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DİFFÜZ ASTROSİTOMA OLGULARINDA DNA İÇERİK TAYİNİ 

Yasemin BUDAK*, Özlem K U R T K A Y A * * , Gülderen Y A N I K K A Y A DEMİREL*, 
Hüseyin BALOĞLU***, Gülbu IŞITMANGİL* 

Ö Z E T 

Bu çalışmanın amacı diffüz astrositoma oigularmda flow sitometre (FCM) ve görüntü analizi 
sistemi (GAS) yöntemi ile ölçülen DNA ploidi indeksi ve/veya proliferatİf indeksin bistopato 
lojik gradelemc ile uyumlu olup olmadığını incelemektir. Toplam 29 adet intrascrcbral diffuz 
astrositoma olgusu Daumas-Duport sınıflamasına göre gradelcndirikli. Altı vaka Grade 2, üç 
vaka Grade 3 ve yirmi vaka Grade 4 olarak bulundu. Çalışmada flow sİtometrede (FCM) Co-
ulter M Plus programı kullanılarak, GAS ise Samba-Ploidy 4000 yazılım programı kullanıla
rak DNA indeksi (Dİ) ve proliferatİf indeks hesaplandı. Çalışılan 29 vakanın 23 tanesinde 
FCM vc GAS yöntemleri ile DNA ploidileri aynı bulundu. FCM'de; proliferatİf indeks açısın
dan incelendiğinde ortalama vc standart sapmalar; Grade 2 için 11.0+6.0, Grade 3 için 
1 î .4±5.4, Grade 4 için 17.0±17.2 olarak ölçüldü. GAS'dc bu değerler; Grade 2 için 34.6Ü9.9, 
Grade 3 için 26 .6Ü6.0 , Grade 4 için 29.3+18.5 olarak ölçüldü. FCM'de; DNA indeksi açısın
dan incelendiğinde ortalama ve Standard sapmalar Grade 2 için 1.31+0.49, Grade 3 için 
1.10+0.40, Grade 4 için ise 1.57+0.66 olarak saptandı. GAS yönteminde bu değerler, Grade 2 
için 1.35+0.54; Grade 3 için 2.4+0.86; Grade 4 için ise 1.37+0.60 olarak bulundu. DNA indek
si ve proliferatİf İndeks FCM yöntemiyle ve GAS yöntemiyle Ölçüldüğü zaman gruplar arasın
da istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı. Sonuç olarak her iki yöntemin de tek başına 
veya birlikte kullanıldıkları zaman diffüz as tros i tornaların histopatolojik gradelemesi İle 
uyumlu olmadıkları tespit edildi ve gradelendİrmede kullan ilamayacaklan Öne sürüldü. 

Anahtar kelimeler: Diffüz astrositoma, DNA indeks, proliferatİf İndeks 

S U M M A R Y 

Determinaficm of DNA contentwithin astroeytoma cases. The aİm of this study was to evalua-
te whcther the DNA index and/or proliferative indcx ıneasured by the flow cytoınetry (FCM) 
and image analysis (İA) is proportionai to histopathological grading of diffuse astroeytomas. 
Intracerebral diffuse astroeytomas (n=29) werc graded according to Daumos-Duport criteria, 
six of which were Grade 2, fhree were Grade 3 and twcnty were Grade 4. DNA index and pro
liferative index were calculated by using Coulter M plus program for FCM and Samba-Ploİdy 
4000 program for İA. Twentythrce 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 11.0+6.0 in Grade 
2, 11.4+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 29.3+18.5 in Grade 4 with IA. The 
DNA indices were found to be 1.31 ±0.49 in Grade 2, 1.10+0.40 in Grade 3 and 1.57+0.66 in 
Grade 4 with FCM. The DNA indices were found to be 1.35±0.54 in Grade 2, 2.40+0.86 in 
Grade 3 and 1.37±0.60 in Grade 4 with IA. When these two tcchniques werc 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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GİRİŞ 

Primer beyin tümörlerinin yıllık insidansı 
13/1.000.000'tür. Tedavide bir çok yeni yön
temin uygulanmasına karşın hastaların ya
şam süreleri oldukça kısadır. Bu yüzden has
talığın prognozunu öngörmede ve tedavi 
planını oluşturmada objektif kriterlere ge
reksinim vardır. Bunların arasında histolojik 
sınıflama diffuz astrositomalarda önemli bir 
prognostik değişkendir (Ğ\ 

Flow sitometre ile ölçülen S faz yüzdesi ve 
Deoksiribonükleikasit İndeksi (DI) meme, 
över ve kolon gibi birçok kanser türlerinde 
prognozu öngörmede kullanılmıştır (13>. Çe
şitli tümörlerde yapılan araştırmalar (3°); dip-
loid tümörlü olguların prognozlarmm anop-
loid ve/veye yüksek S fazı popülasyonuna 
sahip olgulara göre daha iyi olduğunu gös
termektedir. 

Beyin tümörleri üzerinde yapılan çeşitli ça
lışmalara karşın DNA analizi yöntemlerinin 
bu vakaların prognozunu öngörmedeki rolü 
belirsizliğini korumaktadır (2,10,22,23,32,33) 
DNA ploidisi ile i lg i l i çalışmalar flovv sito
metre (FCM) ve görüntü analizi sistemi 
(GAS) ile yapılabilmektedir. Her ik i yönte
min de farklı avantaj ve dezavantajları var
dır. Flow sitometre yöntemi çok sayıda hüc
reyi değerlendirebilmesi; görüntü analizi sis
temi ise selektivitcye sahip olması açısından 
anlamlıdır. Flovv sitometre yöntemi farklı 
kökende hücrelerin morfolojik ayırımının 
yapılamaması; görüntü analizi sistemi İse kı
sıtlı sayıda hücre inceleyebilmesi açısından 
dezavantajlı durumdadır Yapılan bazı 
çalışmalarda görüntü analizi sisteminin 
anoploidi ve tetraploidiyi saptamada daha 
duyarlı olmasına karşın, flovv sitometre bul
gularının prognoz ile korele olduğu bulun
muştur (24,26,27,28,29), 

Bu çalışmanın amacı diffuz astrositoma ol
gularında FCM ve GAS yöntemi ile ölçülen 
DNA ploidi indeksi ve/veya proliferatİf in
deksin histopatolojik gradelendirme ile 
uyumlu olup olmadığım ölçmektir. 

M A T E R Y A L ve METOD 

Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Nöroşi
rurji Anabilim Dalından Patoloji Anabilim 
Dalına gönderilen ve her ik i yöntem için ça
lışmaya uygun olan 29 adet intraserebral dif
füz astrositom olgusu seçildi. Bu amaçla 
1987-1993 tarihleri arasında formalin ile 
fikse edilerek parafine gömülmüş arşiv ma
teryali kullanıldı. 

Çalışma için yaşları 24 ile 66 arasında deği
şen 20 erkek ve 9 kadından alınan tümör do
kuları kullanıldı (Tablo 1). Tüm tümör do
kuları iki farklı nöropatolog tarafından ince
lendi. Diffüz astrositom olguları atipi, mitoz, 
vasküler endotelyal prolİferasyon ve nekroz
dan oluşan 4 kriter kullanılarak Daumas-Du-
port sınıflaması ile gradelendirildi <n>. GAS 
ve FCM çalışmaları, ik i farklı merkezde di
ğer metod analiz sonuçlarını ve histopatolo
jik gradelemeyi bilmeyen kişilerce bağımsız 
olarak gerçekleştirildi. 

FIow Sitometri 

Parafine gömülü 29 adet diffüz astrositom 
olgusundan 15 um lik kesitler alındı. Hedley 
(I4> yöntemi ile ksilen ve derecesi azalan al
kollerden geçirilip, distile su ile rehidrate 
edilerek deparafinizasyon yapıldı. 

Daha sonra %0.5'lik pepsin ile 37°C'de ya
rım saat inkübe edilerek hücreler süspansi
yon haline getirildi. Hücre süspansiyonları 
15 ml Hepes-Hanks solüsyonu içinde nötra-
lize edildi. 

Hemositometrede hücrelerin konsantrasyon
ları 3-10 x 106 nükleus/ml olacak şekilde 
ayarlandı. 100 ul örnek alınarak Coulter-
DNA prep solüsyonu ile boyandı. Coulter 
DNA prep referans kullanılarak FS (Forward 
Scatter), SS (Side Scatter) ve FL3 değerleri 
ayarlandı. Parafine gömülü normal beyin do
kusundan eş zamanlı olarak elde edilen hüc
re süspansiyonu kontrol olarak kullanıldı. 
Örnekler 2 saat içerisinde Coulter- Epics X L 
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Tablo 1. Her İki yöntem için çalışmaya uygun bulunan 29 vakanın GAS, FCM ve histopatolojik gradelendirme so
nuçlan (A= anoploid, E= opioid, G= grade) 

O L G U YAŞ 
CİNSİYET 

F C M 
(A/E) 

GAS 
(A/E) 

F C M 
P I (%) 

GAS 
PI (%) 

HİSTOLOJİK 
GRADE 

F C M 
D I 

GAS 
D I 

1 49 E A A 31.2 21 G4 1.8 1.6 

2 64 K A A 30.0 72 G4 1.4 1.2 

3 54E A E 12.4 19 G4 2.1 1.0 

4 40 E A E 5.8 7 G4 3.4 1.0 

5 46 E A A 79.5 51 G4 1.7 1.4 

6 51 K A A 26.0 8 G4 1.2 1.4 

7 40 E E E 5.3 11 G4 1.0 1.0 

8 40 K A E 12.9 13 G4 1.9 1.0 

9 45 E A E 8.0 19 G4 1.6 1.0 

10 55 E E E 20.6 23 G4 1.0 1.0 

11 60 E A E 16.8 29 G4 2.7 1.0 

12 45 E A A 16.7 39 G4 1.9 1.6 

13 63 E A A 1.5 64 G4 1.7 1.2 

14 66 K E E 2.7 32 G4 1.0 1.0 

15 40 E E E 6.1 9 G4 1.0 1.0 

16 52 E A A 26.3 51 G4 0.8 3.2 

17 26 E A A 12.3 19 G4 1.5 1.3 

18 40 K A A 6.2 29 G4 0.8 1.8 

19 40 K E E 13.5 33 G4 1.0 1.0 

20 57 K A A 7.0 37 G4 1.9 2.1 

21 40 E A A 5.1 43 G3 1.1 1.7 

22 52 K A A 14.0 M G3 0.7 3.4 

23 62 E A A 15.0 26 G3 1.5 2.3 

24 30 E A A 8.3 38 G2 1.9 1.7 

25 50 E E A 6.1 19 G2 1.0 1.3 

26 24 E E E 5.5 14 G2 1.0 1.0 

27 37 E E A 9.7 42 G2 1.0 1.3 

28 54 K E E 19.2 26 G2 1.0 1.0 

29 30 E A A 18.1 69 G2 2.0 1.7 

Flow sitometrede çalışmaya alındı. Flovv si-
tometrede her bir örnekten en az 10 000 en 
çok 50 000 hücre çalışıldı. CV (Coefficients 
of variation ) değerleri 6'nın üzerinde çıkan
lar tekrar değerlendirmeye alındı. 

Görüntü Analizi Sistemi 

Parafin bloklardan hazırlanan 8-10 um ka
lınlığındaki kesitler flovv sitometre için ha
zırlanan teknikle hücre süspansiyonu haline 
getirildikten sonra lamlara tek hücre düze

yinde yayıldı ve Feulgen pararosanüin tekni
ği ile boyandı. Axiophote-Zeiss mikroskopa 
integre JVC 3 chip CCD color kamera ile 
alınan nukleus görüntüleri, Matrox Magic 
boardda digitize edilerek SAMBA-PIoidy 
4000 (Imaging products International, Chan-
tilly, VA) yazılımı ile DNA içeriği açısın
dan incelendi. İncelemeler manuel modda 
yapılarak, morfolojik olarak tümör hücresi
ne ait olduğu konusunda kuşku bulunmayan 
ve optik derinlik netliği ile incelenecek nuk-
leıısun konturlarının tamamı nm kesit içeri-
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sinde kaldığı kanısına varılan en az 50 hücre 
nükleusu seçilerek analiz edildi. Analizler 
sırasında eksternal kontrol (2c ve 4c kontrol) 
olarak rat karaciğer dokusu imprintleri kulla
nıldı. Rat/insan DNA koreksiyonu 5/6 sabiti 
ile yapıldı. 

DNA ANALİZİ 

a. Proliferatİf İndeks 

Proliferatİf indeks (Pl), total hücre populas-
yonunun kaç tanesinin ölçüm anında DNA 
replikasyonu fazında olduğunu göstermekte
dir. Bu çalışmada FCM'de Coulter M Plus 
programı kullanılarak, GAS'da ise SAMBA-
Ploidy 4000 yazıhm programı kullanılarak S 
faz ve G2/M deki hücre yüzdesi (PI) hesap
landı (Tablo 1). 

b. DNA İndeksi 

Tümör hücrelerinin pikinin referans pike 
oranı DNA indeksi (DI) olarak tanımlan
maktadır. DI , hücre içindeki DNA kontenti-
ni göstermektedir. G0G1 hücrelerin DNA 
indeksi l'dir. DNA indeksinin 0.9-1.1 oldu
ğu tek bir pik DNA diploid olarak tanımlan
maktadır. Eğer başka bir pik varsa tümör 
DNA'sı anoploid olarak tanımlanabilmekte
dir. Bu çalışmada FCM'de Coulter M Plus 
programı kullanılarak, GAS'da ise SAMBA-
Ploidy 4000 yazılım programı kullanılarak 
DI hesaplanmıştır (Tablo 1). 

İstatistiksel analizler Statistical Package for 
the Social Sciences (SPSSX Package) kulla
nılarak yapıldı. S faz yüzdesi ve DNA in
deksi ortalama +SD olarak hesaplandı. 
Gruplar student's t test ile karşılaştırıldı. 

B U L G U L A R 

Daumas-Duport sınıflaması 0 kriter=Grade 
1, 1 kriter=Grade 2, 3 kriteı-Grade 3, 4 kri-
ter=Grade 4 olarak değerlendirilen skorlama 
sistemine dayanmaktadır. Nöropatologların 

yaptığı değerlendirmeye göre Daumos-Du-
port sınıflamasına göre gradelendirilen vaka
ların 6 adedi Grade 2, 3 adedi Grade 3 ve 20 
adedi Grade 4 olarak bulundu (Tablo 1). 
Histopatolojik olarak Grade 3 olarak tanısı 
konan üç vakanın hepsi FCM ve GAS yön
temleri ile anoploid bulundu (Tablo 1). His
topatolojik olarak Grade 2 olarak tanısı ko
nan 6 vakanın 2 tanesi FCM ile anoploid bu
lunduğu halde GAS yöntemi ile 4 adedi 
anoploid bulundu (Tablo 1). 

Çalışılan 29 vakanın 23 tanesinde FCM ve 
GAS yöntemleri ile DNA ploidileri aynı bu
lundu (Tablo 1). FCM yöntemi ile ise 20 va
kanın 15 tanesi anoploid olarak bulundu (Şe
k i l 1, Şekil 2, Şekil 3, Şekü 4, Şekil 5). His
topatolojik olarak Grade 4 olarak tanısı ko
nan 20 vakanın 10'u GAS yöntemi ile öploid 
bulundu (Şekil 6). 

Tablo 2. Ortalama PI ve Standard deviasyonian iie Pî 
yüzdelerinin her ik i yöntem ile gradeler arasında ista
tistiksel yöntemle karşılaştırılması (student's,t test). 

F C M GAS 

GRADE 2 11.1±6.0 
p>0.05 

34.6+19.9 
p>0.05 

GRADE3 11.4±5.4 
p>0.05 

26.6±16.0 
p>0.05 

GRADE 4 17.0+17.2 
p>0.05 

29.3±18.5 
p>0.05 

Tablo 3. Ortalama DNA indeksleri ve standart devias
yonian-ile DNA indekslerinin her iki yöntem ile gra
deler arasında istatistiksel yöntemle karşılaştırılması 
(student's t test). 

F C M GAS 

GRADE 2 1.31+0.49 
p>0.05 

1.35+0.54 
p>0.05 

GRADE 3 1,10+0.40 
p>0.05 

2.40+0.86 
p>0.05 

GRADE4 1.57±0.66 
p>0.05 

1.37+0.60 
p>0.05 
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Şekil 1. Tablo l'deki 19 nolu hasta 

Z00045S4.H9B F L 3 

5 6 0 0 

•taon 

4 0 D U 

Û 
3 s a o 

•-i 
T-i 
D 
0 ıaao 

e a o 

o 
O 32 fi-t BG I 2 S I R H 1 S S 2 2 4 

ONA. Coııtcııt 

CELL CVCLE 

X Gl " 86.5 

Şekil 2. Tablo l'deki 9 nolu basta 

Z a O Ö 0 3 6 3 . H 0 9 FL3 ÜRKEK II DIPİOID CVCLE 

3 

ü 

rinan G i n s o . e 
ev G i = 3 . a 
v. G l = 0 6 . 1 

G-ı ıaa ı ;-}^! 2 5 s M ^ I I 3 S 4 <ı -m 
IMNJA. O o n t e n t 

ilenn G2=43Z.O 
CU G2 = 3 .8 
V. G2 = ,0 

GZ/G1 =2.274 
V. Tot = S8.7 

flNEUPL. CVCLE 

Meaıı Gl=317.3 
CU Gl s S.4 
s. Gl = 100 .-O 

lleaıı G2^634.5 
CU C.2 = B.4 
v. G2 = .0 

; G 2 / G I =Z .000 
* K Tot = 41.3 
I D . I . =1.670 

!i flUB. *S= 8.0 

V. II.D. = ZD.l 
Chl Sq.= 5.1 

dart sapmalar; Grade 2 için 
11.1+6.0, Grade 3 için 
11.4+5.4, Grade 4 için 
17.0±17.2 olarak ölçüldü. 
Görüntü analizi sisteminde 
bu değerler; Grade 2 için 
34.6+19.9, Grade 3 için 
26.6+16.01, Grade 4 için 
29.3+18.5 olarak ölçüldü. PI 
yüzdesi flovv sitometrik yön
temle ölçüldüğü zaman grup
lar arasında istatistiksel ola
rak anlamlı bir fark bulunma
dı (p>0.05) (Tablo 2). Aynı 
şekilde PI yüzdesi görüntü 
analizi sistemi ile ölçüldü
ğünde de gradeler arasında 
anlamlı bir fark bulunamadı 
(p>0.05) (Tablo 2). 

Oploidi ve anoploidi bakımından flow sito-
metrede Grade 2 ve Grade 4 karşılaştırıldı
ğında grade yükseldikçe anoploid olguların 
yüzdesinde artma görüldü. Görüntü analizi 
sisteminde ise Grade 2 ve 4 olguları benzer 
anoploid hücre yüzdesi gösterirken grade 3 
olgularının daha yüksek anoploid hücre yüz
desi değerlerine sahip olduğu saptandı. 

Flovv sitometrede; Proliferatİf hücre fraksi
yonunda bulunan hücrelerin yüzdesi (PI) 
açısından incelendiğinde ortalama ve stan-

Flow sitometrede; DNA in
deksi açısından bakıldığında 
ortalama ve standart sapma
lar Grade 2 için 1.31±0.49, 
Grade 3 için 1.10±0.40, Gra
de 4 için ise 1.57+0.66 ola
rak saptandı. Görüntü analizi 
Sistemi için bu değerler, Gra
de 2 için 1.35+0.54, Grade 3 
için 2.4±0.86, Grade 4 için 
ise 1.37+0.60 olarak bulun
du (Tablo 3). DNA indeksi 
açısından bakıldığında flovv 
sitometrik yöntemle ve gö
rüntü analizi sistemi ile öl

çüldüğü zaman gruplar arasında istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark bulunmadı (Tablo 3). 

TARTIŞMA 

Literatürde farklı tümör dokularında yapılan 
çalışmalarda grade ve/veya malignite arttık
ça anoploidiye rastlanma oranının arttığı 
gösterilmiştir t 7 - 1 2 - 1 6 . 1 9 . 2 0 ) . 

Beyin tümörleri ile yapılan çalışmalarda bu 
konuda farklı bulgular vardır. Bookvvater ve 
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Şekil 3. Tablo l'deki 5 nolu hasta 

ZÖ0O07Z1 .H05 FL3 ™ j , ı 

• B 4 128 13a P.SG 3 3 Q 3 B 4 4 4 B 
DNA Conteıat 

DIPLOID CVCLE 

fteaıı G 1=169,6 
CU Gl = 3.6 
V. Gl = 99,3 

Hean G2=323.5 
CU GZ = 3.6 
X G2 = .7 

G2SG1 =1.343 
V. Tot - 55.3 

ANEUPL. CVCLE 

Hean Gl=292.4 
CU Gl = 4.4 
v. Gl = Z0.5 

Mean G2=S73.3 
CU 62 = 4.4 
* G2 =76.6 

GZ/G1 =1.561 
M Tot = 44.7 
D . l . =1.725 

dva. ^S- 1.3 

V. B . D . = 46.1 
C M S i f . - 1.2 

Şekil 4. Tablo l'deki 28 nolu hasta 

4) ısocı 

3 1SDO 

ZO0OOO7B.HOS FL3 ÖMUSf* 

1H0 132 e i i s san 384 A 4 i 
O I S T y Y Content 

DİPLOIP CVCLE 

rican Gl=170.9 
CU Gl = 2.4 
V. Gl = 94 .S 
(inan 62=346.4 
CU G2 s 2.4 
X GZ = 5 . 3 

G2/G1 =̂ 2.027 
y Tot = 58.8 

AHEUPL. CVCLE 

Moan Gİ-iae.B 
CU Gl = 2.Z 
•A Gl = 80.8 

«Han G2=374.2 
CU GZ = 2.2 
/. G2 = .7 

GZ/Gl =2.069 
•A Tot = 41.2 
D . l . =1.Û58 

flvo. nS= 7.B 

y. B.D. = ü.i 
CM Sq.= 3.Î 

ise DNA anoploid tümörü 
olan tüm hastaların prognoz-
larmm kötü olduğunu bul
muşlardır. Aynı çalışmada 
vakaların hızlı gelişiminin 
tek başına histoloji ve/veya 
FCM ile tahmin edilmekle 
beraber her iki yöntemin bir
likte kullanımının prognostik 
öngörüyü arttırdığını tespit 

etmişlerdir W . 

arkadaşları diffüz astrositomalı olgularda 
yaptıkları çabşmada grade ile anoploidi ara
sında bir ilişki olmadığmı göstermişlerdir ( 5 \ 
Coons ve arkadaşları yaptıkları çalışmada 
glioma tümörlerinde ploidi, proliferatİf hüc
re fraksiyonu ve histolojik özelliklerin birbi
rinden bağımsız bir şekilde heterojenite gös
terdiğini bulmuşlardır ve bu nedenle evrele-
me ve prognoz tayininde birden çok yönte
min bir arada kullanılması gerektiği sonucu
na varmışlardır ®\ Coons ve arkadaşları dif
füz astrositomalılarda yaptıkları çalışmada 

Biz bu çalışmada Grade 
4'deki vakaların FCM ile 
%75'ini, GAS yöntemi ile ise 
%50'sini anoploid bulduk. 
Grade 3'deki tüm vakaları 
her ik i yöntemle de anoploid 
bulduk. Grade 2'deki anoplo
id vaka yüzdesi diğer grade-
lere göre daha düşüktü. Gra
de 2'de düşük anoploidi ve 
Grade 4'de yüksek anoploidi 
görülmesi literatürdeki diğer 
ça l ı şmala r l a uyumludur 
(7.12,16,19,20). Grade 3'teki tüm 
vakaların anoploid olması 
vaka sayısının yetersiz oluşu 
ile açıklanabilir. GAS ve 
FCM ile anoploid vaka oran
larını farklı bulunmasını tek
nik metodlann ve çalışılan 
merkezlerin ayrı oluşuna 
bağlamaktayız. Teknik me-
tod data analizi de dahil ol

mak üzere DNA anoploidi oranlarında bü
yük etkiye sahiptir ve çalışmalarda farklı so
nuçların bulunmasına yol açmaktadır W . 

DNA ploidi ölçümlerinde deparafinize doku 
ile çalışmanın bir çok dezavantajı vardır. 
Shutte ve arkadaşları kolorektal kanserlerde 
yaptıkları çalışmada parafin doku ile taze 
doku karşılaştırıldığında aynı örnekte de
ğişken sonuç bulma olasılığının daha fazla 
olduğunu göstermiştir ( 2 5 \ Yapılan bir başka 
çalışmada formamı fiksasyonunun nukleu-
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sun boyanma şeklini değiştirdiği gösteril
miştir <3). Aynı çalışmada formalin ile fikse 
edilmiş dokularda fiksasyon anındaki kro
matin yapısının şekline bağb olarak propidi-
um iodid floresansmm yalancı anoploid pik
lere yol açtığı bulunmuştur. FCM'de tespit 
edilen GAS'da tespit edilemeyen anoploid 
populasyonun formalin fiksasyonu sırasında 
hücre nükleer kontentinİn parçalanmasına 
ve/veya yukarıda bahsedilen boyanmadaki 
farklılıklara bağlı olabileceğini düşünmekte

yiz (vaka no 3, 8,9,11). Yal
nızca GAS ile tespit edilen 
vakaların near-diploid anop
loid oluşu nedeni ile FCM'de 
tespit edilemediklerini dü
şündürmektedir (vaka no 25, 
27). 

Deparafinize doku ile çalış
manın dezavantajlarına rağ
men, parafine gömülü doku
lar klinik gelişimleri bilinen 
vakalarda retrospektif öl
çümlere olanak sağladıkları 
için tercih ettik. Parafin do
kuda yaptığımız ölçümleri 
aynı örneklerin taze dokula
rını kullanarak da çalışabilse 
idik GAS ve FCM'de buldu
ğumuz farklı sonuçların fik
sasyon sırasındaki problem
lerden kaynaklanıp kaynak
lanmadığını görebilirdik. 

Bu çalışmada literatürdeki 
birçok çalışma ile benzer şe
kilde PI ve DNA indeksi ile 
astrositoma gradelemesi ara
sında bir ilişki olmadığım 
bulduk 0.15,18,21,31). 

DNA indeksi; hücre içinde
k i DNA kontentini göster
mektedir. G0G1 hücrelerin 
DNA indeksi l'dir. DNA in
deksinin 0.9-1.1 olduğu tek 

bir pik DNA diploid olarak tanımlanmakta
dır. Tüm hücre nukleusunun DNA flow sito
metre yöntemi ile incelenmesi kromozomla
rın yapısını ölçemediği için DNA indeksi 
1.0 olan bir hücrenin kromozom yapısının 
normal olup olmadığım söylemek mümkün 
değildir. 

Literatürdeki diğer çalışmalarla uyumlu bir 
şekilde bu çalışmada hastalığın grade'i ile 
proliferatİf indeks arasında anlamlı bir artış 
olmadığını gördük 0.i5,i8.2i,3D, Yapılan ça-
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lışmalarda GAS metodu ile bulunan PI, 
FCM ile bulunan değerlerden yüksek çıktı. 
GAS çahşmalarında nukleusun kesilerek üs-
tüste gelmesi ile DNA değerlerinin dağılımı 
ve CV'ler artmaktadır. Bu nedenle PI yüzde
leri normalden yüksek bulunabilir. Bu prob
lem daha fazla sayıda hücrenin seçilerek ça
lışılması ile ortadan kaldırılabilir. Bizim ça
lışmamızda da GAS yönteminde CV'ler 
FCM yöntemine göre daha yüksekti. 

Yaptığımız çalışmada diffuz astrositoma va
kalarının FCM ve/veya GAS yöntemi ile 
DNA indekslerinin Ölçülmesinin, gradeleri 
birbirinden ayırmada kullanılamayacağını 
tespit ettik. Bu da spesifik moleküler anoma
lilerin tümör yapısını, sayısal anomalilerden 
daha çok değiştirdiğini göstermektedir. Bu 
çalışmada incelenen proliferatİf hücre fraksi
yonun her i k i metodla farklı bulunmasına 
yol açan nedenlerden birisinin de diffüz ast
rositoma olgularının heterojenitesinin oldu
ğunu düşünmekteyiz. 
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