TURK PATOLOJi DERGISI + 11-2: 64-65 (1995)

(The Turkish Journal of Pathology)

Frow SitomeTRIK DNA ANALiZININ TEMEL PRENSIPLERI

Dr. Dilaver DEMIREL

OZET: Bu makalede flow sitometrik DNA analizinin temel prensipleri agiklanmistir. Flow sitometri bir sivi akimi iginde hiicreléri hizh ve giivenilir bir gekilde dlger. Bu iglem-
de hidrodinamik fokuslama, lazer igim, floresans, 1in toplayicilar, dondstariciler ve bilgisayarlar dnemli bir rol oynarlar. Total nikleer DNA igerigini dlgerek timar
hiicrelerinin ploidi durumunu ve S-faz fraksiyonunu (SPF) belirlemek mimkiindir. Birgok ¢alismada aneuploidi ve yikeek SPF nun kdtd prognoz ile iligkili oldugu gos-
terilmigtir. Flow sitometri; kanser hastalaninda timarlerin tanisi, takibi ve prognozunda kullanilan ve hizla geligen, yesbir yontemdir.

ANAHTAR KELIMELER: Flow sitometri, DNA analizi

SUMMARY: Basic principles of flow cytometric DNA analysis. The basic principles of flow cytometric DNA analysis are described in this article. Flow cytometry measures
cells in a moving liquid stream quickly and reliably. Hydrodynamic focusing, laser beam, fluorescence, light collectors, converters and computers play an important
role in this procedure. By measuring total nuclear DNA content it is possible to determine the ploidy status and S-phase fraction (SPF) of tumor cells. Aneuploidy and
high SPF have been shown to be associated with poor prognosis in many studies. Flow cytomelry is a rapidly improving new method used in the diagnosis, monitor-

ing and prognosis of tumors in cancer patients.
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Flow sitometri; tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik
partikillerin bir alici cihaz tarafindan bir sivi igerisinde, tek
sira halinde alinarak bu hiicrelerin veya partikllerin fiziksel
veya kimyasal 6zelliklerinin 6lgiildigu bir yontemdir. Bu
ybntem dort ayri komponentten olusur. Bunlar; 1- Isik kay-
nag! ve fokus yapan mercekler, 2- Akim sistemi, 3- Sinyal
detektdrleri ve donustiriicller ve 4-Bilgi toplama, depolama
ve analiz igin bilgisayar sistemidir. Siispansiyon igindeki
hiicreler tek sira halinde bir i1sik iginden gegerken her bir
hiicre (zerinde ayni zamanda birgok olgimler yapilabilir.
Hicreler lazer 1ginini gegerken en azindan bir ve muhteme-
len de iki olay meydana gelir (1). llk olay 1sinin yayilmasi-
dir. Isin kaynagina paralel olarak yayilan isinlar (forward
angle light scatter=FALS) hiicrenin ¢api, lazer iginina 90
derece agli ile yayilan iginlar (orthogonal veya 90 derece
light scatter=80LS) ise hiicrenin granularitesi ve i¢ yapisi
hakkinda bilgi verir. Ikinci olay eger analiz edilen érnek flo-
rokromlarla boyanmig ise olugur. Florokromlar laser iginin-
dan enerji absorbe ederler ve onu daha disik bir enerjiyle
ve daha uzun dalga boyunda yeniden digar verirler. Digar
verilen bu 1ginin miktan hiicrelerdeki florokromun miktar ile
orantilidir. DNA boyamasinda en ¢ok kullanilan florokrom-
lardan propidium iodide maksimum 488 nm dalgaboyunda
uyarihr ve maksimum 620 nm dalgaboyunda igin gikarir.
Yansiyan i1gin ve yeni dalgaboylarinin bir anlam ifade etme-
si igin onlarin toplanmasi ve kullanilabilir bilgi haline gevril-
mesi gerekir. Bu olay bir seri lens, filtre, detektér (photodio-
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de ve potomultiplier tiipler) ve sinyal iletici cihazlar tasgfin-
dan yapilir. Degisik dalgaboyundaki iginlar filtre ve aynalar-
ca ayrtldiktan sonra photomultiplier tuplere verilir. Bir photo-
multiplier tip adindan da anlasilacag! gibi foto-elektronlar
gogaltir. Detektorlerde dretilen analog sinyaller (elektronik
impulslar) analog-digital dénistiriciler tarafindan blgisa-
yar analizi igin digital sinyaller haline getirilirler.

Flow sitometrinin giinimizde en énemli uygulama alan-
lari; a) floresan boyalarina tutunmug monoklonal antikorlari
kullanarak hicrelerin fenotipik analizinin yapilmasi, b) hiic-
relerin tasidiklan 6zelliklere gore ayirdedilmesi (cell sorting)
ve c¢) DNA analizidir (2). Flow sitometrik DNA analizi hizli ve
guvenilir bir yéntemdir. Bu yontemle taze, dondurulmus ve
formalinde tesbit edilmis, parafinde bloklanmig dokulardan
elde edilen hiicre sispansiyonlari kullanilabilir. DNA igerigi-
nin flow sitometrik yéntemle analizinde bir floresan boyasi
kullanihr. Bu boya hiicrelerin DNA sina baglanir. DNA ya
baglanan boyanin miktari ise her bir hiicredeki total DNA ya
orantilidir. Boylece bir hiicre popiilasyonunda DNA da bir
kayip veya ilave (aneuploidi) tesbit edilebilir hale gelir. DNA
icerigi anormallikleri timérlerde hem kromozom anormallik-
lerinin bulunmasini, hem de koromozom sayisindaki degi-
siklikleri yansitir (3). Ancak bu teknik total DNA yi 6lgtigin-
den toplam DNA miktarlarinda degisik yapmayan translo-
kasyonlar gibi kromozom anormallikleri flow sitometri ile
saptanamaz. Birgok floresan boyasi bu amagla kullaniimak-
tadir. Propidium iodide, ethidium bromide ve acridine oran-.+
ge en sik kullanilan boyalardir.
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Hicre bélinmesine gitmeden énce prolifere olan hiicre-
ler degisik fazlardan gecerler. G1 fazinda hiicreler RNA ve
protein sentez ederler. S fazinin basinda diploid bir hicre
her kromozomdan iki kopya igerir. Bu DNA igerigi 2N diye
ifade edilir ve insanlarda 46 kromozomdan olusur. S fazin-
da DNA sentezi yapilir ve bu fazin sonunda hiicresel DNA
miktan iki katina gikar (N). G2 fazi S fazindan sonra olusur
ve hiicre bélinmesinden dnceki RNA ve protein sentez fa-
zidir. M (mitoz) fazi o kadar kisadir ki bu fazda hicreler
DNA igerigi bazinda G2 fazindakilerden ayirdedilemezler.
Her iki fazda da DNA miktari 4N dir. Hiicre bélinmesinden
sonra olugan yeni hiicreler diploid dir. Bu hiicreler yeni bé-
linmeler igin hicre siklusuna devam edebilirler ancak ba-
zen de istirahat fazina girerler. Bu faz GO olarak da bilinir.
GO ve G1 fazindaki hiicreler 2N DNA igerigine sahip oldu-
gundan DNA bazinda birbirlerinden ayrilamazlar.

DNA histogramlarinda y-aksis'i hiicrelerin (ntkleuslarin)
sayisini, x-aksis'i ise artmakta olan floresansi (DNA miktari-
ni) temsil eder. Normal lenfositler gibi aktif olarak proliferas-
yon gdstermeyen bir hiicre popiilasyonunun analizinde S-
faz fraksiyonu (SPF=S, phase fraction) ve G2/M fazlarinda
fazlaca hiicre saptanmaz. Halbuki normal kemik iligi gibi ak-
tif bir dokunun analizinde SPF ve G2/M fazinda daha g¢ok
hiicre gorilecektir. Histogramlarda DNA iceriginin yayilimi
hiicre popiilasyonunu yansitan pik ¢evresinde bir miktar de-
giskenlik gdsterir. Bu degiskenlik boyama yénteminden, ci-
haz hatalarindan veya DNA boyanmasinda hiicreden hiic-
reye olan farkliliklardan meydana gelebilir ve hiicre popi-
lasyonunun GO/G1 piki igin coefficient of variation (CV) ola-
rak ifade edilir. CV hiicre popilasyonunun ortalama pik ka-
nal numarasinin standart sapmaya bélinmesiyle belirlenir.
Boylece CV histogramin kalitesini belirler. CV ne kadar ki-
¢lk ise histogram o kadar giivenilirdir. Genig bir CV birperi-
diploid aneuploid pikin gizli kalmasina neden olabilir. Bu ne-
denle yaygin olarak kabul gérmemekle birlikte 5.5 den daha
yiksek olan CV'li olgular non-diploid (peridiploid) olarak ka-
bul eden aragtirmacilar mevcuttur (4).

Aneuploid hiicre popiilasyonunun rezidiel veya kontrol,
normal popilasyona (diploid) oranla pozisyonu DNA indek-
si (DI) olarak ifade edilir (2).

DI= Analiz edilen 6rnegin ortalama pik kanal numarasi
Kontrol, normal poptilasyonunun ortalama pik kanal
numarasi ;

olarak formiile edilir. Buna gére diploid (2N) popiilas-
yonlarda Dl=| dir. Tetraploid (4N) popiilasyonlarda ise
DI=2.00 dir. Flow sitometrik bulgular degerlendirilirken,
DNA histogramlari;

- Sadece bir GO/G1 piki varsa diploid,

- Centikli veya bir omuz olusturan pik varsa near-diploid

(peridiploid),

- iki ayr1 GO/G1 piki varsa tek aneuploid,

- Ikiden fazla GO/G1 piki varsa multiploid,

- G2/M bélgesinde bulunan hiicreler analiz edilen top-
lam hiicre sayisinin % 20 veya fazlasini olusturuyorsa tet-
raploid olarak siniflanir (5). DI 1 den kiigik olan timérler hi-

podiploid aneuploid, biyiik olanlar ise hiperdiploid aneuplo-
id olarak isimlendirilir. Hipodiploid aneuploid timér ile hiper-
diploid aneuploid tim&rin ayinminin yapilabilmesi igcin ayni
hastanin saglam dokusundan, miimkiinse timériin gelistigi
dokunun tiimérsiiz alanindan-kontrol hiicre siispansiyonu-
nun kullanilmasi gerekir. Tumérli ve kontrol siispansiyonlar
ayri ayri ve bir de kanisik olmak {izere bir olgu igin tg¢ kez
flow sitometrik yontemle analiz edilir. Sonunda her ig his-
togram kargilagtirilir. Karigik histogramda sadece timériin
bulundugu histegrama oranla yiikselmis olan pik diploid pik-
tir. Diger pik (aneuploid olani) histogramda diploid pikin so-
lunda ise timér hipodiploid, saginda ise hiperdiploid olarak
siniflanir. Hipodiploid timdorlerde prognoz genellikle daha
iyi oldugundan bu ayirim énemlidir (6).

Ploidi tayinine ilave olarak bir timd&r popiilasyonundaki
hiicrelerde praliferatif oraninin belirlenmeside énemlidir. Bu
oran genellikle SPF veya SPF+ G2/M olarak kabul edilir.
SPF nun belirlenmesi SPF nundaki hiicrelerin G:/G1 ve G2/
M fazlarindaki hiicrelerden histogramlarda kesin olarak ay-
nimamasi nedeniyle giigtir. Bununla beraber son zaman-
larda SPF nu optimal diizeyde ayirabilen yéntemler gelisti-
rilmisgtir. Bu alanda en gok kullanilan yéntemler Rectangle
Method ve Peak Reflectance Method'dur (7).

Sutana kadar temel prensiplerinden sézettigimiz flow si-
tometrik DNA analizinin klinik uygulama alani hizla genigle-
mektedir. Bu yontem; 1-tedavi porotokollerine tiimér ceva-
binin belirlenmesine 2-erken veya ileri evrelerde malignite-
ye sahip her bir hasta i¢in tedavinin dizenlenmesine, 3-
premalign olaylarin invaziv kansere ilerleme olasiliginin tes-
bitine ve 4-malign timérli hastalarda yasam siiresinin tah-
minine olanak saglar (8). Flow sitometrinin degisik sistem-
lerdeki uygulama alanlari ve bu alanlardaki énemi ayri bas-
liklar halinde sunulacaktir.
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