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GIRIS VE AMAC

Kanser giiniimiiziin tizerinde en ¢ok arastirma yapilan hastaligidir. Birden fazla tanimi
olmakla birlikte en genel tanimi, hiicre dongiisiinii diizenleyen mekanizmalardaki
bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan, hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir (1).

Karmagik bir mekanizmaya sahip olan kanserin etiyolojisinde pek c¢ok farkli etmen
gozlenmektedir. Kanser tek bir hiicredeki degisimle baslar. Gelisiminde ise ¢esitli genetik ve
biyokimyasal faktorler rol oynar. Farkli dokulara ait kanserler, degisik 6zellikler gostermekle
birlikte pek cok kanserin baslangict DNA mutasyonu veya kromozomal aberasyonlarla
iligskilendirilir (2). Bu nedenle DNA veya kromozom boyutunda biyoindikatorler kullanan
cesitli kanser tan1 yontemleri gelistirilmistir.

Bir biyoindikatoriin kanserin erken tanisinda kullanilabilmesi i¢in 3 anahtar asamay1
gecmesi gerekir (3,4) Bunlar;

1) Ornek alma, saklama vb. konularda standartlasmis bir protokoliiniin olmasi,

2) Normal popiilasyondaki backgroundunun belirlenmis olmasi,

3) Vaka kontrol ve prospektif ¢alismalarla kanser riskini belirlemedeki duyarliliginin
test edilmesidir.

DNA hasarimmi1 belirlemede; DNA zincir kiriklari, kromozom aberasyonlari,
mikronukleuslar (MN), kardes kromatid degisimi (KKD), p53 mutasyonu gibi cesitli
biyoindikatorler kullanilabilir (2).

Kanserin erken tanisiyla ilgili arastirmalarda bu biyoindikatorler arasinda
kromozomal aberasyonlar 6ne c¢ikmaktadir. Bonassi ve ark.(5) Italyan ve Norveg

popiilasyonlarinda yaptiklari ¢alismalarda metafaz kromozom aberasyonlarinin kanser riskini



2.3-2.6 oraninda arttirdigini ortaya koymuslardir (5). Metafazda gozlemlenen disentrik ve
asentriklerin MN olusumuna da neden oldugu bilinen bir gergektir (6). Yiiksek MN
sikliklarinin kanser riskini arttirdigini ileri siiren retrospektif calismalar giderek artmaktadir
(7,8,9).

Mikronukleuslar hiicrede mitozun metafaz-anafaz gecgisi esnasinda olusan, hiicre
sitoplazmasi i¢inde, ana nukleusun disinda fakat nukleus ile sekil, yap1 ve boyanma 6zellikleri
bakimindan ayni olan kiigiik kiiresel yapilardir (4,6,10). Fiziksel veya kimyasal mutajene
maruz kalan lenfosit hiicrelerinde, hasar goren tiim kromozomlar ve onlarin asentrik pargalari
veya mitotik igdeki hatalar nedeniyle kutuplara ¢ekilemeyen kromozomlarin sitoplazmada
yogunlagsmasi sonucu olusurlar. Bu nedenle MN kromozomal fragment veya tiim bir
kromozom igerebilir (2,11,12).

Klasik Giemsa boyama yontemiyle MN sikligin1 belirlemek miimkiinken 90'l1 yillarin
ortalarindan sonra gelistirilmeye baslayan ve gilinlimiizde son halini alan MN-+FISH
yontemiyle de mikronukleuslarin orijinini belirlemek miimkiindiir.

Yapilan arastirmalar hematolojik kanserlerin etiyolojisinde radyasyon vb. fiziksel
ajanlarin etkili oldugunu ileri silirerken, solid tiimdrlerin ise ig ipligi mekanizmasinda
bozukluga neden olan kimyasal ajanlardan kaynaklandigini goriisiinii savunmaktadir
(11,13,14,15). Bu durumda hematolojik kanserlerde gozlemlenen MN’larin asentrik
fragmentlerden koken almasi buna karsilik, solid tlimérlerde MN’larin tiim kromozom
icermesi beklenir.

Biz bu ¢alismada, hematolojik kanserler, prostat kanseri ve mesane kanserli olgularda
MN goriilme sikliklarimi ve MN orijinlerini belirledik. Boylece yiliksek MN sikliginin ve
orijinin belirlenmesinin farkli kanser tipleri i¢in erken tanida kullanilabilirligini ve kanser

mekanizmasindaki roliiniin anlagilmasini amagcladik.



GENEL BILGILER

KANSER

Normal yasam siirecinde hiicreler ¢esitli mekanizmalarin kontrolii altinda, ihtiyaca
gore boliinerek cogalirlar ve farklilagirlar. Buna karsilik kontrol disinda c¢ogalma veya
farklilasmaya yonelen hiicreler, programli hiicre 6liimii (apoptozis) ile yok edilirler. Kanserli
dokularda, hiicrelerin ¢ogalmasi ile apoptozis arasindaki denge bozulmustur. Hiicrelerin asir1
cogalmasi, apoptozisin baskilanmasi ya da bu ikisinin birlikte goriilmesiyle atipik hiicreler
asir1 artar ve kanser dokusu g¢evre dokularla etkilesmeye baglayip normal fizyolojik akisi
bozar (16).

Kanser gelisimi karmasik bir mekanizmaya sahip olmakla birlikte, kanser hiicreleri
monoklonaldir, yani viicutta bulunan herhangi bir, anormal, tek hiicreden kdken alirlar
(16,17,18,19). Karsinogenez gelisim asamalar1 Sekil 1°’de verilmistir.

Kanser gelisimi (karsinogenez), fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin neden oldugu
DNA hasarlar1 sonucunda ortaya ¢ikan genetik ve/veya epigenetik degisimlerden
kaynaklanan ¢ok asamali bir siirectir. Meydana gelen mutasyonlarin hiicrenin pozitif
ve/veya negatif kontroliinde degisiklige yol agmasi anormal yapidaki hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasi ile sonuglanabilir. Hiicre dongiisliniin kontroliindeki degisiklikler ise kanserin
spesifik belirleyicisidir. Kanser hiicrelerinin mutasyonlar sonucu malign 6zellik kazanmasi,

cevrelerindeki dokunun ve devaminda organizmanin yasamini tehdit eder hale gelmektedir

(21,22,23).
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Sekil 1. Karsinogenez gelisimi (20)

Karsinogenezde etiyolojik faktdrlerin DNA {izerinde yarattigi hasar kadar hiicrenin
molekiiler bilesenlerinin bu hasara verdikleri cevap da oOnemlidir. Genetik materyal
hasarlandig1 zaman hiicrenin buna verecegi ilk yanit hasar1 tamir etmektir. Eger hasar tamir
edilemeyecek boyutta ise hiicrenin yaniti kendini kontrollii bir sekilde 6ldiirmek olacaktir.
Biitiin bu siiregleri kontrol eden hiicre dongiisiinde yer alan protoonkogenler, onkogenler ve
timor baskilayici genlerdir. Bu gen gruplari mutasyona ugradiklart zaman kanser
gelisiminden sorumlu tutulmaktadirlar. Bu nedenle hiicre dongiisiinden kisaca bahsetmek

kanserin gelisim mekanizmasini daha iyi anlamamizi saglayacaktir (17,18,24,25).

HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisii; hiicrenin genetik materyalinin iki katina ¢ikmasi ve ardindan ikiye
boliinmesini iceren, biyokimyasal aktiviteler sonucu, genetik olarak es iki yavru hiicre
olusturmasiyla tamamlanan bir siirectir (26,27).

Okaryotlarda hiicre dongiisii Gy, S, G2, M olmak iizere 4 ardisik evrede gerceklesir.
Gy, S, Gy birlikte interfaz evresini olusturmaktadir. M ise mitoz bdliinmeyi ifade eder. Hiicre

dongiisiiniin evreleri Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. Hiicre dongiisiiniin evreleri (28)

G Evresi (Ilk Arahk)

Hiicrenin boliinmeye karar verdigi evredir. DNA sentezi i¢in bu evrede hazirlik
yapilir. Hiicre fonksiyonlar1 i¢in 0zgiil proteinler ve RNA sentezlenir. G; evresindeki
hiicreler, S evresine ge¢gmeye hazir degillerse, Gy dinlenme evresine gecerler. Gy, G;’in
gelisim gostermeyen evresidir. Kanser hiicreleri, bu evreye girmekten kacinirlar ve evreyi ¢ok
hizli bir sekilde terk ederler (22,29,30). Eger bu evreye girerlerse Gy’daki hiicreler,

kemoterapiye direng kazanmis olup en tehlikeli hiicre grubunu olustururlar (31).

S Evresi (DNA Sentezi Evresi)
Sentez evresinde DNA miktar1 iki katina ¢ikar. RNA sentezi devam eder, protein

sentezi en yiiksek seviyeye ulasir. Sentrozom (sentrioller) kendini eslemeye baslar.

G, Evresi (Ikinci Aralik)
Bu evrede DNA sentezi ve sentrozomun kendini eslemesi tamamlanir. RNA ve protein

sentezi devam eder.

M Evresi (Mitoz)

Hiicre biliylimeye devam eder, protein ve RNA sentezinin hizi birden yavaglar, genetik
materyal olusan iki yeni hiicreye esit sekilde dagilir (25,29).

Mitoz evresi ise kromozomlarin, kisalip kalinlasmasi, kutuplara c¢ekilmesi ve iki esit
yavru hiicreye doniismesi asamalarini iceren Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz

boliimlerinden olusmaktadir (22,29).



HUCRE DONGUSU KONTROL NOKTALARI

Hiicre dongiisiiniin saglikli isleyisi, iizerinde bulunan kontrol noktalar1 sayesinde
gerceklesmektedir (32). Hiicre dongiisiinde bir evrenin dogru bir sekilde tamamlanmadan
diger evreye gecisini engelleyen 3 ayri1 kontrol noktasi bulunmaktadir. Bunlar; G; kontrol
noktasi, G, Kontrol noktast ve M kontrol noktasidir (18). Hiicre dongiisii kontrol noktalari

Sekil 3’de gosterilmistir.

G1/S kontrol noktasi
Hiicre, boyutu ve DNA
bitinligund izler

Hiicre dénglstine G1
yeniden giris karari | S

Hiicre dongiisinden o1

gikis karari G2 G2/M kontrol noktasi

Hiicre, DNA sentezini

Vi izl
M kontrol noktas: S —D e

Hiicre, ig iplik
olusumunu ve kinetokorlara
tutunmasini izler

Sekil 3. Hiicre dongiisii kontrol noktalar (18)

G Kontrol Noktasi

Hiicrenin uygun boyuta ulagmasi, DNA’nin dogru bir sekilde kendisini esleyebilmesi
icin RNA, protein ve enzimlerin yeterince iiretilip tiretilmedigini kontrol eder. Hiicre uygun
boyuta ulasmamis ve DNA biitiinliigli korunmamis ise bu kontrol noktast S evresine girisi
engeller (18,33). Hiicrenin kendini onarabilmesi i¢in ona zaman tanir. Hata onarilamiyorsa
hiicreler apoptozise giderler (25,34). G; kontrol noktasinin pek ¢ok kanserde hatali oldugunu

gosteren bulgular mevcuttur (18,32).

G, Kontrol Noktasi
Dogru eslesme gerceklestirmemis veya hasar gérmiis DNA’ya duyarhidir. Boyle bir
durumda hiicre dongiisti inhibitorleri, DNA replikasyonu dogru bir sekilde tamamlanana

kadar dongliyli durduracak sinyal olusturur (24,26,34).



M Kontrol Noktasi

Bu kontrol noktasinda G;’den M evresine gecisi saglayan ana diizenleyici mitoz
ilerleten faktor (MPF) kompleksi gorev alir. MPF, kromatinlerin yogunlasmasini, ig
iplikciklerinin olugsmasini ve bu iplik¢iklerin kinetokorlar ile uygun bir sekilde baglanmasini
kontrol etmektedir (18,34).

Kromozomun kinetokor bdlgesinde bir hasar olusursa, M kontrol noktas1 mitozu
metafaz evresinde durdurur. Hasar onarimi tamamlandiktan sonra ancak bir sonraki evreye
gecis yapilabilir (25,27,30,34).

Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalari, protoonkogen-onkogen ve tiimor baskilayici

genlerin karsilikli etkilesimleri ile diizenlenmektedir (32).

Protoonkogenler-Onkogenler: Hiicrelerin normal biiylime sistemi iginde yer alan
cesitli proteinleri kodlayan bir gen ailesidir. Protoonkogen firiinleri, normal hiicrelerde
bliylime, ¢ogalma ve farklilasma ile ilgili yolaklar1 kontrol ederler. Bu yolaklar iizerinde
bliylime faktorleri, hiicre boliinmesini uyaran sinyal iletim molekiilleri, transkripsiyon
faktorleri ya da hiicre dongiisii diizenleyicileri gibi molekiiller bulunmaktadir (18,35,36).

Protoonkogenler herhangi bir nedenle mutasyona ugrarlarsa ya da hatali olarak
normalden fazla ifade edilirlerse onkogenlere doniisiirler. Onkogenler hiicre ¢ogalmasini
uyarict etkiye sahiptirler. Tiimor dokusunda asir1 miktarda ya da farklilasmis bicimde ifade
edilerek kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yani maligniteye neden olurlar (16,18).

Onkogenler otozomal dominant bicimde etkisini gdsterirler. Yani ekspresyonlari

arttiginda, tek bir mutant allel normal bir hiicreyi malign fenotipe dontistiirebilir (16,18,36).

Tiimér baskilayiclr genler: Negatif kontrolden sorumludurlar. Bu genlerin iiriind,
timor baskilayici proteinler, hiicre dongiisii kontrol noktalarini diizenleyen, tiimor gelisimini
baskilayan ve DNA’daki hasarli hiicreleri replikasyondan once apoptozise yonlendirilen
genlerdir (18,24). Bu genlerde meydana gelen mutasyon veya mutasyonlar genin
ekspresyonunu kismen ya da tamamen ortadan kaldirarak, diisiik islevli ya da islevsiz protein
sentezletip sonucta tiimor gelisimine neden olabilirler (16,36,37).

Tiumor baskilayict genlerin etkisiyle olusan hastaliklar resesif etki mekanizmasiyla
kendini gosterir. Yani tiimor baskilayici genin islevini yerine getirememesi i¢in her iki

allelinin de mutasyona ugramasi gerekmektedir (16,17,25,37).



Kanser tiirlerinin pek cogunda hiicre dongiisii kontrol noktalarinda goérev alan
protoonkogen ve tlimor baskilayict proteinlere ait gen bolgelerinde mutasyonlar saptanmistir

(18,25,30). Karsinogenezle iliskilendirilen protoonkogenler ve tiimor baskilayici genlerden

bazilar1 ve bu genlerde gézlemlenen mutasyonlar Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Protoonkogen ve tiimor baskilayici genlerden bazilarinda goriilen mutasyon

lar ve karsinogenezle iliskisi (18)

Genler Normal Kanserdeki Tlgili Oldugu Kanserler
Fonksiyonlar: Degisiklik Bicimi
H-ras Sinyal iletimi Nokta mutasyonlari Kolorektal, mesane ve pek
(Protoo.) cok kanser tipi
c-myc Hiicre dongiisiinii, Nokta mutasyonlari, | Losemi, lenfoma, akciger ve
(Protoo.) | farklilagsma, apoptozis | translokasyon, pek cok kanser tipi
amplifikasyon
RAR * Transkripsiyon Kromozomal Akut promiyelositik 16semi
(Protoo.) faktori, farklilasma translokasyon, fiizyon
uriini
CDK2,4 | Hiicre dongiisii Asirt ifade, Mesane, meme ve pek ¢ok
(Protoo.) | evrelerini diizenler mutasyonlar kanser tipi
p53 Hiicre dongiisii Mutasyonlar, Tiim kanserlerin %50’sinden
(Tim.b.) | kontrol noktalari, delesyonlar fazlasinda mutant
apoptozisi diizenler (meme,akciger, beyin)
RB1 Hiicre dongiisii Mutasyon ve Retinoblastoma,
(Tim.b.) | kontrol noktalar1 delesyonlar osteosarkoma ve bir gok
kanser tipi
Bcel2 Apoptozis Asirt ifade, Losemi, lenfoma
(Tim.b.) | diizenlenmesi apoptozisin
durdurulmast
BRCA2 DNA tamiri Nokta mutasyonlari Prostat, meme ve yumurtalik
(Tim.b.) kanseri

Protoo: Protoonkogen; Tiim.b.: Tiimor baskilayici gen.

Kisaca 6zetlemek gerekirse; her tiirlii kontrol mekanizmasindan kacip ¢ogalan ve

viicudu istila eden kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri:

Genomik kararsizliga sahip olma,

Apoptozisten kacabilme,

Kendi biiylime sinyallerini olusturabilme,

Biiyiime inhibitorii uyarilarina karsi duyarsiz olma,




e Smirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip olma,
e Tiimor anjiogenezisi ile timoérde yeni kan damarlarinin olusumunu saglama,

e Doku invazyonu ve metastaz yapabilme yetenegidir (24,38).

KANSER ETiYOLOJiSI
Kanser etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte hem kalitsal hem de edinsel

faktorlerin etiyolojide 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Kalitsal Faktorler

Kanser gelisiminde aile Oykiisiinlin 6nemli bir risk faktdrii oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. Kanser olgularinin %5’inden daha azinin genetik gecis gosterdigi belirlenmistir
(16). Ornegin meme kanserinin yiiksek oranda gozlendigi ailelerde otozomal dominant gegis
gosteren BRCA1 mutasyonunu tasiyan ¢ocuklarin % 50’sinde yasaminin ileri donemlerinde
kanser gelisimi gézlenmistir. Ozellikle mutasyon tasiyan kadinlarda hayat boyu meme kanseri
gelisme riski % 87 gibi yiiksek oranlara ¢ikmaktadir (39).

Kolon kanserinin kalitsal formu olan ailevi adenomatdz polipler, APC geninin mutant
tek kopyasini tasiyan bireylerde goriilmektedir. Ailevi tiir ile sporadik tiir gozlenme siklig1 ve
baslangi¢ yasi acisindan karsilastirildiginda ailevi tiiriin digerine gore daha erken yaslarda
ortaya ¢iktig1 ve daha sik gézlendigi goriilmektedir (40).

Retinoblastoma ise RB geninin mutasyonlu tek kopyasini tasiyan ¢ocuklarda ortaya
cikmaktadir. Bu ailesel formu igeren bireyler %85 oraninda retinoblastoma’ya yakalanma
olasilig1 igerirler. Kalitimsal vakalarda tiimor genellikle cift tarafli, tek odakli olarak, bazen de
coklu tiimorler seklinde gozlenmektedir. Sporadik retinoblastoma ise ¢ogunlukla tek gdzde
tek tiimor olarak gozlenmektedir (18,41).

Kansere genetik yatkinligi olan kisiler ile yapilan calismalar gostermistir ki

kalitilan kanserlerde;

o Bir sonraki kusakta kanser daha erken yaslarda ortaya ¢ikar.
o Ikinci kusakta daha sik gdzlenir.

e Ilk kusaga oranla daha siddetli bir klinik tablo gzlenir (41).

Edinsel Faktorler
Edinsel faktorler arasinda kanser gelisimine, fiziksel (radyasyon, ultraviyole isinlar

vs.), kimyasal (sigara, alkilleyici ajanlar vs.) ve biyolojik (viriisler, GDO’lu besinler vs.)
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ajanlarin neden olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Tiim kanserlerin en az %50’sinin edinsel

faktorlerle uyarildig bilinmektedir (42,43,44).

Fiziksel ajanlar: Iyonlastirici radyasyon DNA’ya dogrudan ya da dolayli olarak 2
farkli sekilde hasar verebilir. Dogrudan etkide yiiksek enerjili elektronlar DNA’nin
fosfodiester baglarini koparirlar. Dolayl etkide ise, hiicre icindeki molekiillerle iyonlastirici
radyasyon etkileserek serbest oksijen radikalleri ('O, ve ‘OH) olusur. Bu durumda serbest
radikallerin DNA bilesenleri ile etkilesimi, zincirde kirilmalara yol acar (45,46).

Iyonlastiric radyasyon enerjisinin hiicredeki ilk hedefinin DNA molekiilii oldugu uzun
yillardan beri bilinmektedir (45). Genetik materyalde DNA ve kromozom boyutunda meydana
gelen hasarlar; tek nokta mutasyonlari, delesyon, translokasyon, kromatid kiriklar1 gibi gesitli
mutasyonlar olarak karsimiza c¢ikmaktadir (18,46). Bu mutasyonlarin zaman igerisinde
artmasi ve birikmesi kanser basta olmak iizere ¢esitli hastaliklara yol agabilmektedir.

Hirosima ve Nagazaki’ye atom bombasi atildiktan sonra sag kalan Japonlarda yapilan
calismalar, iyonlastirict radyasyonun l6semi gelisimini 5-8 yilda en yiiksek orana ulagtirirken,
diger bazi tiimorlerde yaklagik 40 yil gibi uzun bir latent dénemi oldugunu gostermistir
(9,44,45,47). Yiiksek doz radyasyonun losemi vb. hematolojik kanserlere; prostat kanseri,

mesane kanseri vb. solid tiimor artisina neden oldugu ileri stiriilmistiir (23).

Kimyasal ajanlar: Insanlar giin igerisinde ¢ok sayida kimyasal karsinojen ve
mutajene maruz kalabilmektedir. Bu maruziyet sonucunda hiicre DNA’sinda hasar meydana
gelebilmektedir. Kimyasal ajanlardan bazilar1 yanlis baz eslesmelerine, bazilar1 baz artis1 ve
eksilmesine neden olurken, bazilar1 da baz-seker baglarinin ve bazlar arasinda yer alan
hidrojen baglarinin kopmastyla mutasyonlara yol agmaktadir (18,46).

Toplumun genelinin siklikla karsilastig1 kimyasal maddeler arasinda sigara dumani ve
alkilleyici ajanlar basta gelir.

Sigara dumani: Sigara i¢imi kanserin Onlenebilir tek nedenidir. Sigara dumani
yapisinda bulunan 4000°den fazla kimyasal madde nedeniyle 6nemli bir karsinojen kaynagi
olarak tanimlanmaktadir. Bu kimyasallar arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar, N-
nitrozaminler, aromatik aminler, aldehitler, benzen ve butadien en yliksek potansiyelli
karsinojenlerdir. Sigara igerigindeki maddeler DNA’da dogrudan ya da enzimler aracilig ile

aktif metabolitlere doniistiiriilerek etki gostermektedir (7,48).
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Alkilleyici ajanlar: Bu ajanlar direkt etkili karsinojen olup elektrofilik 6zelliktedir.
Hiicrede elektrondan zengin olan DNA, RNA ve protein bolgelerine kovalent baglarla
baglanmaktadir. Alkilleyici ajanlar, niikleotidlerdeki amino ve keto gruplarina karbon igeren
(CH3— veya CH3 —CH2—) alkil gruplar1 eklerler. Alkil gruplari, bazlarda tautomerik

kaymaya ve bunun sonucunda transisyon mutasyonlarina neden olmaktadir (46).

Biyolojik faktérler: RNA viriislerinden; Insan T hiicresi 16semi viriisii tip 1 (HTLV-
I), insan T hiicresi 16semi viriisii tip 2 (HTLV-II) ve insan bagisiklik yetmezlik virtisii (HIV,
AIDS viriisii), DNA viriislerinden; Papilloma viriis, Hepatit B viriisli, Epstein-Barr viriisiiniin
insan kanserlerinin etiyolojisinde rol aldigi diistiniilmektedir (17,36,49).

Buraya kadar saydigimiz etiyolojik faktorler, genomda yol actiklar1 degisiklikler
sonucu, genomun hem yapisimt hem de islevsel davramiglarini degistirebilmektedir.
Normalden farkli davraniglar sergileyen genomun bu hali, genomik kararsizlik olarak

adlandirilir.

GENOMIK KARARSIZLIK

Canlinin yasamimi saglikli bir sekilde devam ettirebilmesi ve sonraki kusaklara
genomunu hatasiz aktarabilmesi i¢in genom kararliligi sarttir. Giin igerisinde DNA’da pek
cok etkene bagli olarak hasarlar meydana gelmektedir. Ancak DNA onarim mekanizmasi ¢ok
organize bir sekilde ¢alistigindan bu hatalarin 1/1000’den daha az1 kalici olabilmektedir (17).

Herhangi bir zamanda genlerin yer aldigt DNA bdlgelerinin hasar olusturacak
ajanlarla etkilesmesi sonucunda, kontrol noktalarindaki bozukluklar, kromozomal
aberasyonlar, telomerlerde fonksiyon bozuklugu meydana gelmesi genomik yapida kararsizlik
olugmaktadir. Genomik kararsizlik, hiicrelerin kendilerini malign yapiya doniistiirecek
mutasyonlara ugrama olasiligini artirir. Genomik kararsizlik, hem solid tiimér hem de 16semi
gelisiminde erken gozlenen neoplastik degisimlerden biridir (38,50). Genomik kararsizligin

gelismesi icin li¢ farkli yolak tipi tanimlanmigtir;

1. NER Bagimh Kararsizhik

Niikleotid eksizyon onarimi (NER)’de gorevli genlerden birinde 6nce bir allelde, sonra
ikinci allelde mutasyon meydana gelmesi ve sonucta bu mutant alleller yiiziinden inaktif hale
gelen genin fonksiyon gorememesine ek olarak tiimor gelisimi i¢in UV gibi ¢evresel bir ajana

maruz kalmak da gereklidir (51).
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2. Mikrosatellit Kararsizhi@:
Yanlis eslesme tamir (mismatch repair) genlerinde meydana gelen ilk mutasyonun
ardindan 2. allelde de mutasyonun meydana gelmesi tiimor olusumunun baglamasi igin

yeterlidir (51).

3. Kromozom Kararsizhig:
Mitotik igi kontrol noktalarinda yer alan genlerden birinin tek bir allelinde mutasyon

meydana gelmesi tiimor gelisimini baglatir (51).
Kanser ve Biyoindikator Olarak Kullanilabilen DNA Hasarlar1
Kanserin  erken tanistyla ilgili  arastirmalarda  c¢esitli  biyoindikatorler

kullanilabilmektedir. Bunlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Biyoindikator olarak kullamilabilen DNA hasarlar (2)

Biyoindikatorler
e DNA zincir kiriklart e DNA adduct
¢ Kromozom aberasyonlari e DNA oksidasyonu
e Kardes kromatid degisimi (KKD) e DNA metilasyonu
e Mikroniikleuslar (MN) e p53 mutasyonu
e Telomer kisalig1 e Mitokondriyal DNA mutasyonu
e Apurinik bolgeler e Esey hiicrelerindeki DNA hasarlari

Kromozomal Aberasyonlar’in Kanserle Iliskisi

Iyonlastiric1 radyasyon, kimyasal ajanlarin in vivo ve in vitro ortamlarda kromozomal
aberasyonlara neden oldugu bilinmektedir. Yapilan prospektif ve retrospektif caligsmalar
kanser goriilme sikliginin, yiiksek oranda kromozomal aberasyon tasiyan bireylerde, diisiik
oranda kromozomal aberasyon tasiyanlara gore artmigs oldugunu gdstermektedir
(19,52,53,54).

Cesitli kanserlerle iliskilendirilen kromozomal aberasyonlar sayisal ve yapisal olmak
lizere 2’ye ayrilir. Hangi mekanizmayla meydana gelirse gelsin, DNA’nin kromozom
boyutundaki tiim bozukluklar1 sonugta kanser etiyolojisi ve prognozunda Onemli

goriinmektedir.
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Sayisal kromozom aberasyonlari: Insan kromozom aberasyonlar1 arasinda en sik
gozlenen ve klinik olarak en 6nemli tipi andploidi’dir.

Andploidi: Andploid hiicrelerde fazladan kromozom bulunur ya da kromozom kayb1
vardir. Andploidiler olusurken kaybedilen ya da kazanilan kromozomlar klinikte genelde
sendromlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ornegin;

Down Sendromlu erkek i¢in karyotip 47, XY+ 21
Turner Sendromlu disi i¢in karyotip 45,X0.

Andploidi, organizmada baslica iki yolla meydana gelen bir kromozomal aberasyondur.
Bunlar:

1. Non-disjunction: Mitoz ya da mayoz boliinmede kromozom ¢iftlerinin ayrilmasinda
meydana gelen aksamalardir. Bunun sonucunda yavru hiicrelerden birine fazla bir
kromozom gider, digeri de bir kromozomunu kaybeder.

2. Kromozom kaybi1: Hiicre boliinmesi sirasinda anafaz gecikmesi sonucu meydana gelir.
Ig iplik¢iklerinin kromozomlara dogru baglanmamasi ve metafaz plaginin gerisinde
kalip boliinmeyi kacirmasi buna 6rnek verilebilir (55).

Ayrica kardes kromatidlerin yapismamasi, defektli sentromer boliinmesi ve
kromozomlarin ekstra replikasyonu gibi mekanizmalarla da andploidi meydana gelebilir.

Ilk kez 1914’te Boveri sayisal kromozomal aberasyonlarla kanser iliskisine dikkat
cekmistir (56).

Kirsch-Volders ve ark. (55) calismalarinda, germ hiicrelerindeki andploidilerin
canlilarda pek cok biliylime ve gelisim defektine yol agtigini gostermistir. Embriyonun
olusumu sirasinda ortaya ¢ikan andploidi ve poliploidi defektleri embriyolarin ¢ok biiyiik bir
kisminin kaybedilmesine neden olur. Dogan c¢ocuklarin ancak 3/1000’i kromozomal
anomalili olarak dogabilir. Daha once de ifade edildigi gibi ¢ogunlukla sendromik olan bu
bireylerde, sayisal aberasyon andploidiye bagli olarak artmis bir kansere yatkinlik durumu so6z
konusudur.

Panigrahi ve ark.’nin (57) calismalarinda Down Sendromu, Klinefelter ve Turner
sendromunda 16semi, meme kanseri, glondoblastoma ve noral tlip defekti i¢in riskin artmig
oldugu bildirilmektedir. Trisomi 13 ve 18 i¢in de artmis bir teratom, noéroblastom ve Wilms’
tiimori riskinden bahsedilmektedir.

Somatik hiicrelerdeki andploidiler de ¢esitli kanserlerin gelisimi ile iligskilendirilmistir.
Arastiricilar, andploidi ve kanserin indiiklenme mekanizmasi ile ilgili farkli goriisler one

stirmistiir (Tablo 3).
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Tablo 3. Anoploidi ve kanserin indiiklenme mekanizmasi ile ilgili goriisler

Kirsch-Volders ve
ark. (55)

Timor baskilayici genlerden birinin andploidi ile kopyalarini
kaybetmesi,

Karsinogenezde rol oynayan resesif genlerin (Ornegin;
mismatch tamir genleri) kromozom kaybi ile aktive olmasi,
Protoonkogenlerin tiim kromozom degisiklikleri ile onkogene
doniismesi,

Panigrahi ve ark.
(57)

Andploidinin derecesi ile malignensinin derecesi arasinda
uyum oldugu,

Andploidinin tek basina kansere yol agamayacagini ama DNA
tamir yolaklarinin andploidi ile baglantili bozukluklarinda
mutasyonlarin birikmesine yol agabilecegi,

Duesberg ve ark.
(58)

Andploidinin prekanserdz veya kanser hiicrelerinde genomik
kararsizligin birincil sebebi oldugu,

Kromozomlarin olugmasini, ayrilmasini ve tamirini
gerceklestiren proteinlerin dengesini bozarak yine andploidiye
yol act1g1,

Bir karsinojen tarafindan uyarilan ya da kendiliginden ortaya
c¢ikan rastlantisal bir andploidi ile basladig1 ve andploidinin
yapisinda varolan kararsizligin bir zincir reaksiyonu baglatarak
andploid yapilarin otonom gelisimini sagladig,

Bannon JH ve ark.
(59)

Memeli sentrozomlarinda iglerinde hiicre dongiisii proteinleri
ve tlimor baskilayict genlerin proteinleri bulunmaktadir.
Genomun gardiyani olarak tanimlanan bu bolgede meydana
gelen herhangi bir bozukluk sitokinez gecikmesi, mitotik
kayma, hiicre fiizyonu, DNA tamirinde bozukluk gibi pek ¢ok
tabloya yol agmaktadir. Bu sonuglar pek ¢ok kanser tiiriiniin
erken evrelerinde goézlenen bulgulardir.

Yapisal kromozom aberasyonlari: Kromozom tipi aberasyonlar ve kromatid tipi

aberasyonlar olmak {izere 2 gruptur.

Kromozom tipi aberasyonlar: Interfazin erken evresinde, G; lenfositlerinin DNA

replikasyonundan once kromozom hasar1 yapan ajanlara maruz kalmasi onciil niikleotidlerin

yapisinda degisiklikler olusturmaktadir. Bu da kromozomlarda kirilmalara ve sonugta

translokasyon, delesyon, insersiyon, ring kromozom, disentrik kromozom ve sayisal

anomalilere yol agmaktadir (1,45).

Giliniimiizde pek c¢ok kanserin teshis ve tedavisinde yapisal ve sayisal kromozom

aberasyonlarinin 6nemli oldugu bilinmektedir (1,2,60). Kromozom tipi aberasyonlar Sekil

4’de gosterilmistir.
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Karsihikh degisim Kollar arasi Kol ici degisim Kirik ve kopmalar
degisim
= Y~ %
Disentrik Sentrik halka Ara delesyon ”
Asentrik
m m W Asentrik
= =
Resiprokal Perisentrik Parasentrik
translokasyon inversiyon inversiyon

Sekil 4. Kromozom tipi aberasyonlar (61)

Kromatid tipi aberasyonlar: DNA sentezinden sonraki interfaz evresinde fosfodiester

baglarinin kirilmas: ile kromatidde meydana gelir. Bunlarin, radyasyon disinda g¢esitli

mutajenlerle hasar gérmiis DNA’nin  yanlis

replikasyonu veya yanlis

tamirinden

kaynaklandig1 ve ilk DNA sentez fazi i¢inde olusturuldugu diisiiniilmektedir. Kromatid tipi

aberasyonlar Sekil 5’de gosterilmistir.

Karsihkh Ic Kollar arasi Kollar arasi degisim Kirk
degisim degisim kopukluk
e @R N ==
Disentrik Sentrik Disentrik .
. [zokromozom
halka Asentrik
delesyon
halka
Kirilma ve
I¢ kollar aras1
Resinrokal degisim
esiproxa Perisentrik | Duplikasyon/ | Parasentrik | Duplikasyon/
translokasyon | . ) . .
inversiyon delesyon inversiyon delesyon

Sekil 5. Kromatid tipi aberasyonlar (61)
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Kardes Kromatid Degisimi

Kromatid tipi aberasyonlar arasinda 6zellikle sik incelenen bir aberasyondur. Kardes
kromatid degisimi (KKD) analizi, Fanconi Anemisi, Bloom Sendromu, Ataxia Telangiectasia
gibi bazi genetik hastaliklara tan1 konmasinda yardimcidir. Kardes kromatid degisiminin
artmast mutajen etkinin varligin1 gosterebilmektedir. Bloom sendromlu olgularin yaklasik %
25’inde 30’lu yaslarda hem karsinoma hem de 16semi gelisebilir (62). Kromatid kiriklarinin
yillar i¢cinde birikmesiyle kanser goriilme sikligi (insidansi) artisi belirlenmektedir (1,45).

Kardes kromatid degisimi Sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 6. Kardes kromatid degisimi (KKD)

Yapisal ve/veya sayisal kromozomlardan kaynaklanan ve kanserlerle iligkili

olabilecegi diisliniilen bir diger olusum ise Mikronukleuslardir.

MIKRONUKLEUS

Mikronukleus (MN) hiicrede mitozun metafaz-anafaz gecisi esnasinda olusan, hiicre
sitoplazmasi i¢inde, ana nukleusun disinda fakat nukleus ile sekil, yap1 ve boyanma ozellikleri
bakimindan aym olan kiiclik kiiresel yapilardir (4,6,10). Fiziksel veya kimyasal mutajene
maruz kalan hiicrelerde, hasar goren tiim kromozomlar ve onlarin asentrik parcalar1 veya
mitotik igdeki hatalar nedeniyle kutuplara ¢ekilemeyen kromozomlarin sitoplazmada
yogunlagmast sonucu olusurlar. Bu nedenle MN kromozomal fragment veya tiim bir

kromozom igerebilir (2,10,11,12). MN olusum mekanizmalar1 Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Mikronukleus olusum mekanizmalari (63)

DNA kiriklar1 sonucu olusan asentrik kromozom/ kromatid fragmanlari,

Tiim kromozomun/kromatidin kinetokorlar1 iizerindeki tubulin fiberlerinin
tutunmasindaki hatalar sonucu niikleus disinda kalmasi,

Sentromerik DNA’da olusan hatalar sonucu kromozom/kromatidlerin niikleus
disinda kalmasi,

Kinetokor proteinlerinde hatalarin olugmasi sonucu kromozom/kromatidlerin
niikleus disinda kalmasi,

Niikleoplazmik koprii olusumu ve kirilmasi,

Histon modifikasyonlar1 ve geg replikasyon,

BFB (bridge-fusion-break) (kirik-flizyon-kirik) sonucu olusan gen amplifikasyonu

nedeniyle niiklear tomurcuklanma olarak tanimlanmustir.

belirlenmesine olanak saglayan bir yontem olup uzun yillardan beri kullanilmaktadir
(6,65,66). Mikronukleuslarin dolasan kan lenfositlerindeki dogal siklig1 bireyler arasinda yas
ve cinsiyete bagl olarak farklilik gosterir (11). Beklenilenin {izerinde goriilen mikronukleus
sikliklarinin kanser riskini arttirdigini ileri siiren retrospektif ¢alismalar giderek artmaktadir
(7,8,9). 2006 yilinda 10 iilkeden 20 laboratuvarin 1980-2002 yillar1 arasinda yaptigi
mikronukleus analizlerinin degerlendirilmesi ile yapilan calismada, mikronukleus siklig
yiiksek olan kisilerde, kanser gelisimi riskinin de yiiksek oldugu, kanserden bagimsiz olarak,

bu kisilerin yasam siirelerinin de diger popiilasyondan anlamli diizeyde diisiik oldugunu

Mikrontikleuslar mitozdan sonra farkli yollar izleyebilir;
1. Apoptozis ile hiicreden uzaklastirilabilir,

2. Hiicreden disar atilabilir,

3. Ana niikleus icine tekrar girebilir,

4. Niikleus dis1 bir yapi olarak, hiicre sitoplazmasi i¢inde kalabilir (64).

Mikronukleus yontemi, hem fiziksel hem de kimyasal genotoksik ajanlarin etkilerinin

ortaya koymuslardir (8).

Mikronukleus analizinin kullanim alanlari:
e Karsinojenlerin sitogenetik etkilerinin,

e Farmasoétik ajanlarin sitogenetik etkilerinin,
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e Radyolojik kazalarda genetik materyaldeki hasarlarin,
e In vivo/in vitro genotoksik hasarlarin,

e Kanser riskinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (2,10).

KANSERLERIN ORIJININE GORE SINIFLANDIRILMASI
Kanserler, kanserin koken aldigi doku ve hiicrenin embriyonik orijinine gore
siniflandirilirlar. Barsak mukozasi, bronslar ve meme duktuslar1 gibi epitel hiicrelerinden
koken alan kanserler karsinom, bag dokusu, kemik ya da kas hiicrelerinden kéken alanlar
sarkom, bu iki ana grubun disindaki bir diger grup ise kemik iligi, lenfatik sistem ve periferik
kan hiicrelerinden koken alanlar ise losemi ve lenfomalardir. Insan kanserlerinin yaklasik
%90’1m1 karsinomlar olusturmaktadir. Sarkomlar ise solid tiimérlerin gelismesine neden
olmaktadir (1,16,17,24).
Bu ¢aligmada arastirilan kanser tiirleri 16semiler, mesane ve prostat kanserleri oldugundan

bu kanser tiirleri tanimlanmustir.

LOSEMILER

Losemiler, kemik iligindeki hematopoietik hiicrelerin habislesmesi ve kontrol dist
¢ogalmalar1 sonucu gelisen bir hastalik grubudur. Dolasimdaki 16kositlerin sayisinin artisi ile
belirlenmektedir (42,43,60).

Losemiler, periferik doku ya da kemik iligindeki anormal bir tek kok hiicreden koken
alir. Bu hiicreler tek bir doku ya da organa ait biitiin hiicre tiirlerini verdigi i¢in ‘pluripotent
kok hiicresi’ olarak isimlendirilir. Bu hiicrelerin bir kismi ‘miyeloid’ hiicre serisini
olustururken, bir kismi ‘lenfoid’ serisine farklilasmaktadir. Miyeloid hiicreler kemik iliginde
gelisimini  tamamlayarak eritrositler, monositler, graniilositler ve megakaryositlere
farklilagirlar. Lenfoid hiicreler ise gelisiminin erken evresinde kemik iliginden lenf diigiimleri,
dalak ve timusa go¢ eder ve lenfositlere doniigiirler. Losemi, kok hiicreden spesifik kan
hiicreleri olusana dek herhangi bir farklilasma asamasinda meydana gelebilir (42,67). Kan

hiicrelerinin olgunlasma evreleri Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. Kan hiicrelerinin olgunlasma evreleri (68)

Losemilerin Simiflandirilmasi
Kan hiicreleri, koken aldiklar hiicre tiplerine gore;
e Miyeloid
e Lenfoid
Hastaligin ortaya ¢ikis hizlarina gore;
e Akut
e Kironik olarak 2 ana grupta yer almaktadir (42,44).

Akut ve kronik terimleri hastaligin dogal seyrindeki goreceli siireyi yansitir. Akut
l6semiler; birden ortaya c¢ikan, hizli ilerleyen ve prognoz olarak daha dramatik seyirli
hastaliklardir. Kronik losemiler ise; daha az agresif olup, daha yavas gelisim gdstermektedir.
Akut 16semiler her yasta gelisebilir, kronik I6semiler yetiskinlerde goriiliir. Akut l6semiler

genellikle olgunlasmamis hiicrelerde gelisirken, kronik losemiler olgun hiicrelerde gelisim

gostermektedir (69,70).
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AKUT LOSEMILER

Olgunlasmamis (blastik) miyeloid ya da lenfoid dizi hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi
sonucu kemik iligi, periferik kan ve diger dokular istila ederek birikmesi ile olusan malign
hastaliklardir (42,44,45).

Akut 16semi hiicrelerinin karakteristik ozelligi farklilasma yetenegini kaybetmis
olmalaridir. Bu hiicrelerin olgunlagmasi akut miyeloid 16semi (AML)'de miyeloblast ya da
promiyelosit, akut lenfositik l6semilerde (ALL) ise lenfoblast diizeyinde kalmistir. Bu
olgunlagsmayan ve kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin kendi serilerini olusturarak kemik iligini
istila etmesiyle normal hematopoietik hiicrelerin (eritrosit, graniilosit ve lenfosit) cogalmasi
engellenir. Boylece 10semi hiicreleri periferik kana ve diger dokulara gecerek tiim viicuda
yayilirlar (metastaz) (44).

Akut 16semiler, insanlarda tiim kanserlerin % 10’unu; tiim l6semilerin ise yaklasik %
50’sini olustururlar. Erkeklerde kadinlara gore, beyaz irkta zencilere gore daha sik goriiliir
(42,45,71).

Laboratuvar bulgulari: Kan sayimi sonucuna gore ileri derecede anemi, trombosit
sayisinin az olmasi, periferik kan ve kemik iligi yayma preparatlarinda blast hiicrelerinin

bulunmasi ile tan1 konulmaktadir (42,44).

Akut Losemilerin Siniflandirilmasi

Akut losemiler, kan hiicrelerinin morfolojik, histokimyasal ve immiinolojik
ozelliklerine gore;

1. Akut lenfositik 16semi (ALL)

2. Akut nonlenfoblastik veya miyeloid l16semi (AML)
olarak smiflandirilmis ve ¢esitli alt gruplar1 olusturulmustur (44,45).

Akut 16semi tiplerinden ALL ve AML goriilme siklig1 tim toplum ele alindiginda
yaklagik olarak esittir. Ancak dogal seyir, prognoz ve goriilme sikligi bakimindan farkliliklar
gosterir. ALL ¢ocukluk doneminde, AML ise eriskinlerde sik goriilmektedir (43,44).
Cocuklardaki akut losemilerin %85°1 ALL, %]15’1 AML, eriskinlerdeki akut losemilerin
yaklagik %70-%80’1i AML, %15-20’si ALL tipindedir (42,72,73).

Akut Miyeloid Losemi (AML)
Akut miyeloid 16semi, kemik iligindeki miyeloid tek bir kok hiicreden koken alan

olgunlasmamis 16semik blast hiicrelerin hep ayni evrede kalip birikmesi ve normal kan
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hiicrelerinin iiretiminin azalmasiyla karakterize, klonal bir hastaliktir. AML’li hastalarin
yaklasik %80’inde somatik mutasyon, kromozomal translokasyon sonucu ortaya ¢ikar (42,73,
43,71).

Akut miyeloid 16semi, erkeklerde bayanlara gore daha sik goriilmekte ve goriilme
sikligi yagla artmaktadir. Cocuklarda AML goériilme sikligi 1,2/100.000, 50 yasindaki
kisilerde 3,5/100.000, 70 yasindaki kisilerde 15/100.000 olarak belirtilmistir.

Akut l6semi degerlendirilmesinde hiicrelerin morfolojisi ve sitokimyasal boyanma
ozellikleri dikkate alinarak ‘French-American-British Cooperative Group’ (FAB) tarafindan
olusturulan siniflandirma sistemine gore AML sekiz alt gruba ayrilir. AML alt tipleri ve

goriilme sikliklar1 Tablo 5'de verilmistir.

Tablo 5. FAB siniflandirmasina gore AML alt tipleri ve goriilme sikhklar: (44,70,71)

AML’nin Morfolojik Alt Tipleri Goriilme Sikhiklar:
(“o0)
AML-MO Minimal farklilagmig akut myeloblastik 16semi % 3-5
AML-M1 Olgunlagma gostermeyen akut myeloblastik 16semi % 15-20
AML-M2 Olgun akut myeloblastik 16semi % 25-30
AML-M3 Akut promyelositik 16semi % 5-20
AML-M4 Akut myelomonositik 16semi % 20-30
AML-MS5 Akut monositik 16semi % 2-9
AML-M6 Akut eritroldsemi % 3-5
AML-M7 Akut megakaryositik 16semi % 3-12

Akut miyeloid l6seminin alt tiplerinde gozlemlenen kromozom aberasyonlari
farkliliklar gostermektedir.
Bu alt tiplerinde goriilen kromozomal aberasyonlart ve flizyon genler Tablo 6'da

verilmistir.
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Tablo 6. AML’de goriilen kromozom aberasyonlarin bazilar1 (44,71)

FAB Alt Tipi Sitogenetik Degisim Molekiiler Degisim
MO t(10;11) CALM;AF10
Ml trizomi 11, t(9;22) MLL duplikasyonu, BCR;ABL
M2 t(8;21), 1(9,22) AMLI1; ETO, BCR;ABL
M3 t(15;17),t(11;17), t(5;17) | PML;RARa, PLZF;RARa, NPM;RAR«
M4 t(8;16), inv(16) MOZ;CBP, CBFB;MYHI1
M5 t(11g23) MLL fiizyonu
M6 t(3;5) NPM;MLF1
M1, M2 ve M4 t(6;9) DEK;CAN, SET;CAN
Birka¢ FAB alt t(16;21) TLS/FUS;ERG
grubu

Akut miyeloid 16semi’de t(8;21), t(15;17), inv(16) ve normal karyotip varligi iyi
prognoza isaret ederken; t(9;22) translokasyonu ve 11923 delesyonu varligi kétii prognozu
gostermektedir. Bu kromozomal aberasyonlar hastaligin tanisinda oldugu kadar prognozunda

da 6nem tasir (74). Bunlarin disinda AML’de sik goriilen diger kromozomal aberasyonlar

trizomi 8, del(5q), del(7q)dur (42).

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), lenfoid kokenli hiicrelerin birikmesi ile karakterize
klonal bir hastaliktir. ALL, esasen ¢ocuk hastalig1 olup, eriskinlerde daha az goriiliir. En sik
olarak bes yasin altindaki ¢ocuklarda goriiliir. Erkeklerde goriilme orani kadinlara gore daha
fazladir. Eriskinlerde akut 18semilerin % 20’sini ALL olusturmaktadir. ilerleyen yaslarda
goriilme siklig1 giderek azalir. Otuz bes yasindan sonra hafif bir artis gosterir ve 80-85 yas
grubunda ikinci kere kiiciik bir artig gosterir (42,43,73).

FAB siniflamasia gore ALL olgular1 L1, L2 ve L3 olmak iizere 3 alt gruba ayrilir.
Tablo 7°de ALL alt tipleri verilmistir.

Tablo 7. FAB simiflandirmasina gore ALL alt tipleri (43,44,71)

FAB Tanmimlama Morfolojik Alt Tipleri

Simiflamasi

L1 Cocukluk tipi ALL | Kiigtik hiicreli, sitoplazmasi dardir.

L2 Eriskin tipi ALL Biiyiik hiicreli- heterojen, daha genis sitoplazmalidir.

L3 Burkitt tipi ALL Biiyiik hiicreli-homojen, sitoplazmalar1 koyu ve
vakuollidiir.
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Akut lenfoid 16semi’de gozlemlenen kromozom aberasyonlarin bazilar1 Tablo 8'de

verilmistir.

Tablo 8. ALL’de goriilen kromozom aberasyonlarin bazilar (44,71)

Anomali Tipi Gen Bolgesi
t(1;19) (q23;p13) PBX1;E2A
t(4;11) (q21;923) AF4;MLL
t(5;14) (q31;932) IL3;IgH

t(8;14) (q24;q32) MYC;lIgH
t(8;22) (q24;ql1) MYC;lgl
t(9;22) (q34;q11.2) BCR;ABL
t(10;14) (q24:;q11) HOX11;TCRad
t(11;var) (q23;var) MLL;var
t(12;21) (p13;922) TEL;AMLI

Akut lenfoid 16semi’de farkli kromozom aberasyonlar1 prognozu etkiler. Eriskin ALL
olgularinda en sik rastlanan genetik anomali Philadelphia (Ph) kromozomu t(9;22)’nin
varhigidir. Ph kromozomu olmasi durumunda hastalik hizla ilerlemekte ve daha kétii prognoz
gostermektedir. ALL olgularinda t(1;19), t(4;11), t(8;14) ve trizomi 8 de kotli prognozu
gostermektedir (43,44,71,75).

KRONIK LOSEMILER
Kronik l6semiler, goriinliste olgun ancak normal olgun kan hiicrelerinin islevlerini
yerine getiremeyen, malign kan hiicrelerinin agir1 tiretimi ile karakterizedir. Kronik 16semi

daha yavas ilerler ve sonuglar1 daha az dramatiktir. Temel olarak iki alt grubu vardir:

Kronik Miyeloid Losemi (KML)

Kronik miyeloid 16semi (KML), ¢ogalma diizeninin bozuldugu ama farklilagma ve
olgunlagsmanin genellikle korundugu klonal hematopoietik kok hiicre bozukluklaridir. Kemik
iliginde asir1 miyeloid hiicre artis1, periferik kanda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek
16kosit sayist ile karakterizedir (42,71,76).

Kronik miyeloid 16semi’nin yillik goriilme sikligi 1/100.000 olup tim hematolojik
malignitelerin %15-20’sini olusturmaktadir. 50-60 yas arasinda daha sik goriiliir. Erkeklerde

kadinlara gore daha sik goriilmektedir (1,4/1) (42,71,77).

Laboratuvar bulgulari: KML tanisi, periferik kan yaymasi, kemik iligi incelenmesi

ve karyotip analizinde Ph kromozomunun varligi ile konulabilir. Periferik kan yayma
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preparatlarinda dev trombositler, megakaryosit parcaciklar1 gozlenmektedir. Bazofil ve

eozinofil sayis1 belirgin bir sekilde artmistir (42,71).

Kronik Miyeloid Losemi’de Goriillen Kromozom Anomalileri

Kronik miyeloid 16semi’ye 0zgii kromozom anomalisi t(9;22) Philadelphia (Ph)
kromozomudur. KML olgularinda 16semik hiicrelerin %90-95’inde Ph kromozomu bulunur.
KML ve ALL’de ber iizerindeki kirilma noktalari birbirinden farkli oldugu i¢in bu hastalikta
gen ifadeleri de farklidir. ALL’deki Ph koromozunun etkiledigi gen bolgesi (q34,q11.2) iken,
KML’de (q34,ql11) dir. Ph kromozomun varligt KML hastalarinda iyi prognoza isaret ederken
ALL’de kotii prognoz gostergesidir (71,75,77,78).

Philadelphia kromozomu 9. ve 22. kromozomun uzun kollar1 arasinda resiprokal
translokasyon sonucu olusur. Insanda sitogenetik anormalligin bir neoplazma ile iliskisinin
gosterildigi ilk translokasyondur (79). Bu translokasyon ile 9 numarali kromozom iizerinde
yer alan abl protoonkogeni, 22 numarali kromozom iizerindeki ber geninin yanina giderek
kimerik ber/abl fiizyon genini t(9:22)(q34:;q11) olusturmaktadir. KML’nin patogenezinde
flizyon gen, p210 bcr/abl proteinini sifreler. Bu protein, artmis tirozin kinaz aktivitesi
gostererek hiicre i¢i sinyal yolaklarini etkiler ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur. Bu
protein mitoz aktivasyonu, apoptoz inhibisyonu, hiicrenin adezyon 6zelliklerinin degisimi ile

malign fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (16,18,43,67).

Kronik Lenfoid Losemi (KLL)

Kronik lenfoid l6semi (KLL) kiigiik, olgun goriiniimlii, yavas prolifere olan uzun
Omiirlii monoklonal lenfositlerin kan, kemik iligi ve lenfoid dokularda birikimi ile karakterize
bir hastaliktir. Bu birikim KLL’de proliferasyon oranlarinda artma olmaksizin l6semik
lenfositlerin uzamis yasam siirelerinin bir sonucudur. KLL’de lenfositler apoptozis’in inhibe
edilmesi nedeniyle artar. KLL deki 16semik hiicrelerin ¢ogu hiicre siklusunun Gy evresinde
kalmistir (42,71).

Kronik lenfoid l6semi ileri yas hastalifidir ve tanida ortalama yas 55°tir. 60 yas
tizerinde toplumda goriilme sikligt 10/100.000°den fazladir. Erkeklerde kadinlara gore
goriilme orani yaklasik 1,7/1 dir. Radyasyonla iligkisi gosterilememis tek 16semi tipidir.

Sitotoksik ilaglar ve kimyasal ajanlarin da hastalia neden olan bir etkisi bulunmamistir

(23,42,71).
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Laboratuvar bulgulari: Lokosit hiicrelerinin %70-95’in1 sitoplazmas1 az, yogun
kromatinli ¢ekirdege sahip, kiicliik ve olgun gibi goriinen lenfositler olusturur. Trombosit
sayist normal degerde ya da artmis bulunur ve trombositlerde fonksiyon bozukluklar: siklikla
belirlenir. Periferik yayma esnasinda ezilmis lenfosit ¢ekirdeklerine sik rastlanir. KLL’de
kemik iliginde lenfositler en az tiim g¢ekirdekli hiicrelerin % 30’u civarinda bulunur (42,71).

KLL’de goriilen kromozom aberasyonlarin bazilar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. KLL’de goriilen kromozom aberasyonlarin bazilari (80)

Anomali tipi Gen bolgesi
13q14 RB1
17p13 p53
11923 myc

Kronik lenfoid 16semi olgularinda en sik gozlenen genomik aberasyon tipi
delesyonlardir. Olgularin yaklasik % 55’inde 13ql14 delesyonu (80), yaklasik %20’sinde
11923 delesyonu (81), yaklasik %15-20’sinde trizomi 12, yaklasik %7’sinde 17p delesyonu
(80) saptanmustir. 13q14 delesyonu iyi prognoz gosterirken 11q23 ve 17p13 delesyonu kotii
prognoz gostergesi kabul edilmektedir (80,82).

LOSEMI ETIYOLOJISI

Tek yumurta ikizlerinde bir kardeste losemi varsa digerinde de losemi goriilme
olasiliginin yiiksek olmasi hastaligin kalitsal karakterinin bir gostergesidir (42,43,83).

Atom bombasindan sonra sag kalanlarda yapilan caligmalarda 16seminin yiiksek
frekanslarda gozlenmesi birgok arastirici tarafindan iyonlastirict radyasyonun losemi ile
iliskili oldugu seklinde yorumlanmaktadir (23,44,45,47,84).

Iyonlastirici radyasyona maruz kalmanmn akut I16semi ve kronik myeloid 16semi
(KML) riskini arttirdigi fakat kronik lenfosit 16semi (KLL) goriilme sikliginda artisa neden
olmadigi kabul edilmektedir (45,85).

Alkilleyici ajanlardan benzen ve petrol Tlriinlerine mesleki olarak maruz kalan
kisilerde akut miyeloid 16semi (AML) ve akut lenfoid 16semi (ALL) riskinin arttigini gosteren
caligsmalar mevcuttur (42,43,86).

Alkilleyici ajanlar basta olmak iizere kanser tedavisinde kullanilan bazi sitotoksik
ilaglarin ise 16komojenik oldugu saptanmistir (71,85). Bu ajanlarin uzun siire kullaniminin,

ikincil 16semi gelisimine neden oldugu gosterilmistir (18,23,71).
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MESANE KANSERI
Mesane bobreklerden gelen idrarin biriktirildigi bir organdir. Karin boslugunun alt
kisminda yer alir. Mesane duvarinin yapisinda degisici epitel hiicreleri, kas hiicreleri, yag

dokusu ve bag dokusu bulunur (87). Mesane duvarinin katmanlar1 Sekil 8’de verilmistir.

A\ : ‘h Degisken Epitel

" e
E sl Lamina Propria

Submukoza

Detrusor Kaslar

W 2 Adventisya
. Q

Sekil 8. Mesane duvarinin katmanlari (88)

Saglik Bakanlig1 verilerine gore Tiirkiye’de mesane kanseri goriilme sikligi prostat
kanseri’nden daha fazla olup tirolojik kanserler arasinda ilk sirada yer almaktadir (89).

Mesane kanseri mesane duvarini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasiyla olusur. Mesane kanserlerinin % 98’1 epiteliyal kokenlidir. Bunlardan yaklasik
%90’1 degisici epitel karsinom, %5-7’si skuamoz hiicreli karsinom ve %1-2’si de
adenokarsinomdan olugsmaktadir (89,90,91).

Mesane kanseri goriilme sikligi, yasla birlikte artis gostermektedir. Ortalama goriilme
yast 65°tir. 65-69 yas erkeklerde 142/100.000, kadinlarda 33/100.000, 85 yas iizerindeki
erkeklerde 296/100.000, kadinlarda 75/100.000 olarak bildirilmistir. Son 50 yilda mesane
kanseri insidansi yaklasik olarak %50 artmistir (92,93).

Mesane kanseri goriilme sikligi, ¢esitli lilkelerde ve farkli cografi bolgeler arasinda
yaklagik 10 kat farklilik gostermektedir. Bu farkli dagilimin kalitim, ¢evresel faktorlere maruz
kalma ve metabolik farkliliklarin kombinasyonlarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir

(89,92,93).

Mesane Kanseri Tanis1
Mesane kanseri’nde en sik rastlanan belirti, idrarda kan (hematiiri) bulunmasi olup

hastalarin yaklagik %85’inde goriiliir (87,92,94).
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Mesane kanserinin tanisi, idrar analizi, idrar sitolojisi ve cesitli radyolojik yontemler;
ultrason incelemesi, sistoskopi (mesaneye 1sikli kamera sistemi ile bakma islemi) ile
konulmaktadir (44,92). Kanser kitlesinin tanimlanmasi i¢in ayrica intravendz pyelogafi
(IVP)’de kullanilmaktadir. Bu yontemde mesane igerisine dogru uzanan papillamatoz olusum
dolma defekti seklinde kendini gostermektedir. Anormal bir goriintiiye rastlanirsa mutlaka

biyopsi alinmalidir. Mesane kanseri Sekil 9’da gosterilmistir.

Epitel Hattr

Eaz Dalusu

Sekil 9. Mesane kanseri (95)

Mesane kanseri’ne genetik yaklasim: Mesane kanseri gelisiminde p53, Rb, p16, p21
gibi tiimor baskilayici genler, kromozom 9 delesyonlar1 ve H-ras, c-myc, erbB-1, erbB-2 gibi
baz1 onkogenler de etkilidir (91,96).

Mesane kanseri ile en sik iligkilendirilen genler p53 (17p13) ve retinoblastoma
(13q14) genleri’dir. Mesane kanserli olgularin yaklasik % 60’1nda p53 mutasyonu, yaklasik
%25-30’unda retinoblastoma (Rb) gen mutasyonu goriilmektedir (91,97,98,99).

Kromozom 17p kaybi ve p53 mutasyonlari, Rb mutasyonu daha cok ileri evre ve
yluiksek tiimor derecelerinde goriiliir (89,100,101).

Mesane kanserli olgulara spesifik olan 9. kromozomun uzun kolunda ortaya ¢ikan

delesyonlar ise olgularin %50’sinden fazlasinda saptanmaistir (89,96,97,98).
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H-ras (11pl15) gen mutasyonlari da mesane kanserinin progresyonu ile iliskilidir.
Kromozom 11 delesyon mesane tiimorlii olgularin yaklasik %30-40’inda kotii prognoz
tespitinde bagimsiz degisken olarak bildirilmistir (89,91,96,97,102). Farkli pek cok mutasyon
saptanmigsa da siklikla kodon 12’deki tek nokta mutasyon (G—A), H-ras geninin
aktivasyonuna neden olmaktadir (103). Bu genler ¢esitli sekillerde mutasyona ugradiginda,
gen ekspresyon artisi, gen iirliniinde kayiplar veya islev kaybi gibi sonuglara yol agmaktadir.

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR) siklikla malign troepitelyumda,
normal epitelyumdan daha yiiksek seviyelerde salgilanir. Ozellikle yiiksek dereceli ve ileri
evreli tiimorlerde belirgindir ve kotii prognozu gosterir (91,96,104). Izokromozom 5p ve
trizomi 15 de kotii prognoz gostergesidir (104).

Mesane kanseri etiyolojisi ve risk faktorleri: Mesane kanserlerinin biiyiik bir kismina
cevresel faktorlerin neden oldugu diisiiniilmektedir. Mesane kanseri gelisimine ve
ilerlemesine neden olan faktorler; sigara i¢imi, fazla analjezik kullanimi, enfeksiyonlar, uzun
siireli bobrek ve mesane taglari, mesleki karsinojenler, genotoksik kemoterapdtik ajanlar
olarak bildirilmistir (89,91,92,93).

Bilinen en 6nemli ¢evresel risk faktorii sigaradir. Kadinlarda mesane kanserlerinin
yaklagik %31-34"1, erkeklerde yaklasik %50°si sigaradan kaynaklanmaktadir (91,105). Sigara
icenlerde, igmeyenlere gore mesane kanseri goriilme sikligi yaklasik 4 kat fazladir (36,
89,104,105).

Mesane kanserli olgularin yaklasik %20’si mesleki maruziyet kaynaklidir (96).
Petrokimya tesislerinde ¢aliganlar, kaynakgilar, oto sanayi iscileri, deri is¢ileri, kagit sanayi
calisanlar1, tornacilar, kamyon sof6rleri, doktor, giyim sanayi ¢alisanlari, boyacilar, lagim
is¢ileri’'nde artmis mesane kanseri riski oldugu bilinmektedir (36,89,101,106). Son yillarda
Ozellikle asbestozisin mesane kanserinde roliinii ortaya koyan caligmalarin sayis1 giderek
artmaktadir (105).

Mesane kanseri olgularinin ¢ogunda kalitim i¢in giiclii epidemiyolojik bulgular

bulunmus ve mesane kanseri aile gruplari da bildirilmistir (91,97,107).

PROSTAT KANSERI
Prostat, erkeklerde idrar torbasinin (mesane) hemen cikisinda, rektumun (makat)
oniinde yer alan bir salg1 bezidir. Bu bezin asil gorevi, salgisi ile spermleri tagiyan meninin

stvi kismini  olusturmaktir. Ayrica meninin miktarini ¢ogaltarak spermin doéllenme
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kapasitesini de arttirir. Yapisinda yer alan epitelyum, stroma denilen bir doku ile kapli olup
her ki tabakada da kas lifleri bulunmaktadir (108).

Prostat kanserinin yaklagitk %95’ten fazlasi epitel hiicrelerinden koken alan
adenokarsinomlardir (92,109). Nadiren degisici epitel hiicreli, kiiclik hiicreli, epidermoid
kanserler ve sarkomlar da gdzlenir. Iyi farklilasma olan tiimérlerde histopatolojik tani gii¢
olabilir. Tiimorii olusturan hiicrelerdeki farklilasmanin azligi ya da tiimoriin evresi énemli

prognostik isarettir. Prostat kanseri Sekil 10’da gosterilmistir.

Prostat (Normal) Prostat (Kanzerli)

Sekil 10. Normal prostat ve kanserli prostat (110)

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser tiplerinden biridir. Insidans yasin
ilerlemesiyle birlikte diizenli artis gostermektedir. Yeni tan1 konmus erkeklerin %75°1 65 yas
istiindedir. 50-59 yas arasi erkeklerde insidans 1970’lerden bugiline belirgin bir sekilde
artmugstir. Insidans 1973°de 35/100.000 iken, 1989°da 70/100.000’e yiikselmistir (106,111).

Prostat kanseri insidansi ve mortalitesi; irk, yasam tarzi, cografya ve iilkeden iilkeye
hatta ayn iilkenin farkli yerlesim bolgelerindeki populasyonlar arasinda degisiklik gosterir.

Bu insidans degisikliginin temel nedenini ¢evresel faktorler olusturmaktadir (112).

Prostat Kanseri Tanisi

Hastalar genellikle sik idrara ¢ikma, idrar yapmada zorlanma, mesaneyi tam olarak
bosaltamama hissi ve metastatik hastalik bulgular ile kliniklere bagvururlar (44).

Prostat kanseri ileri evreye gelmedik¢e nadiren semptom verir. (44,104). Parmakla

rektal muayenede anormal bir durumun saptanmasi, prostat spesifik antijen (PSA) serum
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degerinde yiikseklik, goriintiilleme yontemlerinden; transrektal ultrasonografi (TRUS),
bilgisayarli tomografi birlikte degerlendirilerek tan1 konulmaktadir (92,104,108,113).

Ancak bazi durumlarda kesin taninin konulabilmesi ig¢in, siipheli goriilen prostat
bolgelerinden doku alinmasi gerekmektedir. Doku alinmasi, ultrason esliginde igne biyopsisi
ile gerceklestirilmektedir. Biyopsi rektumdan prostat bezi i¢ine uzatilan 6zel igne araciligi ile

alinir. Biyopsi, prostat kanserinin kesin tanisin1 koymada tek yoldur (44,108,113,114).

Prostat kanseri’ne genetik yaklasim: Ailesel prostat kanseri ile iligkilendirilmis bazi
genler; 1q24-25 RNASEL, 17p11 ELAC2/HPC2 ve 8p22 MRS1’dir. Bu gen bolgeleri
siklikla delesyona ugramaktadir. (112,115,116).

Kromozom 10’nun uzun kolu (10g23) heterozigot kaybi prostat kanserinde en sik
delesyona ugrayan kromozom bdlgelerinden biridir ve ileri evre prostat kanseri ile
iligkilendirilmistir (112,115).

Prostat kanserinin son derece onemli bir diger kromozomal bolgesi 8.kromozomun
kisa kolu (8p) olup prostat kanserlerinin %85’inde delesyon gozlenir (106,109,112,114).

Tedavi edilmemis prostat kanseri olgularinda p53 mutasyonu %10-35 siklikta,
tedaviye direngli hastalarda ise %40-50 siklikta bulunmustur (115,116).

Prostat kanserinde 5q, 6q, 16p, 16q, 17p, 17q, ve Y kromozom delesyonlar1 da
gbzlenmektedir (112,114).

Prostat kanseri etiyolojisi ve risk faktorler: Prostat kanseri gelisiminde yas bilinen en
onemli risk faktoridiir. Prostat kanseri uzun siire alan, kronik ve kompleks karsinogenez
olaylar1 sonucu olugsmaktadir. Risk olusturan diger faktorler; genetik yatkinlik, D vitamini,
sigara icimi, alkol, prostat hipertrofisi, kadmiyuma maruz kalmak seklinde siralanabilir
(112,115).

Prostat kanseri, genetik ve ¢evresel faktorlerin etiyolojisinde rol oynadigi, ¢ok yonli
bir malignitedir. Prostat kanserlerinin %10’unun kalitsal oldugu kabul edilmektedir
(112,114,115). Kanserin gelismesi i¢in en biiyiik risk faktorii ailede prostat kanseri dykiisiiniin
olmasidir (112,117). Birinci derece akrabalarinda prostat kanseri olanlarda normal poplasyona
oranla 2,1-2,8 kat fazla kanser riski saptanmistir (104,114).

Tarim ilaglarina maruz kalan ciftcilerde ve petrol endiistrisinde ¢alisan kisilerde

prostat kanserinin artmis riski bildirilmistir (112,118).
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GEREC VE YONTEMLER

ORNEKLEM GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Bu c¢alismada Mart 2009-Nisan 2010 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji ve Uroloji Kliniklerine bagvuran yeni tan1 almis, ilag veya radyasyon
tedavisi gormemis olgular se¢ildi. Hematolojik kanserli olgular; 23 kadin ve 27 erkek toplam
50 bireyden olusurken, iirolojik kanserli olgular; 3 kadin ve 22 erkek olmak {izere toplam 25
bireyden olustu. Urolojik kanserler igerisinde mesane ve prostat kanserli olgular yer aldi.

Kontrol grubu olarak, herhangi bir radyasyon ve genotoksik maddeye maruz kalmamais
50 saglikli birey se¢ildi. Kontrol bireyleri secilirken, hasta yas aralig1 ve cinsiyet dagilinm
dikkate alindi. Calismada ayrica kontrol bireyleri i¢in asagidaki dislama 6lgiitleri kullanildi.

1. Diabet, Lupus vb. otoimmiin bir hastalig1 olmak,

2. Allerjik bir hastalig1 olmak,

3. Neoplastik bir hastalig1 olmak,

4. Akut veya kronik bir enfeksiyonu olmak,

5. Herhangi bir kalitsal hastalig1 olmak.

GERECLER

Bilgilendirilmis Olur Formu
Caligmamizda olgu ve kontrol grubu bireylerine aragtirmanin igerigini kisaca anlatan,
arastirma esnasinda kendilerine uygulanacak islemler hakkinda bilgi veren, arastirmayla ilgili

sahip olduklar1 haklar ve yiiklendikleri sorumluklar1 kendilerine bildiren “Bilgilendirilmis
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Olur Formlar1” kullanildi (Ek-1). Formlar ¢alismaya katilan bireylere okutulduktan veya

okunduktan sonra yazili onaylar1 alindi.

Sosyodemografik Bilgi Formlari

Olgu ve kontrol gruplarinda, kisilerin bireysel 6zelliklerini belirlemek i¢in sosyo
demografik bilgi formlar1 kullanildi (Ek-2). Formlarda hasta ve kontrol grubu bireylerinin yas,
cinsiyet, medeni durum, egitim durumu, meslek, alkol, sigara ve madde kullanimi, aile agaci
bilgileri, genel tibbi ge¢misleri sorgulandi. Formlar hasta ve kontroller ile yiiz ylize goriigme

yapilarak dolduruldu.

Etik Kurul Onay1
Calismamiz Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan, arastirmanin
amaci, gerekcesi, gere¢ ve yontemler ile goniillii bilgi metni incelendikten sonra 29.12.2008

tarih ve 102-13887 say1l1 belge (TUTFEK 2008-191 nolu karar) ile onaylanmistir (Ek-3).

YONTEM

Orneklerin Toplanmasi

Arastirmada kullanilan periferik kan veya kemik iligi ornekleri steril sartlarda,
vakumlu ve lityum-heparinli kan tiiplerine alinarak 1 saat bekletildi. Kiiltlir ekimi yapilmadan
once 1 ml Ficoll-Histopaque ile 2ml kan veya kemik iligi 6rnekleri falkon tiipiine konulup
400xg’de 30 dakika santrifiij edilerek l6kositler ayristirildi. Bu I6kositler steril pastor pipeti

yardimi ile ayrilarak kiiltiir tiipiine ekim yapildi.

Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Kan ornekleri Moorhead ve ark. (10) gelistirdigi mikro kiiltiir yontemi uygulanarak
kiiltiire alindi. Kiiltiir medyumu olarak L-glutaminli RPMI-1640 kullanildi. 9 ml medyum
icine kiiltlir ortamin1 zenginlestirmek amaciyla %10 Fetal Calf Serum ve bakteri
kontaminasyonunu onlemek amaciyla %1 Penisilin/Streptomisin ilave edildi. Medyuma en
son 0,5 ml lokosit silispansiyonu ve lenfositleri boliinmeye tesvik etmek amaciyla uygun
konsantrasyonda (stok 1mg/ml) 0.15 ml fitohemaglutinin (PHA) eklendi. Kiiltiir islemleri UV
1sikla (210-300 nm dalga boyunda) steril edilen bir doku kiiltiir laboratuvarinda, laminar air

flow kabini i¢inde gerceklestirildi. Hazirlanan kiiltiir 6rnekleri 37°C” de %5 CO;’li etiivde
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kiltiire alindi. Kiiltiire 44.saatte uygun konsantrasyonda (stok 6ug/ml) 0.3 ml Sitokalazin B
(Cyt-B) eklendi ve 72. saatte kiiltiir durduruldu.
Kiiltiirde ve harvest asamasinda kullanilan cihazlar ve malzemelerin konsantrasyonlari

ile miktarlar1 Ekler boliimiinde topluca verilmistir (Ek-4).

Hiicre Fiksasyonu (Harvest)

Kiiltiir materyali 72 saat sonunda 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra buz sogugunda 0.075 M KCL ¢ozeltisi
toplam hacmi 10 ml’ye tamamlayacak sekilde vorteks iizerinde damla damla ilave edilerek
hipotonik sok uygulandi. Ornekler 800 rpm’de 8 dakika santrifiij edildikten sonra 3 kez
Carnoy Fiksatifi (3:1 (v/v) metanol:asetik asit) uygulanarak fiksasyon islemi tamamlandi. 2.
fiksatife sitoplazmay1 koruyabilmek i¢in % 1’lik formaldehit eklendi. Her bir fiksatiften sonra
1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve lstteki sivi atildi. Daha sonra hiicreler, 6nceden
dondurulmus slaytlarin tizerine 45°C’lik ag1 ile 30 cm yiikseklikten damlatilarak yayildi.
Slaytlar oda sicakliginda kurutuldu ve FISH uygulamasi yapilana kadar -20°C’lik derin

dondurucuda saklanda.

FISH PROTOKOLU

1. Slaytlar 3:1 metanol:asetik asit i¢cinde en az 1 saat bekletilir. %70, %90, %100’ lik etanol
serisinde 2 dakika yikanir. Havada kurutulur.

2. 65°C’de 15 dakika hibridizasyon firininda kurutulur.

3. Slaytlar soguduktan sonra 10 dakika asetonda bekletilir.

4. Havada kurutulur.

5. Her bir slayta 200ul RNAz (1pug/ml) uygulanir. 1saat 37°C’de inkiibe edilir.

6. 2xSSC’de 5 dakika oda sicakliginda yikanir.

7. PBS’de 5 dakika oda sicakliginda yikanir.

8. 3 dakika 37°C’de pepsin uygulamasi yapilir. ( Prob hazirlanir.)

9. PBS’de 5 dakika oda sicakliginda yikanir.

10. Etanol serilerinden 2 dakika gecirilir (%70, %90, %100).

11. Havada kurutulur.

12. Slaytlar %70 formamidde 70°C’de 3 dakika birakilarak denatiire edilir (denatiirasyon

cozeltisi 70 ml iyonize formamid+30 ml 2xSSC).
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13. Hemen ardindan buz sogugunda %70’lik etanol i¢inde 4 dakika birakilir.

14. Etanol serilerinden 2 dakika gecirilir (%70, %90, %100).

15. Havada kurutulur.

16. Prob uygulanir, lamelle kapatilir ve en az 16 saat 37°C’de nemli kutuda hibridizasyon i¢in

birakilir.

Prob Hazirlama

1. 37°C’de 5 dakika sitilir ve vortekslenir.

2. Slayt bagma 10pul kullanima hazir prob bir tiipe konur.

3. Prob 10 dakika 85°C’de denatiire edilir ve hemen buza yerlestirilir.

1. 37°C’de 2xSSC’de 5 dakika yikanir ve lamel alinir.

2. Slaytlar %50 formamide 50 ml 2xSSC eklenerek 37°C’de 5 dakika iki kere yikanir.
3. Slaytlar 2xSSC’de oda sicakliginda 5 dakika iki kere yikanur.

4. Her slayta 10pu1 DAPI uygulanir ve slaytin tizerine lamel kapatilir.

Preparatlarin Degerlendirilmesi

Hiicreler Fenech’in (4) sayim kriterlerine gore degerlendirildi.

Fenech’in (4) sayim Kkriterleri;

1. Hiicreler binukleat (BN) olmalidir.

2. BN’1n her bir nukleus nuklear membranla temas halinde olmali ve ayni1 sitoplazmik sinir
icinde yer almalidir.

3. BN icindeki iki nukleus da yaklasik ayni boyutta, aym1 yapida olmali, ayni sekilde boya
almis olmalidir.

4. BN i¢indeki iki nukleus nukleoplazmik koprii ile baglanabilir. Bu nukleoplazmik k&prii
nukleus ¢apinin 1/4’{inden biiyiik olmamalidir.

5. BN’1n iki nukleusu birbirine temas edebilir ancak iist iiste binmemelidir. Ust iiste binmis
binukleatlarda ancak iki nukleusun sinirlar1 da birbirinden ayr1 secilebiliyorsa

say1llmalidir.

34



6. BN hiicrenin sitoplazma sinir1 ve zar yapist bozulmamis olmali ve komsu hiicrelerin

sitoplazma sinirindan acikga ayirt edilmelidir.

Toplam MN sikliklarinin kontrol edilebilmesi amaciyla bazi slaytlar Giemsa ile
boyandi ve Isik mikroskobunda MN dagilimlarina bakildi. Giemsa boyanan preparatlarin
goriintiileri Sekil 11°de, pansentromerik FISH probu kullanilarak boyanan MN goériintiileri

Sekil 12°de verilmistir.

A. Binukleat hiicre (BN) B. 1 MN iceren BN C. 5 MN iceren BN
Sekil 11. Giemsa ile boyanms MN goriintiileri (120)

3

B. 1 MN iceren Binukleat . .
A. Binukleat hiicre (BN) ¢ C.2 MN iceren Binukleat

Sekil 12. Pansentromerik FISH probu kullamilan MN goriintiileri
Floresan mikroskop (Olympus BX51 Floresan Atagmanh, yesil FITC, kirmiz1
RHODAMINE filtre, x 1000)

Mikronukleus Degerlendirme Kriterleri (4)
1. Insan lenfositlerindeki MN’larin ¢api, genellikle ana nukleusun ortalama ¢apmnin 1/16

ve 1/3’1i araliginda degismektedir.
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2. MN’lar kirilgan olmamalidir ve boyanan artefaktlardan ayirt edilmelidir.
3. MN’lar ana nukleusla birlesmis ve/veya baglantili olmamalidir.
4. Binukleatin iki nukleusu birbirine temas edebilir ancak mikronukleat sinir1 ¢ekirdek

siirindan ayirt edilebilmelidir.

Mikroniikleus Sayimi

Mikronukleus ve binukleatlar sayildiktan sonra MN sayisi, toplam BN sayisina
boliinerek mikronukleus orani bulundu.

Pansentromerik FISH problari ile boyanan preparatlar floresan mikroskop (Olympus
BX51 Floresan Atagmanli, yesil FITC, kirmizi RHODAMINE filtre, x 1000)’ta sayima alindi.
Hazirlanan preparatlarda 2500 BN hiicre sayildi. Sayim esnasinda, MN iceren binukleat
hiicrelerin sayis1 ve koordinatlari sayim kagidina (Ek-5) kaydedildi. Ayrica MN’larin

sentromerik fragment icerip igermedigine gore de dagilimlari (Ek-6) kaydedildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada wverilerin istatistiksel analizi XLStat-2010 (serbest yazilim) programi
yardimiyla yapildu.

Yas degiskeninin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Simirnov testi ile
arastirildi ve yas degiskeni normal dagilima uygunluk gosterdigi i¢in olgu ve kontrol gruplari

bagimsiz gruplarda t testi ile karsilagtirildu.
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BULGULAR

Bu calismada olgu grubunu Mart 2009-Mayis 2010 tarihleri arasinda Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji ve Uroloji Anabilim Dallarina basvuran hastalardan
yeni tan1 konulmus ve higbir tedavi almamis kisiler olusturdu. Bu kriterler cergevesinde
Hematoloji olgu grubu 50, Uroloji olgu grubu 25 hastadan olustu. Kontrol grubu olarak da
olgu grubuyla yas ve cinsiyet bakimimdan uyumlu 50 birey calismaya dahil edildi. Olgu ve
kontrol gruplarina ait demografik bilgiler Tablo 10’da gosterilmektedir.

Tablo 10. Olgu ve kontrol grubu yas arahigi ve cinsiyet dagilimlari

Arastirma Cinsiyet dagilim

grubu Tam Kisi Sayisi Yas arahigi (KIE)

Kontrol - 50 18-87 21/29
ALL 7 30-56 572

Hematoloji AML 38 18-87 16/22
Olgu Grubu KLL 2 25-69 1/1
KML 3 41-69 2/1

Toplam 50 18-87 24/26
Uroloji Mesane Ca 16 48-83 3/13
Olgu Grubu Prostat Ca 9 56-87 0/9
Toplam 25 48-87 3/22

Mesane Ca:Mesane kanseri; Prostat Ca: Prostat kanseri.
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Calismada yer alan toplam {i¢ grubun yas araliginin normal dagilima uygunlugu Tablo

11°de verilmistir.

Tablo 11. Olgu ve kontrol grubu bireylerinin yas araligi ve normal dagilima uygunluk

p degeri
Gruplar Yas Arahgi p degeri
Kontrol- Hematoloji 18-87 0.51
Kontrol-Uroloji 48-87 0.41
Hematoloji-Uroloji 48-87 0.34

Hem olgu hem de kontrol grubuna mesleki sartlari, beslenme sekilleri, sigara
aligkanliklar vb. sorular igeren anketler uygulandi (Ek-2). Her 3 grubun da meslek dagilimlari
Sekil 13, beslenme aligkanliklar1 Sekil 14, hayatinin bir doneminde veya meslekleri geregi
yogun kimyasal maddelere maruz kalma oranlar (sigara, ¢ay-kahve ve akol) ve ailesel kanser

Oykiileri Sekil 15 ve Sekil 16'da 6zetlenmistir.

100~

90—

80—

70—

Odiger

B serbest meslek
Oisci

OEv hanimi

B Memur

O Ciftgi

60—

50—

40—

20—

10—

Kontrol Uroloji Hematoloji

Sekil 13. Olgu ve kontrol gruplarinin mesleklere gore yiizde dagilim
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Anket degerlendirmelerinde olgularin ve kontrol grubunun ~30’unun ¢ift¢i oldugu
goriildii. Toplam degerlendirmede meslek oranlar1 arasinda fark var gibi goriilse de cinsiyet
bazli degerlendirmede kontrol ve olgu gruplarinin meslek yiizdelerin benzerlik gosterdigi
tespit edildi. Erkek Uroloji ve Hematoloji olgu gruplarinda en ¢ok goriilen meslek %36 ve
%231 ile is¢ilik olurken, hematoloji olgu grubunda en genis grubu ev hanimlarinin olusturdugu
(tiim popiilasyonda %30, kadinlarin yiizde 60°1), gdzlemlendi. Olgu ve kontrol gruplarinin
meslek dagilimlarinin birbirleriyle uyumlu oldugu goriildii (p=0.12).

60
20 75
43 m Kontrol
40 3 Uroloji
40 O Hematoloji
36
32 32 32
30
20
20 T8
10 ~
0
Et Sebze Et ve Sebze

Sekil 14. Olgu ve kontrol gruplarinin beslenme tercihleri
Olgular kendi i¢inde incelendiginde, sebze ve sebzetet agirlikli beslenmenin her {i¢

grup tarafindan da tercih edildigi, hematoloji olgu grubunda et tiiketiminin digerlerinden

yiiksek olmakla birlikte grup genelinde anlamli dagilim gostermedigi goriildii.
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32

30

20

LR R

Sigara Cay-Kahve Alkol

Sekil 15. Olgu ve kontrol gruplarinin sigara, ¢cay kahve ve alkol tiiketimi yiizdeleri

Sigara ve alkol tiiketiminin olgu gruplarinda kontrol grubuna gore 2 kat1 fazla oldugu
goriildii. Cay-kahve tiiketimi agisindan gruplar arasinda bir fark goriilmedi.
Olgu ve kontrol gruplarinin mesleki olarak kimyasal ajanlara maruz kalma yiizde

dagilim Sekil 16’da verilmistir.

100

80 88

a0

0

&0

(%)

40

30 1

20 4

10 1

Kontrol Uroloji  Hematoloji

Sekil 16. Olgu ve kontrol gruplarinin mesleki olarak kimyasal ajanlara

maruz kalma yiizde dagilhim
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Uroloji olgu grubunun kimyasal ajanlara maruz kalma yiizdesi %88, hematolojik olgu
grubunun ise %52 olarak hesaplandi. Her iki olgu grubunun da kimyasal maddelere maruz
kalma oran1 kontrol grubunda gézlenen %38’den anlaml diizeyde ytiksek bulundu.

Olgu ve kontrol gruplarinda ailesel kanser oykiisii Sekil 17°de verilmistir.

60

50
50

40
40

30

20 18

10 A

Kontrol Uroloji ~ Hematoloji

Sekil 17. Olgu ve kontrol gruplarinin ailesel kanser oykiisii

Hematoloji olgularinin  %52’si ve Uroloji olgularmin  %40’min 1. derecede
akrabalarinda kanser Oykiisii oldugu tespit edildi. Bu oran Kontrol grubunun %18’lik
oranindan anlamli derece yiiksek bulundu (p=0.03).

MN SIKLIKLARI VE MNC+, MNC-% ORANLARI

Kontrol Grubu
Kontrol grubunu olusturan 50 bireye ait MN sikliklar1 Tablo 12°de ve MNC+, MNC-

yiizdeleri ise Tablo 13’de verilmistir.
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Tablo 12. Kontrol grubu MN’larimin binukleatlara gore dagilimlar:

KONTROL | SAYILAN | TOPLAM MiKRONUKLEUS DAGILIMI
GRUBU HUCRE MN 0 1 2

K1 1000 7 994 5 1

K2 1000 8 992 8

K3 1000 8 992 8

K4 1000 9 991 9

K5 2500 27 2489 27

K6 1000 4 996 4

K7 2500 20 2492 20

K8 1000 4 996 4

K9 1000 4 996 4

K10 1250 6 1245 6

K11 1000 9 993 5 2

K12 1000 7 993 7

K13 2500 36 2486 36

K14 1000 8 992 8

K15 1000 7 993 7

K16 1250 7 1245 5 1

K17 1250 6 1246 4 1

K19 1250 13 1240 11 1

K20 1250 5 1246 5

K21 1000 12 988 12

K22 1000 14 988 10 2

K23 1250 14 988 10 2

K24 1000 12 988 12

K25 1250 15 1238 15

K26 2500 36 2486 36

K27 1250 5 1246 5

K28 1000 4 996 4

K29 1000 10 991 8 1

K30 1250 13 1240 11 1

K31 1000 12 988 12

K32 1000 5 995 5

K33 1000 7 994 5 1

K34 2500 28 2489 28

K35 1000 10 991 8 1

K36 1000 12 988 12

K37 2500 28 2489 28

K38 1250 14 1239 14

K39 1000 12 989 10 1
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Tablo 12 (devami). Kontrol grubu MN’larinin binukleatlara gore dagilimlar

MIiKRONUKLEUS DAGILIMI
KONTROL | SAYILAN | TOPLAM
GRUBU HUCRE MN 0 1 2
K40 1000 13 988 11 1
K41 2500 40 2484 40
K42 2500 35 2486 35
K44 2500 37 2485 37
K45 2500 39 2484 39
K46 2500 14 2494 14
K47 2500 25 2490 23 1
K48 2500 32 2488 30 1
K49 2500 35 2487 31 2
K50 2500 34 286 34

50 bireyde toplam 76750 hiicre sayildi ve 809 MN goézlemlendi. En fazla 2 MN
tastyan BN’lara rastlanildi. MN’lu BN’larin %96’sinin tek MN tasidigi goriildii.

Tablo 13. Kontrol grubu toplam MN sikhig1 ve bu MN’larin sentromer tasima yiizdeleri

KggIle]:gL YAS | CINSIYET |MN SIKLIGI *| MNC+(%) MNC-(%)
K1 43 E 7 57 43
K2 60 E 8 75 25
K3 61 K 8 75 25
K4 36 K 9 78 22
K5 42 E 11 63 37
K6 67 E 4 75 25
K7 48 E 8 66 34
K8 48 E 4 100 0
K9 30 K 4 100 0
K10 47 E 5 100 0
K11 48 K 9 100 0
K12 40 E 7 100 0
K13 45 E 14 72 28
K14 32 K 8 50 50
K15 45 E 7 100 0
K16 55 K 6 71 29
K17 45 E 5 67 33
K18 56 K 8 60 40
K19 54 E 10 62 38
K20 40 K 4 60 40
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Tablo 13 (devami). Kontrol grubu toplam MN siklig1 ve bu MN’larin sentromer tasima

yiizdeleri
Kgngjl;gL YAS | CINSIYET |MN SIKLIGI *| MNC+(%) MNC-(%)
K21 56 E 12 50 50
K22 62 K 14 64 36
K23 69 E 11 71 29
K24 67 K 12 42 58
K25 69 E 12 53 47
K26 67 E 14 64 36
K27 24 E 4 100 0
K28 32 K 4 50 50
K29 30 K 10 100 0
K30 40 K 10 46 54
K31 49 E 12 25 75
K32 35 E 5 60 40
K33 40 K 7 57 43
K34 45 E 11 64 36
K35 54 K 10 100 0
K36 65 K 12 58 42
K37 45 E 11 68 32
K38 40 K 11 64 36
K39 55 K 12 58 42
K40 68 K 13 62 38
K41 77 E 16 70 30
K42 65 E 14 71 29
K43 87 E 15 73 27
K44 67 E 15 73 27
K45 69 E 16 74 26
K46 18 K 9 79 21
K47 20 K 10 72 28
K48 36 E 13 69 31
K49 50 E 14 71 29
K50 50 E 14 74 26

Kontrol grubunda tiim popiilasyonun MN siklig1 ortalamasi 10.5+£3.6 olarak tespit

edildi. Kontrol grubunda mikronukleuslarin ~%70’inin sentromer tasidig1 goriildii.
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Hematoloji Olgu Grubu
Losemili 50 bireyden olusan Hematoloji olgu grubunun tanilar1 ve demografik
ozellikleri MN dagilimlart ve MN, MNC+%, MNC-% degerleri Tablo 14 ve Tablo 15°de

verilmigtir.

Tablo 14. Hematolojik olgu grubu MN’larinin binukleatlara gore dagilimlar:

HEMATOLOJI | SAYILAN | TOPLAM MIKRONUKLEUS DAGILIMI
OLGULARI HUCRE MN 0 1 2|3 |4|{5|[6|78|9]|10+
HI 2500 49 2469 | 18 | 10| 2 1

H2 2500 66 2458 |30 3 | 6 |3

H3 2500 58 2462 30| 4 | 2 1 1
H4 1250 43 1221 23| 2|1 (2]1

H5 2500 56 2459 |1 32| 8 1
Hé6 2500 129 2435 |46 | 14 2 1 1 1
H7 1250 52 1216 |24 | 6 | 4

H8 2500 82 2447 |38 | 10| 3 |2

H9 2500 66 2448 44| 4 | 4

HI10 2500 59 2455 33110 2

HI11 1250 40 1226 |15 5 | 2 (1|1

HI12 2500 92 2445 | 38 | 12 2 3

HI13 2500 65 2473 110 6 | 6 |2] 2 1

H14 1000 21 981 | 17| 2

HI15 2500 100 2434 142114 |10

HIl6 2500 48 2461 | 36| 2 1

H17 2500 64 2448 |44 | 6 2

HI18 2500 52 2454 140 | 6

HI9 2500 80 2446 |44 | 6

H20 2500 60 2450 |40 | 10| 4

H21 2500 50 2460 |32 6 | 2

H22 625 22 611 | 10| 1 | 2 |1

H23 1250 40 1218 | 26| 4 | 2

H24 2500 60 2446 |50 2 | 2

H25 2500 64 2454 136 4 | 4 |2

45



Tablo 14 (devami). Hematolojik olgu grubu MN’larinin binukleatlara gore dagilimlar

HEMATOLOJI | SAYILAN | TOPLAM MIKRONUKLEUS DAGILIMI
OLGULARI HUCRE MN 0 112({3(4/5(6|7|8]|9 |10+
H26 2500 76 2442 150 4 | 2 2
H27 2500 64 2446 44|10

H28 1000 36 970 |30 3

H29 2500 54 2464 36| 6 | 2

H30 500 20 482 |18

H31 2500 64 2446 (54| 2 | 2

H32 2500 96 2440 |36|14| 8 |2

H33 2500 60 2450 40|10

H34 1250 37 1226 |18 5 | 1

H35 2500 84 2426 (66| 6 | 2

H36 1250 41 1214 31| 5

H37 2500 88 2428 |60 | 8 | 4

H38 1250 37 1217 129 4

H39 2500 60 2446 |50 2 |2

H40 1250 36 1219 |28 2 1

H41 700 19 682 17| 1

H42 2500 70 2442 146 (12

H43 2500 126 2416 582212 2
H44 2500 102 2430 46|20 2 2
H45 2500 92 2440 (36|18 4 |2

H46 1000 50 962 13213 |1 (1|1
H47 1000 38 971 1235 |1

H48 1000 37 969 28| 2|1

H49 2500 59 2449 145|4 | 2

H50 1250 31 1227 (16| 6 | 1

Hematoloji olgu grubunda toplam 100575 hiicre sayildi ve 2995 MN gozlemlendi.
binukleat hiicrelerde rastlanan en fazla MN sayis1 14 oldu. Hiicrelerin % 21’inin 1 den fazla
MN tasidigr goriildii.

Hematolojik olgularda MN siklig1 ve MNC+ ve MNC- yiizde dagilimlar1 Tablo 15°te

gosterilmistir.
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Tablo 15. Hematolojik olgularda MN sikhigi ve MNC+ ve MNC- % dagilimlar:

HEMATOLOJi | YAS | CINSIYET | TANI | MN SIKLIGI * | MNC+(%) MNC-(%)
H1 76 E AML 20 63 37
H2 47 E AML 26 30 70
H3 62 K AML 23 36 64
H4 18 K AML 34 37 63
H5 57 E AML 22 34 66
H6 56 K ALL 51 29 71
H7 26 K AML 42 21 79
HS 55 E AML 33 37 63
H9 43 K AML 26 41 59
H10 69 E AML 24 44 56
H11 57 E AML 32 38 63
H12 63 E AML 37 36 64
H13 69 E AML 26 35 65
H14 35 E AML 21 48 52
H15 50 K KML 40 52 48
H16 51 E AML 19 42 58
H17 69 K AML 26 50 50
H18 71 E AML 21 35 65
H19 87 E AML 32 33 68
H20 65 K AML 24 47 53
H21 55 E AML 20 36 64
H22 47 K ALL 35 41 59
H23 34 K AML 32 35 65
H24 31 E ALL 24 43 57
H25 30 K ALL 26 39 61
H26 72 K AML 30 22 78
H27 29 E KLL 26 22 78
H28 50 E AML 36 67 33
H29 59 E AML 22 26 74
H30 65 E AML 40 10 90
H31 65 K AML 26 22 78
H32 23 K AML 38 42 58
H33 40 K ALL 24 48 52
H34 48 E AML 30 19 81
H35 54 E ALL 34 21 79
H36 75 K AML 33 27 73
H37 18 K AML 35 30 70
H38 50 K AML 30 22 78
H39 41 K KML 24 27 73
H40 40 K AML 29 31 69
H41 65 K KLL 27 37 63
H42 70 E KML 28 31 69
H43 50 K ALL 50 51 49
H44 48 E AML 41 20 80
H45 50 E AML 37 39 61
H46 52 K AML 50 26 74
H47 32 E AML 38 21 79
H48 62 E AML 37 43 57
H49 36 K AML 24 46 54
H50 64 E AML 25 29 71
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Hematoloji olgu grubunda tiim popiilasyonun MN siklig1 29.8+8.1 olarak tespit edildi.
Kontrol grubunda mikronukleuslarin ~%35’inin sentromer tasidig: gorildii.
Hematolojik olgu grubu 16semi tiplerine gore de degerlendirildi. Sonuglar Tablo 16°da

gosterilmistir.

Tablo 16. Losemi tiplerine gore MN sikhigi ve MNC+/MNC- oranlari

OLGU SAYISI MN SIKLIGI+SD* MNC+/MNC-+SD *
ALL 7 34.9+9.5 0.7+0.3
AML 38 28.9+7.4 0.6+0.4
Akut L. 45 30.3+6.7 0.6+0.3
KLL 2 25.9+0.7 0.4+0.2
KML 3 30.7+6.9 0.6+0.4
Kronik L. 5 30.8+8.2 0.6+0.3

*tStandart sapma.

Akut Losemiler i¢in MN siklig1 30.34+6.7, Kronik Losemiler i¢in ise 30.8+8.2 bulundu.
Kronik ve akut tipler arasinda MN siklig1 agisindan toplamda anlamli bir farklilik goriilmedi.
ALL’nin MN sikligi, AML’den (p=0.012) ve diger 16semi gruplarindan (p=0.034) anlaml
derecede farkli bulundu. Kronik 16semi grubu kendi i¢inde olgu sayisinin azlig1 nedeniyle

istatistiksel olarak degerlendirilemedi.
Uroloji Olgu Grubu

Uroloji grubunu olusturan 25 olgunun tanilari, demografik 6zellikleri, MN sikliklari

ve MN, MNC+%, MNC-% degerleri Tablo 17 ve Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 17. Urolojik olgu grubu MN’larimin binukleatlara gore dagilimlar:

MIiKRONUKLEUS DAGILIMI
UROLOJI SAE{ILAN TOPLAM — - T3 T 15
OLGULARI | HUCRE MN
Ul 1250 51 1199 | 23 10 | 21
U2 2500 97 2403 | 47 | 16 | 2
U3 2500 119 2381 | 60 | 12 | 9 | 2
U4 2500 126 2374 | 54 14 | 6 | 4
U5 250 22 228 4 1 2
U6 2500 82 2418 | 44 | 10 | 6
U7 1250 30 1220 | 21 3 1
U8 625 21 604 17 2
U9 2500 70 2430 | 30 2 |12
U10 2500 106 2394 | 66 8 8
Ul1 625 19 606 12 2 1
U12 2500 105 2395 | 65 | 14 | 4
U13 1250 32 1218 | 28 2
Ul4 1250 52 1198 | 46 3
U15 2500 64 2436 | 58 3
Ul16 1000 29 971 20 3 1
U17 2500 90 2410 | 56 4 |6 |2
U18 1250 39 1211 | 34 1 1
U19 2500 62 2438 | 50 6
U020 1250 29 1221 | 25 2
021 350 8 342 6 1
022 1250 39 1211 | 33 3
U23 1250 46 1204 | 31 4
U24 1250 47 1203 | 33 4 | 2
025 2500 62 2438 | 46 5 |2
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Toplam 41600 hiicre sayildi ve 1447 MN gozlemlendi. Olgu grubunun MN siklig1
34.8+12.2 olarak tespit edildi. En fazla 7 MN’lu BN’lara rastlanildi. BN’larin %12’sinin

birden fazla mikronukleus tasidigi goriildii.

Tablo 18. Urolojik olgularda MN sikhig ve MNC+ ve MNC-dagihimlari

UROLOJI YAS | CINSIYET | TANI | MN SIKLIGI * | MNC+(%) | MNC-(%)
OLGULARI

Ul 48 E M.Ca 41 53 47
02 76 E M.Ca 39 70 30
U3 65 E M.Ca 48 43 57
U4 83 E M.Ca 50 63 37
Us 83 E P.Ca 88 55 45
U6 81 E P.Ca 33 71 29
U7 87 E P.Ca 24 77 23
U8 56 E M.Ca 34 86 14
U9 59 E P.Ca 28 54 46
U10 69 E M.Ca 42 72 28
Ul11 75 E M.Ca 30 58 42
U12 69 E M.Ca 42 83 17
U13 63 E P.Ca 26 78 22
U14 54 E M.Ca 42 87 13
Ul15 56 E P.Ca 26 69 31
Ul16 63 E P.Ca 29 76 24
U17 56 E M.Ca 36 61 39
U18 56 E M.Ca 31 62 38
U19 80 K M.Ca 25 87 13
020 63 K M.Ca 23 83 17
021 57 K M.Ca 23 50 50
U22 60 E M.Ca 31 79 21
023 70 E P.Ca 37 57 43
U24 65 E P.Ca 38 72 28
U25 60 E M.Ca 25 63 37

M.Ca: Mesane kanseri; P.Ca: Prostat kanseri.
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Uroloji olgu grubunda tiim popiilasyonun MN siklig1 34.8+12.2 olarak tespit edildi.

Kontrol grubunda mikronukleuslarin ~%68’inin sentromer tasidig: gorildii.

Urolojik olgu grubu kanser tiplerine gore de degerlendirildi. Sonuglar Tablo 19°da

gosterilmistir.

Tablo 19. Mesane kanserli ve prostat kanserli olgularda MN sikligi ve MNC+/MNC

oranlarimin karsilastirilmasi

OLGULAR OLGU SAYISI| MN SIKLIGI=SD MNC+/MNC-
Mesane kanserli 36.8+7.2 3.0£2.0
Prostat kanserli 30.7£5.2 2.3+0.9

Mesane kanserli olgularin MN sikliklarinin Prostat kanserli MN sikliklarindan daha
yiiksek oldugu goriildii. Aradaki farkin ¢ok kiiclik olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulundu (p=0.04).

OLGU-KONTROL GRUPLARININ SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Olgu ve kontrol gruplarinin toplam MN ve mikronukleus tagiyan binukleat sayisi

(BNMN) sikliklar1, Tablo 20 ve Sekil 18’de verilmistir.

Tablo 20. Olgu ve kontrol gruplarimin toplam MN ve BNMN sikhiklarimin

karsilastirilmasi
Grup Toplam MN+SD* BNMN+SD**
Kontrol 10.5+£3.6 9.4+3.6
Uroloji 34.8+12.2 26.8+5.1
Hematoloji 29.8+8.1 22.7£5.8

SD: Standart sapma;
*1000 BN hiicrede;

** MN tasiyan binukleat sayisi.
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Sekil 18. Olgu ve kontrol gruplarinin toplam MN ve BNMN sikhiklari

dagilimlari istatistiksel olarak anlamli derece farkli bulundu (p<0.0001).

istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (p=0.125).

verilmistir.

Kontrol-Hematoloji grubunun ve Kontrol-Uroloji grubunun MN sikligi ve BNMN

Hematoloji-Uroloji gruplarmin MN sikligi ve BNMN dagilimlari ise kendi iclerinde

BNMN dagilimlart olgu gruplarinda tanilarina gore de incelendi sonuglar Sekil 19°da
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Sekil 19. Olgu ve kontrol gruplarinin BNMN acisindan degerlendirilmesi
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Hematolojik kanserli olgulardan ALL’de BNMN siklig1 24.6+5.7 iken, AML’de
22.5+6.1 olarak gozlemlendi. Fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.03).

Urolojik kanserlerden mesane kanserli olgularda prostat kanserli olgulardan daha
yiiksek BNMN siklig1 gozlenmekle birlikte fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0.04).

Olgu ve kontrol grubunda toplam MN sikliginda MNC+ ve MNC-% dagilimlar1 ve
sentromer tasityan ve tasimayan MN’larin sikliklar1 da karsilastirildi. Sonuglar Tablo 21 ve

Sekil 20°de gosterilmistir.

Tablo 21. Olgu ve kontrol gruplarinda gozlemlenen mikronukleuslarda MNC+ ve MNC-

yiizdelerinin karsilastirilmasi

MNC+ MNC-
Grup (%)+SD MNC* (%)+SD MNC +SD
Kontrol 70.3x£16.2 11.1+£8.4 29.7£16.2 5.0+£3.9
Hematoloji 35.2+10.5 21.2+11.6 64.8+£10.5 38.7£17.3
Uroloji 68.3+11.6 39.1+£22.3 31.7£11.6 18+15.3
80
70
60
50
B Kontrol
40 1 @ Uroloji
O Hematoloji
30 —
20 —
10 | 1 i
.| | ]
MNC+(%) MNC+ MNC-% MNC-

Sekil 20. Olgu ve kontrol gruplarinda gozlemlenen mikronukleuslarda MNC+ ve MNC-

yiizdelerinin karsilastirilmasi
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Kontrol ve Uroloji grubunda gdzlemlenen MN’larin ~%70’inin, hematoloji olgu
grubunda ise ~%35’inin sentromer tasidigi gozlemlendi. MNC+ sikligi acisindan
degerlendirildiginde ise, Uroloji olgu grubunda gdzlemlenen sentromerli MN’larmn sayisinin
Kontrolun ~4, Hematoloji grubunun ise ~2 katt oldugu tespit edildi.

Dogal MN siklig1 ¢aligmalarinda bazi arastiricilar MN sikliginin yasla ve cinsiyetle
degistigine isaret eden bulgulara dikkat ¢ekmislerdir (11,15,121). Bu nedenle biz de Olgu ve
Kontrol gruplarimiz1 yas ve cinsiyet bakimindan inceledik.

Yas araliklarii belirlemek i¢in dnce yaslar kiigiikten biiylige 5°li gruplar halinde
halinde ayrilarak MN sikligt ve MNC+ ve MNC- ylizdeleri agisindan degerlendirildi. Daha
sonra birbirini takip eden yas gruplarinda artis gostermeyenler birlestirilerek, araliklar

genisletildi. Olgu ve kontrol karsilastirmalarinda da bu yas araliklar1 dikkate alindi. Olgu ve

kontrol gruplarinin yas araliklarina ait standart hatalar1 Tablo 22°de verilmistir.

Tablo 22. Olgu-kontrol gruplarinin yas araliklarina ait standart hatalar

Yas Arabg Ortalama Yas+SD

Kontrol Hematoloji Uroloji*
18-35 27+6 2745 -
36-49 44+4 43+4 -
50-64 57+4 59+5 58+4
65-iistii 77+8 71+6 75+7
Min-Max

(18-87) (18-87) (47-87)
Yaslar

Uroloji olgu grubunda bulunan 48 yasindaki 1 kisi de 50-65 yas grubunda
degerlendirildi.

Olgu ve Kontrol gruplarinin yas araliklarina gére MN sikligi ve MNC+/MNC- oranlar1
Tablo 23 ve Sekil 21°de verilmistir.
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Tablo 23. Olgu ve kontrol gruplarinda MN siklig1 ve MNC+ ve MNC- yiizdelerin yas

aralhiklaria gore dagilimi

MN SIKLIGI*+SD** MNC+/MNC-
YAS ARALIGI K U H K U H

18-35 6.242.3 31.0£7.0 | 3.7£1.3 0.5+0.2
36-49 9.5+3.1 28.8459 | 3.1+0.9 0.5+0.2
50-64 11.142.9 [30.246.3%**| 332482 | 2.8+0.5 |2.6+1.3 |0.6+0.3
65-iistii 14.5+1.3 [38.9+13.6 28.7+4.8 | 2.1x0.7 |2.8+1.4 |0.5£0.2
TOPLAM 10.543.6 |34.8£12.2 29.8+8.1 | 29413 |2.7+1.6 | 0.6+0.3

K: Kontrol grubu; U: Urolojik onkoloji olgulari; H: Hematolojik onkoloji olgular;

*1000 BN hiicrede;

**Standart sapma;

*** 1 olgu 48 yasinda (50 yas grubunda degerlendirildi).
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Sekil 21. Olgu ve kontrol grubunda MN sikhiginin yasla degisimi
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Kontrol ve Urolojik olgu grubu yasla anlaml bir artis gdsterdi. Hematolojik kanserli
olgularda MNC- oran1 kontrol grubundan yiiksek gozlenirken, MNC+/MNC- yiizde
oranlarinda Kontrol ve Uroloji uyumlu bulundu.

Olgu ve kontrol grubunda MN sikliginin cinsiyete bagli degisimi Tablo 24’de

verilmigtir.

Tablo 24. Olgu ve kontrol grubunda MN sikliklarinin cinsiyetle degisimi

MN SIKLIGI*+SD** MNC-%=SD** MNC+%+SD**

Kadin Erkek Kadin Erkek Kadin Erkek
Kontrol 8.9£3.2 10.4+4.0 31.84£3.8 29.742.3 68.2+5.6 69.3+3.4
Hematoloji 32.5+8.7 28.9+7.1 63.2+2.0 66.0+£2.1 36.8+1.6 34.0£1.5
Uroloji 23.7£1.2 37.2+12.3 27.7£5.8 33.7£1.6 82.3+9.1 66.3+£2.2

Cinsiyet acisindan yapilan degerlendirmede ise Kontrol (p=0.018) ve Hematolojik
olgu grubunda (p=0.011) mikronukleus sikliklar1 arasinda anlamli bir fark gériilmedi. Kontrol
grubunda MNC+% ve MNC-% degerlerinde ortalamadan sapma gézlemlenmedi. Hematolojik
olgu grubunda kadinlarda MNC+% arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0.04). Buna karsilik Uroloji olgu grubunda MNC+%’si Kadimlarda erkeklerden anlamli
derecede yiiksek bulundu (p=0.11).
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TARTISMA

Diinyada kanser toplum sagligini tehdit eden 6nemli hastaliklarin baginda gelmektedir.
Bu durum {ilkemiz i¢in de gecerlidir. 1998 yilinda kanserle savas derneginin yaptigi bir
arastirmaya gore Tiirk toplumunda 6liim nedenleri arasinda kanser, kalp krizinden sonra 2.
stiraya yiikselmistir (122). 1982'den beri iilkemizde "bildirimi zorunlu hastaliklar" listesinde
yer alan kanserin insidans artiglarinin takibi i¢in Saglik Bakanliginca "aktif kanser kayitciligt"
icin sec¢ilen 14 ilden biri olan Edirne'de 2005 yilinda kanser insidans1 100.000 kiside 194.39
olarak tespit edilmistir. Bu deger Tiirkiye ortalamasi olan 100.000 olguda 173.85'in iizerinde
ve listedeki 14 il arasinda 2. siradadir (123).

Hem {ilkemiz hem de yasadigimiz il acisindan 6n siralarda yer alan bir mortalite
nedeni olan kanserin mekanizmasiin daha iyi anlasilabilmesi ve erken tanisinda yardimci
olabilecek bir yol ortaya konulmasinin 6nemi tartigilmazdir.

Biz de calismamizda kanserin mikronukleus sikligi ile iliskisini ortaya koyarak erken
tanisina yardimci olabilecek bir yontem Onermeyi ve mikronukleuslarinin orijinlerini
belirleyerek, farkli kanser tiplerinin mekanizmalar1 hakkinda bilgi sahibi olmay1 amacladik.

Kanser gelisim mekanizmasinin karmasik bir yol izledigi ve kanser tipleri arasinda
farkliliklar gosterdigi artik bilinen bir gercektir. Kanserin etiyolojisini arastiran ¢aligmalarda
beslenme aligkanliklarindan, g¢evresel faktorlere kadar pek cok farkli etmenin rol aldigini
gosteren kanitlar ortaya konulmustur. Bu calismada da MN sikliklarinin yani sira olgu ve
kontrol gruplarinin demografik bilgileri de karsilagtirarak, farkli kanser tiplerinde bu
etmenlerin iligkisi arastirildi. Benzer yas araliginda saglikli kisilerden olusturulan kontrol
grubu referans alindiginda, beslenme sekillerinin et ve/veya sebze agirlikli olmasinin ya da

fazla miktarda cay kahve tiiketiyor olmalarinin bu iki kanser tipi i¢in de belirleyici bir etken
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olmadig1 gorildii. Alkol tiiketimi her iki olgu grubunda da kontrol grubunun yaklasik 2 kati
oraninda bulunmakla birlikte, olgular i¢i degerlendirmede oran %50'nin altinda kaldi. Bu
nedenle anlamli olmadig1 sonucuna varildi. Buna karsilik, her iki olgu grubunda da sigara
kullanim1 ve meslek geregi kimyasal maddelere maruz kalma ytizdeleri kontrol grubundan
anlamli derecede yiiksek bulundu. Bizim olgu grubumuz da sigara igen erkek mesane kanserli
olgu oran1 %62, prostat kanserli olgu orant ise %66 bulunmustur. Bu durum literatiir bilgileri
ile uyumludur. Kadinlarda mesane kanserlerinin yaklasik %31-34’liniin, erkeklerde ise
yaklasik %50’sinin sigaradan kaynaklandigini ileri siirmektedir (91,105). Sigara icenlerde,
icmeyenlere gore mesane kanseri goriilme siklig1 yaklasik 4 kat fazla olarak hesaplamistir
(89,92,104,105).

Urolojik olgularin %88’inin meslekleri geregi pestisit vb. kimyasallara maruz kalmis
olmalari, gesitli arastiricilarin mesane ve prostat kanserleri acisindan kimyasal maddelere
maruz kalmanin risk olusturdugu sonucu ile uyumlu bulunmustur (89,101,112,118)

Kansere yatkinhigin kalitsal oldugu goriisiinii destekler bir bi¢cimde hematolojik
olgularm %352'sinin ve Urolojik onkolojik olgularin %40min ailesinde kanser &ykiisiiniin
bulundugu gozlemlendi. Bu oranlara kontrol grubunun %18'lik oranindan anlamli derecede
yiiksek bulundu.

Jung ve ark.’nmin(96) 2000 yilinda yapiklar1 ¢alismada mesane kanserli olgularda
ailesel kanser Oykiisiiniin riski 1.5 kat arttirdigini, Kramer ve ark.’lar1 (124) ise bu oranin 1.9
oldugunu ileri siirmiislerdir. Bizim olgu ve kontrol grubumuzda ailesel kanser goriilme
yiizdelerini karsilagtirdigimizda, oranin mesane kanserli olgularda 2.1 iken, prostat kanserli
olgularda 2.5 hematoloji olgu grubunda ise 2.8 kat fazla oldugu gézlemlendi.

Kanser monoklonal bir hasaliktir. Gelismesi farkli temellere dayanan karmasik bir
mekanizma izlemekle birlikte hastalik anormal, tek bir hiicreden koken alir. Hem baslangi¢
asamast hem de karsinogenez evresinde genomik insitabilitenin 6nemli bir neden oldugu artik
bilinen bir gercektir. Fiziksel ve kimyasal ajanlar klastojen 6zellikleri nedeniyle kanserle en
fazla iliskilendirilen ve arastirilan mutajen grubunu olusturmaktadir. Bu nedenle bu
faktorlerin kromozom diizeyindeki etkilerini belirlemek amaciyla kromozomal aberasyon
(KA) analizi, Kardes Kromatid Degisimi analizi (KKD), Mikronukleuslarin (MN) analizi vb.
cesitli biyomonitorizasyon yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler iginde MN’larin analiz
yontemi pek ¢ok arastirmaci tarafindan genotoksik etkinin ortaya konulmasinda siklikla tercih

edilmektedir (63).
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Hem fiziksel hem de kimyasal ajanlarin etkisini ortaya koyabilmesi ve hizli sonug
veren maliyeti diisiik bir yontem olmasi nedeniyle biz de ¢alismamizda kanserli olgularda
genomik insitabiliteyi belirlemek amaciyla MN’larin analizi yontemini tercih ettik.

Toplumlarin endiistrilesme diizeyi, geleneksel aligkanliklar yas, cinsiyet vb. pek ¢ok
faktoriin etkisiyle mikronukleuslarin sikliklar1 toplumdan topluma, hatta ayni toplumun
bireyleri arasinda degisim gosterdigi pek cok arastirici tarafindan ortaya konulmustur
(19,125,126,127,128,129).

Bu nedenle mikronukleus sikligi karsilagtirma caligmalarinda sabit bir dogal siklik
degeri kullanmak yerine benzer oOzellikleri tasiyan kisilerden olusan bir kontrol grubu
olusturmak tercih edilir. Biz de ¢alismamizda hasta popiilasyonuna uygun cinsiyet ve yas
araliginda bireylerden olusturdugumuz 50 kisilik bir kontrol grubu kullandik. Kontrol
grubumuzun 1000 hiicrede 10.543.6 olarak belirledigimiz MN siklig1 literatiirdeki diger
arastiricilarin MN sikliklarinin minimum ve maksimum degerleri arasinda yer aldi (Tablo 25).

Olgu gruplarimizi ise 1 yil i¢inde {iniversitemiz hematoloji ve troloji kiniklerine
basvuran yeni tan1 almis 50 hematolojik kanserli ve 25 mesane veya prostat kanserli olgu
olmak tizere toplam 75 kisilik hasta grubu olusturdu. Hematolojik kanserli olgularda MN
sikligr 1000 hiicrede 29.8+8.1 iken, Uroloji olgu grubunda MN sikligi 1000 hiicrede
34.8+12.2 olarak tespit edildi. Hematoloji ve Uroloji olgularinm MN siklig1 kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek bulundu (p<0.0001). ki olgu grubu arasinda
ise anlamli bir fark gézlemlenmedi (p=0.125).

Mikronukleus sikliginin kanserle olasi iligkisi 90'l1 yillarin sonundan bu yana pekg¢ok
arastiricinin ilgisini ¢ekmistir. Kanserli olgularda mikronukleus sikliklarinin belirlenmesi ile

ilgili caligmalarin bir kismu Tablo 25°de 6zetlenmistir.
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Tablo 25. Kanserli olgularda mikronukleus sikliklar:

Arastiricilar Olgu grubu Olgu-kontrol MN sikhiklarr® Oran
sayisl
Ventakachalam ve | Serviks kanseri 25 (olgu) 29.8+1.8" (olgu) 2.5
ark. (125) 21 (Kontrol) 12.1+0.8
(Kontrol)

Baser ve ark. (126) | KML 10 15.18+5.05° 2.4

10 6.45+2.75
Baciuchka- Solid tiimdrler 10 21.7£17.5° 2
Palmaro ve 10 11.1£6.0
ark.(127)
Hamurcu ve ark. | Lésemi 20 34.1+1.19' 1.9
(19) 20 17.8+0.75
Murgia ve ark. Sindirim-solunum 59 4.7+3 .4 3.1
(128) sistemi kanserleri 101 1.5+1.7
Milosevic ve ark. | Farenks, 44 15.28+5.05 2.4
(129) meme, uterus 40 6.45+2.75

kanserleri

*1000 hiicrede
IStandart hata

’Standart sapma

Aragtiricilar kanserli olgularda MN sikliginin kontrol grubuna goére 1.9 ile 3.13
arasinda degisen oranlarda yiiksek oldugu sonucuna varmislardir. Bu sonuglar bizim
calismamizdaki tirolojik kanserler i¢in 2.7 ve hematolojik kanserler i¢in 2.8 oranlari ile
uyumludur (Urolojik olgu grubu kendi yas aralifma karsihik gelen 12.8 orami ile
karsilastirildi).

Genotoksik etki arastirmalarinda toplam MN sikliginin yani sira dikkate alinan bir
diger faktor MN tasiyan binukleatlarin oranidir (130). BNMN agisindan degerlendirildiginde
yine kanserli olgularda mikronukleus tasiyan binukleat sayilarmmin da kontrol grubunun
yaklagik 2 kat1 oldugu goriilmektedir (Tablo 20).

Olgu gruplarm1 kendi iglerinde kanser tiplerine gore inceledigimizde bazi olgu

gruplarinda digerlerinden daha yiiksek oranlarda MN siklig1 gozlemlendi. Hematolojik
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olgularda Kronik ve Akut tipli MN siklig1 acisindan toplamda anlamli bir  farklilik
goriilmezken, ALL'li olgularin MN siklig, AML’li olgulardan (p=0.12) ve diger 16semi
gruplarindan (p=0.34) anlamli derece de farkli bulundu. BNMN degerleri agisindan
degerlendirildiginde ise ALL'li olgularda 24.6+5.7 iken, AML'li olgularda 22.5+6.1
mikronukleus tagiyan BN gozlemlendi fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.03).
Ayni durum Prostat kanserli olgulardan daha fazla MN sikligina sahip mesane kanserli
olgularda da gozlemlendi, bu olgu grubu i¢in de toplam MN sikligindaki fark BNMN'de
ortadan kalkt1 (p=0.04). Her iki durumda da toplam MN sikliklarindaki yiiksekligin hiicre
basina diisen mikronukleus sayisinin yiiksek olmasindan kaynaklandigr goriildii. Olgu
gruplarinda alt grup sayilarimin yeterli olmamasi ve  MN-Kanser iligkisini arastiran diger
yayinlarda BNMN oranlart ile ilgili bir bilgiye rastlanilmamasi nedeniyle bu durumun
bireysel olarak maruz kalinan fiziksel veya kimyasal ajanlarin yogunlugu veya kanser tipi ile
iligkili olup olmadigina dair bir yorum yapilamadi.

Dogal MN siklig1 ¢alismalarinda bazi arastiricilar yasgla ve cinsiyetle degistigine
isaret eden bulgulara dikkat ¢ekmislerdir (11,15,121). O nedenle Olgu ve Kontrol gruplar1 yas
(Tablo 23) ve cinsiyet (Tablo 24) agisindan da incelendi. Kontrol grubu ve {iroloji olgu grubu
bireylerinde yasla anlamli bir artig goriiliirken, Hematolojik olgu grubu bireylerinde bir
degisim tespit edilmedi. Bu duruma kontrol ve {iroloji olgu gruplarinda sentromer tastyan MN
oraninin yiiksek olmasi, buna karsilik, Hematoloji olgu grubunda asentrik tasiyan MN’larin
sayisinin fazla olmasinin neden oldugu diisiiniildii (Tablo 21).

Cinsiyet acisindan yapilan degerlendirmede ise Kontrol (p=0.018) ve Hematolojik
olgu grubunda (p=0.011) beklenenin aksine kadin ve erkek MN sikliklar1 arasinda anlamli bir
fark goriilmedi. Dogal MN sikliginin cinsiyetle degistigini ortaya koyan bir calismada,
sentromer tastyan MN’larin anlamli oranda X kromozomu tagidiklart MN+FISH yontemi ile
gosterilmistir (15). El zein ve ark. (7) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada X ve 1.
kromozomun mikronukleuslardaki sikligi anlamli oranda yiiksek bulunmustur. El Zein ve
ark.calismasinda (7) Kadinlarda X kromozomu kaybinin yasla ilgili oldugu diistiniilmektedir
(15). Her iki grupta da kadin yas ortalamasinin (Kontrol 45+15, Hematolojik olgu grubu
47+15) erkek yas ortalamasindan (kontrol 55415 ve hematolojik olgu grubu 57+15) daha
diisiik olmasinin cinsiyetler arasinda MN siklig1 farkinin ortaya ¢ikmamasina neden oldugu
diisiiniildii. Urolojik olgu grubunda bulunan 3 mesane kanserli kadmn olgunun MN
sikliklarinin biitiin kanser gruplari iginde en diisiik degere sahip olmas1 dikkat ¢ekti. Yapilan

dosya incelemesinde 3 kadin olgunun erkek mesane kanserli olgulardan farkli olarak invazif
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tipte tiimore sahip olduklar tespit edildi. Olgu sayisinin ¢ok yetersiz olmasi nedeniyle mesane
kanserli olgu tiplerinde MN sikliklarinin daha biiyiik popiilasyonlu bir c¢alismayla ele
alimmasinin daha dogru olacagi goriisiine varildi.

Dogal siklig1 olusturan mikronukleuslar kutuplara ¢ekilemeyen tiim kromozomlar ya
da asentrik kromozom pargalarini tasirlar. Klasik Giemsa boyama ile mikronukleuslarin
sentromer tasiy1p tagimadigini anlamak miimkiin degildir. Bu amagla MN+FISH yontemi
gelistirilmis, uygulama olarak da Kinetokor (K) veya sentromer (C) bolgelerinin floresan
boyalarla isaretlenmesinin uygun olacagi goriisii ileri siiriilmiistiir. Ancak Mateuca ve ark.’lar1
(63) Kinetokor (K) bolgeleri boyanarak yaptiklari ¢alismada X ve Y kromozomu tasiyan
MN'larin bazen (K-) sonug verdigini gézlemlemistir. Daha 6nce de sozii edildigi gibi 6zellikle
X kromozomu tiim kromozom tasiyan MN’larda siklikla yer alir. X kromozomunun
degerlendirilememesi 6zellikle kadinlarda MNC+ sikliginin yanlis degerlendirilmesine yol
acabilir. Bu nedenle pansentromerik prob kullanarak yapilan analizlerin daha giivenli olacagi
asikardir. Biz de calismamizda kanserli olgularda mikronukleuslarin sikligimin yani sira
mikronukleuslarin orijinlerini de pansentromerik prob kullanarak MN+FISH yontemiyle
belirledik. Boylece kanser tiplerinin etiyolojileri arasindaki farkliligi ortaya koymay1
amacladik.

Yapilan calismalar kimyasal ajanlarin daha c¢ok ig ipligi mekanizmasini etkileyerek
MN’larin i¢inde tim kromozom bulunmasina yol agtigini, fiziksel ajanlarin ise kromozom
kiriklarina yol agarak asentrik fragmanlarin MN igerigine katilmasina neden olduklarim
ortaya koymustur (13,15, 127,131).

Kontrol gruplar ile yapilan dogal MN siklig1 calismalar1 mikronukleuslarin %62.5-
71.5 arasinda bir oranda sentromer icerdigini ortaya koymaktadir (11,121,127). Bizim
calismamizda gozlemledigimiz 70.3+16.2 oram literatiirle uyumlu bulunmustur. Uroloji olgu
grubunda da MNC+% dagilimi1 bu sinirlar i¢inde yer almaktadir. Buna karsilik Hematolojik
olgu grubunda MNC+/MNC- oraninin 0.6+0.3 olmast Bu olgu grubunun etiyolojisinde
fiziksel ajanlarin etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Pala ve ark.’lart (11) 2008 yilinda gergeklestirdikleri Co-60 doz cevap egrisi
calismasinda, kontrolda 62.8+5.2 olan MNC+%' sinin 0.25 Gy'de 48.2+3.2'yve 5 Gy'lik
dozlardaysa %15'in altina diistiigiinii gézlemlemislerdir. Fiziksel ajanlarin meydana getirdigi
aberasyonlarin basinda disentrik kromozomlar ve asentrik fragmentler 6ne c¢ikar (6).
Disentriklerin bir sonraki boliinmeye ge¢gme oranlart %50'dir (132). bu durumda kemikiligi

yenilenme siirecinde dolasan kana donecek olan lenfositler herbir bolinmede tasidiklar
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disentriklerin yarisin1  kaybedeceklerdir. Bu durum MNC+degerlerinin = diismesinin
nedenlerinden biri olarak kabul edilebilir.

Hematolojik kanser sitogenetiginde translokasyonlar 6ne ¢ikarken (9,44), Mesane ve
prostat kanserlerinde andploidi goriilityor olmasi da (89,92,93), MNC+ ylizdesinin farkinin
bir aciklamasi olabilir. Translokasyonlar sonucunda meydana gelen fiizyon kromozom farkli
bir protein iiretimine neden olmakla birlikte fiziksel ag¢idan kromozom seklinden farkli
olmadigindan ve karyotipte kromozom sayist artisina neden olmadigindan dolayr bdliinme
sirasinda  translokasyon nedeniyle mikronukleus meydana gelmeyecektir. Ancak
translokasyon resiprokal degilse, traslokasyona eslik eden asentrik fragment MN’da yer
alacaktir. Mesane ve prostat tiimorlii olgularda ise normal karyotip sayisindan fazla
kromozoma sahip hiicrelerde boliinme sirasinda ig ipligine tutunup kutuplara ¢ekilemeyen
sentromer tagiyan kromozom pargasi veya tiim kromozom MN i¢inde yer alacaktir.

Her ne kadar iiroloji olgu grubunda MNC+ yiizdesi kontrol grubuyla paralellik
gosterse de MN bazinda incelendiginde MNC+ ve MNC- tasiyan MN sayisinin kontrol
grubuna gore 3.6 kat fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu sonu¢ Baciuchka-Palmaro ve
arkadaslarinin sonucunu destekler niteliktedir. Baciuchka-Palmaro ve ark. (127) farkl tipte
kanserli olgularla yaptiklar1 calismada MNC+%'sini olgu ve kontrol grubu i¢in 69.2 ve 71.5
olarak belirlerken, MN basina MNC+ ve MNC- degerlerinin 2 kat fazla oldugunu
bildirmislerdir. Ancak 10 kisiden olusan olgu gruplarinda kanser tiplerinin karisik olmast
nedeniyle bu degeri istatistiksel olarak anlamli bulmamislar. Bu durumu da kisisel
farkliliklardan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Calismamizda Hematoloji ve Uroloji olgu
gruplarinin MNC+ ve MNC- degerlerindeki farklilik goz oniine alindiginda bu durumun
karisik olgu grubundan kaynaklandigi asikardir. Baciuchka-Palmaro ve ark.’larinin (127)
calismasinda oranin diisiik ve istatistiksel olarak anlamsiz bulunmasinin nedeni, olgu
gruplarini olusturan 10 kisiden 6’sinin solid timorlii olmasinin 2 oranina katkist oldugu, diger
tipini bilmedikleri kanserli olgular nedeniyle orani istatistiksel olarak anlamli bulamadiklarini
diistindiirttii.

Sonug olarak kanserli olgularda MN sikliginin kontrol grubundan yiiksek oldugu bu
calismayla bir kez daha ortaya konulmustur. Kanserli olgularda hem MN tasiyan MN
sayisinin hem de MNC+ ve MNC- oranlarinin kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek
olmasi, genetik insitabilitenin bir gdstergesi olarak degerlendirilebilir. Yaptigimiz demografik
degerlendirme sigara, mesleki olarak kimyasal maddelere maruz kalma ve ailesel kanser

Oykiisiiniin kanser etiyolojisindeki dnemini bir kez daha vurgulamistir. Unutulmamalidir ki
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kanser tek bir hiicreden baglar. MN’larin analizi bu asamada olusan genomik insitabilitenin
tespitinde erken bir uyari sistemi gibi gérev yapabilir. Ozellikle risk altinda bulunan kisilerin
ucuz ve basit bir yontem olan MN analizi yontemi ile kontrollarinin yapilmasinin, énemli
olacag1 goriisiindeyiz. Bunun yan1 sira, MN+FISH yontemi ile Hematolojik olgularin MNC-,
Mesane ve Prostat kanserli olgularin ise MNC+ tastyor olmasi bu iki kanser tipinde fiziksel ve
kimyasal ajanlarin etkisinin agik bir gostergesidir. Yaptigimiz literatiir taramasinda,
Baciuchka-Palmaro ve ark.’larmin (127) 10 olguyla yaptig1 ¢alisma disinda MNC ¢alismasina
rastlanilmamistir. Bu nedenle bu calismanin kanserlerin etiyolojisinin belirlenmesiyle ilgili

caligsma yapacak arastiricilara yol gosterecegi inancindayiz.
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SONUCLAR

Bu calismanin hedefi, MN+FISH yontemiyle hematolojik kanserli ve tirolojik kanserli
olgularda MN sikligin1 ve MN orijinlerini belirleyerek farkli kanser tipleri i¢in erken tanida
kullanilabilirligini ve kanser mekanizmasindaki roliinii belirlemektir.

Olgu ve kontrol gruplarinin toplam MN siklig1 ve mikronukleus tasiyan binukleat
(BNMN) sikliklarini degerlendirdik. Kanserli olgularda hem MN tasiyan BN sayisinin hem de
MNC+ ve MNC- oranlarinin kontrol grubundan anlamli derecede yiliksek olmasini genetik
insitabilitenin bir gostergesi olarak degerlendirdik. Genomik insitabilitenin tespitinde MN
analizi erken bir uyari sistemi gibi gorev yapabilir. Ozellikle risk altinda bulunan kisilerin MN
analiz yontemi ile kontrol gruplari olusturularak yapilmasinin, 6nemli olacagi goriisiindeyiz.

Kontrol-Hematoloji grubunun ve Kontrol-Uroloji grubunun MN siklig1 ve BNMN
dagilimlar istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.0001). Hematoloji-
Uroloji gruplarinin MN siklig1 ve BNMN dagilimlar ise kendi iglerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark gostermedi (p=0.125).

Olgu ve kontrol grubunda demografik degerlendirme sigara, mesleki olarak kimyasal
maddelere maruz kalma ve ailesel kanser Oykiisiiniin kanser etiyolojisindeki 6nemini bir kez
daha vurgulandi.

Mikronukleus+FISH yontemi ile olgu ve kontrol gruplarinda gozlemlenen MN’larda
sentromerik fragment igeren (MNC+) ve sentromer igermeyenlerin (MNC-) %
dagilimlarikarsilastirildi. Kontrol ve Uroloji grubunda gdzlemlenen MN’larm ~%70’inin,
Hematoloji olgu grubunda ise ~%35’inin sentromer tasidigi gézlemlendi. Sentromer igeren

MN siklig1 acisindan degerlendirildiginde ise, Uroloji olgu grubunda gdzlemlenen (MNC+)
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sayisinin kontrolun ~4, hematoloji grubunun ise ~2 kati oldugu tespit edildi. Bu sonuglar
tirolojik olgularda (MNC+)’nin fazla olmast kimyasal ajan maruziyetini gosterirken,
hematolojik olgularda (MNC-)’nin fazla olmas: fiziksel ajanlarin etkisinin agik bir
gostergesidir. Yaptigimiz literatiir taramasinda, Baciuchka-Palmaro ve ark. lariin 10 olguyla
yaptig1 calisma disinda MNC c¢alismasina rastlanilmamigtir. Bu nedenle bu caligmanin
kanserlerin etiyolojisinin belirlenmesiyle ilgili calisma yapacak arastiricilara yol gosterecegi

inancinday1z.

66



OZET

Giliniimiizde kanser, insan saghigini tehdit eden ve yliksek mortalite nedeni olan
hastaliklarin basinda gelmektedir. Kanser, normal hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagsma
mekanizmalarinda ortaya ¢ikan aksakliklar sonucu gelisen bir hastaliktir. Kanser gelisiminde
rol oynayan temel degisiklik kanser hiicrelerinin siirekli, kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasidir.
Etiyolojisi tam bilinmemekle birlikte fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin hiicrenin
genetik materyali DNA’y1 hasarlamasi sonucu kanserin olustugu belirlenmistir.

Kansere yatkinligi tespit edebilmek icin ¢esitli biyoindikatdrler gelistirilmistir. Bu
biyoindikatorlerden kolay ve giivenilir oldugu i¢in tercih edilen MN yontemidir. MN yontemi
DNA hasarinin ve hasara cevabin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. MN-+FISH
yontemleriyle ise etkenin kokenini belirlemek miimkiindiir. ikisinin birlestirilmesiyle
etiyolojik etkeni tahmin etme olasilig1 artmaktadir.

Bu c¢alismada, hematolojik kanserli, prostat kanserli ve mesane kanserli olgularda
MN+FISH yontemi ile mikronukleus goriilme sikliklar1 ve MN’larin orijinlerini belirlemek
amaclandi.

Bu amagla 2009-2010 yillar1 arasinda tiniversitemiz hematoloji ve iiroloji kliniklerine
bagvuran yeni tan1 almis 50 hematolojik kanserli ve 25 iirolojik kanserli olgunun
mikronukleus sikliklar1 ve MN’larin sentromerik fragment igerip igermedigi belirlendi.
Sonuglar 50 kontrol grubu bireyi ile karsilastirildi.

Olgu ve kontrol gruplarinin toplam MN siklig1 ve mikronukleus tagiyan binukleat
sayilarinin (BNMN) sikliklar1 degerlendirildi. Kontrol-Hematoloji olgu grubunun ve Kontrol-
Uroloji grubunun MN sikligt ve BNMN dagilimlar: istatistiksel olarak anlamli derecede
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yiiksek bulundu (p<0.0001). Hematoloji-Uroloji olgu gruplarmin MN sikliklar1 ve BNMN
dagilimlari ise kendi i¢lerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (p=0.125).

Olgu ve kontrol gruplarinda goézlemlenen MN’larda sentromerik fragment igeren
(MNC+) ve sentromer fragment icermeyenlerin (MNC-) % dagilimlar1 karsilagtirildi. Kontrol
ve Uroloji grubunda gozlemlenen MN’larmn ~%70’inin, Hematoloji olgu grubunda ise
~%35’inin sentromer tasidigi goézlemlendi. Sentromer iceren MN siklig1 agisindan
degerlendirildiginde ise, Uroloji olgu grubunda goézlemlenen (MNC+) sayisinin Kontrolun ~4,
Hematoloji grubunun ise ~2 kat1 oldugu tespit edildi. Urolojik olgularda (MNC+)’nin fazla
olmasi1 kimyasal ajan maruziyetinin iirolojik kanserler etiyolojisinde, Hematolojik olgularda
(MNC-)’nin fazla olmasi fiziksel ajanlarin l6semi etiyolojisinde daha etkili oldugu seklinde

degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: MN+FISH, Losemi, Mesane Ca, Prostat Ca.
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THE DETERMINATION OF FREQUENCIES AND ORIGING OF
MICRONUCLEI USING MN+FISH ASSAY

SUMMARY

Nowadays, cancer is one of the leading causes of high mortalty rate in human beings
and threaths our lives. Cancer develops as a result of defects in mechanisms of proliferation
and differentiation of normal cells. Basic change that plays a key role in the cancer
development is continuously and uncotrolled proliferation of the cells. Although, cancer
etiology is not clearly known, it is determined that cancer occurs as a result of damage at
cell’s genetic material, DNA, by physical, chemical and biological agents.

Many bioindicators have been developed in order to estimate cancer tendency. The
micronucleus assay has been preferred for evaluation of the genotoxic or clastogenic effects
of chemicals and radiation. The scoring of MN is easier and less time consuming then the
other chromosomal aberration analysis. Possibility of estimation of etiologic factors’ origin
have been increased by using MN+FISH assay.

In this study, it is aimed to determine the frequencies of micronuclei and their origins
in patients with hematological cancer, prostate cancer and bladder cancer by MN+FISH
method.

For this purpose, blood samples were collected from newly diagnosed 50 the leukemia
and 25 prostate and bladder carcinoma patient that applied to our university clinics beteen
2009-2010 years. Their MN frequencies and centromere content yields were determined. The

results were compared with 50 control individuals.
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MN frequency and the total number of micronuclei and the distirbution MN in
Binucleat (BNMN) cells frequency of case and control grous were evaluated. The
Hematology and Urology groups MN frequences and BNMN distributions were found
statistically significantly higher than the controls (p<0.0001). Urology and hematology
groups's sub groups' MN frequecies and BNMN distributions did not show discrepancy
(p=0.125).

Micronucleus with/without centrome (MNC+MNC-) yields of Case and control
groups were also compared. Control and Urology groups' MNC+ yield were found 70% and
Hematology groups MNC+ yield were 35. The comparison of the MNC+frequencies showed
that Urology MNC+ rate 4-fold higher that control and 2 fold higher than Hematology groups.
This is clearly indicate that chemical agents are more effective in the etiology of bladder and

prostate carcinoma while the physical agents more affective in hematological cancers.

Keywords: MN+FISH, Leukemia, Bladder Ca, Prostate Ca.
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Ek 1

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Bu katildigimiz calisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “Kanserli
Olgularda Mikronukleus Sikhiginin Belirlenmesi ve Mikronukleuslarin Orijininin
MN+FISH Yéntemi ile Degerlendirilmesi”dir.

Bu arastirmanin amaci, yeni tan1 konulmus Hematolojik kanserli ve Urolojik kanserli
olgularda ve kontrol grubunda MN sikliklarin1 ve MN’larin orijinlerini belirleyerek MN-
Kanser iliskisini ortaya koymaktir. Arastirmaya katilmaya karar verdiginiz takdirde sosyo-
demografik bilgilerinizi igceren anket formu uygulanacak ve kolunuzdan 1 kez 5 ml kan
aliacaktir. Bu arastirmada yer almaniz dngoriilen siire 15 dakika olup, arastirmada yer alacak
goniilliilerin sayis1 125 kisi olacaktir.

Bu arastirma ile ilgili olarak size hi¢bir sorumluluk yliklenmemektedir.

Bu aragtirmada kan alinirken ignenin batmasmna bagli olarak hafif bir aci
duyabilirsiniz. Cok diisiikk bir olasilikla kan alinirken kanamanin uzamasi ya da cilt altina
kanama riski olabilir, sizin i¢in beklenen bireysel bir yarar s6z konusu degildir. Arastirmaya
bagli bir zarar s6z konusu degildir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek, herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum
size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak igin
ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen bir etki ya da diger rahatsizliklariniz
icin 0284 236 76 41-1448 no.lu telefondan Yrd.Dog¢.Dr. Funda S.PALA’ya bagvurabilirsiniz.

Bu arastirma projesi Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan
desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢gbir 6deme yapilmayacaktir.

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi
bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir. Arastirict bilginiz
dahilinde veya isteginiz disinda sonradan ortaya cikabilecek, arastirmaya katilmaniza engel
bir durumla karsilastiklarinda sizi aragtirmadan c¢ikarabilir. Arastirmanin sonuglart bilimsel
amagla kullanilacaktir; c¢aligmadan c¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz
durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.



Caliymaya Katilma Onayr:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1 arastiriciya sordum,
yazili ve sozIi olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu
kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gdzden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi
konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve sdz konusu arastirmaya iliskin bana
yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik igerisinde
kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyasi1 bana verilecektir.
Goniilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve imza:
Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadi:
Gorevi:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tanikhk eden kurulus gorevlisinin/goriisme
taniginin,

Adi-Soyadi:
Gorevi:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:



Ek 2
Sosyodemografik Bilgi Formlari: (A) Kanserli olgu grubu, (B) Kontrol grubu igin
(A) OLGU GRUBU MIKRONUKLEUS ANALIZI iCIN BILGI ANKETI

Hastanin Adi1 Soyadi
Protokol No
Dogum yeri ve tarihi
Cinsiyet
Kilo
Tel
Tam
Egitim durumu
Meslek
Ayhik Geliri
Yasadig1 Sehir

Son 3 yildir kilonuzda ani bir degisiklik oldu mu?

HASTA VE AILE HIKAYESI HAKKINDA BiLGi:

Sorular Evet Hayir Yorum

Sigara kullaniyor musunuz?
Kullaniyorsaniz ne siklikla oldugunu
belirtiniz?

Pipo kullamiyor musunuz?
Kullaniyorsaniz ne siklikla oldugunu
belirtiniz?

Puro kullaniyor musunuz?
Kullaniyorsamiz ne sikhikla oldugunu
belirtiniz?

Alkol kullaniyor musunuz?
Kullaniyorsaniz ne siklikla oldugunu
belirtiniz?

Giinliik ¢cay-kahve tiiketiminiz ne
kadardir?

Giinliik cikolata, seker tiiketiminiz ne
kadardir?

Siirekli kullanmak zorunda oldugunuz
bir ilac\ilag¢lar var m?

Hangi sikhikla ila¢ kullanirsiniz?
Son 1 yildir kullandigimiz ilaglar
nelerdir?

En son antibiyotik kullandiginiz tarih




nedir?

Son 3 yildir yaptirdigimiz radyolojik
uygulamalar(tomografi, rontgen filmi,
MR, ultrason, sintigrafi,dis filmi, cene
filmi vb.)oldu mu?

En son ne zaman ¢ektirdiniz?

Isiniz geregi kimyasal maddelere
maruz kaldimz m?

Isiniz geregi radyasyona maruz
kaldimiz m1?

Diizenli 3 6giin yemek yer misiniz?

Et agirhiklh mi beslenirsiniz?

Sebze agirlikli m1 beslenirsiniz?

Hamur isi tiiketiminiz ne sikhkta?

Haftada kac kez kizartma yersiniz?

Katki maddeli gidalar tiiketir misiniz?

Gida boyah yiyecekler tiiketir misiniz?

Sa¢ boyasi kullanir misimiz?

Ailede kanser tanis1 konulan baska bir
birey var m1? Var ise yakinhk derecesi
nedir?

Konulan tani nedir?

YORUMLAR:




(B) KONTROL GRUBU MIKRONUKLEUS ANALIZi IiCIN BILGI ANKETI

Hastanin Adi1 Soyadi
Dogum yeri ve tarihi
Cinsiyet

Kilo

Tel

Egitim durumu
Meslek

Aylik Geliri
Yasadig1 Sehir

KONTROL GRUBU VE AILE HIKAYESI HAKKINDA BiLGi:

Sorular Evet Hayir Yorum

Sigara kullaniyor musunuz?
Kullaniyorsaniz ne siklikla oldugunu
belirtiniz?

Alkol kullaniyor musunuz?
Kullaniyorsaniz ne siklikla oldugunu
belirtiniz?

Giinliik ¢cay-kahve tiiketiminiz ne
kadardir?

Kronik bir hastaligimz var mi?

Siirekli kullanmak zorunda oldugunuz
bir ilac\ilaclar var m?

Hangi sikhikla ila¢ kullanirsiniz?
Son 1 yildir kullandigimiz ilaglar
nelerdir?

En son antibiyotik kullandiginiz tarih
nedir?

Son bir ay i¢inde bir hastalik ya da
enfeksiyon gecirdiniz mi?

Son bir ayda ila¢ kullandiniz mi?

Son 3 yildir yaptirdiginiz radyolojik
uygulamalar(tomografi, rontgen filmi,
MR, ultrason, sintigrafi,dis filmi, cene
filmi vb.)oldu mu?




En son ne zaman cektirdiniz?

Isiniz geregi kimyasal maddelere
maruz kaldiniz mi?

Isiniz geregi radyasyona maruz
kaldimiz m1?

Diizenli 3 6giin yemek yer misiniz?

Et agirhikhh m beslenirsiniz?

Sebze agirlikli mi beslenirsiniz?

Hamur isi tiiketiminiz ne sikhkta?

Haftada kac¢ kez kizartma yersiniz?

Katki maddeli gidalar tiiketir misiniz?

Gida boyah yiyecekler tiiketir misiniz?

Sac¢ boyasi kullamir misimiz?

Ailede kanser tanis1 konulan baska bir
birey var m1? Var ise yakinhk derecesi
nedir?

Konulan tani nedir?

YORUMLAR:
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Ek 4

Kiiltiir i¢cin Kullanilan Cihazlar

Laminar air flow kabini (Heraeus)
Sogutmal1 santrifiij (Heraeus)
Vorteks (Yellow line)

Etiiv (Heraeus)

Hassas dijital terazi (Scaltec)
FISH icin Kullamlan Cihazlar
Su banyosu (Memmert)

Hotplate (VWS)

Hibridizer (Techne)

Buzdolabi (Argelik) (+4 °C)

Derin dondurucu (Argelik) (-20 °C)
Faz-kontrast mikroskobu (Olympus)

Floresan mikroskobu (Olympus BX51 Floresan Atagmanli, yesil FITC, kirmizi
RHODAMINE filtre)

Kiiltiir I¢in Kullanilan Malzemeler

Flask (Cellstar)

0,45 pm siteril mini filtre

Falkon tiipti (15 ml)

Steril enjektorler (Scc, 10cc’lik)

Pastor pipeti

Kiiltiir icin Kullamlan Kimyasal Maddeler
RPMI-1640 Medyum (Sigma-Kat.No:R8758)
Fetal Calf Serum (Sigma-Kat.No:A11-144)
Penisilin-Streptomisin (Sigma-Kat.No:P4333)

Ficoll-Histopaque (Lymphoprep-Hypaque)



Heparin (Panpharma )
Fitohemaglutinin (PHA) (stok 1mg/ml) (Sigma-Kat.No:L-8902)
Cytochalasin-B (DMSO i¢inde) (stok 0.1 mg/ml) (Sigma-Kat.No:C6762-1MG)

Etil alkol (%96°11ik Tekel)

FISH i¢in Kullanilan Malzemeler

Otomatik pipet (Eppendorf 10, 100,ve 1000 pul’lik)
Otomatik pipet ucu (10, 100,ve 1000 ul’lik)

Trash lam (SuperFrost 76x26mm)

Lamel (Menzel-Glaser 24x32)

Cam sale

FISH i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler
Formamid (Merc-Kat.No:K37624708 742)
Formaldehid (Sigma-Aldrich-Kat.No:15512)
RNAZz (Sigma-Kat:No:R-6513)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Hidroklorik Asit (1M) (Merck)

Sodyum Klortir (Sigma)

Potasyum Kloriir (Riedel-de Haén)

Asetik Asit (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Etanol (Sigma-Aldrich)

DAPI (Cambio-Kat.No:1124-MD)
Pansentromerik Prob (Cambio-Kat.No:1695-FITC/1695-Cy3)
Tween 20 (Merck)

Giemsa (Merck 044546)

Yapistirict (Rubber Gum)

Immersiyon yagi



Kiiltiir icin Kullanilan Soliisyonlar
Hiicre kiiltiir medyumu

L-Glutaminli RPMI-1640 medyuma %10 Fetal Calf Serum ve %1Penisilin/Streptomisin ilave
edilerek flasklara 9,5 ml olacak seklinde konur. Her bir flask icine kiiltiir ekimi yapilirken 150
ul (Img/ml) PHA eklenir.

Sitokalazin-B c¢ozeltisi
Img Sitokalazin-B stogu (Final konsantrasyon yaklasik 6pg/ml )

0,85 gr Sodyum kloriir( NaCl) 100 ml distile su i¢inde ¢oziiliir ve 0,2 mikronluk filtreden
gecirilir. Filtrelenmis NaCl ¢ozeltisinden 9 ml alinarak 1 ml Dimetil Siilfoksit (DMSO)
karistirilir ve 1mg Sitokalazin -B {izerine eklenir. Partikiiller ¢oziilene kadar iyice karistirilir.
Son olarak bu ¢6zeltinin {izerine 5 ml steril distile su eklenir ve tiiplere boliinerek -20 °C’de

saklanir.

0,075 M KCL c¢ozeltisi

5,590 gr.KCL (potasyum klortir) 1L steril distile suda ¢oziiliir.

Fiksatif Cozelti

Metanol /asetik asit (3:1) oraninda karistirilir. Calisma esnasinda, taze hazirlanir.
FISH icin Kullanmilan Soliisyonlar

20xSSC (pH:5.3) Tampon Cozeltisi

175.3 gr NaCl ve 88.23 gr Na sitrat tartilir. Steril distile su ile 1L ye tamamlanir. pH 6l¢iiliir

ve ayarlanir.+4°C’de 6 ay saklanabilir.

2xSSC Tampon Cozeltisi

100ml 20xSSC, 900 ml distile su ile karistirilir.
HCL Cozeltisi

500 ml distile su tizerine 430 pl %37’1lik HCL ekle ve karistir.



PBS (pH:7)

8 gr NaCl, 0.2 gr KCL, 1 gr NaHPO4, 0.2 gr KH,POj, tartilir. 1L distile suda ¢oziliir.
Denatiirasyon Cozeltisi (%70 formamid/2xSSC) (pH:7)

70 ml formamid {iizerine 30 ml 2xSSC eklenir.

Alkol serileri

%70, 90, 100’1iik etanol soliisyonlar1 hazirlanir.

RNAZz soliisyonu

Stok 10 mg/ml 2xSSC iginde

Konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde 2xSSC ile ¢oziilerek hazirlanir. -20°C’de saklanir.
Pepsin soliisyonu

Stok pepsin soliisyonu (% 10’luk) (7,5 mM HCL iginde), -20°C’de saklanir.
Formamid yikama soliisyonu (pH:7)

50 ml formamid, 50 ml 2xSSC (% 50)

70 ml formamid, 30 ml 2xSSC (% 70)



Sayim Kagidi

Sayilan Preparat:

Ek 5

Sayim Tarihi
Sayan Kisi
Koordinatlar MN
X Y 3
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

TOPLAM:




Sayim Kagidi

Ek 6

Sayilan Preparat:
Sayim Tarihi
Saymmi Yapan Kisi
MN sentromer(+) dagilimi
! 3 4 6+
Toplam
MN sentromer(-) dagilimi
1 3 4 6+

Toplam




