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Akım Sitometride Veri Analizi §

GİRİŞ

Akım sitometri hücre popülasyonlarının çok 
sayıda özelliklerinin hızlı bir şekilde analizine 
olanak sağlayan bir tekniktir. 1960’lı yıllarda 
rutin kullanıma girmiş olan bu sistemler çok 
hızlı gelişme göstermişlerdir. Tek renkli deney-
lerden çok renkli deneylere geçilmiş, birçok 
farklı ve yeni hücre tipi tanımlanmıştır. Bunlara 
paralel olarak optik, elektronik ve bilgisayar 
sistemindeki gelişmelerle, otomasyonun artması 
ve yenilenen veri analiz programlarıyla daha 
karmaşık ve çok sayıdaki verilerin analizi sağla-
nabilmektedir. Tüm bu gelişmelere rağmen, 
akım sitometri sistemlerinde veri analizi büyük 
oranda araştırmacı deneyimi gerektirir. Bu der-
lemede, veri analizinin nasıl yapıldığı ve analiz 
sırasında dikkat edilmesi gerekenler üzerinde 
durulmuştur. 

Tanımlar

Akım sitometri cihazında lazer önünden geçen 
hücrelerden saçılım sonucu açığa çıkan optik 
sinyal dedektörlerde elektrik sinyaline 
dönüştürülür(1,2). Elde edilen elektrik sinyalinin 
yani voltaj pulsunun analiz edilebilmesi için 
sayısal değere dönüştürülmesi gerekir. Bu üç 
şekilde gerçekleştirilebilir: Pulsun yüksekliği, 
altındaki alan veya genişliği ölçülebilir. Pulsun 
büyüklüğünü ölçmek için, kullanılan akan hücre 
ölçer sistemine bağlı olarak genellikle yükseklik 
veya alan kullanılır(3-5). Genişlik ise DNA analizi 
gibi özel durumlarda kullanılır(6). 

Her bir dedektörden elde edilen her bir ölçüm 
parametre olarak adlandırılır. Veri ise her bir 
hücreye ait her parametre için elde edilen değer-
lerin listesi şeklinde belirtilir. Veri en sık “list 
mode” denilen bir formda listelenir(4). Hücrelerin 

ÖZET

Çeşitli hücre popülasyonlarının özelliklerinin hızlı bir 
şekilde analizine olanak sağlayan akım sitometri sistemle-
rinde, verilerin doğru değerlendirilmesi büyük oranda 
kullanıcı deneyimi gerektirir. Bu derlemede, akım sitomet-
ride veri analizinin ilk ve temel basamağı olan kapı alma, 
kapılanan hücrelere ait verilerin görüntülenmesinde kulla-
nılan grafikler ve istatistiksel ölçümler tanımlanmış ve veri 
analizinde göz önünde bulundurulması gereken özellikler 
vurgulanmıştır.
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SUMMARY

Data Analysis in Flow Cytometry

Accurate evaluation of data in flow cytometry systems 
which allow rapid analysis of many features of various cell 
populations, mostly require user’s experience. In this 
review, gating which is the first and basic step of data 
analysis, graphics used for presentation of data of gated 
cells and statistical measurements were defined and features 
to be taken into consideration in data analysis were 
highlighted.
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ileri saçılım (forward scatter-FSC), yana saçılım 
(side scatter-SSC) ve floresan kanallarından elde 
edilen değerlerinin tümünü içerir(6,8). Veri anali-
zi, sayısal değerler şeklinde elde edilen verilerin 
bilgisayara kaydedilmesi ve bu verilerin grafik-
lerle görüntülenerek, istatistiksel olarak değer-
lendirilmesi işlemidir. 

Kapı Alma (Gating)

Akım sitometride veri analizinin en temel pren-
siplerinden biri ölü hücreler ve debri gibi isten-
meyen partiküllerden elde edilen sonuçların eli-
mine edilerek selektif olarak araştırılan hücrele-
rin incelenmesidir. Bu amaçla, incelenmek iste-
nen hücreler grafik bir çerçeve ile belirlenir, 
buna kapılama veya kapı alma (gating) işlemi 
denilmektedir(4,9). Kapı alma ile bölgeler (region) 
oluşturulur. Bölge; bir grafik üzerinde kullanıcı 
tarafından dikkatlice seçilmiş noktaların (hücre-
ler) oluşturduğu alan olarak tanımlanabilir(9,10). 
Tek bir grafik üzerinde çok sayıda bölge 
oluşturulabilir(5). Oluşturulan bölgeler histogram 
ve nokta alan grafilerinde araştırılan alt hücre 
grubunun izole edilerek analizine olanak sağlar. 
Ayrıca bazı yazılım programlarında var olan, 
kapı alınan hücreleri renklendirme özelliği ile 
seçilen hücre grubu daha iyi bir şekilde ayırt 
edilebilir(4,11,12). Akım sitometride incelenecek 
hücreleri sınırlandırmak için elektronik eşik 
değer de belirlenebilir. Böyle bir işlem yapıldı-
ğında yalnızca eşik değer ve üzerindeki sinyaller 
bilgisayara gönderilir. Örneğin, FSC grafiğinde 
küçük hücreler ve debri bu yolla analizden eli-
mine edilir. Analizin doğru olması için eşik 
değer doğru belirlenmelidir, gereğinden az ya da 
çok olmamalıdır. Eşik değerin düşük olarak 
belirlenmesi arka plan gürültüsü olarak değer-
lendirilen sinyallerin çok olmasına, aşırı yüksek 
olması ise ilgilenilen bölge ile ilgili veri kayıp-
larına neden olur(4,12). 

Kapı almada en sık FSC/SSC grafiği kullanılır. 
Bu grafik genellikle periferik kan hücrelerinin 

analizinde kullanılır ve hücrelerin büyüklük ve 
granülaritelerine göre ayrışmalarını sağlar(2,6,9,12). 
Bir diğer grafik ise CD45/SSC grafiğidir. Bu 
grafik ile hücreler CD45 ile boyanma ve granü-
laritelerine göre ayrıştırılırlar. CD45 tüm beyaz 
kürelerde eksprese olan, ama eritrositlerde 
bulunmayan bir belirteçtir. Bu grafik sayesinde 
analiz daha saf bir lenfosit popülasyonu üzerin-
de yapılabilmektedir. Araştırılacak hücrelerin 
özelliklerine göre farklı boyalarla elde edilen 
grafikler de kapı almada kullanılabilir(9). 

Grafiklerin Değerlendirilmesi

Kapı alma sonrası analizde geri kalan işlemler 
bu seçilmiş hücreler üzerinden gerçekleştirilir(4). 
Ölçülen parametrenin bir veya daha fazla oluşu-
na göre, elde edilen veriler farklı grafiklerle 
gösterilebilir. Bunlar histogram, nokta alan (dot 
plot) grafikleri, kontur alan grafikleri, yoğunluk 
alan grafikleri ve 3 boyutlu izometrik 
grafiklerdir(9,12).

Histogram tek bir parametreye ilişkin hücre 
yoğunluğunu gösterir (Şekil 1). En basit ve yay-
gın kullanılan veri sunum şeklidir(13). Özellikle 
çok sayıda örnekte tek bir antijenin araştırıldığı 
deneylerde yararlıdır(11,14). X-ekseni araştırılan 
parametrenin yoğunluğunu, y-ekseni belli sinyal 
yoğunluğundaki hücre sayısını gösterir(4,6,9,12). 
Bir parametreli histogramlarda, veri ya bir popü-
lasyonda hücrelerin yüzdesi ya da “ortalama 
floresan yoğunluğu” (mean fluorescence intensity) 
şeklinde belirtilir. Histogramlarda alt grupların 
dağılımı hakkında bilgi edinmek için hesaplan-
mış frekans değerleri yani sayısal değerler kesin-
likle dikkate alınmalıdır, yalnızca gözle değer-
lendirmeden kaçınılmalıdır(7). Saçılan ışık ve 
floresan yoğunluğu lineer veya logaritmik ölçek-
le görüntülenir. Pek çok uygulamada lineer ölçe-
ğe göre daha çok tercih edilen logaritmik ölçek, 
tipik olarak floresan değerlerinin 10’luk ölçekte 
4-5 kattan daha geniş bir dağılım göstermesi 
durumunda kullanılır. Bu ölçek, güçlü pozitif ve 
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negatif sinyaller arasında 100-1000 kat fark 
olduğunda aynı grafikte görüntüleme olanağı 
sağlar. Diğer taraftan hücrelerde DNA miktarı-
nın ölçüldüğü veya çok dar aralıktaki floresan 
değerlerinin elde edildiği deneylerde daha çok 
lineer ölçek kullanılır. Genel olarak FSC ve SSC 
grafikleri lineer ölçekte görüntülenir. Ancak, bu 
ölçek periferik kandaki plazma hücreleri veya 
eosinofiller gibi büyük ve çok granüllü hücrele-
rinin ayrışmasında yeterli olmaz(6,12). Overlay 
(üste sermek) ise çok sayıda örneğin bir para-
metreye ilişkin verilerinin eşzamanlı sunumuna 
olanak sağlayan özel bir histogram türüdür, his-
togramların üst üste getirilmesi ile oluşturulur(5,12). 
Bu grafik kullanılarak spesifik antikorla boyalı 
bir örneğin izotip boyalı bir örnekle karşılaştırıl-
ması sonucu pozitif hücre popülasyonu belirle-
nebilir. Pek çok yazılımda var olan bu özellik 
çok sayıda örneğin hızlı bir şekilde karşılaştırıl-
masına olanak sağlar(6,14). Spesifik proteinlerin 
ekspresyonunun taranması, anormal gen eks-
presyonu gösteren hücre sayılarının belirlenmesi 
gibi uygulamalarda bu yöntemden yararlanıl-
maktadır. 

Aynı anda iki parametrenin görüntülenebilmesi 

için pek çok grafik seçeneği bulunmaktadır. Bu 
amaçla en sık kullanılan yöntem nokta alan gra-
fiğidir (Şekil 2) (dot plot)(4,9,12,14,15). Nokta alan 
grafiğinde her bir hücre iki parametrenin de sin-
yal yoğunluğuna göre x ve y eksenleri üzerinde 
işaretlenir. Bu şekilde iki parametrenin birbiri ile 
ilişkileri incelenebilir. Kadran analizi nokta alan 
grafisinde hücrelerin kantitatif analizinde kulla-
nılan basit bir yöntemdir. Bu yöntemde x ve y 
ekseni üzerinde negatif popülasyonların hemen 
üzerinde eşik değerler belirlenmesiyle çift pozi-
tif, çift negatif veya parametrelerin herhangi 
birinin pozitif, diğerinin negatif olduğu hücrele-
rin yüzdesi hesaplanır(4,6,15). Nokta alan grafisin-
de her nokta bir partikülü/hücreyi temsil etmek-
tedir. Her iki parametre değerleri aynı olan pek 
çok hücre aynı noktaya denk gelebilmektedir. 
Bu durum çok sayıda hücrenin okutulduğu 
örneklerde zorluk oluşturabilir. Böyle örnekler-
de kontur alan veya yoğunluk alan grafileri ter-
cih edilir(9,13,16). 

Kontur alan grafisi benzer sayıdaki hücreleri 
gösteren noktaların topografik haritalarda oldu-
ğu gibi çizgisel olarak birleştirilmesi ile oluştu-
rulur. Kontur paternleri alan içindeki hücrelerin 
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yoğunluklarına göre ayrışmalarını sağlar, hücre 
sayısından bağımsızdır(12,14). Yoğunluk alan gra-
fileri kontur alan grafilerinin bir variantıdır. Bu 
grafikler büyük popülasyonlardaki heterojenite-
nin analizinde çok yararlıdırlar(6). İzometrik 
grafik ise FSC ve SSC gibi parametrelerle oluş-
turulan grafiklere hücre sayısı gibi üçüncü bir 
parametrenin daha eklenmesiyle elde edilir(4,12).

Akım sitometride aynı anda otuza yakın floresan 
madde kullanılabildiğinden, tek bir deneyde 
elde edilen çok sayıdaki veri, bir dizi iki para-
metreli histogram kullanılarak analiz edilebil-
mektedir. Çok renkli deneylerde dikkat edilmesi 
gereken en önemli konu ise, birbirine çok yakın 
ya da üst üste binen emisyon spektrumuna sahip 
boya veya florokromların arasında interferans 
oluşma olasılığıdır. Bu spektral üst üste binme-
nin (spectral overlap) mevcut yazılımlarla mate-
matiksel olarak düzeltilmesi işlemine kompen-
sasyon denir. Kompensasyon bir veri transfor-
masyon şeklidir(9,12,17). Bu yöntemde, florokrom-
ların üst üste binen emisyon spektrumları olması 
durumunda, bir florokroma ait floresan sinyali, 
diğer florokroma ait floresan sinyalinden çıkar-
tılır. Kompensasyon işlemi çok renkli veri anali-
zini kolaylaştırmakta ve iki parametreli histog-
ramlarda popülasyonları ayırt edebilmeyi sağla-
maktadır. Doğru kompensasyon yapılabilmesi 
için çok renkli deneyde kullanılan antikorların 
tek renkle geçirildiklerinde elde edilen pozitif-
likleri ile renk ayrımı sonrasında elde edilen 
pozitiflikleri karşılaştırılmalıdır(5,18). Ayrıca 
yetersiz veya gereğinden fazla kompensasyon-
dan kaçınılmalıdır(3). 

İstatistiksel Ölçümler

Histogramlar ve alan grafilerinde verileri değer-
lendirmede çeşitli istatistiksel ölçümler kullanı-
lır. Bunların en önemlileri total hücre sayısı, 
popülasyon yüzdesi, ortalama (mean), ortanca 
(median), varyasyon katsayısı (CV) ve standart 
sapmadır (SD)(5,12). Histogramlarda ve alan gra-

filerinde alt popülasyonların istatistiklerini 
değerlendirmek için oluşturulan bölgeler kulla-
nılır. Bu şekilde özel bir popülasyona ait total 
hücre sayısı ve yüzdesi belirlenebilir ve hastalık 
tanısında kullanılabilir. Ortalama ve ortanca bir 
dağılımın yoğunluğu hakkında bilgi verirken, 
SD ve CV istatistiksel dağılım ölçüleridir. Lineer 
ölçekte görüntülenen verilerde aritmetik ortala-
ma kullanılır. Logaritmik olarak görüntülenen 
örneklerde ise daha çok median değer tercih 
edilir(5,10,12,19). 

Yazılım Programları

Akım sitometride elde edilen verilerin analiz 
edilebilmesi ve görüntülenebilmesi için çeşitli 
yazılım programları geliştirilmiştir. Bu yazılım-
lar sayesinde istatistiksel hesaplamalar kolaylık-
la yapılabilmektedir. Pek çok üretici kendi yazı-
lım programını cihazla birlikte sağlamaktadır 
(Becton Dickinson-CellQuest, CellQuest Pro, 
FacsDiva, Beckman-Coulter-System II) ancak 
WinMDI, FlowJo gibi bağımsız yazılımlar da 
geliştirilmiştir(12,20-22). Akım sitometride elde edi-
len verilerin farklı bilgisayarlarda farklı yazılım 
programları ile analiz edilebilmesi için standart 
bir formatta depolanması gerekir. Bu nedenle 
veriler “Flow Cytometry Standard” (FCS) uzan-
tılı olarak saklanırlar. Bu şekilde kaydedilmiş 
veriler saklanıp yeniden değerlendirilebilir, 
internet ortamında paylaşılarak farklı yazılım 
programlarında analiz edilebilir(6-8,23). 

Sonuç

Akım sitometri sistemleri her ne kadar gelişmiş 
sistemler olsa da, büyük oranda kullanıcı dene-
yimi gerektirir. Örneğin hazırlanmasından veri 
analizine dek tüm aşamalarda doğru uygulama 
gereklidir. Analiz aşamasına gelmeden önceki 
basamaklardaki aksaklıklar veri analizini olum-
suz yönde etkiler. Bu nedenle örnek, hazırlanma 
aşamasında sıcaklık değişimi, ışığa maruz kalma 
gibi fiziksel etkenlerden korunmalıdır. Deney 
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sırasında tüm koşulların uygun olmasına dikkat 
edilmelidir. Az veya çok hücre olması, az boyan-
ma veya hiç boyanmama bu aşamalarda ortaya 
çıkabilecek aksaklıklardandır(5,6,12). Panelde kul-
lanılacak monoklonal antikor kombinasyonu 
uyumlu olmalıdır(5,24). Akım sitometri cihazının 
düzenli bakım ve kalibrasyonları yapılmalıdır. 
Voltaj ayarları kalibrasyon kontrolünde kullanı-
lan ayarlarla aynı olmalıdır(25). Analizi yapan 
kişinin ne tür bilgi toplamaya çalıştığı hakkında 
fikri olmalıdır. Veri analizinde araştırılacak hüc-
relerin özellikleri iyi bilinmeli ve doğru kapıla-
ma yapılmalıdır. Doğru grafik seçilmeli, kom-
pensasyon yeterli düzeyde yapılmalı ve uygun 
istatistiksel ölçüm yöntemi kullanılmalıdır. 

Sonuç olarak, akım sitometri sistemleri son otuz 
yıldır araştırmacılar tarafından kullanılmakta ve 
hızla gelişim göstermektedir. Bu sistemler saye-
sinde binlerce örnek pek çok parametre açısın-
dan otomatik olarak analiz edilebilmektedir. 
Verilerin doğru bir şekilde analiz edilebilmesi 
tüm kullanıcılar açısından son derece önemlidir. 
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