Flow Sitometri ile DNA I¢erik ve Proliferasyon Aktivitesi Ol¢iimlerinin
Prognostik Faktor Olarak Onkoloji Alaninda Uygulanmasi

Dr. Abdutlah Aydin®

Flow Sitometri bir ¢ok hticresel 6zelligi, kisa bir zamanda, objektif olarak digmeye izin veren bir tekniktir.
Onkolojfi alaninda Flow Sitometri diagnostik ve prognostik éneme sahiptir. Flow Sttometri ile DNA igerik ve
proliferasyon aktivitesi olglimleri yapmak oldukga kolaydir.Genel olarak andploid hiicre poplilasyonlar: veya
vilksek proliferasyon komponentli (S+G2M) diploid hiicre popiilasyonlari malign olgularin ¢ogunda kétii
prognozla korelasyon gostermektedir. Bu g¢alismada degisik kanser tiplerinde DNA icerigi ve proliferasyon
aktiviteleri ve prognoz arasindaki iliski yeniden gézden gegirilmistir.

Anahtar kelimeler: Flow Sitometri, DNA icerigi, proliferasyon indeksi, prognoz, kanser

The application of DNA content and proliferation activity measurements with flow cytometry
as prognostic tactor in oncology field

Flow Cytometry (FC) is a technique that gives permission to measure several cellular features in a short
time. FC has diagnostic and prognostic importance in oncology field. The measurement DNA content and
proliferation activity is very easy with FC. In general aneuploid cell populations as well as diploid cell
populations with a high proliferative component (S+ G2M) correlate with a more adverse prognosis in a
number of malignancies. In this study the relationship between DNA content proliferation activity and
prognosis on different cancer types are reviewed.
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Tumoér hucrelerinin boyanmasi ve buniann icinde olmaktadir. Bu metod enzim aktivitesi,
isik mikroskobunda degerlendiriimesi gegen hicre ici ilag konsantrasyonu, lizozomal aktivite
ylizyiida gelistiriimis olup halen yaygin bigimde gibi fonksiyonel &lglimlere izin vermektedir.
rutinde kullaniimaktadir. Solid timédrlerde taru imminolojik metodlan uygulanarak; doku, tar

dogrulugu oldukga yliksek olan bu rutin metodun
prognozu belirlemedeki rolt smirhdir. Her ne
kadar hastaligin ilerlemesiyle histolojik ve nlkleer
grade’in ylkselmesi arasinda pozitif korelasyon
varsada ilave diagnostik ve prognostik belir-
leyicilere ihtiyag duyulmaktadir. FC yardimiyla
hiicre gapi, sitoplazmik granllarite, nlkieus ¢apt
gibi hiicresel 6zellikleri degerlendirmek oldukg¢a
kolaydir. Hicredeki total DNA. RNA, protein
icerigi ve mitokondri kitlesini Sigmek saniyeler
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veya diferansiyasyona 6zgu. hiicre ylizeyindeki
veya icindeki antijenleri gostermek mim-
kindtr(1). FC her ne kadar tibbin ¢ogu
branglarinda uygulaniyorsa da, asil kullanildigs
alan onkolojidir. Solid timdrlerde  daha ¢ok
prognozu belirlemeye yonelik DNA igerigi ve
proliferasyon aktivitesi  Slglimleri  yapilirken,
hematolojik malignitelerde  diagnostik amagla
ylzey membran antijen analizi  (immunfeno-
tiplendirme) 6n plandadir(2).
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Temel Prensipler

FC aygitt; a) akiskan sistemi b) isik kaynagi
{lazery c¢) fotodedektorier d) elektronik kon-
vertorler ej sinyalleri anlamli histogramiara
dénlsturulen bilgisayar'dan olugmaktadir.

Niikleus Siispansiyonu hazirlanmas:

DNA analizi yapilabilmesi igin birbirinden
ayrilmis. ntkleus sUspansiyonu hazirlanmasi
gerekmektedir. Taze timor dokusundan ntkleus
slispansiyonu hazirlanmas! i¢in mekanik, enzi-
matik veya kimyasal metodlart igeren bir ¢ok
yontem gelistiriimistir(3). Hedley ve arkadas-
larinin parafine gomdulli materyallerden nlkieus
stspansiyonu hazirtamayi tanitmalariyla birlikte,
arsiv materyallerininde FC’'de incelenmesine
bastanmis ve bazi modifikasyonlari teknigi daha
uygun hale getirmistir(4,5).

DNA Analizi i¢cin Hiicrelerin Boyanmasi

DNA'nin  boyanmasi ‘“intercalating” veya
“nonintercalating” florokrom boyalarla vyapil-
maktadir. Propidium lodide (Pl) ve Ethidium
Bromide (EB) gibi intercalating florokromlar,
DNA'nin gifte sarmal yapisi arasina girer, gift
halde bulunan temel pargaciklar arasina
sokularak bunlarla birlesir. Bu boyalar ayni
zamanda gift-sarmal RNA'yl da boyadigi igin
riboniikleaz kullanilarak RNA'nin kaldirilmasi ve
boyalarin nikleusa ulasabilmesi igin hucre
membraninin bir deterjanla permeabilize edilmesi
gerekmektedir..

Nonintercalating boyalar ise DNA'daki Adenin-
Timin yada Guanin-Sitozin’e spesifik boyalardir.
Ornegin:Hoechst (33342-33258) boyalari Adenin-
Timin'i boyalar.

Acridine Orange ise tek sarmal RNA'y ve ¢ift
sarmal DNA'yl ayni anda boyayabilir.

Akigkan Sistemi. Tek hlcre slspansiyonu
halindeki hticreler dar bir tlipten tek sira halinde
izotonik kihf swvist iginde akarlar ve 151k kaynagi
onlinden gegerler.

Isik Kaynagi: Ylksek yogunlukta, tek renkli,
tek duzlemde giden ve saginimi olmayan isin
elde edildigi igin lazer'ler tercih edilmektedir.

Fotodedektorler: [sin  bir florokromla
boyanmis niikleus Uzerine dlgtiglinde DNA ile
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oranti  floresan 1sin olugur ve bu 1sin
fotodedektdrlerde toplanir.

Elektronik Konvertorler ve Bilgisayar:
Fotodedektorlere gelen her 1sin elektrik sinyali
olusturur. Konvertérler bu sinyalleri lineer veya
logaritmik olarak amplifiye ederler. Bilgisayar bu
sinyalleri  yorumlanabilecek.  klinik  anlami
clabilecek parametre listelerine ve histogramlara
déntistrdr.

DNA igerik Analizi: Floresan veren nikleik
asid boyalari yardimiyla hiicredeki DNA'nin
olgm( ve siklustaki hlicre popllasyonunun
oraninl hesaplamak son derece kolaydir. GO
(gap 0), G1,S (sentez), G2 (Post sentez) ve M
(mitoz) GO ve G1 fazlarindaki hlcreler normal
DNA igerirler (2C). S fazina giren hlicre DNA
sentez etmeye baglamistir. G2 fazinda hlicre iki
kat DNA igermektedir. M fazinda hicre ikiye
bolinerek siklusu tamamlar. Normal miktarda
DNA igeren hiicreler diploid, anormal artmis veya
azalmig DNA igeren hiicreler andploid olarak
isimlendirilir.

FC'de hicrelerin DNA igerigi, normal hiic-
relerin DNA igerigine gére hesaplanir. Eger
incelenen hiicreler normal DNA degerine sahipse
yani diploid iseler DNA indeksi (Di) 1'dir. Bu
degerden sapmalar anéploid hicrelerin varligini
gosterir.(6) S fazindaki ve G2M fazindaki hiic-
relerin ylksek oranda olmasi incelenen dokunun
proliferasyonunu gostermektedir. Andploid DNA
degerine sahip veya proliferasyon aktivitesi
yluksek tlimédrlerin genel olarak kotl prognoza
sahip olduklart bilinmektedir (7-13).

Timorlerde DNA igerigi ve proliferasyon

aktivitesi dl¢limlerinin 6nemi

Stage'i yiiksek over karsinomlarinda
andploid olgular %69- %80 iken, erken evrelerde
bu oran %20-50 gibi dlsik bulunmustur. Benign
ve borderline epitelial timorler andploidi gdster-
memektedir.(14) Andploidi ve yilksek S faz,
ilerlemis FIGO stage’i, timor buylkIlgl , residiel
timor kitlesi, diigslik progesteron reseptdr igerigi
ve ylksek histolojik grade ile uyumlu gozik-
mektedir.(15) Bir calismada indiferansiye over
kanserlerinde ancploidi %75 iken, musindz
kanserlerde bu oran % 39 bulunmustur, S faz
olglimlerinde de ayni  korelasyon  gordl-
mektedir(16). Korpus Uteri kanserlerinde ploidi
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major bagimsiz  prognostik faktér olarak
bulunmustur(15). Stage | ve Il endometrial
karsinomlarda S faz fonksiyonu ve myometrial
invazyon prognostik faktor olarak goérilirken, S
fazi ayni zamanda reklrrens zaman ile
korelasyon gostermektedir(17). Bir gok arastiric
DNA igerik analizinin over karsinomlarinda
prognozu belirlemede onemli oldugunu
vurgulamaktadirlar(18-20).

DNA igerik &lglimG, parsiyel mol ile komplet
mol'un ayirici tanisinda da kullanilabilmektedir.
Bir ¢alismada hidropik abortus ve komplet mol
diploid iken, 24 parsiyel molin 8'inde triploidi
butunmustur(22).

Prostat karsinomlarinda andéploid hiicre
orani %45- %70 arasinda bulunmaktadir(7).
Diploid DNA’ya sahip tumdrler iyi prognoza
sahiptir(8). S fazindaki hlicre orani stage ytiksel-
dikge artmaktadir(11). Gleason gradelemesi ile
yapilan ¢aligmalarda, andploidi, grade ylksel-
dikge artma gostermektedir(12). Klasik histopa-
tolojik bulgularla birlikte DNA igerik analizi, tiimaér
agresivligini degerlendirmede faydali olmaktadir.

Bobrek hiicreli karsinomlarda DNA analizi
timoran biyolojik karakterini ortaya koymada
arastiricilara 151k tutmaktadir. Diploid DNA igeren
timorier, anoploid DNA igerenlerden daha iyi
prognoza sahiptir. Ploidi, histolojik grade ve
timor stage’ | korelasyon gostermektedir(23).

Grade | mesane kanserlerinin gogu diploid
karakterde iken, grade lll kanserlerin  ¢ogu
andploid karakterdedir. Grade Il olgularda diploidi
anoploidi orani yari yariyadir(8). Masene yikama
ve idrar materyallerinin FC dlglimleri, reklrrens
ve tedaviye cevabi gdstermesi agisindan hasta
takibinde kullanilabilir(24)

Bir calismada invaziv duktal meme kanser-
lerinde ploidi; nukleer pleomorfizm, mitoz,grade
ile korelasyon gdsterirken, tlibll formasyonu ile
gostermemektedir. Andploidi grade 1'de %40,
grade II'de %7l, llI'de ise %83 oraninda
bulunmustur(25). Bir bagka g¢aligmada bunlara
ilaveten S fazinin ylksek olmasida meme
kanserlerinde prognostik kriter olarak
bulunmustur(26). Histopatolojik inceleme ile
biyolojik davraniginin ne olacag: tam Kkestirile-
meyen meme sistosarkoma fillodes’te ploidi, S
fazinin ylksek olusu, mitozun yiksekligi ve
timor  sinirlannin bigimi kot prognozu
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gostermektedir(27). Diploid ve nondiploid meme
karsinomiari karsilagtinildiginda, nondiploid
timor hlcrelerinin kemoterapiye daha sensitif
oldugu gézikmektedir(28). Bagka bir ¢alismada;
DNA ploidi, histopatolojik grade ve hormon
reseptor durumu, meme kanserlerinde sitotoksik
kemoterapi'ye cevabi gdstermezken, S fazinin
%10'dan yliksek oldugu tiimdrierde regresyon
gozlenmigstir(29). Diger taraftan diploid meme
timédrleri second-line hormon tedavisine daha iyi
yanit vermektedirler(30).

Hizit ve objektif bir metod olan FC kemik
timorlerinde de uygulandiginda, benign ve
diglik gradelli malign kemik timérlerinde
diploidi, ylUksek gradeli kemik tlimdrlerinde
andploidi'yi ortaya koymaktadir. Andploidi ve
proliferasyon aktivitesini gosteren S faz ve G2M
fazinin ylksekligi, malign ve bening tlimédrierde
istatistiki olarak farkhlik gostermektedir.(31-33)

Ozefagus kanserlerinde andploidi orani
yUksek bulunmus fakat bu durumun prognostik
6nemi bulunamamistir(34). Andploidi gastrik
kanserlerde makroskobik (dlseratif goérinim,
timér lokalizasyonu, histolojik grade ve ilerlemis
stage ile siki iliski gosterdigini belirten galigmalar
yanisira, multiploidinin erken mide kanserlerinde
olmadig, ilerlemis mide kanserlerinde oldugunu
belirten ¢alismalara ragmen kesin bir yargiya
ulasmak i¢in daha ¢ok c¢alismaya ihtiyag
vardir(35,36) . Mide duz kas timorleriyle ilgili cok
az calisma olmakla birlikte, benign timérlerde ve
distk gradeli leiomyosarkomiarda diploidi,
ylksek gradeli olanlarda ise anéploidi daha fazla
gozukmektedir(37).

Kolorektal karsinomlarda flow sitometrik
DNA analizi yapildigunda %45-%70 arasinda
andploidi gorliimektedir. Gok net olmamakla
birlikte ploidi paterni prognoz hakkinda bilgi
vermektedir(7,8,38).

Diasik  gradeli  astrositomlar  diploid
karakterde bulunurken, yliksek grade’li
astrositomlar ve gligblastomlar’da andploidi orani
yukselmektedir. Bir galismada bu oran %21
bulunmustur. Ayrica S+G2M fazi (proliferasyon
aktivitesi) benzer sekilde malignitenin siddeti ile
orantili olarak artmaktadir(39).

Akciger kanserleri kétli prognoziu, yliksek
maligniteye sahip ve blylk oranda andploid
karakterli timodrlerdir.Prognozla DNA ploidi
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iliskisi zayiftr. Karsilagtirmalt bir ¢alismada
epitelioid plevral mezoteliomalarin  %78'inde
diploidi , adenokarsinomlarda ise andploidi %88
oraninda bulunmustur. Bu farklilik bu iki tméoriin
biyolojik davranigi. hastaligin progresyonu ve
tedaviye cevap Konularinda stk tutabilir (40).
Yumusak doku tiimorlerinde yapilan
¢alismalarda DNA igerigi ve proliferasyon
indeksinin prognozla iliskisi konusunda geliskili
sonuglar  alinmistir(41).  Andploidin  eriskin
losemilerinde dnemi agik degil iken, pediatrik
akut lenfoblastik 16semili hastalarda DI 1.15
den yliksek olan hastalarda relaps gostermeyen
slirvi, normal diploidi gosteren hastalara goére
uzun bulunmustur(42) Non-Hodgkin lenfomali
hastaiarda Dl'dan ¢ok, proliferasyon durumu
onemlidir.. Grade ile S fazi arasinda kuvvetli

korelasyon  gorUimektedir  (43,44) Mikozis
Fungoidesli  hastalarda  anoploidi,  multipl
myelomali hastalarda hipodiploidi veya

multiploidi kétli prognozu gdstermektedir(45,46).
Ayrica Multipl myelom’lu hastalarda andploidi
ylzdesinde azalma tedaviye ‘cevabi, onceleri
diploid iken andploidinin ortaya ¢ikisi ise rolapsi
gosterir(47).

Sonug: FC kisa surede bir gok hiicrenin farkli
karakterini = objektif olarak dlgmeye izin veren
son 10-15 yilda rutine giren, 6zellikle onkolojide
genis kullanim alant olan bir tekniktir. FC
yardimiyla DNA igerik ve proliferasyon aktivitesi
olgiimleri, klasik klinikopatolojik  prognostik
belirleyiciter gibi, ¢ogu tumdr de glvenilir bir
belirleyici olma yolundadir. Bu teknik hematolojik
malignitelerde diagnostik olarak kullanilmaktadir.
Aynt zamanda Kemoterapi veya radyoterapiye
uygun hastalarin seg¢iminde ve tedaviye yaniti
takipte de uygulama alani bulmaya baglamigtir.
incelenen hiicrelerin gérilememesi dezavantaj
gibi gérilsede ¢alisilan materyalden hazirlanacak
sitospin preperatlar bu eksikligi giderir. FC’de
elde edilecek bulgulanin diger klinikk ve
laboratuvar bulgularla birlikte yorumlanmasi
akildan gikariimamalidir.
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