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PATOLOJIDEKI YERI

IDr. Miikerrem SAFALL, 2Dr. Gokhan GEDIKOGLU, 3Dr. Biilent CELASUN, 4Dr. Rifki FINCI

OZET

Akim sitometrisi hiicresel DNA igerigi basta olmak
iizere hiicrenin gekirdek, membran ve sitoplazmasina ait
birgok ézelligin degerlendiriimesinde kullanilan modern bir
tani yontemidir.

Baslangigta kan hiicrelerinin sayilmasi ve adlandiril-
masinda kullanilan akim sitometrisi diizeneginin gelistiril-
mis modelleri, patolojide genis kullamim alam bulmustur.
Akim sitometrisi patolojide morfolojik incelemenin, taniya
katkisinin sinirli oldugu durumlarda tani koymada, ayirici
tanida, tedavinin planlanmasi ve prognozun belirlenme-
sinde dnemli katkilar saglayabilmektedir.

Bu yazida akim sitometrisinin 6zellikleri, giinimizdeki
kullammi ve patolojideki yeri ile ilgili bilgiler sunulmakta-
dir.

Anahtar kelimeler: Akim Sitometrisi
GiRi$

Patoloji bélimlerinde hastaliklara 151k mikrosko-
punun, immanhistokimyanin, imminfloresansin ve
elektron mikroskopinin sinirlart iginde tamt konul-
maktadir. Histopatolojik inceleme sonucu ayni taniyi
alan iki ayn hastanin malign timérlerinden birinin
prognozu digererinden farkli olabilmektedir. Bu far-
kin énceden belirlenebilmesi, secilecek cerrahi yon-
temden, tedavinin planlanmasina ve hastanin takibi-
ne kadar bir ¢ok yaklagimin daha dogru
dizenlenmesini mimkin kilacaktir.

Akim sitometrisi (ASM); basta DNA igerigi
olmak tizere, hiicrenin gekirdek, membran ve sitop-
lazmasina ait birgok 6zelligi (hicre boyutu, ylizey
antijenleri, sitoplazmik grandlarite gibi) degerlendi-
rerek, hiicreyi daha iyi tanimamiza ve 6zellikle neo-

B W

92

SUMMARY

Flow cytometry is a diagnotic method used primarily in
the evaluation of cellular DNA content as well as various
other nuclear, membraneous or cytoplasmic features of
the cell. Flow cytometry has originally been used in the
counting and naming of the blood cells. The developed
modeis of the equipment has found widespread utilisation
in pathology. This method can make significant contributi-
ons in the diagnosis, differential diagnosis, planning of
treatment and determination of prognosis where the cont-
ribution of morphological evalulation is limited.

In this article the features of the flow cytometry, its
current usage and place in pathology is presented.

Key words: Flow Cytometry

plastik olaylarin biyolojik davramiglarini énceden
tahmin edebilmemize yardimci olan, tani, prog-
noz,tedavinin dizenlenmesi ve hastanin takibi agi-
sindan anlaml bilgiler sunan otomatik ve kompiiteri-
ze bir sistemdir. ASM patologlarin konvansiyonel
yontemlerle hastaliklara yaklagimlarina verdigi ek
bilgilerle dnemli bir destek saglyabilecek nitelikte-
dir.

TARIHCE

Hucreleri tek tek inceleyebilme distncesi 151k
mikroskopunun gelistirildigi 18. ylzyila dek dayanir-
sa da buginkiine yakin anlamda bir ASM dlzenegi
olugturulabilmesi icin gerekli teknolojilere ancak
1960'h yillarda sahip olunabilmistir. O yillarda ABD
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ve Almanya'da gelistirilen prototipler kan hicreleri-
nin ve kiglk hicresel pargaciklarin adlandinima-
sinda kullaniimaktaydi. Sonraki yillarda bilgisayar,
laser, monoklonal antikor teknolojilerinde ve sito-
kimyadaki hizl gelismeler sonucunda hdcreleri bir-
cok 6zellik ydniinden inceleyebilen bir sistem olus-
turmak mimkin olabilmigtir. Ginimizde ASM da-
kikada 1000-100000 hicreyi Dbirgok ozellik
acgisindan tarayarak, verileri toplayabilen ve analiz
eden bir diizenektir. Bu dizenek imminolojiden he-
matolojiye, onkolojiden patolojiye kadar birgok degi-
sik tip dalinda kullamm alani bulmustur(1).

YONTEMIN OZELLIKLERI

ASM'nin temel Ozelligi bir dokuyu olusturan
hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA icerigi, sitop-
lazmik granilarite gibi bazi &zelliklerini degerlendi-
rerek incelemeye olanak vermesidir (2, 3). ASM'nin
kullanim amacina ve segilen programa bagh olarak
ayni anda ¢ok sayida Ozelligi arastirmak mamkan-
ddr.
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ASM; benzeri diizeneklerden (statik sitometre,
slitscan analiz gibi), kisa sirede ¢ok daha fazla
hicreyi, birgok degisken agisindan degerlendirip
analiz etme &zelligi ile ayrilir (4, 5). Cok sayida hiic-
renin incelenebilmesi sayesinde istatiksel olarak
daha anlamli ve daha guvenilir sonuclar elde edile-
bilir (4).

ASM teknik olarak, 6zel olarak isaretlenmis, tek
sira halinde pespese dizilmis hicrelerin bir 1sin ile
karsilastinimasi sonucu olusturduklan gimalarin
once elektrik sonra digital sinyallere doénustarilip
kaydedilmesi esasina dayanir (1,2,6).

Tipik bir ASM diizenegi su dort temel yapidan
olusur (Sekil 1) (2)

A) Isik kaynagi, B) 6rnekleme odasi ve optik
sistem, C) impulslan 6nce elektronik sonra digital
sinyallere dénustiren sistem, D) Diizenegin isleyisi-
ni, verilerin toplanmasini ve degerlendiriimesini sag-
liyan bilgisayar sistemi (2).

Hucreleri igaretlemek igin floresan maddeler
(florokromlar) (Tablo.1) (2,6), 1s1n olarak ark lamba-
lar, laserler (siklikla argon laser), tarayici olarak ve
sinyal dénistmleri icin FALS (Forward-angle light
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scatter detector), dikroik aynalar, filtreler ve photo-
multiplier tip detektériinden olusan bir sistem kulla-
nilir (2, 6). Sonuglar digital sinyaller halinde bilgisa-
yarda toplanir ve kullanim amacina uygun sayisal
verilere (DNA indeksi: DI gibi) veya grafiklere (His-
togramlar gibi) déndstarilir. Bu sonuglar anlamlarn-
ni bir uzman tarafindan degerlendirildikten sonra
kazanirlar.

a) Orneklerin Hazirlanmasi

ASM ile degerlendirilecek hiicre &rneklerinin
hazirlanmasi iglemin en énemli agamalarindan biri-
dir. Hucrelerin kohezyon gdstermeden tek tek dagi-
labildikleri bir siispansiyon halinde olmalar sarttir.
Kullanilacak 6rmek cerrahi igslemie elde edilen taze
dokulardan, dondurularak saklanmis dokulardan ya
da parafinde bloklanmis dokulardan elde edilmis
olabilir (1, 2, 3). Tek hicre dagiimi saglyan sis-
pansiyonun hazirlanmasi igin yapilacak islemler do-
kunun tirline ve durumuna gére degisiklik gdsterir-
ler. Hematopoetik dokular gibi daha az kohezyon
gosteren hiicrelerden olusan dokular ayristirma,
sizme ve sinnga etme asamalarinda daha az
sorun yaratirken, epiielyal dokular ve solid yapilar
daha koheziv hicrelerden olustuklarindan gaglikle-
re neden olmakta ve daha fazla enzimatik teknik
kullaniimaktadir (1, 2, 3). Yalnizca DNA galigmasi
yapilacaksa, plazma membrani ve sitoplazma enzi-
matik bir teknikle ortadan kaldirilabilir (3).

Tesbitli, parafinde bloklanmis dokularin ASM
ile incelenmesi son yillarda bagarilimistir (7). Parafi-
nize dokular, taze dokulara gére bazi avantajlar
saglar. Parafinde bloklanmig dokulann daha énce
1tk mikroskobunda incelenme sansi oldugundan
timérin en uygun kismini dogru sekilde segmek

momkanddr. Taze dokularda yeterli oranda ve
dogru Ornekleme yapilip yapilmadigini  kontrol
etmek ise gok zordur (3, 7). Parafin bloklu dokularla
geriye donik calismalarin yapilabilmesi laboratuvar-
larin arsivierindeki bir cok timériin ASM ile deger-
lendiriimesine olanak verdiginden daha kisa siireler-
de standart sonuglara ulasmak mimkin olabilir (3,
7). Tesbitli parafinize dokularda hiicre niikleuslari iyi
korundugundan DNA igeriginin incelenmesi, diger
pek cok parametrenin incelenmesinden daha verimli
olabilir (3, 7, 8). Diger yandan, formalinle fikse edilip
parafinde bloklanmig dokularin taze dokulara gére
bazi dezavantajlan da vardir. Bu dokularda boya-
nan nukleuslarin DNA floresansinda 6nceden tah-
min edilemeyen ve her hiicre igin farklilik gésteren
6nemli azalmalar olabilmektedir (Tablo 2). Bu yiiz-
den DNA icerik dlgimleri sirasinda her seferinde bir
referans noktasi saglamak amaci ile dis standartlar
kullaniimakta, bu da sonuglarin karsilastinimasinda
sorunlara yol agmaktadir (2, 3). Bu sorunlar endojen
inflamatuar hiicreler ve stromal hicrelerin diploid
degerleri referans kabul edilerek ¢bziilmeye galisilir
(2, 3). Deparafinizasyon iglemi, incelenecek hiicre-
lerin  membranlarinin ve stromal elementlerinin
zarar goérmelerine neden oldugundan, parafinize do-
kularda hemen yalnizca niikleuslarla ilgili alismalar
yapilabilmektedir (3, 7, 8).

Tek hiicre dagilimi gésteren siispansiyonun ha-
zirlanmasindan sonra fiksasyon (gogu kez etanolle)
ve boyama iglemleri yapilmaktadir. Nikleuslarin bo-
yanmasinda en ok kullanilan florokromlar propid-
yum iodide ve ethidium bromidedir (Tablo 1) (3, 6).

b) ASM Aygitimin Calismasi
Florokromlarla boyanip izotonik NaCl soliisyo-
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Sekil 1 : ASM diizeneginin semasi:

nunda bekletilen hicreleri iceren siispansiyon ASM
aygitina sirnnga edilir. ASM'nin girisi hidrodinamik
olarak odaklanmig bir bdlgedir ve akimi hicrelerin
tek tek incelenmesini sagliyacak bicimde dizenler
(Sekil 1) (2, 6). ® ASM aygitinin tipinde tek siral
hiicre dizileri halinde kayan hiicreler ® Isik kaynagi-
nin etkili oldugu alanda bu 1sin tarafindan uyanhiriar
(2, 6). ® Isin kaynaginin tam karsisina yansiyan

(Flow Cyotometry: Methodology and
Applications in Pathology Journal of Pat-
hology Vol 149 (1986)

isinlar hicrenin boyutlan hakkinda bilgi saglarken,
90 derecelik kinhimla yansiyan iginlar hiicrenin ig
yapisi hakkinda bilgi ediniimesini saglarlar (2, 6). ®
Gerekli donanim ve polarizasyon filtreleri eklendi-
ginde hacim ve polarizasyon dictimleri de yapilabilir.
Isinla kargilagtigi bdlgede hiicreler ikinci ve daha
uzun dalga boylu bir 1ig1ma yaparlar (1, 2, 6). Bu
isinlar 90 dereceye yerlestiriimis detektorle toplanir,




burada farkh dalga boylanni segme 6zelligine sahip
dikroik aynalarla aynistinlan iginlar photomultiplier
detektérlerce yonlendirilir (6). ® Bu i1sinlar analogu
olan elektrik sinyallerine dénustirdlar. Isima aninda
istenmeyen floresans ve dagiimis ginlar optik filtre-
lerce tutulurlar, ® bu elektrik sinyaller digital sinyal-
lere gevrilir @ ve bilgisayara kaydedilirler. Bu kayit-
lar gerektiginde sayisal veriler veya histogramlar
seklinde degerlendirilirler. ASM dizeneginin bir
bagka 6zelligi de, hicreleri tagidiklan 6zelliklere ay-
ristirabilme yetenegidir (sorting window) (2, 6).
Uygun programlarin bilgisayara yiklenmesi sonucu
® ASM aygitinin tipinden gegen hiicreler piezoe-
lektrik kristalinin titresimi ile (+) veya (-) yukli dam-
laciklara déntsir © . (+) veya (-) yik tasiyan bu
hticreler yiiksek voltajl iki plaka arasindan gegerler
O ve tasidiklan yike gore de toplayici kaplarda biri-
kirler @ @. Bdylece, degisik tipte hicreler iceren
bir 6rnekte ASM ile bu hicre tiplerini birbirinden ay-
rarak homojen hiicre gruplar elde edip, daha aynn-
til galigmalar yapmak mamkiin olur (6).

c) Sonuglarin Yorumlanmasi

ASM ile hicreye ait bir ok 6zellik degerlendiri-
lebilirse de bunlar arasinda hicresel DNA igeriginin
belirlenmesinin ayn bir yeri vardir. Hiicre DNA igeri-

gi 6lcimi hem patolojiyi daha ¢ok ilgilendiren bir
ozelliktir, hem de rutin laboratuvarlarda daha kolay
uygulanabilir. ASM'de hiicre DNA igeriginin saptan-
masi ile ilgili veriler genellikle histogram denilen
grafiklerle gdsterilir (Sekil 2) (2, 3, 8). Normal diploid
hicrelerde DNA indeksi: 1'dir (Tablo 3) (2, 8, 9).
Histogramlar degerlendirilirken G0/G1, S ve G2/M
fazlarindaki hiicre miktarina ve bu hiicrelerin iger-
dikleri DNA dagilimlarina bakilir (Sekil 2, 3). Normal
diploid hicreler hicre siklusunun farkh fazlarinda
6nceden tahmin edilebilecek sinirlar iginde dagihim
gosterirler (2C, 4C gibi) (3, 10). Normal hicreler,
icerdikleri DNA miktari agisindan &ploid hicreler ol-
duklarnindan histogramlarda diploidi veya tetraploidi
(mitoz sirasinda) cevresinde dagilirlar. Halbuki ma-
lign hiicrelerdeki DNA miktari normalden daha fazla
oldugundan andploidi egilimi artrmigtir. DNA an6plo-
idisi, incelenen 6rnekteki ana hicre gruplarindan bi-
rinin dretti§i DNA igerigini temsil eder ve normal
hiicre populasyonunda gériimesi beklenmeyen bir
pik olusumuna neden olur. Histogramda hicre
hicre siklusunun S fazi bélimindeki anormal bir
pik ise anormal grubunun temsil ettigi timéral olu-
sumun proliferasyon aktivitesi hakkinda bilgi verir
(Sekil 4, 5) (2, 3, 6, 8, 9, 11). DNA andploidisi, ma-
lign neoplazilere genellikle eslik eder, ancak onlarin
degismez bir bulgusu degildir. Diploid DNA igerigine
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Ideal DNA igerigi dagiimi.

ASM ile elde edilmis tipik dagim.

DNA Aneuploidisi gésteren bir timérde dagihm (Flow Cyto-
metry of DNA Content and Other Indicators of Proliferative
Activity Arch Pathol Lab Med Vol: 113, June, 1989).
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HUCRE SIKLUSU

Prolifere olmayan, siklus digi hicreleri tamimlar.

: Mitozis

: Interfaz
M = Mitozis
Gl = Gap1
S = Sentez
G2 = Gap2

Gy (Postmitotik ddnem)= RNA ve protein sentezi var DNA sentezi yoktur.
S (Sentez fazi)= DNA sentezi baglar. RNA sentezi devam eder. Protein sentezi

maksimumdur.

M (Mitoz)= Somatik hiicre bélinmesi.

(Postsentetik faz)= DNA sentezi tamamlanir. RNA ve Protein sentezi G1 kadardir.

Sekil (ll) : HUCRE SIKLUSU(10,43).

sahip timdrler de vardir (Sekil 6). Bu nedenle DNA
verilerinin degerlendirilmesi ve yorumu Klinik ve his-
tolojik verileri de inceleyebilecek uzman kisilerce ya-
pimalidir (2, 3, 8). DNA igeriginin yanisira neoplas-
tik hicrelerde RNA artis! da saptandigindan, hicre
RNA iceridi analizleri elde edilen bilgileri pekistirme-
de ve detaylandirmada kullamilirlar. RNA &igimi ile
6zellikle RNA sentezinin gergeklestigi G1 ve Go faz-
lan birbirinden ayrilirlar (Sekil 3) (2, 8). Ayrica bazi
malignitelerde hucrelerin S veya G2 fazindan mito-
za athyarak Go fazina gegis gdstermesi RNA ol
g¢Uumleri ile ortaya konur.

DNA ve RNA icerik dlgimlerinin yamsira, hiicre
yUzey antijenlerinin, nikleer protein igeriginin, neo-
plastik transformasyon ve gelismede etkili onkojen-
lerin, onkojenik Griinlerin saptanmasi da timériin bi-
yolojik davranigi hakkinda bilgi verebilir (2, 6, 8, 9).

ASM calismalan sonucu ortaya konan veriler
halen standardize degildir ve gesitli timér tiplerinin
icerdikleri DNA miktari, bunlann tani ve prognoz
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agisindan yorumlanmasi laboratuvardan laboratuva-
ra biyik degisiklik gosterebilmektedir (1, 3, 9). His-
togramlarin degerlendiriimesi ve yorumlanmas: da
ilk beklentilerin aksine subjektiftir ve degigik yorum-
layicilar birbiri ile ¢eligen dederlendirmeler yapabil-
mektedir, ancak ASM'nin yeni bir sistem oldugu ve
daha pek gok galismaya ihtiyag duydugu gézéniine
alindiginda ileride bu tur gigliklerin asilabilecegi
didstndlebilir (1, 2, 3, 6, 8).

ASM iL_E DEGERLENDiR_iLEBiLEN
HUCRESEL OZELLIKLER

ASM ydntemi ile eksojen ajan kullanmadan 6&l-
culebilen ézellikler intrensik, eksojen ajan kullanila-
rak 6lcilenler ekstrensik olarak tammlamir. lki grup
halinde incelenen bu yapisal dzelliklerin yanisira,
hiicrenin bazi fonksiyonel 6zellikleri de ASM ile sap-
tanabilir (Tablo 4). Bu verilerden hicre boyutlari,
granilaritesi, niikleik asit igerikleri gibi en sik deger-

-Ankara Patoloji Biilteni Cilt: 9(1): 92-106, 1992



Hucre Sayisi

DNA iCERIGi

Sekil IV: High-grade pleomorfik liposarkomun DNA
histogrami (The use of Flow Cytometry-as a
Diagnostic Aid in the Management of Soft-
Tissue-The Journal of Bone and Joint Surgery
Vol: 70-A, June, 1988).

lendirilenleri rutin laboratuvarlarda kullanilabilirken,
fonksiyonel parametreler gibi diger 6zellikler daha
Gok biyuk laboratuvarlarda ve arastirmaya yénelik
calismalarda kulaniimaktadir (1, 6).

ASM'NIN KULLANIM ALANLARI

ASM'ye tibbin bir ¢ok alaninda kulanim sansi
veren iki 6zellik, heterojen hiicre popitilasyonlari ile
caligabilmesi ve bir cok parametreyi ayni anda de-
gerlendirebilmesidir. Gok degiskenli analizler yapan
spektrofotometreler veya spektroflorometreler gibi
bir ¢cok sistem homojen hiicre suspansiyonlarinin
analizini yapabilmek i¢in hazirlanmiglardir. Homo-
jen bir hicre popiilasyonu ile galisiliyorsa elde edi-
len veriler populasyonun her bir hiicresini temsil
edebilecek bilgiler icerir. Ancak diagnostik patoloji-
de siklikla heterojen hiicre populasyonlari ile gahsil-
maktadir ve hem timor hicresi hem nonneoplastik
stromal hicreler iceren érneklerin bu tir yéntemler-
le degerlendiriimesi zor olmaktadir. Bu yiizden,
hem heterojen hiicre popilasyonlarn ile gahsabil-
mek hem de hiicrelere ait 6 farkli parametreyi ayni
anda degerlendirmek énemli bir avantajdir.

ASM'nin patolojideki kullanim alani her giin
farkh hastaliklan ve maligniteleri icine alarak genis-
lemekte, ancak yapilan galismalarda birbirinden ol-
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Sekil V: A: Diploid (2c)
Kolorektal adenomanin
DNA histogranmu (DAPI
boyast).

B: Triploid (3c) Parsial
mol  hidatiform (DNA
aneuploidisine  ornek).
(Flow Cytometry: Met-
hodology and Applicati-

iy ons in Pathology Jour-
2 Db nal of Pathology, Vol:
149 (1986).
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Sekil VI:
Ustte ¢ Tek bir Go/G1 piki igeren Diploid tiimér

Altta

: Iki tane Go/G1 piki ieren ancuploid tiimor (Ploidy, Proliferative Activity

and Prognosis. Cancer 65, 1990).

dukga farkli sonuglar alinabildiginden, verilerin stan-
dardize edilmesinde gugliklerle karsilasiimaktadir
(1, 2, 8, 9). Bu ylzden, kaynaklarda ayni lezyon
hakkinda birbirine zit sonuglar bildiren yayinlara
rastlanmaktadir (1, 2, 3).

HEMATOPATOLOJI

Malign lenfomalar ile I6semilerin klasik morfolo-
jik ve immiinohistokimyasal temellere gére siniflan-
masi, siniflamanin ayni alt grubundaki hastalarda
bile tedaviye cevap ve prognoz agisindan ortaya
¢ikan farkhiliklan 6nleyememektedir. ‘




ASM ile anéploid klonlarnin ortaya konmasi, S
faz hicrelerinin oranlarinin belirlenmesi daha ho-
mojen ve prognostik agidan daha anlaml yaklagim-
lar saglamistir. Bununla birlikte, monoklonal yizey
immiinglobulinlerini ve diger lenfosit antijenlerini he-
defleyen imminolojik ¢caligmalar da yapiimasi ASM
teknigini daha anlamh kilmaktadir (2, 12, 13). Orne-
gin, ALL'de imminolojik subgruplarin saptanmasi
prognoz tahmininde ve uygun terapdtik ajanin segi-
minde yararl olmaktadir.

Hodgkin hastaliginda saptanan DNA andploidi-
si ve yiiksek hiicre "turn over"i yilksek gradelerde
gdrilen bir bulgudur (2, 12).

Derinin T cell lenfomalarinda erken taninin, de-
rideki sipheli infiltratin DNA anoploidisi yoninden
ASM ile incelenmesi ile konulabilecegi bildiriimekte-
dir (2, 3).

iMMUNOPATOLOJI

Periferik kan lenfositlerinin fenotipik analizi ve
lenfosit alt gruplarinin saptanmasi, bagisikiik yeter-
sizliklerinde tedavilerin hasta zerindeki etkilerinin
belirlenmesi ve hiicresel cevaplarin daha iyi anlasil-
masi, primer ve sekonder bagisiklik yetersizliklerin-

deki immunfenotiplerin belirlenmesi, ASM'nin im-
minpatolojide kullanim alanlarindan bazilandir (2,
3,11, 14).

SITOPATOLOJI

Diagnostik sitopatolojide tani, hicrelerin morfo-
lojisinin deneyimli bir sitopatolog tarafindan yorum-
lanmasi ile konur ve kullanilan kriterler cogu kez
subjektiftir. ASM'de ise, DNA igerik ve hiicre siklus
analizleri ile elde edilen bilgiler hem istatiksel olarak
hem de matematiksel agidan daha objektif sayilabi-
lecek sonuglardir. ASM, sitopatolojide morfolojiye
icerik analizleri ile ilgili yardimc bilgiler sunarak ta-
niya katki saglar.

Eksfoliye hiicreleri incelemeye yonelik sitolojik
yéntemlerde ASM'nin kullanim alani yaygindir. Or-
negin, mesanenin degisici epitel hiicreli karsinomu-
nun tanisinda ve bu taniyr almig hastalarin izlenme-
sinde idrarnn ASM ile incelenmesi yararl
olabilmektedir. Burada anlamli olan bulgu, yiksek
grade ile paralel giden andploidi egilimidir (8).

Klein ve arkadaslan papiller noninvaziv degisici
epitel hicreli karsinomun invaziv olandan daha az
DNA andploidisi gdsterdigini ortaya koymustur (15).
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Servikovajinal érneklerle yapilan galismalarda
timor hdcreleri drnegin %1 veya daha fazlasimi
olusturuyorsa gésterdikleri anormal DNA pikleri
ASM histogramlari ile saptanabilmektedir (16, 17).

Peritoneal ve plevral effiizyonlarla yapilan ga-
lismalarda; DNA andploidisinin reaktif nonepitelyal
hicre (lenfosit gibi) iceren effiizyonlarla, daha an-
lamii bir korelasyon gosterdigi, adenokarsinomlarin
malign mezotelyomalardan ayriminda CEA pozitifli-
ginin ve DNA andploidisinin adenokarsinom tanisini
destekledigi belirtiimektedir (18).

ASM, sitopatolojide farkli alanlarda kullaniliyor
olmasina ragmen inflamatuvar hiicreler, hiicre deb-
risleri, eritrositler, yabanci materyal gibi heterojen
gruplarin bulunusu degerlendirmeyi giiglestirmekte-
dir. Sitolojik érneklerdeki farkhihklan dikkate alan
programlarin hazirlanmas: ve 6rnedin durumuna
gore uygulamaya sokulmasi ASM'nin sitopatolojide-
ki yerini daha saglamlastiracaktir.

SOLID TUMORLER

Lenforetikler hicrelerden kaynaklanan timér-
lerde genellikle ylzey antijenleri kriter olarak kulla-
nilirken, solid timorlerde hiicre DNA igerigi 6lgtim-
leri daha anlamli olmaktadir. Gunki solid timérlerin
ylzey antijenleri lenfosit diferansiyasyon markerlari-
na gére daha az sayida tanimlanmigtir. Ayrica solid
timérlerde tek hiicre siispansiyonu elde etme giig-
lGgu yazey markerlanni saptamayi zorlastirmakta-
dir.

Son zamanlarda DNA'nin yanisira su 6zellikler
de solid timdrlerin tanisina yardimei olarak kullani-
labilmektedir (3): 1. Intrensik hiicre 6zellikleri, 2.
RNA icerigi, 3. Sitokeratin tipleri, 4. Onkojen diriinle-
ri bulunup bulunmadidl, 5. Proliferasyon antijenleri-
nin varligi, 6. Tumér antijenlerinin varhg.

Solid timdrlerde ASM ile DNA analizi esas ola-
rak sunlart amaglar (3): A. Morfolojinin yetersiz kal-
digi durumlarda malignitelerin taninmasi, B. Grade
ve stage'den bagimsiz prognoz tahmini, C. Borderli-
ne neoplazilerde benign-malign ayirmini ortaya ko-
yabilme, D. Tedaviye cevabin izlenmesi.

Asagida ornekleri verilen bir gok timérde ASM
ile hiicre DNA icerik analizleri yapilmaktadir (Tablo
5).

Mesane Karsinomu: DNA anéploidisinin kéti
prognoz isareti oldugu ortaya konmustur (9). Ancak
diploid mesane karsinomlarinda ve siddetli infla-
masyonlarda yanlis sonuglar elde edilebilmektedir.

insitu  mesane karsinomlarinda yiiksek bir
yuzde ile saptanan DNA andploidisi neoplazi tanisi-
m desteklemektedir (19). '

Czerniac ve Koss (20) timér antijenlerinin nor-
mal mesane epitelinde ve diploid degisici epitel hiic-
reli karsinomlarda yiksek oldugunu saptamuslardir
(20).

Kolon Karsinomu: Bazi arastiricilar 6zellikle
kolon adenokarsinomlarinda ASM'nin potansiyel kli-
nik degeri oldugunu belirtmiglerdir, drnegin Banner
ve arkadaslan (21) DNA anéploidisi ile Dukes'un
ileri stageleri arasinda anlamli bir korelasyon sapta-
migtir.
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Kolon adenokarsinomlarinda é&zellikle villoz
adenomlarda ve inflamatuvar hastaliklarda epitel
hicrelerinde andploidi saptanabilmektedir (22, 23).
Bunun malignite gelisim riskini gésteren bir bulgu ol-
dugunu 6ne suren calismalar mevcuttur (24).

Banner ve arkadaslan (21, 22) kolon kanserle-
rinde S-faz fraksiyonunun %20'den fazla olmasini
k6t prognozla uyumiu bulmuslardir.

Prostat Karsinomu: Adenokarsinomlarinda
andploidinin ileri stagelerde sik gérilmesi prognoz
hakkinda ek bilgiler saglamaktadir (25, 26).

Malign Melanoma: Ozellikle stage-I melanom-
larda klinik gidigin gdsterdigi degiskenlik nedeniyle
yapilan ¢aligmada DNA andploidisi saptanan olgu-
larda sik niiks gorildigu tesbit edilmistir (27).

Over Karsinomu: Borderline over karsinomla-
rinda DNA anéploidisi kotd gidigle birliktelik gdster-
mektedir (28). llerlemig epitelyal over karsinomlarin-
da DNA anéploidisi prognoz tahmininde tek ve en
6nemli prognostik kriter olarak gdsterilmistir (28,
29).

~ Meme Karsinomu: DNA ploidisinin primer
tdmér boyutlan, aksiller lenf nodu tutulumu ve hor-
mon reseptorlerinin varligi ile korelasyonu arastiril-
migtir ( 30,31,32). Amag hem prognoz tahmini yapa-
bilmek hem de koltuk alti lenf nodu metastazinin
olup olmadigini ortaya koymaktir. Bazi gruplar lenf
nodu metastazinin ve primer timér ¢apinin DNA
andploidisinin derecesi ile iligkili oldugunu 6ne si-
rerken, bazi gruplar bdyle bir iligkinin saptanmadigi-
ni bildirmektedir (30,32)

Bagka bir ¢aligma ise anéploidinin az diferansi-
ye tumérler ile birlikteligini destekler niteliktedir. S-
faz fraksiyonunun aksiller lenf nodu tutulumu ve tu-
morun boyutlarn ile iliskisi oldugu gdsterilememigtir.
Ancak yuksek S-faz fraksiyonu az diferansiye ti-
morler ile ve &strojen reseptdri negatifligi ile iligkili
bulunmustur (32).

Akciger Karsinomu : Volm ve arkadaslan (33)
kigUk htcreli olmayan akciger karsinomlar Gzerin-
de yaptigi caligmada andploidi saptanan timérler-
de, diploid timdérlere gbre yasam stresi daha kisa,
dusik S-faz fraksiyonu saptananlarda yasam siresi
daha uzun bulunmustur. Yine aymi arasticilarin
bagka bir caligmasinda kiglk hicreli olmayan ti-
morierin ileri stage'lerinde andploidi ile yasam sire-
si arasinda korelasyon bulunamamistir (34). Kigik
hicreli akciger karsinomlan Gzerinde yapilan calis-
malarda ploidi ile prognoz iligkisi konusunda farkli
sonuglar elde edilmistir (34, 35).

Tiroidin benign ve malign lezyonlari: Hiirthle
hicreli adenom ve karsinomlarda anéploidi ve ploi-
dinin sinirh bir tanisal degeri oldugu gdsterilmistir
(36,37). Prognoz agisindan Harthle hiicreli karsi-
nomiarda andploidinin k6t prognozla iligkili olabile-
ceqi belirtilmistir (36).

Benign tiroid lezyonlarinda anéploidi daha az
saptanirken, follikiler karsinomlarda %60'a varan
DNA anéploidisi saptanmistir (37).

Yumusak doku tamdrleri: Bu timérierde ya-
pilan galismalarda halen histolojik yaklasimlara ek
katki saglhyacak sonuglar elde edilememis olmasi-
na ragmen, gelecekte ASM ile 6zellikle tumérin
grade'i biyolojik davranigi hakkinda yararli sonuglar
alinabilecegi dusinilmektedir (38).

Karsinoid Tamér: DNA andploidisinin karsino-
id timdrlerde yaygin oldugu ve biyolojik amin salgi-
liyan tumérlerde de gérilebilecedi vurgulanmistir
(39).

Tablo 6 ve 7'de DNA anéploidisinin ve S-faz
fraksiyonu yliksekliginin en sik gérildiga tamorier
sunulmaktadir.

Gestasyonel/Trofoblastik hastaliklar: ASM
ile yapilan Slgimler persistan trofoblastik hastalik
riskini belirlemede kullanilabilmektedir. Komplet mol
hidatidiformda, persistan trofoblastik hastaliklarda
diploidi ile beraber normal plasentadakinden daha
yiksek hiicre "turnover” | saptanmigtir (40).

ASM ile DNA igerigini saptayabilme &zelligi sa-
yesinde buyuk populasyonlardaki kromozom ano-
malilerini hizli bir sekilde ortaya koyabilmek ve seks
determinasyonlarindaki hatalari belirliyebilmek ola-
sidir (41). DNA dlcumleri biyokimyasal olarak da ya-
pilabilmektedir. Ancak ASM'nin farki, hticre siklusu-
nun her basamagimi ayn degerlendirebilmesi,
kromozom kontraksiyonunun derecesi ne olursa
olsun total DNA igerigini Slgebilmesi ve saniyeler
icinde binlerce hiicreyi analiz edebilmesidir (41, 42).

SONUG

ASM, pahali bir diizenek gerektirmesi, yetigmis
personele ihtiyag duymasi, yeterince standardize
edilmemig veriler sunmasi gibi sorunlan bulunmasi-
na ragmen, klasik histolojik ve immiinohistokimya-
sal yontemlere katkida bulunabilecek, sayisal &}
cumlere dayanan veriler saglamaktadir.
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Bu verilerin dogru tamiya katkilarinin giderek
artmasi ile, 6zellikle neoplazik olgularin tedavilerin-
- de ve prognozlarinin belirlenmesinde bu yénteme
gelecekte daha sik bagvurulmasi beklenmektedir.

Teknolojinin bugin ulastigt noktanin asiimasi
ile birlikte ASM dizeneginde olacak gelismeler bize
su anda tasan halinde olan bir gok digincenin, ya-
kinda rutine sokulmasi imkanini verebilecektir.
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