sdylenebilir.

Carryover, en az ii¢ TAA'nin her biri i¢in en az ii¢ kez gergeklestirilir (yani,
en az dokuz carryover ¢alismasi). ’Yiiksek hedef deger" (high target value: HTV)
konsantrasyonlarindaki taze tam kan Ornekleri liger kez okutur ve onu takiben
"diistik hedef deger" (low target value: LTV) 6rnekleri ticlii calisilir (ICSH). Yerine
ticari kontrolleri kullanilmaz. Carryover icin test edilen parametreler WBC, RBC,

Hb ve PLT'dir:
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Tablo 7. Onerilen Carryover Ornek Degerleri

Onerilen Carryover Ornek Degerleri
Olgiilen Madde HTV" LTV
WBC (x 10°/L) >90 >0 ve <3
RBC(x10%/L) >6.20 >0 ve <1,5
Hb (g/dL [g/L]) >22.0 (220) >0 ve <5.0 (50)
PLT (x10%L) >900 >0 ve <30

Tabloda gosterilen patolojik olarak yiiksek veya diisiik konsantrasyonlarin
tiretilmesi i¢in normal vericilerden taze tam kan manipiilasyonlarina ihtiyag¢
duyulmaktadir. Bununla birlikte, hem HTV hem LTV 6rnekleri WBC, RBC ve PLT
icermelidir; Baska bir deyisle, hiicresiz plazma olmamali, LTV 6rnegi hava veya
diliient aspirasyondan olusamazlar. Hiicre konsantrasyonunun tespit edilememesi
beklenen uygun bir matriks saglamak i¢in partikiilsiiz yiiksek plazma hacmine az
miktarda tam kanlar eklenebilir. Ticari kontroller, insanin taze tam kanin matriks
etkilerini karsilayamaz. Taze insan kanindan farkli hiicresel kompozisyon ve insan
numunelerinde  karsilasilan  gergekten yiiksek ya da gercekten diisiik
konsantrasyonda Olgiitlerin bulunmamasi nedeniyle taze tam insan kaninin yerini

alamaz.

Carryover, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:

(LTVI-LTV3)
(HTV3—LTV3)

%Carryover =

Carryover beklenen seviyelerini tanimlamak i¢in, dort 6l¢iim alaninin her biri i¢in

% 95, % 97,5 ve % 99 giiven sinirlar1 (CL) hesaplanmaktadir.

2.4.12 Matriks Etkisi

Matriks etkisi, LC-MS/MS analizlerinde standart soliisyon igindeki madde
ile plazma gibi biyolojik matriksteki ayni analitin farkli yanitlar vermesi olarak
tanimlanir. Matriks etkisinin son derece degisken olmasi yontemlerin dogruluk ve

kesinliginde 6nemli hatalara neden olmaktadir.
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Ekstraksiyon olarak Elektro Sprey lonizasyon (ESI) gerektiren galismalarda
ucucu olmayan maddeler damla buharlasmasini degistirerek detektore gaz fazinda

ulasan yiiklii iyon miktarini degistirmektedir(64).

2.4.13 Referans Aralik Dogrulama

Referans aralik dogrulama caligsmasinin yapilmasi pahali ve zordur. Referans
aralik dogrulama c¢aligmasi i¢in en az 20 saglikli birey gerekmektedir.
Degerlendirmede aralik disina ¢ikanlarin sayisi %10’u  gecmemelidir. Her
laboratuvarin kendi referans araligini belirleme sartt yoktur ama belirlenmis

referans araligini teyit etmesi gerekir(64).

2.4.14 Yontem Karsilastirma

Omnekler iki yontemde ve ayn1 zamanda calisilir, sonuglar karsilastirilir ve
karsilastirma igin regresyon analizi yapilir. Rapor araligi i¢inde en az 40 6rnek hem
test yontemi, hem de karsilastirma yontemi ile ¢alisilir. Sayr ne kadar ¢ok olursa
sonug o kadar sagliklidir. Iki metot ile elde edilen 6l¢iim sonuglar1 arasindaki farkin

ortalamalarina kars1 gosterdigi dagilim Bland-Altman grafigi iledegerlendirilir(64).

2.4.15 Bulgularin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda incelenen parametrelere ait degerler X + SD olarak verildi.
Ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda, normal dagilima uyan parametrelere tek
yonlii varyans analizi uygulandi (ANOVA). Takibinde yapilan post hoc analizlerde:
gruplar aras1 ikili kiyaslamada Tukey testi kullamldi. Ikiden fazla grubun
karsilastirilmasinda, normal dagilima uymayan parametrelere tek yonlii varyans
analizi uyguland1 (Kruskal-Wallis), Post hoc coklu karsilastirma yontemi olarak
Mann-Whitney U tercih edildi. Tiim analizler SPSS siiriim 11.5 istatistiksel paket
programi ile yapildi. Degerlendirmelerde istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak
kabul edildi.
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3. GEREC YONTEM

3.1. Hasta Gruplarmin Ozellikleri

Bu calisma S.B. Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim Ve
Aragtirma Hastanesi Etik Kurulu’nun onay1 alinarak gergeklestirilmistir. Calismaya
alinan tiim hastalara, incelemeyi anlatan bilgilendirme formu verilmis ve imzal1 onay
belgesi almmistir. Calisma grubumuz, Saghk Bilimleri Universitesi Dr.
Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi basvuran
ve ALL AML Multipl Miyelom ve Lenfoma siliphesi ile takip edilen hastalar
arasindan olusturuldu.

Lenfoma grubu saglikli kemik iligi numuneleri olarak degerlendirildi.
Lenfomalardan kemik iligi numunelerinin alinma sebebi kemik iligine metastaz olup
olmadigin1 gérmekti. Ayrica literatiirde bu tiir ¢aligmalarda lenfoma saglikli hasta
grubu olarak alindigindan bizde saglikli olarak referans aldik.

Calisma gruplarimiz;
1. Akut Myeloid Lésemi (AML) (n=41),
2. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) (n=42),
3. Multipl Miyelom (n=48),
4. Lenfoma tanisi konulan hastalar (n=44)

Hasta Grubu (n=175);
Saglik Bilimleri Universitesi Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji

Egitim ve Arastirma Hastanesi Hematoloji Poliklinikleri tarafindan AML, ALL,
Multipl Miyelom ve Lenfoma tanis1 ile iki aylik periyotlarla takip edilen 41 AML
hastasindan, 42 ALL hastasindan, 48 Multipl Miyelom hastasindan, 44 Lenfoma

hastasindan olusturuldu.

3.2. Ornek Toplama ve Analizlenen Parametreler

ALL, AML, Multipl Miyelom ve Lenfoma tanis1 konmus hasta gruplarindan
aspirasyon yontemi ile alinan kemik iligi 6rnekleri EDTA’1 antikoagiilanl tiiplere
alindiktan sonra hematoloji laboratuvarinda Pentra Dx Nexus cihazinda yeterli
miktarda alt Ust edildikten sonra hiicre saymmi yapildi. WBC sayist 40.000’nin

tizerindeyse diliie edilerek 40.000’nin altina ¢ekildi. Gelen numunenin hastalik

51



paneline gore gerekli sayida Trucount tlip alinarak iizerine hasta ismi ve drnegin tipi
yazildi. Gelen numuneye istenilen hastalik paneline gére Flow sitometre cihazinda
hiicre sayimina hazir hale getirildi.

Gerecler:

Pentra DX Nexus Hematoloji Analizorii
BD FACS Canto II Flow Sitometre Cihazi
Mikropipetler

Pastor pipetleri

BD Falcon Cell strainer

Vortex

Santrifiij

Trucount tiip

Falkon Tiipii

©CooNo GOk wWNE

Kimyasal maddeler:

FACS LYSING soliisyonu
Cell Wash Soliisyonu
CD20 Antikoru
CD10 Antikoru
CD22 Antikoru
CD19 Antikoru
CD34 Antikoru
CD45 Antikoru

TDT Antikoru

10. CD7 Antikoru

11. CD5 Antikoru

12. CDIgu

13. CD56 Antikoru

14. CDHLADR

15. CD38 Antikoru

16. CD9 Antikoru

17. CD4 Antikoru

18. CD117 Antikoru

19. CD3 Antikoru

20. CD8 Antikoru

21. CD1a Antikoru

22. CD2 Antikoru

23. KAPPA/LAMBDA/CD19
24. CD3/MPO/CD79a
25. CD13 Antikoru

26. CD33 Antikoru
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3.3.Uygulanan Yontemler

3.3.1. Akut Lenfositik Losemi Paneli (ALL)
Yiizey Boyama Teknigi

- Gelen numune tipi (kemik iligi, periferik kan, viicut sivisi, BOS vb.) belirlenir,
kemik iligi ornegi stizdiiriiliir.Viicut sivisi, BOS ornegi santrifiij edilerek hiicreler
ayristirilir. Beyaz kiire sayimi yapilir.

- Gerekli antikorlar belirlenir, hazirlanacak olan tiipler hasta adi ve igerisinde yer
alan antikorlarla etiketlenir.

- Antikorlardan tabloda belirtilen miktarlarda tiiplerin i¢ine pipetlenir ve lizerine 100
uL hasta numunesi eklenir. Vortekslenir. 15-30 dk. oda 1sisinda, karanlikta bekletilir.

- Siire sonunda vortekslenir, iizerine 2ml FACS LYSING solution ( Lysin solution
50’lik falkona 1:10 diliie edilerek hazirlanir) eklenir. Vortekslenir. 10 dk. oda
1s1sinda karanlikta inkiibe edilir.

- Siire sonunda tiipler santrifiijde 1300 rpm.’de 5 dk. santrifiij edilir. Ustte kalan
siipernatan atilir, pelet vortekslenir.

- Cell Wash eklenerek (2,5 ml ) pelet hacmi yaklastk 3 ml’ye tamamlanir.
Vortekslenir. 1300 rpm.’de 5 dk. Santrifiij edilir. Siipernatan atilir, pelet
vortekslenir.

- Pelete 0,5 ml cell wash eklenir, vortekslenir. Ornek okumaya hazirdir.
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Tablo 8. ALL Antikor Tablosu

ANTIKOR RENK MIKTAR
CD20 FITC 5 uL
CD10 PE 5 uL
CD22 PerCpCy5.5 5puL
CD19 PeCY7 2,5 uL
CD34 APC 4 pL
CD45 APCH7 4 pL
TDT FITC 5 uL
CD7 PE 5uL
CD45 PERCP 5 uL
CD5 APC 4 pL
CDIgp FITC 5 nL
CD56 PE 5 uL
CDHLADR APC 4 pL
CD38 APCH7 4 pL
CD9 APCH7 4 pL
CD4 FITC 5 uL
CD117 PE 5 uL
CD3 PeCy7 4 pL
CD8 APC 4 pL
CDla APC 4 pL
CD2 APCH7 4 pL
KAPPA/LAMBDA/CD19 |MiX 5uL
CD3/MPOQO/CD79a MiX 5 uL
CD13 PerCpCy5.5-PE 5 uL
CD33 FITC 5uL

3.3.2. Akut Myeloid Losemi Paneli (AMLP)

Yiizey Boyama Teknigi
% Gelen numune tipi (kemik iligi, periferik kan, viicut s1visi, BOS vb.) belirlenir,

kemik iligi 6rnegi siizdiiriliir. Viicut sivisi, BOS 6rnegi santrifiij edilerek
hiicreler ayristirilir. Beyaz kiire sayimi yapilir.

¢ Gerekli antikorlar belirlenir, hazirlanacak olan tiipler hasta adi ve igerisinde
yer alan antikorlarla etiketlenir.

¢ Antikorlardan tabloda belirtilen miktarlarda tiiplerin i¢ine pipetlenir ve {izerine
100 pL hasta numunesi eklenir. Vortekslenir.15-30 dk. Oda 1sisinda,
karanlikta bekletilir.
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% Siire sonunda vortekslenir, iizerine 2ml FACS LYSING solution ( Lysin
solution 50’lik falkona 1:10 diliie edilerek hazirlanir) eklenir. Vortekslenir. 10
dk. oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilir.

% Siire sonunda tiipler santrifiijde 1300 rpm.’de 5 dk.santrifiij edilir.Ustte kalan
stipernatan atilir, pelet vortekslenir.

¢ Cell Wash eklenerek (2,5 ml ) pelet hacmi yaklasik 3 ml’ye
tamamlanir.Vortekslenir. 1300 rpm.’de 5 dk. Santrifiij edilir. Siipernatan atilir,
pelet vortekslenir.

% Pelete 0,5 ml cell wash eklenir,vortekslenir. Ornek okumaya hazirdir.

Tablo 9. AML Antikor Tablosu

ANTIKOR RENK MIKTAR
HLADR FITC 5 uL
CD117 PE 5uL
CD13 PerCpCy5.5 5 pL
CD16 PeCY7 4 pL
CD34 APC 4 pL
CD45 APCH7 4 pL
CD15 FITC 5 uL
CD64 PE 5uL
CD45 PERCP 5uL
CD19 PeCY7 2,5 uL
CD10 APC 4 pL
CD33 FITC 6 nL
CD11b PE 5uL
CD56 PE 5 uL
CD3 PeCY7 4 pL
CD11c APC 4 pL
CD38 APCH7 4 pL
CD20 FITC 5uL
CD235a FITC 5uL
CD7 PE 5uL
CD5 PERCPCy5.5 SuL
CD22 APC 4 pL
CD36 PE 5 uL
CD71 APC 4 pL
CD45/GLYA/41a MIX 5 uL
CD4 FITC 5uL
CD3/MPQO/CD79a MIX 5 uL
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3.3.3. Multipl Miyelom Paneli (MMP)

Yiizey Boyama Teknigi

¢ Gelen numune tipi (kemik 1iligi, periferik kan, viicut sivisi, BOS vb.)
belirlenir,kemik iligi 6rnegi siizdiiriiliir. Viicut sivisi, BOS 0rnegi santrifiij
edilerek hiicreler ayristirilir. Beyaz kiire sayimi yapilir.

« Gerekli antikorlar belirlenir, hazirlanacak olan tiipler hasta adi ve igerisinde
yer alan antikorlarla etiketlenir.

¢ Antikorlardan tabloda belirtilen miktarlarda tiiplerin i¢ine pipetlenir ve lizerine
100 pL hasta numunesi eklenir. Vortekslenir.15-30 dk. Oda 1sisinda,
karanlikta bekletilir.

% Siire sonunda vortekslenir.iizerine 2ml FACS LYSING solution ( Lysin
solution 50’lik falkona 1:10 diliie edilerek hazirlanir) eklenir.Vortekslenir. 10
dk.oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edilir.

% Siire sonunda tiipler santrifiijde 1300 rpm.’de 5 dk.santrifiij edilir.Ustte kalan
siipernatan atilir, pelet vortekslenir.

¢ Cell Wash eklenerek (2,5 ml ) pelet hacmi yaklasik 3 ml’ye

tamamlanir.Vortekslenir. 1300 rpm.’de 5 dk. Santrifiij edilir. Siipernatan atilir,

pelet vortekslenir.

X/

% Pelete 0,5 ml cell wash eklenir,vortekslenir. Ornek okumaya hazirdir.

Tablo 10. Multiple Myelom Antikor Tablosu

ANTIKOR RENK MIKTAR
CD117 PE 5uL
CD45 PERCP 5 uL
CD19 PE 5uL
CD33 PeCY7 2,5 nL.
CD56 FITC 6 uL
CD38 APCH7 4L
CD20 APC me
CD138 APC 4 pL
CD81 PE 5 uL
CD27 PERCP 5uL
CD28 APC 4 pL
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3.3.4. Lenfoma

Yiizey Boyama Teknigi

Gelen numune tipi (kemik iligi, periferik kan, viicut sivisi, BOS vb.)
belirlenir,kemik iligi 6rnegi siizdiiriiliir. Viicut sivisi, BOS 6rnegi santrifiij
edilerek hiicreler ayristirilir. Beyaz kiire sayimi yapilir.

Gerekli antikorlar belirlenir, hazirlanacak olan tiipler hasta adi ve igerisinde
yer alan antikorlarla etiketlenir.

Antikorlardan tabloda belirtilen miktarlarda tiiplerin i¢ine pipetlenir ve iizerine
100 pL hasta numunesi eklenir. Vortekslenir.15-30 dk. Oda 1sisinda,
karanlikta bekletilir.

Siire sonunda vortekslenir.iizerine 2ml FACS LY SING solution ( Lysin
solution 50’lik falkona 1:10 diliie edilerek hazirlanir) eklenir.Vortekslenir. 10
dk.oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edilir.

Siire sonunda tiipler santrifiijde 1300 rpm.’de 5 dk.santrifiij edilir.Ustte kalan
stipernatan atilir, pelet vortekslenir.

Cell Wash eklenerek (2,5 ml ) pelet hacmi yaklasik 3 ml’ye
tamamlanir.Vortekslenir. 1300 rpm.’de 5 dk. Santrifiij edilir. Siipernatan atilir,
pelet vortekslenir.

Pelete 0,5 ml cell wash eklenir,vortekslenir. Ornek okumaya hazirdir.
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AYNI TUPTE YUZEY ve HUCRE iCi BOYAMA TEKNIiGi

Tiipiin igerisindeki yiizey ve hiicre i¢i boyanan antikorlar etiketlenir. Once
yiizey antikorlar1 belirtilen miktarda tiipiin igerisine pipetlenir. Uzerine 100 ml
hasta numunesi konur. Vortekslenir.15-30 dk oda isisinda karanlikta inkiibe
edilir. Vortekslenir.

Siire sonunda 2 ml FACS LYSING (Lysing Solution 1:10 diliie edilerek
hazirlanir) solution eklenir. Vortekslenir, 10 dk oda 1sisinda karanlikte inkiibe
edilir. 1300 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Ustte kalan siipernatan atilir, dipteki
pelet vortekslenir.

Pelet tizerine 2,5 ml Cell Wash eklenerek pelet hacmi 3 ml’ye tamamlanir.
Vortekslenir, 1300 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Ustteki siipernatan atilir, pelet
vortekslenir.

Pelet iizerine 0,5 ml FACS Permeabilizing ( perm solution 1:10 diliie edilerek
hazirlanir) pelet {izerine eklenir. Vortekslenir, 10 dk oda 1sisinda karanlikta
inkiibe edilir. Vortekslenir, tizerine 2,5 ml Cell Wash ekelnrerek hacim 3
ml’ye tamamlanir. Vortekslenir, 1300 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Siipernatan
atilir, pelet vortekslenir.

Pelet {izerine hiicre i¢i boyanacak olan antikorlardan belirtilen miktarda
eklenerek vortekslenir.20-30 dk arasinda oda 1sisnda karanlikta inkiibe edilir.
Siire sonunda vortekslenir. Uzerine 2-3 ml Cell Wash eklenir,
vortekslenir.1300 rpm’de S5dk santrifiijlenir. Silipernatan atilir pelet
vortekslenir. Pelet iizerine 0,5 ml Cell Wash eklenir, vortekslenir. Ornek

okuma i¢in hazirdir.
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Tablo 11. Lenfoma Antikor Tablosu

ANTIKOR RENK MIKTAR
FMC7 FITCH 5 uL
CD5 APC 4 pL
CD20 FITC SuL
CD22 PE 5uL
CD79b PerCPCy5.5 5 uL
CD43 FITCH 5 uL
CD19 PeCY7 2.5 uL
CD200 PE 5 uL
CD10 APC 4 uL
CD38 APCH7 4 uL
CD15 FITC 5uL
CD25 PeCY7 4 uL
CD30 PE 5uL
HLADR APC 4 uL
CD56 PE 5 pL
CD103 FITC 5 uL
CDl11c APC 4 pL
CD3 PERCP 4 uL
CD4 FITC 5 uL
CD8 APC 4 pL
CD2 APCH7 4 uL
CD7 PeCY7 4 pL
CD45 APCH7 4 L
CD23 PE 5 uL
CD16 PeCY7 4 pL
CD36 PE 5 uL
CD38 APCH7 4 uL
CD123 PeRCP 4 uL

3.4. Metot Validasyon Parametreleri

CLSI dokiimanlar: artik validasyon yapmamizi istemedigi i¢in bizde cihaz
validasyon bilgilerine gore firma tarafindan verilen bilgilere gdére hemogram

cthazininin verifikasyonunu yaptik.
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3.4.1.Dogrusallik (Linearite)

CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) H26-A2 protokoliine
uygun olarak gerceklestirilen metot validasyonu, kalibrasyon grafigi cizmek ve
analitik 6l¢tim araligini belirlemek i¢in yapilmistir.

Bu c¢alismada saglikli bir kisiden 2 tane 10 mL’lik EDTA’ll tiipe kan
alindiktan sonra 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra olusan iki
fazdan tstteki Plazma fazi LCS (Low Cell Stock) olarak ayrildi. (LCS i¢in PBS’de
kullanilabilir). Alttaki hiicrelerin bulundugu faz ise HCS (High Cell Stock) olarak
ayrildi. Asagidaki tabloya gore farkli konantrasyonlarda 6 havuz olusturulup 2’ser
defa calisildi.

Tablo 12. RBC, Hb, HCT Semasi (HCS: Yiiksek Sayili Hiicre Stogu LCS: Diisiik
Say1li Hiicre Stogu)

RBC, Hb, HCT, PLT Manipiilasyon Tablosu
o Konsaé[,‘/f);asyon HCS (ul) LCS (ul)
1 100 1000 0
2 95 950 50
3 80 800 200
4 10 100 900
5 5 50 950
1000 pl LCS'nin icine 1 damla
6 0 0
tam

Dogrusallik (Linearite ) calismast WBC ve Plt i¢in ayr1 bir prosediir uygulanarak
yapilir.

WBC i¢in dogrusallik ¢aigsmasi, saglikli bir kisiden 2 tane 10 mL’lik EDTA’l1 tiipe
kan alindiktan sonra 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra olusan iki
fazdan iistteki Plazma fazi LCS (Low Cell Stock) olarak ayrildi. (LCS icin PBS’de
kullanilabilir). Alttaki hiicrelerin bulundugu faz ise HCS (High Cell Stock) olarak
ayrildi. Asagidaki tabloya gore farkli konantrasyonlarda 6 havuz olusturulup 2’ser
defa ¢aligildi.
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Tablo 13. WBC Manipiilasyon Tablosu

WBC Manipiilasyon Tablosu
Tiip Konsantrasyon
No (%) HCS (ul) LCS (ul)
1 100 1000 0
2 90 950 50
3 80 800 200
4 60 600 400
5 2,5 12,5 987,5
6 0 0 1000 pl LCS'nin igine 2 damla
tam

PIt i¢in dogrusallik ¢aligmasi, sagliklt bir kisiden 2 tane 10 mL’lik EDTA’1 tiipe kan
alinir, alinan bu kanlar 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Santrifiijden sonra iki
tiipten {ist fazdaki plazmalar baska temiz bos bir tiipe aktarilir. Plazmalari
aktardigimiz tiip tekrar 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Santrifiijden sonra olusan
iki fazdan iisteki plazma faz1 yaklagik 5 mL bagka bir tiipe LCS (Low Cell Stock)
olarak kullanmak icin ayrilir. Alttaki plazma faz1 ise HCS (High Stock Cell) olarak
kullanmak i¢in ayrilir. Cihaza okutulmadan Plt'ler tiip cidarma yapistigindan dolay1
once vortekslenmeli veya alt st edilerek karistirilmalidir. Asagidaki tabloya gore

farkli konantrasyonlarda 6 havuz olusturulup 2’ser defa calisilip, veriler kaydedilir.

Tablo 14. RBC, Hb, HCT, PLT Manipiilasyon Tablosu

RBC, Hb, HCT, PLT Manipiilasyon Tablosu
Tiip | Konsantrasyon
No (%) HCS (ul) LCS (ul)
1 100 1000 0
2 95 950 50
3 80 800 200
4 10 100 900
5 5 50 950
6 0 0 1000 pl LCS'nin i¢ine bir damla tam
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3.4.2. LOB/LOD (WBC, Hb, PIt Parametreleri i¢in)

NCCSL (National Comnittee for Clinical Laboratory Standarts) EP 17 dokiimana,
iddia edilen limitleri dogrulamak ve limitlerin dogru kullanim1 ve yorumlanmasi i¢in
klinik laboratuvar yontemlerinin tespit edilmesinin alt siirimi belirlemek icin
tavsiyeleri belirler. Ayn1 zamanda, bir laboratuvarin disiik seviyedeki performans
hedeflerine dayanarak daha diisiik kantitatif limitleri belirlemek i¢in kilavuzluk
saglar.

Pentra DX Nexus cihazi i¢in: LOB (Limit of Blank) olarak cihazin diliientinden 5
sample (6rnek) hazirlandi. Low Level olarak ta cihazin kontrollerinden en diisiik
olandan 5 6rnek hazirlanip, 3 giin boyunca 5 6rnek her giin 4’er defa tekrarlandi. 3
gliin boyunca calisilacak kontroller ayn1 LOT numarasina sahip olacak sekilde

calisilip veriler kaydedildi.

3.4.3.Tekrarlanabilirlik (Precision)

CLSI EP5-A protokiiliine uygun olarak tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi yapildi. Pentra
DX Nexus cihazinin diigiik seviye, normal seviye ve yiiksek seviye kontrolleri
kullanildi. Cihazin kontrol numuneleri giinliik sabah 2 ve alsam 2 kere olmak tizere

20 giin boyunca calisildi. 20 giin boyunca ayni lot kontrol numuneleri kullanildi.

3.4.3.1 Giin I¢i Tekrarlanabilirlik

CLSI EP5-A protokiiliine uygun olarak tekrarlanabilirlik ¢calismas: yapildi. Giin igi
tekrarlanabilirlik i¢in saglikli bir kisiden 10mL EDTA’l1 kan numunesi alindi. Art
arda, araya herhangi bir farkli ¢calisma girmeden 31 defa cihazda okutuldu. Calisma

veri sonuglar1 kaydedildi.

3.4.4. Carry Over

CLSI EP10-A3 potokoliine uygun olarak carry over c¢alismasi yapilmistir. Bu
calismada, saglikl1 bir kisiden EDTA’l1 Mor kapakli tiipe 3 defa sayim yapacak kadar
kan alinmali (gelen taze numunelerden, degerleri asagidaki tabloda belirtilen
degerlere yakin olanlardan da secilebilir). Kanin plazmasimi bekleyerek ¢okmesi

beklenir veya 1500 rpm de 5 dk santrifiijlenir.
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Suggested Carrvover Specimen Values
Measurand HTV" LTV
WBC (x 10°/1) =90 >0and <3
RBC (x 10™/L) >6.20 >0 and < 1.50
Hb (¢/dL[g/L]) >22.0 (220) >0and < 5.0 (50)
PLT (x 10°7/L) > 900 > () and < 30

Sekil 10. Carryover Onerilen Ornek Verileri

3.5.Ureticiye Ait Performans Ozellikleri

Kemik iligi numunelerinde immatur hiicrelerin sayiminda kullanilan flowsitometri ve
Pentra DX Nexus hematoloji analizoriin 6l¢iim yontemleri asagida gosterilmistir.
e RBC, PLT = Impedance
e WBC, BAS = Impedance
e LYM, MON, NEU, EOS, ALY, LIC, IML, IMM, IMG = Impedance and
absorbance
e HGB = Photometry
e HCT, MCH, MCHC, RDW, PDW, PCT, CRC, MRV, CWBC, RHCc =
Calculation
e MCV, MPV = Measurement
e RET = Impedance and fluorescence
e ERB = Impedance and fluorescence

3.5.1 Pentra DX Nexus Tekrarlanabilirlik (Precision)

Pentra DX Nexus hematoloji analizoriin performans akreditasyon araglari
"belgesinde, elde edilen veri sonuglart da dahil olmak {iizere analizoriin kalite
yonetimi, teknik gereklilikler ve performansiyla ilgili gerekli referanslara asagifaki
tabloda gosterilmistir.

Kontrol kaninda kabul edilebilir CV sinirlar1 (ABX Difftrol):

Tablo 15. Pentra DX Nexus Kabul Edilebilir CV Sinirlar1 Tablosu

Parameters ‘ Low level Normal High level
level

WBC <5% <4% <3%

RBC <2.5% <2% <2%

HGB <2.5% <2% <2%

Plt <15% < 8% < 6%
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Kontrol kanlarinin beyaz kan hiicresi sayimi, insan kanindan farkli oldugu igin,
karsilagtirilabilir ve tekrar iiretilebilir kosullar altinda, ayn1 giin on kez insan kani ile
spesifik bir CV hesaplandi. Elde edilen varyasyon katsayilar1 asagidaki gibidir.

Tablo 16. Pentra DX Nexus Ortalama CV (insan)

Parameters

Level CVv
LYM% 28.96% 2.93%
MON% 8.29% 6.90%
NEU% 57.27% 1.97%
EOS% 3.18% 10.28%
BAS% 2.31% 19.61%

3.5.2. Tekrarlanabilirlik icin Degerlendirme Protokolii (Giin i¢i
Tekrarlanabilirlik):

Bu kesinlik caligsmasi, degerleri laboratuvar i¢in normal referans araligini
gegmeyen normal taze kan kullanilarak gerceklestirildi. Ayni kan tiipiiniin ardigik 31
defa aspirasyonu kullanildi; daha kiigiik 6rnek boyutlart daha az istenen daha genis
giiven araliklart saglar. Toplam en az 12 c¢alisma i¢in en az Ug¢ Test

AutomatedAnalyzers (TAA) 'in her biri igin en az dort imprezisyon ¢alismasi yapilir.

Tablo 17. Pentra DX Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Tablosu

WBC <2%

4 - 10 x 103/mm3
RBC <2% 3.6 - 6.2 x 106/mm3
HGB <1% 12-18 g/dL
HCT <2% 36-54 %
PIt <1% 80 - 100 fL

3.5.3 Analitik Olciim Aralig (Linearite)

Dogrusallik, analitik bir islemin, kendisiyle orantili bir o6l¢iim saglama

yetenegidir (analit), belirli bir konsantrasyon araliginda ol¢iiliir.
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Tablo 18. Pentra DX Nexus Analitik Olgiim Aralig1

Error limits
Parameter Linearity limits Visible Range (CLIA '88)
3 +0.3
WBC (10°/puL) 0-150 150 - 180 4 150/2r
RBC (106/uL) 0-8 8-18 i‘;;37 o
o
HGB +0.2 or
(o) 0-24 24 - 30 + 7%
O +2
HCT (%) 0-67 67 - 80 ﬂ(;or
HGB > 2g/dL: 0 - 1900 1900 - 2800

PLT (103/uL) HGB < 2g/dL: 0 - 2800 Lo

graL: O - 2800 - 3200 +25%

3.5.4. Numuneler Arasinda Kontaminasyon

Kontaminasyon, asagidaki parametreler i¢in yiiksek sonucglara sahip bir
numunenin, arka arkaya li¢ defa (H1, H2, H3), ardindan diisiik sonuglara sahip bir
numunenin, ayrica ard arda 3 kez (L1, L2, L3) calistirilmasiyla degerlendirildi.

L1-L3)

Carry-over (% iC x 100

ry-over (%) = 7 T3y
_
Mean concentration 0.76 1.68 4.83

of the lower level

Mean concentration 46.5 7.89 20.99 554

of the upper level

Sekil 11. Carryover Performans Veri Tablosu
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4. BULGULAR

4.1.Dogrusallik (Linearite)

CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) H26-A2 protokoliine
uygun olarak RBC, WBC, PIt, Hb i¢in gergeklestirilen metot validasyon verileri EP

Evaluator programinda islenerek elde edilen grafikler asagida gosterilmistir.

Scatter Plot

10 £

—— 1:1Line
-- RegRegr

Measured (%)

10

Assigned (%)

Linearity Summary

N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 0,918 + 0,095 0,35 + 0,59 0,84

Sekil 11. WBC Linearite Grafigi
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Scatter Plot
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Sekil 12. Rbc Linearite Grafigi
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N Slope Intercept Error
Reg. Regression 6 1,000+ 0,014 48+73 121

Sekil 13. Plt Linearite Grafigi
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Scatter Plot
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Sekil 14. Hb Linearite Grafigi
Scatter Plot
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4.2. LOB/LOD (WBC, Hb, Plt Parametreleri icin)

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) EP 17 dokiimaninda yer alan
protokiile uygun olarak olgiilen ve elde edilen veriler Analyse-it programinda

islenerek elde edilen sonuclar asagidaki gibidir.

=

7

s T Elznk matera
.
n g i
g Cnen-blank materizl
°
Za /-"\ N o
- = Critical value (LoB)
2. (o,2)
[ — Detection limit (Lod)

2 (0,4

o [r— ] 1

-0,3 0,1 o1 0,3 0,5 0,7

whc

Sekil 16. Wbc LOB/LOD Grafigi

Tablo 19. WBC- LOB/LOD Tablosu

WBC- LOB/LOD Tablosu

Critical

Blank ial N Mean SD |Alpha |Value

ank materia (LoB)
60 0,05 0,09 5% 0,2

N Pooled SD | Beta | Detection Limit (LoD)

Low control material 60 0,1 5% 0,4
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Tablo 20. Plt- LOB/LOD Tablosu

Detection Capability
Detection
Decision
Critical
N Mean [SD [Alpha Value
(LoB)
Blank material 60 0 0 5% 0
Detection Limit
Pooled Detection Limit
N sD Beta (LoD)
Non-b_lank 60 4 50 7
material
Tablo 21. Hb- LOB/LOD Tablosu
Detection Capability
Detection Decision
Critical
N Mean | SD | Alpha | Value
(LoB)
Blank material 60 0 0 5% 0
Detection Limit
Pooled Detection Limit
N sD Beta (LoD)
Non-blank material 60 0,1 5% 0,2

4.3. Tekrarlanabilirlik (Precision)

CLSI EP5-A protokiiliine uygun olarak tekrarlanabilirlik ¢alismas1 yapildi. Elde

edilen veriler EP Evaluator programinda islenerek asagidaki grafikler elde edildi.

Tablo 22. WBC, Rbc Hb PIt i¢in Tekrarlanabilirlik Tablolar

Hb i¢in Tekrarlanabilirlik

_ Within Run Between Run | Between Day | Total
g m Std. Dev 0,07 0,14 0,128 0,16
g T % CV 0,84 1,79 0,95 1,89

df 40 -- 80
e Std. Dev 0,11 0,24 0,061 0,27
2 m
= T % CV 1,1 2,04 0,90 2,03
2 df 40 - 57
=% Std. Dev 0,3 0,18 0,144 0,35
27 % CV 1,8 1,1 1,12 2,11
> df 40 -- 82
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HCT Icin Tekrarlanabilirlik

= Within Run Between Run | Between Day Total
= 'L—) Std. Dev 0,25 0,28 0,707 08
ST % CV 0,64 0,74 1,85 2,09
Z df 40 - 25
= Std. Dev 0,24 0,31 0,308 0,5
Z QI> % CV 121 1,52 153 2,47
= df 40 -- 41
5 - Std. Dev 0,46 0,61 0,790 11
7]
ks % CV 1 13 1,69 2,35
>~ df 40 - 35
Plt I¢cin Tekrarlanabilirlik
E Within Run Between Run Between Day Total
©
£ Std. Dev 7 6,5 5,004 9,6
S % CV 2,7 2,5 -11,16 3,56
df 40 - - 81
= Std. Dev 3,6 2,35 17 4
Z 5 % CV 5,09 6,11 2,44 5,36
=) df 40 - - 87
Q o Std. Dev 8,4 7.4 51 12,3
=0Q % CV 1,69 1,49 1,01 2,47
- X df 40 - - 58
RBC I¢in Tekrarlanabilirlik
= Within Run | Between Run | Between Day Total
£ 8 Std. Dev 0,10 0,11 0,10 0,10
S % CV 0,55 0,30 2,08 2,30
< df 40 - 79
=0 Std. Dev 0,03 0,03 0,05 0,06
= @ % CV 1,2 1,23 1,96 2,61
| df 40 - 34
30 Std. Dev 0,06 0,07 01 0,14
72]
= g % CV 1,22 1,37 1,91 2,65
o~ df 40 - 36
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WBC i¢in Tekrarlanabilirlik

_ Within Run [ Between Run Between Day Total
g 2 Std. Dev 0,16 0,14 0,21 03
e 2 % CV 2,04 1,81 2,98 4,04
df 38 - - 36
2 0 Std. Dev 0,09 0,06 0,08 0,13
& g % CV 3,61 2,49 2,99 5,29
= df 40 - - 52
; 5 Std. Dev 0,03 0,43 05 0,73
=< g % CV 1,72 2,31 2,67 3,93
>~ df 40 - - 37

Tablo 23. Hb Giin Igi Tekrarlanabilirlik

Hb Giin i¢i Tekrarlanabilirlik

(CV)

Diisiik Degerler Normal Degerler
Mean 6,99 g/dL 14,89
Standard Deviation (SD) 0,06 0,12
95% Confidence for SD 0,05 to 0,08 0,10t0 0,16
Coefficient of Variation 0,90% 0,80%

Tablo 24. Wbc Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Tablosu

Whe Giin I¢i Tekrarlanabilirlik

Diisiik Degerler

Normal Degerler

Mean

0,29 10*3 cell/uL

5,55 10*3 cell/uL

Standard Deviation (SD)

0,07 0,09
95% Confidence for SD
0,06 to 0,09 0,07t0 0,12
Coefficient of Variation
24,10%
V) ’ 1,60%
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Tablo 25. Plt Giin I¢i Tekrarlanabilirlik Tablosu

Plt Giin ici Tekrarlanabilirlik

Diisiik Degerler Normal Degerler
Mean 44,7 10*3 cell/uL 272,6 10*3 cell/uL
Standard Deviation (SD) 2,2 9,3
95% Confidence for SD 1,7t029 7510125
Coefficient of Variation o o
) 4,90% 3,40%
4.4.Carry Over

CLSI EP10-A3 potokoliine uygun olarak carry over ¢alismasi yapilmigtir. Elde

edile veriler formiille hesaplanarak veriler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 26. Carryover Veri Tablosu

%Carryover |Sonug (LIV1-LTV3)
WBC 0 %Carryover = (HTV3- LTV-B) %100
RBC 0,298954

Hb -0,98039

Plt -0,43898

4.5. Karsilagtirma Verileri

Hastalardan alinan kemik iligi 6rneklerinin Flow Sitometri ¢caligma sonuglari ve Tam

kan sayim sonuglar1 karsilastirildi. Elde edilen veriler agagidaki tablolarda gosterildi.
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Sekil 17. %Notrofil (flow-CBC) Karsilastirma Grafigi

Deming Regresyon Analizi
Slope: 0,811 (0,772 to 0,851)
Intercept: 2,52 (-4,83 t0 -0,21)
Std Err Est: 6,38
Corr Coef (R): 0,9382
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Sekil 18. %LYM (flow-CBC) Karsilastirma Grafigi

80

Deming Regresyon Analizi
Slope: 1,027 (0,914 to 1,141)
Intercept: 17,57 (15,17 to 19,97)
Std Err Est: 11,9
Corr Coef (R): 0,6771
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Sekil 19. %Monosit (flow-CBC) Karsilastirma Grafigi

Deming Regresyon Analizi
Slope: 1,833 (1,621 to 2,045)
Intercept: 1,64 (0,45 to 2,83)
Std Err Est: 5,22
Corr Coef (R): 0,6165
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Sekil 20. %Eozinofil (flow-CBC) Karsilastirma Grafigi

Deming Regresyon Analizi
Slope: 1,060 (0,923 to 1,197)
Intercept: 1,548 (1,208 to 1,888)
Std Err Est: 1,842
Corr Coef (R): 0,5762
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Sekil 21. %IML(flow-CBC) Karsilagtirma Grafigi
Deming Regresyon Analizi
Slope: 0,612 (0,503 to 0,721)
Intercept: 0,727 (0,491 to 0,964)
Std Err Est: 1,275
Corr Coef (R): 0,5158

78




100 F
----------- Deming Regr r
1:1Line L .
L .
80 1 .’
L | . 2'_/'f zz
. 60% |
S
] /-/( z_,"' L]
[} ’ P
- ‘»
o »
L ]
Y
™
} } } 2
40 60 80 100
FLOW (%)

Sekil 22. %LIC (flow-CBC) Karsilagtirma Grafigi

Deming Regresyon Analizi
Slope: 1,082 (0,928 to 1,237)
Intercept: 11,09 (8,61 to 13,57)
Std Err Est: 13,95
Corr Coef (R): 0,5675

Tablo 27. %CD34(flow)-%ALY (cbc) Karsilastirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi

0,675 (0,542 to 0,809)

Slope:

Intercept: 0,04 (-0,22 to 0,30)
Std Err Est: 1,45

Corr Coef (R): 0,3239
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Tablo 28. %CD34(flow)- %IML(cbc) Karsilastirma Tablosu

Deming Regreson Analizi
Slope: 0,821 (0,639 to 1,002)
Intercept: -0,05 (-0,27 to 0,16)
Std Err Est: 0,97
Corr Coef (R): 0,249

Tablo 29. %CD34(flow)-%IMM(cbc) KarsilastirmaTablosu

Deming Regresyon Analizi
Slope: 1,141 (0,940 to 1,343)
Intercept: -0,07 (-0,28 to 0,15)
Std Err Est: 0,95
Corr Coef (R): 0,3944

Tablo 30. %CD34(flow)-%LIC(cbc) Karsilastirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi
Slope: 3,927 (3,256 to 4,598)
Intercept: -1,18 (-2,12 to -0,24)
Std Err Est: 4,16
Corr Coef (R): 0,2924

Tablo 31. %IMG (flow-CBC) Karsilagtirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi

Corr Coef (R):

Slope: 3,563 (3,021 to 4,106)
Intercept: 5,08 (3,01 to 7,14)
Std Err Est: 12,12

0,3327




Tablo 32. Karsilastirma Verileri Tablosu

Flow Sitometre CBC Korelasyon Katsayilari
NOTROFIL NOTROFIL 0,939
MONOSIT MONOSIT 0,616
LYM LYM 0,677
IMG ALY 0,674
IML IML 0,515
LIC LIC 0,567
CD34 ALY 0,620
CD34 IMM 0,394
CD34 IML 0,249
CD34 LIC 0,292

4.6. LIC Degeri %5’in Ustiinde Olan Hastalar I¢in Karsilastirma

Verileri

Tablo 33. LIC Degeri %5’in Ustiinde Olan Hastalar I¢in Karsilastirma Verileri

Deming Regresyon Analizi Korelasyon Katsayilar:
Toplam Hasta(LIC%2-%41) | LIC>%5
n=152 n=44
CD34-ALY 0,2094 0,6206
IMM-ALY 0,1411 0,398
IMG-ALY 0,2545 0,6741

Tablo 34. %CD34(flow)-%ALY(CBC) Karsilagtirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi

Slope: 0,398 (0,261 to 0,535)
Intercept: 1,33 (0,931t01,73)
Std Err Est: 0,90

Corr Coef (R): 0,6206
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Tablo 35. %IMG(flow)-%ALY(CBC) Karsilastirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi
Slope: 0,644 (0,463 to 0,824)
Intercept: 1,34 (0,99 to 1,69)
Std Err Est: 0,87
Corr Coef (R): 0,6741

Tablo 36. %IMM(flow)-%ALY (CBC) Karsilastirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi
Slope: 0,113 (0,035 to 0,192)
Intercept: 2,03 (1,69 t0 2,37)
Std Err Est: 1,04
Corr Coef (R): 0,3980

Tablo 37. %LIC(flow-CBC) Karsilastirma Tablosu

Deming Regresyon Analizi
Slope: 2,424 (1,679 t0 3,170)
Intercept: -1,64 (-12,17 to 8,90)
Std Err Est: 24,65
Corr Coef (R): 0,3569
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Tablo 38. Losemi Altgruplarinin Tam Kan Sayimi Verileri

Akut Akute Multiple Lenfoma
Lenfoblastik Losemi Miyeloid Losemi Miyelom

Parameter (unit of [median (min- [median (min- [median (min- [median
measure) max)] max)] max)] (min—-max)]
WBC (10%/L) 30 (1-147) 39 (1-350) 22 (2-70) 39 (3-107)
RBC (10%/L) 3,37 (1,9-5,3) 3,2 (1,8-4,7) 3,5 (0,4-5,6) 4,61 (0,6-30,8)
HGB (g/L) 10 (6-16) 10 (5-15)* 10 (0-16) 13 (2-93)
HCT (L/L) 31(16-46) 30 (15-45) 35(4-137) 36(6-56)
MCH (pg) 30(25-39) 29 (0-38) 29(0-38) 35(21-348)
MCHC (g/L) 33(30-40) 32 (0-35) 31(0-36) 32(29-35)
MCV (fL) 91(8-120) 109 (74-890) 93(71-112) 88(66-109)
RDW (%) 15(10-23) 18 (11-161) 15(11-20) 16(12-25)
PLT (10%/L) 121(14-588) 116 (15-494)" 147(21-386) 162(19-370)
MPV (fL) 8,41(6,5-10,8) 9,25 (1,3-65) 8,26(6,3-10,4) 8,17(0,2-9,7)
Neutrophils (%) 34(2-69)™ 31 (2-70)"™ 48(20-65) 48(4-84)
Lymphocytes (%) 43(12-86) 34 (9-82) 30(16-52) 31(10-84)
Monocytes (%) 12(1-47)% 18 (3-71) 10(4-50) 9(1-27)
Eosinophils (%) 3,19(0-13,9) 3,41 (0-11,5) 4,56(1,5-30) 4,11(0,5-37)
Basophils (%) 8,58(2,5-34,8) | 11,94 (2,8-40,5)"" 7,65(1,5-23,2) 7,98(1,2-34,1)
LIC(Large immature .
cells) (%) 16 (2-41) 28 (1-93) 21(3-61) 23(1-59)
ALY (%) 4,38(0-33,1)"" 2,98(0-11) 1,66(0,4-8,8) 3,16(0,3-16,2)
IML (%) 2,11(0-18,7) 2,49(0-15,3) 1,18(0-6,4) 2(0-6,6)
IMM (%) 3,8(0,3-20,8)°" 11,21(0-55,7)* 7,93(0,2-61) 5,45(0,1-25,8)
IMG(%) 10,54(0,2-28,8)a* 13,97(0,4-72,5) 12,48(1,8-31,7)|  15,64(0,6-45,3)

Large immature cells
(10%/L)

4,29(0-23,3)"

10,84(0-159)

4,58(0,1-25,8)

7,93(0,1-29,6)

ALY (10%L) 1,99(0-19,6)” 1,47(0-14,6) 0,39(0-2,4) 1,44(0-10,5)
IML (10%/L) 0,95(0-13,7) 1,23(0-13) 0,82(0-30,4) 0,91(0-5)
IMM (10%/L) 1,18(0-13,9)° 4,41(0-76,3)™ 1,31(0-10,4) 1,91(0-8,9)
IMG(10°/L) 2,16(0-10,1) 5,22(0-75,7) 2,88(0-12,6) 5,12(0-18,6)

a vs lenfoma ***n<0,001

b vs mm **p<0,01

cvsaml *p<0,05
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5.TARTISMA ve SONUC

Kemik iligi incelemesi (aspirasyon ve biyopsi) birgok primer ve sekonder
hematolojik hastaligin klinik tedavisinde merkezi bir rol oynar. Periferik kanin
sitolojik analizi esas olarak otomatik Hematoloji analizorleri ile gergeklestirilirken,
kemik iligi aspiratlarinin hiicresel analizi manuel mikroskobik incelemeye ve flow
sitometre ile immunofenotipik incelemeye dayanir. Kemik iligi 6rnekleri, esas olarak
daha biiyiik hiicresel heterojenite (periferik kandan normalde bulunmayan Onciilerin
varlig1 ve hematopoetik olmayan hiicrelerin kiiciik miktarlar1 goz 6niine alindiginda)
ve stromal kokenli lipid pargaciklarinin varli§i nedeniyle periferik kandan farklidir.
Bu farkliliklara ragmen, geg¢mis yillarda bazi arastirmacilar periferik kan igin
tasarlanmis otomatik hematoloji analizorleri ile kemik iligi aspiratlarini analiz
etmeye calismis, lipit parcaciklarindan gelen interferanslar1 dnlemek i¢in 6rnekleri
On isleme tabi tutmuslardir.

Akim sitometri ile ¢ok parametreli analizler yapilabilmekte, hiicrelerden oldukca
fazla veri elde edilebilmekte ve parametreler arasindaki iliski Olgiilebilmektedir.
Hiicre analizinden elde edilen bu veriler klinik tanmida ciddi katkilar
saglayabilmektedir. Ayrica Otomatik hematoloji analizorleri ile kemik iligi analizinin
daha hizli ve daha objektif muayene yapilmasi miimkiin gibi goziikse de ¢esitli
teknik problemlerden dolay:r yeterli dogruluk elde edilememistir. Bununla birlikte,
teknolojideki kayda deger ilerlemeler, beyaz kan hiicresi diferansiyeline ek olarak,
otomatik kan hiicresi sayaglarinin immatiir graniilositleri ve ¢ekirdekli kirmizi kan
hiicreleri ayirt etmelerini ve saymalarimi sagladi. Bir akis sitometri teknigi ve
impedans ve absorbans kombinasyonunu kullanan Pentra DX Nexus da immatur
hiicre ayrimini1 gerceklestirebilmektedir. Otomatik sistemlerde anormal hiicreler flag
seklinde uyarilara neden olur. Otomatik sistemlerdeki flagler, kan yaymalarinin
dikkatle incelenmesi gereken hastalar1 segmek icin degerli bir belirtectir. Bununla
birlikte, bazen bu isaretleme yeterince hassas degildir, bu da farkli analizorler ve
manuel yontemler arasinda tutarsiz sonuglara neden olur.

Bu ¢alismada, Horiba Pentra DX Nexus otomatik analizoriiniin analitik performansi

tam kan ile degerlendirildikten sonra kemik iligi numuneleri kullanilarak elde edilen
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sonuglar flow sitometri yontemi ile karsilastirilmistir. Pentra DX Nexus hematoloji
analizoriiniin kemik iligi 6rneklerindeki akut losemileri tespit etme ve siniflandirma

yetenegini referans yontem olarak flow sitometre kullanarak degerlendirdik.

Hematoloji analizoriinlin analitik performans degerlendirmesini tam kan ile CLSI
H26-A2 dokiimanina goére yapildi. Pentra DX Nexus’un giin i¢i ve giin arast CV%
'si, eritrositlerin normal degerler i¢in within-run ve between run CV% harig,
geleneksel hemogram cihazi parametreleri i¢in 5.0%' den daha diisiiktii. Giinlerarasi
tekrarlanabilirlik degerleri HCT ve Plt parametreleri i¢in cihazin validasyon bilgileri
ile uyumlu olmasina ragmen, Hb i¢in cihaz validasyon bilgileri diisiik ve normal
degerler hari¢ %2 verilmisken yapilan hesaplamalar sonucunda yiiksek degerler i¢in
%2,11 bulundu. Giinleraras: tekrarlanabilirlik i¢in cihazin Rbc validasyon degerleri
normal ve yiiksek degerler i¢in <%?2, diisikk degerler i¢in <%2,5 iken bizim analiz
sonucunda Rbc degerleri; diisiik deger %2.61, normal %2.30 ve yiiksek deger %2,65
bulundu. Wbc validasyon bilgileri ise diisiik, normal ve yliksek degerler i¢in sirasiyla
<%35, <%4, <%3 iken verifikasyon bilgilerimiz diisiik i¢in %5.29, normal %4.04 ve
yiiksek i¢in %3,93 bulundu. Giin i¢i tekrarlanabilirlik parametreleri ise Wbc, Plt ve
Hb verileri cihaz validason verileri ile ile uyumluydu. Cihaz validasyon dogrusallik
parametreleri Rbc i¢in insan kani ile yapilan testi 0.01-8.5 araliginda verilmesine
ragmen bu test araligin disinda (0.12-8.81) bile linearite verilerimiz uyumlu ve buna
gore yiizde 0.99’luk egimle verifiye edildi. Hb, HCT ve Plt parametrelerini cihaz
validasyon bilgilerine gore yiizde 1 egimle, WBC ise ylizde 0.91 egimle verifiye

edildi. LOB/LOD degerleri ve carry over iireticinin 6zellikleri ile uyumluydu.

Mevcut cihazlarin donanim ve yazilim yetersizligi ayrica kemik iligi hiicre
kompozisyonunun karmasikligi, c¢ekirdekli kirmizi kan hiicrelerinin sayim
basarisizligi, olgunlasmamis ¢esitli hiicrelerin dogru bir sekilde diflizyonunun zor
olmas1 ve kemik iligindeki lipit interferasyonundan dolay1 kemik iligi numuneleri ile
verifikasyon calismasi yapilmadi. Hemogram cihazlarmin yazilimlar1 tam kan
hiicrelerine uygun yapilmistir. Son teknolojiye sahip hemogram cihazlarinda uygun
teknoloji ve yazilimlarla immatiir hiicreler ile ilgili Atipik lenfosit(ALY), Biiyiik
immature hiicre(LIC),immature granulosit(IMG),immature monosit(IMM),Immature

lenfosit(IML) gibi “flag” ler tespit edilebilmektedir. Hematoloji laboratuarlarinda
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hemogram cihazinda kemik iligi Sl¢iimii ¢ekirdekli hiicrelerin sayis1 hakkinda bize
fikir vermektedir ve flow sitometri Ol¢ctimii yapilacak kemik iligi i¢in diliisyon

oranlar1 belirlenmektedir.

Bu calisma da Pentra DX Nexus hematoloji analizériinde 175 6rnek es zamanl
hemogram cihaz1 ve flow sitometrede incelenmistir. Losemi alt gruplarina gore
karsilastirma yapilmamais, karsilastirmalar tiim 16semi hastalari {izerinden yapilmistir.
Nétrofil, Monosit Lenfosit Eozinofil, IML ve LIC yiizde degerleri flow sitometri ve
hematoloji analizorii arasindaki korelasyon katsayilar1 sirasiyla 0,938, 0,616, 0,677,
0,576, 515 ve 0,567 idi. hemogram cihazi ile degerlendirilen ALY ile flow sitometri
degerlendirilen CD34+ hiicre, IMM ve IMG korelasyon katsayilar1 sirasiyla
0,209, 0,141, 0,254 iken LIC degeri 5 iistiinde olan hastalarda aym korelasyon
katsayilari sirasiyla 0,620 0,398, 0,674 ‘e ylikseldi.

Hemogram cihazinda kemik iligi numuneleri degerlendirilirken goriilen flag’lerin
hangi hiicreleri gosterdigi degerlendirildi. Multipotent kok hiicre yiizey markeri olan
CD34+ flow sitometride blast hiicreleri gostermektedir. Flow Sitometredeki
CD34+’lin hemogram cihazindaki ALY, IMM, IML ve LIC degerlerine sirasiyla
0.620, 0.394, 0.249, 0.292 korelasyonlarina bakildiginda en yiiksek korelasyonu
ALY ile yaptig1 goriilmektedir (R:0.620). Bu verilere gore hemogram cihazindaki
ALY ylizdesi kemik iligindeki blast yiizdeleri hakkinda en dogru sonucu
gostermektedir. Hemogram cihazindaki notrofil yiizdeleri kemik iligindeki
notrofilleri yiiksek oranda yansitmaktadir (R:0.9382). Flow sitometrede bakilan
Monosit(R:0.616), Lenfosit(R:0.677), ve Eozinofillerin(R:0,5762) hemogram cihazi
ile karsilagtirlldiginda korelasyon katsayilari, flow sitometredeki LIC (R:0,567) ve
IML(R:0,515) hiicreleri ile benzer korelasyonu gostermektedir. Bu degerlere gore
kemik iligi numunesini hemogram cihazi ile o6l¢tiiglinde monosit, lenfosit ve
eozinofil verilerine benzer oranda LIC ve IML degerlerini gostermektedir.
hemogram cihazlarma uygun bir yazilim gelistirilip kemik iligi validasyonu
yapildiktan sonra dl¢iilen monosit, lenfosit ve eozinofil verileri oraninda LIC ve IML

hiicreleri gosterilebilir.

AML, ALL, MM ve Lenfoma hastalar1 remisyonda olduklar1 icin 131 hastanin

flagleri %5’ in altinda tespit edildi. Lenfoma grubunun saglikli grup kabul edilmesine
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ragmen diger hasta gruplarmin verileri hemen hemen lenfoma grubu ile benzer
olmasi hasta alt gruplarinin remisyonda oldugunu desteklemektedir. Diisiik blast
seviyeleri yapilan karsilastirmada korelasyon katsayilarinin yiiksek bulunmasi
lizerine LIC seviyeleri %5’in altinda olan hastalar dislanarak sadece LIC degerleri
%»35’1n iistiinde olan 44 hasta ile korelasyon analizi yapildiginda ise CD34 ile ALY,
IMM ile ALY ve IMG ile ALY arasindaki korelasyonun yaklasik ii¢ kat arttig1 tespit
edildi. Sonraki caligmalarda blast seviyesi yiiksek akut donemdeki hastalardan kemik
iligi numunesi alinmas1 veya LIC degerleri %5’in iistiinde olan hastalar arasinda

korelasyon bakilmasinin daha dogru olacagini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak Pentra DX Nexus hematoloji analizorii kullanilarak kemik iligi
aspiratlarini analizinde IML ve LIC degerleri kemik iligi blast konsantrasyonu
hakkinda 6n bilgi verebilir. Blast konsantrasyonu yiiksek hastalarda diisiik hastalara

gore hemogram cihazlar1 daha fazla bilgi vermektedir.
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