6(1): 9-17 (2012) DOI: 10.3153/jfscom.2012002

Journal of FisheriesSciences.com

E-ISSN 1307-234X

© 2012 www.fisheriessciences.com

REVIEW ARTICLE DERLEME MAKALESI

FLOW SITOMETRININ HIDROBIYOLOJIDE
KULLANIMI

Utku Giner”

Trakya University, Faculty Sciences, Department of Biology, Edirne

Ozet: Bu derlemede,flow sitometrinin hidro biyolojide alanlarimin tanitilmas: flow sitometrinin
calisma ilkelerinin anlatilmasi amaglanmistir. 1950'li yillarda gelistirilen flow sitometri,
giiniimiizde farkli arastirmalarda da kullanilmaktadir. Isigin sagilmasi ve emilmesi ilkesini
kullanan flow sitometri 6zellikle alglerde kullanilabilir. Hiz, hassasiyet, maliyet ve kolaylik
acisinda benzersiz olanaklar1 olan ,flow sitometrinin ¢alisma ilkesi anlatilmistir. Derlemede
ozellikle, hidrobiyolojide flow sitometrinin nasil kullanildig: verilmektedir. Bu derlemenin bir
amaci da genel olarak flow sitometriyi tanitarak aragtirmacilar1 bir ara¢ olarak flow sitometriyi
daha fazla kullanmasina 6zendirmektir.

Anahtar Kelimeler: Flow sitometri, Hidrobiyoloji

Abstract: Using flow Cytometry in Hydrobiology

In this review, we describe the principles of flow cytometry Hydrobiology areas of study is
intended to promote flow cytometry. Flow cytometry was developed in the 1950s, today is also
used in different studies. Using the principle of light scattering and absorption, flow cytometry
can be used, especially algae. In speed, accuracy, cost and convenience in terms of unique
opportunities, explained the principle of flow cytometry study. The review primarily focuses
on how flow cytometry is used in hydrology. Another aim of the review is to encourage re-
searchers to use this application more in their studies by describing flow cytometry in its gen-
eral guidelines.
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Giris

Flow Sitometri, ¢esitli hiicrelerin siispansiyon
halinde bir kanal boyunca tek tek bir sira haline
gelerek ince bir kanaldan ge¢mesiyle, hiicre
biiyilikliigli ve granilaritesine bagli olarak sinif-
landirilmasi ilkesine dayanan bir cihazdir (Alice
2004). Sitometri hiicrelerin veya biyolojik parti-
kullerin fiziksel yada kimyasal karakterlerinin
Olgllmesidir Flow sitometri’de dl¢timler, siispan-
siyon icindeki hicrelerin 6lgciim yapacak olan
aparattan birer birer gegmesiyle yapilir.

Flow Sitometrinin ¢aligma prensleri 1870
yillara kadar eski olsa da 1969 yillinda argon
lazerinin kullanilmaya baglamasi, 1980 yillinda
ayirma isleminin bulunmasi ve son 10 yildir
stirekli olarak gelistirmesiyle giliniimiize kadar
gelismistir  (Dunphy 2004).Flow Sitometrinin
temel yaklasimi, hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve
RNA igerigi, sitoplazmik graniileritesi agisinda
degerlendirilmesidir (Demirel 1995). Bu amacla
hedeflenen yapt ya da hiicre once flioresan
madde ile isaretli bir antikor veya 0zel bir boya
(nlikleik  asitlere  6zel propidium iodide)
kullanilarak isaretlenir. Bazi durumda ise klorofil
gibi maddeler kendileri fliloresan Ozellige
sahiptir. (Collier 2000). Flow sitometri analizi
hedeflene yap1 ve hiicrelerinin sayisini tiiriinii
¢ok kisa siirede, ucuz ve etkin bir sekilde
belirleyebilir (Karaboz ve ark., 2008).

On binlerce hiicrenin yada partikulin(virus,
spor vb) kisa zaman ic¢inde analiz edilmesi,
Istatistiksel bilginin cok ¢abuk elde edilmesi, elde
edilen bilginin esnek olmas1 Flow sitometrinin iyi
bir analiz araci olarak 6ne ¢ikarmkatadir.

Gunlimizde flow sitometrinin biyoloji ve
hidrobiyolojide baglica kullanim alanlar1:

o] DANN (miktar ve DNA kompozisyonu),
RNA, Protein analizleri,

o Hiicre antijenlerinin ve yogunlugunun
belirlenmesi,

o] Korofil veya fikoeritrin gibi hiicre
pigmentleri,

o] Hiicre 6limi(apoptozis) ve

proliferasyonun belirlenmesi,

o] Mikroorganizma (htcre ici bakteri, virus,
bakteri ve alg) sayisi (Binet ve ark.,
2006) ve tur analizi yapilmasi (Collier &
Campbell, 1999)
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o Parazit, mantar belirlenmesi,

o] Hiicre zar gecirgenligi ve potansiyelinin
degerlendirmesi,

o] Huicre kulturtinde virus, bakteri, hiicre
sayimi,

o] Bagil klorofil icerigi ne bagh alt
populasyonlarin, tiirlerin ve bireylerin
belirlenmesi (Heidi ve ark., 1989;
Dignum ve ark., 2004),

Notral yag iceriginin belirlenmesi,
Hiicreler arasi serbest kalsiyum o6l¢iimii,

Hicre pH oél¢umd,

O O O O

Hiicre biiyiime dinamikleri, egrilerinin
cikarilmasi (Forget ve ark., 2010)

o] Alglerde toksik madde etkileri LC50
degerlerinin bulunmasinda (Franklin ve
ark., 2001; Kong ve ark., 2007),

o] Alglerde sitotoksik calismalarda
(Frangueira ve ark., 2000; Li & Yang,
2003),

o] Ekotoksikolojik ¢aligmalarda(Stauber ve
ark., 2001).

Sitometri,  hicrelerin ~ veya  biyolojik
partikullerin fiziksel ya da kimyasal karakter-
lerinin incelenmesidir. "Flow" sitometri ise, akan
bir sivinin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanabilir (Taneli 2007).
Flow sitometri, hiicre veya partikillerin akmakta
olan bir akiskanin i¢indeyken karakteristiklerinin
Olculmesidir. Flow sitometrisi ile bir sispansiyon
halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181 ile
aydmnlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir;
hiicrelerin 15181in  Oniinden gegerken verdikleri
sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan
sinyallerin ~ kaynagi,  hiicrenin  biiyiikliik,
granularite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi;
hiicreye baglanan ¢esitli fluorokromlar da
olabilir. Bodylece hicre ya da partikulin
immunfenotipi, DNA icerigi (da Silva & Reis,
2008), enzim aktiviteleri, hicre membran
potansiyeli, canlilign gibi ¢esitli 6zellikleri
hakkinda bilgi toplanabilir. Cok kii¢iik olmalar1
nedeniyle belirlenmeleri ¢ok zor olan virusler
(Baculoviridae,  Herpesviridae, = Myoviridae,
Phycodnaviridae, Picornaviridae, Podoviridae,
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Retroviridae, and Siphoviridae) ¢zel boyalar ile
(SYBR Green I, SYBR Green IlI, OliGreen,
PicoGreen) flow sitometri ile belirlenebilir
(Brussaard ve ark., 2000).

Bagta tipta hematoloji, immiinoloji, patoloji
kullanim alam1  bulan flow Sitometrinin
hidrobiyolojide kullanim alanlarin1 6zetlenmesi,
flow Sitometrinin ¢aligma prensibinin, uygulama
alanlariin gosterilmesi amaglanmistir.

Flow sitometrinin ¢calisma ilkesi

Flow sitometri cihazinda bir sivi i¢inde yer
alan her bir hicre veya partikil lazer demetinin
icinden gecerken saptirma ve gecirme seklinde
okunurken yayinlanan fluorosen 15181 bir araya
getirilip, optik filtreler ve aynalar tarafindan
farkl1 dalga boylarina goére ayrilarak, bilgisayar
ortamina aktarilir (Karaboz ve ark. 2008). Elde
edilen veriler histogramlar olarak bilgisayar

ortamina aktarilir. Histogram, olgiilen
parametrelerin  frekans dagilimlarinin ~ gorsel
sunumudur (Olson ve ark. 2005). Olguim

sirasinda hiicreler canli veya sabit olmalidir,
ayrica sivi iginde hiicreler tek tek askida
olmalidir. Hiicreleri igeren slspansiyon surekli
bir akigla lazer 1simi1 iginden geg¢melidir. Her bir
hiicre lazer 1s1gmin bir kisminmi saptirir ve ayni
zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani
ekstra enerji yiklenmis oldugundan, fluorosen
15181 yayarlar (Olson ve ark. 2005) (Sekil 1).

Flow sitometride temel kisimlar:

1- Akigkan sistemi(fluidics system): Hidro
dinamik odaklama ile 6rnegin tek tek
lazer demetinin Oniinden sabit bir akis

hiziyla diizenli gegmesimden
sorumludur.

2- Laserler: Farkli dalga boyunda 151k
verirler.

3- Optik system: Ileri ve yana sagilma icin
blazer 1511 ayarlar, farkli detektorlere

farkli 1ginlarin ulagmasina izin verirler
(Baumgarth & Bigos, 2004).

4- Detektorler Optik sistem tarafindan
ayrilmig olan farkli isinlarin elektronik
olarak algilanmasi ve degerlendirilmesini

yapar.

5- Elektronik ve Dbilgisayara sistemi:
detektorlere gelen elektronik bilginin
degerelendirilmesi ve bilgisayar tarafinda
analiz edilreke kullaniciya sunulmasi
yapilir. Analiz sonunda elde edilen
verilerin ileri yoOntemler degerelen-
dirilmesi mimkdandar (Wilkins ve ark.,
2001).

Flow sitometri cihazinda bir sivi i¢inde yer
alan her bir hiicre veya partikul lazer demetinin
icinden gegerken saptirma ve gegirme seklinde
okunurken yayinlanan fluorosen 1s181 bir araya
getirilip, optik filtreler ve aynalar tarafindan
farkl1 dalga boylarina gore ayrilarak, bilgisayar
ortamina aktarilir (Collier 2000, Taneli 2007)
(Sekil 1.). Elde edilen veriler histogramlar olarak
ekrana aktarilir. Histogram, olgiilen
parametrelerin  frekans dagilimlarnin  gorsel
sunumudur (Olson ve ark. 2005).

Temel olarak bir Flow sitometri cihazindan
1- Tlleri sagilma grafigi (Forward scatter)

2- Yana sagilma grafigi (Side scattre
garfaigi)

3- Fluorescen grafigi (belli dalga boyuna
has parildama elde edilir. Elde edilen de-
gerlerin 2’li, 3’lii degerlendirtmesiyle
bilgisayar ortaminda yapilabilir.

Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit
olmalidir, ayrica sivi icinde hiicreler tek tek
askida olmalidir (Heidi ve ark. 1989). Hiicreleri
igeren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1sin1
icinden gecmelidir (Sekil 2.). Her bir hiicre lazer
151811n bir kismim saptirir ve ayn1 zamanda lazer
tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji
yiikklenmig oldugundan, fluorosen 15181 yayarlar
(Olson ve ark. 2005).

Sitometri her bir hiicre i¢in ayni anda bir¢ok
parametre Glger:

o Hiicre c¢ap1 ile yaklasik orantili olarak
diistik acida ileri sagilma yogunlugu

o Hiicre igindeki graniil yapi sayisi ile
yaklagik orantili olarak ortogonal (90°)
sacilma yogunlugu

o] Bircok dalga fluoresen

yogunlugu

boyundaki
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Sekil 1. Flow sitometri cihazinin temeli
Figure 1. The basis of flow cytometry device
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Sekil 2. Laser sources and laser wavelengths used in flow cytometry.

Figure 2. Flow sitometri kullanilan lazer kaynaklari ve lazer dalga boylar.

12



Journal of FisheriesSciences.com

Guner, 6(1): 9-17 (2012)

Journal abbreviation: J FisheriesSciences.com

Flow sitoemtri ¢ihazin ileri modeleri hiicreleri
Olgim  parametrelerine  gore  smiflandirip
aywrabilir (Jones ve ark., 1989). Bu imkan
ozellikle saf kiiltiir elde edilmesinde hizli, kolay,
ucuz bir yontemdir (Dignum ve ark., 2004) (Sekil
3.). Flow sitometrik yéntemle belli parametrelere
gore mikroskopik canlilarin  ayrilmasi(canl
olarak) saflastirillmasi, canligmin belirlnmesi
kolaylila ve hizli yapilabilir (Saunders ve ark.,
1985).

Flow sitometri cihazi belirli boyalarla
boyanmis olan partikiileri sayabilir, ayirabilir.
Verileri bilgisayar ortaminda degerlendirerek alt
gruplar1 (gate alma) oranlarini, sayilarini, kalibre
edildiginde ise boyutlar1 hakkinda yiiksek hizda
dogru sonug verebilir.

Aragtirmacilarin  farkli amagclar igin farkl
tipteki partikilleri (mikroorganizmalar, dokular,
canli yada cansiz yapilar) gerekli ayar yada
kalibrasyonlar1 yaparak analizleri yapabilir. Flow
sitometri cihazin florusen 6zeligi graniiteyi dlgen
bunu c¢ok hizli ve dogru bir sekilde yapan bir

Sivl icersindeki
hicre karisimi
» > i_ » .

lazer > >

f%omultipler

ta

analiz cihazi oldugu ve uygun her hiicre, partikiil
ve yapi ile farkli onlarca analizin yapilabilecegi
unutulmamalidir (Dignum ve ark. 2004). Ayni
sekilde siiflandirilan hiicrelerin  ayrilmasida
yapilabilir (Sekil 3.).

Alglerin su ortaminda direk olarak sayisinin
ve tiirlerinin belirlenmesi saglayan flow sitometri
cihazinin protipi ilk kez 1960 yilinda gelistirildi.
(Sekil 4.). Flow sitometri ile optik olgtmler,
siyanobakterler, proklorofitler, kokolitoforitler,
pennat  diatomlar ve  kriptofitler  gibi
fitoplanktonlar1 ve gruplarini tanimlamak ve
saymak icin kullanabilir (Collier ve Campbell
1999). Yeni gelistiren otomatik &rnekleme
cihazlart Ornekleme, analiz islemlerini giines
enerji ile yapabilmektedir. Bu sekilde karadan
bagimsiz olarak, tiim yil istenen siklikta ve
derinlikte veri toplamasi yapilabilir (Barnaba ve
ark., 2006).Ustelik gelecekte cok daha gelismis
araclarla daha fazla wveri daha ucuza
toplayabilecektir.

[Bilgisayar

vilksliz —m (Oisaretsiz hicre

-y Ukl —=-( kirmizi hice
vilkslz —= &) isaretsiz hicre

Sekil 3. Flow sitometri ile hiicre ayirma

Figure 3. Flow cytometry and cell sorting

Eletriksel alan
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Chlorophyte Cryptophyte Diatom
Chlamydomonas sp. Rhodomonas sp. Cylindrotheca sp.

o WP W2
-
L

Fhycoerythrin
FLZ ex: 488; em: 585420 nm

o owt S W WP W2
o -
-

-

i
FLE - T A wl Wl W Wt W P MR T I

|

Chlorophyll a,b fluorescence
FL3 ex: 488; em: 670 LP

Sekil 4. Flow sitometr ile farkli tiirdeki alglerin sayisini ve tiiriiniin belirlenmesi

Figure 4. Determination of the number and type of different types of algae by flow cytometry

Sekil 5. Alg analizi yapan ilk prototip ve son hali.

Figure 5. The fist protype which anayles algea and next generation.
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Flow Sitometrinin Avantajlar

o] Hiz: Teknik hizlidir, saniyede binlerce
partikiil saymmu  yapabilir.(tek  hiicreli
florusans 6zelligi olan canlilarin ¢ok kisa
zamanda cok duyarli olarak sayilmasina
izin verir(Stauber ve ark., 2002).

o] Duyarhlik: Yiuksek duyarlilikla analiz
yapma imkami vardir (Her bir dalga
boyunu yada her bir partikill boyunun ayr
ayr1 sayllmasi miimkiindiir).

o] Dogruluk: Tek tip mikro kiireciklerin 151k
sacilimi  ve fluorosen Olciimleri igin
varyasyon sabiti (CV=standart
sapma/ortalama); %1 kiguktir

o] Gruplama: Flow sitometrinin en gicli ve
kendisine 6zgii avantaji, herhangi bir optik
karakteristige veya bunlarin
kombinasyonlarina bagli olarak hiicrelerin
fiziksel olarak birbirlerinden
ayirabilmesidir.  Boylece daha ileri
analizler  yapabilmek igin,  spesifik
hicrelerin  saf orneklerini elde etmek
mimkin olur (Olson ve ark. 2005).

o] Yil boyunca farkli noktalrda farkli
derinliklreden alinan 6rneklerinin sdrekli
olgtimii yapilabilir (Sekil 5.).

o] Flow sitometri cihazlarmin  kurulun
maliyetleri yliksek olmasma  karsin,
kullanim bakim maliyetleri diisiiktiir.

Flow Sitometrinin Dezavantajlari

0] Smirh ¢éziimleme: Flow sitometriler tipik
olarak sadece ileri yapisal detaylar1 degil
de pik yapan veya entegre sinyalleri
Olgebilir. Ayrimi yapilacak olan partikiil
(6rnegin  fitoplanktondaki)  morfolojik
Ozellikleri dikkate almaz. Bu sorun 6lgim
yapilmasi istenen partikiilere 6zel olarak
baglanan yada incelenemesi istenen yapi
disinda tiim yapilara baglanan optik olarak
aktif kimyasallarla ¢6zulebilir.

o] Kicik o6rnek boyutu: Birgok flow
sitometri cok kigciik hacimleri (<0.5 mm)
analiz eder. Oysa, hiicreler en az yaklasik
10°/ml olarak bulunurlar. Bu nedenle flow
sitometri cihazinin dogru sekilde kalibre ve
ayarlanmasi gerekir. Flow sitometriler ¢ok
dogru Olgiimler yapabiliyor olmalarina
ragmen, bu oOl¢iimler kullanilan 6rnegin

Ozelligine gore kalibrasyonuna baglidir
(Olson ve ark. 2005).

Sonug

Fow sitometri temel olarak bir analiz
yontemidir. Kullanim alan1 yogun olarak tipta
Ozellikle hematolojide One c¢ikmaktadir. Ancak
bir analiz yontemi olarak ¢ok farkli konularda
farkli metod ve yontemlerde kullanilma imkamn
vardir.  Ozellikle farkli dalga boylarinda
boyanma, 1sima yapma imkami olan tek
hiicrelilerde (6zellikle algler) alternatif yontem
metodlara gore daha kesin, ucuz vve hizli sonug
alma imkan vardir.

Glinimiizde flow sitometri hizla gelismeye
devam etmektedir. Ozellikle partikiil (hiicre)
belirleme disinda ayirma iglemi yapan &zel
sistemler  gelistirilmistir. Bu yolla yalmz
belirleme degil, aywrma islemi iginde Flow
sitometri kullanabilir. Flow sitometri gelecek
yillarda daha etkin analiz, ayirma yapabilecegi,
kullanim alanm genisleyecegi diistilmektir. Bu
noktada arastirmacilarin flow sitometri haberdar

olup, Ogrenmeleri, uygulamalari ve
arastirmalarinda bir secenek olarak
degerlendirmeleri gerekmektedir. Flow
sitometrimin  bir ara¢ oldugu bu aracla

arastirmacilarin amagina yonelik eylemlerin ¢ok
hizli, duyarli, hassas, ucuz yapilabilecegi ihtimali
g0z ard1 edilmemelidir.
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