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DIFFUZ ASTROSITOMA OLGULARINDA DNA ICERIK TAYINI

Yasemin BUDAK*, Ozlem KURTKAYA**, Giilderen YANIKKAYA DEMIREL*,
Hiiseyin BALOGLU***, Giilbu ISTTMANGIL*

OZET

Bu caligmanin amact diffliz astrositoma olgularmda flow sitometre (FCM) ve gériintll analizi
sisterni (GAS) ydntemi ile 8lgiilen DNA ploidi indeksi vefveya proliferatif indeksin bistopato-
lojik gradelemc ile uyumlu olup olmadigine incelemektir. Toplam 29 adet intrascrebral diffuz
astrositoma olgusu Daumas-Duport siniflamasma gére gradelendirildi. Alt vaka Grade 2, lig
vaka Grade 3 ve yirmi vaka Grade 4 olarak bulundu. Caligmada flow sitometrede (FCM) Co-
ulter M Plus programi kullanilarak, GAS ise Samba-Ploidy 4000 yazilim programi kullanila-
rak DNA indeksi (DI) ve proliferatif indeks hesaplandi. Caligtlan 29 vakanin 23 tanesinde
FCM vc GAS yintemleri ile DNA ploidileri aym bulundu. FCM'de; proliferatif indeks agisin-
dan incelendiginde ortalama vc standart sapmalar; Grade 2 igin [1.0+6.0, Grade 3 igin
[1.4+5.4, Grade 4 igin [7.0£17.2 olarak 8lgiildii. GAS'dc bu degerler; Grade 2 igin 34.6£19.9,
Grade 3 igin 26.6216.0, Grade 4 igin 29.3%18.5 olarak 8lgtildi. FCM'de; DNA indcksi agisin-
dan incelendiginde ortalama ve standard sapmalar Grade 2 igin 1.31£0.49, Grade 3 i¢in
1.10+0.40, Grade 4 icin ise 1.57+0.66 olarak saptandi. GAS ytnteminde bu degerler, Grade 2
igin 1.350.54; Grade 3 igin 2.4£0.86; Grade 4 igin ise [.3720.60 olarak bulundu. DNA indek-
si ve proliferatif indeks FCM y&ntemiyle ve GAS ybntemiyle dlgiildiigii zaman gruplar arasin-
da istatistiksel olarak anlamlt bir fark bulunmadi. Sonug olarak her iki y8ntemin de tek bagina
veya birlikte kullamldiklart zaman diffiiz astrositomalarin histopatolojik gradelemesi ile
uyumlu olmadiklar! tespit edildi ve gradelendirmede kullanilamayacaklart dne siiriildi.

Anahtar kelimeler: Diffuiz astrositoma, DNA indeks, proliferatif indeks

SUMMARY

Determination of DNA content within astrocytoma cases. The aim of this study was to evalua-
te whether the DNA index and/or proliferative index ineasured by the flow cytownetry (FCM)

" and image analysis (LA) is proportional to histopathological grading of diffuse astroeytomas.
Intracerebral diffuse astroeytomas (n=29) werc graded according to Daumos-Duport criteria,
six of which were Grade 2, three were Grade 3 and twenty were Grade 4. DNA index and pro-
liferative index were calculated by using Coulter M plus program for FCM and Samba-Ploidy
4000 program for LA, Twentythree out of 29 cases were found to have the same ploidy by both
of the techniques. The percentage of the proliferating cells were found to be 11.046.0 in Grade
2, [1.4+5.4 in Grade 3 and 17.0£17.2 in Grade 4 with FCM. The proliferative index were fo-
und to be 34.6+19.9 in Grade 2, 26.6+16.0 in Grade 3 and 29.3218.5 in Grade 4 with IA. The
DNA indices were found to be 1.3110.49 in Grade 2, [.10£0.40 in Grade 3 and [.57+0.66 in
Grade 4 with FCM. The DNA indices were found to be [.3530.54 in Grade 2, 2.40+0.86 in
Grade 3 and 1.3740.60 in Grade 4 with IA. When these two tcchniques were compared, any
statisticaily significant difference could not be determined in terms of distinguishing the histo-
pathological groups of different grades from each other. According to the results of this study;
the FCM and IA tecbniques are not proportionai to the quantitative histopathology and cannot
be used for grading of diffuse astroeytomas.
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GIRIS

Primer beyin tiimdorlerinin yillik insidanst
13/1.000.000'tiir. Tedavide bir ¢cok yeni yon-
temin uygulanmasina kargin hastalarin ya-
sam siireleri olduk¢a kisadir. Bu yiizden has-
taliin prognozunu ongérmede ve tedavi
planini olugturmada objektif kriterlere ge-
reksinim vardir. Bunlann arasinda histolojik
siniflama diffuz astrositomalarda énemli bir
prognostik degiskendir ©),

Flow sitometre ile Slgiilen S faz yiizdesi ve
Deoksiriboniikleikasit Indeksi (DI) meme,
over ve kolon gibi birgok kanser tiirlerinde
prognozu tngdrmede kullamlmigtir 3. Ce-
gitli timorlerde yapilan aragtirmalar $9; dip-
loid tiimorlii olgularin prognozlarmm anop-
loid ve/veye yiiksek S faz1 popililasyonuna
sahip olgulara gore daha iyi oldugunu gos-
termektedir.

Beyin tiimdrleri iizerinde yapilan ¢egitli ca-
ligmalara kargin DNA analizi yontemlerinin
bu vakalarin prognozunu 6ngtrmedeki rolii
belirsizligini korumaktadir (2.16.22.23.32,33)
DNA ploidisi ile ilgili ¢alismalar flow sito-
metre (FCM) ve goriinti analizi sistemi
(GAS) ile yapilabilmektedir. Her iki yonte-
min de farkli avantaj ve dezavantajlar1 var-
dir. Flow sitometre yéntemi ¢ok sayida hiic-
reyi degerlendirebilmesi; goriintii analizi sis-
temi ise selektivitcye sahip olmast agisindan
anlamlidir. Flow sitometre yontemi farkli
ktkende -hiicrelerin morfolojik ayiriminin
yapilamamasi; goriintii analizi sistemi ise ki-
sitht sayida hiicre inceleyebilmesi agisindan
dezavantajh durumdadr (7. Yapilan bazi
caligmalarda goriintd analizi sisteminin
anoploidi ve tetraploidiyi saptamada daha
duyarli olmasina karsin, flow sitometre bul-

gularinin prognoz ile korele oldugu bulun-
mugtur (24.2627.2829)

Bu ¢aligmanin amaci diffuz astrositoma ol-
gularinda FCM ve GAS yontemi ile 8lgiilen
DNA ploidi indeksi ve/veya proliferatif in-
deksin histopatolojik gradelendirme ile
uyumlu olup olmadiim slgmektir.

MATERYAL ve METOD

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Norosi-
rurji Anabilim Dalindan Patoloji Anabilim
Dalina gonderilen ve her iki ydntem igin ga-
hsmaya uygun olan 29 adet intraserebral dif-
fiiz astrositom olgusu secildi. Bu amagla
1987-1993 tarihleri arasinda formalin ile
fikse edilerek parafine gtmiilmiig argiv ma-
teryali kullamlda.

Caligma igin yaglan 24 ile 66 arasinda degi-
sen 20 erkek ve 9 kadindan alinan tiimor do-
kulan kullamldr (Tablo 1). Tim tiimor do-
kulan iki farkli néropatolog tarafindan ince-
lendi. Diffiiz astrositom olgulari atipi, mitoz,
vaskiiler endotelyal proliferasyon ve nekroz-
dan olugan 4 kriter kullanilarak Daumas-Du-
port siniflamast ile gradelendirildi (11, GAS
ve FCM caligmalan, iki farkl1 merkezde di-
ger metod analiz sonug¢larint ve histopatolo-
jik gradelemeyi bilmeyen kisilerce bagimsiz
olarak gerceklestirildi.

Flow Sitometri

Parafine gomiili 29 adet diffiiz astrositom
olgusundan 15 pm lik kesitler alindi. Hedley
(14) yontemi ile ksilen ve derecesi azalan al-
kollerden gecirilip, distile su ile rehidrate
edilerek deparafinizasyon yapildi

Daha sonra %0.5'lik pepsin ile 37°C'de ya-
rim saat inkiibe edilerck hiicreler siispansi-
yon haline getirildi. Hiicre siispansiyonlar
15 ml Hepes-Hanks soliisyonu iginde nétra-
lize edildi.

Hemositometrede hiicrelerin konsantrasyon-
lar1 3-10 x 106 niikleus/ml olacak gekilde
ayarlandi. 100 ul 6rnek alinarak Coulter-
DNA prep sollisyonu ile boyandi. Coulter
DNA prep referans kullanilarak FS (Forward
Scatter), SS (Side Scatter) ve FL3 degerleri
ayarlandi. Parafine gémiilii normal beyin do-
kusundan eg zamanli olarak ¢lde edilen hiic-
re siispansiyonu kontrol olarak kullanildi.
Ornekler 2 saat igerisinde Coulter- Epics XL
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Tablo 1. Her iki yontem igin ¢aligmaya uygun bulunan 29 vakanin GAS, FCM ve histopatolojik gradelendirme so-

nuglan (A= anoploid, E= opioid, G= grade)

Flow sitometrede caligmaya alindi, Flow si-
tometrede her bir 6rnekten en az 10 000 en
¢ok 50 000 hiicre ¢alisildi. CV (Coefficients
of variation ) degerleri 6'mn lizerinde ¢tkan-
lar tekrar degerlendirmeye alindi.

Goriintn Analizi Sistemi

Parafin bloklardan hazirlanan 8-10 ym ka-
hinligindaki kesitler flow sitometre igcin ha-
zirlanan teknikle hiicre siispansiyonu haline
getirildikten sonra lamlara tek hiicre diize-

OLGU |  YAS FCM GAS FCM GAS | HISTOLOJIK | FCM | GAS
CINSIYET | (A/E) (AE) | PL(%) | PL(%) GRADE pI DI
1 A9E A A 312 21 G4 18 16
2 64 K A A 300 7 G4 14 L2
3 S4E A E 124 19 G4 2.1 1.0
4 40E A E 58 7 G4 3.4 1.0
5 A6E A A 795 51 G4 L7 1.4
6 SIK A A 26.0 8 G4 1.2 1.4
7 A0E E E 53 1 G4 1.0 1.0
8 40K A E 12.9 13 G4 19 1.0
9 ASE A E 8.0 19 G4 1.6 L0
10 SSE E E 2.6 23 G4 1.0 1.0
1 60E A E 16.8 29 G4 2.7 L0
12 45T A A 16.7 39 G4 1.9 1.6
13 63E A A 1.5 64 G4 1.7 12
14 66K E E 2.7 32 G4 10 1.0
15 A0E E E 6.1 9 G4 1.0 1.0
16 S2E A A 263 51 G4 0.8 32
17 2%6E A A 123 19 G4 L5 13
18 40K A A 6.2 29 G4 0.8 18
19 40K E E 13.5 33 G4 1.0 10
20 STK A A 7.0 37 G4 1.9 2.1
21 40E A A 5.1 43 G3 1.1 1.7
7 2K A A 14.0 1 G3 07 3.4
23 62E A A 15.0 26 G3 1.5 23
21 0E A A 83 38 G2 1.9 17|
25 SOE E A 6.1 19 G2 1.0 13
26 UE E E 5.5 14 G2 1.0 L0
27 37E E A 9.7 42 G2 1.0 13
28 54K E E 192 26 G2 1.0 1.0
29 30E A A 18.1 69 G2 2.0 T

yinde yayildi1 ve Feulgen pararosanilin tekni-
gi ile boyand1. Axiophote-Zeiss mikroskopa
integre JYC 3 chip CCD color kamera ile
alinan nukleus gériintiileri, Matrox Magic
boardda digitize edilerek SAMBA-Ploidy
4000 (Imaging products International, Chan-
tilly, VA) yazihm ile DNA icerigi agisin-
dan incelendi. Incelemeler manuel modda
yapilarak, morfolojik olarak tiimér hiicresi-
ne ait oldugu konusunda kugku bulunmayan
ve optik derinlik netligi ile incelenecek nuk-
leusun konturlarimin tamaminm kesit igeri-
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sinde kaldig1 kanisina varilan en az 50 hiicre
niikleusu segilerek analiz edildi. Analizler
sirasinda eksternal kontrol (2¢ ve 4¢ kontrol)
olarak rat karaciger dokusu imprintleri kulla-
nildi. Rat/insan DNA koreksiyonu 5/6 sabiti
ile yapulda.

DNA ANALIZI
a. Proliferatif indeks

Proliferatif indeks (Pl), total hiicre populas-
yonunun kag¢ tanesinin dlgiim aminda DNA
replikasyonu fazinda oldufunu gostermekte-
dir, Bu ¢aligmada FCM'de Coulter M Plus
programi kullanilarak, GAS'da ise SAMBA-
Ploidy 4000 yazihm progranu kullanilarak S
faz ve G2/M deki hiicre yiizdesi (PI) hesap-
land: (Tablo 1).

b. DNA Indeksi

Tiimor hiicrelerinin pikinin referans pike
orani DNA indeksi (DI) olarak tanimlan-
maktadir. DI, hiicre igindeki DNA kontenti-
ni gostermektedir. GOG1 hiicrelerin DNA
indeksi l'dir. DNA indeksinin 0.9-1.1 oldu-
gu tek bir pik DNA diploid olarak tanimlan-
maktadir. Eger bagka bir pik varsa timor
DNA's1 anoploid olarak tanimlanabilmekte-
dir. Bu ¢aligmada FCM'de Coulter M Plus
programi kullanilarak, GAS'da ise SAMBA-
Ploidy 4000 yazilim programu kullanilarak
DI hesaplanmagtir (Tablo 1),

Istatistiksel analizler Statistical Package for
the Social Sciences (SPSSX Package) kulla-
nilarak yapildi. S faz yiizdesi ve DNA in-
deksi ortalama *SD oclarak hesaplandi.
Gruplar student’s t test ile kargilagtirilda.

BULGULAR

Daumas-Duport siniflamasi 0 kriter=Grade
1, 1 kriter=Grade 2, 3 kriter=Grade 3, 4 kri-
ter=CGrade 4 olarak degerlendirilen skorlama
sistemine dayanmaktadir. Noropatologlarin

yaptif1 degerlendirmeye gore Daumos-Du-
port simiflamasina gore gradelendirilen vaka-
larin 6 adedi Grade 2, 3 adedi Grade 3 ve 20
adedi Grade 4 olarak bulundu (Tablo 1).
Histopatolojik olarak Grade 3 olarak tanisi
konan ii¢ vakanin hepsi FCM ve GAS yon-
temleri ile anopleid bulundu (Tablo 1). His-
topatolojik olarak Grade 2 olarak tanisi ko-
nan 6 vakanin 2 tanesi FCM ile anoploid bu-
lundugu halde GAS yontemi ile 4 adedi
anopleid bulundu (Tablo 1).

Caligilan 29 vakanin 23 tanesinde FCM ve
GAS yontemleri ile DNA ploidileri aym bu-
lundu (Tablo 1). FCM y&ntemi ile ise 20 va-
kanin 15 tanesi anoploid olarak bulundu (Se-
kil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5). His-
topatolojik olarak Grade 4 olarak tanisi ko-
nan 20 vakanimn 10'u GAS yontemi ile 6ploid
bulundu (Jekil 6).

Tablo 2. Ortalama P1 ve standard deviasyoniar iie PI
yiizdelerinin her iki yéntem ile gradeler arasinda ista-
tistiksel ytintemle kargilagtirlmas: (student's t test).

FCM GAS
GRADE 2 11.126.0 34.6%£19.9
p>0.05 p>0.05
GRADE 3 114354 26.6116.0
p>0.05 p>0.05
GRADE 4 17.0x£17.2 29.3x18.5
p>0.05 p>0.05

Tablo 3. Ortalama DNA indeksleri ve standart devias-
yoniarr-ile DNA indekslerinin her iki yéntem ile gra-
deler arasinda istatistiksel yontemle kargtlagtinimas:

(student’s t test).

FCM GAS
GRADE 2 1.3140.49 1.35+0.54
p>0.05 p>0.05
GRADE 3 1.10£0.40 2.40+0.86
p>0.05 p>0.05
GRADE 4 1.57+0.66 1.37+0.60
p>0.05 p>0.05




Sekil 1. Tablo 1'deki 19 nolu hasta
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dart sapmalar; Grade 2 igin

o 20004504 108 F13 11.1£6.0, Grade 3 igin
R ) sLso ] e GveE 11.4+5.4, Grade 4 igin
s&00 PATA 17.0£17.2 olarak &l¢iildii.
Gériintii analizi sisteminde

L ey «6 =865 | bu degerler; Grade 2 igin
| | < - w5 | 34.6%19.9, Grade 3 igin
g é <5 =wo | 26.6£16.01, Grade 4 igin
3 a=0m l 29.318.5 olarak 6lgiildii. PI
- ann ylizdesi flow sitometrik y&n-
D ] temle §l¢iildiigli zaman grup-
0 1600 t lar arasinda istatistiksel ola-
J ! rak anlaml bir fark bulunma-

/_f \ di (p>0.05) (Tablo 2). Aynt
N ST T 256 sekilde PI yiizdesi goriintii
s DNA Content analizi sistemi ile olgiildii-

Sekil 2. Tablo 1'deki 9 nolu basta

giinde de gradeler arasinda
anlamli bir fark bulunamadi

(p>0.05) (Tablo 2).

DNA Content

B4 a4n 512
#

- | B0000363.M08 FLI  SANK 1Y - DIPLOID CYCLE
- mean 1-130.¢ | Flow sitometrede; DNA in-
@au A6 T Eed deksi agisindan bakildiginda
¢ g
] tHapn GZ?IE]Z.O
" S I %8 | ortalama ve standart sapma-
y =00 4 »« 8 =16 | Jar Grade 2 igin 1.31£0.49,
o i GZ/61 =2.274 ..
o i “twt =887 | Grade 3 igin 1.10£0.40, Gra-
180 H | . .
g : aers, oveie | de 4 icin ise  1.57+0.66 ola-
AN ; | EoT rak saptandi. Gériintii analizi
3 P £ K . PR -
= B Hone C2e634 € Sistemi igin bu degerler, Gra-
4 1] s .
§ e 8 i | Ze % | de2igin 1.35%0.54, Grade 3
£ ! b8 =0 jein 2,4420.86, Grade 4 igin
b ) :
an| | 552?5{ :T“EZE ise 1.3740.60 olarak bulun-
. o 4 nve. e 8.0 du (Tablo 3). DNA indeksi
4 . =rg et e e

agisindan bakildiginda flow
sitometrik ybntemle ve gb-

Oploidi ve anoploidi bakimindan flow sito-
metrede Grade 2 ve Grade 4 karsilagtinldi-
ginda grade yiikseldik¢e anoploid olgularin
yiizdesinde artma goriildii. Gériintii analizi
sisteminde ise Grade 2 ve 4 olgulari benzer
anoploid hiicre yiizdesi gésterirken grade 3
olgularimn daha yiiksek anoploid hiicre yiiz-
desi degerlerine sahip oldugu saptandi.

Flow sitometrede; Proliferatif hiicre fraksi-
yonunda bulunan hiicrelerin yiizdesi (PI)
acisindan incelendiginde ortalama ve stan-

. riintii analizi sistemi ile §1-
¢iildiigli zaman gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmadi (Tablo 3).

TARTISMA

Literatiirde. farkli tiimé&r dokularinda yapilan
caligmalarda grade ve/veya malignite arttik-
¢a anoploidiye rastlanma oranimn artti
gosterilmigtir (7-12.16,19,20)

Beyin tiimorleri ile yapilan ¢aligmalarda bu
konuda farkli bulgular vardir. Bookwater ve
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Sekil 3, Tablo ['deki 5 nolu hasta

ise DNA anoploid timérii

olan tiim hastalarin prognoz-

1400 20000721 .HOS FL3 5014 DIPLOID CYCLE
SL 56 Haan G1=169.6 larmm kéti oldugunu bul-
c = 3.
#E1 =93 muglardir. Ayn1 caligmada
T HBean G2=32%.5 [
wez = 36 vakalarin hizli gelisiminin
® 62 = -7
W s = .0 tek bagina histoloji ve/veya
g . . .
N4 gzol =1 343 FCM ile tahmin edilmekle
g : beraber her iki yontemin bir-
b ANEUPL . CYCLE . .
V4 Hean €1:292,4 likte kullanimimin prognostik
- = 4.4 .
o ® €l - 20.5 Ongoriiyii arttirdiging tespit
—- & ; = » - "
3 &L? 33 | etmiglerdir @,
O w G2 = 76.6
* 8 =291 'Bjz bu galismada Grade
calig
cz7e1  =1.36) , . .
Pt oMl 4'deki vakalarin FCM ile
- me. 8= 1.9 | 9%75'ni, GAS ybntemi ile ise
" y

DNA Content

o B4 128 132 A6 380 OB4  44B 512

%50'sini anoploid bulduk.
Grade 3'deki tiim vakalar

Sekil 4, Tablo I'deki 28 nolu hasta

her iki y6ntemle de anoploid
bulduk. Grade 2'deki anoplo-

e DNA Content

D4p0,. ZOODOD?E:.HD& FL3 Ypnexse _ DIFLRID CYCLE ld Vaka yledCSl diéer grade“
SL s6 Mean G1=170,9 " e ee '
werL = 24 lere gore daha diisiiktii. Gra-
# G1 =945 L.
anool ] Hean €2=346 .4 de 2'de diigiik anoploidi ve
] ez = 2.4 . . ‘4.
i wez = 5.3 Grade 4'de yiiksek anoploidi
" 3 f o S e — . = ™
0 1600 ; et =077 goriilmesi literatiirdeki diger
0 t . 2
g i #tet =88 | caligmalarla  uyumludur
3 teoo ' | AHEUPL. CYCLE (7,12,16,19.20). Grade 3'teki tiim
il Hoan Gi=186,D .
z b ¢t - zz | vakalarin anoploid olmasi
% a0g i Hoan C2=374.2 vaka sayisinin yetersiz olugu
] = - - g
§) i nez = 7 ile agiklanabilir. GAS ve
T TR g . .
%00 P ezer .00 FCM ile anoploid vaka oran-
| o xlat -4l lanim farkl: bulunmasim tek-
f;,E Eem e i Ave. wsm 7.0 nik metodlarin ve galgilan
g "we 188 182 286 380 384 A4dd hHla

merkezlerin ayri1 olusuna

LR

# B.D. L.
Ghi 8q. 3.

f

arkadaglar diffiiz astrositomali olgularda
yapuklan cabgmada grade ile anoploidi ara-
sinda bir iligki olmadigmi géstermislerdir ©),
Coons ve arkadaglan yaptiklan ¢alismada
glioma timdérlerinde ploidi, proliferatif hiic-
re fraksiyonu ve histolojik ¢zelliklerin birbi-
rinden bagimsiz bir sekilde heterojenite gos-
terdigini bulmuglardir ve bu nedenle evrele-
me ve prognoz layininde birden ¢ok yonte-
min bir arada kullamilmasi gerektigi sonucu-
na varmiglardir ®. Coons ve arkadaglan dif-
fiiz astrositomalilarda yaptiklan g¢alismada

baglamaktayiz. Teknik me-
tod data analizi de dahil ol-
mak iizere DNA anoploidi oranlarinda bii-
yiik etkiye sahiptir ve calismalarda farkh so-
nuglarin bulunmasina yol agmaktadir @,

DNA ploidi dl¢iimlerinde deparafinize doku
ile galismanin bir ¢ok dezavantaji vardir.
Shutte ve arkadaslan kolorektal kanserlerde
yaptiklan caligmada parafin doku ile taze
doku kargsilastimldiginda aym ornekte de-
gigken sonug bulma olasilifmin daha fazla
oldugunu géstermistir 25}, Yapilan bir bagka
calismada formaim fiksasyonunun nukleu-



Sekil 5. Tablo 1'deki 21 nolu hasta
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DIPLOID GYCLE

yiz (vaka no 3, 8,9,11). Yal-
nizca GAS ile tespit edilen

a4n __ Z088667.NOB FL3 spumys
R " suse Nesn G1=166.0 vakalarin near-diploid anop-
A = .
i # 61 =996 loid olugu nedeni ile FCM'de
200 i Hloam €2=336.2 . . . e -
il wez = 48 tespit edilemediklerini dii-
& H Ca e siindiirmektedir (vaka no 25,
¢ 1s0) £l .
,a . e SR | 2D,
- ANEUPL, CHGLE Deparafinize doku ile galig-
4 ] Moan G1=167.9 . o
4 e = 3l manin dezavantajlarina rag-
;u on Han 62-309 men, parafine gémiilii doku-
D } x6z2 = .0 1 lar klinik geligimleri bilinen
E © ety i . m
: - ' vakalarda retrospektif 6l-
40 | 6261 =2.674 . .
f I =21 | ciimlere olanak sagladiklar
. L ae. = 1.4 | igin tercih ettik. Parafin do-

0 a4 128
DNA Content

192 258 380 384 448 BLE

kuda yaptigimiz Slgiimleri
ayn1 6rneklerin taze dokula-

Sekil 6, Goriintii analizi sistemi ile alman histogram Srnegi

i1 kullanarak da galigabilse
idik GAS ve FCM'de buldu-

Exteme] reference; Anelyzed sample; [9/ ¢r (1.00)

er (1.00) DNA iadex (DD
.| Number of cells : :
20 .
§ % of cells "
5K 0 P PN
N Co
10 A : -
E\k P T
5 S ! '
B k1) !
3

Fresesy

2c L [

20

CATS I IIPL L F AL I

T LLLLL LS TS SLSLSLLS TSI A S
7Tt L P P Zr P T LA 2

s ) N

gumuz farkli sonuglarin fik-
sasyon sirasindaki problem-
lerden kaynaklanip kaynak-
lanmadigini gérebilirdik.

Bu ¢aligmada literatiirdeki
birgok galisma ile benzer se-
kilde PI ve DNA indeksi ile
astrositoma gradelemesi ara-
sinda bir iligki olmadigim
bulduk (1,15,18,21,31)

DNA indeksi; hiicre iginde-
ki DNA kontentini gdster-
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mektedir, GOG1 hiicrelerin
DNA indeksi 1'dir. DNA in-

8¢ 106

sun boyanma seklini degistirdigi gosteril-
mistir ®, Aym ¢aligmada formalin ile fikse
edilmig dokularda fiksasyon anindaki kro-
matin yapisinin sekling bagh olarak propidi-
um iodid floresansmm yalanci anoploid pik-
lere yol acgtifr bulunmugtur, FCM'de tespit
edilen GAS'da tespit edilemeyen anoploid
populasyonun formalin fiksasyonu sirasinda
hiicre nukleer kontentinin pargalanmasina
vefveya yukarida bahsedilen boyanmadaki
farkhliklara bagh olabilecegini diigiinmekte-

deksinin 0.9-1.1 oldugu tek
bir pik DNA diploid olarak tamimlanmakta-
dir. Tiim hiicre nukleusunun DNA flow sito-
metre yontemi ile incelenmesi kromozomla-
rin yapisin 6lgemedigi i¢in DNA indeksi
1.0 olan bir hiicrenin kromozom yapisinin
normal olup olmadifim sdylemek miimkiin
degildir.

Literatiirdeki diger ¢aligmalarla uyumlu bir
sekilde bu ¢alismada hastalifin grade'i ile
proliferatif indeks arasinda anlamli bir artig
olmadiffim gérdiik (115182130 Yapilan ca-
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ligmalarda GAS metodu ile bulunan F1,
FCM ile bulunan degerlerden yiiksek gikti.
GAS cahgsmalarinda nukleusun kesilerek iis-
tiiste gelmesi ile DNA degerlerinin dagilim
ve CV'ler artmaktadir. Bu nedenle P1 yiizde-
leri normalden yiiksek bulunabilir. Bu prob-
lem daha fazla sayida hiicrenin segilerek ¢a-
ligilmasi ile ortadan kaldirilabilir, Bizim ca-
hismamizda da GAS yonteminde CV'ler
FCM yo6ntemine gore daha yiiksekti.

Yaptiguuz ¢aligmada diffuz astrositoma va-
kalarmin FCM ve/veya GAS yontemi ile
DNA indekslerinin 8l¢ililmesinin, gradeleri
birbirinden ayirmada kullanilamayacagimi
tespit ettik. Bu da spesifik molekiiler anoma-
lilerin tiimér yapisini, sayisal anomalilerden
daha ¢ok degistirdifini géstermektedir. Bu
¢aligmada incelenen proliferatif hiicre fraksi-
yonun her iki metodla farkli bulunmasina
yol agan nedenlerden birisinin de diffiiz ast-
rositoma olgularinin heterojenitesinin oldu-
gunu diigiinmekteyiz.
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