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1930'Tu yillardan beri iirotelyal kanserlerde gerek
voiding gerekse mesane yikamasi veya pelvis renalisin
irrigasyonu, firga biyopsisi seklinde alinan numuneler
kullanilarak dzel boyama teknikleriyle hiicreler in-
celenmekte (iiriner sitoloji), hatta bu teknikler yiizey
kan grubu antijenleri, hiicre enzimleri, baz1 markerler
ve kromozomal komponentler gibi degisik yontemlerle
kombine edilerek erken teshis ve tedavi sonrasi izleme
amaciyla kullamlmaktadir (1). Ancak konvansiyonel
sitolojinin zaman almasi ve diisiik grade ve stage'li
tiimorlerde false negatif sonug vermesi, kantitatif bir
netice vermemesi, subjektif olmasi gibi bazi de-
zavantajlan vardir (1, 2, 3).

Son yillarda siiratle gelisen flow sitometri, kon-
vansiyonel sitolojinin yerini almak icin ortaya atilmugtir.
Tamamen komputerize olup elektronik sisteme gore
cahsan cihazda lazer 151 ve floresans boya metodu
da devreye sokulmustur.

Cihazmn caligma sistemi kisaca su sekilde ozet-
lenebilir: Hazirlanan hiicre siispansiyonu cihazin mek
bolmesine konur. Buraya hidro dinamik olarak odaklama
yapilir. Hiicreler ¢ok dar bir quartz kanaldan gegirilir
(250 mikrometre). Bu esnada lazer kaynagi kullanan
bir g1k sistemiyle hiicreler tek tek incelenir (argon
lazeri, 480 nm) Islemden 6nce hiicreler metakromatik
akridin orange boyasi ile boyanir. Bu boya lazer igimyla
kargilaginca DNA ve RNA muhtevasina gore farkh
renklerde floresans verir. Hiicreler tarafindan cesitli
acilarda saptinlan isinlar dedektorler tarafindan in-
celenir, kaydedilir, elektronik isaretlere gevrilir, sayisal
hale getirilip depolanir ve kompiiter tarafindan analiz
edilerek bir histogram cizilir.

Bu teknikle bir dakikadan daha az bir siirede

5000-10000 hiicre analiz edilebilir. Flow sitometri
ile degerlendirilebilen baslica hiicre kriterleri sun-
lardir:

"Hiicre hacmi, sitoplazmik graniilarite, hiicre
yasayabilirligi, hiicre siklus zamani, DNA muhtevasi,
yizey belirleyici fenotipi ve enzim muhtevast” (1)

Flow sitometri birgok yerlerde losemi ve len-
fomalann analizlerinde rutin hale gelmistir (1). Sivilanin
yansira formaline fikse edilip parafine gomiilmiis
dokularda bile taze dokularda alinan sonuglara asag
yukan egdeger sonuglar alinmstir (1, 2. 3. 4). Gii-
niimiizdeki solid tiimorlerde kullamm endikasyonlar
sunlardir:

I- Morfolojik degisiklikler belirgin olmaymnca
malignite teshisini desteklemek,

2- Simrdaki maligniteleri subklasifiye etmek,

3- Stage ve grade'den bagimsiz olarak prognoz
ile ilgili bilgi vermek,

4- Tedaviye olan cevabi izlemek,

5- Timorlerde relaps gelisim nedenini anlamak,

6- Tiimdrlerin orjinini arastirmak.

DNA anormallikleri agiklanirken bahsi gececek
olan ploidi kriterleri, euploidi. tetraploidi vb. gibi
baz1 terimler hakkinda kisaca bilgi vermek faydal
olacaktr (5).

Bilindigi gibi esey hiicrelerinde 23 adet kromozom
bulunur ve bu say1 insan i¢in haploid (=n) sayidir.
Insanin somatik hiicrelerindeki kromozom sayis ise
esey hiicrelerindeki saymin iki katidir, yani diploiddir
(2n= 46). Kromozom sayisindaki artig ve azahslar
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temel kromozom sayisinin (n= 23) tam katlar1 kadar
oluyorsa buna euploidy. ve sayiya da euploid denir.
Kromozom sayisindaki temel kromozom sayisinin
katlan kadar olmayan artma ya da eksilmeler aneuploid
adm alir ve vakaya da aneuploidy denir (5). Poliploidy
de bir euploid durumdur ve temel sayimin ikiden daha
¢ok artmasi durumunda (3n, 4n, 5n) kullanilir. Yani
iki tiir sayisal diizensizlik s6zkonusudur. 1- Euploiy
2- Aneuploidy

Normal hiicreler diploid kromozom yapisi gos-
terirler. Enflamasyona maruz kalmis hiicreler hi-
perdiploid goriiniim verirler. Bu da sonucta false
pozitiflik verebilir. Bunun yamsira diigiik grade ve
stage'li tiimorler hala diploid olabilirler (false negatif
sonu¢). Bu hastalarin prognozu da iyi olmaktadir.
Triploid veya tetraploid tiimorler genellikle ileri
derecede grade'e sahiptirler. Bunlarin prognozu da
kotii olur. Yiiksek gradeli aneuploid tiimorii olan ve
S fazinda % 10'dan fazla hiicresi olan tiimorlerde lenf
nodu metastazinda artig goriiliir. Aneuploud popiilasyon
birden fazlaysa bu tiimérlerin progresyonu da daha
hizhdir. Radyoterapi goren hastalarda hala triploid
veya tetraploid hiicre topluluklar sebat ediyorsa prognoz
kOtii olacaktir. Enteresan olan bir nokta ise rad-
yoterapinin diploid tiimorlerden ziyade triploid veya
tetraploid tiimorlerde daha etkili olmasidir (1, 2, 3,
4, 5).

Mesane Tiimérlerinde Flow Sitometri

Mesane tiimorlerinin erken geligim safhalaninda
iirotelyal hiicrelerde olan degisiklikler liimene dokiilen
hiicreler incelenerek teshis konabilir (6). Kansertz
ozellikteki hiicreler anormal derecede artmis olan
DNA muhtevasina bagh olarak biiyiik ve hiperkromatik
niikleusa sahiptir (6, 7, 8).

inceleme iin ideal numune mesanenin 50 cc. Serum
Fizyolojik (SF) ile yikanmasi veya sistoskopi esnasinda
izotonik NaCl kullanmak kaydiyla evakuasyon ya-
pilmasiyla alinabilir. Bu siispansiyon 24 saat buz-
dolabinda tutulur. Hiicre sedimenti 64 mikrometre
naylon meshten filtre edilir. Bilahare santrifiigasyon
yapilir ve ml'de yaklasik 100.000 hiicre olacak sekilde
Hank's dengeli soliisyonunda yeniden siispansiyone
edilir (1, 6, 9, 10). Boyama iglemi i¢in daha Once
bahsedilen metakromatik akridine orange boyasi tercih
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edilir. Hiicrelerin DNA ve RNA'si boyanacaktir.
Boyamanin spesifitesi ve kirmizi ile yesil floresansin
optik olarak ayrilmasi i¢in islemin mutlaka DNA ase
ve RNA ase ile muamele edilmesi gerekir. Boyama
sonucunda DNA yesil, RNA ise kirmizi floresans
verir. Ayrica hiicreler lazer 1gininin 6niinden gecerken
yesil floresans atim siiresi 6l¢iiliir. Bu kavram niikleusun
¢apt ile ilgilidir.

Spesimen analiz edilerek kompiiterin grafik ve
istatistik programlarindan gecirilir. Her hiicre i¢in
niikleer ¢capa gore DNA muhtevas: bir scattergram
halinde cizilir (6). Bu grafik, hiicre ¢iftlenmesi ve
kiiciik hiicre yigmnlarinin, belirgin biiyiik niikleus
goriiniimii ve DNA muhtevasindaki artiga bagh olarak
tesbitini saglayarak degerlendirme diginda tutulmalarim
saflar. Polimorfoniikleer 16kositler de Triton X ile
muamele edilince niikleuslanini salarlar ve katlanma
gostermezler. Anormal sekilde diisiik floresans veren,
zayif boyanan dejeneratif hiicreler de elimine edilir.
Periferik kan lenfositleri boyanarak ve incelenerek
hastanin normal diploid DNA's1 belirlenir. PNL ve
dejeneratif hiicreler ekarte edildikten sonra geriye
kalan hiicrelerle yeniden RNA'ya kargt DNA seklinde
bir skattergram veya ii¢ boyutlu histogram, istatistik
icin de tek boyutlu DNA ve RNA histogramlan gizilir
(7,9, 10, 11).

Kanser hiicreleri aneuploid olarak tesbit edilir.
Baz1 kanser hiicrelerinde ise reaktif proliferasyon ve
enflamasyonla kanigabilen hiperdiploid ve tetraploid
goriiniimler olabilir. Bunlarin ayrimi g6yle yapilir:
Kanserde popiilasyonun en az % 15' hiperdiploid
olmasina ragmen reaktif proliferasyon veya enf-
lamasyonda hiperdiploid oram % 15'i nadiren ag-
maktadir. Benign papillomlarda normal diploid DNA
ve RNA miktarinda artma vardir (6, 9, 10). En iyi
neticeler flat karsinoma insituda bulunmustur (invaziv
karsinoma % 92, noninvaziv karsinoma % 86). Son
zamanlarda DNA diginda bagka parametreler de devreye
sokulmustur. Hiicre yiizey antijenleri, intraselliiler
komponentler gibi.

Prostat Kanserlerinde Flow Sitometri

Mesane kanserindeki kadar olmamakla beraber
prostat kanserinde de flow sitometri popiilarite ka-
zanmaktadir. Burada multiparametrik analizler yapmak
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icin intakt. canh hiicreler gerekmektedir. Prostat
hiicreleri biopsi alindiktan sonra ya enzimatik di-
sosiyasyon ile ya da mekanik olarak kanstirilir,
Artefakta yol acip DNA ve hiicre yiizey proteinlerinin
boyalara kars1 affinitesini degistirebileceginden en-
zimatik sistemden kaginmak gerekir. Hiicre siis-
pansiyonu hazirlandiktan sonra trypan mavisi ile hiicre
hayatiyeti kontrol edilir.

Prostat kanserinde yapilan flow sitometrik analizde
esas olarak tiimorlerin DNA muhtevasi, klinik. patolojik
stage ve prognoz ile ploidi durumu arasindaki ko-
relasyon arastirilir (12).

Biopsiler iyi alimirsa % 100 dogruluga ulagmak
miimkiindiir. Kanser teshisi flow sitometride anormal
DNA histogrami ile konabilir. Ancak normal Sreklerde
aneuploidi ve bilyiime fraksiyonundan % 10-15' daha
biiyiik olmasi gibi anormallikler gorilebilecegi gibi
tiim prostat kanserlerinde bu degisiklikler goriilmez.
Flow sitometrinin hassasiyetini artirmak i¢in standart
bir referans olarak malign olmayan prostat dokusunun
DNA indexi kullamlmaktadir (Ornek DNA/Lenfosit
DNA). Normalde bu index 1 olarak kabul edilir.
Prostatin normal DNA indexi 1.04'tiir.

Prognoz Tayini: Prognoz degerlendirilirken hastalar
lokalize ve metastatik olmak iizere ikiye aynlr.
Lokalize hastalikta progresyom riski olan kigileri
uniform olarak tesbit etmek pek giivenilir olmaz.
Negatif yonde elde edilen ploidi sonu¢lar: da survinin
koti olacafmi gostermez. Yani lokalize hastahikia
flow sitometri % 100 giivenilir sayilamaz. Metastatik
hastalikta ise eger aneuploidi varsa bu. survivalin
kotu olacagr anlamma gelir. Aneuploididinin sadece
efer wimdr gikartilmazsa Onemli olabilecegi dii-
stiinilmektedir.

Hastanin Takibi: Aneuploidi ¢cogu zaman agressiv
tiimdrlerin bir bulgusu oldugundan eger hasta tedaviye
cevap vermigse hiperdiploid timéor popiilasyonunun
azalmasi gerekir. Efer hastadaki tiimér baslangicta

Flow Sitometri

diploid ise tedaviye cevap verse bile kontrollerde de
diploid olacaktir. Radyasyon tedavisi alan hastalar
da aym sekilde takip edilebilmektedir.

Asit Fosfataz: Flow sitometri ile hiicrelerin 6zel
florasans boyalarla muamelesi ile ortaya c¢ikan bazi
reaksiyonlar sonucunda floresansin emilim derecesine
gore kantitatif olarak asit fosfataz seviyesi belirlenebilir.
Ancak asit fosfataz seviyesi ile tedaviye cevap arasindaki
korelasyonu gosteren ¢alismalar daha yaymlanmamistir
.8, L2}

Sonug¢

Flow sitometri ile yapilan kantitatif sitolojik analiz
prostat kanserinde basarili bir sekilde uygulanmigtir.
Ancak ploidi tayininin yeterince hassas ve spesifik
olmadi@1 anlasilmigtir. Gleason skorundan ve timdr
evrelemesinden bagimsiz olarak Onceden tahmin
yapilabilir. Endokrin ve radyoaktif tedavi sonras:
aneuploidinin sebat etmesi veya yeniden ortaya ¢ikmas:
progresyonun erken habercisi olabilir.

Testis ve Bobrek Timorlerinde Flow Sitometri

Testis kanseri olan hastalarin teshis ve tedavisinde
onemli ilerlemeler kaydedilmesine rafmen bazi sub
gruplarda stage belirleme ve optimal tedavi tesbitinde
hala baz: tanimlamalar gerekmektedir. Stage 1
nonseminomattz germ hiicreli tiimorii olan hastalarda
problem olarak okkiilt retroperitoneal veya uzak
metastazlarin olmasi gibi. Bu metastazlarin % 30-
40't mevcut teknikler ile belirlenemez (13). Bu hastalara
giiniimiizde retroperitoneal lenfadenektomi. takip ve
primer kemoterapi yapiimaktadir (1, 2, 13). Ozellikle
nonseminomatdz germ hiicreli testis kanserierinde
flow sitometrik calismalar yapilmis ancak klinik stage
belirlenememigtir (14).

Bobrek tiimorlerinde ise flow sitometri ile lgili
bazi ¢calismalar yapilmisssa da sonuglar pek iimitvar
olmamistir. Bu konuda genis arastirmalar halen siir-
mektedir.
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